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RESUMEN

Este estudio estd encaminado a entender la diversidad funcional existente en una
familia de proteinas B-glucosidasas de Zea mays. La familia de genes que codifica
para 3-glucosidasa (BGLU EC 3.2.1.21) en Zea mays cv. B73 se compone de 26
genes paralogos de redundancia funcional desconocida. En otras especies de
plantas se ha descrito que las BGLU cumplen diferentes funciones: activando
reguladores de crecimiento como el jasmonico, salicilico y abscisico en respuesta
a estrés bidtico y abiotico; ademas de actuar en otras moléculas que participan
directamente en la defensa contra patdgenos, reciclaje de la pared celular,
sefializacion y metabolismo secundario. En este trabajo se realizaron analisis
bioinforméticos que permitieron: (1) asociar posibles funciones de los miembros
ZmBGLU a partir de la homologia con ortélogos de Arabidopsis y arroz; (2) revelar
la redundancia y los patrones de expresion de estos genes asi como los niveles
maximos y minimos de expresion en diferentes tejidos de la planta, al analizar la
expresion durante el desarrollo vegetativo y reproductivo del Z. mays; (3) el
andlisis de regiones promotoras de 2000 pb rio arriba del codon de inicio en 4
genes ZmBGIlu los cuales mostraron posibles sitios de unién a factores de
transcripcion (TFBS), con afinidad a los siguientes factores de transcripcion (TF):
DOF, 02, Interlower, DRE, MYB, entre otros; asociados a la respuesta al ataque
por patdgenos y algunos en respuesta a estrés abiotico. A continuacion se evaluo
la expresion de 10 miembros ZmBGIlu en plantulas de maiz B73 bajo estrés bidtico
(condiciones biotréficas y necrotréficas) y abidtico (salinidad, sequia y radiacion
UV). Los TFBS mas redundantes en los promotores ZmBGIlu analizados fueron
AAAG, que son reconocidos por el motivo estructural de un dedo de Zinc de los TF
DOF1 y 2. Como parte de la caracterizacion de proteinas que se unen a las
regiones promotoras ZmBGlu, al analizar el genoma de maiz encontramos 45
genes que codifican para proteinas que contienen el motivo DOF, por otra parte
bajo experimentos de inmuno-precipitacién de la cromatina, especificos para los
TF DOF1 y DOF2 mediante gPCR se confirmé la interaccion con el TFBS AAAG
en los promotores de genes involucrados en la sintesis de carbohidratos. Por
altimo se implement6 un protocolo de transformacion transitoria en plantulas de
maiz, donde se evaluo la funcionalidad de los promotores ZmBGlu2, 5, 7 y 12,
mediante el uso del gen reportero udiA. Encontrando que los promotores ZmBGlu2
y 5 mantienen una expresion similar al promotor 35S CaMV, en la etapa de
desarrollo estudiada y en las condiciones de co-cultivo. Bajo el mismo esquema de
transformacion transitoria fué posible producir el antigeno MAP85 de
Mycobacterium avium susp paratuberculosis.
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SUMMARY

This study was directed to understand functional diversity in a protein family of the
B-Glucosidases in Zea mays. The family of genes that codify for B-glucosidase
(BGLU EC 3.2.1.21) in Zea mays cv. B73 is composed of 26 paralogs genes of
unknown functional redundancy. In other plant species, it has been described that
BGLU have different functions, such as activating growth regulators as jasmonic,
salicilic, and abscisic acids in response to biotic and abiotic stress besides acting in
other molecules that participate directly in defense against pathogens, recycling
the cellular wall, signaling, and secondary metabolism. Bioinformatic analyses
were performed in this work allowing: (1) associating possible functions of
ZmBGLU members starting from homology with Arabidopsis and rice orthologs; (2)
revealing redundancy and expression patterns of these genes as well as maximum
and minimum expression levels in different plant tissues by analyzing expression
during vegetative and reproductive development stages of Z. mays; (3) analyzing
promoting regions of 2000 pb above the starting codon in 4 genes of ZmBGlu,
which showed the following transcription factors (TF): DOF, O2, Interlower, DRE,
MYB, among others, associated to pathogen attack response and some in
response to abiotic stress. After that, the expression of 10 members of ZmBGlu
was assessed in B73 maize seedlings under biotic stress (biotrophic and
necrotrophic conditions) and abiotic (salinity, drought and UV radiation). The most
redundant TFBS in the analyzed ZmBGlu promoters were AAAG, which are known
by their structural motif of a Zinc finger of TF DOF1 and 2. As part of protein
characterization that joins the promoting ZmBGlu units while analyzing the maize
genome, 45 genes that codify proteins were found containing the DOF motif. On
the other hand, under experiments of immune-precipitation of chromatin specific for
TF DOF1 and DOF2, TFBS AAAG was confirmed in the gene promoters involved
in the carbohydrate synthesis by qPCR interaction. Finally, a transitory
transformation protocol was implemented in maize seedlings where functionality of
the ZmBGlu2, 5, 7, and 12 promoters was assessed by using the reporter gen udiA
gene. The ZmBGIlu2 and 5 promoters were found to maintain a similar expression
to that of 35S CaMV promoter in the development stage studied and in the
conditions of the co-cultivation. Under the same transitory transformation protocole,
it was possible to produce the MAP85 antigen of Mycobacterium avium susp
paratuberculosis.

Key words: Maize, Glycosyl hydolases, Expression promoters, Multigenic family,
Heterolog protein.
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1. INTRODUCCION

Los promotores son secuencias de acido desoxirribonucleico (ADN) que definen la
region donde se iniciara la transcripcion de un gen, por medio de la polimerasa Il
de &cido ribonucleico (ARN) (Orphanides y Reinberg, 2002). Estas secuencias se
localizan tipicamente rio-arriba (5’) del sitio de inicio de la transcripcion. Estos
promotores son de gran importancia en los seres vivos debido a que regulan la
expresion de miles de genes contenidos en los organismos a lo largo de su ciclo
de vida, donde su interaccion con el medio ambiente y otros organismos, requiere
de complejas redes de genes en respuesta a estimulos a diferentes niveles, ya

sea celular, tisular, de érgano o individuo (Butler y Kadonaga, 2002).

Los promotores se han clasificado en base a su tipo de regulacion: 1)
constitutivos, aquellos que mantienen una expresion estable a lo largo del
desarrollo del organismo; 2) regulacion positiva aguellos que estan promoviendo al
expresion que esta determinada por una condicion durante el desarrollo de un
organismo; 3) regulacién negativa son promotores que afectan disminuyendo la
transcripcion de sus genes. De acuerdo a su regulacion espacial o temporal
también pueden clasificarse como de expresién especifica de 6rgano, tejido o

células (Maniatis et al., 1987).

Haciendo uso de estas condiciones mediante ingenieria genética, se han utilizado
las regiones promotoras para dirigir la expresion de una gran variedad de genes
en sistemas procariontes y eucariontes. Con diferentes usos biotecnoldgicos
haciendo uso de las plantas como plataformas de produccion de proteina para
diferentes aplicaciones biotecnologicas (Liu et al., 2013).

En el uso de plantas como bio-reactores para la produccion de proteinas
heterdlogas los promotores juegan un papel crucial en el control y eficiencia de la
expresion mediante estimulos especificos (Muller y Wasseneger, 2004; Gurr y

Rushton, 2005; Koyama et al., 2005). El promotor del gen la subunidad ribosémica



35S del Virus del Mosaico de la Coliflor (por sus siglas en inglés: 35S CaMV) ha
sido uno de los mas utilizados en las construcciones para la transformacion de
plantas y produccion de proteinas recombinantes (Guilley et al., 1982; Odell et al.,
1985). A pesar de que los recientes estudios cientificos demuestran la seguridad
de los Organismos Genéticamente Modificados (OGMs) (Giller, 2016), la
tendencia es el uso de elementos cisgénicos para la modificacion genética de
organismos. Con evitamos la generacion de organismos transgénicos y obstaculos
durante el proceso de analisis de riesgo, generando plataformas que no involucren
la introduccion de elementos genéticos ajenos al organismo portador. Es
necesario ademas, generacion de materiales y/o elementos libres de patente
diferentes a los comercialmente disponibles (por ejemplo: 35S CaMV Pat.
5097025 A; Benfei y Chua, 1989; Ubi-1 Pat. EP 2797406 Al, Kumar S. et al.,
2014). De ahi la importancia de realizar estudios encaminados al andlisis y
evaluacion de elementos genéticos propios de los cultivos que son los mas
explotados en el mundo, como en el caso del maiz. Diversas especies de plantas
han sido utilizadas para la produccién de proteinas heterdlogas, algunas plantas
modelo como, tabaco para la produccion de proteinas de interés biotecnolégico
(Komarnytsky et al., 2000); Arabidopsis para la generacién de lineas mutantes y
conocer la funcionalidad de genes mediante genética funcional reversa (Krystan et
al., 1999; Sessions et al., 2002), asi como una gran cantidad de trabajos mediante
genética funcional dirigida. Algunas otras por su importancia en la agricultura con
diferentes usos biotecnolégicos como: la alfalfa, donde se han producido vacunas

contra la Influenza, rabia, rotavirus (www.medicago.com 2016), la papa para la

generacion de cultivos tolerantes a la sequia (Zhang et al., 2011a) y a altas
temperaturas (Kim et al., 2010). Y algunos cereales como el arroz para producir
una mayor cantidad de B-caroteno (Ye et al., 1999); maiz, con alteraciones para la
biosintesis de lignina y para facilitar la producciéon de bio-etanol (Fornalé et al.,
2012). Para la produccién de vacunas orales (Lampher et al., 2004), para la

produccion de toxinas contra plagas (Koziel et al. 1993), entre otros.


http://www.medicago.com/

Los nuevos enfoques de investigacion permiten hacer uso de sistemas de
expresion inducibles de la transcripcion, ofreciendo la posibilidad de regular los
niveles de expresion espacial y temporalmente (Borghi, 2010). Se ha optado
ademas por el uso de secuencias promotoras cisgenicas, evitando la introgresion
genética artificial de otras especies ajenas a la hospedera, como seria el caso del
promotor 35S CaMV (Hou et al., 2014).

En este sentido, se hace necesaria la caracterizacibn de nuevos promotores
especificos a determinados estimulos que puedan ser utilizados como plataforma
biotecnolégica para la produccion de proteinas heterblogas de interés
biotecnolégico. Siendo el objetivo general del presente proyecto: caracterizar
funcionalmente las regiones promotoras de genes modulados por estrés y evaluar
su potencial para la produccion de transcritos heterélogos. Lo anterior, utilizando
las regiones promotoras de algunas B-glucosidasas de Zea mays var. B73 para

ser utilizadas como mediadores para la produccion de proteinas recombinantes.



2. ANTECEDENTES

2.1 Regulacién de la expresion en plantas

Las plantas crecen y se reproducen bajo constantes cambios del medio ambiente
en donde existen varios factores de estrés (Lata et al., 2011), por lo que las
plantas responden realizando cambios a nivel fisiolégico, celular y molecular
(Akhtar et al., 2012; Kizis et al., 2001). A lo largo del desarrollo de una planta se
necesita de la sincronizacion de la expresion de determinados grupos de genes
(Aceituno et al., 2008). Las evidencias demuestran que la regulacion de genes
opera principalmente a nivel de la transcripcion y determina cuales genes
especifico de tejidos o en respuesta a un estimulo, opera principalmente a nivel de
la transcripcion y determina cuales genes pueden ser transcritos a ARN (Latchman
et al., 2010). Esta regulacion se desarrolla en dos niveles, el primer nivel de
control corresponde a la cantidad de ARN mensajero que se produce de un gen en
particular; el segundo nivel de control es a través de eventos pos-transcripcionales
que regulan la traduccion de ARN a proteinas (Phillips, 2008). En relacion al
primer punto, se han descrito dos factores primordiales implicados en determinar
la cantidad de transcritos, uno de ellos es conocido como control epigenético. El
control epigenético involucra a los organismos eucariontes, incluyendo las plantas,
ya que el genoma es compactado dentro de la cromatina, la cual forma una
barrera fisica para la transcripcidbn de genes. Estos mecanismos que alteran la
estructura de la cromatina juegan un papel esencial en la regulacién de los genes
(Lauria y Rossi, 2011), asi como la metilacibon del ADN por las ADN
metiltransferasas, y la interaccion con ARNs pequefios (Kinoshita y Jacobsen,
2012). El segundo mecanismo se refiere a la interaccion entre elementos trans
(factores de transcripcion) y secuencias de elementos cis regulatorios (promotores
de expresion), presentes en promotores de plantas que juegan un papel muy
importante en la regulacion de la expresion de genes (Chang et al., 2008). Un
promotor tipico eucarionte contiene: un promotor minimocon: una region TATA

para la unién de la ARN polimerasa I, proteinas de union-TATA (por sus siglas en



ingles TPB) y factores asociados a TBP (por sus siglas en ingles TAFs). Ademas
de factores de transcripcion especificos del estado de desarrollo o especificos de
tejido que se unan a los elementos cis de esta region minima (Xie et al., 2001).

2.2 Las plantas como bio-reactores para la produccion de proteinas
recombinantes

A partir de la primera planta genéticamente modificada se han logrado obtener
avances en ingenieria genética que han resultado en la modificacion genética para
el mejoramiento de cultivos (Herrera-Estrella et al., 1983). Entre las mejoras que
se han realizado estan: resistencia a enfermedades, tolerancia a insectos y el
mejoramiento en los valores nutricionales (Vain, 2007). Otras modificaciones se
han realizado con enfoque a tecnologias encaminadas a procesos industriales
como la produccion de biocombustibles (Sticklen, 2010), o la produccion de
proteinas utilizadas como vacunas contra diferentes enfermedades (Pniewski,
2013; Tiwari et al., 2009; Sala et al., 2003). Para el 2011 el numero de articulos
que reportan el aprovechamiento de plantas como productoras de vacunas fue de
835 Elsevier, 841 Springerlink, 808 en Wiley y 303 en Web of Science (Guan et al.,
2013). En estos trabajos se utilizan dos grandes plataformas para la expresion de
proteinas heterdlogas: 1) transformacion y expresion de cloroplastos, que ha
demostrado bajos costos de produccion y rendimientos hasta del 70% de proteina
total soluble (Lossl y Waheed, 2011); 2) transformaciones nucleares, que son en
las que se basan la mayoria de las plataformas biotecnoldgicas. Aunado a ello, el
uso de técnicas de cruzamiento pueden aumentar los rendimientos de produccion
hasta en 70 veces mas que los progenitores (Hood et al., 2002). Se puede hablar
de una tercera plataforma conocida como transformacion transitoria, que permite
la expresion de genes y la produccién de proteinas en una escala de tiempo de
dias, lo que posibilita el analisis y la produccion de complejos moleculares de
nueva generacion (Sainsbury y Lomonossoff, 2014), con las ventajas de un

sistema procarionte, sin embargo, se requiere de nuevos promotores inducibles



que aumenten la expresion de los genes y de las proteinas de interés. Por ello, el
siguiente paso es evaluar si la expresion transitoria de los genes en sistema de
maiz produce la cantidad y calidad de genes de interés, lo que permitira aumentar
la eficiencia de la expresidn y el rendimiento de las proteinas heterdlogas
deseadas. Mediante el desarrollo de las técnicas de secuenciacion masiva, la
cantidad de informacién generada por instituciones internacionales que mantienen
los proyectos de secuenciacion de diversos genomas (ejem: The million micro-
ecosystem Genomes Project, Genome 10K project, entre otros), representa un
amplio nimero de datos disponibles para su andlisis experimental. De ahi la
importancia de implementar metodologias eficientes y de corto tiempo para su

analisis en laboratorio.

2.3 Importancia del maiz

El maiz es uno de los cereales mas cultivados en el mundo. La FAO (FAOSTAT,
2015) reporta una produccion de mas de mil millones de toneladas en el mundo,
donde México contribuyé con méas de 22 millones de toneladas en el 2013. El
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT), refiere que el
maiz es uno de los cereales que contribuyen de un 55 a un 70 por ciento de las
calorias en la dieta de las personas que se encuentran en paises en vias de

desarrollo (http://www.cimmyt.org/food-security/). EI Departamento de Agricultura

de los Estados Unidos (USDA) report6 para el 2015 una produccién superior a 478
millones de toneladas, donde el 39.1% se destiné para consumo, 30.3% para la
produccion de biocombustible (etanol), el 8% para su consumo como granos
secos destilados (DDGs), 10.1% para otros usos en la industria y 12.5% para

exportacion (http://www.worldofcorn.com/pdf/\WOC-2016.pdf). El maiz también es

considerado de importancia cientifica como modelo para estudios de
domesticacién (Vigouroux et al., 2008), asi como en biologia del desarrollo,

citogenética, genética y mejoramiento (Wusirika, 2016).


http://www.cimmyt.org/food-security/
http://www.worldofcorn.com/pdf/WOC-2016.pdf

2.3.1 Avances biotecnoldgicos en maiz

Desde su domesticacion, el maiz ha estado sujeto a seleccion genética,
destacando atributos deseados para su cultivo y consumo hasta obtener las
diferentes variedades que conocemos en nuestros dias. Se han logrado obtener
cultivos con mayor rendimiento en la produccion de granos (Chen et al., 2013) y
forraje (Iptas y Acar, 2006), entre otras. Sin embargo, ha sido necesaria la
incorporacion de nuevas metodologias (como la de ADN recombinante) para
desarrollar variedades con caracteristicas deseadas que beneficien el desarrollo
de las plantas. Los intentos de transformacion genética de maiz iniciaron desde el
afo 1966, Coe y Sarkar intentaron transformar meristemos apicales de plantulas
de maiz usando ADN de alta calidad, sin éxito. Posteriormente, De Cleene (1985),
demostré la transformacion de plantas monocotiledonias mediante el uso de la
bacteria Agrobacterium tumefaciens, sin éxito en la transformacién en plantas de
maiz. Un afio después Froom et al. (1986) publico resultados favorables para la
transformacién estable de protoplastos de maiz mediante electroporacion para la
introduccion del gen npt-ll. Dos afos después, Klein et al. (1988) lograron la
transformacion de células de maiz mediante el uso de microproyectiles pero sin la
posibilidad de regenerar una planta a partir de estas células. En el mismo afio
Rhodes et al. (1988) realizaron ensayos de transfromacién por electroporacién en
cultivos de células embriogénicas a partir de la linea parental A188 y lograron
regenerar plantas de maiz, sin embargo, reportaron infertilidad en las plantas
probablemente asociada a las caracteristicas de la linea celular. Posteriormente,
se realizaron eventos de transformacion mediante el uso de microproyectiles en
cultivos celulares a partir de hibridos (A188) y lineas parentales Elite (como B73 y
B84), logrando desarrollar plantas transgénicas fértiles (Gordon-Kamm et al.,
1990). En 1996 Ishida et al. desarrollaron un protocolo de transformacion mediado
por A. tumefaciens en la linea parental A188 y otras 5 lineas. A partir de estos
avances biotecnolégicos es como se han logrado desarrollar variedades tolerantes
a sequia (Gilbert 2010; Nuccio et al., 2015; Pat. W02012085806 Al), plagas
(Koziel et al., 1993, Pat. US5350689; Mettler et al., 1998, Pat. US5484956; Mettler



et al., 1997), entre otras. Ademas de su cultivo como alimento el maiz también es
cultivado con otros fines, para la produccion de biocombustibles (Torney et al.,
2007; Barriére et al., 2016), remediacion (Malekzadeh et al., 2012; Khan y Bano,
2016) y en la industria farmacéutica (Datta et al., 2015); dentro de esta rama
muchas investigaciones se han enfocado en el desarrollo de vacunas como lo que

se muestra en la Tabla I.



Tabla I. Proteinas heterélogas de tipo vacunal desarrolladas en maiz.
Cita

Antigeno Plataforma de Promotor
transformacion

Subunidad Bde la  Callos enbriogenicos Promotor de

Enfermedad o
patégeno

Chikwamba et

E. coli enterotoxigenica
enterotoxina mediante 27kDa y-zein, al., 2002
termolabil de E. bombardeo de para expresion
coli (LT-B) microproyectiles en el
endospermo
Virus de la Proteina S Transformacién de 2x 35S CaMV Lamphear et
gastrienteritis porcina embriones mediada al., 2004
trasmisible (TGEV) por A. tumefaciens

Virus del Newcastle Gen de fusién (gen Transformacién Promotor de Guerrero-

F) mediante Ubiquitina Andrade et al.,
bombardeo de 2006
callos
embriogénicos
Tuberculosis Ag85B Transformacion de Promotor de la Pat. CN
embriones glubulina-1 101845456
inmaduros mediada (Lijun, 2010)
por Agrobacterium
rhizogenes
Virus de la Hepatitis B Antigeno de la Transformacion de Poliubiquitina Hayden et al.,
superficie (HbsAQ) embriones 2011

inmaduros mediado

por A. tumefaciens
Transformacion de 2x 35S CaMV Shinetal.,

Actinobacillus Exotoxina Apx
pleuropneumoniae fusionada a CTB embriones mediada 2011
por A. tumefaciens
Enfermedad de manos, Proteina Transformacion de Promotor de la Zhang et al.,
pies y boca estructural VP1 ( callos tipo Il Ubiquitina 2011b
serotipos viz., O-y mediante
Asia tipo-1) bombardeo
Virus de la Hepatitis B Antigeno de la Transformacion de 3-kb del Hayden et al.,
embriones promotor de la 2012

superficie (HBsAQ)
inmaduros mediado glubulinal

por A. tumefaciens
Promotor de Hu et al., 2012

Virus dl sindrome de la Proteina M Transformacion
respiracion y mediante Ubiquitina
reproduccion porcina bombardeo de
(PRRSV) callos
Virus de la Rabia Glicoproteina del Biolistica Ubiquitina Loza-Rubio et
virus de la rabia al., 2012
(proteina G)
Virus del dengue Gen codifica el Transformacion de 2X 35S CaMV Kim et al.,
dominio Elll embriones 2014
(scEDIII) inmaduros mediado
por A. tumefanciens
Virus de la influenza A Nucleoproteina Transformacion de Promotor de Nahampun et
H3N2 Embriones 27kDa y-zein, al., 2015
inmaduros mediada para expresion
por A. tumefaciens enel

endospermo
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2.4 Uso de promotores de expresion de genes en biotecnologia

Multiples variantes del promotor 35S CaMV son usadas para dirigir la expresion
de genes en plantas genéticamente modificadas tanto para investigacion como en
aplicaciones comerciales (Podevin y du Jardin, 2012). EI 35SCaMV es un
promotor constitutivo fuerte, para la expresion en dicotiledéneas, aunque puede
ser débilmente activo en células monocotiledoneas (Jang et al., 2002). A pesar de
sus amplios usos, éste promotor también representa algunas desventajas, como la
induccion del silenciamiento génico (Daxinger et al., 2008, Mlotshwa et al., 2010).
Las diversas criticas sobre la introduccién de elementos genéticos extrafios al
fondo genético de una planta conocidos como transgénicos (Schouten et al.,
2006), asi como las reglamentaciones y regulaciones en materia de OGM,
obstaculizan el desarrollo de estas plataformas. A pesar de los resultados
obtenidos en el meta-analisis realizado por las academias de ciencias, medicina y
fisica de USA donde no se encontraron evidencias fehacientes sobre los posibles
efectos adversos por el consumo de Alimentos transgénicos (Giller, 2016), en
tltimos afios los trabajos de investigacion se enfocan en el desarrollo de
tecnologias que no impliquen la introduccion de material genético extrafio en los
cultivos de interés. Como ejemplo tenemos los cisgénicos, donde el material
genético introducido procede de un organismo con compatibilidad de cruzamiento,
o los intragénicos donde el material genético ingenierizado es del mismo cultivo de
interés (Holme et al., 2013). Es por ello que la evaluacion e identificacion de
promotores enddgenos de plantas, inducibles y especificos de tejido pueden
proporcionar alternativas en la produccion de proteinas heterélogas. Utilizando
organismos modelo como A. thaliana, se han logrado avances en la compresion
de la formacion de patrones a nivel genético, molecular y celular (Ng y Yanofsky,
2001), por lo que ahora se sabe que las plantas pueden expresar de 25,000 a
50,000 genes, dependiendo del género y la especie. De ese total de genes, cerca
del 30 al 35% pueden ser expresados en toda la planta (constitutivos) mientras
que el resto puede ser especifico de drganos o de eventos (inducibles) (Nath et al.,

2006). Muchos sistemas para inducir la expresion de transgénes han sido
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descritos recientemente, en sistemas como tabaco, arroz, Arabidopsis y maiz, lo
que ofrece la posibilidad de regular los niveles de expresion génica en etapas
particulares del desarrollo de la planta asi como también en los tejidos deseados.
Los sistemas inducibles promueven la expresion mediante cambios locales en los
niveles de expresion de genes sin causar alteraciones graves en el desarrollo y
crecimiento de la planta (Borghi, 2010). Ademds, permiten comprender la
regulacion de la expresion génica, lo cual puede servir como elemento esencial en
la anotacion de genes (Shahmuradov et al., 2003). Aunque existen promotores de
plantas usados para la generacién de plantas transgénicas, éstos son limitados
generalmente por la baja expresion de proteina heteréloga que producen y por las
patentes que las protegen. En el portal de WEB OF SCINCE de Thomson
Reuthers, en el Derwent Innovation Index, al generar una busqueda con la palabra
“‘gene promoter in plant” se identifican 4414 resultados, destacan los cesionarios:
PIONNER HI-BRED INT INC con el 6.094 %, MONSANTO TECHNOLOGY LLC
con 4.288%, DU PONT DE MEMOURS &amp; Co E | con 3.784%, SYNGENTA
PARTICIPATIONS AG 2.039%, UNIV.CALIFRNIA 1.744%, BASF OLANT SCI
GMBH con 1.405%, ZENECA LTD con 1.337% y BAYER BIOSCIENCE NV con
1.269% de patentes (31 de Mayo 2016). Por lo que aun existe la necesidad, de
nuevas secuencias de plantas que funcionen como elementos promotores para
altos niveles de expresion de transgénes (Xiao et al., 2005), ademas de existir la
necesidad de caracterizar nuevos elementos genéticos de cultivos de interés
agricola para ser usados bajo plataformas de cisgénesis e intragénesis sin

proteccion de patente.

2.5 Promotores de genes B-glucosidasa como objeto de estudio

Las B-glucosidasas (BGLU, EC 3.2.1.21) pertenecen a las Glicosil Hidrolasas 1
(por sus siglas en ingles GH1), esta es una familia con un gran numero de
miembros. Se han descrito para diferentes especies de plantas, por mencionar

algunas: arroz con 34 miembros, Brachypodium 31, sorgo 28, maiz 26 (Gémez-
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Anduro et al. 2011, Zhao et al., 2012) y Arabidopsis 48 miembros, (Xu et al.,
2004). Por otra parte, existen familias de genes multigénicas que han mostrado
evidencia de mantener expresion tanto espacial, como temporalmente
condicionadas, como lo es el caso de la familia de las B-glucosidasas en maiz
(Gomez-Anduro et al., 2011), cuyas regiones promotoras poseen sitios predichos
bionformaticamente para la union de factores de transcripcion de respuesta a
factores bibticos y abidticos. Gu et al. (2006) obtuvieron resultados que
demuestran que el promotor del gen que codifica para la proteina BGLU1 de maiz
(ZmGlul) se encuentra regulado por estrés abidtico y su expresibn se da
principalmente en raiz. Trabajos mas recientes (Zhao et al., 2011) evidencian la
presencia de una proteina desconocida que se une a la region promotora de
ZmGlul y reprime la expresion de B-glucosidasa en semillas. Esto da pauta al
estudio de los promotores de B-glucosidasas de Z. mays lo que contribuira a la
caracterizacion de nuevos promotores estimulo-especificos que puedan ser
utilizados como plataforma biotecnolégica para la produccion de proteinas
heterdlogas.

3. JUSTIFICACION

El uso de promotores representa uno de los componentes principales y mas
importantes en la expresion de genes heterdlogos, su estudio nos permite conocer
a detalle los elementos regulatorios que rigen la expresion de los genes en las
plantas. Con base en lo anterior, se propone realizar la caracterizacion y
evaluacion de promotores de genes B-glucosidasa de maiz como reguladores de
la expresion de cisgénicos y poder generar una plataforma de produccion de
proteinas heterdlogas de bajo costo y rapido desarrollo, con las ventajas de un
sistema transitorio. Debido a que las plantas son una alternativa factible para la
sintesis de proteinas con alta complejidad, permiten la evaluacion de genes para

la produccién de proteinas con distintas finalidades como la produccion de
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vacunas a partir de proteinas recombinantes, produccién de metabolitos, etc.
Uniendo todo esto, proponemos que es posible obtener plantulas con expresion
transitoria de proteinas de interés regidas por promotores de genes B-glucosidasa
y de esta manera contribuir en los procedimientos de evaluacién de genes o

produccion de proteinas de interés biotecnolégico.

4. HIPOTESIS

Si la presencia de pequefias variaciones en los sitios de union a factores de
transcripcion en la secuencias de las regiones promotoras de los genes de B-
glucosidasas de Zea mays regulan la expresion de sus genes espacial y
temporalmente, entonces, dichos promotores podran ser utilizados para la

expresion controlada, estable y/o transitoria de proteinas heterélogas.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Caracterizar funcionalmente las regiones promotoras de cinco BGLU de Z. mays y
evaluar su potencial para la producciéon de vacunas de subunidades proteicas
recombinantes en plantas.
5.2 Objetivos especificos
¢ Identificar y caracterizar mediante herramientas bioinformaticas los sitios
de union de los factores de transcripcion de las regiones promotoras
seleccionadas.
e Evaluar la funcionalidad y especificidad de los promotores ante diferentes

estimulos.
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¢ Identificar y caracterizar las proteinas que se unen a los promotores (2000

pb) seleccionados.

e Comparar y evaluar molecularmente los niveles de expresion y la
produccion de proteinas heterdlogas bajo la regulacion de promotores de

genes ZmBGlu.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Identificacion y caracterizacion de los sitios de unién a factores de
transcripcion de las regiones promotoras seleccionadas mediante
herramientas bioinformaticas.

Se realiz6 una la busqueda de informacion sobre la regulacion de la expresion de
genes [B-glucosidasa en la base de datos en linea de universidad de Toronto

llamada BAR (Sekhon et al., 2011) (por sus siglas en ingles Bio-Analytical

Resourse for Plant Biology) eFP Browser (http://bar.utoronto.ca/efp _maize/cqi-

bin/efpWeb.cgi?dataSource=Sekhon_et_al Atlas) para cada uno de los ID de

genes reportados por Gomez-Anduro et al. (2009). Se seleccionaron 4 promotores
que aumentaran su expresion en etapas tempranos de desarrollo, se ubicaron y
descargaron las secuencias de las regiones promotoras 2000 pares de bases (pb)
rio arriba del coddn de inicio de la transcripcién incluyendo la region 5° UTR, del
portal de genomas comparativo del Departamento de Energia de los Estados

Unidos del Joint Genome Institute (htips://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html),

posteriormente a estas secuencias se les realizé un analisis para ubicar los sitios
de unién a factores de transcripcion, asi como los factores de transcripcion que
interactdan con estas secuencias, dentro de la plataforma en linea PlantPAN 2.0
(http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/), (Chow et al., 2015) haciendo uso de los datos
referenciados para maiz en los servidores de JASPAR, TRANSFAC, PLACE y

PlantTFDB. Una vez identificadas las coordenadas de los sitios de unién se

generaron diagramas mediante la paqueteria de MATLAB 7.11.0 (R2010b) para


http://bar.utoronto.ca/efp_maize/cgi-bin/efpWeb.cgi?dataSource=Sekhon_et_al_Atlas
http://bar.utoronto.ca/efp_maize/cgi-bin/efpWeb.cgi?dataSource=Sekhon_et_al_Atlas
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/
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localizar cada uno los sitios dentro de la secuencia promotora e identificar posibles
islas de regulacion.

Una vez identificados los sitios de unién dentro de la region promotora se
seleccionaron los factores de transcripcion mas redundantes dentro los
promotores analizados, se descargo el genoma del maiz B73 de la base de datos

maizeGDB http://www.maizegdb.org/ (por sus siglas en inglés Maize Genetics and

Genomics Database). Se realizé la busqueda de los miembros de la familia de
factores de transcripcion mediante el uso de BLAST usando como plantilla una
secuencia consenso generada a partir de otras especies de plantas, y se describid

cada uno.

6.2 Evaluacion de la funcionalidad y especificidad de los promotores ante
diferentes estimulos.

Se analizaron las relaciones filogenéticas para asignar posible funcionalidad de los
genes B-glucosidasa de maiz utilizando las secuencias de proteinas $-glucosidasa
de A. thaliana (una planta dicotiledonea) descritas por Xu et al. (2004), de O.
sativa (una planta monocotiledénea) descritas por Opassiri et al. (2006) y se
compararon con las de Z. mays descritas por Gomez-Anduro et al. (2011). Este
analisis se realiz6 usando el software MEGA version 5.2 (Tamura et al., 2011). El
alineamiento de secuencias fue realizado con MUSCLE y se us6 el método de

neighbor-joining para la construccion del arbol filogenético

Para evaluar los niveles de expresion de diferentes B-glucosidasa bajo diferentes
factores bibticos o abidticos, se utilizaron semillas de maiz B73 que fueron
desinfectadas con etanol e hipoclorito, y germinadas en lotes de 6 semillas dentro
de cajas de policarbonato 3 x 3 x 4 (MAGENTA™ vessel) con papel filtro himedo
estéril. Para los experimentos de estrés bidtico se realizé una infeccion con hongo
de habitos biotréficos y otro con necrotroficos. Para el primero, se infectaron

plantulas de 7 dias de edad con Ustilago maydis cepas SLP1 y SLP2


http://www.maizegdb.org/
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proporcionado por el Laboratorio de Biologia Molecular de Microorganismos
Benéficos de Plantas y Biotecnologia Molecular de Plantas del Instituto Potosino
de Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas (IPICyT en SLP). Los experimentos
de infeccion con hongo necrotréfico se desarrollaron en plantula de 7 dias de edad
infectadas con Fusarium proliferatum (Medina-Cordova et al.,, 2016)
proporcionadas por el laboratorio de Inmunologia y Vacunologia del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR). Las infecciones se realizaron
mediante puncién e inyeccién de cada hongo por triplicado de cajas MAGENTA™
y se incubaron por 4 dias. Adicionalmente, se realiz6 un tratamiento de dafio
mecanico mediante puncion de las hojas para emular las condiciones de
herbivoria. Se cosecharon hoja y raiz por separado tomando muestras para
analisis histolégicos, el resto se congeldé en nitrégeno liquido hasta su posterior
uso. Por otra parte, los experimentos de estrés abidtico se desarrollaron en
plantulas de 8 dias de edad donde se desarrollaron condiciones de estrés
osmaético mediante la adicién de PEG-6000 al 20% (Zhang et al., 2014), estrés
salino con NaCl 200 mM (Zhao et al., 2014) y estrés por rayos UV (Javadmanesh
et al., 2012) mediante la exposicion al dia 5, 6, 7, 8 de edad con exposiciones de
10, 20, 30 y 40 min en luz UV-B al noveno dia de edad las plantulas fueron
colectadas y congeladas en nitrégeno liquido hasta su extraccién de ARN.

6.2.1 Disefio de oligonucleodtidos, extraccion de ARN, evaluacién de sensibilidad y
especificidad

Mediante el programa Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) se realiz6 el

disefio de oligonucleétidos basados en las secuencias codificantes de los 25
genes de B-glucosidasa de maiz, disefiados para distinguir diferencias en una
base (Tabla Il). Se extrajo ARN total usando Trizol® (Life technologies Cat:
15596026; Carlsbad, CA USA) usando las especificaciones de la casa comercial.
Se obtuvo ADN complementario (ADNc), mediante el Kit Improm II™ (Promega
Cat: A3803; Madison WI USA) como lo establece el protocolo del producto, a partir
de 1 ug de ARN total tratado con DNasa | (Invitrogen: cat: 18068-015; Carlsbad,


http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
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CA, USA) para eliminar ADN genomico. Se evalu6 la especificidad de los
oligonucledtidos bajo gradientes de temperatura 50°-65° C, por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) haciendo uso del Kit GoTaq Flexi
(Promega; Cat: M8295; Madison WI USA); y una mezcla de ADNc de todos los
tratamientos. Posteriormente, cada amplicon fue clonado en vector PCR2.1
TOPO® TA cloning® (Life technologies; cat: K4500.01; Carlsbad, CA, USA), estos
productos fueron secuenciados a GENEWIZ Inc. y analizados para corroborar su
identidad en la base de datos de PHYTOZOME. Por ultimo, se estim6 el nimero

de ciclos para obtener un una amplificacion en fase exponencial.
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Tabla Il. Lista de oligonucledtidos disefiados para la evaluacion de la expresion de
genes B-glucosidasa.

Nombre Secuencia (5°-3") Amp (pb)
BglulF CCTTAGGAGCCACCTAGTAG 89
BglulR ACCTTCGCTTGCTGCTC

Bglu2F TACTGCCTAAGGGAACGGTC 145
Bglu2R TTCTCTTCTAGTGCTTGAGGG

Bglu3F ACTCGTCGCTACTGCCAC 328
Bglu3R CGCTATCCAATCTGGGAAAG

BgludF AAGGATAAGCAGTCAGCTGC 256
Bglu4R CAATCTGACATCCGCAGG

Bglu5F GGACAACTTCGAGTGGTGC 180
Bglu5R TAATAAGCCGACGGCGG

Bglu6F AAAATGCGCTAACCCAACC 138
Bglu6R GCAATCCCTATCTGTGCG

Bglu7F CGGTTCGGGAACTACAAGAA 234
Bglu7R CCCGTCCGCTATCAAAGA

Bglu8F GATTCGTACCATATGTACCCTGA 427
Bglu8R ATCCCGTTGGAGTGATTATC

BgludF CATATGGGAAATGTGATTC 149
Bglu9R TAGATGTAATGAAATTCCTACA

BglulOF GTGACTATCCGGCCAGC 201
BglulOR TACCGGAAAGATTAGCTAAAGAATC

BglullF TGGTCGTCCCTGGCACC 115
BglullR GAAATCCTGCCTGGTGAAATTGA

Bglul2F GGAACAAAAAAATGTACAGTG 324
Bglul2R GGCTTCAGATTGAACTTTAC

Bglul3F GCGTCACCTGCACCCAC 313
Bglul3R GAGTCTCGGGCCGTCAGC

Bglul4F TACTACTCTTCTCCTCCTCTTGG 183
Bglul4R CTTCCGTCCTCTGCAACTG

Bglul5F AGAGGAGAAGGAGAAGGCT 182
Bglul5R CGTTGTTTGCGATCTCG

Bglul6F CCTGGGACATGGAACCTG 196
Bglul6R CGTTTTCAGCAAGGATCATTG

Bglul7F GCGGGGGAAGGACCTAAC 160
Bglul7R TTCCTGGGGTGTGCACG

Bglul8F AGAAGCTGGTCCAGCTGGC 277
Bglul8R CCGATGTAGCTCCTGTAGAACC

Bglul9F CCTGTGATGCTCATCGGA 246
Bglul9R CCGGACGAACGTGTTCC

Bglu20F TCGAAATTAGAGGATGATCTGC 212
Bglu20R GGTATCCGTGTCAAATTGTTG

Bglu21F CCCTTCGACAAGAACGGG 185
Bglu21R AGGGCGTTCTGGAGGGAG

Bglu22F TTGAGCTCATGCACTCTC 180
Bglu22R ATGTCGTAGTGGGACAGC

Bglu23F AAGGGAACGCCTTCGTCTC 165
Bglu23R CGTTCTCAGTAATATACACAGGC

Bglu24F CTCATGCAAAGACGAACAAC 358
Bglu24R GCTTCAGATGTGTAGGGGTC

Bglu25F CAAATAGCCAATATTAGCACTACAAC 270

Bglu25R TTCATAGCCTTTGATAAACTTGCTAT
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6.2.2 Estimaciones semi-cuantitativas de expresion de genes B-glucosidasa en
maiz

Las evaluaciones se realizaron en placas de 96 pozos para PCR en un
termociclador Bio Rad. Las mezclas de reaccién se realizaron siguiendo las
indicaciones del kit GoTaqg Flexi. Se realizarton mezclas reaccion de 12.5 pL
conteniendo 1 L del producto de la sintesis de DNAc, 1X Green buffer, MgClz 2.5
mM, dNTPs 0.16 mM, oligonucleotido forward 0.8 uM, oligonucleoétido reverse 0.8
UM, DMSO 4%, ADN polimerasa 1.25 u. Se usaron las temperaturas optimas de
amplificacion para cada juego de oligonucleétidos como se describe a
continuacion: desnaturalizacién inicial de 95° C/3 min, 29 ciclos de 95° C/30 seg.,
para EF1a, BGlu2, BGlu7, BGIu18, BGIlu23 57°C; BGlu16, BGlu22 55 °C; BGlu13,
BGIu20 59°C; BGIu9, BGlul2 51°C/30 s, y una extension final de 72°C/20 s.

6.3 Identificaciéon de proteinas que se unen a los promotores (2000 pb) B-
glucosidasa de maiz seleccionados para este analisis

Para evaluar los niveles expresion de los factores de transcripcion tipo DOF que
tienen afinidad por los promotores de genes B-glucosidasa, se desinfectaron
semillas de maiz de la linea parental B73 en condiciones de esterilidad mediante
el lavado con etanol 75% seguido de un lavado con una solucién de hipoclorito
comercial 10%, Triton X-100 0.05%, y seis lavados con agua destilada estéril, se
hidrataron en obscuridad por 24 h a 4 °C. Posteriormente, dentro de cajas
MAGENTA tres lotes de 10 semillas se llevaron a camara bioclimatica a 28° C, con
fotoperiodos largos (8 h luz/16 h obscuridad) y otro grupo de tres lotes se
crecieron bajo condiciones de obscuridad total. Ambos grupos se desarrollaron por
7 dias. De 5 plantas se tomaron muestras de hoja y raiz se congelaron en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su posterior uso, el resto de las
plantas se disectaron hoja y raiz, y estas fueron utilizadas para el ensayo de

inmunoprecipitacion de la cromatina.
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6.4 Cuantificacion de los niveles de expresion de los factores de
transcripcion DOF1 y DOF2 bajo condiciones de fotoperiodo y etiolacién

200 mg de cada muestra se utilizaron para la extraccion de ARN total, los tejidos
se congelaron en nitrégeno liquido y se molieron en mortero; la extraccion se
realizd6 mediante el uso de Trizol®. El ARN fue cuantificado en NanoDrop 1000
(Thermo scientific Wilmington, DE, USA) y purificado con DNAse I. La sintesis de
ADNCc se realizo con el Kit IMPROM Il. Posteriormente, se realizo la cuantificacion
en tipo real por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (por sus siglas
en ingles gPCR) haciendo uso de SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad; cat: 172-
5200; Hercules, CA, USA). La reaccion de qPCR se realizé en un termociclador
Rotor-Gene 6200-HRM (Corbett research; Mortlake, NSW Australia), con una
incubacion inicial de 95 °C/2 min, seguida de 40 ciclos de 94 °C/10 seg., 60 °C/10
seg. y 72 °C/15 segq.; la fluorescencia se leyo al final de cada ciclo a los 72 °C. Se
realiz6 curva de disociacion para identificar amplificaciones Unicas; las reacciones
se realizaron por duplicado y los resultados se normalizaron con el factor de
elongaciéon 1-a. Los productos fueron clonados en vector PCR 2.1 TOPO TA
cloning (Life technologies; cat: K4500.01; Carlsbad, CA, USA) y fueron
secuenciados en GENEWIZ Inc. para corroborar su identidad. Todos los
procedimientos se realizaron siguiendo las especificaciones del kit o reactivo en
uso, los oligonucledtidos utilizados para amplificar los genes DOF y el gen de
referencia EF1a (Ling et al., 2014), se enlistan en la tabla Ill.

Tabla Ill. Lista de oligonucledtidos para cuantificar la expresion de los factores de
transcripcion DOF1 y DOF2.

Nombre Secuencia (5°-3") Amp (pb)
gPCR-DOF1 F GTCTACTACGGTGCCCGAGA 118
gPCR-DOF1 R CCAGTAGGACCCCAGATCG

gPCR-DOF2 F AGCAGCTCCTCATCATCCTC 82
gPCR-DOF2 R AGTTCTTCGACCGCTTCGT

ZmEF1a F TGGGCCTACTGGTCTTACTACTGA 135

ZmEF1a R ACATACCCACGCTTCAGATCCT
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6.5 Desarrollo de Anticuerpos especificos para los factores de transcripcion
DOF1 y DOF2.

A partir de la base de datos de NCBI fueron descargadas las secuencias de DOF1
(ID: X66076) y DOF2 (ID: X79934) reportadas por Yanagisawa et al. (1997), se
identificaron epitopos especificos para cada secuencia, los anticuerpos se
desarrollaron en conejo por la empresa Gene Script (http://www.genscript.com/).

6.6 Identificacion y cuantificacion de los factores de transcripcién DOF1 y
DOF2 mediante western blot y ELISA indirecta.

A partir de 250 mg de tejido fresco se realizaron extracciones de proteina como lo
describe Wu et al. (2014), con minimas modificacibn que a continuacion se
describen: dos lavados con acido tricloroacético (TCA)/acetona al tejido
pulverizado, posteriormente las muestras se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente (TA) en un agitador de balancin 2D, y al final el extracto proteico se
solubilizé en buffer de salino de fosfatos (PBS) conteniendo inhibidor de proteasas
1X (Sigma; cat: S8820; Saint Louis, MO, USA); se realiz6 cuantificacion de
proteina usando el Kit BCA (Thermo scientific; cat: 23225; Rockford, IL, USA ). 20
Hg de proteina se utilizaron para electroforesis desnaturalizante en gel de
acrilamida (SDS-PAGE), las proteinas se transfirieron a membrana de fluoréforo
de polivinilideno (PVDF) usando un sistema semi-seco. Una dilucion 1:500 de un
stock con 150 pg de anticuerpo especifico para cada factor de transcripcién (DOF1
y DOF2) fue utilizada para la deteccion. Las membranas se incubaron por 1 h a 37
°C, posteriormente una dilucién 1:1000 de anticuerpo anti-conejo conjugado con
peroxidasa se utilizé para incubar las membranas por 1 h a 37 °C. Para visualizar
las bandas se utilizaron 10 mL de buffer acetato de sodio 50 mM/ 0.03% 3,3’-
diaminobenncidina/ 0.03% peroxido de hidrogeno; al final la reaccion se bloqued
con metabisulfito de sodio 1M. 50 pg de proteina fue utilizada para realizar el
ensayo de ELISA utilizando una diluciéon 1:1000 de anticuerpo especifico para
DOF1 y DOF2 respectivamente, posteriormente se hibridé por 1.5 h a 37°C, el

anticuerpo secundario con una dilucion 1:5000 por 1.5 h a 37 °C utilizando buffer


http://www.genscript.com/
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de citrato/fosfato pH5.4/ 0.32mM de 3,3", 5,5 -tetrametilbencidina/ 0.03% perdxido
de hidrégeno. La reaccion fue blogueada mediante la adicion de acido sulfarico
2M; finalmente la absorbancia se midié en espectrofotometro a una longitud de
250 nm.

6.7 Inmunoprecipitacién de la cromatina seguida por qPCR especifica de los
factores de transcripcion DOF1y DOF2.

Para evidenciar la afinidad de los factores de transcripcion DOF1 y DOF2, hacia el
ADN de regiones promotoras de genes blanco, se realizaron ensayos de ChIP
utilizando el método descrito para A. thaliana por Yamaguchi et al. (2014), con
algunas modificaciones que a continuacion se describen: los tejidos colectados se
fijaron con formaldehido al 1% por 15 min. Se utilizdé coctel de inhibidores de
proteasas 1X (Sigma; cat: S8820; Saint Louis, MO, USA) en los buffers
recomendados, el pre-aclareo se realiz6 agregando 5 pL de suero de conejo pre-
inmunizado y 50 puL de Dynabeads proteina A (Dynabeads® Protein A; cat:
10002D; AS, Norway) incubando a 4 °C por 2 h en un mezclador. Posteriormente,
la solucion pre-aclareada fue separada, y se continuo con el protocolo descrito.
Por otra parte, se utilizaron 5 pg de anticuerpo especifico de cada factor de

transcripcion DOF1 y DOF2 en experimentos separados.

1 yL de producto purificado de la inmunoprecipitacion fue utilizado para realizar
gPCR utilizando SsoFast EvaGreen Supermix. La reaccion de gPCR se realiz6 en
un termociclador Rotor-Gene 6200-HRM, con una incubacion inicial de 95 °C/2
min, seguida de 40 ciclos de 95 °C/20 seg., 63 °C/20 seg. y 72 °C/20 seg.; la
fluorescencia se leyo al final de cada ciclo a los 72 °C. Se realiz0 curva de
disociacion para identificar amplificaciones Unicas; las reacciones se realizaron por
duplicado y los resultados se normalizaron con el factor de elongacién 1-a. Los
productos fueron clonados en vector PCR 2.1 TOPO TA cloning (Life technologies;
cat: K4500.01; Carlsbad, CA, USA) y fueron secuenciados en GENEWIZ Inc. para

corroborar su identidad. Todos los procedimientos se realizaron siguiendo las
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especificaciones del kit o reactivo en uso, los oligonucleotidos utilizados se
enlistan en la tabla IV.
Tabla IV. Lista de oligonucledtidos utilizados para amplificar regiones de

promotores de los genes proteina fosfoenolpiruvato dikinasa (PPDK) vy
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC).

Nombre Secuencia (5°-3") Amp (pb)
PPDK-1275Fw ATG AGT TGA ACC CCATGG AG 80
PPDK-1195Rv ATC TACGTC AGG CCTTCC AC

PPDK-1588Fw TGT GAAGTG TCT TTG CGA GGA 111
PPDK-1474Rv GCAAACTTTATG GCATTCTTA GGC
PEPC-1087Fw CAC GAC AATGCAACGTCACA 84
PEPC-1003Rv CCA TTG CAT CAC CGG GGT AT

PEPC-1804Fw GAA ATT CGA ACA CAG CCC ACA 103
PEPC-1701Rv TCA AGG GAC CTC TAC GAA GG

PEPC-2343Fw ACT TCACGT GTATCT CGAAGGT 119
PEPC-2462Rv TGA GTG GCA ACT TGA AGG AAA A

6.8 Comparacion y evaluaciéon molecular de los niveles de expresiéon y la
produccion de proteinas heterdlogas bajo la regulacién de promotores de
genes ZmBGlu.

Se desarrollaron construcciones genéticas utilizando los promotores de ZmBGlu2,
5, 12 y 24 para conocer la eficiencia en la expresién del gen reportero UdiA que
codifica para la proteina B-glucoronidasa en estadios tempranos de desarrollo de
plantulas de maiz, mediante un método de transformacion transitoria como se

describe a continuacion.

6.8.1 Evaluacién de la germinacion y crecimiento de plantulas de maiz en tres
hibridos tropicales y la linea parental B73.

En este experimento se trabajé con los siguientes hibridos: DEKALB 2038,
NOVASEM NS9617, Zarco C/05 y la linea parental B73, que fueron
proporcionadas por el laboratorio de Fisiologia, Bioquimica y Metabolismo del
Centro de Investigaciones y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional (CINVESTAV). Las semillas fueron desinfectadas, mediante un lavado

como se describe en los experimentos anteriores, posteriormente las semillas
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fueron germinadas en 3 grupos de 8 semillas en cajas MAGENTA de 6 cm x 6 cm
x 10 cm conteniendo papel filtro himedo. La germinacion se realizé en camara
bioclimatica con 16 h luz/8 h obscuridad a 25 °C con una intensidad luminica de 80
umol m2 st La germinacion fue considerada al observar la ruptura de la
epidermis, y esta fue evaluada por 6 dias a partir de la hidratacion. De esta
manera el porcentaje de germinacion fue evaluado estableciendo una escala para
describir cuatro estados de desarrollo como se describe a continuacion: 1. Ruptura
de la epidermis por parte de la radicula, 2. Emergencia del brote apical, 3.
Emergencia de la raiz secundaria y reverdecimiento de los coledptilos y 4.

Despliegue de la primera hoja.

6.8.2 Plasmidos utilizados y generacion de los arreglos genéticos para evaluar los
promotores Zmbglu2, 4, 7y 12.

El plasmido pCAMBIA 2301 que contiene el gen reportero UdiA y el intron de la
ubiquitina de maiz que se encuentra dirigido por el promotor 35S CaMV, fue
utilizado para establecer las condiciones de transformacion en las plantulas de
maiz. Para evaluar la eficiencia de los promotores de B-glucosidasa de maiz, a
partir de ADN gendmico de maiz B73 fueron amplificados con oligonucleétidos
especificos (Tabla V) para generar productos de aproximadamente 2000 pb rio
arriba del codén de inicio de la transcripcion de los genes GRMZM2G008247
(ZmBGIlu2), GRMZM2G077015 (ZmBGIu5), GRMZM2G426467 (ZmBGIu7),
GRMZM2G069024 (ZmBGlul2) y el promotor 35S CaMV a partir del vector binario
pBl121. Las amplificaciones se realizaron con 12.5 pyL de reaccién con la
polimerasa Phusion High-Fidelity DNA polimerase (Phusion® Master Mix; cat: F-
531S; Walthman, MA, USA) con las siguientes condiciones de amplificacion: 98
°C/ 30 seg.; seguido de 35 ciclos a 98 °C/30 segq., 62 °C/10 seqg. y 72 °C/ 1min.;
con una extension final de 72 °C/5 min. Los productos fueron visualizados en gel
agarosa al 1%, usando GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium; cat: 41002; Ayward,
CA, USA). Los productos de PCR fueron purificados, clonados y secuenciados en
vector pCR™8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit (Life technologies; cat: K2500-20;
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Carlsbad, CA, USA), a continuacién estas secuencias fueron recombinadas
mediante tecnologia Gateway, en el vector pKGWFS7 (Karimi et al., 2002), estas
construcciones fueron clonadas y replicadas en E. coli TOP10, y por ultimo se
purificaron estas construcciones y se clonaron en A. tumefaciens cepa GV2260
mediante electroporacion.

Tabla V. Lista de oligonucleotidos utilizados para amplificar las regiones

promotoras (=2000 pb rio arriba del codén de inicio) de los genes ZmBGlu2, 5, 7 y
12

Nombre Secuencia (5-3") Ampl. (pb)
PromZmBGIu2-2000F TAC CAC AAG ATT TAT AAG GTT CGT
PromZmBGIu2-2000R  TTC CCC CCC TGC TAG CTA G 2000

PromZmBglu5-2065F TTT GGC TCT GCA AGG TGG ACG G
PromZmBglu5-2065R TAT TTC TTG CGA GCT AGC TAG CGG 2065
PromzZmBglu7-2000F CCA TAG CAT CAT TGT GAG GGT AAT

PromZmBglu7-2000R GCC CGC AAG AAACTTTTG CGA A 2000
PromZmBglul2-2000F GGC GGC GCT GTC TTCTTG TCA
PromZmBglu12-2000R  GTC TAT CCT GAA CGC TCT GCC A 2000

6.8.3 Transformacion transitoria de germinados de maiz mediada por A.
tumefaciens.

Colonias de A. tumefaciens cepa GV2260 desarmada o portando el vector
pCAMBIA 2301, pKGWFS7 con cada uno de los promotores fueron crecidas por
16 h a 28 °C, en medio de extracto de carne y levadura (YEB: 5g/L extracto de
carne, 1g/L extracto de levadura, 5g/L peptona, 5g/L sacarosa y 0.5 g/L de NacClz2)
suplementado con antibiéticos (100 pg/mL carbenicilina/ 50 pg/mL de rifampicina
para la cepa desarmada; 100 pg/mL carbenicilina, 50 pg/mL de rifampicina, 100
png/mL de Kanamicina para la cepa portadora de del vector pCAMBIA 2301; 100
png/mL carbenicilina, 50 pg/mL de rifampicina, 100 pg/mL de espectinomicina para
cepa portadora del vector pKGWFS7). A continuacion, 2 mL de este cultivo inicial
se inoculo en 10 mL de medio YEB para alcanzar una densidad optica (OD) a 600
nm igual a 0.3, estas fueron cultivadas en las mismas condiciones hasta obtener

una ODsoo N0 mayor a 1.5. Las bacterias fueron cosechadas por centrifugacion a
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6000 xg por 5 min. y lavadas con 10 mL de solucion de lavado (10 mM MgClz, y
10 uM acetosiringona). El paquete celular fué resuspendido en 1 mL de solucién
de lavado, posteriormente las células fueron llevadas a una ODeoo nm =0.5 en
medio de co-cultivo (0.25% medio Murashinge y Skoog (MS) pH 6.0, 1% sacarosa,
100 pM acetosiringona y 0.005% Silwet L-77). Plantas de 4 dias de edad fueron
co-cultivadas por 4 dias a 28 °C bajo condiciones de obscuridad.

6.8.4 Disefio experimental de susceptibilidad de transformacion y evaluacion de
los promotores ZmBGlu2, 4, 7y 12.

Se evalud la susceptibilidad de transformacion con A. tumefaciens cepa GV2260
portadora del vector pCAMBIA 2301 en tres hibridos de maiz DEKALB 2038,
NOVASEM NS9617, Zarco C/05. Las semillas fueron desinfectadas y depositadas
en 3 grupos de 8 semillas por caja MAGENTA de cada variedad, y un tratamiento
con la bacteria desarmada fue tomado como control. En el siguiente experimento
se evaluo la expresion del gen reportero en la variedad C/05, que fue el méas
susceptible de transformacién, co-cultivando por separado las cepas de A.
tumefaciens que acarreaban los vectores: ZmBGIlu2::GFP-GUS, ZmBGIu5::GFP-
GUS, ZmBGIu7:GFP-GUS, ZmBGIlul2::GFP-GUS, 35S CaMV:GFP-GUS vy
pCAMBIA2301 como control positivo y la cepa GV2260 desarmada como control
negativo, una vez desarrollado el procedimiento de transformacion transitoria, se
disectaron hojas y raices de las plantulas de maiz, se congelaron en nitrégeno
liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su posterior andlisis.

6.8.5 Cuantificacion fluorométrica de la actividad enzimatica B-glucoronidasa en
lineas con transformacion transitoria.

Extracciones de proteina fueron realizadas a partir de 200 mg de tejido
pulverizado en nitrégeno liquido se desarrolld el método de extraccion descrito por
Wright et al. (1998), posteriormente se realizé cuantificacion de proteinas,
mediante curva patron con BSA, bajo el método de Bradford (1976). La actividad
enzimatica se midié en un espectrofluormetro de microplaca (BioTek® Synergy™ 2
Multi-Mode Microplate Reader Winooski, VT, USA). La longitud de onda de
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excitacion fue de 365 nm y 455 nm la longitud de emisién, cada ensayo se realiz6
por triplicado. La concentracion de la actividad fue determinada mediante curva
patron de 4-methylumbelliferone como lo describe Kim et al. (2006).

6.8.6 Analisis estadisticos.

Todos los andlisis se realizaron usando SigmaPlot V11 software (SPSS, Chicago,
IL, USA), los resultados de los experimentos fueron analizados por ANADEVA de
una via y posteriormente prueba post-hoc de Tukey HSD con un nivel de
significancia P<0.05. Las comparaciones entre hoja y raiz se realizaron con
mediante prueba T-student con un nivel de significancia P<0.05. Cuando los datos
no aprobaron las pruebas de normalidad, se realiz6 comparaciéon de rangos
mediante prueba de Kruskal-Wallis (Kruskal y Wallis, 1952) o de Mann-Whitney
(Mann y Whitney, 1947).

6.9 Produccion del antigeno 85B de Micobacterium avium subs.
paratuberculosis mediante método de transformacion transitoria.

Para producir el antigeno MAP85B, a partir de ADN gendmico de Micobacterium
avium susp. paratuberculosis, se utilizaron oligonucleétidos especificos para el
marco de lectura y oligonucleotidos especificos para y amplificar el promotor 35S
CaMV a partir del vector pCAMBIA 2301 (Tabla VI). Dichos oligonucleétidos se
sintetizaron unidos a sitios attR para su posterior recombinacion. Las
amplificaciones se realizaron con 12.5 pL de reaccién con Phusion® Master Mix
(Thermo scientific; cat:F-531S; Walthman, MA, USA) con las siguientes
condiciones de amplificacion: 98 °C/ 30 segq.; seguido de 35 ciclos a 98 °C/30 seg.,
60 y 58 °C respectivamente/10 seg. y 72 °C/ 1min. y extension final de 72 °C/5
min. Los productos fueron visualizados en gel agarosa al 1%, usando GelRed
Nucleic Acid Stain, purificados, clonados y secuenciados en vector pDONR221 y
pDONR P4P1r del kit MultiSite Gateway® ThreeFragment Vector Construction Kit.
A continuacion estas secuencias fueron recombinadas mediante tecnologia

Gateway, en el vector PK7m24GW,3 (Karimi et al., 2007), estas construcciones
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fueron clonadas y replicadas en E. coli TOP10, posteriormente y por ultimo se
purificaron estas construcciones y clonaron en A. tumefaciens cepa GV2260
mediante electroporacion.

Tabla VI. Lista de oligonucledtidos utilizados para generar construcciones para

producir el antigeno MAP85B bajo la plataforma Gateway. La secuencia
subrayada corresponde a la secuencia de recombinacion.

Nombre Secuencia (5°-3") Ampl (pb)

GWORFMAP85BF GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGA 993
CAGATCTGAG CGAGAAGGTC

GWORFMAP85BR GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCC
GCCGCCGCCCGGGGACGCGCC

GwP35SCaMVF GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGCATGGAG 346
TCAAAGATTCAAATAGAG

GwP35SCaMVR GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGAGTCCCCC
GTGTTCTCTCC

6.10 Transformacién transitoria en plantulas de maiz para la produccién de
una proteina heteréloga de tipo vacunal.

Una colonia de A. tumefaciens GV2260 portadora el plasmido pK7m24GW,3
35SCaMV::MAP85 fue usada para desarrollar el método de transformacién
transitoria optimizado para hibrido tropical, descrito por Rojas et al. (2015) en
semillas C/05 (Zarco semillas), para este experimento. Para determinar el tiempo
Optimo de cosecha se colectaron muestras los dias 4, 6, 8 y 10 post inoculacién de
la bacteria, las muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido, y posteriormente
liofilizadas, molidas en un molino criogénico y almacenado a -20 ° C hasta su

posterior uso.

6.10.1 Identificacion y cuantificacion de la proteina heterdloga en plantulas de
maiz.

Para la identificacion por western blot, partiendo de 20 mg de tejido fresco se
realizaron extracciones de proteina como lo describe Wu et al. (2014), con
minimas modificacion que a continuacién se describen: dos lavados con
TCA/acetona se realizaron al tejido pulverizado, posteriormente fue incubada por 1

h a TA en un agitador de balancin 2D, y al final de la extraccion el extracto
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proteico fue solubilizado en PBS conteniendo inhibidor de proteasas 1X (Sigma),
se realiz6 cuantificacion de proteina usando el Kit BCA (PIERCE), 20 ug de
proteina se utilizaron para SDS-PAGE, se transfiri6 en PVDF usando un sistema
semi-seco de transferencia. Se utilizé una dilucion 1:500 de anticuerpo especifico
(Anti-MAP85B) para la deteccion de la proteina recombinante y se incubo por 1 h
a 37 °C. Posteriormente, se utilizé6 una dilucién 1:1000 de anticuerpo anti-conejo
conjugado con peroxidasa para incubar la membrana por 1 h a 37 °C. Para
visualizar la banda se utilizaron 50 pg de proteina, 10 mL de buffer acetato de
sodio 50 mM/0.03% 3,3’-diaminobenncidina y 0.03% peroxido de hidrogeno, al
final la reaccion se bloque6 con metabisulfito de sodio 1M.

Para realizar el ensayo de ELISA se utilizaron 20 mg de material liofilizado y
pulverizado que se resuspendié en 300 pl de buffer de extraccion (25 mM buffer
de fosfatos pH 6.6; 0.5% triton X-100; 1X kocktail de inhibidores de proteasas).
Las muestras fueron incubadas por 30 min a 4 °C en agitacidon de vortice,
posteriormente centrifugadas a 12,000 Xg por 15 min a 4 °C, para posteriormente
recuperar el sobrenadante (Chikwamba et al., 2002). Se realizé cuantificacion con
el kit BCA (PIERCE). 50 pg de proteina, se incubaron por 16 h a 4°C, se bloqued
con durante 2 h a TA con leche descremada al 5% en buffer PBS. Se utilizd una
dilucion 1:1000 de Anti-MAP85B y se hibriddé por 1.5 h a 37°C, el anticuerpo
secundario a una dilucion 1:5000 por 1.5 h a 37 °C, entre paso de incubacion se
realizaron 3 lavados con 20-PBS. Se utilizé buffer citrato/fosfato pH5.4/ 0.32mM de
3,37,5,5 -tetrametilbencidina/ 0.03% peroxido de hidrogeno. La reaccidon se
bloqued con acido sulfdurico 2M, la absorbancia fue estimada a una longitud de 450

nm.
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7. RESULTADOS

7.1. Identificacion de patrones de expresiéon de B-glucosidasas

Conociendo los numeros de acceso de los posibles genes que codifican para B-
glucosidasas en Z. mays, se identificaron los patrones de expresion de estos
genes en el portal eFP (Winter et al., 2007) de la Universidad de Toronto. Los
resultados obtenidos para cada una de las B-glucosidasas se muestran en la figura
1, en donde en color rojo se encuentran representados las regiones o estadios de
desarrollo con mayores niveles de expresién y en tonos mas claros los que
presentan menores niveles de expresion. Mediante esta busqueda pudimos
observar como esta siendo regulada la expresion de cada gen, de manera general
se observa que la B-glucosidasa 18 mantiene una expresion constitutiva en todos
los tejidos durante todo el desarrollo de la planta, se identific6 ZmBGIlul y 18 como
los miembros con mayor expresion, ZmBGlul8 mantiene una expresion de
caracter constitutiva, y ZmBGIul disminuye sus niveles de expresion en algunas
hojas, algunos miembros comparten patrones similares como en el caso
deZmBGlul4 y24 ZmBGlul6 y 15, ZmBglu9 y 25, ZmBGIu5 y 6. Durante la
maduracion del endospermo todas las B-glucosidasas inician con una mayor
expresion y esta disminuye al paso del tiempo hasta los 24 dias posteriores a la
antesis a excepcion de ZmBGlul6, 21 y 22 que la aumenta; todas presentan
expresion durante el desarrollo del embrién, en el resto de la planta las B-
glucosidasas mantienen expresiones variables durante el desarrollo vegetativo.
ZmBGlu2 mantiene una expresion alta en raiz, coledptilo y parte a area durante
los primeros estados de desarrollo, ZmBGIlu5 mantiene una mayor expresion en
las hojas pero no en coleoptilo y raiz durante los primeros nueve dias posteriores
a la siembra, ZmBGIu7 presenta una mayor expresion en raiz y coleoéptilo pero no

en hoja, y zmBGlul2 una expresiéon similar a la de ZmBglu5b.
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Figura 1. Mapa de calor de los niveles de expresion de ZmBGlus en
diferentes tejidos de maiz. Los datos de expresion corresponden al atalas de
genes de maiz de la Universidad de Toronto (Sekhon et al., 2011). En tonos
claros se muestran los valores con menor expresion y los tonos obscuros con
mayor nivel de expresion.
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7.2 Comparacion filogenéticay de motivos estructurales de B-lugcosidasas.
Con la finalidad de conocer mas acerca de las relaciones evolutivas entre las B-
glucosidasas de maiz, se construyé un arbol filogenético con los miembros
pertenecientes a este grupo en maiz. Este arbol filogenético se apoya de un
andlisis comparativo de secuencias de aminoacidos deducidas de la totalidad de
las proteinas B-glucosidasa mediante el software MEME (Fig. 2), donde se
lograron identificar tres motivos conservados (1, 2, 6, 12) en las 25 B-glucosidasas.
El motivo 4 es conservado en todos los miembros a excepcion de la ZmBGIu9 y
25; el motivo 5 no se presenta en las Zmbglu9 y 10; el motivo 7 esta ausente en
las ZmBIul3, 21 y 25; el motivo 8 no fue identificado en ZmBglu9 y 10; el motivo 9
se presentd solamente en 8 de los 9 miembros del grupo [; el motivo 10 no se
identificé en las ZmBGIu9, 10, 11 y 12; el motivo 11 no se localiz6 en las
ZmBGlu9, 10, 18 y 21; el motivo 13 no comparte con los miembros del grupo |y
las ZmBGIu9 y 10; el motivo 14 solamente estda ausente las ZmBGIu8 y 21; el
motivo 15 solamente se presenta en los grupos Il y en las ZmBGlu22, 24 y 25 del
grupo 1V; el motivo 16 solo se ubica en el grupo | a excepcion de ZmBGlu7, 8 y 10,
el motivo 17 solamente se encuentra en el grupo | y remplaza al motivo 15 que se
localiza en otros grupos; el motivo 18 solo se presenta en el grupo a excepcion
dela ZmBGIu8 y 10; el motivo 19 también solo se encuentra en el grupo | a
excepcion de la ZmBGIu8, 7 y 10; por ultimo el motivo 20 también es caracteristico
del grupo I, sin embargo la ZmBGIlul0 carece de este motivo.
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Nombre i de Beta Gl id: Grupo
AC234160.1_FGT003 Glu15 14 7 2 3 1 6] 12 4 13| 15 8| 10| 5|. 31
GRMZM2G148176 Glu16 19 14| 7] 2 3| 1] 6| 12| 4] 13 15| 8 10 5 11
AC217401.3_FGT001 Glu17 14 7 2 3 1 6] 12 4 13 15 8| 10| 5| 111 m
GRMZM2G118003 Gluig 14 7] 2 3 1] e 12| 4] 13 15| 8 10 5
GRMZM2G112704 Glu19 14 7 2 3 1 6| 12 4 13 15 8[ 10| 5| 11
100 GRMZM2G055699 Glu1l1 14 7 2 3 1 6| 12 4 13 8 5| 11
|_|: GRMZM2G069024  Glu12 14 7| 2 3 1] 6| 12| 4] 13 8 sl uf
” \_: GRMZM2G376416 Glu13 14 2 1 6| 12 4 13 8[ 10| 5| 11
e GRMZM2G108133 Glu14 14| 71 2 3| 1] 6 12| 4] 13 8 10 5| 11
3 —— GRMZM2G031660 __ Glu22 14 7] 2 3| 1] e 12| 4] 13 15| 8 10 5 11
L GRMzM5G810727 Glu23 14 7| 2 3 1 6| 12 4 13 8[ 10| 5| 3
GRMZM2G012236  Glu24 4 7] 2 3 1| 6 12| 4 13| 15| 8 10 5| 11| v
GRMZM5G845736 Glug 14 7| 2 3 1 6| 12
& GRMZM5G882852 Glu25 14 2 3 1 6| 12 13| 15 8| 10| 5| 11
[ GRMZM2G163544 Glu20 14 7 2 3 1 6| 12 4 13| 15 8[ 10| 5| 11
%l —— GRMZM2G015804 _ Glu21 2 3| 1] 6| 12| 4| 13 15| 8 10 5 5
1 —— GRMZM2G077015 _ Glus 19| 16| 18| 14 7| 2| 20 3| 1| 6 12| 4 9| 17/ 8 10 5 11
L— GRMZM2G076946 Glué 19| 16| 18| 14 7 2| 20| 3 1 6| 12 4 9| 17| 8| 10| S|. i3
1o GRMZM2G016890  Glu2 19| 16| 18| 14 7| 2| 20 3| 1| 6 12| 4 9] 17/ 8 10 5 11
GRMZM2G008247 Glu1 19| 16| 18| 14 7 2| 20| 3 1 6| 12 4 9l. 37 8[ 10| 5|.
GRMZM2G014844  Glud 19 16| 18] 14| 7| 2| 20 3| 1| 6 12| 4] 9o 17| 8 10 5 11f 1
GRMZM2G426467 Glu7 18| 14 74 2| 20| 3 1 6| 12 4 9| 17| 8[ 10| 5| 11
GRMZM2G120962  Glu3 19| 16| 18| 14 7| 2| 20 3| 1| 6 12| 4 9] 17/ 8 10 5 11
GRMZM2G174699 Glug 16, 7| 2( 20| 3 1 6| 12 4 9l. a7 8[ 10| 5.
GRMZM2G362362 Glu10 14 7 2 3 1 6] 12 4| 13

Figura 2. Andlisis filogenético y de sitios conservados en secuencias de
aminoacidos de las 25 ZmBGlus de maiz. Los sitios conservados que se
comparten entre si se muestran con numeros arabigos y en nimeros romanos los
grupos a los que pertenecen. El alineamiento se realizé con MUSCLE y arbol se
construy6 utilizando el método de neighbor joining

7.3 Andlisis de homologia con miembros de B-glucosidasas de Arabidopsis,
arroz y maiz.

Los resultados de homologia de 25 B-glucosidasas de maiz, en relacion con 47
miembros de Arabidopsis y 38 secuencias de arroz, presenté 10 grandes grupos
separdndose de manera independiente 4 miembros de arroz OsBglul5, 35, 36 y
37 (Fig. 3). El grupo | estéa integrado por los miembros B-glucosidasa 4, 6, 13, 24,
25y 34 de arroz 'y 40, 41, 42 y 47 de Arabidopsis donde algunas de estas enzimas
estan involucradas en hidrolisis de disacaridos, remodelacion de la pared celular,
lignificacion y en respuesta por ataque de patégenos y dafio mecénico, dentro de
este grupo las B-glucosidasas 20 y 21 de maiz fueron agrupadas. El grupo Il esta
conformado por las B-glucosidasas 5, 9, 10 y 11 de arroz, 12, 13, 14, 15, 37, 38y
39 de Arabidopsis, donde algunas de estan involucradas en respuestas de
defensa y algunas otras con actividad mirosinasa, donde también se agrupo la B-
glucosidasa 10 de maiz. Dentro del grupo lll se encuentran las B-glucosidasas 1,
12, 26, 27, 28, 29 y 30 de Arroz, 17, 26, 27, 33, 43 y 44 de Arabidopsis donde
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algunos de estos miembros se encuentran implicados en la remodelacién de la
pared celular, dafio mecanico, mecanismos de resistencia y pre-invasion, hidrolisis
de &acido abscisico glucosilado y con actividad mirosinasa, mismas que se
agruparon con las B-glucosidasas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 15 y 16 de maiz. En el
grupo IV se ubicaron exclusivamente las B-glucosidasas 16, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 28, 29, 30, 31, 32, de Arabidopsis donde algunas de ellas participan en
respuesta a estrés biodtico y abiotico asi como la liberacion de glucosinolatos. El
grupo V esta conformado por p-Glucosidasas 2, 3, 19, 20, 21, 22 y 23 de arroz, la
11 de Arabidopsis, mismas que no se les ha adjudicado alguna funcion, dentro de
este grupo las B-glucosidasa 11 y 12 de maiz fueron agrupadas. Dentro del grupo
VI se localizaron los miembros B-glucosidasa 31 con actividad transglucosidasa,
32 y 33 de arroz y se agruparon con las B-glucosidasas de 11 y 12 de maiz. El
grupo VII se esta conformado por B-glucosidasa 17 y la 7, 34, 35 y 36 de
Arabidopsis, se sabe que algunas de estas participan en el proceso de lignificacién
y presentan actividad mirosinasa. ElI grupo VIII esta conformado por las [3-
glucosidasa 8 y 38 de arroz con actividad manosidasa y se agrupan con la 19 de
maiz. El grupo IX se encuentran las B-Glucosidasa 7, 16, 17 y 18 de arroz y
algunos de estos miembros se encuentran involucrados en la lignificacion, estas
secuencias mantienen relacion con las B-glucosidasas 17, 18, 22, y 23 de maiz.
Finalmente el grupo X esté integrado por B-glucusidasas 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10
y 45 de Arabidopsis donde algunas de ellas se encuentran participando en

lignificacion y/o presentan actividad parecida a Glusiltransferasa.
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7.4 ldentificacion de los factores de transcripcién y los sitios de union a
factores de transcripcion en los promotores de los genes ZmBGlu2, 5, 7y 12.
Se analizaron 2000 pb rio arriba a partir del codon de inicio de los genes
ZmBGlu2, ZmBGIlu5, ZmBGIu7 y ZmBGlul2 para la identificacion de los sitios de
union a factores de transcripcion asi como también de las proteinas que tienen
afinidad por esos elementos cis logrando identificar 105 sitios de unién a factores
de transcripcion (TFBS por sus siglas en ingles) para el promotor ZmBGIlu2; 115
en el promotor ZmBGIlu5; 106 para ZmBGIlu7 y 103 dentro del promotor
ZmBGlul2.

Las cuatro regiones promotoras compartieron algunos elementos cis que
reconocen factores de transcripcion, por ejemplo: para la base de datos de
TRANSFAC se identificaron elementos cis reconocidos por los FT tipo DOF y/o
PBF que reconocen la secuencia AAAG, AAAGC, elementos cis reconocidos por
los FT tipo Opaque2 (O2) que reconocen las secuencia TCATTCCACGTAGAT,
elementos cis reconocidos por el FT llamado P que reconoce el elemento cis
ACCWACCNN. La base de datos de JASPER identifico también elementos cis que
reconocen FT tipo DOF y ABI4 que reconocen el elemento cis SYGCYYYY. Para
base de datos PLACE los elementos cis YNAACYA llamado C1MOTIFZMBZ2,
AAAG denominado DOFCOREZM, TGCAGG conocido como INTERLOWER,
AGGTCA llamado QUELEMENTZMZM13, vy algunos otros elementos cis que no
se encuentran en comun entre las 4 regiones promotoras como la secuencia
TGTAAAG conocida como -300CORE en los promotores ZmBGlu2 y 12; la
secuencia AAACAAA conocida como ANAERO1CONSENSUS en los promotores
ZmBGlu2, 5y 7; la secuencia AGCAGC llamada ANAERO2CONSENSUS en los
promotores ZmBGlu7 y 12; la secuencia ACCGAGA conocida como
DRE1COREZMRAB17 en el promotor ZmBGIu5, La secuencia ACCGAC conocida
como DRE2COREZMRAB17 en los promotores ZmBGIu5, 7 y 12; la secuencia
RCCGAC conocida como DRECRTCOREAT en los promotores ZmBGIu5, 7 y 12;
la region CCWACC llamada MYBPZM en los promotores ZmBGlu2, 7 y 12; y por
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la secuencia AGGTCA denominada QUELEMENTZMZM13 en los

promotores ZmBGlu2, 5y 7. Dichos elementos se enumeran para cada una de las

secuencias en cada uno de los promotores en la tabla VII.

Tabla VII. Elementos cis (sitios de unién a factores de transcripcion) en base de
datos de maiz que fueron identificados en las regiones promotoras de 4 pZmBGlus
de maiz analizados en las bases de datos TRANFAC, JASPAR y PLACE.

Factor de
transcripcion

pZmBGlu2

pZmBGlu5

pZmBGlu7

pZmBGlul2

TRANSFAC

Dofl
Dof2
Dof3
02
PBF
P

JASPER

ABl4
DOF2
DOF3
MNBA1
PBF

B e
BEhBEdrouoss~G
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BEhouorohoohshir
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7.5 Caracterizacion bioinformética de los factores de transcripcion més
redundantes en las regiones promotoras analizadas

Se identificaron arquitecturas espaciales de los sitios de unién a lo largo de cada
uno de los promotores (Anexo 1). Encontrando un al alto porcentaje de sitios de
union de factores de transcripcion tipo DOF. Los andlisis para conocer familias de
factores de transcripcién implicados en la regulacion de las regiones promotoras
se enfoco en la caracterizacion de la familia DOF en maiz. A partir de los motivos
estructurales que corresponden a el dedo de zinc compuesto por 55 aminoacidos
se realiz6 la busqueda de los miembros de esta familia por homologia con 30
secuencias O. sativa, 26 de Hordenum vulgare, 34 de A. thaliana, 8 de Pinus
taeda, 9 de Physcomitrella patents, 26 de Brachypodium distachion y 1 de
Clamydomonas reinhardtii. En estos alineamientos se lograron identificar los tres
factores de transcripcion tipo DOF descritos hasta el momento: GRMZM2G089850
(DOF1), GRMZM2G009406 (DOF2), GRMZM2G179069 (DOF3); ademas de
localizar 42 miembros mas que contienen el motivo estructural de un dedo de zinc,
caracteristico de vegetales. Se identificO una secuencia de mayor tamafo (2883
pb) y la presencia de 14 intrones; caracteristicas que no son comunes para estas
proteinas, por lo que la catalogamos como posible proteina con un motivo DOF.
En el cromosoma 9 no se logro identificar ningin miembro de la familia DOF. A
partir de estas secuencias que corresponden al motivo tipo DOF se derivd una
secuencia consenso (Fig. 4), la cual presenta regiones conservadas y regiones
variables. Los ID, su localizacion cromosomal, el nimero de intrones y el tamafio

nucleotidico del CDS se muestran en la tabla VIII.

Figura 4. Secuencia consenso de factores de transcripcion tipo DOF identificados
en el genoma de maiz: en dicha secuencia se identifican los residuos de cisteina
caracteristicos de esta familia de factores de transcripcion en la posicion 3, 6, 28 y
31 los cuales forman el anillo de zinc.
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Tabla VIII. Lista de genes identificados con la region conservada caracteristica de
del FT DOF en maiz, localizacion, nimero de intrones y tamafio del marco de
lectura.

Nombre Localizacién Intréon CDS (pb)
GRMZM2G123900 1: 154314059 - 154316322 0 345
GRMZM2G108865 1: 280342973 — 280344627 0 371
GRMZM2G093725 1: 293409174 — 293410841 1 224
GRMZM2G017470 1: 293328338 — 293330665 1 413
AC233935.1 _FGO005 1:40917520-40918920 1 387
GRMZM2G137502 1: 72616537 — 72618945 2 351
GRMZM2G011832 1: 246479708 — 246481005 0 360
GRMZM2G138455 1: 242708568 — 242710974 1 450
GRMZM2G131897 1: 164628494 — 164629568 0 268
GRMZM2G045678 1: 254560004 — 254561310 0 314
GRMZM2G158446 1: 166378546 — 166383176 14 ~2883
GRMZM2G162749 1: 14850871 — 14853754 1 432
GRMZM2G064655 2: 202417739 — 202419644 0 351
GRMZM2G146283 2: 153510052 — 153513609 2 325
GRMZM2G009406 (DOF2) 2: 188526058 — 188527888 0 244
GRMZM2G176063 3: 126308453 — 126310838 1 341
GRMZM2G378490 3: 6299506 — 6300810 0 231
GRMZM2G135703 3: 175965418 — 175966848 0 334
GRMZM2G463525 3: 44597336 — 44600651 4 618
GRMZM2G089949 3: 40520670 — 40522138 0 383
GRMZM2G327189 3: 209838358 — 209839735 2 229
GRMZM2G449950 4: 164175253 — 164176468 0 253
GRMZM2G589696 4: 160276889 — 160280031 2 297
GRMZM2G114998 4: 155008618 — 155010960 1 367
GRMZM2G144172 5: 2336204 — 2338578 1 426
GRMZM2G084130 5:6112811 — 6113957 0 379
GRMZM2G394941 5: 204229037 — 204230736 0 300
GRMZM2G178767 5:19549995-19551017 1 241
GRMZM2G140694 5: 201381499 — 201385596 1 288
GRMZM2G171852 5:194831436 — 194834269 0 359
GRMZM2G061292 5: 18156330 — 18157779 0 335
GRMZM2G144188 5: 2343761 — 2345249 2 343
GRMZM2G179069 (DOF3) 6: 36946628 — 36948595 1 365
GRMZM2G371058 6: 149124354 — 149125788 0 327
GRMZM2G435475 6: 158480026 — 158481157 0 231
GRMZM6G787651 7:173847830-173853197 0 476
GRMZM2G134545 7: 152063459 — 152065954 0 360
GRMZM2G089850 (DOF1) 7: 130360893 — 130362159 0 274
GRMZM5G880268 8: 133837595 — 133839859 1 375
GRMZM2G042218 8: 166580075 — 166581471 0 338
GRMZM2G082490 8: 173719258 — 173720379 0 223
AC209819.3 FG009 8:122590335-122590955 0 206
GRMZM2G010290 10: 137204858 — 137206460 1 420
GRMZM2G142718 10: 148408926 -148410383 1 211
GRMZM2G451771 10: 88287349 — 88288175 1 245
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Se realiz6 la busqueda de los nivel de transcripcion en la base de datos The Bio-
Analytic Resource for Plant Biology, (Sekhon et al., 2011). Para conocer los
perfiles de expresion de estos factores de transcripcion DOF, se observo que los
genes con los ID: GRMZM2G171852, GRMZM2G114998, AC233925.1 FGO005,
GRMZM2G134545, GRMZM2G010290, GRMZM2G123900, GRMZM2G463525,
GRMZM2G144172, GRMZM2G089949, GRMZM2G162749, GRMZM2G158446 y
GRMZM2G176063 mantienen mayor expresion durante todo el desarrollo de la
planta en la mayoria de los tejidos; GRMZM2G137502 y GRMZM2G146283,
GRMZM2G011832 y GRZM2G178767, AC209819.3_FGT009 y
GRMZM2G435475 presentan patrones similares de expresion, asi como
GRMZM2G093725, GRMZM2G064655, GRMZM2G084130, GRMZM2G017470,
GRMZM2G451771, GRMZM2G378490, GRMZM2G144188, GRMZM2G082490,
GRMZM2G009406 DOF 2; todos los miembros presentan un menor una mayor
expresion en las semillas durante los 20-24 dias posteriores a la polinizacion, en
espigas inmaduras en la primera y octava hoja asi como en la maduracion del
embrién durante la maduracién del endospermo. En el caso particular de DOF1
presenta mayores niveles de expresion durante todo el desarrollo de la planta a
diferencia de DOF2 que presenta menores niveles de expresion en hojas en
estadios vegetativos (V3 y V9) asi como en espiga inmadura. La expresion del

resto de los miembros DOF, se muestran en la figura 5.
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Figura 5. Mapa de calor de los niveles de expresion de ZmDOFs en diferentes
tejidos de maiz. Los datos de expresion corresponden al atalas de genes de
maiz de la Universidad de Toronto (Sekhon et al., 2011). En tonos claros se
muestran los valores con menor expresion y los tonos obscuros con mayor

nivel de expresion.
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Al realizar andlisis de similitud de proteinas entre las diferentes secuencias
candidatas a ser FT tipo DOF se lograron identificar 6 diferentes grupos y tres
secuencias gque se alojan de manera independiente dentro del arbol. Ademas, el
analisis para la busqueda de motivos estructurales (Fig. 6) mostro algunos motivos
especificos dentro de cada grupo. En casi todas las secuencias de aminoéacidos
seleccionadas, fue posible detectar el motivo DOF y el motivo 2 que juntos
constituyen la secuencia consenso antes mencionada en la figura 4 indicando que
todos son miembros de la familia DOF. Las secuencias GRMZM2G144188 y
GRMZM2G327189 carecen del motivo 2; GRMZM2G451771 y GRMZM2G089949
carecen del motivo DOF, sin embargo, se localiz6 el motivo 18 en su lugar y la
secuencia GRMZM2G158446 no presenta ninguno de estos dos motivos, pero
cuenta con el motivo 12 que esta presente en otras secuencias. En el grupo |,
cinco secuencias solo presentan el motivo DOF y 2, cuatro secuencias presentan
el motivo 2 seguido del motivo 5, tres de ellas el motivo 17 y dos el motivo 19.
Dentro del grupo Il se mantienen el motivo DOF y 2 y el resto de su secuencia no
comparten motivos. En el grupo Il algunas de sus secuencias muestran al menos
dos de los motivos 5, 9 6 4 antecediendo el motivo DOF, a excepcion de la
secuencia GRMZM2G142718 que solo mantiene los motivos DOF y 2. Dentro del
grupo IV se localizan solamente los FT DOF1 y DOF2 que solamente comparten
los motivos DOF y 2. En el grupo V se alojan 2 secuencias que solamente
contienen los motivos DOF y 2 y dos mas con el motivo 13, sin embargo, una de
ellas el motivo DOF es remplazado por el motivo 18. El grupo VI contiene dos
secuencias que solamente con los dominios DOF y 2 una de ellas corresponde a
Chlamydomonas reinhardtii, cuatro secuencias con motivo 10, dos con motivo 20

y dos con motivos 3y 11.
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Nombre Dominios de FT DOF Grupo
GRMZM2G 171852 DOF 2 17
GRMZM2G010290 DOF 2 17
GRMZM2G 114998 DOF 2 17
— GRMZM2G589696 16 DOF 2 15
el 'GrRMzM2G 140694 16 DOF 2 15
GRMZM2G137502 DOF 2 5
sl — GRMZM2G146283 DOF 2
— GRMZM2G449950 DOF 2 |
5L GRMZM2G394941 DOF 2
vs [— GRMZM2G371058 DOF 2 19
GRMZM2G042218 DOF 2 19
GRMZM2G137502 DOF 2 5
GRMZM2G011832 DOF 2
GRMZM2G 178767 DOF 2
5 GRMZM2G064655 DOF 2 5| 120 20
GRMZM2G 134545 DOF 2 s| 12] 20
GRMZM2G 108865 DOF 2
GRMZM2G084130 DOF 2 1
GRMZM2G378490 DOF 2
GRMZM2G 123300 5 4|DOF 2 14 7
GRMZM2G176063 5 4|DoF 2 14 7
GRMZMEGES0268 5 4|poF 2 [5
al GRMZM2G179069 DOF3 5 4|poF 2 6
GRMZM2G 142716 DOF 2 "
AC233935.1_FGT005 5 4|DOF 2
_ GRMZM2G093725 9 4|poF 2 8
\ T GRMZM2G 144188 5 9 4|DoF 8 6 7
el = GRMZM2G017470 5 9 4{DOF 2 8 6 7
il GRMZM2G144172 5 9 4|DOF 2 8 6 7
[— GRMZM2G009406 DOF2 DOF 2 v
wrl— GRMZM2G089850 DOF1 DOF 2
GRMZM2G 131897 DOF 2
1] GRMZM2G045678 DOF 2 13 v
GRMZM2G061292 DOF 2
s L— GRMZM2G451771 13 2 13
e — GRMZM2GA435475 5 DOF 2
45"|—_|:A(2209819.3_FGT009 10 DOF 2
. GRMZM2G082490 10 DOF 2
Cr dof1 DOF 2 Vi
GRMZM2G 138455 10 DOF 2l 20 3] 11
GRMZM2G 162749 10 DOF 2l 20 3l 1
GRMZM2G089949 18 2 3] 1
GRMZMEG787651 DOF 2
GRMZM2G327189 10 DOF Vil
GRMZM2G463525 10 DOF 2 3l 11] v
GRMZM2G 158446 12 1X

Figura 6. Analisis filogenético y de sitios conservados en secuencias de
aminoacidos de 44 posibles factores de transcripcion tipo DOF de maiz. Con
nameros arabigos se muestran los sitios conservados que se comparten entre si 'y
con numeros romanos los grupos a los que pertenecen. El alineamiento se realizo
con MUSCLE y arbol se construyé con el método de neighbor joining.
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7.6 Evaluacion de expresion de genes B-glucosidasas bajo condiciones de
estrés biotico y abidtico.

Para evidenciar el efecto del estrés biotico se realizd un analisis histologico de los
tejidos infectados con U. maydis y F. proliferatum, asi como la respuesta a estrés
abidtico mediante la exposicion a rayos UV, polietilenglicol (PEG) y a salinidad
(NacCl).

7.6.1 Evaluacioén de la infeccidn bajo estrés biético mediante microscopia

Los tejidos infectados con U. maydis y F. proliferatum se analizaron a los cuatro
dias post infeccion (DPI), donde se pudo observar que ambos patégenos lograron
colonizar y desarrollarse en el tejido parénquima (Fig. 7D-E y 7G-H), asi como en
células del coledptilo (Fig. 7F y 71). En la infeccion con F. proliferatum se observé
un gran dafio en el tejido, asi como el desarrollo de clamidosporas (Fig. 7D-F) en
contraste con el tratamiento de dafio mecanico que no presento este dafio (Fig.
7A-C).

Control  F. proliferatum U. maydis

Coledptilo

Hoja

Coledptilo

Figura 7. Infeccion de Z. mays B73 con F. proliferatum y U. maydis. (A) corte
longitudinal 600X; (B) corte longitudinal 3000X; (C) corte longitudinal 3000X. D—F:
4 dias después de la inoculacion, (D) corte longitudinal 600X; (E) corte longitudinal
3000X; (F) corte longitudinal 3000X; G—I: 4 dias después de la inoculacion: (G)
corte longitudinal 600X; (H) Corte longitudinal 3000X; (1) Corte longitudinal 3000X.
parénquima de la hoja (PH), coledptilo (Col), clamidospora (Cla), conidiospora
(Con), micelio (Mic).
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Mientras que en la area de inoculacion en el coledptilo fue necrosado por ambos
patégenos, los analisis de Microscopia Electrénica de Barrido (por sus siglas en
ingles SEM) mostraron desarrollo intercelular de micelio entre las células vivas de
la planta infectada con U. maydis (Fig. 8a) y en el caso de F. proliferatum se
evidencio crecimiento intracelular del micelio, asi como la formacién de

clamidosporas (Fig. 8b).

SE 21-sep-15 CIBNOR WD17.7mm 15.0kV¥ x1.0k 50um SE 21-sep-15

Figura 8. Micrografia electronica de barrido células de la hoja de maiz B73. a)
presencia de micelio de U. maydis en la periferia de las células, b) micelio y
esporas de F. proliferatum dentro de las células de la hoja.

7.6.2 Evaluacion de la especificidad y sensibilidad de los oligonucleétidos.

A continuacién se evalu6 la especificidad y la sensibilidad de los oligonucle6tidos
para detectar las diferentes B-glucosidasa; debido a que la expresion de estos
genes es diferencial en diferentes etapas de desarrollo asi como bajo el efecto de
factores externos, se realizaron PCRs de gradiente de temperatura, usando como
templado mezclas de ADNc provenientes de diferentes tejidos y tratamientos. Los
genes ZmBGlu2, 7, 18, 23 a 57 °C; ZmBGlul6 y 22 a 55 °C; ZmBGIlul3 y
ZmBGIlu20 a 59 °C; ZmBGIu9 y ZmBGlul2 a 51 °C, mostrando un solo producto
de amplificacion. El resto de los oligonucleotidos no promovié la amplificacion o
esta fue inespecifica. Las secuencias de los productos amplificados mostraron un
100% de identidad con el gene correspondiente; la sensibilidad de los

oligonucledtidos fue 6ptima en todas las amplificaciones a 29 ciclos.
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7.6.3 Evaluacion de transcritos mediante PCR semi-cuantitativo

Los perfiles de expresion de los genes B-glucosidasa fueron evaluados en hoja,
coleoptilo y raiz de plantulas de maiz mediante PCR semi-cuantitativo. Los niveles
de expresion de cada gen blanco se compararon con la expresion del gen B-
tubulina como gen de referencia en todas las reacciones. Los genes B-glucosidasa
fueron evaluados en todos los tejidos, sin embargo, sus patrones de expresion
fueron diferentes entre tratamientos (Fig. 9). Con la finalidad de analizar la
respuesta de los genes blanco, se utilizaron como tratamientos control plantulas
de maiz sin tratamiento ni dafio mecanico en los experimentos de infeccion con U.
maydis y F. proliferatum. ZmBGIlu2 mostré una sub-regulacion en hoja por la
infeccion de U. maydis, y por dafio mecanico, la expresion fue similar al control sin
tratamiento. Con F. proliferatum; en coledptilo la expresion fue minima del mismo
nivel que en tratamiento control. ZmBGIu7 fue sub-regulada en hoja en todos los
tratamientos, pero fue sobre-regulada en presencia de los dos patdgenos en
coleoptilo y sub-regulada en la raiz por la infeccion con U. maydis. ZmBGIu9 fue
sobre-regulada en hojas con infeccion de U. maydis, sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el resto de los tejidos
y tratamientos. ZmBGlul2 mostré sobre-regulacion en el coleéptilo bajo el
tratamiento de dafio mecanico e infeccion por U. maydis y una sub-regulacion en
infeccion con F. proliferatum en hojas. ZmBGIlul3 fue sobre-regulada en hoja y
raiz durante la infeccibn con U. maydis, por otro lado en coledptilo fue sub-
regulada con F. proliferatum. ZmBGIlul6 mostré sobre-regulacion en raiz y sub-
regulacion en hoja en el tratamiento con F. proliferatum, mientras que en coledptilo
la expresion no mostro diferencias estadisticamente significativas. ZmBGlul8 fue
sobre-regulado en coleoptilo y raiz en el tratamiento con F. proliferatum, y con U.
maydis y dafio mecanico fue sub-regulado en la hoja. La expresion de ZmBGIlu20
fue detectada unicamente con U. maydis en todos los tejidos, mientras que
ZmBGlu22 solamente se sobre-regulo en la raiz con el tratamiento de F.
proliferatum. Por dltimo, ZmBglu23 no mostré diferencias estadisticamente

significativas en la expresidn bajo ningun tratamiento.
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GLU2 GLU7 GLU?e

Veces de cambio GLU2/TUB (pixels)
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. Control
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B U maydis

BXH F. proliferatum
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Figura 9. Analisis de expresion de genes ZmBGlu2, 7, 9, 12 13, 16, 18, 20, 22y
23 de maiz var. B73 bajo estrés bidtico. Nivel de expresion relativa en
relacion al gen B-tubulina, ANADEVA p< 0.05 se muestran con letras entre los
tratamientos por tejido analizado.
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7.6.4 Evaluacion de la infeccion bajo estrés abiotico: exposicion a rayos UV,
exposicion a polietilenglicol (PEG) y salinidad (NaCl).

Los niveles de expresion de cada gen fueron comparados a la expresion del gen
B-tubulina como gen de referencia en todas las reacciones. Estos se valuaron en
tres tejidos: hoja, coledptilo y raiz (Fig. 10). Todos los tratamientos se realizaron
en tres replicas independientes. ZmBGIu2 y 13 en las hojas, presento aumento en
los niveles de expresion en tratamiento con NaCl. ZmBGIu7 no mostro diferencias
entre los tratamientos con respecto al control para los tres tejidos, sin embargo, en
raiz los niveles de expresion en los tratamientos de estrés por UV y PEG fueron
menores que en el tratamiento con NaCl. ZmBGIu9 y 12 no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos siendo la raiz donde se
presentaron los niveles mas bajos de expresidon. ZmBGIlu20 presentd una
disminucion en los niveles de expresion con respecto al control en la raiz cuando
fue expuesta a UV y NaCl. ZmBGlul6, 18, 22 y 23 no mostraron diferencias

estadisticamente significativas entre los tratamientos en los tres tejidos.
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Figura 10. Analisis de expresién de genes ZmBGlu2, 7, 9, 12 13y 20 de maiz var.
B73 bajo estrés abiotico. Nivel de expresion relativa en relacidon al gen B-tubulina,

ANADEVA p< 0.05 se muestran con letras entre los tratamientos por tejido
analizado.
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7.7 ldentificacion y cuantificacion de los factores de trascripcién tipo DOF1 y
2 bajo condiciones de fotoperiodo y etiolacion

Para conocer los niveles de expresion de los factores de transcripcion DOF1 y
DOF2, y si estos se regulan diferencialmente en el area foliar y radicular por efecto
de la luz como lo indica la literatura, se cuantifico la expresion mediante qPCR
(Fig. 11). La expresion de ambos factores de transcripcién presentd los mismos
patrones: en el tratamiento control la expresién en el area foliar fue menor con
respecto a la raiz, y de manera contraria la expresion de los dos factores de
transcripcion fue mayor en hojas que en la raiz (bajo los tratamientos de etiolacion
y reverdecimiento después de 1h en exposicion a luz), Siendo mayor la expresion
de DOF2 que DOF1.
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Figura 11. Analisis de expresion de genes DOF1 y 2 de maiz var. B73 bajo estrés
abidtico. Nivel de expresion relativa en relaciéon al gen EF1a, ANADEVA p< 0.05
se muestran con letras entre los tratamientos por tejido analizado.

7.7.1 Inmuno-deteccién por western blot y cuantificacibn mediante ELISA indirecto
de los antigenos especificos de los factores de transcripcion DOF1 y DPF2

Se predijo el peso molecular de los factores de transcripcién mediante andlisis in
silico resultando en 27.45 kDa para el factor de transcripcion DOF1 y 24.5 kDa

para el factor de transcripcion DOF2 (Fig. 12). Los resultados de western blot



50

mostraron que el anticuerpo desarrollado para detectar un epitopo especifico de
DOF1 (anti-DOF1), detecto tres péptidos de diferentes tamafios en tejido con
fotoperiodo normal, sin embargo en tejido foliar con fotoperiodo se detectdé una
solo péptido entre 37 y 25 kDa; el anticuerpo desarrollado para detectar el epitopo
especifico de DOF2 (anti-DOF2), el western blot detecto un péptido superior a 50
kDa en ambos casos.

DOF1 DOF2
RV RE HV HE MW RV. RE HV HE MW

¢ 14

37

Figura 12. Inmuno-deteccion de los factores de transcripcion DOF1 y 2 de maiz
var. B73. RV: raiz verde, RE; raiz etiolada, HV: hoja verde, HE hoja etiolada, MW:
marcador de peso molecular.

Estimaciones cuantitativas de los factores de transcripcion mediante ELISA
indirecta presentan tendencias similares a las que obtuvieron mediante gPCR,
donde DOF2 mostré la mayor cantidad que DOF1 y en el tratamiento de
fotoperiodo se obtienen la mayor concentracibn para los dos factores de
transcripcion en tejido foliar y en los tratamientos de etiolacién y reverdecimiento

no existen diferencias entre los tejidos (Fig. 13).
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Figura 13. Analisis de ELISA de los factores de transcripcion DOF1 y 2 de maiz
var. B73. ANADEVA p< 0.05 se muestran con letras entre los tratamientos por
tejido analizado.

7.7.2 Inmunoprecipitacion de la cromatina e identificacion de elementos cis con
interaccién a los factores de transcripcion tipo DOF mediante gPCR.

Los gPCR realizados a los ensayos de ChIP con anticuerpos dirigidos a
secuencias especificas (AAAG) de los factores de transcripcion DOF1 y DOF2 de
hojas de maiz B73, resultaron 3 experimentos positivos para la region -2343 y -
1087 con sitio de unién al factor de transcripcién tipo DOF del promotor de la
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PPC), se identificd una amplificacién al ciclo 40 con
un solo pico en la temperatura de disociacién de 78 °C y en el ciclo 38 con un solo
pico en la temperatura de disociacion de 79.5 °C, ademas en la region -1588 con
sitio de unién para el factor de transcripcion tipo DOF del gen fosfoenolpiruvato
dikinasa (PPDK), encontrandose una amplificacion en el ciclo 38 y una sola curva
de disociacion de 80.3 °C, por otra parte no se detectaron amplificaciones a en la
region -1804 del promotor del gen ppc y en la region -1275 del promotor ppdk, los
productos amplificados fueron secuenciados mostrando una identidad del 100%

con las secuencias para las que fueron disefiados los oligonucleotidos.
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7.8 Comparaciéon y evaluacion molecular de los niveles de expresion y la
produccion de proteinas estereologias bajo la regulacion de promotores de
los genes ZmBGlu2, 5, 7, 12 y 35S CaMV

Derivado de los andlisis bioinformaticos, de las 26 glucosidasas se eligieron 4
regiones promotoras (pZmBGLU2, pZmBGLUS, pZmBGLU7, pZmBGLU12) para
usarse en la evaluaciébn por expresion transitoria en maiz. Los criterios de
seleccion fueron: que estén modulando la expresién positiva y sus niveles
maximos fueran durante los primeros 9 dias después de la siembra. Debido a que
la transformacion de A. tumefaciens es dependiente del genotipo, se evaluaron 3
hibridos tropicales y una linea parental de maiz NS9617, DK2038, C/05 y B73
respectivamente. Ademas, se determinaron cuatro estadios de germinacion (Fig.
14 A-D), previamente descritos en la metodologia. La linea parental B73 presento
un bajo porcentaje de germinacién (menor al 20%, fig 14E), por lo que fue
descartada para su transformacion. Los hibridos NS9617 y DK2038 mostraron una
rapida y heterogénea transicion entre los estados de desarrollo, en donde mas del
40% de los germinados llegaron al cuarto estadio en 96 h (Fig. 14E). El hibrido
C/05 mostré un desarrollo homogéneo entre el segundo y el tercer estadio al
cuarto dia de germinacion, asi como un desarrollo mas pausado (menos del 40%)
comparado con los otros hibridos, llegando al cuarto estadio al quinto dia. Por otra
parte, el hibrido C/05 mantuvo mas del 90% de las semillas germinadas, ademas,
la C/05 mostrd las mejores caracteristicas de desarrollo para la transformacion

mediada por Agrobacterium.
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Figura 14. Sucesion de estados de desarrollo de plantulas de maiz. A—D) se
muestran imagenes de los cuatro estados de desarrollo en los germinados de
maiz; E) porcentajes de los estados de desarrollo durante seis dias; en gris
semillas no germinadas; negro la raiz rompe la epidermis; blanco emergencia del
brote apical; gris obscuro aparicion de raices de secundaria, reverdecimiento y
emergencia de coleoptilo; gris enmallado despliegue de las hojas.

En las plantulas de los tres hibridos que fueron co-cultivadas con A. tumefaciens
cepa GV2260 conteniendo el vector binario pCAMBIA 2301, se observé una
considerable variacion de la actividad de GUS en tres hibridos, donde no se
encontraron diferencias (P>0.05) en la actividad de GUS entre los tres hibridos,
sin embargo, C/05 mostr6 una mayor eficiencia de transformacion, con mas
homogeneidad en los valores de actividad y se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05) en la actividad de GUS entre la raiz y la
hoja y la hoja. DK2038 y C/05 mostraron similar eficiencia de transformacion, sin
embargo, la desviacion estandar fue muy grande y no mostré diferencias entre los
tejidos de las plantulas DK2038 y por ultimo NS9617 mostré menos actividad de
GUS (Fig. 16).
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Figura 15. Cuantificacion de la actividad de GUS en tres hibridos de maiz co-
cultivadas con A. tumefaciens GV2260 conteniendo el plasmido pCAMBIA2301.
Las lineas representan la desviacion estandar, las barras blancas representan la
actividad de GUS en las hojas y las barras negras representan la actividad de GUS
en las raices. El asterisco denota diferencias significativas entre los tejidos.

Mediante el protocolo de transformacién transitoria fueron evaluados 2000 pb rio
arriba de los genes ZmBGlu2, 5, 7 y 12, en el hibrido tropical C/05. Se cuantifico la
actividad de GUS en hoja y raiz (pmol 4-MU/mg? proteina/min?). Las
construcciones que dirigian la expresion de GUS con los promotores pZmBGlu2, 5
y 35S CaMV en el vector pPKGWFS7 junto con pCAMBIA 2301 no mostraron
diferencias estadisticamente significativas (P>0.05) en la actividad de GUS. Sin
embargo las construcciones que dirigian la expresion de GUS con los promotores
ZmBGlu7 y 12, mostraron una menor actividad GUS similar a la que presenta el

tratamiento control con la cepa desarmada GV2260 (Fig. 16).



55

11.0
A A A A
_’5\10.5- *
E T
. T L T
55 100 -
9%
S 2 B
52 951 B B
£5 * u
5=
g& 9.0 A
5
e
2 8.5 -
8.0 aQ o QA a9 Q S
» & & & &S & F
< < 7L OS 3
R R

Figura 16. Cuantificacion de la actividad de GUS con los diferentes promotores en
maiz C/05. Las lineas verticales representan la desviacion estandar, las barras
blancas representan la actividad de GUS en las hojas, y en barras negras la
actividad de GUS en la raiz. El asterisco representa diferencias significativas entre
los tejidos.

7.9 Produccion del antigeno MAP85 mediante el método de transformacién
transitoria.

La construccion pDONOR221-Ag85A (Fig. 17A) y pDONR P4P1r-35SCaMV (Fig.
17B) fueron analizadas por secuenciacion. El inserto en pPDONR221 presento una
identidad del 99% con una micolil transferasa Ag85A (2419187..2420179) de M.
avium subsp. paratuberculosis cepa E93 (GeneBank: CP010114), y el inserto en
pDONR P4P1r mostré una identidad de 100% con el promotor 35S CaMV
contenido en el vector pPCAMBIA-2301 (Genebank: AF234316). Posteriormente, al
recombinarse estos dos componentes en el vector pK7m24GW,3 (Fig. 17C) el
correcto arreglo fue verificado por secuenciacion del extremo 5°del promotor
35SCaMV vy el extremo 3'del ORF Ag85A mostrando identidad con cada una de
estas secuencias.
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Al realizar el ensayo de transformacion transitoria se tomaron muestras de
germinados 4, 6, 8 y 10 dias posteriores a la inoculacién con la bacteria que
contenia la construccion los a analisis de ELISA indirecta mostraron que al cuarto
y sexto dia post-inoculacion se detectaban las mayores concentraciones del
antigeno en las plantulas de maiz, y en los dias 8 y 10 un menor contenido del
antigeno (Fig. 19A). El analisis de western blot especifico para el antigeno MAP85
detect6 la presencia de una proteina menor a 37 KDa (Fig. 19B) solamente en la
muestra para el cuarto de dia de inoculacion para el resto de las muestras fue

negativo.

En un experimento mas se realiz6 una segunda réplica del experimento por
quintuplicado, y los germinados fueron cosechados al cuarto dia post-inoculacion,
los resultados de ELISA (Fig. 20A) mostraron diferentes concentraciones del
antigeno, donde el lote de transformacién 4 presento la mayor concentracion y los
lotes 2 y 3 la menor concentracion, de igual manera los resultados de western blot
(Fig. 20B) evidenciaron un péptido de aproximadamente 31 kDa para los 5 casos a

partir de extractos proteicos de plantulas C/05 liofilizadas.
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Figura 17. Construcciones generadas para la produccién del antigeno MAP85. (A)
construccion de pDONR221-MAP85; (B) construccion de pDONR P4P1r-p35S
CaMV; (C) arreglo genético en vector pK7m24GW,3 el cual contiene el promotor

35S que dirige la expresion de MAPS85.
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Figura 18. Inmuno-analisis de plantulas de maiz con transformacion transitoria
para produccion del antigeno MAP85 durante 4 dias de muestreo. A)
cuantificacion mediante ELISA indirecto. Las lineas representan la desviacion
estandar y las barras la absorbancia de las muestras colectadas diferentes dias
post. Inoculacion de. B) western blot, la flecha sefiala la banda detectada al

cuarto dia.
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Figura 19. Inmuno-analisis de 5 lotes de plantulas de maiz con transformacion
transitoria para produccion del antigeno MAP85. A) cuantificacibn mediante
ELISA indirecto. Las lineas representan la desviacion estandar y las barras la
absorbancia de las muestras colectadas diferentes dias post Inoculacién de
Agrobacterium. B) western blot, la flecha sefala la banda detectada al cuarto dia.
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8. DISCUSION

Los primeros trabajos en [-glucosidasa de maiz fueron enfocados en la
caracterizacion de ZmBGlul, donde se describe una enzima con actividad glucosil
hidrolasa (EC 3.2.1.21) de aproximadamente 60 kDa en coledptilos de maiz (Esen
y Cokmus, 1990; Esen, 1992). Mediante secuenciacion de aminoacidos se
identificé un peptido de esta enzima. Con la llegada de las plataformas de NGS,
genomas de diferentes especies como A. thaliana (Kaul et al., 2000), O. sativa
(Goff et al., 2002), Z. mays (Schnable et al., 2009), se estudiaron relaciones
evolutivas entre algunos especimenes adoptados como organismos modelo y se
logré predecir la funcién de algunas secuencias. En este sentido, la bioinformatica
juega un papel fundamental para el andlisis y organizacioén de esta informacioén. Es
por ello que en el presente trabajo se enfoca en la asignacién de funciones de [3-
glucosidasas de Z. mays, mediante andlisis bioinforméticos partiendo de la
informacion previamente descrita en bases de datos de secuencias de ADN y
aminoacidos (Goodstein et al., 2012), de expresion (Sekhon et al.,, 2011), de
factores de transcripcion y elementos cis (Chi-Nga et al., 2015). También se utilizo,
la descripcion funcional de miembros de familias B-glucosidasas de arroz y
Arabidopsis consideradas como modelo de plantas monocotiledoneas y
dicotiledéneas respectivamente. Mediante los andlisis de comparacion en
expresion se logr6 identificar que las ZmBGlul4 con 24, 16 con 15, 9 con 25y 5
con 6, mantienen similitudes de expresién entre algunos miembros, lo que sugiere
gue probablemente provienen de eventos de duplicacién de genes junto con sus
regiones promotoras, como se ha reportado para otros casos, por ejemplo: la
familia de poligalacturonasas en Arabidopsis y arroz (Kim et al., 2006), miosina en
diferentes especies de plantas (Peremyslov et al., 2011), entre otros. Analisis de
similitud entre las secuencias de aminoacidos, en este trabajo bajo el método de
maxima verosimilitud de likelihood, apoya esta teoria, ya que estos miembros
mantienen relaciones estrechamente cercanas. Los analisis de motivos

identificaron bloques conservados que contienen las regiones cataliticas (motivo 1
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y 8) conocidas TFNEP y ITENG (Czjzek et al., 2001) respectivamente. Sin
embargo, las ZmBGIu9 y 10 carecen del motivo 8 por que se sugiere que estas
enzimas han perdido su actividad biologica. Ademas de se localizaron regiones
conservadas que forman enlaces tipo cis entre Ala-Pro y Trp-Ser (Seshadri et al.,
2009) caracteristico de glicosil hidrolasas tipo 1, localizandose en el motivo 1y 5
respectivamente. Por otro lado, en los motivos 2, 3, 5, 7 y 11 se alinearon las
regiones de unién al factor de agregacién B-glucosidasa (BGAF) previamente
descrito por Yu et al. (2009) donde dicha region tiene afinidad por lectinas que le

proporcionan especificidad a estas enzimas.

Las B-glucosidasas se encuentran ampliamente distribuidas entre las plantas y
estan involucradas en mecanismos de respuesta tanto a estrés biotico como
abidtico. Muchos estudios puntualizan la importancia de las B-glucosidasas en
respuesta al ataque por patdogenos asi como dafio mecanico (Morant et al., 2008).
Para observar un panorama acerca de la expresion de las $-glucosidasas en maiz,
se realizaron experimentos tanto de estrés bidtico (infecciones fungicas con
hébitos biotréficos y necrotroficos) comparados con dafio mecénico y estrés
abidtico (salinidad, sequia, y rayos UV). Para identificar la sensibilidad y
especificad de los oligonucleétidos fueron probados a partir de una mezcla de
DNACc de todos los tratamientos y todos los tejidos, detectandose amplificaciones
de para los miembros ZmBglu2, 7, 9, 12, 13, 16, 18, 20 y 22; no se lograron
amplificaciones especificas para el resto de los miembros. Esto podria atribuirse al
bajo niumero de transcritos, que no fueron sobre-reguladas bajo estos estimulos, o
son regulados temporalmente es decir, estos transcritos se regulan en otro estado
de desarrollo, como se ha descrito para otras familias de genes (Chen et al., 2002;
Yokoyama y Nishitani, 2001). De manera particular, nuestros resultados muestran
en el analisis de homologia que la ZmBGIu20 y 21 se agrupan con las j-
glucosdidasas OsBGIu6, 4, AtBglu64 que hidrolizan enlaces disacéarido (1—3) y
(1—2) (Seshadri et al., 2009) involucradas en defensa y la remodelacion de la

pared celular (Rouyi et al., 2014), lignificacion (Escamilla-Trevifio et al., 2006) y en
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defensa y respuesta que incluye heridas y resistencia sistémica adquirida (Hua et
al., 2015) respectivamente. Los analisis de expresion mostraron que ZmBGIlu20
bajo estrés bidtico fue sobre regulada en todos los tejidos durante la infeccion de
U. maydis, mientras que bajo estrés abiotico solamente mostré sub-regulacion en
raiz (UV y salinidad). Esto sugiere que este miembro probablemente podria actuar
como mecanismo de respuesta al ataque por el patégeno biotrofico. Un gran
namero de miembros fueron alojados en el grupo 11, con B-glucosidasas de arroz y
Arabidopsis involucradas en la remodelacion de la pared, mecanismos de
resistencia y pre-invasion, hidrolisis de ABA glicosilado y en algunos casos, con
actividad manosidasa como en el caso de la OsBGIu26 que esta estrechamente
cercana a ZmBGIlul6 que muestra una sobre-regulacién en raiz bajo la infeccién
con F. proliferatum asi como en coledptilo en dafio mecanico e infeccion del
mismo patégeno; en contraste este fue sub-regulado en la hoja por la infeccién por
F. proliferatum. Por otro lado, no mostré diferencias bajo los tratamientos de estrés
abiotico; este resultado sugiere una actividad similar durante la infeccion por F.
proliferatum en coledptilo y raiz; ZmBGlu2 que también se encuentra en este
grupo, mostré una sobre regulaciéon solamente en la raiz bajo la infeccién de U.
maydis en contraste fue sub-regulada en la raiz bajo la infeccion de F.
proliferatum. En el trabajo de transformacién transitoria en de esta investigacion
(Rojas et al., 2015) también se observo que el promotor de ZmBGIlu2 aumentaba
sus niveles de expresion en condiciones de co-cultivo con la bacteria A.
tumefaciens. En condiciones de estrés salino se observd sobre-regulacion en las
hojas a pesar se le ha asociado una posible funcion en defensa por su alta
identidad con ZmBGIul gue esta involucrada en la liberacion del DIMBOA (Czjzek
et al., 2001), sin embargo, este miembro también se agrup6 con B-glucosidasas
involucradas en la liberacion de ABA-glucosilado, que es la hormona encargada
de sefalizar mecanismos de respuesta a estrés abidtico. ZmBGIu7 se encontro
sobre-regulada en coledptilo en estrés bidtico durante la infeccion de ambos
patdgenos mientras que bajo estrés abidtico no se encontraron diferencias entre

los tejidos, lo que sugiere que podria estar participando en mecanismos de



62

defensa contra el ataque por patégenos en el coledptilo, mientras que su paralogo
ZmBGlu2 lo hace en raiz. En el grupo V los miembros ZmBGlull y 12 se
agruparon Uunicamente con miembros de arroz. Al evaluar los niveles de
transcripcion de ZmBGlul2 se detect6 una sobre-regulacion en coledptilo por dafio
mecanico e infeccion por U. maydis, sin embargo sus posibles hortélogos de arroz
no se les han asignado una posible funcion. ZmBGIu9 y 13 se localizaron en el
grupo VI con OsBGIu3l, donde se le ha relacionado con actividad
transglucosidasa con la capacidad de transferir glucosa entre fenilproopaniodes y
fitohormonas conjugadas y flavonoides (Luang et al., 2013). ZmBGIu9 fue sobre-
regulada en hoja durante la infeccion con U. maydis mientras que bajo estrés
abidtico no se mostraron diferencias estadisticamente significativas. ZmBGIul3
también fue sobre regulada en raiz y hoja con el mismo patégeno, sin embargo,
bajo estrés abidtico no se encontraron diferencias estadisticas, por lo que se
propone que estos miembros podrian estar involucrados en respuesta al ataque

por patdgenos de habitos biotroficos en los tejidos mencionados.

Los genes ZmBGIul8, 22 y 23 se localizaron en grupo IX con los miembros
OsBlu7, 16, 17 y 18 de arroz, donde alguno de los miembros se encuentran
involucrados en la remodelacion, metabolismo y lignificacion de la pared celular;
en el caso particular de OsBGlul6 y 18 mantienen una actividad monlignol-§-

glucosidasa (Baiya et al., 2014; Rouyi et al., 2014).

Cabe sefalar que los miembros ZmBGIlul6 y 18 mostraron los mas altos niveles
de expresion en raiz bajo las infecciones con F. proliferatum, el resto de los tejidos
y genes muestreados, a pesar de que se encuentran en grupos diferentes, los dos
miembros mantienen relaciones cercanas con miembros de arroz que se
encuentran relacionados con el metabolismo de la pared celular. Como sabemos,
la pared celular es la primera barrera de defensa contra el ataque de patégenos y
es la que interactia con directamente con los microorganismos (por ejemplo
insectos, nematodos, bacterias y hongos fitopatégenos). En infecciones con

hongos de habitos necrotroficos, la integralidad de la pared celular en las plantas
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se ve afectada (Bellincampi et al., 2014; Lionetti y Metraux, 2014). Ademas los
resultados sugieren que estas B-glucosidasas podrian estar involucradas en la
reparacion y remodelacion de la pared celular debido al dafio que generado por la
infeccion. La presencia de sitios de union a factores de transcripcion GCCGCC
(elementos cis) han sido reportados que participan en la regulacion de genes de
respuesta a Jasmonato y respuesta a patdogenos (Gomez-Anduro et al., 2011), lo
que apoya la hipotesis de que se encuentren implicados en respuesta a
Jasmonico ya que es una fitohormona que participa en mecanismos de defensa

contra patégenos necrotroficos.

Por otra parte, los analisis para la identificacion de motivos estructurales en las
regiones revelaron que algunos miembros comparten arquitecturas similares entre
los motivos encontrados por ejemplo el motivol (color rojo) que contiene el
elemento cis reconocido por el dedo de zinc caracteristico de los factores de
transcripcion (TF) tipo DOF AAAG se presenta en al menos 17 promotores de
genes B-glucosidasa, por lo tanto se sugiere que este tipo de factores de
transcripcion podria estar estrechamente relacionado con la regulacién de la
expresion de estas B-glucosidasa. Ademas, los promotores de 1, 11 y 9 muestran
una arquitectura en tdndem alternados entre la cadena lider y la cadena retardada
de ADN de estas regiones promotoras. Los andlisis bioinformaticos de las
regiones promotoras de ZmBGlu2, 5, 7 y 12 mostraron diferentes elementos cis
implicados en la regulacion de la expresion. Dentro de estos elementos cis los
mas abundantes fueron los reconocidos por los FT tipo DOF ocupando de un 40.9
a 51.5 % del total de elementos cis en 2000 pb rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion. Los factores de transcripcion tipo DOF son una familia de FT que
regulan la expresion de genes implicados en diferentes procesos especificos de
plantas. Estos FT reconocen las secuencias 5’- (T/A)AAA -3’ en los promotores de
sus genes blanco. A pesar de que los primeros TF tipo DOF fueron descritos en Z.
mays por Yanawisagua et al. 1997, hasta el 2010 se enunciaban 10 miembros de

esta familia de FT (Noguero et al., 2010). En este trabajo se identificaron 45
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miembros que contiene la region consenso que forma el dedo de zinc, éste amplio
namero de miembros probablemente puede ser debido a eventos de duplicacion,
ya que dentro de la historia evolutiva del maiz, éste ha experimentado en dos
ocasiones eventos de duplicacion del genoma, uno antes de la divergencia del
arroz y el maiz y el otro mas recientemente, después de la tetraploidizacion (Wei
et al., 2007). Dos de ellos presentan mas de 2 intrones y mantiene baja identidad
en el dominio DOF, por lo que probablemente se trate de pseudo-genes u otro tipo
de péptido ya que no es caracteristico para otras especies como B. distachyon
(Hernando et al., 2012).

En este trabajo se desarroll6 un método de transformacion transitoria en plantulas
maiz, usando A. tumefaciens, como ha sido descrito para otras especies de
plantas como soja, Arabidopsis y girasol (Chee et al., 1989; Li et al., 2009; Rao y
Rohini, 1999). Se encontré que el hibrido C/05 fue el més susceptible a la
infeccion que el resto de los hibridos, probablemente debido a la variacion
genética que existe entre estos, como lo refieren algunos autores (Marton, 2013;
Butron et al., 2010). Ademas, los hibridos DK2038 y NS9617 muestran ser mas
vigorosos que C/05 lo que representa una barrera fisica para el contacto directo de
A. tumefaciens y los tejidos vegetales debido a la rapida transicion entre los
estadios de desarrollo. Cabe sefialar que el hibrido C/05 mostr6 ser la semilla de
menor tamanio, y el vigor de las semillas ha sido relacionado con el tamafio de la
semilla (Panthee et al., 2005) y se atribuye a que existe una mayor cantidad de
proteina en la semilla (Saxena et al., 1987). Por lo tanto, consideramos que C/05
(al mostrar un desarrollo mas lento) permite que la semilla sea mas susceptible a
la infeccion debido a que el tiempo de contacto entre el tejido vegetal y el cultivo
bacteriano se lleva por mas tiempo. Por todo esto, los resultados sugieren que la
eficiencia de transformacion se encuentra determinada por el tiempo de contacto
en el co-cultivo como ha sido previamente descrito (Ombori et al., 2013). Otras
investigaciones han reportado que los dias de co-cultivo asi como el fondo

genético tienen un efecto significativo en la expresion transitoria. Ademas, el uso
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de acetosiringona en el cultivo y el co-cultivo de A. tumefaciens activa fuertemente
los genes de virulencia durante la infeccion en plantas monocotiledoneas (Finer y
Dhillon, 2008; Komari et al., 1998) y la suplementacibn con sacarosa Yy
surfactantes (Silwet L-77) aumenta la eficiencia de la transformacion durante el co-
cultivo (Clough y Bent, 1998). Al evaluar la expresion del gen udiA regulado por los
promotores ZmBGIlu2, 5, 7 y 12 de maiz en plantulas del hibrido C/05, se observo
qgue los promotores ZmBGIlu2 y 5 mantuvieron una alta expresion en las plantulas
de maiz. Las plantulas co-cultivadas con A. tumefaciens conteniendo las
construcciones con los promotores ZmBGIlu2 y 5 dirigen la expresion de gen udiA
gue codifica para la ezima B-glucoronidasa, mostraron una actividad equiparable a
aguellas que fueron co-cultivadas con bacterias que contenian construcciones con
el promotor 35S para la expresion del gen udiA. En contrastantemente, las
plantulas que fueron transformadas con las construcciones con los promotores
ZmBGIu7 y 12 mostraron una actividad similar a la que presentan las plantulas
control que fueron co-cultivadas con la bacteria desarmada. Esta actividad
endogena ya ha sido previamente descrita en plantulas de maiz (Muhitch, 1998) y
en otras especies de plantas (Eudes et al., 2008; Fior y Gerola, 2009). Estos
resultados de expresién transitoria se asemejan a los resultados bioinformaticos
de expresién consultados para estos genes, donde a pesar de que cada uno de
estos miembros aumenta su expresion en estadios tempranos de desarrollo,
ZmBGlu2 y 5 mantienen mayores niveles de expresion que ZmBGlu7 y 12.
Nuestros resultados de analisis de promotores mostré mdultiples elementos cis
reconocidos por los FT DOF, sin embargo, la arquitectura y localizacion varia entre
cada uno de los promotores. Cominelli et al. (2011) han mostrado evidencia
acerca de la organizaciéon de elementos de reconocimiento por los FT DOF vy la
regulacion de la expresion génica, la cual puede verse afectada por cambios en la
posicion del sitio de unién en la superficie de los nucleosémas, afectando

fuertemente la eficiencia en la interaccion con FT DOF (Cavalar et al., 2003).
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Los sistemas de transformacion transitoria han demostrado ser una alternativa
rapida, de bajo costo, segura y eficiente para la produccién de proteinas
heterdlogas (Jin et al., 2015; Komarova et al., 2010), por lo tanto, se probo el
potencial de la misma plataforma de transformacién transitoria para la produccion
de una proteina heterdloga de tipo vacunal conocida como el antigeno MAP85B
de M. avium susp. paratuberculosis. Se consideraron 4 tiempos de cosecha post-
inoculacion de la bacteria (4, 6, 8, 10) encontrando una mayor produccion del
antigeno durante los 4 y 6 dias post-inoculacion (DPI) y posteriormente un
decaimiento en la concentracion en los dias 8 y 10; esta disminucion en la
produccién de proteinas bajo métodos de transformacion transitoria ya ha sido
reportada en plantas dicotiledoneas (tabaco) a los 10 DPI (He et al., 2014) asi
como en monocotiledéneas (arroz) (Andrieu et al., 2012) donde se presenta
evidencia de ser el resultado del silenciamiento génico pos-transcripcional. Para
incrementar la cantidad de biomasa con produccion del antigeno se realiz6 un
segundo ensayo de transformacion en 5 cajas MAGENTA, que se cosecharon a
los 4 DPI, obteniendose diferentes concentraciones del antigeno; estas
variaciones podrian ser atribuidas a la alta heterogeneidad en los estados de
germinacién ya que se presentd una baja eficiencia de germinacion en esta
semilla, con resultados similares a los obtenidos en los hibridos DK2038 y NS9617
en los que no se observdo homogeneidad en estados de desarrollo, probablemente
debido a que el vigor y la eficiencia de germinacién en semillas de maiz se ve
afectada por del tiempo de almacenamiento y/o genotipo (Revilla et al., 2005). Por
lo tanto, este método resulta ser una alternativa rapida para la produccion de
proteinas heterdlogas bajo las condiciones antes mencionadas, aunque es
susceptible de ser mejorado considerando parametros que afecten la
transformacion transitoria como el tiempo de co-cultivo, la preferencia de uso de

codones, la variedad de maiz, las cepas de Agrobacterium, entre otros mas.
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9. CONCLUSIONES

La mayoria de elementos cis identificados por analisis bioinformaticos se ubican
en las 4 regiones promotoras de los genes ZmBGlu2, 5, 7 y 12. Por lo tanto se
sugiere que las variaciones en la posicion y arquitectura de estos elementos cis
son las que determinan la regulacion de la expresién en estos casos asi como

también el fondo genético del organismo productor de la proteina heteoréloga.

Los genes evaluados que codifican para B-glucosidasas demostraron ser
mayoritariamente regulados por estrés bidtico, lo cual confirma su participacion en

mecanismos de respuesta al ataque por patdogenos.

Los promotores intragénicos PZmBGIu2 y pZmBGIu5 permiten la expresion del
gen udiA en estadios tempranos de germinacion y bajo las condiciones de co-
cultivo, estos niveles son semejantes a los que se presentan con promotor 35S de
CaMV, lo que sugiere que tienen potencial para la expresibn de proteinas
heter6logas, como el antigeno vacunal MAP85 producido con ésta herramienta en

el presente trabajo.
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10. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este estudio permiten la posibilidad para

investigaciones posteriores que permitan:

. Redisefar los oligonucleétidos no especificos para el gen que fueron
disefiados, y evaluar la sensibilidad de los oligonucleétidos que no mostraron
amplificacion en templados de muestras de procedencia de diferentes condiciones
estrés asi como de otras etapas fenoldgicas de la planta.

. Realizar caracterizacion de afinidad de manera independiente para cada
una de estas enzimas haciendo uso de diferentes sustratos (especificos) para

poder corroborar sus posibles funciones.

. Hasta el afio 2014 que se realiz6 la identificacion de los TF tipo DOF no se
habian reportado méas de 10 miembros de esta familia para maiz, sin embargo, las
recientes evidencias apuntan a que es una familia mucho méas grande, lo cual
representa una oportunidad para realizar investigaciones encaminadas en
dilucidar el papel que desempefan dentro de las redes de regulacion en las
plantas de maiz bajo diferentes estimulos, ya que hasta el momento los mas
estudiados ha sido los miembros 1, 2 y 3, quedando en interrogante la

funcionalidad del resto de los miembros.

. Se obtuvieron anticuerpos especificos para el factor de transcripcion
ZmDOF1 y ZmDOF2, quedando pendiente los analisis de inmuno-precipitacion de
la cromatina seguida de secuenciacion masiva, para poder inferir los posibles
TFBS blanco estos TF, realizando comparaciones con diferentes variedades de
maiz, tratamientos de estrés o etapas de desarrollo y obtener informacion de las

posibles redes de regulacién de estos elementos.
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