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I. RESUMEN

Durante la germinacion se necesita el aporte de azlUcares desde los tejidos fuente
como el endospermo y el escutelo, hacia el tejido demanda, el eje embrionario. Este
proceso es necesario para su crecimiento y continuar su desarrollo hacia una planta
fotosintéticamente activa.

En un estudio previo encontramos que los ejes embrionarios no expresan
transportador de sacarosa, por lo que su nutricion depende de la entrada de carbono
en forma de hexosas. En maiz no se han caracterizado los transportadores de
hexosas, asi que se buscé en la base de datos de secuencias EST de endospermos
de maiz una secuencia anotada como presunto transportador de hexosas. Se
encontré una con numero de acceso BT018728.1 y que en este trabajo se denomind
ZmHT. Se analiz0 su expresion en diferentes tejidos de maiz, encontrando que su
expresion es alta en tejidos fuente como las hojas y los tallos, pero también hay
transcritos en tejidos demanda como raices, pistilos, embriones y ejes embrionarios.
A pesar de su pobre expresidbn en embriones se continué con su estudio. Se
encontré que durante la germinacion su patron de expresion fue similar al de la toma
de glucosa por los embriones (estudio previo) y que su transcripcion aumentd al
incubar los embriones en sacarosa, glucosa o fructosa. La induccion por sacarosa
podria deberse a que se hidrolizé a hexosas por las invertasas del tejido.

En vista de lo anterior se cloné a ZmHT. La secuencia presentaba 7 nucledtidos
distintos a la anotada, por lo que fue registrada en el GeneBank con un nimero de
acceso KF612271. El analisis in silico de la secuencia 1572 nucleétidos traducida a
proteina predice un posible marco de lectura de 523 aminoacidos. El arreglo
topologico es de 12 segmentos transmembranales y un asa intermedia de 61
aminoacidos, estructura que coincide con los transportadores de hexosas. Ademas
se encontraron regiones que estan conservadas en otros transportadores de
hexosas. Sumado a ello el andlisis por acoplamiento molecular del modelo
tridimensional de la proteina con diferentes azucares sugiere que la glucosa es el
azucar que podria unirse preferentemente. Con la finalidad de caracterizar la
actividad de transporte se transformaron tanto E. coli como ovocitos de X. laevis,
pero no se logré obtener a la proteina recombinante. No obstante es preciso buscar
alternativas para la expresion de ZmHT que permitan estudiar la funcién de la
proteina y su posible papel en la fisiologia de la planta.

Pagina | 1
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ll. INTRODUCCION

Il. 1 Transporte de azlcares en plantas

La sacarosa es el principal azUcar sintetizado durante la fotosintesis, es fuente de
carbono y energia, y la molécula sefial que afecta el crecimiento de la planta. Los
tejidos fotosintéticos exceden su capacidad metabdlica de uso de sacarosa, por lo
gue el exceso es exportado a los tejidos no fotosintéticos o también llamados
demanda como las hojas jovenes, raices, semillas, meristemos, tubos polinicos y
frutos (Rolland et al., 2006).

La sacarosa se moviliza a través del floema, un conducto especializado en “llenarse
o cargarse” de nutrientes y también en “descargar” éstos a los tejidos demanda. El
floema también moviliza RNA, factores de transcripcion, minerales, compuestos de
defensa y moléculas sefial, entre otros (Slewinski et al.,, 2013). Estd formado
esencialmente por tres tipos de células: los elementos cribosos (SE), las células
acompafantes (CC) y las del parénquima (PC). Los SE estan altamente modificados
para crear un conducto de células contiguas que presentan baja resistencia al paso
de solutos. Su viabilidad depende de las CC, debido a que carecen de nucleos y
vacuolas. Las PC son las mas externas al floema y las que estan en contacto con las

células fotosintéticas del mesofilo (Figura 1).

Una vision simplificada del mecanismo de transporte de azlcares acepta que la
sacarosa producida durante la fotosintesis se mueve esencialmente de dos maneras
distintas. La primera es célula a célula por un transporte simplastico. Los solutos
fluyen por un gradiente de concentracibn a través conexiones denominadas
plasmodesmata, que son poros o conductos que conectan a las células. En el paso
de llenado del floema este transporte ocurre entre las células del mesofilo y también

entre el complejo CC-SE y entre los SE-SE (Figura 1A).

Pagina | 2
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Figura 1. Transporte de sacarosa en el floema. En el tejido fuente ocurre el llenado del floema con
sacarosa y en el tejido demanda la descarga de sacarosa del floema. sac, sacarosa; glu, glucosa; fru,
fructosa; INV, invertasa. Modificado de Shiratake, 2007 y Chen, 2014.

El otro tipo de movimiento es a través de proteinas transportadoras localizadas en la
membrana plasmaética, transporte denominado apoplastico. Durante el cargado del
floema las PC exportan la sacarosa a través de los transportadores difusionales
SWEET. Por su parte las CC toman la sacarosa del apoplasto mediante
transportadores dependientes de la actividad de la ATPasa de protones, los
simportadores sacarosa:H*, propiciando la acumulacion de sacarosa en los SE
(Figura 1A; Sjo6lund, 1997; Shiratake, 2007; Chen, 2014). La alta concentracién de

sacarosa en el floema genera el movimiento del azucar hacia los tejidos demanda

Pagina | 3
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mediante el gradiente quimico e hidrostatico de éste. La capacidad de la planta de
usar una ruta apoplastica o simplastica para el “llenado del floema” esta determinada
por la abundancia de los plasmodesmata (Voitsekhovskaja et al., 2006). Por ejemplo,
el maiz, Arabidopsis y las plantas de la familia Solanacea como jitomate, tabaco y
papa, se consideran principalmente “cargadores apoplasticos”, si bien pueden

contener una cantidad reducida de plasmodesmata (Dinant y Lemoine, 2010).

El mecanismo de descarga de la sacarosa del floema hacia los tejidos demanda
depende de la especie o tejido y de la etapa de desarrollo de la planta. La sacarosa
puede introducirse a la célula demanda via plasmodesmata o depositarse en el
apoplasto donde los transportadores sacarosa:H" la importan. Alternativamente la
sacarosa puede hidrolizarse en glucosa y fructosa en el espacio extracelular por las
invertasas de la pared celular. Las hexosas producidas son internalizadas por los

transportadores de monosacaridos (Figura 1B; Lemoine, 2000).

A pesar de que la sacarosa es el azucar que se mueve a distancia en la planta, el
transporte de hexosas tiene un papel critico en regular las concentraciones
citosdlicas de los azucares reductores. Lo anterior es importante ya que las hexosas
y sobre todo la glucosa, son reconocidas como moléculas sefal que modifican la
expresion de genes de la planta, en procesos tan importantes como la senescencia,
el desarrollo, la respuesta a luz y a hormonas. Es por ello que la localizacién y
concentracion libre de hexosas debe ser regulada (Rolland et al., 2006).

II. 2 Familia de Facilitadores Mayores (MFS)

Los transportadores de azlcares de plantas pertenecen a una de las superfamilias
mas grandes de transportadores relacionados evolutivamente, la Familia de
Facilitadores Mayores (MFS “Major Facilitator Superfamily”) también conocida como
la Familia de uniportadores-simportadores-antiportadores, ya que sus miembros

muestran alguno de estos tres mecanismos de transporte.

Pagina | 4
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Los uniportadores transportan un soluto a favor de su gradiente de concentracion.

Los simportadores y los antiportadores acoplan el transporte energéticamente
desfavorable de un soluto (en contra de su gradiente de concentracion) al
energéticamente favorable de otro, sin hidrolizar ATP. Los solutos son transportados
simultdneamente en ambos casos, sin embargo los simportadores lo hacen en la
misma direccién, mientras que los antiportadores lo hacen en direcciones opuestas
(Alberts et al., 2004). Los solutos transportados por esta superfamilia son diversos:
monosacaridos, oligosacaridos, aminoacidos, nucleotidos, péptidos, vitaminas,
cofactores, farmacos, cromoforos, aniones, neurotransmisores y metabolitos del ciclo
de Krebs, entre otros (Reddy et al., 2012).

En 1998, Pao y colaboradores reportaron 17 familias pertenecientes a MFS con base
en datos filogenéticos, estudios de secuenciacion y comparacion de secuencias. Un
aflo mas tarde MFS se expandié a 34 familias (Saier et al., 1999; Saier, 2000) y
actualmente se reconocen 74 familias. A la fecha se tienen 10,000 miembros
secuenciados, provenientes de los tres reinos, que presentan ciertas caracteristicas
en comun. Su longitud se encuentra entre los 400 y 600 aminoacidos y la mayoria
posee 12 segmentos transmembranales en alfa hélice (Figura 2), aunque hay
miembros con 11, 13, 14, 15, 16 y 24 alfa hélices transmembranales. Diversos
analisis concuerdan que esta superfamilia viene de la triplicacion y fusion de un gen
primitivo de 2 segmentos transmembranales que generd una proteina de 6, gen que
posteriormente se duplico y fusiond para generar finalmente una proteina de 12. Lo
anterior explica que los seis primeros segmentos transmembranales presenten cierta
homologia con los ultimos seis (Reddy et al., 2012). Otra caracteristica de los
miembros de la MFS es que las regiones N- y C- terminal se predicen de localizacion
citoplasmatica. Ademas poseen una asa larga que conecta las hélices
transmembranales 6 y 7, que es muy variable en longitud y secuencia de

aminoacidos entre las diferentes familias (McCurdy et al., 2010).
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Figura 2. Modelo topoldgico del simportador monosacérido:H" de Nicotiana tabacum, NtMST (Williams
et al., 2000). El transportador presenta las regiones amino y carboxilo en la cara citosolica de la
membrana, asi como un asa intracelular larga que conecta los primeros 6 segmentos
transmembranales con los dltimos 6.

Como superfamilia todos los transportadores aceptan una gran diversidad de tipos de
sustratos y sus funciones abarcan desde la acumulacién de nutrientes en bacteria
hasta la recaptura de neurotransmisores a través de la membrana sinaptica en
humanos (Hirai et al., 2003). A pesar de estas diferencias se predice que todos sus

miembros conservan una estructura tridimensional similar (Law et al., 2008).

Hasta ahora no existe ninguna proteina MFS de plantas cristalizada. No obstante, el
modelado por homologia ha permitido realizar predicciones tridimensionales de las
mismas con las estructuras cristalogréaficas de proteinas MFS de bacteria. Entre las
estrategias para la predicciéon de estructuras se encuentra: el modelado de novo y el
modelado comparativo. El primero consiste en simular el plegamiento de una
secuencia de aminoacidos a partir de implementar métodos estadisticos que
predicen las conformaciones que adoptan los aminoacidos de la secuencia. El
segundo utiliza estructuras cristalizadas como plantillas (“template”) para generar un
modelo. Se basa en el principio que secuencias similares tienen estructuras
similares, para asi predecir el plegamiento de la secuencia en cuestion (Cavassotto y
Phatak, 2009; Krieger, 2003). De los 10 000 miembros de MFS solo 6 han sido
cristalizados: el transportador glicerol-3-fosfato (GlpT), la lactosa permeasa (LacY), el

Pagina | 6



=2 loquimicas INTRODUCCION

simportador fucosa-proton (FucP), el simportador D-xilosa-protén (XylE), el

transportador a multiples farmacos (EmrD) de E.coli (Cura y Carruthers 2013) y el
transportador péptido-protén (PepTso) de la bacteria Shewanella oneidensis
(Newstead et al., 2013). Las estructuras resueltas aportan ideas estructurales
generales sobre la conformacién y el posible mecanismo de transporte para otras

proteinas no resueltas.

La funcion de la mayoria de los miembros de MSF es el transporte membranal de
solutos. Sin embargo se han encontrado proteinas en E. coli y en S. cerevisiae que
poseen secuencias de aminoacidos con una alta identidad a transportadores pero
funcionan como receptores transmitiendo informacién de la superficie celular al
material genético con la finalidad de regular la expresiéon de ciertos genes. Lo anterior

sugiere que la funcién de MFS también podria ser diversa (Saier, 2000).

Existen diversas familias de MFS que transportan azucares, la transportadora de
azucares SP (“Sugar Porter”) es la que posee un mayor numero de miembros
secuenciados. SP se encuentra en los tres reinos y las proteinas que la conforman
son uniportadores, catién simportadores o bien soluto:soluto antiportadores. Entre los
azucares que transportan se encuentran la glucosa, fructosa, galactosa, arabinosa,

xilosa, manitol, lactosa, a-glucosa, quinato y mioinositol (Saier, 2000).

II. 3 Transportadores de monosacaridos en plantas (MST)

En Arabidopsis se han encontrado 53 genes que presumiblemente codifican para
transportadores de monosacaridos (MST) y que estdn agrupados en siete
subfamilias. La clasificacion denota el tipo de azlcar que transporta y/o la
localizacion o si responde a estrés. Se denominan: proteinas de transporte de
azucares, STP; transportador vacuolar de glucosa, VGT; transportador tonoplastico
de monosacaridos, TMT; transportador plastidico de glucosa/supresor de proteina G
beta 1, pGIcT/ SGB1; transportador de polioles PLT; transportador de inositol, INT; y

proteinas de respuesta temprana a la deshidratacién, ERD6 (Buttner, 2007).
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Recientemente se reportd una clasificacion en la que se incluye una nueva familia de

proteinas que transportan monosacaridos, los denominados “SWEETs”. Estos a
diferencia de las 7 subfamilias descritas anteriormente se predice que presentan 7
segmentos transmembranales. Su actividad de transporte es del tipo difusional
bidireccional. Algunos SWEETs presentan baja afinidad por glucosa, como el
transportador AtSWEET1 de Arabidopsis thaliana con una Km de 9 mM. Sin
embargo, hay que mencionar que algunos SWEET prefieren transportar sacarosa
(Chen et al., 2012).

Como se menciond, de MFS la familia STP es la mejor caracterizada. EI primer
miembro identificado fue AtSTP1, proteina capaz de transportar varias hexosas,
excepto fructosa. De los 14 genes STP en Arabidopsis, ocho se han estudiado a
detalle. Todos son simportadores azlcar:H" y pueden transportar diferentes hexosas
con una preferencia mayoritaria por glucosa con una alta afinidad (Km= 100 uyM;
Battner, 2010).

A pesar de contar con la caracterizacion bioquimica de algunos de los miembros de
la superfamilia MFS, no es posible determinar la especificidad de la proteina por el
soluto a transportar mediante el analisis bioinformatico de su secuencia, ni adn
dentro de cada una de las subfamilias. Por ejemplo, AtPMT1 y AtPMT2 son capaces
de transportar glucosa, fructosa, xilosa, galactosa, xilitol y sorbitol, pero AtPMT1 tiene
la capacidad mas alta para fructosa mientras que AtPMT2 para el xilitol (Schaadt et
al., 2010).

[I. 3.1 Caracterizacién de transportadores de azlcares.

El primer gene clonado para un transportador de monosacéaridos de un organismo
fotosintético fue CkHUP1, del alga unicelular Chlorella kessleri. Dicho gen reveld
cierta homologia con los transportadores difusionales de monosacaridos en animales
y levaduras y con los simportadores de monosacaridos:H* en bacterias (Biittner y
Sauer, 2000). Desde entonces y hasta la fecha se han clonado y estudiado varios
transportadores en diversos sistemas de expresion heterélogos, debido a la gran
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cantidad de ellos que puede contener una membrana de plantas (Delrot et al., 2001).
Un sistema de expresion heterélogo tiene principalmente dos funciones, la
sobreexpresion de la proteina de estudio y su caracterizacidn bioquimica y
fisiologica. A continuacion se describen algunos de estos sistemas (Yesilirmak y
Sayers, 2009).

e Sistemas de expresion procariontes

Escherichia coli. Es la primera opcion debido a su simplicidad, r4pida tasa de
crecimiento y relativamente bajo costo. Sin embargo entre las desventajas que
presenta es que a menudo no realiza un correcto plegamiento de las proteinas, asi
como modificaciones post-traduccionales. Ademas la produccion de proteinas
estabilizadas con puentes disulfuro en E. coli generalmente resulta en degradacion
proteolitica, mal plegamiento y formacion de cuerpos de inclusion. A pesar de ello
este sistema es muy empleado para determinar la topologia de proteinas

membranales (Barbier-Brygoo et al., 2001; Yesilirmak y Sayers, 2009).

e Sistemas de expresidon eucariontes

Entre los sistemas mas usados para la produccion en general de proteinas
transportadoras de plantas destacan las levaduras, los ovocitos de Xenopus leavis y
las lineas celulares de insectos y mamiferos. Para simportadores aztcar:H", los dos
primeros son los mas empleados. Todos estos sistemas tienen la ventaja sobre los
sistemas procariontes que pueden realizar modificaciones post-traduccionales
(Dreyer et al., 1999).

Levaduras. Las mas comunmente usadas son Saccharomyces cerevisiae y
Schizosaccharomyces pombe. Como organismos unicelulares eucariontes poseen
caracteristicas moleculares, genéticas y bioquimicas similares a los eucariontes
superiores como las plantas. Su crecimiento es rapido con grandes densidades de
cultivos celulares, su manipulacién es sencilla y su costo es bajo. Son sistemas
excelentes para estudiar las caracteristicas funcionales y cinéticas, ya que su ventaja

radica en que se pueden producir cepas viables deficientes de transportadores
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especificos o bien en vias especificas de transporte. Como ejemplo se encuentra

Saccharomyces cerevisiae cepa EBY.VWA4000, deficiente en el transporte de
glucosa, donde la actividad funcional de diferentes transportadores de hexosas se ha
medido, como VVvHT3, VVHT4 y VVHT5 de uva y los transportadores SWEET de
Arabidopsis. Otra ventaja de las levaduras es que se puede medir el transporte y
determinar la especificidad de sustrato de un transportador en particular. Entre sus
limitaciones se encuentran bajos rendimientos y estrés celular debido a la presencia
de un gene extrafio (Dreyer et al., 1999; Barbier-Brygoo et al., 2001; Yesilirmak y
Sayers, 2009; Chen et al., 2010 y 2012).

Xenopus laevis. Los ovocitos provenientes de la rana africana de ufias también son
una excelente herramienta para la identificacién de la funcién de proteinas y canales
de diferentes especies. Estos ovocitos expresan un bajo numero de canales por ser
independientes de nutrientes exdgenos. Son de bajo costo y sobreviven largo tiempo
fuera del cuerpo donde son producidos. Ademas, debido a que son células grandes
(3 mm de didmetro aproximadamente), el material genético puede introducirse
facilmente por micro-inyeccion y su manipulacion resulta sencilla. Entre las
desventajas que este sistema proporciona es la baja cantidad de proteina
recombinante que produce y la expresion de la misma por un corto tiempo. La
purificacion de la proteina resulta un poco mas complicada en comparacion con los
demas sistemas y si ésta es toxica para los ovocitos puede afectar su viabilidad. Los
ovocitos logran sintetizar y ensamblar una proteina a partir de DNA o RNA exdgeno.
Posteriormente se detecta el transporte mediante el empleo de técnicas
electrofisiolégicas como “Patch-clamp” siempre y cuando el transportador genere un
movimiento de carga durante su actividad de transporte. De no ser asi, se emplean
técnicas de marcaje radioactivo del soluto a transportar y se mide la incorporacién de
marca radioactiva (Bianchi y Driscoll, 2006; Markovich, 2008). Para realizar éste tipo
de estudios es muy importante que los ovocitos se encuentren en la etapa V o VI de
su desarrollo, donde son facilmente distinguibles debido a su tamafio y al contraste
de coloracién que presentan. Se puede distinguir un hemisferio color negro/café

denominado animal, que contiene la mayoria del ndcleo y un hemisferio color beige
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denominado vegetal (Figura 3) que practicamente se encuentra lleno de plaquetas de

vitelio, las cuales contienen el 80% de las proteinas del ovocito en forma de
lipoproteinas y glucoproteinas. Estas proteinas tienen la funcidon de nutrir al ovocito
una vez que éste llegue a su madurez y sea fecundado y explica el hecho que
puedan sobrevivir fuera el ovario por varios dias. Ademas contiene mRNA, tRNA,
organelos, histonas, lipidos de membrana, ribosomas y sobre todo una cantidad
importante de aminoé&cidos, algunos liberados de la degradacién de las proteinas de
las plaquetas del vitelio. Los ovocitos en la etapa VI contienen los componentes
necesarios para producir proteinas (Miller y Zhou, 2000; Keiper, 2002; Rasar y
Hammes, 2006).

Etapas de desarrollo

Figura 3. Ovogénesis de Xenopus laevis (Keiper, 2002).

Il. 3.2 Regulacion de MST
Los MST se encuentran mayormente expresados en los tejidos no heterotréficos.
Esto sugiere que su funcién primaria es la descarga de los aztcares del floema y el

abasto de carbono a los tejidos no fotosintéticos (Delrot et al., 2001; Buttner, 2010).

La presencia de MST es determinante para el crecimiento de los tejidos
demandantes que carecen de transportadores de sacarosa o0 de conexiones
plasmodesmata. En el fruto de jitomate aun verde, las células presentan numerosas
conexiones plasmodesmata, nutriéndose principalmente de sacarosa que llega el
floema. Al comienzo de la etapa maduracion (fruto color naranja a rojo) dichas

conexiones disminuyen y las membranas de las células del fruto comienzan a
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expresar una cantidad abundante de transportadores de hexosas. Plantas mutantes

en MST disminuyen un 80 a 90% los niveles de transportadores y su tasa de
acumulacion de hexosas a un 55% (McCurdy et al., 2010).

Los MST también se localizan en la membrana de la vacuola y del cloroplasto. Se
sugiere que su funcion es regular la cantidad de hexosas en estos compartimentos
y/lo en el citosol. En Arabidopsis la proteina ESL1 (MST tipo ERD) trabaja
coordinadamente con la invertasa vacuolar. Se encontr6 que el aumento de la
expresion de ESL1 esta ligado al incremento de la expresion de la invertasa durante
condiciones de estrés hidrico. Probablemente la acumulacion de hexosas en la
vacuola es usada por ESL1 para lograr que éstas fluyan al citoplasma, como un

mecanismo para regular la re-movilizacioén de azucares (Yamanda et al, 2010).

La cantidad de los MST debe regularse para cubrir la demanda de azucares no solo
en los diversos tejidos, también en diferentes etapas de desarrollo y bajo distintas
condiciones ambientales (Williams et al., 2000; Barbier-Brygoo et al., 2001).
Tratamientos como dafio mecanico, luz, estrés hidrico y salino, fitohormonas y
ataque por patégenos modifican la expresion de los transportadores de azUcares de
plantas (Williams et al., 2000).

La regulacion de la expresion de los transportadores puede ser a varios niveles.
Indirectamente por la actividad de la ATPasa de H*. Concentraciones altas de
carbono en la planta inducen la expresion de los genes para la ATPasa de H' e
influyen en la cinética de transporte de los simportadores. La otra forma de
regulacion es directa, sobre la transcripcion, post-transcripcion y la post-traduccion.
Se conoce este tipo de control en la expresion de los transportadores de sacarosa

pero poco para los transportadores de hexosas (Delrot et al., 2001; Slewinski, 2011).

e Requlacion transcripcional y post-transcripcional

Se han encontrado elementos en la region promotora de varios genes que codifican

para transportadores (Inbraheem et al., 2010). En uva, el gene para el transportador
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VVHTL1 contiene 2 cajas para respuesta a azucares y su actividad es inducida por

sacarosa y glucosa. Ademas, el factor de transcripcion VVMSA (proteina homéloga a
las ASR “ABA stress ripening induced protein”) inducible por la hormona acido
abscisico (ABA), se une también a la caja de azucares en el promotor de VVHTL1. Lo
anterior es una regulacion comun de las vias de transduccién de sefiales por la
hormona del estrés ABA y la via de sefalizacion dependiente de azucares (Cakir et
al., 2003). Para los transportadores de sacarosa se demostré que la adicion de
auxinas y citocinas en hojas induce la acumulacién de transcrito para el SUT1 de
Arabidopsis (Lalonde et al., 1999). En cuanto a regulacion post-transcripcional se
estima que la vida media de los mRNA de los transportadores de sacarosa es de 60
a 130 min y que algunos de estos MRNA se protegen mediante la unién de proteinas
al RNA (Vaughn et al., 2000; He et al., 2008).

e Requlacién post-traduccional

A nivel post-traduccional existen varios mecanismos de regulacion descritos para
transportadores de sacarosa (Vaughn et al.,, 2000). El mas comun es la
fosforilacién/desfosforilacion. A través del andlisis del fosfoproteoma se identificé un
probable sitio de fosforilacion para el transportador AtSTP1. Estudios con activadores
de cinasas sugieren que AtSTP13 también es regulado negativamente por

fosforilacion (Hayes et al., 2010).

e Requlacidon redox

En presencia de agentes oxidantes como el glutation, el transportador de sacarosa
StSUT1 de Solanum tuberosum forma un puente disulfuro con otro transportador y
aumenta su actividad (Figura 4). Un alineamiento de transportadores de sacarosa de
la familia Solanaceae (tomate y papa) con el de sacarosa de maiz mostré que
existen 4 cisteinas conservadas, probablemente importantes para este tipo de
regulacién. Por otra parte se encontré que el ambiente redox también influye en la
localizacion de los transportadores. La expresion de SUT1-GFP bajo condiciones
reductoras, lleva a la proteina a distribuirse en toda la membrana plasmatica. Sin

embargo, bajo condiciones oxidantes, se localiza en balsas lipidicas, donde se
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propone que ocurre su oligomerizacion (Slewinski y Braun, 2010). Una asociacion a
estos dominios lipidicos parece ser importante para el reciclamiento constante de los
SUTs via endocitosis (Liesche et al., 2010).

Reduccion

g

Monomero SUT Dimero SUT
(menos activo) (mas activo)

Figura 4. Modificacion redox de un transportador de sacarosa (SUT). En condiciones reductoras se
encuentra en su forma no dimérica y es menos activo, mientras que en condiciones oxidativas se
encuentra predominantemente es un forma dimérica y es mas activo. (Tomado y modificado de
Slewinski y Braun, 2010).

e Regulacién por estrés biotico v abidtico

Durante la interaccidén entre plantas y patégenos se establece una competencia por
nutrientes entre hospedero y huésped. La importacién de azucares hacia los tejidos
dafiados se relaciona con su alta demanda para defender a la planta o para
secuestrar los azucares del apoplasto y reducir los que estan disponibles para el
patdgeno. Se ha observado que las toxinas afectan a la ATPasa de H*, por ejemplo
la FB1, secretada por el hongo F. verticillioides inhibe en un 30% su actividad
(Gutiérrez-Najera et al.,, 2005). La inhibicion de la bomba primaria afecta
indirectamente el transporte en la membrana y la importacién de compuestos del
apoplasto. Otras toxinas influyen directamente en la expresion de los
transportadores, por ejemplo evocadores de bacterias y hongos inducen la expresion

de STP4 en cultivos celulares de Arabidopsis (Williams et al., 2000).
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El estrés hidrico y el salino pueden ocasionar cambios en la expresion de

transportadores de azuUcares. En Arabidopsis el estrés por deshidratacion o frio
induce la expresion del MST tipo ERD6 (Delrot et al., 2001).

e Regulacién por azucares

Existe evidencia que cambios en los niveles de azucares afectan la expresion y
actividad de los transportadores. Por ejemplo, la expresion del gene VIiSUT1
(transportador de sacarosa) pero no de VISTP1 (transportador de glucosa) decrece
en los cotiledones después de la exposicion a altas concentraciones de sacarosa o
glucosa, mientras que bajas concentraciones no afectan los niveles de transcripcién

para ningun transportador (Weber et al., 1997).

En levaduras los azlcares regulan la estabilidad de sus transportadores de hexosas,
controlando su cantidad en la membrana plasmatica mediante las proteinas RGT2 y
SNF3. Estas presentan una alta identidad con los transportadores de hexosas de
levadura, sin embargo carecen de actividad de transporte. Ademas su region
carboxilo terminal es mas extensa (218 y 303 aminoacidos para RGT2 y SNF3,
respectivamente). La proteina SNF3 percibe bajos niveles de glucosa e induce la
expresion de los transportadores de alta afinidad por glucosa. Por su parte, RGT2
percibe altas concentraciones de glucosa e induce la expresion de transportadores
de baja afinidad por el aziucar. Ambas modulan la funcion de Rgtlp, proteina que
activa o reprime la transcripcion de genes de transportadores de hexosas,
dependiendo de la concentracién extracelular de glucosa (Lalonde et al.,, 1999;
Rolland et al., 2006).
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[ll. ANTECEDENTES DIRECTOS

En nuestro grupo de trabajo, hemos demostrado mediante ensayos de RT-PCR,
Northern blot y por inmunohistoquimica que la distribucion de los transportadores de
sacarosa no es homogénea en la semilla de maiz (Gomez-Calderas, 2008; Guzman-
Chéavez, 2010; Sanchez-Linares et al., 2012). El tejido embrionario que propiamente
da lugar a las hojas y las raices no contiene transportador de sacarosa, al menos no
el SUT1, que es abundante en plantas maduras de maiz (Slewinski et al., 2010). El
tejido que rodea al embrion, el escutelo o cotiledon modificado, si tiene en sus
células del paréngquima una cantidad abundante de transportadores de sacarosa

(Sanchez-Linares et al., 2012).

El escutelo al inicio de la germinacion, sintetiza sacarosa a partir de los lipidos de
reserva (Sanchez-Linares et al., 2012). La cantidad excedente de sacarosa se
exporta al apoplasto para nutrir al eje embrionario. La falta de transportador de
sacarosa en este ultimo tejido sugiere que se nutre a partir de hexosas. Ademas, el
transporte de hexosas es alto en embriones maduros compuestos tanto del tejido
escutelar como del eje embrionario. Esto apoya nuestra sugerencia de la toma de

hexosas por el eje embrionario (Zurita-Villegas, 2011).

En la busqueda de posibles transportadores de hexosas en tejido embrionario se
encontré uno en las secuencias EST de endospermos de maiz (nUmero de acceso
BT018728.1; Lai et al., 2004). La secuencia se tradujo, se compard con la base de
datos de proteinas y se encontré similar a los miembros de la familia MFS.
Obtuvimos la clona para el presunto transportador de hexosas (Anexo I) al que se
denominé ZmHT. Mediante el andlisis por RT-PCR se detectd en varios tejidos,
expresandose poco en la hoja (tejido fuente) y principalmente en tejidos
demandantes como el embrién, tanto maduro como inmaduro; y el eje embrionario
(Zurita-Villegas, 2011).
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ANTECEDENTES DIRECTOS

Con estos datos consideramos importante clonar y caracterizar al presunto
transportador de hexosas y determinar si se encuentra en el eje embrionario para

nutrirlo hasta que se convierte en un organismo con capacidad fotosintética.
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IV. HIPOTESIS

La carencia de transportador de sacarosa en el eje embrionario hace necesario el
transporte de hexosas en ese tejido, entonces se clonard y caracterizara la expresion

de un transportador de hexosas de tejido embrionario de maiz.
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V. OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresién de un transportador de hexosas, ZmHT, en maiz.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Clonar a ZmHT.

2. Analizar in silico a ZmHT y compararlo con otras secuencias de

transportadores de hexosas.
3. Corroborar la expresion de los transcritos para ZmHT en diferentes tejidos de
maiz y a diferentes tiempos de germinacion y suplementados con distintos

carbohidratos en tejido embrionario de maiz mediante RT-gPCR.

4. Sobreexpresar la proteina en un sistema heterélogo.

Pagina | 19



= loquimicas MATERIALES Y METODOS

VIl. MATERIALES Y METODOS

Para alcanzar los objetivos se disefid un procedimiento experimental que incluyo tres
partes (Figura 5). En la primera parte se cuantifico la expresion de ZmHT por PCR en
tiempo real en diferentes tejidos de maiz y durante la germinacion de embriones
maduros de maiz. Se determiné el efecto de diferentes azlcares en la expresion del
transportador en los embriones. Todo para determinar si el presunto transportador de
hexosas se expresa durante la germinacion del maiz y explicar la toma de hexosas
por este tejido. En la segunda parte se obtuvo la clona de ZmHT y se analizé la
secuencia de nucleotidos y de proteina. Finalmente en la tercera se intento la

expresion de ZmHT en un sistema heterdlogo.

ZmHT
[ - 1
s N - -
3 Expresion heteréloga
Perfil de expresion Clonacion de ZmHT
del transcrito
\,41_, [ Analisis in silico ' Sistemas
4 h heterélogos de
. [ 1 : expresion:
A. legrentes : ~ - IR
tejidos Tonolodia Disefio de Ovocit
B. Durante la POI0gE oligonucledtidos octos
germinacion Homologia ,4|_\
C. Embriones / 4Iﬁ -
germinados en RNA embriones SEledes
. expresion por
azlcares RT-PCR
PAGE-SDS
\ pGEM-T Easy

E.coli (DH50q)

{ Secuenciacion

Figura 5. Disefio experimental. Se muestran las tres partes del trabajo experimental, la determinacién
de la expresién del transcrito tanto en los tejidos de una planta madura como en los embriones
durante la germinacion, seguido de la clonacién a partir de embriones de maiz y la expresion
heteréloga de ZmHT.
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VII. 1 Andlisis de la expresién de ZmHT por PCR punto final y gPCR.

Material biolégico. Hojas, tallos, raices, espigas, pistilos, embriones inmaduros,
embriones maduros y ejes embrionarios de una planta de maiz fueron colectados y
almacenados a -70° C hasta su uso. Los embriones maduros y los ejes embrionarios
de maiz (Zea mays var. Chalquefo) se obtuvieron mediante extraccion manual con
navaja. Los embriones maduros se lavaron con hipoclorito de sodio al 2%,
agitdndolos vigorosamente durante 2 min. Posteriormente se enjuagaron con agua
estéril desionizada hasta la desaparicion del hipoclorito. Por ultimo se secaron en
papel filtro estéril. Estos embriones se embebieron en agar al 1%, por 0O, 6, 12, 18,
24, 30, 36, 42 y 48 h a 29°C en obscuridad. Por otro lado, se germinaron embriones
maduros por 24 h a 29° C en obscuridad en agar al 1% y se suplementaron con 50
mM de sorbitol, manitol, glucosa, fructosa o sacarosa. Se usaron como control los
embriones embebidos en agar. Todos los tejidos fueron sumergidos en nitrégeno

liquido y posteriormente almacenados a -70° C hasta su uso.

Extraccion y calibracion del RNA en gel de agarosa. EI RNA total se extrajo
segun la metodologia descrita por Guzman-Chavez (2010). Se cuantificd
espectrofotométricamente en un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Se verificd su
integridad en un gel de agarosa al 1%, con TAE 1X como amortiguador de corrida y
bromuro de etidio 0.5 pyL/mL. Después se determinaron los valores de densitometria
de las bandas de los RNA ribosomales de las diferentes muestras. Si no coincidian,
se volvian a correr volumenes distintos de RNA en geles de agarosa hasta que todas
las muestras produjeran un valor similar. Este proceso de calibracion permite partir
de una cantidad similar de RNA y por tanto esperar una cantidad similar de cDNA de
cada muestra. Las diferencias en expresion de cada muestra corresponden al gene
de interés. La densitometria se realiz6 en el Carestream Molecular Imaging Software

v.5.0.2.30 y la imagen se capturd en un equipo KODAK Image Station 400R-PRO.
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Obtencién del cDNA. En un tubo de microfuga se coloco el volumen de RNA de la

calibracion por densitometria, 1 yL de oligo dT y agua estéril tratada con DEPC c.b.p
10 pL. El tubo se calenté a 70° C durante 5 min, después se enfrié en hielo 5 miny al
final se adiciond la mezcla de reaccion (Tabla 1). Se agité y se incubd a 25°C por 5
min, después a 42°C por 1 h y por ultimo a 70°C por 15 min en un termociclador

Thermal Cycler 2720 (Applied Biossystems). EI cDNA obtenido se almacend a -20°C.

Tabla 1. Mezcla de reaccion para la generacion de cDNA.

Reactivo Volumen (uL)
Buffer Improm Il 5X 4.0
MgCl, 24
dNTP’s 1.0
Transcriptasa Reversa (Promega) 1.0
Agua DEPC estéril 1.6

VII. 1.1 PCR en punto final.

La expresion cualitativa se determiné mediante PCR con la mezcla que se describe
en la Tabla 2. Se usaron los oligonucleodtidos directo ATCGAAGAGATGGTGCTGCT
e inverso AAGTGTCCACGAAACCAACC (Anexo 1B), para amplificar un producto de
178 pb. La reaccién se efectu6 en un termociclador a 98° C por 3 min para la
desnaturalizacion inicial, seguido de 40 ciclos de amplificacion en donde cada ciclo
incluyé 10 s de desnaturalizacion a 98° C, 10 s de alineamiento a 58° C y 15 s de
extension por 72° C. La extension final fue a 72° C por 10 min. La mezcla de reaccién
de PCR se carg6 en un gel de agarosa al 1% con TAE 1X como amortiguador de
corrida y bromuro de etidio 0.5 yL/mL. El producto se observé en un transiluminador
de UV (WiseUV WUV-L50) y la imagen se capturo en el KODAK Image Station.
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Tabla 2. Mezcla de reaccion de PCR en punto final para la expresién de ZmHT.

Reactivo Volumen (jL)
5X Advantage HD Buffer 3.0
dNTP's (10 mM) 0.3
Oligonucledtido sentido 0.6
Oligonucledtido antisentido 0.6
DNA polimerasa Advantage HD 0.15
cDNA (aproximadamente 1 ug) 0.6
Agua libre de nucleasas 9.75

VII. 1.2 PCR en tiempo real.

Estandarizacion de la técnica de gPCR. Se verifico la especificidad de la reaccion
y se establecieron los rangos dinamicos, la eficiencia, la reproducibilidad y la
sensibilidad del método (Anexo 3). Para incrementar la especificidad del ensayo se
utilizé un juego de oligonucleétidos que generd un producto de 178 pb. La region
abarca desde el coddn de paro hasta la region 3’-UTR en la secuencia de ZmHT
(oligonucledtidos directo ATCGAAGAGATGGTGCTGCT e inverso
AAGTGTCCACGAAACCAACC; Anexo 1B). Ademas se verificO que los
oligonucledtidos tuvieran un contenido de GC entre el 40 y 60%, que no formaran
estructuras secundarias y que no hubiera complementariedad entre ellos. Lo anterior

se realiz6 con el programa OligoAnalyzer 3.1

Reaccion de gPCR. Se empledé SYBR Green (Applied Biosystems) para la reacciéon
de gPCR segun las condiciones que se muestran en la Tabla 3. Cada muestra fue
preparada por duplicado o triplicado. A su vez se prepararon las mismas reacciones
para cada muestra pero usando los oligonucledtidos para amplificar al gen
constitutivo, la ubiquitina (oligonucleétidos directo ATCTTTGTGAAGACCCTCAC e
inverso CCTAAGGCGCAGCACCAAGT). El gen se eligio por tener el mismo grado
de expresién en todas las muestras (Guzman-Chavez, 2013; Zhang et al., 2012) y se
utilizé para calibrar la cantidad de cDNA afadido en cada reaccion de gPCR. Las

reacciones fueron distribuidas en placas de 96 pozos cubiertas con tapas plasticas
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adhesivas (Applied Biosystems). La reaccion se efectué en un termociclador 7500

Real-Time PCR System (Applied Biosystem).

Tabla 3. Mezcla de reaccion para el PCR en tiempo real.

Reactivo Volumen (pL)
SYBR Green PCR Master Mix 10.0
Oligonucledtido sentido HT11F (5 uM) 0.8
Oligonucledtido antisentido HT11R (5 uM) 0.8
cDNA 1.0
Agua libre de nucleasas 7.4

Los datos obtenidos de la qPCR se analizaron con el software ABI PRISM 7000
SDS. Se fij6 un valor de umbral: la fase donde la eficiencia de la reaccidn es cercana
al 100%. Asi, el programa proporcioné el valor de C+, que es el numero de ciclo
donde se alcanza el umbral de emision de fluorescencia establecido de cada
reaccion. Se obtuvo el valor promedio de C; para cada muestra y se prosiguio a
realizar la cuantificacion relativa mediante el método de 2*“". Dicho método permite
calcular el cambio de expresidn de un gen respecto a una muestra control y

normalizarla con una referencia endégena. En la ecuacién, 274"

ACt = Ctgen de interés — Ct gen enddgeno

AACt = ACt muestra de interés - C1A calibrador

Donde la muestra de interés es el templado proveniente del organismo bajo las
condiciones de estudio establecidas y el calibrador es la muestra de estudio en las
condiciones experimentales contra las que se desea comparar las diferencias de
expresion. En este caso se empleé como calibrador el cDNA proveniente de
embriones maduros a las 0 h de germinacion para el andlisis a lo largo de la
germinacion de embriones y para la expresion de los diferentes tejidos. Se uso la
expresion de los embriones embebidos en agar por 24 h de germinacién para el
andlisis del efecto de la imbibicion en diferentes azlcares. Al ser una

semicuantificacion las unidades en que se reporta la expresion son arbitrarias.
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VII. 2 Clonacion.

Extraccion de RNA. Se extrajo RNA de embriones maduros de maiz germinados
por 24 horas mediante la metodologia descrita en Guzman-Chavez (2011). EI RNA
total obtenido se cuantificé espectrofotométricamente en Nanodrop y se almacené a -
70°C hasta su uso. Para verificar la integridad del RNA se corrié 1 ug (mezclado con
2 uL de buffer de corrida que contenia bromuro de etidio y agua DECP c.b.p 10 uL)
en un gel de agarosa al 1.5% con TAE 1X como amortiguador de corrida. EI RNA se
visualizé en el transiluminador de UV y la imagen se capturé en el equipo KODAK

Image Station.

Obtencion de cDNA. Se disefiaron oligonucleétidos utilizando la secuencia del
transportador de hexosas de endospermo de maiz encontrada en la base de datos
del GeneBank, con numero de acceso BT018727.1 (Anexo 1A). Para el disefio se
utilizé el programa Primer3PLUS. Para la obtencion del cDNA se hizo una reaccion
de retro-transcripcion oligo especifica. Se tomé el volumen equivalente a 1 pg de
RNA vy se mezclo con 1 uL de oligonucledtido inverso
(AGAATAAGCAGCCGCCTACA; Anexo 1A) 5 uM, 1 uL de una mezcla de dNTP’s 10
mM y agua DEPC estéril c.b.p 13 yL. La mezcla se agitd y se calenté a 65°C durante
5 min para posteriormente colocarla en hielo por 1 min. Después se adiciond la
mezcla de reaccion que contenia 4 pL de Buffer 5x First-Strand, 1 uL de DTT 0.1 My
1 pL de la enzima Super Script Il RT (Invitrogen). Se agitd y se incubo a 25°C por 5
min, después 50°C por 1 h y por udltimo 70°C por 15 min en un termociclador. El

cDNA obtenido se almacend a -20°C.

PCR. Se empled la DNA polimerasa Advantage HD (Clontech), debido a que la
secuencia blanco para amplificar presenta un contenido de GC de alrededor del 70%.
Dicha enzima es termoestable y produce un producto de longitud extensa con alta
fidelidad, pues contiene una actividad muy robusta de exonucleasa 3’-5’. Una de las
desventajas de la enzima es que genera extremos romos, por lo que la posterior

adenilacion del producto amplificado es necesaria.
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Tabla 4. Mezcla de reaccion de PCR en punto final para la obtencién de la clona de ZmHT.

Reactivo Volumen (L)
5X Advantage HD Buffer 5.0
dNTP's (10 mM) 0.5
Oligonucledtido sentido 1.0
Oligonucledtido antisentido 1.0
DNA polimerasa Advantage HD 0.25
cDNA de embriones de maiz (1 ug) 2.6
DMSO 100% 0.75
Agua libre de nucleasas 13.9

La amplificacion del DNA de interés se hizo con la mezcla de reaccion de PCR que
se encuentra en la Tabla 4 wusando como oligonucledtido directo el
TAGAGCATTGCTTCCGTGTG vy el inverso AGAATAAGCAGCCGCTACA (Anexo

1A). La reaccion se efectud con las condiciones que se especifican en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones para la PCR en punto final en la obtencién de la clona de ZmHT

Pre-desnaturalizacién Ampl|f!cac|on Extension final
(35 ciclos)
Desnaturalizacion: 98° C por 10 s
98° C por 3 min Alineamiento: 55° C por 1 min 72° C por 10 min

Extension: 72° C por 2 min

Purificacion del producto de PCR. El producto de 1800 pb fue purificado de un gel
de agarosa al 1% con el Gel Extraction Kit de QIAGEN y posteriormente cuantificado

espectrofotométricamente.

Adenilacion y Ligacion. La mezcla de reaccién para adenilacion contuvo 4 pL (90
ng) del producto de PCR purificado, 2 yL de buffer GoTaq 5X, 4 yL de dATP 0.5 mM
y 1 uL de polimerasa GoTaq 5 U/uL. La mezcla se calenté a 70°C por 30 min. Para la
reaccion de ligacion se mezclaron 5 uL de Rapid Ligation Buffer, 1 pyL del vector
pGEM-T Easy (50 ng), 1 uL de T4 DNA Ligasa (Promega) y 4 uL del producto de
PCR adenilado. La reaccion se dej6é toda la noche a 4°C. La relacion producto
adenilado (inserto):vector fue de 3:1.
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Transformacion. Se transformaron células DH5a Ca®* competentes, adicionando los

11 uL de la reaccién de ligacion a un tubo con 100 pL de las células e incubandolas
durante 5 min en hielo. Posteriormente se les dio un choque térmico a 42°C durante
1 min y se incubaron nuevamente en hielo durante 15 min. El contenido del tubo se
vertio en un tubo con 1 mL de medio LB sin antibiético y se incub6 a 37°C por 90 min
con agitaciéon (150 rpm). Finalizado el tiempo se sembraron tres cajas con medio LB,
ampicilina 100 pg/mL, X-Gal 20 mg/mL e IPTG 0.5 mM. Las cajas se incubaron a
37°C durante 18 h. Se seleccionaron seis colonias blancas y se les hizo un PCR de
colonia con las condiciones descritas en las Tablas 1 y 2. Para almacenar las
colonias transformantes se crecieron en medio LB adicionado con ampicilina 100
pg/mL, a 37°C por 18 h con agitacién rotatoria constante (180 rpm). Para la
conservacion de la cepa, se adicionaron 0.3 mL de glicerol por cada 0.7 mL del
cultivo; los tubos se congelaron a -70°C. La clona obtenida se denominé pGEM-
TEasy-1800ZmHT.

Purificacion del vector recombinante. La purificacién se realiz6 con 0.6 mL de un
cultivo de células transformantes crecido por 18 h en medio LB, utilizando el kit
Zyppy Plasmid Miniprep de ZymoResearch de acuerdo a las especificaciones del

fabricante. El DNA fue cuantificado espectrofotométricamente.

Verificacion de la transformacion. Se digirid6 1 uL (71 ng/ upL) del vector
recombinante con EcoRIl (Promega). Se prepar6 una mezcla con 1 pyL de Buffer 0 y
7 uL de agua DEPC estéril. Se calenté a 100°C durante 5 min y se enfrio en hielo por
5 min. Posteriormente se agregd 1 pL de la enzima, se mezclé y se incubod a 37°C

por 2 h. El producto se visualizé en un gel de agarosa al 1%.

Secuenciacion. El vector recombinante se secuencié en la Unidad de Biologia
Molecular del Instituto de Fisiologia Celular (IFC) con los oligonucleétidos SP6 y T7
gue flanquean la secuencia de interés por el extremo 5’ y 3’ respectivamente. Debido
a que la secuencia era muy larga (1735 pb), se solicitd la secuenciacion de una

porcion interna del gene. También se envid muestra a la Unidad de Secuenciacion
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del Instituto de Biotecnologia (IBT). La secuenciacion en el IFC empled un ABI Prism

3100 Genetic Analyzers (Applied Biosystems), mientras que en el IBT se realiz6é en
un equipo Perkin Elmer 3730 (Applied Biosystems).

VII. 3 Andlisis in silico de la secuencia para el transportador putativo de
hexosas de maiz

El presunto transportador de hexosas de maiz se denominé ZmHT. La secuencia se
aline6 con la previamente reportada en GenBank, utilizando el programa BioEdit
Sequence Alignment Editor (Anexo 2). Posteriormente se hizo un BLASTp en NCBI
para compararla con otras secuencias de transportadores de hexosas y finalmente

se model6 la estructura secundaria y terciaria de la proteina.

VII. 3.1 Construccion de un modelo proteico para ZmHT

Prediccion de la estructura primaria. La secuencia de nucleétidos se sometié al
programa Translate de EXPASY. Se detectaron varios posibles codones de inicio y
término y por lo tanto varios marcos de lectura. Se eligio el mas probable y se hizo un
alineamiento en Mafft buscando secuencias conservadas en otros transportadores de

hexosas ya reportados y pertenecientes a la MFS (Lalonde et al., 1999).

Prediccion de la estructura secundaria. Se utilizaron los siguientes programas:
PCI-SS, APSSP2, SIMPA 96, PREDATOR 2.1.2, SOMPA, GOR |, GOR Ill, GOR IV,
JUFO 9D, PROF, HNN, MLRC, DPM, DSC, PORTER, CONCORD, PHD, SCRATH
PP y NerSurfP. Se compararon los resultados para obtener la estructura mas
probable. Se realiz6 un analisis de hidrofobicidad para determinar los cruces
transmembranales de la proteina y la localizacibn de las asas intracelulares y
extracelulares con los servidores: MINNOU, HMMTOP, TopPred2, SOSUI, TMHMM
2.0, TMpred, TOPCONS, MEMSAT, OCTOPUS, PHOBIUS, SPOCTOPUS, SCAMPI,
S-TMHMM, Das-Tmfilter y MEMSAT-SVM.
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Prediccion de la estructura terciaria. Se determin6 mediante modelado por

homologia utilizando los servidores I-Tasser y Phyre2. |-Tasser uso como modelos
varias proteinas membranales, como el del transportador de glicerol-3-fosfato de E.
coli (PBD ID 1pw4) que es miembro de MFS, para construir un modelo. Phyre2
construy6 varios modelos basandose cada uno en una proteina distinta. Se eligi6 el
qgue uso como templado la estructura del simportador D-xilosa-protén (PDB ID 4gbz),
gue también pertenece a la MFS y que cubre el 80% de la secuencia de ZmHT, con
100% de identidad.

Con ambos modelos se construyd y optimiz0 una nueva estructura utilizando
Schodinger Maestro Version 9.5.014 Modulo Prime. Los estudios de acomplamiento
molecular se hicieron en el mismo programa ademés de Docking Glide y AutoDock
4.2. Las moléculas empleadas para el acoplamiento molecular con ZmHT fueron a-D-
glucosa, B-D-glucosa, a-D-fructosa, B-D-fructosa, a-D-xilosa, Sorbitol, Manitol y

Sacarosa.

VII. 4 Expresion de ZmHT en un sistema de expresion heterdlogo
Se expresoO heterélogamente a ZmHT en Echerichia coli y en ovocitos de Xenopus

leavis.

VII. 4.1 Expresion en E. coli.

La clona pGEM-TEasy-1800ZmHT originalmente se propago en la cepa E. coli DH5a.
Para expresar la proteina de interés se subcloné el gen en el vector de alta expresion
pPET-32a(+) y en el vector pGEX 4t-1(Figura 6).
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Figura 6. Vectores empleados para la subclonacién de ZmHT. A. Vector pET-32a (+) de 5900 pb. B.
Vector pGEX 4t-1 de 4969 pb.

Insercion de ZmHT en el vector pET-32a(+) para producir pET-32a(+)-
1600ZmHT. De la clona pGEM-TEasy-1800ZmHT se subcloné la region codificante
para el presunto transportador de hexosas (1572 pb) en el vector pET-32a(+).

Se efectudé una reacciéon de PCR (Tabla 6) empleando los oligonucleétidos que se
muestran en la Tabla 7 (Anexo 1B). Estos incluyen en los extremos de la secuencia
sitios de corte para las enzimas EcoRI y Hindlll, para que el inserto quedara
direccionado rio abajo del promotor T7 y la secuencia fuera leida de manera correcta

para poder expresar la proteina.
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Tabla 6. Condiciones para la PCR para la obtencién de un inserto de ZmHT de 1605 pb.

Reactivo Volumen (uL)
5X Advantage HD Buffer 5.0
dNTP's (10 mM) 0.5
Oligonucledtido sentido 1.0
Oligonucledtido antisentido 1.0
DNA polimerasa Advantage HD 0.25
DMSO 100% 0.75
pGEM-T Easy-ZmHT (4 pg/uL) 1.0
Agua libre de nucleasas 15.5

Las condiciones de reaccion fueron: 98° C por 3 min para la pre-desnaturalizacion,
seguido de 40 ciclos que incluyeron 98° C por 10 s de desnaturalizacion, 60° C por
10 s de alineamiento y 72° C por 2 min de extension. La extension final fue a 72° C

por 10 min.

Tabla 7. Oligonucleétidos utilizados para la subclonacion de ZmHT en el vector pET-32a(+).En azul y
subrayado se encuentra una secuencia que ayuda a estabilizar la union de las enzimas de restriccion,
en rojo el sitio de corte para EcoRlI en el oligonucleétido directo; en verde el sitio de corte para Hindlll
en el oligonucledtido inverso; y en negro la secuencia correspondiente a ZmHT.

Direccion de Secuencia del oligonuclestido Tm  Longitud Contenido
amplificacion (°C) (pb) de GC (%)
Directo AAACGTGAATTCATCGGAGCCAGGAAGCAT  61.6 30 51.8
Inverso AAAGCAAAGCTTCTCCAGTCCCTTGTGATT 61.9 30 51.8

El producto de PCR de 1605 pb obtenido a partir de la clona pGEM-TEasy-
1800ZmHT se corrié en un gel de agarosa al 1%, se purificé (Gel Extraction Kit de
QIAGEN) y se digirié. La reaccion contenia 1 uyL EcoRI (Promega), 1 pyL Hindlll
(Thermo Scientific), 2 uL del buffer 10X Fast Buffer (Thermo Scientific), 2 yL (440 ng)
del inserto purificado y 14 pL de agua libre de nucleasas. La mezcla se incub6 por 2
h a 37°C e inmediatamente después las enzimas se inactivaron a 80°C por 10 min.
Por otro lado el vector fue digerido empleando 2 uL EcoRIl y 3 pL Hindlll, 0.5 pL (2.6
Mg) del vector, 3 uL del buffer, 22.5 pyL de agua libre de nucleasas y se incub6 por 2 h

a 37°C. Se defosforil6 con fosfatasa alcalina segun lo indica el inserto y se hizo una
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reaccion de ligacion en un relacion inserto:vector 3:1. Se agregd 10 yL de Rapid
Ligation Buffer, 2.3 pyL (50 ng) del vector pET-32a(+) digerido y defosforilado, 1 pL de
T4 DNA Ligasa (Promega), 2 pL del inserto purificado (44 ng) y digerido y 4.7 uL de

agua libre de nucleasas. La ligacién se incub6 toda la noche a 4°C.

Insercion de ZmHT en el vector pGEX-4t-1. Se hizo una digestiéon de 6 ug del
vector recombinante pET-32a(+)-1600ZmHT con 3 pL de buffer 10X Fast Digest
Buffer (Thermo Scientific), 3 uL de la enzima Notl (Thermo Scientific), 3 pL de la
enzima EcoRI (Promega) y 15 L de agua libre de nucleasas con el fin de obtener la
secuencia de ZmHT e insertarla en el vector. La mezcla se incubé 2 h a 37°C y
después las enzimas se inactivaron a 80°C por 10 min. Asimismo 5 uL del vector
pGEX-4t-1 se digirieron en 1 pyL de buffer, 0.5 yL de cada enzima y 3 pL de agua
libre de nucleasas, incubando e inactivando a las enzimas a las mismas condiciones.
La ligacion se hizo en una relacion inserto:vector 3:1, afiadiendo 10 uL de Rapid
Ligation Buffer, 2.0 pyL (125 ng) del vector pGEX-4t-1 digerido, 1 yL de T4 DNA
Ligasa (Promega), 4.5 yL (123 ng) del inserto purificado y digerido y 2.5 pyL de agua

libre de nucleasas. La ligacién se incubé toda la noche a 4°C.

Transformacion. Se agregaron los vectores recombinantes a 100 pL de células Ca**
competentes BL21 Codon Plus RIL. Se verificaron las transformaciones con un PCR
de colonia y con una digestion. Ambas construcciones se purificaron con el kit

Zyppy Plasmid Miniprep de Zymo Research y se enviaron a secuenciar en el IFC.

Expresién en BL21 Codon Plus RIL. Se sembraron las colonias transformantes en
10 mL de medio LB méas ampicilina (100 pg/mL) y se incubaron por 12 h a 37°C. De
este cultivo se tomé 1 mL y se agregd a 10 mL de medio LB mas ampicilina (100
pMg/mL), incubandose a 37°C con agitacion vigorosa hasta que alcanzdé una
absorbancia a 600 nm entre 0.6 y 0.8 en un espectrofotometro (Beckman Coulter
DU530). Se tomd una alicuota y se le adicion6 el IPTG al cultivo. Se realizaron de
concentraciones de IPTG: 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 y 5.0 mM asi como una cinética de
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induccioén (1, 3, 5y 24 h). Las alicuotas obtenidas se centrifugaron 5 min a 7500 rpm

a temperatura ambiente. Tanto el sobrenadante como el botdn se guardaron a -20°C.

Verificacion de lainduccion mediante SDS-PAGE

Preparacion de las muestras. Se les afiadio SDS al 5% a las muestras y se
calentaron a 80°C durante 10 min. Se tomaron 10 yL y se mezclaron con 10 pL de
amortiguador de carga (Tris Base 0.35 M, SDS 5%, DTT 0.16 M, Glicerol 7.5% y Azul
de Bromofenol 0.4%). En el caso de los sobrenadantes se usaron 15 uyL y se

mezclaron con 10 uL de amortiguador de carga.

Las muestras de proteina se separaron en geles de poliacrilamida-SDS (PAGE-
SDS). Se prepararon geles de poliacrilamida al 12% (Laemmli, 1970) y se colocaron
en una camara de electroforesis Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra System, llenandola
con el amortiguador de corrida (Tris Base 0.05 N, Glicina 0.38 M y SDS 0.1%). Las
muestras se cargaron en los pozos del gel y también se cargaron 7 yL de marcador
de peso molecular pretefiido de BIORAD. Para la separacion de las proteinas en el
gel, se aplicé un voltaje del5 mA hasta que las muestras llegaron al gel separador y
después se cambié a 25 mA. El gel se tiid (Azul de Comassie R-250 al 0.125%,
Metanol 50% y Acido acético 10%) y se destifi6 (Metanol 45% y Acido acético al

10%). Los geles fueron capturados con el equipo KODAK Image Station.

VII. 4.2 Expresion en Xenopus leavis

El trabajo con Xenopus leavis se desarrollo en el laboratorio del Dr. José de Jesus
Garcia Valdés, del Departamento de Analitica de la Facultad de Quimica de la
UNAM.

Obtencidén de los ovocitos. Se anestesiaron ranas por hipotermia, es decir se
colocé en hielo a la rana por 30 min o hasta observar ausencia de reflejos (Figura
7A). Después se extendid la rana en una cama de hielo y se le realizé una incision en
la zona baja del abdomen para disecar de dos a tres I6bulos ovéricos (Figura 7B).

Estos se colocaron en una caja Petri (Figura 7C) con la solucion ND96 (NaCl 96 mM,
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KCI 2 mM, CaCl; 1.8 mM, MgCl, 1.0 mM, HEPES 5.0 mM y Gentamicina 8.0 mg/mL,
ajustada a un pH de 7.4 con NaOH). Los ovocitos en estadios V-VI se separaron con
pinzas de diseccién y se trataron con colagenasa (0.4 mg/mL; disuelta en una
solucién ND96 sin gentamicina) por 45 min (Figura 7D). Los ovocitos se incubaron

por 12 h en solucion ND96 a 19°C antes de ser inyectados.

Figura 7. Fotografias de la extraccién de ovocitos de Xenopus leavis. A. Rana Xenopus leavis. B.
Incisiobn hecha en la rana para extraer los l6bulos ovaricos. C. Lébulos ovéricos extraidos. D.
Tratamiento con colagenasa para disgregar los ovocitos de la capa folicular.

Generacion del RNA mensajero. Se purificé el vector pGEM-TEasy-1800ZmHT
mediante el Maxi Kit de QIAGEN vy se linealizé con la enzima Sac | (Fermentas) en
una mezcla con 2 yL del vector purificado (8 ug), 4 uL de la enzima, 10 pL del buffer

10X Fast Digest (Fermentas) y 84 uL de agua libre de nucleasas. La reaccion se
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incubd a 37°C por 3 h 'y se corrieron 3 pL en un gel de agarosa al 1% con bromuro de

etidio con el fin de verificar su integridad. Al resto de la mezcla se le afladieron 250
ML de etanol absoluto 100% y 10 pyL de acetato de amonio y se incub6 a 4°C por toda
la noche. Finalmente se hizo la transcripcion empleando el kit mMessage mMachine
T7 RNA transcription de Ambion, que emplea el promotor T7. No se determiné la

integridad del RNA ya que la cantidad obtenida fue muy pobre, 310 ng/uL.

Inyeccion del RNA mensajero en los ovocitos. Se usé un microinyector manual
(Drummond digital microdispensers). Se ha reportado que la cantidad 6ptima de RNA
inyectada al ovocito varia en un rango de 2 a 75 ng en 50 nL para producir proteinas
transportadoras de membrana acopladas a iones (Preuss et al., 2011). En el
presente trabajo se realizaron dos ensayos. En el primero se inyectaron 60 ovocitos
con 50 nL de RNA 207 ng/uL (10 ng) cada uno y se incubaron por 2, 3y 4 dias para
la expresion de la proteina, empleando 20 ovocitos para cada dia (3 lotes en total).
En el segundo experimento se inyectaron 25 ovocitos con 100 nL de RNA 300 ng/uL
(30 ng) en citoplasma y se incubaron por dos dias y medio. Para el control se hizo lo
mismo a diferencia que se inyecté agua. Los ovocitos se incubaron a 19°C en una

solucion ND96 que se cambiaba dos veces al dia. Al concluir se congelaron a -70°C.

Obtencion de membranas microsomales de ovocitos. Cada lote de ovocitos fue
resuspendido en una solucion de sacarosa 0.3 M, fosfato de sodio 10 mM pH 7.4,
gue contenia una mezcla de inhibidor de proteasas (cOmplete, Mini, EDTA-free de
Roche). Se homogeneiz6 en hielo con 20 pases con un Teflon Potter Evelheim. Se
centrifug6 a 3000 Xg por 10 min a 4°C y el sobrenadante se centrifugé nuevamente a
48000 Xg por una hora a 4°C. El pellet se resuspendi6é en 20 uL de amortiguador de
carga para SDS-PAGE vy se calent6 a 90°C por 15 min (Bianchi y Driscoll, 2006). Por
otro lado a 10 pL del sobrenadante se le agregaron 10 uL del amortiguador de carga.
Las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida—SDS y se siguid el mismo

procedimiento descrito anteriormente para PAGE.
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VIIl. RESULTADOS

VIII. 1 Anédlisis de la expresion de ZmHT por qPCR.

Durante la germinacion del maiz el eje embrionario necesita hexosas para su
nutriciéon, debido a que carece del transportador de sacarosa ZmSUT1 (Sanchez-
Linares et al., 2012). En el Genbank se encontré6 un presunto transportador de
hexosas. Al analizar la expresion ZmHT se encontré que se expresaba en diferentes
tejidos de la planta, mayoritariamente en la raiz y la hoja (Figura 8).

Hoja Tallo Emb.nm. Emb.ma. Eje Pistlo Espiga Raiz

ZmHT

Control de
cargado

B 500 -
450 -
400 - 20
350 - 10
300 -
250 - 0
200 -
150 -
100 -
50 -

0 a

Emb. inm. Emb.ma Eje

Expresion relativa

i "1

Hoja Tallo Emb. Emb.ma Eje Pistlo Espiga Raiz
inm.

Figura 8. Niveles de expresién de ZmHT. A. Nivel de transcritos para ZmHT de la PCR tiempo final en
un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. B. Expresion relativa de ZmHT mediante qPCR
usando como control enddgeno la expresion del gen de la ubiquitina. Emb.inm., embrién inmaduro;
Emb.ma., embrién maduro.
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También se expresé en los tejidos embrionarios de la semilla de maiz aunque en
niveles bajos, siendo los embriones maduros los que presentaron la mayor cantidad

de transcrito (Figura 8 recuadro).

Debido a que la expresion era pobre en el eje embrionario, pero mayor en el embrion
se determiné si durante la germinacién del embrion cambiaba la expresion de ZmHT.
Por PCR tiempo final se detectdé que hay transcritos para ZmHT desde las 0 h y se
mantiene hasta las 36 h de germinacién y a las 48 h hay un ligero incremento en el

nivel de transcritos.

Control de

cargado
B 20 -
18 -
16 -
14 -
12 -

10 -
8

Expresion relativa

OoON B~ O
1

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tiempo de imbibicion (h)

Figura 9. Niveles de expresion de ZmHT. A. Nivel de transcritos para ZmHT de la PCR tiempo final en
un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. B. Expresion relativa de ZmHT mediante gPCR
usando como control endégeno la expresién del gen de ubiquitina.

El patrén de expresion de ZmHT también se determiné por gPCR y fue similar al del
PCR tiempo final, excepto que de 0 a 6 h aument6 18 veces la expresion y ademas

entre las 30 y 48 h de germinacién hubo un ligero incrementé en el nivel de
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transcritos (Figura 9). Este ultimo perfil es similar al de la toma de glucosa de los

embriones (Figura 10; Zurita-Villegas, 2011).

20 —@— Expresion relativa 12000
12 —iil— Actividad de toma de glucosa 10000 §
(£
>
z M 8000 o —
3 » o
£ 10 6000 5=
‘®» 8 o £
S 4000 -
X 3
Ll 4 S
2000 5
2 <
0 0
0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tiempo de imbibicion (h)

Figura 10. Comparacion de los niveles de transcrito de ZmHT detectados mediante gPCR con la toma
de glucosa por los embriones germinados. Datos tomados de la Figura 9B y de Zurita-Villegas, 2011.

Por lo anterior continuamos el estudio de la expresion de este transportador durante
la germinacién de los embriones. Durante la germinacion cambian los niveles de
azucares en los diferentes tejidos embrionarios y compartimentos intracelulares
(Guzman-Chavez, 2010; Luna-Lbaiza, 2011). Esta disponibilidad diferente podria
afectar la expresion de sus transportadores. Por lo que examinamos si la expresion

de ZmHT se modificaba por azucares.

La imbibicion por 24 h de los embriones maduros con 50 mM de fructosa, glucosa y
sacarosa aumento el nivel de transcritos para ZmHT, pero no cuando se embebieron
en manitol y sorbitol (Figura 11). La medicion de los transcritos por PCR tiempo final
no es tan sensible como el gPCR para detectar los cambios en la expresion de

ZmHT en los embriones embebidos con diferentes azlcares.
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En vista de que ZmHT cambiaba su expresion con un patrén similar al de la toma de
glucosa por los embriones y que los niveles de transcritos eran modulados por la
presencia exdgena al tejido embrionario de azucares, se decidio realizar la clonacion

del presunto transportador de hexosas.

A Agar  Manitol Sorbitol Fructosa Glucosa Sacarosa

Control de
cargado

OJ““i

Agar Manitol ~ Sorbitol  Fructosa  Glucosa Sacarosa

1

Expresion relativa
N w E=N [&)] » ~
1

1

—_
1

Figura 11. Niveles de expresién de ZmHT. A. Nivel de transcritos para ZmHT de la PCR tiempo final
en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. B. Expresion relativa de ZmHT mediante gPCR
usando como control endégeno la expresién del gen de ubiquitina.

VIII. 2 Clonacion y secuenciacién

Se cloné el gen para ZmHT en el vector pPGEM-T Easy, clona almacenada en la cepa
E. coli DH5a. Se verifico que la construcciéon pGEM-TEasy-1800ZmHT contuviera al
gen de interés mediante restriccion (Figura 12), asi como por secuenciacién (Figura

13). El vector vacio tenia un peso molecular de 3015 pb mientras que el inserto
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liberado del vector recombinante tenia un peso molecular de aproximadamente 2000
pb (Figura 12). La secuencia clonada fue de 1735 nucleétidos, los codones de inicio
y término generan un probable marco de lectura del gen de interés de 1572
nucleédtidos (Figura 13). La secuencia fue ingresada al GenBank con el nUmero de
acceso KF612271.

STD () (+)

Figura 12. Cortes de restriccién con EcoRI de la construccién pGEM-TEasy-1800ZmHT. El vector
pPGEM-T Easy se corrid en el gel (-) y el vector recombinante pGEM-TEasy-1800ZmHT digerido con la
enzima EcoRI (+). Se verifico en un gel de agarosa al 1% usando TAE 1X como amortiguador de
corrida y bromuro de etidio 0.5 yL/mL. La imagen se capturd en el KODAK Image Station.

VIIl. 3 Anédlisis in silico de la secuencia traducida de nucleétidos de ZmHT

La secuencia traducida de ZmHT tiene 523 aminoacidos con un peso calculado de
56.2 kDa, un pl de 9.34, con 40 amino&cidos cargados positivamente y 29 cargados
negativamente. La secuencia de ZmHT presentd 11 nucledtidos distintos al de la
secuencia que se encontraba en la base de datos de EST (BT018728.1; Anexo 2).
De ellos 7 estan dentro del posible marco de lectura. Tres de los cambios se
traducirian en aminoéacidos distintos: P56L, V188A y V438A.
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1 11 21 31 41 50

| | | | | |
GGATCTTCTG CTGGCCGAGT TCGTCTTGGA GGAGAAGAGA GAGAGAGAGA 50
GAGAGCGCCG GGATCGGAGC CAGGAAGCAT CCAGCAGCGA TGGCGGGCGG 100
AGGGGTGGCG GCGCTGGGCG TGAAGACGGA GCGCGCGGCG CAGTACAAGG 150
GGCGCATGAC GCTCGCCGTC GCCACGACCT GCCTCGTGGC CGCCGTCGGG 200
GGCGCCATCT TCGGCTACGA CATCGGCATC TCCGGAGGCG TGACATCCAT 250
GGACCTATTC CTGGAGAAAT TCTTCCCGGT AGTGTTCCAC CGGAAGAACT 300
CCGGCGGGAA GAACAACTAC TGTAAGTACG ACAACCAGGG ACTAGCGGCG 350
TTCACATCGT CACTCTACCT CGCCGGCCTC GTTGCCTCCC TCGTCGCGTC 400
CCCCGTGACG AGGAACTACG GCCGCAAAGC TAGCATTGTC TGCGGCGGCG 450
TGAGCTTCCT CATCGGCGCG GCCCTCAACG TGGCCGCCGT GAATCTGGCT 500
ATGCTCATCC TCGGGCGCAT CATGCTCGGC GTCGGCATCG GTTTTGGCAA 550
CCAGGCTGTG CCGCTGTACC TGTCGGAGAT GGCGCCGGCG CACCTCCGCG 600
GCGGCCTGAA CATGATGTTC CAGCTCGCGA CGACGCTGGG CATCTTCACG 650
GCGAACCTGA TCAACTATGG CACGCAGAAC ATCAAGCCGT GGGGGTGGCG 700
GCTGTCGCTG GGCCTCGCGG CGGTGCCGGC GCTGCTGATG ACGTTGGGCG 750
GGCTCTTTCT TCCGGAGACT CCCAACAGCC TCATTGAGCG CGGGCGCGTG 800
GAGGAGGGTC GGCGCGTGCT GGAGCGCATC CGGGGCACGG CCGACGTGGA 850
CGCCGAGTTC ACGGACATGG TGGAGGCGAG CGAGCTGGCC AACACCGTCG 900
AGCACCCGTT CCGGAACATC CTGCAGCCGC GCAACCGGCC GCAGCTGGTG 950
ATGGCCGTGT GCATGCCGGC GTTCCAGATC CTGACGGGCA TCAACTCCAT 1000
CCTCTTCTAC GCGCCGGTCC TGTTCCAGAG CATGGGTTTC GGCGGGAACG 1050
CGTCCCTCTA CTCCTCCGTG CTCACCGGCG CCGTGCTCTT CTCCTCGACG 1100
CTCATCTCCA TCGGCATCGT CGACCGCCTC GGCCGCCGGA AGCTCCTCAT 1150
CAGCGGCGGG ATCCAGATGA TCGTCTGCCA GGTGATCGTG GCGGTGATCC 1200
TGGGCGTGAA GTTCGGGGCG GAGAAGCAAC TGGCGCGGAG CTACTCGGTC 1250
GCGGTGGTGG TGGTGATCTG CCTGTTCGTT CTGGCGTTCG GGTGGTCGTG 1300
GGGCCCGCTG GGATGGACGG TGCCGAGCGA GATCTTCCCG CTGGAGACGC 1350
GGTCGGCGGG GCAGAGCATC ACGGTGGCCG TGAACCTGCT CTTCACCTTC 1400
GCCATCGCGC AGGCGTTCCT GTCGCTGCTG TGCGCCTTCA AGTTCGGCAT 1450
CTTCCTCTTT TTCGCGGGGT GGATCACCGT CATGACCGTG TTCGTCTACG 1500
TCTTCCTGCC GGAGACCAAG GGCGTGCCCA TCGAAGAGAT GGTGCTGCTA 1550
TGGCGGAAGC ACTGGTTCTG GAAGAAGGTC ATGCCGGACA TGCCGCTCGA 1600
GGATGGCTGG GGCGCGGCTG AGGGTCATGC GGCACCTGCC AGCAACAATC 1650
ACAAGGGATG ACTGGAGTGA AGCATGCATG GTTGCCTGGT TGGTTTCGTG 1700
GACACTTTAT ATAATAACTG AAGAAAACAA GACAC 1735

Figura 13. Secuencia de la clona ZmHT obtenida en este trabajo. Producto de mRNA de 1735 bp,
anotada en el GenBank con el nimero de acceso KF612271. Se indican en rojo la secuencia de inicio
y de paro.

Sin embargo, dos de estos cambios son conservados, ademas se presentan estos
aminoacidos en las secuencias de otros transportadores de hexosas. ElI cambio de
prolina por leucina en el aminoacido 56 si podria tener una influencia en la estructura
o la actividad de la proteina ya que no se presenta en los transportadores de

hexosas analizados (Figura 14).
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ZmHT M-AGGGVAALGVKTERAAQYKGRMTLAVATTCLVAAVGGAIFGYDIGISGGVTSMDLFLE
AtSTP1 MPAGGF----VVGDGQ-KAYPGKLTPFVLFTCVVAAMGGLIFGYDIGISGGVTSMPSFLK
NtMST1 M-AGGG-—-—--GIGPGNGKEYPGNLTLYVTVTCIVAAMGGLIFGYDIGISGGVTSMDSFLS
VESTP1 MPAAGI----PIGAGN-KEYPGNLTPFVTITCVVAAMGGLIFGYDIGISGGVTSMNPFLE
VvHT1 MPAVG————-— GFDKGTGKAYPGNLTPYVTVTCVVAAMGGLIFGYDIGISGGVTSMAPFLQ
* * ok i * ok ok ok kkokkkokk kkkkkkkkkkkhkkkx  kk
CoT T @
ZmHT KFFPVVFHRKN-SGGKNNYCKYDNQGLAAFTSSLYLAGLVASLVASPVTRNYGRKASIVC
AtSTP1 RFFPSVYRKQQEDASTNQYCQYDSPTLTMFTSSLYLAALISSLVASTVTRKFGRRLSMLF
NtMST1 RFFPSVFRKQKADDSTNQYCKEFDSQTLTMFTSSLYLAALLSSLVASTVTRKLGRRLSMLC
VESTP1 KFFPAVYRKKNAQHSKNQYCQYDSETLTLFTSSLYLAALLSSVVASTITRRFGRKLSMLF
VvHT1 KFFPSVYRKEALDKSTNQYCKFDSETLTLFTSSLYLAALLSSLVAATVTRKFGRKLSMLFE
ckkk koao: . kekkook k. kkkkkkkk k.-k.kk: -kk_ kk: k.
Coom e o i
ZmHT GGVSFLIGAALNVAAVNLAMLILGRIMLGVGIGEFGNQAVPLYLSEMAPAHLRGGLNMMFEQ
AtSTP1 GGILFCAGALINGFAKHVWMLIVGRILLGFGIGFANQAVPLYLSEMAPYKYRGALNIGFQ
NtMST1 GGVLFCAGALINGFAQNVAMLIVGRILLGFGIGFANQSVPLYLSEMAPYKYRGALNLGFQ
VESTP1 GGLLFLVGALINGLAQNVAMLIVGRILLGFGIGFANQSVPLYLSEMAPYKYRGALNIGFQ
VVvHT1 GGLLFCAGAIINGAAKAVWMLIVGRILLGFGIGFANQSVPLYLSEMAPYKYRGALNIGFQ
**: * * % :* * . ***:***:**.****_**:********** . **.**: * %
AtSTP1 LSITIGILVAEVLNYFFAKIKGGWGWRLSLGGAVVPALIITIGSLVLPDTPNSMIERGQH
NtMST1 LSITIGILVANVLNYFFAKIH--WGWRLSLGGAMVPALIITIGSLFLPETPNSMIERGNH
VESTP1 LSITIGILVANILNYFFAKIKGGWGWRLSLGGAMVPALIITIGSLILPDTPNSMIERGDR
VvHT1 LSITIGILVANILNYFFAKIKGGWGWRLSLGGAVVPALIITVGSLVLPDTPNSMIERGQH
*: *:**:_*:::** :*: kkkkkkkk % ****::*:*.*.**:****:****
ZmHT EEGRRVLERIRGTADVDAEFTDMVE‘.ASELANTVEHPFRNILQPRNRPQW
AtSTP1 EEAKTKLRRIRGVDDVSQEFDDLVAASKESQSIEHPWRNLLRRKYRPHLTMAVMIPEFFQQ
NtMST1 DEAKARLKRIRGIDDVDEEEFNDLVVASEASRKIENPWRNLLOQRKYRPHLTMAIMIPFFEQQO
VESTP1 DGAKAQLKRIRGVEDVDEEFNDLVAASETSMOVENPWRNLLORKYRPQLTMAVLIPFFQQ
VvHT1 EGAKTKLRRIRGVDDVEEEFNDLVVASEASKLVEHPWRNLLQRKYRPHLTMAILIPFFQQ
: L *‘**** **. * % *:* **: : :*:*:**:*: : **:*‘**: :* * %
ZmHT LTGINSILFYAPVLFQSMGFGGNASLYSSVLTGAVLFSSTLISIGIVDRLGRRKLLISGG
AtSTP1 LTGINVIMFYAPVLENTIGFTTDASLMSAVVTGSVNVGATLVSIYGVDRWGRRFLFLEGG
NtMST1 LTGINVIMFYAPVLFKTIGFGADASLMSAVITGGVNVLATVVSIYYVDKLGRRFLFLEGG
VESTP1 FTGINVIMFYAPVLENSIGFKDDASIMSAVITGVVNVVATCVSIYGVDKWGRRALFLEGG
VVvHT1 LTGINVIMFYAPVLFKTIGFADDASLMSAVITGRVNVLATIVSIYGVDKWVRRFLFLEGG
:**** *:*******:::** :*** *:*:** * :* :** **: * % *::.**
)
ZmHT IOMIVCQVIVAVILGVKFGAEKQ---LARSYSVAVVVVICLFVLAFGWSWGPLGWTVPS
AtSTP1 TOMLICQAVVAACIGAKFGVDGTPGELPKWYAIVVVTFICIYVAGFAWSWGPLGWLVPS
NtMST1 IOMLICQIAVSICIAIKFGVNGTPGDLPKWYAIVVVIFICVYVAGFAWSWGPLGWLVPS
VESTP1 VOMLICQVAVAVSIAAKFGTSGEPGDLPKWYAIVVVLFICIYVAGFAWSWGPLGWLVPS
VvHT1 TOMLICQVIVATCILVKFGVDGEPWCLPKWYAIVVVLFICVYVSGFAWSWGPLGWLVPS

*kookk k. *kk

ko koo kk  kk.ok Kk kkkkkkkk kkkk

ZmHT IFPLETRSAGQSITVAVNLLFTFATIAQAFLSLLCAFKFGIFLFFAGWITVMTIVEVYVELP
AtSTP1 IFPLEIRSAAQSITVSVNMIFTFITAQIFLTMLCHLKFGLFLVFAFFVVVMSIFVYIFLP
NtMST1 IFPLEIRSAAQSINVSVNMIFTEFIVAQVFLTMLCHLKFGLFLFFAFFVVIMTIVFIYFFLP
VESTP1 IFPLEIRSAAQSVNVSVNMLEFTFLVAQIFLTMLCHMKFGLFLFFAFFVVVMTIYIYTMLP

VVHT1 IFPLEIRSAAQSVNVSVNMFFTFITAQIFLNMLCHMKFGLFLSFAFFVVVMSFFIYFFLP
khkkkk kkk Kk Khokk:.kkk .kk kk .kk .kkk:kk kk .. k. .k kK

ZmHT ETKGVPIEEMVLLWRKHWFWKKVMPDMPLEDGWGAAEGHAAPASNNH--KG----

AtSTP1 ETKGIPIEEMGQVWRSHWYWSREVEDG---EY-—-—-—— GNALEMGKNSNQAGTKHV

NtMST1 ETKNIPIEEMVIVWKEHWFWSKEMTEV---DYPGTRNGTSVEMSKGS--AGYKIV

VESTP1 ETKGIPIEEMDRVWKSHPYWSREVEHD---D-—————— NGVEMAKGG—----VKNV

VVvHT1 ETKGIPIEEMAEVWKSHWFWSRYVNDG---SY—-—-—----— SGVELVKEN--YPVKNV
hkk ckkkkk k. ok ok . - .

Pagina | 42



@ amans
=2 loquimicas RESULTADOS

Figura 14. Alineamiento en Mafft de varios transportadores de azlcares con ZmHT. Se sefialan con
cilindros azules los cruces transmembrana correspondientes a ZmHT y se sombrearon las secuencias
conservadas. AtSTP1, Transportador de azlcares en Arabidopsis thaliana; NtMST1, Transportador de
monosacaridos en Nicotiana tabacum; VfSTP1, Transportador de hexosas en Vicia faba; VVHTL,
Transportador de hexosas en Vitis vinifera. En rojo se sefialan los aminoacidos que se encuentran
codificados en ZmHT pero no en la secuencia original (BT018728.1) y en verde los aminoacidos que
se encuentran en los otros transportadores de hexosas.

Se comparé la secuencia de ZmHT con miembros de la familia de transportadores de
hexosas de plantas, encontrandose que hay una mayor identidad (56 y 59%) con la
subfamilia de transportadores STP. Con miembros de las subfamilias ERD y AZT
(AtERD6 y AttMT1 respectivamente) la identidad fue de 27 y 25%, mientras que la

identidad con el transportador de sacarosa de maiz fue del 15% (Tabla 8).

Tabla 8. Matriz de porcentajes de identidad de las secuencias de proteinas de varios transportadores
de monosacaridos y uno de sacarosa. AtSTP1, Transportador de azlcares de A. thaliana; NtMST1,
Transportador de monosacaridos de N. tabacum; VISTP1, Transportador de hexosas de V. faba;
VVHT1; Transportador de hexosas de V. vinifera AtERDG6; Transportador de respuesta temprana a la
deshidratacion de A. thaliana; AttMT1, presunta proteina sensora de azlcares de A. thalianay ZmSUT
Transportador de sacarosa de maiz. Datos obtenidos mediante el programa Mafft.

ZmHT AtSTP1 NtMST1 VISTP1 ~ VvHT1  AtERD6  AttMT1 ZmSUT1

ZmHT 100 56 59 56 56 27 25 15
AtSTP1 56 100 80 79 82 27 24 14
NtMST1 59 80 100 80 80 29 26 15
ViSTP1 56 79 80 100 81 28 25 13
VVHT1 56 82 80 81 100 27 23 14
AtERD6 27 27 29 28 27 100 29 16
AttMT1 25 24 26 25 23 29 100 15

ZmSUT1 15 14 15 13 14 16 15 100

Ademas, en ZmHT se identificaron los residuos o secuencias que se han conservado
en los transportadores de azucares, por ejemplo, la secuencia (R/K)XGR(R/K) entre
los segmentos transmembranales 2 y 3 y entre 8 y 9 (Marger y Saier, 1993); la

secuencia E---------- R entre los segmentos 4 y 5y entre 10 y 11; solamente no se
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encontrd la secuencia PESPR al final de los segmentos 6 y 12 que si se presenta en
algunos transportadores de azucares (Sun et al., 2012). También se localizaron en
ZmHT glutaminas que estdn conservadas en los transportadores de la familia SP
como la 177 que en ZmHT es la 178, en el segmento transmembranal 5; y la
glutamina 296 en el segmento transmembranal 7 (Wang et al., 2008). Se encontraron
también tres secuencias especificas de transportadores de hexosas de plantas como
402SWGP(M/L)GW(L/T)(V/I)PSE413, 414IFPLEIRSA422 y 472 (L/IV)PEKT476
(McCurdy et al.,, 2010). La primera es importante ya que se encuentra un W

necesario para la unién del soluto.

Para determinar el probable arreglo topolégico de la proteina en la membrana se
realizd el analisis de la secuencia de aminoacidos de ZmHT mediante varios
programas disponibles en linea. El resultado sugiere que la proteina podria presentar
12 segmentos transmembranales, cada uno constituido por 20 aminoacidos en
promedio. Los dominios carboxilo y amino terminal viendo hacia el interior celular, al
igual que el asa de 61 amino&cidos que une los segmentos transmembranales 6y 7
(Figura 15).

Espacio
extracelular

)
NH, &

Espacio
intracelular

Figura 15. Modelo topolégico de la estructura secundaria de ZmHT. El amino y el carboxilo terminal
se encuentran en la cara de la membrana que ve al citosol, asi como también un asa larga de 60
aminoacidos que une los segmentos transmembranales 6y 7.
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No hay disponible una estructura tridimensional o cristalogréafica de un transportador
de hexosas de plantas. Sin embargo si hay estructuras cristalograficas de varios
transportadores de azUcares de bacterias (Cura y Carruthers, 2013). Con los
servidores |-Tasser y Phyre2 se realiz6 la prediccion de la estructura terciaria del
presunto transportador de hexosas, ZmHT, mediante modelado por homologia con

las de bacterias.

En la superposicion de los modelos producidos se observé que existian regiones
muy similares, sin embargo la longitud de los segmentos transmembranales y el de
las asas no era similar (Figura 16). Al realizar el alineamiento entre las secuencias
plantilla (de los modelos) y la secuencia problema se encontr6é un desfasamiento en

los aminoacidos.

Figura 16. Superposicién de los modelos construidos para ZmHT en I-Tasser (morado) y en Phyre2
(azul).

Se construydé un nuevo modelo en “Schoédinger Maestro Version 9.5.014, Modulo
Prime” tomando en cuenta la menor cantidad de cruces transmembrana
interrumpidos, asas de longitud acorde a la estructura secundaria y una
conformacion abierta hacia afuera para hacer el analisis de acoplamiento molecular o

“Docking” de la proteina con diferentes azlcares. El modelo final toma en cuenta el
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porcentaje mas alto de identidad entre los modelos producidos por I-Tasser y Phyre2
y se optimizé para eliminar los choques estéricos y conformacionales no favorables
con el mismo programa. Este modelo muestra 12 segmentos transmembranales de
longitud variable, ademéas dos de estos segmentos, el 7 y el 10, son discontinuos,

similar a los transportadores usados como templados (Figura 17).

Figura 17. Representacién en un modelo de cintas de la presunta estructura terciaria de ZmHT. A.
Vista ortogonal B. Cara superior. C. Localizacidon de las secuencias conservadas (naranja) y de los
aminoacidos implicados en la unién al sustrato (azul). D. Acercamiento y diferente vista de C.
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El modelo que se obtuvo es similar al simportador D-xilosa:H* (templado) (Sun et al.,

2012), excepto que en ZmHT las asas son mas largas. El asa central presentd
estructuras alfa-hélice que se orientan del mismo lado que el dominio N- y C-

terminal, lo que sugiere que podrian encontrarse en el espacio intracelular.

La estructura de la proteina tiene una conformacién denominada “abierta hacia
afuera” (Figura 17A), similar a la de otros transportadores de azucares (Anexo 4). Si
se observa la proteina desde arriba (Figura 17B) se aprecia una zona vacia que
podria ser el poro por donde podria unirse el soluto a ser transportado. Los
aminoéacidos implicados en la union al soluto se encuentran en las hélices 5y 7 y en
el segmento transmembranal 11 se expone el tript6fano 409 en la cara interna que se
localiza en una de las regiones conservadas, SWGP(M/L)GW(L/T)(V/1)PSE402-413
(Figura 17Cy 17D).

Mediante el andlisis de acoplamiento molecular entre distintos azlcares y el
transportador de hexosas ZmHT, con Docking Glide y Autodocking 4.2, se obtuvieron
los valores de energia del acoplamiento de los diferentes compuestos en el sitio

probable de union del transportador.

Tabla 9. Resultados del andlisis de acoplamiento molecular mediante AutoDock 4.2 y Docking Glide.

AutoDock 4.2 Glide
Molécula Energia de unién Cluster size Glide SP* Glide XP**
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
a-D-Glucosa -4.40 20 -6.16 -6.12
B-D-Glucosa -4.82 18 -5.90 -10.09
a-D-Fructosa -3.94 18 -5.07 -8.25
B-D-Fructosa -4.23 16 -5.81 -7.58
o-D-xilosa -4.44 20 -6.00 -5.86
Manitol -3.40 1 -3.60 -7.68
Sorbitol -3.00 12 417 -7.20
Sacarosa -4.69 19 -5.48 -9.03

*SP analisis rapido y **XP analisis detallado. Se sombrean los tres valores mas altos de energia para
los tres tipos de analisis realizados.
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El valor mas negativo de energia de unidn se presenta cuando la conformacion es la

mas estable entre el ligante y la proteina (Tabla 9).La B-D-Glucosa presenta los
valores mas negativos en los tres tipos de andlisis que se realizaron, seguida de la
sacarosa, la fructosa y la xilosa y las energias mas altas corresponden al manitol y al
sorbitol. Estos resultados indican que la glucosa es el azlicar que tiene una union

preferente al modelo de la proteina construido para ZmHT.

Tomando como referencia la estructura cristalogréfica del simportador D-xilosa:H" se
determinaron los enlaces que la B-D-Glucosa podria formar con ZmHT, asi como los

aminoéacidos implicados en la union (Figura 18A).

En el transportador de xilosa la B-D-Glucosa se coordina con residuos polares y
aromaticos no cargados, formando puentes de hidrogeno con la glutamina 168, 288 y
289, la asparagina 294 y triptéfano 392 (Sun et al., 2012). Mientras que en ZmHT los
grupos OH de la B-D-Glucosa formarian enlaces con la glutamina 178 y 296, el
triptéfano 409 y la asparagina 302 (Figura 18B), estableciéndose el mismo numero
de puentes de hidrogeno en ambos modelos (Figura 18C). Una vista superior del
modelo del presunto transportador ZmHT con la B-D-Glucosa permite visualizar el

posible sitio de entrada y union de la hexosa (Figura 18D).
La informacion que se produjo con el andlisis in silico de la proteina asi como el

acoplamiento de azucares, permite sugerir que si la proteina se produce in vivo esta

podria unir al menos glucosa.
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Figura 18. Probables aminoacidos implicados en el acoplamiento de la -D-Glucosa con el modelo del
transportador de hexosas de maiz. A. Representacion de listones del transportador ZmHT
estableciendo puentes de hidrégeno con la glucosa. B. Aminoacidos que podrian estar involucrados
en la union de la glucosa. C. Superposicién de los modelos del sitio de unién de la glucosa del
simportador xilosa:H" (morado) y de la proteina ZmHT (gris). D. Cara superior donde se aprecia a la -
D-Glucosa en el posible poro de ZmHT.

VIII. 4 Expresion de ZmHT en un sistema de expresion heterélogo

No se logré expresar como proteina al gen para ZmHT ni en E. coli, cepa BL21
Codon Plus RIL (Figura 19) ni en los ovocitos de Xenopus (Figura 20). En E. coli se
probaron diferentes construcciones y condiciones de induccidn entre las que se
incluyen diferentes tiempos de induccién, concentraciones de IPTG y temperaturas
de incubacion. Como se observa en la Figura 19 no hay una banda que se
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incremente con alguna de las condiciones probadas, la banda esperada esta en

aproximadamente los 55 kDa.

A B
S/IPTG 0.5 mM IPTG mMIPTG,3 h S/IPTG mM IPTG, 3h
PM Oh 3h Oh 3h 15 3.0 5.0 PM Oh 3h 05 1.0 20 3.0 5.0
200 200 | wn
150 150 | po
100 100 | o
75 75
50 — 50 [ -
37 37
p L 25 e
C D
s/IPTG mM IPTG, 24h S/IPTG mM C/IPTG, 3 h
PM Oh 24h 05 1.0 20 3.0 5.0 PM Oh 0 05 15 3.0
200 200
150
100
100 75
75
50
50 - 37

37

25
25

Figura 19. Geles de poliacrilamida para corroborar la expresion de ZmHT a diferentes condiciones de
induccién. Las E. coli transformantes para el vector pET-32a-1600ZmHT se indujeron A. a diferentes
concentraciones de IPTG por 3 h a 37°C; B. por 3 h a 30°C; C. por 24 h a 30°C. D. E. coli
transformantes para el vector pGEX-4t-1 fueron inducidas con 0.5, 1.5y 3.0 mM IPTG por 3 h a 30° C.
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Figura 20. Monitoreo de la expresién de ZmHT en la fraccion microsomal de los ovocitos de Xenopus
en un gel de poliacrilamida-SDS tefiido con azul de Coomasie. Se cargoé la fraccion microsomal y el
sobrenadante obtenido de la homogeneizacion de 20 ovocitos de Xenopus que fueron previamente
inyectados con RNA para el transportador de hexosas ZmHT o bien inyectados con agua (control). El

experimento se realizé por duplicado.
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IX. DISCUSION

IX. 1 ZmHT se expreso en tejidos fuente y demanda.

ZMHT se expresé en todos los tejidos examinados, aunque su expresion fue mas
alta en tejidos fuente. Los transportadores de hexosas se expresan
preferencialmente en tejidos demandantes como el pistilo, la espiga, la raiz y la
semilla (Lemoine, 2000; Wang et al., 2008) aunque también estan presentes en

tejidos fuente.

En Vitis vinifera los transportadores VVHT1, VVHT3 y VVHT5 se expresaron durante
el desarrollo de las hojas y poco en tejidos demanda (Hayes et al., 2007), de manera
similar a los transportadores AtSTP1, AtSTP3, AtSTP4 y AtSTP13 (Blttner et al.,
2000; Genevestator-Gene Atlas; Zimmermann et al., 2004). Lo anterior sugiere que el
transporte de hexosas es importante en los tejidos fuente para su recuperacion del
apoplasto. La fuga de azucares puede ocurrir con el traslado de éstos por el floema y
Su procesamiento exterior por la invertasa o bien de procesos como la remodelacion

de pared celular (Hayes et al., 2007).

Otro factor que puede llevar al aumento de hexosas y que también se traduce en un
aumento en los transcritos para los transportadores de hexosas en los tejidos fuente,
es el estrés por patdgenos. En Arabidopsis los evocadores de hongos y la herida
aumentaron la expresion de AtSTP4 en las hojas (Tuernit et al., 1996). Durante el
ataque por patdgenos existe una competencia por los azlcares entre la planta y el
huésped. La funcion de los transportadores de hexosas podria ser la de secuestrar
estos nutrientes como respuesta de defensa (Hayes et al., 2010). En relacién a lo
anterior, las plantas usadas en este trabajo no se crecieron en invernadero sino en
campo. La planta pudo exponerse a varios tipos de estrés y que esto se tradujera en

un aumento en la expresion de ZmHT en hoja, tallo y raiz.
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Se ha propuesto que la funcion de los transportadores de monosacaridos en los
tejidos demanda es fundamental. La sacarosa que es descargada del floema en el
apoplasto de los tejidos demanda, es hidrolizada debido a la abundante expresion de
invertasas en su pared celular. Las hexosas son transportadas a las células
demanda para utilizarlas como fuente de energia, para almacenarlas como almidon
y/o favorecer el crecimiento. Ademas, la reduccion de azlcares en el apoplasto le
permite a los tejidos demanda solicitar mas sacarosa a los tejidos fuente (Caspari et
al., 1994; Lemoine, 2000).

Uno de los tejidos demanda examinados fueron los embriones en formacion
(inmaduros). Estos presentaron una expresion mas alta que los tejidos embrionarios
de la semilla madura. Durante la embriogénesis de la semilla se requiere del importe
de una gran cantidad de azucares para el crecimiento celular y para formar las
reservas en forma de almidon y/o lipidos que usara durante la germinaciéon (Bradford,
2004; Nonogaki, 2010). La sacarosa que aporta la planta madre a la semilla se
hidroliza por invertasas localizadas en la pared de las células de la parte basal del
endospermo y el pedicelo, es decir en el primer tercio de la semilla. La ausencia de la
invertasa es causa de la reduccion del almidon en el endospermo y produce un
fenotipo miniatura de la semilla (Miller y Chourey, 1992). Lo anterior explica que la
toma de hexosas en embriones inmaduros de maiz sea 6 y 3.5 veces mayor que en
los embriones secos maduros y en los ejes embrionarios, respectivamente (Zurita-
Villegas, 2011). Todo lo anterior justifica porque hubo mas transcritos para ZmHT en

los embriones inmaduros que en los tejidos maduros de la semilla.

La germinacién es un evento que resulta de la combinacién de muchos procesos
metabodlicos que se coordinan para generar una planta fotosintéticamente activa
(Bove et al., 2001). Entre esos procesos se encuentra la movilizacién de carbono. El
maiz contiene almidon en el endospermo, constituyendo el 80% del peso de la
semilla (Bewley, 2001). En el embrion la principal reserva son los lipidos en un 34%
(Luna-L6aiza, 2011), mismos que pueden convertirse en azucares para nutrir a los

ejes embrionarios que son los que contienen las estructuras que dan lugar a la planta
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(Aoki et al., 2006). EI embrion del maiz esta constituido por el eje embrionario y el
escutelo. En este Ultimo se encuentran las reservas de lipidos y tiene en sus
membranas al transportador de sacarosa. El eje embrionario consume sus reservas
de azucares solubles en las primeras 8 h y carece de transportador de sacarosa en
sus membranas plasmaticas (Sanchez-Linares et al., 2012). Adicionalmente, los
embriones tienen una actividad de transporte de hexosas 8 veces mayor que el de
sacarosa. Es por lo anterior que se esperaba que ZmHT se expresara en los tejidos
embrionarios durante la germinacién. Los transcritos para ZmHT aumentaron con el
avance de la germinacion, sin embargo sus niveles de transcrito a las 48 h siguen

siendo bajos comparados con las raices y hojas.

Al comparar la actividad de toma de glucosa durante la germinacién de embriones
maduros con la expresion relativa de ZmHT se observa una coincidencia en los
patrones, sugiriendo que se esta sintetizando ZmHT para movilizar la glucosa y que
el embrion podria utilizarla como fuente de energia para la sintesis de nuevas
biomoléculas que llevaran a la emergencia de la radicula (Taiz y Zeiger, 2006). No
obstante es posible que otros transportadores sean los que contribuyan a la nutricion
del eje embrionario, ya que los MST son familias multigénicas. Para confirmar la
participacion de ZmHT en la nutricidon del eje embrionario primero se tendria que
determinar si efectivamente este transcrito se lleva a proteina. Posteriormente
determinar la especificidad por azucares y su valor de Km tanto como proteina
recombinante como la nativa de los embriones y/o ejes embrionarios. El andlisis in
silico del acoplamiento de la secuencia traducida de ZmHT con azUcares sugiere que
la glucosa podria ser el soluto que transporta, siendo este el primer azucar que se
probaria en ensayos de transporte. Otra forma seria producir mutantes para el
transportador y observar si se producen cambios fenotipicos y/o fisioldgicos en la

planta o semillas de maiz.

La disponibilidad de azucares en la planta puede regularse por la expresion de sus
transportadores, pero también se ha sugerido que los azUcares podrian modificar la

expresion de los transportadores (Williams et al., 2000; Cakir et al., 2003). En un
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trabajo previo se evidencido que el transcrito para ZmHT se inducia cuando se
embebian embriones en fructosa (Gomez-Calderas, 2008). Resultado interesante ya
gue solo se han reportado dos con capacidad para transportar fructosa, ambos en el
polen de Arabidopsis thaliana (Schneidereit et al., 2005; Scholz-Starke et al., 2003).
Se repitid lo anterior y ademas se incluyeron controles de embriones embebidos con
sorbitol, manitol, o bien con otros azlcares. Los transcritos se indujeron tanto por
glucosa, fructosa como sacarosa. Sin embargo, al ser la sacarosa un disacarido
conformado por glucosa y fructosa es probable que este fuera hidrolizado por las
invertasas extracelulares del embrion, por lo que las hexosas podrian ser las

moléculas implicadas en su regulacion.

El sorbitol y el manitol son azucares que ayudan a estabilizar el potencial osmotico
en las plantas en respuesta al estrés abidtico y con ello protegen la actividad
enzimatica y las membranas celulares (Noiraud et al., 2000). En presencia de ambos
azucares la expresion del transcrito para ZmHT aumenta cerca del doble con
respecto a los embriones embebidos en agar. Sin embargo la diferencia no es tan
grande si se compara con los niveles de transcritos alcanzados con glucosa, fructosa
y sacarosa. Es probable que ambos polioles incrementen ligeramente la expresion de
ZmHT, ya que se sugiere que el sorbitol participa en el flujo y distribucién del carbono

en el endospermo de maiz (Slewinski y Braun, 2010).

El analisis de acoplamiento de la proteina ZmHT con diferentes azucares arrojo que
glucosa, fructosa y sacarosa tienen las energias de unidbn mas negativas. Es
probable que ZmHT transporte a las hexosas ya que la sacarosa es un disacarido
formado de glucosa y fructosa. La glucosa podria ser preferencialmente unido a
ZmHT para ser transportado por via apoplastica como se ha sugerido para el maiz
(Dinant y Lemoine, 2010).
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IX. 2 Andlisis in silico de la secuencia traducida del gen para el presunto

transportador de hexosas, ZmHT.

Johnson y et al. (2006) reportaron el analisis de la familia de MST en los bancos de
EST de diferentes especies y encontraron que en Arabidopsis hay 53 genes con una
alta similitud a MST distribuidos en siete subfamilias, aunque de éstos solo 12 han
sido caracterizados. En maiz predijeron 15 genes en la subfamilia STP, 4 en AZT
(presuntas secuencias de proteinas sensoras de azucares), 9 ERDG6, 5 pGLcT, 3 INT,
8 PLT, 2 XyloseTP-like (proteinas homologas al transportador de xilosa), con un total

de 46 genes MST. Ninguno ha sido caracterizado.

Con la finalidad de caracterizar un MST en maiz, ademas de determinar si su
actividad y/o expresion se presenta en los tejidos embrionarios de la semilla, se
realizé la clonacion de un transportador que se encontraba anotado como tal en las
secuencias de EST de endospermos de maiz (BT018728.1). A pesar de que su
expresion fue pobre durante la germinacion se clondé y se analizO0 su secuencia

traducida.

Para determinar la subfamilia de MST a la que pertenece la secuencia ZmHT se
comparo6 con las secuencias de otros transportadores de hexosas. Se encontré que
tiene una identidad del 57% con AtSTP1, semejante a otras proteinas similares a
STPs. Esta identidad es mayor con respecto a AtERD6 (27%) de la subfamilia ERD6
y a AttMT1 (25%) de la subfamilia AZT (Tabla 8), asi como con ZmSUT1 (15%),
transportador de sacarosa en maiz. Se predice que las proteinas pertenecientes a la
subfamilia STP se localizan en la membrana plasmatica con un mecanismo de

transporte en simporte con proton (Johnson et al., 2006).

El alineamiento con la secuencia original mostr6 el cambio de algunas bases,
generando un cambio de aminoacidos. Estos cambios probablemente se deben a la
variedad del maiz, ya que la secuencia original proviene de una linea de maiz
consanguinea W22 (Lai et al., 2004), mientras que la que se clond en este trabajo

proviene de la variedad Chalguefio. Los aminoacidos no modificarian la estructura
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secundaria porque dichos cambios se dan entre aminoacidos hidrofobicos, a

excepcion de la prolina 56 por leucina. El alineamiento con otros transportadores de
azucares muestra que la prolina 56 parece conservarse en algunos transportadores.
Adicionalmente ninguno de estos aminoacidos se encuentra dentro de las regiones

conservadas identificadas ni en el probable sitio de unién al sustrato.

Se identificaron en ZmHT regiones que se han conservado en los transportadores de
la familia SP, como es el caso de la secuencia (R/IK)XGR(R/K), de la que se han
encontrado variaciones: DXXXDRXGRR (Hirai et al., 2003) o bien (D/N)RXGRR (Sun
et al., 2012). En ZmHT esta secuencia estd localizada entre el segmento
transmembranal 8 y 9, y entre el segmento 2 y 3. Se sugiere que las secuencias
conservadas son esenciales para el transporte. Presentan varios residuos cargados
gue son sitios potenciales para formar una red de puentes de hidrégeno que no solo
mediarian las interacciones entre los segmentos transmembranales sino también
contribuirian en el mecanismo de transporte que se sugiere es simporte con H”.
Sustituciones de algunos de estos residuos por alanina resultan en la anulacion o

disminucién en la actividad de transporte (Marger y Saier, 1993; Sun et al., 2012).

En el modelo tridimensional sugerido para ZmHT se encontré que las regiones
conservadas se encuentran muy cerca del sitio de union. Incluso dentro de la
secuencia SWGP(M/L)GW(L/T)(V/)PSE402-413, se encuentra el triptéfano 409 que
se predice clave en la unidn del sustrato. La presencia en ZmHT de las regiones
conservadas sugiere que el mecanismo de transporte de la proteina es simporte
azucar:H*. Sin embargo es necesario realizar la expresion de la proteina en un

sistema heterdlogo y la medicion de transporte para corroborarlo.

ZmHT presenta una identidad grande en secuencia con algunos miembros la familia
SP. La posible proteina se encuentra dentro del rango de aminoacidos esperado
(400-600) con 523 residuos, que generan una estructura secundaria con 12
segmentos transmembranales. Por otro lado, el modelo que se construy6 presenta

algunas caracteristicas estructurales que se encuentran en los miembros de MFS.
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Los segmentos de estas proteinas estan dispuestos en dos dominios que se
denominan dominio N y dominio C. Si la proteina se corta en un eje de simetria
perpendicular a la membrana, los segmentos 1 a 6 formaran el dominio N mientras
gue los segmentos 7 a 12 formaran el dominio C. Estos dos dominios son los que
generan una conformacion abierta hacia adentro o abierta hacia afuera. Inicialmente
la proteina adquiere una conformacion abierta hacia afuera para recibir al sustrato,
pero una vez que lo reconoce y lo une, se genera un cambio conformacional que
genera una conformacion abierta hacia adentro para liberar a la molécula en el
espacio intracelular. Otra caracteristica es que el N- y C- terminal junto con el asa
central se encuentran en el espacio intracelular. Se ha visto que el asa central puede
o no encontrarse formando alfa hélices. Se le han dado nombres a ambas
conformaciones, la conformacién abierta hacia dentro o E1, mientras que la abierta
hacia afuera es E2 (Geiger, 2011). Estas conformaciones se han identificado en los
seis transportadores que han sido caracterizados (Anexo 4; Sun et al.,, 2012). La
secuencia de aminoacidos de ZmHT también podria adoptar la conformacion abierta

hacia afuera, similar a la del transportador de fucosa (XylE; Anexo 4).

El analisis in silico de la secuencia obtenida, hace pensar que ZmHT es un buen
candidato para ser un simportador perteneciente a la familia SP, ya que tanto su
secuencia en aminoacidos como su estructura presenta muchas similitudes con
estos transportadores de azucares. El andlisis por acoplamiento molecular predice
gue la proteina podria unir de manera eficiente tanto a la glucosa como a la fructosa.
La obtencidon de la clona genera la posibilidad de realizar estudios de expresion y
caracterizacion, para definir si esta proteina es 0 no un transportador y su

especificidad por soluto a transportar.

IX. 3 Infructuosa expresion de ZmHT en dos sistemas heterélogos de
expresion.
La expresion de proteinas membranales es esencial para el estudio estructural y

funcional de las mismas. Entre los diversos sistemas de expresion heterdlogos que
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existen, se ha reportado que E. coli es capaz de expresar diversos transportadores

funcionales de plantas. Como ejemplo se encuentran los transportadores de potasio
AKT2, AtKUP1-2, AtHKT1 de A. thaliana y ECHKT1, ECHKT2 de E. camaldulensis; y
los transportadores de péptidos como AgDCAT1 de A. glutinosa (Yesilirmar y Sayers,
20009).

Para la expresion de ZmHT se empled E. coli como primera opcion por su sencillez,
rapido crecimiento, bajo costo y porque es un sistema que se conoce bien y con el
gue se contaban varias cepas en el laboratorio (Dreyer, 1999). Sin embargo este
sistema trae consigo varios inconvenientes que pudieron influir en la nula expresion
de la proteina. Uno los principales problemas que el sistema acarrea es la utilizacion
de codones. Una diferencia en el uso de éstos puede impedir la transcripcion debido
a la demanda para uno o mas tRNAs. Una poza baja de tRNAs en el sistema
generaria entonces una proteina trunca al haber una traduccién inconclusa o una
terminacién prematura de la misma, asi como la mala incorporacion de aminoacidos
(Cheny Texada, 2006).

Se hizo la busqueda de los codones menos empleados (codones raros) en E. coli, es
decir cuya frecuencia es baja en comparacidon con otros organismos eucariontes
como maiz. Al hacer un andlisis con el programa Rare Codon Calculator RaCC
(http://nihserver.mbi.ucla.edu/RACC/) de la secuencia de ZmHT se encontré que esta
presentaba los codones: AGG (1), CUA (3) y CCC (3); con una frecuencia de cada
1000 codones, de 1.9, 5.7 y 5.7 respectivamente (http://www.kasuza.or.jp/codon/).

Una de las alternativas para solucionar este problema fue el empleo de la cepa E.
coli BL21(DE3) Codon Plus RIL que contiene una copia extra de los genes que
codifican para los tRNA de arginina (AGG/AGA), isoleucina (AUA) y leucina (CUA)
(Carsten et al., Stratagene). Por otro lado se disminuy0 la temperatura de induccion,
debido a que se sabe que de esta manera E. coli disminuye su crecimiento y a su
vez el proceso de transcripcion (Terpe, 2006). Sin embargo con ninguna de estas

estrategias empleadas se logroé la expresion de la proteina recombinante.
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Haciendo un analisis mas amplio de la secuencia en Rare Codon Caltor
(http://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html) se encontr6 que ZmHT presentaba
otros codones poco frecuentes en E. coli: CGG (10) para arginina; GGA (5) y GGG
(14) para glicina; y ACG (16) para treonina. Estos codones raros se encuentran a lo
largo de toda la secuencia e incluso de manera consecutiva (GGA-GGG, GGA-CUA
y ACG-AGG; Figura 21).

ATG GCG GGC GGA GTG GCG GCG CTG GGC TG AAG [l GAG CGC GCG GCG CAG TAC AAG ce ATG [l cTc 6ee 6T 6oc [ ACC TGC CTC
GTG GCC GCC GTC GGC GCC ATC TTC GGC TAC GAC ATC GGC ATC TCC GGA GGC GTG ACA TCC ATG GAC [HIL TTC CTG GAG AAATTC TTC CCG GTA GTG
TTC CAC CGG AAG AAC TCC GGC AAG AAC AAC TAC TGT AAG TAC GAC AAC CAG GGA [BIT] GCG GCG TTC ACA TCG TCA CTC TAC CTC GCC GGC CTC GTT
GCCTCC CTC GTC GCGTCC GTG [JEE AGG AAC TAC GGC CGC AAA GCT AGC ATT GTC TGC GGC GGC GTG AGC TTC CTC ATC GGC GCG GCC CTC AAC
GTG GCC GCC GTG AAT CTG GCT ATG CTC ATC CTC CGC ATC ATG CTC GGC GTC GGC ATC GGT TTT GGC AAC CAG GCT GTG CCG CTG TAC CTG TCG GAG
ATG GCG CCG GCG CAC CTC CGC GGC GGC CTG AAC ATG ATG TTC CAG CTC GCG [ B8 TG 6GC ATC TTC [ElE GCG AAC CTG ATC AAC TAT GGC [IEE
CAG AAC ATC AAG CCG TGG TGG CGG CTG TCG CTG GGC CTC GCG GCG GTG CCG GCG CTG CTG ATG [l TTG GGC CTCTTT CTT CCG GAG ACT HHE
AAC AGC CTC ATT GAG CGC CGC GTG GAG GAG GGT CGG CGC GTG CTE GAG CGC ATC €66 GGC [l GCC GAC GTG GAC GCC GAG TTC [l GAC ATG
GTG GAG GCG AGC GAG CTG GCC AAC ACC GTC GAG CAC CCG TTC CGG AAC ATC CTG CAG CCG CGC AAC CGG CCG CAG CTG GTG ATG GCC GTG TGC ATG
CCG GGG TTC CAG ATC CTG [l GGC ATC AAC TCC ATC CTC TTC TAC GCG CCG GTC CTG TTC CAG AGC ATG GGT TTC GGC AAC GCG TCC CTC TACTCC
TCC GTG CTC ACC GGC GCC GTG CTC TTC TCC TCG [l CTC ATC TCC ATC GGC ATC GTC GAC CGC CTC GGC CGC CBG AAG CTC CTC ATC AGC GGC ATC
CAG ATG ATC GTC TGC CAG GTG ATC GTG GCG GTG ATC CTG GGC GTG AAG TTC GCG GAG AAG CAA CTG GCG CGG AGC TAC TCG GTC GCG GTG GTG GTG
GTGATCTGC CTG TTC GTT CTG GCG TTC TGG TCG TGG GGC CCG CTG GGA TGG [l GTG CCG AGC GAG ATC TTC CCG CTG GAG [l CGG TCG GCG

CAG AGC ATC [lBlBl GTG GCC GTG AAC CTG CTC TTC ACC TTC GCC ATC GCG CAG GCG TTC CTG TCG CTG CTG TGC GCC TTC AAG TTC GGC ATC TTC CTC TTT
TTC GCG TGG ATC ACC GTC ATG ACC GTG TTC GTC TAG GTC TTC CTG CCG GAG ACC AAG GGC GTG ATC GAA GAG ATG GTG CTG [HI[] TGG CGG AAG
CAC TGG TTC TGG AAG AAG GTC ATG CCG GAC ATG CCG CTC GAG GAT GGC TGG GGC GCG GCT GAG GGT CAT GGG GCA CCT GCC AGC AAG AAT CAC AAG
GGA TGA

Figura 21. Localizacién en la secuencia de ZmHT de codones poco frecuentes en E. coli. Analisis
hecho en Rare Codon Caltor (http://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html).

Es muy probable que la cantidad de codones poco frecuentes genere un paro
durante la traduccién que al ser muy largo ocasione una disociacién del mMRNA con la
maquinaria de traduccion si el codon se encuentra muy al inicio en la secuencia,
como en ZmHT. También podria generar que la elongacion de la proteina fuera
discontinua formando pequefios péptidos o una proteina trunca debido a la alta
cantidad de codones raros que contiene la secuencia (Rosano y Ceccarelli, 2009).
Por otro lado un paro puede llevar a un “salto” en la lectura y que la traduccion
continle con el siguiente residuo, propiciando una mala incorporacion de algun
aminoacido por un corrimiento en la lectura debido ese “salto” (Kane, 1995). Ademas
un marco de lectura diferente, la mala incorporacion de un aminoéacido clave en el
reconocimiento y procesamiento de la proteina generaria un mal plegamiento de la

misma o su agregacion (Kane, 1995; Terpe, 2006).
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Se sabe que la maquinaria de translocacion de proteinas de membrana
citoplasmaticas (Translocon Sec) reconoce algunos aminoacidos a los cuales se
asocia durante un tiempo para poder plegar la proteina y posteriormente liberar cada
segmento transmembranal conforme avanza la traducciéon. Sin embargo si no hay
ninguin reconocimiento de dichos aminoacidos la proteina podria no plegarse o
hacerlo de manera incorrecta llevando a una degradacién de la misma. Otra
explicacion probable es que se sature el Translocon Sec debido a un bloqueo en el
mismo ocasionado por las pausas durante la sintesis proteica. Se generaria
entonces un mal plegamiento o agregados de proteina (Klepsch et al., 2011) que
pueden ocasionar cuerpos de inclusion, toxicidad a la bacterias o poca estabilidad

del MRNA con el ribosoma (Rosano y Ceccarelli, 2009).

Se sabe que aun con la adicién de tRNAs al sistema, la proteina heter6loga puede
contener algun aminoacido en un porcentaje mayor respecto a la composicion tipica
de E.coli (Kane, 1995). Por otro lado algunos componentes involucrados en la
biogénesis de proteinas en E. coli no siempre son compatibles con las proteinas
heterdlogas (Klepsch et al., 2011).

Estas causas pudieron influir en la infructuosa expresion de ZmHT, ya que al ser una
proteina membranal de origen eucarionte es probable que contenga algunas
caracteristicas en su estructura que le impidan una correcta expresion en E. coli. Se
ha descrito que la mayoria de los transportadores de azlUcares de plantas
pertenecientes a MFS se han expresado y caracterizado en Saccharomyces o en
Xenopus laevis. Al ser organismos eucariontes probablemente no presenten los
problemas antes mencionados, ademdas, una vez expresada la proteina su
caracterizacion se hace mas facil en estos sistemas. Como se menciond en la
introduccion, Saccharomyces cerevisiae cepa EBY.VW4000, deficiente en el
transporte de glucosa, seria una alternativa para medir la toma de diferentes
carbohidratos (Yesilirmak y Sayers, 2009). Sin embargo debido a que aun no llegaba
la cepa de levadura al laboratorio se optd por intentar expresar la proteina en los

ovocitos de Xenopus laevis (Miller y Zhou, 2000). En este sistema se logré expresar
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al transportador de sacarosa ZmSUT1 (caracterizado por técnicas electrofisiologicas;

Carpaneto et al., 2005), asi como varios transportadores SWEET de Arabidopsis
(Chen et al., 2010y 2012).

Desafortunadamente tampoco se logré la expresion de la proteina en este sistema.
Se ha reportado que la cantidad de mRNA que generalmente se inyecta al ovocito va
de 2 a 75 ng (Preuss et al., 2011). En los ensayos solo se probaron dos cantidades,
15 y 30 ng, probablemente se requiere probar otras cantidades de RNA. Ademas la
cantidad del mRNA producido con el kit Mmesage Mmachine T7 RNA fue demasiado
baja, por lo que no se pudo verificar su integridad antes de ser inyectado o bien que
al momento de inyectar sufriera una degradacién debido a su manipulacion. Por otro
lado, muchos de los ovocitos se dafiaban durante el proceso de inyeccién y no
llegaban al término del experimento, ya sea por una incorrecta manipulaciéon al
momento de su extraccion o bien porque de alguna manera estos se vean afectados

por el RNA exogeno.

También es importante resaltar que el marco de lectura que definimos por similitud
con otras secuencias puede no ser necesariamente el correcto, siendo un factor

determinante en que la expresion no se llevara a cabo.
No obstante lo anterior hace necesario probar el sistema de levadura para confirmar

o descartar si la secuencia clonada se traduce a proteina y si se inserta de manera

adecuada en la membrana para realizar la funcion de transporte predicha.
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X. CONCLUSIONES

e Los transcritos de ZmHT son abundantes en tejidos fuente de nutrientes como
el tallo y las hojas. También se encuentran en tejidos demanda como raiz,

espiga, pistilo, embrién inmaduro, embriébn maduro y eje.

e La expresion de ZmHT se induce en embriones maduros embebidos con

glucosa, fructosa y sacarosa.

e Se cloné el gen para ZmHT de maiz.

e La secuencia primaria de ZmHT sugiere que es un transportador de hexosas

de la membrana plasmatica.
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XI. PERSPECTIVAS

1. Transformar células de levadura carentes de transportadores de hexosas para

determinar si se expresa la proteina.

2. Si se expresa la proteina medir su especificidad por azGcares y su Km.

3. Realizar ensayos de PCR para determinar si alguno de los 15 genes que
codifica para los presuntos STP en maiz se presenta de manera especifica en

el eje embrionario con la finalidad de encontrar el que se encarga de la toma

de nutrientes en este tejido.
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Anexo 1. Secuencia del presunto transportador de hexosas de endospermo y
localizacion de los oligonucledtidos usados para su amplificacion.

A. Secuencia encontrada en la base de datos de EST (nimero de acceso BT018728.1),
donde se muestra la localizacion de los oligonucleétidos empleados (sefialados en verde)
para la obtencion de una secuencia amplificada por PCR de 1800 pb.

1 11 21 31 41 50

\ | \ | \ |

GCACGACGTA TCCCCAACAT GCTGGCTCTG TGTGTCCCCC ATTCACTTCT 50
CACTCTAGAC TCTAGTTCGC CCCATGAGTC TGGCAGGTCA AAGAAGGGAA 100
GAGACAACCG AAGGATCAAC GGATCAAGCG AGGTAGACGA CTCCGCGTCT 150
AATTAAACCT GTGGTCTGCG GACGGGCGGT CGTCGGTTAG AGCATTGCTT 200
CCGTGTGGTG CGGTTGATAG CTCGGATCTT CTGCTGGCGG AGTTCGTCTT 250
GGAGGAGAAG AGAGAGAGAG AGCGCGCGCG CCGGGATCGG AGCCAGGAAG 300
CATCCAGCAG CGATGGCGGG CGGCGGGGTG GCGGCGCTGG GCGTGAAGAC 350
GGAGCGCGCG GCGCAGTACA AGGGGCGCAT GACGCTCGCC GTCGCCACGA 400
CCTGCCTCGT GGCCGCCGTC GGGGGCGCCA TCTTCGGCTA CGACATCGGC 450
ATCTCCGGAG GCGTGACATC CATGGACCCA TTCCTGGAGA AATTCTTCCC 500
GGTAGTGTTC CACCGGAAGA ACTCCGGCGG GAAGAACAAC TACTGTAAGT 550
ACGACAACCA GGGACTAGCG GCGTTCACAT CGTCACTCTA CCTCGCCGGC 600
CTCGTTGCCT CCCTCGTCGC GTCCCCCGTG ACGAGGAACT ACGGCCGCAA 650
AGCTAGCATT GTCTGCGGCG GCGTGAGCTT CCTCATCGGC GCGGCCCTCA 700
ACGTGGCCGC CGTGAATCTG GCTATGCTCA TCCTCGGGCG CATCATGCTC 750
GGCGTCGGCA TCGGTTTTGG CAACCAGGCT GTGCCGCTGT ACCTGTCGGA 800
GATGGCGCCG GCGCACCTCC GCGGCGGCCT GAACATGATG TTCCAGCTCG 850
CGACGACGCT GGGCATCTTC ACCGTGAACC TGATCAACTA TGGCACGCAG 900
AACATCAAGC CGTGGGGGTG GCGGCTGTCG CTGGGCCTCG CGGCGGTGCC 950
GGCGCTGCTG ATGACGTTGG GCGGGCTCTT TCTTCCGGAG ACTCCCAACA 1000
GCCTCATTGA GCGCGGGCGC GTGGAGGAGG GTCGGCGCGT GCTGGAGCGC 1050
ATCCGGGGCA CGGCCGACGT GGACGCCGAG TTCACGGACA TGGTGGAGGC 1100
GAGCGAGCTG GCCAACACCG TCGAGCACCC GTTCCGGAAC ATCCTGCAGC 1150
CGCGCAACCG GCCGCAGCTG GTGATGGCCG TGTGCATGCC GGCGTTCCAG 1200
ATCCTGACGG GCATCAACTC CATCCTCTTC TACGCGCCGG TCCTGTTCCA 1250
GAGCATGGGT TTCGGCGGGA ACGCGTCCCT CTACTCCTCC GTGCTCACCG 1300
GCGCCGTGCT CTTCTCCTCG ACGCTCATCT CCATCGGCAT CGTCGACCGC 1350
CTCGGCCGCC GGAAGCTCCT CATCAGCGGC GGGATCCAGA TGATCGTCTG 1400
CCAGGTGATC GTGGCGGTGA TCCTGGGCGT GAAGTTCGGG GCGGAGAAGC 1450
AACTGGCGCG GAGCTACTCG GTCGCGGTGG TGGTGGTGAT CTGCCTGTTC 1500
GTTCTGGCGT TCGGGTGGTC GTGGGGCCCG CTGGGATGGA CGGTGCCGAG 1550
CGAGATCTTC CCGCTGGAGA CGCGGTCGGC GGGGCAGAGC ATCACGGTGG 1600
CCGTGAACCT GCTCTTCACC TTCGTCATCG CGCAGGCGTT CCTGTCGCTG 1650
CTGTGCGCCT TCAAGTTCGG CATCTTCCTC TTTTTCGCGG GGTGGATCAC 1700
CGTCATGACC GTGTTTGTCT ACGTCTTCCT GCCGGAGACC AAGGGCGTGC 1750
CCATCGAAGA GATGGTGCTG CTATGGCGGA AGCACTGGTT TTGGAAGAAG 1800
GTCATGCCGG ACATGCCGCT CGAGGATGGC TGGGGCGCGG CTGAGGGTCA 1850
TGCGGCACCT GCCAGCAACA ATCACAAGGG ATGACTGGAG TGAAGCATGC 1900
ATGGTTGCCT GGTTGGTTTC GTGGACCCTT TATATAATAA CTGAAGAAAA 1950
CAAGACACCC ACTAACATGT AGGCGGCTGC TTATTCTTAT TGTATTTTGT 2000
ATAAAACAAG GCTGTGTGAT ATGCAGGGAT AAAAACGAAC GAGATCGTTC 2050
CAAATAACCT TTCTTTTGTT TTCAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAA 2099
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B. Clona obtenida para el presunto transportador de hexosas, ZmHT. Se muestra la

localizacion de los oligonucledtidos empleados para el andlisis de expresion por PCR y

gPCR (rojo; 178 pb) y para la sub-clonacién de ZmHT en el vector pET-32a(+) (azul; 1

605 pb).

1
|

GGATCTTCTG
GAGAGCGCCG
AGGGGTGGCG
GGCGCATGAC
GGCGCCATCT
GGACCTATTC
CCGGCGGGAA
TTCACATCGT
CCCCGTGACG
TGAGCTTCCT
ATGCTCATCC
CCAGGCTGTG
GCGGCCTGAA
GCGAACCTGA
GCTGTCGCTG
GGCTCTTTCT
GAGGAGGGTC
CGCCGAGTTC
AGCACCCGTT
ATGGCCGTGT
CCTCTTCTAC
CGTCCCTCTA
CTCATCTCCA
CAGCGGCGGG
TGGGCGTGAA
GCGGTGGTGG
GGGCCCGCTG
GGTCGGCGGG
GCCATCGCGC
CTTCCTCTTT
TCTTCCTGCC
TGGCGGAAGC
GGATGGCTGG
ACAAGGGATG

11
|

CTGGCCGAGT
GGATCGGAGC
GCGCTGGGCG
GCTCGCCGTC
TCGGCTACGA
CTGGAGAAAT
GAACAACTAC
CACTCTACCT
AGGAACTACG
CATCGGCGCG
TCGGGCGCAT
CCGCTGTACC
CATGATGTTC
TCAACTATGG
GGCCTCGCGG
TCCGGAGACT
GGCGCGTGCT
ACGGACATGG
CCGGAACATC
GCATGCCGGC
GCGCCGGTCC
CTCCTCCGTG
TCGGCATCGT
ATCCAGATGA
GTTCGGGGCG
TGGTGATCTG
GGATGGACGG
GCAGAGCATC
AGGCGTTCCT
TTCGCGGGGT
GGAGACCAAG
ACTGGTTCTG
GGCGCGGCTG
ACTGGAGTGA

GACACTTTAT

ATAATAACTG

21
|

TCGTCTTGGA
CAGGAAGCAT
TGAAGACGGA
GCCACGACCT
CATCGGCATC
TCTTCCCGGT
TGTAAGTACG
CGCCGGCCTC
GCCGCAAAGC
GCCCTCAACG
CATGCTCGGC
TGTCGGAGAT
CAGCTCGCGA
CACGCAGAAC
CGGTGCCGGC
CCCAACAGCC
GGAGCGCATC
TGGAGGCGAG
CTGCAGCCGC
GTTCCAGATC
TGTTCCAGAG
CTCACCGGCG
CGACCGCCTC
TCGTCTGCCA
GAGAAGCAAC
CCTGTTCGTT
TGCCGAGCGA
ACGGTGGCCG
GTCGCTGCTG
GGATCACCGT
GGCGTGCCCA
GAAGAAGGTC
AGGGTCATGC
AGCATGCATG
AAGAAAACAA

31

|
GGAGAAGAGA

41 50

| |
GAGAGAGAGA

CCAGCAGCGA TGGCGGGCGG

GCGCGCGGCG
GCCTCGTGGC
TCCGGAGGCG
AGTGTTCCAC
ACAACCAGGG
GTTGCCTCCC
TAGCATTGTC
TGGCCGCCGT
GTCGGCATCG
GGCGCCGGCG
CGACGCTGGG
ATCAAGCCGT
GCTGCTGATG
TCATTGAGCG
CGGGGCACGG
CGAGCTGGCC
GCAACCGGCC
CTGACGGGCA
CATGGGTTTC
CCGTGCTCTT
GGCCGCCGGA
GGTGATCGTG
TGGCGCGGAG
CTGGCGTTCG
GATCTTCCCG
TGAACCTGCT
TGCGCCTTCA
CATGACCGTG
TCGAAGAGAT
ATGCCGGACA
GGCACCTGCC
GTTGCCTGGT
GACAC

CAGTACAAGG
CGCCGTCGGG
TGACATCCAT
CGGAAGAACT
ACTAGCGGCG
TCGTCGCGTC
TGCGGCGGCG
GAATCTGGCT
GTTTTGGCAA
CACCTCCGCG
CATCTTCACG
GGGGGTGGCG
ACGTTGGGCG
CGGGCGCGTG
CCGACGTGGA
AACACCGTCG
GCAGCTGGTG
TCAACTCCAT
GGCGGGAACG
CTCCTCGACG
AGCTCCTCAT
GCGGTGATCC
CTACTCGGTC
GGTGGTCGTG
CTGGAGACGC
CTTCACCTTC
AGTTCGGCAT
TTCGTCTACG
GGTGCTGCTA
TGCCGCTCGA
AGCAACAATC
TGGTTTCGTG

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950

1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1700
1735

Pagina | 66



== CIENCIAS

=2 ioquimicas

ANEXOS

Anexo 2. Alineamiento de la clona ZmHT obtenida en este trabajo con la secuencia
encontrada en la base de datos de EST (nUmero de acceso BT018728.1).

El alineamiento se realizdé en Mafft. En gris obscuro se muestran los codones de inicio y
término del probable marco de lectura para ZmHT; en gris claro los cambios en la

secuencia que se encontraron entre ambas.

BT018728.1  GCACGACGTATCCCCAACATGCTGGCTCTGTGTGTCCCCCATTCACTTCTCACTCTAGAC
ZMHT oo

BT018728.1  TCTAGTTCGCCCCATGAGTCTGGCAGGTCAAAGAAGGGAAGAGACAACCGAAGGATCAAC
ZIHT oo e e

BT018728.1  GGATCAAGCGAGGTAGACGACTCCGCGTCTAATTAAACCTGTGGTCTGCGGACGGGCGGT
ZMHT e

BT018728.1  CGTCGGTTAGAGCATTGCTTCCGTGTGGTGCGGTTGATAGCTCGGATCTTCTGCTGGCEG
ZMHT s e e e m e GGATCTTCTGCTGGCCG

kAhkkkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhrkk *

BT018728.1 AGTTCGTCTTGGAGGAGAAGAGAGAGAGAGAGCGCGCGCGCCGGGATCGGAGCCAGGAAG
ZmHT AGTTCGTCTTGGAGGAGAAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGCGCCGGGATCGGAGCCAGGAAG

KAAAKAAAARAARAAIAAhAAA I AA AR A XA A A, k& *k *hkkhhkkhkrhkkhArhkkhrhkk hhkkhkhkkhh%k

BT018728.1 CATCCAGCAGCG GCGGGCGGCGGGGTGGCGGCGCTGGGCGTGAAGACGGAGCGCGCG
ZmHT CATCCAGCAGCG GCGGGCGGAGGGGTGGCGGCGCTGGGCGTGAAGACGGAGCGCGCG

KAk AAKAA A A hhAAhhkAhkhkhAhkhkhhhkk, KA dAhAAdAhAhA A hkhhkhkhkdkhkhkhkhkhkhA kA Ak hAk kA Ak kx %k

BT018728.1 GCGCAGTACAAGGGGCGCATGACGCTCGCCGTCGCCACGACCTGCCTCGTGGCCGCCGTC
ZmHT GCGCAGTACAAGGGGCGCATGACGCTCGCCGTCGCCACGACCTGCCTCGTGGCCGCCGTC

RO R R S b R g 4 S S db I ah SR I S b i S SR S S R S S SR S I R S e R S dh e S SR A S SR B S SR S S R S S R S dh R S S R S A R 4

BT018728.1 GGGGGCGCCATCTTCGGCTACGACATCGGCATCTCCGGAGGCGTGACATCCATGGACCCA
ZmHT GGGGGCGCCATCTTCGGCTACGACATCGGCATCTCCGGAGGCGTGACATCCATGGACCTA

R R e S i g b S db I dh b S A b i S b S A R S S R S I R S B R S b S b S b I d S S b R S dh b S g b S S b S S 4

BT018728.1 TTCCTGGAGAAATTCTTCCCGGTAGTGTTCCACCGGAAGAACTCCGGCGGGAAGAACAAC
ZmHT TTCCTGGAGAAATTCTTCCCGGTAGTGTTCCACCGGAAGAACTCCGGCGGGAAGAACAAC

R SR R I I b S b S b S S e S b Sb b b S b b S b S SE b S b b S b b S SE S b b S S S b S S b b Sb b b Sb b S 3b db 3

BT018728.1 TACTGTAAGTACGACAACCAGGGACTAGCGGCGTTCACATCGTCACTCTACCTCGCCGGC
ZmHT TACTGTAAGTACGACAACCAGGGACTAGCGGCGTTCACATCGTCACTCTACCTCGCCGGC

R R R I b b S b S b S SR e S b Sb b b Sb b b Sb b S Sb b S Sb S S b S SR S b S SE S b Sb b b Sb db b Sb b S Sb 2b 3

BT018728.1 CTCGTTGCCTCCCTCGTCGCGTCCCCCGTGACGAGGAACTACGGCCGCAAAGCTAGCATT
ZmHT CTCGTTGCCTCCCTCGTCGCGTCCCCCGTGACGAGGAACTACGGCCGCAAAGCTAGCATT

R R e S I e g b S b I dh S S S S B S b S i b S S b S I b S b e S b e S b e S b B dh dh S b R S S b S S SR S S S i S

BT018728.1 GTCTGCGGCGGCGTGAGCTTCCTCATCGGCGCGGCCCTCAACGTGGCCGCCGTGAATCTG
ZmHT GTCTGCGGCGGCGTGAGCTTCCTCATCGGCGCGGCCCTCAACGTGGCCGCCGTGAATCTG

R e I I S b S b S b I I b B S b S S S S b S Ib S S e S b e S SR A S b B S b B S b S S S db b S Sb e S db ¥
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BT018728.1 GCTATGCTCATCCTCGGGCGCATCATGCTCGGCGTCGGCATCGGTTTTGGCAACCAGGCT
ZmHT GCTATGCTCATCCTCGGGCGCATCATGCTCGGCGTCGGCATCGGTTTTGGCAACCAGGCT

R SRR I b b S b S S S SR e S b Sb b I Sb b b Sb b S SE b S Sb b S S b S Sb S b S S S b S Sb b b Sb db b 2b b S Sb db 3

BT018728.1 GTGCCGCTGTACCTGTCGGAGATGGCGCCGGCGCACCTCCGCGGCGGCCTGAACATGATG
ZmHT GTGCCGCTGTACCTGTCGGAGATGGCGCCGGCGCACCTCCGCGGCGGCCTGAACATGATG

R R e A i I g b S db I dh b B S b B S b S A S S R S I b S b R S b S b e S b I dh db S R S db b S S R S S S i b 4

BT018728.1 TTCCAGCTCGCGACGACGCTGGGCATCTTCACCGTGAACCTGATCAACTATGGCACGCAG
ZmHT TTCCAGCTCGCGACGACGCTGGGCATCTTCACGGCGAACCTGATCAACTATGGCACGCAG

KAAAKAA A AR A AR AhhkAhhkAdhkArAAArAAA A h A, k& *hkkhhkkhhkhkhhkhhhkhAr kA rk ki hkkxx %k

BT018728.1 AACATCAAGCCGTGGGGGTGGCGGCTGTCGCTGGGCCTCGCGGCGGTGCCGGCGCTGCTG
ZmHT AACATCAAGCCGTGGGGGTGGCGGCTGTCGCTGGGCCTCGCGGCGGTGCCGGCGCTGCTG

hhkhk Ak hkhkhkhhkkhkrhkhkhAhhkhkhrhkhkhkhhkhkhrhkhhhhkdhhrhhkhhhkdhrhkhkhhhkkhrhkhhhrhkkhhrhkhkxkkx

BT018728.1 ATGACGTTGGGCGGGCTCTTTCTTCCGGAGACTCCCAACAGCCTCATTGAGCGCGGGCGL
ZmHT ATGACGTTGGGCGGGCTCTTTCTTCCGGAGACTCCCAACAGCCTCATTGAGCGCGGGCGL

RO R R S 4 a4 S S db I S SR I S SR i S SR S S IR S S IR S S R S A R S A S IR S b I dh SR S S SR S S IR S S SR S S R S IR 4

BT018728.1 GTGGAGGAGGGTCGGCGCGTGCTGGAGCGCATCCGGGGCACGGCCGACGTGGACGCCGAG
ZmHT GTGGAGGAGGGTCGGCGCGTGCTGGAGCGCATCCGGGGCACGGCCGACGTGGACGCCGAG

R R e I b e S b S b I S b S S b B S b S S b b S b S S b S S e S b e S b e S b I dh S I S b S S b S S b S S S S S

BT018728.1 TTCACGGACATGGTGGAGGCGAGCGAGCTGGCCAACACCGTCGAGCACCCGTTCCGGAAC
ZmHT TTCACGGACATGGTGGAGGCGAGCGAGCTGGCCAACACCGTCGAGCACCCGTTCCGGAAC

R I b b I b S b S SR e S b b SE b b S b b Sb b S Sb b I S S S b S SR S b b S Sb S b S S b Sb db b Sb b I Sb 2b S

BT018728.1 ATCCTGCAGCCGCGCAACCGGCCGCAGCTGGTGATGGCCGTGTGCATGCCGGCGTTCCAG
ZmHT ATCCTGCAGCCGCGCAACCGGCCGCAGCTGGTGATGGCCGTGTGCATGCCGGCGTTCCAG

KA A KA A A AR I A I A A A A A A A AR A A I A AT AR I AR I A Ak hA Ak kA r A kA Ak Ak Ak hk

BT018728.1 ATCCTGACGGGCATCAACTCCATCCTCTTCTACGCGCCGGTCCTGTTCCAGAGCATGGGT
ZmHT ATCCTGACGGGCATCAACTCCATCCTCTTCTACGCGCCGGTCCTGTTCCAGAGCATGGGT

ORI R e A i dh b S db I dh b S S b B S b S A R S S R S I b S B e S b S b R S b B dh S S b R S dh S S S R S S S S g b 4

BT018728.1 TTCGGCGGGAACGCGTCCCTCTACTCCTCCGTGCTCACCGGCGCCGTGCTCTTCTCCTCG
ZmHT TTCGGCGGGAACGCGTCCCTCTACTCCTCCGTGCTCACCGGCGCCGTGCTCTTCTCCTCG

R R I b S b e S b S b e S 2 I S b S S b b S b S S b S S e S b e S b e S b I S Sb S S b S S b S S b S S b S S b

BT018728.1 ACGCTCATCTCCATCGGCATCGTCGACCGCCTCGGCCGCCGGAAGCTCCTCATCAGCGGL
ZmHT ACGCTCATCTCCATCGGCATCGTCGACCGCCTCGGCCGCCGGAAGCTCCTCATCAGCGGL

R R R I b b S b S b S SR e S b Sb b b Sb b b Sb b S Sb b S Sb S S b S SR S b S SE S b Sb b b Sb db b Sb b S Sb 2b 3

BT018728.1 GGGATCCAGATGATCGTCTGCCAGGTGATCGTGGCGGTGATCCTGGGCGTGAAGTTCGGG
ZmHT GGGATCCAGATGATCGTCTGCCAGGTGATCGTGGCGGTGATCCTGGGCGTGAAGTTCGGG

RO R R S A dh db S S db I S SR I I SR i S IR S S IR S S SR S S S S A R S A R S IR S b I S SR I b SR S S IR S S SR S db R S dh R 4

BT018728.1 GCGGAGAAGCAACTGGCGCGGAGCTACTCGGTCGCGGTGGTGGTGGTGATCTGCCTGTTC
ZmHT GCGGAGAAGCAACTGGCGCGGAGCTACTCGGTCGCGGTGGTGGTGGTGATCTGCCTGTTC

R e S b e S b S b S b I S b I S b S S I S R SR b S I S b e S SR e S b I S Sb S S b S S SR S 2 R I 2 R S i S

BT018728.1 GTTCTGGCGTTCGGGTGGTCGTGGGGCCCGCTGGGATGGACGGTGCCGAGCGAGATCTTC
ZmHT GTTCTGGCGTTCGGGTGGTCGTGGGGCCCGCTGGGATGGACGGTGCCGAGCGAGATCTTC

R R I b b I b S b S S e S b SE b b S b b S b S Sb b I S S S b S SR S b S Sb S S b S S S S 2b e S 2b e S 2 S
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BT018728.1 CCGCTGGAGACGCGGTCGGCGGGGCAGAGCATCACGGTGGCCGTGAACCTGCTCTTCACC
ZmHT CCGCTGGAGACGCGGTCGGCGGGGCAGAGCATCACGGTGGCCGTGAACCTGCTCTTCACC

R SRR I b b S b S S S SR e S b Sb b I Sb b b Sb b S SE b S Sb b S S b S Sb S b S S S b S Sb b b Sb db b 2b b S Sb db 3

BT018728.1 TTCGICATCGCGCAGGCGTTCCTGTCGCTGCTGTGCGCCTTCAAGTTCGGCATCTTCCTC
ZmHT TTCGCCATCGCGCAGGCGTTCCTGTCGCTGCTGTGCGCCTTCAAGTTCGGCATCTTCCTC

R S b e g 4 S db I dh b B S b i S b S A R S R S S b S b R S b S b e S b B dh S S R S db b S S R S S S i b 4

BT018728.1 TTTTTCGCGGGGTGGATCACCGTCATGACCGTGTTTGTCTACGTCTTCCTGCCGGAGACC
ZmHT TTTTTCGCGGGGTGGATCACCGTCATGACCGTGTTCGTCTACGTCTTCCTGCCGGAGACC

KAKAKRKA KA A A AR A AR A AR A A AA AR A AR AR A AR A, Ak h kA hhk kA kA Ak A Ak Ak Ak xh Kk

BT018728.1 AAGGGCGTGCCCATCGAAGAGATGGTGCTGCTATGGCGGAAGCACTGGTTTTGGAAGAAG
ZmHT AAGGGCGTGCCCATCGAAGAGATGGTGCTGCTATGGCGGAAGCACTGGTTCTGGAAGAAG

Ahk A kA A h A hhhkhhkhkhkhkhkhkhkhAhhkhhhAhhhkhhhhhhhhhhkhhhkhkhkhkhkhhkhrkhkdx *rkrk rkxk,x%

BT018728.1 GTCATGCCGGACATGCCGCTCGAGGATGGCTGGGGCGCGGCTGAGGGTCATGCGGCACCT
ZmHT GTCATGCCGGACATGCCGCTCGAGGATGGCTGGGGCGCGGCTGAGGGTCATGCGGCACCT

RO R R S A dh db S S db I S SR I I SR i S IR S S IR S S SR S S S S A R S A R S IR S b I S SR I b SR S S IR S S SR S db R S dh R 4

BT018728.1 GCCAGCAACAATCACAAGGG CTGGAGTGAAGCATGCATGGTTGCCTGGTTGGTTTC
ZmHT GCCAGCAACAATCACAAGGG CTGGAGTGAAGCATGCATGGTTGCCTGGTTGGTTTC

R R e I b e S b S b I S b S S b B S b S S b b S b S S b S S e S b e S b e S b I dh S I S b S S b S S b S S S S S

BT018728.1 GTGGACCCTTTATATAATAACTGAAGAAAACAAGACACCCACTAACATGTAGGCGGCTGC
ZmHT GTGGACACTTTATATAATAACTGAAGAAAACAAGACAC-———=——=——————————————

Ak Ahkhkhkk Khkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhk Ak Ak hAk Ak hkhkkhhk%k

BT018728.1  TTATTCTTATTGTATTTTGTATAAAACAAGGCTGTGTGATATGCAGGGATAAAAACGAAC
ZIHT — m oo

BT018728.1  GAGATCGTTCCAAATAACCTTTCTTTTGTTTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
ZIHT — mm oo
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Anexo 3. Estandarizacion de la técnica de PCR en tiempo real (QPCR).

Especificidad. Para evaluar la especificidad de la reaccion se verificO que los
oligonucleétidos no formaran dimeros a temperaturas menores a 80° C ni productos
inespecificos a diferentes temperaturas durante la reaccion. Para ello se agregd una
etapa de disociacion que consiste en la aplicacion de un gradiente de temperaturas
creciente después de la PCR para monitorear la cinética de disociaciéon de los
fragmentos amplificados. En la curva de disociacion (Figura 22) se detectd so6lo un pico
alrededor de 85° C, lo que indic6é que el producto generado es especifico. Asimismo no
hubo amplificacion cuando no se agrega cDNA a la mezcla de reaccion (lineas

horizontales en cero).

Dissociation Curve

018

0.14

012

0.10

0.08

Derivative

0.06

004 T e

0.02

-0.02

Temperature (C)

Figura 22. Curva de disociacion para los oligonucleétidos directo ATCGAAGAGATGGTGCTGCT e
inverso AAGTGTCCACGAAACCAACC (Anexo 1.B), usados para la detecciéon de ZmHT.

Para corroborar la Eficiencia, reproducibilidad y sensibilidad de la reaccion se
elaboraron rangos dinamicos, ensayo que consistié en preparar una soluciéon stock de
cDNA de una muestra de donde se hicieron tres diluciones seriales 1:10. Después se
realizé la reaccion de gPCR de cada dilucién por duplicado. La curva estandar (Figura
23) muestra que en cada dilucién el Ct donde aparece la curva tipica de amplificacion se
va retrasando 3.3 ciclos aproximadamente, valor esperado para las diluciones

realizadas.
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A Delta R vs Cycle B Delta Rn vs Cycle
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Figura 23. Curva estandar de amplificacion para A. el gen ZmHT (izquierda); y para B. el gen
constitutivo ubiquitina (derecha).

Para obtener el valor de eficiencia se fijo un valor de umbral o threshold (Figura 23, linea
roja) donde las muestras se encontraban en la fase exponencial y asi poder elaborar un
grafico de Ct contra el logaritmo de la concentracion (Figura 24). De este gréafico se
calculé la pendiente (Figura 24A) para el gen de ZmHT, valor que se us6 para determinar

el porcentaje de eficiencia a partir de la ecuacion:

%E = ([10 V™) x 100

A 2 B Standard Curve

B 3z ‘ ‘

m = -3.3284 i

R%=0.9988 m = -3.3462

R?*=0.9981

“ax 2 EY 2 4 12 88 4 9
= 2= 240 : = = oe 2e . -320 -280 -240 -2 150 130 080 -040 0

ISEn Taa o

Figura 24. Gréfico de Ct contra Log Concentracion para determinar la eficiencia de la reaccién de
gPCR. A. Gréfico para el gen ZmHT. B. Grafico para el gen ubiquitna.
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El valor de eficiencia calculado fue 99.73%. Sin embargo para poder emplear la ecuacién
244ty determinar la cuantificacion relativa de ZmHT, la eficiencia para ZmHT debe ser
muy similar a la eficiencia producida por el gen constitutivo, por lo que también se realizé
una curva estandar de amplificacion para ubiquitina (Figura 24B). El valor de eficiencia
fue de 99.0 %. Con una eficiencia mayor al 90% y muy cercana al 100% se considera

gue la reaccién de PCR en tiempo real es aceptable en las condiciones establecidas.

Finalmente se verifico que el gen de ubiquitina fuera un gen constitutivo. Este ensayo se
realiz6 previamente en el laboratorio haciendo diluciones seriadas de DNA molde
proveniente de dos tejidos diferentes de maiz y se verifico que los valores de CT fueran
semejantes. Los ensayos mostraron que el gen es un buen candidato para utilizarse
como gen normalizador (Guzman-Chévez, 2013).
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Anexo 4. Conformaciones estructurales paralos miembros de la familia MFS.

Los transportadores hasta ahora cristalizados pertenecientes a MFS son: el transportador
glicerol-3-fosfato (GIpT), la lactosa permeasa (LacY), el simportador fucosa-protén (FucP), el
simportador D-xilosa-proton (XylE), el transportador a multiples farmacos (EmrD) de E.coli
(Cura y Carruthers, 2013) y el transportador péptido-proton (PepTso) de la bacteria

Shewanella oneidensis (Newstead et al., 2011).

De las estructuras resueltas se han determinado basicamente dos conformaciones, la
primera denominada conformacién abierta hacia adentro o E1, donde el poro formado para el
transporte de la molécula se encuentra orientado hacia el espacio extracelular. La otra
conformacion se denomina abierta hacia afuera o E2, donde el poro se encuentra orientado

hacia el espacio intracelular (Geiger, 2011).

En la Figura 25 se muestran las diferentes conformaciones que adoptan los seis
transportadores, los dominios N (en verde) y C (en azul) de cada uno (Sun et al., 2012) y el
asa que une los segmentos transmembranales 6 y 7 (en amarillo). En la misma figura se
muestra ZmHT cuya conformacion es abierta hacia afuera, parcialmente ocluida, similar a la
del transportador de fucosa (XylE); asi como el parecido que presenta ZmHT en el arreglo de
los dominios N y C con los otros transportadores y su asa central formando alfas hélices al

igual que el transportador de fucosa, xilosa y glicerol-3-fosfato.
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FucP ; _XyIE . GlpT
., . . Ligando unido, conformacién . . .
Conformacion abierta hacia . . Conformacion abierta hacia
abierta hacia afuera,
afuera adentro

parcialmente ocluida.

LacY PepTso
Ligando unido, conformacién Conformacién abierta hacia
abierta hacia adentro. afuera, ocluida.

EmrD
Conformacion ocluida.

ZmHT
Conformacién abierta hacia
afuera, parcialmente ocluida.

Figura 25. Distintas conformaciones adoptadas por los transportadores FucP, XylE, GIpT, Lacy,
PepTso, EmrD y el transportador putativo ZmHT. En verde el dominio N, en azul el dominio C y en
amarillo el asa que une los cruces transmembrana 6y 7.
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