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Resumen

El gen At4g12640 de Arabidopsis thaliana codifica para una proteina
de tipo Spen, de funcién desconocida. Las proteinas de tipo Spen,
tienen al menos un dominio que permite la unién a ARN (RRM)
y otro dominio que permite establecer una interaccién con otras
proteinas (SPOC), por lo que en general, estas proteinas participan
en procesos de regulacién genética. En este trabajo se generaron tres
fusiones transcripcionales (uidA::GFP) abarcando 1500, 1000 y 500
pares de bases de laregion reguladora 5’ del gen At4g12640, cadauna
de estos fragmentos fueron fusionados por separado al gen reportero
GFP, usando la tecnologia Gateway®. Se transformaron plantas de 4.
thaliana, obteniendo una eficiencia entre el 1y 1.2%. En las plantas
transformadas de la generacién T1, se observé expresién asociada al
tejido vascular, en las siguientes estructuras: raiz, hoja cotiledonar,
hoja verdadera, estambres y gineceo. Los resultados sugieren que la
funcién del gen At4g12640 podria estar asociada al tejido vascular.
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Abstract

The At4g12640 gene of Arabidopsis thaliana encodes a Spen type
protein, of unknown function. Spen type proteins, have at least one
domain that allows binding to ARN (RRM) and a SPOC domain
that allows for interaction with other proteins, so that in general,
these proteins are involved in gene regulation processes. In this work
we generated three transcriptional fusions (uidA::GFP) covering
1500, 1000 and 500 base pairs of the 5 ‘regulatory region of the
gene At4gl12640, each of these fragments were separately fused to
the GFP reporter gene, using the technology Gateway®. A. thaliana
plants were transformed, obtaining efficiencies between 1 and 1.2%.
In the T1 transformed plants was observed expression associated to
the vascular tissue, in the following structures: root, leaf cotyledon,
true leaf, stamens and gynoecium. The results suggest that function
of the At4g12640 gene might be associated with vascular tissue.
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Introduccién

Los promotores se definen de manera general como secuencias en
el ADN que tienen la capacidad de conferir la transcripcion en
un sistema de prueba iz vivo o in vitro. La organizacién de los
promotores reconocidos por la ARN polimerasa II consisten de
un promotor nucleo, definido como la secuencia més corta en
la que la ARN polimerasa II puede iniciar la transcripcidn, y su
funcionamiento es con una eficiencia baja. Antes del promotor
nucleo, a pocas decenas de bases, se encuentran secuencias que
varfan de acuerdo al promotor, y a las cuales se unen proteinas
activadoras para incrementar la eficiencia de transcripcién (White,
2001). El ntcleo del promotor es definido generalmente como
la combinacién minima de secuencias de ADN (tipicamente
alrededor de 40 bases) que son suficientes para la iniciacién precisa
de la transcripcién por parte de la ARN polimerasa I1 y los factores
basales (Smale, 1997). Los elementos nicleo del promotor mejor
caracterizados son el elemento o caja TATA, localizado entre 25
y 30 bases hacia arriba del sitio de inicio de la transcripcién, con
una secuencia consenso TATAa/tAa/t y el elemento iniciador (Inr),
centrado en el sitio de inicio de la transcripcién que es rico en
pirimidinas, aunque su secuencia precisa es variable (YYANa/tYY)
(Nikolov y Burley, 1997). La caja TATA est4 presente en la mayorfa
de los promotores y puede combinarse con el elemento iniciador.
En otros promotores en que no hay caja TATA el elemento iniciador
generalmente estd presente, aunque puede faltar. Los promotores

9 Autor de correspondencia: Dr. Miguel Martinez Trujillo, email:
codigogenetico@gmail.com. Facultad de Biologfa, Universidad Michoacana de
San Nicolds de Hidalg(). Morelia, Michoacdn, México.

con caja TATA presentan elementos iniciadores débiles, ya que la
eliminacién de la caja TATA ocasiona la pérdida de la actividad del
promotor y en estos casos el elemento iniciador tiene la funcién de
precisar el sitio correcto de inicio del transcrito (Zhu ez al., 1995).
Otro elemento presente en el nicleo del promotor es el DPE
(downstream promoter element) 6 elemento que se encuentra hacia
abajo del nucleo del promotor y que se ha reportado en algunos
promotores de Drosophila y humanos, con una secuencia consenso
a/gGa/tCGTG ubicada a 30 nucledtidos hacia abajo del sitio de
inicio de transcripcion (Burke y Kadonaga, 1997). Se ha descrito
un elemento presente en la regidén nucleo del promotor, BRE
(elemento reconocido por TFIIB), con la secuencia consenso G/C-
G/C-G/A-CGCC, el cual posiblemente participa en determinar la
fuerza del promotor (Lagrange et al., 1998).

La proteina NP193001.2 codificada por el gen Ar4g12640
pertenece a la familia Spen (Split ends) caracterizada por un
dominio RRM (ARN recognition motif) N-terminal y un
dominio bien conservado C-terminal SPOC (Spen paralog and
ortholog C-terminal). El dominio RRM es conocido como RBD
(ARN binding domain) o RNP (Ribonucleoprotein domain),
consta de 90 aa y es encontrado en una variedad de proteinas
hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) implicadas
en el splicing alternativo y proteinas componentes snRNDPs
(small nuclear ribonucleoproteins). En cuanto al dominio
SPOC, contiene alrededor de 165 residuos de aminodcidos y
estd implicado en la sefalizacién del desarrollo, facilitando la
interaccién proteina-proteina (Sdnchez-Pulido ez al, 2004).
Las protefnas Spen participan en diferentes procesos bioldgicos
como la diferenciacién de la célula neuronal, sobrevivencia y
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orientacién del axén (Chen y Rebay, 2000; Kuang ez 4l., 2000),
regulacién del ciclo celular (Lane e# 4/, 2000), represién en la
identidad de la cabeza del tronco embrionario (Wiellette ez al.,
1999), asi como en la actuacién en la senalizacién de la proteina
Wingless (Wg) en los discos imaginales del ojo, alas y pieARNs
de la Drosophila melanogaster (Lin et al., 2003).

Vizquez-Chimalhua (2012) hizo un andlisis bioinformdtico
de 500 pares de bases hacia arriba del inicio de transcripcién
del gen At4g12640, usando la base de datos reportada en
Higo et al. (1999). En esta region de 500 bases se encontraron
diferentes secuencias consenso para elementos de unién a factores
transcripcionales o de control en la expresién genética, como son
GTGANTG!10, un motivo encontrado en el promotor del gen
g10 de polen de tabaco, asi como elementos de respuesta a luz
(GT1 e IBOX). Sin embargo, no se encontré una caja TATA 6 un
elemento iniciador en la region nicleo del promotor.

Aunque los elementos de secuencia encontrados en los
promotores pueden proporcionar una idea general de cémo éstos
confieren la expresion genética, es sélo en condiciones in vivo
cuando se obtiene la informacién fidedigna de la expresién, por
lo que en este trabajo se generaron construcciones de la regién
reguladora 57 del gen At4gl12640 fusionadas al gen reportero
uidA::GFP Con las construcciones anteriores se transformaron
plantas de A. thaliana, en las que se analizé la expresién conferida
por las regiones reguladoras 57, en la generacién T1.

Materilaes y metodos

Disesio de oligonucledtidos

Los oligonucledtidos se disenaron en la pdgina de IDT
(Integrated DNA Technologies) http://www.idtdna.com/analyzer/
applications/oligoanalyzer/, ademds se les agregd en el extremo 5°
la secuencia para corte con la enzima Hind 111 (Tabla 1). Cada uno
de los oligonucle6tidos Forward se utilizé en combinacién con el
oligonucleétido Reverso para obtener cada amplificacién por PCR.

Extraccion de ADN de A. thaliana y amplificacion de las
diferentes versiones del promotor del gen At4g12640

El ADN de planta se aislé usando el kit DNeasy Plant Mini
(Cat. 69104, Millipore) bajo el mismo protocolo del fabricante.
Este ADN se utiliz6 como templado para realizar PCRs con los
oligonucleétidos disefiados empleando el kit para PCR de la
empresa Fermentas (EP0403), utilizando la férmula de reaccién
del fabricante.

Tablal. Oligonucleétidos disefiados para la amplificacion de regiones
promotoras del gen At4g12640

Nombre del .
. P Secuencia
oligonucleotido

Forward 5'-AAGCTTCAAACCTCCTCGCTTACTCTTCA-3’
SpocF1500
S 5'-AAGCTTACCTCACAGAATTGA CAG ATCCA-3
SpocF1000
Forward SpocF500 = 5"-AAGCTTACATGACGAGCAGATCTACGGAGA-3
Reverso SpocR2 5-AAGCTTTCTGCATTCGTCAGATCTATCGCA-3'

La amplificacién por PCR se hizo probando diferentes
condiciones de amplificacidn, iniciando con la siguiente: un ciclo
de 95 °C por 5 min, 35 ciclos con 95 °C por un min, 55 °C por
un min, 68 °C de uno a dos min, un ciclo de 68 °C por 10 min,
finalizacién manteniendo a 4 °C.

Clonacion de las regiones promotoras del gen At4g12640
en el vector pCRS/GW/TOPO

Los fragmentos de ADN correspondientes al promotor
del gen At4gl2640 fueron amplificados por PCR con los
oligonucledtidos mostrados en la tabla 1, los cuales se clonaron
en el vector de entrada pCR8°/GW/TOPQO®, usando la
mezcla de reaccién sugerida por el fabricante (Cat. K2500-20,
Invitrogen). Para verificar la orientacién 5°-3’ de la insercién de
los productos de PCR, los pldsmidos construidos se mandaron
secuenciar al LANGEBIO, Unidad Irapuato. Se utilizé el
método de terminacién de cadenas (Sanger ez al., 1977), usando
dideoxinuclestidos fluorescentes (ABI) y un secuenciador de

DNA ABI PRISMTM 374.

Manejo del ADN plasmidico y transformacion de células
competentes

Para la replicacién y obtencién de ADN de los pldsmidos se
utilizé la cepa DH5a de E. coli (Sambrook y Russel, 2001). La
cepa se crecié en medio LB que contiene 1% de Bacto triptona,
0.05% de extracto de levadura y 1% de cloruro de sodio. Para
medio sélido se adicioné 1.5% de agar bacterioldgico. Para el
aislamiento del ADN de los pldsmidos bacterianos se utilizaron
los métodos de Miniprep y Maxiprep (con polietilenglicol)
descritos por Sambrook y Russell (2001). Las condiciones de
corte con endonucleasas de restriccién se hicieron siguiendo las
indicaciones del fabricante (INVITROGEN). Se transformaron
células competentes de E. coli DH50 con las mezclas de ligacion,
las cuales se dializaron previamente en membranas Millipore con
un tamano de poro de 0.025 pum y la muestra se pasd a celdas
de electroporacién para aplicar un choque eléctrico a 1800V en
un electroporador Eppendorf 2510. Las muestras de ADN se
separaron en geles de agarosa al 1%, con TAE 1X.

Recombinacion dirigida en el vector destino pKGWFS7
El vector de entrada PCR8°/GW/TOPO°® conteniendo cada uno
de los fragmentos de ADN del promotor de Atd4gl2640 entre
los sitios a#tLl y attL2, se recombind con el vector destino
binario pPKGWES7, que contiene los sitios a##Rl y attR2. La
recombinacién se hizo con el Kit de Invitrogen LR clonase II
enzyme Mix (Cat. 11791-020). En los pldsmidos recombinantes,
cada fragmento de ADN del promotor de At4gl12640 quedd
ubicado hacia el extremo 5 del gen reportero widA::GFP.

Preparacion de células competentes y transformacion de
Agrobacterium tumefaciens pGV2260

El procedimiento se realizé de acuerdo a Sambrook y Russel
(2001). Se utiliz la cepa Agrobacterium tumefaciens pGV2260
(McBride y Summerfelt, 1990). La seleccién de colonias se
hizo en el medio LB con carbenicilina (100 ul/ml), rifampicina
(50 ul/ml), espectinomicina (100 pl/ml) y estreptomicina
(300 pl/ml).
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Meétodo de transformacién de
Arabidopsis thaliana por el método

de floral dip modificado (Martinez-
Trujillo et al., 2004)

La cepa de A. tumefaciens pGV2260
conteniendo el vector binario con las
regiones reguladoras 5” se sembré en
medio YENB con los antibiéticos:
rifampicina (50 pg/ml), carbenicilina
(100 pg/ml), estreptomicina (300 pg/ul)
y espectinomicina (100 pg/ul). La cepa se
crecié primero en un matraz Erlenmeyer
de 50 ml, al cual se adicionaron 10 ml
del medio YENB con los antibidticos. Se
mantuvo en agitacién a 30 °C hasta llegar
a una densidad dptica de 0.6 medida a
600 nm. Se transfirieron 40 ml del cultivo
anterior a 400 ml de medio YNEB con
antibidticos y se incubé a 30 °C con
agitacién, hasta que el cultivo llegd a una
densidad 6ptica mayor a 0.6 a 600 nm. Se
centrifugd la suspension bacteriana a una
velocidad de 6000 rpm por 20 minutos.
La pastilla se resuspendié suavemente
en 10 ml de medio de infiltracién (MS
0.5X, sacarosa 5%, silwett L-77 0.05%).
Con la suspensién bacteriana se hizo la
aplicacién a plantas de Arabidopsis con
una inflorescencia de 2-10 c¢m, en la que la
mayoriadelas flores estuvieron cerradas. La
aplicacién se hizo con una micropipeta de
1 ml. Las plantas se colocaron en una caja
oscura por 12 a 24 horas y posteriormente
de pasaron a condiciones de iluminacidn.
Se hicieron mds aplicaciones de la
suspensién  bacteriana a los botones
florales que fueron apareciendo. Se esper6
a la formacién de silicuas para colectar
las semillas. La seleccién de plantas se
hizo en medio MS (Murashige y Skoog,
1963), con kanamicina 65 pg/ml. Las
lineas obtenidas por transformacién
fueron denominadas VP1500, VP1000 y
VP500, de acuerdo al tamano de la regién
reguladora 5’ que se utilizé para generar la
construccion.

Andilisis histoquimico de la actividad
de GUS

Las plantas transgénicas con el gen
reportero uidA (Jefferson et al., 1987) se
tineron en 0.1% de 5-bromo-4-cloro-3-
indolil D-glucurénido en buffer de fosfatos
(NaH,PO, y Na,HPO,, 0.1M, pH 7),
con 2 mM de ferrocianuro de potasio y
2 mM de ferricianuro de potasio, por 12
horas a 37 °C. Las plantas se clarificaron
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y fijaron de acuerdo a Malamy y Benfey
(1997). Las raices procesadas se cubrieron
con ldminas de vidrio y se sellaron con
barniz de ufias comercial.

Resultados

En este trabajo se generaron tres construcciones
genéticas de la regién reguladora 5” del gen
Atdgl2640 fusionadas al gen reportero
uidA::GFP y se transformaron plantas de A.
thaliana para analizar la expresion conferida por
estas regiones, en plantas de la generacién T1.

Amplificacion de la region reguladora
5" del gen At4g12640

Se utilizaron los oligonucledtidos de la
tabla 1 para amplificar regiones de 1500,
1000 y 500 pb de la region reguladora.
Cada

Forward se utilizé6 en combinacién con

uno de los oligonucledtidos

el oligonuclestido Reverso para obtener
cada amplificacién. Las amplificaciones
obtenidas por PCR se presentan en la
figura 1.

Clonacion de las regiones reguladoras
5’del gen At4g12640 al vector de
entrada pCR®S/GW/TOPO®

Los productos de PCR se clonaron en el
vector de entrada PCR8°/GW/TOPQO?,
usando la mezcla de reaccién sugerida
por el fabricante. Para verificar los
fragmentos de las regiones reguladoras
clonadas, se realizé6 una digestién con
la enzima Hindlll. Los fragmentos de
ADN liberados por el corte con Hindlll,
correspondieron a los tamanos de los
fragmentos clonados (Fig. 2). Ademds, la
orientacién de los insertos se verificé por

secuenciacion.

Figura 1. Amplificaciones por PCR de tres versiones del promotor de At4g12640. 1) Amplificacién con
SpocF500, 2) SpocF1000 y 3) SpocF1500. Las bandas de ADN sefialadas como a, b 6 c corresponden a la regién
reguladora 5’ de At4g12640 con tamafios de 1500, 1000 y 500 pb, respectivamente.

Figura 2. Versiones de ADN de la region reguladora del gen At4g12640 clonadas en el vector de entrada
PCR®8/GW/TOPO®. Los carriles 1y 3 presentan el vector unido a las versiones 1000 y 1500 respectivamente.
Los carriles 2 y 4 presentan la digestion con HindllI del vector de entrada que libera las versiones 1000 y 1500,

respectivamente.
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Recombinacion dirigida en el vector destino pKGWEFS7
Se realizé la reaccién de recombinacién de cada uno de los
vectores PCR*8/GW/TOPO?’ con las regiones reguladoras 5" de
At4g12640, con el vector de expresion pKGWES7. Los pldsmidos
obtenidos de las colonias seleccionadas, fueron cortados con la
enzima Hindlll, para verificar la insercién de los fragmentos de
ADN de las regiones reguladoras (figura 3). Los fragmentos de
ADN liberados correspondieron a los tamafos esperados.

Transformacion genética de A. thaliana
Los plidsmidos recombinantes conteniendo las
reguladoras 5” del gen At4dg12640, se utilizaron para transformar

regiones

A. tumefaciens. Posteriormente, se realizé la inoculacién de
plantas de A. thaliana Col-0 con la suspension de A. tumefaciens
con cada una de las construcciones genéticas. Las semillas
obtenidas se germinaron en medios MS con kanamicina 65
pg/ml, obteniéndose en todos los casos plantas potencialmente
transformadas, con coloracién verdosa y mayor crecimiento. La
frecuencia de transformacién obtenida fue alrededor del 1%. Las
plantas seleccionadas a 65 pl/ml, fueron transferidas a un sustrato
preparado con tierra y agrolita y crecidas hasta la produccién de
semilla. La semilla recuperada fue utilizada para ser germinada
y crecida nuevamente en medio MS con kanamicina a 65 pg/
ml, para obtener la generacién T1. Los resultados obtenidos
demuestran que en las semillas producidas ocurrié una
segregacion del transgén de kanamicina en una relacién de 3:1

(Figura 4).

Expresion conferida por las regiones reguladoras 5° de
At4g12640

Para detectar la expresién conferida por las regiones reguladoras
5" del gen At4gl2640, se realizaron tinciones con x-gluc de
plantas de la generacién T1. En todas las lineas T1 resistentes
a kanamicina, se encontré expresién del gen reportero uidA.
En las lineas VP1500, VP1000 y VP500 se encontrd expresion
en plantas de 10 dias de edad después de la germinacidn, en el
tejido vascular en las siguientes estructuras: hoja cotiledonar, hoja
verdadera y raiz. No se apreciaron diferencias en la intensidad de
la coloracién entre las diferentes lineas transgénicas conteniendo
los diferentes tamanos de las regiones reguladoras 5°. La figura 5
muestra imdgenes representativas de la linea transgénica VP1000.
Fue comin encontrar individuos con expresién en algunas zonas
y en otras no en la raiz (Figura 5¢).

La expresién en la flor se presentd en los filamentos de los
estambres, en todas las lineas transformadas, pero no se encontrd
expresion en las anteras. En el gineceo sélo se encontrd expresion
en etapas del desarrollo de los estadios 12 y 13, sin embargo,
ésta fue muy variable en intensidad, incluso en diferentes flores
del mismo individuo. En la figura 6 se presenta una flor con
expresion en gineceo y filamentos de los estambres, en la linea
transgénica VP1000.

Discusién

La transformacién genética de plantas es una herramienta
que permite entender la funcién de los genes, ya sea por una
sobreexpresiéon de éstos o bien por el andlisis de la expresién
conferida por la regién promotora fusionada a un gen reportero.

Figura 3. Versiones del promotor de At4g12640 de 1500, 1000 y 500 bp
clonadas en el vector de expresion pKGWFS7. Los carriles 2,4y 6 corresponden a
los plasmidos sin digerir y los carriles 1, 3 y 5 presentan la digestion de los vectores
con Hindlll, que liberan fragmentos de ADN con los diferentes fragmentos del
promotor.

Figura 4. Plantas de la generacion T1 A. thaliana, transformadas con A.
tumefaciens conteniendo los vectores pKGWFS7 con las regiones reguladoras
5’ de At4g12640. Las semillas generadas por plantas de la generacion To fueron
sembradas en medios MS con kanamicina 65 pg/ml. A) Plantas silvestres de A.
thaliana. B), C) y D) Plantas representativas de la generacion T1. Las plantas
sensibles a kanamicina de la generacién T1 se sefialan con .
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Figura 5. Expresion en raiz y hojas del gen reportero uidA en plantas VP1000. Las plantas de la generacién T1 contienen la region reguladora 5’ de 1000 bases de
At4g12640 fusionada al gen reportero uidA. A) Expresion en hoja cotiledonar, B) Expresion en hoja verdadera, C) Expresion en raiz. Las plantas fueron tefiidas con x-gluc

de acuerdo a materiales y métodos.

En este trabajo fue posible generar tres
construcciones genéticas de 1500, 1000 y
500 pb de la regién reguladora 5"del gen
At4g12640, fusionadas al gen reportero
uidA::GFP. la transformacién de A
tumefaciens con el vector destino estuvo
entre el 1 y 1.2% para las diferentes
plantas inoculadas, lo cual demuestra que
el método de floral dip modificado por
Martinez-Trujillo ez al. (2004), permite
obtener suficientes plantas transformadas.
Con anterioridad Desfeux et a/. (2000)
demostraron que los évulos son el blanco
para la transformacion con Agrobacterium,
ya que durante el desarrollo del ovario, hay
una estructura en el évulo abierta cuando
la flor se encuentra como botdén. Por lo
tanto, aplicar el inéculo de Agrobacterium
a botones florales es importante para
que Agrobacterium transfiera el transgén.
En cambio, cuando la inoculacién de
las plantas con el indculo bacteriano se
hace sumergiendo todo el follaje en un
medio de infiltracién, se han reportado
eficiencias de transformacién menores
(0.57%), posiblemente por el mayor dafio
ocasionado por el detergente del medio de

infiltracién (Clough y Bent, 1998).

En el andlisis previo del promotor
de este gen se encontraron elementos cis
que se han asociado a la expresién en el
mesdfilo de la hoja, polen y endospermo
de semilla (Vdzquez-Chimalhua, 2012),
sin embargo, en este trabajo no se ha
encontrado expresién en polen ni en
semilla y aunque existe expresién en la
hoja, ésta se encuentra asociada al tejido
vascular y no al meséfilo. Nuestros
resultados demuestran que los elementos
cis de un promotor de un gen, reportados
para promotores de otros genes y otras
especies vegetales, no necesariamente son
funcionales.

Los elementos cis de respuesta a luz
encontrados por andlisis bioinformdtico
por Vizquez-Chimalhua (2012), han sido
reportados por Argiiello-Astorgay Herrera-
Estrella (1996, 1998) en los promotores
de los genes de la subunidad pequena de
la RUBISCO, Rbcs, (G-Box e I-Box) y
en los genes que codifican los complejos
cosechadores de luz, Lhch,1 (GATA
Box). Tanto Rbesy LhcbI codifican para
proteinas que participan en la fotosintesis,
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por lo que es légico que su expresion sea
inducida por luz, sin embargo, para el gen
Atdg12640, por el momento no es posible
dilucidar el porqué la luz podria inducir su
expresion. La expresién conferida por las
regiones reguladoras 5 del gen At4g12640
serd analizada posteriormente en nuestro
laboratorio bajo diferentes condiciones
de luz y oscuridad, para determinar si los
elementos cis encontrados son funcionales.

Las regiones reguladoras 5 de 500,
1000 y 1500 pb del gen Atdgl2640,
confirieron expresién asociada al tejido
vascular. El sistema vascular de la planta es
una red de células que interconecta todos
los 6rganos mds importantes de las plantas
y se compone de dos tejidos, xilema y
floema, que funcionan en el transporte de
agua y solutos, o azlicares, respectivamente
(Turner y Sieburth, 2003), por lo que una
funcién posible de la proteina codificada
por Atdgl2640 estaria implicada en el
transporte. Esto difiere con relacion al
gen del locus Os[30787a de Oryza sativa
subespecie Indica, el cual codifica para
una proteina Spen de 1005 aminodcidos,
la cual tiene una identidad del 73% con la
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Figura 6. Expresion en flor del gen reportero uidA en plantas VP1000. Las
plantas de la generacién T1 contienen la regién reguladora 5’ de 1000 bases de
At4g12640 fusionada al gen reportero uidA. Las plantas fueron tefiidas con x-gluc de
acuerdo a materiales y métodos.

proteina codificada por At4g12640, considerando los dominios
RRM y SPOC. La regién reguladora de 2000 bases del gen
Osl30787 confiere expresion especifica en el endospermo de la
semilla, pero no se reporta expresién para tejido vascular (Chen
et al., 2007), por lo que lo mds probable es que las funciones de
las proteinas de Arabidopsis y arroz hayan divergido en el curso
de la evolucidn.

de funcién conocida es FPA en A
thaliana, la cual presenta una identidad de 57% con la proteina
codificada por Atdgl12640, considerando los dominios RRM y
SPOC. FPA estd implicada en la induccién de la floracién en
una ruta que es independiente del fotoperiodo (Schomburg ez al.,

Una proteina Spen

2001), pero no se reporta su expresién en tejido vascular. Por lo
tanto, es poco probable que la funcién de la proteina codificada
por At4g12640 esté relacionada con el mismo proceso fisiolégico
que FPA.

La expresion conferida por el promotor de Atdgl12640 en
el gineceo, particularmente es las estructuras embrionarias,
puede estar relacionada con la formacién del tejido vascular, ya
que se ha reportado que durante la formacién del embrién en
A. thaliana, en la etapa globular aparecen células procambiales,
que dardn origen posteriormente al tejido vascular durante la
germinacion del embrién (Turner y Sieburth 2003). Ademis,
la expresién en la regién del meristemo de las raices, puede
estar relacionada con las células que forman el protofloema y

protoxilema, que posteriormente se diferencian en floema y
xilema, respectivamente (Turner y Sieburth, 2003).

Considerados de manera global, los resultados obtenidos
permitieron establecer que la expresién conferida por el promotor
del gen At4gl2640 de A. thaliana estd ubicada en el tejido
vascular y en zonas donde se forman células que posteriormente
dardn origen a este tejido.
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