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RESUMEN

El gen sps1, que codifica para la Sacarosa Fosfato Sintasa de arroz
tiene un 5’'UTR (lider) inusualmente largo de 368 nucledtidos, con una
estructura secundaria compleja. La eliminaciéon de la regién lider del
promotor nativo sps? disminuye la expresién in vivo del gen reportero GUS
en 10 veces. La insercioén del lider hacia abajo (3’) pero no hacia arriba (5’)
del promotor —46(35S) CaMV en la orientacién correcta produce un
potenciamiento de la expresién equivalente al conferido en el promotor
nativo sps1. Este potenciamiento de la expresion es observado usando
tanto expresiones transitorias in vivo en hojas de tabaco como en plantas
establemente transformadas de Arabidopsis. El lider sps1 ademas
incrementa el nivel de expresién del gen reportero en los promotores
fuertes 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor y del Virus del Mosaico de
la Vena de la Yuca, aunque en un menor nivel con relacién a promotores
débiles. Estudios de transcripcion y de traduccion in vitro usando
transcritos del gen uidA con y sin el lider muestran que esta regién
potencia la traduccion por mas de tres veces. Andlisis de deleciones del
lider sps1 muestran que el potenciamiento in vivo se conserva totalmente
cuando se eliminan 85 bases del extremo 5’ y se reduce a la mitad cuando
se eliminan 148 bases de ese extremo; la eliminacion de 190 bases del
extremo 3’ conserva dos terceras partes de la actividad potenciadora del
lider. Estos resultados sugieren que existe redundancia en elementos de
secuencia o estructurales del lider sps7 involucrados en la traduccion del
ARN mensajero.
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ABSTRACT

The sps1 gene, encoding the sucrose phosphate synthase in rice has
an unusually long 5’ untranslated region (leader) of 368 nt with a complex
predicted secondary structure. Elimination of the leader from the native
sps1 promoter diminishes the in vivo expression of the GUS reporter gene
by 10-fold. Insertion of the leader downstream, but not upstream, of the —
46(35S) CaMV promoter in the correct orientation produces an expression
enhancement equivalent to that conferred in the sps7 native promoter. This
expression enhancement is observed using both in vivo transient
expressions in tobacco leaves and in stably transformed Arabidopsis
plants. The sps? leader also enhances the level of reporter gene
expression in the strong 35S CaMV and Cassava Vein Mosaic Virus
promoters, albeit at a lower level than in weaker promoters. In vitro
transcription and translation studies using transcripts of the uidA gene, with
and without the sps7 leader, show that the sps7 5’ untranslated region
enhances translation over three-fold. Deletion analysis of the sps? leader
showed that in vivo enhancement is totally conserved in the 5 A85 and
diminished by half in the 5 A148; the deletion 3’A190 conserves two thirds
of the enhancement, suggesting redundancy in sequence elements.

INTRODUCCION

La mayoria de las especies
vegetales utilizan la sacarosa como el
compuesto central para movilizar foto
asimilados de los tejidos fuente a los

consumidores, y para movilizar
reservas de los  tejidos  de
almacenamiento durante la

germinacion de las semillas, debido
probablemente a sus propiedades de
alta solubilidad y baja reactividad
(Giaquinta 1980). La sacarosa es
sintetizada por la accion de la Sacarosa
Fosfato Sintasa (SPS; EC 2.3.1.14) la
cual transfiere el grupo glucosil de la
UDP-Glucosa a Fructosa-6-P para
producir Sacarosa-6-P, la cual es
posteriormente desfosforilada por una
Sacarosa 6-fosfato Fosfatasa (SPP; EC
3.1.3.00) generando sacarosa como el
producto final para hacer la reaccion

practicamente irreversible (Huber y
Huber 1996). Se ha demostrado que la
actividad de la SPS es altamente
regulada tanto a nivel transcripcional
como post-transcripcional. La
actividad enzimatica de SPS es
regulada por modificacion covalente,
fosforilandose en la oscuridad para
producir enzima menos activa y
defosforilandose en presencia de luz
para generar una enzima mas activa
(Stitt et al. 1988). La SPS es regulada
ademas por interacciones alostéricas,
como ha sido demostrado en maiz,
espinaca, arroz, papa y mezquite,
donde la glucosa-6-Fosfato activa la
enzima y el fosfato inorganico la
inhibe (Amir y Preis 1982, Dochlert y
Huber 1983, Kalt-Torres et al. 1987,
Salerno et al. 1998, Reimholz et al.
1994, Sinha et al. 1997). Los ADNs
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complementarios que codifican para
SPS han sido aislados de maiz
(Worrell et al. 1991) y otras plantas,
permitiendo el estudio de la regulacion
genética y la utilizacion de estrategias
biotecnologicas.

La regulacion de SPS a nivel
transcripcional ha sido demostrada en
analisis de  Northern blot y por
fusiones de genes reporteros usando el
promotor sps! de arroz. Se ha
reportado un incremento de los ARN
mensajeros de SPS durante el
desarrollo de la hoja de espinaca (Klein
1993) y durante la maduracion de
frutos de mandarina, platano y kiwi, lo
cual se relaciona con la sintesis de
sacarosa (Komatsu et al. 1996, Oliveira
et al. 1997, Langenkdmper et al. 1998).
El promotor sps/ de arroz dirige una
expresion en las hojas regulada por luz
y limitada a células activas
fotosintéticamente, comenzando en los
apices de las hojas en desarrollo y
extendiéndose gradualmente a la base,
siguiendo la transicion del tejido
consumidor al tejido fuente. Durante la
germinacion de las semillas de arroz la
actividad del promotor sps/ de arroz se
encuentra restringida al escutelo,
donde la sintesis de sacarosa tiene
lugar para apoyar el crecimiento del
embrion en desarrollo (Chavez-
Bércenas et al. 2000, Martinez-Trujillo
2002).

Laregion 5° del gen sps1 de arroz
consiste de un promotor atipico sin
cajas TATA y CCAAT en la posicion
usual y un lider largo de 368
nucleétidos (Sakamoto et al. 1995,
Valdez-Alarcon et al. 1996, Chavez-
Barcenas et al. 2000). Se ha propuesto
que la expresion especifica de tejido y
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durante el desarrollo, conferida por el
promotor spsi, es determinada por la
presencia de secuencias de ADN que
han sido relacionados previamente con
respuesta a luz y hormonas. Se
desconoce sin embargo, si hay
mecanismos que operen a nivel de la
estabilidad del ARN mensajero o de la
traduccion, para regular el nivel de
SPS.

Los 5° UTRs (lideres) en genes de
plantas y de animales son normalmente
cortos y se encuentran en el rango de
20 a 100 nucledtidos (Joshi 1987,
Kozac 1987). Regiones lideres largas
han sido estudiadas en genes de virus y
en algunos genes de plantas vy
animales, y en varios casos se ha
demostrado que tienen una influencia
en la expresion de los genes ya sea al
nivel transcripcional o traduccional.
Los mecanismos por los cuales las
secuencias de los lideres 5° funcionan
pueden ser agrupados de la siguiente
manera: a) Presencia de marcos de
lectura cortos (uORFs) en la region
lider, los cuales son usualmente
inhibitorios, debido a que son
traducidos y reducen la iniciacion de la
traducciéon en el codon de inicio
principal ubicado hacia abajo (3’)
(Fiitterer y Hohn 1996). Ejemplos de
este mecanismo incluyen el gen
Opaque-2 (0O2) que codifica para un
factor de transcripcion en maiz, el gen
Lc de maiz implicado en la biosintesis
de antocianina y los genes pmal y
pma3, que codifican para ATPasas que
bombean protones en Nicotiana
plumbaginifolia, (Lohmer et al. 1993,
Damiani y Wesler 1993, Michelet et al.
1994, Lukaszewicz et al. 1998); b)
Potenciamiento de la traduccién
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mediada por 5’UTRs, solos o en
colaboracion  por  regiones  3’,
demostrado principalmente en genes
virales y en algunos genes de plantas
(Fiitterer y Hohn 1996). Ejemplos de
este mecanismo incluyen el Virus del
Mosaico de la Alfalfa (AMV) (Jobling
y Gehrke 1987), Virus del Mosaico del
Tabaco (TMV) (Gallie et al. 1987,
Leathers et al. 1993), Virus del
Grabado del Mosaico del tabaco (TEV)
(Carrington y Freed 1990, Gallie et al.
1995b), Virus Satélite de la Necrosis
de Tabaco (SNTV) (Timmer et al.
1993, Meulewaeter et al. 1998), Virus
X de la Papa (PVX) (Zelenina et al.
1992), Potyvirus de mosaico de
naciente del chicharo (PsbMv)
(Nicolaisen et al. 1992), gen psaDb
del fotosistema de Nicotiana sylvestris
(Yamamoto et al. 1995), gen adhl de
la alcohol deshidrogenasa de maiz
(Bailey-Serres y Dawe 1996), gen
lat52 de tomate con expresion en polen
(Bate et al. 1996), gen Asp70 de maiz
con expresion durante choque térmico
(Pitto et al. 1992) y un gen de a-
amylasa (Gallie y Young 1994); c) La
presencia de potenciadores
transcripcionales o silenciadores ha
sido documentada en algunos genes de
plantas. Por ejemplo, en los genes
PsaF, PetE and PetH (que codifican
para la subunidad III del fotosistema I,
plastocianina y oxido-reductasa
NADP+ de ferredoxina) donde los
lideres incrementan la transcripcion
(Bolle et al. 1994) y el gen lat59 de
tomate en que la transcripcidn es
disminuida (Curie y McCormick 1997)
y d) Presencia de elementos en Ia
secuencia del ADN que modifican la
estabilidad del ARN mensajero, como

por ejemplo los lideres del gen de
ferredoxina-1 (Fed-1) de chicharo, el
gen Lhcbl*4 de chicharo y un gen de
respuesta a choque térmico de Daucus
carota (Dickey et al. 1998, Anderson
et al. 1999, Gallie et al. 1995a).

Casos complejos donde el lider
influencia la estabilizacion y la
eficiencia de traduccion se han
reportado para el gen At-P5R de
Arabidopsis  involucrado en la
biosintesis de prolina, en el gen ntp303
de tabaco y en el gen psbD de
Chlamydomonas  reindhardtii, que
codifica para el polipéptido D2 que
sirve como centro de reaccion en el
fotosistema II (Hua et al. 2001,Hulzink
et al. 2002, Nickelsen et al. 1999).

Considerando que el lider spsi es
inusualmente largo y presenta una
estructura secundaria compleja (figura
1), se plante6 determinar si esta region
juega un papel en la regulacion del
nivel de SPS a nivel transcripcional o
post transcripcional. En este trabajo se
muestra que el lider sps/ act@ia como
un potenciador de la traduccion tanto
in vivo como in vitro. Analisis de
deleciones del lider sps/ sugieren que
hay secuencias redundantes que estan
involucradas en esta funcion.

MATERIALES Y METODOS

Amplificacion por PCR de
fragmentos del lider sps!

Las endonucleasas de restriccion y
la T4 ADN ligasa fueron de GIBCO-
BRL, y se utilizaron siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Para
la reaccion en cadena de la polimerasa
se utilizd eLONGase® Enzyme Mix
de LIFE TECHNONLOGIES, también
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siguiendo las recomendaciones del
fabricante. = Las  reacciones  de
amplificacion se hicieron en un
termociclador Perkin Elmer, GenAmp,
PCR System 2400. Todos los
productos de PCR fueron clonados
inicialmente en el vector pGEMTeasy
(PROMEGA) antes de ser subclonados
en otros plasmidos.

Plasmidos y construccion de vectores

Los plasmidos pBS46S and
pBS90S son derivados de pBluescript
(STRATAGENE) vy contienen las
versiones truncadas —46 y 90 del
promotor 35S del virus del Mosaico de
la Coliflor, fusionados al gen uid4 y el
terminador nos (Argiello 1996). Estas
versiones del promotor son
mencionadas en este trabajo como -
46(35S) 'y  -90(35S). Una fusion
traduccional del promotor spsi, el
lider, primer exo6n, primer intrén y
parte del segundo exdén, a la region
codificadora del gen uidA4, se llevo a
cabo insertando un  fragmento
gendmico de sps/ obtenido por EcoRI
(-2195 to +676) a partir de una clona
gendmica de plasmido, y un fragmento
EcoRI-BamHI de pBI101.3
(CLONTECH), conteniendo la
secuencia codificadora de wuid4 y el
terminador ros, en pBluescript II KS
plasmid. Este plasmido fue
denominado pSPS1. Fusiones
transcripcionales del promotor sps/
con y sin el lider sps/ fueron
fusionadas al gen widA4 reemplazando
el fragmento del promotor —46(35S)
presente en pBS46S por los fragmentos
-2195 a +368 y -2195 a +20 de spsi
generados por PCR. Los plasmidos
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fueron denominados pSPS2 y pSPS3,
respectivamente.

Los plasmidos que contienen el
lider sps! hacia arriba (5°) y hacia
abajo (3’) del promotor —46(35S)
fueron producidos insertando la region
lider de 368 bases en los sitios de
restriccion Kpnl y Hindlll 6 Bglll de
pBS46S. Los vectores generados
fueron denominados como pUTR46 y
p46UTR, respectivamente. Otro vector
construido con la region lider en el
sentido opuesto y hacia abajo (3”) del
promotor —46(35S) fue denominado
p46UTR-INV. La region lider también
se insertd hacia arriba (5°) del
promotor —90(35S) usando el pldsmido
pBS90S y los sitios de restriccion
Kpnl-Hindlll. El vector generado se
denominé pUTR90.

Se generaron vectores conteniendo
la region lider sps! entre el promotor
del Virus del Mosaico de la Yuca y el
gen uidA asi como entre el promotor
35S del Virus del Mosaico de la
Coliflor y el gen uidA. Los plasmidos
fueron producidos insertando la region
lider spsI de 368 pares de bases en el
sitio Bg/ll de pILTAB380 (Verdaguer
et al. 1996) o el sitio Xbal de pBI121
(Jefferson et al. 1987),
respectivamente.  Los  plasmidos
generados se denominaron pCAS-UTR
y p35S-UTR, respectivamente.

Deleciones de la region lider sps1
clonadas entre el promotor —46(35S)
y el gen uidA y terminador nos. Los
fragmentos del lider con las deleciones
fueron generados por PCR. La version
del lider 5°A85 fue obtenida usando los
oligonucledtidos
5’GCAGATCTCGTCCACCAAGCC
ACGGACTC-3’ y
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5’GCAGATCTCTCTCGATCAGCCG
ATGCTCTC-3’; la delecion 5°A148

con los oligonucleotidos
5’GCAGATCTTTTGATACGTGGTA
CGTGACGC-3’ y

5’GCAGATCTCTCTCGATCAGCCG
ATGCTCTC-3’ ; y la delecion 3°’A190

con los oligonucleotidos
5’GCAGATCTCACCCGCCAGCCTC
CCTCTC-3’ y

5’GCAGATCTCAAAGCGTCACGT
ACCACGTATC-3" . Los fragmentos
finales fueron clonados en el sitio Bg/Il
de pBS46S. Los plasmidos fueron
denominados p46UTRASS,
p46UTRA148 'y p46UTRA190-3,
respectivamente.

Promotor T7 fusionado al gen
uidA y terminador nos. El gen uidA y
el terminador nos fueron obtenidos de
pBI101.3 cortando con EcoRl y
BamHI y clonando en los mismos
sitios en pBluescript KS . La
construccion tiene el promotor del
virus T7 fusionado al gen widd y
terminador nos. Entre el sitio de inicio
de transcripcion y el ATG del gen uidA
hay 54 pares de bases. El vector
generado fue denominado como pT7-
GUS

Promotor T7 fusionado al lider
spsl gen uidA y terminador nos. El
fragmento de ADN con la fusion del
lider spsi, gen uidA y terminador rnos,
fue obtenido de p46UTR  (este
trabajo), cortando con Xbal e
insertando en el mismo sitio en
pBluescript KS. La construccion con la
orientacion correcta tiene el promotor
T7 fusionado al lider spsi, gen uidA'y
terminador nos. El vector generado fue
denominado pT7UTR-GUS

Vector binario con el promotor
—46(35S) fusionado al gen wuidA y
terminador nos . El fragmento de
ADN con el promotor —46(35S)
fusionado al gen wuidA y terminador
nos fue obtenido cortando pBS46S con
Hindlll y BamHI e insertando en los

sitios Hindlll-BamHI de
pCAMBIA2300 . El vector generado
fue denominado p46BIN.

Vector binario con el promotor
—46(35S) fusionado al lider spsl, gen
uid4 y terminador mnos. El vector
p46UTR fue digerido con Hindlll y
BamHI y el fragmento liberado fue
clonado en los sitios Hindlll-BamHI de
pCAMBIA2300. El vector generado
fue denominado p46UTR-BIN.

Las secuencias del contexto de los
inicios de transcripcion, y traduccion,
asi como las secuencias intermedias,
para cada uno de los plasmidos
utilizados en este trabajo se muestran
en la tabla 1.

Secuenciacion de ADN

Todas las construcciones con sps/
fueron verificadas por secuenciacion
por el método de terminacion de
cadenas con dideoxinucleotidos
(Sanger et al. 1977) usando nucledtidos
fluorescentes (ABI) y el secuenciador
ABI PRISM™ 374 .

Expresion transitoria de GUS y GFP
en hojas de tabaco

Los plasmidos que contienen las
diferentes construcciones sps/ 5° UTR
fueron introducidos en hojas de tabaco

(Nicotiana  tabacum cv  xanthi)
mediante bombardeo con micro
particulas. El plasmido,

pCKGFPS65C (Reichel et al. 1996),
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con el gen que codifica para la proteina
verde fluorescente bajo la expresion
del promotor 35S del CaMV, fue
mezclado con los plasmidos wuidA,
como un estandar interno y asi
normalizar las diferencias de los
experimentos de bombardeo. El area de
bombardeo de las hojas de tabaco en
cada caja de Petri fue de 4 cm’. El
procedimiento fue el descrito por
Cabrera-Ponce et al. (1995). Las hojas
de tabaco en el medio MS fueron
bombardeadas usando el aparato
BioRad Helium-driven PDS-1000/He,
y una presion de 900 psi. Las hojas de
tabaco fueron incubadas durante 36
horas a 28 °C en la oscuridad y

posteriormente analizadas para la
expresion de la proteina verde
fluorescente. Las hojas de tabaco

fueron transferidas a cajas de Petri para
ser teflidas con x-gluc e incubadas a 37
°C por 12 horas. Los puntos azules de
la expresion de GUS fueron contados
usando un microscopio estereoscopico.
Las células con expresion de GFP
fueron contadas usando un
microscopio Leica DMRE con un filtro
I3 (excitador de luz azul BP 450-490
nm; separador de rayos RKP 510 nm;
emisor LP 515 nm).

Estandarizacion y analisis estadistico
de la expresién transitoria

Para cada construccion wuidA se
bombardearon 10 muestras de hoja
para disminuir el efecto de variacion en
los bombardeos. La relacion de puntos
azules/verdes fluorescentes se
determino en cada una de las muestras
bombardeadas y para cada bloque de
construcciones  bombardeadas la
construccion con la relacion mayor se
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consider6 como 100%; las otras
relaciones fueron ajustadas
proporcionalmente. La media y el
intervalo de  confianza  fueron
calculados utilizando el software SPSS
10.0 para Windows.

Extraccion de ARN y RT-PCR.

Plantas de Arabidopsis de 10 dias
de edad fueron utilizadas para extraer
el ARN total usando el método
reportado en Schuler et al. (1989), el
cual fue tratado con DNasel. E1 ARN
total (1 pg) fue wusado para
transcripcién reversa usando 200 U
del kit Superscript II plus Rnase H ~
Reverse Transcriptase (Gibco BRL) y
10 puM (dT);s, de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. Los
oligonucledtidos
5’TCAGCGTTGGTGGGAAAGCG3’
y 5’GCGTTGCTTCCGCCAGTGG3’
fueron utilizados para amplificar un
fragmento de 1201 pares de bases
correspondiente al gen widA. Se
realizaron pruebas con 10, 15, 20, 25 y
30 ciclos para determinar el numero
minimo de ciclos en que se podian
realizar cuantificaciones confiables del
fragmento generado y en la etapa final
se utilizaron 20 ciclos.

Transcripcion y traduccion in vitro
Los plasmidos pT7-GUS vy
pT7UTR-GUS fueron linearizados
cortando en el extremo del terminador
nos, con  FEcoRI 0  BamHI,
respectivamente. El kit RiboMAX™
(PROMEGA) fue utilizado de acuerdo
a las instrucciones del fabricante. La
integridad del ARN se determind
corriendo una muestra en un gel de
agarosa al 0.8%, tifiendo con bromuro
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de etidio y visualizando en un
transiluminador de luz UV. El ARN
fue cuantificado en un
espectrofotometro a una longitud de
onda de 260 nm.

Los transcritos de uid4 con y sin
el lider spsi fueron traducidos in vitro
utilizando un kit de extracto de germen
de trigo (PROMEGA) y [S]
metionina, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. En
todos los casos se observé un solo
producto de traduccién in vitro y
mediante el uso de marcadores de peso
molecular Benchmark (GIBCO-BRL)
se corrobord la migracion de la
proteina codificada por wuidA. Para
detectar y cuantificar la radioactividad
incorporada en la proteina uidA, el gel
fue secado y expuesto durante 12 horas
en un cassette Phosphoimager
(MOLECULAR DYNAMICS). Se
utiliz6 un STORM (MOLECULAR
DYNAMICS) para hacer un barrido
del cassette con la impresion de la
radioactividad y se uso el software

ImageQuant™ (MOLECULAR
DYNAMICS) para cuantificar la
radioactividad incorporada, que se

reportd como volumenes.

Transformacion y seleccion de

Arabidopsis

Los vectores p46BIN y p46UTR-
BIN fueron introducidos en
Agrobacterium  tumefaciens,  cepa

GV2260 (McBride y Summerfelt
1990) por electroporacion usando un
electromanipulador BTX600,
siguiendo las recomendaciones del
fabricante. El fragmento de T-ADN de
los vectores binarios se introdujo en
Arabidopsis thaliana (ecotipo C24)

utilizando el método de floral dip
(inmersion  floral) (Clough y Bent
1998) optimizado por Martinez-
Trujillo et al. (2004). La inoculacion de
Arabidopsis con  Agrobacterium se
repiti6 3 veces cada 5 dias para
incrementar la eficiencia de
transformacion. La progenie resultante
fue seleccionada colocando las
semillas durante 7 dias en medio MS
solido con sacarosa al 1% 'y
kanamicina a una concentracion de 50
pg/ml

Expresion de GUS en plantas de
Arabidopsis y hojas de tabaco

Plantas de Arabidopsis
transformadas de 10 dias de edad con 4
hojas fueron utilizadas para la tincion
histoquimica con x-gluc durante 12
horas a 37 °C de acuerdo a Stomp
(1992); se elimind la clorofila com
metanol-acetona (3:1) y se preservaron
las muestras en glicerol al 50%. El
mismo procedimiento fue utilizado
para hojas de tabaco bombardeadas.
Hojas de plantas transformadas de
Arabidopsis de 21 dias de edad fueron
separadas y las fracciones proteicas
fueron obtenidas de acuerdo a Martin
et al. (1992); posteriormente se
realizaron ensayos fluorométricos para
cuantificar la actividad de GUS
(Gallagher 1992).

Estructura secundaria del ARN

Para predecir la  estructura
secundaria del ARN del lider completo
y de las versiones deletadas se utilizo
el software RNA mfold version 3.1 de
Zuker y Turner de la Universidad de
Washington (Zuker et al. 1999).
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RESULTADOS

Efecto de la presencia del lider sps/
en el nivel de expresion dirigido por
el promotor spsi.

Aunque la regiéon del promotor es
la responsable del nivel de expresion
en la mayoria de los genes, en algunos
casos el lider y la region codificadora
pueden influenciar la  expresion
genética a nivel transcripcional o post
transcripcional. Para determinar si el
lider o el primer intron del gen sps! de
arroz  juegan un papel en la
determinacion del nivel de expresion
de este gen, se determiné la expresion
dirigida por los vectores pSPS3, pSPS2
y pSPS1, que contienen al promotor
solo (-2185 a +20), al promotor y al
lider (-2185 a +368) y al promotor,
lider y los primeros dos exones con un
intron de por medio (-2185 a +676),
fusionados al gen reportero uid4 y con
el terminador nos. Los niveles de
expresion conferidos por las regiones
mencionadas fueron determinados por
ensayos de expresion transitoria
usando el método de bombardeo con
micro particulas. Con el propdsito de
obtener mas informacion cuantitativa
acerca de la expresion conferida por las
diferentes construcciones de SPS, los
vectores con las fusiones del gen sps/
fueron mezclados cada uno de ellos
con pCKGFPS65C, un plasmido que
contiene la region codificadora de la
proteina verde fluorescente (GFP) bajo
el control del promotor 35S. La
reproducibilidad del sistema fue
incrementada  utilizando el  co-
bombardeo, de manera que el intervalo
de confianza en 10 muestras
bombardeadas se redujo del 25% a la
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mitad, cuando el control interno de
GFP fue utilizado y la relacion de
puntos azules/células fluorescentes fue
calculada (datos no mostrados). Este
procedimiento fue utilizado en todos
los experimentos de bombardeo.

Se observo que la remocién de los
dos exones y el primer intron no tienen
efecto en la expresion conferida por
spsl (Figura 2). Sin embargo, la
eliminacion del lider disminuye el
nivel de expresion de GUS conferido
por la region sps! en aproximadamente
10 veces. Estos resultados indican que
la region lider juega wun papel
importante en la determinacion del
nivel de expresion conferido por el
promotor spsi.

Efecto transcripcional del lider spsi
hacia arriba (5°) de promotores
heterélogos

El efecto observado en 1la
expresion conferida por el promotor
spsl al eliminar la region lider sugiere
que esta secuencia podria afectar la
expresion genética al nivel
transcripcional o post transcripcional.
Para determinar si el lider spsi tiene
una actividad de  potenciador
transcripcional, se clon6 esta secuencia
hacia arriba (5’) de los promotores —
46(35S) y —90(35S) en la orientacion
original (pUTR46 and pUTR90). Estas
versiones truncadas del promotor 35S
han sido utilizadas por su baja
actividad para identificar fragmentos
de ADN que contienen elementos
potenciadores. Como  puede
observarse en la figura 3, la insercion
del lider hacia arriba (5°) de los
promotores —46(35S) y —90(35S) no
tiene efecto en el nivel de expresion de
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GUS. Estos resultados sugieren que el
lider sps! no presenta una actividad de

potenciador transcripcional y que
podria  actuar al nivel  post
transcripcional.

El lider spsi incrementa la
expresion de la version —46 del
promotor 35S

Considerando que el lider sps/ no
tiene una actividad de potenciador
transcripcional, es posible que pudiera
incrementar la expresion genética
actuando al nivel post transcripcional.
Para determinar si el lider spsi
influencia la expresion genética cuando
se le coloca en la parte del gen que se
transcribe, esta secuencia se inserto
hacia abajo (3’) del promotor —46(35S)
en ambos sentidos. El promotor —
46(35S) se escogid para determinar el
efecto del lider sps! considerando que
un efecto al nivel post transcripcional
puede ser detectado mas facilmente
cuando se utiliza un promotor débil.
El analisis del efecto del lider spsi
mediante  ensayos de expresion
transitoria, muestra que existe un
incremento en la expresion de 10 veces
cuando esta region es insertada hacia
abajo (3”) del promotor—46(35S) en el
sentido natural (figura 4A). El lider en
el sentido opuesto no tiene efecto en la
expresion del promotor —46 (35S).

El efecto del lider sps! en el
incremento de la expresion del
promotor —46(35S) es similar a la
reduccion de la expresion conferida
por el promotor sps! cuando esta
region es eliminada. Estos resultados y
el hecho que el lider sps/ no puede
actuar como potenciador
transcripcional, sugiere que el lider

spsl contiene elementos reguladores
capaces de incrementar la expresion
genética al nivel post transcripcional.
Considerando que el promotor —
46(35S) es débil, se analizoé si el lider
podia ademas influenciar el nivel de
expresion conferido por promotores
fuertes. Con este proposito se inserto el
lider spsi en el sentido original, entre
la version completa (400 pb) del
promotor 35S del Virus del Mosaico de
la Coliflor y la region codificadora del
gen uidA (p35S-UTR); lo mismo se
hizo utilizando el promotor del Virus
del mosaico de la Vena de la Yuca
(CVMV) (pCAS-UTR) (Verdaguer et
al. 1996). Se ha reportado que el
promotor CVMV tiene una actividad
transcripcional fuerte y ensayos en
nuestro laboratorio muestran que este
promotor confiere un nivel de
expresion similar al del promotor 35S
(datos no mostrados). Se determind
que el lider sps/I es capaz de
incrementar el nivel de expresion
conferido tanto por el promotor 35S
como por el promotor CVMV en
aproximadamente el 30% (Figuras 4B
y 4C). El efecto del lider sps! en
promotores fuertes fue observado en
varios experimentos independientes y
es significativo. Estos resultados
muestran que el lider sps/ es capaz de
incrementar el nivel de expresion

genética  conferido  tanto  por
promotores  débiles como  por
promotores  fuertes, aunque en

diferentes grados de activacion.

Para confirmar que los resultados
observados usados en ensayos de
expresion transitoria verdaderamente
reflejan un efecto del lider spsi en
condiciones fisioldgicas, decidimos
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analizar el efecto en plantas
transformadas. Los vectores binarios
p46UTR-BIN vy p46BIN, que
contienen el promotor —46(35S)
fusionado al gen widdA con y sin la
region lider sps/ en el sentido correcto,
fueron construidos y wusados para

producir lineas de  Arabidopsis
transformadas  establemente.  Los
ensayos  histoquimicos de GUS

mostraron que las lineas transgénicas
de Arabidopsis transformadas con
p46UTR-BIN tuvieron niveles de
actividad de GUS mayores con
relacion a las lineas transformadas con
p46BIN que carecen del lider sps/
(Figura 5A). Para cuantificar el nivel
de actividad de GUS en las plantas
conteniendo las fusiones génicas con y
sin el lider spsI, se obtuvieron
extractos proteicos de 20 lineas
transformadas con cada construccion y
se procesaron para realizar ensayos
fluorométricos. Se observé que la
actividad promedio de GUS en las
lineas que contenian la region spsi es
aproximadamente 13 veces mayor con
relacion a la actividad observada en las
lineas que no llevan la region lider
(Figura 5B). Estos resultados son
bastante consistentes con los datos
obtenidos usando ensayos de expresion
transitoria. La variacion grande que se
observd en los niveles de expresion
entre las lineas transformadas con la
misma  construccion es  debida
probablemente a efectos de posicion en
el genoma vegetal, lo cual ha sido
reportado  previamente en lineas
transformadas con promotores débiles
y regiones lideres (Curie y McCormick
1997).
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El lider spsI aumenta la eficiencia de
traduccion

Nuestros datos muestran que el
lider sps! puede incrementar la
expresion genética tanto en ensayos de
expresion transitoria como en plantas
transformadas  establemente. = Para
determinar si el lider sps/ influencia
los niveles de transcritos, se
determinaron los niveles de ARN del
gen uidA mediante la técnica de RT-
PCR de dos pasos usando ARN total
proveniente de plantas de Arabidopsis
transformadas con p46BIN o p46UTR-
BIN. Considerando que cada linea
transgénica puede tener diferentes
niveles de ARN mensajero del gen
uidA, se extrajo el ARN total de una
mezcla de 40 plantas de 10 dias de
edad para cada wuna de las
construcciones y asi normalizar el
ARN  mensajero  producido.  Se
cuantifico por espectrofotometria el
ADN del fragmento de 1201
nucledtidos generado en las reacciones
de 20 ciclos para 4 experimentos
diferentes y la relacion obtenida de las
muestras provenientes de plantas sin
lider y plantas con lider fue
aproximadamente 1 (Figura 6). Estos
resultados muestran que en promedio
las construcciones uidA con y sin el
lider spsi producen niveles similares
de transcritos uidA y por lo tanto esta
region no tiene una influencia en la
estabilidad a nivel del ARN mensajero
en las plantas utilizadas de 10 dias de
edad.

Para determinar si el lider spsl
actiia en el nivel de la eficiencia de
traduccion del ARN mensajero, se
llevaron a cabo experimentos de
traduccion in vitro. Con este proposito
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se generaron construcciones en las
cuales la region codificadora del gen
uidA se fusion6 al promotor viral T7, y
en uno de los casos el lider sps/ se
insertd entre el promotor T7 y el gen
uid4 (pT7-GUS and pT7UTR-GUS).
Usando estos plasmidos se generaron
transcritos del gen uidA4 con y sin la
region lider sps/, mediante un sistema
de transcripcion in vitro dependiente
de T7 (Figura 7A). Para determinar la
eficiencia de traduccion a partir de
estos dos tipos de transcritos se utilizo
un sistema de traducciéon in vitro
basado en extractos de germen de
trigo y *°S metionina; a diferentes
muestras de reaccion se adicionaron
por separado cantidades iguales de
cada uno de los transcritos uid4. En
ambos casos se obtuvo un solo
producto de traduccion de un peso
molecular aproximado al que se ha
reportado para la proteina B-
glucuronidasa (68 259 Da) (Fig 7B).
Se midi6 la **S metionina incorporada
en el producto de traduccion utilizando
un cassette Phosphorimager y un
STORM. Se observo que la cantidad
de S metionina incorporada en el
producto de traduccion wuidd fue 3
veces mayor en las muestras que
contenian el transcrito con el lider sps/
con relacion a las muestras con el
transcrito sin el lider sps! (Fig 7C).
Estos resultados muestran que el lider
spsl funciona como un potenciador
traduccional.

Analisis de deleciones del lider sps1
Para determinar si una region
especifica del lider sps/ es responsable
del efecto potenciador, se generaron las
deleciones 85 y 148 del extremo 5’ y

190 del extremo 3’ y se insertaron en el
sentido correcto hacia abajo (3’) del
promotor —46(35S) (p46UTRASS,
p46UTRA148 y p46UTR190-3). Estos
plasmidos fueron usados en ensayos de
expresion transitoria para determinar el
efecto de las diferentes versiones del
lider sps! en la expresion conferida por
el promotor —46(35S). La figura §
muestra que la eliminacion de los
primeros 85 nucleotidos del lider no
disminuyen el potenciamiento
conferido por el lider completo. La
eliminacion de 148 bases conserva la
actividad del lider en aproximadamente
el 50% y la eliminacién de 190 bases
del extremo 3’ la conserva en dos
terceras  partes. Estos resultados
sugieren que existe redundancia en
elementos de secuencia o estructurales
del lider sps! involucrados en la
traduccion del ARN mensajero.

DISCUSION

La presencia de wun lider
inusualmente largo en el gen spsi
sugiere un papel en la regulacion de la
expresion de este gen, como ha sido
determinado en algunos genes virales y
vegetales. Se ha reportado que las
secuencias largas de lideres tienen ya
sea un efecto positivo o negativo en la
expresion genética, y pueden actuar a
nivel transcripcional 0 post
transcripcional. El analisis de la
secuencia del lider sps/ mostré una
ausencia de marcos de lectura abiertos
lo cual descarta eventos de traduccion
hacia arriba (5°) del codén de
iniciacion y efectos inhibitorios debido
a este proceso. Sin embargo, un
analisis de la estructura secundaria del
lider spsI muestra una estructura
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bastante estable de —106.8 Kcal/mol
(figure 1B) con varias regiones de tallo
y asa. Las estructuras en la region 5’
no codificadora usualmente tienen un
efecto inhibitorio en la traduccion del
ARN mensajero. Por ejemplo, la
insercion de una estructura de tallo y
asa con una estabilidad de -50
Kcal/mol en una region lider sintética
reduce la traduccion hasta en 20 veces
(Kozac 1990), presumiblemente al
afectar la migracion de la subunidad
ribosomal 40S. Ademas, una reduccion
en la estabilidad de una horquilla en el
lider del ARN mensajero del gen Lc
gene de maiz, de -15.6 a -5.4 Kcal/mol,
increment6 la traducciéon del gen
reportero de luciferasa en 8.3 veces
(Wang y Wessler 2001). En este
trabajo reportamos que la eliminacion
del lider spsi, bastante estructurado y
estable, disminuye la expresion
conferida por el promotor sps/ hasta en
10 veces, lo que demuestra que el lider
spsl tiene un efecto estimulador y no
inhibidor en la expresion.

La observacion de que el lider
spsl es incapaz de activar la
transcripcion de  las  versiones
truncadas —46 y —90 del promotor 35S,
cuando se coloca hacia arriba (5°) de
estos promotores, sugiere que la
actividad  potenciadora de  esta
secuencia no es debida a la presencia
de un elemento potenciador
transcripcional. Ademas, el hecho de
que el lider spsI es capaz de
incrementar la expresion genética solo
cuando se coloca en el sentido correcto
hacia abajo (3°) de un promotor,
sugiere que la secuencia del lider spsi
debe ser parte del ARN mensajero para
potenciar la expresion genética al nivel
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post transcripcional. Ademas,
demostramos que el efecto del lider
spsl es similar cuando se evalua en
ensayos de expresion transitoria
usando bombardeo con mico particulas
como en plantas de  Arabidospsis
transformadas.

El efecto observado en el
potenciamiento de la  expresion
genética mediada por el lider sps/ in
vivo, se presenta tanto en promotores
débiles como fuertes, aunque en
diferentes grados, ya que en el
promotor débil —46(35S) el incremento
es de 10 a 13 veces, mientras que en
los promotores fuertes CaMV 35S y
CVMV el incremento es de 0.3 veces.
Aunque la diferencia del
potenciamiento in vivo conferido por el
lider sps/ en promotores débiles con
relacién a promotores fuertes es muy
significativa cuando se considera en
términos relativos, el incremento
absoluto en la expresion de GUS es
aproximadamente el mismo
considerando que los promotores
fuertes utilizados son al menos 50
veces mas fuertes que el promotor —
46(35S), como ha sido demostrado
previamente (Odell et al. 1985, Fang et
al. 1989) y corroborado en nuestro
laboratorio utilizando ensayos
transitorios  (datos no mostrados).
Estos resultados sugieren que el
mecanismo mediante el cual el lider
spsl incrementa la expresion genética
depende de uno o mas factores
presente(s) en cantidades limitadas, lo
cual restringe la actividad del lider
spsl in vivo al llegar a cierto nivel.
Considerando que el promotor spsl/
confiere un nivel de expresion débil,
similar al del promotor —46(35S), la
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influencia del lider sps! puede tener
efectos significativos al regular los
niveles de SPS.

Aunque algunos lideres son
capaces de incrementar varias veces la
expresion de promotores fuertes a nivel
traduccional como en el caso del
CaMV 35S (Nicolaisen et al. 1992,
Day et al. 1993, Poogin y Skryabin
1992), estos 5> UTRs son
principalmente de origen viral y de
manera natural se encuentran
regulando promotores fuertes. Ademas,
estos 5 UTRs deben funcionar en
circunstancias donde son producidos
altos niveles de transcritos y es
necesario que compitan con ARN
mensajeros celulares en periodos
cortos. Probablemente en estos casos
los factores especificos requeridos para
potenciar el mecanismo de traduccion
son diferentes a los que se requieren
para la actividad del lider spsi. De
cualquier manera, la magnitud del
incremento en la expresion conferido
por el lider spsl in vivo es suficiente
para jugar un papel importante en el
contexto del gen spsi y sugiere que los
mecanismos de regulacion  post
transcripcionales pueden jugar un
papel adicional en la acumulacion de
SPS y sintesis de sacarosa (Chavez-
Barcenas et al. 2000, Stitt et al. 1988,
Doehlert y Hubber 1983).

La traduccion mas eficiente (mas
de 3 veces) conferida por el lider spsi
en el sistema de traduccidon in vitro
demuestra que este elemento actua al
nivel de sintesis de proteinas.
Adicionalmente al efecto en la
eficiencia de traduccion, algunas
secuencias de lideres alteran la
estabilidad del ARN mensajero, como

es el caso de las secuencias de los
lideres del gen  psBD de
Chlamydomonas reindhardtii y del gen
At-P5R de Arabidopsis (Nickelsen et
al. 1999, Hua et al. 2001). Sin
embargo, los experimentos de RT-PCR
realizados demuestran que para el caso
del lider spsl esta secuencia no tiene
un efecto importante en la estabilidad
del ARN mensajero.

El efecto del lider spsI en la
expresion genética se observo solo
cuando este elemento fue colocado en
su orientacion nativa hacia abajo (37)
de un promotor y no cuando fue
colocado en la orientaciéon inversa.
Considerando que la estabilidad de las
estructuras secundarias es similar para
ambas orientaciones del lider spsi (-
106 y —108 Kcal/mol), proponemos
que elementos  especificos de
estructura-secuencia y no la
estabilidad, son los determinantes de la
actividad del lider sps/ al incrementar
la eficiencia de traduccion. Analisis de
deleciones del lider sps/ mostraron
varias regiones de este elemento
capaces de incrementar la expresion
dirigida por el promotor —46(35S),
sugiriendo que las  secuencias
importantes en el funcionamiento del
lider spslI son redundantes 'y
distribuidas a lo largo de esta region.
La redundancia de secuencias en
regiones lideres ha sido observada en
el Virus del Mosaico del Tabaco,
donde la secuencia ACAAUUAC(A)
se encuentra repetida 2 6 3 veces
(dependiendo de la cepa) y la
secuencia (CCA)n se repite en hilera
en una region de 24 nucleodtidos; ambas
secuencias son esenciales para Ia
actividad del lider Q del Virus del
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Mosaico del Tabaco en el incremento
de la eficiencia traduccional (Gallie y
Walbot 1992). Otro caso de
redundancia de secuencias se encuentra
en el lider del gen n#p303 involucrado
en la eficiencia de traduccion, donde se
encuentran 8 copias de un elemento
(GAA)n (Hulzink et al. 2002). El
analisis de la secuencia del lider spsi
(figura 1A) muestra repetidos (TC) en
5 regiones de esta secuencia.
Considerando que en las diferentes
versiones del lider sps/ truncadas
existe al menos un repetido (TC), es
posible que estos repetidos estén
involucrados en el mecanismo que
determina un incremento en la
eficiencia de traduccion. El lider del
gen psaDB de Nicotiana sylvestris que
potencia la traduccion contiene la
secuencia TCTCTC (Yamamoto et al.
1995).

Se ha sugerido que la manera en la
cual un lider influencia la eficiencia de
traduccion puede ser ya sea por una
afinidad relativa mayor o por un menor
requerimiento de componentes
limitantes de la maquinaria
traduccional (Jobling y Gehrke 1987,
Timmer et al. 1993, Wang et al. 1997).
Las secuencias lideres pueden actuar
ya sea pasivamente al no presentar
barreras para el proceso de barrido de
la subunidad ribosomal 40S o bien por
un mecanismo activo a través de un
factor regulador que actia en trans.
Este ultimo mecanismo se ha estudiado
en el Virus del Mosaico del Tabaco,
donde el lider Q interacciona con una
proteina de 102 kDa (Tanguay y Gallie
1996) que ha sido identificada como la
proteina celular HSP101 inducible por
choque térmico. HSP101 funciona
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como una proteina potenciadora de la
traduccion y su actividad es regulada
negativamente por limitacion de
nutrientes sin que se afecte su funcion
de tolerancia a altas temperaturas
(Wells et al. 1998). La misma proteina
HSP101 se une al elemento interno
regulado por luz del ARN mensajero
de ferredoxina (Fed-1), y es
responsable en este caso del alto nivel
de traduccién en condiciones normales
de temperatura y permite escapar de la
represion  traduccional a  altas
temperaturas (Ling et al. 2000). La
posible existencia de un factor que
interaccione con el lider sps/ no ha
sido dilucidada y requiere de
investigacion adicional.
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Tabla 1. Secuencias de las diferentes construcciones utilizadas en la regién de iniciaciéon de
transcripcion y traduccién, asi como secuencias intermedias. En la secuencia de iniciacién de
transcripcion el nucleétido de inicio +1 se representa en negritas, y en la secuencia de inicio de
traduccioén el coddn de inicio AUG también se representa en negritas. En la secuencia intermedia los
nucleotidos entre paréntesis y en negritas corresponden a la secuencia del lider. La secuencia con un
asterisco representa el Unico caso donde el contexto del codén de iniciaciéon del gen sps1 fue utilizado,
puesto que esta construccion consiste en una fusion traduccional.

Construccione Contexto del Secuencia intermedia Contexto del sitio
S inicio de de inicio de
plasmidos transcripcion traduccién
pBS46S AGAGGACGAC | tgcagatctctagaagetgactctagaggatececgggtaggtcagtc | CTTATGTTACGT
C c
pBS90S AGAGGACGAC | tgcagatctctagaagcetgactctagaggatececgggtaggtcagtc | CTTATGTTACGT
C c
pUTR46 AGAGGACGAC | tgcagatctctagaagcetgactctagaggatccecgggtaggtcagte | CTTATGTTACGT
C c
pUTR90 AGAGGACGAC | tgcagatctctagaagetgactctagaggateccegggtaggtecagte | CTTATGTTACGT
C c
p46UTR AGAGGACGAC | tgcagatct [lIder of 368 nt] CTTATGTTACGT
C agatctctagaagctgactctagaggatccccgggtaggteagtee
p46UTR-INV | AGAGGACGAC | tgcagatct [lIder of 368 nt invertido] CTTATGTTACGT
C agatctctagaagctgactctagaggatccccgggtaggtcagtec
p46UTRA85 | AGAGGACGAC | tgcagatct [lider A85 of 273 nt] CTTATGTTACGT
C agatctctagaagetgactctagaggatccccgggtaggteagtee
p46UTRA148 | AGAGGACGAC | tgcagatct [lider A148 of 220 nt] CTTATGTTACGT
C agatctctagaagctgactctagaggatcecegggtaggteagtee
p46UTRA190-3 | AGAGGACGAC | tgcagatc [lider A190-3 of 178 nt| CTTATGTTACGT
C agatctctagaagctgactctagaggatcccegggtaggteagtee
p46BIN AGAGGACGAC | tgcagatctctagaagcetgactctagaggatececgggtaggtcagtc | CTTATGTTACGT
C c
p46UTR-BIN | AGAGGACGAC | tgcagatct [lider of 368 nt] CTTATGTTACGT
C agatctctagaagctgactctagaggatcecegggtaggtcagtee
pBI121 AGAGGACTCTA | gaggatcccegggtggtcagtce CTTATGTTACGT
p35S-UTR AGAGGACTCTA | ga [lIder of 368 nt] tctagaggatccccgggtggtcagtec CTTATGTTACGT
pILTAB380 | GTTTGTAGATC | No sequence TCCATGGTCCGT
pCAS-UTR | GTTTGTAGATC |t [Ilider of 368 nt] agatc TCCATGGTCCGT
pT7-GUS TCGAGGTGGC cggtggcggeegetctagaactagtggatececgggtggtcagtce | CITTATGTTACGT
pT7UTR-GUS | TCGAGGTGGC cggtggcggccgctctaga [ lider of 368 nt] CTTATGTTACGT
tctagaggatccecgggtggtcagtee
pSPS1 GCCACGTGT [llder of 368 nt] GAGATGGCGGG
G *
pSPS2 GCCACGTGT [ lider of 368 nt] CTTATGTTACGT
agatctctagaagctgactctagaggatcecegggtaggteagtee
pSPS3 GCCACGTGT [eaccegecagectec] CTTATGTTACGT

agatctctagaagetgactctagaggatccccgggtaggteagtee
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1
CGTGTCACCCGCCAGCCTCCCTCTCATACTCTICTCTACTCGTCCAGTGCTTCT

CCTTCTCCTCGCAACCGAACGCCTAGAAGCGCGTCCACCAAGCCACGGACTC
CTCTAATTCTCTCTCTTGCTTTCTCTCTGCTCGCTTCCCGGGTTTGATACGTGG
TACGTGACGCTTTGCCCTTTTCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCITGATCA
GTTTGATTTGATCGGTTCCGCCATTAGCAAACCTCGCCGAT| TCTCTCTCTCGA
TCGAACAGGGGTAGGGAAGCGATTAACCGGCGATCGATCGATCGATGCAAGT
GATCGCGCTCGGTTGATCCAGGAATTGGAGAGCATCGGCTGATCGAGAG 368

A

L TR o

(B)

Figura 1. Secuencia del lider sps? y prediccién de la estructura secundaria. A) El lider sps?
tiene 368 nucledtidos y se secuencié de acuerdo a como se describe en materiales y métodos.
Existen varias secuencias repetidas (TC) que pueden ser elementos potenciales que intervienen en
la funcién del lider. B) La estructura secundaria del lider sps1 conforma una estructura estable (-
106.6 Kcal/mol) con varias regiones de tallo y asa. La estructura secundaria y la estabilidad fue

determinada de acuerdo a Zuker et al. (1999).
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Figura 2. Efecto del lider y exones en la expresion de sps?. Los plasmidos con las
construcciones uidA se muestran en la parte izquierda de la figura y representan lo siguiente: la
construccion superior (pSPS1) contiene el fragmento -2195 a +676 con el promotor, lider, un intrén
y dos exones; la construccién intermedia (pSPS2) contiene al promotor y al lider (-2195 a +368); la
construccion inferior (pSPS3) tiene soélo al promotor mas 20 bases hacia adelante (-2195 a +20). El
porcentaje de expresion fue determinado de acuerdo a materiales y métodos y se muestra en la
grafica derecha con el intervalo de confianza.

Zr&?;;or uidA Porcentaje de expresion
I -
Lider
o I
RERBEBE | eaeieen
0 50 100 150

(A)

Promotor . : 2
Porcentaje de expresion

-90(35S)  uidA
,\.A.‘.M.!.‘.,\,\.!.‘I!H.!.H!H.m a
] a

0 50 100 150
(B)

Figura 3. Analisis del efecto del lider sps1 ubicado hacia arriba (5’) de promotores
heterdlogos. A) El lider de 368 nucledtidos fue insertado hacia arriba (5’) del promotor -46(35S)
que se encuentra fusionado al gen uidA (pUTR46). El porcentaje de expresion fue determinado de
acuerdo a materiales y métodos y se muestra en la grafica derecha con el intervalo de confianza.
B) Lo mismo que en A pero insertando el lider sps? hacia arriba (5’) del promotor -90(35S)

(pPUTRO).

NOVIEMBRE 2006 | BIOLOGICAS [125]



M. Martinez y Y. Carredén

Porcentaje de expresion

Promotor y;qa
-46(35S
| a
a
b
0 50 100 150
(A)
Pro;ggtor uidA Porcentaje de expresion
‘ a
b
0 50 100 150
(B)
Promotor Porcentaje de expresién
de CVMV UidA
& i a
b
0 50 100 150

(©)

Figura 4. Efecto del lider sps1 colocado hacia abajo (3’) de promotores heterélogos. A) Los
plasmidos con fusiones del gen uidA se muestran en la parte izquierda de la figura. La construccion
superior (pBS46) contiene al promotor -46(35S) fusionado al gen uidA. En la parte media la
construccion p46UTR-INV contiene al lider sps? colocado entre el promotor —46(35S) y el gen uidA,
en la orientacion inversa. En la parte inferior el vector p46UTR contiene al lider sps1 insertado
entre el promotor —46(35S) y el gen uidA, en la orientacion correcta. El porcentaje de expresion fue
determinado de acuerdo a materiales y métodos y se muestra en la grafica derecha con el intervalo
de confianza. B) Similar a lo descrito en A utilizando el promotor completo CaMV 35S fusionado al
lider sps1 y al gen uidA (p35S-UTR). C) Similar a lo descrito en A utilizando el promotor del Virus
del Mosaico de la Vena de la Yuca fusionado al lider sps? y al gen uidA (pCAS-UTR).
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Figura 5. Actividad de GUS en plantas de Arabidopsis thaliana. Plantas de Arabidopsis fueron
transformadas con el promotor -46(35S) fusionado al gen uidA, con y sin el lider sps? usando los
vectores binarios p46BIN-UTR y p46BIN descritos en materiales y métodos. A) Plantas
transformadas de 10 dias de edad fueron analizadas mediante ensayos de expresion de GUS,
tifiendo con x-gluc. Se representan 4 plantas representativas transformadas con cada construccion.
B) Veinte plantas de 2 semanas de edad transformadas con cada construccion fueron analizadas
para determinar la actividad de GUS en las hojas, utilizando el método fluorométrico (Martin 1992,
Gallagher 1992). Cada punto en la grafica representa el valor individual de una planta.
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Figura 6. Analisis de los niveles de transcritos uidA por RT-PCR. El ARN total de plantas de
Arabidopsis transformadas y silvestres fue extraido y tratado con Dnasa |. Cuarenta plantas de
Arabidopsis silvestres y transformadas con p46BIN y p46UTR-BIN fueron utilizadas para cada uno
de los casos y fueron mezcladas por separado para tener una muestra representativa de cada
poblacion. Se extrajo el ARN total de acuerdo a como se menciona en materiales y métodos y
utilizando la técnica de RT-PCR de dos pasos y 20 ciclos se amplificé un fragmento de 1201
nucledtidos del gen uidA. En la tabla derecha se presenta el radio de las concentraciones de ADN
obtenido de 4 muestras provenientes de plantas transformadas sin y con la region lider sps1. M=
Marcadores de peso molecular, C= control sin ADN, uidA= Con ADN aislado de plantas
transformadas con p46BIN, L-uidA= Con ADN aislado de plantas transformadas con p46UTR-BIN.
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Figura 7. Transcripcion y traduccién in vitro. (A) A partir de los vectores pT7UTR-GUS y pT7-
GUS se generaron transcritos del gen uidA con y sin la region lider sps7 usando un sistema de
transcripcion in vitro de acuerdo a como se describe en materiales y métodos. Los transcritos
fueron separados en un gel de agarosa al 0.8% y visualizados mediante tincién con bromuro de
etidio. Se utilizé6 como referencia el marcador de peso molecular de ADN de 1 Kbp de GIBCO-BRL.
B) La traduccion in vitro se llevo a cabo mediante un sistema de extractos de germen de trigo, *°S
metionina y los transcritos uidA con y sin la region lider sps1, de acuerdo a como se describe en
materiales y métodos. Las muestras de reaccion fueron cargadas, movilizadas en un gel de
poliacrilamida al 8% y la radiactividad fue visualizada en un Phosphoimager C) La radioactividad
fue cuantificada exponiendo los geles secos en un cassette Phosphoimager por 12 horas y
escaneando el cassette en un STORM (Molecular Dynamics). Finalmente se calcularon las areas
de radioactividad mediante el software ImageQuant (Molecular Dynamics). La grafica muestra la
media y el intervalo de confianza de 4 experimentos.

Promotor ) Porcentaje of expresion
-46(35S) Lider sps1 UidA

Wl R85

XOOOOOOOOOOOOCOOOOO0)
148
1 178

il 5

O]
ot
ot
=
og¢
x
o3¢
o2¢

4
S
..J
og¢
o2¢
..J
o3¢
20
o
o2¢
%!
gt
0ot
:Qi

0 50 100 150

Figura 8. Analisis de deleciones de la region lider sps71. Se generaron diferentes deleciones del
lider sps?1 y se insertaron entre el promotor -46(35S) y el gen uidA. Los plasmidos pBS46,
p46UTRA85, p46UTRA148 y p46UTRA190-3 fueron ensayados en hojas de tabaco determinado la
expresion transitoria. Se muestra el porcentaje de expresiéon de 10 muestras analizadas para cada
construccion y el intervalo de confianza.
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