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ANALISIS DE L0S ELEMENTOS REGULATORIOS DE
RESPUESTA A AZUCARES Y ACIDO ABSCISICO DEL GEN DE
LA SUBUNIDAD PEQUENA DE RUBISCO (RBLS)

ANALYSIS OF THE REGULATORY ELEMENTS INVOLVED IN THE
SUGAR AND ABSCISIC ACID RESPONSIVENESS OF THE RUBISCO
SMALL SUBUNIT GENE (RBCS)

El gen de Rubisco (RBCS) presenta en su promotor el elemento
CMAD5, necesario para la induccién por luz, y represion por azica-
res y acido abscisico (ABA). Un analisis demuestra que este ele-
mento no sélo se ha conservado evolutivamente en RBCS, sino
también estd presente en genes asociados a la fotosintesis. En
este trabajo se plantea verificar si el traslape encontrado entre los
elementos caja-G y caja-S que se encuentran en CMAS5 es lo que
determina el mecanismo de regulacién negativa por ABI4 en res-
puesta a azucares y ABA.

ABSTRACT: The promoter of the Rubisco gene (RBCS) contains the cis-element
CMAS5, which is necessary for light-induced expression, and is involved in the negative
regulation by sugars and abscisic acid (ABA). Our analysis shows that CMA5 is evolu-
tionarily conserved not only in the promoters of RBCS homologous genes, but also in
other photosynthesis-associated nuclear genes. In this work we propose an experimental
approach to determine whether the overlap of the G-box and S-box elements found in
CMADS is responsible for the negative regulation by sugars and ABA.

Fernanda Martinez-Rojo,
Gustavo Acevedo-Hernandez*
Araceli Rodriguez-Sahagun,
Osvaldo A. Castellanos-
Hernandez.

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA, CENTRO
UNIVERSITARIO DE LA CIENEGA.

Palabras clave:
ABI4, coexpresidn, Rubisco, regulacion
por azicares y ABA, fotosintesis.

KEYWORDS:
ABI4, coexpression, Rubisco, regulation
by sugars and ABA, photosynthesis



ANALISIS DE LOS ELEMENTOS REGULATORIOS DE RESPUESTA A AZUCARES Y ACIDO ABSCISICO DEL GEN DE LA SUBUN

INTRODUCCIGON
En las plantas, la luz ejerce como una sefal que controla la ex-
presion de ciertos genes fotosintéticos que se encuentran en el
genoma nuclear como RBCS, que codifica parte de la holoenzima
responsable de la fijacion de CO, (Rook et al., 2006; Sawchuk et al.,
2008; Gregory MF, 1997), siendo captada por medio de un comple-
jo sistema de fotorreceptores (Lépez-Ochoa et al., 2007). Un nivel
adicional de control en la expresion de los genes fotosintéticos es
la retroalimentacion negativa debida a la acumulacion de azlcares
(Acevedo-Hernandez et al., 2005; Rolland et al., 2006; Rook et al.,
2006). Por tanto, este ultimo mecanismo de regulacién parece ser
el factor clave que limita la eficiencia fotosintética.

Ademas, un aumento en los niveles del regulador de crecimiento
acido abscisico (ABA) también esta implicado en la via de sefaliza-
cién de azucares, siendo un efecto que ocurre primordialmente a
nivel de la transcripcion (Acevedo-Hernandez et al., 2005). Es pro-
bable que la participacién de este regulador en la expresion de los
genes asociados a la fotosintesis sea importante para adaptar la
actividad fotosintética a las condiciones ambientales extremas. El
arreglo modular conservado 5 (CMAS5), corresponde a un fragmen-
to de 52 pb del promotor rbcS8B de Nicotiana plumbaginifolia y es
la secuencia nativa mas corta que se comporta como una unidad
que responde a la luz con alta sensibilidad cuando se fusiona a
un promotor minimo heterdlogo (Martinez-Hernandez et al., 2002).
CMADS5 contiene los elementos cis que han sido implicados en la re-
gulacién de genes fotosintéticos por luz, a saber: caja-I (GATAAGR)
y caja-G (CACGTG) (Lopez-Ochoa et al., 2007). Se debe agregar
que la distancia entre la caja-1 y caja-G esta conservada evolutiva-
mente (13 pb) y que presenta cierta flexibilidad aunque es limitada,
ya que una distancia mayor a 23 pb elimina por completo la activi-
dad de CMADS5 (Lépez-Ochoa et al., 2007).

Por otro lado se encontrd un elemento cis implicado en la disminu-
cién de la expresion por altos niveles de azdcar y ABA denominado
caja-S (Acevedo-Hernandez et al., 2005). Estudios sobre la expre-
sion de genes regulados por luz han demostrado que el factor de
transcripcion ABI4 (abscisic acid- insensitive 4) (Reeves et al., 2011;
Yu-Feng et al., 2012), media la regulacion por azlicares y ABA de los
genes asociados a la fotosintesis, a través de su union a la caja-S
(Acevedo-Hernandez et al., 2005).

En varios genes reprimidos por azucar y ABA tales como CAB y
RBCS, la caja-S, se superpone con la caja-G, elemento esencial
para alcanzar altos niveles de expresion en muchos genes regu-
lados por luz (Acevedo-Hernandez et al., 2005; Rook et al., 2006).
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Se ha propuesto un modelo sobre el mecanismo de regulacién en
respuesta a azticar y ABA mediado por ABI4 que implica compe-
ticién entre activadores y represores, puesto que para reducir la
expresion génica, ABI4 compite con la proteina de uniéon a la ca-
ja-G (GBF) por su respectivo sitio de union en promotores de genes
fotosintéticos (Acevedo-Hernandez et al., 2005) (Fig. 1b).
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En este trabajo se establece la importancia de CMA5 como ele-
mento regulatorio central para la expresién de RBCS y otros genes
asociados a la fotosintesis, ademas de abordar el mecanismo de
regulacion negativa mediado por ABI4.

METODOLOGIA

ANALISIS DE LA REGION PROMOTORA DE GENES ORTOLOGOS
DE RBCS EN PLANTAS.

Se realizd una busqueda usando la secuencia de nucleétidos de la
regién codificante del gen RBCS71A de Arabidopsis en la base de
datos Phytozome (http://www.phytozome.net) con el fin de identi-
ficar sus genes ortdlogos, posteriormente se examinaron 1000 pb
de la regién que precede a la regién codificante, en la cual se asu-
me se encuentra la regidon promotora de estos genes, para analizar
con las herramientas MELINAII (http://melina2.hgc.jp/public/index.
html) y SCOPE (http://genie.dartmouth.edu/scope/) los elementos
correspondientes a CMADS, junto con la presencia de la caja-Sy su
relaciéon con la caja-G. Ademas, se buscaron otros posibles ele-
mentos asociados a CMAS.

ANALISIS DE LA REGION PROMOTORA DE GENES CONTENIEN-
DO CMAS5 EN Arabidopsis thaliana.

Se efectud una busqueda en 1000 pb de la regién promotora de
genes presentes en A. thaliana utilizando la herramienta Patmatch
que se encuentra en la base de datos TAIR (http://www.arabidopsis.
org) con el propdésito de localizar genes que presenten el elemento

FIGURA 1.

Modelo propuesto para la regulacion de
CMAS5 por ABI4. a) Respuesta positiva
de CMAS5 a luz a través de la union de
factores a la caja G (GBFs). b) Respues-
ta negativa de CMAS5 a azlicares y ABA,
por competencia de ABI4 con los GBFs
por el sitio de union. (Acevedo-Hernan-
dez et al., 2005).
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CMAGS. A diferencia de MELINA 1l y SCOPE, que localizan combi-
naciones de los elementos de interés en los promotores de grupos
limitados de genes, Patmatch realiza esta blusqueda en el genoma
completo de Arabidopsis thaliana. Enseguida, los genes obtenidos
se introdujeron en la plataforma de analisis PRIME (http:/prime.
psc.riken.jp) para encontrar genes corregulados, después se exa-
mind la regidon promotora de estos genes para identificar si existen
otros elementos regulatorios diferentes de los asociados con res-
puesta a luz y caja-S, asi como su localizacién relativa.

CONSTRUCCION DE DIFERENTES VERSIONES DE LA UNIDAD
CMAS5 CON EL GEN REPORTERO GUS.

Se realizaron fusiones transcripcionales de diferentes versiones
del arreglo CMAS5 presentando variaciones en la distancia entre las
cajas G y S, con una copia del promotor minimo 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV), rio arriba del gen reportero GUS con
el fin de analizar el mecanismo de regulacion por ABI4. Se inclu-
yeron dos controles: el promotor completo 35S CaMV que tiene
una expresion constitutiva y el promotor completo de RBCS71A de
Arabidopsis, ambos controlando la expresién del gen GUS.

RESULTADOS Y DISCUSION
Se identificaron 107 genes ortélogos de RBCS1A en 34 especies
de plantas, los cuales tienen >60% de similitud. La regién promo-
tora se examind y se determind que 58 de estos genes contienen el
elemento CMAS5, asimismo se reveld que el Unico consenso adicio-
nal asociado a dicho elemento es la caja-S, y que ésta se encuentra
traslapada a la caja-G lo que muestra la conservacién evolutiva de
estos elementos (Fig. 2b).

CMA5 se encuentra en la regién proximal de los promotores de
genes ortologos de RBCSTA (Fig. 2c), ademas por lo menos una
copia de este gen en cada especie contiene el arreglo CMAS5. Se
puede inferir que la presencia de CMA5 en el promotor de RBCS
es una caracteristica adquirida posteriormente a la divergencia del
linaje de las angiospermas.
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El andlisis de la regién promotora de genes en A. thaliana indica
que CMADS5 no sélo se presenta en RBCS sino también en otros ge-
nes, de los 107 genes obtenidos 61 muestran la caja-S traslapada
con la caja-G. Ademas 24 de estos genes estan en la misma red
de coexpresion, y al analizar su promotor no se encontraron otros
elementos comunes a ellos. Se debe agregar que la presencia de
CMAS5 y la caja-S traslapada con la caja-G sugiere que esos ele-
mentos son los que hacen que estos genes se expresen de manera
similar (Fig. 3a). Existe una caracteristica importante en los genes
que se encuentran dentro de la red de coexpresion y es que la ma-
yoria participan en la fotosintesis, por lo que se infiere que el arre-
glo CMA5 es importante en la regulacién de los genes asociados
a este proceso (Fig. 3b). En esta red de coexpresion existe un gen
(AT4G14540) que codifica al Unico factor de transcripcion encontra-
do dentro de ella denominado NF-YBS3, por lo que se propone que
podria tener algun papel en la regulacién de esta red.

FIGURA 2.

Andlisis de promotores ortélogos de
RBCS. a) Secuencia consenso para la
caja-l, caja-G y caja S. b) Arbol filoge-
nético sefialando la presencia de las
cajas en cada promotor, realizado con
iTOL (https://itol.embl.de/). c) repre-
sentacion esquematica de los promo-
tores ortélogos de RBCS mostrando la
posicién de CMAS5 realizado con SCOPE
(http://genie.dartmouth.edu/scope/).
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FIGURA 3.

CMAS5 en la regulacion génica en
Arabidopsis. a) Red de coexpresion de
los genes que contienen CMA5 dentro
del genoma de Arabidopsis thaliana,
realizada utilizando PRIME (http://
prime.psc.riken.jp) b) Genes presentes
en la red de coexpresion, sefialando
en verde aquellos que participan en la
fotosintesis.

FIGURA 4.

Construcciones para el estudio del
mecanismo de regulacion mediado
por ABI4. a) Se presentan las diferen-
tes fusiones transcripcionales que se
construiran utilizando el gen reportero
GUS, donde a se emplearan distintas
versiones de CMA5-GUS. b) Secuen-
cia de nucledtidos de las diferentes
versiones de CMA5. Se sefialan en co-
lor los elementos caja-l y caja-G y se
subraya la caja-S.
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Para probar el modelo propuesto para la regulacién de CMAS5 por
azucar y ABA (Fig. 4b) se realizaron 6 versiones distintas de este
arreglo modular, las cuales tienen variacién en la presencia de la
caja-S y su distancia relativa a la caja-G, con la intencién de com-
probar si el traslape entre estas cajas es responsable de la regula-
cién negativa por azucares y ABA. Simultaneamente se elaboraron
las construcciones control mencionadas en la metodologia (Fig. 4a).

a) m_ A ETISSSCTI CMAS-GUS
355 (T TR 355-GUS
RBCS-GUS

CONSTRUCCION 5* SECUENCIA =
CMAS CATAGATARC TTCATGGAATTATCTTC GIGGCATTATICC
mCMAS CATAGATARC TTCATGGAATTATCTTC cgATTATTCC
G-0-§ CATAGATARCGE TTCATGGAATTATCTTC GTGGCGCATTATTCC
G-5-5 CATAGATARC TTCATGGAATTATCTTC ttcat@IGGCGCATTATTCC
G-10-5 CATAGATAARC TTCATGGAATTATCTTC ttcatggaat@IGGCGCATTATTCC
G-15-5 CATAGATAARC TTCATGGAATTATCTTC ttcatggaattatctGIGGCGCATTATTCC
G-20-S CATAGATARC SATTCATGGAATTATCTTC ttcatggaattatcttcttt@EGECCGCATTATTCC

caja-G

caja-S
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CONCLUSIONES . . ... ... .

El elemento CMA5 demuestra estar filogenéticamente conserva-

do, puesto que no sélo se presenta en el promotor del gen RBCS

de A. thaliana sino también en 33 especies y mayoritariamente en

dicotiledbneas. El analisis de los genes que presentan CMA5 en

Arabidopsis revela que algunos de estos genes se encuentran en

la misma red de coexpresiéon y la mayoria de ellos estan asocia-

dos con la fotosintesis. Teniendo en cuenta que no se presenta

otro consenso en la regién promotora de dichos genes, se infiere

que CMAS5 es responsable de la regulacion comun que presentan

estos genes. Por otro lado, se plantea un posible papel dentro de AGRADECIMIENTOS
esta red de coexpresion del factor de transcripcion NF-YB3, el cual
ha sido implicado en la sefalizacién por estrés hidrico a través de
ABA. Se cuenta con diferentes versiones de CMAS5, con la inten-
cién de verificar si el traslape entre los elementos caja-G y caja-S
es lo que determina el mecanismo de regulacién en respuesta a
azucar y acido abscisico.
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