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Resumen

Uno de los principales mecanismos por los cuales un organismo sufre cambios
fenotipicos es la modificacion en las secuencias de ADN encargadas de regular la
expresion de genes. Durante el proceso de domesticacion del maiz, la mano del
hombre influy6 en la seleccion de genes y secuencias de promotores que han sido
conservados y que pueden estar relacionados a la adaptabilidad de las plantas a
diferentes condiciones. Por eso, es necesario identificar qué elementos
regulatorios han sido conservados entre variedades silvestres y actuales. En el
presente trabajo realizamos un analisis comparativo de las secuencias de
promotores que regulan la expresion de la familia de factores de transcripcién Dof
en Maiz. Para eso, seleccionamos al ancestro silvestre del maiz actual, el
Teosinte, a la raza ancestral de Palomero Toluquefio y a un maiz actual, B73. Se
determiné la arquitectura de los promotores Dof y se identificaron los elementos
regulatorios presentes a lo largo de las secuencias. También, se realizé un analisis
de expresion del gen Dof01 de maiz Palomero bajo condiciones de estrés por
temperatura baja y alta (4°C y 42°C, respectivamente), comparando los resultados
contra datos de expresion de maiz B73 dispuestos en bases de datos. En ellas
identificamos los elementos regulatorios cis responsables de la arquitectura del
promotor, a qué familias de factores de transcripcion pertenecen y los perfiles de
expresion espacio-temporal de los mismos. Realizamos un analisis de correlacion
para identificar los factores de transcripcidon que regulan la expresion del gen
Dof01. ElI anadlisis de secuencias mostro que hay un elemento de
insercion/delecion de 179 pb que esta presente en el promotor Dof01 de B73, pero
ausente en las secuencias de las otras dos variedades. Ademas, identificamos los
elementos regulatorios cis que pueden estar relacionados a la respuesta a bajas
temperaturas. El analisis comparativo de las secuencias del promotor Dof01
mostro que los elementos regulatorios estan altamente conservados. Sin embargo,
algunos sitios de union a factores de transcripcion presentes en el promotor de
Teosinte no se encuentran en B73 y viceversa. Por otra parte, los datos de
expresion del gen Dof01 de PAL muestran una sobreexpresion con respecto al
control debido a la respuesta a frio, mientras que los datos de expresion del gen
Dof01 de B73 muestran que este gen se reprime con respecto al control. Este
trabajo es el primer paso para la caracterizacion funcional del promotor Dof01 de
maiz Palomero y B73, para identificar los elementos regulatorios asociados a la
respuesta a estrés por frio y la obtencion del promotor minimo necesario para
regular la transcripcion.

Palabras clave: Factor de transcripcion, Promotor, Maiz, Domesticacion

Vo.Bo. Dra. Gracia Goémez Anduro



Summary

One of the main mechanisms by which an organism undergoes phenotypic
changes is the modification in the DNA sequences responsible for regulating the
expression of genes. During the domestication process of maize, the hand of man
influenced the selection of genes and promoter sequences that have been
conserved and that may be related to the adaptability of plants to different
conditions. For this reason, it is necessary to identify which regulatory elements
have been conserved between wild and current varieties. In the present work we
carry out a comparative analysis of the promoter sequences that regulate the
expression of the Dof family of transcription factors in Corn. For that, we selected
the wild ancestor of current maize, Teosinte, the ancestral race of Palomero
Toluguefio and a current maize, B73. The architecture of the Dof promoters was
determined and the regulatory elements present throughout the sequences were
identified. Also, an expression analysis of the Dof01 gene of Palomero maize was
performed under conditions of stress due to low and high temperature (4°C and
42°C, respectively), comparing the results against the expression data of B73
maize arranged in databases. In them we identify the cis-regulatory elements
responsible for the promoter architecture, which families of transcription factors
they belong to, and their spatio-temporal expression profiles. We performed a
correlation analysis to identify the transcription factors that regulate the expression
of the Dof01 gene. Also, we compared the expression data of the Dof01 gene
taken from the B73 maize expression atlas under the same temperature stress
conditions. Sequence analysis showed that there is a 179 bp insertion / deletion
element that is present in the Dof01 promoter of B73, but absent in the sequences
of the other two varieties. In addition, we identify the cis regulatory elements that
may be related to the response to low temperatures. The comparative analysis of
the sequences of the Dof01 promoter showed that the regulatory elements are
highly conserved. However, some transcription factor binding sites present in the
Teosinte promoter are not found in B73 and vice versa. On the other hand, the
expression data of the PAL Dof01 gene show overexpression with respect to the
control due to the response to cold, while the expression data of the B73 Dof01
gene show that this gene is repressed with respect to the control. This work is the
first step for the functional characterization of the Dof01 promoter from Palomero
and B73, to identify the regulatory elements associated with the response to cold
stress and to obtain the minimum promoter necessary to regulate transcription.

KeyWords: Transcription Factor, Promoter, Maize, Domestication
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1. INTRODUCCION

La principal razén por la que las especies se adaptan de manera especifica al
ambiente donde se desarrollan, se debe a cambios evolutivos en la expresién de
genes (Tirosh et al., 2009). Estos cambios se deben principalmente a mutaciones
que afectan las regiones encargadas de regular la transcripcion, como los
elementos regulatorios cis a lo largo de la secuencia de un promotor. Los cambios
en los elementos regulatorios de genes que codifican proteinas funcionalmente
conservadas provocan cambios fenotipicos en las especies afectadas (Lemmon
et al., 2014; Wittkopp y Kalay, 2012). Las plantas terrestres evolucionaron hace
450 millones de afos de las algas ancestrales, cada evento evolutivo se
caracteriza por la expansion de genes que caracterizan nuevas rutas metabdlicas
o el incremento en la diversidad de algunas familias de factores de transcripciéon
(Bowman et al., 2017).

Una de las familias de genes que divergieron antes de las algas verdes y las
plantas terrestres es la familia de factores de transcripcion Dof (Del inglés DNA
with One Zinc Finger) (Shigyo et al., 2007). Estos factores de transcripcion son
especificos de plantas y poseen un dominio de unién al acido desoxirribonucleico
(ADN) altamente conservado (Yanagisawa, 2004). Las proteinas Dof funcionan
como activadores o represores de la transcripcion y estan involucrados en la
regulacion de diversos procesos bioldégicos (Moreno-Risueno etal., 2007;
Yanagisawa, 2004). El primer miembro de esta familia de genes fue identificado en
maiz (Yanagisawa, 1995; Yanagisawa y Ilzui, 1990, 1993) y en 2015 se
descubrieron 46 miembros que codifican para esta familia de factores de
transcripcion en el genoma de maiz B73 (Chen y Cao, 2015).

El maiz (Zea mays ssp. Mays) es el segundo cultivo de mayor importancia a nivel
mundial utilizado como fuente de alimento o para la elaboracion de diversos
productos industriales, como sorbitol, almidén, glucosa, jarabe de alta fructosa,
monohidrato de dextrosa, entre otros. Ademas, el maiz es un organismo modelo
para estudios de genética debido a su gran diversidad (Prasanna, 2012; N. Yang

et al., 2017). El maiz fue domesticado de su ancestro silvestre el Teosinte (Z. mays



ssp. Mexicana), hace aproximadamente 9000 arfos (J. Doebley y Stec, 1993;
Prasanna, 2012). Ademas del Teosinte, existen en la actualidad razas
consideradas ancestrales, como Palomero Toluquefio, una raza de polinizacién
abierta que crece bajo condiciones de temperatura por debajo de los 15°C a 2000
msnm (Eagles y Lothrop, 1994). EI genoma de maiz ha experimentado dos
eventos de duplicacibn de su genoma, hace aproximadamente 20.5 y 11.4
millones de anos (Gaut y Doebley, 1997). De acuerdo con Chen y Cao (2015), el
genoma de maiz contiene 12 pares de genes paralogos tipo Dof que surgieron por
eventos de duplicacion.

Los modelos de evolucion de genes predicen que existe una divergencia funcional
entre genes duplicados a causa de la pérdida de elementos cis de sus promotores
(Lockton y Gaut, 2005). Los estudios encaminados en determinar la divergencia
funcional en familias de genes, estan enfocados en analizar la divergencia en la
expresion de genes o determinar cuan conservados estan los elementos
regulatorios en las regiones promotoras de diferentes especies de plantas (Nicole
Marie Creux et al., 2008; Freeling y Subramaniam, 2009; Lockton y Gaut, 2005;
Powell et al., 2019; Y. Wang et al., 2012). Sin embargo, no hay estudios enfocados
en determinar cdmo los elementos regulatorios, presentes en las secuencias de
los promotores de una familia de factores de transcripcion, son conservados entre
diferentes variedades de una misma especie y hasta qué nivel influy6 el proceso
de domesticacion en el grado de conservacidon o divergencia de elementos
regulatorios. Por eso, en el presente trabajo, se realiz6 un analisis comparativo
entre las secuencias de promotores Dof de maiz B73, Teosinte y Palomero
Toluguefio. Se determind la arquitectura de los promotores Dof y se identificaron
los elementos regulatorios presentes a lo largo de las secuencias. También, se
realizd un analisis de expresion del gen Dof01 de maiz Palomero bajo condiciones
de estrés por temperatura baja y alta (4°C y 42°C, respectivamente), comparando
los resultados contra datos de expresion de maiz B73 dispuestos en bases de

datos. Este estudio tiene como proposito revelar como el proceso de



domesticacion de maiz influyd en la conservacion de elementos regulatorios

presentes en las secuencias de los promotores Dof en esta especie.



2. ANTECEDENTES

La domesticacion de plantas silvestres ha provisto al hombre de cultivos que
sirven principalmente a sus necesidades nutricionales. Se han documentado
diversos cambios genéticos asociados a este proceso, los cuales residen
principalmente en los elementos regulatorios cis que controlan la expresion
(Swinnen et al., 2016). Algunos estudios han determinado cémo el proceso de
domesticacion de cultivos de interés agricola como el maiz, presentan cambios
significativos en la expresion de sus genes con respecto a sus ancestros silvestres
(Hufford et al., 2012). De acuerdo a Swinnen y colaboradores (2016), existe una
presion de seleccidn de regiones regulatorias de elementos cis, ocasionada por el
hombre durante el proceso de domesticacion. Esto ha ocasionado que exista una
menor variacion en la expresion, entre variedades silvestres y actuales, de genes
que se consideran potencialmente seleccionados durante dicho proceso de
domesticacion (Swinnen etal., 2016). En 2013 Meyer y Purugganan,
determinaron que la mayoria de los cambios en elementos regulatorios cis
derivados del proceso de domesticacion han ocurrido en promotores que dirigen la
expresion de factores de transcripcion (J. F. Doebley etal., 2006; Meyer y
Purugganan, 2013). El proceso de domesticacién promueve una evolucién rapida
del fenotipo a través de una seleccion artificial (Wright etal., 2005). Las
mutaciones o cambios evolutivos que afectan los elementos regulatorios
contribuyen a la diversidad fenotipica entre especies y entre variedades de una
misma especie (Wittkopp y Kalay, 2012).

La domesticacion del maiz a partir de su progenitor silvestre, es considerado un
sistema modelo para la investigacion del efecto de la domesticacion sobre la
evolucion del genoma y la respuesta a la seleccion (Swanson-Wagner et al.,
2012). En 2012, Swanson-Wagner y colaboradores analizaron la expresién de mas
de 18,000 genes de mas de 50 genotipos de maiz y Teosinte. En este estudio
encontraron evidencia de mas de 600 genes con niveles de expresion
significativamente distintos entre maiz y Teosinte. Por otra parte, encontraron que

mas de 1,000 genes mostraron evidencia de perfiles de coexpresion alteradas,



atribuyendo dichas diferencias al proceso de domesticacion. Esto concuerda con
la hipotesis sobre cuales son los principales cambios en los genomas que son
responsables de la evolucion de las modificaciones morfolégicas en un organismo,
atribuyendo dichos cambios a las alteraciones en la expresiéon de genes que
codifican proteinas funcionales conservadas y que tales cambios ocurren en gran
medida como alteraciones en las secuencias de elementos regulatorios cis
(Carroll, 2008). También, se ha encontrado evidencia de una fuerte seleccion
durante el proceso de domesticaciéon del maiz que llevd a su mejoramiento.
Ademas, de encontrar pérdida de elementos regulatorios cis como efecto del
proceso de domesticacion (Hufford et al., 2012).

A pesar de que el tiempo de divergencia es relativamente corto, el maiz exhibe
diferencias fenotipicas sustanciales en la arquitectura de la planta, la morfologia y
el tamano de la mazorca y la adaptabilidad a diferentes climas con respecto al
Teosinte, lo que refleja cambios evolutivos rapidos y pronunciados derivados de
las modificaciones en elementos regulatorios que tienen como efecto cambios en
la expresién de genes (Huang et al., 2016).

La expresion de un gen es un proceso complejo que es regulado a diferentes
niveles, uno de ellos es la transcripcion (Petrillo etal., 2014). A nivel
transcripcional, los promotores juegan un papel importante. Estos contienen
elementos regulatorios cis que son conocidos como sitios de unién a factores de
transcripcion (TFBS, del inglés Transcription Factor Binding Sites). Los TFBS son
secuencias de ADN cortas distribuidas a lo largo de la secuencia de un promotor y
son reconocidas por factores de transcripcion. En los organismos eucariotas
superiores, la arquitectura de los genes, asi como las propiedades estructurales
de los promotores, juegan un papel importante en la determinacion de la variacion
del numero de transcritos en un organismo (nivel de expresion) y la expresion de
un gen en un tejido especifico (amplitud de expresidén), lo que finalmente
determina el fenotipo (Das y Bansal, 2019). Entender la arquitectura de los
promotores de plantas es importante para el entendimiento de la evolucion de los

promotores (Yamamoto, Ichida, Matsui, et al., 2007). Los elementos regulatorios



cis se encuentran usualmente agrupados en regiones de los promotores donde los
factores de transcripcion pueden unirse como homo o heterodimeros para modular
la transcripcidn de un gen (Nicky M. Creux et al., 2013). Ademas, son usualmente
compartidos por los promotores de genes coexpresados debido a una trans-
regulacion en comun (Vandepoele etal., 2009). Otra caracteristica de las
secuencias de elementos cis es su conservacion en promotores ortdlogos de
diferentes especies y géneros, en comparacion con las secuencias no codificantes
que los flanquean (Freeling y Subramaniam, 2009). La presencia de elementos
regulatorios cis conservados en secuencias de promotores en especies
evolutivamente distantes puede brindar informacion sobre redes regulatorias
ancestrales (Nicole Marie Creux et al., 2008).

Las proteinas que tienen el dominio de union al ADN Dof, son factores de
transcripcion especificos de plantas (Yanagisawa, 2002). Las proteinas Dof actuan
como activadores o represores transcripcionales con multiples roles en una
variedad de procesos biolégicos asociados con la asimilacion del carbono, la
maduracion y germinacion de semillas, la respuesta a hormonas y otros procesos
relacionados a estrés bidtico y abidtico (Cai et al., 2013; Le Hir y Bellini, 2013; Ma
etal., 2015; H. Wang etal., 2017). La primer proteina con dominio Dof fue
caracterizada en maiz (Yanagisawa, 1995; Yanagisawa y Izui, 1990, 1993), desde
entonces, han sido identificadas desde microalgas como Chlamydomonas
reinhardtii hasta el musgo Physcomitrella patens (Moreno-Risueno et al., 2007; X.
Yang et al., 2006). De acuerdo a Shigyo y colaboradores (2007), los factores de
transcripcion Dof surgieron previos a la divergencia de las algas verdes y los
ancestros de las plantas terrestres. Estos genes han evolucionado a través de
duplicaciones intensivas de un gen ancestral después de la divergencia del musgo
y los linajes de angiospermas (Shigyo et al., 2007)

Estudiar las regiones regulatorias localizadas en los promotores de los genes Dof
de diferentes razas y/o variedades de maiz, puede proveer informacion sobre la
evolucion de los elementos regulatorios y la respuesta a condiciones de estrés.

Actualmente existen estudios en los que se compara el nivel de conservacion de



elementos regulatorios en genes duplicados de una misma especie o en familias
de genes de diferentes especies de plantas (Nicky M. Creux et al., 2013; Nicole
Marie Creux et al., 2008; Das y Bansal, 2019; Koch et al., 2001; Lockton y Gaut,
2005; Powell etal., 2019; Reineke etal., 2011; Wittkopp y Kalay, 2012). Sin
embargo, no se han realizado estudios en los cuales se analice como los
elementos regulatorios son conservados entre distintas variedades de una misma
especie. Por otro lado, Chen & Cao (2015) identificaron 46 genes Dof en el
genoma de maiz B73 y analizaron sus perfiles de expresién espacio-temporal,
identificaron cuales son los genes paralogos y su ubicacién en los cromosomas.
También, analizaron 1000 pb de las secuencias de los promotores e identificaron
los elementos regulatorios cis presentes, pero no realizan una comparacion de la

distribucion de estos entre pares de promotores de genes homélogos.



3. JUSTIFICACION

Se ha demostrado que los factores de transcripcion Dof en maiz intervienen en
diversos procesos relacionados con estrés bidtico y abiotico en las plantas. Para
ampliar el conocimiento sobre como se regula la expresién de estos genes, es
necesario entender cémo el proceso de domesticacion influyd en la conservacion
de elementos regulatorios en las secuencias de los promotores responsables de la
actividad transcripcional de los mismos. De esta manera, se podran identificar los
elementos que actuan como respuesta a los estimulos medioambientales y que
puedan ser considerados como interruptores moleculares en el desarrollo de
arreglos de ADN para dirigir la expresién de genes que codifiquen proteinas con

potencial aplicacion biotecnoldgica.



4. HIPOTESIS

Si los elementos regulatorios, que se localizan en secuencias de promotores de
genes homologos, son altamente conservados, entonces al comparar las
secuencias de promotores Dof entre variedades silvestres, ancestrales y actuales
de maiz, sera posible identificar como el proceso de domesticacion de este cultivo
afectd a los elementos regulatorios presentes en las secuencias de promotores

Dof en diferentes variedades.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Identificar cambios en los elementos regulatorios de las secuencias de los
promotores Dof de tres variedades de maiz como efecto del proceso de

domesticacién de este cultivo.

5.2.Objetivos particulares

5.2.1. Identificar secuencias de los promotores Dof en los genomas de maiz
B73, Palomero Toluqueiio y Teosinte.

5.2.2. Determinar las relaciones filogenéticas entre las secuencias de los
promotores Dof de maiz de las tres variedades a nivel de secuencia y
conservacion de elementos regulatorios.

5.2.3. Caracterizar la arquitectura de los promotores Dof para identificar los
elementos regulatorios conservados durante el proceso de
domesticacion.

5.2.4. Identificar los factores de transcripcion que potencialmente regulan la
expresion del gen Dof01 en maiz B73 bajo condiciones normales de
cultivo y por estrés abidtico.

5.2.5. Comparar la expresion del gen Dof01 bajo condiciones de estrés por

temperatura entre B73 y Palomero Toluquefio.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Identificacién de secuencias de promotores Dof de maiz
Se accedié a la base de datos Phytozome V12 (Goodstein et al., 2012) para
obtener las secuencias de los 46 promotores Dof reportados en el genoma de
maiz B73. Se seleccionaron hasta 2000 pb rio arriba del codén de inicio de la
traduccién (CDS). Se realizdé un alineamiento local (BLAST) para la identificacion
de los promotores Dof en las bases de datos de genomas de maiz Palomero
Toluguefio (PAL) y Teosinte (TEO).

6.2. Analisis filogenético de promotores Dof

Se tomaron las secuencias de los promotores Dof de B73, asi como las
secuencias de PAL y TEO que tuvieran al menos un porcentaje de cobertura, con
respecto a su secuencia homéloga en B73, de al menos 25%. Se realizé un
analisis filogenético entre las secuencias de los promotores Dof de las tres
variedades de maiz. Se utilizé el software MEGA 7.0 (Tamura et al., 2013) para
construir un arbol filogenético con el método de Neighbor-Joining. EI nUmero de
réplicas de bootstrap se ajustd a 1000 con un modelo gamma distribuido. Se
establecid el método de eliminacion pareada para todas las posiciones de
nucleodtidos ausentes (gaps) o datos incompletos. El arbol consenso fue exportado
a formato Newick el cual se trabajoé sobre la herramienta en linea iTOL (Letunic y
Bork, 2016).

6.3. Identificacion de sitios de unioén a factores de transcripcion
Las regiones promotoras de los genes Dof se analizaron con la herramienta en
linea multiple promoter tool de PlantPAN 3.0 (Chow et al., 2016). Se identificaron
los probables sitios de union de factores de transcripcidn distribuidos a lo largo de
las secuencias de los promotores. Ademas, con la herramienta TSS Plant de
Softberry (Shahmuradov et al., 2017) se identificaron elementos regulatorios como
multiples sitios de inicio de la transcripcion (TSS) y cajas TATA. Con la finalidad de
entender las relaciones que existen entre los promotores de ambas variedades de

maiz, segun el numero y tipo de factores de transcripcidn que reconocen sus



12

secuencias, se construyd un mapa de calor con ayuda del software R y el paquete

ggpubr (Kassambara, 2020).

6.4. Densidad de la distribucién de elementos regulatorios
La posicion de los elementos regulatorios localizados en las secuencias se ajusté
de manera relativa a la posicion del TSS mas cercano al CDS. Se grafico la
distribucion de densidad de elementos regulatorios con ayuda del software R (R
Foundation for Statistical Computing, 2008) y el paquete ggpubr para cada
promotor analizado. Se realizé una clasificacion de los elementos regulatorios
distribuidos segun la hebra en la que se encuentran, la variedad de maiz en la que
se unen, asi como la clasificacion del promotor segun la presencia o ausencia de
caja TATA. También, se graficd la distribucion de densidad de las diferentes
familias de factores de transcripcibn que reconocen sitios de union en los
promotores analizados y estos se clasificaron segun la preferencia de unién de

acuerdo con la hebra de ADN.

6.5.Relacion entre secuencias de promotores y familias de factores de
transcripcion

Se construyé un mapa de calor para entender cdmo se relacionan entre si las
secuencias de los promotores analizados segun el numero y tipo de familias de
factores de transcripcién que identifican sitios de union en sus secuencias. Se
utilizaron los datos obtenidos de la herramienta multiple promoter tool de PlantPAN
3.0 para identificar tanto la posicion de unién en el promotor como la familia a la
que pertenecen multiples factores de transcripcion identificados que reconocen un
mismo sitio. EI mapa de calor se construyé con el Software R y el paquete
ComplexHeatmap (Gu et al., 2016) utilizando los datos normalizados del numero
de ocurrencias de cada factor de transcripcidon en cada promotor. Se utilizé el
método de “k-means” para el agrupamiento de los datos de promotores y factores

de transcripcion y la construccion de los dendrogramas correspondientes.
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6.6. Identificacion de regiones conservadas entre promotores de genes
paralogos

Se realizé un analisis comparativo entre las secuencias de los promotores que
logramos identificar en las tres variedades. Se representaron de manera grafica
las arquitecturas de los promotores Dof de PAL y TEO con respecto a su similitud
a B73. Se utilizé la herramienta en linea cross species de PlantPAN 3.0 (Chang
et al.,, 2008) para identificar regiones conservadas entre las secuencias. En el
grafico se incluyeron los diferentes motivos relacionados a los TFBS, los multiples
TSSs y cajas TATA localizadas y las regiones que corresponden a las regiones no

traducidas (UTR, del inglés Untranslated Region) 5’ de cada promotor.

6.7. Analisis de correlacion
Para comprender cédmo los factores de transcripcion afectan la expresion de Dof01 en
B73, tomamos un conjunto de datos de expresién del atlas de Hoopes (Hoopes et al.,
2018). Extrajimos los valores de expresion transformados (log2) de Dof01 y los
factores de transcripcién relacionados con TFBS en la secuencia del promotor Dof01,
en 79 tejidos diferentes. Hicimos una prueba de correlacion de Pearson para
encontrar los factores de transcripcién que mas afectan la expresion de Dof01 en B73
y seleccionamos aquellos con un valor absoluto superior a 0.65.

6.8. Material vegetal y tratamientos de estrés por temperatura en plantulas de

maiz palomero

Se obtuvieron semillas de maiz Palomero Toluquefio, genotipo EDMX-2233
proporcionadas por el Centro Internacional de Mejoramiento del Maiz y el Trigo
(CIMMYT). Las semillas se esterilizaron superficialmente sumergiéndolas en una
solucién de etanol al 75% durante 10 minutos, seguidas de hipoclorito de sodio al
10% (v/v) y se lavaron tres veces con agua destilada estéril. Posteriormente se
germinaron en papel filtro estéril dentro de cajas de policarbonato en condiciones
de cultivo estandar (16/8 h luz/oscuridad y 27+1°C). Se tomaron plantulas de
nueve dias y se sometieron a tratamientos de estrés por temperaturas baja (4°C) y
alta (42°C) en camaras bioclimaticas durante 12 h. Las plantulas utilizadas como

control se mantuvieron en condiciones de cultivo estandar.
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6.9. Aislamiento de RNA y analisis de expresion
Se extrajo ARN total de plantulas de 10 dias de edad usando el reactivo de Trizol
(ThermoFisher) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron tres
réplicas bioldgicas con tres plantulas cada una para cada tratamiento. El ADNc se
sintetizé con el sistema de transcriptasa inversa ImProm-II (Promega). El analisis
de la expresidon se realizd mediante PCR en tiempo real en un termociclador
Corbett RotorGene 6000 (ThermoFisher) utilizando SsoFast Eva Green Supermix
(BioRad). El gen EF1a se usdé como control endégeno y el nivel de expresion
relativa se calculd con el método 2722 (Livak y Schmittgen, 2001). Se realizaron
pruebas de Tukey y analisis de varianza para determinar las diferencias
significativas entre las medias de los tratamientos con respecto al control. Los
resultados del analisis de expresidon se representaron con el uso del software R
V3.5 utilizando el paquete ggpubr. Los resultados se compararon con los datos
reportados en el atlas de expresién de genes de maiz bajo tratamientos de estrés
(Hoopes et al., 2019) para la expresion del gen Dof01 de B73, donde las plantas

de maiz B73 se sometieron a estrés por frio (4°C) y calor (42°C).
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7. RESULTADOS

7.1. Variacion en la identidad de secuencias homologas de promotores Dof

Se obtuvieron un total de 134 secuencias de promotores Dof entre las tres
variedades analizadas (46 en B73, 43 en PAL y 45 en TEO). Se realiz6 un
alineamiento local BLAST para comparar los porcentajes de cobertura e identidad
de las secuencias de PAL y TEO con respecto a la de B73 (Tabla I). Se obtuvo un
porcentaje de cobertura de las secuencias de maiz Palomero con respecto a las
de B73 que va desde el 2% en Dof45 hasta un 96% en Dof12. Los porcentajes de
identidad tuvieron una variacion que va desde el 86.43% en Dof28 hasta un
99.57% en Dof04. No se identificaron secuencias correspondientes a los
promotores Dof03, Dof34 y Dof36. Por otra parte, entre las secuencias de Teosinte
identificadas, el porcentaje minimo de cobertura esta dado por la secuencia del
promotor Dof41 con un 2%, mientras que Dof03, 04, 08, 09, 11, 18, 37, 39 y 43
tuvieron un 100% de cobertura con respecto a sus secuencias homélogas en B73.
La identidad entre las secuencias de B73 y TEO vari6 entre 79.26% en Dof12 y un
99.8% en Dof24 y Dof39.

Tabla 1. Alineamiento local entre las secuencias de promotores Dof de B73,
palomero (PAL) y Teocinte (TEO). Se identificaron a los promotores de las
variedades de PAL y TEO con respecto a su secuencia homologa en B73. Se
nombré a los promotores de PAL y TEO de acuerdo con su secuencia homéloga
en B73. Se indican el porcentaje de identidad y el porcentaje de cobertura (Cob)
de cada secuencia con respecto a B73. En color rojo se marcan las secuencias
descartadas para posteriores analisis. Las secuencias sombreadas en color gris
son aquellas que estan representadas por las tres variedades, nombre de
identificacién del gen Dof para el parental B73 (ID).

90
53
100
100
84
93

Nombre B73 ID Nombre PAL Identidad Cob Nombre TEO Identidad Cob
ZmB73_Dof01 AC155434.2 FGT006 ZmPAL_Dof01 97.86 40 ZmTEO_Dof01 92.89
ZmB73_Dof02 GRMZM2G009406 ZmPAL_Dof02 93.36 24 ZmTEO_Dof02 93.7
ZmB73_Dof03 GRMZM2G146283 ZmPAL_Dof03 ZmTEO_Dof03 98.26
ZmB73_Dof04 GRMZM2G327189 ZmPAL_Dof04 99.57 26 ZmTEO_Dof04 92.49
ZmB73_Dof05 GRMZM5G880268 ZmPAL_Dof05 95.26 10 ZmTEO_Dof05 90.98
ZmB73_Dof06 GRMZM2G089949 ZmPAL_Dof06 96.27 24 ZmTEO_Dof06 98.65
ZmB73 Dof07 GRMZM2G378490 ZmPAL Dof07 96.03 52 ZmTEO Dof07
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ZmB73_Dof08
ZmB73_Dof09
ZmB73_Dof10
ZmB73_Dof11
ZmB73_Dof12
ZmB73_Dof13
ZmB73_Dof14
ZmB73_Dof15
ZmB73_Dof16
ZmB73_Dof17
ZmB73_Dof18
ZmB73_Dof19
ZmB73_Dof20
ZmB73_Dof21
ZmB73_Dof22
ZmB73_Dof23
ZmB73_Dof24
ZmB73_Dof25
ZmB73_Dof26
ZmB73_Dof27
ZmB73_Dof28
ZmB73_Dof29
ZmB73_Dof30
ZmB73_Dof31
ZmB73_Dof32
ZmB73_Dof33
ZmB73_Dof34
ZmB73_Dof35
ZmB73_Dof36
ZmB73_Dof37
ZmB73_Dof38
ZmB73_Dof39
ZmB73_Dof40
ZmB73_Dof41
ZmB73_Dof42
ZmB73_Dof43
ZmB73_Dof44
ZmB73_Dof45
ZmB73 Dof46

GRMZM2G463525
GRMZM2G449950
GRMZM2G435475
GRMZM2G123900
GRMZM2G178767
GRMZM2G456452
GRMZM2G134545
GRMZM2G451771
GRMZM2G089850
GRMZM2G114998
GRMZM2G131897
GRMZM2G135703
GRMZM2G371058
GRMZM2G162749
GRMZM2G171852
GRMZM2G010290
GRMZM2G084130
GRMZM2G108865
GRMZM2G061292
GRMZM2G017470
GRMZM2G093725
GRMZM2G140694

AC233935.1_FGTO005

GRMZM2G144188
GRMZM2G011832
GRMZM2G144172
GRMZM2G064655
GRMZM2G179069
GRMZM2G137502
GRMZM2G394973
GRMZM2G042218
GRMZM2G045678
GRMZM2G138455
GRMZM2G142718
GRMZM2G394941
GRMZM2G589696

AC209819.3_FGTO009

GRMZM2G082490
GRMZM2G176063

ZmPAL_Dof08
ZmPAL_Dof09
ZmPAL_Dof10
ZmPAL_Dof11
ZmPAL_Dof12
ZmPAL_Dof13
ZmPAL_Dof14
ZmPAL_Dof15
ZmPAL_Dof16
ZmPAL_Dof17
ZmPAL_Dof18
ZmPAL_Dof19
ZmPAL_Dof20
ZmPAL_Dof21
ZmPAL_Dof22
ZmPAL_Dof23
ZmPAL_Dof24
ZmPAL_Dof25
ZmPAL_Dof26
ZmPAL_Dof27
ZmPAL_Dof28
ZmPAL_Dof29
ZmPAL_Dof30
ZmPAL_Dof31
ZmPAL_Dof32
ZmPAL_Dof33
ZmPAL_Dof34
ZmPAL_Dof35
ZmPAL_Dof36
ZmPAL_Dof37
ZmPAL_Dof38
ZmPAL_Dof39
ZmPAL_Dof40
ZmPAL_Dof41
ZmPAL_Dof42
ZmPAL_Dof43
ZmPAL_Dof44
ZmPAL_Dof45
ZmPAL Dof46

96.72
95.37
90.65
98.77
87.28
88.81
94.48
91.53
93.99
97.71
91.29
91.98
90.18

94.9
93.87
98.78
96.16
94.79

96.9
92.74
86.43
95.94
99.25
93.05
94.69
94.73

97.42

97.32
91.66
97.36
90.94
100
95.51
89.59
99.4
97.62
99.89

52
46
54
48
96
21
15
85
58
47
36
86
16
66
85
44
42
95
30
47
40
50
52
64
49
44

32

31
89
42
29
49

39
31

44

ZmTEQO_Dof08
ZmTEQO_Dof09
ZmTEO_Dof10
ZmTEO_Dof11
ZmTEO_Dof12
ZmTEO Dof13
ZmTEO_Dofl14
ZmTEO Dof15
ZmTEO_Dof16
ZmTEO_Dof17
ZmTEO_Dof18
ZmTEO_Dof19
ZmTEO_Dof20
ZmTEO_Dof21
ZmTEO_Dof22
ZmTEO Dof23
ZmTEO_Dof24
ZmTEO_Dof25
ZmTEO_Dof26
ZmTEO_Dof27
ZmTEO_Dof28
ZmTEO Dof29
ZmTEO_Dof30
ZmTEO_Dof31
ZmTEO_Dof32
ZmTEQO_Dof33
ZmTEO_Dof34
ZmTEQO_Dof35
ZmTEO_Dof36
ZmTEO_Dof37
ZmTEO_Dof38
ZmTEO_Dof39
ZmTEO_Dof40
ZmTEO_Dof4l
ZmTEO_Dof42
ZmTEO_Dof43
ZmTEO_Dof44
ZmTEO_Dof45
ZmTEO Dof46

97.28
98.36
89.23
98.01
79.26
86.54
92.02
92.29
96.65
88.73
96.41
93.41

88.4
93.74
95.35
92.25
99.81
95.69
96.89
94.03
94.58
91.28
96.45
95.42
94.62
91.87
99.62
88.79
95.76
93.32
94.51

99.8
90.97
91.84
97.59
94.11
96.07
91.22
94.87

100
100
99
100
15

89
53

99
100
97
59
85
99
40
26
97
55
91
52
97
89
29
96
75
98
83
96
100
92
100
82

54
100
88
84
93
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7.2.Los promotores de genes paralogos divergen en funcionalidad

Se obtuvieron un total de 93 secuencias de promotores Dof de las cuales 46
fueron de B73, 16 de PAL y 29 de TEO (secuencias sombreadas en color gris en
Tabla ). Con las secuencias seleccionadas se construy6 el arbol filogenético (

Figura 1). En el arbol se agrupan las secuencias conforme a su similitud, por
ejemplo, las secuencias homdlogas entre variedades son parte del mismo clado.
Sin embargo, es preciso mencionar que algunas de las secuencias de promotores
Dof de B73 que dirigen la expresidén de genes paralogos, pueden no encontrarse
en el mismo grupo de miembros. Por ejemplo, el promotor Dof05 de Teosinte esta
agrupado junto a las secuencias de Dof23 de B73 y PAL en lugar de agruparse
con Dof05 de B73. Por su parte ZmB73_Dof05 esta agrupado con ZmB73_Dof42,
mientras que la secuencia que dirige la expresion del gen paralogo en B73, Dof35,

se encuentra agrupada en un clado separado.
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Figura 1. Analisis filogenético de las secuencias de promotores Dof de maiz B73,
palomero (PAL) y Teocinte (TEO). Los promotores de genes paralogos estan
indicados con letra negrita y ramas mas gruesas. El tamafio del circulo rojo en
cada nodo representa el soporte de réplicas de bootstrap del analisis, el cual esta
indicado en la leyenda en la parte superior izquierda.

7.3.La caja TATA influye en la distribucion de elementos regulatorios
Se realizd6 un grafico de densidad de distribucién de elementos regulatorios
presentes en los promotores Dof (Figura 2). En él, podemos determinar la
probabilidad de encontrar un elemento cis a lo largo de la secuencia de los
promotores. Los graficos fueron clasificados segun la variedad de maiz (B73, PAL
o TEO), el tipo de promotor (TATA+ o TATA-) y la hebra en donde se localiza el
elemento regulatorio. La posicion de cada uno de los elementos regulatorios se
representa con barras de color en la parte inferior de cada gréafico. La escala
inferior representa la distancia relativa al TSS mas cercano al ATG. La escala

lateral izquierda, representa la probabilidad o funcion de densidad.
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Figura 2. Distribucion de densidad de elementos cis en promotores Dof de maiz.
Los graficos representan la probabilidad de localizar un elemento cis en una
posicion determinada. La escala inferior indica la posicion relativa en la secuencia
de los promotores con respecto a la posicién del TSS (0) mas cercano al ATG.

Las secuencias de los promotores clasificados como TATA- presentan una
distribucion mas amplia de elementos regulatorios a lo largo de toda la secuencia,
extendiéndose incluso hasta posiciones que superan los 500 pb rio arriba del TSS
en B73 y TEO. En el caso de las secuencias de maiz Palomero, la distribucién de
elementos regulatorios alcanza picos de maxima densidad, contrario a lo
observado en B73 y TEO. Sin embrago, la densidad de elementos cis en palomero
es claramente menor a lo localizado en las otras dos variedades. Por otra parte,
los elementos regulatorios presentes en promotores tipo TATA+, se distribuyen en
areas mas estrechas formando picos de mayor densidad. En las tres variedades
se observan estos picos de maxima densidad en la hebra positiva en torno al TSS

y disminuyen después de los 250 pb rio arriba. Sin embargo, en la hebra anti
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sentido, se puede observar que el mayor pico de densidad se alcanza después de
los 500 pb rio arriba del TSS. Ademas, en el caso de B73 y PAL, estos picos
tienen un area de distribucion mayor con respecto a sus contrapartes en las

hebras positivas del DNA.

7.4.Los elementos regulatorios cis no se distribuyen aleatoriamente
Se realizd un gréafico de distribucién de densidad de los sitios de uniéon que son
reconocidos por factores de transcripcion segun la familia a la que pertenecen
(Figura 3). Algunas de las familias de factores de transcripcién tienen preferencia
de union a ciertas posiciones relativas a la posicion del TSS, mostrando picos de
maxima densidad. También, el comportamiento en la distribucién de estos
elementos regulatorios responde a la hebra de unién al DNA. Las familias AT-
Hook, B3, bHLH y GATA, se distribuyen de forma similar en ambas cadenas,
indicando que estos elementos cis no tienen una preferencia de unidén que difiera
entre ambos sentidos. Sin embargo, el resto de las familias de factores de
transcripcion mantienen un comportamiento distinto en la distribucién segun la

hebra a la que se unen.
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Figura 3. Distribucion de densidad de elementos regulatorios cis en promotores
Dof clasificados por familia segun la cadena a la que se unen. En azul se muestra
la hebra antisentido y en rojo la hebra sentido.

7.5. Tres familias de factores de transcripcion estan sobre representadas
Se identificaron un total de 29 familias de factores de transcripciéon distintos, las
cuales reconocen 31,540 sitios de union en los 93 promotores analizados. En la
Figura 4 se muestra la relacion entre promotores de acuerdo al numero y tipo de
factores de transcripcion que se unen a ellos. Los factores de transcripcidon estan
clasificados segun la familia a la que pertenecen y estan agrupados en el
dendrograma superior en tres principales grupos (A-C) segun su similitud con
respecto a la media de los datos de la columna correspondiente. Ademas, en la
parte superior de cada columna del heatmap se presenta, como grafico de barras,
la suma de ocurrencias que tiene cada familia de factores de transcripcion en los

promotores. Los factores de transcripcion con mayor presencia en los promotores
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Dof pertenecen a las familias bHLH, ERF y bZIP, con 4140, 3714 y 3258
ocurrencias, respectivamente, todas pertenecientes al grupo A. Por otra parte, los
factores de transcripcién menos representados pertenecen a las familias LBD y trp
con 27 y 31 ocurrencias entre los 93 promotores, del grupo B y C,

respectivamente.
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Figura 4. Ocurrencias de TFBS e
transcripcion.
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promotores Dof por familia de factores de

Por otra parte, los promotores se dividen en tres principales grupos (1-3) segun su
relacion en cuanto al tipo y numero de factores de transcripcion que reconocen
sitios de union en sus secuencias. El grupo 3 es el mas abundante y contiene 46
secuencias de promotores Dof, de las cuales 29 pertenecen a B73. Sdélo 15
secuencias de TEO y dos de PAL forman parte de este grupo. El segundo grupo

mas abundante (2) esta conformado por 12 secuencias de PAL, 10 de TEO y sélo
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cuatro de B73, mientras que el grupo con menos miembros (1) se compone de 13
secuencias de B73, cuatro de PAL y cuatro de TEO. El promotor Dof17 de TEO
(grupo 1) es el que mayor numero de ocurrencias de factores de transcripcion
posee con un total de 728, mientras que el promotor con el menor numero de
ocurrencias corresponde a Dof40 de TEO con un total de 67 (grupo 2).

Debido a la formacién de grupos de promotores y de factores de transcripcion, se
pueden identificar nueve clusters. El cluster 1A se caracteriza por aquellos
promotores del grupo 1 que contienen el mayor numero de ocurrencias por arriba
de la media de cada factor de transcripcion de las familias bZIP, bHLH, GATA,
SBP, AP2, GeBP, TCP, ERF, E2F DP, CAMTA y TALE. En cambio, el grupo 3 de
promotores tiene un mayor numero de ocurrencias de sitios de union para los
factores de transcripcion del grupo B y C. El grupo 2 de promotores se caracteriza
por tener ocurrencias de factores de transcripcion que estan en torno a la media

de ocurrencias entre todos los promotores.

7.6.Los promotores presentan regiones de elementos cis conservados entre
variedades

Se realizé la comparacion entre las secuencias de promotores Dof de las tres
variedades de maiz y se representd de manera grafica su arquitectura (

Figura 5). Las comparaciones se realizaron entre cada promotor de Palomero y
Teosinte con respecto a su secuencia homodloga en B73. De manera grafica se
represento la posicion y el tipo de motivo localizado, asi como los diferentes TSSs
y cajas TATA distribuidas a lo largo de las secuencias. También, se sefiala la
longitud del 5 UTR de cada promotor y las regiones que se encuentran
conservadas entre pares de secuencias homologas. En las diferentes
arquitecturas, se puede apreciar que existen regiones de elementos regulatorios
que presentan el mismo orden entre las diferentes variedades. La principal
distinciéon, es la ubicacion relativa de los elementos cis con respecto al TSS
principal, debido a la presencia de regiones de insercion/delecion (indels). Por
ejemplo, en la

Figura 5A se presenta una regiéon de 179 pb en la secuencia del promotor Dof01

de B73 que esta ausente en las secuencias de Palomero y Teosinte. Otra
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diferencia que podemos localizar en las secuencias es el numero de TSSs
distribuidos, asi como las cajas TATA asociados a estos. Por ejemplo, en la region
antes mencionada, existe una caja TATA en B73 que no esta presente en la
secuencia de PAL pero que si se localiza en TEO. Sin embargo, tanto PAL como
TEO, contienen una caja TATA asociada al TSS principal que no esta presente en
B73.
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Figura 5. Arquitectura de promotores Dof de tres variedades de maiz. Unicamente
se representaron las secuencias que se obtuvieron de las tres variedades (B73,
PAL y TEO). La flecha de mayor tamafo representa al TSS mas cercano al ATG.
El resto de flechas representan los TSSs alternativos localizados en cada
secuencia. Las lineas verticales con figuras de colores en su extremo superior,
representan los diferentes motivos o TFBS distribuidos en los promotores. Las
regiones sombreadas de color gris, representan las regiones que estan
conservadas entre pares de secuencias. A) Dof01; B) Dof08; C) Dof11; D) Dof17;
E) Dof19; F) Dof21; G) Dof25; H) Dof27; I) Dof30; J) Dof31; K) Dof33; L) Dof46.

De la misma manera, es posible apreciar que las regiones conservadas entre los
pares de secuencias analizados se encuentran desplazados de manera
significativa. Por ejemplo, la region que comprende desde los 203 pb hasta los -
1000 pb en B73 tiene un alto porcentaje de similitud con la region que va desde
los -500 hasta -1600 pb en TEO (

Figura 5H). En esta region, se aprecian el mismo numero, tipo y posicion de
elementos cis compartidos entre ambas variedades, sin embargo, las posiciones
de los TSSs son diferentes.

En el Anexo A se encuentra la Tabla IV donde se relacionan los diferentes motivos
localizados en los promotores analizados, asi como la simbologia implementada

en los graficos de arquitectura de los promotores.

7.7.El promotor del gen Dof01 de B73 presenta un elemento de
insercion/delecion con respecto a PALYy TEO

Se realizdé un analisis detallado de la arquitectura del promotor Dof01 a través de
un alineamiento multiple de las secuencias homologas de Dof01 en B73, PAL y
TEO (Anexo B). En el alineamiento se identifican todas las regiones conservadas
entre las tres secuencias de promotores analizadas, asi como las familias de
factores de transcripcion que reconocen sitios de union en ellas. En el
alineamiento se tomdé en cuenta unicamente la hebra sentido. En total se
identificaron 55 TFBS, de los cuales 22 son compartidos entre las tres secuencias,
10 se encuentran presentes entre B73 y PAL, tres entre B73 y TEO vy siete de

estos se comparten entre PAL y TEO. En el caso de B73, este presenta tres TFBS
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que estan presentes en la regién indel de 179 pb, mientras que en PAL existen 2
TFBS que sélo estan presentes en su secuencia. Por otra parte, Teosinte contiene
ocho TFBS que no comparte con las otras dos secuencias homodlogas. Los
diferentes factores de transcripcion que pertenecen a las familias identificadas y
que reconocen sitios de unidén en la secuencia del promotor Dof01 en las tres
variedades, se enlistan en la Tabla IV contenida en el Anexo C. Se identificaron un
total de 250 factores de transcripcion distintos que reconocen sitios de union tan

solo en la hebra sentido en las tres secuencias del promotor Dof01 analizadas.

7.8.Los TFBS presentes en el promotor Dof01 de B73 estan relacionados con
la respuesta a estrés por temperatura
Para entender como los factores de transcripcién que se unen al promotor Dof01
de B73 influyen en la expresion de este factor de transcripcion, se realizé6 un
analisis de correlacion de Pearson (
Figura 6). El analisis de correlacion muestra como esta correlacionada la
expresion de los 9 factores de transcripcidn que potencialmente influyen mas en la

expresion de Dof01 en B73.
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Figura 6. Analisis de correlacion de Pearson entre la expresion de factores de
transcripcion y la expresiéon de Dof01 en B73.

En los diferentes graficos se aprecia que la correlacion entre la expresion de los
diferentes factores de transcripcion con respecto a la expresion de Dof01 es
positiva y significativa, excepto con el gen GRMZM2G003715, el cual presenta
una correlacion negativa con la expresion de Dof01. Este gen pertenece a la
familia de factores de transcripcion NAC y se ha identificado como el gen
ZmNAC61, de acuerdo a la base de datos de grassius.org. En la Tabla Il se
especifican los nombres de los diferentes factores de transcripcion que se
identificaron mediante el analisis de correlacion. También se muestra su

identificador y la familia a la que pertenecen.
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Tabla Il. Nombre y familia a la que pertenecen los factores de transcripcion
asociados a la expresion de Dof01.

TF Familia Nombre
GRMZM2G059939 AP2/B3 ZMmEREB162
GRMZM2G033570 EIN3 ZmEIL1
AC194965.4_FGO004 GATA ZMmGATA12
GRMZM2G055243 Homeodomain ZmHB72
GRMZM2G131476 Homeodomain ZmHB121
GRMZM2G046885 MADS box ZmMADS73
GRMZM2G049695 Myb/SANT ZmMYBR24
GRMZM2G084583 Myb/SANT ZmMYB38
GRMZM2G003715 NAC/NAM ZmNAC61

También se comparé la expresién de Dof01 en respuesta a estrés abidtico, con
relacion a la expresion de cada uno de los factores de transcripcion mencionados
en la Tabla Il. En la Figura 7 se muestra el nivel de expresion del gen Dof0O1 de
B73 en respuesta a diferentes factores de estrés abidtico como sequia, salinidad y
temperatura. En la Figura 7 se representan diferentes partes de plantas de maiz
que fueron analizadas bajo los tratamientos antes mencionados. El color esta
asociado al nivel de expresion de Dof01 con respecto a la expresion de los otros
genes analizados, donde el color rojo indica una sobre expresién, el color azul
indica una sub regulacion y el color amarillo representa que no hay cambios en la

expresion del gen Dof01.
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Figura 7. Datos de expresion de Dof01 en relacion a otros factores de
transcripcion bajo tratamientos de estrés abidtico.

En la Figura 7A, se muestra la expresion de Dof01 en relacion al gen
ZMmEREB162. La expresion de Dof01 se ve reducida hasta 2.5 veces en el tejido
de raiz bajo los tratamientos de sequia. Asi mismo, el tratamiento de estrés por
temperatura alta muestra una disminucion de la expresion de Dof01. Por el
contrario, la expresién de este gen se ve aumentada hasta 2.5 veces debido al
tratamiento de salinidad y frio.

En comparacién con la expresion del gen ZmEIL1, Dof01 muestra una disminucién
en su expresidon debido a los tratamientos de sequia y frio, pero aumenta debido a

los tratamientos de calor y salinidad Figura 7B.
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Con respecto al gen ZmGATA12, la expresion de Dof01 no se ve afectada mas
que por el tratamiento de salinidad, donde su expresion aumenta hasta 3 veces
(Figura 7C).

Los niveles de expresién de Dof01 se ven reducidos hasta 1.2 veces con respecto
al gen ZmHB72 en todos los tratamientos (Figura 7D). Por otra parte, el gen Dof01
es sobre expresado debido a salinidad con respecto al gen ZmHB121, pero su
expresion disminuye en los tratamientos de estrés por sequia y frio (Figura 7E). En
el caso de la respuesta de Dof01 con respecto al gen ZmMADS73 (Figura 7F), no
parece presentar cambios bajo ninguno de los tratamientos.

Al comparar la expresion del gen Dof01 con respecto al gen ZmMYBR24, se
aprecia que el primero disminuye hasta 1.2 veces debido a los tratamientos de
salinidad, sequia y temperatura baja, pero aumenta debido a temperatura alta
(Figura 7G). En cuanto a la comparacién con el gen ZmMYB38, las principales
respuestas se ven debido a los tratamientos de salinidad y frio, donde los niveles
de expresion de Dof01 aumentan, mientras que, debido al tratamiento de sequia,
disminuyen. Por ultimo, la expresion de Dof01 se ve disminuida hasta 1.1 en todos
los tratamientos, excepto a las 24 horas de tratamiento de sequia a -0.8 MPa,

donde el gen se sobre expresa.

7.9.La respuesta de Dof01 a estrés por temperatura difiere entre B73 y PAL
Para comprender cdémo responden los genes Dof al estrés por temperatura,
sometimos las plantas de PAL a los tratamientos de frio (4°C) y calor (42°C).
Analizamos la expresién del gen Dof01 en los tejidos de hoja, tallo y raiz de
plantulas de 10 dias de edad y comparamos estos resultados con los datos de
expresion de estrés por frio y calor de B73 del atlas de Hoopes. En la Figura 8 se
muestra la expresion del gen Dof01 en los tejidos de hoja, tallo y raiz en
condiciones de estés por temperatura baja y alta comparados contra las
condiciones normales de cultivo (control). En el tejido de hoja, Dof01 se sobre
expresa significativamente con respecto al control debido al tratamiento con frio,
mientras que se reprime significativamente debido al efecto del estrés por calor.

En el caso del tallo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
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con respecto al control. Por otro lado, en el tejido de raiz, el gen Dof01 se sobre
expresa significativamente mas de diez veces con respecto al control, asi como
por el efecto del tratamiento de estrés por calor, cuya expresion esta ligeramente
reprimida con respecto al tratamiento control, pero sin ser significativa
estadisticamente.

ZmPAL Dof01
Hoja I l Tallo I I Raiz
Anova, p = 6.5e-05 Anova, p = 0.17 Anova, p 52.8(-3—05

o

Tratamiento

BE Ctrl
Ed 4°C
B3 42°C

Nivel de expresion

b b
0
Ctrl 4°C 42°C Ctrl 4°C 42°C Ctrl 4°C 42°C
Tratamiento

Figura 8. Expresion del gen Dof01 en plantulas de maiz Palomero bajo
tratamientos de estrés por temperatura.

Si comparamos el comportamiento de la expresiéon de Dof01 reportado en B73
bajo las mismas condiciones de cultivo, tal como se muestra en la Figura 7, se
puede apreciar que el gen Dof01 se comporta de manera contraria a lo que
muestra el mismo gen en las plantulas de maiz Palomero. El gen Dof01 en B73 se
reprime en condiciones de crecimiento a 4°C mientras que se sobre expresa

debido a temperatura de 42°C.
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8. DISCUSION

Determinar en qué tejido y como un gen es transcrito son dos de las incognitas
que surgen cuando se habla de regulacion de la expresiéon. Una pequeia
aproximacion, es entender cuales son las relaciones que existen entre promotores,
factores de transcripcion y la distribucion de elementos regulatorios a lo largo de
las secuencias no codificantes que regulan la expresiéon de un gen (Yu etal.,
2016). La regulacion de la expresion esta sujeta a las interacciones entre los
elementos regulatorios cis y frans con la maquinaria basal de la transcripcién,
liderada principalmente por la RNA pol Il (Butler y Kadonaga, 2002; Smale y
Kadonaga, 2003). Las diferentes combinaciones de elementos regulatorios dan
lugar a diferentes niveles de respuesta en la expresion de un gen, ya sea para
transcribirlo o reprimirlo (Gonzalez, 2016). Estos tipos de respuesta variaran segun
el 6rgano, tejido, etapa de desarrollo y al ambiente en el que habita un organismo.
Estas diferencias son las que dan lugar a los fenotipos y los cambios evidentes
que vemos entre variedades de una misma especie a través del curso de la
evolucién y como efecto de la mano del hombre (Tirosh et al., 2009).

En este trabajo, se realiz6 un analisis comparativo entre las secuencias de los
promotores que regulan la expresion de la familia de factores de transcripcion Dof.
Si bien, se cree que esta familia surgié durante las primeras formas de vida
vegetales como las microalgas (Bowman etal.,, 2017; Moreno-Risueno et al.,
2007), a lo largo de la historia de la evolucion se han multiplicado los miembros
pertenecientes a ella y cada paso de duplicacion conlleva a la adquisicion,
pérdida, mantenimiento o complementariedad de una funcion (Shigyo et al., 2007).
Para entender como el proceso de domesticacidon del maiz influydo en la
conservacion y funcionalidad de las secuencias no codificantes que regulan la
expresion de los genes Dof, se tomaron tres variedades de maiz que han tenido
destinos evolutivos diferentes: Teosinte, Palomero Toluquefio y B73. Se cree que
el maiz, tal como lo conocemos, se origind a través de los afos por la

domesticacién del Teosinte, considerado como el ancestro silvestre.
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Una de las principales limitantes de este trabajo fue la disponibilidad de
informacion adecuada para realizar analisis mas detallados sobre los promotores
de las tres variedades para los 46 miembros de la familia de factores de
transcripcion Dof. A pesar de que los genomas de maiz B73 y Palomero Toluquefo
se secuenciaron por primera vez en 2009 (Schnable et al., 2009; Vielle-Calzada
et al., 2009), el interés comercial que presenta la variedad hibrida ha llevado a
estudiar mas a fondo su genoma y a establecerlo como un punto de referencia en
los estudios de gendmica. A la fecha, la versibn mas resiente del genoma de maiz
B73 (V4) difiere por mucho, en calidad y amplitud a la unica versiéon de maiz
Palomero Toluquefo. Las secuencias de los promotores Dof en la raza ancestral
de maiz, disponibles en el genoma secuenciado, son de 43 de las 46 secuencias
de maiz B73 utilizadas como referencia. Sin embargo, la informacion util
disponible de estas se mantuvo con coberturas menores al 50% del total de la
longitud de cada secuencia comparada (2000 nt), encontrando Unicamente
fragmentos de secuencias que no son aptos para los analisis realizados. Sin
embargo, es interesante observar que el porcentaje de identidad entre las
secuencias comparadas se mantiene por encima del 90%. Este parametro es un
indicador de la divergencia que existe entre cada par de secuencias analizadas y
que aquellas secuencias que son homdlogas difieren entre si en un porcentaje
muy bajo. Una de las principales cuestiones que surgen al analizar este tipo de
informacion es si ¢jeste tipo de diferencias afectan a regiones potencialmente
conocidas como reguladoras de la expresién? O ¢ afectan a regiones intergénicas
que no estan asociadas a este proceso?

Con respecto a Teosinte, su genoma fue secuenciado en el afio 2017 (N. Yang
etal., 2017) y desde entonces también cuenta con una unica version. Sin
embargo, la tecnologia implementada para su secuenciacion es mas avanzada
que la utilizada con Palomero. Este hecho permiti6 contar con un genoma mas
completo y de mejor calidad, lo que a su vez hizo posible la identificacion de 45 de
las 46 secuencias de promotores Dof que se buscaron utilizando a B73 como

referencia. En este aspecto, los porcentajes de cobertura superan en su mayoria
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al 70%, permitiendo encontrar fragmentos de secuencias de promotores Dof mas
largas. Incluso, son nueve los casos en los que se conté con un 100% de
cobertura de las secuencias con respecto a su par homologo en B73. En cuanto a
su porcentaje de identidad, también fue posible determinar que este es mayor al
90%, lo que conlleva al mismo planteamiento sobre la conservacion en la
funcionalidad de sus secuencias regulatorias.

Al realizar los analisis filogenéticos es posible apreciar que practicamente todas
las secuencias homélogas se agrupan entre si. Sin embargo, un hecho interesante
es la division que existe entre, lo que se considera como secuencias paralogas en
B73. Las secuencias paralogas fueron descritas en 2015 por Chen y Cao, quienes
determinaron que en el genoma de maiz B73 existen 46 genes Dof y entre ellos se
encuentran 12 pares de secuencias paralogas que surgieron por eventos de
duplicacién del genoma. Este tipo de eventos evolutivos ocurrieron millones de
afos atras (Chen y Cao, 2015; Gaut y Doebley, 1997), posterior a los eventos de
especiacion del maiz, por lo que las tres variedades analizadas deben contar con
el mismo grupo de genes paralogos. Sin embargo, es posible que sus secuencias
regulatorias o promotores hayan tenido una mayor divergencia durante estos
eventos de duplicacion, dando lugar posteriormente a las diferentes variedades y
fenotipos que conocemos actualmente del maiz, cada uno adaptado a condiciones
de crecimiento distintas.

Dos de los elementos mas importantes en el proceso de transcripcién son el sitio
de inicio de la transcripcion y la caja TATA. Algunos estudios indican que los genes
pueden ser regulados por multiples TSS (Mejia-Guerra et al., 2015; Schor et al.,
2017; Yamamoto et al., 2011), cada uno dando lugar a transcritos alternos que no
son precisamente funcionales y por lo tanto no llegan a ser traducidos. En 2015,
Mejia-Guerra y colaboradores realizaron un analisis completo del genoma de maiz
B73 y Mo17 para identificar los TSS predominantes, aquellos que se encargan de
la transcripcion primaria del gen que regulan, y los TSS alternos (Mejia-Guerra
etal.,, 2015). En este estudio encontraron que la mayoria de los elementos

regulatorios se encuentran distribuidos en torno al TSS y que esta caracteristica
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esta asociada a la presencia de cajas TATA. Ademas, asocian la relacion que
existe entre el numero de elementos cis, su densidad en torno al TSS y el tipo de
expresion de un gen (constitutiva o inducible). De acuerdo a los resultados
obtenidos en este trabajo, el comportamiento en la distribucion de elementos
regulatorios a lo largo de los promotores Dof, esta asociado al tipo de promotor
(TATA+/TATA-). Esta caracteristica puede estar directamente relacionada con el
tipo y nivel de respuesta ante estimulos medio ambientales en los promotores
analizados. Sin embargo, no se dispone de datos de expresion de las tres
variedades que pueda servir para un analisis comparativo de la respuesta de los
genes bajo circunstancias similares. Otros reportes, como el de Yamamoto y
colaboradores (2011), mencionan que los promotores tienen ciertas caracteristicas
asociadas a la presencia de la caja TATA, como por ejemplo, la distancia desde el
TSS al CDS, la densidad de elementos regulatorios, el nivel de expresion y el tipo
de expresioén (constitutiva o inducible) (Yamamoto et al., 2011).

La comparacion entre secuencias de promotores Dof de las tres variedades
analizadas demostré que el tipo de promotor afecta principalmente a la densidad
de distribucién de elementos regulatorios a lo largo de su secuencia y que estos
pudieran predominar de manera distinta segun la hebra que se analice. También,
se encontré una asociacion entre la posicién en la que se une un factor de
transcripcion y la cadena de DNA. De la misma manera que reportan Yamamoto y
colaboradores (2007), algunos elementos regulatorios tienen preferencia segun el
sentido de la secuencias del motivo que reconocen y la distancia al TSS
(Yamamoto, Ichida, Matsui, et al., 2007; Yamamoto et al., 2011). También, fue
posible identificar que en maiz Palomero y en Teosinte, la densidad de elementos
regulatorios a lo largo del fragmento de secuencia analizado fue mayor en
promotores tipo TATA+ que promotores TATA-, en comparacion con las secuencias
de maiz B73 donde no se observa una clara diferencia en la densidad de
elementos regulatorios segun el tipo de promotor. Estos resultados corroboran lo
encontrado en otras especies como Arabidopsis y arroz, donde se afirma que

ciertos motivos tienen preferencias por posiciones especificas relativas al TSS
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(Srivastava et al., 2014; Yamamoto, Ichida, Abe, et al., 2007; Yamamoto, Ichida,
Matsui, et al., 2007). Esto se debe principalmente a que, dependiendo el tipo de
promotor, el tipo, numero y distribucion de elementos regulatorios va a ser distinto
debido a los diferentes mecanismos de activacion de la transcripcion, segun varie
la expresion de manera espacio-temporal (Nicole Marie Creux etal., 2008;
Yamamoto et al., 2011).

De acuerdo a la base de datos de PlantTFDB, el numero de familias de factores
de transcripcion encontrados en plantas es de 58. En los analisis realizados a las
secuencias de promotores Dof de maiz se identificaron un total de 29 familias de
factores de transcripcidn cuyos miembros reconocen sitios de unidén en las
secuencias de los promotores y que potencialmente son los responsables de la
regulacion de la expresion de los genes Dof. Las familias que reconocen un mayor
numero de motivos o sitios de union en las secuencias de los promotores Dof son
bHLH, bZIP y ERF, quienes poseen el mayor numero factores de transcripcion que
pertenecen a estas familias, 308, 216 y 204 proteinas, respectivamente,
identificados en maiz.

La familia de factores de transcripcion bHLH es una familia que ha sido bien
caracterizada en organismos eucariotas, principalmente en mamiferos y que
normalmente se une a los promotores en forma de homodimeros o heterodimeros
(Toledo-Ortiz et al., 2003). De acuerdo a Zhang y colaboradores (2018), los
miembros de la super familia de factores de transcripcion bHLH caracterizados en
maiz, estan implicados en multiples procesos fisioldgicos relacionados al
crecimiento y desarrollo de las plantas (Zhang et al., 2018). Sin embargo, en
estudios realizados en Arabidopsis y arroz, también se les conoce por su
participacion en procesos como la germinacion, regulacién de la floracion y
respuestas a estrés (Zhang et al., 2018). Este tipo de respuestas también estan
asociadas a la actividad de los factores de transcripcion Dof, por lo que
seguramente, los miembros de la familia bHLH juegan un papel determinante
durante la activacién de genes Dof para la regulacion de procesos asociados a los

antes mencionados.
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Los factores de transcripcion de la familia bZIP han sido ampliamente
caracterizados principalmente en Arabidopsis, donde se ha encontrado su relacion
con procesos como la defensa de la planta ante patdgenos, sefalizacion mediada
por luz y condiciones de estrés, maduracion de la semilla y desarrollo de la flor
(Jakoby et al., 2002).

Por su parte, los miembros de la familia de factores de transcripcion ERF han sido
relacionados con la regulacion de genes asociados a procesos como crecimiento y
desarrollo de la planta, asi como a la respuesta a diferentes estimulos
medioambientales, transduccion de sefiales mediadas por hormonas, respuesta a
estrés biotico y abidtico y regulacion del metabolismo en diferentes especies de
plantas como Arabidopsis, tabaco y arroz (Nakano et al., 2006).

La relacion que guardan los promotores Dof analizados en las tres variedades, con
respecto al contenido en el numero y tipo de factores de transcripcién que se unen
a sus secuencias se ve reflejada en el dendrograma representado en la Figura 4.
En este, es posible apreciar que los pares de secuencias homodlogas entre
variedades se agrupan entre si, salvo algunos casos en PAL o TEO que pueden
verse influenciados por el tamafo de secuencia empleado durante el andlisis en
comparacion con las de B73. Sin embargo, esta aproximacion indica que, a pesar
de las diferencias entre el porcentaje de similitud que existen entre las secuencias,
el numero y tipo de elementos regulatorios, en este caso, familias de factores de
transcripcion que reconocen sitios de unién en los promotores Dof se mantiene en
gran medida entre las tres variedades.

Para lograr entender mas a detalle las diferencias y similitudes entre secuencias
de promotores homdlogas, se representd la arquitectura de 12 tripletes de
promotores Dof homdlogos. Aqui fue posible identificar el grado de conservacion
de elementos cis que existen, asi como las diferencias entre las secuencias
analizadas. La principal caracteristica que muestran estas secuencias es la
distribucion de elementos regulatorios en posiciones relativas al TSS distintas
entre si, pero manteniendo grupos de elementos regulatorios en el mismo orden.

Esto ha sido documentado por Creux y colaboradores (2013), quienes identificaron



40

modulos de elementos regulatorios cis conservados en secuencias homologas de
genes que codifican el gen de la celulosa sintasa (CesA) de diferentes especies de
eucalipto (Nicky M. Creux et al., 2013). Otros trabajos donde se caracteriza la
arquitectura de promotores de genes homodlogos, reportan la presencia de
modulos de elementos regulatorios en un orden y posicidon similar entre
secuencias, resaltando la importancia del mantenimiento de dichas estructuras
que son parte de la expresion basal (Nicole Marie Creux et al., 2008; Freeling y
Subramaniam, 2009; Powell et al., 2019; Ravel et al., 2014). Las distribuciones de
elementos regulatorios en los promotores Dof, asi como la separacién entre
modulos de elementos regulatorios, son un indicador de la importancia de dichos
elementos cis para las respuestas basales en la expresion de estos genes y que
han sido conservados durante el proceso de domesticacion.

Una de las secuencias de promotores que presenta un alto porcentaje de similitud
entre las tres variedades pero que cuenta con una region indel es Dof01. El primer
miembro de esta familia de factores de transcripcion identificados en maiz
presenta una distribucion de elementos cis similar entre las tres variedades, con
diferencias puntuales como la presencia/ausencia de cajas TATA asociadas a
determinados TSS. La region de insercion que esta presente en B73 pero ausente
en PAL y TEO puede deberse a un elemento transponible. Los elementos
transponibles (TEs) tienen una influencia significativa en la regulacion de genes ya
que pueden proveer de sitios de unidn a factores de transcripcion en las regiones
promotoras donde se inserten (Bennetzen, 2005; Feschotte, 2008; Hirsch y
Springer, 2017; Mejia-Guerra et al., 2015). Otra de las consecuencias que llegan a
generar los TEs son la incorporacion de sitios de metilacion del DNA o la
modificacion de la estructura de la cromatina, lo que genera alteraciones en el
proceso de transcripcion al limitar el acceso de factores de transcripcién o de la
RNA polimerasa (Hirsch y Springer, 2017). Los elementos transponibles fueron
descubiertos en maiz y se considera que los genes son “pequenas islas que flotan
en un mar de transposones” (Mita y Boeke, 2016). En maiz, se han realizado

trabajos que atribuyen un efecto en la regulacion de genes como respuesta a
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condiciones de estrés por temperaturas altas (50°C), bajas (5°C), salinidad y
radiacion UV debido a la presencia de TEs en regiones regulatorias (Makarevitch
etal., 2015). Esto puede explicar las principales diferencias en la respuesta a
estrés por temperatura entre B73 y PAL debido a la region indel que modifica la
arquitectura de estos promotores.

El analisis de las secuencias del promotor Dof01 de las tres variedades donde se
identifican los factores de transcripcion que reconocen sitios de union (Anexo B),
mostré marcadas diferencias entre las secuencias de Dof01 de B73 y TEO en
cuanto al numero, tipo y posicion de factores de transcripcion. Sin embargo, la
mayoria de los factores de transcripcidon que potencialmente se unen a estas
secuencias se encuentran conservados, por lo que puede inferirse que
potencialmente estos factores de transcripcion mantienen procesos de regulacion
de la transcripcion de Dof01 basicos como respuesta a estimulos similares vy
aquellos factores de transcripcion en los que difieren pudieran estar relacionados a
condiciones asociadas al entorno de desarrollo de cada organismo (Powell et al.,
2019).

La localizacién de factores de transcripcion que se unen a la secuencia del
promotor Dof01 se complementé con un analisis de correlacion entre la expresion
del gen Dof01 en B73 y la expresion de estos factores de transcripcion en la
misma variedad. Entre los elementos con mayor correlacién se encontraron los
genes ZmMYB38 y ZmHB72 con la mayor correlacion positiva y el gen ZmNAC61
con una correlacion negativa. En el caso del factor de transcripcion ZmMYB38 ha
sido asociado con la represion de la expresion de genes estructurales requeridos
para la biosintesis de antocianinas (Ambawat et al., 2013) y de la biosintesis de
lignina (Tak et al., 2017). Por su parte, el factor de transcripcion ZmHB72, también
conocido como KNOX2 juega un papel importante en la represion del desarrollo de
los gametofitos (Furumizu et al., 2015). Por ultimo, ha sido reportado que el gen
ZmMYB38 desempefia un rol como regulador negativo en la expresién de genes
asociados a la via fenilpropanoide para la sintesis de flavonoides, asi como de

diversos genes estructurales en plantas de maiz (Agarwal etal., 2016). La
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correlacion descrita entre la expresion de factores de transcripcidon y su posible
papel en la regulacién de la expresion del gen Dof01 no queda completamente
entendida, ya que dicha correlacion no implica causalidad. Es necesario realizar la
construccion de redes regulatorias como respuesta a condiciones especificas para
entender las distintas interacciones que existen entre factores de transcripcion. Sin
embargo, podemos realizar aproximaciones al entendimiento entre las relaciones
antes mencionadas. La informacién publica disponible en bases de datos permite
la elaboracion de suposiciones en torno al comportamiento en la expresion de
factores de transcripcion y la respuesta a condiciones de estrés. En este caso, se
analizdé la expresion del gen Dof01 relativa a los factores de transcripcidon
anteriormente descritos, tomando en cuenta condiciones de estrés abiotico como
salinidad, sequia y temperaturas alta y baja. El principal factor que mayormente
afecto la expresion de Dof01 fue la temperatura.

Para entender como afectan las diferencias estructurales entre promotores a la
expresion de un gen en diferentes variedades, se realizé el analisis de expresion
del gen Dof01 en maiz Palomero sometido a condiciones de estrés por baja y alta
temperatura. Los resultados mostraron que el comportamiento en la expresion de
Dof01 difiere en ambas variedades, donde en PAL, Dof01 se sobre expresa, pero
en B73 se reprime significativamente principalmente por baja temperatura. Estos
resultados indican que las diferencias entre las secuencias de ambos promotores
en cuanto al tipo, numero y posiciéon de los factores de transcripcion, son los
posibles factores que influyen en las diferencias en la actividad del promotor como
respuesta a un mismo estimulo.

Es importante estudiar mas a fondo la relacion que existe entre las diferentes
combinaciones de elementos que son responsables de regular la transcripcion.
Normalmente se visualiza la region promotora como una estructura lineal donde
los factores de transcripcion acceden facilmente a los sitios de unién. Sin
embargo, estas son meras representaciones graficas para facilitar la comprensién
de la arquitectura de regiones no codificantes regulatorias. La estructura de la

cromatina juega un papel importante en la compactacién del DNA que le permite a
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los factores de transcripcion que se unen en regiones distales (miles de bases rio
arriba del TSS), acceder a los sitios de union e interactuar a su vez con la
maquinaria basal de la transcripcion y con la regién proximal del promotor
(Hernandez-Garcia y Finer, 2014). Otro punto a considerar, son las implicaciones
epigenéticas asociadas a la metilacion de bases en regiones conocidas como islas
CpG, las cuales también juegan un papel importante en la modificacion de la
actividad de un promotor y por lo tanto en los niveles de expresion sin modificar
las secuencias de DNA (Haberle y Lenhard, 1996).

Este trabajo sienta las bases para la identificacion de promotores como candidatos
para su caracterizacion funcional. Primeramente, es necesario tener claras las
necesidades para el uso de promotores en una industria biotecnoldgica o para
futuras investigaciones, con la finalidad de dirigir la busqueda de promotores que
se ajusten a dichas necesidades. Por ejemplo, identificar aquellos promotores que
regulen la expresion de genes de manera tejido especifica, bajo ciertas
condiciones de estrés o durante cierta etapa de desarrollo de un organismo.
Posteriormente, aislar y caracterizar promotores de manera funcional que cumplan
con las caracteristicas deseadas y determinar qué elementos regulatorios son los
responsables de dichas caracteristicas. Esto puede llevar a la creacién de
promotores sintéticos que muestren patrones de expresion de genes que
normalmente no se ven en la naturaleza al utilizar combinaciones de elementos

regulatorios cis que le den a un promotor las caracteristicas deseadas.



44

9. CONCLUSIONES

El proceso de domesticacion del maiz influyd en la diferenciaciéon de la
arquitectura de promotores Dof. Los elementos regulatorios identificados en estos
promotores son altamente conservados entre las tres variedades de maiz
analizadas. Sin embargo, aquellos elementos regulatorios cis en los que difieren
las secuencias de promotores homologos estan asociados a respuestas
especificas en cada variedad. Este trabajo proporciona una vision general de la
funcionalidad de los promotores y sirve como trabajo previo para la identificacion
de secuencias de promotores candidatas para la caracterizacion funcional con
potenciales aplicaciones biotecnologicas en la regulacion de la expresion de
proteinas heterélogas en células vegetales. En ese sentido, se propone al
promotor Dof01 de B73 y PAL, como candidatos para la caracterizacion e
identificacion del promotor minimo mediante ensayos de funcionalidad bajo

tratamientos de estrés por temperatura.
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11.ANEXOS
Anexo A
Tabla lll. Lista de motivos localizados en secuencias de promotores Dof vy

simbologia empleada para su identificacion.

Motivo Nombre Simbolo Motivo Nombre Simbolo
1 ANAERO1CONSENSUS O 21 ARELIKEGHPGDFR2 O
2 ANAERO3CONSENSUS 22 ARECOREZMGAPC4
3 ANAERO4CONSENSUS —’— 23 GCBP2ZMGAPC4 Q
4 DOFCOREZM >< 24 QELEMENTZMZM13 _
5 MYBPLANT 25 TATA-300MOTIFZMZEIN
6 MYBPZM ‘\7 26 INTRONLOWER
7 POLASIG3 27 TATA-314MOTIFZMSBE1 J,fﬁ‘xx
8 TATAPVTRNALEU e 28 OPAQUE2ZMB32 -
9 ABREAZMRAB28 ﬁ} 29 CGTGTSPHZMC1

10 ABREBZMRAB28 30 INTRONUPPER 0
11 ANAERO2CONSENSUS }C/ 31 OCSENHANMOTIFAT

12 DRE1COREZMRAB17 32 SPHZMC1 B4
13 DRE2COREZMRAB17 X 33 C1MOTIFZMBZ2 %
14 DRECRTCOREAT 34 CONSERVED11NTZMATP1

15 GCAACREPEATZMZEIN 35 ABRECE3ZMRAB28 QEI
16 GRAZMRAB17 . 36 ANAEROBICCISZMGAPC4
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Anexo B

ZmTEO_Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL Dof01

ZmTEO Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL Dof01

ZmTEO Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL Dof01

ZmTEO_ Dof01
ZmB73 Dof0O1
ZmPAL DofO1

ZmTEO Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL Dof01

ZmTEO Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL Dof01

ZmTEO_Dof01
ZmB73 Dof01l
ZmPAL DofO1

ZmTEO Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL Dof01

ZmTEO Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL Dof01

ZmTEO Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL DofO1

—————— Cccececcee
CACCcccececTecece

AAACCGGTGCTGCTGTCTTCAGTCCTCCCCATC
AAAAAAAACGGTGCTGCTGTCTTCAGTCCTCCCCATC

AGTTGTTCTTCATCATGTCCTTTATTGTTCCTTT

TTTGATTC G
AGTTGTTCTTCATCATGTCCTTTATTGTTCCTTT TTTGATTC =
TALE AT-Hook

TTGCGACTTT GCATATCTTTTCCCCTTTTCCAATACTTGCAACTGCTCTG
TTGCGACTTT GCATATCTTTTCCCCTTTTCCAATACTTGCAACTGCTCTG
—--GCGACTTT GCATATCTTTTCCCCTTTTCCAATACTTGCAACTGCTCTG

********]IIIIIII******************************************

GCTGGTGGCTGCCGCCCCTGTTCTCGTTAGAAACTTTGCAGATAGTC
GCTGGTGGCTGCCGCCCCTGTGCTCGTTAGAAACTTTGCAGATAGTC

GCTGGTGGCTGCCGCCCCTGTGCTCGTTAGAAACTTTGCAGATAGTC
Kok kR Ak kkkkkkkkkk kA kk  hokkkkkkkkkkkkkkkkkokkkkkxx

@

SBP/bHLH

GATATGGTCCGATTGTCCCTCTAGCTGCGGATTGTTGTTTCTTAATCTA- -~
GATATGGTCCGATTGTCCCTCTAGCTGCAGATTGTTGTTTCTTATTCTATGG
GATATGGTCCGATTGTCCCTCTAGCTGCAGATTGTTGTTTCTTATTCTATGG

khkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhhhhkhkhkhhkhkhkhkhAhkhkhkhkhkhkhkhkhkkx dhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkhkhk *k*x%

———--TGGAGACTAGGTTAGGTTAGCTACACATCATGGCAACCTACTTTTCCGTTTAGCTG

ACTAT GGTTAGCTACACATCATGGCAACCTACTTTTCCGTTAAGCTG
ACTAT GGTTAGCTACACATCATGGCAACCTACTTTTCCGTTAAGCTG
* ok ek ok ok Kk ok ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok kK ok ok Rk ok ok Rk ok kK k ok ok ok

MYB

GTTGGEGCARTTIGCARAACCC

GTTGGTTCAATTGCAAAAGGC
GTTGGTTCAATTGCAAAAGGC

TTGGGGCTGTGTTTTGCAACAACTAGTAGCCGTA
TTGGGGCTGCGTTTTGCAACAACTAGTAGCCGTA
TTGGGGCTGCGTTTTGCAACAACTAGTAGCCGTA

Kk Kk ok e * % khkhkkkkhkkhkk hhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhhhkhkhkhhkhkhhhxx
AT-Hook TALE
TACTAGGACTCAGTT TGAACAACCGATGCTTCGGTTTTTGTGACAATAT
TACGAGGGTTCAATT, TGAACAACCGATGCTTCGGTTTTTGTGAGGATAT
TACGAGGGTTCAATT, TGAACAACCGATGCTTCGGTTTTTGTGAGGATAT

K’k Kk K * KKk Kk TR I R I R I I i I e S
TALE ARF G2-like

-GAGAG CTCGTAGTGGATAGGCGAATTCCCTTTCCCTCGCTTGAGTA

GCAGAGAG TGGATAGGCGAATTCCCTTTC-CCCGCTTGAGTA

GCAGAGAG TGGATAGGCGAATTCCCTTTC-CCCGCTTGAGTA

Kk Kk ok kK Kk k KAk Kk hkhkhhkkkhhkhkkhkhkhkkhkhkkkhkxkkkxk * Kk Kk ok ok ok ok ok ok ok
| cATAbZIP

CT TTTCTTGATGTGGCTACCCGTCCGGTTCTGTGGAAGTAGTGTTTCTA
CT TTTCTTGATGTGGCTACCCGTCCGGTTCTGTGGAAGTAGTGTTTCTA
CT

TTTCTTGATGTGGCTACCCGTCCGGTTCTGTGGAAGTAGTGTTTCTA

****IIIIII[************************************************

58

54
60

114
119

174
179
58

234
239
118

291
299
178

347
359
238

407
419
298

467
479
358

527
538
417

587
598
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ZmTEO Dof01
ZmB73 Dof01l
ZmPAL DofO1

ZmTEO Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL DofO01

ZmTEO Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL Dof01

ZmTEO Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL Dof01

ZmTEO_Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL Dof01

AACAGCTTGGATTAGGTAGAGCTCTATTCTATCCCTTGTCAAGTTTAGCCTTGTGATGCA
AAC - CTCTATTCTATCCCTTGTCAAGTTTAGCCTTGTGATGCA
AAC - CTCTATTCTATCCCTTGTCAAGTTTAGCCTTGTGATGCA

* ok ok ok ok ok ok ok hhkhk Ak k Ak Ak kA kA hkhkhhhhhkhhkhhkhkhkhkhhkhkhkkrk bk khkxkh*k

SBP

GAATTGCCAAATTTCTTTTCTGCTGCAAGTTTTTATTTTGTAGTTTCTTGATTTGG-—-G
G TGCT] GTTTTTATTTTGTAGTTTCTTGATTTG---GG
G_TGCT-GTTTTTATTTTGTAGTTTCTTGATTTGGTGGG
* % * ok kK k khkhk kA hkdhkhk A hkhkhk kA hkdhkkrhkxhkkxkxk *

TGTTGGTAGCCAG GATGGGGATCCTCTATAAGGTTTTTAACCTTGAT
TGTTGGTAGCCAGTTTTGGATAGGTTGATGGGGATCCTCTATAAGCTTTTTAACCTTGAT

TGTTGGTAGCCAGTTTTGGATAGGTTGATGGGGATCCTCTATAAGCTTTTTAACCTTGAT
B A Kok ok kK kR Kk k ok ok ok ok ok ok Kk kK Kk k ok ok ok ok ok kK

MYB/AT-Hook/TBP

CGGAGCC TGAGACCAT---—--- ACATTGGATTGGGGTGAA

CG TTTGAGACCACCTCAGT TTGGGGTGAA

CG TTTGAGACCACCTCAGT TTGGGGTGAA

* kK Kk * * *kkkkkkkkkk
HD-ZIP AT-Hook

TATTAGAGTACCCAAACARRGECTAAAGGTATEGTGACATCT TGGTTTGGATCCACATGC
TACTAGAGTGCCCAAACAAATCCTAAAGGTACTATGAAATCTTGGTTTGGATCCACATGC
TACTAGAGTGCCCAAACAAATCCTAAAGGTACTATGAAATCTTGGTTTGGATCCACATGC

* Kk kkkhkkk*k ***‘k***‘k**‘k*** * ******************

QO Q&

*

AGTTATGGCACCTTGGATACAGTTGTTCCTGAGCATAG

GGTCGGATTTCC
GGTCGAATTTCC
GGTCGAATTTCC

AGTTATGGTACCTTGGATACAGTTGTTCCTGAGCATGG
AGTTATGGTACCTTGGATACAGTTGTTCCTGAGCATGG

KA KAKAKKAK* AAKAXAAAAKAKAAAKAXAFA AR KA I A AKX KXk ***** * Kk Kk kKK

CAGAATACTGAAACAAAACGG

CTATGCGGCTACTAGAGCTTAATGATCCTAT

CTATGCGGCTACTAGAGTTAATGGTCCTQI

C TGAAACARAACG
c TGAAACAAAACG CTATGCGGCTACTAGAGTTAATGATCCT

*kkkkkkkkk *khkkkhkkkkkkkkk * Kk kk ok k
CT

G GGAATAACAACCATAAGATGT GTACT
= GGAATAACAACCATAAGATGT GTACTAAATG
————— GGAATAACAACCATAAGATGT GTACT

* ok ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK * Kk kK ok kK
TALE C2H2 AT-Hook

CAAAAAAGARGGATATTACATCGTGCATATGGCTATACAAAACAATGTTCT
CCAAGTAGAAGGTTATTACATCGTGCATATGGCTATGCAAAACAATGTTT
CCAAGCAGAAGGTTATTACATCGTGCATATGGCTATGCAAAACAATGTTT

* Kk KKk * KKk kAAhkKk kA Ak Ak hhAhh* *AAkAkkkrhxkkxkx *

GTATTGTTTACA---———-—————— GAGTGGAGTCTAAAATGAGATACAAAGATGAGT---
TAGACTACATTGTTTATAGAGTGAAGTTTAAAATGAGATATGAGGACGAGTAAG
TAGACTACATTGTTTATAGAGTGAAGTTTAAAATGAGATATGAGGATGAGTAA.

* khkkAkKk Kkkk KAk AAkAk AKX AKX KK *  kk kk kK
C2H2
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834
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938
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1118
1129
1011

1163
1189
1071
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ZmB73 Dof01
ZmPAL DofO1

ZmTEO_Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL DofO1

ZmTEO DofO01
ZmB73 Dof01
ZmPAL Dof01

ZmTEO Dof01
ZmB73 Dof01l
ZmPAL DofO1

ZmTEO_Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL DofO1

ZmTEO Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL Dof01

ZmTEO Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL Dof01

ZmTEO_Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL Dof0O1

CTGCTAGATATATAGGGGGTGTTTGGTTTGTAGGGATTARACTTTAGTCCCTCCACTTTA
CECCTACATATA - ——— -~ —————— === —— e mmmm o

<-M-type/MYB

GCTAGATATATAGATAGTCTCAATGATAACATACCGGAGAGACTAGTTCACTGCAATAAG
ACCAAACACCCCCATAGTCTCAATGATAACATACCGGAGAGATTAGTTCACTGCAATAAG
—————————————— TAGTCTCAATGATAACATACCGGAGAGATTAGTTCACTGCAATAAG

Ak hkhkkhkhhkk Khhkkkkkkk
<-TBP/HD-ZIP

TACAGTAACACCACCATCGCTCATATCTTGATGGAATATGATGTACCACTGAAGTATATC
TACAGTAACACCATCATCGCTCATATCTTGATGGAATATGATGTACCACTGAAGTATATC
TACAGTAACACCACCATCGCTCATATCTTGATGGAATATGATGTACCATGGAAGTATATC

* R I S I b I I I I b b b I I i b I e S I b S b S b I Kk kKK kKK kKkk
<-SBP

TGCTTTGACCTTGGCAAACTAGTTCTGTGAAAACATGCTGATTAAGGCGTTCCTCGTTTA
TGCTTTGACCTTGGCAAACTAGTTCTGTGAAAACATGCTGATTAAGGCGTTCCTCTTTTA
TGCTTIGACCTTGGCAAACTAGTTCTGTAAAAACATGCTGATTAAGGCGTTCCTCTTTTA

* KKk Kk Ak k Kk Kk kK khkkkk R I I S S ik S e b S 4
TALE AT-Hook

CAAATAAGATGCCAAGGTTTGCTATAGCTGCCAAGATTTTTAGCTTGTGTAAGGAGGGAA
CAAATAAGATGTCAAGGTTTGCTATAGCTGCCAAGATTTTTAGCTTGTGTAAGGAGGGAA
CAAATAAGATGGCAAGGTTTGCT--AGCTGCCAAGATTTTTAGCTTGTGTAAGGAAGGAA

R R I S S KAKAXAKRKAAXRAA KA XAA XA XA A XA XA AKX AKX XA x kK

TGAAAGGTAGTCACITGACTIGTAGT —-—-——-— GGAGAGGATATATAATTATGCGTCTTCTA
TGAAAGATAATCACTGACIGTAGTTATTAGTGAAGAGGATATATAATTATGTGTCTTCTA
TGAAAGATAATCACTGACTIGTAGTTATTAGTGAAGAGGATATATAATTATGTGCCTTCCA

* * % * % * kkxkkk K

AT-Hook/ZE-HD/TALE

[ TBP/AT-Hook

AGCAAACACGGAGTAAATGTCTTAGATATAATCATATAACTAAACTATATAAGCATCGAG
AGCAAACACGGAGTAAATGTCTTAGATATAAGCATATAA--——- CTATATAAGCATCATG
AGCAAACACGGAGTAAATGTCTTAGATATAATCATATAA-—-——— CTATATAAGCATCGAG

KAk Ak rkkhkhkhkhkrkkhkhkhkhhkhhkxkx*k * Kk Kk Kk k ok Kk hk Kk Kk hkkhkkk kK kK *
AT-Hook

TACTTGCTTGGCTCCTTGGATTTCTAAAGTTCTGTTATTTGCCAGGATTTCTGAAGTTCT
TACTTGCTTGGCTCCTTGGATTTCTAAAGTTCTGTTATTTGCTAGGATTTCTAAAGTTCT
TACTTGCTTGGCTCCCAGGATTTCTAAAGTTCTGTTATTTGCCAGTAAA-——————————

R R i i KAKKAKFAAXAAKAXAA A KA XA A XA XA K K% K

60

1163
1249
1083

1163
1309
1083

1168
1369
1083

1228
1429
1129

1288
1489
1189

1348
1549
1249

1408
1609
1307

1461
1669
1367

1521
1724
1422

1581
1784
1471
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ZmTEO_Dof01
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ZmPAL Dof0O1

ZmTEO_ Dof01
ZmB73 Dof01
ZmPAL Dof01

GTTATTTGCCAGTAAATGTCATAGACATATTTTACAGCATCTTACAATCATATTTCGTTC
GTTATTTGCCAGTAAATGTAATAGACATATTTTACATCATCTTACAATCATATTTCCTTC
—————————————————— TGTCAGACATATTTTACAGCATCTTACAATCACATTTCCTTC

* R R kkAkkkk KAkkkk KkkX
ARR-B

TATCTCAAT TCTTCGTGTATTTGTCAGGATCTATCTGAAGATA
TATCTCAATACATCTAT TCTTCGTGTATTTGTCAGGATTTATGTGAAGATA
TATCTCAAT TCTTCGTGTATTTGTCAGGATCTATGTGAAGATA
Kk kK Kk KKK R R R I R R ik S * Kk kK k
bZIP/EILNAC | EIL

GAGGGGACATG 1712
GAGGGGACATG 1915
GAGGGGACATG 1584

kkhkk kK kkkkkk

61

1641
1844
1513

1701
1904
1573



Anexo C

Tabla IV. Factores de transcripcién que reconocen sitios de unién en el promotor Dof01 de B73, PALy TEO.

TF ID TF family TF ID TF family TFID TF family
GRMZM2G059939 AP2; B3 GRMZM2G008898 bHLH GRMZM2G336408 bHLH
GRMZM2G159592 AP2; B3 GRMZM2G024530 bHLH GRMZM2G350165 bHLH
GRMZM2G169654 AP2; B3 GRMZM2G027563 bHLH GRMZM2G378653 bHLH
GRMZM2G004878 AT-Hook GRMZM2G030762 bHLH GRMZM2G385543 bHLH
GRMZM2G008456 AT-Hook GRMZM2G046493 bHLH GRMZM2G407119 bHLH
GRMZM2G089562 AT-Hook GRMZM2G067654 bHLH AC155610.2 FGO05 bzIP
GRMZM2G106133 AT-Hook GRMZM2G074438 bHLH GRMZM2G002075 bZIP
GRMZM2G123887 AT-Hook GRMZM2G080168 bHLH GRMZM2G011932 bzIP
GRMZM2G127034 AT-Hook GRMZM2G083504 bHLH GRMZM2G019106 bZIP
GRMZM2G150950 AT-Hook GRMZM2G092091 bHLH GRMZM2G074373 bzIP
GRMZM2G159926 AT-Hook GRMZM2G101350 bHLH GRMZM2G117851 bzIP
GRMZM2G164489 AT-Hook GRMZM2G116785 bHLH GRMZM2G129247 bzIP
GRMZM2G028980 B3 GRMZM2G137358 bHLH GRMZM2G132868 bzIP
GRMZM2G035405 B3 GRMZM2G137541 bHLH GRMZM2G153144 bzIP
GRMZM2G073750 B3 GRMZM2G144275 bHLH GRMZM2G157722 bZIP
GRMZM2G086949 B3 GRMZM2G145579 bHLH GRMZM2G161009 bzIP
GRMZM2G160005 B3 GRMZM2G171818 bHLH GRMZM2G164622 bzIP
GRMZM2G378580 B3 GRMZM2G176289 bHLH GRMZM2G168079 bzIP

AC197246.3 FG002 bHLH GRMZM2G178182 bHLH GRMZM2G171370 bzIP
AC212449.4 FGO05 bHLH GRMZM2G180406 bHLH GRMZM2G478417 bzIP
AC233869.1 FGO003 bHLH GRMZM2G180452 bHLH AC187157.4 FG005 bZIP



http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G059939
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G008898
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G336408
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G159592
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G024530
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G350165
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G169654
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G027563
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G378653
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G004878
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G030762
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G385543
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G008456
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G046493
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G407119
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G089562
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G067654
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=AC155610.2_FG005
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G106133
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G074438
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G002075
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G123887
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G080168
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G011932
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G127034
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G083504
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G019106
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G150950
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G092091
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G074373
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G159926
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G101350
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G117851
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G164489
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G116785
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G129247
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G028980
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G137358
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G132868
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G035405
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G137541
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G153144
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G073750
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G144275
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G157722
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G086949
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G145579
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G161009
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G160005
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G171818
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G164622
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G378580
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G176289
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G168079
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=AC197246.3_FG002
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G178182
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G171370
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=AC212449.4_FG005
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G180406
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G478417
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=AC233869.1_FG003
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G180452
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=AC187157.4_FG005

Continuacion...
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TF ID TF family TFID TF family TFID TF family
GRMZM2G003509 bzIP GRMZM2G101058 GATA GRMZM2G034113 Homeodomain
GRMZM2G109987 bzIP GRMZM2G110295 GATA GRMZM2G038252 Homeodomain
GRMZM2G178102 bzIP GRMZM2G113098 GATA GRMZM2G041462 Homeodomain
GRMZM2G469551 bzZIP GRMZM2G114775 GATA GRMZM2G044752 Homeodomain
AC185108.3 FG011 C2H2 GRMZM2G135381 GATA GRMZM2G047715 Homeodomain
GRMZM2G009406 Dof GRMZM2G138967 GATA GRMZM2G055243 Homeodomain
GRMZM2G146283 Dof GRMZM2G140669 GATA GRMZM2G060507 Homeodomain
GRMZM2G179069 Dof GRMZM2G163200 GATA GRMZM2G061101 Homeodomain

MNB1A MAIZE Dof GRMZM2G325850 GATA GRMZM2G068672 Homeodomain
AC234203.1 FGO011 EIN3 GRMZM2G379005 GATA GRMZM2G069274 Homeodomain
GRMZM2G003558 EIN3 GRMZM2G397616 GATA GRMZM2G069365 Homeodomain
GRMZM2G006752 EIN3 GRMZM2G404973 GATA GRMZM2G094241 Homeodomain
GRMZM2G033570 EIN3 AC218972.3 FGO005 Homeodomain GRMZM2G105834 Homeodomain
GRMZM2G151811 EIN3 AC235534.1 FG007 Homeodomain GRMZM2G106276 Homeodomain
GRMZM2G317584 EIN3 GRMZM2G001289 Homeodomain GRMZM2G116658 Homeodomain
AC194965.4 FG004 GATA GRMZM2G002225 Homeodomain GRMZM2G117164 Homeodomain
AC202864.3 FG002 GATA GRMZM2G004957 Homeodomain GRMZM2G118063 Homeodomain
GRMZM2G031983 GATA GRMZM2G017087 Homeodomain GRMZM2G122897 Homeodomain
GRMZM2G039586 GATA GRMZM2G026643 Homeodomain GRMZM2G123140 Homeodomain
GRMZM2G044576 GATA GRMZM2G028041 Homeodomain GRMZM2G126239 Homeodomain
GRMZM2G054615 GATA GRMZM2G032332 Homeodomain GRMZM2G126646 Homeodomain



http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G003509
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G101058
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G034113
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G109987
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G110295
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G038252
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G178102
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G113098
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G041462
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G469551
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G114775
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G044752
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=AC185108.3_FG011
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G135381
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G047715
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G009406
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G138967
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G055243
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G146283
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G140669
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G060507
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G179069
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G163200
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G061101
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=MNB1A_MAIZE
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G325850
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G068672
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=AC234203.1_FG011
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G379005
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G069274
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G003558
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G397616
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G069365
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G006752
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G404973
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G094241
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G033570
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=AC218972.3_FG005
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G105834
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G151811
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=AC235534.1_FG007
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G106276
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G317584
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G001289
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G116658
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=AC194965.4_FG004
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G002225
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G117164
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=AC202864.3_FG002
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G004957
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G118063
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G031983
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G017087
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G122897
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G039586
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G026643
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G123140
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G044576
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G028041
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G126239
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G054615
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G032332
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G126646

Continuacion...

64

TFID TF family TFID TF family TFID TF family
GRMZM2G126808 Homeodomain GRMZM2G097059 MADS box GRMZM2G049695 Myb/SANT
GRMZM2G127537 Homeodomain GRMZM2G099522 MADS box GRMZM2G050305 Myb/SANT
GRMZM2G130442 Homeodomain GRMZM2G110153 MADS box GRMZM2G056400 Myb/SANT
GRMZM2G131476 Homeodomain GRMZM2G129034 MADS box GRMZM2G056407 Myb/SANT
GRMZM2G134260 Homeodomain GRMZM2G147716 MADS box GRMZM2G057408 Myb/SANT
GRMZM2G135447 Homeodomain GRMZM2G148693 MADS box GRMZM2G060834 Myb/SANT
GRMZM2G142962 Homeodomain GRMZM2G152862 MADS box GRMZM2G070865 Myb/SANT
GRMZM2G145690 Homeodomain GRMZM2G159397 MADS box GRMZM2G077789 Myb/SANT
GRMZM2G148074 Homeodomain GRMZM2G160565 MADS box GRMZM2G078636 Myb/SANT
GRMZM2G159431 Homeodomain GRMZM2G160687 MADS box GRMZM2G082264 Myb/SANT
GRMZM2G351330 Homeodomain GRMZM2G171365 MADS box GRMZM2G084583 Myb/SANT
GRMZM2G366130 Homeodomain GRMZM2G359952 MADS box GRMZM2G089244 Myb/SANT
GRMZM2G370332 Homeodomain GRMZM2G475390 MADS box GRMZM2G099797 Myb/SANT
GRMZM2G433591 Homeodomain AC197146.3 FGO002 Myb/SANT GRMZM2G104789 Myb/SANT
GRMZM2G452178 Homeodomain AC209374.4 FGO003 Myb/SANT GRMZM2G108959 Myb/SANT
GRMZM2G003514 MADS box GRMZM2G000818 Myb/SANT GRMZM2G123308 Myb/SANT
GRMZM2G018589 MADS box GRMZM2G015021 Myb/SANT GRMZM2G124715 Myb/SANT
GRMZM2G046885 MADS box GRMZM2G034110 Myb/SANT GRMZM2G126834 Myb/SANT
GRMZM2G052890 MADS box GRMZM2G034563 Myb/SANT GRMZM2G135052 Myb/SANT
GRMZM2G071620 MADS box GRMZM2G041415 Myb/SANT GRMZM2G139284 Myb/SANT
GRMZM2G072582 MADS box GRMZM2G045748 Myb/SANT GRMZM2G160838 Myb/SANT



http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G126808
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G097059
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G049695
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G127537
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G099522
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G050305
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G130442
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G110153
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G056400
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G131476
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G129034
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G056407
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G134260
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G147716
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G057408
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G135447
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G148693
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G060834
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G142962
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G152862
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G070865
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G145690
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G159397
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G077789
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G148074
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G160565
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G078636
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G159431
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G160687
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G082264
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G351330
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G171365
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G084583
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G366130
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G359952
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G089244
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G370332
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G475390
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G099797
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G433591
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=AC197146.3_FG002
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G104789
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G452178
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=AC209374.4_FG003
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G108959
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G003514
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G000818
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G123308
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G018589
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G015021
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G124715
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G046885
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G034110
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G126834
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G052890
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G034563
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G135052
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G071620
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G041415
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G139284
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G072582
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G045748
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G160838
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TFID TF family TF ID TF family TFID TF family
GRMZM2G162434 Myb/SANT GRMZM2G058588 SBP GRMZM2G148467 SBP
GRMZM2G170148 Myb/SANT GRMZM2G061734 SBP GRMZM2G156621 SBP
GRMZM2G175827 Myb/SANT GRMZM2G065451 SBP GRMZM2G156756 SBP
GRMZM2G315506 Myb/SANT GRMZM2G067624 SBP GRMZM2G163813 SBP
GRMZM2G370425 Myb/SANT GRMZM2G081127 SBP GRMZM2G168229 SBP
GRMZM2G400489 Myb/SANT GRMZM2G097275 SBP GRMZM2G169270 SBP
GRMZM2G405094 Myb/SANT GRMZM2G098557 SBP GRMZM2G307588 SBP
GRMZM2G419239 Myb/SANT GRMZM2G101499 SBP GRMZM2G390470 SBP
GRMZM2G431156 Myb/SANT GRMZM2G101511 SBP GRMZM2G414805 SBP
GRMZM2G003715 NAC; NAM GRMZM2G126018 SBP GRMZM2G460544 SBP
GRMZM2G163914 NAC; NAM GRMZM2G126827 SBP GRMZM2G149238 TBP
GRMZM2G036297 SBP GRMZM2G133646 SBP GRMZM2G161418 TBP
GRMZM2G040785 SBP GRMZM2G138421 SBP



http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G162434
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G058588
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G148467
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G170148
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G061734
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G156621
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G175827
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G065451
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G156756
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G315506
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G067624
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G163813
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G370425
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G081127
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G168229
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G400489
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G097275
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G169270
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G405094
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G098557
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G307588
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G419239
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G101499
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G390470
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G431156
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G101511
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G414805
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G003715
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G126018
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G460544
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G163914
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G126827
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G149238
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G036297
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G133646
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G161418
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G040785
http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/TF_info.php?GeneID=GRMZM2G138421
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ABSTRACT

Transcription regulation is a key process in adapting organisms to the environment.
It is necessary to identify the regulatory elements responsible for the transcriptional
activity of a promoter, which shape its architecture, to associate them with a
specific type of response. For that, it is essential to analyze sequences of
promoters of homologous genes of different landraces. In the present work, we
perform a comparative analysis of the sequences of the Dof01 promoter of five
maize (Zea mays) landraces (B73, Palomero Toluqueio [PAL], Teosinte [TEOQ],
W22 and Mo17). We identify cis-regulatory elements (CREs) responsible for
promoter architecture and to which families of transcription factors they belong and
their spatio-temporal expression profiles. In addition, we subject seedlings of PAL
to conditions of stress due to low (4°C) and high (42°C) temperatures. Sequence
analysis showed that there is an insertion/deletion element of 179 bp that is
present in the Dof01 promoter of B73, but absent in the sequences of the other
four varieties. Also, we identify CREs that may be related to the response at low
temperatures. The analysis of the five sequences of the Dof01 promoter showed
that the regulatory elements are highly conserved. On the other hand, the
expression data of the PAL Dof01 gene show an overexpression with respect to
control due to cold response. This work is the first step for the functional
characterization of the Dof01 promoter, to identify the regulatory elements
associated with the cold stress response and obtain the minimum promoter
necessary to regulate transcription.

Keywords: cis-regulatory elements, Dof, promoter, transcription factors,

transcription factor binding sites, transcription start site
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RESUMEN

La regulacién de la transcripcion es un proceso clave en el cual es necesario
conocer la arquitectura de los promotores y los elementos regulatorios
responsables de su actividad para asociarlos a respuestas especificas. En el
presente trabajo, realizamos un analisis comparativo de las secuencias del
promotor Dof01 de cinco variedades de maiz (Zea mays) (B73, Palomero
Toluguefio [PAL], Teosinte [TEO], W22 y Mo17). Identificamos elementos
regulatorios cis (CREs) responsables de la arquitectura del promotor y las familias
de factores de transcripcion a los que pertenecen, asi como sus perfiles de
expresion espacio-temporal. Sometimos plantulas de PAL a condiciones de estrés
por temperatura baja (4°C) y alta (42°C). El analisis de secuencias mostré que hay
un elemento de insercion/delecion de 179 pb que esta presente en el promotor
Dof01 de B73 pero ausente en las otras cuatro variedades. También, identificamos
CREs que pueden estar relacionados con la respuesta a bajas temperaturas. El
analisis de secuencias mostré que los CREs estan altamente conservados. Los
datos de expresion muestran que el gen Dof01 de PAL se sobreexpresa con
respecto al control debido a la respuesta a frio. Este trabajo es el primer paso para
la caracterizacion funcional del promotor Dof01, para identificar los elementos
regulatorios asociados con la respuesta a estrés por frio y obtener el promotor
minimo necesario para regular la transcripcion.

Palabras clave: Dof, elementos regulatorios cis, factores de transcripcion,
promotor, sitio de inicio de la transcripcion, sitio de unién a factores de

transcripcion
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1. INTRODUCCION

La unién de factores de transcripcion (FTs) a sus sitios blanco (TFBS, del inglés
Transcription Factor Binding Sites) es el primer paso en el proceso de expresion
de genes. Por eso es interesante saber donde y como los TFBS estan distribuidos
a lo largo de la secuencia de un promotor (Yu et al., 2016). Las diferencias en la
expresion de genes entre linajes divergentes son generadas por las
modificaciones en los elementos regulatorios cis y se cree que son una de las
principales causas de la evolucion y adaptacion de las especies (Lemmon et al.,
2014). De acuerdo a Creux y colaboradores (2008), identificar elementos
regulatorios conservados entre secuencias de promotores homologos en especies
evolutivamente distantes, puede proveernos evidencia sobre redes regulatorias
ancestrales (Creux et al., 2008). Sin embargo, también es importante saber como
los elementos regulatorios estan conservados entre diferentes variedades de la
misma especie, lo que ocasiona niveles de adaptacidon especifica al ambiente en
el cual viven. A pesar de la adicién de mecanismos de respuesta a estrés durante
el curso de la domesticacion del maiz, aun existen razas susceptibles a
condiciones ambientales extremas (Ahanger et al., 2017). Las alteraciones en la
expresion de genes y la subsecuente produccion de proteinas especificas durante
la tolerancia a frio juegan un papel importante en la distribucién y supervivencia de
las plantas, asi como en su rendimiento.

Las investigaciones sobre la regulacion transcripcional pueden llevarnos a
entender las relaciones entre elementos regulatorios cis, la arquitectura de los
promotores, los factores de transcripcion y la respuesta a estrés en plantas. Una
categoria funcional de genes de interés para estudiar la respuesta a estrés son los
factores de transcripciéon. Esto debido a su capacidad de modular la expresion de
un gen bajo una amplia variedad de condiciones ambientales de manera espacio-
temporal. Las proteinas con dominio Dof (del inglés DNA with One zinc Finger) son
factores de transcripcion especificos de plantas con un dominio de uniéon al DNA
altamente conservado que actian como activadores 0 represores

transcripcionales involucrados en diversos procesos bioldgicos especificos de las
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plantas (Yanagisawa, 2004). La familia de genes Dof ha sido estudiada desde las
algas verdes unicelulares como Chlamydomonas reinhardtii hasta el musgo
Physcomitrella patens (Moreno-Risueno et al., 2007), pero su region promotora no
ha sido estudiada a detalle.

El maiz (Zea mays) es el segundo cultivo agrondmico mas importante como fuente
de alimento y ademas es considerado un organismo modelo con una amplia
diversidad genética (Prasanna, 2012). La secuenciacion del genoma de este
cultivo (Schnable et al., 2009; Vielle-Calzada et al., 2009) es un acontecimiento
importante en la investigacion del genoma de maiz, con implicaciones
significativas para el entendimiento de su organizacion y evolucién (Prasanna,
2012). Las razas de este cultivo representan una fuente genética invaluable para
estudiar la regulacion de genes, porque estan adaptadas a condiciones
ambientales que son consideradas estresantes en la agricultura convencional
(Aguilar-Rangel et al., 2017). Estudiar las regiones regulatorias del promotor Dof01
en diferentes razas y/o variedades de maiz, nos puede dar informacion sobre la
evolucion de los elementos regulatorios y la respuesta a condiciones de estrés tal
como la temperatura. Por eso, en el presente trabajo realizamos un analisis
comparativo de las secuencias del promotor Dof01 en cinco variedades de maiz,
donde incluimos al ancestro progenitor del maiz actual, el Teosinte y una de las
razas de maiz ancestrales del centro de México, Palomero Toluquefo, asi como
tres cultivos hibridos empleados en estudios de genética comparativa como B73,
W22 y Mo17, para identificar los cambios en los elementos regulatorios, asi como
sus implicaciones en la respuesta de los cultivos a condiciones de estrés por
temperatura.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1.ldentificacion de la secuencia del promotor Dof01 en cinco genomas
de maiz

Accedimos a la base de datos de Phytozome V12 (Goodstein et al., 2012) para
identificar la secuencia del promotor Dof01 de maiz B73. Seleccionamos 1794 pb

disponibles, rio arriba del coddn de inicio, como secuencia del promotor. Esta
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secuencia fue empleada para identificar las secuencias del promotor Dof01
homodlogas en los genomas de cuatro variedades de maiz (TEO, PAL, W22 y
Mo17) mediante el algoritmo BLAST.

2.2.Andlisis de los elementos regulatorios cis en las secuencias del
promotor Dof01

Las secuencias del promotor Dof01 de las cinco variedades de maiz se emplearon
para la busqueda de TFBS utilizando la herramienta multiple promoter analysis
tool de PlantPAN (Chow et al., 2016). Ademas, identificamos los sitios de inicio de
transcripcion (TSS, del inglés Trascription Start Site) y cajas TATA con ayuda de la
herramienta en linea plant promoter tool de Softberry (Shahmuradov et al., 2017).
Las posiciones de los elementos regulatorios encontrados se ajustaron de manera
relativa a la posicion del TSS (posicién 0).

Para entender como estan conservados los elementos regulatorios, utilizamos
estos datos para representar de manera grafica los TFBS, TSSs y cajas TATA
presentes a lo largo de las cinco secuencias del promotor Dof01 analizadas.

Para identificar qué factores de transcripcidon reconocen los sitios de unién
localizados en las secuencias, realizamos un alineamiento multiple con la
herramienta ClustalW. En el alineamiento identificamos la posicion de los sitios de
union y comparamos las posiciones de los factores de transcripcion que regulan la
expresion de Dof01.

Ademas, para entender como se distribuyen los elementos regulatorios con
relacion a la posicion del TSS, realizamos un grafico de distribucion de densidad
con la ayuda del paquete ggpubr del software R.

2.3.Andlisis de correlacion entre la expresion del gen Dof01 y otros
factores de transcripcion

Para entender coémo los factores de transcripcion afectan la expresion de Dof01 en
B73, tomamos los datos del atlas de expresién de Hoopes (Hoopes et al., 2018)
de 79 tejidos distintos y extrajimos los valores de expresién Log2 de Dof01 y los
factores de transcripcion que se unen a la secuencia del promotor Dof01.

Realizamos un test de correlacion de Pearson para encontrar los factores de
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transcripcion que mas afectan la expresién de Dof01 y seleccionamos aquellos
con valor absoluto mayor a 0.6 para estudiarlos mas a detalle.

2.4. Material vegetal y tratamientos de estrés

Se emplearon semillas de maiz Palomero Toluquefio (genotipo EDMX-2233),
proporcionadas por el CIMMYT (Centro Internacional para el Mejoramiento del
Maiz y Trigo), las cuales se esterilizaron superficialmente por inmersion en una
solucion de etanol al 75% por 10 minutos, seguido de hipoclorito de sodio al 10%
por 5 minutos y lavadas con abundante agua destilada estéril en tres ocasiones.
Las semillas se germinaron sobre papel filtro dentro de cajas magenta en una
camara climatica bajo condiciones de cultivo controladas (16/8 h luz/obscuridad y
27+ 1°C). Las plantulas de 9 dias de edad se sometieron a los tratamientos de
estrés por temperatura baja (4°C) y alta (42°C) en una camara bioclimatica
durante 12 h. Las plantulas utilizadas como control se mantuvieron en las
condiciones estandar. Se tomaron muestras de los tejidos de hoja, tallo y raiz, se
congelaron inmediatamente con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta
Su procesamiento

2.5. Aislamiento de RNA y analisis de expresién del gen Dof01 en maiz
Palomero Toluqueio

Se realizé la extraccidon de RNA total de los tejidos de plantulas de maiz de 10 dias
de edad mediante el método de Trizol (ThermoFisher) utilizando las indicaciones
del fabricante. Se emplearon tres réplicas biolégicas de cada tratamiento. Se
sintetizé cDNA con la enzima transcriptasa reversa ImProm-II (Promega) utilizando
1 ug de RNA después del tratamiento con DNAsa |. El analisis de la expresion de
genes se realizé por PCR tiempo real con un termociclador Corbett RotorGene
6000 (ThermoFisher) utilizando la mezcla de reaccion SsoFast Eva Green
(BioRad). Como gen enddgeno se utilizo el Factor de Elongacion 1-alfa (EF1a) y el
nivel de expresion relativa se calculd por el método de 222 (Livak & Schmittgen,
2001). Se realizaron pruebas de ANOVA y Tukey post-hoc para determinar las
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos con respecto al

control. Los resultados del analisis de expresion se graficaron con ayuda del
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paquete ggpubr del software R V3.5 (R Foundation for Statistical Computing,
2008).

Por otra parte, el analisis de expresion del gen Dof01 de maiz B73 se tomo del
atlas de expresion de Hoopes, el cual contiene datos de expresién de genes de
maiz bajo tratamientos de estrés, entre ellos temperatura baja (4°C) y alta (42°C)
en plantulas de la misma edad.

3. RESULTADOS
3.1.Segmento de inserciéon/delecion en el promotor Dof01

Realizamos un alineamiento local (BLAST) utilizando la secuencia del promotor
Dof01 de B73 para buscar e identificar las respectivas secuencias homdlogas en
cuatro genomas de maiz distintos (Tabla 1). El alineamiento mostré que las
secuencias identificadas tienen un porcentaje de cobertura del 90%. Esto se debe
principalmente al fragmento de 179 pb presente en la secuencia del promotor
Dof01 de B73 el cual esta ausente en las otras cuatro secuencias analizadas. El
promotor Dof01 de W22 (1616 pb) tiene el mayor porcentaje de identidad con
respecto a B73 con 99.72% y sélo cuatro nucleétidos desiguales. La secuencia del
promotor de PAL (1584 pb) mostrd una identidad del 99.26%. La region rio arriba
del segmento de insercion respecto a B73 contiene cinco nucledétidos desiguales,
mientras que la region localizada rio abajo contiene 22 y un total de 14 segmentos
no cubiertos (gaps) en a lo largo de toda la secuencia del promotor. La secuencia
de Mo17 (1584 pb) tiene una identidad del 99.08%, en ella podemos encontrar un
total de 22 nucledtidos desiguales y 9 segmentos de gaps presentes en la region
proximal del promotor. La secuencia del promotor Dof01 de TEO (1596 pb)
contiene un total de 64 nucledétidos desiguales (47 en la region rio arriba 'y 17 en la
region rio debajo de la regién de insercion con respecto a B73) y 21 segmentos
cortos de insercidon/delecion entre ambas secuencias analizadas. La Fig. S1
muestra el alineamiento de las cinco secuencias del promotor Dof01, en las cuales
se especifica la localizacion de los sitios donde se unen los factores de

transcripcion que regulan la expresion del gen Dof01.
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Tabla 1. Alineamiento local BLAST de la secuencia del promotor Dof01 de las
cinco variedades de maiz. Se muestran dos segmentos alineados de cada
variedad con respecto a B73. Se indica el porcentaje de identidad, asi como la
longitud total del alineamiento, el numero de nucledtidos desiguales, los gaps vy el
valor de error.

Table 1. BLAST local alignment of the sequences of the Dof01 promoters of five
varieties of maize. Two aligned segments of each of the varieties are shown with
respect to B73. The percentage of identity of each segment is indicated, as well as

the total length of the alignment, the number of mismatches, the gaps and the e-

value.
% Longitud de
Query Sujeto Desigualdades Gap Error
Identidad alineamiento
B73 W22 99.723 1083 3 0
B73 W22 99.812 533 0
B73 PAL 99.263 1086 5 0
B73 PAL 90.056 533 22 14 0
B73 Mo17 99.077 1083 10 0
B73 Mo17 89.963 538 12 0
B73 TEO 92.576 1091 47 15 0
B73 TEO 94.61 538 17 0

3.2. Arquitectura del promotor Dof01

Representamos de manera grafica las cinco secuencias del promotor Dof01
estudiadas para comparar las posiciones de los elementos regulatorios. La Fig. 1
muestra las secuencias de los promotores y los motivos de los TFBS que se
localizaron. Las secuencias estan alineadas con respecto a la posicién del TSS
mas cercano al codén de inicio de cada gen (flecha grande). También se identifica
la posicion de TSS alternativos (flechas cortas) y las respectivas cajas TATA

asociadas a cada TSS. Podemos apreciar que la gran mayoria de los TFBS estan
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conservados entre las distintas variedades. La secuencia del promotor Dof01 de
B73 tiene una regién UTR 5 mas corta (95 pb), seguida de la secuencia de PAL
(144 pb), mientras que esta caracteristica en las secuencias del promotor Dof01
de TEO, W22 y Mo17 son de 238 pb, 233 pb y 206 pb, respectivamente.
Representamos la regidon de insercidn/delecion presente en la secuencia del
promotor de B73 la cual se localiza en las posiciones -616 a -437 pb rio arriba del
TSS (linea negra delgada). En esta regién, podemos ver que esta presente una
caja TATA, la cual no esta presente en la secuencia de PAL pero si esta en las
otras cuatro variedades. Ademas, esta regién posee cinco TFBS que no estan
presentes en las otras cuatro variedades. La caja TATA que se localiza en la
posicidén -35 pb en las secuencias de PAL, TEO, W22 y Mo17 no esta presente en
la secuencia de B73, esto puede provocar un cambio significativo en la actividad
del promotor. En total se localizaron 35 motivos distintos en las cinco secuencias.

Las secuencias consenso de cada motivo se muestran en la Fig. S2.
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Figura 1. Representaciéon de la arquitectura del promotor Dof01 de cinco
variedades de maiz. Las lineas negras horizontales representan el tamano de la
secuencia de cada promotor localizados en sus respectivos genomas. La linea gris
horizontal representa la region UTR 5’. La flecha vertical mayor representa el TSS

principal mientras que las flechas verticales de menor tamafio representan TSS
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alternos. La posicion de los elementos cis (motivos) se representa con codigo de
color. Se indica también las posiciones de las cajas TATA y el ATG. La escala
inferior representa el tamafio de la secuencia donde cero (0) indica la posicion del
TSS principal y en negativo la region rio arriba de este, mientras que en positivo
las regiones rio abajo.

Figure 1. Representation of the architecture of the Dof01 promoter of five maize
varieties. The horizontal black lines represent the size of the sequence of each
promoter located in their respective genomes. The horizontal gray line represents
the 5-UTR. The larger vertical arrow represents the main TSS while the smaller
vertical arrows represent alternate TSS. The position of cis elements (motifs) is
represented by color code. The positions of the TATA boxes and the ATG are also
indicated. The lower scale represents the size of the sequence where zero (0)
indicates the position of the main TSS and in negative the region upstream of this,
while in positive the regions downstream.

3.3.Los factores de transcripcion se unen a una posicion relativa con
respecto al TSS

Se grafico la densidad de elementos regulatorios y su distribucion a lo largo de las
secuencias de los cinco promotores (Fig. 2). Encontramos que hay un pico de
maxima densidad entre los 50 y 200 pb rio arriba del TSS, cuya distribucion
muestra una forma de campana. La densidad de elementos regulatorios cae hacia
los 500 pb y vuelve a incrementar cerca de los -850 pb. Encontramos dos TSS
alternativos cuya funcién pudiera estar relacionada a un transcrito alterno no
funcional. El segundo pico de mayor densidad de elementos regulatorios se
localiza alrededor de 200 pb rio arriba del TSS alternativo en la posicién -700 pb

aproximadamente.
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Figura 2. Densidad de distribucion de elementos cis en el promotor Dof01 de las
cinco variedades de maiz. Se localizan dos picos de maxima densidad cerca del
TSS principal y un TSS alterno. Mientras mayor es la altura del pico, mayor es la
probabilidad de que un factor de transcripcion se una a esa region. La escala
inferior representa la posicion relativa con respecto al TSS principal. La escala
lateral representa la probabilidad.

Figure 2. Density of distribution of cis elements in the Dof01 promoter of the five
maize varieties. Two peaks of maximum density are located near the main TSS
and an alternate TSS. The higher the peak, the greater the likelihood that a
transcription factor will join that region. The lower scale represents the relative
position with respect to the main TSS. The lateral scale represents the probability.
Adicionalmente, encontramos 318 factores de transcripcion distintos que
pertenecen a 23 familias que reconocen 655 sitios de union, cuya actividad es
responsable de regular la expresion de Dof01 en las cinco variedades de maiz.
Para visualizar el grado de similitud entre los promotores y los factores de
transcripcion que regulan su actividad, construimos un mapa de calor (Fig. 3) con
ayuda del software R. En la Fig. 3 podemos observar una clara separaciéon de los
promotores que pertenecen a razas ancestrales como Teosinte, el cual se

encuentra totalmente separado del resto, seguido de Palomero, cuya similitud en
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términos de numero y tipo de elementos regulatorios es mas cercana a la de W22.
Podemos observar que el TF mas abundante pertenece a la familia WRKY con
110 sitios de unién. Teosinte contiene dos sitios de unién unicos que no se
encontraron en las otras cuatro secuencias, los cuales pertenecen a las familias
G2-Like y Storekeeper, con nueve y cuatro factores de transcripcion que
reconocen el mismo sitio, respectivamente. Una de las familias menos abundantes
es AP2/B3, la cual no esta presente en TEO y cuyo sitio de unién es blanco de tres
factores de transcripcion en Dof01. Uno de los factores de transcripcion con el
mayor numero de sitios de union pertenece a la familia Dof. Se localizaron un total
de 64 sitios de union en los cinco promotores, con 18 incidencias en B73, 15 en
Mo17, 13 en PAL y W22 y sdlo cinco en TEO. Solo tres factores de transcripcion
que pertenecen a la familia Dof fueron localizados en el promotor Dof01, los
cuales son Dof02 (GRMZM2G009406), Dof03 (GRMZM2G146283) y Dof35
(GRMZM2G179069).
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Figura 3. Relaciones entre el tipo y numero de factores de transcripcion,
clasificados por familia, que se unen a la secuencia del promotor Dof01 de las
cinco variedades de maiz. La escala inferior representa el nimero de desviaciones
estandar de los datos escalados, a mayor intensidad de color, mayor es el numero

de sitios de unién del factor de transcripcion. A la izquierda se muestra el nombre
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de la familia de factores de transcripcion. El dendrograma de la derecha muestra
la relacion entre el numero y tipo de factores de transcripcion localizados. El
dendrograma superior muestra la relacion entre los promotores de acuerdo a la
incidencia de factores de transcripcidn que se unen a sus secuencias.

Figure 3. Relationships between the type and number of transcription factors,
classified by family, that bind to the Dof01 promoter sequence of the five maize
varieties. The lower scale represents the number of standard deviations of the
scaled data, the higher the color intensity, the greater the number of binding sites
of the transcription factor. On the left is the name of the family of transcription
factors. The dendrogram on the right shows the relationship between the number
and type of localized transcription factors. The upper dendrogram shows the
relationship between promoters according to the incidence of transcription factors
that bind their sequences.

3.4.Factores de transcripcion relacionados a la respuesta a estrés por frio
se unen a la secuencia del promotor Dof01

Para comprender como los factores de transcripcion que se unen a Dof01 en maiz
B73 afectan su expresion, realizamos un analisis de correlacion de Pearson. La
Fig. 4 muestra un grafico de dispersion de la correlacion de la expresion de Dof01
con la expresién de los 16 factores de transcripcidon mayormente correlacionados.
La mayor correlacion la encontramos con el gen que codifica para la proteina
relacionada a reveille 1, la cual posee un dominio de union al DNA tipo MYB
(GRMZM2G145041). Este gen esta relacionado a la regulacion de la expresion de
genes asociados al reloj circadiano y a hojas libres de auxinas en Arabidopsis
(Rawat et al., 2009) y como regulador negativo de la tolerancia a congelamiento y
la aclimataciéon a frio (Meissner et al.,, 2013). Cinco de los nueve genes
correlacionados pertenecen a la familia de factores de transcripcion WRKY
(GRMZM2G411766; GRMZM2G127064; GRMZM2G027972; GRMZM2G408462;
GRMZM2G102583). Los TFs WRKY tienen el mayor numero de miembros entre
todas las familias de factores de transcripcion. Otra familia correlacionada a la

expresion de Dof01 en B73 es la que contiene el dominio HD-ZIP (del inglés
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Homeobox Domain-Leucine Zipper) (GRMZM2G366130). La familia HD-ZIP esta
relacionada a procesos como la diferenciacion y mantenimiento celular, asi como a
la regulacién y transporte de lipidos en plantas (Chew, Hrmova, & Lopato, 2013).
El factor de transcripcidén que regula la expresion de Dof01 en B73 y que contienen
el dominio de unién al DNA tipo AP2/B3 (GRMZM2G059939), esta asociado con
varias funciones involucradas en procesos fisiologicos y de desarrollo en las
plantas. El factor de transcripcion tipo RAV que tiene este dominio ha sido
estudiado en organismos como Brassica napus (canola) y es inducido por factores
como el frio, NaCl y PEG (Polietilen glicol) (Zhuang, Sun, Zhou, Xiong, & Zhang,
2011). Finalmente, el factor de transcripcién tipo bZIP (GRMZM2G019106) es un
miembro de la familia de reguladores transcripcionales asociados con procesos
como la germinacion y maduracién de semillas, inducciéon y desarrollo floral,
fotomorfogénesis y también, esta involucrado en la respuesta a estrés y
sefalizacion hormonal. La Fig. S3 muestra la expresion de los genes Dof01, bZIP
y MYB a través de 79 tejidos de maiz. Los tejidos en los que estos genes son
expresados principalmente son hoja, mientras que aquellos en los que la

expresion disminuye, estan relacionados al desarrollo de la semilla.
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Figura 4. Analisis de correlacion de Pearson entre la expresion del gen Dof01 de
B73 y los factores de transcripcion involucrados en la regulacion de su expresion.
En la parte superior de cada grafico de dispersidbn se muestra el coeficiente de
determinacién de la regresion lineal, asi como el valor p. En la parte inferior de
cada grafico se muestra el numero identificador de cada gen analizado. La escala
izquierda muestra el valor de la expresion absoluta de los datos transformados de
Dof01 en 79 tejidos distintos, mientras que la escala inferior muestra los datos de
expresion del factor de transcripcion en cuestion en los mismos tejidos.

Figure 4. Pearson's correlation analysis between the expression of the Dof01 gene
of B73 and the transcription factors involved in the regulation of its expression. The
coefficient of determination of the linear regression as well as the p-value are
shown at the top of each scatter plot. The identification number of each gene

analyzed is shown at the bottom of each graph. The left scale shows the value of
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the absolute expression of the transformed Dof01 data in 79 different tissues, while
the lower scale shows the expression data of the transcription factor in question in
the same tissues.

3.5.El gen Dof01 de maiz palomero se expresa de manera contraria al de
B73 bajo estrés por frio

Para entender cémo el gen Dof01 responde al estrés por temperatura, sometimos
plantulas de PAL de 9 dias de edad a tratamientos de frio (4°C) y calor (42°C).
Analizamos la expresion del gen Dof01 en hoja, tallo y raiz en plantulas de 10 dias
de edad y comparamos los resultados con los descritos en el atlas de expresion
de B73 elaborado por Hoopes y colaboradores (Hoopes et al., 2018). La Fig. 5A
muestra los valores de expresion del gen Dof01 analizados en B73. Podemos
apreciar que el gen Dof01 se encuentra significativamente reprimido por efecto del
frio y el calor con respecto al control. En el caso de PAL (Fig. 5B), el gen Dof01 se
sobre expresa significativamente con respecto al control debido al tratamiento por
frio, mientras que es reprimido significativamente debido al efecto del estrés por
calor en hoja. En el caso del tallo, no se encontraron diferencias significativas con
respecto al control bajo ninguno de los tratamientos. Por otra parte, en el tejido de
raiz, el gen Dof01 se sobre expresa significativamente mas de diez veces a
consecuencia del estrés por frio con respecto al control. Mientras que, debido al
estrés por calor, su expresion es ligeramente menor con respecto al control, sin
mostrar evidencias significativas.

Las diferencias en los patrones de expresiéon del gen Dof01 en ambas razas de
maiz puede deberse a los diferentes elementos cis localizados en los promotores
de ambos genes. En ambos casos, el gen reveille 1 (MYB) se encuentra presente,
el cual es un regulador negativo de la expresion por frio y que es expresado
principalmente en los tejidos de hoja, anteras y estilos y se encuentra en la misma
posicion en ambos promotores. Por otra parte, el otro elemento cis relacionado a
la respuesta a frio localizado en el promotor es AP2/B3, el cual fue localizado en
un sitio de unién en B73 y en dos sitios en PAL. Este factor de transcripcion se

expresa principalmente en hoja, por lo que podemos deducir que puede ser el



83

principal elemento regulador de la respuesta a frio en el promotor Dof01 y el cual
sirve para contrarrestar el efecto de regulador negativo del factor de transcripcion
MYB. Sin embargo, se requieren de estudios de caracterizacion funcional de los
promotores para determinar qué elementos regulatorios estan jugando un papel

mas importante en la regulacion de la expresion de Dof01.

A B
ANOVA, p < 0.05 ANOVA, p < 0.05 ANOVA, p =0.17 ANOVA, p <0.05
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Figura 5. Datos de expresion del gen Dof01 en maiz B73 y Palomero. Se muestra
el nivel de expresion relativa con respecto al control de los tratamientos de frio y
calor en A) B73 y B) PAL en los tejidos de hoja, tallo y raiz.

Figure 5. Expression data of the Dof01 gene in B73 and Palomero. The level of
relative expression with respect to the control of cold and heat treatments in A) B73

and B) PAL in leaf, stem and root tissues is shown.
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4. DISCUSION

En el presente trabajo realizamos una caracterizacion general de la arquitectura
del promotor Dof01 en cinco variedades de maiz (B73, Palomero Toluquefio,
Teosinte, W22 y Mo17). Identificamos todos los elementos regulatorios que estan
conservados entre los cinco promotores y que son responsables de la actividad de
regulacion de la transcripcion. El entendimiento de las principales similitudes y
diferencias que existen entre las cinco secuencias, principalmente B73 y PAL, que
regulan la respuesta en condiciones de estrés por temperatura como el frio y calor,
son claves para entender mas acerca del proceso de regulacién de la expresion.
Palomero Toluquefio es considerada una raza ancestral (Vega-Arreguin et al.,
2009) el cual esta adaptado a climas frios y se ha reportado que su genoma es
hasta 28% menor comparado con B73 (Vielle-Calzada et al., 2009) y contiene
grandes regiones en los cromosomas con baja variabilidad nucleotidica
enriquecida en genes involucrados en la respuesta de las plantas al ambiente.

Por otra parte, Teosinte (Zea mays ssp. Parviglumis) es considerado el ancestro
en comun de todas las razas de maiz, el cual fue domesticado hace alrededor de
9,000 a 10,000 afos. En 2014, Lemmon y colaboradores, analizaron elementos
regulatorios en cis y ftrans entre Teosinte y B73. Ellos encontraron que
aproximadamente el 70% de alrededor de 70,000 genes presentaron evidencia de
divergencia regulatoria, sugiriendo una seleccién de elementos regulatorios cis
durante el proceso de domesticacion, un proceso que favorece la sobre regulaciéon
de la expresion de genes (Lemmon et al., 2014). Observamos que la mayor
divergencia en elementos regulatorios se presenta entre el promotor Dof01 de
TEO y B73.

La variedad de maiz W22 ha servido como plataforma base para estudios de
genética reversa en maiz y su genoma es utilizado como referencia para estudios
de gendmica funcional (Springer et al., 2018). Mientras que Mo17 es una de las
variedades hibridas mas conocidas y modernas de maiz. El hibrido generado por
la cruza entre B73 y Mo17 es la linea mas comunmente usada para estudios de

genética y moleculares (Stupar & Springer, 2006). Stupar y Springer (2006)
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reportaron que la mayor variacion en la expresion de genes entre B73 y Mo17 se
debe a la variacion en los elementos regulatorios cis, sugiriendo que existe un
mecanismo para los patrones de expresion en hibridos de estas dos variedades y
que los cambios potenciales en elementos cis puede deberse a la variacién en las
secuencias (posiblemente en regiones promotoras), a los estados alterados de la
cromatina o a diferencias en la estabilidad del RNA.

En nuestro trabajo encontramos, que para el caso del promotor Dof01, la mayoria
de los elementos cis presentes en las cinco variedades estan conservados. Dichos
elementos regulatorios pueden estar involucrados en la respuesta basal de las
plantas con el ambiente y aquellos que estan presentes en unas variedades, pero
no en otras, pueden estar asociados con respuestas especificas intrinsecas de
cada variedad. Los modelos de evolucion de genes predicen que la divergencia
funcional entre genes duplicados (sub-funcionalizacién) es originada por la pérdida
de elementos regulatorios (Lockton & Gaut, 2005). Los elementos regulatorios cis
analizados en el promotor Dof01 de las cinco variedades de maiz, nos llevo a
observar que el ancestro del maiz, Teosinte, difiere en numero y tipo de elementos
regulatorios con respecto a B73. La pérdida o ganancia de estos elementos
regulatorios cis es una de las principales causas de la diversidad genética en
plantas, por lo tanto, ocasionando modificaciones en su fenotipo. Ademas, el
fragmento de179 pb presente en la secuencia del promotor Dof01 de B73, puede
deberse a la insercion de un elemento transponible, lo que da origen a una
neo/sub-funcionalizacién del gen. Lo anterior puede explicar las diferencias entre
la expresion del gen Dof01 en B73 y PAL debido a los tratamientos por frio y calor.
Los promotores son reguladores clave y juegan un rol muy importante en la
tolerancia a estrés abidtico. Su arquitectura es el componente principal que
determina el numero de transcritos (nivel de expresién) y la expresion de un gen
en un tejido especifico (amplitud de la expresién), lo cual, eventualmente forma el
fenotipo (Das & Bansal, 2019). Por eso, es necesario entender la asociacion entre
la secuencia del promotor, los elementos regulatorios cis y los factores de

transcripcion (Creux et al., 2008). Por lo tanto, debemos estudiar en conjunto estos
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tres elementos de una manera en la que podamos proveer de nueva informacion
sobre el funcionamiento de la regulacion de la expresion de genes.

De acuerdo a Lockton y Gaut (2005), los promotores homologos comparten
elementos regulatorios cis incluso a través de distancias evolutivamente
considerables. En la Fig. 1 podemos ver como, a pesar del hecho de que los
elementos regulatorios estan conservados, también lo esta su ubicacion con
respecto al TSS. Ademas, es posible identificar qué familias de factores de
transcripcion estan asociadas a la presencia de otras (Fig. 3).

En la mayoria de los organismos eucariotas, los elementos regulatorios cis estan
significativamente enriquecidos alrededor del sitio de inicio de la transcripcion
(Mejia-Guerra, et al., 2018). El analisis de la distribucion de elementos cis en los
promotores Dof mostré que existen picos de maxima densidad de elementos
regulatorios en torno a los TSS localizados en los promotores (Fig. 2) entre los -
200 pb y los -800 pb. Sin embargo, es necesario determinar si la densidad de
elementos regulatorios esta asociada a la presencia de cajas TATA en los
promotores Dof de maiz, ya que hay reportes de que el numero de TFBS en
promotores con caja TATA es hasta dos veces menor que en promotores sin caja
TATA, asegurando que los promotores tipo TATA estan asociados a las respuestas
a estrés, mientras que los promotores sin caja TATA estan asociados a respuestas
constitutivas (Yamamoto et al., 2011).

El analisis de la expresion de Dof01 en B73 y PAL mostré que la respuesta ante
las condiciones de estrés por frio y calor es distinta entre ambas variedades,
principalmente debido al frio. Diversos autores han sefialado que los factores de
transcripcion Dof estan asociados con respuestas a estrés por frio, calor, salinidad,
sequia, estrés osmotico, acido abscisico, al virus del mosaico de la sandia y mildiu
(Chen & Cao, 2015; Ma et al., 2015; Wang et al., 2017; Wen et al., 2016; Wu et al.,
2016).

Con este trabajo, concluimos que el promotor Dof01 es un candidato ideal para
estudios de caracterizacion funcional y posibles aplicaciones en el campo de la

biotecnologia para la generacion de plantas que expresen genes en respuesta a
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frio. Se requieren mas estudios que profundicen en determinar y caracterizar
funcionalmente la regién promotora minima de este promotor y asi determinar el
papel que cumplen algunos elementos regulatorios presentes.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Figura S1. Alineamiento multiple de la secuencia del promotor Dof01 de las cinco
variedades de maiz. El texto resaltado en color gris indica la ubicacion de los
motivos que son reconocidos por factores de transcripcion. Los asteriscos debajo
de cada linea indican que la posicion de cada nucleétido esta conservada en las
cinco secuencias. Los factores de transcripcion se nombran justo arriba de su sitio
de union y solo se muestran los que estan en la hebra sentido. Al final de cada
linea se muestra la longitud de la secuencia. Los guiones presentes en cada
secuencia muestran la ubicacién de las inserciones/deleciones.

Figure S1. Multiple alignment of the Dof01 promoter sequence of the five maize
varieties. Text highlighted in gray indicates the location of the motifs that are
recognized by transcription factors. The asterisks below each line indicate that the
position of each nucleotide is conserved in all five sequences. Transcription factors
are named just above their binding site and only those in the sense strand are
shown. At the end of each line the length of the sequence is shown. The dashed

lines present in each sequence show the location of the indels.
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TGCTEETCTCETGCANGTTTTTATTTTGTAGTTTCTTGATTTGGTGGGTG
TGCTTTACTGTTGCAAGTTTTTATTTTGTAGTTTCTTGATTTG---GGTG
TGCT GTTTTTATTTTGTAGTTTCTTGATTTG---GGTG
TGCT GTTTTTATTTTGTAGTTTCTTGATTTG---GGTG
dhkhkhkk hhkkkk Khhkhkk khkhkk hhkkkhkkhhkhkhkhkkhhhhkhkhkhhhhkhkkkkhkkhkhkkkk * kK ok
MYB/AT-HOOK
TTGGTAGCCA GATGGGGATCCTCTATAAGGTTTTTAACCTTGAT
TTGGTAGCCAGTTTTGGATAGGTTGATGGGGATCCTCTATAAGCTTTTTAACCTTGATG!
TTGGTAGCCAGTTTTGGATAGGTTGATGGGGATCCTCTATAAGCTTTTTAACCTTGAT
TTGGTAGCCAGTTTTGGATAGGTTGATGGGGATCCTCTATAAGCTTTTTAACCTTGATG
TTGGTAGCCAGTTTTGGATAGGTTGATGGGGATCCTCTATAAGCTTTTTAACCTTGATG

Kk k kKR hk KRk h Kk kK kK kK kKK Ak kK kK kAR h Kk hkhhhkhkh*x Fhkhkhkhhkhkhkhkkxk*x

HD-ZIP AT-HOOK bzIP AT-HOOK
CGGAGCC] CATTGGATTGGGGEGAATA
ATTTGAGACCACCTCAGT

ATTGGGGTGAATA
TTGGGGTGAATA
TTGGGGTGAATA
TTGGGGTGAATA

Kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk

TTTGAGACCACCTCAGT
TTTGAGACCACCTCAGT
TTTGAGACCACCTCAGT

KhKk kA kA kA hhhkkhkkhkk Kkhkk *k *

Dof
-AGTACCCAAAC-CTAAAGGTAT&TGGTTTGGATCCACATGCAG

CTAGAGTGCCCAAACAAATCCTAAAGGTACTATGAAATCTTGGTTTGGATCCACATGCAG
CTAGAGTGCCCAAACAAATCCTAAAGGTACTATGAAATCTTGGTTTGGATCCACATGCAG
CTAGAGTGCCCAAACAAATCCTAAAGGTACTATGAAATCTTGGTTTGGATCCACATGCAG
CTAGAGTGCCCAAACAAATCCTAAAGGTACTATGAAATCTTGGTTTGGATCCACATGCAG
hokkhkkk Kkhkhkkkhhk hhkkkAhhkhAx Kk Akk KA hkhkkkhhkkhkk k& kk k& kkk*
P3 F HD-ZIP HD/WOX
TTATGGCACCTTGGATACAGTTGTTCCTGAGCATAG, GGTCGGATTTCCCA
TTATGGTACCTTGGAT GTCGAATTTCCC
TTATGGTACCTTGGAT
TTATGGTACCTTGGAT
TTATGGTACCTTGGAT
hhkhkhkhkhk hhkkhkhhhhkrhkhhhhhkrhhhhkhkrhhkhhh *hkkhkhhhkrrhkhhkhhkrxhxkh *hkhkxkkkk
AT-HOOK trp HD-ZIP
GAATACTGAAACAAAACGG CTATGCGGCTACT TCCTATGC
TGAAACAAAACGG] CTATGCGGCTACT TCCTAT--
TGAAACAAAACGG CTATGCGGCTACT. TCCTAT--
TGAAACAAAACGG CTATGCGGCTACT. TCCTAT--
TGAAACAAAACGG CTATGCGGCTACT TCCTAT--

Kok ok ok khkhkkhhkhhkh kA kA kAKX KAKA AKA KA KA R AR Ak khkhkhkhkkk khkkk*x

C2H2 AT-HOOK
GGAATAACAACCATAAGATGT AAAGTACT

GTACT
AAAGTACTAAATGT
AAAGTACTAAATGT

AAGGAATAACAACCATAAGATGT AAAGTACT
Kok kA kkk kA kkh kA hkk kA Ak k kA Ak hk kA hhk kA hhkhk kA hkkkkkKk Arkhkkkkk Kk x

AAGGAATAACAACCATAAGATGT

SBP MYB EIN3
CARAAAAGARGGATATTACATCGTGCATATGGCTATACARAACAATGTTCTGT
CCAAGCAGAAGGTTATTACATCGTGCATATGGCTATGCARAACAATGT TTEAG
TCAAGCAGAAGGTTATTAC GGCTATGCAAAACAATGTTTTGC
CCAAGTAGAAGGTTATTACATCGTGCATATGGCTATGCARAACAATGTTT
CCARGTAGAAGGTTATTACATCGTGCATATGGCTATGCAARACAATGTTT!

* % KhkKkKhhkKh KhhkKhkKkkhkhkhk hhhhhhhhhhhkhx *AkrAkrkkrAhkrkxk*x *

*kok Kk Kk

C2H2

ATTGTTTAC--—-———-—=—-— AGAGTGGAGTCTAAAATGAGATACAAAGATGAGTAAGCT
-TAGAC TACATTGTTTATAGAGTGAAGTTTAAAATGAGATATGAGGATGAGTAAGCT
ACTATAGACTACATTGTTTACATAGTGGAGTTTAAAATGAGATACGAGGATGAGTAAGCT
TAGACTACATTGTTTATAGAGTGAAGTTTAAAATGAGATATGAGGACGAGTAAGCT

.TAGACTACAT TGTTTATAGAGTGAAGTTTAAAATGAGATATGAGGACGAGTAAGCT
* ok ok kK kokkkk Akk KkkkkkAAkkkAA Kk Ak KkKkkkkKK
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GCTAGATATATA----—--—-— -

GCTAGATATATAGATAGTCTC--
GCTAGATATATAGGGGGTGTTTGGTTTGTAGGGAT TAAACTTTAGTCCCTCCACTTTATT
GCTAGATATATAG- === ===

HD-ZIP SBP
ACTCTCAATCATAACATACCGGAGAGACTAGTTCACTG
-GTCTCAATGATAACATACCGGAGAGATTAGTTCACT

AATGATAACATACTGGAGAGA-TTAGTTCCTG
CGGAGAGATTAGTTCACTG
CGGAGAGATTAGTTCACTG

KhkKkhkK kKA hkhhhk Khkkhkkxkk * * KA KKK KK KK KKK

ACCACCATCGCTCATATCTTGATGGAATATGATGTACCACTGAAGTATATCTG
ACCACCATCGCTCATATCTTGATGGAATATGATGTACCATGGAAGTATATCTG
ACCATCATCGCTCATATCTTGATGGAATATGATGTACCACTGAAGTATATCTG
ACCATCATCGCTCATATCTTGATGGAATATGATGTACCACTGAAGTATATCTG
ACCATCATCGCTCATATCTTGATGGAATATGATGTACCACTGAAGTATATCTG
Kok Ak kh kK hhh Kk k kA Ak k kA Ak kA ARk A AR Kk kAR hk kXA Kk kX KA KK KA Rk KKK
TALE AT-HOOK P4 F

CTT TTGGCAAACTAGTTCTGTG

KA KKK AR AR AR AR ARk Ak Ak khhkhhhk Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA kA AR AR AR AR K * * Kk *

AATAAGATG----— CCAAGGTTTGCTATAGCTGCCAAGATTTTTAGCTTGTGTAAGGAGG
AATAAGATGGCA----—-— AGGTTTGCTAGCTGCCAAGATTTTTAGCTTGTGTAAGGAAG
TTACAAATAAGATGTCAAGG--TTTGCTAGATGCCAAGATTTTTAGCTTCTGTAAGGAGG
AATAAG----- ATGTCAAGGTTTGCTATAGCTGCCAAGATTTTTAGCTTGTGTAAGGAGG

AATAAG----- ATGTCAAGGTTTGCTATAGCTGCCAAGATTTTTAGCTTGTGTAAGGAGG

* * Khkk kkkkkkhkkhkhkhkkkhkkhkhkhkhkk Kkhkkkhkkkk K

AT-HOOK/HD TALE AT-HOOK

TATGCGTCTT
TATGTGCCTT
GAATGAAAGATAATCAC GTA------- GTGAAGAGG TATGTGTCTT
GTAGTTATTAGTGAAGAGG: TATGTGTCTT
GAATGAAAGATAATCAC GTAGTTATTAGTGAAGAGG: TATGTGTCTT

KAKKKKKRKK KKk kA kA hkkhk kK k* R R I N

CTAAGCAAACACGGAGTAAATGTCTTAGATATAATCATATAACTAAACTATATAAGCATC

CCAAGCAAACACGGAGTAAATGTCTTAGATATAATCATATAA CTATATAAGCATC
CCAAGCAAACACGGAGTAAATGTCTTAGATATAATCATATAA-----CTATATAAGCATC
CTAAGCAAACACGGAGTAAATGTCTTAGATATAAGCATATAA-----CTATATAAGCATC
CTAAGCAAACACGGAGTAAATGTCTTAGATATAAGCATATAA--—-— CTATATAAGCATC
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EIN3

GAGTACTTGCTTGGCTCCTTGGATTTCTAAAGTTCTGTTATTTGCCAGGATTTCTGAAGT
GAGTACTTGCTTGGCTCCCAGGATTTCTAAAGTTCTGTTATTTGCCAGTA-—-———-———
GAGTACTTGCTTGGCTCCTTGGATTTCTAAAGT - ——————————————————————————
GCTTGGCTCCTTGGATTTCTAAAGTTCTGTTATTTGCTAGGATTTCTAAAGT
GCTTGGCTCGTTGGATTTCTAAAGTTCTGTTATTTGCTAGGATTTCTAAAGT

KA KKK KK KK KK KK KK Kk KKK KKK KK KKK

MYB/SANT
TCTGTTATTTGCCAGTAAATGTCATAGACATATTTT CAATCATATTTCG
————————————————— AA--TGTCAGACATATTTT CAATCACATTTCC
TATGTTATTTGCCAGTAAATGTCATAGACATATTTTACATCATCTTACAATCATATTTCC
TCTGTTATTTGCCAGTAAATGTAATAGACATATTTTACATCATCTTACAATCATATTTCC
TCTGTTATTTGCCAGTAAATGTAATAGACATATTTTACATCATCTTACAATCATATTTCC

* % * Khkkhkkhkhkhhhhx *hkhkkrkkkkkhkhkhkk *hkkxk

bZIP/EIN3/NAC EIN3
TCTTCGTGTATTTGTCAGG
TCTTCGTGTATTTGTCAGG
TCTTCGTGTATTTGTCAGG

TTCTATCTCAATACATCTATTTT TCTTCGTGTATTTGTCAGGATT

TTCTATCTCAATACATCTATTTT TCTTCGTGTATTTGTCAGGATT

Kok kkkkkkhkhkkkkk hkkkkk ok ok kk ok ok k ok kkkkk ok k ok ok kkkkkkkkkk &k ok kkkkkk

P5R
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ATG 1596
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KoK K kK kKK KK K KK
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1510
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Figura S2. Secuencia consenso de los motivos localizados en la secuencia del

promotor Dof01 de las cinco variedades de maiz. El tamano de cada letra

representa el grado de conservacion del nucleétido en cada posicion. Mas de un

nucledtido puede estar compartiendo una misma posicion sin afectar la union de

un factor de transcripcion.

Figure S2. Consensus sequence of the motifs located in the sequence of the

Dof01 promoter of the five maize varieties. The size of each letter represents the

degree of conservation of the nucleotide in each position. More than one

nucleotide may be sharing the same position without affecting the binding of a

transcription factor.
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Figura S3. Expresion del gen Dof01 y de los factores de transcripcion MYB y
AP2/B3 en 79 tejidos de maiz B73. En la parte inferior del grafico se enumeran los
tejidos en los que se midi6 la expresion. Valores de expresién absoluta obtenidos
del atlas de expresion de maiz.

Figure S3. Expression of the Dof01 gene and the MYB and AP2/B3 transcription
factors in 79 B73 maize tissues. The tissues in which the expression was

measured are listed at the bottom of the graph. Absolute expression values

obtained from the maize expression atlas.






