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Resumen

Las Hexocinasas (HXKs) de plantas son proteinas multifuncion, tienen capacidad
de fosforilar hexosas, sensores de la abundancia de glucosa, capaces de formar
complejos represores de genes fotosintéticos y algunas con capacidad de fosforilar
proteinas. Buscando nuevas proteinas que pudiesen interactuar con HKXs de maiz,
se realizaron ensayos de “pull-down” usando como carnada a la HXK4 de maiz
soluble (ZmHXK4A30) unida a una resina y al hacer pasar la fraccién mitocondrial,
se logro eluir con imidazol, tanto a la HXK como a otras proteinas, entre ellas el
Factor Agregante de la Beta Glucosidasa 1 (BGAF1). BGAF es una proteina que
interviene en la regulacion de la actividad de las B-Glucosidasas (BGLU), algunas
de éstas se relacionan con la formacion de cuerpos de estrés en el reticulo
endoplasmico. La interaccion con la HXK podria implicarla en el mecanismo de
formacion de cuerpos de estrés sugiriendo un mecanismo novedoso para ésta
proteina en la regulacién de la expresion de genes. Por lo que se decidid evaluar la
interaccion in vitro entre la ZmHXK4 y ZmBGAF mediante un ensayo de Far
Western. Para lograr el objetivo se clono y se produjo a ZmBGAF1 recombinante
fusionada en la region C-Terminal con los epitopes V5 y cola de HIS. Se desarrollo
un protocolo de induccion y purificacion de ésta. Al parecer la proteina no expone la
etiqueta de Histidinas cuando esta en la fraccidn soluble por lo que su purificacion
es muy pobre, aun cuando sea posteriormente disuelta en urea. Pero si se logro
establecer el protocolo de induccion, produccion y purificacion de ZmHXK4A30 con
el epitope HA y cola de HIS obteniendo un rendimiento de 1.4 a 1.6 mg de HXK por
cada 1000 mL de cultivo. Se realizoé el ensayo de interaccion entre una fraccion
soluble que contenia a la BGAF1-V5-His recombinante y la ZmHXK4A30-HA-His
purificada. Mediante el ensayo de inmunoréplica tipo Far Western se encontrd
interaccion entre ambas proteinas. Una banda de peso molecular aproximado de 75
kDa fue reconocida tanto por el anticuerpo anti-V5 como con el anti-HA, lo que

sugiere que ZmHXK4A30 se une a una forma dimérica de ZmBGAF1.
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Introduccioén

Las Hexocinasas (HXKs) son proteinas multifuncionales (Aguilera-Alvarado y
Sanchez-Nieto, 2017), en plantas se ha detectado que tienen capacidad de fosforilar
hexosas (Claeyssen y Rivoal 2007), ser sensoras de la abundancia de glucosa
(Moore et al., 2003), capaz de formar complejos represores de genes fotosintéticos
(Cho et al., 2006), y también se ha observado su capacidad de fosforilar proteinas
(Hu et al., 2016; Sun et al., 2018). Por lo que buscando nuevas proteinas que
pudiesen interactuar con las HXKs de maiz, se realizaron ensayos de “pull-down”
usando a la hexocinasa recombinante como carnada y mitocondrias de coleoptilos
de 72 h de germinacion, infectados con y sin Fusarium, observando la presencia de
proteinas de estrés, entre ellas la -Glucosidasa (BGLU) y la Factor Agregante de
la B glucosidasa (BGAF1) cuando el maiz estaba contaminado (comunicacion
personal King-Diaz Beatriz). Interacciéon que podria ser importante en términos de
la participacion de la HXK en la regulacion de la fisiologia de la planta ante
situaciones de estrés por patégenos. A continuacion se describen a BGLU, BGAF1
y HXK.

B-Glucosidasa

La B-Glucosidasa o BGLU (EC 3.2.1.21) es una enzima que se encuentra en
arqueas, eubacterias y eukarya; cataliza la hidrdlisis de aril y aquil-B-D-glucdsidos y
B-oligosacaridos (Reese, 1997). En plantas la principal funcidon de la BGLU es la
defensa de las partes jovenes de la planta contra los patégenos y herbivoros
mediante la liberacién de agliconas toxicas a partir de sus glucdésidos, como por
ejemplo los acidos hidroxamicos, entre ellos el 2-O-BD-glucopiranosil-4-hidroxi-7-
metoxi-1,4-benzoxazina-3-ona, también llamada DIMBOA-GIc (Figura 1), implicado
en la defensa contra afidos (Miemeyer, 1988). Aunque hay una variedad de
moléculas glicosiladas que son blanco de las B-glucosidasas como, por ejemplo, el
indoxil-beta-glucosido y la zeatina-9-glucésido que son las formas poco activas de
la auxina y la citocinina, ambas fitohormonas. En las hojas de té las BGLU participan
en la hidrolisis de compuestos que producen aromas (Zhou et al., 2017).
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Figura 1. Reaccién catalizada por la B-glucosidasa utilizando como sustrato
DIMBOA-Glucosa.

La BGLU a menudo se compartimenta a nivel subcelular ya sea en el plastidio,
citosol, mitocondria, vacuola o apoplasto (Gomez-Anduro et al., 2011). A nivel tisular
se puede encontrar principalmente en las partes vegetativas jévenes (Kristoffersen
et al., 2000), las cuales son mas susceptibles al ataque por patégenos, por lo que
la presencia de agliconas glucosiladas y de la BGLU permite que éstas partes se
encuentren protegidas (Pankoke et al., 2013). Sin embargo, hay que mencionar que
la localizacién subcelular de la enzima y la de sus sustratos es distinta, lo cual evita
la produccion de moléculas téxicas cuando no se necesitan (Kristoffersen et al.,
2000).

La familia de las B-glucosidasas en plantas estd compuesta de al menos 20
miembros. Por ejemplo, Arabidopsis contiene 47 genes, el genoma del arroz tiene
34, mientras que en maiz solo se han encontrado 26 (Gomez-Anduro et al., 2011).
A pesar de tener una funcion catalitica similar, la hidrélisis de los enlaces [3-
glicosidicos, las BGLU pueden diferir en su especificidad por sustratos o
propiedades de unidon y como ya se ha mencionado, en su localizacidén subcelular.
En contraste con la col, la coliflor o el bréocoli, las plantas de maiz no emplean
conjugados de inolato-glucosa para la defensa de patégenos, lo que podria
explicar porqué en arroz y maiz hay menos copias del gen bglu, a pesar de tener

un genoma mucho mas grande (Gomez-Anduro et al., 2011).

Adicionalmente, se conoce que algunas BGLU tienen el motivo YHMYKTDV, el cual
permite la unidn de la enzima con la proteina factor agregante de la BGLU o BGAF
(Yu et al., 2009). Los aminoacidos lisina y treonina son clave dentro de esta

10



secuencia para la union a BGAF. En maiz, solo se conservan en BGLU1 (j-
glucosidasa isoforma 1) y BGLUZ2, las otras BGLU, aunque presentan a la lisina, el
motivo es distinto, YHRYKEDV. Por lo tanto, se sugiere que BGLU1 y BGLU2
pueden tener la capacidad de unirse a BGAF (Gomez-Anduro et al., 2011). El
complejo BGLU y BGAF parece ser importante para la respuesta ante el estrés por
patogenos (Nagano et al., 2005).

Factor agregante de la B-glucosidasa (BGAF)

La Factor Agregante de la Beta-Glucosidasa 1 de Zea Mays (ZmBGAF1) es una
proteina que pertene a la familia de las lectinas, proteinas que contienen un dominio
no catalitico, pero que les permite selectivamente reconocer y unirse de manera
reversible a glucanos especificos, que pueden encontrarse en forma libre o como
parte de glicoproteinas y lipidos (Lannoo y Van Damme, 2014). En maiz, se unen
de manera altamente especifica a galactosa y manosa, teniendo una mayor
preferencia por la primera, lo que hace que se clasifique en la familia de las jacalinas
(Kittur et al., 2007; Tachibana et al., 2006).

La mayoria de las lectinas se expresan de manera constitutiva en semillas y tejidos
vegetativos. Aunque algunas se expresan de manera especifica ante el estrés
ambiental o por patdogenos. Ademas, las lectinas conocidas de plantas suelen estar
constituidas de 1 o mas dominios de lectina acoplados a un dominio no relacionado
como de aerolisina, quitinasa, F-box, Kelch cinasa, LRR, TIR o dirigente (Lannoo y
Van Damme, 2014).

ZmBGAF1 es una proteina modular estructuralmente caracterizada por contener
dos dominios (Figura 2), el dominio de respuesta a patdégenos o dirigente situado en
el N-terminal (residuos 32-149) y el dominio de lectina relacionado con jacalina
(JRL) localizado en el extremo C-terminal (residuos 174-304) (Blanchard et al.,
2000).

11



Vp— dominio dirigente I_Fominio relacionado a las jacalinas = C

Figura 2. Dominios caracteristicos de BGAF.

Las propiedades de lectina de BGAF se han determinado mediante su actividad
hemaglutinante de eritrocitos de conejo. Por ejemplo, la concentracion minima
requerida de ZmBGAF recombinante para hemaglutinar a los eritrocitos de conejo
tratados con tripsina es de 0.08 ug / mL, valor similar a BGAF nativa que fue 0.1 pg
/ mL (Kittur et al., 2007).

ZmBGAF1 ademas de pertenecer a la familia de lectinas, también pertenece a la
familia de proteinas inducidas por acido jasmoénico' o JAp (Blanchard et al., 2000).
Al bloquear la respuesta JAp se observan plantas mas susceptibles a patégenos
(McConn et al., 1997). Recientemente, en arroz, se demostré que la sobreexpresion
de una proteina quimérica que contenia el dominio dirigente asociado al dominio
JRL, contribuye a la resistencia de un amplio espectro de patdgenos como
Magnaporthe oryzae, Rhizoctonia solaniiy Xanthomonas oryzae. La sobreexpresion
de OsJAC1 y de sus ortélogos en trigo y avena, llevo también a la resistencia a la
enfermedad del tizén en avena (revisado en Esch y Schaffrath, 2017). En sorgo, se
observo que BGAF es capaz de inhibir el crecimiento de E. coli (Kunal, 2017).

Ademas de la asociacion de BGAF1 con azucares se ha demostrado que BGAF1
es capaz de unirse a la BGLU (Blanchard et al., 2000) y que el dominio JLR parece
estar relacionado con ambas actividades (Qing-Hu et al., 2013). Se ha postulado
que las repeticiones G(P/R)WGGSGG de la estructura primaria de la BGAF estan
implicadas en el reconocimiento y union con la BGLU (Blanchard et al., 2001), lo

que lleva a la formacion de agregados insolubles de alto peso molecular (Figura 3).

! El &cido jasmonico participa en la respuesta inmune de la planta en la via de defensa sistémica
inducida (Wees et al., 2000).
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Figura 3. Modelo de la interaccidon entre la BGAF y B-Glucosidasa.

La especificidad de la interaccion entre la BGAF1 y BGLU de maiz es muy alta ya
que BGAF1 no se une a las BGLU de hongos del género Trichoderma y Aspergillus
y tampoco de plantas como almendra, cereza negra, sorgo, arroz y avena
(Blanchard et al., 2000). Sin embargo, los ensayos de EMSA (electrophoretic
mobility shift assay?) y los de unién competitiva in vitro indican que el dominio JRL
solo se une a BGLU sin causar que se agregue. La agregacion de las proteinas
ocurre cuando BGAF forma un homodimero al interactuar entre los dominios
dirigentes (Figura 3; Kittur et al., 2007). Debido a que cada molécula de BGAF tiene
un sitio de union a BGLU en el dominio JRL, un dimero de BGAF se uniria a dos
dimeros de BGLU, formando una cadena lineal en la que el dimero de BGAF vy el
dimero de BGLU se alternan entre si como se muestra en la Figura 3 (Kittur et al.,
2007).

La interaccion entre BGLU y BGAF1 es estabilizada mediante interacciones no
covalentes e hidrofobicas. Se ha observado que BGAF1 interactua especificamente

in vivo o durante su extracciéon con dimeros de BGLU nativos, lo que hace que se

2 EMSA. El ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA, por sus siglas en inglés) se basa
en determinar las diferencias en la movilidad electroforética de las proteinas de forma libre y cuando
éstas forman un complejo de union proteina-proteina (Fillebeen et al, 2014).
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agreguen en formas multiméricas de 1.5 x 106 D o mas de tamario (Blanchard et al.,
2000).

Parece que la uniéon de BGAF1 a la BGLU no tiene un efecto detectable sobre la
actividad enzimatica de la BGLU y sus parametros cinéticos, lo que sugiere que la
unidon de BGAF1 no bloquea estéricamente el sitio activo o no cambia la
conformacidon para afectar la actividad enzimatica. Lo anterior se corroboré al
encontrar que el sitio de unién de BGAF1 sobre la BGLU, formado por los dominios
entre la Glu 50-Asn 127 y Phe 466-Ala 512, esta lejos del sitio activo de la BGLU
(Blanchard et al., 2000).

Una funcion plausible de la interaccion BGAF-BGLU, es la proteccion de BGLU de
la proteasas enddgenas o provenientes de secreciones de patdgenos invasores a
través de que BGAF la agrega. Durante la interaccion BGAF protege pero no
modifica la actividad de BGLU y la mantiene en el sitio de la herida, evitando su
difusion a otras partes de la planta en dénde se ha demostrado que provoca efectos
nocivos (Hopke et al., 1994).

Las heridas provocadas por insectos cuando se alimentan de la planta, inducen la
formacion del complejo BGAF-BGLU, el cual entraria en contacto con las
glucoproteinas ya sea en la cavidad oral del insecto o bien en la matriz peritréfica®.
En el primer caso, evitaria que el insecto se siga alimentando, debido a un estallido
local del producto de la B-glucosidasa, por ejemplo, la hidrolisis de DIMBOA-GIc en
la cavidad oral. En el segundo caso, el complejo BGAF-BGLU podria daiar la matriz
peritréfica, formando huecos, al unirse a la matriz de glicoproteinas, ya que BGAF
es capaz de unirse a estas proteinas (Hopkins et al., 2001).

Por otra parte, se ha observado que la BGLU, PYK10/BGLU23, interactua con
complejos proteicos para la formacion de cuerpos de estrés en el reticulo
endoplasmico (RE) (Nakano et al., 2012). Las moléculas activas de PYK10 forman

3 Matriz peritréfica. Es una malla de quitina embebida en una matriz de proteina y carbohidratos,
cuya principal funcion es la proteccion de las células del intestino medio en insectos (Terra, 1990).
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grandes complejos al unirse a otras B-glucosidasas como BGLU21 y BGLUZ22,
ademas de unirse a cinco lectinas relacionadas con jacalina (JRL) y una proteina
de tipo GDSL lipasa (GLL). Los niveles de expresion de JRL y GLL son menores en
mutantes que no tienen cuerpos de estrés en RE. La localizacion subcelular de
PYK10 es diferente a la de JRL y GLL, por lo que se sugiere que su interaccion
ocurre cuando la estructura subcelular es destruida por patégenos. Existen lectinas
tipo polimerizador y lectinas de tipo inhibidor que regulan el tamafio del complejo
PYK10 de forma antagdnica (Nagano et al., 2008). Por lo que el papel de las
proteinas que interaccionan con BGLU podrian ser importantes ante el estrés por

patogenos.

Hexocinasas

Las HXKs en plantas como se menciond anteriormente, son proteinas
multifuncionales, ya que ademas de estar involucradas en la fosforilacion de
hexosas, que es su funcion mas conocida, también participan en la fosforilacion de
proteinas (Hu et al., 2016) y en la percepcion de la abundancia de glucosa (Glu) y
su transduccion para modificar la expresidon de genes (Aguilera-Alvarado y
Sanchez-Nieto, 2019; Kim et al., 2013; Kristoffersen et al., 2000). A continuacion,

se describen brevemente estas funciones.

Funcidn catalitica

En las plantas, la HXK fosforila diferentes hexosas como la D-Glu, la D-fructosa, la
D-manosa y la D-galactosa, utilizando como donador de fosfato preferentemente al
ATP, aunque puede usar también GTP y UTP (Claeyssen y Rivoal 2007). Las
hexosas-fosfato son un metabolito clave en varias vias metabdlicas como la
glucdlisis, la via oxidativa de las pentosas fosfato, la sintesis de almidon, sintesis de
acidos grasos, la formacion de nucleétidos y los esqueletos para la sintesis de la
pared celular (Kim, et al., 2013)

La familia de HXKs por ejemplo, en la planta modelo Arabidopsis thaliana, esta
compuesta de 6 genes, tres de ellos codifican para HXKs con capacidad catalitica,
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mientras que los otros tres genes codifican para proteinas estructuralmente
similares a las HXKs pero carecen de actividad catalitica, por lo que se les ha
designado como proteinas hexocinasa-like o HXL (Karve et al., 2008). En Triticum
aestivum hay 26 genes putativos que codifican para HXKs, con al menos 6 genes
con alta homologia a HKL, mientras que en Z. mays la familia se compone de 9
genes, 6 codifican para proteinas con capacidad catalitica comprobada y 3 genes
que probablemente codifican para proteinas que carecen de actividad catalitica
(Aguilera-Alvarado et al., 2019).

Adicionalmente, las HXKs no solo son diferentes en cuanto a su actividad catalitica
sino también en su localizacidon subcelular, misma que juega un papel importante
para su funcion. La localizacion de la HXK en alguno de los compartimentos
subcelulares depende de la carencia o presencia de una secuencia localizada en

su amino-terminal (Tabla 1).

Tabla 1. Ubicacion de las HXK en plantas y su posible funcién en la célula.

Tipo HXK Seiial/Ubicacion Funcion Referencia
A Secuencia hidrofébica 30 aminoacidos en el N- Metabdlica (Karve etal.,
terminal, sefal cloroplastica. Esencialmente se 2010)

encuentra en dicotiledoneas.

B Secuencia hidrofébica de 24 aminoéacidos, en el N- Sensoray (Choetal.,
terminal, sefial de anclaje a la mitocondria. En algunas  metabdlica 2009)
HXKs también se ha encontrado adyacente a la sefial
mitocondrial también una secuencia sefial de

localizacion nuclear.

C No tiene secuencia sefial y son HXKs citosoélicas. Metabdlica (Nilsson et al.,
2011)

D Secuancia hidrofobica de sefial de anclaje a la Sensora y (Nilsson et al.,
mitocondria en el N-Terminal. metabdlica 2011)

Las HXKs de tipo A contienen una secuencia hidrofébica de 30 aminoacidos en el

extremo amino que codifica para una sefial de localizacion de cloroplasto. Debido a
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que los métodos predictivos no identificaron a la HXK A en maiz, sorgo y trigo se ha
propuesto que esta enzima no se encuentra en monocotiledéneas, sin embargo, se
encontré algunas predicciones filogenéticas la colocan en el cloroplasto de arroz
(Karve et al., 2010; Aguilera-Alvarado et al., 2019).

Las HXKs tipo B presentan una secuencia que se predice es una hélice altamente
hidrofébica, formada por 24 aminoacidos y que tiene como funcién insertar a la
proteina en la membrana mitocondrial (Figura 4 y Tabla 1). Algunas de estas
proteinas también se han encontrado en el nucleo y se ha planteado que tiene que
ver con otra de las funciones de la enzima que es la de ser sensora de la abundancia
de Glu (Cho et al., 2009).

Matriz mitocondrial
Succinato
f H'y
i ,:‘y , Membrana
He— Interna
Pi ADP
Ve .~ Membrana
- - Externa
\
Succinato Pi Glucosa
Citosol Glucosa-6P

Figura 4. Localizaciéon y funcién de la HXK de plantas en la canalizacion del
ATP en el sitio activo de la enzima.

La HXK unida a la membrana externa mitocondrial interacciona con el Canal aniénico
dependiente de voltaje (VDAC) quien le proporciona ATP que viene de la membrana interna
mitocondrial a través del translocador de adenin-nucleotidos (cuadro rojo), al fosforilarse la
hexosa el ADP producido regresa a la membrana interna mitocondrial y de alli a la ATPasa
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a través del mismo translocador de adenin nucledtidos. Tomado de Alcantar-Aguirre et al.,
2013.
En mamiferos, la HXK se encuentra en la membrana externa de la mitocondria,

tiene contacto con el canal de aniones dependiente de voltaje o VDAC y en plantas
se ha encontrado que la enzima puede llevar a cabo el acoplamiento del uso del
ATP mitocondrial para la sintesis de las hexosas-fosfato (Figura 4), sugerente de
que la HXK tiene contactos con VDAC (Alcantar-Aguirre et al., 2013). Por lo anterior,
es muy factible que la HXK anclada a la membrana externa mitocondrial tenga una
alta eficiencia para la fosforilacion de hexosas puesto que tiene disponible
cercanamente al ATP.

Las HXK Tipo C no tienen péptidos sefal o aminoacidos hidrofobicos que le sirvan
para anclarse a la membrana, por lo que son HXKs citosdlicas y estan presentes en
plantas monocotiledéneas como el maiz, sorgo, arroz y trigo, aunque también estan

presentes en el musgo Physcomitrella patens (Nilsson et al., 2011).

Las HXKs tipo D son proteinas mitocondriales, sin embargo, su péptido de anclaje
mitocondrial es diferente en secuencia del péptido encontrado en las HXKs tipo B,
aunque conserva la caracteristica hidrofébica de los aminoacidos. Este tipo de

HXKs solo se ha identificado en el musgo P. patens (Nilsson et al., 2011).

Se ha observado que dependiendo de la planta se presentan ciertos tipos de HXKs.
Por ejemplo, en Arabidopsis AtHXK1 y 2 son HXKs tipo B, mientras que AtHXKS3 es
una HXK tipo A (Aguilera-Alvarado y Sanchez-Nieto, 2017). En Z. mays, las HXK4,
5,6y 9 son tipo B, y las HXK7 y 8 son tipo C (Aguilera-Alvarado et al., 2019).

Funcion sensora de la abundancia de glucosa

La Glu y los intermediarios metabdlicos de la via glucolitica, no solo modifican el
flujo de las vias metabdlicas sino también pueden influir en el desarrollo de la planta,
afectando la transcripcidon de algunos genes y por tanto el desarrollo, crecimiento y
la respuesta a diferentes tipos de estrés. Una de las vias que responde a azucares
depende de la HXK (Rolland et al., 2006).
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Se ha demostrado en A. thaliana que la HXK1 es un sensor de glucosa, que puede
responder a la abundancia de Glu y a hormonas, para controlar la expresion
genética y el crecimiento de las plantas. Mutantes carentes de la capacidad de
fosforilar a la Glu son capaces de percibir la sefal de abundancia del azucar, lo que
permitié separar la funcion sensora de la catalitica (Moore et al., 2003).

Analisis genéticos y de inmunoprecipitacion, demostraron interacciones novedosas
de las HXKs que permitieron explicar como afectan la expresion de genes. En
particular, tres experimentos demostraron la interaccién en el nucleo de la HXK1
mitocondrial con dos proteinas no relacionadas con el metabolismo de la Glu, la
subunidad B1 de la ATPasa Vacuolar (VHA-B1) y la particula reguladora 19S de la
subunidad del proteosoma (RPT5B) (Cho et al., 2006).

El primero de los experimentos fue la determinacién del complejo trimérico in vivo,
para ello Cho y colaboradores (2006) obtuvieron los nucleos de hojas de A. thaliana
que expresaban una forma de HXK etiquetada con la secuencia de aminoacidos
(Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys), que es denominada Flag, después los
nucleos se colocaron en una resina anti-Flag agarosa, las fracciones eluidas fueron
separadas en un gel de poliacrilamida-SDS y las bandas que se detectaron al teiir
el gel con azul de Coomassie, se secuenciaron, obteniéndose alrededor de 50
proteinas, entre ellas VHAB1 y RTP5B.

La segunda estrategia experimental que permitié determinar las interacciones entre
la HXK'y VHAB1 y RTP5B fue el ensayo de doble hibrido en levadura. En este caso
la AtHXK1 se expresé en levadura como una fusion con uno de los dos dominios de
un factor de transcripcion (dominio BD, “Binding Domain”), fusion denominada
carnada; por otro lado, se tenia una biblioteca de genes fusionados cada uno con el
dominio complementario del mismo factor de transcripcién que se us6 en la carnada,
denominado AD (“Activating Factor) o presa-AD. Cuando ambas, la carnada y la
presa se encontraron cercanas los dominios BD y AD interaccionaron, lo que llevo

a la activacion de la transcripcion de un gene reportero (Figura 5).
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Sitio de unién a GAL4 Gen reportero

Presa Gal4 AD

Sitio de unién a GAL4 Gen reportero

C

Figura 5. Interaccién de la HXK con VHA-B1 y RTP5B mediante ensayo de

doble hibrido.

A. Ensayo de doble hibrido en donde no hay interaccion entre la proteina carnada y la presa B. Ensayo de
doble hibrido en donde si hay interaccion entre la presa y la carnada, lo que lleva a la expresion del gen
reportero. Tomada y modificada de https://www.profacgen.com/yeast-two-hybrid-screening.htm. C. Modelo del
trimero de proteinas. Tomada de Cho et al., 2006.

Por ultimo, Cho y colaboradores (2006) a través de la inmunoprecipitacion de
proteinas corroboraron la interaccidén entre las tres proteinas (Figura 6). Para ello
aislaron protoplastos de A. thaliana que expresaban a la HXK-Flag para después
transformarlos con un vector que contenia a VHAB1 o a RTP5B, cada una
etiquetada con la secuencia de hemaglutinina (Tyr-Pro-Tyr-Asp-Val-Pro-Asp-Tyr-
Ala; HA) o con la proteina verde fluorescente (GFP). Los lisados de los protoplastos

se obtuvieron 6 h después de la transformacion con el DNA vy las proteinas fueron
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inmunoprecipitadas al colocarlas en contacto con el anticuerpo anti-Flag unido a
una resina de agarosa. Las muestras fueron separadas en geles de poliacrilamida-
SDS y posteriormente fueron detectadas especificamente en una inmunoréplica tipo
Western con un anticuerpo anti-HA o anti-GFP.

El complejo trimérico ha sido encontrado en nucleo y se propone que al interactuar
con dos factores de transcripcion modula negativamente la transcripcion especifica
de la expresion de algunos genes fotosintéticos, independientemente del
metabolismo de Glu. El mecanismo de translocacion tanto de la HXK1 como de
VHAB1 y RPTS5B al nucleo se desconoce (Cho et al., 2006). Aunque si se ha hay
HXKs que presentan la sefial de localizacidn nuclear, que se encuentran en el
nucleo, pero se desconoce si forman el complejo trimérico de represion (Cho et al.,
2006, Cho et al., 2009).

Multiples respuestas se producen por efecto de la sefializacion de Glu mediada por
la HXK, una de ellas implica un aumento en el contenido de Acido abscisico (ABA),
pues se induce la sintesis de éste, ademas de la expresion de genes dependientes
del mismo. A través de ABA se reduce la apertura estomatal lo cual impacta en la
reduccion de la tasa fotosintética, proceso independiente de la represion de los
genes fotosintéticos (Aguilera-Alvarado y Sanchez-Nieto, 2017).

Adicionalmente, se ha demostrado que la via de sefalizacion dependiente de HXK
interactua de manera positiva con la via dependiente de auxinas y de forma negativa
con la via de sefalizacion dependiente de citosinas. La primera es una fitohormona
que esta involucrada tanto en la promocién del crecimiento como en la inhibicién del
crecimiento, dependiendo del tejido y / o la concentracion de glucosa y la segunda
es una fitohormona esencial que interviene en el meristemo de los brotes y en la
formacion de hojas, division celular, biogénesis y senescencia del cloroplasto
(Hwang et al., 2001; Olsson et al., 2003; Rolland et al., 2006).
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Figura 6. Diagrama de flujo del ensayo de inmunoprecipitacion que demuestra
la interaccion de HXK con VHA-B1 y RTP5B.

Aislamiento de protoplastos de hojas de la mutante de A. thaliana que produce HXK-Flag y su transformacion
con un vector que codifica para VHAB1 o RTP5B etiquetados con HA o GFP. 2. Lisado de los protoplastos 3.
Pull-down de las proteinas del lisado en la resina de Agarosa-Anti-Flag y su posterior elucién. 4. Separacién de
las proteinas por SDS Page y la posterior inmunoréplica tipo Western con un anticuerpo anti-HA o con anti-
GFP.

Funcion reguladora de la HXK en la tolerancia a estrés salino

El laboratorio del Dr. Hao en China, demostré que la HXK1 de Malus domestica no
solo es capaz de fosforilar hexosas sino también a MdbHLH3, que es un factor
transcripcional (Hu et al., 2016) y al intercambiador Na*/H* de manzana, MdANHX1
(Sun et al., 2018).
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La interaccion entre MANHXK1 y MdHXK1 fue demostrada mediante un ensayo de
pull-down, utilizando como carnada a MANHX1-His unida a una resina de afinidad
por histidinas, y afiadiendo a la columna a MdHXK1-GST (Glutation-S-Transferasa)
al separar las fracciones eluidas en un gel de poliacrilamida-SDS y después de
realizar la inmunoréplica tipo Western, encontraron que ambas proteinas se
encontraban en la misma fraccion utilizando anticuerpos especificos para cada una

de las etiquetas de las dos proteinas recombinantes.

La interaccion entre la HXK y las proteinas de manzana también se corroboro
mediante complementacion de la fluorescencia bimolecular o BiFC (Hu et al., 2006
y Sun et al., 2018). El fundamento de BiFC es el revelado de un complejo
fluorescente, como resultado de la asociacion de dos segmentos de una proteina
fluorescente cuando estan proximos (Kerppola, 2008).

Durante la interaccion HXK fosforila el factor de transcripcion y ocasiona que el
factor transcripcional sea mas estable llevando a la induccidén de la sintesis de
antocianinas, todo ello como respuesta al estrés salino. Las antocianinas por su
capacidad antioxidante contienden con el estrés oxidativo que provoca el estrés
salino. Mientras que la fosforilacion del intercambiador Na*/H* por la HXK también
mejora su estabilidad, asi como su capacidad de transporte de Na™* al interior de la
vacuola, permitiendo la sobrevivencia de la planta ante estrés salino (Sun et al.,
2018).
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Antecedentes directos

Como se menciono anteriormente, las HXKs tanto en situaciones fisiolégicas como

en condiciones de estrés nutrimental o ambiental pueden interactuar con diferentes

proteinas, lo que lleva a la planta a respuestas que le permiten ajustarse ante las

condiciones nutrimentales, de estrés o fisiologicas (Tabla 2).

Tabla 2. Proteinas con interaccion potencial con las HXKs y afectar
fisiologicamente la respuesta de la planta ante diferentes condiciones

nutrimentales y ambientales.

mitocondrial VDAC

HXK Subunidad

de manzana MdNHX1.

HXK Proteinas con las que
interacciona

HXK Canal aniénico de voltaje o

mitocondrial ATPasa Vacuolar (VHA-B1)
con capacidad y la particula reguladora

de migrar al 19S de la subunidad del

nucleo proteasoma (RPT5B)

HXK Fosforila

mitocondrial transcripcion MdbHLH3

de manzana

HXK Fosforila al intercambiador
mitocondrial Na+/H+

Funcion

Canalizacion de los
sustratos y productos

de manera optima.

Para reprimir algunos
genes fotosintéticos
en respuesta a la
abundancia de
glucosa

Induce la sintesis de
antocianinas ante
estrés salino

Aumenta la actividad
del intercambiador
Na*/H*, ante el estrés

salino

Referencias

Alcantar-
Aguirre et al.,
2013.

Cho et al., 2006

Hu et al., 2016

Sun et al., 2018

En maiz se han caracterizado a 6 de sus 9 HXKs, encontrandose que ZmHXK4 a 9,

tienen capacidad catalitica y que son diferentes en cuanto a sus parametros

cinéticos, en su localizacion y capacidad sensora (Aguilera-Alvarado et al., 2019 y

Alvarado-Aguilera, 2019).
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Buscando nuevas proteinas que pudieran interactuar con las HXKs de maiz se
realizaron ensayos de pull-down (comunicacion personal con la M en C. Beatriz King
Diaz), como carnada se usaron a tres de las ZmHXKs mitocondriales, pero en
versiones a las que se les removio la region de anclaje a la mitocondria puesto que

esto las hacia solubles.

Una de ellas, la ZmHXK4A30-His unida a una resina de Ni?*, His-Tag (Roche),
interacciond con varias proteinas que fueron obtenidas de la fraccion mitocondrial
de coleoptilos de semillas de maiz de 72 h de crecimiento y que se encontraban
infectadas con un hongo del género Fusarium (Tabla 3). Encontrandose a VDAC y
la subunidad B de la ATPasa vacuolar como proteinas conocidas y a BGAF1 entre
otras. En este trabajo nos planteamos investigar a BGAF1, que como se mencioné
anteriormente es una proteina que agrega y regula la actividad de la BGLU y que
esta implicada a las respuestas de estrés tipo biético (Nagano et al., 2005), por lo
que podria ser una proteina que interaccione con la HXK para contender contra ese
tipo de estrés.

Para determinar si efectivamente HXK4 y BGAF interaccionan, se propuso en este

trabajo producir las dos proteinas recombinantes y realizar ensayos de interaccion

proteina-proteina in vitro.
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Tabla 3. Lista parcial de proteinas de la fraccion microsomal de coledptilos de
maiz que eluyen junto con la hexocinasa.

Las proteinas fueron identificadas por espectrometria de masas. (King-Diaz,
comunicacion personal). Se escibieron en la lista las proteinas que tienen un mayor
Coverage, ademas de otras ya habian sido reportadas en la literatura, como
proteinas que interaccionan con hexocinasa y otras que se han visto, estan
involuradas en estrés en plantas.

Proteina Peso molecular (KDa)
HEXOCINASA 54.8
Heat shock 70 kDa protein Zea mays 65.7
Vacuolar proton pump3 OS Zea mays 46.2
Beta glucosidase chloroplastic OS Zea mays 52.2
Putative ATPase V1 complex subunit B protein isoform 1 OS Zea mays 472
ATP synthase subunit beta OS Zea mays 45.9
Zinc finger CCCH type family protein OS Zea mays 24.8
Beta glucosidase aggregating factor1 OS Zea mays 19.1
V type proton ATPase subunit E3 OS Zea mays 26.6
Voltage dependent anion channel protein 1a OS Zea mays 29.5
Beta lactamase OS Zea mays 315
Jasmonate induced protein OS Zea mays 241
Ribosomal protein S3 Fragment OS Maize bushy stunt phytoplasma 271
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Hipotesis

Las proteinas ZmHXK4A30 y ZmBGAF1 recombinantes interaccionan in vitro.

Objetivos
Objetivo general
Demostrar la interaccion in vitro de la ZmHXK4A30 con la B-Glucosidasa Factor

Agregante de maiz.

Objetivos particulares

1. Producir la BGAF1 recombinante de maiz.

1.1. Clonar al gen que codifica para la BGAF1 (numero de acceso
GRMZM2G172204) en su version con la etiqueta V5.

1.2. Disenar y optimizar la metodologia para la produccién y purificacion
de la BGAF recombinante.

2. Producir a la proteina recombinante de la HXK4 de maiz en su versién trunca
(sin la region que la ancla a la mitocondria) y con la etiqueta de
hemaglutinina.

3. Demostrar la interaccion entre ZmBGAF1 y ZmHX4A30 mediante Far
Western Blot.
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Estrategia experimental.
Para cumplir los objetivos del trabajo se siguio la estrategia experimental que se

muestra en la Figura 7 y consistio en la clonaciéon de BGAF1, la obtencion de la
proteina recombinante y su uso para ensayos de interaccion proteina-proteina con
la HXK4 de Zea Mays. Para esta ultima se obtuvieron las condiciones 6ptimas para

su induccioén y purificacion.

Interaccién
HXK-BGAF

aa Produccion y Interagcién
CIog(a}cAIc):q de purificacion de proteinas proteina-
recombinantes proteina
| [ : |
Obtencién del
Far Western
vector pGEM-T- BGAF1-V5-His HXK4A30HA-His Blot

Easy-ZmBGAF1
l |

ubcionacion

Crecimiento de E.

Obtencién vector - )
Crecimiento de E. coli ;
PDONOR221- BL21 transformadas trans?g:ImBalazaL con
con pDEST42-BGAF1

pDEST42-HXK4A30

B|GAF1

Obtencién del vector
de expresion
pDEST42-BGAF1

Induccion de proteina recombinante

'|

Transformacion

de E. coli BL21

Purificacion de proteinas
recombinantes mediante columna de
afinidad por Histidinas

Figura 7. Esquema del desarrollo experimental usado en este trabajo.
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Materiales y métodos

Analisis in silico de la secuencia BGAF

ZmBGAF fue identificada mediante espectrometria de masas como una proteina
que podria estar interaccionando con ZmHX4A30 in vitro durante un ensayo de pull
down (Tabla 3). Se obtuvo la secuencia que codifica para la ZmBGAF con numero
de GenBank: ONM52669.1 y se realizd un blast para determinar si habia otras
ZmBGAF que fueran similares a la secuencia de interés para este trabajo. La
secuencia de nucledtidos se tradujo a proteina para analizar la secuencia de
aminoacidos mediante el uso de Blastx, ademas de permitir obtener el modelo de la
estructura terciaria de la proteina mediante la aplicacién Zhanlab de la Universidad
de Michigan (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu).

Clonacion BGAF1

Obtencion de la secuencia que codifica para BGAF1.

La secuencia codificante para la proteina BGAF1 se amplifico por PCR, para ello se
utiliz6 cDNA obtenido de RNA de ejes embrionarios de maiz (Z. mays var. VS-535)
de semillas germinadas durante 30 h (proporcionado por la M. en C. Monserrat
Lépez-Coria). Se disefiaron los oligonucleotidos para obtener la region del marco
de lectura abierto del gen mediante la aplicacién SnapGene®. Los oligonucleétidos
usados fueron sentido 5-ATCTCAAGTGTGTAGACGAGACA-3" y antisentido 5°-
TCACAGGGATCGCACGTA-3". Se preparo la reaccion de PCR en un volumen final
de 25 uL, con 5 uL de amortiguador Advantage 5X, 2 uL de mezcla de dNTPs (2.5
mM), 2 uL de cDNA, 1 uL de cada uno de los oligonucledétidos en una concentracion
de 10 uM, 0.3 pL de Advantage HD Polimerasa (Takara), y 13.7 uL de H2O libre de
nucleasas. Para la PCR se siguié el siguiente programa: temperatura de
desnaturalizacion de 95 °C por 2 min y 10 s, se realizaron 35 ciclos con una
temperatura de alineamiento de 62 °C durante 1 min, y finalmente la temperatura

de elongacion de 72 °C durante 1 min.
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El producto de PCR fue separado por electroforesis en gel de agarosa al 0.7 % con
0.5 ug/mL de bromuro de etidio, en amortiguador de carga (ver anexo 1) y purificado
con el sistema de extraccion ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research
numero de catalogo D400) siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Se
utilizé como marcador de pesos moleculares el GeneRuler 1kb (Thermo Scientific).

Adenilacién y Ligacion en vector pGEM-T Easy. Una vez purificado el producto
de PCR, se anadi6 una adenina al extremo 3’, para lo cual se preparo la reaccion
en un volumen final de 10 uL, con 1 uL de amortiguador Taq (KCI + MgCl> 10X), 1
uL de Taq DNA polimerasa (Thermo Scientific) 5 U/uL, 0.4 uL de 5 mM dATP, 200
ng del producto del PCR, 0.6 uL del 25 mM de MgCl,, y H2O libre de nucleasas
c.b.p. 10 pL. Se incubd a 70 °C durante 30 min.

La reaccion de ligacion entre el producto de PCR adenilado y el vector de clonacion
pGEM T-easy se realizé en un volumen final de 10 uL que contuvo 5 uL de Rapid
Ligation Buffer 2X (Promega), 1 uL de plasmido pGEM-T Easy (50 ng), 2 uL del
producto de la reaccion de adenilacion, 1 uL de T4 DNA ligasa (3 U / uL) y H20 libre

de nucleasas c.b.p. 10 uL. Se agité y se incub6 a 4 °C durante 14 h.

Transformacion. Se transformaron células competentes de la cepa DH5a de
Escherichia coli con choque térmico. Se anadié 5 uL del vector pGEM-T Easy-
BGAF1 a 100 uL de células competentes (ver anexo 2), la mezcla se incub6 30 min
en hielo, después por 2 min a 42 °C y luego se dejo otros 2 min en hielo. Después,
se agregaron 900 uL de medio SOC (anexo 1) y se permitié su recuperaciéon a 37
°C durante 2 h y agitacion constante. Se centrifugé a 13,000 rpm por 1 min. Se
removié con micropipeta el sobrenadante para dejar 80-100 uL de medio. Se
resuspendido el botdn y se plaqueo en medio Luria-Bertani (LB; Anexo 1)
suplementado con ampicilina 100 pg / pL, IPTG 0.75 mM y X-Gal 50 pug / uL. Se

incubd a 37 °C durante toda la noche.
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Se seleccionaron varias colonias aislada de color blanco, las cuales se inocularon
por separado en medio LB liquido con ampicilina 100 ug / uL durante 18 h a 37 °C.
A estas células se les extrajo el DNA plasmidico con el Kit de purificacidon: Zyppy
TM Plasmid Midipred Kit (Zymo Research, numero de catalogo D4025) de acuerdo
con el protocolo descrito por el fabricante. El plasmido fue cuantificado en el
Espectrofotometro NanoDrop™ 2000.

Verificacion de la secuencia de BGAF. Se realizé un ensayo de restriccion al
vector recombinante pGEM-T easy-BGAF1 con la enzima EcoRIl en un medio de
reaccion que contenia 2 uL de amortiguador EcoRlI, 200 ng del plasmido purificado,
1 uL de la enzima EcoRIl y H20 c.b.p. 20 pL. Se incubo de 2.5 h a 37 °C. Se llevo a
cabo la separacion electroforética de los fragmentos en un gel de agarosa 0.7 %

con 0.5 ug / mL de bromuro de etidio.

Subclonacién de BGAF en vector Gateway pDNOR221.

Se realizo la subclonacion del gen BGAF para obtener un gran numero de copias
del mismo, lo que facilita su manejo y permite secuenciarlo. Ademas la subclonacién
ahorra tiempo, ofrece una clonacion mas simple y altamente eficiente. El protocolo
para la subclonacidn del gen de interés en el vector pPDNOR221 mediante la
tecnologia Gateway incluye la purificacion del vector pGEM T-easy-BGAF1 y la
realizacion de una reaccion de PCR con los oligonucledtidos que se muestran en la
Tabla 4. Con el PCR se le afiade a la secuencia del gen BGAF1 las colas de attB
para que éste por recombinacion, catalizado por la BP clonasa, se integre al vector
pDONR221 (vector de entrada). Posteriormente se realiza otra recombinacion, con
ayuda de la LR clonasa, en el vector pDEST42 (vector de expresion). El vector de
entrada permite obtener un gran numero de copias del gen, al replicarse el plasmido,
por lo que es conveniente usar cepas bacterianas que promuevan la replicacion del
mismo, por ejemplo E. coli DH5«. El vector de expresion, como su nombre lo indica,
permite la expresion del gen, debido a que contiene en su secuencia el operador de
Lactosa el cual es inducible con isopropil-3-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG).
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Tabla 4. Oligonucleétidos usados para la subclonacion BGAF1 en el vector
pDNOR221.

Oligonucledtido Secuencia (5'--3)
Sentido GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGGCCAGCCTCCAAGT
Antisentido 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCAGGGATCGCACGTAAACGC-3

Los nucledtidos subrayados con una linea corresponden a la secuencia que recombina con la seccion
AttL del vector de entrada. Los nucleotidos subrayados con doble linea corresponden a los nucle6tidos
que son parte del gen BGAF1. El producto de PCR esperado es de 980 pb.

El producto de PCR fue separado por electroforesis en gel de agarosa al 0.7 % en
amortiguador TAE (Anexo 1) y purificado con el sistema de extraccion Zymoclean™
Gel DNA Recovery (Zymo Research) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Después se realizo la ligacién del producto de PCR purificado con el
vector de entrada pDONR221 mediante la enzima BP clonasa, siguiendo el

protocolo descrito para la Tecnologia Gateway (Invitrogen).

Se transformaron las células competentes de la cepa DH5a. de E. coli con el vector
pDONR221-BGAF1. Se incubaron las bacterias en medio LB con kanamicina 50
ug/uL a 37 °C, durante toda la noche a 175 rpm y la posterior extraccion del plasmido

con el sistema de aislamiento Zymoclean™ Gel DNA Recovery (Zymo Research).

Se realiz6 un ensayo de restriccion al vector con la enzima Mlu1 FastDigest (Thermo
scientific) en un medio de reaccion que contuvo 2 uL de Buffer Mlu1, 200 ng del
plasmido purificado, 1 uL de la enzima Mlu1 y H2O c.b.p. 20 uL. Se incubo 10 min a
37 °C. Se llevo a cabo la separacion electroforética de los fragmentos en un gel de

agarosa 0.7 % con 0.5 ng / mL de bromuro de etidio.

Adicionalmente, el plasmido purificado, se envid a secuenciar al Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, se usaron los oligonucleotidos universales: M13/Puc
reverse (5-TTG TGA GCG GAT AAC AAT TTC-3") y T7' (5"-TAA TAC GAC TCA
CTA TAG GG-3'). La secuencia se encuentra en el anexo 3.
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Recombinacion del vector pPDNOR221 con el vector pDEST42.

Se realizo la recombinacion con la enzima LR clonasa, siguiendo el protocolo
descrito para la Tecnologia Gateway (Invitrogen). Se transformaron las células
competentes de la cepa DHS5a de E. coli con el vector pDEST42-BGAF1. Las
bacterias fueron crecidas en medio LB con ampicilina 100 pg / pL (1:1000) y la
posterior extraccion del vector pDEST42-BGAF1 con el sistema de aislamiento
Zymoclean™ Gel DNA Recovery (Zymo Research). Se le realiz6 un ensayo de
restriccion al vector con la enzima MIu1 como se describié anteriormente.

Por ultimo, se transformaron las células competentes de la cepa E. coli BL21 con el
vector pDEST42-BGAF1 y se incubaron las bacterias en medio LB con ampicilina
100 pg / pL y cloranfenicol 50 pug / uL. Se guardé el cultivo de bacterias en glicerol

(1 volumen de cultivo: 3 volumenes de glicerol 50 % estéril) a -70 °C.

Obtencion y purificacion de la proteina recombinante BGAF

Sobreexpresion de BGAF. A 25 mL de medio LB adicionado con 25 puL de
ampicilina (50 pg / pL) y 25 uL de cloranfenicol (50 pg / uL) se le anadieron 25 uL
del cultivo de E. coli BL21 transformadas con el vector pDEST42-BGAF1, se incubo
a 37 °C a 175 rpm durante toda la noche. Se usé ese cultivo para inocular 300 mL
de medio adicionado con los dos antibidticos, ampicilina y cloranfenicol a la
concentracion mencionada, en un matraz de 1 L, se incub6 a 37 °C a 175 rpm hasta
alcanzar una densidad optica (DO) de 0.6 a 600 nm para iniciar la induccion. Se
afnadio IPTG para tener una concentracion final de 1 mM y se incub6 durante toda
la noche a 25 °C a 175 rpm. Al concluir el tiempo de induccion el cultivo se centrifugd
a 4,000 rpm durante 10 min y las pastillas celulares se mantuvieron a -70 °C hasta
Su uso.

Sobreexpresion de HXK4. A 15 mL de medio LB adicionado con 15 pL de
ampicilina 50 pg / pL y 15 ulL de cloranfenicol 50 pg / puL se le afadio 15 pL del
cultivo congelado de E. coli BL21 transformadas con el vector pDEST42-HXK4A30-
HA (vector obtenido por la M. en C. Carolina Rodriguez Saavedra), se incubo a 37
°C a 175 rpm hasta alcanzar una DO de 0.6 a 600 nm. Se usé ese cultivo para

inocular 500 mL de medio adicionado con los antibidticos ya mencionados y a la
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concentracion mencionada en un matraz de 2 L, se incub6 a 37 °C a 175 rpm hasta
alcanzar una DO de 0.6 a 600 nm para poder iniciar la induccion. Se afiadio IPTG
para una concentracion final de 1 mM y se dejo incubando durante 3.5 ha 37°C a
175 rpm. Al concluir el tiempo de induccion el cultivo se centrifugé a 4,000 rpm

durante 10 min y los botones celulares se mantuvieron a -70 °C hasta su uso.

Purificacion de proteina recombinante con una columna de afinidad para
etiquetas de histidina.

Las proteinas recombinantes usadas en este trabajo contienen una secuencia de
histidinas en su extremo carboxilo terminal para ser usadas en su purificacion.
Adicionalmente, cada una de las proteinas presentan otras etiquetas: la proteina
BGAF1 presenta la secuencia V5 (GKPIPNPLLGLDST) seguida de las 6 histidinas,
mientras que ZmHXK4 contiene la etiqueta de hemaglutinina (HA) seguida de 6
histidinas.

Se utilizé una resina de niquel como grupo funcional para purificar a las proteinas
recombinantes a través de la secuencia de histidinas. Todos los pasos de la
purificacion se realizaron en frio. Los amortiguadores y soluciones utilizados se

detallan en el anexo 1. El protocolo que se sigui6 fue el siguiente:

Lisis celular. Se partié de dos botones celulares equivalentes cada uno a 500 mL
de cultivo. Se resuspendié cada una de las pastillas en 2.5 mL de amortiguador de
lisis celular (anexo 1) y se junto el contenido de ambos tubos en un tubo de 50 mL.
La suspension celular se sometio a sonicacion en dos ciclos: el primero, 5 min a 130
watts de potencia en pulsos de 25 %, con pulsos de 30 s y descanso de 15 s entre
cada bloque de pulsos, y el segundo ciclo se realizé por 5 min a 130 watts de
potencia en pulsos de 20 %, con pulsos de 30 s y descanso de 15 s entre cada
bloque de pulsos. El sonicador usado fue el Ultrasonic Procesor, Cole-Parmer
Instrumens, modelo CPX130. Finalmente se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 min
y se guardé tanto el sobrenadante (aproximadamente 5 mL) como el botdn. Bajo las
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condiciones previamente descritas, se obtuvo a la ZmBGAF1 de forma soluble al
igual que a ZmHXK4A30-HA.

Equilibrio de la resina. La purificacidén de la proteina se realizé mediante la técnica
de “batch” o lote. Primero se equilibro la resina, para ello se colocd en un tubo falcon
de 15 mL, 1.5 mL de la resina Ni?*, His-Tag (Roche). La resina se equilibré con
amortiguador de equilibrio de resina (Anexo 1) para lo cual se realizaron 7 lavados
de 5 mL cada uno con dicha solucion. En cada lavado de la resina, se agité con
vortex durante 10 s, después se centrifugdé a 4,000 rpm a 4 °C durante 90 s, el
sobrenadante se desecho.

Unién de la proteina a la columna de niquel. Una vez equilibrada la resina, se
deja interactuar durante toda la noche a 4°C con agitacidén horizontal constante con
la proteina obtenida, ya sea del boton o el sobrenadante obtenido del final del
protocolo de lisis celular. Pasado el tiempo de interaccion, la resina fue centrifugada
a 4,000 rpm a 4 °C durante 90 s y el sobrenadante resultante se guardo.

La resina con la proteina unida fue lavada para eliminar la union inespecifica de
otras proteinas, mediante 7 lavados con amortiguador de equilibrio de resina (3 mL
cada vez), el procedimiento es igual que el realizado para el equilibrio de la resina,
con la diferencia de que esta vez se guardaron los sobrenadantes entre cada
lavado.

Elucion de la proteina ZmBGAF1 recombinante. La proteina recombinante se
eluy6é con 1 mL del gradiente de 0.1 a 0.5 M de Imidazol en amortiguador de
equilibrio de resina. La resina se agité durante 5 s en vortex y posteriormente se
centrifugo a 3,950 rpm a 4°C durante 90 s, el sobrenadante entre cada elucion se
recupero y se guardo a -80 °C.

Elucion de la proteina ZmHXK4A30 recombinante. La proteina recombinante se
eluy6é con 1 mL del gradiente de 0.5 a 1.5 M de Imidazol en amortiguador de
equilibrio de resina. La resina se agité durante 5 s en vortex y posteriormente se
centrifugo a 3,950 rpm a 4°C durante 90 s, el sobrenadante entre cada lavado se
recupero y se guardo a -80 °C.
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Determinacién de proteinas por Bradford

El método de cuantificacién de proteinas por Bradford consiste en la formacién de
un compuesto de coloracion azul, producido por la union de los residuos de
aminoacidos aromaticos y basicos de las proteinas con el colorante azul de
Coomassie (azul brillante G-250). La absorbancia se lee a 595 nm. La curva
estandar fue de Albumina de Suero Bovino (BSA) y cada una de las muestras se

determind por duplicado.

Se realizo la curva estandar, como se describe en la Tabla 5 de acuerdo al protocolo
Bulletin Lit33 de Bio-Rad. Utilizando el espectrofotdmetro Multiskan Go Microplate
Spectrophotometer (Thermo scientific). Las muestras se midieron por duplicado,
conforme a lo descrito anteriormente para la curva estandar, con la diferencia de

que se agrego la muestra en lugar del BSA.

Tabla 5. Curva estandar para cuantificacion de proteinas por Bradford.

Pozo Blanco 1 2 3 4 5 6
H20 (uL) 150 150 150 150 150 150 150
BSA (uL) 0 05 10 15 20 25 30

Reactivo Bradford (uL) 150 150 150 150 150 150 150

Separacion de las proteinas mediante electroforesis (Laemmli, 1970). Los geles
de poliacrilamida-SDS al 12 % (anexo 1), se cargaron con 10 ug de muestra
mezclada con 3 uL de amortiguador de carga (anexo 1) y H20 c.b.p. 25 uL, la
electroforesis se realizo utilizando el amortiguador de corrida (anexo 1). Posterior al
corrimiento electroforético, los geles se colocaron en solucion tefiidora de
Coomassie (Anexo 1) y después de 2 h en agitacion orbital constante fueron
destefiidos con solucion destefiidora (anexo 1). Las imagenes de los geles fueron
capturadas utilizando el sistema Chemidoc (Chemidoc™ XRS, BIO-RAD).
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Inmunoréplica tipo Western.

Las proteinas primero se separaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida-SDS al 12 %, para después realizar la transferencia humeda de las
proteinas a una membrana, segun se detalla a continuacion (Towbin et al., 1979).
Electrotransferencia. Se cort6 un rectangulo de 9 x 6 cm de una membrana de
transferencia (Immobilon-P, PVDF, 0.45 um, Millipore), la cual se remojo por 5 min
en metanol. Por otro lado, en una charola de plastico de 30x30x5 cm, se agrego
amortiguador de transferencia (anexo 1), aproximadamente 90 mL, se monté el
casete de electrotransferencia colocando los siguientes componentes dentro de la
charola con el amortiguador de transferencia y en el siguiente orden: casete negro,
esponja, 2 hojas de papel filtro, el gel de poliacrilamida-SDS, la membrana de PVDF
para la transferencia, 2 hojas de papel filtro, esponja y finalmente el casete rojo.
Después de colocar las dos hojas de papel filtro sobre la membrana de PVDF se
hizo rodar un tubo para eliminar las burbujas que pudieran quedar entre el gel y el
papel de PVDF. Después de que el casete quedo armado se introdujo en la camara
para electrotransferencia (CBS Scientific EBU204, Fisher Scientific), se cargd con
amortiguador de transferencia, se coloc6 una barra magnética al fondo y se tapo la
camara, para luego colocar la camara de transferencia sobre una placa de agitacion
y se conectd a la fuente de poder. Se dejé la transferencia a 15 V durante toda la
noche a 4 °C y con agitacion constante.

Bloqueo de la membrana. Una vez realizada la electrotransferencia, se coloco la
membrana en 25 mL de solucién bloqueadora (anexo 1) incubandose durante 1 h
con agitacion constante. Posteriormente se lavd la membrana 3 veces 5 min por vez
con 10 mL de TTBS (anexo 1) por cada lavado.

Interaccion con anticuerpos. Una vez lavada la membrana, se le anadié 1 mL del
anticuerpo anti-V5 1:2500 (monoclonal de rata, sc-271926, marca Santa Cruz) o
anti-HA 1:3000 (monoclonal de rata, sc-7392 marca Santa Cruz), ambos diluidos en
solucion TBS (anexo 1) y se dejo interactuar durante toda la noche a 4 °C. Una vez
transcurrido ese tiempo, se lavé la membrana con solucion TTBS, se realizaron 5
lavados con 10 mL cada uno. A ambas membranas se les agregd el segundo

anticuerpo anti-IgGk de conejo conjugado con peroxidasa (monoclonal de rata, sc-
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516102, marca santa Cruz) en una dilucién 1:10,000 en 1 mL de solucion TBS y
leche Svelty al 1 %, se incubo durante 3 h y posteriormente se lavé la membrana
con solucion TTBS, se realizaron 5 lavados con 10 mL cada uno.

Revelado. Se agregaron 750 uL de 1 HRP sustrato perdxido a la membrana seguido
de 750 pL 2 HRP sustrato luminol-Reagent (Immobilon Western Chemiluminescent
HRP substrate, Millipore). Las imagenes de las membranas fueron capturadas
inmediatamente utilizando el equipo Chemidoc (Chemidoc™ XRS, BIO-RAD).

Ensayo de interaccién proteina-proteina.

Far-Western. Es un método util para estudiar las interacciones proteina-proteina.
Esta técnica implica la separacion de la proteina de interés mediante electroforesis
y su posterior transferencia a membrana de nitrocelulosa o de PVDF, después se
permite su interaccion con otra proteina que se encuentra en solucion. La
interaccion entre ambas proteinas puede ser detectada en la membrana por
diferentes métodos. Uno de ellos utiliza un anticuerpo especifico, siempre y cuando
cada proteina presente una etiqueta distinta (Hall 2004; Colina-Tenorio 2018).

En este trabajo la inmunoréplica tipo Far Western se realizo utilizando como carnada
a la proteina recombinante BGAF1-V5, para lo cual, se separaron 30 ug de una
fraccion de proteinas que contenia a BGAF1-V5, asi como también a ZmHXK4A30-
HA y se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa segun se describio en el
apartado inmunoréplica tipo Western. Una vez realizada la electrotransferencia, se
coloco la membrana en un recipiente y se tifié con la solucion de amido black (anexo
1) y posteriormente se bloquearon durante 1 h con 25 mL de solucion bloqueadora
(anexo 1). Luego se lavé la membrana cinco veces con 10 mL TTBS por 5 min cada
vez (anexo 1)

Después 150 ng de HXK4A30-HA disuelta en un volumen final de 4 mL de TBS y
leche Svelty al 1 % fue vertida sobre la membrana, y se incub6 durante 5 h con
agitacion constante. Al terminar la incubacion las membranas fueron lavadas cinco
veces por 5 min con TTBS.

Interaccion con anticuerpo. A la membrana se le anadié 1 mL de anti-HA 1:3000

(monoclonal de rata, sc-7392 marca Santa Cruz), diluido en solucion TBS, se dejé
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interactuar durante toda la noche a 4°C. Una vez transcurrido ese tiempo, se lavo la
membrana con solucion TTBS, se realizaron 5 lavados con 10 mL cada uno.
Posteriormente se le agregé el segundo anticuerpo anti-IgGk de conejo conjugado
con peroxidasa (marca Santa Cruz) en una dilucion 1:10,000 en 1 mL de solucién
TTBS y leche Svelty al 1 %, se incubd durante 2 h y por ultimo se lavo la membrana
con solucion TTBS, se realizaron 5 lavados con 10 mL cada uno.

Revelado. Se agregaron 750 uL de 1 HRP sustrato perdxido a la membrana seguido
de 750 pL 2 HRP sustrato luminol-Reagent, (Immobilon Western Chemiluminescent
HRP substrate, Millipore), se mezclaron con la micropipeta asegurando que toda la
membrana quedara bien impregnada de los reactivos, las imagenes de las
membranas fueron capturadas inmediatamente utilizando el equipo Chemidoc,
(Chemidoc™ XRS, BIO-RAD).
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Resultados

Clonacién del gen BGAF y confirmacién de su secuencia.

Con el proposito de corroborar la interaccion entre ZmHXK4 y BGAF1 se realizo la
clonacion de ZmBGAF1. La secuencia para amplificar tiene como numero de acceso
AF232008.2, de acuerdo a los datos obtenidos de la huella peptidica de la proteina
que interacciono con la HXK. Se disefaron los oligonucleétidos para lograr su
amplificacion: sentido 5-ATCTCAAGTGTGTAGACGAGACA-3" y antisentido 5'-
TCACAGGGATCGCACGTA-3".

El producto de PCR fue ligado al vector pGEM-T-Easy. Se realizé6 el ensayo de
restriccidon para confirmar que se logro clonar e insertar en el vector el gen de interés
(datos no mostrados) y también se secuencio el vector (Figura 8), corroborando la

identidad de la secuencia.

La secuencia de nucledtidos de BGAF1 clonada en el vector pGEM-T-Easy es
similar a la secuencia para la BGAF1 de maiz (AF232008.2) reportada por
Blanchard y colaboradores (2000). Como se observa, hay 10 nucleétidos de

diferencia entre ambas secuencias (Figura 8).
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Score Expect Identities Gaps Strand

1640 bits(888) 0.0 908/918(99%) 0/918(0%) Plus/Plus
Query 1 A?GGCCAGCCTCCMCTCACTCC"'ACTTCCGCGTTCACTCACTCCMTCACCTCM TTC 60
S TR NI o
Query 61 GMCGCCT'GTACTT’G"TCCAC 2 Iy TCAGGCGCCMCCMAC TCAGGTCATA 120
e I T, o
Ouery 121 CAAC AAGGC CCATTGCGCCATCCCTCGCCACCCTAGCTTAACAACTGCGCACAGCTGTGTCGAC 180
S T T T
Query 181 GCGGCCACGCGCGCCGCAACG TCCACACGCCCTTCCATATCCAAGC 240
e e IO OIS e
Query 241 TCMCTCCTTCACCCTACTGT CAAACCTTCAGCTGCGCGTCCACGCTT 300
S T I T O T
Query 301 MCTGACCGGGATAGTRG’”T GAATY 5 GGCTATTGTTGCGCGCGG GGTCAG 360
S T T T e T e
Query 361 T TCCCATCCCAAATCCTGCTCATCTCCAAGCAACCTCCATCGCGCAAGACAACGCGAAGGCGGA 420
Sbjct 361 *r ']r(I;(l: )L'L(l;c | l I I l %c;é)lx'l'tlr']réc‘:gclzutl:é‘lrc‘:cu'} GMGLéu CGMéCl:(I;éA 420
Query 421 ATCATACAACTCACCATCCATCCTTTCTGCTCCCCTGCTCCGCACGCCACAAAG CcC 480
e Ang;gé;;cA4;44;;gca4gé44444&44@&&4&444&é;gcc;é;A;" T
Query 481 MAA TTCC CCCTCCCCTGCCAC GCCCCTCTCCCATCCGACATCACCCGCAGCACCCC 540
Sbijct 481 ‘ I | I (IZTTCG C(I:CI;"CIZCIZGG"(L(IKI:!AGCCCéCI;(IKI:'.II'é'I"C[é(I:L%CI;(I;AC?L'{'Cl)l\é(l:(];CACI;A(I:(I:éC 540

I
| \

Sbjct 541 CAGCGTCTGAAGAGCATCACCGTTGCTACTGGCATCGCCGTGACCTCGATTGCCTTC 600
Query 601 ACGTCGACTCCGCCGGCCAAA CAATCTGCTGGT chcc"cc AA 660
. éé llléé III (LU ELLL ré Té 1]
Sbjct 601 raccr ACTCCGCCGGCCAAAC caarcrccrccwccc ccccccr CGGTGGA AA 660
e I T T T T T T Ty
| ﬁ |l |
Sbjct 661 ACTGAGCCGGTGATCCAGCTCG CTCCGAGGTGCTCACGGAGCTGTCCGGGACG 720

Query 721 GCMCCTCCACGCCC‘I‘CACCCTCATMCCTCCATCMCTTCG"CACMGCCTCMGACC 780

CELLLELEE L EEE e e L L L]
Ssbjct 721 ccnaccrccacccccrcaccc ATAACCTCCATCAAGTTCGTCACAAGCCTCAAGACC 780

Query 781 CGGCCT‘”TCGGAGCRTG TGACACTCCATTCGCGATCCCCGTGCAG 840
O VYNV W R RNV
Query 841 CMGGG}\GTGCCATCGTCGGCTTC TTCGCACGAGC ACCTCGACGCCCTTGGC 900
et 341 SAAMALN AN M A AL AL o1

Query S01 GTTTACGTGCGATCCCTG 918

CLLELLLELEEEELl
Sbjct 901 GTTTACGTGCGATCCCTG 918

Figura 8. Alineamiento de secuencias de BGAF1, entre la reportada y la
clonada.

BGAF1 de maiz. QUERY es la secuencia clonada en este trabajo y Sbjct es la secuencia reportada
por Blanchard (2000) con nimero de acceso AF232008.2. En los cuadros rojos se sefialan las
diferencias entre las dos secuencias. El analisis se realizo mediante la herramienta BLAST de la
pagina del NCBI.
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Analisis in silico de la secuencia traducida del gen para BGAF y prediccion de
su estructura terciaria.
Se tradujo la secuencia del gen clonado del maiz VS535 (este trabajo) y se comparo
con la secuencia de aminoacidos de BGAF1 de maiz H95 (Blanchard et al., 2000).
Se encontrd que las secuencias tienen una identidad del 98 % y que hay diferencias
entre ambas en 7 aminoacidos: N28K, V30Q, 169V, S159L, [174M, N269D y V294
(Figura 9).

Score Expect Method Identities Positives Gaps

602 bits(1552) 0.0  Compositional matrix adjust. 299/306(98%) 303/306(99%) 0/306(0%)

Query 1 MASLOVTPTSAFTOWNELKFEGLYLFHNYNVESCANQTQVISNKAPIGICATVVNNWTIVCD 60

MASLOVTPTSAFTOWNELKFEGLYLF SGANQTQVISNKAPIGIGAT NWTVCD
Sbjet 1 MASLOVTPTSAFTOWNELKFEGLYLF SCGANQTQVISNKAPIGICATVVNNWTVCD 60

Query 61 GPGPNAKLIARAQGLHIQAGNWVNSFSLVFVDQRFSGSTLEVTGIVVESGEWAIVGGTGO 120
GPGPNAKL+ARAQCLHIQAGNWVNSFSLVFVDQRFSGSTLEVTGIVVESGEWAIVGGTCO
Skbjet 61 GPGPNAKLVARAQGLHIQAGNWVNSFSLVEFVDQRFSCGSTLEVTGIVVESGEWAIVGGTCGO 120

Query 121 FAMANGVISKKLECKTSEGDIIQLTIHAFCPVLCGATKRSATKVIGPWGGSCGESHIPITAEP 180
FAMANGVISKKLECGKTSECDIIQLTIHAFCPVLCGATKR ATXVIGPWCGGSCGSH*PITAEP

Sbjet 121 FAMANGVISKKLEGKTSEGDIIQLTIEAFCPVLGATKHLATKVIGPWGGSGGSHMPITAEP 180

Query 181 OQRLESITVATGIAVTSIAFSYVDSACQTQSACRWCGSGGETEPVIQLGDSEVLTELSGTI 240
ORLESITVATGIAVTSIAFSYVDSAGOTQSACRWGGSGGETEPVIQLGDSEVLTELSGTI
Sbjet 181 OQRLKSITVATGIAVTSIAFSYVDSAGQTQSACRWCGSGGETEPVIQLGDSEVLTELSGTI 240

Query 241 CNVDGLTVITSIKFVTSLKTYGPFGAW SDTPFAIPVQQCGSAIVGFFARAGVYLDALG 300
CGNVDGLTVITSIKFVTSLKTYGPFCGAW SDTPFAIPVQOCGSAIVGFFARAG+YLDALG

Shbijct 241 CGNVDGLTVITSIKFVTSLKTYGPFGAW SDTPFAIPVQOOCSAIVGFFARAGIYLDALG 300
Query 301 306 — Dominio dirigente. [ Secuencia de Octapéptidos.
Sbiet 301 306 — Dominio JRL. D Cambios de aminodcidos.

Figura 9. Comparacion de las secuencias de aminoacidos de BGAF1 y la
secuencia traducida de la clona obtenida en este trabajo.

QUERY es la secuencia clonada en este trabajo y Sbjct es la secuencia reportada por Blanchard
(2000) con numero de acceso AF232008.2. El analisis de compracion se realizo mediante la
herramienta de BLAST de la pagina de NCBI.

Adicionalmente, se buscaron los dominios importantes para su funcion. Hacia la
region amino entre los aminoacidos 32-149 se encuentra el dominio dirigente, y
entre los aminoacidos 174-304 se encuentra el dominio JLR. Contiene ademas la
secuencia de dos octapéptidos (G(P/R)WGGSGG), que aparecen separadas por 40
aminoacidos (Figura 9), los cuales se ha visto que estan implicados en la unién con
la BGLU (Blanchard et al., 2000).
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Blanchard y colaboradores (2000) determinaron que la BGAF1 es una lectina que
es capaz de unir azucares. Debido a que la que se clon6 en este trabajo tiene
diferencias en varios aminoacidos, se solicitd la prediccion de la posible estructura
tridimensional de ambas proteinas mediante la aplicacién Zhanlab de la Universidad
de Michigan (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu), para determinar si mantenia
el sitio de union por el carbohidrato y por tanto su funcion. La secuencia de
aminoacidos de la clona obtenida en este trabajo se obtuvo a través de la prediccion
hecha en el programa Snap Gene.

Ambas proteinas presentan una estructura terciaria similar, la reportada en la
literatura muestra 19 hojas beta (Figura 10 A), mientras que la BGAF1 clonada en
este trabajo podria contener 20 hojas beta (figura 10 B). El dominio dirigente hacia
el amino-terminal es una region muy desordenada, que se encuentra en las dos

proteinas (en color azul en la figura 10 C).

El dominio de jacalinas se encuentra en la region carboxilo terminal de ambas
proteinas, se encuentra mas estructurada y es en ella en donde se encuentra el sitio
de union a manosa (en color amarillo en la figura 10 C). El gen que se clono se
traduce a una proteina que si tiene el sitio caracteristico de unibn a manosa y en el
que se encuentra un sélo cambio en un aminoacido, V294I, en comparacion con la
previamente reportada (Figura 10). Ya que ambos aminoacidos son hidrofébicos,
podria sugerirse que la proteina que se produjo en este trabajo podria mantener su
capacidad de unir al carbohidrato, aunque esto hay que corroborarlo

experimentalmente.
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Figura 10. Comparacion de las predecciones de las estructuras
tridimensionales de ZmBGAF1, entre la reportada y la clonada.

A. Prediccion de la estructura tridimensional reportada por Blanchard (2000) con numero de acceso
AF232008.2. B. El modelo de la estructura de BGAF1 clonada del maiz V535 se muestra con los
aminodcidos de las secuencias V5 y His, en color cyan y naranja, respectivamente. C. Alineamiento
de las estructuras observadas en Ay B, vista frontal, se remarcan los aminoacidos que interaccionan
con la manosa (en rojo). D. Alineamiento de las estructuras observadas en A y B, vista desde arriba,
en rosa se destacan las dos secuencias de octapéptidos (G(P/R)WGGSGG), que podrian estar
involucrados en la unién de la BGLU. El alineamiento de ambas estructuras se realizd mediante el
programa PyMOL.

Subclonacién del gen BGAF1

Al corroborar que se tenia el gen que codifica para la BGAF1 se continu6 con su
subclonacion. El proceso se realizé mediante la recombinacion Gateway. También
se corroboré la recombinacion entre la secuencia del gen que codifica para la
BGAF1 con las colas de attB (adicionadas mediante PCR al vector pGEM-T-Easy-
BGAF1) y el vector de entrada pDONR221, mediante ensayos de restriccion. Como
control se restringio el vector vacio, el cual tiene tres sitios de corte para la enzima
Mlu1 y cuando el vector ya tiene el gen de interés, en este caso BGAF1, se pierde
un sitio de reconocimiento para la enzima, por lo que Mlu1 solo produce dos

fragmentos de restriccion (Figura 11).

Vector recombinante
Vector recombinante

Vector vacio
+ Mlu1
Vector vacio
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Figura 11. Patron de digestion con enzimas de restriccion al vector
pDONR221-BGAF1.
Gel de agarosa 0.7%, los ensayos de restriccion se realizaron con la enzima Miu1.
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El segundo paso en el protocolo de la tecnologia Gateway fue recombinar el vector
pDONR221-BGAF1 con el vector de expresion pDEST42, con ayuda de la enzima
LR clonasa. Los vectores pDONR221 y pDEST42 contienen secuencias que les
permiten tener resistencia a los antibidticos kanamicina y ampicilina
respectivamente, por lo que E. coli DH5a transformada solo con el vector

pDONR221 no recombinado no crece en el medio que contiene ampicilina.

Se extrajo el vector pPDEST42-BGAF1 de las bacterias transformadas y se realizé el
ensayo de restriccion. El vector vacio restringido con Mlu1 produce tres bandas,
mientras que el vector recombinado digerido con Mlu1, so6lo produce dos bandas

del peso molecular esperado (Figura 12).

pDEST42-BGAF1
pDEST42-BGAF1

pDEST42
pDEST42
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+ Miu1

Figura 12 Patrén de digestion con enzimas de restriccion al vector pDEST42-
BGAF1.

Gel de agarosa 0.7% tefiido con bromuro de etidio, el ensayo de restriccion del vector se realiz6
utilizando Miu1.

Obtencion de BGAF recombinante

Para producir a la proteina recombinante se transformaron células de E. coli BL21-
RIL con el vector pDEST42-BGAF1 y se crecid en medio LB con ampicilina y
cloranfenicol. La cepa contiene el plasmido RIL que contiene los genes que RNAt
argy, ileY y leuW, estos genes codifican para los tRNAs que reconocen los codones
de arginina AGA y AGG, el coddn de isoleucina AUA y el coddn de leucina CUA,

respectivamente.
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El vector pDEST42 codifica para la proteina represora Lacl, la cual regula al
operador lac que esta previo al inicio de los genes de la BGAF1, evitando la
transcripcion en ausencia de un inductor del operon lac, por lo que la presencia del
analogo de lactosa, el isopropil-tiogalactosido o IPTG, permite que la proteina
represora se despegue de la regidon del operador lac y pueda ser reconocido por la

polimerasa y empezar la transcripcion del gen de interés (LaVallie 1995).

Una vez que el cultivo E. coli BL21 con el inserto pDEST42-BGAF1 alcanzé la
densidad optica adecuada, se le agrego IPTG. Se evaluo el tiempo 6ptimo de la
induccion de la proteina BGAF1 recombinante, muestreando cada 30 min durante
4 h a 37 °C. Al realizar la electroforesis se encontraron dos bandas de proteinas que
aparecieron a partir de la primera hora de induccién, a aproximadamente 27 kDa,
sin embargo dicha doble banda no se volvié a observar, por lo que podria ser la
misma proteina degradada, y a 3.5 h se obtuvo la mayor cantidad de proteina

recombinante (Figura 13).

Induccién (h)
Std 0 1 15 2 25 3 35 4

27 kDa

Figura 13. Curva temporal de induccion de BGAF1 recombinante.

Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 12% de las alicuotas tomadas a diferentes tiempos
después de la adicion de IPTG a las células E. coli BL21-pDEST42-BGAF. El gel fue tefiido con azul
de Coomassie. Desde la primera hora se observa la aparicion de dos bandas de a aproximadamente
27 kDa, aunque la mayor induccion se observa a 3.5 h.
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Se realizd la lisis de las células obtenidas después de 3.5 h de induccion y se
centrifugd a 13,000 rpm durante 5 min para obtener el boton y el sobrenadante,
donde se analiz6 cual fraccion contenia a la BGAF. Como se observa en la figura
14, la mayor parte de la proteina permanecio en la fraccion no soluble.

Lisado Celular
Std -IPTG +IPTG Total SN B

27 kDa  =————p

| -

Figura 14. Produccion de proteina recombinante a 37°C.

Corrimiento electroforético en gel de poliacrilada-SDS de las fracciones celulares totales inducidas o
no con IPTG y de las fracciones obtenidas después de lisar las células (Lisado Total) y su presencia
en el sobrenadante (SN) o botdn de estas células (B). El gel fue tefiido con azul de Coomassie. La
proteina se observa aproximadamente a 27 kDa, tanto en el B como en el SN del lisado celular.

Debido a que la proteina recombinante BGAF1 se produjo con dos etiquetas, V5
seguida de poliHis, a través de insertar la secuencia del gen en el vector pDEST42,
omitiendo los nucleétidos del codon de paro, la purificacion de la proteina
recombinante se realizé mediante su interaccidn con una resina de Ni?*, que permite

la unién especifica de las His.

La fraccion soluble se hizo pasar a través de la resina y se colecto la fraccion no
unida (NU), después se lavo la resina 7 veces con 3 mL de amortiguador de
equilibrio de resina y se realizd la elucion con concentraciones crecientes de

imidazol, todas las fracciones fueron colectadas.
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Como se evidencia en la figura 15A, no se observa que haya una proteina alrededor
de los 27 kDa, que es la proteina de interés, mientras que una banda de 50 kDa se
obtuvo cada vez mas intensa a medida que la concentracién de imidazol se
incrementa desde 0.1 hasta 0.6 M. Debido a esto se separaron en el gel también
las fracciones NU y las de los diferentes lavados (L), observando que la proteina se
fue despegando conforme se lavo la resina, pese a que la concentracidén de Imidazol
es apenas de 50 mM. El ensayo se repitidé en varias ocasiones cambiando la
concentracion de sal en la solucion de lavado y el resultado fue el mismo, en la
fraccion no unida y en los lavados se van quedando las proteinas que no

interaccionan con la resina y entre ellas la proteina de interés (Figura 15B).

Debido a que la mayor parte de la proteina de interés se queda en la fraccidon no
unida a la columna, se considerd que la cola de histidinas probablemente no estaba
expuesta al solvente, por lo que al sobrenadante se le afiadi6 6 M de urea y se
realizé de nuevo el proceso de purificacion, ademas de que se suplementaron todos
los amortiguadores con 6 M urea. Este tratamiento permitio la interaccion de la
proteina recombinante con la resina y en las eluciones con imidazol (Figura 16),
también se observd que ya no aparece la banda de 50 KDa. También se realizaron
ensayos usando una menor concentracién de detergente, sin embargo, no fueron

exitosos al no lograr la interaccion de la proteina con la resina (datos no mostrados).
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Figura 15. Perfil de las proteinas obtenidas del protocolo de purificacion de la
fraccion soluble que contiene a la BGAF en una columna de Ni?*.

A. Separacion electroforética de las fracciones no unida (NU), los lavados (L), 3L y 6L. La proteina
que eluyé con el gradiente de Imidazol, banda de peso molecular mayor a 50 kDa. B. Corrimiento
electroforético de las fracciones de los lavados. Se observa la pérdida progresiva de la proteina de
interés conforme se lava. Ambos geles fueron tefiidos con azul de Coomassie.
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Imidazol (M)

Std 0.1 02 03 04 05 075 1

Figura 16. Interaccion de la BGAF con la resina de Ni?*.

Separacion electroforética de las fracciones que se obtuvieron de la purificacion de la proteina
recombinante tratada con urea. La tincion se realizd con azul de Coomassie. Se confirma que la
BGAF1 tiene una etiqueta de histidinas que permite la unién a una resina de Ni2*, sin embaergo- eluyo
con bajas concentraciones de imidazol.

Para los estudios de interaccion proteina-proteina (HXK-BGAF1), se requiere que
ambas proteinas se encuentren de manera soluble, por lo que se modificod la
temperatura y el tiempo de induccion para permitir que la proteina se plegara de
manera adecuada y asi aumentar su proporcion en la fraccion soluble. La induccién
a 25 °C durante toda la noche permite el aumento de la proteina BGAF1 en la
fraccion soluble (Figura 17). Las células crecidas durante un tiempo similar, pero sin
IPTG no producen BGAF1.
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+IPTG PTG
Std SN Boto SN Botén TO

o

27 kDa

Figura 17. Induccién de proteina recombinante a 25°C durante toda la noche.
Se cultivaron E. coli BL21-pDEST42-BGAF1 y E. coli BL21 sin vector. Se indujo la produccion de la
proteina afiadiendo IPTG y creciendo las células durante toda la noche a 25 °C. El gel fue tefiido con
azul de Coomassie. Es evidente la aparicion de una banda entre 25 y 37 kDa en el carril
correspondiente al sobrenadante cuando se agreg6 IPTG. TO es el punto donde se inicié la induccion.

Se volvio a realizar la purificacion de la proteina recombinante, mediante la
interaccion del sobrenadante de un cultivo de células crecidas toda la noche a 25°C
en presencia de IPTG con una resina de Ni%*. Después de colocar el sobrenadante
se colecto la fraccion NU y se procedio a lavar 7 veces con 3 mL de amortiguador
de equilibrio de resina y después se eluyd con concentraciones crecientes de
imidazol. Todas las fracciones fueron colectadas. Como se observa en la Figura 18,
a pesar de tener una gran cantidad de proteina en el sobrenadante, la mayor parte
de la proteina de interés que se encuentra en aproximadamente 27 kDa no se une
a la columna. Si hay proteina que se queda unida a la columna y eluye con la adicién
de imidazol, las bandas que se observan son principalmente cuatro, tres entre los

25y 37 kDa, y otra mas en aproximadamente 70 kDa.
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Figura 18. Purificacion de BGAF1 producida a 25°C.

Corrimiento electroforético de las fracciones de la purificacion de la proteina recombinante BGAF1. El
gel se tifio con azul de Coomassie. Se observa en el sobrenadante (SN) una banda en 27 kDa
perteneciente a la proteina de interés. Se pierde una gran cantidad de proteina, ya que el perfil de
proteinas es practicamente el mismo entre el SN y la fraccidn NU. El gradiente de imidazol muestra
bandas de proteinas que se unen, entre 25 y 37 kDa y una mas en aproximadamente 70kDa.

La BGAF se puede obtener tanto de manera soluble como en el botdén, sin embargo,
no se obtiene en cantidades grandes, por lo que se decidié usar el sobrenadante
después de la lisis y centrifugacion de las células para tener una cantidad de
proteina que permitiera medir la interaccion. Lo anterior debido a que aun cuando
se obtenia mas proteina en su forma solubilizada con urea, no fue posible quitarle
el detergente sin que se perdiera proteina, ademas de que la pérdida del detergente
no asegura que la proteina este en su forma nativa. Por lo que para realizar los
ensayos de interaccion proteina-proteina se uso la proteina obtenida en la fraccion
soluble, carril SN de la figura 18.
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Induccién y purificacion de la HXK4A30-HA

Los ensayos de pull-down y que sugieren que BGAF podria estar interaccionando
con la HXK, fueron realizados con HXK4A30-V5. En el laboratorio se tenia clonado
al gen codifica para la enzima, pero con un tag distinto, el de hemaglutinina (HA;
trabajo de la M. en C. Carolina Rodriguez Saavedra), pero no se habia probado si
se producia la proteina. Para los ensayos de interaccion proteina-proteina, era
necesario que ambas proteinas recombinantes contuvieran etiquetas diferentes, se
procedi6 a la obtencidn del vector y la transformacion de las células de E. coli BL21-
RIL para la produccion de la proteina HXK4A30-HA.

Se indujo la produccion de la proteina durante 3.5 h a 37 °C. Como se observa en
el gel de poliacrilamida-SDS se partié de la fraccion del sobrenadante y la proteina
se encontrd en el peso molecular esperado aproximadamente 50 kDa, se observa
que se enriquece en las fracciones eluidas con 0.1 a 0.5 M de Imidazol (Figura 19A).
Se corroboré la presencia de la etiqueta de HA mediante un anticuerpo especifico
en un ensayo de inmunoréplica tipo Western contra dicho epitope (Figura 19 B), la
dilucion del anticuerpo utilizada fue 1:2500, se observa la union del anticuerpo en

una banda en aproximadamente 50 kDa que corresponde a la HXK4A30-HA.
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Figura 19. Perfil de purificacion de la proteina recombinante HX4A30-HA

A. Separacion mediante electroforesis de poliacrilamida-SDS y su tincién por coomassie de las
fracciones del perfil de elucion de la proteina HX4A30-HA mediante la interaccion del HisTag en la
columna de Ni2*. B. Deteccion de la Hemaglutinina en ZmHX4A30-HA a través de un anticuerpo
especifico en un ensayo de inmunoréplica tipo Western.
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Ensayo de interaccién proteina-proteina: Inmunoréplica tipo Far Western.

Para el ensayo de Far Western primero se separaron en un gel de poliacrilamida-
SDS al 12 % 30 ug de proteina del sobrenadante de células que producen BGAF1
(proteina que se observa como SN en la Figura 18) y 20 ug de ZmHXK4A30-HA. Se
realizo la transferencia de las proteinas del gel a la membrana de PVDF (tincién con
amido-black en el anexo 4) y se bloqueo con leche Svelty al 5 % durante 1 h, y
después de los lavados, se llevaba a cabo alguna de las siguientes condiciones:

1) Poner en contacto la membrana con el anticuerpo anti-HA, en donde solo
ZmHXK4A30-HA seria reconocida y no BGAF1-V5. Este control era necesario para
determinar que solo la proteina ZmHXK4A30-HA era detectada por el anticuerpo,

tal y como se observa en la Figura 20A.

2) Poner en contacto la membrana con la mezcla de las fracciones que tienen
enriquecida a ZmHXK4A30-HA (mezcla de las fracciones 0.1, 0.25 y 0.5 M del
gradiente de imidazol, desaladas), su incubacion a temperatura ambiente durante 5
h y su posterior lavado. En esta membrana se darian las condiciones para que
puedan interaccionar ZmBGAF1 y ZmHXK4A30-HA. La interaccion se reveld al
incubar la membrana con anti-HA. Se observa en la Figura 20B la aparicion de una
banda tenue en aproximadamente 70 kDa.

3) Para determinar si la banda revelada con el anticuerpo en el ensayo de
inmunoréplica tipo Far Western también reaccionaba con anticuerpo anti-V5, se
utilizé otra membrana para detectar la presencia de ZmBGAF1, incubando con anti-
V5. Como se observa en la Figura 20C se detectan cuatro proteinas, dos que se
encuentran entre los pesos moleculares de 25 y 37 kDa, pero que son de baja
intensidad, y otras dos bandas de pesos moleculares mayores y que tienen una
intensidad alta, estan entre los pesos de 50 y 70 kDa (Figura 20C).
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En la membrana incubada con ZmHXK4A30-HA y revelada con el anticuerpo HA,
solo se encontré 1 banda de aproximadamente 70 kDa. Considerando que BGAF1
en forma monomérica podria encontrarse en los pesos moleculares entre 27 y 32
kDa, el que se encuentre reaccion con el anticuerpo anti-V5 en un peso molecular
cercano a los 70 kDa podria sugerir que BGAF1 se encuentra formando dimeros y
gue son estos los que estan interaccionando fuertemente con la HXK.

Western Blot Far Western Western Blot
Incubacién con
A B HXK4A30-HA C
©
5 2 F 5 = - 3 :
2 = T B I § &
8 & z 8 8 T 0
75 kDa __, 75 kDa __, 75 kDa __,
50 kDa __, 50 kDa __, 50 kDa __,
37 kDa __, 37 kDa __, 37 kDa __,
25kDa 25kDa ., 25kDa
Revelada con Revelada con Revelada con
Anti-HA Anti-HA Anti-V5

Figura 20. Ensayo de interaccién inmunoréplica tipo Far-Western entre BGAF1
y HXK4A30.

A Se separo el sobrenadante del lisado de células que produjeron a BGAF1-V5 y a ZmHXK4A30-HA
purificada en un gel de poliacrilamida SDS al 12 %, se transfiri6 la membrana a una membrana de
PVDF vy se reveld con el anticuerpo anti-HA. B. Se separo el sobrenadante del lisado de células que
produjeron a BGAF1-V5 y a ZmHXK4A30-HA purificada mediante un gel de poliacrilamida-SDS y su
posterior transferencia a una membrana de PVDF, la membrana fue incubada con ZmHXK4A30-HA y
posteriormente se reveld con el anticuerpo anti-HA. C. El sobrenadante del lisado del cultivo celular
que produce BGAF1 fue separado en un gel de poliacrilamida-SDS al 12 % y transferido a una
membrana de PVDF, la membrana se hizo reaccion con el anticuerpo anti-V5.
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Discusién.

Caracteristicas de la secuencia de BGAF de maiz

La BGAF1 reportada de maiz es una proteina con 306 aminoacidos con un peso
molecular propuesto de 31.7 kDa. La proteina recombinante se ha expresado en el
sistema heterologo de bacteria, producido en E. coli en una cantidad moderada. Se
ha reportado que su movilidad electroforética es mas alta que la aislada de tejido
vegetal, encontrandose en un peso molecular de 27.5 kDa (Blanchard et al, 2000).
Lo anterior es similar a lo encontrado en este trabajo, ya que la proteina se predice
que tiene un peso molecular de 32 kDa y la banda de proteina producida se
encuentra en un peso molecular aproximado de 27 kDa. Esto puede explicarse por
el contenido de aminoacidos hidrofébicos, el cual es alrededor de un 33 % ya que
las proteinas altamente hidrofébicas tienden a unirse al SDS en una proporcion
mayor en comparacion con las hidrofilicas, por lo que migran ligeramente mas
rapido en el SDS-PAGE (Kittur et al., 2007).

Aunque con los resultados de deteccién de la proteina recombinante con el
anticuerpo V5 también se encontro reaccion, aunque moderada, no solo con una
banda de 27 kDa sino también con una de aproximadamente 32 kDa (Figura 20C),
lo cual podria sugerir que hay una porcién de la proteina que si puede separarse en
el gel en el peso molecular predicho.

Se encontré que la secuencia reportada no es idéntica a la que se clond, los anterior
puede explicarse porque en este trabajo se usé un maiz distinto al del reporte del
2001, aqui fue usado el maiz VS535 y en el trabajo de ellos el maiz H95, por lo que
dichos cambios podrian deberse a la variedad del maiz y no necesariamente a una

mutacion durante la extraccion del gen o la subclonacién del mismo.

El maiz que se uso en este trabajo es una variedad con un ciclo intermedio precoz,
su grano es blanco cristalino, con mazorca mayor de 20 cm, elotera, la plata crece
230-260 cm, tiene buena tolerancia al acame, con un rendimiento potencia de 6.5
Ton./Ha, un tiempo de cosecha de 115-120 dias y tiene tolerarancia enfermedades
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forliares (Marquez-Sanchez, 2008; Gomez-Montiel et al., 2016). Lo anterior hace

ventajoso el trabajo con este maiz.

Por otra parte, uno de los aminoacidos que son distintos entre ambas secuencias
se encuentra en el dominio JRL, que es el que une a la manosa, sin embargo, es
un cambio de un aminoacido hidrofébico por otro hidrofébico V2941, por lo que es
posible que la actividad de union no se vea afectada. Sin embargo, es necesario

realizar ensayos de interaccion con manosa para determinar su capacidad de unién.

Es interesante que la mayor parte de la proteina no se encuentre estructurada, lo
que posiblemente le ayude en su interaccion con otras proteinas. Respecto a la
union con el factor agregante se encontro que en la secuencia traducida de la
BGAF1 clonada, contiene la secuencia de dos octapéptidos (G(P/R)\WGGSGG),
que aparecen separadas por 40 aminoacidos, los cuales se demostrdé que estan

implicados en la union con la BGLU (Blanchard et al., 2001).

BGAF recombinante se produce abundantemente pero su purificacién es
pobre.

BGAF se produjo en abundancia, cuando se realiza la induccion e incubacion de las
células transformadas con el vector pDEST42-BGAF1 a 37 °C, se produce la
proteina pero queda en la fraccion insoluble. La proteina solubilizada con urea es
capaz de unirse a la columna de afinidad para etiquetas de His y se purifica, aunque
no en una proporcion comparable con la que se produce. Se ha propuesto que,
aunque la velocidad de transcripcion y traduccion es menor a bajas temperaturas,
la velocidad de plegamiento de la proteina es practicamente la misma a 20 °C que
a 37 °C, lo que seria benéfico para producir proteinas correctamente plegadas y
evitar la formacién de cuerpos de inclusidon (Caspeta et al., 2009). La produccion de
la proteina utilizando una temperatura de 25 °C y durante un mayor tiempo, si
permiti6 su plegamiento de tal forma que se favorecid encontrar una mayor

proporcion de BGAF en la fraccion soluble.
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Pese a que la proteina se encontro en la fraccidn soluble no se unié a la resina de
Ni2* por lo que no permitid su purificacién. Lo anterior podria deberse a que la
proteina no contuviera la etiqueta de His, y que fuera un error al clonarla, sin
embargo, la proteina si reacciona con un anticuerpo que se une a V5, el cual es
adicionado junto a la cola de Histidinas al hacer la recombinacion en pDEST42, por
lo que la etiqueta si se encontraba. Pensando en ello, se tomo la fraccion soluble y
se le afnadié detergente, se realizé la purificacion de la proteina usando la urea en
todo el proceso y como se observa en la Figura 16 la proteina si se une a la resina.
Por lo que la explicacion a lo encontrado podria sugerir que la BGAF1 en su estado
nativo tenga a la secuencia de las histidinas oculta. En el modelo de la proteina
mostrado en la Figura 10 pareciera que la secuencia de His se encuentra expuesta,
sin embargo, en esa region del carboxilo terminal se observan asas que junto con
la region de la His podrian interactuar y/o dejar oculta la etiqueta. Una posibilidad
para que esto no ocurriera hubiera sido colocar la etiqueta en la region amino de la
proteina, sin embargo, en esa zona la proteina se observa no estructurada y podria

ocurrir lo mismo.

Kittur y colaboradores (2007) purificaron a la proteina usando una resina de afinidad
de lectina de lactosil-agarosa, que tiene como caracteristica la unién a la proteina a
través de su interaccion con la zona dirigente. La proteina nativa fue purificada de
brotes de maiz homogeneizados y la proteina recombinante se obtuvo a partir de
cultivos de E. coli, los homogeneizados se hicieron interactuar con la resina
previamente mencionada. Por lo que la propuesta para mejorar los resultados y
obtener a la proteina pura es usar este tipo de resina.

Hay interaccién in vitro entre una fraccion no pura de BGAF y la HXK4
purificada

Para los ensayos de interaccion proteina-proteina in vitro, hay varios tipos de
ensayos que se pueden realizar, incluidos pull-down y co-inmunoprecipitacion, sin
embargo se eligié el método de inmunoréplica tipo Far Western, debido a que es un

meétodo que permite detectar el peso molecular de las proteinas con las que hay
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interaccion, es selectivo debido al uso de anticuerpos y permite detectar interaccion
aun con una cantidad baja de proteina. No obstante, es bien sabido que muchos
tipos de interaccidn proteina-proteina si ocurren de hecho incluso después de que
una de las proteinas se haya reducido y desnaturalizado al realizar el PAGE-SDS y
la inmunoréplica tipo Western (Hall, 2004).

Afortunadamente, para llevar a cabo los ensayos de interaccién proteina-proteina
si se logré obtener de una forma enriquecida y en concentraciones altas a
ZmHXK4A30-HA, 1.4 a 1.6 mg de HXK por cada 1000 mL de cultivo. El peso
molecular aproximado de la proteina es de 50 kDa y se produjo con una etiqueta
distinta a la que presenta BGAF1-V5. A concentraciones bajas se detectaba la
proteina en 50 kDa y a concentraciones altas también se lograba detectar a una
proteina de peso molecular muy alto (aproximadamente 110 kDa, Figura 20B).

Mientras que la fraccién que se usé de BGAF1 no fue purificada y al realizar una
inmunoréplica tipo Western fue identificada usando el anticuerpo anti-V5. En esta
fraccidn se encontro reaccion con proteinas, se observa muy poca sefial en bandas
que estan en los rangos de 25 a 37 kDa , y las bandas de 50 a 75 kDa tienen una
mayor sefal, lo que sugiere que la ZmBGAF1 se encuentra en forma de monémero
y posiblemente como dimero. Dichos resultados coinciden con lo reportado por
Kittur y colaboradores en 2007, quienes observaron el dimero de BGAF1 en
aproximadamente 64 kDa. Sin embargo, es necesario secuenciar estas proteinas

para que de manera inequivoca podamos afirmar lo anterior.

En el ensayo de inmunoréplica tipo Far Western, se mantuvo inmovilizada a BGAF-
V5 y de manera soluble a ZmHXK4A30-HA. La banda de interaccién se reveld con
el anticuerpo anti-HA detectandose una banda en aproximadamente 75 kDa, misma
que reacciona con el anticuerpo anti-V5. Sin embargo, dicha interacciéon no se
observa con la proteina de 25 a 37 kDa que también fueron detectadas con el anti-
V5. Kittur y colaboradores en 2007 concluyeron que la BGAF1 tiene que estar como
homodimero para poder interacturar y agregar a la Beta-Glucosidasa 1. Por lo que
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podemos sugerir que la ZmHXK4A30-HA interacciona con el dimero de ZmBGAF1,
pero no con su monomero in vitro. Sin embargo, se hacen necesarios mas
experimentos para corroborarlo, no solo in vitro sino también in vivo. La
identificacion de las proteinas que reaccionaron con el anticuerpo dara una primera

clave sobre la interaccion de estas proteinas.
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Conclusiones.

Se clono el gen que codifica para la ZmBGAF1 y se generd un protocolo para su

produccion y purificacion. Aunque la purificacion se logra solamente en presencia

de urea y en una cantidad de 800 ug/L de medio.

Se obtuvieron las condiciones Optimas de produccion y purificacion de la
ZmHX4A30-HA, el rendimiento logrado fue de 1.4 a 1.6 mg/L de medio.

Se observo una posible interaccion de la ZmBGAF1 y ZmHX4A30 recombinantes in

vitro en un ensayo de Far-Western en una banda de 70 kDa.

Perspectivas.

1.

Para corroborar la presencia de las proteinas en el gel, se enviaron a secuenciar
tres bandas 70 kDa, 65 kDa y 27 kDa a la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion y a la Industria (USAII).

Debido a que un solo ensayo no es suficiente para demostrar la interaccién entre
dos proteinas, es necesario obtener a la proteina enriquecida en BGAF1 en
forma soluble, esto lo podriamos lograr usando cromatografia de afinidad en
una columna de lactosil-agarosa o bien mantenerla unida a la resina para
realizar un “pull down” en donde se le haga pasar ZmHXK4A30-HA e identificar
si efectivamente estas dos proteinas se encuentran interaccionando.
Adicionalmente, se tiene que demostrar la interaccion entre ZmBGAF1 y
ZmHX4A30 in vivo, lo cual se puede lograr a través de ensayos
complementacidon bimolecular de la fluorescencia (BiFC) en protoplastos de
maiz.

Por ultimo, para optener la caracterizacidon funcional de la proteina es necesario
realizar ensayos de interaccion con manosa para determinar su capacidad de

union.
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Anexos

Anexo 1. Contenido y preparacién de las soluciones.

AMORTIGUADORES Y SOLUCIONES PARA GEL AGAROSA
Amortiguador de corrida TAE 50X (para 1L)

Tris free base pH= 8.0
Ac. acético glacial
*EDTA disddico

H20 Destilada

242 g
57.1 mL
100 mL
cbpi1lL

*0.5 M EDTA: Agregar 186.1 g de sal de EDTA disodico en 800 mL de agua, ajustar
el pH a 8 con NaOH, llevar al aforo a 1 L, agitar vigorosamente y estirilizar por

autoclave.

Gel de agarosa 0.7 %
Agarosa

*Bromuro de etidio
TAE 50X

H20 Destilada

0.245¢g

35 uL

750 pL
c.b.p 35 mL

* Se colocaron 50.0 uL de bromuro de etidio 10 mg/mL y 950 pL de agua estéril.

Medios de cultivo

Medio SOC (Medio de caldo superdptimo con represidn por catabolito)

Triptona

Extracto de Levadura
NaCl

KCI

MgCl2

MgSOs4

Glucosa

2%
0.5%
10 mM
2.5 mM
10 mM
10 mM
20 mM
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Medio Luria-Bertani o LB

Peptona 140 10¢
Extracto de levadura 549
NaCl 549
H20 1L

AMORTIGUADORES PARA LA PURIFICACION DE LA BGAF1.

Amortiguador de lisis

NazHPO4/NaH2PO4 pH 8.0 50 mM
NaCl 500 mM
Triton X-100 1%

Amortiguador de equilibrio de resina

Na2:HPO4/NaH2PO4 pH 8.0 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 50 mM

H204 c.b.p 100 mL
*Benzamidina 5mM

*1 Tableta con inhibidores de proteasas (cOmplete ULTRA Tablets, Mini EDTA-

Free, 05892791001 Roche)
*Se anaden justo antes de usar.

AMORTIGUADORES Y SOLUCIONES PARA GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS.

Amortiguador de carga (para preparar 1 mL)

[Stock] Volumen anadido
TRIS/HCI 1 M pH 6.8 350 pL

SDS 20 % 250 L

Glicerol 50 % 150 uL
Ditiotreitol (DTT) 1M 160 uL

Azul de Bromofenol 20 % 20 uL

H>O c.b.p. 1mL
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Amortiguador de corrida

Tris Base 6.06 g (50 mM)
Glicina 28.53 g (380 mM)
SDS 10g (1 %).

H20 c.b.p. 1L

Solucién tenidora de azul de Coomassie
Coomassie Brillant Blue G0.125 % p/v
Metanol 50 % viv

Acido acético 10 % viv

Solucion destenidora
Metanol 45 % viv
Acido acético 10 % viv

SOLUCIONES Y ORDEN PARA LA PREPARACION DE UN GEL DE
POLIACRILAMIDA-SDS AL 12 % CON UN GROSOR DE 0.75 MM Y UN TAMANO
DE 8.4x5.0 cm.

Gel separador Gel concentrador
Acrilamida:Bisacrilamida (30:0.8)% 2.0mL 0.66 mL
TRIS/HCI 2M pH 8.8 1.0 mL 0.6 mL
SDS 20% 25 uL 25 uL
H20 1.943 mL 3.672 mL
TEMED 2uL 10 pL
Persulfato de Amonio 10 % 40 pL 40 pL
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SOLUCIONES AMORTIGUADORAS PARA INMUNOTRANSFERENCIA TIPO
WESTERN

Amortiguador de transferencia.

Tris 3.03 g (25 mM)
Glicina 14.41 g (192 mM)
SDS 19 (0.1 %)
Metanol 200 mL (20 %)
H20 c.b.p. 1L

pH 8.3

Amortiguador TBS

TrispH 7.5 20 mM

NaCl 150 mM
Amortiguador TTBS

Tris pH7.5 20 mM

NaCl 150 mM
Tween 20 0.05 %

Solucién bloqueadora.
Leche Svelty deslactosada 59
TTBS 100 mL

Solucion Amido Black para teiiir proteinas en membrana de PVDF

0.1% de rojo de Amido Black en 10% de acido aceético.

SOLUCIONES AMORTIGUADORA PARA LA INMUNORREPLICA TIPO FAR
WESTERN.

Amortiguador de Fosfatos.

Na2HPO4/NaH2PO4 pH 8.0 50 mM
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Anexo 2. Protocolo de obtencidon de células competentes

Se inocularon 100 uL de la cepa DH5a 0 BL21 de E. colien 10 mL de medio LB en
un matraz de 125 mL, después se incub6 a 37°C a 250 rpm durante toda la noche.
Al dia siguiente 2 mL del precultivo se adicionaron a 200 mL de medio LB en un
matraz de 1 L y se incubo a 37°C a 200 rpm hasta que la densidad optica de 0.36 a
590 nm. Se repartid el contenido en tubos falcén estériles de 50 mL y se centrifugo
a 300 rpm durante 7 min a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el
boton celular en 10 mL de 60 mM CaClz fria. Se recolectaron todos los botones
resuspendidos en un solo tubo y se dejo reposar en hielo durante 30 min. Después,
se centrifugo a 300 rpm durante 7 min a 4 °C y el sobrenadante se decanto, el botdn
fue resuspendido en 2.5 mL de CaCl.. Se repartid en alicuotas de 100 uL y se

almaceno a -70 °C hasta su uso.

Anexo 3. Secuencia del gen que codifica para Factor Agregante 1 de la Beta
Glucosidasa (BGAF1) de Zea Mays.

Secuencia obtenida de la pagina de Ensembl plant. En negro y sombreado se
encuentran los oligonucledétidos que fueron usados para la amplificacién del gen que
codifica para BGAF1. Los nucleétidos subrayados con una linea corresponden al
cododn de inicio. Los nucledtidos subrayados con doble linea corresponden al codén
de paro. El producto de PCR es de 947 pb.

>Zm00001d019312:Zm00001d019312_T003 cdna:protein_coding.

ACAACACAAGAGCTACTACTACAGCTCCTCATCTCAAGTGTGTAGACGAGACAGAGAGACA
CTGAGAGAGCGCCATGGCCAGCCTCCAAGTCACTCCTACTTCGGCGTTCACTGAGTGGAAC
GAGCTGAAGTTCGAAGGCCTGTACCTGTTCCACACGCCCCTGGGCTCAGGCGCCAACCAAG
CTCGGGTCATAGACAACAAGGCGCCGATTGGCATCGGTGCCACCGTAGTTAACAACTGGAC
AGTGTATGACGGGCCAGGGCCGAACGCAAAGCTGGTTGCCCGTGCACAGGGCTTGCATATC
CAAGCCGGCAACTGGGTCAACTCCTTCAGCCTAGTGTTCGTGGATCAAAGGTTCAGTGGGT
CCACGCTTGAAGTGACCGGGATAGTAGTTGAATCCGGGGAGTGGGCTATTGTTGGGGGCAC
CGGTCAGTTTGCCATGGCAAACGGTGTCATCTTCAAGAAGTTCCATGAGCAGAGAAGCGAA
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GGGAACATCATACAACTCACCATCCATGCTTTCTGTCCGCGCTCGGCCGCAAAAGTTGGAC
CGTGGGGTGGGAGCGGCGGGTCTCCGGTGGACATCACGGCAGAGCCCCAGCGTCTGAAGAG
CATCACCGTTGCTACTGGCATCGCCGTGACCTCGATTGCCTTCTCCTACGTCGACTCCGCC
GGCCAAACCCAATCTGCTGGTCGCTGGGGCGGTTCCGGTGGAGAAACTGAGCCGGTGATCC
AGCTCGGCGACTCCGAGGTGCTCACGGAGCTGTCCGGGACGATCGGCAACGTCGACGGCCA
CACCGTCATAACCTCCATCAAGTTCGTCACAAGCCTCAAGACCTACGGCCCTTTCGGAGCA
TGGGGGGACGGGAGTGACACTCCGTTCGCGATCCCCGTGCAGCAAGGGAGTGCCATCGTTG
GCTTCTTCGCACGAGCTGGGGTCTACCTCGACGCCCTTGGCGTTTACGTGCGATCCCTGIG
A

Anexo 4. Membrana de PVDF teitiida con Amido-black.

Estandar
- BGAF*-V5
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Figura 21. Revelado de las proteinas en la membrana de PVDF usada para Far
Western tenida con Amido-Black.
Se separo el sobrenadante del lisado de células que produjeron a BGAF1-V5 y a ZmHXK4A30-HA
purificada mediante un gel de poliacrilamida-SDS y su posterior transferencia a una membrana de
PVDF.
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