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RESUMEN

La trehalosa (o-D-glucopiranosil-(1,1)-o-D-glucopiranésido) es un disacarido no reductor, formado por dos moléculas de glucosa. Se
encuentra presente en una amplia gama de organismos llevando a cabo funciones como azlcar de reserva y como protector ante el
estrés abiotico. Posee amplias aplicaciones biotecnoldgicas ya que protege proteinas y membranas bioldgicas, lo cual permite que
pueda usarse como preservador de alimentos, enzimas, vacunas, células, tejidos y 6rganos, y como substituto de sacarosa en
dulceria 'y panaderia. La presencia de este disacarido en plantas tiene diversas funciones, donde ademas de ser osmoprotector juega
un papel esencial en diversas etapas del desarrollo como en la formacion del embrién y en la floracion. La trehalosa parece estar
también involucrada en la regulacion del metabolismo del carbono y en la fotosintesis, y su acumulacién estéd asociada a una mayor
tolerancia al estrés abiético. También parece que este azUcar juega un papel indispensable en la interaccion planta-microorganismo.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: Arabidopsis, estrés abiético, levadura, Selaginella.

BIOTECHNOLOGY OF TREHALOSE IN PLANTS

ABSTRACT

Trehalose (o-D-glucopyranosil-(1,1)-a-D-glucopyranoside) is a non-reducing disaccharide, formed by two molecules of glucose. It is
present in a broad spectrum of different organisms playing roles as reserve carbohydrate and conferring tolerance to abiotic stress. It
posses broad biotechnological applications, since it is able to protect proteins and biological membranes, which allows its use for
preserving foods, enzymes, vaccines, cells, tissues and organs, and can also substitute sucrose in confitery and bakery. The presence
of this disaccharide in plants, has several functions, where besides of being an osmoprotectant it plays an essential role in several
developmental stages, such as embryo maturation and flowering. Trehalose also is involved in regulating carbon metabolism and
photosynthesis, and its accumulation is related with tolerance to abiotic stresses. Finally, this sugar seems to perform an essential role

in the plant-microorganism interaction.

ADDITIONAL KEY WORDS: Arabidopsis, abiotic stress, yeast, Selaginella.

BIOSINTESIS DE TREHALOSA
Y SU DISTRIBUCION EN LOS SERES VIVOS

La trehalosa fue primero descrita por Wiggers desde
1832 como un azUcar desconocido presente en el
cornezuelo del centeno (Claviceps purpurea), un hongo
patégeno que produce una toxina letal para los humanos.
El mismo fue posteriormente encontrado en los capullos o
pupas del escarabajo Larinus maculata de nombre comun
“trehala” lo cual inspird al quimico Berthelot para designarlo
como trehalosa (Singer y Lindquist, 1998).

La trehalosa (a-D-glucopiranosil-(1,1)-a-D-
glucopiranosido; C, H,.O,.; PM=342.31) es un disacérido
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no reductor formado por dos moléculas de glucosa. El en-
lace o,0-1,1 conecta los dos extremos reductores de los
residuos de glucosa anulando su poder reductor (Paiva y
Panek, 1996). Su biosintesis fue elucidada por Leloir, quien
postulé en la levadura Saccharomyces cerevisiae, una via
en la que intervienen dos enzimas: la trehalosa-P-sintasa
(TPS) que produce trehalosa-6-fosfato (T-6-P) a partir de
glucosa-6-fosfato y UDP-glucosay la trehalosa-P-fosfatasa
(TPP) que desfosforila a la T-6-P para transformarla en
trehalosa (Cabib y Leloir, 1958; Figura 1): Esta via se conoce
como TPS/TPP y también se encuentra en bacterias donde
se le conoce como la via OtsA/OtsB. La misma se ha
encontrado también en insectos, nematodos y en plantas
(Crowe et al., 1992; Elbein et al., 2003).
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FIGURA 1. Via TPS/TPP u OtsA/OtsB de biosintesis de trehalosa,
mas frecuentemente encontrada en bacterias, hongos 'y
plantas. Se indica también la via de degradacion por la
trehalasa, que produce dos moléculas de glucosa.

Las bacterias, adicionalmente a OtsA/OtsB, han
desarrollado evolutivamente otras dos vias alternas: en una
de éstas, conocida como la via TreY/TreZ (o0 MTS/MTH),
se utilizan las maltodextrinas (maltooligosacaridos,
glucégeno y almidén) como substrato, modificandose un
enlace terminal o(1-4) en el extremo no reductor a un en-
lace a(1-1) a través de una trans glicosilacién, originando
una unidad trehalosil terminal. En un segundo paso,
mediante hidrdlisis se libera una molécula de trehalosa.
Las enzimas involucradas en esta via son la malto-oligosil
trehalosa sintasa (MTS) y la malto-oligosil trehalosa
hidrolasa (MTH) (Maruta et al., 1996).

Enlaotravia (via TreS o GT), el substrato es el aztcar
maltosa, en el cual, el enlace o(1-4) es modificado o o(1-
1) por la glicosil transferasa (GT) (Tsusaki et al., 1996).

La degradacioén de la trehalosa se lleva a cabo en
levaduras, bacterias, plantas y animales, por la trehalasa,
gue origina dos moléculas de glucosa (Figura 1). En
animales superiores y humanos no se ha detectado
actividad enzimatica TPS ni TPP, aunque si hay una
trehalasa, cuyo ARN mensajero se ha detectado en
intestino delgado y en rifién.

Es comun encontrar a la trehalosa en bacterias y
hongos en ciertas etapas de su desarrollo y en cantidades
considerables en organismos anhidrobiontes o
criptobiontes, como el tardigrado Echiniscus blumi, Artemia
salina, la planta vascular inferior Selaginella lepidophylla,
asi como en las angiospermas Myrothamus flabellifolius y
Sporobulus atrovirens (Crowe et al., 1992; lturriaga et al.,
2000). Estos organismos tienen en comun la propiedad de
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sobrevivir en estado de casi total desecacion, siendo
capaces de soportar condiciones extremas de altas o bajas
temperaturas, salinidad y radiacién, para recuperar sus
funciones vitales tan pronto como se re-hidratan de nuevo
(Crowe et al., 1992).

Se ha identificado a la trehalosa en casi todos los
insectos, principalmente en la hemolinfa y se han
acumulado evidencias que indican su presencia en plantas
angiospermas como tabaco y arroz, lo cual hace suponer
gue se encuentra presente en todas las plantas superiores.

Originalmente la biosintesis de trehalosa habia estado
relacionada solamente con organismos anhidrobiontes, sin
embargo, gracias a la disponibilidad de secuencias de ADN
y proteinas depositadas en el GenBank, ha sido posible
identificar genes de biosintesis de trehalosa en diferentes
especies de bacterias, arquibacterias, hongos, insectos y
plantas (Figura 2). La distribucion de éstos en el arbol de la
vida muestra que se encuentran en practicamente todos
los phyla, lo que indica que la biosintesis de trehalosa es
una caracteristica que ha ocurrido en la naturaleza desde
hace mucho tiempo, probablemente desde el origen mismo
de la vida (Figura 2). Es frecuente encontrar organismos
gue tienen mas de una via de biosintesis de trehalosa, lo
gue resalta la importancia que podria tener la misma para
estas especies y su posible adecuacién a la disponibilidad
de sustratos para la produccion del disacarido. La amplia
distribucion de las vias de biosintesis y degradacion de
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FIGURA 2. Labiosintesis de trehalosa se realiza en organismos muy
distantes en la historia evolutiva. Los phyla que son
resaltados con letras negritas agrupan organismos que
tienen al menos una de las tres vias de biosintesis de
trehalosa.



trehalosa en los tres superdominios (Bacteria, Arquea y
Eucaria) sugiere ademas que la misma ha sido una
molécula utilizada en la naturaleza de manera muy versétil.

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA
TREHALOSA.

Las propiedades fisicoquimicas de la trehalosa
explican por si solas las amplias posibilidades de aplicacion
biotecnolégica de este azlcar. Se ha demostrado que es
capaz de proteger y estabilizar la estructura y la funcién de
las enzimas y la integridad de las membranas bioldgicas
bajo condiciones de estrés abidtico extremo como
desecacion, altas temperaturas, congelacion, alta salinidad,
oxidacion y radiacion (Crowe et al., 1984; Colaco et al.,
1992). La trehalosa posee una gran estabilidad bajo
condiciones extremas, derivado de que el enlace glicosidico
posee una energia de 4.184 kJ-mol?, en comparacion con
la sacarosa, donde el mismo tiene una energia de 113
kJ-mol? (Schiraldi et al., 2002).

Las proteinas mantienen mejor su actividad bajo
estrés abidtico en presencia de trehalosa, ya que ésta
reemplaza al agua formando una especie de capsula
alrededor de la proteina deshidratada protegiendo asi su
estructura terciaria y su actividad (Lins et al., 2004; Figura
3a). La interaccidn por puentes de hidrogeno entre ambas
moléculas es debida a los grupos polares de la proteina 'y
los hidroxilos del azucar (Elbein et al., 2003). Adicionalmen-
te, el hecho que la trehalosa sea un azlcar no reductor, a
diferencia de la sacarosa, previene la reaccién de Maillard
en la cual los grupos aldehido de los azUcares reducen a
los grupos amino de los residuos de las proteinas, produ-
ciendo asi el tipico color café asociado a la degradacion de
las proteinas, reaccion que se acelera a mayores
temperaturas (Elbein et al., 2003; Paiva y Panek, 1996).

La capacidad de la trehalosa para proteger a las mem-
branas durante la deshidratacion radica en que interactta
con éstas favoreciendo la permanencia del estado fluido
de los lipidos, evitando asi la fusion, la separacion de fases
y el rompimiento de las membranas (Crowe et al.,1984).
Las evidencias sugieren que la trehalosa retarda la
transicion de liquido a gel mediante el reemplazo de las
moléculas de agua por las de trehalosa, manteniendo a las
membranas en forma de cristal liquido. La trehalosa
funciona en este sentido incluso mejor que la sacarosa ya
gue encaja entre los grupos polares de las cabezas de los
fosfolipidos con los que interactiia mediante sus hidroxilos
(Crowe et al., 2001; Weisburd, 1988; Figura 3b).

USOS BIOTECNOLOGICOS DE LA TREHALOSA

Las propiedades de la trehalosa la han vuelto un
apreciado producto biotecnolégico, con diversas
aplicaciones, algunas de las cuales se han desarrollado
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FIGURA 3. a) Osmoproteccion de proteinas por la trehalosa: al
disminuir el agua, se forma una capa protectora de
trehalosa que atrapa el agua disponible que asi queda
en contacto con la proteina. En la vecindad de la
proteina, se incrementan los puentes de H entre
trehalosa-aguay trehalosa-trehalosa. b) Las membranas
biolégicas son protegidas por la trehalosa durante la
desecacion evitando su fusiéon, cambio de fase y
rompimiento (adaptado de Lins et al., 2004 y Weisburd,
1988).

hasta el nivel comercial (Paiva y Panek, 1996; Richards et
al., 2002; Schiraldi et al., 2002). El uso masivo de este
azucar como preservador o protector, como aditivo, como
estabilizador y como sustituto de sacarosa se ha incremen-
tado enormemente a partir de que la Compafiia Japonesa
Hayashibara desarrollé un procedimiento de produccién
enzimatica basado en el uso del almidén como substrato,
empleando las enzimas malto-oligosil trehalosa sintasa
(MTS) y la malto-oligosil trehalosa hidrolasa provenientes
de la bacteria del suelo Arthobacter ramosus (Richards et
al., 2002). El otro proceso de produccion de trehalosa se
hace en levadura, con las enzimas de la via TPS/TPP,
siendo su rendimiento mucho menor. El costo de produccion
con el método de Hayashibara bajé desde 700 ddlares a 5-
6 dolares por kilo con al menos 98 % de purezay apto para
el consumo humano y otros usos industriales (Schiraldi et
al., 2002). El grado de dulzura de la trehalosa es de 45
comparado en una escala en la que sacarosa tiene 100
puntos, la fructosa 173 y la glucosa 74 (Richards et al.,
2002). Desde 1995 en Japdn se aprobo el uso de la trehalo-
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sa como aditivo en alimentos de consumo humano, encon-
trdndose actualmente presente en cientos de productos. A
continuacion se enlistan los usos mas comunes y promete-
dores del azUcar trehalosa: 1) Protector de la actividad enzi-
mética: Se puede utilizar para mantener a temperatura
ambiente enzimas termolabiles como ADN polimerasa,
enzimas de restriccién y ADN ligasa (Colaco et al., 1992).
2) Estabilizador y protector de moléculas complejas: Molé-
culas bioldgicas inestables como los anticuerpos, pueden
desecarse a temperatura ambiente o a 37 °C, manteniendo
su actividad después de varios afios de almacenaje (Roser
y Colaco, 1993). Sustitutos de sangre y hemoglobina se
han conservado como liposomas y desecado en frio mante-
niendo gran parte de su actividad ain después de afios de
almacenaje a temperatura ambiente, lo cual promete abara-
tar enormemente los costos de almacenaje en nitrogeno
liquido y traslado (Weisburd, 1988; Brumfiel, 2004). 3) Aditi-
vo de diversos alimentos: Se puede emplear en alimentos
desecados o procesados como frutos y legumbres que
mantienen mucho mejor sus aromas y propiedades organo-
Iépticas. Recientemente la empresa Cargill ha promovido
el uso de este azlcar en lu-gar de otros aditivos en cortes
de carne y embutidos, para mantener por mas tiempo sus
propiedades y sabor (Kidd y Devorak, 1994). 4) Sustituto
de azucar: Puede emplearse en panaderia y en confiteria,
en combinacion con la sacarosa, compensando la reduc-
cién en dulzor con la mejor conservacion de las propiedades
de la masa horneada, sobre todo en reposteria que debe
mantenerse en congelacion. Se ha demostrado que el orga-
nismo humano tolera hasta 50 g diarios sin causar proble-
mas digestivos (Richards et al., 2002). 5) Preservador de
células, tejidos y 6rganos: Células, tejidos e incluso 6rganos
se pueden mantener desecados o congelados en presencia
de trehalosa, lo cual mejora su supervivencia en compara-
cion con otras sustancias (Eroglu et al., 2000; Guo et al.,
2000). El principal obstaculo para ampliar su uso con estos
fines ha sido el de lograr introducir con mayor eficiencia al
disacéarido dentro de las células y tejidos (Crowe et al.,
2001). 6) Osmoprotector de plantas ornamentales: De 50
a 100 mM de trehalosa en solucion acuosa en el flo-rero
prolonga la vida después del corte de tulipanes y gladiolos,
ya que contribuye a retardar la senescencia debida a la
pérdida de agua por transpiracién (lwaya-Inoue y Takata,
2001; Otusboy lIwaya-Inoue, 2000). Es predecible que plan-
tas ornamentales que acumulen trehalosa endégena mos-
traran una mayor duracion después del corte que cuando
se adiciona al florero, por lo cual sera importante obtener
plantas transgénicas con este fin. 7) Osmoprotector en plan-
tas transgénicas: La produccién de plantas transgénicas
gue acumulan trehalosa ha permitido incrementar la toleran-
cia de las mismas ala sequia, la salinidad y el frio (Garg et
al., 2002; Avonce et al., 2004). 8) Marcador de seleccién
en la produccién de plantas transgénicas: El gen AtTPS1
de A. thaliana que codifica la enzima TPS1, cuando se sobre
expresa en esta planta, es capaz de conferir insensibilidad
a la glucosa en semillas y tejidos bajo cultivo in vitro que
de otra forma se ven inhibidos por este monosacérido para
germinar, proliferar y diferenciarse (Avonce et al., 2004,
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Leyman et al., 2004). Esto abre las posibilidades de poder
usar este gen como un gen de seleccion durante el proceso
de transformacion genética, utilizando como medio selecti-
vo a la glucosa (Leyman et al., 2004). 9) Uso en industria
de cosméticos: La trehalosa atrapa y reduce la liberacién
de malos olores de la piel en humanos hasta en un 70 %,
lo cual hace que sea factible adicionarla en cremas faciales
o corporales o en desodorantes (Higashiyama, 2002). 10)
Usos médicos y nutricéuticos: Se esta explorando el papel
de la trehalosa en la disminucién de los sintomas de
enfermedades como la Corea de Huntington y en la os-
teoporosis. En el primer caso, la trehalosa evitaria la
formacion de agregados proteinicos poli glutaminicos en
el cerebro (Katsuno et al., 2004), mientras que en el
segundo estudio, el consumo de trehalosa redujo la
degeneracion de los huesos en modelos de ratones hembra
en los que se eliminaron los ovarios, aunque no se conoce
con detalle el mecanismo implicado (Higashiyama, 2002).

TREHALOSA, LEVADURAS Y PLANTAS

La levadura Saccharomyces cerevisiae y la
bioinformatica ayudaron a determinar la presencia de
biosintesis de trehalosa en las plantas

Hasta hace pocos afos, se pensaba que las plantas
superiores carecian de trehalosa salvo Myrothamnus
flabellifobius y algunos pastos nativos de México como
Sporobu-lus atrovirens (Iturriaga et al., 2000), dado que no
se habia logrado detectarla en éstas mediante métodos
tan sensibles como el HPLC. Esto cambio a raiz de que se
reportd en la base de datos del GenBank, al gen y la
proteina AtTPS1 de la planta modelo Arabidopsis thaliana,
cuya secuencia mostré una alta homologia con la TPS1 de
la levaduray con OtsA de Escherichia coli. Posteriormente,
se reporté que AtTPS1 era capaz de complementar la
actividad catalitica en la mutante tps1D de la levadura
(Blazquez et al., 1998).

La planta de resurreccion Selaginella lepydophylla
posee sorprendentes propiedades anhidrobidticas,
asociadas a su capacidad para acumular grandes
cantidades de trehalosa, lo cual hizo suponer que de esta
planta podrian aislarse los genes involucrados en la
biosintesis de este azlcar. A partir de una genoteca de
ADNc, se pudo aislar una clona que mostré una alta
homologia con las proteinas OtsA 'y ScTPS1, de E. coli y
S. cerevisiae, respectivamente (Zentella et al., 1999). Sobre
todo, el alto porcentaje de identidad con ScTPS1 sugirio
gue podria explotarse el modelo de la levadura S. cerevisiae
para caracterizar bioquimica y molecularmente a este gen
y su proteina. La levadura posee también la ventaja de ser
el organismo en el cual se ha estudiado con mayor
profundidad la bioquimica, metabolismo, biologia molecu-
lar y fisiologia de la trehalosa (Thevelein y Hohmann, 1995).
Unavez clonando al gen SITPS1 en un vector de expresiéon
adecuado para la levadura (Mascorro-Gallardo et al., 1996),



se probd si podia complementarse la mutante tps1D y la
doble mutante tps1D/tps2D, que han perdido su capacidad
para biosintetizar trehalosa, asi como para crecer en un
medio con glucosa como fuente de carbono. Se pudo
demostrar que la version de TPS1 codificada por SITPS1
restauraba la habilidad de la levadura para sintetizar
trehalosa, corrigiéndose con esto otros defectos asociados
a esta carencia, como la capacidad de crecer en glucosa,
recuperando ademas la tolerancia a las altas temperaturas
y al estrés osmotico (Zentella et al., 1999; Figura 4). La
levadura también ayud6é a descubrir algunas otras
particularidades de los genes y las proteinas TPS de las
plantas, mismas que serdn comentadas mas adelante.

Para 2001 ya estaba completa la secuencia del geno-
ma de A. thaliana, asi que fue posible hacer una busqueda
sistematica de homdlogos de TPS, encontrandose una fa-
milia multigénica de un total de 11 genes que se dividieron
enclase |y clase Il (Leyman et al., 2001). La clase | posee
un dominio catalitico con alta homologia con OtsA de E.
coliy con ScTPS1 de S. cerevisae; mientras que en la clase
Il las proteinas tienen una regidon amino con menor
homologia a la TPS1 de los microorganismos mencionados,
pero en cambio contienen un dominio carboxilo con una
mayor homologia a OtsB y ScTPS2 (Leyman et al., 2001).
Hasta ahora se ha demostrado experimentalmente que de
las 11 proteinas, s6lo AtTPS1 posee actividad catalitica
similar a OtsA 'y ScTPS1. Respecto a los homologos TPP
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FIGURA 4. Experimentos de complementacion de las mutantes tps1D
y tps1D/tps2D de la levadura con la proteina completa o
truncada de Selaginella lepidophylla. Las proteinas se
expresaron en la levadura clonando las diferentes
versiones del gen SITPS1 en el vector de expresion
pSAL4, que lleva el promotor CUP1 el cual es inducible
por cobre. Notese que al eliminar el extremo amino, la
complementacion fue mejor, incluso aunque se elimine
también el extremo carboxilo. En la parte inferior de la
figura, se muestran la planta de resurreccién seca e
hidratada y la levadura Saccharomyces cerevisiae.
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(OtsB en E. coli), en Arabidopsis se ha identificado una
familia multigénica de 10 elementos, de los cuales sélo se
ha demostrado actividad catalitica para AtTPPAY AtTPPB
con base en la complementacion de la mutante tps2A de la
levadura (Voguel et al., 1998; Schluepmann et al., 2004).
Estos analisis de las secuencias de Arabidopsis y su
comparacion con los homélogos de E. coli han sugerido la
posible existencia en plantas de una enzima bifuncional
con actividades TPS y TPP (Figura 5).

Mediante ingenieria genética y con la ayuda de la
levadura, se puede mejorar la estructura y la funcién
de las proteinas TPSy TPP

En las TPSs de plantas, como AtTPS1 y SITPS1 de
Arabidopsis y S. lepydophylla, ademés del dominio TPS,
destacan otros dos dominios: una regién amino de alrede-
dor de 100 aminécidos, y otra en el extremo carboxilo de
mayores dimensiones que muestra cierta homologia con
TPP (Figura 5). Para elucidar el posible significado de los
dominios amino y carboxilo de las TPS de plantas, se obtu-
vieron distintas variantes recortadas de los genesyy las pro-
teinas SITPS1y de AtTPS1, determinandose que podian
eliminarse tanto el extremo amino como el carboxilo y sin
embargo, se mantenia la actividad catalitica de la proteina
practicamente al mismo nivel de la enzima nativa al ensa-
yarse en el sistema heterdlogo de la levadura. Fue sorpren-
dente encontrar que la eliminacién del extremo amino tanto
en SITPS1 como en AtTPS1, increment6 la capacidad de
biosintesis de ambas proteinas, a juzgar por su actividad
enzimética y por la capacidad de biosintetizar T-6-P, al
expresarse en el mismo sistema de la levadura. También
se incremento el contenido de trehalosa, atribuible a la
actividad endogena de TPP (Van Dijck et al., 2002).

Hace algunos afios, cuando se comparo la secuencia
de las proteinas AtTPS1 de Arabidopsis y SITPS1 de Selagi-
nella con las correspondientes de E. coliy de levadura, se
penso6 que probablemente las plantas poseian algun tipo
de proteina TPS/TPP bifuncional, conclusién a la cual no
es dificil arribar si se compara la estructura de esta familia
de proteinas (Figura 5). De ser asi, podria intentarse hacer
plantas transgénicas que acumularan trehalosa, utilizando
un solo gen y no dos. Al menos para SITPS1 y AtTPS1
éste no ha sido el caso, ya que se ha demostrado que solo
poseen actividad sintasa (Zentella et al., 1999; Van Dijck et
al., 2002). Confirma esta conclusion, la ausencia en SITPS1
y AtTPS1 de dos cortas secuencias de aminoécidos asocia-
das a la funcién de fosfohidrolasa, mismas que si estan en
las proteinas ATPPA-B, ScTPS2, OtsB y en AtTPS5-
AtTPS11 (Leyman et al., 2001. Figura 5). El disefio natural
de estas proteinas aparentemente bifuncionales, sugirié
sin embargo, la obtencién de este tipo de quimeras molecu-
lares mediante ingenieria genética. Un grupo de investiga-
cion logro fusionar traduccionalmente OtsA y OtsB de E.
coli para obtener una nueva enzima bifuncional capaz de
producir trehalosa en arroz, sin acumular significativamente
T-6-P (Seo et al., 2000; Garg et al., 2002; Jang et al., 2003).
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FIGURA 5. Comparacion de las estructuras de las proteinas TPS y
TPP de biosintesis de trehalosa de Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae (Sc), Arabidopsis thaliana (At)
y Selaginella lepidophylla (Sl) (adaptado de Leyman et
al., 2001).

Recientemente, también se obtuvo otra enzima bifuncional,
pero fusionando ScTPS1 con el dominio carboxilo de
ScTPS2, ambas de la levadura del pan. La nueva proteina
ScTPS1-TPS2 pudo complementar a la doble mutante
tps1D/tps2D de levadura, restaurando en ésta la capacidad
de biosintetizar trehalosa. Actualmente esta construccion
se esta probando en lineas transgénicas de Arabidopsis y
en algunos cultivos de importancia agronémica. Esto ha
sido un avance biotecnoldgico considerable, ya que desde
gue se tuvo la idea de obtener plantas sobre-productoras
de trehalosa utilizando genes TPS, hubo fuertes sospechas
gue el fenotipo altamente pleiotrépico obtenido al generar
plantas transgénicas sélo con otsA o ScTPS1 podria deber-
se a la acumulacion de T-6-P. Este intermediario, al que
recientemente se le ha encontrado involucrado en la regula-
cion de la glicolisis y en el desarrollo del embrién, también
puede alterar negativamente el metabolismo y el desarrollo
de las plantas si se acumula en exceso (Eastmond et al.,
2002; Eastmond et al., 2003; Schluepmann et al., 2003).

FUNCION DE LA BIOSINTESIS DE TREHALOSA EN
LAS PLANTAS

TPS1 es esencial para el desarrollo del embrién y la
floracién

Hasta hace pocos afios, el conocimiento que se tenia
sobre el metabolismo de la trehalosa provenia de la
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levadura S. cerevisiae y otros hongos, asi como de algunas
bacterias como E. coli. En la levadura, el papel de este
disacérido es la proteccion contra el estrés abibtico y como
carbohidrato de reserva (Thevelein y Hohmann, 1995; de
Winde et al., 1997)

El azlcar trehalosa se acumula en cantidades casi
indetectables en Arabidopsis y, para revelar su presencia
en plantas transgénicas de tabaco que sobre expresan los
genes otsAy otsB, se debe aplicar la droga validomicina A
(Val A), que inhibe a la trehalasa. Bajo adicién de Val A, se
acumulé mas trehalosa (hasta 0.6 mg-g* de peso fresco)
en flores y en raices. Sin embargo, la distribucién de otros
carbohidratos como almidén y sacarosa también se vio
alterada, por lo cual no pueden descartarse posibles efectos
sobre otras enzimas, o en la distribucion de los
carbohidratos en la planta (Muller et al., 2001). Se ha
demostrado que la trehalosa proporcionada exégenamente,
como fuente de carbono, inhibe el crecimiento debido a
gue influye fuertemente en la distribucién de carbohidratos
en raiz y parte aérea de Arabidosis que acumula almidén
en las hojas. Esto se debe a que se induce el gen ApL3
gue codifica la subunidad grande de la enzima ADP-glucosa
fosforilasa, que cataliza el primer paso en la biosintesis de
almidén (Wingler et al., 2000).

En realidad, la inhibicion en el crecimiento no es
provocada por la trehalosa en si, sino por el intermediario
trehalosa-6-fosfato: la adicién de trehalosa induce la
acumulacion del intermediario y éste a su vez ejerce
profundos efectos en el crecimiento mediante la
relocalizacién de carbohidratos de reserva como el almidén
(Schluepmann et al., 2004).

En Arabidopsis se produjo una mutante recesiva tps1-
1 que en condicién homocigota resulto ser letal al desarrollo
del embrién. El desarrollo embrionario pudo ser
parcialmente rescatado in vitro reduciendo el suministro
de sacarosa, no asi al proporcionar trehalosa o T-6-P
(Eastmond et al., 2002). La mutante tps1A0de levadura es
incapaz de crecer en glucosa pero puede rescatarse
creciéndose en un azucar poco fermentable como
galactosa. La disminucién en la actividad de hexocinasa 2
(HXK2), mediante mutacién también permite el crecimiento
de la mutante tps1D. La principal funcién de la HXK2 es
fosforilar a la glucosa para permitir su entrada en glicélisis.
En la levadura se ha demostrado que T-6-P inhibe la
actividad de la HXK2, y es posible que este metabolito
regule la glicélisis modulando el flujo de azucares
fosforilados hacia esta via (Thevelein y Hohmann, 1995).
No obstante lo anterior, la mutante tps1-1 de Arabidopsis
no pudo ser rescatada utilizando una linea antisentido
AtHXK2, pero si disminuyendo la sacarosa o bien mediante
complementacion con el gen otsA de E. coli (Eastmond et
al., 2002; Schluepmann et al., 2003).

La actividad catalitica de AtTPS1 también es esencial
para que Arabidopsis transite del estado vegetativo a la



floracion. Mientras que la mutante tpsl fue incapaz de
desarrollar yemas florales, la misma linea re-transformada
con otsA, bajo el control de un promotor inducible por
dexametasona, pudo continuar su desarrollo casi tan nor-
mal como la linea silvestre (van Dijken et al., 2004).

Percepcion de azucares, fotosintesis y estrés

Se menciond antes que en lalevadura, tanto la enzima
HXK2 como el intermediario T-6-P participan en la percep-
cion de la glucosa y la entrada de azucares en glicélisis.

El hecho de que tanto HXK1 como AtTPS1 en
Arabidopsis podrian estar involucradas en una via de
transduccion celular encargada de la percepcion de
glucosa, provienen de recientes experimentos, en los que
se demostrd que la sobre expresion de AtTPS1 produjo
insensibilidad tanto a glucosa como a acido abscisico (ABA)
en plantulas germinando en medio MS (Avonce et al., 2004).
En este mismo trabajo, se demostré que el gen AtTPS1
inhibe su transcripcién en presencia de glucosa, pero esta
inhibicion es superada en un fondo genético con supresién
de la actividad de HXK1, obtenido al sobre expresar el
antisentido del mismo gen (Avonce et al., 2004; Avonce et
al., 2005). Previamente se habia encontrado que la sobre
expresion de otsA de E. coli en Arabidopsis no fue capaz
de contrarrestar la inhibicién ejercida por glucosa
(Schluepmann et al., 2003). Esta aparente contradiccién
se explica si se compara OtsA con AtTPS1: esta Ultima
proteina posee un extremo amino y uno carboxilo, adicional
al dominio catalitico que es equivalente a OtsA (Figura 5).
Al menos el extremo amino (de un poco menos de 100
aminoacidos) podria ejercer alguna funcion regulatoria, ya
gue cuando se elimina, la actividad enzimética de AtTPS1
se incrementa hasta 40 veces (van Dijck et al., 2002). Esto
ha llevado a proponer que adicionalmente a los efectos
regulatorios del intermediario T-6-P y su efecto en glicolisis,
la proteina AtTPS1 y en particular su dominio amino debe
de jugar un papel en una o varias vias de transduccion de
la percepcion de glucosa y de ABA. AtTPS1 estaria
regulando negativamente la transcripcion de ABI4 en una
cascada de sefalizacion que tiene que ver con la
germinacion, el desarrollo de la parte aéreay la expansién
y desarrollo normal de los cotiledones, promoviendo el
desarrollo temprano de la plantula (Avonce et al., 2004;
Avonce et al., 2005).

Otra linea de investigacion del papel de la trehalosa
en las plantas es el papel que este azlcar juega en la
fotosintesis. Durante muchos afios se ha pretendido ma-
nipular este proceso clave en la productividad de las plantas.
Plantas de tabaco trasformadas con otsA que codifica la
version bacteriana de TPS1, mostraron un incremento en
la tasa fotosintética de hasta un tercio por unidad de area
bajo saturacion luminosa. Al contrario, al expresar otsB que
codifica TPP, la fotosintesis disminuyd en la misma
proporcion (Paul et al., 2001). Para explicar este efecto, se
ha postulado que, al igual que en la levadura, es posible
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que el intermediario T-6-P interactde con la hexocinasa,
modificando su habilidad para percibir el contenido
enddgeno de glucosa. En plantas que sobre expresan TPS
y por lo tanto con un mayor presencia de T-6-P, esto se
percibe como un déficit de carbono a través de la
hexocinasay lo contrario ocurre cuando desaparece T-6-
P en plantas que sobre expresan TPP. Esto aumenta o
disminuye la fotosintesis a través de un mecanismo hasta
ahora desconocido pero que al igual que en la levadura
podria pasar por la regulacién de la glicolisis (Paul et al.,
2001; Paul y Pellny, 2003).

Los primeros intentos por obtener plantas
transgénicas que sobre produjeran trehalosa se hicieron
utilizando los genes otsA de E. coliy ScTPS1 de levadura.
Se buscaba obtener plantas que acumulasen este azUcar
y que por lo tanto mostraran una mayor tolerancia a la
sequia (Holmstrom et al., 1996; Romero et al., 1997; Pilon-
Smits et al., 1998).

Se han generado plantas transgénicas de Arabidopsis
gue sobre expresan el gen AtTPS1, mismo que es capaz
de complementar a la mutante tps1D de S. cerevisiae (van
Dijck et al., 2002; Zentella et al., 1999). Para analizar los
efectos de la sobre expresion en la tolerancia al estrés por
sequia, se crecieron plantas durante 4 semanas en
condiciones normales de cultivo, y posteriormente se
sometieron a un régimen sin riego por dos semanas. Los
resultados mostraron que tanto las plantas transgénicas
como las plantas control perdieron cerca del 90 % de agua
(Avonce et al., 2004), sin embargo, al adicionar nuevamente
agua las plantas sobre expresantes de AtTPS1 fueron
capaces de rehidratarse y continuar su ciclo de vida nor-
mal hasta la floraciéon y produccién de semillas fértiles,
mientras que las plantas silvestres murieron por
deshidratacion (Figura 6). La cantidad de trehalosa
acumulada en las plantas transgénicas no fue
suficientemente alta como para explicar esta tolerancia,
sin embargo se detectaron cambios en la expresion de
genes importantes en la sefializacion y respuesta a estrés,
lo que explicaria este fenotipo (Avonce et al., 2004).
Contrario a lo observado en otras plantas sobre expresantes
de genes TPS de E. coliy S.. cerevisiae, la sobre expresion
de AtTPS1 no produjo ningun efecto aberrante en
Arabidopsis, con excepcién que la floracién se retras6 una
semana. Esto se atribuye a que la estructura de AtTPS1
es diferente a OtsA y ScTPS1, y probablemente
interaccionen diferencialmente con miembros de las vias
de sefializacion de tal forma que los niveles de T-6-P se
regulan este caso eficientemente, suprimiéndose los
efectos pleiotrépicos observados en otros casos (Avonce
etal., 2005).

También en tabaco transformado con ScTPS1 ocurrid
un ligero incremento en la tolerancia al estrés osmético
que se relacioné con un leve incremento en el contenido
de trehalosa, pero en este caso hubo una gama de efectos
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35S:ATPS1

Deshidratacion Rehidratacion

Deshidratacion Rehidratacion

FIGURA 6. Efecto de la sobre-expresién de AtTPS1 en la tolerancia
a sequia en Arabidopsis. Plantas de 4 semanas se
sometieron a deshidratacion durante 14 dias
(deshidratacion). Después de 24 horas de la adicion de
agua (rehidratacién), las plantas transgénicas
continuaron con su ciclo de vida normal, mientras que
las plantas silvestres murieron. 35S::AtTPS1, lineas
transgénicas; N.T., plantas de Arabidopsis thaliana cv.
Columbia no transformadas.

pleiotropicos como plantas de baja estatura, hojas
lanceoladas y menor contenido de sacarosa. Se sospecho
entonces que el efecto podria deberse a la acumulacién
del intermediario T-6-P, mas que a la trehalosa misma. Esta
hipétesis resulté ser correcta (més arriba se mencion6 con
detalle los posibles efectos del intermediario T-6-P), ya que
al utilizar una fusion traduccional OtsA-OtsB para
transformar arroz, se obtuvieron plantas tolerantes a sequia,
salinidad y frio. A diferencia de las primeras plantas transgé-
nicas obtenidas sdélo con el gen TPS1, al emplear las se-
cuencias codificantes de las dos enzimas se pudo incre-
mentar la trehalosa enddgena, sin acumulacién del interme-
diario T-6-P (Garg et al., 2002). En este caso, la mayor
tolerancia al estrés se atribuye a las propiedades osmo-
protectoras de la trehalosa que aislan del dafio al aparato
fotosintétetico, a otras enzimas clave y a las membranas,
ya que el balance hidrico no se ve mayormente alterado
por el mayor contenido de trehalosa, (Garg et al., 2002;
Romero et al 1997). Estos datos apoyan el papel de este
disacarido como osmoprotector de proteinas y membranas.

LATREHALOSA EN LAS INTERACCIONES PLANTA-
MICROORGANISMO

Desde hace algunos afos se conoce la presencia
de la trehalosa en algunos tipos de interacciones de tipo
simbidtico o patégena. Se ha detectado trehalosa en ecto
micorrizas y endo micorrizas (Muller et al., 1995). También
se ha encontrado trehalosa en los nédulos de leguminosas,
asignandose un 70 % de ésta a los bacteroides y un 30 %
alos tejidos de la planta. Se pensaba en ese entonces que
como las plantas no sintetizaban trehalosa, ésta provenia
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de la biosintesis de las bacterias, lo cual, a la luz de los
hallazgos mas recientes, podria ser no tan cierto. En los
nédulos se ha detectado actividad de la trehalasa, fuera de
los bacteroides, por lo cual se considera a esta enzima
como una nodulina que se induce por efecto de la trehalosa
(Streeter, 1982; Muller et al., 1995; Goddijn y van Dun,
1999). No se sabe cual es el papel de la trehalosa en los
nédulos, aunque se ha demostrado que ayuda a que se
lleve a cabo la simbiosis sobre todo bajo condiciones de
sequia (Farias-Rodriguez et al., 1998).

En otro tipo de interacciones de tipo patogénico, se
ha reportado que en A. thaliana, la infeccién por
Plasmidophora brassicae que produce la agalla de la raiz,
estuvo acompafiada por la acumulaciéon de trehalosa del
hongoy por lainduccion del geny la actividad de la trehalasa
de la planta (Brodmann et al., 2002). Parece ser que la
trehalosa es indispensable para el proceso de la infeccion,
ya que al interrumpir de manera dirigida la secuencia del
gen TPS1 de Magnaporthe grisea, agente causal de la roya
del arroz, la mutante mostrd una drastica disminucion de
la patogenicidad y una pobre esporulacion (Foster et al.,
2003). Se ha demostrado también que al suprimir la
biosintesis de trehalosa mutando al gen TPS1 en Candida
albicans, causante de candidiasis en animales e individuos
inmuno deprimidos, se reduce drasticamente la infeccién
y se altera el desarrollo del patégeno (Zaragoza et al., 1998).
En animales superiores las enzimas TPS y TPP constituyen
blancos terapéuticos, ya que no estan presentes en el
hospedante, lo cual abre un flanco de posible control de
diferentes enfermedades causadas por hongos y por
bacterias, empleando inhibidores especificos para estas
proteinas. Practicamente todos los hongos y bacterias
gue se han estudiado poseen vias de biosintesis de
trehalosa y cada vez hay mayores evidencias de que el
metabolismo de este azulcar podria jugar un papel
importante en las interacciones planta-microorganismo.

PERSPECTIVAS

El descubrimiento de la ampliamente distribuida
capacidad para biosintetizar trehalosa en el reino vegetal
es uno de los hallazgos més recientes en la biologia de las
plantas. Se ha encontrado que la trehalosa, el intermediario
T-6-Py la proteina TPS1 estan involucrados en procesos
tan importantes como el desarrollo embrionario, la floracion,
la percepcion de azlcares, la fotosintesis, la tolerancia al
estrés abidtico y las interacciones planta-microorganismo.
Ademas de haberse revelado su importancia en tales
procesos, ahora hay muchas preguntas adicionales, ya que
en la planta modelo Arabidopsis sélo se ha estudiado a
AtTPS1 y en menor medida AtTPPA y AtTPPB, restando
por averiguar la funcién de al menos otros 10 genes TPS1
y 8 TPP. Desde hace algunos afos este se ha convertido
en uno de los campos de investigacion mas activos en la
fisiologia y biologia molecular de las plantas.



Después de varios afios de investigacién, se ha
logrado manipular el contenido endogeno de trehalosa en
las plantas sin los efectos pleiotrépicos indeseables que
presentaban las primeras plantas modificadas. Esto ofrece
posibilidades de obtener plantas transgénicas de diversos
cultivos con tolerancia a sequia, salinidad, frio y calor.
También es probable que pronto se pueda manipular la
fotosintesis y la distribucion de los carbohidratos
manipulando el metabolismo de la trehalosa. En el caso
de especies frutales, hortalizas y plantas ornamentales, sera
interesante demostrar, si como se espera, se podra mejorar
la conservacién postcosecha de tejidos y 6rganos que
acumulen trehalosa endégena mediante la manipulacién
genética. Un campo interesante sera también el de
desarrollar técnicas para la conservacion de semillas natu-
rales y artificiales, tejidos y érganos vegetativos a
temperatura ambiente y en presencia de trehalosa, como
ya se ha comenzado a experimentar con tejidos y érganos
animales, lo cual tendria amplias aplicaciones en la
conservacion de los recursos genéticos vegetales a costos
menores al abatirse los altos costos de refrigeracion.

Es posible también que al entender el papel del
metabolismo de la trehalosa en las interacciones planta-
microorganismo se podran desarrollar nuevas estrategias
para el control de enfermedades causadas por hongos y
bacterias tanto en animales como en plantas.
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