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RESUMEN

En las plantas, los azucares son sintetizados en tejidos fuente y su transporte es
necesario para permitir el metabolismo y desarrollo de los tejidos demanda, los
cuales carecen de la capacidad de sintetizar azUcares. Una de las vias de
transporte de azlcares es el transporte difusional, a través de los transportadores
membranales tipo SWEET, los cuales pueden encontrarse en la membrana

plasmatica, del tonoplasto y la membrana del aparato de Golgi.

La expresion de los transportadores SWEETSs es afectada por la interaccion de las
plantas con microorganismos. Durante la interaccion del maiz con el hongo
benéfico Trichoderma asperellum hay un aumento en la expresion del gen
ZMSWEET3b en raices de plantas de 1 mes de edad, sin embargo, hasta ahora se
desconoce tanto la localizacion subcelular del ZmMSWEET3b como la especificidad
de transporte por azucares, y su conocimiento ayudara a determinar su papel

durante la interaccion planta-hongo.

En este trabajo se encontr6 que al expresar a ZmSWEET3b en levaduras, este se
localizaba en la membrana plasmatica. Como control se utilizo6 a SWEET1 de
Arabidopsis thaliana, el cual se ha reportado se encuentra en la membrana

plasmatica.

Por otro lado, para determinar si el ZMSWEET3b transporta hexosas o sacarosa,
se realizaron ensayos de complementacion funcional en levaduras carentes de
otros transportadores de azlcares. El resultado del ensayo de complementacién
en la levadura EBY.VW4000 carente de transportadores de hexosas indico la
ausencia de crecimiento en presencia de glucosa o fructosa, lo que sugiere que
ZMSWEETS3b podria transportar sacarosa. Para determinar si la sacarosa podia
ser transportada a través de ZmMSWEET3b, se transformé a la levadura SEY6210,
la cual carece de invertasas extracelulares y de transportadores de disacaridos.
Las levaduras transformadas mostraron un crecimiento ligeramente mayor a las
levaduras que no expresaron al ZmSWEET3b, lo que sugiere su capacidad de
transportar sacarosa. En conclusion el aumento en la transcripcién del
transportador podria implicar un mayor niimero de ZmSWEET3b en la membrana
plasmatica, llevando a un mayor eflujo de sacarosa que podria contribuir a la
nutricién de T. asperellum, puesto que un hongo del mismo género solo expresa a

un transportador de sacarosa cuando interacciona con el maiz.
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1. INTRODUCCION

1.1. Transporte de nutrientes en plantas.

La sacarosa (Sac) es el principal azucar sintetizado en las hojas. Es fuente de
energia y esqueletos de carbono, necesarios para las reacciones metabolicas y
el desarrollo de las plantas. Las hojas maduras solo utilizan una parte de los
azucares que sintetizan, la mayor parte es exportada a los tejidos que carecen
de capacidad fotosintética. A los tejidos fotosintéticos capaces de sintetizar
azucares se les denomina tejidos fuente, y los que carecen de esa actividad

son los tejidos demanda (Lemoine et al., 2013).

En las plantas existe una relacién dinamica entre los tejidos fuente y los
demanda, ya que, dependiendo de su estadio de desarrollo, la proporcion de
tejidos fuente y demanda cambia. Algunos tejidos pueden pasar de requerir
nutrientes a ser la fuente de ellos (Jameson et al., 2016), por ejemplo, las
semillas requieren de nutrientes durante la embriogénesis, para completar el
desarrollo del embrion y para almacenar nutrientes, mientras que durante la
germinacion, los nutrientes almacenados en la semilla son usados para el
desarrollo de la nueva planta. Las hojas inmaduras también necesitan de los
azlcares durante su desarrollo, pero al madurar, se convierten en tejido fuente
(Yu et al., 2015).

Para llevar los azlUcares a toda la planta, se requiere de un sistema de
translocacion o transporte de nutrientes, que puede ser de larga distancia
(entre O6rganos) o de corta distancia (entre células). Las plantas superiores
cuentan con haces vasculares, el floema y el xilema, formados por tejidos
altamente especializados, que llevan a cabo el transporte a larga distancia
(Myburg et al., 2013). En el transporte a corta distancia, estan involucrados los

plasmodesmata y los transportadores membranales (Braun et al., 2013).

1.1.1 Transporte a larga distancia.
En el xilema ocurre el transporte de agua, aniones (Cl, NOs’, POs, SOs3),
cationes (NHs*, K*, Ca?*, Mg?*, Mn?*, Zn?*), y metales (Fe, Cu, Ni), asi como de

algunas fitohormonas desde las raices al tallo. El xilema est4 formado por



células muertas, alargadas y lignificadas?!, que pueden ser vasos, traqueidas o
fibras, rodeadas de células parenquimaticas (Marschner, 2011). Esta estructura
provee una via de baja resistencia para el movimiento de agua y solutos, desde

las raices a las hojas (Taiz y Zeiger, 2002).

Por otro lado, la translocacién de azucares de los 6rganos fuente a los sitios de
consumo o de almacenamiento se lleva a cabo a través del floema (De
Schepper et al., 2013). Este estd formado por células conductoras llamadas
elementos cribosos, nombre que deben a que tienen poros en la pared celular,
conocidos como placas y areas cribosas. A diferencia de las células que
componen el xilema, los elementos cribosos maduros no se encuentran
lignificados, permanecen vivos, y aunque carecen de algunos organelos como
el nacleo, los ribosomas, el aparato de Golgi y la vacuola, mantienen su
membrana celular, pocas mitocondrias modificadas y el reticulo endoplasmico
liso. Cada elemento criboso esta asociado a una o mas células acompanantes,
gue llevan a cabo las funciones metabdlicas necesarias para el mantenimiento
de los elementos cribosos (Figural) (Taiz y Zeiger, 2002; Heldt y Piechulla,
2011).

1.2. Transporte a corta distancia.

El proceso de carga y descarga de solutos en el xilema y el floema es complejo
debido a que involucran dos sistemas de transporte muy distintos: el transporte
simplastico y el apoplastico (Liesche y Patrick, 2017). El simplasto es el
continuo de citoplasmas que se forma entre dos o0 mas células contiguas a
través de conexiones especializadas denominadas plasmodesmata
(plasmodesmo en singular), que son extensiones tubulares de la membrana
plasméatica de 40 a 50 nm de diametro. Estas uniones permiten el intercambio
de moléculas de hasta 1000 Da entre las células (Figura 1) (Taiz y Zeiger,
2002).

LLignificacion. Reforzamiento de las paredes celulares debido a la formacién de
patrones complejos del polimero polifenélico conocido como lignina, que le confiere
resistencia estructural al tejido vascular asi como a la planta en general (Boyce et al.,
2004).



Por otra parte, cuando las células carecen o tienen muy pocas conexiones
plasmodesmata, los solutos deben movilizarse a través de la membrana celular
mediante transportadores especificos hacia el aplopasto, que es el espacio
entre la membrana plasméatica y la pared celular, para poder llegar a otras
células. Dicha via es denominada como transporte apoplastico (Figura 1) (Taiz
y Zeiger, 2002).

> Tejido Fuente

Figura 1. Ejemplos de flujo de aztcares y de estructuras celulares de algunos tejidos de maiz. En
la parte superior se muestra como es el flujo de azlcares de las hojas (Tejido Fuente) al floema, formado
por las células acompafantes (CA) y los elementos cribosos (EC). Comienza en las células del mesdfilo
(M) donde los azlcares son obtenido por fotosintesis en los cloroplastos, y pasan a la célula de la vaina
(CV) a través de uniones plasmodesmata que generan un citoplasma continuo (Simplasto). El flujo de
azlcares por esta via esta representado por flechas rojas. Los azlcares llegan por difusion hasta las
células del parénquima (CP) y la via simpléstica es interrumpida. Para poder llegar al floema, los

s Tejido Demanda




azlcares deben de ser transportados por proteinas (representadas por flechas negras y o6valos de
colores) al apoplasto (marcado con gris) e ingresar de la misma forma a las CA, para poder difundir a los
EC (Delgado-Rubio, 2017). En las raices (Tejido Demanda), la descarga del floema al periciclo (P) se
lleva a cabo por ambas vias durante el desarrollo de la planta, pero en la raiz madura se lleva a cabo por
la via simplastica (Lopez-Coria, 2019). Al llegar a P, las células de la endodermis (EN), corteza (C) y
epidermis (EP) se encuentran unidas simplasticamente, por lo que los azlcares se mueven libremente
por difusion hacia estas (Baker et al., 2016). Los azlcares, ademas de ser utilizados como fuente de
energia, pueden ser almacenados en EN o ser liberados a la rizosfera en EP (Jones et al., 2009).
Modificado de Méndez-Ramirez, 2018.

En una hoja, las células del mesdfilo, que son las encargadas de sintetizar a los
azlcares, usualmente estan conectadas por via simplastica a las células mas
externas del floema, mientras que éstas Ultimas no presentan conexiones
plasmodesmata con las células cribosas, por lo que el transporte de los
azlcares hacia las células cribosas es por via apoplastica (Figura 1) (Taiz y
Zeiger, 2002). Ademas de separaciones morfologicas entre células y la
caracteristica de hidrofilicidad de los azUcares, la diferencia de concentracion
entre tejidos puede ser tan grande que la Unica forma en la que pueden ser
transportados entre ellos (de baja a alta concentracién) es mediante proteinas

membranales (Braun y Slewinski, 2009; De Schepper et al., 2013).

Existe una gran variedad de proteinas que permiten el movimiento de
moléculas a través de la membrana celular o de las membranas de
compartimientos celulares, dichas proteinas pueden ser bombas dependientes
de ATP, canales o acarreadores (Figura 2) (Berg et al., 2002). Las bombas o
ATPasas son enzimas que transportan mayormente iones en contra de un
gradiente de concentracion con alta estereoespecificidad a través de una
membrana, utilizando la hidrélisis del ATP como fuente de energia para
generar un cambio conformacional en la proteina que impulsa el movimiento
del i6n. A este tipo de transporte dependiente de ATP se le conoce como

transporte activo primario (Lodish et al., 2000).



Por otro lado, los canales proteicos facilitan la difusion de moléculas de agua y
el flujo de iones a través de una membrana bajo el gradiente de concentracion,
por lo que se conoce como transporte pasivo o difusivo. Los canales permiten
el movimiento en 6rdenes de magnitud mayores con respecto a los demas tipos
de transportadores, y su transporte puede estar regulado por ligandos o por

cambios de potencial (Lodish et al., 2000).

Por otra parte, los acarreadores son proteinas transportadoras parecidas a los
canales pero con mayor estereoespecificidad, que permiten el paso de una sola
0 unas cuantas moléculas mediante cambios conformacionales. De estos,
existen tres tipos dependiendo de la direccion del transporte: los que realizan el
transporte de un soluto en una direccién son denominados uniportadores y ya
gue el soluto es movilizado en la direccién del gradiente de concentracion, se

conocen como transportadores difusionales (Nelson et al., 2008).

Los otros dos tipos de transportadores son los antiportadores y simportadores.
Estos se conocen como cotransportadores, y al igual que las bombas
dependientes de ATP, realizan el transporte activo de solutos, es decir,
transportan al soluto en contra del gradiente de concentracion, que es una
reaccion energéticamente desfavorecida, pero para lograrlo utilizan una
reaccion acoplada que es energéticamente favorecida, como el transporte
simultdneo de otro soluto a favor de su gradiente de concentracién. Cuando el
transporte de estos dos solutos a través de la membrana es en direcciones
opuestas, el transportador es un antiportador. Cuando ambos solutos se
transportan hacia un mismo compartimento el transportador es un simportador.
Este tipo de transporte es conocido como transporte activo secundario y no
realiza la hidrolisis de ATP, pero utiliza el gradiente i6nico generado por el

transporte activo primario (Figura 2) (Lodish et al., 2000; Nelson et al., 2008).

Pocos tipos de azucares son transportados a larga distancia en la planta. De
ellos, la Sac es la que principalmente es transportada en el floema, debido a su
escasa reactividad y alta solubilidad (Lemoine et al., 2013). A corta distancia

también se requiere de la movilizacion de la Sac y de hexosas, principalmente



glucosa (Glu), fructosa (Fru) y de polioles como el manitol. La distribucién
correcta de estos azlcares es esencial para el crecimiento de las plantas, ya
gue ademas de ser recursos metabodlicos y constituyentes estructurales,
cumplen con funciones de sefalizacién parecidas a las de las hormonas y
modulan procesos fundamentales del ciclo de vida de la planta (Kiihn y Grof,
2010; Lemoine et al., 2013).
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Figura 2. Transportadores membranales de aziicares en plantas. En ausencia de plasmodesmata, el
transporte de azlcares se lleva a cabo Unicamente por transportadores membranales. La sacarosa y las
hexosas se pueden transportar por transporte activo secundario a través de los simportadores sugar
transporter (SUT) y sugar transporter protein (STP) gracias al gradiente de protones (H*) producido por
las ATPasas de protones (H*-ATPasa), que llevan a cabo el transporte activo primario. Esto sucede de
forma similar en la vacuola. Los antiportadores de monosacaridos del tonoplasto (TMT) llevan a cabo
transporte secundario de hexosas en la vacuola. El transporte de los azlcares puede ser difusional a
través de los SWEETs en ambas membranas. La sacarosa es hidrolizada en el apoplasto por las

invertasas de pared celular (INV).




1.2.1. Transportadores de sacarosa.
Los SUTs (SUcrose Transporters por sus siglas en inglés) o SUCs (SUcrose
Carriers) son simportadores de Sac y H* con una estequiometria 1:1, y
presentan valores de Km que van desde 0.07 a 20 mM (Lemoine, 2000; Kihn'y
Grof, 2010). Estos transportadores pertenecen a la superfamilia de facilitadores
mayores (MFS), que incluye a los transportadores de Glu del humano (GLUTS),
a los transportadores de hexosas de levaduras (HXTs) y a la galactdsido

permeasa de bacterias (Kuhn y Grof, 2010).

Estructuralmente, los SUTs constan de 12 cruces transmembranales (TM)
(Figura 3). Se encuentran en las membranas plasmaticas y el tonoplasto, tanto
en tejidos fuente como en tejidos demanda. Pueden realizar la entrada de Sac,
dependiendo del gradiente de H* del compartimiento en que se encuentre
(Lemoine, 2000; Feng y Frommer, 2015).

Existen cinco clados? que agrupan a la familia de los SUTs, donde los
miembros del clado 1 son exclusivos de dicotiledéneas y muestran valores de
Km aparentes (se denominan aparentes debido a que son determinadas a partir
de la expresion heteréloga del transportador, en organismos como levaduras u
ovocitos de Xenopus) de 0.07 a 2.0 mM de Sac. Los miembros de los clados 3
y 5 son exclusivos de monocotiledoneas y los pocos que han sido
caracterizados muestran valores de Km aparentes de 2 a 8 mM de Sac. Los
miembros de los clados 2 y 4 se encuentran tanto en dicotiledéneas como
monocotiledéneas y muestran valores de Km aparentes de 4 a 20 mM de Sac.
Los SUTs del clado 3 son principalmente vacuolares, asi como algunos del
clado 4, aunque algunos miembros de este grupo se han encontrado en

fracciones cloroplasticas (Kuhn y Grof, 2010).

Existen transportadores similares a los SUTs llamados SUFs (SUcrose
Facilitators), que permiten la difusion facilitada de Sac de forma bidireccional e

independiente del pH, aunque solo se han encontrado en semillas en desarrollo

2Clado. Grupo de organismos o0 genes emparentados que contiene a un ancestro
comun y a todas las especies 0 variaciones descendientes de este antepasado
(Griffiths, 2006).



de chicharo y frijol, localizados en la vacuola, mostrando valores de Km
aparentes hasta cuatro veces mayores que sus homdélogos SUTs (Zhou et al.,
2007).

Andlisis realizados en mutantes de maiz, como la mutante sdx1 (sucrose export
defective 1) y la mutante knockout del SUT1 (zmsutl), muestran que las
plantas carentes de estos transportadores tienden a acumular carbohidratos en
las hojas, donde la mutante zmsutl ademas muestra deficiencias en el
contenido de clorofila, reducciéon en el tamafio de la planta, menor cantidad de
hojas y desarrollo méas lento que las plantas silvestres. Esto puede ser debido a
gue no se logra movilizar Sac a las células del haz vascular, por lo que no llega

la cantidad adecuada a los tejidos demanda (Braun y Slewinski, 2009).

1.2.2. Transportadores de monosacaridos.

También existen proteinas de 12 cruces TM involucradas en el transporte de
azucares distintos a la Sac, como los STPs (Sugar Transporter Proteins), PMTs
(Polyol/Monosaccharide Transporters), TMTs (Tonoplast Monosaccharide
Transporter), conocidos también como TSTs (Tonoplast Sugar Transporters), y
VGTs (Vacuolar Glucose Transporters), que se encargan de modular el
movimiento de monosacaridos y polioles, dentro y fuera de la célula, asi como
entre los compartimientos celulares (Slewinski, 2011). La mayoria de los
transportadores de este tipo se localizan en la membrana plasmatica de tejidos
demanda, los cuales transportan las hexosas que se encuentran en el
apoplasto al interior de la célula para posteriormente ser metabolizadas o
almacenadas. Estas hexosas son generalmente el producto de la hidrdlisis de
la Sac mediada por por invertasas (INV) y sacarosa sintasas (SuSy) (Slewinski,
2011; Hedrich et al., 2015).

Los transportadores de monosacaridos son dependientes del pH, pero a
diferencia de los transportadores de Sac que son simportadores, algunos
transportadores vacuolares llevan a cabo el antiporte del azucar acoplado a H*
(Schulz et al., 2011). La mayoria de los transportadores de monosacaridos

muestra afinidad por azlUcares como la galactosa (Gal), manosa, xilosa,



ademas de Glu y Fru. Asimismo, algunos tienen la capacidad de transportar
polioles. Su importancia se debe a que la acumulacion de monosacaridos
reductores en el citoplasma puede resultar en glicosilaciones no enzimaticas en
residuos de proteinas criticas para el funcionamiento de la célula, por lo que la
actividad de estos transportadores es necesaria para secuestrar azlcares, y
asi regular su concentracion en el citoplasma y/o controlar su almacenamiento,
ademas de ser parte de la respuesta a diferentes tipos de estrés (Slewinski,
2011; Hedrich et al., 2015).

Las mutantes knockout de un solo gen de este tipo de transportadores no
muestran fenotipos distintos a las plantas silvestres, lo que sugiere la expresion
de transportadores similares que pueden compensar el transporte faltante, ya
sean del mismo tipo de transportadores de azucares hasta ahora mencionados,

o transportadores diferentes, como los del tipo SWEET (Slewinski, 2011).

1.3. Transportadores SWEET.

Los SWEET (Sugar Will Eventually be Exported Transporters) son una familia
de transportadores membranales pertenecientes a la familia de genes
MtN3/saliva. Estan presentes en todos los reinos (Yuan y Wang, 2013). Los
SWEETSs fueron descritos en el 2010 en Arabidopsis thaliana (Chen et al.,
2010). Estos transportadores modulan el flujo de azucares a través de un

transporte difusivo independiente del pH y de forma bidireccional.

Los SWEETs fueron identificados al coexpresar proteinas politpicas sin
caracterizar de Arabidopsis, y proteinas sensoras que monitoreaban por FRET
(Transferencia de Energia de Resonancia Fluorescente) la presencia de Glu en
las células embrionarias de riidn humano HEK293T, las cuales de manera
enddgena, tienen una actividad baja de toma de glucosa (Chen et al., 2010).
Ademas, los SWEET han sido expresados en levaduras EBY.VW4000,

carentes de transportadores de hexosas.



La confirmacion de la actividad de transporte de azlucares de los SWEETs se
hizo mediante ensayos con Glu marcada con “C en ovocitos de Xenopus que
fueron transfectados con los genes SWEET (Chen et al., 2010; Feng y
Frommer, 2015). El primer SWEET en ser caracterizado fue llamado
AtSWEET1, localizado en la membrana plasmatica, y que en las células
HEK293T y de levadura llevé a la acumulacion de Glu. EI AtSWEET1 es un
transportador de baja afinidad por Glu con una Km aparente de 8 a 10 mM
(Chen et al., 2010).

La estructura de los SWEETs es distinta a las de los transportadores de
azucares SUT y STP, ya que cuentan con 6-7 cruces TM en vez de 12 (Figura
3), ademés estan formados por dos dominios de tres a-hélices (THB, triple helix
bundle) donde los cruces 1 y 3 quedan cercanos entre si (Feng y Frommer,
2016). Ambos dominios estan unidos por una a-hélice (Feng y Frommer, 2015;
Jia et al., 2017). En bacterias se han encontrado homodlogos de estos
transportadores con una estructura similar al dominio THB, Illamados
semiSWEETs (Xu et al.,, 2014; Wang et al., 2014). Al ser cristalizados, los
semiSWEETSs se encuentran formando dimeros (Xuan et al., 2013). Lo anterior
sugiere que los SWEETS pudieron haber evolucionado a partir de la duplicacion
en tandem del gen de algun semiSWEET, o debido a la fusibn de un
semiSWEET bacteriano con un semiSWEET de arquea (Jia et al., 2017).

El SWEET2b del arroz (Oryza sativa) fue el primer SWEET cristalizado y
muestra una estructura de homotrimero, aunque también se han encontrado en
forma de homo- y hetero-oligdbmeros (Tao et al., 2015). También se obtuvo el
meso cristal del AtSWEET13 (Han et al., 2017), transportador del clado IIl que
muestra actividad de transporte de Sac y Glu. En estos estudios se ha obtenido
informacion valiosa sobre los residuos que podrian estar involucrados en la

estructura y transporte de los SWEETS.
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Los SWEETSs también se encuentran en los genomas de animales, incluyendo
al neméatodo C. elegans, que cuenta con siete genes SWEET (Chen et al.,
2010). ElI humano cuenta con solo un homélogo de estos transportadores
HsSWEETL1 y pertenece a la familia de uniportadores SLC50, cuya expresion
es ubicua en tejidos pero mayor en oviducto, epididimo e intestino, y su
expresion en células HEK293T lo localiza en el aparato de Golgi (Chen et al.,
2010) En ratones, la expresion de MMSWEET1 es inducida durante la lactancia
en glandulas mamarias, por lo que su localizacion en Golgi podria deberse al
requerimiento de Glu para la sintesis de lactosa (Chen et al., 2010; Wright,
2012).

En plantas el nimero de SWEETs va de 8 en Amborella trichopoda, hasta 47
en Eucaliptus grandis (Chen et al., 2015; Eom et al., 2015). Se han identificado
17 genes de SWEETSs en la uva (Vitis vinifera) (Chong et al., 2014), 23 en el
sorgo (Sorghum bicolor) (Mizuno et al., 2016), 18 en la pera blanca (Pyrus
bretschneideri) (Li et al., 2017a), 25 en el platano (Musa acuminata L.) (Miao et
al., 2017), 33 en manzana (Malus domestica) (Wei et al., 2014) y, segun la

base de datos EnsemblPlants, 24 en el maiz (Zea mays) (Kersey et al., 2018).

Arabidopsis cuenta con 17 genes SWEET que se agrupan en cuatro clados
(Eom et al., 2015). Sin embargo, la pertenencia de los SWEETs a cierto clado
no predice los procesos fisioldgicos en los que el transportador podria estar
involucrado, pero parece existir una relacion entre el clado y el tipo de azucar
transportado. Los SWEETs del clado | (SWEET1-3) y Il (SWEET4-8)
principalmente transportan Glu, mientras que los de la mayoria del clado llI
(SWEET9-15) transportan Sac. Por otro lado, los dos SWEETs del clado IV
(SWEET16-17) transportan Fru, donde cabe destacar que el SWEET1S6,
también transporta Glu y Sac (Chen et al., 2010; Klemens et al., 2013).

La nomenclatura usada para nombrar a los SWEETs estd relacionada
filogenéticamente a los genes identificados como SWEETs en las familias de
Arabidopsis y del arroz, donde en esta ultima se han identificado 21 SWEETs
(Yuan y Wang, 2013).
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Se pueden encontrar genes co-ortdlogos a los SWEETs debido a la
multiplicacion de genes, por lo que varios SWEETs coinciden con el mismo
miembro de la familia de Arabidopsis, por lo que se designan con una letra
después del numero. Por ejemplo, se han identificado 29 SWEETS en el tomate
(Solanum lycopersicum) y 35 en la papa (Solanum tuberosum), en donde
SISWEET1 y StSWEET1 tienen 5 y 7 co-ortdlogos respectivamente,
SISWEET1a-e y StSWEET1la-g (Eom et al., 2015; Feng et al., 2015; Manck-
Goétzenberger y Requena, 2016).

1.3.1. Localizacion especificay funcion de los SWEETSs.
Los SWEETSs estan involucrados en un amplio rango de procesos fisiologicos
gue dependen en gran medida de su localizacion especifica de tejido y
subcelular. En Arabidopsis estos transportadores, se han encontrado en la
membrana plasmatica (SWEET1, -4, -8, -9, -11, -12, -15), en el tonoplasto
(SWEET2, -16 y -17), en el aparato de Golgi (SWEET5 y -9) y el reticulo
endoplasmico (SWEET®6) (Chen et al., 2015b; Feng y Frommer, 2015).

Por otra parte, el AtSWEETS5, también conocido como VGE1 (Vegetative Cell
Expressed 1), se expresa especialmente en células vegetativas de los granos
de polen, sugieriendo que influye en el suministro de Glu para el desarrollo del
tejido (Chen, 2014). Su homodlogo en arroz, OSSWEET5, que transporta Gal, al
ser sobre-expresado provoca un retardo en el crecimiento, adelanta la
senescencia y modifica la transcripcion de genes relacionados con la
sefalizacion de auxinas en plantulas, lo que podria ser causado por la

modificacion del metabolismo de azucares (Zhou et al., 2014b).

Otro ejemplo es el SWEETS, también conocido como RPG1 (Ruptured Pollen
Grain 1), que se expresa en el tapetum del esporangio durante la formacién del
meiocito en plantas macho (Guan et al.,, 2008). La mutante atsweet8/rpgl
exhibe una reduccion de la fertilidad en plantas macho, por lo que esta proteina
puede estar relacionada con el flujo de Glu desde las células del tapetum para

la formacion de polen (Guan et al., 2008). Efectos similares se observan en

13



arroz al silenciar el gen Xal3/Os8N3 que codifica el OSSWEET11 (Chen,
2014).

El SWEET9 es altamente expresado en nectarios y su expresion aumenta
conforme el tejido alcanza la madurez, facilitando la secrecion de néctar (Lin et
al., 2014). Este mismo patron de expresion se encontré en Nicotiana attenuata,
donde lineas celulares silenciadas por RNAiI mostraron que el NaSWEET9 es

necesario para la produccion de néctar (Lin et al., 2014).

Los SWEET11 y -12 tienen una alta expresion en células parenquimaticas del
floema de las hojas, donde estan involucradas en la translocacion de Sac a los
complejos célula cribosa-célula acompafante. Lo anterior se comprobé con la
doble mutante de Arabidopsis carente de estos transportadores, sweetll;12,
gue lleva a la acumulacion de almidén, Sac y hexosas en los tejidos fuente, asi
como un menor tamafio de raiz y diametro de la planta, sefial de un reducido

cargado del floema (Chen et al., 2012).

Ademas, AtSWEET11, -12 y -15 son necesarios para el llenado de las semillas.
La triple mutante sweetl1;12;15 muestra un fenotipo de semilla rugosa, con
menor peso Yy retraso en el desarrollo del embrion, debido a la poca
disponibilidad de azlUcares causada por la acumulacion en las hojas y a la
pérdida del transporte de la cubierta seminal al embrion (Chen et al., 2015c).
Mutantes knockout de SWEET14 muestran rasgos similares, por lo que
también este SWEET podria estar involucrado en el llenado de la semilla
(Chen, 2014).

Por otro lado, en arroz y maiz se ha encontrado que el SWEET4 transporta
Glu, se localiza en la membrana plasmatica y se encarga de transportar Glu al
endospermo durante la embriogénesis (Sosso et al.,, 2015). Mientras que en
arroz, mutantes knockout de OsSSWEET11 también muestran un llenado

defectuoso de la semilla (Ma et al., 2017).
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Cabe destacar que SWEET13 y -14 podrian ser capaces de importar acido
giberélico (GA), una fitohormona involucrada en la elongacion y crecimiento
celular. La doble mutante sweetl13;14 muestra defectos en la dehiscencia o
apertura de las anteras, aunque este fenotipo puede ser revertido por medio de
un tratamiento con GA exdgeno. La actividad de transporte de GA en levaduras
se realiz6 en condiciones de pH diferentes a las fisiologicas, por lo que es

posible que in vivo, esta actividad podria no ser relevante (Kanno et al., 2016).

En maiz, ZmSWEET13a, -b y -c muestran una alta expresion en la vasculatura
de las hojas, se localizan en la membrana plasmatica y transportan Sac. La
triple mutante carente de estos tres genes, zmsweetl3abc, muestra defectos
de crecimiento severos, similares a los de las mutantes zmsutl y atsweet11;12
mencionadas anteriormente, ademas de una alta acumulacion de azlcares
libres y de almidén en las hojas, lo que esta relacionado con un cargado

defectuoso del floema (Bezrutczyk et al., 2018).

SWEET16 y -17 han sido localizados en membranas vacuolares de células
corticales de la raiz y en células parenquimaticas vasculares de hojas, donde
modulan la entrada y salida de Fru del citosol a la vacuola. Mutantes knockout
de estos transportadores muestran un aumento en la acumulacién de Fru en
hojas, asi como una reduccion en el tamafio de las raices expuestas a un
exceso de Fru. Plantas que sobreexpresan los genes de ambos SWEETs
expuestas a estrés por frio o carencia de nitrégeno, condiciones bajo las cuales
se observa acumulacion de azucares, muestran una reduccion en la
acumulacién de Fru, una mayor eficiencia de germinacion y mejor tolerancia al
frio. Lo anterior sugiere que ambos SWEETSs estan involucrados con el reparto
de azucares, dependiendo de la demanda o presencia de Fru, ya que la
presencia de este azucar también modifica su expresion, ademas de que
permite el desarrollo de la planta en condiciones desfavorables (Klemens et al.,
2013; Guo et al., 2014; Chardon et al., 2015).

1.3.2. Cambios en la expresion de los SWEETs durante la

interaccion planta-microorganismo.
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Por otro lado, se han encontrado cambios en la expresion de transportadores
SWEET durante la interaccion entre plantas y microorganismos, principalmente
al ser infectadas por patégenos o colonizadas por simbiontes presentes en la
rizosfera, que es la zona del suelo que rodea a la raiz (Tabla 1) (Doidy et al.,
2012; Chen, 2014; Manck-Gotzenberg y Requena, 2016). Por ejemplo, al
realizar un andlisis de los SWEETs expresados en Arabidopsis durante la
infeccion con el oomiceto necréfito Pythium irregulare, el SWEET2 muestra un
aumento en su nivel de expresion, mientras que las mutantes con pérdida de
funcién de este transportador, sweet2, muestran mayor susceptibilidad a la
infeccion por P. irregulare y menor crecimiento, lo que indica que el
transportador podria estar involucrado en los mecanismos de defensa contra

patdgenos (Chen et al., 2015a).

Plantas de Arabidopsis mutantes en sweet2 muestran una reduccion en el
contenido de Glu en hojas. EIl SWEET2 se ha localizado en membranas
vacuolares de células corticales y de la epidermis de las raices de Arabidopsis,
lo que permite la acumulacién de Glu en las vacuolas (Chen et al., 2015a), y en
plantulas de la mutante nula sweet2 previamente embebidas en Glu marcada
con 4C, se observé un aumento en la cantidad de Glu exportada por las raices,
debido a que disminuye la acumulacién de Glu en la vacuola. Lo anterior,
sugiere que la actividad de este transportador podria estar relacionada con la
limitacion de liberacion de azucares a la rizésfera como mecanismo de defensa

contra patdgenos (Chen et al., 2015a).

De igual forma en Arabidopsis, durante la infeccibn con la bacteria
Pseudomonas syringae pv. tomato, se produce un aumento en los transcritos
de los SWEETSs -4, -5, -8, -10, -12 y -15, mientras que la infeccion con el hongo
Golovmyces chicoracearum induce la expresion de otro conjunto de SWEETS,

principalmente el -11y -12 (Chen et al., 2010).
La infeccién con el hongo necrofito Botrytis cinerea induce la expresiéon de los

SWEET4, -15 y -17 (Chong et al., 2014). En la uva, al infectar con el mismo
patbgeno se observa un aumento principalmente de VVSWEET4, que
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transporta Glu y se localiza en la membrana plasmatica. También aumenta su
expresion durante la exposicion a especies reactivas de oxigeno y por la
presencia de factores de virulencia de B. cinerea o de Phytophthora infestans.
Al obtener mutantes knockout de SWEET4 de Arabidopsis, que tiene un 72 %
de identidad con el VWVSWEET4, se observa una menor susceptibilidad a la

infeccion por B. cinerea (Chen et al., 2010; Chong et al., 2014).

En arroz se demostr6 la activacion de los genes que codifican para
OsSWEET11, -12, -13, -14 y -15 durante la infeccién con Xanthomonas oryzae
pv. oryzae (Xoo; Yang et al., 2006; Chen et al., 2010; Streubel et al., 2013). La
bacteria produce una enfermedad conocida como tizén bacteriano, que es una
de las enfermedades mas dafiinas del arroz. Su virulencia depende de una
mezcla de proteinas efectoras inyectadas a la célula por medio de un sistema
de secrecion tipo lll, que pueden llegar a incluir hasta 19 distintas proteinas

dependiendo la cepa de Xoo (Streubel et al., 2013.).

Algunas de las proteinas secretadas por las bacterias son conocidas como
efectores TAL (Transcription Activation-Like), proteinas similares a factores
transcripcionales que se unen a las regiones promotoras para inducir la
expresion de genes (Antony et al., 2010; Streubel et al., 2013). Un ejemplo es
el efector PthXo1, secretado por la cepa PX099* de Xoo, que interacciona con
el promotor del gen Xal3/Os8N3 que codifica para OsSWEET11 induciendo su
expresion (Yang et al, 2006). Este SWEET es requerido para la nutricion del
patdgeno. Lineas celulares de arroz silenciadas para el gen Xal3 con RNAI,
mostraron resistencia a la infeccion por Xoo (Yang et al, 2006). Asimismo,
existen mutaciones naturales que interfieren con la induccion de estos genes,
reduciendo la susceptibilidad ante ciertos efectores de Xoo (Chu et al., 2006;
Chen, 2014).

Se han reportado mutantes con promotores modificados para conferir
resistencia a cepas que dependen de efectores especificos, asi como la
actividad de efectores TAL artificiales para inducir genes (Li et al., 2013; Chen,

2014). Para el gen OSSWEET12, no se conocia algun efector TAL que regulara
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su expresion de manera natural. Su expresion fue inducida tras la infeccion con
una cepa de Xoo transformada con un TAL artificial, disefiado para unirse a la
caja TATA putativa del gen. La induccién de la expresiéon del SWEET confirié

susceptibilidad ante el patégeno (Li et al., 2013).

En la yuca (Manihot esculenta), Xanthomonas axonopodis pv. manihotis se
lleva a cabo un mecanismo similar al descrito en arroz. Al inducir la expresion
del gen MeSWEET10a, aumenta la susceptibilidad durante la infeccion, lo que
resulta en una enfermedad parecida a la causada por Xoo en arroz (Cohn et
al., 2014). Al infectar a la planta con una cepa de X. axonopodis pv. manihotis
con importe deficiente de Sac, no se observd una disminucion en su virulencia,
lo que indica que la Sac podria ser hidrolizada en el apoplasto y el patégeno
podria también nutrirse a base de hexosas (Cohn et al., 2014). De forma
similar, se ha observado que el efector Avrb6 de X. citri subsp. malvacearum
induce la expresion de GhSWEET10, mostrando el mismo efecto ante el tizon

en el algoddén (Gossypium hirsutum) (Cox et al., 2017).

El hongo Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. batatas provoca pudricion del
tallo y marchitamiento en la planta del camote (Ipomoea batatas), caracteristico
de infecciones por Fusarium. IbBSWEET10 es un transportador de Sac que se
localiza en membrana plasmética de células vasculares de las hojas en plantas
maduras y es inducido durante la infeccion con este patégeno. Lineas celulares
con RNAI para el transportador mostraron sintomas graves de infeccion, al
igual que un aumento en la concentracién de azucares extracelular (Li et al.,
2017b). Por lo tanto, en la planta silvestre este transportador podria disminuir la
cantidad de Sac en el apoplasto de las hojas y el tallo, limitando la proliferacion

de F. oxysporum.

Por otra parte, también existen microorganismos que establecen interacciones
simbiodticas con las plantas, donde la expresion de proteinas SWEET de las
plantas cambia (Chandran, 2015). La simbiosis con hongos que forman
estructuras llamadas micorrizas arbusculares (AM) en las raices, beneficia a las

plantas mejorando su acceso a nutrientes minerales como el fosforo, mientras
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que fortalecen el flujo de carbono hacia la raiz, imponiendo un reparto y
relocalizacion de azucares. De forma similar, las leguminosas al interaccionar
con microorganismos rizobios capaces de fijar N2 atmosférico, forman 6rganos
llamados nédulos en sus raices, con los que se favorece el intercambio de

nutrientes (Manck-Gotzenberg y Requena, 2016; Sugiyama et al., 2016).

En la papa, al ser colonizada por el hongo Rhizophagus irregularis que produce
AM, se modifica la expresion de 22 de los 35 miembros SWEETSs. También se
observo la relocalizacion de StSWEET2c, -7a y -12a al coexpresarlos con GUS
en plantas de Medicago truncatula, primero localizandose en células corticales
y en las puntas de las raices; y 5 semanas después de la infeccion se
localizaron en las células que contenian micorrizas (Manck-Goétzenberg vy
Requena, 2016). También en el mismo estudio por Manck-Goétzenberg y
Requena, al realizar un analisis de la expresion de SWEETs de M. Truncatula,
se encontrd la induccion de los SWEETSs -1b, -6 y -9a durante la simbiosis con
AM. Tiempo después, el papel del MtSWEET1b en la interaccion fue estudiado
por An y colaboradores (2019), mostrando que transporta Glu y podria
localizarse en la membrana peri-arbuscular (formada alrededor de las AM),
aungue su rol en la nutricion del simbionte podria ser redundante. Asimismo, en
arroz, el OsSWEET3b es principalmente inducido durante la misma interaccién
(Fiorilli et al., 2015).

En la leguminosa Lotus japonicus, se observéO una alta expresion del
LiISWEET3 en el sistema vascular de nédulos de plantas infectadas con el
rizobio Mesorhizobium loti, asi como en las raices durante la interaccion de AM
con R. irregularis. ElI LiISWEET3 fue localizado en la membrana plasmatica, y al
expresarlo en células HEK293T, mostré actividad moderada de transporte de
Sac, siendo el primer SWEET fuera del clado Ill con esta cualidad. Su
expresion se redujo en las plantas crecidas en condiciones de suficiencia de
nitrogeno. Plantas knockdown producidas por RNAi del Lj[SWEET3 no
mostraron un fenotipo distinto al de la planta WT, por lo que podrian existir
otras vias o transportadores de Sac que aseguren el suministro de nutrientes a

los nddulos (Sugiyama et al., 2016).
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Tabla 1. SWEETs cuya expresién es modificada durante la interaccién con

microorganismos. Se muestran los SWEET de algunas especies de plantas donde

se ha observado un cambio en la expresion de transcritos. Las localizaciones

subcelulares marcadas con un asterisco (*) se refieren a las observadas en las del

ortdlogo de Arabidopsis, revisadas por Feng y Frommer (2015). MP, Membrana

plasmaética.
SWEET Planta Microorganismo Localizacién | Sustrato Referencia
Subcelular
; ' i Manck-Gétzenberg y
1 M. truncatula R. irregularis MP - Requena, 2016
A. thaliana P. irregulare Vacuola Glu Chen et al., 2015a
2
: ; Manck-Gotzenberg y
" -
S. tuberosum R. irregularis Vacuola Requena, 2016
M. loti Sugiyama ef al., 2016
i i Sac
3 L. japonicus R. irregularis MP
Manck-Gotzenberg y
0. sativa R. irregularis MpP* i Requena, 2016
A. thaliana P. syringae MP* . Chen et al., 2010
B. cinerea
4
B. cinerea
V.vinifera P: infostans mMP Glu Chong et al., 2014
5 A. thaliana P. syringae Golgi* - Chen et al., 2010
. : Manck-Gotzenberg y
6 M. truncatula R. irregularis - - Requena, 2016
, ’ Manck-Gotzenberg y
7 S. tuberosum R. irregularis - - Requena, 2016
8 A. thaliana P. syringae MpP* - Chen et al., 2010
, . . Manck-Gotzenberg y
* -
9 M. truncatula R. irregularis Golgi Requena, 2016
A. thaliana P. syringae - - Chen et al., 2010
10 M. esculenta X. axonopodis - Gluy Sac | Cohn et al., 2014
G. hirsutum X. citri - - Cox et al., 2017
I. batatas F. Oxysporum MP Sac Li etal., 2017b
11 A. thaliana G. chicoracearum Mp* - Chen et al., 2010
O. sativa X. oryzae MpP* - Yang et al., 2006
: P. syringae 2 Chen et al., 2010
A. thaliana G. chicoracearum - . Chen, 2014
12
0. sativa X. oryzae MpP* . Manck-Gétzenberg y
S. tuberosum R. irregularis MpP* - Requena, 2016
13 0. sativa X. oryzae - - Streubel et al., 2013
14 0. sativa X. oryzae - - Streubel et al., 2013
15 A. thaliana P. syringae MpP* - Chen et al., 2010
17 A. thaliana B. cinerea Vacuola* - Chen et al., 2010
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2. JUSTIFICACION

En nuestro grupo de investigacion se ha estudiado el efecto de la infeccion del
maiz con el hongo Trichoderma asperellum, el cual promueve el crecimiento de
una amplia variedad de plantas, mejora la absorcion de nutrientes y la
respuesta ante estrés abidtico y bidtico, aumentando la resistencia contra
enfermedades e infecciones posteriores (Brotman et al.,, 2009; Schuster y
Schmoll, 2010). El tratamiento de las semillas de maiz con T. asperellum
(biopriming) modifica el crecimiento de la raiz, ya que aumenta la cantidad y
longitud de los pelos radiculares, ademéas mejora el desarrollo de la parte aérea
(Figura 4) (Guzman-Chavez, 2013; Lopez-Coria et al., 2016; Méndez-Ramirez,
2018). La mejoria en el crecimiento de la planta podria deberse a un cambio en
la distribucion de los azucares, por lo que se determiné el efecto de la infeccion
del maiz sobre los transportadores SWEET tanto en la parte aérea como en las

raices.

Se observo la induccion de la expresion del ZmSWEET13a en la parte aérea
de las plantulas de maiz de 7 dias en presencia de T. asperellum, mientras que
la co-infeccion con el patégeno F. verticillioides, provoca una induccion
adicional y transitoria del SWEET a los dos dias post-infiltraciéon (Carvente-
Garcia, 2014). ZmSWEET13a es un transportador que se localiza en las
membranas plasmaticas y transporta Sac (Bezrutczyk et al., 2018). Por otro
lado, en las raices se modificé la expresion de los transcritos ZmMSWEET2, -3b,
-12ay -14b (Figura 5) (Palacios-Vargas, 2017).

ZMSWEET3b es uno de los SWEETs que mas cambian su expresion en raices
embrionarias y post-embrionarias en presencia de T. asperellum, por lo que en
este trabajo se busco conocer la localizacion subcelular del transportador y su
especificidad por azucares, lo que podria relacionarlo con la respuesta a la

infeccion por parte de la planta (Chen et al., 2010; Palacios-Vargas, 2017).
En la literatura solo se han caracterizado dos ortdlogos del ZmSWEET3b
pertenecientes al clado I, AtSWEET1, AtSWEET2 y L]SWEET3b, todos de

plantas con metabolismo C3 y dicotiledéneas, mientras que el maiz tiene un
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metabolismo C4 y es monocotiledonea. AASWEET1 se localiza en la membrana
plasmatica, mientras que AtSWEET2 se localiza en la vacuola, ambos
transportan Glu (Chen et al., 2010; Chen et al., 2015%). LijSWEET3 se localiza
en membrana plasmatica y transporta Sac (Sugiyama et al., 2016). Ya que no
existe una referencia clara para su localizacion o especificidad de transporte,
Se propuso en este proyecto la caracterizacion de ZmSWEET3 para determinar

su papel en la respuesta a la infeccion por T. asperellum.

T. asperellum

Figura 4. Efecto del hongo T. asperellum en el crecimiento de plantas de maiz. (A) Crecimiento
macroscopico de T. asperellum por 14 dias en medio papa dextrosa agar. (B) Plantas de maiz con 48 h
de crecimiento, las semillas con el tratamiento de biopriming (T) fueron remojadas y agitadas con 6000
conidios de T. asperellum/semilla/mL de agua por 1.5 h previo a ser germinadas en agar en oscuridad.
Las semillas control (marcadas con C) fueron remojadas el mismo tiempo pero sin hongo. (C) Las plantas
de 72 h fueron posteriormente trasplantadas a sustrato Sunshine y crecidas por 7 dias mas. (D) Se
muestran fragmentos de los tallos de las plantas en C para observar las diferencias en el grosor. Tomado
de Arciniega-Ruiz, 2012. (A) Tomado de Arciniega-Ruiz, 2012. (B) tomado de Palacios-Vargas, 2017. (C

y D) proporcionados por el Dr. Guzman-Chavez, Fernando.
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Considerando que T. virens induce en la raiz la expresion de un transportador
de Sac cuando se encuentra interactuando con la planta de maiz (Vargas et al.,
2011) y que la ausencia de Sac evita el establecimiento del hongo en la planta
(Vargas et al., 2009), se propone que ZMSWEET3b es un transportador de
Sac, localizado en la membrana plasmatica de las raices del maiz. Con ello, la
Sac exportada al apoplasto y transportada al hongo permite su nutricion,
puesto que también se induce una invertasa intracelular en el hongo (Vargas et
al., 2019).

o]

~

Raices embrionarias

(4]

M Raices post-embrionarias

wn

Expresion relativa de SWEET
=Y
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2
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0 ﬁ I e
2 12a 14b

ZmSWEET

Figura 5. Efecto del biopriming con T. asperellum en la expresion de los SWEETs de raices de
maiz. La cuantificacion de la expresion se realizd mediante gPCR en raices de plantas de 72 h de
germinacion denominadas embrionarias, también se midieron en raices de plantas de 30 dias de
crecimiento en condiciones hidroponicas, y estas raices se denominaron post-embrionarias. Ambas

expresiones fueron normalizadas a cero. Tomado de Palacios-Vargas, 2017.
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3. HIPOTESIS.

El transportador SWEET3b de las raices de maiz transporta sacarosa y esta en

la membrana plasmatica.

4. OBJETIVOS.
4.1. Objetivo general

Determinar la localizacion subcelular y la especificidad de transporte del
ZmSWEET3Db.

4.2. Objetivos particulares

1.- Clonar a ZmSWEET3b a partir de raices de maiz en diferentes vectores

para realizar los ensayos funcionales.

2.- Determinar la localizacion celular de la quimera ZMSWEET3b-GFP

mediante microscopia confocal en S. cerevisiae.

3.- Determinar la especificidad por azucares del ZmSWEET3b mediante

ensayos de complementacion en S. cerevisiae.
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5. MATERIALES Y METODOS.

Para cumplir con el objetivo del trabajo, se siguié el esquema experimental de
la Figura 6. Para ello se plante6 la obtencién de la clona ZmSWEET3b, asi
como la de ATSWEETZ2 un control conocido que se localiza en la vacuola y es
un transportador de glucosa (Chen et al, 2015a). Ambas clonas se
subclonaron en un vector con GFP para su expresion en levadura, para
determinar su localizacion y otro vector para determinar la especificidad por
azlcares. También se utilizaron como control en las clonas pDRF-1-AtSWEET1
y pDRF-1-AtSWEET12, previamente obtenidas por Hernandez-Chavez vy
Lopéz-Coria (Datos no publicados), ya que son transportadores de membrana
plasmatica que transportan hexosas y Sac, respectivamente (Chen et al., 2010;
Chen et al., 2012).

Caracterizacion de

ZmSWEET3b
Analisis in Clonacién y Localizacion Especificidad
silico subclonacion celular por azicares
. Expresion de
] Clonacién de Expresion de ZmSWEET3b,
Anlisis de Disefio de ZmSWEET3b ZmSWEET3by AtSWEETA,
secuencias de |  oligonucledtidos | | yAtSWEET2 | = AtSWEET2enS. AtSWEET2y
paralogos del (control) cerevisiae W303 AtSWEET12en
ZmSWEET3b S. cerevisiae
| EBY.4000 y
SEY6210

Subclonacion en vectores

pDRF-1-Gwy
pAG426GPD-ccdB-EGFP

Figura 6. Esquema de trabajo disefado para la caracterizacion funcional de ZmSWEET3b.
ZmSWEET3b es el SWEET de maiz objeto de este trabajo. EI AtSSWEET2 se us6 como control debido a
que ya estan caracterizadas su localizacidén vacuolar y especificidad por Glu (Chen et al., 2015a), asi
como el AASSWEET1, que podria localizarse en la membrana plasmatica y que transporta Glu (Chen et al.,
2010).
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5.1. Analisis in silico de las secuencias de los marcos de
lectura abierta de SWEETSs del clado |I.

a- Obtencion de las secuencias de los ORF: Los marcos de lectura abierto
(ORF) de cada SWEET fueron obtenidos a partir de las secuencias reportadas
en las bases de datos EnsemblPlants (http://plants.ensembl.org/index.html;
Kersey et al., 2018) y del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), para el
SWEET2 de Arabidopsis (AtSSWEET2; AT3G14770) y el SWEET3b del maiz
(ZmSWEET3b; XM_008675300.3), respectivamente.

b- Disefilo de oligonucledtidos: Se utilizaron las plataformas Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) y Oligo
Analyzer (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) para obtener los
oligonucledtidos para la amplificacion especifica de toda la region codificante
de los transportadores AtSSWEET2 y ZmSWEET3b (Tabla 2).

Tabla 2. Oligonucledtidos disefiados para las reacciones de amplificacion por
PCR de los SWEETs de interés. La ultima columna se refiere al tamafio del

fragmento esperado en la amplificacion.

Nombre Direccién Secuencia (5°-3’) Tamario (pb)

ZMSWEET3b | Sentido CATCGATCTATCGACACATTTCT 1195

Antisentido | TGAAGTATAGAGTGACTTCATAA

AtSWEET?2 Sentido ATGGATGTTTTTGCTTTCAATG

708

Antisentido | GCGAACCTCACACGTAAGAA

c- Andlisis de las secuencias: Ademas de las secuencias del AtSSWEET2 y
ZMSWEET3b, se obtuvieron las de los ORFs del AtSWEET1 (AT1G21460),
AtSWEET3 (AT5G53190), AtSWEET13 (AT5G50800) y OsSWEET2b
(Os01g0700100) de EnsemblPlants, asi como la del SWEET3 de Lotus
japonicus (LJ]SWEETS; chrl.CM2121.80.r2.a), obtenida en la base de datos
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Miyakogusa.jp 3.0 (http://www.kazusa.or.jp/lotus/; Sato et al.,, 2008). Las
secuencias SWEET fueron alineadas utilizando MUSCLE en MEGA 7 (Kumar
et al., 2016) y se obtuvo la matriz de identidad de las estas en BioEdit (Hall,
1999). También se utilizé la  herramienta  WOoLF PSORT
(https://wolfpsort.hgc.jp/; Horton et al., 2007) para la prediccion de la

localizacion subcelular.

5.2. Obtencion de RNA a partir de raices de maiz.

a- Obtencion de las raices de maiz: Se seleccionaron 25 semillas de maiz
Chalquefio (Zea mays cv. Chalquefio), a las cuales se les corto el pedicelo y
fueron lavadas con 200 mL de una solucion de NaClO al 0.12 % por 2 min.
Después se enjuagaron con 200 mL de agua estéril hasta que el olor a NaCIO
desapareciera (3-4 veces). Las semillas desinfectadas se colocaron en cajas
de plastico de 30 x 30 cm con agar al 1 %, y se incubaron en oscuridad durante
72 h a 29 °C. Las raices de las plantulas de 72 h fueron cortadas con hoja
estéril de bisturi, congeladas con nitrogeno liquido y molidas en morteros
estériles libres de nucleasas (Anexo 1) hasta obtener un polvo fino, el cual fue

almacenado a -70 °C.

b- Extraccion de RNA mediante la técnica del TRIzol: Utilizando material
desechable estéril (Anexo 1), se tomaron 100 mg del polvo de las raices
molidas utilizando una espéatula metélica estéril enfriada con nitrégeno liquido.
Se colocaron en un tubo de microfuga estéril de 1.5 mL, se le agreg6é 1 mL del
reactivo TRIzol (Invitrogen) que fue mezclado en vortex (Vortex Genie 2,
Scientific Industries) hasta que se resuspendid. Se incubd 5 min a temperatura
ambiente, para después afiadir 200 uL de cloroformo y ser agitado
manualmente durante 15 s. Se incubd nuevamente por 5 min a temperatura
ambiente y se centrifugd durante 15 min a 13000 x g a 4 °C en una centrifuga
Universal 320 de la marca Hettich. La fase acuosa fue separada de la organica,
transfiriéndola a un nuevo tubo de microfuga de 1.5 mL evitando la interfase. Al
tubo con la fase acuosa le fue afladido 0.5 mL de isopropanol y fue mezclado 5
veces por inversion para precipitar el RNA. Se incubé durante 10 min a

temperatura ambiente y se centrifugd durante 10 min a 13000 x g a 4 °C. El
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RNA formé un botén blanco o transparente en el fondo del tubo y se mantuvo
adherido a él, por lo que el sobrenadante fue descartado y posteriormente fue
lavado afiadiendo 1 mL de etanol al 70 %, mezclado en vortex por 15 s y se
centrifugé durante 15 min a 13000 x g a 4 °C, repitiendo el lavado dos veces
mas. Se descarto el sobrenadante y se dejé secar el boton durante 5 min, para
después resuspenderlo en 50 uL de agua libre de nucleasas tratada con DEPC

(Anexo 1) y se almacend a -70 °C hasta su uso.

c- Cuantificacion y analisis de la integridad del RNA: El RNA fue cuantificado
en un espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) y se calculd el
volumen necesario para tener 1 ug de RNA. A este volumen se le afiadieron 2
uL de amortiguador de carga DNA Loading Dye 6X, (Thermo Scientific) y lo
necesario para completar un volumen de 10 uL con agua DEPC. La mezcla fue
resuelta en un gel de agarosa al 1.5 % con bromuro de etidio (0.425 g de
agarosa en 34.1 mL de agua DEPC, se calenté en microondas a intensidad
media por 20 s y una vez tibio, se le adicionaron 700 uL de TAE 50X, Trizma
base, acido acético, EDTA, y 35 ul bromuro de Etidio 0.5 mg/mL) en una
camara de electroforesis (BioRad), aplicando 70 mV durante 40 min con una
fuente de poder Hoefer EPS 2A200, usando como amortiguador de corrida TAE
1X. El RNA se visualiz6 en un transiluminador WiseUV WUV-L50 (PMI-

Labortechnik) y posteriormente fue digitalizado en el Chemidoc MP (Bio Rad).

d- Obtencion de cDNA por RT-PCR: En un tubo de microfuga de 0.6 mL se
coloco 1 ug del RNA de las raices de maiz o bien el RNA obtenido de hojas de
plantas de Arabidopsis, que fue extraido por Esparza-Reynoso (datos no
publicados), al que se le afiadieron 1 pL de Oligo DT (20 mM) y el volumen
necesario de agua DEPC para completar 10 uL. La mezcla fue incubada a 70
°C durante 5 min y después se colocé en hielo durante 5 min. Luego se le
afiadieron 4 uL de amortiguador ImProm Il, 2.4 uL de MgCl2 (25 mM), 1 uL de
enzima RT (Promega) y 1 uL de dNTPs 10 mM (Thermo Fisher). La mezcla fue
introducida a un termociclador MaxiGene Il (Axygen), bajo las siguientes
condiciones: 25 °C por 5 min, 42 °C por 1 h y finalmente 70 °C por 15 min. El

cDNA se almaceno a -20 °C hasta su uso.
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e- Amplificacion de genes por PCR: Para la amplificaciéon de los SWEETSs, se
utilizaron los oligonucledtidos de la Tabla 2, asi como el cDNA de cada planta
correspondiente al AASSWEET2 y al ZmSWEET3b. Se utilizé en ambos casos a
la polimerasa HD Advantage (Clontech) y la mezcla de reaccion que se
describe en la Tabla 3. Las condiciones de amplificacidén fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 98 °C por 2 min, 35 ciclos a 98 °C por 10 s, 60 °C por

5sy 72 °C por 2 min, y por ultimo una extension final a 72 °C por 10 min.

f- Electroforesis en gel de agarosa: Se afiadieron 4 uL de DNA Loading Dye 6x
(Thermo Fisher) a los productos de PCR y fueron resueltos en un gel de
agarosa al 0.7 % con bromuro de etidio, de igual forma que la descrita en el
apartado 5.2.c, solo que utilizando un gel de agarosa al 0.7 % que fue resuelto
a 90 V durante 40 min.

g- Purificacion de fragmentos de DNA: Los amplicones se extrajeron con el Kit
Zymoclean Gel DNA Recovery de Zymo Research de acuerdo a las
instrucciones del fabricante, la metodologia se resume en el Anexo 2.
Posteriormente se cuantifico en un espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo

Scientific) y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Tabla 3. Componentes afiadidos a la mezcla de reaccion de PCR punto final para
clonacién. Mezcla de reaccion utilizada en todas las amplificaciones para la clonacién
de los ORF de SWEETSs.

Reactivo Volumen (pL)
Amortiguador HD Advantage 5X 5.00
Polimerasa HD Advantaje 0.25
cDNA (o templado) 2.00
Oligo Forward (10 uM) 1.00
Oligo Reverse (10 uM) 1.00
dNTPs (2.5 mM) 2.00
Agua DEPC 14.75
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5.3. Clonacion de los ORFs SWEET.

a- Reaccion de adenilaciéon del producto de PCR: Se tomaron 50 ng de los
amplicones purificados de cada SWEET en tubos de microfuga de 0.5 mL, se
les agregd 1 uL de amortiguador Taq+KCl 10X, 1 uL de Tag DNApol (5 U/uL),
0.4 uL de dATP 0.2 mM, 0.6 uL de MgCl2 1.5 mM (Thermo Fisher), y 7 uL agua
DEPC. La mezcla se incubo a 70 °C durante 30 min. Finalmente, se almacend6

a -20 °C hasta su uso, por no mas de una semana.

b- Reaccion de Ligacion al vector pGEM T-Easy: Se tomaron 2 uL de los
amplicones adenilados en tubos de microfuga de 0.5 mL, se les agreg6 5 uL de
Rapid Ligation amortiguador 2X, 1 uL (50 ng) de plasmido pGEM T-Easy, 1 uL
de T4 DNA ligasa (3 U/uL) (Promega), y 5.5 uL agua DEPC. La mezcla fue
agitada e incubada a 4 °C durante 14 h. Se almacend a -20 °C hasta su uso,

por no mas de una semana.

c- Transformacion de E. coli DH5a con el vector pGEM T-Easy ZmSWEET3b o
AtSWEET2: Se utilizaron células Ca?*-competentes de E. coli DH5a vy la
transformaciéon se llevd a cabo por choque térmico; ambas metodologias se
describen a continuacion:

c.1- Obtencién de células competentes: Se inocularon 100 pL de un stock
de E. coli DH5a en 5 mL de medio LB en un tubo de 16 x 150 mm. Se incubo a
37 °C durante toda la noche. De ese cultivo se tomd 1 mL y se transfirié a un
matraz Erlenmeyer de 500 mL con 200 mL de medio LB. Se incubé a 37 °C
bajo agitacion (200 RPM) durante 2 h 30 min. El cultivo se repartié en 4 tubos
Falcon de 50 mL que se mantuvieron en hielo 10 min. Se centrifugaron a 3000
RPM a 4 °C por 7 min. Se descartd el sobrenadante en cada tubo y se
resuspendieron los botones formados al fondo en 10 mL de CaClz (60 mM) frio.
Se juntaron todos los botones resuspendidos en un solo tubo Falcon y se
dejaron reposar en hielo durante 30 min. Al finalizar, se centrifugdé a 3000 RPM
a 4 °C por 7 min, y se resuspendié en 2.5 mL de CaClz (60 mM) frio. Se
repartieron alicuotas de 100 pL en tubos de microfuga de 1.5 mL, para después

congelarlas con nitrdgeno liquido y almacenarlas a -70 °C.
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c.2- Transformacion: Se prepararon cajas de LB agar/0.1 mg/mL
ampicilina, utilizando 35 mL de medio LB, 0.525 g de agar, 56 pL de X-Gal y 35
uL de ampicilina 100 mg/mL por caja. Las reacciones de ligacion fueron
centrifugadas y se tomaron 5 pL del fondo de los tubos, y se transfirieron
cuidadosamente a uno de los tubos con células competentes (las que se
debieron dejar en hielo hasta que se descongelaran, 5-10 min), se mezclaron
suavemente los componentes del tubo y se incubd a 4 °C durante 30 min. Al
finalizar, se aplico choque térmico, colocando el tubo en un bafio a 42 °C
durante 45 s, e inmediatamente después fue colocado en hielo durante 2 min.
Se agregaron 950 pL de medio SOC y se incub6 a 37 °C con agitacion (150
RPM) por 1.5 h. Al finalizar, se centrifugd a 13000 rpm por 1 min, y el botén
formado al fondo se resuspendié con 100 pL del medio sobrenadante. Se
sembraron 100 pL en las cajas preparadas previamente y se incubo a 37 °C
durante toda la noche. Al finalizar, se seleccionaron dos de las colonias de
color blanco y se incubaron en tubos de 16 x 150 mm con 6 mL de medio
LB/0.1 mg/mL ampicilina a 37 °C por 14 h.

d- Purificacién del plasmido con el inserto: Fue llevada a cabo con el Kit Zyppy
Plasmid Miniprep de Zymo Research de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, el protocolo seguido se encuentra en el Anexo 3. Posteriormente se
cuantificO en un espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher). Se

almacend a -20 °C hasta su uso.

e- Envio a secuenciacion y ensayo de restriccion: Se enviaron 500 ng de cada
plasmido en un volumen de 15 pL a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM para ser secuenciados por el método de
terminacion de cadena con dideoxinucleétidos, utilizando los oligonucleétidos
T7 sentido (5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3’) y m13/ pUC antisentido
(5°-TTG TGA GCG GAT AAC AAT TTC-3’). Los resultados de las
secuenciaciones fueron analizadas con SnapGene 1.1.3 (GSL Biotech), CLC
Sequence Viewer 8 (QIAGEN) y la Herramienta Basica de Busqueda de
Alineaciones Locales (BLAST) del NCBI. Para el ensayo de restriccion del

ZMmSWEET3b se utilizaron 500 ng de plasmido purificado, 1 uL de la enzima de
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restriccibn Sacl Fast Digest y 2 uL del amortiguador Fast Digest (Thermo
Fisher), y lo necesario para 20 uL de reaccion con agua libre de nucleasas.
Para el ensayo con el AtSWEET2, se utilizaron 500 ng de plasmido purificado,
1 uL de la enzima de restriccion Notl fast Digest y 2 uL del amortiguador Fast
Digest (Thermo Fisher), y lo que bastara para 20 uL de reaccidén con agua libre
de nucleasas. Ambas mezclas de reaccion fueron incubadas a 37 °C durante
15 min, y después inactivadas a 65 °C por 5 s. Los plasmidos digeridos fueron
resueltos en un gel de agarosa 0.7 % con bromuro de etidio como fue descrito
en el apartado 5.1.d y fue digitalizado en el Chemidoc MP (Bio Rad).

5.4. Subclonacion de los ORFs de los SWEETs por

recombinacion (Gateway).

La subclonacién de ZmSWEET3b y AtSWEET?2 se realizd para que cada uno
de estos genes quedara insertado en el vector apropiado para su expresion en
levaduras. El proceso consistié en la amplificacion del gen de interés, utilizando
como templado las construcciones pGEM T-Easy-SWEET, seguido por la
recombinacion del ORF al vector donador pDONR221 y finalmente la

rembinacion con los vectores de expresion en levaduras.

a- Primera ronda de PCR: Se disefiaron oligonucleodtidos para amplificar las
regiones codificantes de cada SWEET (Tabla 4), afadiendo la secuencia
Shine-Dalgarno (GAA GGA GAT) que es el sitio de union a los ribosomas
procariotas, la secuencia Kozak (A AAC) que tiene la misma funcion en
eucariotas, el coddn de inicio ATG, asi como una parte de la secuencia attB
necesaria para la recombinacion (Reece-Hoyes y Walhout, 2018). Para la
amplificacion se utilizaron como templados las construcciones pGEM T-Easy-
ZMSWEET3b y pGEM T-Easy-AtSWEET?2, utilizando la polimerasa HD
Advantage (Clontech) y la mezcla de reaccion descrita en la Tabla 3. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a
98 °C por 2 min, 35 ciclos a 98 °C por 10 s, 60 °C por 5sy 72 °C por 2 min, y
por ultimo una extension final a 72 °C por 10 min. Los productos obtenidos

fueron resueltos en un gel de agarosa al 0.7 % con bromuro de etidio y los
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fragmentos fueron extraidos con el Kit Zymoclean Gel DNA Recovery de Zymo

Research, como esta descrito en el apartado 5.2.9.

b- Segunda ronda de PCR, con los oligonucledtidos attB: Se utilizaron los
fragmentos obtenidos de la amplificacion anterior y los oligonucledtidos attB de
la Tabla 4, para obtener las regiones codificantes de cada SWEET, las
regiones mencionadas en el paso anterior, pero ahora con la adicion de las
regiones attB completas. Se utilizo la polimerasa HD Advantage (Clontech) y la
mezcla de reaccion descrita en la Tabla 3. Las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 98 °C por 2 min, 35 ciclos a 98
°C por 10 s,55 °C por 5sy 72 °C por 2 min, y por ultimo una extension final a
72 °C por 10 min. Los productos obtenidos fueron resueltos en un gel de
agarosa al 0.7 % con bromuro de etidio y los fragmentos fueron extraidos con
el Kit Zymoclean Gel DNA Recovery de Zymo Research al igual que en el paso

anterior.

Tabla 4. Oligonucleétidos para subclonar los ORFs de ambos SWEETs del pGEM
T-Easy al vector pDONR-221. Se muestra el par de oligonucleétidos utilizado para
flanquear ambos insertos con las secuencias attB. En negritas se muestra parte de la

secuencia attB, azul la secuencia Shine-Dalgarno y rojo la secuencia Kozak.

Primera Ronda

Producto Direccién Secuencia sola Secuencia completa
- Sentido ATGGTTCCAGATAC | AAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACC
E AGTTCGTG ATGGTTCCAGATACAGTTCGTG
'%J Antisentido TTTATATTCCGACA AGAAAGCTGGGTGTTTATA
2 CTCTGGCG TTCCGACACTCTGGCG
N
o~ Sentido ATGGATGTTTTTGC | AAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACC
E TTTCAATG ATGGATGTTTTTGCTTTCAATG
% Antisentido CACGTAAGAAACAA AGAAAGCTGGGTGCACGTA
< TCAAAGG AGAAACAATCAAAGG
Segunda Ronda
B Sentido GGGGACAAGTTTGTACAAAAAACGAGGCTTC
a
Antisentido GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
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c- Introduccién al vector pPDONR-221 (Reaccién BP): En tubos de microfuga de
0.5 mL, se tomaron 1.5 yL de los fragmentos flanqueados por las regiones attB,
300 ng del vector pPDONR-221, 5 pL de amortiguador TE y 2 uL de Clonasa BP
(Thermo Fisher). Fueron incubados a 25 °C durante 1 h. Al finalizar, se agreg6
1 pL de Proteinasa K y se incubaron a 37 °C por 10 min para detener la

reaccion.

d- Transformacion de E. coli DH5a: Se realizd de la misma manera y bajo las
mismas condiciones que al transformarlas con el vector pGEM T-Easy en el
apartado 5.3.c.2, con la unica diferencia de que las bacterias transformantes
fueron sembradas en LB/0.1 mg/mL kanamicina, tanto en medio sélido como

liquido.

e- Purificacion, secuenciacion y ensayo de restriccion: La purificacion y la
secuenciacion se llevé a cabo de la misma forma que en el apartado 5.3. Para
el ensayo de restriccion se utilizaron 500 ng de plasmido purificado, a los que
se afadieron 1 uL de la enzima de restriccion Mlul Fast Digest y 2 ulL del
amortiguador Fast Digest (Thermo Fisher), y lo necesario para 20 uL de
reaccion con agua libre de nucleasas; después se incubd a 37 °C durante 5 min
y la reaccién fue inactivada a 65 °C por 5 s. El plasmido digerido se separ6 en
un gel de agarosa 0.7 % con bromuro de etidio como en el apartado 5.2.d y fue
digitalizado en el Chemidoc MP (Bio Rad).

5.5. Expresion heteréloga del ZmSWEET3b.

Para conocer la localizacion subcelular y la especificidad por azucares del
ZmSWEET3Db, se llevo a cabo la recombinacion de los vectores pDONR221-
SWEET con vectores para expresion en levadura: a) el vector pDRF1-Gw, para
realizar los ensayos de complementacid, ya que permite la expresion
constitutiva y sin tags del gen, para determinar la especificidad por azUcares
del transportador; b) el vector pAG426GPD-ccdB-EGFP (que fue llamado

pl4204-eGFP para facilitar su identificacion) que permite la expresion del gen
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gue codifica al SWEET fusionado a la proteina GFP en el C-terminal, lo que
permite localizar a la proteina en la célula utilizando un microscopio confocal; y
c) en donde a partir del vector pDRF1-Gw-ZmMSWEET3 se generd una
construccién junto con la SuSy de la papa, para favorecer la hidrdlisis de la Sac
y que la levadura pudiera desarrollarse en un medio con Sac como unica fuente

de carbono.

a- Introduccion a los vectores pDRF1-GW y p14204-eGFP (Reaccion LR): En
tubos de microfuga de 0.5 mL, se tomaron 0.3 uL de cada SWEET en el vector
pDONR-221, 0.5 pL del vector de expresion, 6.2 uL de amortiguador TE, 2 pL
de amortiguador LR Clonasa 5X y 1 pL de Clonasa LR (Thermo Fisher). Fueron
incubados a 25 °C durante 14 h. Al finalizar, se agreg6 1 uL de Proteinasa Ky
se incubaron a 37 °C por 10 min para detener la reaccién. Se almacenaron a -
20 °C hasta su uso. En el anexo 4 se encuentran los diagramas que

representan graficamente a cada vector.

b- Transformacion de E. coli DH5a: Se realiz6 de la misma manera y bajo las
mismas condiciones que al transformarlas con el vector pGEM T-Easy en el

apartado 5.3.c.2 para todos los plasmidos.

c- Purificacion: La purificacion se llevo a cabo de la misma forma que en el

apartado 5.3.d.

d- Transformacion de las cepas EBY.VW4000, SEY6210 y W303:

Se utilizaron levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae para la
caracterizacion del ZmSWEET3b, siendo las cepas EBY.VW4000 (MATa leu2-
3,112 ura3-52 trpl-289 his3-A1 MAL2-8°SUC2 hxt17A hxt13A::loxP hxt15A::loxP
hxt16A::loxP  hxt14A::loxP hxt12A::loxP  hxt9A::loxP hxt11A::loxP  hxt10A::loxP
hxt8A::loxP hxt514A::loxP hxt2A::loxP hxt367A::loxP gal2A snf3A::loxP stl1A::loxP
agt1A:loxP ydi247wA::loxP yjr160cA::loxP), SEY6210 (MATa leu2-3,112 ura3-52
his3-A200 trp1-A901 suc2-A9 lys2-801; GAL) y W303 (MATa canl-100 ade2-1 his3-
11,15 leu2-3 trpl-1 ura3-1). Las primeras dos para conocer la especificidad por

azucares y la ultima para conocer la localizacion subcelular de la proteina.
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Las cepas fueron inoculadas en 5.0 mL de medio liquido, YPM (0.66 g de
Proteosa-Peptona, 0.33 g de Extracto de Levadura, 3 mL de maltosa [Mal] 20
% estéril) para la cepa EBY.VW4000, y YPD (0.66 g de Proteosa-Peptona, 0.33
g de Extracto de Levadura, 3 mL de Glu 20 % estéril) para las cepas SEY6210
y W303. Los cultivos fueron incubados toda la noche a 30°C en agitacion (200
RPM). Después se midi6 la densidad 6ptica en un espectrofotometro Beckman
DU-530 UV-Vis, considerando una suspension de 1 x10° células/mL da una
absorbancia de 0.1 a 600 nm. Se afiadieron 2.5 x108 células de cada cepa a 50
mL de su medio respectivo, precalentado en un matraz Erlenmeyer, donde el
titulo fue de 5 x108 células/mL. Se incubaron bajo las mismas condiciones
durante 4-5 h mas hasta obtener un titulo de al menos 2 x 107 células/mL. Se
colectaron las células de cada cepa por centrifugacion a 3000 x g durante 5
min, los botones fueron lavados dos veces con 25 mL de agua estéril, y
después resuspendidos con 1.0 mL de agua estéril. Las suspensiones
celulares se transfirieron a tubos de centrifuga de 1.5 mL y fueron centrifugados
a 3000 x g por 30 s; el sobrenadante fue descartado y las células se

resuspendieron nuevamente en 1.0 mL de agua estéril.

Tabla 5. Componentes del T-mix para la transformacion de levaduras. El ssDNA
acarreador fue previamente desnaturalizado, incubandolo 10 min en agua hirviendo. El

DNA plasmidico se refiere al vector de expresion disuelto en agua libre de nucleasas.

Reactivo Volumen para 360 mL (uL)
PEG 3500 (50%) 240
CHsCOOLi (1 M) 36
ssDNA acarreador (2 mg/mL) 50
DNA plasmidico (750 ng) 34

Para la transformacion, se afiadieron 360 puL de T-mix (Tabla 5) a 100 uL de la
suspension anterior. La mezcla se incub6 en un bafio de agua a 42 °C durante
40 min. Después se centrifugd a 3000 x g durante 30 s, cada botdén se
resuspendié en 1 mL de agua estéril con ayuda de un vortex (Vortex Genie 2,

Scientific Industries). Se sembraron 100 puL de cada mezcla en el medio de
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seleccién, SMal ura  (0.036 g de medio sintético Drop-out sin uracilo, 0.201 g
de Base Nitrogenada de Levadura sin aminoacidos, 0.66 g de agar, 3 mL de
Mal 20 % estéril y 30 mL de agua desionizada) para la cepa EBY.VW4000 y
SDura™ (0.036 g de medio sintético Drop-out sin uracilo, 0.201 g de Base
Nitrogenada de Levadura sin aminoacidos, 0.66 g de agar, 3 mL de Glu 20 %
estéril y 30 mL de agua desionizada) para las cepas SEY6210 y W303.
Finalmente los cultivos fueron incubados a 30 °C de 3 a 5 dias. Las células de
las mutantes se obtuvieron inoculando en un tubo de 13 x 100 mm con 3 mL de
medio liquido selectivo (0.036 g de medio sintético Drop-out sin uracilo, 0.201 g
de Base Nitrogenada de Levadura sin aminoacidos, 3 mL de Glu o Mal 20 %
estéril y 30 mL de agua desionizada), fueron incubadas a 30°C durante toda la
noche, y al finalizar se tomaron 500 pL del cultivo en un tubo de microfuga de
1.5 mL, se afadieron 500 puL de glicerol 50 % estéril y se almacenaron a -20°C.
Para utilizar las cepas, se tomaron 100 pL del cultivo y fueron sembrados en
cajas Petri con el medio selectivo correspondiente e incubados a30°Cde3ab

dias.

e- Determinacion de la localizacion celular de los SWEETs en levaduras: Se
inocularon tubos de 13 x 100 mm con 2 mL de medio liquido SD ura con las
levaduras W303 pl14204-eGFP-SWEET vy fueron incubados a 30 °C durante
toda la noche. Se tomaron 100 pL de cada cultivo en tubos de microfuga de 1.5
mL, se afladieron 10 pL del marcador lipofilico de membrana plasmatica FM4-
64 (Invitrogen) a 164 uM, y se incubaron en obscuridad por 30 min, tiempo en
el cual el marcador ya se encuentra en la vacuola (Vida y Emr, 1995). Después,
los tubos fueron centrifugados 1 min a 13000 x g, se descart6 el sobrenadante
y se afiadieron 100 puL de medio liquido SD ura, se centrifugd de nuevo y se
descart6 el sobrenadante, y finalmente se afiadieron 100 pL de medio para re-
suspender las levaduras. Se tomaron 5 pL de la suspension, que fueron
colocados en un portaobjetos y fueron observados a 100X en el microscopio
Olympus Fluoview FV1000 de la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion y a la Industria (USAII) de la Facultad de Quimica de la UNAM
(eGFP: AEx = 489 nm y AEm = 508 nm; FM4-64: AEx = 558 nm y AEm = 734
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nm). Las imagenes fueron analizadas en el programa ImageJ v. 1.52 y el plugin
OlympusViewer v. 2.2 (Schneider et al., 2012).

f- Produccién del vector pDRF1-Gw-SWEET-SuSy: EL plasmido pDRF1-Gw-
ZMSWEET3b fueron digeridos con la enzima de restriccion BamHI, tomando
3000 ng del plasmido en tubos de microfuga de 1.5 mL, se le afiadieron 2.5 uL
de enzima BamHI, 2.0 pL de amortiguador BamHI 10X (Fermentas) y lo
necesario para tener 20 uL de reaccion con agua libre de nucleasas. Después
el plasmido se incubd a 37 °C durante toda la noche y fue inactivado a 65 °C
por 5 s. Lo mismo fue realizado para un cassette conteniendo al ORF del gen
de la sacarosa sintasa (SuSy) de Solanum tuberosum, junto con un promotor y
un terminador para levaduras (GAL1 y ADHL1, respectivamente), tomando 2000
ng del cassette y sometiendo a las condiciones mencionadas para el plasmido.
El plasmido digerido fue después tratado con fosfatasa, tomando 1000 ng del
vector digerido, 1.0 pL de enzima Fast AP, 2.0 pL del amortiguador AP 10X
(Thermo Fisher) y lo que bastara para 20 uL de reaccion con agua libre de
nucleasas, que después fue incubado a 37 °C por 20 min e inactivado a 75 °C
por 2 min. Finalmente, el plasmido digerido y defosforilado fue ligado con el
cassette SuSy digerido, en tubos de microfuga de 1.5 mL, tomando 50 ng del
plasmido digerido y defosforilado, 300 ng de cassette SuSy digerido, 10 uL del
Rapid Ligation Buffer 2X, 1.0 uL de T4 DNA ligasa (3 U/uL; Promega) y lo
necesario para 20 uL de medio de reaccion con agua libre de nucleasas. La
reaccion de ligacion fue incubada a temperatura ambiente durante 30 min. En
el anexo 4 se encuentra el diagrama que representa graficamente a este

vector.

g- Ensayos de complementacion de levaduras para determinar la especificidad
de los SWEETSs por azucares: Se inocularon tubos de 13 x 100 mm con 3 mL
de medio liquido de seleccion, SMal ura  para las levaduras EBY.VW4000
pDRF1-Gw-SWEET, y SD ura para las SEY6210 pDRF1-Gw-SWEET vy
pDRF1-Gw-SWEET-SuSy. Los tubos fueron incubados a 30 °C durante toda la
noche. Después, se tomaron 500 pyL de cada cultivo y fueron transferidos a

tubos de las misma dimensiones con 2 mL del respectivo medio de seleccion,
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que fueron incubados a 30 °C hasta obtener una absorbancia de 0.2 al medir a

600 nm en el espectrofotébmetro (U-530 UV-Vis, Beckman).

Para los cultivos de las levaduras EBY.VW4000 pDRF1-Gw-SWEET, se
realizaron diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000 con agua estéril. Se sembraron 5 pL
del cultivo y de cada dilucién en cajas Petri cuadradas con medio selectivo
(0.042 g de medio sintético Drop-out sin uracilo, 0.235 g de Base Nitrogenada
de Levadura sin aminoacidos, 3.5 mL de Fru, Glu, o Mal 20 % estéril y 35 mL
de agua desionizada. Para obtener la dilucion de 1:10000, se colocaron 9 pL
de agua destilada estéril y 1 pL de la dilucién 1:1000 y se aplicaron

directamente a la caja.

Para los cultivos de las levaduras SEY6210 pDRF1-Gw-SWEET y pDRF1-Gw-
SWEET-SuSy, se tomaron 5 pL del cultivo y fueron estriados en cajas Petri con
medio selectivo (0.036 g de medio sintético Drop-out sin uracilo, 0.201 g de
Base Nitrogenada de Levadura sin aminoacidos, 3.0 mL de Glu 20 % estéril y
30 mL de agua desionizada. Para los medios con 1 % y 0.5 % Sac, 1.5 mLy
0.75 mL de 20 % Sac estéril y 31.5 y 32.25 mL de agua estéril desionizada,
respectivamente). Finalmente, las cajas Petri fueron incubadas a 30 °C durante
3 dias.
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6. RESULTADOS.
6.1. Analisis in silico de las secuencias SWEET de miembros

del clado I.

La localizacion subcelular y la especificidad por azlUcares de los
transportadores SWEET que se han agrupado dentro del Clado | son variadas.
Hay SWEETs de membrana plasméatica (Chen et al., 2010) y del tonoplasto
(Chen et al.,, 2015a), asi como aquellos que transportan Sac y otros que
transportan Glu (Chen et al., 2010; Sugiyama et al., 2016). Para determinar si
existian similitudes entre los transportadores del clado | de Arabidopsis con el
LiISWEET3 y el ZmSWEET3b que pudieran proporcionar informacién sobre las
caracteristicas funcionales o de localizacion de este ultimo, se compararon las
secuencias tanto a nivel de secuencia de nucleétidos (los ORFs) como de

aminoécidos (Tablas 6y 7).

A nivel de nucledtidos, la secuencia de ZMSWEET3b tiene un mayor
porcentaje de identidad con la de AtSWEET3, seguido de la del LijSWEETS3, y
luego por la del AtSWEET1 y la del AtSSWEET2 (Tabla 6). AtSWEET1 se ha
localizado en membrana plasmatica y AtSWEET2 en el tonoplasto, ambos
llevando a cabo el transporte de Glu (Chen et al., 2010; Chen et al., 2015a). Se
desconoce qué transporta y donde se localiza AtSWEET3, mientras que
LiISWEET3 se encuentra en la membrana plasmatica y transporta Sac
(Sugiyama et al., 2016).

Tabla 6. Matriz de identidad de secuencias de nucle6étidos. Se muestran los

porcentajes de identidad entre las secuencias de nucleétidos de cada transportador.

Secuencia | AtSWEET1 | AtSWEET2 | AtSWEET3 | LiSWEET3 | ZmSWEET3b
AtSWEET1 100.0 % 44.1 % 50.9 % 47.5 % 45.0 %
AtSWEET2 100.0 % 42.6 % 41.8 % 41.9 %
AtSWEET3 100.0 % 57.5% 53.2%
LjSWEET3 100.0 % 49.9 %
ZmSWEET3b 100.0 %

Las secuencias SWEET fueron alineadas utilizando MUSCLE en MEGA 7 (Kumar et al., 2016) y se
obtuvo la matriz de identidad de estas en BioEdit (Hall, 1999). At, Arabidopsis thaliana. Zm, Zea mays. Lj,
Lotus japonicus.
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A nivel de aminoécidos, los porcentajes de identidad fueron menores (Tabla 7)
gue a nivel de nucleétidos (Tabla 6), aunque la similitud entre las secuencias
SWEET se mantuvo, ya que ZmSWEET3b tuvo el mayor porcentaje de
identidad con el ATSWEET3, seguido del LjSWEETS3, luego del AtSWEET1 y
finalmente con el AAISWEET2.

Tabla 7. Matriz de identidad de secuencias de aminoacidos. Se muestran los

porcentajes de identidad entre las secuencias de aminoacidos de cada transportador.

Secuencia | AtSWEET1 | AtSWEET2 | AtSWEET3 | LiSWEET3 | ZmSWEET3b
AtSWEET1 100.0 % 36.7 % 39.0 % 39.1 % 37.8 %
AtSWEET2 100.0 % 34.1% 33.8% 31.3%
AtSWEET3 100.0 % 49.4 % 49.4 %
LjSWEET3 100.0 % 40.0 %
ZmSWEET3b 100.0 %

Las secuencias SWEET fueron alineadas utilizando MUSCLE en MEGA 7 (Kumar et al., 2016) y se
obtuvo la matriz de identidad de estas en BioEdit (Hall, 1999).

Por otra parte, al analizar las secuencias de aminoacidos de los SWEETs con
la herramienta WoLF PSORT (Horton et al., 2007), la localizacion con mayor
puntaje para el ZmMSWEET3b fue la de membrana plasméatica (Anexo 6), al
igual que para los demas SWEETSs analizados, a pesar de que el AtSSWEET2

se ha reportado en el tonoplasto (Chen et al., 2015a).

Los ortélogos SWEET del mismo clado muestran distintas localizaciones
subcelulares y transportan diferentes azlcares, por lo que es necesario
determinar tanto la localizacién como la especificidad por solutos de manera

experimental.

6.2. Clonacion de las secuencias ORF de ZMmSWEET3b vy
AtSWEET2.

Para determinar la funcion de transporte y la localizacion subcelular del

transportador se clon6 ZmMSWEET3b, asi como AtSWEET2, este dltimo para
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usarlo como control, ya que su localizacion y especificidad han sido reportadas
(Chen et al.,, 2015a). Los controles con AtSWEET1 y AtSWEET12 fueron
previamente clonados en nuestro grupo, el primero clonado por Hernandez-
Chavez y el segundo por Lépez-Coria como parte de sus trabajos de tesis de

licenciatura y doctorado, respectivamente (Datos no publicados).

Para clonar ZmSWEET3b se obtuvo el RNA total a partir de las raices de
plantulas de maiz Chalquefio de 72 h de crecimiento, y para el caso de
AtSWEET?2 se utilizé el RNA de plantas de 6 semanas de edad de A. thaliana,
obtenido previamente en el laboratorio por Esparza-Reynoso (Datos no
publicados). Ambos RNAs se encontraban integros al ser resueltos en gel de
agarosa, ya que se observaron las dos bandas definidas de los RNA
ribosomales e incluso una banda de bajo peso molecular de los RNAs de

transferencia (Figura 7).

Z. mays A. thaliana
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Figura 7. Electroforesis del RNA de raices de Zea mays y de plantas de Arabidopsis thaliana. Se
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muestran los geles de agarosa al 1 % donde fueron resueltas las muestras de RNA extraidas de maiz y
Arabidopsis, donde se observan las subunidades 28s y 18s, que mostraron estar integras, por lo que
fueron utilizadas para la obtencion de las secuencias codificantes del ZmSWEET3b y AtSWEET?2.

A partir de las muestras de RNA, se obtuvo el cDNA mediante RT-PCR, y
utilizando los oligonucleétidos especificos (Tabla 2), se amplificaron los ORF de

los genes de cada transportador por PCR punto final, mostrando los tamarfios
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de banda esperados, de 1125 pb para el amplicon del ZmSWEET3b y de 708
pb para el del AtSWEET2 (Figura 8). Los amplicones fueron purificados y se les
afiadio una cola de adenina en el extremo 3’ a cada gen, ya que a diferencia de
otras polimerasas, la HD Advantage utilizada en la reaccién de amplificacién
cuenta con actividad de exonucleasa 3’-5’, realizando correcciones durante la
amplificacion, por lo que no genera las colas de adenina requeridas para la
ligacion con el vector pGEM T-Easy (3015 pb). Este cuenta con un excedente
de timina en los sitios de insercidon, lo que permite la ligacion con los
amplicones y evita la recircularizacion del plasmido. Los productos de la
ligacion fueron utilizados para transformar a la cepa de E. coli DH5q, la que se

utilizé para expresar cada plasmido y obtener una mayor cantidad de estos.

A ZmSWEET3b B AtSWEET2

1125 pb
—
- - 708:ph
ol H B
500 pb-

1000 pb-
500 pb-

[

Figura 8. Electroforesis que corrobora la presencia de los fragmentos de ORF de ZmSWEET3b y
AtSWEET2. Se muestran los geles de agarosa al 0.7 % donde fueron resueltos los fragmentos
amplificados. En el gel (A) se observa una banda de aproximadamente 1100 pb que corresponde al ORF
del gen que codifica para ZmSWEET3b, mientras que en (B) se observa una banda entre las marcas de
500 pb y 750 pb, que coinciden con los tamafios esperados para el ORF del AtSWEET2. El marcador de
peso molecular en A es de 100 pb (Promega) y el de B es de 1000 pb (Thermo Scientific.).

Para corroborar la insercion de los genes, los vectores recombinantes fueron

sometidos a un ensayo de corte por enzimas de restriccion, en donde el vector
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pGEM T-Easy-ZmSWEET3b (4062 pb) fue digerido con la enzima Sacl, que
realiza dos cortes en el plasmido, mientras que el pGEM T-Easy-AtSWEET?2
(3723 pb) fue digerido con Notl, que también realiza dos cortes (Figura 9). Se
observaron varias bandas para el vector pGEM T-Easy-ZmSWEET3b sin
digerir que podrian deberse a las diferentes conformaciones del vector en el gel
es decir topoisémeros, siendo la banda de mayor peso aparente la del
plasmido circular relajado, la banda en el peso esperado la conformacion lineal,
y la de la banda més intensa y de mas bajo peso molecular la del plasmido
superenrollado. Los plasmidos digeridos mostraron al vector vacio con un peso
aproximado de 3200 pb y otra banda de aproximadamente 1000 pb que
corresponderia a ZMSWEET3b. El vector con el AtSWEET2 se observé en el
peso esperado. Ambos vectores mostraron el patron de bandas esperado tras

ser digeridos y resueltos en un gel de agarosa.

Adicionalmente, se enviaron a secuenciar cada uno de los vectores con el
supuesto inserto. La secuenciacion mostr6 que ambos vectores contenian el
inserto deseado. Sin embargo, al analizar la secuencia del pGEM T-Easy-
ZMSWEET3b, habia una porcion de 24 pb de la secuencia reportada de

referencia que no se encontraba en el inserto (Figura 10).

Para corroborar que el inserto en el vector estuviera integro, se realiz6 un
analisis mediante PCR punto final, para ello se disefié un oligonucleétido
especifico que se apareara con la regién que parecia faltar, el oligonucle6tido
fue llamado Zm3bCheckF y se usO junto con uno de los oligonucleétidos
diseflados por Palacios-Vargas (2017), llamado RZmSWEET3.1. El producto
esperado era de 230 pb (Tabla 8).
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Figura 9. Patrones de restriccion de los vectores pGEM T-Easy-ZmSWEET3b y pGEM T-Easy-
AtSWEET2. Separacion electroforética en geles de agarosa al 0.7 % de los vectores restringidos. (A)
Ensayo de restriccion con la enzima Sacl para el vector vacio (3015 pb) y el vector pGEM T-Easy-
ZmSWEET3Db. El patron de bandas observado coincide con lo esperado, una banda de 3162 pb y otra de
1001 pb. (B) Para el vector pGEM T-Easy-AtSWEET2 se utilizo la enzima Notl, obteniendo el patron
esperado, una banda de 2981 pb y otra de 742 pb. M = marcador de 1 Kb (Thermo Scientific).
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Sequence 10: Quary_235385 Length: 1047 Number of Matzhas: 1

Range 1: 1 to 1047 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1729 bits{936} 0.0 1014/1047(97%) 24/1047( 2%) Plus/Plus
Query L ATGEG f.“.u'..ﬁl‘l.'l: TCGTO TAGGARTCCT. GCTECTTCCATGCIC 60
wsee 2 NI I L. o
Query &l CTCTACACARCCCCTATE - === mm = m e m e e e e e e e e e e = - BARGGECARCGTGGAGGAR 96
Shjct 61 J\l_ II‘L&&M&E&&E&'WTE&C’ETTE&G&TGEG‘T’EHT Jilyill 4IJ_\' J‘.L&J‘.Lﬂa 120
Query 27 N TG G TGO A T A A T O T A G TGO T AR SO CTGOT G TACRCCTGETACGEE 156
sbier 121 thbhbibedtellableartbhaddilidbe M HAL A AL 1ao
Quersy 157 CICCOGETEETEAGC TCCEEETEEEAG GUCACCATCRACGGCCTGEEE 216
coser 151 NI LM e
Quesry Z17 AT GC T GAGE TGO T T CATCGCCATATACCTACGETTCECACCGECGEAGRAGRAG 276
sbjer 2ar  Abbdbdbhedlobbedlotribbeddchinbhetiabbobtebel bl b latind 500
Query 77 REGE GCCTTGCAGCTGETGCTTCCTGOCCTGEOG TTCGECCTGRCGGCGECCTIG 336
soser 301 AL HL ML AT S
Query 337 TOGRGE CHOCECACACECACAGCGD WGGCETTOGTGOGCAGOGTOGEGCTG 396
coger 301 MRS R IO oo,
Query 307 GIGGCT TCC GG TCCATG TACACC TOCTCCARTEETS TMGCG&GTEIL'EEGLGILLG 456
sbier 421 Gt JLéhuci-ﬂékciéc-étéuh&&c&'”éééié%l ribtbhed aso
Query 457 ARG RGCCTEEAGTTCATGCCGTTCTCCCTE TGO C COTGTCCRGCGCGCTC 5164
Sbhjct 481 U A&CIZJI"GJI.IILG':I[':LER 1\Ell GTTCTOCCTCTOLCTCTTC l l JJ |_|. \[J}nﬁééﬂéé Il 540
Query 517 TESATSGOE TRCGGECTS G-L&G-EG.P.L CTTCATCOCGTCGOCARMCTTCATOGEE 576
coger 501 NI NI oo,
Query 577 G COGGTGGECGTCC T TCAGC TGO TG TG TACTGCATC TACAGGRGAGACCACSEGSCG 636
coser oo SNMLINILENL U L ) 650
Query 6317 GCAGCC GG TG GCEE.P.LGC&E.P.'EGGLC‘E'E GUCGLCGA TCAGGEAGRAG 5596
sser e61 AN UL LT LGOI+,
Query &07 ATGARMGGCAGCGECECCEETEECCETECAGOCECAGGAGETAGCCGECAGAGTGTLGGAR 756
sbjer 720 AbbArdbbadddlebbodes r!écr!n.;r_“ Sebhedhabidbebbbhadbabiedbad 5o
Query T57 TRTARRTCAGATAATATETOTCTE 'I:CT‘EJ'LPJL TEGAATCAGRATOCCTTGTECSTT 816
sbier 70 thbAAadb iAo LA G M G, a0
Quesy B1L17 GIGETCAGTC TETGAAGTEARTGTT GUGECCCAARGCCCARCACCGER ATE
soser sar S LG LI, oo
Quesy 877 ACTGGACTC TCCARG CTEGEGECTETACGGCCACRARTA 936
soser o01 IR I G I, oo
Query 937 GCAGOGACCCTACTG TIGAGARCTACG TATACGGAT TCC‘.P.C [T aTL'I‘I':-E GT 2596
sbjer sel  Gehdbadde méh#m&ménaéﬁTatnéﬁéauémé chrdbhdbbhbiodatttt 1020
Query 297 =1 ATS STCAC ARTRCOTTCA 1023

Sbhjotr L0211 1L.|.1 J!L':I[“G“ ~'.!.'\J:.m! L5 ta'J:t‘L'.. 1047

Figura 10. Comparacion de la secuencia del ZmSWEET3b reportada y clonada en este trabajo. La
secuencia consenso del ZmSWEET3b, obtenida a partir de las secuencias proporcionadas por la
secuenciacion, fue alineada mediante BLAST con la reportada en el NCBI (XM_008675300.3). La porcion
faltante, que se comprobo estar presente en la construccion mediante PCR, se encuentra resaltada en el

recuadro.
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Tabla 8. Oligonucledétidos utilizados para comprobar la presencia del fragmento
no encontrado en la secuenciacion. La ultima columna se refiere al tamafio del

fragmento esperado en la amplificacion.

Nombre Direccion Secuencia (5-3’) Tamanfo (pb)

Zm3bCheckF | Sentido ACTGACGTTCAGATGGGTGA

230
RZmSWEETS3.1 | Antisentido | AAACCTCTTCTTCTCCGCCG

Se confirmé que la parte de la secuencia faltante se encontraba presente tanto
en el cDNA como en el vector pGEM T-Easy-ZmSWEET3b (Figura 11). La
secuencia que se obtuvo fue de 1125 pb y fue denominada secuencia
consenso debido a que se obtuvo al combinar los resultados de la
secuenciacion en sentido y antisentido del inserto. La secuencia de nucleoétidos
mostréo un 99.3 % de identidad con la secuencia reportada en el NCBI (5
nucleodtidos de diferencia), mientras que la secuencia de aminoacidos mostro
un porcentaje de identidad de 98.4 % (4 aminoacidos de diferencia) (Anexo 4).
Las diferencias en la identidad de la secuencia reportada en el NCBI y la aqui
reportada podrian deberse a que los maices usados para la obtencién de las
clonas son distintos, en este trabajo se utilizo el cultivar Chalquefnio y el
transportador fue reportado a partir del cultivar B73. Por otro lado, el inserto del
vector pGEM T-Easy-AtSWEET2 mostr6 tener un 100 % de identidad con la

secuencia reportada en EnsemblPlants (Anexo 5).
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Figura 11. Confirmacién de la presencia de la region de 24 pb en ZmSWEET3b. Separacion
electroforética de los productos de PCR en gel de agarosa al 2 %. (1) Producto amplificado de la
secuencia del SWEET a partir del cDNA de raices de plantulas de maiz de 72 h, utilizando los
oligonucledtidos para amplificar la secuencia del ORF (Tabla 2). (2) Amplificacion con los oligonucleotidos
de la Tabla 8, utilizando como templado cDNA de raices de plantulas de maiz de 72 h y (3) amplificacion
con los oligonucledtidos de la Tabla 8 pero usando como templado el vector pGEM T-Easy-ZmSWEET3b.
Se observa el inserto por arriba de la banda de 1000 pb como se habia mostrado anteriormente para la
secuencia amplificada del transportador, mientras que, en el cDNA y el vector, el oligonucledtido
Zm3bCheckF logré aparearse con la secuencia que parecia faltar en ambos templados, amplificando el
fragmento esperado de 230 pb, confirmando que la secuencia de 24 pb si se encuentra en el ORF
clonado. M = marcador de 100 pb (Promega), la banda gruesa en el marcador corresponde a 500 pb. El
analisis se llevd acabo utilizando el PCR Master Mix de Promega, siguiendo las indicaciones del
fabricante. Las condiciones de amplificacion fueron desnaturalizacién inicial a 94 °C por 3 min, 35 ciclos a

94 °C por 30 s, 55 °C por 1 min y 72 °C por 1 min, y por Gltimo una extensién final a 72 °C por 10 min.
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A) ZMSWEET3b reportada. B) ZmSWEET3b clonado en este trabajo.

Figura 12. Comparacién de las topologias predichas para las secuencias traducidas del gen
reportado en NCBI y del clonado en este trabajo para ZmSWEET3b. Se muestra la prediccion de los
cruces TM de las secuencias de aminoacidos del ZmSWEET3b, en A para la secuencia reportada en el
NCBI (XM_008675300.3) y en B la secuencia obtenida en este trabajo. Las predicciones fueron
generadas con la herramienta en linea Protter (Omastis et al., 2014). Se encuentran enumerados los 7
cruces TM. Hay 4 aminodcidos distintos entre ambas secuencias, marcados con rojo en las posiciones
126 (His por Arg), 129 (Arg por Ser), 130 (Ser por Ala) y 227 (His por GIn). Los tres aminoacidos que son
distintos se encuentran al final del 4° cruce TM y en el asa que une al cruce TM 4 con el 5 y el ofro
aminodcido diferente se encuentra en el extremo carboxilo terminal de la proteina.

La secuencia traducida del ORF de ZmSWEET3b fue analizada utilizando el
servidor TMHMM 2.0 (Krogh et al., 2001) y la herramienta Protter (Omastis et
al., 2014), la proteina se predice que contiene los 7 cruces TM caracteristicos
de la estructura de los SWEETs (Anexo 6; Figura 12). Ademas, se encontraron
conservados todos los residuos que se sugiere podrian estar involucrados con
el transporte (Asn77, Trpl76 y Asn197) y la estructura funcional (Pro27, Pro47,
Tyr61, Prol50, Prol67 e 1le193) del OsSWEET2b, reportados por Tao et al.
(2015).
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Al comparar con la secuencia del AtSWEET13, los residuos que se cree
podrian estar involucrados en la unién de la Sac (Asn76, Serl76 y Trpl180)
(Han et al., 2017) se encontraron conservados en la secuencia del
ZMSWEET3b. Los residuos implicados en el transporte del azucar (Val23,
Ser54, Vall45) no se encontraron conservados, no solo en el ZMSWEET3b
(Leu21, Asn52, Metl146) sino en todos los SWEETSs analizados, con excepcion
de la Ser176, conservada solo en el ZMSWEET3b (posicion 177).

6.3. Subclonacion y transformacion de levaduras.

Tras corroborar que las construcciones pGEM T-Easy-SWEET eran las
deseadas, se llevo a cabo el proceso de subclonacion mediante un ensayo de
recombinacién con la tecnologia Gateway. En este sistema primero se deben
obtener las secuencias codificantes deseadas en un vector denominado
donador y posteriormente transferirlas por recombinacion a los vectores de

expresion del sistema heterdlogo que uno desee, en este caso para levadura.

Por lo que el primer paso que se llevo a cabo fue la amplificacion de los ORFs
de ZMSWEET3b y AtSWEET2 a partir de los vectores pGEM T-Easy y con
oligonucledtidos disefiados para afadir las secuencias Shine-Delgarno, Kozak
y attB (Tabla 4), las dltimas siendo necesarias para la recombinacion con el

vector deseado.

Los productos amplificados fueron purificados e insertados en el vector
pDONR-221 (4761 pb) mediante la reaccion BP, obteniendo a los vectores
pDONR-221-ZmSWEET3b y pDONR-221-AtSWEET2 (Anexo 5). Para
confirmar la presencia de los SWEETS en los vectores, se realizdé un ensayo de
restriccion con la enzima Mlul en ambas construcciones, obteniendo el patron
de bandas esperado en ambos casos: para el pDONR-ZMSWEET3b una
banda de 2382 pb y otra de 966 pb, y para el pPDONR-AtSWEET2, una banda
de 2126 pb y otra de 932 pb (Figura 13).
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Figura 13. Electroforesis de los productos del ensayo de restriccion con Miul de los vectores
PDONR221-ZmSWEET3b y pDONR221-AtSWEET2. Se muestra el gel de agarosa al 0.7 % utilizado
para resolver los productos del ensayo de restriccion con MIul sobre los vectores pDONR221-
ZmSWEET3D (indicado en la figura como pDONR-Zm3b) y pDONR221-AtSWEET? (indicado en la figura
como pDONR-At2). En el vector vacio (VV) se encuentra una banda de 4 kb del vector no digerido (*),
mientras que las digestiones producen una banda tenue sobre la marca de 2 kb y otra cerca de la de 1 kb
(marcadas con flechas negras). Los patrones de bandas observados fueron los esperados, ya que para el
pDONR-Zm3b se esperaba una banda de 2382 pb y otra de 966 pb, y para el pDONR-Af2 una banda de
2126 pb y otra de 932 pb.

El segundo paso, después de tener ambas secuencias en el vector pPDONR-
221, fue la subclonacion a los vectores de expresion pDRF1-Gw y pl14204-
eGFP (pAG426GPD-ccdB-EGFP) mediante la reaccion LR. El dltimo vector fue
llamado p14204-eGFP para facilitar su identificacion, debido a que 14204 es el
namero de este plasmido en la pagina del proveedor Addgene. Por lo tanto, los
vectores obtenidos fueron: pDRF1-Gw-ZmMSWEET3b, pDRF1-Gw-AtSWEET2,
pl4204-eGFP-ZMSWEET3b y pl14204-eGFP-AtSWEET2 (Anexo 5). Los
primeros dos vectores fueron usados para transformar las levaduras para los
ensayos de transporte y los dos ultimos para la transformacion de las levaduras

para determinar la localizacion de los SWEETs mediante microscopia confocal.
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6.4. Localizacion subcelular del ZmSWEET3b.

El vector vacio p14204-eGFP (que contiene a la proteina reportera eGFP), los
vectores pl14204-eGFP-ZmSWEET3b y pl14204-eGFP-AtSWEET2 producidos
en este trabajo, asi como el vector pl4204-eGFP-AtSWEET1 obtenido por
Hernandez-Chéavez (Datos no publicados; control de proteina de localizacién de
membrana plasmatica), fueron utilizados para transformar a la cepa W303 de
S. cerevisiae, obteniendo las transformantes con las que se determinaria la
localizacion subcelular de los SWEETS, debido a que a cada proteina se le
afadio GFP por el extremo carboxilo. Adicionalmente, se utiliz6 como marcador
vacuolar al colorante fluorescente FM4-64 (Vida y Emr, 1995). Los cultivos de
las células transformadas fueron observados en un microscopio confocal
(Figura 14).

El vector vacio mostro el patron esperado, al estar la marca fluorescente difusa
en el citoplasma (Conte et al., 2009; Choudhary y Loewen, 2016), mientras que
en la cepa transformada con el p14204-eGFP-AtSWEET]1, la fluorescencia se
observo en la membrana plasmatica como se habia reportado anteriormente
(Chen et al., 2010). La cepa que expreso al AASWEET2 mostro la fluorescencia
localizada en las vacuolas al igual que el marcador FM4-64, observando lo
mismo que fue reportado por Chen et al. (2015a). Finalmente, las levaduras
transformadas con el vector p14204-eGFP-ZmSWEET3b, muestran claramente
gue la proteina se encuentra en la membrana plasmética y no en la vacuola,
puesto que la fluorescencia no colocalizaba con el marcador vacuolar, ademas
de que el patron de la fluorescencia observado es parecido al del control con
AtSWEET1 (Figura 14).
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Figura 14. Localizacién de las fusiones SWEET-GFP en S. cerevisiae W303. Se muestran las
micrografias de las diferentes transformantes observadas en el microscopio confocal. En color verde se
observa la fluorescencia de GFP sola y de las fusiones SWEET-GFP, y en rojo el marcador FM4-64
tiiendo la membrana vacuolar. Fueron traslapados los campos verde y rojo (Superposicién), y este junto
con el campo claro (Superposicion ¢/CC), y se muestra la escala de cada microscopia. Vector, Vector
vacio p14204-eGFP. AtSWEET1, p14204-eGFP-AtSWEET1. AtSWEET2, p14204-eGFP-AtSWEET2.
ZmSWEET3b, p14204-eGFP-ZmSWEET3b. Se muestran campos representativos de un ensayo
realizado por duplicado.
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6.5. Determinacion de la actividad de transporte mediante

ensayos de complementacion heterdloga.

Uno de los ensayos que permite determinar la actividad de transporte de una
proteina es el ensayo de complementacion funcional. El ensayo consiste en
contar con mutantes, en este caso de levaduras, que carezcan de la actividad
gue uno desea probar. La cepa de levadura EBY.VW4000 carece de
transportadores de hexosas de membrana plasméatica por lo que es incapaz de

crecer en medios que solo contienen hexosas (Wieczorke et al., 1999).

Se transformo a la levadura EBY.VW4000 para determinar si ZmSWEET3b era
capaz de restituir su capacidad de crecimiento en un medio con hexosas, lo
cual identificaria la funcidon de transporte del SWEET. Adicionalmente, como
controles se transformaron levaduras con el vector pDRF1-Gw-AtSWEET?2
(producto de este trabajo) y el vector pDRF1-Gw-AtSWEET1 producido en el
laboratorio por Hernandez-Chavez (Datos no publicados), ya que se conoce
gue tanto el AtSWEET1 como el AtSWEET2 son transportadores de hexosas,
aunque el primero es un transportador de la membrana plasmatica (Chen et al.,

2010) y el segundo es un transportador vacuolar (Chen et al., 2015a).

Las cepas mutantes EBY.VW4000 pDRF1-Gw-SWEET fueron crecidas en
dilucion serial en medios solidos con diferentes azucares (SD ura’, SMal ura' y
SFru ura’) y fue registrado su crecimiento (Figura 15). En la caja de medio
selectivo suplementado con Mal 2 % todas las mutantes lograron crecer, lo que
concuerda con lo esperado, ya que este medio era el control de crecimiento,
debido a que la cepa EBY.VW4000 cuenta con transportadores de disacaridos.
Mientras que en la caja con Glu 2 % solo la cepa con el ASSWEET1 logré
crecer y corrobora lo reportado por Chen y colaboradores (2010). Debido a que
AtSWEET?2 se encuentra en la vacuola, es incapaz de restaurar el crecimiento
de la levadura (Chen et al., 2015a). Por ultimo, en la caja de SFru ura™ ninguna

de las cepas logro crecer (Figura 15).
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Figura 15. Ensayo de complementacion en S. cerevisiae EBY.VW4000. Se muestran las fotografias
de cada una de las cajas utilizadas en el ensayo, suplementada con Mal 2 % (izquierda), Glu 2 %
(centro), o Fru 2 % (derecha). En cada fila se indica la cepa de levadura transformante utilizada, mientras
que en las columnas se indica la dilucién del cultivo. V.V., Vector vaciao pDRF1-Gw. At1, pDRF1-Gw-
AtSWEET1. At2, pDRF1-Gw-AtSWEET2. Zm3b, pDRF1-Gw-ZmSWEET3b.

Debido a que la cepa EBY.VW4000 es capaz de transportar disacaridos como
Mal y Sac, no es un modelo idéneo para probar la complementacion del
ZMSWEET3b en el transporte de Sac. Es por esto que se eligié otra cepa de
levadura que fuera incapaz de transportar disacaridos. La cepa SEY6210 no
cuenta con transportadores de disacaridos de membrana plasmatica, pero si de
monosacaridos, por lo que no crece en medios cuya Unica fuente de carbono
es Sac, pero si crece en Glu (Robinson et al., 1988). Esta cepa proviene de un
fondo genético que contiene una delecién en el gen SUC2, por lo que ademas
de carecer de transportadores de disacaridos, carece del gen que codifica para
dos de las invertasas de levadura: una invertasa glicosilada extracelular y una
invertasa citosolica (Emr et al., 1983). Al clonar un transportador que
complementa el transporte de Sac, la levadura SEY6210 logra desarrollarse en
presencia de Sac como Unica fuente de carbono, a pesar de que no se ha
identificado la enzima que lleva a cabo su hidrdlisis. Asi, SEY6210 se ha usado
para obtener los parametros cinéticos del SUC2 de Arabidopsis (De Moliner et
al., 2018), del SUT3 del caucho (Hevea brasiliensis) (Tang et al., 2010), y del
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Sutlp de Schizosaccharomyces pombe (Reinders y Ward, 2001), asi como de
la caracterizacién funcional de los 6 transportadores SUT del sorgo (Milne et
al., 2013).

Por lo tanto, para determinar si SWEET3b es un transportador de Sac se
transformaron levaduras SEY6210 con el vector pDRF1-Gw-ZmSWEET3b
(producto de este trabajo) y con el vector PDRF1-Gw-AtSWEET12 (control de
transportador de Sac, obtenido por la Dra. Montserrat Lépez-Coria). Ademas,
se utilizé la construccion pDRF1-Gw-ZmSWEET3b-SuSy, obtenida por el Dr.
Fernando Guzméan-Chéavez, vector que contiene los genes para el
transportador SWEET y a una enzima que es capaz de hidrolizar la Sac, la
sacarosa sintasa de papa, denominada SuSy (SuSy fue obtenida por la Dra.
Montserrat Lopez-Coria), lo anterior como un intento de incrementar la

capacidad de uso de Sac por parte de la levadura SEY6210.

Las levaduras SEY6210 transformadas con pDRF1-Gw, pDRF1-Gw-
AtSWEET12, pDRF1-Gw-ZMSWEET3b y pDRF1-Gw-ZmSWEET3b-SuSy
fueron inoculadas por estriado (ya que en dilucion serial no se observd
crecimiento en ninguna cepa) y crecidas en medios sélidos con diferentes
azlcares (SD ura 2 %, SSac ura 1 % y SSac ura 0.5 %) y fue registrado su
crecimiento (Figura 16). Las cuatro cepas mostraron un crecimiento abundante
en glucosa (SD), puesto que todas presentan transportadores de hexosas
(Figura 16A). En cuanto al crecimiento en Sac, se observé que fue menor al
observado en Glu para las transformadas con los vectores pDRF1-Gw-SWEET,
mientras que el vector vacio (pDRF1-Gw) y la cepa pDRF1-Gw-ZmSWEET3b-
SuSy no lograron desarrollarse, siendo un resultado contrario al esperado para
esta Ultima cepa (Figura 16B y C). En 1 % de Sac, solo la cepa transformante
pDRF1-Gw-ZmMSWEET3b mostré desarrollo, mientras que en 0.5 % tanto
pDRF1-Gw-ZmSWEET3b como pPDRF1-Gw-AtSWEET12 lograron

desarrollarse, lo cual sugiere que el ZMSWEET3b es un transportador de Sac.
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Figura 16. Ensayo de complementacién en S. cerevisiae SEY6210. Crecimiento de las diferentes
transformantes, obtenidas a la misma densidad dptica, en medios suplementados con Glu 2 % (A), Sac 1
% (B) y Sac 0.5 % (C). V.V., Vector vacio pDRF1-Gw. At12, pDRF1-Gw-AtSWEET12. Zm3b, pDRF1-Gw-
ZmSWEET3b. Zm3b S, pDRF1-Gw-ZmSWEET3b-SuSy.
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7. DISCUSION.
7.1. Transportadores SWEET durante la interaccion planta

microorganismo

En las plantas, el transporte de azlcares entre tejidos fuente y tejidos demanda
es fundamental para su desarrollo. La disponibilidad de azucares en la célula
permite que ocurran los procesos metabdlicos, pero también determina que se
cumplan con las funciones de sefalizacion de los azucares (Lemoine et al.,
2013). Para la distribucién de los azucares, la planta cuenta con diversos
sistemas como el transporte difusional y activo. Los transportadores
difusionales tipo SWEET han demostrado ser esenciales en diversos procesos
fisiologicos como el llenado del floema, los nectarios y los granos, asi como
también en la respuesta de la planta durante la interaccion con

microorganismos (Chen, 2014).

Se ha demostrado que durante la interaccibn planta microorganismo, la
expresion de los transcritos que codifican para algunos SWEET varia. Esto se
ha observado tanto en plantas modelo como Arabidopsis thaliana, Medicago
truncatula y Lotus japonicus (Chen et al., 2010; Sugiyama et al., 2016; An et al.,
2019), y en plantas de interés agronémico tales como el algodon, arroz,
camote, jitomate, papa, maiz, uva y yuca (Yang et al., 2006; Chong et al., 2014;
Cohn et al., 2014; Manck-Go6tzenberg y Requena, 2016; Sugiyama et al., 2016;
Cox et al., 2017; Palacios-Vargas, 2017; Li et al., 2017b; Méndez-Ramirez,
2018; Zhao et al., 2018).

Los patdgenos que han producido cambios en la expresion de los SWEETSs van
desde oomicetos como Pythium irregulare y Phytophthora infestans,
nematodos como Meloidogyne incognita, hongos como Golovmyces
chicoracearum, Botritis cinerea y del género Fusarium, hasta bacterias de los
géneros Pseudomonas y Xanthomonas principalmente (Chen et al.,, 2010;
Streubel et al., 2013; Chong et al., 2014; Chen et al., 2015a). Por otro lado,
también se ha observado que microorganismos benéficos como la bacteria
Mesorhizobium loti, el hongo formador de AM Rhizophagus irregularis y el

hongo biocontrol Trichoderma asperellum generan cambios en la expresion de
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esta familia de transportadores (Fiorilli et al., 2015; Sugiyama et al., 2016;

Palacios-Vargas, 2017; Méndez-Ramirez, 2018).

El andlisis de la expresion in situ de AtSWEET2-GUS y LjSWEET3-GUS
permiti6 demostrar que estos se encuentran altamente expresados en sitios de
infeccion (Chen et al.,, 2015a; Sugiyama et al., 2016), sugerente de que su
actividad durante la infeccion podria modificar el flujo de azlucares. En algunos
casos es posible que sea para disminuir el aporte de azucares a los

microorganismos, pero en otros lo favorece (Chandran, 2015).

En cuanto a la regulacion de los transportadores SWEETs durante la
interaccién con microorganismos surgen varias preguntas, por ejemplo ¢ Como
se regula la expresion de los SWEETS para reducir la infeccion de la planta? El
aumento en la expresion del AtSWEET2 ha sido relacionado con la resistencia
al patégeno P. irregulare, ya que al localizarse en el tonoplasto y transportar
Glu, ayuda al transporte del azucar hacia la vacuola, disminuyendo su
disponibilidad en el citoplasma, lo que podria evitar la salida del azicar para
nutrir al patégeno (Chen et al.,, 2015a). Sin embargo, se desconoce el

mecanismo que lleva a cambiar la expresion del SWEET?2.

Por otra parte, los microorganismos han evolucionado para su establecimiento
exitoso en la planta utilizando los recursos nutrimentales del hospedero.
Bacterias como Xanthomonas oryzae pv. Oryzae son capaces de introducir
efectores proteicos, los TAL, algunos de estos factores de transcripcion son
altamente especificos para las zonas promotoras de los genes de los SWEETSs
(Antony et al., 2010; Streubel et al., 2013), aumentando la exportacién de
azucares. La presencia de las TAL en otros tipos de microorganismos se
desconoce y es un campo de estudio que permitird establecer las bases
moleculares de la regulacion del efecto de los microorganismos sobre la
productividad de las plantas. Al respecto, se han producido efectores TAL
artificiales que llevan a inducir SWEETSs que naturalmente no son inducidos, lo
cual es prometedor como estrategia para aumentar la productividad de las

plantas (Liu et al., 2013). Profundizar en el estudio microorganismos diferentes
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a las bacterias podria también llevar a encontrar otro tipo de mecanismos o
proteinas que regulan la expresion de los SWEETSs o procesos que favorecen o

retardan la colonizacion.

En nuestro grupo se ha estudiado el efecto de la interaccién del hongo benéfico
T. asperellum con plantas de maiz sobre la expresién de los SWEETs. En
particular, en las raices se encontré la induccion de los transcritos para
ZmSWEET3b (Palacios-Vargas, 2017), asi como un aumento en el contenido
de sacarosa y fructosa en los exudados de las raices (LOpez-Coria,
comunicacion personal). Es conocido que los hongos del género Trichoderma
se instalan en las raices de las plantas y que sobreviven con los nutrientes que
les proporciona la planta (Vargas et al., 2009; Vargas et al., 2011; Doidy et al.,
2012). En T. virens se induce la expresion de un transportador de sacarosa y
una invertasa intracelular solo cuando entra en contacto con el maiz (Vargas et
al., 2011), lo que supone que la planta le estd donando sacarosa al hongo, o
que la sacarosa se encuentra disponible para que el hongo sea capaz de
nutrirse. Para determinar si ZmSWEET3b puede contribuir a la nutricion de T.

asperellum al exportar Sac, se hizo necesario caracterizar al transportador.

7.2. El ZmMSWEET3b se localiza en la membrana plasmatica al

expresarse en levadura.

La mayoria de los transportadores que son inducidos por los microorganismos
se localizan en la membrana plasmatica (Tabla 1) (Chong et al., 2014,
Sugiyama et al., 2016; Li et al., 2017), aunque también se ha encontrado el

incremento en la expresion de un SWEET vacuolar (Chen et al., 2015a).

Como se ha mencionado, en nuestro equipo de investigacion se encontré que
el hongo benéfico T. asperellum induce la expresion de ZmSWEET3b en las
raices infectadas por el hongo, sin embargo, la localizacion subcelular y
actividad de transporte de ZmMSWEET3b se desconocian. De acuerdo con su
secuencia de nucleétidos, pertenece al Clado | de la familia de los SWEETS.

Pocos miembros de ese clado han sido caracterizados, como el AtSWEET1,

60



AtSWEET2 y LiSWEET3b, el primero es de membrana plasmatica y transporta
Glu, el segundo es vacuolar y transporta Glu, mientras que el Ultimo es de
membrana plasmatica y transporta Sac (Chen et al., 2010; Chen et al., 2015a;

Sugiyama et al., 2016).

Se cloné al ZMSWEET3b para determinar la especificidad por azlcares y la
localizacion subcelular. Para ello se amplific6 y se secuencido el ORF del
ZmSWEET3b a partir de cDNA obtenido de las raices de maiz. La secuencia
coincidié en un 99.3 % con la secuencia de nucleotidos reportada en el NCBI
para el ZmSWEET3b del maiz B73 (RefGen v4; NC_024461.2). Las dos
secuencias fueron traducidas, encontrandose que a nivel de aminoacidos hay 4
residuos distintos entre ellas, y las diferencias podrian deberse a que los tipos
de maiz utilizados para la obtencion de las clonas son distintos; en este trabajo
se utilizé el cultivar de maiz Chalquefio, que proviene de la cruza de cultivos
regionales. Entre variedades del maiz existe una gran variabilidad genética, lo
gue podria explicar las diferencias en la secuencia de nucleétidos del ORF del
ZmSWEET3b de ambas variedades (Russell, 1972; Pefia-Asin, 2011).

Se obtuvo la posible topologia membranal del transportador ZmSWEET3b
encontrandose la estructura de 7 cruces TM caracteristicos de la familia
SWEET y ademas conserva los posibles residuos que participan en el
transporte del azicar del OSSWEET2b (Tao et al., 2015), excepto por la Val193
gue cambid por una lle (Figura 12), ambos siendo residuos no polares, por lo

gue es posible que la proteina funcione como transportador.

Al comparar ZMSWEET3b con las secuencias de los SWEETSs previamente
caracterizados y que pertenecen al clado I, el mayor porcentaje de identidad
tanto a nivel de nucleétidos como de aminoacidos fue con LjSWEET3 seguido
del AtSWEET1, ambas proteinas localizadas en la membrana plasmética
(Tablas 6 y 7) (Chen et al., 2010; Sugiyama et al., 2016). Este resultado junto
con la prediccion de la localizacibn mediante la herramienta WolF PSORT
(Horton et al., 2007), sugieren que el ZMSWEET3b podria localizarse en la
membrana plasmatica (Anexo 6).
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La localizacion subcelular de los transportadores difusionales SWEET esta
estrechamente relacionada con el papel que desempefian en el flujo de
carbono, por lo que era importante determinarla. ZmMSWEET3b se localiz6 en la
membrana plasmatica al igual que el AtSWEET1 (Figura 14). Los
transportadores localizados en la membrana plasmatica pueden facilitar la
salida de azucares al apoplasto para que tejidos separados fisicamente puedan
tener acceso a estos, como el ZMSWEET4c que provee de Glu al endospermo
durante el llenado de la semilla (Sosso et al., 2015) o como los ZmMSWEET13a,
-b y -c que permiten la salida de Sac del parénquima hacia las células
acomparfantes de los conductos vasculares del floema (Bezrutczyk et al.,
2018). Lotus japonicus puede interaccionar con el simbionte M. loti en los
nodulos de las raices, donde probablemente este se establece en la planta, ya
gue induce la expresion del LiISWEETS3, un transportador de Sac de membrana
plasmatica (Sugiyama et al.,, 2016). En el caso de la interaccion maiz-T.
asperellum, el que el SWEET se encontrd en la membrana plasmatica de las
raices podria llevar a que permita la salida de los azucares al apoplasto, lo
anterior se sugiere debido a que se encontr6 que tanto Fru como Sac
aumentaban en el liquido exudado de las raices de maiz infectadas con T.

asperellum (Lépez-Coria, comunicacion personal).

Para completar el estudio es necesario localizar a la proteina en las células
vegetales, para ello seria necesario transformar protoplastos de Arabidopsis,
gue es el sistema bioldgico méas utilizado, ademéas de las levaduras, para
determinar la localizacién de los SWEETs (Yoo et al., 2007; Chen et al.,
2015b). Aunque, también se propone utilizar protoplastos de maiz, puesto que
seria el sistema homologo. Oftra estrategia experimental es expresar
transitoriamente a la proteina en las hojas del maiz, y para ello se subclonaria
al transportador en un vector de clonacion binario, para primero transformar
Agrobacterium y posteriormente agroinfiltrar las hojas del maiz (Kirienko et al.,
2012; Yadava et al., 2017).
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7.3. ZMSWEET3b no transporta hexosas.

La disponibilidad de Sac en la rizésfera es esencial para la colonizacion del
maiz por parte de T. virens (Vargas et al., 2009), ya que, durante su interaccion
simbidtica, el hongo expresa un transportador de Sac y a una invertasa
intracelular (Vargas et al., 2011). En las raices de maiz infectadas con
Trichoderma se encontré que hubo un aumento en el contenido de Sac (Lopez-
Coria, comunicacion personal), ademas de un aumento de los transcritos para
varios SWEETSs incluido ZmSWEET3b, lo cual podria indicar que alguno de
esos transportadores se encarga del eflujo de la Sac (Palacios-Vargas, 2017).

La informacion obtenida del andlisis in silico indicaba que ZMSWEET3b es mas
parecido a L]ISWEET3, un transportador de Sac de la membrana plasmatica,
sin embargo, la secuencia de aminoéacidos tiene 37.8% de identidad con el
AtSWEET1, éste dltimo es un transportador de hexosas. Al comparar la
secuencia del ZmSWEET3b con la del AtSWEET13 se encontraron
conservados los residuos que se cree podrian estar involucrados con la unién
de Sac (Han et al., 2017). De los residuos implicados con el transporte solo uno
se encontré conservado: la serina 176. A pesar de esto, Han y colaboradores
(2017) encontraron que las mutantes de los demas residuos reducian el
transporte de Sac, pero solo la mutacién en la serina 176 por una alanina
abolia la capacidad de transporte, por lo que su presencia en ZmMSWEET3b

también sugiere que podria transportar Sac.

Al realizar el ensayo de complementacion utilizando la cepa EBY.VW4000, que
carece de transportadores de hexosas, se encontr6 que el control con
AtSWEET1 si crece en este medio, lo cual concuerda con lo reportado por
Chen y colaboradores (2010), pero las levaduras transformadas con el
ZMmSWEET3b fueron incapaces de crecer en Glu. Por otro lado, el AAISWEET?2
no logra complementar la actividad de transporte de Glu debido a que se

localiza en el tonoplasto (Figura 15) (Chen et al., 2015a).
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Ninguna de las cepas logré crecer en el medio con Fru, por lo que los SWEETs
de membrana plasmética utilizados parecen no ser capaces de transportarlo.
Pocos transportadores SWEET transportan Fru, principalmente los
pertenecientes al Clado IV. Uno de ellos es el AtSWEET17, transportador que
se ha involucrado en la resistencia de la planta a las condiciones de estrés por
frio (Guo et al., 2014).

7.4. ZMSWEET3Db transporta sacarosa.

Para determinar la funcién de un transportador de Sac en una levadura, ésta
debe de tener las siguientes caracteristicas: a) carecer de transportadores de
disacaridos, b) carecer de una invertasa extracelular y c) presentar una enzima
en el citoplasma que metabolice a la Sac. SEY6210 carece de transportadores
de disacaridos y tampoco presenta el gen SUC2, el cual codifica para dos
invertasas, una extracelular y la otra citoplasmatica (Emr et al., 1983). A pesar
de no haber identificado a la enzima que lleva a cabo la hidrolisis de la Sac, en
la cepa SEY6210 se ha reportado que es capaz de desarrollarse al ser
complementada con transportadores de Sac (Reinders y Ward, 2001; Tang et
al., 2010; Milne et al., 2013 De Moliner et al., 2018). Debido a que el
crecimiento en Sac podria no ser tan abundante como el del control de
crecimiento en Glu, se decidié seguir la estrategia de producir un vector que
tuviera no solo al gen del transportador SWEET sino también al gen de una
enzima que se conoce es eficaz en el uso de la Sac, la SuSy de papa
(Salanoubat y Belliard, 1987; Baroja-Fernandez et al., 2009), por lo que se
construyé un vector, pDRF1-Gw-ZmSWEET3b-Susy, que tuviera a ambos

genes y que al utilizarlo solo se requeriria un marcador de seleccion.

El poco crecimiento de las cepas que fueron transformadas con AtSWEET12 y
ZMSWEET3b observado en la figura 16, podria deberse a la acumulacion de
Sac en el citoplasma, que podria desestabilizar osmoéticamente a las células, ya
que la levadura silvestre hidroliza la Sac de forma extracelular y lleva a cabo el
transporte de hexosas a su interior, por lo que las concentraciones

intracelulares de Sac normalmente son bajas (Zhou et al., 2014a). AtSSWEET12

64



ha sido localizado en la membrana plasmética transportando Sac (Chen et al.,
2012), por lo que el patron de desarrollo sugiere que ZmSWEET3b es un
transportador de Sac (Figura 16).

Para producir cepas que fueran mas eficientes en el uso de la Sac, se plante6
el uso de la construccion ZmSWEET3b-SuSy, sin embargo, esta construccion
no permitio el crecimiento de la levadura SEY6210 (Figura 16). Una de las
explicaciones de porque no fue exitosa esta estrategia es que el promotor
elegido para expresar a SuSy, GAL1, el cual al parecer no fue el mas
adecuado, ya que es reprimido en presencia de Glu (Flick y Johnston, 1990). Si
el ZMSWEET3b facilita la entrada de Sac a la célula de levadura, SuSy adn
podria expresarse, pero al ir hidrolizando la Sac y generando Glu y Fru, el
promotor GAL1 podria reprimir su transcripcion, por lo que la actividad de SuSy

podria disminuir su propia expresion.

Otra razon que podria explicar este resultado es el tamafio del vector pDRF1-
Gw- ZMSWEET3b-SuSy, el cual es de 10.947 kb, la expresion del vector no es
facilitada debido a ese tamafio, lo que llevaria a que no se produzcan o se
produzcan de manera muy baja las proteinas. Ademas, la replicacion del vector
puede representar un gasto metabdlico alto, reduciendo la tasa de crecimiento
de la levadura (Karim et al., 2012). Otras posibilidad podria ser que el vector de
expresion pDRF1-Gw sea eficiente en la expresion de un solo gen o que su
expresion sea poco homogénea, lo que junto con la represion del promotor
GAL1l, dificulté la produccion de la SuSY y evitd el desarrollo esperado de la

levadura.

Existen otras metodologias que podrian ayudar a dilucidar el papel del

ZMSWEET3b en el transporte de azlcares:

1) Utilizar una variacion de la cepa SEY6210, la mutante SuPy (zZhou et al.,
2014a), que contiene dos genes clonados mas, una sacarosa fosfato sintasa y
una sacarosa fosfato fosfatasa, que catalizan la sintesis de Sac a partir de Glu
y Fru, por lo que la cepa es capaz de producir Sac y exportarla al clonar genes
de transportadores membranales de este azucar (Zhou et al., 2014a). Para
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2)

3)

4)

5)

evaluar la capacidad de transporte del ZmMSWEET3b, habria que clonar el gen

en la mutante SuPy y medir la salida de Sac al medio.

Cruzar las cepas SEY6210 (MATa) transformadas con los genes SWEET con
levaduras de la cepa SEY6211 (MATa), a la que habria que transformar con un
vector conteniendo una SuSy intracelular, como la utilizada en la construccion
ZMSWEET3b-SuSy proveniente de la papa, pero que ademas integre el gen en
Su cromosoma para asegurar que permanezca en la levadura, con lo que se
obtendrian levaduras diploides que tuvieran tanto el gen del transportador
SWEET como el de la invertasa, asegurando que el azlcar pueda ser
integrado al metabolismo y que las levaduras se desarrollen (Soellick y Uhrig,
2001).

Realizar ensayos de acumulacién de Sac marcada radioactivamente con las
transformantes SEY6210-SWEET.

Llevar a cabo un ensayo afiadiendo esculina, que es un B-glucésido de
cumarina fluorescente, y observarlas utlizando un microscopio de
fluorescencia, ya que otros transportadores de Sac (SUTSs) tienen la capacidad
de transportar este compuesto a través de la membrana, acumulando el

compuesto fluorescente en el interior de las células (Gora et al., 2012).

Utilizar el sistema que fue descrito para el AtSWEETL: la doble transformacion
de ovocitos de Xenopus con los genes SWEET y un sensor de sacarosa,
midiendo el flujo de Sac a través de un sensor FRET que al entrar en contacto
con este azUcar genera una sefial fluorescente, con lo que se registra la

entrada de Sac al ovocito (Chen et al., 2010).

A pesar de lo anterior y el pobre crecimiento de la cepa SEY6210 transformada
con ZmSWEET3b, podemos decir que la proteina membranal transporta Sac, si
bien el crecimiento pudo haber sido mejor. Los resultados concuerdan con lo
observado en los exudados de las raices de plantas infectadas con T.
asperellum, ya que se detecté un incremento el contenido de Sac, lo cual se
deberia a que ZMSWEET3b al encontrarse en la membrana plasmatica

favoreceria la salida de Sac al medio. Faltaria por determinarse que es lo que
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hace que se exprese mas ZmSWEET3b durante la interaccion con T.
asperellum, puesto que hay muchas moléculas que el hongo exuda durante su
interaccion con la planta (Vinale et al., 2012; Lépez-Coria et al., 2016; Zeilinger
et al., 2016). Ademas, habria que confirmar si se trata de un mecanismo
general lo que lleva a la induccion de ZmSWEET3b, como es el encendido de
diferentes vias metabdlicas o bien un mecanismo especifico de encendido de

este transportador.
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8. CONCLUSIONES.

A partir de los resultados obtenidos del analisis bioinformatico, la observacién
en microscopio confocal y el crecimiento en medios selectivos, se demostro
que el ZMSWEET3b es una proteina que se localiza en la membrana
plasmatica y que transporta sacarosa en ensayos de expresion heterdloga en

levadura.

9. PERSPECTIVAS.

1. Determinar la actividad de transporte de sacarosa del ZmSWEET3b en
plantas transformadas transitoriamente o sobreexpresoras, mediante el
transporte de azlcares radiactivos.

2. Determinar la funcion fisiologica de ZmSWEET3b en plantas
sobreexpresoras o con una delecion de su gen, tanto en condiciones
normales como durante la interaccion con Trichoderma.

3. Realizar la co-transformacién de levaduras con vectores para SUSy y los
transportadores SWEET.

4. Determinar la localizacion de ZmSWEET3b en el sistema homologo de

expresion, protoplastos u hojas de maiz.
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11. ANEXOS.

Anexo 1. Preparacion de material estéril para el aislamiento de RNA:

- Morteros estériles, libres de RNAsas: Para cada muestra se utiliza un mortero
y su respectivo pistilo, ambos previamente tratados de la siguiente forma:
Primero se lavan con agua y jabdn, después se lavan con 15 a 20 mL de
NaClO comercial, lavando las paredes del mortero con ayuda del pistilo, y
dejando reposar el NaClO por 15 min. Posteriormente, se enjuagadan con agua
DEPC y secados colocandolos sobre toallas de papel absorbente. Finalmente,
se envuelven en papel aluminio y se esterilizan en autoclave por 30 min a 121
°C a una presion de 1.1 kg/cm? (15 Ib/in?). Se almacenan a -20 °C hasta su
uso.

- Agua DEPC: Se aflade 1 mL de dietilpirocarbonato (DEPC) a 1 L de agua
desionizada y se mantiene en agitacion durante toda una noche en un
recipiente tapado, para al otro dia ser esterilizada en autoclave por 30 min a
121 °C a una presion de 1.1 kg/cm? (15 Ib/in?).

- Material desechable: Las puntas de micropipetas, tubos de microfuga y
espatulas se esterilizan en autoclave por 30 min a 121 °C a una presion de 1.1
kg/cm? (15 Ib/in?).

Anexo 2. Purificacion de fragmentos de DNA.

- Kit Zymoclean Gel DNA Recovery de Zymo Research: El producto de PCR
resuelto es cortado del gel de agarosa con una navaja, y se transfiere a un tubo
de microfuga de 1.5 mL previamente pesado, con lo que se sabra el peso del
gel por diferencia. Se afiaden 3 volimenes de ADB por cada volumen de
agarosa extraido, considerando 100 pL por cada mg de agarosa. Se incuba a
55 °C durante 10 min, disolviendo por completo la agarosa. La agarosa fundida
se transfiere a una columna Zymo-Spin en un tubo de coleccién, y es
centrifugada a 13000 RPM por 1 min, descartando el sobrenadante. Después,
se afiaden 200 pL de amortiguador de Lavado de DNA a la columna, se
centrifuga a 13000 RPM durante 30 s, se repite el paso y se descarta el
sobrenadante. Se afladen 12 pL de agua DEPC directamente en la columna y

se incuba a temperatura ambiente durante 5 min. Al finalizar, se cambia el tubo
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de coleccion por un tubo de microfuga de 1.5 mL y se centrifuga a 13000 por 1

min.

Anexo 3. Purificacion de Plasmidos.

- Stock de alamcenamiento de las cepas: Del tubo de 16 x 150 mm con medio
liqguido, se toman 640 uL del cultivo y se le afiaden 360 pL de glicerol estéril (50
%) en un tubo de microfuga de 1.5 mL para el stock.

- Kit Zyppy Plasmid Miniprep de Zymo Research: Se toman 2 mL y se
centrifugan a 13000 RPM durante 30 s hasta que se acabe el cultivo. El botén
obtenido se resuspende en 600 pL de agua desionizada. Se afiaden 100 uL de
amortiguador de Lisis, se agita bien y debe de ser neutralizado con 350 pL del
amortiguador de Neutralizacion en no mas de 2 min después de afadir el
amortiguador de Lisis, se agita hasta que la coloracion sea totalmente amarilla.
Después se centrifuga a 13000 RPM durante 4 min y el sobrenadante es
transferido a una columna Zymo-Spin en un tubo de recoleccién, evitando los
sélidos en el fondo. Se centrifuga a 13000 RPM durante 30 s y se descarta el
sobrenadante. Se afiaden 200 pL de Endo Wash, y se centrifuga a 13000 RPM
durante 30 s. Después se afladen 400 pL de Wash amortiguador y se vuelve a
centrifugar a 13000 RPM durante 30 s, se descarta el sobrenadante y se
cambia el tubo de coleccién por un tubo de microfuga de 1.5 mL. Se afladen
directamente a la columna 40 uL de agua estéril y se incuba a temperatura

ambiente durante 5 min. Finalmente, se centrifuga a 13000 RPM por 1 min.
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Anexo 4. Alineamientos de los fragmentos secuenciados a partir de las
construcciones pGEM T-Easy-SWEET y las secuencias reportadas.

Anexo 4.1. ZmSWEET3b Consenso y XM_008675300.3 del NCBI.

20 40 60 SIO

I I |
XM_008675300.3 ETGGTTERACATANACTTEGTGTACEACTAGCARTERTACCHRATGETCETTRRATCETERTRTANARAANRENTATART CERCTTRACATCGGTG 96
ZmSWEET3b Consenso BTGCTTREACATARACTTEGTCTAGEAGTAGCARTRETACCARATCRTCRTTREATCATERTETARANARRRRATATART CARCTTRACATGGGTG %
Consensus ATGGTTCCAGATACAGTTCGTGTAGCAGTAGGAATCCTAGGAAATGCTGCTTCCATGCTCCTCTACACAACCCCTATACTGACGTTCAGATGGGTG
e e B D R A T P DR TR
e ||| T TN TN O T TN O e e T TR AR
| 0 AAAAAAAAAAAAAAAAAA 2 ................. ‘ AAAAAAAAAAAAAAAAAA 6 .................. B ..........

XM_008675300.3 llnccncccﬂclcclccnlllIIlchIcﬂlﬂl.llclcllcllllﬂchlcllclmlcclllchl-chcclc 192
ZmSWEET3b Consenso BTBEGGAEGGCEAREGTGGAGGARTTETEETCECTCEEATREATEETACECETCETRARETGRRTGETGTARARETCCTANCCEETERECCTGENG 192
Consensus ATAAGGAAGGGCAACGTGGAGGAATTCTCCTGCGTGCCATACATCCTAGCGCTGCTCAACTGCCTGCTGTACACCTGGTACGGCCTCCCGGTGGTG

et [T T T T I

200 220 240 260 280

XM_008675300.3 lcll.ccclccclclﬂlc-clcc“ImccllcccnlIlGlllclcclchlllllG-Ill_lIcclllc_c 288
ZmSWEET3b Consenso BCETEEGGGTGCCECEENET CREECTCCREANNATRRRECCRET CCCHATERT CETECACCTRCERTTHATECHEATATARETAECCTTHCERREG 288
Consensus AGCTCCGGGTGGGAGAACCTGCCCGTGGCCACCATCAACGGCCTGGGCATCCTGCTCGAGGTCGCCTTCATCGCCATATACCTACGGTTCGCACCG
o an S E b HUIMUMAVARLSHULER A MOL EALLATE AASUMLEFUGUL ARCLLOGES WAL IENL LI CALL ULEA ATALL AL LG LUL AL
comeranon |11 H 0 AR AT REveLTs
e LILILAALA 00 00 A A 0000 000
300 320 340 360 380
1 | I 1

|
XM_008675300.3 GEHGGECABCEECEGGTTTCEETTCEACETCCTCATTRRTCEERTGCRCETCTTNGCERTCRECCEGCRRTTCTRGACETTECEGGECECHRNCHAR 384
ZmSWEET3b Consenso GEGCEGERCEECECGTTTCEETTCEACETCCTCETTRRTCEEETCCRCETCTTRCCERTCANCCEGCERTTCTRGACETTECECCECERERECHAR 354
Consensus GCGGAGAAGAAGAGGTTTGCCTTGCAGCTGGTGCTTCCTGCCCTGGCGCTGTTCGGCCTGACGGCGGCCTTGTCGAGCTTCGCGGCGCNCACGCAC
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| 1 | 1 1
xm_008675300.3 BGETEGEGEEEGCEGTTECTGCCEACECTECCCRTCCTCCRTTREGTGTREATGTANANETETRERATCGCTCCEECETARCECRCTRRTECEGANG 480

ZmSWEET3b Consenso BCECECEGERRCCECTTECTCCCEECEGTRCCCETGGTGCRTTRECTGTRRAT CTARARETETEERATGCTcCHECETARCECRCTEATACHCEEG 480
Consensus NGCNCGCGCAAGGCGTTCGTGGGCAGCGTCCGCGGCTGGTGGCTTCCGTGTCCATGTACACCTCTCCAATGGTGGCCGCTAAGCCGAGTCATCGCGACG

X BTN R AR R DR E AR R LR LR R DR AR AR ERRIR
oo LI AT 0000000000000 0000000000000
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XM_008675300.3 llclclclcclcll-Ic.cllll-llllclllllllIllllcl-clclcllllccllcclcllcccllclllccncccﬂlllll 576
ZmSWEET3b Consenso BEGEGEGTGCRGTTRATCREGTTETEEETETECETETTETEETTEET CTRERCECECETETCCRTCGRGTARGGGRTGETHCGCEACCCRERTETTE 576
Consensus AAGAGCGTGCGAGTTCATCGCCCTTCTCCCTCTCGCTCTTCTCCTTCCTCGTCCAGCCGCCCTCTGCATGGCGTACGGGCTGCTCGGCAGCGCACCTCTTC

R e R R R R RR R RN RE R RN R R RN ERER R
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580 600 620 640 560

XM_008675300.3 lllclcll‘cIGMIlllllcclcl-cclccclcl.lllcllcllcllGIlllcnIlllllcclclcmcccclccllc-cclc- 672
ZmSWEET3b Consenso BTECECTECEEARRETTRATEGCEGTEEEGCTCGCECTRETTRACETCETCETCTARTCRATETARACGAGAGEREBNCGCCGEGCERCEECCTCHE 672
Consensus ATCGCGTCGCCNAACTTCATCGGCGTCCCGGTGGGCGTCCTTCAGCTGCTGCTGTACTGCATCTACAGGAGAGACCACGGGGCGGCAGCCGGTGCA

et (T T T T T

680 700 720 740 760

XM_008675300.3 clcclclllclclllcc-lGIGIGIGIGIIIIGclcncccnlcllccnclcclc.cclcc’.elalla.cllcclccllc.a’- 768
ZmSWEET3b Consenso GHGGEGERECECEATCCEEETCEECEECEECEECATEACCECARGGCGEATCARGCEBGECCECEECGTGCRECTCHEGRECERCCAGGTACRECEE 768
Consensus GAGGCGCANGCGCATGGCCCTGCCGCCGCCGCCGATCAGGAGAAGGGCATGAAGGCAGCGGCGCCGGTGGCCGTGCAGCCGCAGGAGGTAGCCGCC

100% PETTTTY ]
e || T LT T OO O T T O TN T T e T T T T R T N TR

780

XM_008675300.3 IGIGIGIIGGIlIIlmlGl 789
ZmSWEET3b Consenso MGHGTGTHECCHATATARETCE 789
Consensus AGAGTGTCGGAATATAAATGA

Conservatlon
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Anexo 4.2. AtSWEET2 Consenso y AT3G14770 de EnsemblPlants.

20 40 60

| 1 o 1
AT3G14770 BEGGATCTTTTTGETTITEAETCETTETTTATEEATCTCTERACATCTTCGERGCARTECEACCEARNAT o8
ASWEET2 Consenso BTGGETGTITTTCETTTEARTCETTETTTATEEATGTCTARRCATGTTCEECGCARTECRACCHAREAT 68
Consensus ATGGATGTTTTTGCTTTCAATGCTTCTTTATCCATGTGTAAAGATGTTGCCGCGAATCGCAGGCAACAT

i ATCCATGTTTTTGCT TTCARTGCTTCTTTATCCATCTGTARAGAT CTTGCCGGART CGCACGCARCA
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v aaqvew
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ASWEET2 Consenso B TTGCARTETTRCTTTRAREART CEEAREGTTTAGCAGGATEATGACGCARRARATECARGG 136
Consensus ATTTGCATTTGGACTCTTCGTTTCACCAATGCCAACGTTTAGGAGGATCATGAGGAACAAATCGACGG

0%
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Consensus AGCAATTCTCCGGTTTACCATACATTTACGCTCTCTTAAACTGCTTGATCTGCCTTTGGTATGGCACA
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220 2‘0 260
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Consensus CCTTTCATATCACACAGCAATGCCATGCTTATGACTGTGAATTCCGTTGGAGCTACGTTTCAGCTTTG
comercsen ([T TOTO T OO
0%
280 300 320 340
AT3G14770 lllllllll.llll.lﬂlclllmcmcllcmcllcllcllclllcclllcllllllc 340

ASWEET2 Consenso ITHEETTETRETETTRATEAT CRATARACARANCARCAREARCATCARCATCETTGCTETCETTERTG 340
Consensus CTACATTATCCTCTTCATCATGCATACAGACAAGAAGAACAAGATGAAGATGCTTGGTTTGCTTTTTG

s [T T T T I
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ASWEET2 Consenso TGGEGTETCETGTGCTTGCHCTGATTCTACETCGERECTTTCERCRTEERTCERRRCETEREANCGTGG 408
Consensus TCCTCGTTTGCTCTGGTTCCAGTCATTCGTAGCTCGCAAGTTTGCACGATACCTCACCACGCTCACACGGTCGG

coserason [T T T T

420 440 460
1 | 1
AT3G14770 TRAETETGEEGGCTTETTCAGETCGECCTTETETFCTTTRARTGTTTCERTHCRNGTTCGITTIGTTATIAR 476

ASWEET2 Consenso THEETTEGTEGCGTTETTCACETCEGGTTETETTCTITTRAATCTITCEETRCRECTTCTITTCTTATTAR 476
Consensus TACTTTGTCGGGTTCTTGAGCTGCGGTTCTCTTGTTTCAATGTTTGCCTCGCCGTTGTTTGTTATTAA

cosenacon ([T T T
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Consensn:g CCTAGTGATTCGGACTAAGAGCGTTGAGTTTATGCCGTTTTATCTCTCGCTATCGACTTTCTTGATGA
e —_—_———
e ||| LTI NN T P R TTTee
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S?O 5?0 600

|
AT3G14770 GEGETTEETTEETTETTTAEGGCT BAARACEGATCEETTTGITTATAREEEARATGCARTACCH 612
ASWEET2 Consenso GECHTTEETTEETTETTTABGCCT BEABACEGATCEETTTIGTTTATANAREARATCCRATAGCH 612
Consensus GTGCTTCCTTCCTTCTTTACGGGTTATTCAACAGCGATGCCTTTGTTTATACACCAAATGGAATAGGA
A LADN ALy AT AR AM A o o AT A A AAA TR AN
e | |1 LTI TRV
o AL L0000 00000000 L0000 0000000 NLNNRREE
620 6:0 G?O GE:J
| - . '
AT3G14770 BECATTETTCCGEATTGTCERGETCCETTTCTANTCITARTARNARACCAATTETATACARCARGARAR 680
ASWEET2 Consenso BECETTETTGCEATTGTCEAGETCCETTTGTANTGTTARTARNARACCARTTETATACARCARGARER 680
Consensus ACGATTCTTGGCATTGTGCAGCTGGCTTTGTACTGTTACTACCACAGGAATTCTATAGAAGAAGAAAC
100 T T T T N N N N T N T N T N T N N T N N N N T N T T N T N N T N T T T T T T
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0% I
700

1
AT3G14770 BEBBCECEETTTCETTCEITTETTRECTECECE 711
ABSWEET2 Consenso REBECACEETTTCATTCTTTETTENCTCTCGHE 711
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Anexo 4.3. ZmMSWEET3b Consenso y XM_008675300.3 del NCBI en
secuencia de aminoacidos.

20 40 60

ZmsSweeT3b MEPB lllAlcllciAASMﬂlmﬁgzllgulllllcillnsCIn-lAulc-iIlcl!lliScll 69
XM_008675300.3 MEPBTERNANCHEGNAASMEENTTPEETERWHERKCNYEEES CUPREEARENCEENTWECEPUNSSCWE 69
Consensus MV PDTVRVAVG I LGNAASML LYTTPILT FRWV I RKGNV EEFSCV PY | LAL LNC L LYTWYG LPVVS SGWE

Conse rvatlon

I I 1
ZmsWeeT3b NEPMATENGEGHEEENAENANNEREAPAERKREARQEVEPARANECETAAERSSEAARTHSARKARNGSE 138
XM_008675300.3 NEPMATENCEHCHERENARNANNEREAPAEKKREANQEVEPARARECETAANSSEAARTHRSRRABNGSH 138
Consenslt‘:ls“ NLPVAT INGLGILLEVAFIAIYLRFAPAEKKRFALQ LVLPALALFGLTAALSS FAAXTHXXRKAFVGSV
coservcen ||| I TT L0 E N E LA RUET IR
140 150
ZmsweeT3b GENASHSMETSPMUAARRUEATRSUEEVPESESEESEESSABWMANCEEGRBEENAS PNENCUPNGEEQ 207
XM_008675300.3 GHMASMSMETSPMEAAKRNEATESUEEVPESESERSEESSARWMANGEECRDERNASPNENCHPNCEEQ 207
Consenslumsm GLVASVSMYTSPMVAAKRV IATKSVEFMPFSLSLFSFLSSALWMAYGLLGRDLF IASPNFIGVPVGVLQ
e | TR
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2?0 2:0 Z?O
zmsweeT3b HEENCHNRRBHGAAAGAEAHAHGPAAAABQERGMEAAAPHANQPQENAARNSENK - 263

XM_008675300.3 HEENCENRRBHGAAAGAEAQAHGPAAAABQERGMEAAAPUANGPQENAARNSENRK - 263
Consensus LLLYC|YRRDHGAAAGAEAXAHGPAAAADQEKGMKAAAPVAVQPQEVAARVS EYKX

100%
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o L e R ORI v e

83



Anexo 5. Mapas de los vectores construidos en este trabajo.
Anexo 5.1. Vectores producidos con el gen ZmSWEET3b:
e pGEM T-Easy-ZmSWEET3b:

20000 |

§wd | MCS
™ 17 promoter

pGEM T-Easy-ZmSWEET3b
4062 bp

e pDONR-221-ZmSWEET3b:

pDONR-221-ZmSWEET3b
3348

48 bp
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p14204-eGFP-ZMSWEET3b:

p14204-eGFP-ZmSWEET3b
8177 bp

pPDRF1-Gw-ZmSWEET3b
7743 bp
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pDRF1-Gw-ZmMSWEET3b-SuSy:

I T7 promoter

/GAL1 promoter
/

PDRF1-Gw-ZmSWEET3b-SuSy
10,947 bp
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Anexo 5.2. Vectores producidos con el gen AtSWEET2:
e pPGEM T-Easy-AtSWEET2:

fwd | MCS
17 promoter

] |

Jojesado 28

lac promoter |
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11000

&
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e pl4204-eGFP-AtSWEET?2:
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8099 bp
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attBl

[ 4000

—

>
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|
e

PDRF1-GW-AtSWEET2
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URA3 promoter

14000

——

12000
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Anexo 6. Scores de WoLF PSORT de los SWEETs analizados.

Secuencia Score en WoLF PSORT
AtSWEET1 plas: 6, mito: 2, E.R.: 2, golg: 2, chlo: 1, extr: 1
AtSWEET?2 plas: 6, vacu: 3, chlo: 1, cyto: 1, extr: 1, E.R.: 1, golg: 1
AtSWEET3 plas: 8, vacu: 3, golg: 2, ER.: 1
LjSWEET3 plas: 5, vacu: 5, E.R.: 2, chlo: 1, cyto: 1

ZMSWEET3b plas: 9, E.R.: 3, chlo: 1, vacu: 1

plas: membrana plasmatica, mito: mitocondria, E.R.: reticulo endoplasmico, chlo: chloroplasto,
extr: extracelular, cyto: citoplasmética y vacu: vacuolar.

Anexo 7. Prediccion de la estructura transmembranal del ZmSWEET3b
obtenida con el servidor TMHMMZ2.0.

TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE
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