EL GENE AtTPSL DE Arabidopsisthaliana REGULA LA EXPRESI ON DE GENESDE LA
SENALIZACION POR ABA'Y GLUCOSA.
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Introduccion. Latrehalosa es un disacéarido no reductor que
se acumula en una gran variedad de organismos que toleran
el estrés abidtico. Labiosintesis de latrehalosa consisteen la
conversion de UDP-glucosa y glucosa6-fosfato a trehal osa
6-fosfato por medio de la trehalosa6-fosfato sintasa (TPS1),
para posteriormente defosforilarse a trehalosa por la
trehalosa6-fosfato fosfatasa (TPP) (1). En las plantas
superiores la trehalosa no se acumula, lo cual excluye su
papel como osmoprotector en este grupo de especies. Sin
embargo, la expresion en levadura del cDNA del gen AtTPSL
de Arabidopsis thaliana provoca una sintesis significativa
del disacarido (2). En los ultimos afios, se ha encontrado en
las bases de datos de secuencias génicas y ESTs que la
mayoria de las plantas, incluyendo a las no tolerantes al
estrés abiotico, expresan transcritos de TPSL. De hecho, A.
thaliana tiene 11 genes de TPS, y a menos 8 de €llos se
transcriben (3). Por lo tanto, ademas de su papel enla
sintesis de trehalosa, AtTPSL podriatener otras funciones en
Arabidopsis. Recientemente, se reportd que una mutante de
A. thaliana producto de lainsercion de un transposon en el
gen AtTPSL, tiene un fenotipo de embridn letal (4).

En este trabajo se planted sobreexpresar el cDNA del gen
AtTPS1 en Arabidopsis thaliana y andizar el fenotipo de las
plantas.

Metodologia. Plantas de A. thaliana fueron transformadas
mediante infiltracion a vacio mediada por A. tumefaciens
(C58C1pGV2260) con una construccion que lleva el gene
AtTPSL bajo el control del promotor 35S. Las lineas
transgénicas homacigas (T3) fueron seleccionadas por su
resistencia a kanamicina (100% Kan®) y el contenido de
trehalosa fué determinado mediante andlisis por HPLC. Las
pruebas de tolerancia a la deshidratacion se hicieron en
plantas de 2 semanas de edad, dejando de regarlas hasta 2
semanasy posteriormente regandolas de nuevo. La expresion
de AtTPSL y otros genes se determind mediante RT-PCR
semicuantitativo. As mismo, la expresion de la proteina
AtTPS1 se determind medainte un western utilizando un
anticuerpo especifico. El contenido de ABA se determiné
mediante ELISA. Las pruebas de germinacién se realizaron
en medio MS suplementado con diferentes concentraciones
de ABA o glucosa.

Resultados y discusion. Se obtuvieron 16 lineas
independientes de la generacion T3 con una sola insersion
del transgene AtTPSL, y que expresan el transcrito y la
proteina correspondiente. Los niveles de trehalosa en las

diferentes lineas varian entre 1.5 hasta 2.5 veces mas que en
las plantas no transformadas. No se observaron alteraciones
morfoldgicas 0 en el crecimiento a excepcion de un retardo
en la floracion de 1-2 semanas. Ademés, las lineas
transgénicas revivieron después de haber sido deshidratadas
durantes dos semanas y sus semillas fueron fértiles. Por otro
lado, se encontré que las transgénicas fueron insensibles ala
germinacion en presencia de glucosa o ABA. En contraste
con las silvestres, las plantulas transgénicas a germinar en
glucosa son visiblemente mas grandes, con hojas
cotiledonarias  verdes, bien expandidas y raices
completamente formadas. La germinacion en presencia de
diferentes concentraciones de ABA reveld una tasa de
germinaciéon mas alta para las plantas transgénicas que
sobreexpresan AtTPSL, aunque bs niveles enddgenos de
ABA no cambian a comparaos con las plantulas silvestres.
El andlisis de la expresion de varios genes en las plantulas
transgénicas mostré la induccion de los genes ABIS, HXKI,
HXKII, RBSC y APL3, mientras que en la presencia de
glucosa €l gen ABI4 se reprime. Ademas, la expresion de
AtTPSL sereprime en las lineas transgénicas que expresan la
HXK en antisentido.

Conclusiones. Bl gen AtTPSI1, ademés de conferir tolerancia
alasequia, tiene un papel fundamental en la regulacion de
varios genes de la transduccion de la sefial por ABA y
glucosa durante el desarrollo vegetaivo de laplantas.
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