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INIFAP Instituto Nacional de las Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
MS Medio de cultivo Murashige y Skoog (1962)
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1 RESUMEN

Estudios previos demuestran que una proteasa de cisteina de alrededor de
30 kDa, denominada Endoproteasa B (EPB), es la principal responsable de la
degradacion de las proteinas de almacenamiento del endospermo de cebada,
llamadas hordeinas. Debido a la gran importancia de la EPB en el proceso de
protedlisis y su impacto en la industria cervecera, se propone que la EPB sea un
marcador molecular de la calidad de la malta.

En este trabajo se estudio la expresion espacio-temporal de la EPB en diferentes
cultivares de cebada (Armida, Esperanza, Adabella, Alina, Esmeralda y Metcalfe)
utilizados por cerveceras mexicanas. Se observdé que la EPB se encuentra
ausente en diferentes etapas del desarrollo de la semilla y en la semilla madura,
expresandose unicamente durante desarrollo temprano de la plantula una vez
ocurrida la germinacion, especificamente entre las 24 y 72 h de imbibicion de las
semillas. Mediante inmunolocalizaciones se detecté que las células de aleurona
son el principal tejido donde se sintetiza la EPB y que de éstas se secreta hacia el
endospermo a partir de las 48 h de imbibicion. Este patron de expresion especifico
demuestra que es una proteasa importante en la degradacién de las hordeinas
durante el desarrollo de las plantulas. Se encontraron diferencias en la expresion
de la EPB en los diferentes cultivares analizados, siendo los cultivares Adabella e
Himalaya los que la expresan en menor proporcion.

Se realizé la clonacién y secuenciacion de la region promotora y codificante de
EPB2 de seis cultivares de cebada. Se verificd la funcionalidad del promotor de
EPB2 del cultivar Armida mediante su fusion a los genes reporteros GFP y gus.
Del analisis de la secuencia promotora de EPB2, se observd que los cultivares
Adabella e Himalaya presentan polimorfismos, los cuales no estan presentes en el
resto de los cultivares, los cuales podrian estar correlacionados con una expresion
menor de EPB2.

Adicionalmente al estudio de EPB y debido a que no hay reportes sobre la
regeneracion in vitro ni la transformacion de cultivares mexicanos de cebada, se
establecié un protocolo para la regeneracion in vitro de cebada de un cultivar
mexicano. Se obtuvo exitosamente la regeneracién de plantas completas y fértiles
del cultivar Esperanza a partir de callo derivado de embriones inmaduros. Sin
embargo, no se logrd la regeneracion de plantas transgénicas con capacidad de
sobreexpresar EPB2 debido a que el agente de seleccion BASTA® inhibié la
regeneracion del callo transformado.



2 INTRODUCION

Durante la germinacion de las semillas de cereales, ocurre la degradacion y
removilizacion de las sustancias de reserva del endospermo. Este es un proceso
sumamente complejo que esta regulado por hormonas vegetales como el acido
giberélico (GA) y el acido abscisico (ABA), en el cual interfieren diversos tipos de
enzimas que transforman las sustancias de reserva a nutrientes facilmente
asimilables para la plantula en crecimiento. En la industria cervecera también se
llevan a cabo estos procesos durante el proceso del malteo, en el cual semillas de
cebada y de otros cereales germinan en condiciones controladas con el fin de
generar nutrientes para que sean aprovechados por levaduras para llevar a cabo

la fermentacion de la cerveza.

La produccién de cerveza y su calidad final dependen en gran medida de las
actividades hidroliticas que ocurren en las semillas durante el malteo. Una de las
actividades enzimaticas esenciales la llevan a cabo las proteasas, ya que en
cebada como en otros cereales, el endospermo almacena proteinas de reserva,
que en el caso de cebada se les denomina hordeinas. Durante la produccién de
cerveza, la hidrdlisis de hordeinas por proteasas es de suma importancia, ya que
se liberan aminoacidos esenciales para la fermentacion por levaduras. Sin
embargo, dependiendo del cultivar de cebada que se utilice, la degradacion de las
hordeinas puede ser parcial, ocasionando que se formen agregados proteicos que

afectan el filtrado de la cerveza y su fermentacion.

En la cebada se han detectado actividades proteoliticas atribuidas a proteasas de
serina, metaloproteasas y proteasas de cisteina (Jones, 2005). Dentro de las
proteasas de cisteina se encuentran las endoproteasas de cisteina A (EPA) y B
(EPB), esta ultima con dos isoformas: EPB1 y EPB2, que son secretadas por la
capa de aleurona en respuesta a la presencia de GA. Se ha reportado que EPB1y
EPB2 son las responsables del 90 % de la actividad proteolitica sobre las
hordeinas durante la germinacion. Estas endoproteasas pertenecen a una familia

que consiste de dos genes muy similares: EPB1 y EPB2, los cuales se localizan
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en el cromosoma tres de cebada (Koeler y Ho, 1988; Koeler y Ho, 1990; Marttila et
al., 1995).

Basado en estos antecedentes se sugiere que, en caso de existir una expresion
diferencial de la EPB en diferentes cultivares de cebada empleados en la industria
cervecera, se podria usar como un marcador molecular que indique la calidad de
la malta. Si bien se conoce la secuencia de EPB del cultivar reportado “Himalaya”,
no hay estudios hechos con cultivares mexicanos de cebada, por lo que resulta
interesante analizarlos y determinar si existen polimorfismos entre estos cultivares

que pudieran provocar que EPB presente caracteristicas diferentes.

Por otro lado, la sobreexpresion de endoproteasas en semillas de cebada durante
las primeras etapas de germinacion podria contribuir a mejorar o aumentar la
degradacion de hordeinas en plantas transgénicas de cebada. Una posible forma
de conseguir esto seria mediante la expresion o sobreexpresiéon de proteasas con
capacidad de degradar hordeinas mediante un promotor especifico de aleurona, o

bien, aumentando la dosis génica de EPB controlada bajo su mismo promotor.

3 ANTECEDENTES

3.1 Generalidades de la cebada

La cebada (Hordeum vulgare) es una especie de plantas monocotiledéneas,
perteneciente a la familia Poaceae (también conocida como familia de las
gramineas), se considera el cuarto cereal mas importante a nivel mundial, sélo por
debajo del trigo (Triticum aetivum), el arroz (Oryza sativa) y el maiz (Zea mays)
(Mrizova et al., 2013). El cultivo de la cebada es uno de los mas antiguos y ha
tenido un papel importante en el desarrollo humano. Gracias a la gran diversidad
genética de la cebada, se han podido seleccionar cultivares con distintas
caracteristicas como la tolerancia al frio, sequia, suelos salinos o alcalinos, entre
otras. De esta forma, ahora es posible cultivar cebada en varios ambientes que
van desde el Circulo Polar Artico, hasta cultivos con irrigacién artificial en areas

desérticas de Africa (Mrizova et al., 2013).
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La cebada se ha considerado una especie modelo dentro de la tribu Triticeae de la
familia Poaceae debido a las recientes mejoras en la eficiencia de la
transformacion, la reduccion del tiempo en la generacion de lineas transgénicas
estables, la disponibilidad de recursos extensivos de germoplasma de cebada y
que la complejidad de su genoma es relativamente baja. La cebada es una planta
herbacea anual, con flores hermafroditas, de fecundacion autégama y diploide,

con un numero cromosomico 2n= 14 (Mrizova et al., 2013).

Segun la morfologia y el numero de hileras o carreras que tienen las espigas, la
cebada se puede clasificar en dos tipos: de dos o de seis hileras. En la forma de
dos hileras (también llamada tradicionalmente por su sinébnimo Hordeum distichon,
ahora en desuso), la espiga se divide en dos triadas, separadas por un raquis, en
donde sélo la espiguilla media es fértil, por lo que la espiga completa sélo tiene
dos hileras de espiguillas con capacidad de producir semillas. En la forma de seis
hileras (que tradicionalmente se le llamaba por su sinébnimo Hordeum hexastichon,
ahora obsoleto), las tres espiguillas de cada triada son fértiles, y por lo tanto, las
espigas tienen seis hileras o carreras que producen semillas (Soreng, 2003). La
aparicion de esta forma de seis hileras fue producto de la domesticacion, ya que
las formas silvestres de cebada sélo tienen espigas de dos hileras (Zohary y Hopf,
2000). También se pueden distinguir dos formas de cebada segun la época del
afno en la que son sembradas; algunas se siembran en el otofio (cebadas de
invierno), mientras que otras se siembran durante la primavera (cebadas de

primavera) (Briggs et al., 2004).

Los granos o “semillas” de cebada, en términos botanicos se les denomina
cariopsides, que en realidad son frutos secos indehiscentes formados por un solo
carpelo, el cual esta fusionado a la cubierta seminal formando una sola unidad, y
las “cascaras” o cubiertas que recubren a la caridpside son en realidad bracteas,
un tipo de hojas modificadas que sirven de proteccidon. Las caridopsides estan
compuestas a grandes rasgos por una cubierta, un embrién y un tejido de reserva
denominado endospermo (Fig. 1). El endospermo almidonoso, cuya principal

funcién es ser la reserva de nutrientes de la plantula en crecimiento, es un tejido
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muerto que esta compuesto de células con paredes delgadas y empacadas con
granulos de almidén embebidos en una matriz proteica. EI endospermo se
encuentra rodeado por la capa aleurona, que consiste en una capa con tres
estratos de células (o triestratificada), las cuales estan vivas, pero no se
multiplican durante la germinacién, tienen paredes celulares gruesas y contienen
reservas de lipidos, proteinas y carbohidratos al igual que organelos funcionales.
En la base del grano se encuentra el embrion el cual se divide en escutelo y eje
embrionario. El eje embrionario consta de un coledptilo (cubierta que recubre los
meristemos apicales) apuntando hacia el apice del grano, y la coleorriza que
encierra las raices embrionarias. El eje embrionario es la parte del embriéon que
puede crecer y formar una plantula, el cual se encuentra empotrado al escutelo,

que corresponde al cotiledon en los cereales (Briggs et al., 2004).

Endospermo

Capa de aleurona 2 Escutelo Coledptilo

Embrion
Cubiertaseminal

Coleorriza

Fig. 1. Anatomia de la cariépside de cebada (Hordeum vulgare).

La cebada, ademas de ser una fuente de alimento para el hombre, se usa
principalmente para la produccion de malta para la elaboracién de cerveza y como
un ingrediente en la industria de elaboracién de alimentos para animales (Mrizova
et al., 2013). Actualmente entre un 55y 60 % de la produccion de cebada se utiliza
para la alimentacion animal, entre un 30 y 40 % para la elaboracion de malta, un
5 % como semilla de siembra y del 2 al 3 % para uso alimenticio (Ullrich, 2011).

13



Una de las principales caracteristicas que diferencian a las cebadas malteras de
las forrajeras es el contenido proteico. Los cultivares empleados para la
elaboracién de malta y cerveza contienen un menor contenido de proteinas en los
granos, a la vez que tienen una mayor cantidad de almidon o carbohidratos
fermentables. Por lo general, los cultivares de cebada maltera contienen entre un
9.5y 12.5 % de proteina en los granos (Saldivar, 2009). Mientras que para fines
de alimentacion animal y panificacion, se prefieren aquellos con un alto contenido
proteico (Ullrich, 2011).

3.1.1 El cultivo de cebada en México

Las principales zonas productoras de cebada en México son los estados de
Guanajuato, Hidalgo, Estado de México, Puebla y Michoacan. En estas regiones
se produce aproximadamente el 90 % de la produccion total. La cebada en
México tradicionalmente se cultiva en el ciclo de primavera-verano en tierras de
temporal del Altiplano central (estados de Hidalgo, Tlaxcala, Puebla y México).
Cuando la cosecha es insuficiente para satisfacer la demanda de la industria, el
cultivo se amplia a zonas de riego con altos rendimientos y que pueden producir
en el ciclo otofio-invierno. La produccién nacional de cebada no satisface las
necesidades de la industria nacional, por lo que se ha tenido que importar grano
de cebada y malta proveniente principalmente de Estados Unidos de Ameérica y
Canada (Arias-Garcia, 2013).

En México, aproximadamente el 70 % de la cebada que se produce es utilizada
por la industria maltera y el 30 % restante corresponde a cultivares que se utilizan

fundamentalmente para la alimentacién del ganado (Arias-Garcia, 2013).

Los cultivares utilizados en la industria maltera son cultivados en una superficie
superior a las 300 mil hectareas. Estos cultivares fueron desarrollados por el
Instituto Nacional de las Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP). Algunos de los cultivares empleados en la industria cervecera mexicana

son los siguientes:

14



Cultivar Adabella: Es resultado de la seleccion de lineas segregantes de cebada,
originadas de un cruzamiento simple realizado por el programa nacional de
cebada maltera del INIFAP, en el Campo Experimental Valle de México. Se liberd
para su cultivo comercial con el nombre de Adabella en 2004. Se desarroll6 de
acuerdo con la ley de produccion, certificacion, comercio de semillas vigente en
México y esta inscrita en el Registro Nacional de Variedades y Plantas (RNVP),
con el registro del Titulo de Obtentor 0321 con vigencia del 20 de noviembre de
2006 al 30 de noviembre de 2021 (Zamora-Diaz et al., 2008).

El cultivar Adabella presenta tolerancia a enfermedades comunes como roya lineal
amarilla (Puccinia striiformisf. sp. hordei), roya de la hoja (Puccinia hordei),
mancha reticular (Helminthosporium teres) y a escaldadura de la hoja
(Rynchosporium secalis), consideradas las enfermedades mas comunes del
cultivo en la regién del centro de México. Posee alto rendimiento potencial con
excelente calidad industrial. Dedicada a la siembra en ambientes de produccién
temporal. El cultivar Adabella tiene habito de crecimiento de primavera. Es de ciclo
vegetativo intermedio, floracion de 48 a 72 dias y madurez fisiolégica de 90 a 132
dias, dependiendo del ambiente de produccién y la fecha de siembra; porte alto
que varia de 0.5 a 1 m en promedio, de acuerdo al manejo agrondmico del cultivo
(Zamora-Diaz et al., 2008).

Cultivar Alina: Es resultado de la seleccién de lineas segregantes de cebada,
originadas de un cruzamiento doble realizado por el programa nacional de cebada
maltera del INIFAP en el Campo Experimental Bajio. Se liberé para su cultivo
comercial con el nombre de Alina en 2005. Esta fue desarrollada de acuerdo con
la Ley de Produccion y Certificacion, Comercio de Semillas vigente en México y
esta inscrita en el registro nacional de variedades y plantas (RNVP), con el registro
de titulo de obtentor 0297 con vigencia del 31 de mayo de 2006 al 31 de mayo de
2021 (Solano-Hernandez et al., 2009).

El cultivar Alina tiene habito de crecimiento de primavera y su ciclo vegetativo es
precoz; el espigamiento se presenta de los 58 a 68 dias y madurez fisiolégica
ocurre entre los 106 y 123 dias, dependiendo del ambiente y de la fecha de
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siembra; es de porte intermedio, el cual varia de 0.80 a 1.20 m, segun el manejo
agrondmico del cultivo. Es tolerante a roya lineal amarilla (Puccinia striiformis f. sp.
hordei), a la cenicilla (Erisiphe graminis f. sp. hordei) y moderadamente tolerante a

roya de la hoja (Puccinia hordei) (Solano-Hernandez et al., 2009).

Cultivar Armida: Es producto del proceso de mejoramiento genético que se
origind de un cruzamiento triple realizado por el programa nacional de cebada
maltera del INIFAP en el Campo Experimental Bajio. Se liberé para su cultivo
comercial con el nombre de Armida en 2005. El progreso de este cultivar fue de
acuerdo con la ley de produccion, certificacion y comercio de su semilla vigentes
en México y esta inscrita en el Registro Nacional de Variedades y Plantas (RNVP),
con el registro de titulo de obtentor 0296 con vigencia del 31 de mayo de 2006 al
31 de mayo de 2021 (Zamora-Diaz et al., 2010).

El cultivar Armida tiene habito de crecimiento de primavera y su ciclo vegetativo es
precoz; el espigamiento ocurre de 58 a 71 dias y su madurez fisiolégica se
presenta de 102 a 120 dias, dependiendo del ambiente y de la fecha de siembra;
es de porte intermedio, el cual varia de 0.74 a 1.20 m, segun el manejo
agronomico del cultivo. Presenta tolerancia a la roya lineal amarilla (Puccinia
striiformis f. sp. hordei) y a la cenicilla (Erysiphe graminis), moderadamente
tolerante a la roya de la hoja (Puccinia hordei), que son las enfermedades mas
comunes de la cebada. Su ciclo vegetativo es mas precoz que el del cultivar

comercial Esperanza (Zamora-Diaz et al., 2010).

Cultivar Esperanza: Este cultivar resulta de la seleccion de lineas de cebada
originadas por cruzamientos realizados en el INIFAP Campo Experimental Bajio,
Celaya Guanajuato y evaluadas en los Campos Experimentales Bajio y Valle de
México, Chapingo, Estado de México. Posee genes de enanismo del cultivar
Dwarf Good, originario de la India. Esta adaptado a condiciones de clima y suelo
del Bajio. Tiene tallos fuertes y espigas resistentes al desgrane. Tolerante a la
cenicilla (Erysiphe graminis), a la roya de la hoja (Puccinia hordei) y a la roya lineal
amarilla (Puccinia striiformis f. sp. hordei). Recomendada para areas de riego y

regiones con condiciones semejantes a las del Bajio. Este cultivar tiene un habito
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de crecimiento de primavera. Fue liberado para su cultivo comercial en 1989
(Ramirez et al. 1997; Navarrete, 2016).

Cultivar Esmeralda: Este cultivar es el resultado de la seleccion de lineas
segregantes de cebada originadas por el cruzamiento simple de las lineas M9653
X M9667, realizado por el Programa Nacional de Cebada del INIFAP, en el Campo
Experimental Valle de México, en Chapingo, Estado de México. Se liberd para su
cultivo comercial con el nombre de Esmeralda en 1993. La planta es de porte
medio con 86 a 105 cm de altura. Es de ciclo intermedio, con 49 a 64 dias a
floracién, dependiendo de la localidad y del ciclo de produccion. Esmeralda es el
primer cultivar de cebada desarrollado en México para condiciones de temporal
con tolerancia a la roya lineal amarilla (Puccinia striiformis f. sp. hordei), a la
mancha reticular (Helminthosporium teres), a la escaldadura (Rynchosporium
secalis) y también ha mostrado tolerancia a la roya de la hoja (Puccinia hordei)
(Zamora-Diaz et al., 1997).

La mayor parte de la malta que se importa a México es del cultivar canadiense de
dos hileras Metcalfe, que es uno de los mejores para el malteo y la produccion de
cerveza a nivel mundial. Este cultivar fue desarrollado en 1986 a partir de la cruza
de los cultivares Oxbow y Manley. Se caracteriza por ser resistente a patdgenos y
también tiene la ventaja de tener una baja concentracion proteinica en las
semillas, una cualidad muy apreciada por las cerveceras (Legge et al.,, 2003;

Kalinova-Jelezova, 2017).

3.2 Elaboracion de cerveza

3.2.1 El malteo y sus procesos enzimaticos

La materia prima para la elaboracién de la cerveza es la malta, que consiste
de semillas de cebada (y también otros cereales como trigo, centeno, avena,
sorgo o mijo) germinadas en condiciones controladas y que posteriormente son
deshidratadas, a este proceso de germinacion y deshidratacion se le denomina
malteo o malteado. El principal objetivo del malteo es deshacerse de la mayor
parte del B-glucano (polimero compuesto de carbohidratos unidos mediante
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enlaces B-glucosidicos) de las paredes celulares y parte de la fraccion proteica
insoluble, debido a que este polimero puede restringir el acceso de las enzimas a
los granulos de almidon. Al mismo tiempo, en la semilla se sintetizan enzimas que
transforman el almidén en sélidos solubles. Las enzimas mas importantes son a-

amilasas, B-amilasas y a-glucosidasa (Briggs et al., 2004).
El malteo consta de tres etapas:

1) Remojo
2) Germinacion
3) Secado

1) Remojo: es una etapa indispensable para la germinacion, especialmente para
la activacién de enzimas, la degradacion, translocacion y uso de las reservas
almacenadas. Durante el remojo las semillas se hidratan y respiran, por esta razén
se debe suministrar aireacion. La germinacion esta influenciada por las
concentraciones de Oz y CO. (Copeland y McDonald, 2001; Kleinwachter et al.,
2012; Zarnkow et al., 2007).

La hidratacion adecuada de los granos es un factor muy importante en la
produccion de malta de buena calidad. Cuando la hidratacién del endospermo no
es la 6ptima, la modificacién de los granos durante el malteo es dificil de lograr. El
grado de imbibicion depende la composicién de la semilla, la permeabilidad al
agua y su disponibilidad (Bryce et al. 2010; Copeland y MacDonald, 2001). En el
malteo se remoja la cebada hasta que alcanza un contenido de agua que aumenta

del 12 % hasta el 38-45 % en aproximadamente 48 h.

2) Germinacioén: En la industria del malteo, la germinacion se refiere al periodo de
crecimiento del embrién y la modificacion del endospermo que ocurre después del
periodo de remojo. Estos procesos ocurren entre las 24 y 48 horas de hidratacion.
Tras el inicio de la imbibiciéon de la semilla, se restablece el metabolismo y la
integridad estructural de las células, ocurre la sintesis de proteinas y el incremento
de la actividad respiratoria (Nonogaki et al., 2010). También muchas enzimas
hidroliticas (glucanasas, lipasas, amilasas y proteasas) aumentan en cantidad y
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actividad, algunas de éstas catalizan la degradacién y movilizacion de sustancias
de almacenamiento del endospermo. En las primeras etapas de la germinacion,
las hidrolasas son liberadas del escutelo. Posteriormente, el embridén libera
giberelinas (GA1 y GAg), las cuales difunden a lo largo del grano y estimulan la
sintesis de enzimas en la aleurona y su liberaciéon hacia el endospermo. Durante
el proceso de germinacion, el endospermo es modificado y degradado en
diferentes etapas como son: la degradacion de las paredes celulares por la
liberacién de B-glucanos; la degradacion parcial de las proteinas del interior de la
célula; y la ruptura de los granulos de almidén. Una vez que las capas de
aleurona sintetizan enzimas hidroliticas, el endospermo se modifica de forma
rapida, sobre todo en las zonas aledanas a esta zona (Fincher, 1989; Briggs et al.,
2004).

El crecimiento del embrion se mantiene inicialmente por sus propias reservas y
posteriormente por moléculas solubles provenientes del endospermo como
azucares y aminoacidos, productos de degradacién del endospermo. Durante el
proceso de malteo, las semillas se hidratan hasta que ocurre la emergencia de las
raices y la plumula, con una temperatura controlada de 16°C con aire frio
humificado (Briggs et al., 2004). En la malta procesada de forma adecuada, sdlo
una proporcidon pequeia de los granos contienen una pequefia cantidad de
endospermo no degradado. En este momento a las semillas germinadas en
condiciones controladas se les denomina malta verde (Fincher, 1989; Briggs et al.,
2004).

3) Secado: Una vez que la germinacion y la modificacion del endospermo estan lo
suficientemente avanzados, la malta verde se deseca, por lo general, en dos
etapas para frenar las actividades enzimaticas y dar lugar a un producto estable
que pueda ser almacenado para su uso posterior (Hughes y Baxter, 2003; limure y
Sato, 2013). La primera etapa se lleva a cabo con una corriente de aire y durante
la segunda el producto se tuesta ligeramente en hornos para facilitar la ruptura de
las cadenas almidonadas. Debido a las temperaturas que se emplean (de 22 a

110 °C), este proceso induce reacciones de Maillard que generan compuestos que
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dan color y aroma a la cerveza (Willaert, 2006; Kleinwachter et al., 2012). Cuando
la deshidratacion se efectua con aire frio, la malta es de color palido y rica en
enzimas, mientras que cuanto mas elevadas sean las temperaturas de
deshidratacion (especialmente en sus primeras etapas), mas oscura sera la malta

y menor sera su contenido de enzimas activas (Hough, 1990).

3.2.2 Macerado y fermentacién

La malta seca muchas veces es premezclada con adjuntos particulares,
que son preparaciones de cereales que modifican caracteristicas de la malta y de
la cerveza producida y después molida para crear el grist, el cual se mezcla con
agua en condiciones de temperatura controlada, a este proceso se le denomina
macerado o maceracion. El macerado debe mantenerse a una temperatura
especifica, durante tiempos predeterminados, para permitir que las enzimas
degraden el almidon y dextrinas a azucares solubles, asi como la ruptura parcial
de proteinas y otras sustancias. El objetivo es obtener una mezcla que produzca
un adecuado mosto dulce, es decir, un liquido rico en compuestos solubles de la

malta y cualquier adjunto que se le haya afiadido (Briggs et al., 2004).

Existen diferentes tipos de macerado que se emplean segun el tipo de cerveza

deseada. Entre los cuales destacan:

e Macerado por infusiéon: Es el mas simple. La malta seca y molida se
mezcla con agua y se calienta a 65-70°C durante 60 a 90 min.

e Macerado por infusidon escalonada: Similar al anterior. En este la mezcla
se calienta a 50-55°C por 15 a 30 minutos, etapa que se conoce como
protein rest, en la cual se propicia la degradacion de las hordeinas por las
proteasas en péptidos y aminoacidos libres que sirven de alimento para las
levaduras y constituyen parte del cuerpo de la cerveza y su espuma.
Posteriormente la mezcla se eleva a 65-70°C por una hora para degradar el
almidén en carbohidratos mas simples que seran fermentados.

e Macerado por decoccion: Es el mas complejo. Similar al anterior, pero

presenta etapas de calentamiento adicionales (por lo menos tres). En este
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proceso se tiene mejor control en la degradacion de las proteinas y almidén
del endospermo, ademas de permitir el desarrollo de aromas y sabores
caracteristicos. Durante estos cambios de temperaturas a distintos tiempos

se favorecen diferentes reacciones enzimaticas (Najera-Torres, 2017).

A través del macerado se pueden favorecer las actividades de ciertas hidrolasas y
asi lograr la degradacion selectiva del endospermo. En la Grafica 1 se muestra un
macerado de decoccion y se indican las temperaturas optimas para la actividad de
las diferentes enzimas hidroliticas presentes en la malta verde (Najera-Torres,
2017).
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Grafica 1: Macerado por decoccién. Se muestran las actividades favorecidas por diferentes
hidrolasas a temperaturas especificas. Tomado de Najera-Torres (2017).

Al final del macerado, el mosto dulce se separa de los sélidos no disueltos y los
granos consumidos. El mosto obtenido es claro y translucido. Posteriormente, se
transporta a un contenedor para hervirse con lupulo. El lupulo (Humulus lupulus)
es una planta perenne de la familia Cannabaceae, cuyas bractéolas de las flores
femeninas se afiaden al mosto dulce para brindarle a la cerveza el caracteristico
sabor amargo, provocado por los a-acidos que en la solucién se isomerizan
formando los iso-a-acidos. En un macerado convencional, el lUpulo se hierve con
el mosto dulce por 1.5 h a 2 h. Durante la ebullicion, un gran numero de cambios
ocurren en el mosto dulce, como la precipitacion de proteinas, obtencién de un

sabor amargo, aroma y la destruccién de microorganismos. El mosto se filtra para
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obtener una solucion clara, y se enfria para evitar el oscurecimiento y el cambio de
sabor. Durante el enfriamiento, una segunda separacion de solidos ocurre en el

mosto, para después inocularse con levadura (Briggs et al., 2004).

Las reacciones bioquimicas que ocurren durante la fermentacion son los efectos
acumulados del crecimiento de las levaduras en el mosto dulce. Durante este
proceso se degradan los azucares y nutrientes del mosto, se produce etanol,
dioxido de carbono y calor. Aproximadamente después de 150 horas una vez
completada la fermentacion, ésta se detiene manteniendo el mosto a una
temperatura de 3°C y la cerveza se mantiene por un periodo de maduracion,
durante el cual el sabor de la cerveza se define. Después, la mayoria de las
cervezas son filtradas o centrifugadas para remover levaduras residuales. Las
cervezas completamente translucidas son carbonatadas y se transfieren a sus

contendores definitivos como barriles, botellas y latas (Fig. 2) (Briggs et al., 2004).
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Fig. 2. Distintas etapas del proceso de elaboracion de cerveza.

3.2.3 Problemas comunes durante la fabricacion de la cerveza

Cuando la malta es adquirida por la cerveceria, se necesita que sea de
excelente calidad y de precio moderado para que el rendimiento sea bueno y la
produccion de cerveza se lleve a cabo eficientemente. Hay maltas con diferentes
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propiedades que se usan para producir diferentes tipos de cerveza, y los maestros
cerveceros deciden con qué malta o mezcla de maltas se hace una cerveza en
particular. Sin embargo, no es facil predecir de forma confiable el desempefio de
una malta, en especial porque la calidad de la malta es distinta dependiendo de
cada cultivar de cebada. Las maltas procesadas inadecuadamente, poco
modificadas, 0 no homogéneas aumentan los costos de la produccion de cerveza,
ya que se necesita mayor inversion de tiempo y energia y se necesita utilizar
estabilizadores extras para la cerveza o la adicion de enzimas al macerado (Briggs
et al., 2004).

3.3 Proteinas de almacenamiento de la semilla

La calidad de la malta depende en gran parte del cultivar de cebada
utilizada y de la composicién de la semilla. Entre los factores mas importantes se
encuentran la cantidad y actividad de enzimas que degradan el almidén (a y B
amilasas) y aquellas que degradan proteinas o B-glucanos. Algunas enzimas se
sintetizan de novo durante la germinacion y otras se encuentran previamente en el
grano de forma inactiva. Existe una gran familia de proteinas de almacenamiento,
llamadas prolaminas de las que se ha estudiado ampliamente su influencia en
algunas caracteristicas de la malta y la cerveza (Colgrave et al., 2012). Estas
proteinas de almacenamiento son una reserva de aminoacidos presente en la

semilla de la cual se alimenta la plantula durante el desarrollo embrionario.

Las prolaminas, llamadas asi por su alto contenido del aminoacido prolina, estan
presentes en la mayoria de las semillas de cereales, a excepcidon del arroz y la
avena, en las que predominan las globulinas (Shewry et al., 1995; Kumamaru et
al., 2007). Las prolaminas tienen nombres distintos dependiendo del cereal del
que se trate. Por ejemplo, a las prolaminas de trigo se llaman gliadinas, las de
centeno son las secalinas y a las de cebada se les conoce como hordeinas
(Shewry y Tatham, 1990).
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3.3.1 Las hordeinas

Las proteinas de reserva de los granos de cebada, mejor conocidas como
hordeinas, constituyen aproximadamente el 50 % de la proteina total en las
semillas, y son muy ricas en aminoacidos como la prolina y la glutamina. Se
dividen en tres tipos segun su composicién de aminoacidos y masa molecular en:
Hordeinas D, que son las de mayor masa molecular (aproximadamente 100 kDa) y
poco abundantes; Hordeinas C, con una masa aproximada de 75 kDa, son pobres
en azufre, no contienen residuos de cisteina y son incapaces de formar
oligdbmeros; Hordeinas B y y, que constituyen del 80 al 90 % de las proteinas de
almacenamiento, son ricas en azufre y tienen la capacidad de formar puentes
disulfuro intra e intercatenarios, por lo que pueden ser monoméricas o poliméricas.
Tienen una masa de entre 30 a 50 kDa, siendo las de menor tamafio (Shewry et
al., 1995).

A pesar de que se ha intentado encontrar marcadores bioquimicos de la calidad
de la malta basados en el contenido proteico, éste al parecer esta mas relacionado
con las condiciones del tiempo de la siembra. Anteriormente se han propuesto a
las hordeinas como marcadores bioquimicos para diferenciar la calidad de la malta
de cebada de diferentes cultivares, de acuerdo a sus patrones de acumulacion.
Sin embargo, estos patrones no parecen tener una correlacion directa con un buen
rendimiento cervecero en los cultivares analizados (Kalinova-Jelezova, 2017). De
modo que aun falta analizar otras moléculas que puedan servir como marcadores

de una malta de alta calidad.

3.4 Proteasas de cisteina

Las proteasas de cisteina o cistein-proteasas son comunes en las plantas y
se expresan en varios de sus 6rganos como son las hojas, semillas, raices, tallos
y flores (Mlntz et al., 2001; Ling et al., 2003). Las cistein-proteasas estan
involucradas en la digestion y modificaciones post-traduccionales de proteinas de
reserva (Capocchi et al., 2000; Okamoto et al., 2003) asi como en la respuesta a
estrés biotico (Stevens et al., 1996) y la muerte celular programada (Beyene et al.,
2006). En algunas semillas como los cereales, las cistein-proteasas estan
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involucradas en la digestion de proteinas de reserva durante la germinacion, las
cuales constituyen una fuente de energia y aminoacidos para la plantula en

desarrollo.

3.41 La Endoproteasa B

Hasta ahora se conocen dos principales endoproteasas de cisteina
encargadas de la degradacion de las proteinas de almacenamiento del
endospermo de la cebada durante la germinacion, las cuales fueron Illamadas
Endoproteasa A (EPA) (Koehler y Ho, 1988) y Endoproteasa B (EPB) (Koehler y
Ho, 1990). Ambas se secretan en el escutelo y la capa de aleurona hacia el
endospermo durante la germinacidn como respuesta a la secrecion de GA,
mientras que su sintesis es inhibida en presencia de ABA (Koehler y Ho, 1990;
Marttila et al., 1995).

La EPB tiene una masa molecular de 30 kDa. La especificidad por sus sustratos
se ha determinado de patrones de acoplamiento con proteinas pequefas como
hordotionina, livitida y colecistocinina (Poulle y Jones, 1988; Zhang y Jones, 1996).
Aun se sabe poco sobre la especificidad de sustratos de la EPA, aunque se ha
demostrado que tanto la EPB como EPA pueden degradar hordeinas (Phillips y
Wallace, 1989; Koehler y Ho, 1990a; Koehler y Ho, 1990b).

La familia de la EPB consiste en dos genes muy similares: EPB1 y EPB2, los
cuales han sido localizados en el cromosoma tres de cebada. Un hecho muy
interesante sobre estos dos genes es que ninguno contiene intrones, una
caracteristica muy inusual en genes de eucariontes. Un analisis comparativo de
secuencias agrupa a la familia de la EPB como endopeptidasas parecidas a
catepsinas-L, y esta relacionada con dos proteinasas de cisteina de leguminosas
como EP-C1 de Phaseolus vulgaris y SHEP de Vigna mungo, que también estan
involucradas en la degradacion de proteinas de almacenamiento de las semillas
(Mikkonen et al., 1996).

En cebada, la endoproteasa de cisteina B (EPB) es la principal enzima

responsable de la degradacién de las proteinas de almacenamiento del
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endospermo. A las 24 h de germinacion, la EPB es sintetizada en el escutelo; sin
embargo, posteriormente la capa de aleurona que rodea el endospermo se vuelve
el principal tejido que expresa esta enzima. La EPB2 es secretada como una
proenzima (pro-EPB2) al endospermo acido de las semillas en germinacién de
cebada, en donde adquiere su forma madura activa. Sus principales sustratos son
las hordeinas B y y (ricas en prolina y glutamina), que son las principales proteinas
de almacenamiento en el endospermo de la cebada (Jacobsen y Varner, 1967;
Koehler y Ho, 1990a, 1990b; Mikkonen et al., 1996).

Experimentos in vitro han comprobado que la EPB purificada a partir de malta
verde es capaz de degradar hordeinas in vitro, incluso cuando se trata de cuerpos
proteicos insolubles (Davy et al.,, 2000). Las hordeinas que se degradan mas
rapidamente durante el proceso de malteo por la actividad de la EPB son las
hordeinas D. Esto puede deberse a su localizacién en la matriz reticular en la
periferia de las proteinas de reserva (Sgrensen et al., 1996), o bien a que las
hordeinas D son un mejor sustrato. Por otro lado, las hordeinas ricas en azufre
forman agregados que se hacen estables mediante enlaces inter e
intramoleculares (Rechinger et al., 1993). La capacidad de la EPB de degradar
tanto hordeinas C monoméricas como agregados de hordeinas B sugiere que las
interacciones proteina-proteina dentro de los cuerpos proteicos son lo
suficientemente débiles como para permitir su degradacion proteolitica (Davy et
al., 2000).

Mikkonen et al. (1996) determinaron la secuencia de los genes EPB1 y EPB2, y
observaron que la expresiéon de ambos es regulada por las fitohormonas GA y
ABA, y que los promotores de cada gen, son suficientes para conferirles la

capacidad de respuesta a dichas fitohormonas.
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3.5 Mejoramiento de la cebada

La importancia de mejorar la cebada radica en la necesidad de minimizar
los problemas agrondmicos en los cultivos, maximizar el rendimiento, mantener o
aumentar una produccion de malta y cerveza de alta calidad y eficiente. Los
métodos tradicionales de seleccién artificial han ayudado considerablemente a
alcanzar estos propédsitos y aun siguen siendo los principales métodos de
mejoramiento de la cebada y otras especies de cereales. La gran variabilidad
genética de la cebada ha permitido la generacion de cultivares con caracteristicas
deseadas como la tolerancia al frio, salinidad, sequia y suelos alcalinos. Gracias a
ello, ahora es posible cultivar cebada en diversos ambientes (Mrizova et al., 2013).
Sin embargo, el mejoramiento tradicional es un proceso muy prolongado, laborioso
e impreciso, ya que se basa en la probabilidad de seleccionar combinaciones
especificas de genes de una poza génica definida, por medio de cruzas definidas
a lo largo de varias generaciones, de las cuales se seleccionan los caracteres
deseados (Danilova, 2007).

Una forma mas rapida de generar plantas con caracteristicas especificas es
mediante la manipulacién de los genomas vegetales, que se puede llevar a cabo
mediante distintas técnicas biotecnoldgicas capaces de lograr la expresion estable
de un gen introducido y la transmision a su progenie. Los genes introducidos
pueden conferir caracteristicas como la resistencia a enfermedades y herbicidas,
la tolerancia a estrés abiotico, mejorar el rendimiento y calidad de la produccién, o

inducir la produccion metabolitos secundarios (Mrizova et al., 2013).

El progreso en las técnicas moleculares trae consigo nuevas estrategias para el
mejoramiento de la cebada. Por ejemplo, se han producido plantas transgénicas
de cebada que contienen un gen para una B-glucanasa termoestable (Jensen et
al., 1996; Mammonen et al., 1998), también con el gen de una proteina que las
protege del virus BYDV (virus de la cebada enana amarilla), y plantas con una
proteina B-amilasa termorresistente, capaz de funcionar incluso durante los

procesos de malteo (Kihara et al., 2000).
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El desarrollo de métodos eficientes para la transformacion y regeneracion de
especies de interés agricola es muy importante para usar estas plantas como
modelo y poder llevar a cabo su mejoramiento. Sin embargo, la transformacién de
cereales y otras monocotiledéneas continua siendo un reto debido a dificultades
en la transferencia de DNA vy la regeneracion in vitro de las especies vegetales
que se desean transformar. Si bien, es admirable el progreso en la eficiencia de
transformacién del cultivar modelo "Golden Promise" con el que se ha alcanzado
progenie transformada muy estable, este cultivar tiene una pobre o nula
importancia comercial. Aun quedan grandes desafios en la transformacion de los
cultivares de cebada de importancia en la industria cervecera y otros géneros de
cereales importantes de la tribu Triticeae como el centeno, que es altamente

recalcitrante a la transformacion y regeneracion in vitro (Mrizova et al., 2017).

3.6 Meétodos de transformacion de cebada

En las dicotiledoneas, el método de transformacion mas empleado es la
transferencia de DNA mediada por Agrobacterium tumefaciens. Los cereales
(plantas monocotiledéneas), en un principio no fueron considerados aptos para la
transformacion mediada por Agrobacterium, ya que no son hospederos naturales
de esta bacteria (Danilova, 2007). Sin embargo, avances recientes han logrado la
transformacion de monocotiledoneas como el trigo y la cebada mediante este
método (Tingay et al., 1997), asi como mediante métodos fisicos como Ila
absorcion de ADN mediada por polietilenglicol, la electroporacion, la

microinyeccion y la biobalistica (Mrizova et al., 2017).

La produccion de plantas transgénicas requiere que las células de la planta
progenitora sean adecuadas para la transferencia de genes, y que esas células
sean capaces de regenerar plantas adultas y fértiles. Una de las principales
dificultades para la regeneracion in vitro de los cereales es que los explantes de
hoja de estas especies no forman brotes facilmente, a diferencia de los obtenidos
en muchas especies de dicotiledoneas. Como alternativa se han empleado
exitosamente embriones inmaduros (Tingay et al., 1997), cultivos embriogénicos

de polen (Kumlehn et al., 2006), y 6vulos aislados (Holme et al., 2006). El cultivar
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"Golden Promise" es el donador favorito de embriones inmaduros, ya que es mas
docil en la transformacion y regeneracion que la mayoria de los cultivares (Hensel
et al., 2008; Murray et al., 2004; Holme et al., 2008).

La eficiencia de un protocolo de transformacién depende de varios factores como:
el establecimiento de una técnica de transferencia de genes reproducible y
altamente eficiente; la eleccion de un explante especifico que pueda regenerarse
facilmente; la presencia de un método de regeneracion confiable para la especie
empleada en la cual se desea introducir el nuevo gen; y la disponibilidad de un
método efectivo de seleccion de las transformantes. Los principales problemas
encontrados durante la transformacion de cebada son la produccién de callos
incapaces de regenerar plantas y la produccion de plantas albinas (no

fotosintéticas) (Mrizova et al., 2013).

Se sabe que la capacidad de regeneracion de las plantas transformadas es
dependiente del fenotipo, por lo que el establecimiento de una técnica de
transformacion y regeneracion en un cultivar en particular probablemente no sea
eficiente o no funcione en otro cultivar diferente (Cho et al., 1998). Hasta la fecha
no se han reportado protocolos de transformacién para cultivares mexicanos de
cebada, asi que es necesario hacer estudios para evaluar la capacidad
regenerativa y poder elegir un cultivar en especifico para establecer un protocolo
rutinario de transformacion que posteriormente puedan aplicarse para hacer

mejoras en la calidad de la malta y cerveza.

3.6.1 Transformacion mediante biobalistica

La biobalistica, también llamada bombardeo de particulas o bombardeo de
microproyectiles, es una técnica desarrollada a finales de los 80's, originalmente
como una alternativa para la transformacion de plantas monocotiledéneas, que se
consideraban recalcitrantes a la infeccion por Agrobacterium (Klein et al., 1987;
Sanford et al., 1987). Se mostré por primera vez en células de epidermis de
cebolla que las particulas aceleradas de tungsteno son capaces de transferir ADN

hacia el interior de las células y que podia ser integrado al genoma (Klein et al.,
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1987). Sin embargo, sélo se consiguié una expresion transitoria debido a que el
gen introducido soOlo se expresaba en las células vegetativas que fueron
golpeadas directamente por las microparticulas. De esta forma, las células y
tejidos reproductivos o regenerativos fueron probados como posibles blancos para
una transformacion estable usando biobalistica. En cebada se han utilizado
diferentes blancos, como por ejemplo: células en suspensién (Kartha et al., 1989;
Mendel et al.,, 1989), embriones inmaduros, endospermo (Knudsen y Muller,
1991), callo, anteras, embriones derivados de microsporas (Carlson et al., 2001,
Jahne et al., 1994; Leckband y Ldrz, 1998; Wan y Lemaux, 1994), células de
meristemo apical (Zhang et al., 1999) y hojas (Shirasu et al., 1999). Aunque la
transformacion mediante biobalistica se considera dependiente del genotipo y
tejido, se ha logrado un mayor éxito cuando se usan embriones inmaduros como
blanco. De esta forma, los embriones inmaduros de cebada son considerados
como el tejido para transformacion mas confiable y eficiente al usar técnicas de
biobalistica (Cho et al., 1998; Kartha et al., 1989; Wan y Lemaux, 1994; McElroy et
al., 1997; Harwood et al., 2000; Travella et al., 2005; Ritala et al., 2008).

El paso critico en la transformacion estable de la cebada es la regeneracion de
plantas transgénicas a partir de los tejidos blanco. Se ha encontrado que la
complementacion del medio de cultivo con osmolitos como el sorbitol o el manitol
aumenta la cantidad de transformantes estables (Kikkert et al., 2004). También la
adicion de reguladores de crecimiento al medio de regeneracion, como 6-
bencilaminopurina (BAP) o el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y sales de
cobre, mejora significativamente la regeneracion de plantas transgénicas (Cho et
al., 1998; Harwood et al., 2000).

La mayor desventaja de la transformacion mediante biobalistica es la posible
integracion de multiples copias del transgén que puede llevar al silenciamiento o a
la expresion alterada del gen de interés o inestabilidad genética a lo largo de las
generaciones (Travella et al., 2005). Otra desventaja de la biobalistica es el dafio a
los tejidos y células que pueden causar los microproyectiles. Sin embargo, la

mayoria de los vegetales transgénicos de importancia econdmica disponibles de
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forma comercial fueron desarrollados mediante biobalistica (Mrizova et al., 2013).
Por otra parte, una desventaja de la transformacion mediada por Agrobacterium
tumefaciens es que puede introducir otras secuencias no necesarias para la
transformacion (DNA plasmidico bacteriano) que pueden producir efectos
desconocidos en las plantas transformantes, lo cual ha sido objeto de discusién
desde un punto de vista bioético, por lo que es preferible el empleo de técnicas de
transformacion fisicas para generar plantas de importancia agronémica

manipuladas genéticamente (Birch, 1997; Permyakova et al., 2009).

4 HIPOTESIS

La expresiéon de EPB durante la germinacion de semillas es variable en
diferentes cultivares de cebada debido a diferencias en elementos reguladores del
promotor del gen, de modo que podria utilizarse como un marcador molecular en

programas de mejoramiento genético.

5 OBJETIVO GENERAL

Determinar si la EPB en diferentes cultivares mexicanos de cebada presenta
variaciones a nivel genético o de expresion durante la germinacién y establecer las

técnicas para la transformacion genética de un cultivar mexicano.

6 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el patrén de expresion espacio-temporal de la Endoproteasa B.

e Determinar si existen polimorfismos en las secuencias del promotor y la
region codificante de EPB2, en diferentes cultivares mexicanos de cebada.

e Clonar y evaluar la funcionalidad del promotor de EPB2.

e Establecer el protocolo de transformacion y regeneraciéon in vitro de un

cultivar mexicano con importancia en la industria cervecera.
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7 METODOLOGIA

7.1 Determinacién de la expresion espacio-temporal de la EPB

Para conocer el patrén de expresiéon espacio-temporal de la Endoproteasa B,
primero se analizaron extractos proteicos de semillas™ en diferentes etapas de
desarrollo mediante la técnica de Western Blot, y posteriormente se llevo a cabo la
localizacién espacial mediante técnicas de inmunohistoquimica
(Inmunolocalizacion). Para ambas pruebas se us6 un anticuerpo especifico Anti-
EPB (realizado en conejo) previamente sintetizado basado en la secuencia de
aminoacidos de EPB2 reportada para el cultivar Himalaya (Koeler y Ho, 1990b).
Este anticuerpo reconoce tanto a EPB1 como EPB2, debido a que estas dos
proteasas tienen mas del 98 % de similitud. Este anticuerpo reconoce la secuencia
epitope de aminoacidos VPANSEEDLA (Fig. 3). Previamente se demostrd la
funcionalidad y especificidad del anticuerpo para el proyecto “Anadlisis de
marcadores bioquimicos en variedades contrastantes de cebada que impactan la

productividad” (Fig. 4) a cargo del Dr. Felipe Cruz Garcia (Datos no publicados).

EPB1 MGLLSKKLLVASMVAAVIAVAAVELCSATPMEDKDLESEEALWDLYERWQ
EPB2 MGLLSRRLLVASMVAAVIAVAAVELCSATEPMEDKDLESEEALWDLYERWQ
ERE AR AR AR R A AR R A AR R AR AR A AR AR R A AR R AR R R AR AR A AR R AR "RR R
EPB1 SAHRVRRHHAFRHRRFGTFKSNAHFTHSHNKRGDHPYRLHLNREGDMDQA
EPB2 SAHRVRRHHAERHRRFGTFKSNAHFTHSHNKRGDHPYRLHLNRFGDMDOA
R R AR R R A AR R AR R AR R RN A RE RN AR R ARR RN RARR N AR R AR R AR R RR R
EPB1 EFRATFVGDLRRDTPAKPPSVPGFMYAALNVSDLPPSVDWROKGAVTGVK
EPB2 EFRATFVGDLRRDTPSKEPSVPGFMYAATLNVSDLPPSVDWROKGAVTGVE
kkkk*******kkkk:kkkkkkkkkkk*kk*kk*kk**k**k**k*****
EPB1 DQGKCGSCWAFSTVVSVEGINAIRTGSLVSLSEQELIDCDTADNDGCOGE
EPB2 DQGKCGSCWAFSTVVSVEGINATRTGSLVSLSEQELIDCDTADNDGCQGG
ERE AR AR AR R A AR R A AR R AR AR A AR AR R A AR R AR R R AR AR A AR R AR "RR R
EPB1 LMDNAFEYIRNNGGLITEAAYPYRAARGTCNVARARQNSPVVVHIDGHQD
EPB2 LMDNAFEYTRNNGGLITEAAYPYRAARGTCNVARARQNSPVVVHIDGHQD
ERE AR AR AR R A AR R A AR R AR AR A AR AR R A AR R AR R R AR AR A AR R AR "RR R
EPB1 VPANSEEDLARAVANQPVSVAVEASGRKAFMFYSEGVFTGDCGTELDHGVA
EPB2 VPANSEEDLARAVANQPVSVAVEASGKAFMFYSEGVFTGECGTELDHGVA
k*kk*******kkkk*kk*kkkkkk*k**k*kk*#****:#k**h***#*
EPB1 VVGYGVAEDGKAYWTVRNSWGPSWGEQGY IRVERDSGASCELOG IAMEAS
EPB2 VVGYGVAEDGKAYWTVENSWGPSWEEQGY IRVERDSGASGELOG IAMEAS
TR R e W R W Ve R W W Ve R W W R W Y R R W e R W R R W R R RR R R R W R R W WO R W OR R ROW R
EPB1 YPVKTYN--KPMPRRALGAWESQ , )
EPB2 YPVKTYSKPKPTPRRALGAREsL  Lpitopeanti-EPB

HE Rk R WK RR R R KRR kW

Fig. 3: Alineamiento entre las secuencias de aminoacidos de EPB1 y EPB2, se observa la
gran similitud entre ambas proteasas, en rojo se resalta la secuencia epitope que reconoce el
anticuerpo Anti-EPB.
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Fig. 4. Deteccién de EPB en diferentes etapas de macerado del cultivar Esmeralda (Cruz-
Garcia et al., no publicado).

7.1.1 Extraccién de proteina total de semillas de cebada

*Nota: Se usara el término “semillas” para referirse a las cariépsides de cebada.

Se analizaron extractos de proteinas de diferentes tejidos de la planta (tallo,
hoja y raiz), de semillas* en diferentes etapas de maduracion (semillas* inmaduras
de 7 y 21 dias post-antesis), semillas* maduras sin germinar (secas), malta verde
proporcionada por la empresa Impulsora Agricola S. A. de C. V., cuyo tiempo de
imbibicidon se desconoce, y semillas* con tiempos de imbibicion conocidos (16, 24,
40,48y 72 h).

Para la preparacion de extractos proteicos de tejidos de planta, se colectd un
gramo de tejido (raiz, tallo y hoja) y se homogeneizé con ayuda de un mortero y
nitrégeno liquido, hasta formar un polvo fino, el cual fue suspendido en 2 mL de
buffer de extraccién de proteinas (50 mM Tris-HCI pH 7, 50 mM NaCl, 1 % Tritén
X-100 y 5 mM 2-mercapto-etanol). La mezcla se transfirid a microtubos de 1.5 mL
y se agitd con ayuda de un vortex durante 5 min. Posteriormente los tubos se
centrifugaron a 13000 rpm durante 10 min. Se colect6 el sobrenadante y se

guardé en alicuotas de 200 yL a —80°C hasta su posterior uso.

Para la elaboracién de extractos proteicos de semillas* de cebada, se colectaron
semillas* inmaduras en dos etapas diferentes (7 y 21 dias post-antesis). Debido a
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que la maduracion de las semillas* ocurre de manera asincronica en las espigas,
las semillas inmaduras se midieron antes de utilizarse con el fin de analizar
semillas en la misma etapa, de modo que el tamafo del fruto fue el criterio de
madurez. Se seleccionaron semillas* localizadas en la parte media de la espiga,
con una longitud de 5 mm y un grosor de 3 mm a los 7 dias post-antesis, a las
cuales se les denomin6 “semilla inmadura 1”. Por otra parte, se seleccionaron
semillas a los 21 dias post-antesis con 10 mm de longitud y 5 mm de grosor y se

les denomind “semilla inmadura 2” (Fig. 5).

Semillainmadura 1 Semilla inmadura 2

Fig. 5. Desarrollo de las semillas a los 7 dias post-antesis (Semilla inmadura 1) y a los 21 dias
post-antesis (Semilla inmadura 2).

Para germinar las semillas* maduras se colocaron en toallas de papel humedas
cubiertas con plastico (Ega-Pack®) a una temperatura constante de 25°C en
condiciones de luz, y se colectaron a 16, 24, 40, 48 y 72 h de imbibicion para la
extraccion de proteinas (Fig. 6).
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Fig. 6: Desarrollo de las plantulas de cebada a diferentes tiempos de imbibicion de las semillas.

La extraccion de proteinas de semillas* se realizé triturando 1 g de tejido
congelado con nitrégeno liquido en un mortero, en caso de que presentaran
radiculas o la plantula emergiendo, éstas fueron retiradas previamente con un
bisturi. El polvo obtenido se mezcldé con 2 mL de buffer de extraccion de proteina
(5 mM 2-mercaptoetanol, 1 % Tritdn X-100 en buffer de fosfatos salinos (PBS) 1x).
Posteriormente, la mezcla se transfirid a tubos de 2 mL en donde fue agitada con
ayuda de un vortex y posteriormente se centrifugd durante 10 min. a 1400 rpm
para eliminar los restos sélidos. El sobrenadante transparente se transfirié a tubos
limpios y se conservd a -20°C hasta su posterior uso. La concentracion de
proteina en los extractos se cuantific6 mediante la técnica Bradford, con una curva
de calibracion hecha con BSA (albumina de suero bovino) a una concentracion de
1 yg/uL. En una placa ELISA Corning Costar® (96-well), se colocaron 150 uL de
Bradford 1x en 9 pozos de la placa y la curva de calibracién con BSA fue de 0 a 8
Mg, y se cuantificaron en un espectrofotometro Epoch-Biotek®. Mediante el
programa Microsoft Excel se calculé la ecuacion de la recta a partir de los
resultados de espectrofotdmetro y se calcularon las concentraciones para los
diferentes extractos.
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7.1.2 Inmunodeteccion de EPB en diferentes tejidos etapas de desarrollo de
las semillas

Los extractos de proteina total se separaron mediante electroforesis en un
gel de acrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE), que consta de un gel apilador
con una concentracion de acrilamida al 4 % y un pH de 6.8 y de un gel separador
con una concentracién de acrilamida al 12 % y pH 8.8, de acuerdo a la técnica de
Laemmli (Laemmli, 1970; He, 2011). Se hicieron geles por duplicado, un gel para
observar a las proteinas tefidas con azul de Coomassie y otro para transferir las
proteinas a una membrana de PVDF (Immobilon®) con el fin de realizar la
inmunodeteccion de proteinas en membrana mediante un ensayo de tipo Western
Blot.

Una vez transferidas las proteinas a las membranas, éstas se incubaron en una
solucién de bloqueo (5 % leche en polvo Svelty®, 0.1 % Tween-20® en PBS 1x)
en agitacion durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente las membranas
se incubaron en el anticuerpo primario (anti-EPB realizado en conejo, diluido
1:10000 en la misma solucién de bloqueo descrita anteriormente), en agitacion
constante a 4°C durante una noche. Posteriormente las membranas se lavaron
tres veces en una solucion de 0.1 % Tween-20 en PBS 1x, seguido de un lavado
con unicamente PBS 1x. Cada lavado duré 10 min en agitacién a temperatura
ambiente. Posteriormente las membranas se incubaron en el anticuerpo
secundario (Anti-conejo conjugado a fosfatasa alcalina diluido 1:10000 en solucion
de bloqueo). Las membranas se dejaron en agitacion constante durante 1 h a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, se realizaron tres lavados
de 10 min con PBS 1x adicionado con 0.1 % Tween-20 y posteriormente un lavado

en PBS 1x, en agitacién a temperatura ambiente.

Para revelar las membranas, se incubaron durante 10 min en agitacién a
temperatura ambiente en un amortiguador con pH 9.5 (100 mM NaCl, 5 mM
MgClz, 100 mM Tris-HCI, pH 9.5) y posteriormente se incubaron en una solucién
de revelado elaborada con 10 mL de buffer pH 9.5, 100 yL de NBT (33 mg/mL en
70 % DMSO) y 100 uyL de BCIP (17 mg/mL en 100 % DMSO). Una vez que
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aparecieron bandas definidas de color morado en las membranas, se transfirieron

a un contenedor con agua y EDTA 1 % para detener la reaccion de revelado.

7.1.3 Inmunolocalizacion de EPB en tejidos de semilla de cebada

Para determinar la localizacion espacial de la EPB en los tejidos de la
semilla de cebada, se realizaron ensayos de inmunohistoquimica
(inmunolocalizacion). Para ello, se colectaron semillas de cebada a diferentes
tiempos de imbibicién (0, 24 y 48 h) y fueron fijadas en una solucion de 4 %
formaldehido disuelto en PBS (1x), a 4°C durante una noche. A las semillas se les
hizo una pequefa incisidn con un bisturi para aumentar la infiltracion de la
solucion fijadora. Después de la fijacidn, las semillas fueron enjuagadas cinco
veces con buffer PBS, durante 5 min en cada lavado. Posteriormente, las semillas
se deshidrataron en una serie gradual de menor a mayor concentracién de etanol
(30, 50, 70, 85, 96 y 100 %) durante 2 h en cada una de las concentraciones, pero
cambiando la solucion por una nueva cada hora. Pasando la deshidratacion
progresiva, las semillas permanecieron en etanol absoluto durante toda la noche.
Al siguiente dia, las semillas se transfirieron a Slide-Brite® (sustituto de xilol) de
forma gradual, empezando con soluciones de etanol: Slide-Brite® en proporciones
3:1, 1:1 y 1:3, durante 40 minutos en cada una a temperatura ambiente. Después
se transfirieron a una solucion de Slide-Brite® al 100 % durante 35 minutos a
temperatura ambiente. Las semillas se incluyeron en una mezcla de Paraplast® y
Slide-Brite®1:1 durante una noche a 70°C y posteriormente en Paraplast® 100 %
durante 3 dias, en una estufa a 70°C. Finalmente, las semillas se montaron en
cubos de Paraplast® y se realizaron cortes histolégicos de 12 ym de grosor en un
microtomo. Los primeros cortes se montaron con grenetina disuelta en el bafio de
flotacion en cubreobjetos sin carga, con el fin de realizar tinciones de safranina-
verde rapido, segun el protocolo de Lopez-Curto et al. (2005), con el fin de evaluar
la integridad del corte histolégico y verificar que las células y tejidos de interés
(embrién y capa de aleurona) se observan claramente en la posicion que fue
hecho el corte. Una vez verificada la integridad y posicion de los cortes, éstos se

repitieron en el microtomo, y esta vez se montaron en portaobjetos especiales con
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carga (Premiere® 9308) para retener los cortes sin necesidad de usar grenetina, la

cual puede interferir con el proceso de inmunolocalizacion.

Los cortes montados en los portaobjetos cargados para la inmunolocalizacion se
desparafinaron en una estufa a 70°C durante 1 h. Inmediatamente después de
sacarlos de la estufa, se lavaron dos veces con Slide Brite® y se hidrataron
progresivamente en concentraciones decrecientes de etanol (100 %, 96 %, 70 %,
50 % y 30 %) y al final se enjuagaron dos veces con PBS 1X, cada enjuague duré
5 min. Una vez hidratados los cortes, se delimité el area del corte con un marcador
hidrofébico (Pan Pen®), marcando un circulo alrededor del corte, dentro de este
circulo se agregaron aproximadamente 300 pL de solucion de bloqueo (BSA 10 %
en PBS 1X) y los cortes se incubaron por 1 h dentro de una camara humeda. Se
realizaron tres enjuagues de 5 min cada uno con PBS 1X, y se agrego el
anticuerpo primario (Anti-EPB realizado en conejo, a concentracién 1:200 en
solucién de bloqueo de BSA 10 % en PBS), se dej6 incubar una noche a 4°C
dentro de una camara humeda. Al dia siguiente se realizaron tres enjuagues de 5
minutos cada uno con PBS 1X, y se agregd el anticuerpo secundario (IgG de
conejo conjugado al fluoréforo Alexa-568®) y los cortes se incubaron a 4°C en
oscuridad durante 4 h en una camara humeda. Se realizaron tres enjuagues de 5
min cada uno con PBS 1X. Las preparaciones se montaron con un medio de
montaje y conservacion que contiene DAPI (DAPI Fluoromount-G, Electron
Microscopy Sciences, Cat. #17984-24).

Las preparaciones se guardaron a 4°C en oscuridad hasta su posterior

observacion en microscopia confocal.

7.2 Extraccion de DNA genémico de cebada

Para llevar a cabo las técnicas de biologia molecular, se extrajo DNA gendémico de
cebada de los cultivares Esperanza, Armida, Adabella, Alina, Esmeralda y
Metcalfe, a partir de hojas de plantas adultas cultivadas en condiciones de
invernadero. La técnica para la extraccion de DNA es la siguiente:
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1. Se calentaron C 5 mL de buffer CTAB (100 mM Tris-HCI pH 6, 1.5 M NacCl,
2 % CTAB, 50 mM EDTA, 50 mM DTT) a 65° en tubo Falcon de 15 mL en
bafio maria.

2. Se triturd 1 g de hojas de cebada (2 hojas adultas aproximadamente) con
nitrogeno liquido en un mortero.

3. Se agrego 10uL de B-mercaptoetanol al buffer previamente calentado y se
agrego el tejido triturado.

4. Se mezclé y se incubo a 65°C por 30-40 minutos, agitando cada 5 min.

5. Se filtré la mezcla con ayuda de una gasa y un embudo y se transfirié a un
tubo nuevo para retirar el debris.

6. Se agreg6 un volumen de PCI (Fenol, cloroformo, alcohol isoamilico;
Sigma-Aldrich®) (aprox. 4 mL) y se mezclé suavemente.

7. Se centrifugd a 2000 rpm durante 5 min.

8. Se tomo¢ la fase superior y se colocé en un tubo nuevo.

9. El tubo se dejé reposar algunos minutos a 4°C.

10. Se agité formando un remolino para hacer que las fibras de DNA se
precipiten y se fueran al fondo. En caso de que no hubiera precipitacion, el
tubo se enfrié a -20°C por varias h y se centrifugé.

11. Se realizé una decantacién con cuidado sin perder las fibras.

12. Se lavé el botdn con 10 mM acetato de amonio diluido en etanol al 70 % se
agito.

13. Se centrifugd 5 min a 2000 rpm.

14. Se elimind el alcohol y se dejé secar el precipitado.

15. Se agregd 1 mL de agua destilada esterilizada o TE y se suspendio
manualmente.

16. Se agregd 10 pL de RNAsa (10 mg/mL) y se incubd a 37°C por 20 min.

17. Se agregd 1 volumen de PCI, se agitd y se centrifugd. Se tomo 0.8 mL de
la parte superior, se colocé en un tubo nuevo y se precipité con acetato de
sodio 3 M (80uL) y con 0.6 mL de isopropanol.

18. Se dejo enfriar a -20°C hasta que se precipitara el DNA. Se retir6 el liquido
y resuspendié con 0.5 mL de agua o TE.

39



19. Se hicieron alicuotas de 50 o 100uL que se mantuvieron a -20°C hasta su
posterior uso o bien a -80°C en caso de ser almacenado por largos

periodos de tiempo.

7.3 Clonaciéon y analisis de EPB2 de diferentes cultivares de cebada

Para determinar si existen polimorfismos del gen EPB2 en los diferentes
cultivares de cebada utilizados en la industria cervecera mexicana, se clonaron las
regiones promotoras y las regiones codificantes de EPB2 de los siguientes
cultivares: Armida, Esperanza, Adabella, Alina, Esmeralda y Metcalfe. Para llevar
a cabo la clonacion, se amplifico este gen a partir de DNA gendmico mediante
PCR. Se disefiaron los siguientes oligonucleétidos a partir de la secuencia de

EPB2 reportada para el cultivar Himalaya (Koehler y Ho, 1990) (Fig. 7):
Forward PEPB2 5 (CACC)TCCACGGTATGTCGGTGCATTG’3

Reverse EPB2 5TCACAGTGACTCCCTGGCTCCAAG’S,

La amplificacién se produjo desde el sitio -844, en donde se tiene reportada la
region promotora, hasta el codon de paro de la regién codificante. El resultado de
la amplificacion por PCR es un producto de aproximadamente 1966 pb. Cabe
resaltar que el gen EPB2 no contiene intrones. El oligonucleétido forward contiene
la secuencia CACC que fue adicionada para introducir el producto amplificado al
vector de clonacion Gateway pENTR™/D-TOPO®.

40



Hordeum wvulgare cysteine protease EPB2
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Fig. 7. Gen reportado de EPB2 del cultivar Himalaya (Koehler y Ho, 1990). Se muestra la
region promotora (negro), la caja TATA (verde), las regiones 5’UTR y 3'UTR (azul) y el marco de
lectura abierto (rojo).

El DNA gendmico de cebada de los cultivares Esperanza, Armida, Adabella, Alina,
Esmeralda y Metcalfe extraidos previamente se usaron como templados para la
PCR con los oligonucledtidos descritos anteriormente. La mezcla y condiciones de

reaccion se muestran en las tablas 1y 2.

Tabla 1. Mezcla de reactivos utilizada en la técnica de PCR

Reactivo Concentracion final

Oligonucleétido Forward 0.5 yM
Oligonucleétido Reverse 0.5 yM
JumpsStart™ Taq DNA Polymerase (Sigma- 1X
Aldrich) adicionada con 10 nM dNTP’s y 15

mM MgCl,

DNA molde 100 ng
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Tabla 2. Condiciones de la amplificacién por PCR

Fase Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 min 1
Desnaturalizacion 95°C 10s
Alineamiento 58°C 1 min 40 ciclos
Elongacion 72°C 2 min
Elongacion final 72°C 7 min 1

Los productos de la amplificacion se separaron mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1 % en amortiguador TAE tedhidos con bromuro de etidio y
visualizados en luz ultravioleta. Una vez verificado el tamafo de los productos
amplificados, se purificaron a partir del gel usando el Kit Agarose Gel Extraction

como se describe a continuacion:

1. Se corté el area del gel que contiene el producto de PCR y se colocé en un
tubo de 1.5 mL.

2. Se anadieron 3 volumenes de Extraction Buffer por cada 100 mg de gel y
se incubaron a 60°C durante 10 minutos, mezclando ocasionalmente para
disolver el gel.

3. Se colocé la columna sobre el tubo colector y se activé afiadiendo 100 uL
de Activation Buffer. Se centrifugé a 10000 g por 30 s.

4. Se afadio la mezcla del paso 2 en la columna activada, se centrifugd a
10000 g por 30 s y se elimind el sobrenadante.

5. Se Centrifugé adicionalmente por 2 minutos para remover residuos.

6. Se transfirié la columna a un microtubo de 1.5 mL y se afadieron 30-50 uL
de agua directamente en la matriz. Se incub6 1 min a temperatura ambiente

y se centrifugd 1 min para eluir. Se almacen6 DNA a -20°C.

Estos productos purificados del gel fueron utilizados para introducirlos en el vector
de clonacién pGEM®-T Easy Vector (Fig. 8), mediante una reaccion de ligacion

qgue se describe a continuacion:

En tubos de 0.5 mL de capacidad, se agregaron 5 uL de 2X Rapid Ligation Buffer,
0.5 yL de pGEM®-T Easy Vector, 1.5 yL del producto de PCR purificado de gel y
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0.5 yL de T4 DNA Ligase, resultando un volumen final de 5 yL. Se mezclaron las

reacciones mediante pipeteo y se incubaron a 25°C durante una hora.

Con los productos de las reacciones de ligacion se transformaron bacterias de E.
coli quimiocompetentes (cepa One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli,
Thermo Fisher Scientific®) mediante la técnica de choque térmico descrita a

continuacion:

1. Centrifugar brevemente los tubos que contienen las reacciones de ligacion
y colocarlos en hielo.

2. Dejar descongelar en hielo los tubos necesarios con las células One Shot
(un tubo por cada transformacion).

3. Agregar 2 pL de la reaccion de ligacion dentro de los tubos con las células
competentes y mezclar suavemente (no pipetear). El resto de la reaccién de
ligacion puede almacenarse a -20°C

4. Incubar los tubos por 30 min en hielo.

5. Incubar exactamente por 30 s a 42°C en un Heat Block o bafio maria. No
agitar.

6. Colocar los tubos nuevamente en hielo y afadir 250 yL de medio S.0.C. a
cada tubo en condiciones de asepsia para evitar la contaminacion del
medio debido a que éste debe permanecer estéril.

7. Colocar los tubos en una incubadora con agitacion. Incubar a 37°C por una
hora a 225 rpm.

8. Pasado el tiempo, tomar 20-200 pL del cultivo y colocarlo en cajas Petri con
medio LB selectivo y dispersar mediante perlas de cristal esterilizadas.

9. Colocar las cajas Petri boca abajo e incubar en una estufa a 37°C durante
toda la noche.

10.Seleccionar colonias para analizarlas mediante PCR, extraccion de

plasmido o secuenciacion.

Este vector contiene a los promotores bacterianos T7 y SP6 que dirigen la
expresion del gen LacZ que codifica la enzima -galactosidasa, y dentro de la
region codificante de ésta, se encuentra la region de insercion del fragmento a
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clonar, de modo que la inactivacion de esta enzima causada por la insercién de la
secuencia clonada permite reconocer directamente a las colonias recombinantes
en un medio selectivo indicador (medio LB suplementado con ampicilina 100
mg/mL y el sustrato X-gal 40 mg/mL), de modo que las colonias que no fueron
transformadas presentaron un color azul oscuro, mientras que aquellas que

tuvieron el inserto fueron de color blanco.
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Fig. 8. Mapa y puntos de referencia del vector de clonacion pGEM®-T Easy.

Una vez transformadas las cepas de E. coli, se analizaron por lo menos tres
colonias blancas para verificar que contenian el inserto de interés. Esto se realizd
mediante la extraccion de plasmidos a partir de cultivos axénicos, su analisis por

PCR y la digestion con la enzima de restricciéon EcoRI.

Para realizar los cultivos axénicos, en condiciones de asepsia se seleccionaron
tres colonias de cada caja Petri y se tom6 un poco de cada una con un palillo
esterilizado (un palillo diferente para cada colonia), el cual fue depositado en un
tubo de ensayo con tapa, con 3 mL de medio liquido selectivo (LB suplementado
con ampicilina 100 mg/mL). Los tubos se incubaron en agitacion a 37°C durante
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toda la noche. Del cultivo se extrajo DNA plasmidico con ayuda del Kit Gene All: A

plasmid miniprep.

Se utilizaron los plasmidos purificados como templado de PCR usando los
oligonucledtidos Forward PEPB2 y Reverse EPB2, en las condiciones descritas
anteriormente (Tabla 1 y 2). Se descartaron los plasmidos de aquellas colonias
que no amplificaron el producto esperado, y los plasmidos restantes se utilizaron
nuevamente para llevar a cabo un analisis de restriccién utilizando la enzima
EcoRlI, la cual tiene un sitio de corte en las regiones adyacentes a donde se
inserté el producto de PCR. La mezcla de reactivos para la digestion de DNA

plasmidico usando la enzima de restriccion EcoRI se detalla en la tabla 3.

Tabla 3. Mezcla de reactivos para la digestiéon de DNA plasmidico usando la enzima de restriccion

EcoRI
| Reactivo Cantidad
NE Buffer ECoRI 10X 3L
EcoRI 0.5 uL
DNA plasmidico 5uL

Aiua 21.5 EL

La reaccioén de digestion se incubd a 37°C durante 2 h y posteriormente se separé

electroforéticamente en gel de agarosa al 1 % en TAE.

Una vez verificada la clonacion de EPB2 de los seis cultivares, se enviaron a
secuenciar al Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de

México, para su posterior analisis.

Se realizaron alineamientos de las secuencias obtenidas mediante el software

Biology WorkBench (http://workbench.sdsc.edu) y se analizaron los promotores

buscando motivos de unién a factores de transcripcion de plantas mediante el

software Softberry (www.softberry.com).
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7.4 Clonacién del promotor de EPB2 en el vector de entrada pENTR™/D-
TOPO®

Para evaluar la funcionalidad de la regién promotora del gen EPB2 en
cultivares mexicanos de cebada, se amplificé su promotor (del cultivar Esperanza)
a partir de DNA gendmico. Basandonos en la secuencia reportada de la regién
promotora de EPB2 del cultivar Himalaya (Koehler y Ho, 1990), se disefiaron los

siguientes oligonucledétidos para amplificar dicha regién:
Forward PEPB2: 5CACCTCCACGGTATGTCGGTGCATTG 3
Reverse PEPB: 5 CGTGTAGTTCAGTACCACGATCGAG 3’

La mezcla de reactivos para la PCR es la misma que la descrita anteriormente en

la Tabla 1, mientras que las condiciones de amplificacion se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de la amplificacién por PCR del promotor de EPB2

Fase Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 min. 1
Desnaturalizacion 95°C 30 s.
Alineamiento 58°C 1 min. 35 ciclos
Elongacion 72°C 1 min.
Elongacion final 72°C 7 min. 1

El producto de la amplificacién se separé mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1 % en amortiguador TAE adicionados con bromuro de etidio y
visualizados en luz ultravioleta. Una vez verificado el tamano del producto

amplificado, se purifico a partir del gel usando el Kit Agarose Gel Extraction.

El producto de PCR purificado de gel, se insertd6 en el vector de clonacién
Gateway pENTR™/D-TOPO (Fig. 9). Con este sistema los insertos son clonados
en la orientacion correcta y con una alta eficiencia, esto se logra anadiendo cuatro

bases (CACC) el extremo 5' de la secuencia del oligonucleétido forward.
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pENTR"/D-TOPO®

Fig. 9. Representacion grafica del vector de Clonacién pENTR/D-TOPO

La mezcla de reactivos para llevar a cabo la reaccién de clonacién TOPO se

describe en la tabla 5.

Tabla 5: reaccion de clonacion pENTR/D-TOPO

Reactivos  Cantidad |
Producto de PCR purificado de gel 4 uL
Solucién salina 1 uL
Vector TOPO® 1 uL
Total 6 uL

Dicha mezcla se incubd a temperatura ambiente durante una noche. El producto
de esta reacciéon (pENTR/D-TOPO::PEPB2, Fig. 10) se utilizé para transformar
cepas quimiocompetentes de E. coli (One Shot® TOP10 Chemically Competent E.
coli, Thermo Fisher Scientific®) mediante la técnica de choque térmico,
previamente descrita. Las células transformadas se sembraron en cajas Petri con

medio de cultivo sdlido selectivo (LB suplementado con kanamicina 50 mg/mL).
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Fig. 10. Construccion pENTR/D-TOPO::PEPB2

Para verificar la introduccion del inserto en las colonias que crecieron en el medio
selectivo y descartar posibles falsos positivos, se seleccionaron cinco colonias que
crecieron en las cajas Petri para iniciar cultivos axénicos en suspension. Se
seleccionaron cinco colonias de cada caja Petri y se tomd un poco de cada una
con un palillo esterilizado (un palillo diferente para cada colonia), el cual fue
depositado en un tubo de ensaye con tapa con 3 mL de medio liquido selectivo
(LB suplementado con kanamicina 100 mg/mL).Los cultivos se incubaron a 37°C
en agitacion constante. Posteriormente se aislé6 DNA plasmidico de las diferentes
colonias con ayuda del kit Zyppy™ Plasmid Miniprep, siguiendo las instrucciones

del fabricante.

Se analiz6é el ADN plasmidico mediante los cortes con la enzima de restriccion
Mlul y mediante PCR usando los oligonucleétidos disefiados para el promotor de
EPB2 y para M13, y se verifico el tamano del producto. La PCR se llevé a cabo
con la mezcla de reactivos y condiciones descritas anteriormente. La mezcla de
reactivos para la digestion de DNA plasmidico usando la enzima de restriccion
Mlul se detalla en la tabla 6. La reaccion de digestion se incubé a 37°C durante 2 h

y posteriormente se separé electroforéticamente en gel de agarosa al 1 % en TAE.
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Tabla 6. Mezcla de reactivos para la digestién de DNA plasmidico usando la enzima de restriccion

Miul
| Reactivo Cantidad
Buffer 3.1 3 uL
Miul 1.5 uL
DNA plasmidico 5.5uL
Agua 20uL
' TOTAL 30 uL

Con ayuda del software Serial Cloner (serialbasics.free.fr/Serial Cloner.html) se

predijo el sitio de corte de esta enzima en el plasmido y se calcul6 el tamafio de

los fragmentos resultantes de la digestion.

Una vez confirmado el tamafo del amplificado y del producto de la digestion por

restriccidon, se secuencid y se confirmoé la identidad del inserto.

7.5 Clonacion en el vector binario de expresion pBGWFS7

Una vez obtenida la clona de entrada (pENTR/D-TOPO:.PEPB2), se
continué con la reaccién de recombinacion (LR). En este caso, el vector binario de
destino del Sistema Gateway® fue pBGWFS7 (Fig. 11), cuya longitud es de
12,451 pb. Este vector destino es un vector de expresion que permite probar la
actividad promotora de una secuencia introducida, haciendo que ésta dirija la
expresion de los genes reporteros EGFP (por sus siglas en inglés Enhanced
Green Fluorescent Protein) y gus (B-glucuronidasa) y posee los sitios attR1 y
attR2, los cuales recombinan a través de la reaccidn LR con los sitios attL1 y attL.2
del vector de entrada pENTR™/D-TOPO®. De esta manera ocurre el intercambio
de secuencias entre la secuencia promotora del vector de entrada y la secuencia
del gen letal, ccd, del vector destino, de modo que sélo las colonias con el

plasmido recombinante pueden sobrevivir y crecer.

49



SmiSpR LB

N - g Sacic1409)
ok Xmal (1501)
L smai(1509
Ttk
EcoRi[2028)
T Nea!(2330)
codB
Clgd (9348) PBGWFST 0 Xma | (2898)
12451 bp e
T T Smal (200)
attR2
. L Ea
e (4996)
Ay \ o qus
l@ s Asef(4971)
W\ Newl (5737)
| \ Mool (5a32)
T355
\ aatussosn
1Y

RE

Fig. 11. Representacion gréafica del vector de destino pPBGWFS7.

La reaccion de recombinacion LR mediada por la Clonasa |l se llevd a cabo
conforme a las instrucciones del proveedor. La mezcla de reactivos para dicha

reaccion se detalla en la tabla 7.

Tabla 7: Reaccion de clonacion pENTR/D-TOPO

Reactivos ' Cantidad |
Vector de entrada (pENTR::PEPB2) 7 ulL

Vector de destino (pBGWFS7) 1.5 L
Clonasa |l 0.5 uL

Total 9 uL

Dicha mezcla se incub6 a 25°C durante 2 h. El producto de esta reaccién
(P BGWFS7::PEPB2, Fig. 12) se utiliz6 para transformar cepas
quimiocompetentes de E. coli (One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli,
Thermo Fisher Scientific®) mediante la técnica de choque térmico, previamente
descrita. Las células transformadas se sembraron en cajas Petri con medio de
cultivo solido selectivo (LB suplementado con espectinomicina 50 mg/mL). El
vector pBGWFS7, confiere resistencia bacteriana a espectinomicina, ademas, a la

vez que posee a la secuencia del gen bar bajo el promotor constitutivo de la

50



Nopalina Sintasa (NOS), el cual le confiere resistencia al tejido vegetal
transformado al herbicida BASTA®, cuyo ingrediente activo es glufosinato de

amonio.
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Fig. 12. Representacion grafica de la construccion pBGWFS7::PEPB2

Se seleccionaron tres colonias que crecieron en las cajas Petri para iniciar cultivos
axénicos en suspension para verificar la introduccién del inserto y descartar
posibles falsos positivos. Se tom6é un poco de cada colonia con un palillo
esterilizado (un palillo diferente para cada colonia), el cual fue depositado en un
tubo de ensaye con tapa, con 3 mL de medio liquido selectivo (LB suplementado
con espectinomicina 100 mg/mL). Los cultivos se incubaron a 37°C en agitacion
constante. Posteriormente se aislé6 DNA plasmidico de las diferentes colonias con

ayuda del kit Zyppy™ Plasmid Miniprep, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se analizé el ADN plasmidico mediante la enzimas de restriccion Aatll y Sacl y
mediante PCR usando los oligos disefiados para el promotor de EPB2. La mezcla
de reactivos para la digestiéon de DNA plasmidico usando la enzima de restriccidon
Mlul se detalla en la tabla 8. La reaccion de digestion se incub6 a 37°C durante
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toda la noche y posteriormente se separé electroforéticamente en gel de agarosa
al 1 % en TAE.

Tabla 8. Mezcla de reactivos para la digestién de DNA plasmidico usando las enzimas de
restriccion Aatll y Sacl

| Reactivos ' Cantidad
Buffer CutSmart 10X 3 uL
Aatll 0.5 uL
Sacl 0.5 L
DNA plasmidico (P BGWFS7::PEPB2) | 5L
Agua 21 L
Total 30 uL

Con ayuda del software Serial Cloner (serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.himl) se

predijo el sitio de corte de esta enzima en el plasmido y se calcul6 el tamafo de
los fragmentos resultantes de la digestion. La PCR se llevo a cabo con la mezcla

de reactivos y condiciones descritas anteriormente.

Una vez que se confirmod la presencia del inserto en el vector de destino en por lo
menos una colonia transformante, ésta se selecciond para elaborar un Maxi Prep
(Ver Anexo), con el fin de purificar una gran cantidad de este plasmido para ser
empleado en la transformacién de tejidos vegetales, ya que para transformar
mediante biobalistica, se necesita que el plasmido tenga una concentracion de
1000 ng/uL.

7.6 Generacion de la construccion para la sobreexpresion de la EPB2

Una vez confirmada la funcionalidad del promotor de EPB2, se decidio
hacer una construccion para sobreexpresar este gen bajo el control de su mismo
promotor. Para ello se amplific6 el gen de EPB2, desde la regidon promotora,
ubicada aproximadamente en el sitio -844 pb, hasta el codon de término ubicado
en la region codificante, utilizando DNA gendmico de cebada del cultivar Armida
como templado con los oligonucleétidos Forward PEPB2 y Reverse EPB2

previamente descritos, usando las condiciones de amplificacion de la Tabla 1.

Una vez generado el producto de PCR, éste se purifico de gel (como ya se
describid anteriormente) para después introducirlo en el vector de clonacion

52



PENTR™/D-TOPO (como se describié anteriormente), de esta forma se creé la
construccion pENTR:EPB2, la cual fue utilizada para introducirla en E. coli
mediante choque térmico para su clonacion. A partir de las colonias
transformantes se realizaron cultivos axénicos en suspensiéon a los cuales se les
extrajo DNA plasmidico para verificar la insercién de la secuencia, la cual fue
confirmada mediante ensayos de digestion con la enzima de restriccion Ncol y
mediante PCR.

La mezcla de reactivos para la digestion de DNA plasmidico usando la enzima de
restriccidon Ncol se detalla en la tabla 9. La reaccidn de digestion se incubo6 a 37°C
durante una noche y posteriormente se separd electroforéticamente en gel de
agarosa al 1 % en TAE. Con ayuda del software Serial Cloner

(serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html) se predijo el sitio de corte de esta enzima

en el plasmido y se calculé el tamafio de los fragmentos resultantes de la
digestion. La PCR se llevé a cabo con la mezcla de reactivos y condiciones

descritas anteriormente (Tabla 1y 2).

Tabla 9. Mezcla de reactivos para la digestiéon de DNA plasmidico usando la enzima de restriccion

Ncol
| Reactivo Cantidad
Buffer CutSmart 3 uL
Ncol 0.5 uL
DNA plasmidico 5uL
Agua 21.5uL

Posteriormente, se secuencié el gen clonado en E. coli para verificar la secuencia
del inserto. Después se introdujo el inserto en el vector de expresion pPBGWFS7,
mediante una reaccién de recombinacién LR usando la enzima LR clonase Il
(usando la metodologia descrita anteriormente). De esta forma se hizo la
construccion pBGWFS7:EPB2 (Fig. 13), la cual confiere resistencia a
espectinomicina, ademas, posee a la secuencia del gen bar, el cual confiere
resistencia al herbicida Basta®. Con esta construccion se dirige la expresion del
gen EPB2 bajo su propio promotor y se espera aumentar la dosis génica para
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lograr la sobreexpresion de la enzima EPB2. Se hizo un Maxiprep con este
plasmido y se bombardearon embriones inmaduros y callos derivados de éstos
con la contruccién pPBGWFS7::EPB2.

607...513 T-MOS5

1184.. 633 bar

ColE1 origin 1147010842 1608...1384 AHBA

1629.. 2444 promEPB?

BGWFST + EFB2-ARMIDA bet.xdna - 12770 r —

_l_

3383.. 3607 AttH2

F623... 4336 EGFP

6230, 6322 T-355

Fig. 13. Representacion grafica de la construccion pPBGWFS7::EPB2

7.7 Cultivo de tejidos vegetales de los callos de cebada

Callos de cebada de la linea celular S3 fueron proporcionados por el
Laboratorio 116 de Cultivo de Tejidos Vegetales, del Departamento de Bioquimica
de la Facultad de Quimica. Los callos fueron obtenidos de embriones maduros.
Los cultivos fueron mantenidos en crecimiento durante 3-4 meses en medio NG6P

(Guerrero-Andrade, 1998) previo a la transformacion genética.

Plantas de cebada los cultivares Armida y Esperanza fueron cultivadas a partir de
semillas en condiciones de invernadero. Se extrajeron embriones inmaduros de

las caridpsides en desarrollo entre los 7 a 13 dias post-antesis. Debido al
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crecimiento asincronico de las cariépsides en una misma espiga, fue posible
encontrar embriones con diferentes etapas de desarrollo, de modo que sélo se
seleccionaron los que estaban dentro del rango de 1.5 a 3 mm de longitud. Para la
obtencion de los embriones, las caridpsides fueron esterilizadas con etanol al 70
% durante 1 minuto, posteriormente con hipoclorito de sodio comercial (6 % cloro
activo) al 20 % y Tween-20 0.01 % durante 5 minutos, y se les dieron cuatro
lavados con agua destilada esterilizada. Las cariépsides fueron disectadas con
bisturi y pinzas estériles. Los embriones se cultivaron en un medio de induccién de
callo que consistié de medio Murashige & Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962)
suplementado con maltosa (30g/L), tiamina-HCI (1mg/L), myo-Inositol (0.25g/L),
caseina hidrolizada (1g/L), prolina (0.69 g/L) y Dicamba (2.5 mg/L) como regulador
de crecimiento (ver Anexo lll), segun lo descrito por Wan y Lemaux (1994), y se

incubaron a 25°C en condiciones de oscuridad.

Después de 4 dias en el medio de induccién de callo se observo la germinacion de
los embriones y el crecimiento del coleoptilo, el cual fue removido con bisturi junto
con el resto del eje embrionario para promover el crecimiento de callo
embriogénico a partir del escutelo. Los callos permanecieron en oscuridad de dos
a tres meses en el medio de induccién y fueron subcultivados cada 2 o 3 semanas
antes de ser sometidos a la transformacién por biobalistica 0 a su posterior

subcultivo en medio de regeneracion.

7.8 Preparacion de las microparticulas de tungsteno

1. Agitar la solucién de microparticulas (30 mg/mL de microparticulas en 50 %
glicerol) por 5 minutos en vortex.

2. Preparar alicuotas de 50 pL en tubos de 1.5 mL dando vortex continuo para
maximizar la uniformidad de las balas.

3. Agregar 5 pyL de DNA plasmidico (1000 ng/pL) en la pared del tubo,
posteriormente 50 yL de CaCy. (2.5 M) sin que toque el DNA y finalmente
20 pL de espermidina (0.1 M) junto al CaCl. y arrastrar toda la mezcla hasta
el fondo del tubo en donde se encuentran las microparticulas.
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4. Homogeneizar mediante agitacion suave. Fijar union incubando 1 min en
hielo.

5. Lavar las balas recubiertas con DNA antes de colocarlas sobre el
macrocarrier. Para ello es necesario centrifugarlas a maxima velocidad
durante 1 min y desechar el sobrenadante.

6. Adadir 140 uL de etanol 70 %, agitar suavemente, centrifugar y desechar
sobrenadante.

7. Afdadir 140 pL de etanol absoluto, agitar suavemente, centrifugar y
desechar sobrenadante.

8. Resuspender en 48 uL de etanol absoluto

9. Aplicar 10 yL de balas recubiertas sobre el macrocarrier previamente
montado en el macrocarrier holder. Esperar 5 minutos a que el etanol se

evapore.

7.9 Transformacién de callos por biobalistica

La transformacién se llevd a cabo con una presion de helio de 120 psi a una
distancia de 13 cm entre el filtro del dispositivo de bombardeo y el tejido blanco,
con un vacio de 20-22 in Hg. Se tomaron los callos cuatro dias después de su
subcultivo y se colocaron, un dia antes del bombardeo, en cajas Petri de 60 x 15
mm con 15 mL de medio gelificado con 2.8 g/L de Gel-gro. Se colocd una porcién
extendida de callo embriogénico de 1 cm de diametro (una capa delgada de
aproximadamente 3 mm de espesor) en el centro de la caja. Una vez
bombardeados los callos, se sellaron las cajas y se mantuvo en incubacion a 25°C
en oscuridad. 15 dias después del bombardeo se eligieron al azar algunos callos
para observar la expresion de la proteina EGFP, mediante microscopia confocal y
de fluorescencia, y se realizaron pruebas histoquimicas para detectar al gen
reportero gus (ver Anexo). Los callos que no fueron sometidos a estas pruebas se
subcultivaron nuevamente a medio de induccion de callo, esta vez suplementado
con el herbicida BASTA a una concentracion de 3 mg/L, durante dos meses
subcultivandolos cada dos semanas, descartando el callo que mostrara oxidacion.

Por otra parte algunos otros callos no fueron sometidos al medio de seleccién y se
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subcultivaron directamente al medio de regeneracion. Siguiendo esta misma
metodologia, se bombardearon semillas de cebada (cultivar Esmeralda) a las 24 h
de imbibicion para observar la expresion transitoria de gus dirigido por el promotor

de EPB2 en tejidos de semilla.

7.10 Regeneracioén de callos de cebada, elongacién y aclimatacién de
plantas regeneradas a condiciones ex vitro

Para la regeneracion de plantas de cebada a partir de callos, los callos de
diferentes cultivares fueron subcultivados a medio de regeneracién descrito por
Marthe et al. (2015) (ver Anexo) en condiciones de luz. Las plantas regeneradas
de callo que surgieron entre las 2 y 3 semanas permanecieron en el medio de
regeneracién por aproximadamente 4 semanas Yy posteriormente fueron
subcultivadas a un medio de elongacion (MS suplementado con AIB 1 mg/L y BA
1mg/L) para inducir el enraizamiento durante dos meses. Pasado este tiempo, las
plantas regeneradas se pasaron a macetas con sustrato compuesto por Peat
Moss, tierra negra y vermiculita (1:1:1) y se mantuvo la humedad cubriéndolas con
plastico durante una semana. Posteriormente, se les retir6 el plastico y las plantas

crecieron en condiciones de invernadero.
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8 RESULTADOS

8.1 La EPB se expresa especificamente en semillas entre las 40 y 72 h post
imbibicion.

Los ensayos de deteccion de EPB mediante Western Blot indican que no se
encuentra presente en tejidos de raiz, tallo, hoja, semillas* inmaduras, ni semillas*®
maduras (secas). Esta proteasa unicamente fue detectada en malta verde como
se observa en la Fig. 14. Cabe resaltar que la malta verde evaluada fue
proporcionada por la empresa Impulsora Agricola S. A. de C. V., y se desconoce
el tiempo exacto de imbibicion de estas semillas*. Estos resultados demuestran
que EPB no se detecta en los 6rganos vegetativos de la planta, y que su expresiéon
se encuentra regulada finamente, ya que a pesar de ser una proteasa especifica
de las semillas de cebada, su expresion no se observa hasta que ocurre la
germinacién, lo cual reafirma su papel en la degradacién de las reservas proteicas

del endospermo.

— o~ - ~
LS P o
>3 ad =0 -
© © o o
g £ E 8 o o
EE g 3 £ £ 3 ¢
® ® g 2 B8 w5
n & 2 2 EE E 2 = & 2 8 EE E £
© © o T T © U Q (7]
S & 2,z &8 & s x & F T &K B 3
. w - L ‘“ - P——
72' s 729
ss I 55 =
36 [ 36 -
28 S eppi0 ko 28 0
17 5. ’ 17
10 1098
WB Anti EPB. 1:10000 Azulde Coomassie

Fig. 14. Presencia de la EPB en diferentes tejidos de cebada (Cv. Esperanza). En la izquierda se
muestra la inmunodeteccion de EPB, la cual sélo se expresa en extracto de malta verde. A la
derecha se muestra un gel tefiido con azul de Coomassie como control de carga (30 pg de proteina
total por carril)

*El término “semillas” se usara para referirse a cariopsides o granos de cebada.

58



Con el fin de conocer el patron de expresion temporal de EPB, se realizé otro
ensayo de Western Blot, utilizando extractos proteicos de semillas con diferentes
tiempos de imbibicion, en el cual fue posible observar que la EPB empieza a
expresarse a partir de las 40 h de imbibicion e incrementando su expresion hacia
las 72 h (Fig. 15). Este mismo patron de expresion fue observado en todos los
cultivares analizados (Fig. 16), aunque en algunos cultivares como Armida,
Esmeralda y Metcalfe se aprecia una ligera expresion de EPB en etapas mas

tempranas como a las 24 h de imbibicion.
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Fig. 15. Inmunodeteccion de EPB en semillas a diferentes tiempos de imbibicion (cv. Esmeralda) y

gel teAido con azul de Coomassie como control de carga. Se utilizan 30 ug de proteina total por
carril.
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Fig. 16. Patron de expresion temporal de EPB en diferentes cultivares a diferentes tiempos de imbibicion: A=
0 h; B=24 h; C=48 h; D=72 h. Se observan bandas tenues a las 24 h en los extractos de Armida, Esmeralda y
Metcalfe (abajo), mientras que en el resto se observan bandas definidas Unicamente hasta las 48 h (arriba).

Para evaluar si la expresion de EPB varia en diferentes cultivares se realizé un
ensayo de Western Blot usando extractos de semillas a las 72 h de imbibicién, que
es cuando se observd la mayor expresion de esta proteasa. En el caso de los
cultivares Adabella e Himalaya, se detectd una menor cantidad de EPB, lo cual
fue observado en varias repeticiones (Fig. 17). La expresiéon reducida en estos dos
cultivares podria implicar que el mecanismo de regulacion de expresion de EPB se
encuentra afectado o presenta variaciones en comparacion con el resto de los
cultivares. Estos resultados también sugieren que los cultivares Adabella e
Himalaya podrian ser menos aptos para su uso como malta en la industria
cervecera o bien que tienen proteasas distintas para favorecer el uso de las
proteinas almacenadas.
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Fig. 17. Comparacién de la expresion de EPB en granos de diferentes cultivares a las 72 h de
imbibicion. En esta inmunodeteccion (izquierda) se observa una menor expresion de EPB en los
cultivares Adabella e Himalaya. En la derecha se muestra un gel tefiido con azul de Coomassie

como control de carga. Se cargaron 30 ug de proteina total por carril.

Las réplicas del analisis por Western Blot permitieron hacer una comparacion
mediante densitometria (Grafica 2) de las bandas correspondientes a EPB. Se
puede observar que el cultivar Armida fue el que presenté las bandas con mayor
intensidad en todas las réplicas, por lo cual se tomé como referencia y se
normalizé su valor como 1, para comparar las densidades del resto de los
cultivares con respecto a éste. Se observé que las variedades Adabella e
Himalaya presentan la menor intensidad, con valores relativos promedio de 0.33 y
0.36.
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Grafica 2. Abundancia relativa de EPB en los diferentes cultivares de cebada a las 72 h de

imbibicion con respecto al cultivar Armida. Las graficas muestran el promedio de tres réplicas.

8.2 Anatomia y metabolismo de la semilla de cebada tras la imbibicion.

Asimismo, para determinar el patrén de expresion espacial, se realizaron
inmunolocalizaciones en los tejidos del embrion (escutelo) y de la capa de
aleurona a diferentes tiempos de imbibicion. Ademas, se hizo una tincién con
safranina-verde rapido con el fin de evaluar la integridad del tejido (Fig. 18). La
tincion con safranina nos permite observar nucleos y células en divisidon
(metabdlicamente activas), mientras que el verde rapido evidencia el tejido
parenquimatoso. Con esta técnica se pudo apreciar claramente la capa de
aleurona que esta formada por dos o tres capas de células metabdlicamente
activas, y que en tejidos embrionarios como el escutelo, el coleodptilo y la coleorriza
hay una intensa actividad de division celular a las 24 h de imbibicion.
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Fig. 18. Tincién con safranina-verde rapido de un corte histoldgico longitudinal de un grano de
cebada (cv. Esmeralda) a las 24 h de imbibiciéon. En = Endospermo; Al = Aleurona; Es = Escutelo;
Co= Coleoptilo; CR = Coleorriza.

8.3 Localizacion espacial de EPB en semillas de cebada

El patrén de expresién de EPB a lo largo de la germinacion también fue
evaluado mediante inmunolocalizacion usando el anticuerpo Anti-EPB (diluido
1:200).Con el fin de verificar que el anticuerpo secundario (anti conejo conjugado
al fluoréforo ALEXA 568) no interactuaba de manera inespecifica con los tejidos
de los cortes histologicos, se hicieron varias réplicas de las inmunolocalizaciones,
algunas sin usar el anticuerpo primario (anti EPB elaborado en conejo), estas
inmunolocalizaciones servirian como control negativo, de modo que la
fluorescencia observada en la longitud de 568 nm en estas pruebas,
correspondiente a ALEXA 568, seria atribuida a interacciones inespecificas.

En las imagenes de la Figura 19 se observa que el anticuerpo secundario
reacciona con los tejidos de la cubierta seminal, lo cual es mas o menos constante
en todos los tiempos de imbibicion evaluados. No se observaron sefales

inespecificas en el interior de las células de la capa de aleurona ni en el
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endospermo. La tincidn con DAPI se hizo para facilitar la visualizacion de los

nucleos y distinguir las células de la aleurona del tejido muerto del endospermo.

Campo claro ALEXA 568 DAPI Acoplamiento

Tiempo de imbibicidn
24 h

48 h

Fig. 19. Controles negativos de la inmunolocalizacion (sin anti-EPB). Se observa una interaccion
inespecifica (rojo) del anticuerpo secundario (ALEXA 568) con los tejidos de la cubierta seminal en
todos los tiempos de imbibicion de las semillas analizados. No se observa interaccion inespecifica
alguna dentro de las células de la aleurona ni en el endospermo. En azul se observan los nucleos.

Barra = 100 ym.

La expresion temporal de EPB es similar a la observada en los ensayos de
Western Blot; sin embargo, esta técnica es mas sensible y permitié observar la
presencia de EPB en etapas mas tempranas como a las 24 h de imbibicion, algo
que no se apreciaba de forma clara en las inmunodetecciones mostradas
anteriormente, e incluso fue posible observar una sefial débil de esta proteasa en

semillas secas (0 h de imbibicion), como se observa en la Fig. 20.
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En esta imagen también se aprecia que la EPB se acumula abundantemente en la
capa de aleurona a las 48 h de imbibicién de las semillas y en infimas o nulas

cantidades alas Oy 24 h.

Campo claro Anti EPB DAPI Acoplamiento

Oh

e
0
q—

Tiempo de imbibicion
24 h

100 pm

Fig. 20. Localizacién espacial de EPB en células de aleurona a diferentes tiempos de
imbibicion (Cv. Esmeralda). Barra = 100 ym.

En un analisis mas detallado se observaron patrones que sugieren que la EPB se
produce en el interior de las células de aleurona y que posteriormente se

transporta o se secreta hacia el endospermo (Fig. 21).



DAPI
EPB-Alexa 568

Endospermo

Capa de aleurona

Nucleo celular

Endoproteasa B

Cubierta seminal

100 pm

Fig. 21. Expresion de la EPB (rojo) en la capa de aleurona a las 48 h de imbibicion y su secrecion
hacia el endospermo. En color azul se muestran los nucleos.

Las observaciones realizadas en microscopia confocal permitieron observar que la
EPB también se expresa en otros tejidos. Si bien la capa de aleurona produce
cantidades importantes de esta proteasa después de las 48 h de imbibicion, a
partir de las 24 h de imbibicion el escutelo también produce cantidades
apreciables de esta enzima. Es importante destacar que la presencia de EPB en el
escutelo presenta el nivel mas alto a las 24 h de imbibicion y que después

disminuye considerablemente (Fig. 22).
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Campo claro Anti EPB

Tiempo de imbibicion

Fig. 22. Localizacion espacial de EPB en células del escutelo a diferentes tiempos de
imbibicion (Cv. Esmeralda). Se observa que a las 24 h el escutelo es el principal tejido productor de
esta proteasa. La presencia de EPB se observa en rojo. En azul se aprecian los nucleos.

Barra = 100 ym

En este caso también se hizo un control negativo, y como puede observarse en la
Fig. 23, el anticuerpo secundario no reacciona de forma inespecifica con este

tejido.

Campo claro ALEXA 568 DAPI Acoplamiento

Fig. 23. Control negativo de la inmunolocalizacién (sin anti-EPB) en escutelo. No se observan
interacciones inespecificas dentro de las células. En azul se observan los nucleos. Barra = 100 pm.
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Estos resultados concuerdan con los observados por Koehler y Ho (1990) y
Marttila et al. (1993), en los que describen que en el escutelo se encuentra una
cantidad apreciable de transcritos de RNA correspondientes a EPB a las 24 h de
imbibicion; sin embargo, esta cantidad de transcritos es muy inferior a la que
observaron después de las 48 h en la capa de aleurona, que es el principal tejido

secretor de esta enzima.

8.4 Clonacion de la regiéon promotora de EPB2

Mediante una PCR y usando DNA gendémico de cebada de diferentes
cultivares y los oligonucleétidos FPEPB2 y RPEPB se amplificé a la secuencia
promotora del gen EPB2. Se obtuvo un producto de aproximadamente 844 pb
(Fig. 24).

pb () 1 2 3 4 5

1000

750
500

Fig. 24: Amplificacion de la region promotora de EPB2 a partir de DNA gendmico de diferentes
cultivares de cebada: Armida (1); Esperanza (2); Adabella (3); Alina (4); Esmeralda (5);
pb = marcador molecular (pares de bases); (-) = control negativo sin DNA.

Uno de los productos de la reaccion de PCR (cultivar Armida) se purificd a partir
de un gel de agarosa, y con él se efectuo la reaccion de clonacion en el vector

pENTR/D-TOPO con el cual se transformaron células de E. coli.

A los plasmidos purificados de las colonias transformantes se les realizé una PCR
con los oligos disefados para el promotor de EPB2 y para el gen M13, un gen de
aproximadamente 300 pb que esta contenido dentro del vector pENTR/D-TOPO
que sirve como control de transformacion, ya que la insercion se lleva a cabo en

secuencias dentro de este gen. Se analiz6 el plasmido de dos colonias
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transformantes y se observo que el inserto fue clonado exitosamente en ambas
(Fig. 25).

pb  (-) M13 ~ col.1 col.2
B vacio

A pb () (+) col.l col.2

1000 1000
750

500 500

400

300

Fig. 25. PCR realizada a partir de plasmidos purificados de dos colonias transformantes con la
construccion pENTR/D-TOPO::PEPB2, usando oligonucleétidos FPEPB2 y REPB2 (A) y M13F y
M13R (B) . Se observa que ambas colonias contienen el inserto. (-) = control sin DNA; (+) = DNA

gendémico de cebada.

Con el software Serial Cloner, se efectué una digestion in silico de la construccién
pENTR/D-TOPO::PEPB2, empleando a la enzima Mlul, la cual corta el plasmido
en dos sitios diferentes. El vector pENTR/D-TOPO vacio tiene un tamano de 2580
pb, mientras que la construccion pENTR/D-TOPO::PEPB2, posee un tamano final
de 3424 pb. Si el vector estuviera vacio resultarian dos fragmentos de 1648 y 932
pb, mientras que cuando contiene el inserto resultan fragmentos de 2492 y 932 pb.
Una vez predichos los sitios de corte y el tamafo de los productos resultantes, se
llevé a cabo la digestion de los plasmidos purificados anteriormente se volvié a

confirmar la insercién del PEPB2 en el vector de entrada (Fig. 26).

pb col 1

2500
2000
1500

1000
750

500

250

Fig. 26. Digestion de la construccion pENTR/D-TOPO::PEPB2 con la enzima Mlul. Se observan
fragmentos resultantes de 2492 y 932 pb correspondientes al vector con la insercion.
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Una vez generada la clona de entrada, pENTR/D-TOPO:PEPB2, se continué con
la reaccion de recombinacion (LR). A través de esta reaccion, se logré transferir a
la region promotora de EPB2 de la construccion de entrada al vector destino, con
la finalidad de generar una clona capaz de dirigir la expresion especifica de los
genes GFP, GUS y de bar en plantas transgénicas, para poder evaluar mas
adelante su funcionalidad como promotor. Una vez seleccionada la clona de
expresion, mediante su crecimiento en distintos medios de seleccion, y la
extraccion del plasmido, se procedio a realizar una PCR con los oligos disefiados
para PEPB2 y para bar los cuales confirmaron la exitosa insercién del promotor en

esta construccién (Fig. 27).

A (+) pb () col1 col2 B ) pb () ‘coll col2
el :
500 Bb ]p&?&

500 pb

250 pb 250 pb

Fig. 27. PCR realizadas a partir de plasmidos purificados de dos colonias transformantes con la
construccion pBGWFS7::PEPB2, usando oligonucledtidos FPEPB2 y REPB2 (A), y barF y barR
(B). En (A) se observa que ambas colonias contienen el inserto de 844 pb correspondiente al
promotor de EPB2. (+) = DNA gendmico de cebada. En (B) se observa que ambas colonias
contienen el gen bar de aprox. 400 pb; (+) = vector pPBGWFS7 vacio.
pb= marcador molecular (pares de bases); (-) = control sin DNA.

De igual manera que con el vector de entrada, se hizo un analisis de restriccidon
del plasmido con el inserto con ayuda del programa Serial Cloner para predecir el
tamafo de los fragmentos obtenidos después de un ensayo de digestion. El
plasmido pBGWFS7 antes de la recombinacion tiene un tamafo de 12451 pb,
mientras que con el promotor de EPB2, su tamafio final disminuye a 11676 pb,
debido a que pierde la secuencia letal CCD, la cual es intercambiada por la
secuencia introducida. Se efectu6 una doble digestion empleando las enzimas
Aatll y Sacl. Se predijo que si el vector no tuviera la insercion resultarian
fragmentos de 7854 y 4597 pb; mientras que cuando contiene el inserto resultan
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fragmentos de 7854 y 3822 pb. Mediante este ensayo se reconfirmo la insercidon
del PEPB2 en el vector de salida (Fig. 28).

Fig. 28: Digestion del vector de salida pPBGWFS7::PEPB2 con las enzimas Aatll y Sacl. Se
observan fragmentos de 7854 y 3822, correspondientes al vector con la insercion.

Ademas de estos ensayos se mandoé a secuenciar el inserto clonado y se verificd
una vez mas su identidad. Los resultados de la secuenciacién se detallan mas
adelante. De esta forma se obtuvo la construcciéon pBGWFS7::PEPB2, con la cual
es posible evaluar la funcionalidad del promotor insertado en ella, ya que éste
dirige la expresién de los genes reporteros gus y GFP en tejidos vegetales

transformados con esta construccion.

8.5 Laregion promotora de EPB2 es suficiente para dirigir la expresion de
EPB2 en embriones y callos de cebada in vitro.

Como se puede ver en la Fig. 29, una pequefa regién del embridn
bombardeado mediante biobalistica con la construccion pEPB2::gus expreso el
gen de la B-glucuronidasa bajo el promotor de EPB2, lo cual indica que la
secuencia clonada contiene los elementos suficientes para dirigir la expresion

especifica del gen en estas células.
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Fig. 29. Expresion de la B-glucuronidasa bajo el promotor de EPB2 en células de embrién
bombardeado pEPB2::gus tras 48 hrs de imbibicion.

De manera similar, a las dos semanas del bombardeo, fue posible observar la
expresion de genes reporteros como GFP (Fig. 30) y gus (Fig. 31) bajo el promotor
de EPB2 en los callos derivados de escutelo de cebada transformados mediante
biobalistica con la construcciéon pEPB2::GFP-gus.
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Fig. 30. Expresién de la proteina GFP en callo derivado de embrion de cebada. Arriba: Control
negativo (callo bombardeado sin DNA) visto en campo claro (A) y fluorescencia (B). Abajo: Callo
transformado con la construccién pEPB2::GFP visto en campo claro (C) y fluorescencia (D).

Fig. 31. Expresion de gus en callo derivado de embrién de cebada después de su transformacion.
Control negativo (A), bombardeado sin DNA, y callo transformado (B) bombardeado con la
construccién pEPB2::gus.
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8.6 Clonacion de la region codificante de EPB2

Mediante una PCR y usando DNA gendmico de cebada de diferentes
cultivares como templado y los oligonucledtidos FPEPB2 y REPB se amplifico
tanto la region promotora del gen como la regién codificante de EPB2 hasta el

coddn de paro. Se obtuvo un producto de aproximadamente 1966 pb (Fig. 32).
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Fig. 32: Amplificacion de EPB2 a partir de DNA gendmico de diferentes cultivares de cebada.
(-) = control negativo sin DNA; (+) = EPB2 clonada previamente en el plasmido pENTR/D-TOPO.

Los productos de la reaccion de PCR se purificaron a partir de un gel de agarosa,
y con ellos se efectuo la reaccién de clonacién en el vector de clonacién pGEM®
T-easy con el cual se transformaron células de E. coli. A los plasmidos
purificados de las colonias transformantes seleccionadas se les realiz6 una PCR

para verificar que contenian el inserto (Fig. 33).
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Fig. 33: Amplificacion de EPB2 a partir de plasmidos de colonias transformantes para cada cultivar.
(-) = control negativo sin DNA; (+) = EPB2 clonada previamente en el plasmido pENTR/D-TOPO.
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Una vez verificada la insercion de las secuencias en el vector de clonacién para
cada uno de los cultivares, se verificO nuevamente mediante digestion, empleando
la enzima de restriccion EcoRl, la cual corta el plasmido en regiones adyacentes a
la region de insercion, de modo que el resultado de la digestion corresponde a un
fragmento de 3015 pb correspondiente al vector y un fragmento de
aproximadamente 1966 pb correspondiente al fragmento clonado. Se observaron
ambos fragmentos en todos los plasmidos evaluados (Fig. 34). Una vez verificada
la clonacién de EPB2 de cada cultivar en los plasmidos, éstos se mandaron a

secuenciar.
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Fig. 34: Digestion de los plasmidos pGEM:: EPB2 con la enzima EcoRI. Se observan fragmentos
de 3015y 1966 pb, correspondientes al plasmido con la secuencia insertada en cada uno de los
cultivares estudiados.

8.7 Variaciones genéticas del promotor de EPB2 en diferentes cultivares de
cebada
Los resultados de la secuenciacion y alineamiento de los promotores de
EPB2 de los diferentes cultivares analizados muestran que existen variaciones

entre las cuales destacan (Fig. 35):

e Los promotores de EPB2 de los cultivares Metcalfe, Armida y Esmeralda
son idénticos.

e Los promotores de EPB2 de los cultivares Esperanza y Alina sélo presentan
un cambio puntual cada uno, con respecto a los tres cultivares antes

mencionados.
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e Los promotores de EPB2 de los cultivares Adabella e Himalaya difieren de
los demas cultivares por presentar cuatro inserciones, lo que los hace tener

un tamano diferente al resto de los otros promotores.

De esta forma se encontraron tres versiones de promotores para este gen, siendo
el mas largo el reportado para el cultivar Himalaya con 844 pb, seguido de
Adabella con 841 pb, mientras que los demas cultivares (Armida, Esmeralda,

Metcalfe, Esperanza y Alina) poseen un promotor de 816 pb de longitud.

Si bien, los promotores son secuencias que no son traducidas en proteinas, de
modo que cambios puntuales podrian no afectar de manera contundente la
expresion del gen que dirigen, sin embargo, los promotores contienen secuencias
de anclaje para diversos factores de transcripcion (Fickett y Hatzigeorgiou, 1997;
Yamamoto et al.,, 2007), por lo que cambios drasticos en su longitud, sean
ocasionados por inserciones o deleciones de secuencias, si podrian aumentar,
disminuir, silenciar o afectar la expresién del gen que dirigen, o incluso alterar su
especificidad espacio-temporal. Por estas razones fue necesario hacer un analisis
in silico de estas secuencias con el fin de predecir si los cambios observados

podian producir alteraciones importantes en la expresion de este gen.
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Esmeralda_prom TCCACGGTATGTCGGTGCATTGATAAAAT GTCAATGCACCAACTACAGTGTCTATTGACACT TGGGAGCAGCCACACCTTTCTCTTGAGAGAGELGAGTGTGAAA- GLGGGCAATACCGC

Armida_prom TCCACGGTATGTCGGTGCATTGATAAAAT GTCAATGCACCAACTACAGTGTCTATTGACACT TGGGAGCAGCCACACCTTTCTCTTGAGAGAGELGAGTGTGAAA- GLGGGCAATACCGC
Alina_prom TCCACGGTATGTCGGTGCATTGATAAAAT GTCAATGCACCAACTACAGTGTCTATTGACACT TGGGAGCAGCCACACCTTTCTCTTGAGAGGEECGAGTGTGAAA- GLGGGCAATACCGC
Esperanza_prom TCCACGGTATGTCGGTGCATTGATAAAAT GTCAATGCACCAACTACAGTGTCTATTGACACT TGGGAGCAGCCACACCTTTCTCTTGAGAGAGELGAGTGTGAAA- GLGGGCAATACCGC
Metcalfe_prom TCCACGGTATGTCGGTGCATTGATAAAAT GTCAATGCACCAACTACAGTGTCTATTGACACT TGGGAGCAGCCACACCTTTCTCTTGAGAGAGELGAGTGTGAAA- GLGGGCAATACCGC
Adabella_prom TCCACGGTATGTCGGTGCATTGATAALAT TTCAATGCACCAACTACAGTGTCTATTGACACT TGGGAGCAGCCACACCTTTCTCTTGAGAGAGELGAGTGTGAAA- GLGGGCAATACCGC
Himalaya_prom TCCACGGTATGTCGGTGCATTGATAAAAT TTCAATGCACCAACTACAGTGTCTATTGACACT TGGGAGC AGCCACACCTTTCTCTTGAGAGAGELGAGTGTGAAAAGLGGGCAATACCGC

EEEEE A EEEEEEE I SRR T EEEARE R R R SRS R R R R SRR R AR R R I NI A SRR EEEELEH DT AR TERRIEREE IR TR E RS
Esmeralda_prom CGCAGACTACCCCGCCGECGGCEAACGELTAGGCGECCAGCCGATACAGTTACGATCGAG CACCCCGCCCCCGGACTGLCATTAATACCCGTATTCGATCCTCTCGACCGGCTCAACGS
Armida_prom CGCAGACTACCCCGCCGECGGCGAACGGLTAGGLGGCCAGCCGGTGCAGTTACGATCGAG CACCCCGCCCCCGCGACTGLCATTAATACCCGTATTCGATCCTCTCGACCGGCTCAACGS
Alina_prom CGCAGACTACCCCGCCGECGGCGAACGGLTAGGLGGCCAGCCGGTGCAGTTACGATCGAG CACCCCGCCCCCGCGACTGLCATTAATACCCGTATTCGATCCTCTCGACCGGCTCAACGS
Esperanza_prom CGCAGACTACCCCGCCGECGGCGAACGGLTAGGLGGCCAGCCGGTGCAGTTACGATCGAG CACCCCGCCCCCGCGACTGLCATTAATACCCGTATTCGATCCTCTCGACCGGCTCAACGS
Metcalfe_prom CGCAGACTACCCCGCCGECGGCGAACGGLTAGGLGGCCAGCCGGTGCAGTTACGATCGAG CACCCCGCCCCCGCGACTGLCATTAATACCCGTATTCGATCCTCTCGACCGGCTCAACGS
Adabella_prom CGCAGACTACCCCGCCGECGGCGAACGGLTAGGLGGCCAGCCGGTGCAGTTACGATCGAG CACCCCGCCCCCGCGACTGLCATTAATACCCGTATTCGATCCTCTCGACCGGCTCAACGS
Himalaya_prom CGCAGACTACCCCGCCGECGGCGAACGGLTAGGLGGCCAGCCGGTGCAGTTACGATCGAG CACCCCGCCCCCGCGACTGLCATTAATACCCGTATTCGATCCTCTCGACCGGCTCAACGS

e R K R R R R E R AR EE R R R R EEEE EEEE R SR R R R R AR AR S AR R R R S SRR R R R R
Esmeralda_prom CCATGGTCGTCATC-- ---CGCCAGGCAC--- --TACGCACGTACGTGATCGATCAAGT ATCACCAGTAACTGCATCTACCCCGAT TCTACGECAGLGTAGCATCCATACATAGAAC
Armida_prom CCATGGTCGTCATC -TACGCACGTACGTGATCOATCAAGTATCACCAGTAACTGCATCTACCCCGATTCTACGECGACGTAGCATCCATACATAGAAC
Alina_prom CCATGGTCGTCATC -TACGCACGTACGTGATCOATCAAGTATCACCAGTAACTGCATCTACCCCGATTCTACGECGACGTAGCATCCATACATAGAAC

Esperanza_prom CCATGGTCGTCATC -TACGCACGTACGTGATCOATCAAGTATCACCAGTAACTGCATCTACCCCGATTCTACGECGACGTAGCATCCATACATAGAAC

Metcalfe_prom CCATGGTCGTCATC-- ---CGCCAGGCAC--- --TACGCACGTACGTGATCGATCAAGT ATCACCAGTAACTGCATCTACCCCGAT TCTACGECAGLGTAGCATCCATACATAGAAC
Adabella_prom CCAACGTCGTCATCTCATCCGCCAGGCACAACAGCACTACGCACGTACGTGATCGATCAAGTATCACCAGTAACTGCATCTACCCCGAT TCTACGGCGGCGTAGCATCCATACATAGAAD
Himalaya_prom CCAACGTCGTCATCTCATCCGCCAGGCACAACAGCACTACGCACGTACGTGATCGATCAAGTATGACCAGTAACTGCATCTACCCCGATTCTACGGCGGCGTAGCATCCATACATAGAAD

FEE RREETEEEE FEEETEERRE B
Esmeralda_prom GGCACACCTACGGTCAGCAGACTATCACGGCGACCCEATCCAACGACGTACAGTACGTAG GAATGAATCAGGCCTGCACCTCGGCCACGAACCGGGGATGETCACTGAATCTGLCCCTGA
Armida_prom GGCACACCTACGGTCAGCAGACTATCACGGCGACCCEATCCAACGACGTACAGTACGTAG GAATGAATCAGGCCTGCACCTCGGCCACGAACCGGGGATGETCACTGAATCTGLCCCTGA
Alina_prom GGCACACCTACGGTCAGCAGACTATCACGGCGACCCEATCCAACGACGTACAGTACGTAG GAATGAATCAGGCCTGCACCTCGGCCACGAACCGGGGATGETCACTGAATCTGLCCCTGA
Esperanza_prom GGCACACCTACGGTCAGCAGAC TACCACGGCGACCCEATCCAACGACGTACAGTACGTAG GAATGAATCAGGCCTGCACCTCGGCCACGAACCGGGGATGETCACTGAATCTGLCCCTGA
Metcalfe_prom GGCACACCTACGGTCAGCAGACTATCACGGCGACCCEATCCAACGACGTACAGTACGTAG GAATGAATCAGGCCTGCACCTCGGCCACGAACCGGGGATGETCACTGAATCTGLCCCTGA
Adabella_prom GGCACACCTACGGTCAGCAGACTATCACGGCGACCCEATCCAACGACGTACAGTACGTAG GAATGAATCAGGCCTGCACCTCGGCCACGAACCGGGGATGETCACTGAATCTGLCCCTGA
Himalaya_prom GGCACACCTACGGTCAGCAGACTATCACGGCGATCCGATCCAACGACGTACAGTACGTAG GAATGAATCAGT CCTGCACCTCGGCCACGAACCGGGGATGETTACTGAATCTGLCCCTGA

#

EEEEFEETEEELEHEE FREETIEA KT E AR TR TSRS EEEEEE BT EARREEEE RE ISR T AR EEEE R

FEEEEEEEE EEEEEFEEEEREREREE

Esmeralda_prom ATCTCTGTCGCOGCCCAATA - - -CCAGCGCCGCACGCAACT COGGAGCAAGCTGCAACCA CTTCGAGCAGAATCTGACACC - -~ -AGCATTCTGTTACCGCCATTTARACCTC
Armida_prom ATCTCTGTCGCOGCCCAATA - - -CCAGCGCCGCACGCAACT COGGAGCAAGCTGCAACCA CTTCGAGCAGAATCTGACACC - -~ -AGCATTCTGTTACCGCCATTTARACCTC
Alina_prom ATCTCTGTCGCOGCCCAATA - - -CCAGCGCCGCACGCAACT COGGAGCAAGCTGCAACCA CTTCGAGCAGAATCTGACACC - -~ -AGCATTCTGTTACCGCCATTTARACCTC
Esperanza_prom ATCTCTGTCGCOGCCCAATA - - -CCAGCGCCGCACGCAACT COGGAGCAAGCTGCAACCA CTTCGAGCAGAATCTGACACC - -~ -AGCATTCTGTTACCGCCATTTARACCTC
Metcalfe_prom ATCTCTGTCGCOGCCCAATA - - -CCAGCGCCGCACGCAACT COGGAGCAAGCTGCAACCA CTTCGAGCAGAATCTGACACC --- -~ -~ - - -~ AGCATTCTGTTACCGCCATTTARACCTC
Adabella_prom ATCTCTGTCGCCGCCCAATAGTACCAGCGCCGCACGCAATTCOGGAGCAAGCTGLAACCA CTTCGAGCAGAATCTGACACCG--CTCOGCTCAGCATTCTGTTACCGCCATTTARACCTC
Himalaya_prom ATCTCTGTCGCCGCCCAATAGTACCAGCGCCGCACGCAATTCOGGAGCAAGCTGLAACCA CTTCGAGCAGAATCTGACACCCGTCCCCGCTCAGCATTCTGTTACCGCCATTTARACCTC

TEmE ExEEEEEEE

cxEEE wEEEEE

HEEEE EEEEEEEEEEEE

=wwEE

EEEEEEHEEEEREEEEEE

Esmeralda_prom CTCETGTTTTTCCCGCCGCARAGCAATCGATCTCTCTGCTTTACCAAGCTTCTCAGTECT GCTCGAT CGAGC TGACAAGCGACGATCCGACCTAT
Armida_prom CTCETGTTTTTCCCGCCGCARAGCAATCGATCTCTCTGCTTTACCAAGCTTCTCAGTECT GCTCGAT CGAGC TGACAAGCGACGATCCGACCTAT

TACGCCCCCTACCTTCTCCTCC
TACGCCCCCTACCTTCTCCTCC

Alina_prom CTCETGTTTTTCCCGCCGCARAGCAATCGATCTCTCTGCTTTACCAAGCTTCTCAGTECT GCTCGAT CGAGC TGACAAGCGACGATCCEACCTATARATACGCCCCCTACCTTCTCCTCC
Esperanza_prom CTCETGTTTTTCCCGCCGCARAGCAATCGATCTCTCTGCTTTACCAAGCTTCTCAGTECT GCTCGAT CGAGC TGACAAGCGACGATCCEACCTATARATACGCCCCCTACCTTCTCCTCC
Metcalfe_prom CTCETGTTTTTCCCGCCGCARAGCAATCGATCTCTCTGCTTTACCAAGCTTCTCAGTECT GCTCGAT CGAGC TGACAAGCGACGATCCEACCTATARATACGCCCCCTACCTTCTCCTCC
Adabella_prom CTCETGTTTTTCCCGCCGCARAGCAATCGATCTCTCTGCTTTACCAAGCTTCTCAGTECT GCTCGAT CGAGC TGACAAGCGACGATCCEACCTATARATACGCCCTCTACCTTCTCCTCC
Himalaya_prom CTCETGTTTTTCCCGCCGCARAGCAATCGATCTCTCTGCTTTACCAAGCTTCTCAGTECT GCTCGAT CGAGC TGACAAGCGACGATCCEACCTATARATACGCCCCCTACCTTCTCCTCC
L T L LT TP T
Esmeralda_prom ACCCTCATCGATCTCACACTCCAAGCAAGCTAGCCACCAAGCAGTAGCAGCTTGGTGATCAGCAGTGCTGCGLAGTACCAAGGTACCTCGATACAACAACTCGATCOTGETACTGAACTACALG
Armida_prom ACCCTCATCGATCTCACACTCCAAGCAAGCTAGCCACCAAGCAGTAGCAGCTTGGTGATCAGCAGTGCTGCGLAGTACCAAGGTACCTCGATACAACAACTCGATCOTGETACTGAACTACALG
Alina_prom ACCCTCATCGATCTCACACTCCAAGCAAGCTAGCCACCAAGCAGTAGCAGCTTGGTGATCAGCAGTGCTGCGLAGTACCAAGGTACCTCGATACAACAACTCGATCOTGETACTGAACTACALG
Esperanza_prom ACCCTCATCGATCTCACACTCCAAGCAAGCTAGCCACCAAGCAGTAGCAGCTTGGTGATCAGCAGTGCTGCGLAGTACCAAGGTACCTCGATACAACAACTCGATCOTGETACTGAACTACALG
Metcalfe_prom ACCCTCATCGATCTCACACTCCAAGCAAGCTAGCCACCAAGCAGTAGCAGCTTGGTGATCAGCAGTGCTGCGLAGTACCAAGGTACCTCGATACAACAACTCGATCOTGETACTGAACTACALG
Adabella_prom ACCCTCATCGATCTCACACTCCAAGCAAGCTAGCCACCAGLCAGTAGCAGCTTGGTGATCAGCAGTGCTGCGLAGTACCAAGGTACCTCGATACAACAACTCGATCGTGATACTGAACTACALG
Himalaya_prom ACCCTCATCGATCTCACACT CCAAGCHAGCTA GCCACCAAG CAGTAGCAGCTTEGTGAT CAGCAGTGCTGCGCAGTACCAAGGTACCTCGATACAACAACTCGATCGTGGTACTGAACTACACG

e
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e

Fig. 35. Alineamiento de secuencias de la region promotora de EPB2 en diferentes cultivares de
cebada. En azul se denotan los nucleétidos conservado, en negro los cambios puntuales de la
secuencia entre los diferentes cultivares y en rojo se resalta la caja TATA de estos promotores. Se
observa que las secuencias del cultivar reportado Himalaya y el cultivar Adabella presentan
inserciones que no se presentan en el resto de los cultivares.

De acuerdo a un analisis realizado por el software Softberry, en los promotores de
EPB2 de todos los cultivares evaluados, se encontraron motivos asociados a
reguladores de transcripcion similares a los presentes en la regulacion de la
expresion de la beta-amilasa de arroz (RSP00148), motivos asociados a
elementos relacionados con la respuesta a ABA (RSP00162, RSP00518,
RSP00519, RSP00521, RSP00523, RSP00524), motivos asociados a elementos
de respuesta a GA (RSP00180, RSP00513) y motivos asociados a factores de
transcripcion en semillas y tejidos como aleurona y endospermo (RSP00502,
RSP00508).
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Cabe resaltar que los cultivares Himalaya y Adabella carecen del motivo asociado
al factor de transcripcion PSP00180 (Tabla 10), relacionado directamente con la
transcripcion en respuesta a GA.

Tabla 10: Lista de motivos asociados a factores de transcripcion encontrados en los promotores de
EPB2 de los diferentes cultivares analizados. Se observa que RSP00180 no esta presente en los

promotores de EPB2 de los cultivares Adabella e Himalaya. Los nombres de los motivos
encontrados corresponden a su nombre de identificacion en la base de datos de Softberry.

Factor de Himalaya | Armida Esperanza | Adabella | Alina Esmeralda | Secuencia Funcion reportada
transcripcion

RSPOOOLS TITCCCGC

RSPOOOLE caTGCAC

RSPOO0OZE GGTTT Anaercbic response
RSPOO148 CGACG B-amylase element
RSPOO151 CAANMNNMNATC

RSPOO1EL WARAG

RSPOO162 ACACccGagctaaccacaac ABA response, water stress
RSPOO1RO GTAACAGAATGCTGE GA response element
RSPOO43E GGCGGL

RSPOD4E3 atttcatggCCGACCTg ottt

RSPOO4E4 acttgatgg CCGACCTotIttt

RSPDO4ES
RSPOO4EL

aatatactaCCGACcatgagtict
actaCCGACatgagttccaaaaagc

ENES BEEN ENENEEENY BN BN EA RN BN RN RN ENEN BN F*I RN EN Y RS RS EA RN
SN BN ENEN BN BN RN R RN BN EN RN EN N BN N BN BN EN BN RN ENEN
CYEN BN ENENEEEN BN RN EARN ENEN RN ENIEN EN BN BN EN BN BN RN ENEN
ENES BEEN ENENEEENY BN BN EA RN BN RN RN ENEN BN F*I RN EN Y RS RS EA RN
S EN BN ENES BEEN BN RS R RN BN RN RN ENIES BN RN BN BN BN BN RN EN RN
S EN BN EN RS EEEN N RS R RN BN RN RN ENES BN N BN BN BN BN RN EN RN

RSPOO4ES GMNGGETG

RSPOO4T0 GTGGNG

RSPOO4TT TITAA

RSPOO4E3 GCCGC

RSPOOS0L CGAGCAE

RSPOOSCE gcallllTatca TranscriptioninA. thaliana

seeds

R5PO0513 atgataa TAACAGAZTCC GA response element

RSPOOS1E toockACACocGtcacaatic ABAresponse

RSPOOS1S ABAresponse
caattcaggACACEtG coctctim

RSPOOS21 ACACCcG ABA response

RSPOOS23 ACACECE ABAresponse

La secuencia asociada al factor de transcripcion denominada RSP00180 dentro de
la base de datos del Software Softberry corresponde a un elemento de respuesta
a acido giberélico (GARE por sus siglas en inglés), y constituye uno de los cuatro
elementos de respuesta a GA reportados previamente en el promotor de EPB1
(GARE-1, GARE-2, GARE-3 y GARE-4), los cuales son reconocidos por factores
de transcripcion de la familia MYB, especificamente por el factor GAmyb,
involucrado en la sefializacion de respuesta a GA en los genes de a-amilasa y
Endoproteasa B1 (Gubler et al., 1995; Cercos et al., 1999; Ambawat et al., 2013) .

La secuencia del GARE ausente en los cultivares Adabella e Himalaya es
GTAACAGAATGCTGG, la cual se encuentra en la hebra complementaria como

su reverso complementario CCAGCATTCTGTTAC. Esta secuencia corresponde al
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GARE-4, reportado en el promotor de EPB1 por Cercés et al., (1999) y que se
habia reportado como ausente dentro del promotor de EPB2 en el cultivar
Himalaya. La ausencia de este motivo en los -cultivares mencionados
anteriormente esta relacionada directamente con la presencia de una insercion en
la secuencia de las regiones promotoras observadas anteriormente, como se

puede observar en la Fig. 36.

Metcalfe_prom CACCAGLATTCTGT TACCGOCAT TTAAACCTCCTCGTET TT T TCLOGECaCARAGEAATL
Esmeralda_prom CACCAGCATTCTGT TACCGECAT TTAAACCTCETCGTAT TTTTCCOGECaCARAGCAATE

Armida_prom CACCAGEATTCTGT TACCGECATTTAAACETCETCATGTTTTTCCCACEGEANAGEAATE
Esperanza_prom CACCAGEATTCTGT TACCAECATTTAMEE TECTCATGTTTTICCCACCGCANAGEAATE
Alina_prom CACCAGCATTCTGT TACCGECATTTAAACETCCTCATGTTTTTCCCGCCGCANAGEAATC
R R R R R R P R R R R R R R IR R TP AR R R R T R PR R R R
Esmer-alda_pron CTTCGAGCAGAATC TGACACT - - - == -~~~ AGCATTC TETTACCGCCATTTARACCTC
Armida_prom CTTCGAGCAGAATC TGACACT - - - -—— -~ -~ AGCATTC TETTACCGCCATTTARACCTC
Alina_pron CTTCGAGCAGAATC TGAC ALY - - --=- =~~~ 0GC AT TC TGTTACCGCCATTTAMACCTC
Esperanza_pron CTTCGAGCAGAATC TGACACT - - - -~ =~~~ AGCATTC TETTACCGCCATTTARACCTC
Metcalfe prom CTTCGAGCAGAATC TGACACT - - - -—— -~ -~ AGCATTC TETTACCGCCATTTARACCTC
Adabella_prom CTTCGAGCAGAATC TGAC AT C--CTOCGC TCAGC AT TC TETTACCGCCATTTAMACCTC
Himalaya_prom CTTCGAGCAGAATC TGACACC CGTCCCCGETCAGCATTE TETTACCGCCATTTARACCTC

REMIAERMARERARERARERS BERELSERAAERARERARERRAIA RS

Fig. 36. Sitio de unién del factor del Elemento de Respuesta a GA (amarillo). Arriba se observa la
secuencia intacta en los cultivares Metcalfe, Esmeralda, Armida, Esperanza y Alina, mientras que
abajo se observa la secuencia interrumpida por inserciones en los cultivares Himalaya y Adabella.

Mikkonen et al. (1996) demostraron que la actividad del promotor de EPB1 es
cinco veces mayor en presencia de GA, en comparacion con el promotor de EPB2
en las mismas condiciones mediante ensayos de expresion transitoria del gen
reportero gus dirigido por los promotores de EPB1 y EPB2 en capas de aleurona.
Cabe destacar que estos ensayos fueron realizados en células de aleurona del
cultivar Himalaya, de modo que la menor expresion de EPB2 en comparacion con
la de EPB1 reportada en dicho trabajo podria deberse a la ausencia del motivo

GARE-4 especifica del cultivar Himalaya.

Con el fin de probar esta hipétesis se hizo un analisis del promotor de EPB1 del
cultivar reportado Himalaya con el fin de determinar los motivos asociados a
factores de transcripcion de éste y compararlos con los encontrados en el
promotor de EPB2 de los cultivares diferentes a Himalaya. Se observd que, en
efecto, el promotor de EPB1 reportado en el cultivar Himalaya contiene el motivo
GARE-4, el cual esta ausente en los promotores de EPB2 de los cultivares
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Adabella e Himalaya, pero que esta presente en los cultivares Armida, Esperanza,
Alina, Esmeralda y Metcalfe.

En la Tabla 11 se muestran los elementos reguladores que participan en la
respuesta a GA reportados para el promotor de EPB1, y mediante alineamientos
realizados con el software WorkBench (ver Anexo V), se determind si estos
elementos se encuentran presentes, ausentes o si presentan cambios o

mutaciones en el promotor de EPB2 de los cultivares estudiados.

Tabla 11. Lista de motivos asociados a elementos de respuesta a GA encontrados en los
promotores de EPB1 (Himalaya) y EPB2 (diferentes cultivares).

Presencia en diferentes promotores

Elemento Secuencia Prom EPB1 Prom EPB2 Prom EPB2
regulador (himalaya) (Armida, (Adabella,
Esperanza, Himalaya)
Alina, Esmeralda,
Metcalfe)
GARE-1 GTAACTGCATCTAC (+) Presente Presente Presente
GARE-2 CCAGCAGAATCTGA (+) Presente Presenta cambio Presenta cambio
en un nucledtido en un nucledtido
GARE-3 GTGTCAGATTCTGC (-) Presente Presente Presente
GARE-4 GTAACAGAATGCTGG (-) Presente Presente Ausente
Box 1 CATCCAT (+) Presente Presente Presente
Pyrimidine TTCC (+) Presente Presenta cambio Presenta cambio
box en un nucleétido en un nucleétido

En la Fig. 37 se representa de forma grafica las diferencias de los elementos

involucrados en la respuesta a GA del promotor de EPB1 y las diferentes

versiones del promotor de EPB2 encontradas.
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Promotor EPB1 (Himalaya)
Box | m . Pyrimidine box

Pyrimidine box

Fig. 37: Diferencias de los elementos de respuesta a GA en los promotores de EPB1y EPB2.

8.8 Variaciones en la region codificante

A diferencia de la region promotora, la regién codificante de EPB2 no
presentd cambios que implicaran un cambio en la longitud de la secuencia de
nucledtidos (inserciones o deleciones). En todos los cultivares de cebada la region
codificante de EPB2 secuenciada presentd una longitud de 1122 bp analizados, la
misma longitud que fue reportada previamente para el cultivar Himalaya. Los datos

mas relevantes obtenidos del alineamiento de estas secuencias son:

e Las secuencias de los cultivares Armida, Alina, Esmeralda y Metcalfe
son idénticas.
e Las secuencias de los cultivares Adabella, Himalaya y Esperanza

presentan cambios puntuales.

En la Fig. 39 se muestra un alineamiento de las secuencias de nucledtidos de

todas las regiones codificantes analizadas.
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Armida_ ORF.
Metcalfe ORF
Esmeralda_ORF
Alina_ORF
Esperanza_ORF
Himzlaya_ORF
Adabella_ORF

Armida_ORF.
Metcalfe ORF
Esmeralda_ORF
Alina_ORF
Esperanza_ORF
Himalaya_ORF
Adabella_ORF

Armida_ORF.
Metcalfe ORF
Esmzralda ORF
Alina_ORF
Esperanza_ORF
Himalaya ORF
Adabella ORF

Armida_ORF.
Metcalfe ORF
Esmeralda_ORF
Alina_ORF
Esperanza ORF
Himalaya_ ORF
Adabella_ORF

Armida_ORF.
Metcalfe ORF
Esmeralda_ORF
Alina_ORF
Esperanza_ORF
Himalaya_ORF
Adabella_ORF

Armida_ORF.
Metcalfe_ ORF
Esmeralda_ORF
Alina ORF
Esperanza_ORF
Himalaya_ORF
Adabella ORF

Armida_ORF.
Metcalfe_ORF
Esmeralda ORF
Alina_ORF
Esperanza_ORF
Himalaya_ORF
Adzbella ORF

Armida_ORF.
Metcalfe ORF
Esmeralda_ORF
Alina_ORF
Esperanza_ ORF
Himalays ORF
Adabella_ORF

Armida ORF.
Metcalfe_ORF
Esmeralda ORF
Alima_ORF
Esperanza_ORF
Himalaya_ORF
Adabella_ORF

Armida_ORF.
Metcalfe ORF
Esmeralda ORF
Alima_ORF
Esperanza_ORF
Himalaya ORF
Adabella_ORF

ATGEGEGCTGCTTAGCAAGAAGCT TCTGETGECATCCATGATGGCTGCCGTGCTGGCCGTGGCGALCGTGEAGCTCTGCAGCGCCATCCCGATAGGAGGACAAGGACCTEGAATIGEAGEAG
ATEGEGCTGCTTAGCAAGAAGCT TCTGETGECATCCATGETGGCTGCCGTGCTGGCCGTGGCGGLCGTGRAGCTCTGCAGCGCCATCCCGATAGGAGGACAAGGACCTEGGAATCGEAGGAG
ATGGEGGCTGCTTAGCAAGAAGCT TCTGETGECATCCATGETGECTGCCETGCTGGECCGTGGLEGCCETGEAGCTCTGCAGCGLCATCCCGATGGAGEACAAGEACCTGGAATCGGAGGAG
ATGEGEGGECTGCT TAGCAAGAAGCT TCTGETGECATCCATEATAGCTECCETGCTGECCGTEGCGGCCaTGRAGCTCTEGCAGCGCCATCCCGATGGAGEACAAGEACCTGGAATCGEAGGAG
ATGEGGGECTGCTTAGCAAGAAGCTTCTGETGGCATCCATGATGECTECCGTECTGGCCGTGGCGGCCGTGEAGCTCTGCAGCGCCATCCCGATGGAGEACAAGBACCTGGAATCGEAGEAG
ATGOEGCTGCTTAGCAAGAAGCT TCTGETGECATCCATEATGLCTECCETGCTGELCGTEGLEGCCATEEAGC TCTECAGCGLCATCCCEATAGAGGACAAGGACCTEGEAATCGEAGGAG
ATGGGEGCTGCTTAGCAAGAAGCT TCTGGTGECATCCATEATGECTACCGTGCTGECCGTAGCGGCCATGEAGCTCTACAGCGCCATCCCGATGGAGGACAAGGACCTGGAATCGGAGGAG

T T T L T T L L LT T T

GCGCTATGEGEACCTCTACGAGLEGTGECAGTCGGCGCACCELGTGCGLCGACACCACGCCGAGAAGCACCGCCGCTTCGGCACCTTCAAGTCCAACGCCCACTTCATCCACTCCCACAAL
GLECTATGEGACCTCTACGAGLGETEECAGTCGGLGCACCELETECGLCGACACCACGCCGAGAAGCACCGCCGLTTCGGCACCTTCAAGTCCAACGCCCACTTCATCCACTCCCACAAC
GCECTATGEGEACCTCTACGAGCGGTGGCAGTCGGCECACCOCGTGCGCCGACACCACGCCEAGAAGCACCGCCGCTTCGGCACCTTCAAGTCCAACGCCCACTTCATCCACTCCCACAAC
GCGCTATGGEACCTCTACGAGLGGETGGECAGTCGGCGCACCOCGTECGLCGACACCACGCCOAGAAGCACCGCCGCTTCGGCACCTTCAAGTCCAACGCCCACTTCATCCACTCCCACAAC
GCGECTATGGGEACCTCTACGAGCEETEECAGTCEECGCACCECATECGLCRACACCACGCGAGAAGCACCGCCGCTTCGGCACCT TCAAGTCCAACGLCCACTTCATCCACTCCCACAAC
GLGCTATGGGEACCTCTACGAGCEGTGGCAGTCGGCGCACCECGTGCGCCGACACCACGCCGAGAAGCACCGCCOCTTCGGCACCTTCAAGTCCAACGCCCACTTCATCCACTCCCACAAC
GCGCTATGGGACCTCTACGAGCGGETGGECAGTCGGCGCACCOCGTOCGLCGACACCACGCCGAGAAGCACCOCCGCTTCGGCACCTTCAAGTCCAACGCCCACTTCATCCACTCCCACAAC

e T

AAGCECEGECEAGCACCCCTATCOCCTCCACCTCAACCGCTTCOGCGACATGGRACCAGGCCOAGT TCCGCGCCACCTTCGTCGGCGACCTCCGCCGCGACACCCCATCCAAGLCGLCGTCC
AAGCECGECEAGCACCCCTATCECCTCCACCTCAACCGITTCGECGACATGRACCAGECCGAGTTCCGCGCCACCTTCGTCGECGACCTCCGCOGCGACACCCCATCCAAGCCGLCGTCC
AAGBCECEECGEAGCACCCCTATCRCCTCCACCTCAACCGCT TCAGEIGACATGRACCAGGCCGAGT TCCGOGCCACCT TCGTCGECGACCTCCGCOGCGACACCCCATCCAAGCCGLCGTCC
AAGCGCGECGAGCACCCCTATOGCCTCCACCTCAACCGCT TCGECGACATGRACCAGGCCGAGT TCCGCECCACCTTCGTCGECGACCTCCGCOGCGACACCCCGTCCAAGCCGLCGTCC
AAGCGECOGCEAGCACCCCTATCGCCTCCACCTCAACCOCT TCOGGACATGRACCAGGCCOAGT TCCGOGCCACCTTCOTCOGCGACCTCCGCCGCGACACCCCATCCAAGICGCCOTLC
AAGCGECGECGACCACCCCTATCECCTCCACCTCAACCGCTTCGECGACATGRACCAGGCCGAGT TCCGCGCCACCTTCGTCGGCGACCTCCGCCGCGACACCCCATCCARGCCGCCGTCC
AAGCECEECEAGCACCCCTATCECCTCCACCTCAACCGCT TCAGLGACATERACCAGGCCGAGT TCCGLGCCACCT TCATLGECGACCTCCGCCaCGACACCCCOTCCAAGLCGLCGTLC

B L T

GTCCCCGEATTCATGTACECCECCCTGAACGTETCCRACCTELCGCCOTCCGTAGEACTGE COECAGAAGEEIGLCETEACGEECGT CAAGGACCAGRGLAAGTGLGELAGCTGCTGGEETA
GTCCCCGGATTCATGTACGCCGCCCTGAACGTGTCCGACCTOCCGCCGTCCGTAEACTGA CGGCAGAAGEGCGCCETGACGEECAT CAAGGACCAGGGCAAGTGCGGCAGCTGCTGEGCA
GTCCCCGGATTCATGTACGCCGCCCTOAACGTGTCCEACCTOCCGCCOTCCOTGEACTGE COGCAGAAGGECGCCOTGACOGECGT CAAGGACCAGEGCAAGTGCGECAGCTGCTGGETCA
GTCCCCGGATTCATGTACGCCGCCCTGAACGTGTCCRACCTECCGCCGTCCGTGEACTGE CGGCAGAAGEGCGCCETGACGGECGT CAAGGACCAGGGCAAGTGCGECAGCTGCTGEECA
GTCCCCGGATTCATGTACGCCGCCCTRAGCATETCCRACC TGLCGCCaTCCGTAEACTGE COGECAGAAGEEIGLCETEACGEECGT CAAGGACCAGGGCAAGTGCGELAGLTGCTGGEECA
GTCCCCGGATTCATGTACGCCOCCCTGAACGTETCCEACCTOCCGCCGTCCGTAGEACTGACGGCAGAAGGECGCCETAACGGECGT CAAGGACCAGGGCAAGTGCGECAGCTGCTGEGCA
GTCCCCGGATTCATGTACGCCGCCCTGAACGTGTCCBACCTOCCGCCGTCCGTAGEACTGE COGCAGAAGGGIGCCGTGACGLECGT CAAGGACCAGGGLAAGTECGECAGCTGCTGGECA

B L I e L Ll r T T PP P P e e

TTCTCCACGETEETETCCATGRAAGGLATCAACGCCATCCGCACGEECAGCCTCETETCC CTCTCOGAGLAGGAGL TCATCEACTOLGACACGELOEACAACGACGEETELCAGEELGELG
TTCTCCACGETAETETCCGTGEAAGGCATCAACGLCATCOGCACGEGCAGCCTCGTGTCC CTCTOGGAGC AGGAGL TCATCGACTGCGACACGGLGEACALCGACGAGTECCAGGGLGGE
TTCTCCACGGTAETGTCCOTGRAAGGCATCAACGCCATCCGCACGGGCAGCCTCAGTGTCC CTCTCOGAGCAGGAGC TCAT CGACTGCGACACGGCGEACAACGACGELTGCCAGEGLGEG
TTCTCCACGETEETETCCATGRAAGGCATCAACGLCATCCGCACGEECAGCCTCGTETCC CTCTCGGAGCAGGAGL TCAT CGACTGCEACACGGLGEACAACGACGEETECCAGEGLGELG
TTCTCCACGETAETETCCGTGEAAGGCATCAACGCCATCCGCACGEGCAGCCTCGTGTCC CTCTCGGAGLAGGAGL TCAT CGACTGLGACACGGLGEACAACGACGGETECCAGGELGEGE
TTCTCCACGETAETATCCGTGEAAGGCATCAACGCCATCCGCACGGECAGCCTCGTGTCC CTCTCGGAGCAGGAGLTCAT CGACTGCGACACGGCGEACAACGACGEGTGCCAGEGLGEG
TTCTCCACGETGETETCCGTGRAAGGCATCAACGCCATCCGCACGEECAGCCTCGTGTCC CTCTCOGAGCAGGAGC TCATCGACTGCGACGCGGLGEACAACGACGELTGCICAGGECGEE

B L T L T

CTCATGRACAACGLCT TCOAGTACATCALGAAC AACEGLOGECTAAT CACCOAGELCECCTACCCOTACCGLGLCOCCAGEEECACCTECAACGTCGCOAGAGCOECCLAGAACTCECCC
CTCATGEACAACGCCTTCGAGTACATCAAGAAC AACEGLGGGLTAATCAC CGAGGCCGCCTACCCGTACCGCGCCGCCAGEEECACCTOCAACGTCGCGAGAGCEGCCCAGAACTCGCCC
CTCATGGACAACGCCTTCGAGTACATCAAGAACAACGGCGGECTAATCACCGAGGCCECCTACCCGTACCGCECCOCCAGGEECACCTOLAACGTCGCGAGAGCEGCCCAGAACTCGLCC
CTCATGRACAACGCCTTCGAGTACATCAAGAACAACGGLGGELTAATCACCGAGGLCECCTACCCGTACCGCGCCGCCAGGEECACLTECAACGTCGLGAGAGCEGCCCAGAACTCGLCT
CTCATGGEACAACGCCT TCGAGTACATCALGAACAACGGLGEECTAATCACCGAGECCECCTACCCGTACCGCGLCGCCAGEEECACCTECAACGTCECGAGAGCGECCCAGAACTCECCC
CTCATGGACAACGCCTTCGAGTACATCAAGAACAACGGCGGGECTAATCACCGAGGCCGCCTACCCATACCGCGCCECCAGRGECACCTECAACGTCGCGAGAGCGECCCAGAACTCGCCC
CTCATGEACAGCGCTTTCGAGTACATCAAGAACAACGGLGRGECTAATCACCEAGGCCECCTACCCGTACCGLGCCOCCAGGLGECACCTGCAACGTCGCGAGAGCEGCCCAGAACTCGLCC

B I R L T L P

GTGGTGGTGCATATCGACGGGCACCAGRACGTGCCGECCAACAGCGAGGAGGAC CTEGCCAGGGCGGTOGCGAACCAGCCCGTATCCGTGGCCGTCGAGGCCAGCGGGAAGGCGTTCATG
GTGGTGOTGCATATCGACGOGCACCAGGACGTGLCGOCCAACAGCGAGGAGGACCTEECCAGGGCGGTOECGAACCAGCCCGTATCCGTGRCCGTCGAGGCCAGCGGGAAGGCGTTCATG
GTGETGETGCATATCGACGEECACCAGRACGTGLCGETCAACAGCGAGCAGGACCTGECCAGGGLGGTGECEAACCAGCCCETATCCGTERCCGTCGAGECCAGCGERAAGGLGTTCATG
GTGGETGGTGCATATCGACGEGCACCAGEACGTGLCGECCAACAGCGAGEAGGACCTGEECCAGGECGETGECGAACCAGCCCGTETCLGTGGCCGTCGAGGCCAGCGGGAAGECGTTCATG
GTGGETGGTGCATATCGACGEGCACCAGGACGTGLCGECCAACAGCGAGGAGGACCTGECCAGEGLGGTGECEAACCAGCCCATETCCGTGGCCGTCGAGGCCAGCGGGAAGGLGTTCATG
GTGGETGGTGCATATCGACGEGCACCAGGACGTGCCGECCAACAGCGAGGAGGACCTEECCAGGECGGTOECEAACCAGCCCETATCCGTGECCGTCGAGECCAGLGGGAAGGLGTTCATG
6TGGTEGTG[ATATCGACGGGCACCAGGACGTA[CGGCCAACAGCGAGGGGGACCTGGCCAGGGCEGTGGCGAnCCAGCCCGTGTC(GTGGCCGTCGRGGC[AGCGGGAAGGCGTTCRTG
e TR

B A Rk SRS REE RS SRR AR R SR AR S R R SR R S SRR RS R

e

TTCTACTCCGAGGGGETETTCACCGATGAATGTGGAACAGAGC TEGACCACGECOTGECGGTGETCGEETACGEEETGTCOGAGGACGECAAGELGTACTGEACGGTGAAGAACTCGTEE
TTCTACTCCGAGEEEETET TCACCGETGAATETGEALCAGAGL TEGACCACGECETEECOGTEETCGEETACGREETATCEGAGGEACGECAAGELGETACTORACOATGARGAACTLETEE
TTCTACTCCGAGGGGETGTTCACCGGTGAATGTGGAACAGAGL TEGACCACGGCGTGECGGTGETCGEGTACGGEGTGTCGGAGGACGECAAGELGTACTGEACGGTGAAGAACTCGTGE
TTCTACTCCGAGGGGETGTTCACCGETGAATGTGEAACAGAGC TEGACCACGECGTGECGGTGETCGEGETACGGGETGTCGGAGGACGGLAAGGLGTACTGOACGGTGAAGAACTCGTGG
TTCTACTCCGAGEGGETET TCACCGETGAATGTGEAMCAGAGC TEGACCACGECETEECEGTEETCGEATACGREETATCEGEAGEACEECAAGGLGTACTGEACGGTGAAGAACTLGTGG
TTCTACTCCGAGGGGETET TCACCGETGAATGTGEALCAGAGL TEGACCACGECGTGECGGTEETCGEGTACGGEEETOGCAGAGGACGECAAGGCGTACTGEACGGTGARGAACTCGTGEG
TTCTACTCCGAGGGGETGTTCACCGETGAATGTGGAACAGAGL TGGACCACGGCGETEECGGTGETCGEETACGGEETGGCAGAGGACGGECAAGGCGTACTGGACGGTGAAGAACTCGTGE

L L e e i T T T e T T T T e

GGECCETCGTGGGEGEAGCAGEECTACATCAGGGTGEAGAAGEATTCTEGETGCC TCGGGCGEECTCTGCGGCATCGCCATGGAGECGTCCTATCCCGTCAAGACCTACAGCAAGCCCAAG
GGECCGTCOTGGEEEGAGCAGEGCTACATCAGGGTGEAGAAGGATTCTGETGCCTCGEGECGEECTCTGCGGCATCGCCATGGAGGCGTCCTATCCCGTCAAGACCTACAGCAAGCCCAAG
GGECCETCOTGGEEGEAGCAGGECTACATCAGGGTGEAGRAGGATTCTEETGCCTCGEGCGEECTCTECEGCATCGCCATERAGGCGTCCTATCCCGTCAAGACCTACAGCAAGCCCAAG
GEGCCATCETEO0GOGEAGCAGGECTACATCAGGLTECAGALGEATTCTEETECCTCELECAGECTCTECECATCGLCATEEAGECGTCCTATCCCGTCAAGACCTACAGCAAGCCTAAG
GGECCGTCGTGGGGGGAGCAGGECTACATCAGGGTBGAGAAGGATTCTGGETGCC TCGGGCGEECTCTGCGGCATCGCCATGRAGGCGTCCTATCCCGTCAAGACCTACAGCAAGTCCAAG
GGECCETCATGGEGGGAGCAGGECTACAT CAGGETEGAGAAGGATTCTGGTACCTCGGAGGGECTCTGCGGCATCGCCATGEAGGIGTCCTATCCOGTCAAGACCTACAGCAAGCCCAAG
GGGCCATCETEAEGEGAGCAGGECTACATCAGGLTGEAGAAGGATTCTGETGCCT CGGEGGGECTCTECEGCATCGCCATGEAGECETCCTATCCCGTCAAGACCTACAGCAAGCCCAAG
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CCCACGCCCAGRCGLGCCCTTOEAGCCAGGEAGTCACTGTGA
CCCACACCCAGECELECCCTTOEAGLCAGGEAGTCACTETEA
CCCACGOCCAGGCGOGCCCTTGRAGC CAGGGAGTCACTAGTGA
CCCACGCCCAGECGLOCCCTTGEAGCCAGGEAGTCACTATGA
CCCACGCCCAGRCGLECCCTTGEAGCCAGEGAGTTACTATGA
CCCACECCCARGLELGCCTTORAGCCAGGEAGTCACTATGA
CCCACGOCCAGRCGLGCCCTTOEAGCCAGGEAGTCACTATGA

B T T T

Fig. 38. Alineamiento de secuencias (nucledtidos) de la region codificante de EPB2 de los
cultivares. En azul se denotan los nucleétidos conservados y en negro los cambios puntuales de la

secuencia entre los diferentes cultivares.
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Para determinar si estos cambios puntuales implican cambios en la secuencia de

aminoacidos que pudiesen resultar en la pérdida de la funcién de la enzima por

mutaciones en el sitio activo, se tradujo la secuencia de nucledtidos a aminoacidos

(Fig. 39). Se observé que la secuencia de aminoacidos es idéntica en los

cultivares Armida, Alina, Esmeralda y Metcalfe, y presenta cambios puntuales en

la secuencia de los cultivares Adabella, Esperanza e Himalaya. En la Tabla 12 se

resumen los cambios puntuales encontrados.

Sequence alignment

Consensus key (ses documentation for details)
* - single, fully conserved residue

- conservation of strong groups
- conservation of weak groups

- N COnsSEnsus

[ 1 Aminoécidos involucrados en el sitio activo

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

ARMIDA_EPB2 Translated -_Lon
ESPERANZA_EPB2_Translated_-_
ESMERALDA_EPB2_Translated -_
ALINA_EPB2_Translated_-_Long
METCALFE _EPB2 Translated - L
Himalaya-rep_Translated _-_Fr
ADABELLA_EPB2_Translated_-_L

ARMIDA_EPB2_Translated -_Lon
ESPERANZA_EPB2 Translated -
ESMERALDA_EPB2_Translated_-_
ALINA_EPB2_Translated_-_Long
METCALFE_EPB2_Translated -_L
Himalaya-rep_Translated_-_Fr
ADABELLA_EPBE2_Translated_-_L

ARMIDA_EPB2 Translated -_Lon
ESPERANZA_EPB2_ Translated _-_
ESMERALDA_EPE2_Translated_-_
ALINA_EPB2 Translated_-_Long
METCALFE_EPB2_Translated - L
Himalaya-rep_Translated_-_Fr
ADABELLA_EPBZ Translated -_L

ARMIDA_EPB2 Translated - Lon
ESPERANZA_EPE2_Translated -_
ESMERALDA_EPB? Translated -_
ALINA_EPB2 Translated_-_Long
METCALFE_EPB2_Translated -_L
Himalaya-rep_Translated_-_Fr
ADABELLA_EPB2 Translated_-_L

MGLLSKELLVASMVAAYLAVAAVELCSATPMEDKDLESEEALLDLYERWQ SAHRVRRHHAEKHRR FGTFKSHAHF IHSHNKRGEHPYRLHLNRFGDMDOA
MGELLSKKLLVASMVAAVLAVAAVELCSATPMEDKDLESEEALWDLYERWQ SAHRVRRHHAEKHRRFGTFKSNAHF IHSHNKRGEHPYRLHLNRFGDMDQA
MGLLSKKLLVASMVAAVLAVAAVELCSATPMEDKDLESEEALLDLYERWQ SAHRVRRHHAEKHRRFGTFKSNAHF THSHNKRGEHPYRLHLNRFGDMDQA
MGLLSKELLVASMVAAYLAVAAVELCSATPMEDKDLESEEALLDL YERWQ SAHRVRRHHAEKHRR FGTFKSHAHF THSHNKRGEHPYRLHLNRFGDMDOA
MGLLSKKLLVASMVAAVLAVAAVELCSATPMEDKDLESEEALWDLYERWQ SAHRVRRHHAEKHRRFGTFKSNAHF IHSHNKRGEHPYRLHLNRFGDMDQA
MGLLSKKLLVASMVAAVLAVAAVELCSATPMEDKDLESEEALLDLYERWQ SAHRVRRHHAEKHRR FGTFKSHAHF THSHNKRGDHPYRLHLNRFGDMDQA
MELLSKKLLVASMVAAY LAVAAVELCSAIPMEDKDLESEEALWDLYERWQ SAHRYRRHHAEKHRR FGTFKSNAHF IHSHNKRGEHPY RLHLNRFGDMDOA

b T L b e L

CHAFSTVVEVEGINAIRTGSLVELSEQELIDCDTADNDGCQGE
CHAFSTVVSVEGINAIRTGSLVSLSEQELIDCDTADNDGLQGGE
CHAFSTVVSVEGINAIRTGSLVSLSEQELIDCDTADNDGCQGSE
CHAFSTWVYSVEGTNATRTGSLYSLSEQELIDCDTADNDGCQGSE
CHAFSTVVSVEGINAIRTGSLVSLSEQELIDCDTADNDGCQGGE
CHAFSTVVSVEGINAIRTGSLVSLSEQELIDCDTADNDGCQGSE
C LAFSTVWSVEGINAIRTGS LVSLSEQELIDCDAADNDGCQGG
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EFRATFVGDLRRDTPSKPPSVPGFMYAALNVSDLPPSVDWROKGAVTGVE DQGKCG
EFRATFVGDLRRDTPSKPPSVPGFMYAALSVSDLPPSVDWRQKGAVTGVE DQGKCG
EFRATFVGDLRRDTPSKPPSVPGFMYAALNVSDLPPSVDWRQKGAVTGVE DQGKCG
EFRATFVGDLRROTPSKPPSVPGFMYLAALNVSDLPPSVDWROKGAVTGVE DOGKCG
EFRATFVGDLRRDTPSKPPSVPGFMYAALNVSDLPPSVDWRQKGAVTGVE DQGKCG
EFRATFVGDLRRDTPSKPPSVPGFMYAALNVSDLPPSVDWRQKGAVTGVE DQGKCG
EFRATFVGDLRRDTPSKPPSVPGFMYAALNVSDLPPSVDWRQKGAVTGYVE DQGKCG
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LMDNAFEYIKNNGGLITEAAYPYRAARGT CNVARAAQNS PVVVHIDGHQDVPANS EEDLARAVANQPYSVAVEASGKAFMFYSEGVFTGECGTELDH
LHMDNAFEYIKNNGGLITEAAYPYRAARGT CNVARAAQNS PVVVHIDGHQDVPANS EEDLARAVANQPYSVAVEASGKAFMFYSEGYFTGECGTELDH
LMDMNAFEY IKNNGGLITEAAYPYRAARGTCNVARAAQNS PVVVHIDGHQDVPANS EEDLARAVANQPY SVAVEASGKAFMFYSEGYFTGECGTELDH
LMDNAFEYIKNNGGLITEAAYPYRAARGT CNVARAAQNS PVVVHIDGHQDVPANS EEDLARAVANQPYSVAVEASGKAFMFYSEGYFTGECGTELDH
LMDMAFEYIKNNGGLITEAAYPYRAARGT CHVARAAQNS PVVVHIDGHQDVPANS EEDLARAVANQPYSVAVEASGKAFMFYSEGYFTGECGTELDH
LMDMNAFEY IKNNGGLITEAAYPYRAARGTCNVARAAQNS PVVVHIDGHODYPANS EEDLARAVANQPY SVAVEASGKAFMFYSEGYFTGECGTELDH

LHMDSAFEYIKNNGGLITEAAYPYRA, TCHVARAAQNS PYVVHIDGHQDVPANSEGD LARAVANQPY SVAVEASGKAFMFYSEGVFTGECGTELDHEVA
EE i b et e L e P
VVGEYGVSEDGKAYWTVENSWGPSHGEQGY IRVEKDSGASGGLCGIAMEASYPVKTYSKPKPTPRRALGARESL
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NSWGPSHGEQGY IRVEKDSGASGGL CGIAMEASYPVKTYSKSKPTPRRALGARELL
MEWGPSHGEQGY TRVEKDSGASGGL CGTAMEASYPVKTYSKPKPTPRRALGARESL
NEWGPSHGEQGY IRVEKDSGASGGL CGTAMEASYPVKTYSKPKPTPRRALGARESL
MNEWGPSHGEQGY IRVEKDSGASGGL CGIAMEASYPVKTYSKPKPTPRRALGARESL
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Fig. 39. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de EPB2 de todos los cultivares evaluados.
En azul se denotan los aminoacidos conservados, en verde los aminoacidos que cambian a grupos
muy similares, en azul oscuro los que cambian a aminoacidos con poca similitud y en negro los
aminoacidos que cambian por otros que no guardan relacién. En rojo se encierran los aminoacidos
involucrados en el sitio activo, ninguno de ellos presenta alteraciones.
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Tabla 12: Diferencias en la secuencia de aminoacidos de EPB2 de los diferentes cultivares. En
amarillo se marca el consenso y en blanco los cambios puntuales. Las secuencias de los cultivares

Armida, Esmeralda, Alina y Metcalfe son idénticas.

Posicion | Consenso | Armida | Esperanza | Esmeralda | Alina | Metcalfe | Himalaya | Adabella

84

130

191

204

257

307

359
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—rlbnn uvim zZz| A uvm
wloluvimiz|dA|=z2|m
wloluvimiz|Hd|l=z2|m
wloluvimiz|d|=Z2|m
Wl o> mMmizlHdl20
VIO OV > Z2 M

372

Los cambios observados no afectaron la ubicacion de los aminoacidos
involucrados en el sitio activo, que para esta enzima esta constituido por una
triada catalitica de aminoacidos Cys158, His297, y Asn318 de la enzima
procesada (Bethune et al., 2006), lo cual sugiere que la EPB2 es funcional en

todas las variedades analizadas.

8.9 Regeneracioén de plantas de cebada a partir de callo

Aunque los tres genotipos de cebada probados (S3, Esperanza y Armida)
tuvieron la capacidad de regenerar plantas a partir de callo, las plantas
regeneradas de la linea celular S3 y del cultivar Armida fueron albinas, y no
mostraron signos de desarrollo de células fotosintéticas en ningun érgano de las
plantas, a pesar de ser cultivadas en condiciones de luz (Fig. 40), de modo que

estas plantas fueron incapaces de sobrevivir en condiciones ex vitro.

De los callos obtenidos del cultivar Esperanza, solo el 10 % (n=50) de los
cultivados en medio de regeneracidn regeneraron plantas completas, de las cuales

un 8 % fueron albinas y solo el 2 % restante fueron plantas normales (Fig. 41).
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Fig. 40. Plantas regeneradas no fotosintéticas (no transformadas) de la linea celular S3 (A) y el
cultivar Armida (B) creciendo en condiciones de luz.

Fig. 41. Proceso de regeneracion de plantas fotosintéticas (no transformadas) a partir de callo
derivado de embridon inmaduro (Cv. Esperanza). Formacion de brotes verdes en el callo (A);
Diferenciacion de hojas y tallos (B y C); Crecimiento y proliferacion de plantas en el medio de

regeneracion (D); Crecimiento de las plantas en el medio de elongacion (E y F).
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Las plantas verdes fueron obtenidas gracias a la temprana identificacion y
proliferacion de un solo callo con capacidad de regenerar plantas verdes. Una
parte de este callo se conservd en medio de proliferacion con el fin de usarlo
posteriormente para regenerar plantas transgénicas, mientras que otra parte se
colocd en medio de regeneracidén. Aproximadamente ocho plantas regeneradas
fueron aclimatizadas a condiciones ex vitro, alcanzaron la madurez a los 4 meses

y no presentaron malformaciones (Fig. 42).

Fig. 42. Aclimatizacion de plantas fotosintéticas obtenidas de la regeneracion de callo (izquierda) y
crecimiento de la planta hasta la fase adulta (derecha) en condiciones de invernadero.

Por otro lado, los callos transformados con la construccion pBGWFS7::EPB2 para
sobreexpresar EPB2 bajo el control de su propio promotor, perdieron su capacidad
de regenerar plantas al momento de ser cultivados en medio selectivo con BASTA
3 mg/L (Fig. 43). Se atribuye la pérdida de la capacidad regenerativa a la
presencia de BASTA en el medio selectivo, ya que otros callos control que fueron
transformados y cultivados en medio sin este agente de seleccién lograron
regenerar plantas (Fig. 44). Sin embargo, la probabilidad de obtener plantas
transgénicas de este callo no seleccionado es bastante baja, debido a la baja

eficiencia de transformacion mediante biobalistica. Tres plantas regeneradas a
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partir de este callo transformado se aclimatizaron a condiciones ex vitro (en
invernadero) y mediante PCR se evalud la presencia del terminador t35S para

determinar si eran transgénicas, pero ninguna resulté positiva.

Fig. 43. Callo transformado no regenerativo en medio selectivo (BASTA 3mg/L) que perdio su
capacidad de regenerativa, en condiciones de luz.

Fig. 44. Callos potencialmente transformados con capacidad regenerativa en condiciones de luz
creciendo en medio sin BASTA. Formacion de brotes sobre la superficie del callo en medio de
regeneracion (A); Crecimiento y desarrollo de hojas y tallos regenerados en medio de elongacion
(ByC).
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9 DISCUSION

9.1 La expresion de la Endoproteasa B esta finamente regulada

Como se observé en los ensayos de Western Blot, la EPB no fue detectada en
extractos de diferentes tejidos vegetativos (raiz, tallo y hoja), ni en semillas que no
se encontraran en el proceso de germinacion (semillas inmaduras a diferentes
tiempos post-antesis o semillas maduras secas). Esto confirma que la EPB es una
proteasa cuyo papel principal es la degradacion de las proteinas de reserva de la
semilla durante el proceso de germinacion y desarrollo temprano de la plantula
(Koehler y Ho, 1990; Marttila et al., 1993).

Es importante que la expresion espacio-temporal de esta enzima no sea alterada,
ya que de serlo, su expresion en etapas tempranas del desarrollo de la semilla
podria ocasionar la degradacion de las proteinas de reserva cuando la semilla aun
se encuentra en formacién, provocando alteraciones en el endospermo que
conlleven la pérdida de la funcionalidad del tejido de reserva o incluso la muerte
de la semilla en formacion. De acuerdo a Koehler y Ho (1990), la expresion de
EPB se encuentra regulada de forma positiva por la presencia de GA y de forma
negativa ante la presencia de ABA. Durante el proceso de formacion de las
semillas se involucran diversas hormonas vegetales que actuan como reguladores
genéticos. Se ha demostrado que el ABA tiene un papel importante en la
regulacion de la maduracion de semillas durante las ultimas etapas del desarrollo
de las semillas, en las cuales, las concentraciones de ABA son elevadas, ya que
participa en procesos como la deshidrataciéon y la latencia, actuando como
antagonico del GA. Por otro, lado el ABA actia como un inhibidor de la
germinacion en semillas de cereales como el trigo, cebada, entre otros (King,
1982; Walker-Simmons, 1987). Esto sugiere que es importante inhibir la expresion
de EPB durante la formaciéon de las semillas en la planta e inducirla durante la
germinacioén, que es cuando se reduce la concentracion de ABA y se incrementa
la de GA.
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9.2 Expresion diferencial de EPB en distintos cultivares

Las inmunolocalizaciones realizadas en el cultivar Esmeralda demuestran
que la EPB es una proteasa que se expresa principalmente en las células de la
capa de aleurona tras las 48 h de imbibicion de las semillas, lo cual coincide con lo
reportado en otros trabajos (Koehler y Ho, 1990; Marttila et al., 1993). Este patrén
fue claramente observado en los ensayos de Western Blot de extractos de
semillas de todos los cultivares de cebada analizados. Por otro lado, las
inmunolocalizaciones realizadas en el cultivar Esmeralda revelaron que el escutelo
es un tejido que también es capaz de producir EPB, cuya mayor expresion ocurre
especificamente a las 24 h de imbibicién, etapa en la que la produccién de EPB en
la capa de aleurona aun se encuentra muy por debajo de la observada en tiempos
posteriores. En trabajos previos (Koehler y Ho, 1990; Marttila et al., 1993) se ha
visto la presencia de transcritos de mRNA y proteina de EPB en el escutelo al
inicio de la germinacion, lo cual indica que el escutelo podria tener un papel

importante en la movilizacion de las reservas del endospermo.

Previamente se mencioné que en los ensayos de Western Blot se detectaron
bandas muy tenues de EPB a las 24 h de imbibicidn en los cultivares Armida,
Esmeralda y Metcalfe (Fig. 15). En el resto de los cultivares analizados
(Esperanza, Adabella, Alina e Himalaya), no se dectect6 EPB en extractos de
semillas a las 24 h de imbibicion. Estas diferencias sugieren una expresion
diferencial en estos dos grupos de cultivares senalados. Como ya se reporto
anteriormente, los promotores de EPB2 de los cultivares Armida, Esmeralda y
Metcalfe son idénticos, lo cual podria explicar que la expresion de EPB en estos

cultivares tenga el mismo comportamiento.

Si bien las secuencias de los promotores de EPB2 de los cultivares Esperanza y
Alina solo presentan cambios puntuales en comparacidon con las secuencias de
Armida, Esmeralda y Metcalfe, estos cambios podrian ser suficientes para
disminuir la expresion de esta proteasa a las 24 h de imbibicién al grado de ser
indetectable en los ensayos de Western Blot. Sin embargo, el analisis de las
secuencias en la busqueda de sitios que pueden ser reconocidos por factores de
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transcripcion con el Software SoftBerry muestra que no hay diferencias en los
motivos para los cultivares anteriormente mencionados, aun no se puede
descartar que existan cambios estructurales a nivel de cromatina, informacién que
el Software no puede predecir, o que bien, existen otros motivos que resultan
afectados por estos cambios puntuales de las secuencias encontradas en los
cultivares Esperanza y Alina que no se encuentran en la base de datos de este

Software.

Por otra parte, se encontraron cambios importantes en los promotores de EPB2 de
los cultivares Himalaya y Adabella, que a diferencia de resto, carecen del motivo
GARE-4, que tiene un papel fundamental en la respuesta a GA. Los elementos de
respuesta a GA (GARE) son necesarios para la induccion de la transcripcién de
genes ante la presencia de GA y la supresion ante ABA, como ya se ha reportado
en genes de a-amilasas y también para el gen EPB1 de cebada (Gubler y
Jacobsen, 1992; Lanahan et al., 1992; Rogers y Rogers, 1992).

Se ha demostrado que la presencia de GA en células de aleurona induce la
expresion del factor de transcripcion GAMyb, el cual es capaz de interactuar con
los elementos GARE y activar la expresion de genes de a-amilasas y también de
proteasas (Gubler et al., 1995; Gubler et al.,, 1999). Por otra parte, analisis de
mutaciones dirigidas en el promotor de EPB1realizados por Cercoés et al. (1999)
demostraron que secuencias pertenecientes a elementos GARE, una caja de
pirimidina y una secuencia rio arriba son esenciales para la induccion de EPB1
ante GA. Basados en la secuencia consenso de los elementos GARE
RTAACARANTCYGG, Cercés et al. (1999) encontraron cuatro secuencias dentro
del promotor de EPB1 a las que denominaron GARE-1 a GARE-4
respectivamente. Las mutaciones dirigidas hacia cada uno de estos GARE
concluyeron que la alteracién de las secuencias de, GARE-1, GARE-2 y GARE-3
no afecta de manera significativa la induccién de EPB1 ante la presencia de GA,
mientras que mutaciones en la secuencia GARE-4 alteran totalmente la respuesta
de EPB1 a GA, de modo que GARE-4 es el elemento mas importante de los

cuatro encontrados, en especifico, los ultimos tres nucledtidos de la secuencia,
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que al ser mutados, reducen la respuesta a GA de 6 a 8 veces en comparacion

con el elemento sin la mutacion.

En este estudio no se analizé el promotor de EPB1 de cultivares mexicanos, sin
embargo, se sugiere que los cultivares Armida, Esperanza, Alina, Esmeralda y
Metcalfe poseen un promotor de EPB2 con una mayor capacidad de inducir la
expresion de este gen en respuesta a GA en comparacién con los cultivares
Adabella e Himalaya que carecen la principal secuencia de interaccién con el
factor de transcripcion GAMyb. Si bien los ensayos de tipo Western Blot apoyan
esta hipotesis, aun es necesario probarla mediante la comparacion de niveles de
transcritos de este gen en los cultivares mencionados, asi como también hacer
comparaciones de ensayos de la funcionalidad de este promotor. También seria
enriquecedor clonar la secuencia promotora y codificante de EPB1 de los
cultivares mexicanos y compararla con la reportada ya que se podrian descubrir
nuevas mutaciones presentes en el cultivar reportado Himalaya como sucedi6 con
el gen EPB2.

En cuanto a la calidad de la malta, en términos de la expresion de EPB2, los
cultivares estudiados se podrian dividir en dos grupos: aquellos con una expresion
de EPB “estandar” aptos para malteo y que en teoria deberian tener una correcta
degradacion de las hordeinas durante el macerado que son Armida, Esperanza,
Alina, Esmeralda y Metcalfe; y aquellos con una expresion afectada o reducida,
debido a una respuesta de induccion menor a GA, que son los cultivares Himalaya
y Adabella. Se sabe que el cultivar Himalaya no se usa para procesos de malteo ni
produccion de cerveza, sino que tiene una importancia como modelo bioldgico, ya
que es el cultivar del que se han secuenciado mas genes, especialmente los
involucrados en procesos de germinacion como amilasas, proteasas, glucanasas y
otras hidrolasas. Por otra parte, se sabe que el cultivar Adabella es “malo” para la
produccion de cerveza por tener un mal rendimiento al ser usado como malta
(datos no publicados). Su uso en la industria cervecera podria ser debido a que
este cultivar tenga resistencia a patégenos o a otros factores que le brinda a la

cerveza como olores, sabores o cuerpo, espuma, etc. Cabe mencionar que la
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industria cervecera no brinda datos de la composicion de maltas utilizadas en sus
productos con el fin de mantener sus formulas secretas, de modo que es dificil

inferir la razon por la cual usan el cultivar Adabella.

9.3 Regeneracidn in vitro de plantas fotosintéticas a partir de callo derivado

de embriones inmaduros

La mayoria de los protocolos de transformacion desarrollados para cebada
estan destinados para su aplicacion en el cultivar modelo Golden Promise; sin
embargo, este no es un cultivar de importancia agrondmica. Lamentablemente los
protocolos establecidos para la regeneracion de este cultivar modelo no son
aplicables a la mayoria de los cultivares de cebada de importancia comercial
debido a la baja tasa de regeneracién presentada en muchos de ellos (Bregitzer et
al., 1998; Vyroubalova et al., 2011). Debido a lo exhaustivo que seria establecer
protocolos especificos para la generacién de callo y regeneracion in vitro de
plantas de los cinco cultivares de cebada mexicanos empleados en este trabajo,
se decidié probar unicamente los medios de induccién de callo (Wan y Lemaux,
1994) y de regeneracion (Marthe, 2015) que han reportado una gran eficiencia
sobre los cultivares Esperanza y Armida que tienen una gran importancia en la

industria cervecera mexicana.

Si bien se logro la regeneraciéon de plantas a partir de callo derivado de embriones
inmaduros de los cultivares Armida y Esperanza, unicamente un bajo porcentaje
de callos del cultivar Esperanza (2 % n=50 callos) fue capaz de regenerar plantas
fotosintéticas, ya que todas las plantas regeneradas del cultivar Armida fueron
albinas. Sin embargo, una vez identificado un callo como competente para la
regeneracion de plantas verdes, éste pudo ser facilmente propagado vy

posteriormente ser usado con éxito para regenerar un mayor numero de plantas.

Se ha reportado que la regeneracion exitosa de plantas fotosintéticas de cebada
es altamente dependiente del genotipo y la composicién del medio de cultivo como

fuente de carbono, concentracion de cobre, y la concentracion de los reguladores
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de crecimiento como auxinas y citocininas (Mrizova et al., 2014). De modo que se
necesita un estudio exhaustivo que evalue todos estos factores en los cultivares

de cebada de mayor importancia en la industria cervecera.

Las observaciones hechas en este trabajo sugieren que es conveniente identificar
los callos derivados de cada embrion inmaduro y dejarlos en medio de cultivo de
induccion/proliferacion (Wan y Lemaux, 1994) durante un periodo de tiempo de 2 a
3 meses, haciendo subcultivos frecuentes (2 a 3 semanas), lo que permitira tener
suficiente masa para evaluar la capacidad regenerativa de cada callo
genotipicamente diferente. Para probar la capacidad de regenerar plantas verdes
de cada callo, se sugiere colocar un pequefio fragmento de callo en medio de
regeneracién (Marthe, 2015) en condiciones de luz, pero manteniendo un respaldo
de dicho callo en medio de proliferacién en oscuridad. Si alguno de los callos en
condiciones de luz regenera plantas verdes, su contraparte guardada en oscuridad
también lo hara, y es posible mantener estos callos en constante proliferacion. De
esta forma es posible establecer lineas de callo con capacidad de regenerar

plantas verdes a pesar de tener bajos porcentajes de regeneracion exitosa.

En este trabajo se establecié un protocolo exitoso para la regeneracion in vitro de
cebada del cultivar Esperanza; no obstante, este mismo protocolo no pudo ser
utilizado para la regeneracién de plantas transformadas mediante biobalistica. El
factor limitante para este proceso fue la presencia del agente selectivo. Si bien se
han reportado trabajos en los que se ha utilizado BASTA® como agente selectivo
en cultivares como Golden Promise, transformados con el gen bar que le brinda
resistencia a este herbicida. (Wan and Lemaux, 1994; Tingay et al. 1997; Nuutila
et al.,, 1999; Tull et al. 2003; Joensuu et al., 2006), los resultados de estos
experimentos muestran que el proceso de regeneracidn siempre sera muy
dependiente del genotipo, de modo que las respuestas de un cultivar de cebada

en especifico son impredecibles, especialmente si no ha sido estudiado antes.

Otros agentes de seleccion empleados en la regeneracion de cebada son la
kanamicina y la higromicina (Vyroubalova et al., 2011), sin embargo, nuestros

resultados muestran que es necesario establecer primero la tolerancia de los
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callos transformados a estos agentes para determinar si su presencia afecta de

forma negativa al desarrollo y regeneracion in vitro de los callos.

Aun quedan muchos factores limitantes para el establecimiento de un protocolo
rutinario de transformacién de cebada de cultivares mexicanos, pero se espera
que este trabajo sirva de punto de partida para futuros trabajos en este ambito. Se
sugiere que futuros trabajos profundicen los métodos aqui descritos utilizando
otros agentes de seleccion asi como el establecimiento de las concentraciones de
reguladores de crecimiento adecuadas en los medios de cultivo que puedan influir
de manera positiva la regeneracion de plantas fotosintéticas en el cultivar

Esperanza o en otros cultivares usados en México.
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10 CONCLUSIONES

La EPB es una proteasa que sélo se expresa durante la germinacion de las
semillas. El escutelo y la capa de aleurona son los tejidos donde se observo la
mayor expresion de EPB, especificamente a las 24 h de imbibicion en el escutelo

y a partir de las 40 h de imbibicion en la capa de aleurona.

La regién promotora de EPB2 es funcional en tejidos de semilla y callos derivados

de embriones de cebada.

La expresion de EPB2 se ve disminuida en los cultivares Himalaya y Adabella, los
cuales tienen una mutacion en la secuencia GARE-4 de la region promotora,

involucrada en la transcripcion del gen en respuesta a GA.

Se generd un plasmido con el promotor y la region codificante de EPB2 con el cual

se podria sobreexpresar esta proteasa durante la germinacion de semillas.

Se establecidé un protocolo para la regeneracion de plantas del cultivar mexicano

Esperanza a partir de callos derivados de embriones inmaduros cultivados in vitro.

11 PERSPECTIVAS

e Realizar analisis de RT-PCR para determinar si existe una menor cantidad
de transcritos de RNA de EPB2 en los cultivares Adabella e Himalaya, y
establecer su relacion con los polimorfismos encontrados en la regién
promotora de estos cultivares.

e Adecuar el protocolo de regeneracion in vitro establecido con el uso de un
agente de seleccion apropiado para la generacion de plantas de cebada
transgénicas del cultivar mexicano Esperanza.

e Conocer mas a fondo el papel de otras proteinas que intervienen en la
calidad de la malta para asi poder manipular la expresion de estos genes
de forma adecuada y lograr la generacién de plantas de cebada con
caracteristicas mejoradas enfocadas al proceso de produccion de cerveza
mediante la edicion de genoma.
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13 ANEXOS

13.1 Anexo I: Extraccién y purificacion de plasmido (Maxi-Prep)

1.

7.
8.
9.

Precrecer la cepa de E. coli con el plasmido elegido en medio LB selectivo
(liquido) por 6 h aproximadamente.

. Inocular la cepa precrecida en 500 mL de medio LB empleando un matraz

de 2 L y dejar creciendo en agitacion continua por toda la noche.
Centrifugar el cultivo a 6000 rpm por 10 minutos a 4°C separando dos lotes
de 250 mL. Desechar sobrenadante.

Resuspender cada botdén con 5 mL de solucion GTE (glucosa 50 mM,
EDTA 10 mM y Tris-HCI pH 5 25 mM)

Agregar 10 mL de solucion de lisis alcalina (NaOH 200 mM, SDS 1 %)
agitando suavemente hasta obtener una solucion clara.

Pasar la solucion a tubos Corex (50 mL) y afadir 7.5 mL de solucion de
neutralizacion (acetato de sodio 3 M pH 5). Mezclar por inversion.
Incubar en hielo por 30 min.

Centrifugar a 9000 rpm por 10 minutos a 4°C.

Colectar el sobrenadante en un tubo nuevo y adicionar un volumen de
isopropanol frio (-20°C).

10.Incubar a -20°C por lo menos durante 1 h.

11.Centrifugar a 10000 rpm por 15 min a 4°C.

12.Descartar sobrenadante y dejar secar el boton.

13.Disolver el botdén en 3 mL de agua.

14.Adicionar 3 mL de LiCl 5M previamente enfriado en hielo. Mezclar bien y

centrifugar a 9000 rpm por 10 min a 4°C.

15. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo. Adicionar un volumen de

isopropanol y centrifugar a 9000 rpm por 10 minutos a 4°C.

16.Decantar cuidadosamente e invertir el tubo para que drene bien.
17.Disolver el botén en 0.5 mL de agua que contenga 10 uL de RNAsa (stock:

20 mg/mL) libre de DNAsa. Transferir en un Eppendorf e incubar a 37°C por
30 minutos.
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18.Adicionar 0.5 mL de NaCl 1.6 M que contenga PEG 8000 13 %. Mezclar
bien. Recuperar el plasmido por centrifugacion a 13000 rpm por 5 minutos
en microcentrifuga.

19.Eliminar el sobrenadante y disolver el boton en 0.5 mL de agua.

20.Agregar 0.5 mL de PCI (fenol: cloroformo: alcohol isoamilico 25:24:1) y
agitar con vértex.

21.Centrifugar a maxima velocidad y recuperar la fase acuosa superior.

22.Anadir un tercio de volumen de acetato de amonio 10 M y dos volumenes
de etanol absoluto.

23.Homogeneizar por inversion y conservar a -20°C por lo menos 1 h.

24 Centrifugar a 14000 rpm por 10-15 minutos.

25.Descartar el sobrenadante y lavar dos veces el boton con 1mL de etanol 70
% frio y recuperar el botéon en cada ocasién que se centrifugue de 2a 5
minutos en microcentrifuga.

26.Secar el botdn centrifugando en vacio (speed back) hasta que la pastilla se
seque y sea transparente.

27.Resuspender cada botén en 200 uL de agua (volumen final de 400 pL).

13.2 Anexo lI: Prueba histoquimica para detectar la actividad del gen
reportero gus en tejido vegetal transformado.

1. Remover el medio de cultivo de las células o tejidos.

2. Sumergir los tejidos en la solucion de tincidn para detectar gus (fosfato de
sodiopH 7 0.1 M, EDTA pH 8 10 mM, Tritén X-100 0.1 % (v/v), KsFe(CN)s
1mM, X-Gluc 2 mM).

3. Incubar los tejidos en la solucion por 12-72 h a 37°C.

Remover la solucién de tincion.

5. Lavar los tejidos varias veces con etanol 50 % (hasta 12 h por lavado),
hasta que el tejido se aclare.

s
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13.3 Anexo lll: Medio de induccion de callo de cebada a partir de embriones
inmaduros (Wan y Lemaux, 1994).

Macronutrientes
NH4NO; 1.65 g/L
KNO; 1.9g/L
MgS0O4:7H,0 0.37 g/L
KH2PO4 0.17 g/L
CaCly-2-H,0 0.44 g/L
Micronutrientes
Kl 0.83 mg/L
HsBO; 6.2
MnSO4H,0 16.89 mg/L
ZnS04-7H,0 8.6 mg/L
NaMo0Q,4-5H,0 25 mg/L
CuS04-5H,0 0.025 mg/L
CoCl,-6H,0 0.025 mg/L
Quelantes
Na,EDTA 37.3 mg/L
FeSO47H,0 27.8 mg/L
Otros componentes
Caseina hidrolizada 1g/L
Prolina 0.69 g/L
Tiamina-HCl 1 mg/L
Reguladores de
crecimiento
Dicamba 2.5 mg/L
Fuente de carbono 0.002
Maltosa 30
Gelificante
Phytagel 3.5
pH 5.7~5.8
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13.4 Anexo IV: Medio de regeneracion de callo de cebada (Marthe et al.,

2015)
Macronutrientes ‘
K4N
NH4NO3 0.32g/L
KNOs3 3.64g/L
KH2PO4 0.34g/L
CaCl2-2H20 0.441g/L
MgSO4-7H20 0.246g/L
Micronutrientes K
MnSO4-H20 0.084mg/L
H3BO3 0.031mg/L
ZnS04-7H20 0.072mg/L
Na:MoOQO4-2H20 0.0012mg/L
CuS04-5H20 0.00025mg/L
CoCl2:6H20 0.00025mg/L
Ki 0.0017mg/L
Vitaminas B5
myo-Inositol 100mg/L
Acido nicotinico 1mg/L
Piridoxina-HCI 1mg/L
Tiamina HCI 10mg/L
Quelantes
NaFeEDTA 27.53 g/L
Otros componentes
L-glutamina 0.1464 g/L
CuSO04:5H20 0.245 mg/L
Reguladores de crecimiento
6-BAP | 0.225 mg/L
Fuente de carbono
Maltosa | 36 g/L
Gelificante
Phytagel | 3g/L
pH 5.8
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13.5 Anexo V: Alineamiento de promotores de EPB1 y EPB2 con los
diferentes elementos de respuesta a GA

GARE-1

GARE-2

GARE-3

GARE-4

Box 1

Pyrimidine box
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