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1. Resumen

Los SWEETs son uniportadores de eflujo, son importantes para exportar la
sacarosa de las células fotosintéticas hacia el floema, ademas de ser esenciales
para nutrir a los tejidos con alta demanda de azucares. Se desconoce si la
expresion de los SWEETs se encuentra coordinada entre tejidos que tienen
funciones relacionadas, por lo que el objetivo de este trabajo fue identificar y
analizar la expresién de los presuntos SWEETs de maiz que se presentan en
tejidos reproductivos, en embriones secos y germinados, tejidos que requieren de
un gran aporte de nutrientes y que funcionalmente estan relacionados.

Para su estudio se analizaron las secuencias de los posibles SWEET en la base
de datos de ARAMEMNON y MaizeGDB, dividiéndose en tres grupos, 1) hojas, 2)
en raices y 3) en otros tejidos. En este ultimo grupo se encontraron ZmSWEET4b,
4c, 6a, 6b, 11a, 14b y 15b y se disefaron oligonucleotidos para amplificar
especificamente cada uno. Se obtuvo y calibré el RNA de cada uno de los tejidos
y se realizd la reaccion de RT-PCR para los SWEETs de los tres grupos de
tejidos. Los SWEETs que se expresan de manera alta y muy similar en tejido
reproductivo, en semillas y embriones fueron ZmSWEET4b, 4c, 6a, 6b, 11ay 14b,
estos dos ultimos con una mayor expresion. Es posible que la funcién de los tejido
y el abasto de los azucares estén relacionados para la expresion diferencial de los
SWEETSs.

Adicionalmente, se encontré que el paso del embrién en estado seco a embrion
germinado involucré un cambio en el perfil de expresion de los 7 SWEETs
analizados. SWEET4b, 4c y 6b aumentaron su expresion a las 6 h, SWEET6a
aumento a las 12 y 18, SWEET14 tuvo la mas alta expresion, cerca de 300 veces
mas que en el embrién seco. SWEET11a no se expreso al tiempo 0 pero aumento
conforme transcurrié la germinacion hasta 300 veces. Por el contrario el
SWEET15 se expres6 a niveles similares durante las 30 h de imbibicién
analizadas. Con este estudio se identificaron posibles SWEETs que podrian ser
necesarios para nutrir al tejido embrionario evento necesario para que ocurra la

emergencia de la radicula.
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2. Introduccion
2.1. Generalidades del maiz

Maiz, palabra de origen indio caribefio, significa literalmente “lo que sustenta la
vida” (FAO, 1993). Botanicamente, el maiz (Zea mays) pertenece a la familia de
las gramineas y es una planta anual alta dotada de un amplio sistema radicular
fibroso. El maiz presenta tanto la flor femenina (elote, mazorca, choclo o panoja)
como la masculina (espiga o espiguilla), ambas se encuentran en distintos lugares
en la plata. Z. mays es una especie que se reproduce por polinizacién cruzada, es
decir que generalmente es producto de la cruza de dos individuos diferentes. La
polinizacion cruzada tiene como ventajas una base genética mas grande y mayor
facilidad de adaptacién a los cambios ambientales, en comparacion a aquellas

especies que se autocruzan.

Las panojas (a menudo, una por tallo) son las estructuras donde se desarrolla el
grano, en un numero variable de hileras (12 a 16), produciendo de 300 a 1 000
granos, que pesan entre 190 y 300 g por cada 1 000 granos. El peso depende de
las distintas practicas genéticas, ambientales y de cultivo. El grano constituye

aproximadamente el 42 % del peso en seco de la planta (FAO, 1993).

El maiz es a menudo de color blanco o amarillo, aunque también hay variedades
de color negro, rojo y jaspeado, diferencias debidas a los compuestos quimicos
depositados o almacenados en él. Las variedades cultivadas fundamentalmente
para alimentacion comprenden al maiz dulce y el reventador, aunque también se
usan en buena medida el maiz dentado, el amilaceo o harinoso vy el cristalino. El
maiz de tipo dentado tiene un endospermo calloso y vitreo a los lados y en la parte
posterior del grano, pero el nucleo central es blando. El maiz de tipo cristalino
posee un endospermo grueso, duro y vitreo, que encierra un centro pequefio,
granuloso y amilacea (FAO, 1993). El maiz normal inmaduro en la panoja es
objeto de gran consumo, hervido o tostado. En México, Guatemala y los paises

andinos el maiz harinoso es un grano con endospermo blando.
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3. Morfologia y fisiologia del maiz

3.1. Estructura de la semilla del maiz

La semilla contiene un embrion y un tejido de reserva, encerrado por dos,
tegumentos seminales, el pedicelo que le permite sujetarse a la planta madre, y el
pericarpio que le protege de los cambios ambientales y de eventuales ataques de
patdgenos externos como hongos y bacterias (Figura 1). Los embriones del maiz
se componen de un cotiledon, que estructuralmente son analogos a las hojas, sin
embargo en el maiz este cotiledén esta modificado, recibe el nombre de escutelo,
este le permite absorber y sintetizar moléculas para la nutricion del eje
embrionario, que es el tejido mas interno del embrion. El eje embrionario, tiene en
su extremo superior a la plumula, que consiste en un meristemo con varias hojas
rudimentarias, mientras que en el extremo opuesto se encuentra la raiz primaria o
radicula. Recubriendo al embrién se encuentra el endospermo el cual contiene
considerables cantidades de nutrimentos que fueron acumulados durante la fase

de maduracion de la semilla (Meyer, 1996).

Figura 1. Estructura de la semilla de maiz. Tomado y modificado de Enriquez-Arredondo 2005 y
Sanchez-Linares et al., 2012.

——
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El endospermo constituye la principal reserva energética de la semilla, de la cual
la plantula obtiene almidon y sustancias proteicas para hacer frente a sus
necesidades durante el periodo previo al desarrollo del aparato radicular y a la
apariencia de las hojas, una vez que la plantula sea fotosintéticamente activa, sera
capaz de sintetiza la cantidad de carbohidratos necesarios para su desarrollo y
crecimiento. El endospermo, en el maiz dentado, supone 4/5 del peso total de la
semilla y esta constituido por un 90 % de almiddn y un 7% de proteina y pequefias

cantidades de lipidos y sustancias minerales (Bartolini, 1989; Dominguez, 1992).

El embrién tiene un alto contenido de lipidos, del 35 al 40 % ademas de otras
biomoléculas, que en los primeros estadios de la germinacion y crecimiento de
plantula le proveeran de nutrientes al eje embrionario, que es propiamente una

planta en miniatura (Bartolini, 1989; Sanchez-Linares et al., 2012)

4. La germinacion de la semilla

La germinacion es la reanudacion del crecimiento activo de la semilla seca y
madura, fase critica en el ciclo de la vida de la planta y el primer paso para el
establecimiento exitoso de la misma. La germinacién inicia cuando entra en
contacto con el agua bajo condiciones favorables de temperatura, lo que provoca
el aumento de volumen de los tejidos, su activacion metabdlica y la ruptura de los

tegumentos seminales con el brote de los tejidos embrionarios (Meyer, 1996).

La germinacién consta de tres fases de acuerdo a la toma de agua por parte de la
semilla: Fase | o de hidratacion, Fase Il o de germinacion y Fase Ill o de
crecimiento. (Figura 2)

En la Fase | o de imbibicién ocurre el ingreso rapido del agua al interior de las
semillas. Puesto que las semillas contienen entre un 8 a 12 % de agua, la entrada
de agua se debe exclusivamente a una diferencia de potencial hidrico que es
menor en las semillas secas en comparacion con el medio exterior (McDonald y

Kwong, 2005). La rehidratacion de la semilla impone un considerable dafio a los

13
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componentes celulares, ya que el ordenamiento de las biomoléculas a bajo
contenido de agua permitia tener poco contacto con agua, asi la presencia de
agua les permite mayor movilidad a las biomoléculas y la formaciéon de nuevos
puentes de hidrégeno, por lo que principalmente comienzan los mecanismos de
reparacion del DNA, mitocondrias y membranas (Bewley, 1997; Weitbrecht et al.,
2011).

Figura 2. Curso temporal de los procesos celulares involucrados durante la germinacion de

semillas (Nonogaki et al., 2010).

En la Fase Il, son los factores ambientales y la fisiologia de la semilla los que
determinan si se continia con el proceso de germinaciéon. Esta fase es la de
mayor actividad metabdlica ocurren la transcripcion de nuevos genes, la sintesis
de enzimas relacionadas con el crecimiento del embridn, la sintesis de DNA, entre
otros. Durante esta fase se observa que la cantidad de agua permanece o se

incrementa muy poco en el interior de la semilla, sin embargo hay un uso alto de
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las reservas propias del embridn para la biosintesis de las moléculas necesarias
para continuar con la fase Ill (Bradford y Nonogaki, 2007; Sanchez-Linares et al.,
2012).

La Fase lll presenta un incremento en la absorcion de agua, asi como los cambios
morfologicos visibles en la semilla. Esta fase es considerada post-germinativa ya
gue se inicia con la protrusion de la radicula, evento previo a la division celular. En
la fase Il comienza la movilizacion de las reservas que provienen del endospermo
y que le permitiran al embrion mantenerse tanto en términos de energia como de
moléculas estructurales para las primeras etapas del desarrollo de la plantula
(Bradford y Nonogaki, 2007).

En condiciones de campo temporalmente dos a tres dias después de la entrada de
agua, la semilla se hincha, si las condiciones climatolégicas se mantienen
favorables, emerge la radicula; posteriormente, en el espacio de dos a tres dias
mas, emerge también la plumula (primeras hojas), mientras que en su interior se
comienzan a formar las hojas adicionales (hojas verdaderas). A los diez dias
después de la hidratacion de la semilla despunta en la superficie el coledptilo,
nombre que se le da a la plumula una vez que ha salido de la semilla, en forma de
punta de consistencia rigida, y que apenas percibe la luz emite dos hojas, la
primera de las cuales tiene una forma redonda y que no sera después reconocible
en la planta adulta. Alrededor de 15 a 18 dias después de la siembra, la plantula
tiene normalmente de 5 a 6 hojas abiertas, mientras que el sistema radicular
primario permite a la planta una cierta independencia de las ahora ya agotadas

reservas nutritivas de la semilla (Bartolini, 1989).

——
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5. El desarrollo vegetativo

El desarrollo de la plantula es seguido de una fase durante la cual el maiz adecua
el aparato radicular a la estructura foliar definitiva, a la que habra de sostener y
aportar nutrimentos. La planta llegara a tener de 20 a 23 hojas que son
producidas por el llamado “nodo” o “punto vegetativo” que esta localizado en el
interior del tallo, un poco por debajo de la superficie del terreno. La produccién
foliar terminara poco antes de la floracion. Después de la formacion de la espiga
(6rgano reproductor masculino), del nudo inferior del tallo salen las raices aéreas,

que penetran el terreno (Bartolini, 1989).

5.1 Lafloracién y la polinizacién

El maiz, como excepcion entre todos los cereales importantes, tiene
inflorescencias masculinas y femeninas separadas, aunque se forman sobre la
misma planta (Figura 3). La espiga, érgano masculino, tiene la mision exclusiva de
producir granos de polen en cantidad suficiente para asegurar la fecundacion del
organo femenino, formado mas abajo y denominado mazorca. Se estima, que el
numero de granos de polen emitidos por la espiga de una planta sana y vigorosa
oscila entre los 2 y 5 millones. La inflorescencia femenina, esta constituida por un
grupo cilindrico de flores femeninas, cada una de las cuales esta en situacion de
formar una caridopside (semilla). En una mazorca de dimensiones normales se
puede encontrar de 700 a 1000 o6vulos (futuras cariopsides maduras), dispuestos
siempre en un numero par de filas a lo largo del olote; que al final podra contener
de 16 a 18 e incluso 22 (Bartolini, 1989).

Dos o tres dias después del inicio de la dispersion del polen, de la mazorca salen
los estilos, llamados “barbas” o “sedas”, conductos largos y estrechos, cada uno
de los cuales termina en la base de un évulo (Figura 3). Los primeros en aparecer
son lo que corresponden a la base de la mazorca. Todos los estilos estan en
condiciones de recibir “activamente” los granos de polen entre dos y tres dias
después de la emision del polen, con lo que queda asegurado el tiempo necesario
para que la fecundacion tenga lugar (Bartolini, 1989). Solamente las partes

16
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esenciales de la flor, el pistilo y los estambres, estan relacionados directamente en
la formacién de la semilla. En estos 6rganos se llevan a cabo los procesos que
concluyen con la formacién del grano de polen y de la ovocélula. La secuencia de
eventos que concluyen con la formacion de évulos es muchas veces simultanea

con la formacion del grano del polen en la misma flor.

Figura 3. Planta de maiz, mostrando la espiga madura y la mazorca en formacion. Modificado
de Bartolini, 1989.

Cuando un grano de polen cae al estigma de una flor de la misma planta ocurre la
autopolinizacion; si se transfiere a las flores de otras plantas ocurre la polinizacion
cruzada. Normalmente el grano de polen germina unas pocas horas después de
entrar en contacto con el estigma, originando el tubo polinico, el cual crece a
través del estilo y de la pared del ovario (Figura 4A). La punta del tubo polinico
pasa a través del micropilo y penetra en el saco embrionario donde se rompe y

17
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descarga su contenido. Si no se ha desintegrado antes el nucleo vegetativo,

puede ser liberado en este momento y luego se degenera.

Endospermo primario

Figura 4. Proceso de doble fertilizacion y formacion del embrién. Tomado de Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo — Arregocés 1983.

Unos de los nucleos espermaticos se fusiona con el nucleo de la ovocélula de la
nueva planta, el zigoto (Figura 4B). El otro nucleo espermatico se fusiona con dos
nucleos del endospermo primario (Figura 4C). La fertilizacién de la ovocélula
restablece el numero normal de cromosomas, 2n, de las especies. El producto de
la triple fusidon de los nucleos centrales inicia la formacién del endospermo, que
proveera los nutrientes para el desarrollo del embridn. Estas dos uniones, la de los
nucleos espermaticos con la ovocélula y los nucleos polares se conoce como

doble fertilizacion (Arregocés, 1983).

Al cabo de varias horas o dias las células del proembrion estan mas lejos del
microépilo y se agranda y divide formando las primeras células del embrién (Figura
4C). De las células formadas por esta division las mas cercanas al micropilo daran
origen a las raices y su capa protectora, la coleorriza; las otras conformaran las
partes aéreas, como son los tallos, las hojas y eventualmente las flores. A medida
que la semilla continua su desarrollo va aumentando en tamafio y peso seco, al

final el endospermo esta repleto de reservas nutrimentales, concluye su
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dependencia de la planta cuando en la base de la cariopside (en la parte que se al
olote) se forma un pared callosa pardo negruzca, que impide la posterior
acumulacion de nutrientes en la cariopside (Arregocés, 1983). Posteriormente la
semilla pasa por un estado de secado que le permite mantenerse durante largo

tiempo en almacén, generalmente llega a humedades de 12 a 15 %.

El proceso de formacion de nuevos oOrganos es altamente demandante de
nutrimentos. Cuando una espiga aparece en el extremo del tallo y se puede ver la
punta, la planta reduce de una manera considerable el crecimiento que tenia
anteriores al apice, y se prepara para la parte final del ciclo vegetativo,
coincidiendo con la floracion y la fecundacion. Acceder a los nutrimentos
necesarios para completar el ciclo de vida de la planta es uno de los eventos
fundamentales, en el que probablemente depende del numero, tipo y
caracteristicas de los transportadores localizados en las membranas de los tejidos
en formacion. A continuacién, se revisa muy resumidamente el principio de
transporte de solutos en las membranas y posteriormente el transporte de

azucares en las plantas.

6. Transporte de sustancias

La permeabilidad selectiva de la membrana plasmatica de la célula vegetal
controla el movimiento de solutos dentro y fuera de la célula. Cuando los solutos
tienden a difundirse a favor de su gradiente de concentracion se denomina
transporte pasivo, porque se produce sin gasto directo de energia metabdlica de la
célula. Contrario al transporte activo donde los solutos atraviesan la membrana en
contra de su gradiente electroquimico, es decir los efectos combinados del
gradiente de concentracion del soluto (parte quimica) y del voltaje o carga del
soluto (la parte eléctrica) a través de la membrana. El transporte es activo porque
la célula debe gastar energia en forma de ATP, para sobrepasar las barreras de
transportar un soluto hidrofilico en contra de su gradiente de concentracién
(Campbell, 2007).
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Figura 5. Vias de transporte celular. A) Aislamiento entre la pared celular, el citosol y la vacuola
son los tres compartimentos principales de la mayoria de las células vegetales maduras. B) Vias de
transporte entre las células. A nivel tisular, existen las tres vias. 1. El paso de los solutos puede ser a
través de los apoplastos zona café en el diagrama, también llamada via transcelular, via del
transporte a larga distancia. 2° La via simplastica (flecha negra) entre el plasmodesmo. 3° via de
transporte es la apoplastica (flecha verde) en donde los solutos pasan de membrana a apoplasto y
de este a membrana para moverse entre células. Las sustancias pueden transferirse de una via a la
otra. Tomado de Campbell, 2007.
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La membrana plasmatica es una barrera entre dos compartimentos principales: la
pared celular y el citosol, aunque también la vacuola contribuye en las células
vegetales de manera importante a regular la concentracion de solutos y la
osmolaridad (Figura 5). Cuando el movimiento de solutos ocurre a largo del

continuo de los apoplastos, esta via es denominada extracelular o transcelular.

Por otra parte, en las células vegetales se puede establecer un continuo de células
vecinas para el paso de ciertos solutos a través de conductos especializados
denominados plasmodesmata (nombre en plural del plasmodesmo), formados de
proteinas, reticulo endoplasmico y membrana. Estos conductos tienen la
capacidad de permitir el paso de muchas moléculas, entre ellas los azucares, y se
presentan tanto en el floema, como en algunas células, de hecho hay plantas que
mantienen el movimiento de moléculas mayoritariamente a través de estos
conductos. Al continuo de las paredes celulares y el interior celular se denomina
simplasto, por lo que esta via de transporte de solutos es denominada simplastica

y el movimiento de solutos es difusional.

Hay células que no contienen plasmodesmata o bien que en algunas etapas
criticas del desarrollo pierden estas conexiones, por lo que los solutos se
transportan a través de proteinas membranales, es decir el soluto en algun
momento se encuentra en el apoplasto, por lo que este tipo de transporte también
es referido como apoplastico y depende de transportadores membranales
(Eschrich, 1980; Campbell, 2007).

Los transportadores proteicos son proteinas amfipaticas, estereoespecificas por el
soluto a transportar y permiten el paso de solutos hidrofilicos. En el caso del
movimiento de los azucares, en plantas hay tres familias encargadas de su
transporte. Los transportadores simportadores azucar/H*, concentran los
azucares en la célula a expensas del movimiento de protones. Los transportadores
SUT (Sucrose Transporter) y los SPT (Sugar Protein Transporter) son
simportadores, el primero transporta sacarosa y el segundo hexosas o pentosas
en contra de gradiente de concentracion (Braun et al., 2014).
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El otro tipo de transportador localizado en la membrana fue reportado en el 2010
(Cheng et al., 2010) y fue nombrado SWEET (Sugars Will Eventually be Exported
Transporters por las siglas en inglés), transportador que eventualmente expulsa
azucares. Los SWEETs son proteinas que se pliegan en la membrana con 7
hélices transmembranales (Figura 6). EIl mondmero tiene actividad de transporte
pero se sugiere que forman trimeros, lo que posiblemente favorece un transporte
cooperativo. Los SWEETs tienen la capacidad de mover azucares de manera

difusional y bidireccional (Sonnenwald, 2011; Xuan et al., 2013; Tao et al., 2015).

Figura 6. Topologia propuesta para el SWEET13a de maiz en la membrana. Tomado de
Carvente-Garcia, 2014.

6.1. Transporte de azucares

La sacarosa es el principal producto de la fotosintesis, se produce en los tejidos
verdes de la planta, que son denominados “fuente” debido a que sintetizan
cantidades en exceso de azucares, el exceso de estos es exportado para su
distribucion en los tejidos no fotosintéticos, también llamados tejidos demanda
como las raices, meristemos, tubos polinicos, frutos, semillas entre otros (Buttner,
2007; Schroeder et al., 2013). Las concentraciones de sacarosa que se pueden
alcanzar en el tejido fuente son de 0.5 a 1 M, mientras que en el tejido demanda
de 5 a 150 mM.
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El transporte y distribucion de la sacarosa se debe a diferentes transportadores. Si
dividimos a la planta por el proceso de transporte la podriamos dividir en tres:
Cargado del floema, que es el movimiento de azucares desde las células del
mesofilo de las hojas hacia el floema. Transporte en el floema, en donde el
movimiento de los azucares ocurre a lo largo del floema para llevar los azucares a
las cercanias de los tejidos demanda; y el tercero la descarga del floema, el

transporte de azucares desde el floema hacia el interior de las células demanda.

Transporte en el floema. El movimiento de azucares en el floema es difusivo. El
floema ademas de azucares transporta aminoacidos, RNA, factores de
transcripcion, minerales, compuestos de defensa y moléculas sefal, entre otros, y
los dirige a todos los tejidos demanda (Slewinski et al., 2013). El floema esta
formado esencialmente por tres tipos de células: los elementos cribosos (SE), las
células acompafiantes (CC) y las del parénquima (PC). Los SE estan altamente
modificados para crear un conducto de células contiguas que presentan baja
resistencia al paso de solutos, no contienen nucleo, mitocondrias o cloroplastos
(Figura 7). Las CC son vecinas de los SE y son las encargadas de mantener a los
SE ya que las CC si tienen la capacidad biosintética que han perdido los SE,
mientras que las PC son las mas externas del floema y las que estan en contacto

con las células del mesdfilo o los tejidos demanda.

Cargado del floema. El proceso de “llenarse o cargarse” de nutrimentos asi como
el de “descarga” hacia los tejidos demanda es multiple, ya que existen diferentes
mecanismos de transporte (Wang et al.,, 2013). Se ha demostrado que la
reduccion en el transporte de sacarosa debido a un transportador membranal
afecta el crecimiento de la planta de maiz (Braun et al, 2014), lo anterior sefiala
que no solo los plasmadesmata y la integridad del floema son importantes en el
movimiento de los azucares sino también el transporte apoplastico.

Para el llenado del floema, los azucares tienen que ser concentrados en el tubo

criboso o SE, sin embargo, los azucares tienen que moverse difusionalmente
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desde la célula del parénquima de la hoja hacia las CC, si ambas células estan
conectadas simplasticamente, los plasmodesmata haran el trabajo, sino entonces
los azucares son transportados hacia los apoplastos de la CC, en este paso
interviene un SWEET (Chen et al.,, 2010), entonces la CC a través de
transportadores SUT concentran sacarosa y luego el CC a través de

plasmodesmata le transfiere el azucar al SE (Figura 7).

Descarga del floema. La sacarosa que viene del floema puede ser directamente
colocada en la célula a través de plasmodesmata o bien en los apoplastos, si esto
ultimo ocurre, hay transportadores SUT que la importaran a la célula demanda
(Figura 7). Alternativamente la sacarosa puede hidrolizarse en glucosa y fructosa
en el espacio extracelular por las invertasas de la pared celular (Wang et al.,
2013). Las hexosas producidas son internalizadas por los transportadores de
monosacaridos, SPT o SWEET (Lemoine, 2000; Rolland et al., 2006; Slewinski,
2011).
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de la hoja

Figura 7. Transporte de sacarosa a través del floema. La sacarosa se sintetiza en la célula del
mesofilo de la hoja, se concentra y posteriormente se transporta via plasmodesmata a la célula del
parénquima del floema, asi ambas células tienen concentraciones altas de sacarosa (cerca de 1M).
Posteriormente el azlcar se puede transportar hacia las células acompafiantes, sin embargo no
todas las células estan conectadas via plasmodesta, por lo que los transportadores difusionales
SWEETs transportan la sacarosa a los apoplastos. Los azlcares son tomados por los
transportadores SUT para concentrar a los elementos cribosos de la savia, entonces el floema se ha
cargado de sacarosa. Esta se movera hacia lugares menos concentrados de azicares (50 a 150
mM) y al llegar a un tejido demanda puede descargarse hacia este, via plasmodesmata o bien por
transportadores: SUT, SPT o SWEETs se pueden encargar de tomar la sacarosa o las hexosas
producidas de la hidrélisis de la sacarosa por invertasas (INV), llevando el azucar a las células
demanda. Tomado y modificado de Carvente-Garcia (2014).
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6.2. SWEETSs.

Los SWEETs son una familia multigénica, en el caso de Arabidopsis la familia
contiene 17 miembros, mientras que en maiz se proponen 22 miembros
(ARAMEMNON), de esta familia solo se ha reportado el papel de SWEET4c
aunque no su capacidad de transporte (Sosso et al., 2015). Hay algunos SWEET
que estan especializados en el movimiento de sacarosa (Chen et al., 2010) y otros
en el de hexosas (Chen et al., 2010; Liu et al.,, 2016), aunque SWEET11 y 12
parecen transportar tanto sacarosa como hexosas pero con afinidades muy
diferentes para cada uno (Le Hir et al., 2015). Muchos se han encontrado en la
membrana plasmatica (Chen et al., 2010), pero también hay localizados en la
vacuola (Klemens et al., 2013; Chen et al., 2015b) y en el caso de los humanos en
donde solo hay un SWEET se encuentra en el Golgi y en el reticulo endoplasmico

de las células del riidn (Chen et al., 2010).

7. Funcion fisioldégica de los SWEETs

Antes de describirse a los SWEETs se desconocia como ocurria el movimiento
difusional de azucares, actividad importante no solo en el cargado (Chen et al.,
2010 y 2012) y probablemente en la descarga del floema, sino también en otros

procesos de la planta.

La salida de azucares de las raices es un proceso necesario para la atraccion de
microorganismos benéficos a la rizosfera’, recientemente se encontré que en
parte se debe a la actividad de los SWEETs (Chen et al., 2015b; Durand et al.,
2016; Palacios-Vargas, 2016). La entrada de azucares para la formacion del polen
en Arabidopsis se encontré que depende de AtSWEETS, una mutaciéon en este

gen previene la formacion del desarrollo del microsporocito ya que se inhibe la

' "Region del suelo cuya actividad bioldgica es influenciada por las raices de las plantas. Compuesta por las
raices de las plantas, microorganismos, los exudados de ambos y los componentes del suelo
(http://biologiadelsueloudea20132.blogspot.mx/p/macrobiologia-del-suelo.html).
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salida de glucosa desde las células del tapetum (Guan et al., 2008). La salida de
azucares hacia los nectarios, tejido que tiene la funcién de atraer a los
polinizadores, se debe a la presencia de AASSWEET9 (Lin et al., 2014).

La formacion de la semilla necesita de un gran aporte de nutrientes por parte de la
planta madre, ya que se acumulan las reservas de nutrimentos que le permitiran
continuar su ciclo, durante esta etapa se encontré que los transportadores SWEET
son importantes para el movimiento de los azucares, principalmente de hexosas
entre los tres intequmentos que recubren al embrion de Arabidopsis, asi los
SWEET11, 12 y 15 son criticos (Chen et al., 2015b). También en maiz se investigd
la participaciéon de los SWEETs en el llenado del grano, encontrandose que el
transportador SWEET4c es necesario para que el endospermo se llene de
almidon. La ausencia de la actividad de transporte del SWEET4c reduce el llenado

del grano a 1/3 de su capacidad (Sosso et al., 2015).

8. Justificacion

Los transportadores SWEETs han sido caracterizados en Arabidopsis, arroz,
tomate, uva entre otros. En la base de datos de las proteinas de membrana
(ARAMEMNON) hay 22 secuencias anotadas como posibles transportadores

SWEETs de maiz, de estos solo el SWEET4c ha sido caracterizado.

El SWEET4c se encuentra involucrado durante la embriogénesis en el llenado de
la semilla, ya que una mutacion en este transportador lleva a que la semilla
madura tenga un contenido reducido de almidén, similar en fenotipo a la mutante
miniatura que debe su fenotipo a la mutacion en el gen de la invertasa de la pared

celular (Sosso et al., 2015).
Los transportadores SWEET mueven los azucares, sacarosa o monosacaridos a

favor del gradiente de concentracién es decir de sitios en donde se han acumulado
hacia donde hay menor concentracion (Chen et al., 2012). Durante la formacién de
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los diferentes tejidos de la planta es necesario el transporte de azucares. Se
conoce que en Arabidopsis los SWEET11 y 12 estan involucrados en el transporte
de los azucares hacia el floema (Chen et al., 2012; Le Hir et al., 2015) asi como en
el llenado de la semilla (Chen et al., 2015a), aunque se desconoce la funcién de

muchos SWEETSs y si son especificos de la formacion de ciertos tejidos.

El desarrollo de los tejidos reproductivos en maiz es un evento coordinado, la
influorescencia masculina aparece primero seguido de la maduracién de los
granos de polen, 2 o 3 dias después aparece la influorescencia femenina y los
estilos aun inmaduros pueden albergar al polen y permitirle polinizar al évulo
(Azcon, 1993). Es posible que la expresion coordinada de un mismo SWEETs o
varios permitan la movilizacién de los azucares desde el tejido vascular de la
planta madre hacia los tejidos reproductivos y le permitirdn a la planta continuar
con su ciclo de desarrollo, la formacion de la semilla. Con la idea de que es
posible que el abasto de nutrientes debido a los SWEETs sea un evento
coordinado entre tejidos, se seleccionaron un grupo de SWEETSs para estudiar su

expresion en tejidos reproductivos y en la semilla.

También se evalud la expresion de los SWEETSs durante la germinacion, que es el
evento inmediato posterior a la formacion de la semilla. En nuestro grupo se ha
estudiado el transporte de azucares durante la germinacion y el estudio de los
transportadores SWEETSs contribuira a determinar el mecanismo y la temporalidad
de los eventos de transporte de azucares en los tejidos embrionarios hacia su
emergencia y desarrollo como planta. Durante el proceso de germinaciéon el
transporte de solutos desde los tejidos almacenadores como el endospermo y el
escutelo se dirigen hacia el eje embrionario (Figura 8). Se conoce que el escutelo
tiene un contenido alto de lipidos que degrada para formar sacarosa, contiene
transportadores en simporte para transportar sacarosa y H*, que le permiten a este
tejido acumular sacarosa (Sanchez-Linares et al., 2012). La salida de los azucares
hacia los apoplastos podria ser difusional y debida a los SWEETS, a la fecha no se

ha estudiado al transportador que exporta estos azucares en los escutelos. Se
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desconoce también si el eje embrionario toma los azucares en forma de hexosas o
sacarosa y que transportador es el encargado incorporarlos a las células del eje
embrionario, los transportadores SWEETs son buenos candidatos para cubrir esta
funcion. El eje carece de transportador de sacarosa/ H* (Sanchez-Linares et al.,
2012), por lo que es posible que algun transportador SWEET se ocupe

especificamente de la nutricion del eje durante la germinacion.

Para dilucidar el papel de estos transportadores es necesario primero determinar
si estos genes se expresan en el tejido y etapa del desarrollo de interés. En este
trabajo el objetivo principal fue identificar a los SWEETs que se expresan de
manera alta en los tejidos embrionarios o reproductivos del maiz, conocimiento
que sera util para caracterizar funcionalmente a los SWEETs que son clave
durante las fases de germinacién o de formacion del grano y en los tejidos
reproductivos y que permitira determinar si un grupo de SWEETSs es especifico de

la formacion de tejidos relacionados.
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Figura 6. Modelo del transporte de azucares en tejido embrionario de maiz. El embrién se
encuentra formado del escutelo (tejido fuente) y el eje embrionario (tejido demanda). En el escutelo
se logra acumular una gran cantidad de azUcares solubles en la germinacion, ya sea por su sintesis
en ese tejido o bien por su transporte, a través de los transportadores de sacarosa/H* que han sido
encontrados exclusivamente en los escutelos (Sanchez-Linares et al., 2012). EI movimiento de
sacarosa hacia el eje embrionario podria ocurrir a través de transportadores SWEETS o a través de
plasmodesmata, aunque al inicio de la germinacion el tejido vascular esta poco desarrollado. El eje
por su parte podria tomar la sacarosa o bien las hexosas, mediante transportadores SWEET

especificos para cada azUcar o bien a través de simportadores Hexosas/H*.
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9. HIPOTESIS

Un grupo de SWEETs se expresaran mayoritariamente en tejidos que dependen
de glucosa, fructosa y sacarosa para alcanzar su maduracion de manera

coordinada, en tejidos relacionados funcionalmente.

10.OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Obtener el nivel de expresion de 18 de los transportadores SWEETs predichos

para maiz en tejido reproductivo y en semillas durante la germinacién.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Disefar oligonucledétidos especificos para los transportadores SWEETs
de maiz que se expresan en tejido reproductivo y semilla.

2. Obtener las condiciones de amplificacion para los SWEETs que se
expresan preferencialmente en tejido reproductivo y semilla.

3. Crecer plantas de maiz y germinar embriones por diferentes tiempos.

4. Extraer, cuantificar y calibrar el RNA de tejido reproductivo y semilla

5. Analizar los perfiles de expresion de 18 presuntos SWEETs en los

tejidos seleccionados mediante PCR punto final.
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11. MATERIALES Y METODOS

11.1. Estrategia experimental

Para cumplir los objetivos de este trabajo el proceso experimental implicoé (Figura
9): a) Analisis Bioinformatico de las secuencias tipo SWEET en tejidos
reproductivos de maiz, para disefiar los oligonucleotidos que especificamente los
amplificarian; b) Obtencion de tejidos y extracciéon de RNA y c¢) Reaccion de PCR

para obtener los niveles de expresion de 19 genes de los propuestos SWEETSs de

que se expresen en
tejido reproductivo y
en semillas

G J
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para la
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Figura 9. Estrategia experimental para obtener los niveles de expresion de los SWEETs de tejido
reproductivo y semilla.
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11.2. Diseio de las secuencias de oligonucleétidos para los presuntos
transportadores SWEET de tejidos reproductivos y semilla de maiz.

Se obtuvieron las secuencias de los presuntos transportadores SWEET de maiz
de la base de datos del Genebank y EnsemblePlants. Hay 22 secuencias
reportadas que podrian codificar para transportadores SWEET en maiz. En este
trabajo solo se buscaron aquellas secuencias que se encontraban en espiga y
semilla, de acuerdo a la base de datos del MaizeGDB en total se seleccionaron 7.

Sin embargo, se analiz6 la expresion de 18 SWEETS en los tejidos reproductivos.

La expresion de genes SWEETSs reportada en MaizeGDB fue obtenida mediante
microarreglos en una linea de maiz denominada B73 (Sekhon et al., 2011). Es
posible que los presuntos genes para los transportadores SWEETs se encuentren
expresados de una manera similar en el maiz que usamos en este trabajo,
Chalqueno, pero esto tenia que ser demostrado, ademas de que no se tiene
informacion del numero SWEETs y nivel de expresion de estos durante la

germinacién del maiz.

Una vez identificados los genes en las bases de datos (Anexo 1) se realizé el
disefio de los oligonucleétidos para evaluar mediante PCR punto final los niveles
de expresion de los SWEETs en algunos tejidos demanda como la espiga, la
semilla en formacion, la semilla seca y el embrion germinado. El disefio se realizo
mediante el programa Primer3 disponible en linea (Tabla 1). Cada uno de los
oligonucledtidos se analizé mediante el programa Oligoanalizer, el cual arrojo
informacion de las energias libres de formacion de dimeros (homo vy
heterodimeros de oligonucleétidos). Valores cercanos a -10 Kcal/mol sugieren
formacion de dimeros, asi que se elegian aquellos que tuvieron valores mucho
menores. Ademas se analizdé por comparacion con las secuencias de interés que

fuera especifico para el gen esperado (Anexo 2).
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Tabla 1. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion de los SWEETS de espiga, semilla en
formacion y tejido maduro.

SWEET Secuencia de oligonucleétidos Peso molecular del
producto esperado
(pb)
4b F5'-AAATGGCTGGCCTGTCTCTA-3’ 240
R5-TGATGAGCAGGAACTCGTTG-3’
4c F5'CAGCAAGCAAAAGCCACATA-3 218
R5AGCAACAAGACAGCAGCAGA-3’
6a F5-GTTCTCGCTTCTCGTCGTCT-3 104
R5-GAGAGATCATCTTCGGTCGC-3’
6b F5-CTCCTCGCGCCTATAAAGTG-3 110
R5-CTCGTCGTCTTCGTCTAGCC-3
11a F5-GTCGCCTTAGCTCCTCTCC-3’ 227
R5-AAGAGGCCTCCTGCCATTAT-3’
14b F5-TAACCAACCTACGCCTCCAC -3 224
R5-CGACATCGACATCGAAGCTA-3
15b F5-TAACCAACCTACGCCTCCAC -3 240

R5-CGACATCGACATCGAAGCTA 3’

11.3. Material biolégico

Tejidos de plantas maduras de maiz. Para germinar a las semillas de maiz
Chalqueno se les quitd el pedicelo y después se desinfectaron con una solucién
de 2% de hipoclorito de sodio preparado a partir de Cloralex® al 2 % con agitacion
por 2 min. Posteriormente las semillas se enjuagaron con agua estéril al menos 5
veces hasta que el olor del hipoclorito desapareciera. Las semillas colocaron en 1
% agar a 29°C por 72 h y aquellas semillas que germinaron se colocaron en
macetas de 10 L de capacidad con Metromix Sunshine 4 como sustrato. Las
plantas se colocaron en el invernadero con fotoperiodo natural a una temperatura
de 20 a 25 °C y fueron regadas cada tercer dia con agua corriente. Al mes se les
anadié el fertilizante triple 17 que contiene nitrégeno, fésforo y potasio a un
porcentaje del 17 % cada uno. Los tejidos que se cortaron de las plantas maduras
(aproximadamente 3 meses) fueron: espiga joven, espiga madura, mazorca joven.

Los tejidos se cortaron en el invernadero y fueron cubiertos con papel aluminio y
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congelados con Ny liquido y después almacenados a -80°C hasta su uso. El

experimento se realizd en tres réplicas independientes.

Embriones secos y germinados de maiz. Para la extraccion manual de los
embriones de las semillas de maiz se usé una navaja de un solo filo. Un lote de 20
embriones se desinfectaron como se describié anteriormente y luego se
germinaron en 1 % agar a 29°C en la oscuridad por diferentes tiempos. Después
el tejido fue envuelto en papel aluminio, congelado con N3 liquido y almacenado a

-80°C hasta su uso. El experimento se realizé en tres réplicas independientes.

11.4. Extraccion de RNA por el método de Trizol

Fundamento. Este método se basa en el uso de una solucién monofasica de fenol
e isotiocianato de guanidina para la lisis de las células y la separacién de las
muestras en dos fases (acuosa y organica), seguida de la extraccién y
precipitacion del RNA total con cloroformo e isopropanol respectivamente a partir
de la fase acuosa. EI RNA total se purifica selectivamente para eliminar las
proteinas, por otro lado el DNA y otros contaminantes son extraidos por acidos
organicos. El tratamiento con fenol: cloroformo: alcohol isoamilico es necesario
para remover contaminantes por extraccion acida con fenol, donde el DNA y una
porcion de las proteinas queda en la fase organica, mientras que el RNA
permanece en la fase acuosa y es concentrado por precipitacion con isopropanol
para posteriormente lavarse con etanol (Barrén,1997).

Técnica de extraccion de RNA. Para tener una muestra representativa de los
tejidos que se estudiaron se molieron aproximadamente 10 g de cada tejido en
morteros libres de RNAsas (previamente lavados con 5 mL Cloralex®, enjuagados
con agua-dietilpirocarbonato o DEPC vy esterilizados por 30 min a 121°C a una
presion de 1.1 Kg/cm?). Se pulverizo cada tejido con N liquido y se transfirié a un

tubo falcon estéril y frio se almacend a -80°C hasta su uso.

Para la obtencion del RNA se tomaron de 50-100 mg del pulverizado en un
microtubo de 1.5 mL y se le agreg6 1 mL de Trizol se mezclo el contenido del tubo
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con un vortex hasta resuspender. Se incubo por 5 min a temperatura ambiente,
después se agregaron 200 pL de cloroformo y se agitd vigorosamente de forma
manual durante 15 seg. Nuevamente se incubd por 5 min a temperatura ambiente
y se centrifugd por 15 min a 12000 x g a 4°C. Con una pipeta se transfirié la fase

acuosa a un microtubo nuevo evitando la interfase.

Para precipitar el RNA se afadieron 0.5 mL de isopropanol frio (-20°C) y se
mezclo por inversidn, agitando los tubos 5 veces. Se incubaron las muestras a
temperatura ambiente por 10 min y se centrifugd a 12000 x g durante 10 min a
4°C. ElI RNA formd un botdn blanco o transparente en el fondo o en el lado del

microtubo.

El lavado del RNA se realizé descartando cuidadosamente el sobrenadante y se
agregd 1 mL de etanol 70 % y se mezclé con vortex por 15 seg, se centrifugo a
12000 x g por 5 min a 4°C y se repitié el lavado dos veces mas. Se descarto el
sobrenadante cuidadosamente con micropipeta y se dej6é secar al aire por 5 min.
El botdn se disolvio el boton en 30-60 uL de agua libre de RNAsas. Por ultimo, se

almacend a -80°C.

En el caso de los embriones secos y germinados se llevd acabd todo el
procedimiento hasta la precipitacion del RNA con la adicidon de isopropanol, pero
ya que la solucion se enturbiaba excesivamente se realiz6 un tratamiento adicional
en el botdn para quitar el exceso de carbohidratos que contiene. Para asegurar la
resuspension completa del botdon de RNA se afadieron 400 yL de H,O estéril.
Después se agregaron 400 yL de PCC (mezcla hecha con 200 uL 0.1 M de
amortiguador de citratos pH 4.2 y 200 pL de cloroformo). Después se centrifugd
por 10 min a 12000 x g a 4°C y la fase acuosa se colocé en un microtubo limpio,
evitando la interfase y se agregaron 400 uL de cloroformo, se mezcl6 el contenido
del tubo con un vortex, se centrifugé nuevamente por 10 min a 12000 x g a 4°C.
Se colocéd la fase acuosa en un microtubo limpio evitando la interface y se

agregaron 50 pyL de 3 M acetato de sodio y 100 uL de etanol al 100 %, se mezclo
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por inversion de 5 a 8 veces y se precipitdé a -80°C por 30 min. Después se
centrifugdé por 10 min a 12000 x g a 4°C y se retomo el protocolo basico en el

punto de lavado de RNA con etanol mencionado anteriormente.

11.5. Cuantificacién y calibracion del RNA extraido

El RNA se cuantificd en un espectrofotometro Nanodrop 200 Thermo® Scientific,.
Se calculé el volumen necesario para obtener 1 ug de RNA. Para evaluar la
integridad del RNA se cargaron geles de agarosa al 1 % en buffer TAE 1X (40 Mm
Tris acetato pH 8.2 a 8.4 y 1 mM EDTA y bromuro de etidio (0.5uL/MI), usando 1
Mg de la muestra de RNA de cada uno de los tejidos, para ello al volumen de RNA
calculado se le agregaron 2 pL de amortiguador de carga 6X LD Thermo®
Scientific y H,O-DEPC c.b.p 10 pL. El gel se corri6 en una camara de
electroforesis con TAE 1X frio a 85 mV por 45 min y se visualizé en un
transiluminador UV. Se visualizaron 2 bandas de RNA que muestran que el RNA

se encuentra integro y que corresponden a los pesos de 28 y 18S.

Para evaluar la expresion de los SWEETs en los diferentes tejidos se calibro
primero el RNA, para ello de ser necesario, se variaron los volumenes afiadidos de
RNA en el gel para que la intensidad de las bandas de los RNA ribosomales fuera
similar. La calibracion se realiza para que las diferencias en la expresién de los
SWEET sean debidas a los niveles de los transcritos para estos genes y no por la
cantidad de RNA que se usd para hacer el cDNA. Para la calibracion de las
bandas se corrieron geles de agarosa/bromuro de etidio como se menciond
anteriormente y se registré después de su corrida la densitometria de las bandas

mediante el equipo QuemiDoc MP BIO-RAD® Imaging System.
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11.6. Reaccion de RT-PCR (Transcriptasa Reversa-Reaccion en cadena de la
Polimerasa)

Fundamento. La reaccion RT-PCR se logra mediante dos reacciones la primera
reaccion conocida como de transcripcidn reversa es controlada por la enzima
transcriptasa reversa, capaz de convertir el RNAm en una molécula de cDNA, esté
se utiliza cuando analizamos la expresion del RNAm de algun gen de interés.

La segunda reaccion la de PCR corresponde a la amplificacion del gen de interés
partiendo como molde el cDNA del tejido a analizar. Los elementos importantes en
la PCR son el templado o molde (DNA o cDNA), la polimerasa, los
oligonucledtidos desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs: adenina, timina,
citosina y guanina) el ion magnesio (Mg?*), una solucién amortiguadora y H,O-
DEPC. Todos estos elementos interactuan en tres etapas principales de las que se
compone la PCR: desnaturalizacion, hibridacion y extension. Los equipos en
donde se realiza la reaccion son llamados termocicladores, los cuales estan
disefiados para establecer un sistema homogéneo en donde las condiciones de
temperatura y tiempo necesarios no se modifiquen en cada uno de los ciclos. Al
final de la reaccidn, para corroborar si se amplific la secuencia blanco de interés,
los productos de la PCR o también llamados amplicones son analizados en geles

de agarosa para confirmar si la reaccién fue exitosa (Tamay de Dios et al., 2013).

Técnica de RT. Esta reaccién se llevo acabo en un microtubo, se agregdé 1 pL de
Oligo DT (60 uM), el volumen de RNA ajustado a la misma concentracién para
todas las muestras y el volumen se completé con H,O a 10 pL. El microtubo fue
colocado en un bloque de calentamiento a 70°C por 5 min para la
desnaturalizacion del RNA, posteriormente se colocd en hielo por 5 min y se
agregaron 10 pL de la mezcla de reaccion previamente preparada, como se
observa en la Tabla 2. Posteriormente en el termociclador Axygen® MaxyGene™
[l Thermal Cycler, las muestras se calentaron a 25 °C por 5 min para realizar el
alineamiento, 42°C por 60 min y por ultimo a 70°C por 15 min para inactivar la
enzima, esto realizado El cDNA obtenido se almacené a -20°C para su posterior

uso.
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Tabla 2. Mezcla de reaccion para la reaccion de Transcriptasa reversa

Técnica para la reaccidon PCR. Esta reaccion se realizé para evaluar la presencia
de transcritos de 20 posibles transportadores SWEETs en los diferentes tejidos,
dos SWEETSs no fueron evaluados ya que la secuencia predicha es mas similar a
otra proteina que a los SWEETs. Para los SWEETs que se encontraban
preferentemente en espiga, embrion y semilla se utilizaron los oligonucleétidos de
la Tabla 1, en una mezcla de PCR indicada en la Tabla 3. La PCR se realiz6 por
94°C por 5 min y 37 ciclos a 94°C por 40 seg para desnaturalizar, 57°C por 1 min
para la hibridacion y 72°C por 40 seg para la extension, para finalmente pasar a
72°C por 7 min.

Tabla 3. Mezcla de reaccion para la amplificacion por PCR de cada uno de los SWEETSs en espigas,

Reactivo Volumen (pL)

Buffer ImProm-II-5X 4.0

MgCl2 25mM 24

dNTP’S 10mM 1.0

RT (Transcriptasa reversa) 1.0

H.0-DEPC 1.6
c.b.p. 10 yL

semillas de maiz y endospermo. La solucion stock de cada oligonucleétido fue de 20 uM. Los
oligonucledtidos usados para la amplificaciéon de cada SWEET se enlistaron en la Tabla 1.

SWEET Oligonucleétidos cDNA PCR MM H-0 Libre de
(ML) (ML) (ML) DNAsas

(ML)
4b 0.5 2 12.5 10
4c 0.25 2 12.5 14
6a 0.5 2 12.5 10
6b 0.5 2 12.5 10
11a 1.0 2 12.5 9.5
14b 0.5 2 12.5 10
15b 1.0 2 12.5 9.5

(=]




En cuanto a la amplificacion de los presuntos transportadores SWEETs que se
encuentran en otros tejidos se utilizaron los oligonucledétidos que se enlistan en el
Anexo 5, mismos que fueron disefiados por otros miembros del laboratorio. Los
productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 2 % en buffer TAE 1Xy
bromuro de etidio (0.5 pL/mL de gel). El gel se corri6 en una camara de
electroforesis con TAE 1X frio a 85 mV por 45 min y se visualizé en un
transiluminador UV. Por ultimo se registro la densitometria de las bandas mediante
el equipo QuemiDoc MP BIO-RAD® Imaging System. Se calculé el nivel de
expresion de cada SWEET como un indice entre la intensidad de la banda
amplificada del SWEET entre la intensidad de la banda de los RNA ribosomales

de tres réplicas bioldgicas.
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12.Resultados

12.1. Expresién de los SWEETs considerados como especificos de tejido
reproductivo y semillas.

Se usaron en este estudio los tejidos reproductivos espiga joven y madura que son
considerados la inflorescencia masculina en el maiz (Figura 10A y B), ademas de
los granos de la mazorca joven (Figura 10C) que fueron obtenidos cortando la
parte que corresponde al endospermo del maiz, y aqui le denominamos semilla
inmadura. También se extrajeron los embriones de semillas maduras y una parte
de ellos se germinaron (Figura 10D y E). No se usaron semillas completas, ya que
la cantidad de almiddon en el endospermo dificultaba la obtencion de RNA de
buena calidad, que es un requisito importante para realizar la reaccion de PCR y

tener resultados confiables.

Figura 10. Partes del maiz usadas para medir la expresion de los SWEETs. A) y B) Espigas, C)
Mazorca con semillas en formacion o inmaduras, D) Embrién maduro seco y E) embriones
germinados por diferentes tiempos.
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Para obtener los niveles de expresion de ZmSWEETA4b, 4c, 6a, 6b, 11a, 14b, 15b
en los diferentes tejidos, se obtuvo el RNA de tres réplicas biologicas de todos los
tejidos analizados. Se calibré el RNA se retrotranscribio y con el cDNA se realizo
la reacciéon de PCR. En la Figura 11 se presentan los resultados representativos
de la amplificacion de los SWEETs. Ademas, se obtuvo de cada una de las tres
réplicas la intensidad de las bandas amplificadas, con estos valores se calculé el
porcentaje de expresién considerando la intensidad del valor del embridn seco
como el 100 %. Para poder comparar la expresion entre tejidos se obtuvo la
intensidad del RNA de cada tejido usado en la produccion del cDNA,
posteriormente se calculd la expresion relativa como el indice de la intensidad de
la banda del SWEET entre la de la intensidad del RNA ribosomal (Figura 12).

Como se observa el embrion maduro seco es el que presenta el menor nivel de
expresion de los 7 SWEETs examinados (Figura 11 y 12), este tejido tiene poca
actividad metabdlica debido a que proviene del proceso de secado o de pérdida de
agua en la fase final de la maduracién de la semilla. Se esperaba una expresion
basal y no nula, ya que durante la embriogénesis se necesita del aporte de
nutrientes y los transcritos podrian estar presentes (Weitbrecht et al.,, 2011). El

SWEET4b fue el que se encontré mas expresado en este tejido.

En la embriogénesis de la semilla de maiz se conoce que el SWEET4c esta
involucrado en el llenado del grano (Sosso et al., 2015), este SWEET se encontro
en la semilla inmadura del maiz Chalquefio y con una expresion dos veces mas
alta que el embrién seco. Otros dos transcritos contenian valores mas altos de
expresion fueron los SWEET6a y 6b, que los hace interesantes para un estudio
posterior. Mientras que en la germinacion de los embriones los SWEET con mayor
expresion fueron el 11a y 14b, diferentes a los presentes durante la formacién de
la semilla. Por otra parte en las espigas la mayor expresion se encontré para
SWEET6a, 6b y 11b. Solo SWEET15b tuvo una expresion baja o ligeramente
mayor en todos los tejidos a la de embriones secos (1 a 1.8 veces).
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Figura 11. Expresion de los SWEETs en embrién seco, germinado, espigas jévenes y maduras y
semilla inmadura. Los embriones fueron germinados 24 h. Se presenta un gel de agarosa al 2 % de
una de las tres réplicas con los productos de RT-PCR para cada SWEET. Se muestran los
marcadores de peso molecular y el RNA que se uso para la produccion de cDNA.
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Figura 12. Niveles de expresién de ZmSWEET4b, 4c, 6a, 6b, 11a, 14b y 15b en embriones, espigas y semilla
inmadura. Los valores corresponden al promedio de dos de las tres réplicas y esta expresado como el indice
de la intensidad de la banda amplificada para cada SWEET (tomando como 100% al embrion seco) entre la

intensidad de la banda de los RNA ribosomal de alto peso molecular (28S).
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12.2. Expresion baja en espigas, embriones y semillas inmaduras de los
SWEETSs considerados como especificos de hojas.

Debido a que otros SWEET también podrian encontrarse en las espigas,
embriones y semillas inmaduras, se evalué mediante RT-PCR la expresion de
estos SWEETSs. Primero se evalud la expresién de los presuntos SWEETSs que son
mas abundantes en hojas de maiz (Sekhon et al., 2011), con los oligonucleétidos

disefiados por el pQA Nestor Delgado-Rubio (Anexo 3).

En la Figura 13 se observan los productos de amplificacién para los ZmSWEET1b,
4a, 13a, 13, 15a y 17a. Mientras que en la Figura 14 se muestran los indices de
las intensidades de las bandas amplificadas expresadas como porcentaje respecto
al embrion seco (100%) entre las intensidades del RNA ribosomal 28S expresado
como porcentaje. Un problema que se tuvo fue que los oligonucledétidos disefiados
para amplificar al SWEET13a dieron dos bandas de reaccién una que si
corresponde al peso esperado del amplicén y otra mas alta. Se tomé la intensidad
de la banda esperada, sin embargo, se estan disefiando otros oligonucledtidos, ya

que se desea realizar la cuantificacion de la expresion por tiempo real.

Se obtuvieron amplicones para todos los SWEETs probados, aunque el
ZmSWEET15 tuvo la menor amplificacién en todos los tejidos, aun cuando se
usaron varios pares de oligonucleétidos para amplificar este gen. La expresion de
ZmSWEET1b, 4a, 13a, 15a y 17a en todos los tejidos, no fue mayor a las 2 veces
respecto al embrion seco. Por el contrario en la semilla inmadura y el embrion
germinado la expresion de este juego de SWEETs fue menor que en el embridon
seco, excepto para ZmSWEET13a y 13b que presentaron una mayor expresion,
2.5 a 4 y 4-5 veces respectivamente, en embrion germinado y espigas joven y

madura (Figura 14).

——

45

'



Figura 13. Expresion de SWEET1b, 4a, 13a, 13b, 15a, 17a en embriones, espigas y mazorca. Se sabe que
los SWEETSs examinados se expresan preferentemente en hojas de maiz. Se presenta un gel de agarosa al
2% de una de las tres réplicas con los productos de RT-PCR para cada SWEET. Se muestran los marcadores

de peso molecular y el RNA que se uso para la produccion de cDNA.
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Figura 74. Niveles de expresion de SWEET1b, 4a, 13a, 13b, 15a en embriones, espigas y semilla
inmadura. Los valores corresponden al indice de la intensidad de la banda amplificada para cada
SWEET (tomando como 100% al embrién seco) entre la intensidad de la banda de los RNA

ribosomal de alto peso molecular 28S expresado en porcentaje.
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12.3. Expresidn en espigas, embriones y semillas inmaduras de los SWEETs
considerados como especificos de raices.

Por ultimo, se evalud otro grupo de SWEETs que se ha reportado una expresion
preferente en raices (Sekhon et al., 2011; Palacios-Vargas, 2016; oligonucleotidos
Anexo4): ZmSWEET?2, 3, 12a, 12b y 14a. Al igual que en los otros casos se realizo
la determinacién en tres réplicas biolégicas. Se muestra un gel representativo, en
donde se encuentran los amplicones de cada SWEET (Figura 15). Como se

observa hubo una pobre amplificacion de SWEET3 y 12b.

Se realizaron las densitometrias de las bandas obtenidas de las tres réplicas y se
construyé la grafica de la Figura 16, en donde se muestra la relacién de

intensidades entre las bandas amplificadas y la del RNA ribosomal 28S.

En general los SWEETSs de este grupo, se encontraron expresados a niveles bajos
en los tejidos examinados. ZMSWEET?2, 12a, y 14a se expresan de manera similar
en el embrion seco, germinado y la espiga joven. Mientras que en la espiga
madura los SWEET3, 12b y 14a fueron poco expresados y en las semillas
inmaduras los SWEET3, 12a y 12b también se expresan pobremente. Sin
embargo se encontrdé una expresaron alta de SWEET14a en embriéon germinado,

espiga madura y semilla inmadura.
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Figura 85. Expresion los SWEET2, 3b, 12a, 12b y 14a en embriones, espigas y semilla inmadura.
Los SWEETs examinados se expresan preferentemente en raices de maiz. Productos de RT-PCR

en geles de agarosa al 2%.
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Figura 96. Niveles de expresién de SWEET2, 3b, 12a, 12b y 14a en embriones, espigas y semilla
inmadura. Los valores corresponden al indice de la intensidad de la banda amplificada para cada
SWEET (tomando como 100% al embridn seco) dividido entre la intensidad de la banda de los RNA

ribosomal de alto peso molecular 28S expresado en porcentaje.

——

50

'



12.4. Perfil general de 18 presuntos SWEETs de maiz en los tejidos
reproductivos y los embriones germinados.

Para observar con claridad cémo se expresan los 18 presuntos SWEETs de maiz
en embridn, espigas y semilla inmadura se realiz6 la Figura 17. Con estos

resultados fue posible agrupar la expresion en tres niveles:

e Alta expresion. SWEET 11a y 14b se encontraron presentes en los 5
tejidos, principalmente en el embridon germinado, la espiga madura y la
semilla inmadura, donde se observé de 100 a 300 veces de expresion mas
que el embrién seco. Ambos SWEETs aparecen en los histogramas de
expresion del banco de expresion Maize GDB en tejidos reproductivos.

e Mediana expresion. El nivel de los amplicones estd por debajo de las 10
veces de expresion, pero por arriba del nivel de expresion del embrion
seco. Diez de los 18 presuntos SWEETs se expresan en estos niveles
ZmSWEET4b, 4c, 6b, 15b, 1b, 13a, 13b, 17a.

e Muy baja expresion. Los amplicones propuestos se expresaron muy por
debajo del embrién seco, son el caso de los ZMSWEET4a, 6a, 15a, 2, 12a
y el 12b
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Figura 17. Niveles de expresion de 18 presuntos SWEETs en embriones, espigas y semilla
inmadura. Las primeras 7 barras en cada tejido corresponden a SWEETs que segun los datos de
expresion del MaizeGDB estan presentes en semillas. Las siguientes 6 barras corresponden a
SWEETSs que se expresan mas en hojas y las ultimas 5 barras corresponden a SWEETs que se

expresan mas en raices.
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12.5. Expresion de SWEETSs durante la germinacién del maiz.

En vista de que habia una clara diferencia entre la expresién de los SWEETs en la
semilla seca y germinan por 24 h (Figura 10), entonces se realizé la determinacién
del perfil de expresién de los SWEETSs a lo largo de la germinacion. Se sembraron
embriones de maiz para obtener los tiempos 0, 6, 12, 18, 24 y 30 h de
germinacién en 1% agar, se obtuvo el RNA y se realizaron los ensayos de RT-
PCR para determinar la expresion del grupo de SWEETs que encontramos
preferentemente en embriones y tejidos reproductivos. Los patrones de expresion
se muestran en la Figura 16 y la relacion de intensidades de las bandas

amplificadas en la Figura 17.

Se observa que la expresion de los SWEETs cambid con solo 6 h de imbibicién los

embriones, encontrando tres perfiles distintos:

PERFIL 1. Se presentan a tiempo cero y luego aumentan su expresion.
e SWEET4b, 4c y 6b, su expresion aumenta a las 6 h y después se
mantienen constante hasta las 30 h de germinacion
e SWEET 6a comienza a incrementar su expresion hasta las 12 h, aumenta
un poco mas a las 18 h y luego vuelve a los valores de expresion que tenia
alasOh.
e SWEET14b aumenta a las 6 h y continua en aumento alcanzar 300 veces
mas transcrito comparado con el tiempo cero.
PERFIL 2. Muy pobre o nula expresiénalas 0y 6 h
e SWEET11a comienza a expresarse a las 12 h y sigue incrementando su
expresion conforme pasa el tiempo de germinacion hasta alcanzar valores
de 300 veces al encontrado al tiempo cero.
PERFIL 3. Se expresa en la semilla seca y se mantiene constante por 30 h

e SWEET15b, excepto que baja la cantidad de transcrito a las 12 h.
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Figura 108. Expresion de los SWEET4b, 4c, 6a, 6b, 11a, 14a y 15b en embriones germinados de maiz. Se
muestran los productos de RT-PCR para los SWEETS seleccionados en geles de agarosa al 2%,
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embriones de maiz. Los valores corresponden al indice de la intensidad de la banda amplificada
para cada SWEET (tomando como 100% al embrion seco) dividido entre la intensidad de la banda

de los RNA ribosomal 28S expresado en porcentaje.
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13.DISCUSION

13.1. Expresién de SWEETSs en tejidos reproductivos

El proceso de fecundacion y polinizacion de la planta de maiz es de gran
importancia para su subsistencia, la formacién de ambos gametos requiere de un
gran suministro de nutrientes, ya que el numero de évulos que se tienen que
formar y que al final van a ser fertilizados es alrededor de 700 a 1000, mientras
que para asegurar su fertilizacion el numero de granos de polen oscila entre 2 a 5
millones (Bartolini, 1989; FAO 1993).

La necesidad del aporte de azucares de la hoja para la formacion de las
inflorescencias masculina y femenina, se demostré en la linea mutante de maiz
sut1, en donde el gene para el transportador SUT1 fue interrumpido por la
presencia de un elemento transponible, mutator o Mu. La planta presenta una
floracion tardia, es decir 14 dias de retraso en comparacion con la linea silvestre,
las células de las anteras y el polen tienen un desarrollo disminuido, asi como
también se retrasa la formacion de la mazorca y hay una acumulacion alta de

azucares en la hoja (Slewinski et al., 2009).

El transporte posterior de azucares desde el floema hacia las inflorescencias
podria ser difusional en un principio ya que al ser un tejido demandante de
nutrientes, la cantidad de azucares es baja. Aunque es posible que el transporte
activo ocurra cuando la mazorca se llena o en la etapa final del desarrollo del
polen y la antera, ya que estos tejidos estan rodeados o inmersos de nutrientes,
pero conforme madura el polen y la semilla necesitan del transporte activo de

nutrientes ya que se van llenando de almidén (Tsou et al., 2015).
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En el caso de la formacién del polen la capa de células denominada tapetum o
tapete juega un papel critico, ya que se encuentra rodeando al saco polinico
durante su desarrollo temprano, para posteriormente degradarse en las anteras
maduras. El tapetum contribuye al desarrollo del polen secretando azucares y
proteinas que son necesarios para el crecimiento y desarrollo del polen, el cual

esta aislado simplasticamente (Goetz et al., 2001).

Como se ha mencionado los monosacaridos y disacaridos son solutos hidrofilicos
que dificilmente pueden difundirse a través de los compartimentos acuosos dentro
de las células de plantas incluyendo el citosol, lumen de la vacuola, y plastidios
(Slewinski, 2011). Para que los azucares difundan hacia el citosol de las células
vecinas deben encontrarse los plasmodesmata, lo que permite el intercambio de
los compuestos solubles, es decir, el transporte pasivo simplastico (Turgeon y
Medville, 1998). Pero entre dos células simplasticamente aisladas, como entre el
tapetum y el polen, se requieren transportadores especificos en la membrana para
el movimiento de los azucares. Aqui hemos examinado la expresion de los
SWEETSs, transportadores difusionales que pueden exportar glucosa, fructosa,
galactosa o sacarosa a través de las membrana plasmatica o vacuolar, con
capacidad de transporte bidireccional dependiente del gradiente de concentracion
de azucares (Chen et al., 2010; Yamada et al., 2010). Aunque no se determiné si
existe una relacion directamente proporcional entre la cantidad de los transcritos
detectados con la proteina colocada en la membrana y su funcion de transporte de
azucares, nos permite analizar la posibilidad de que la presencia de transcritos
sea porque estan traduciendo. Ya que el gasto energético en producir RNA no es
bajo. Ademas se utilizd esta estrategia experimental como primer abordaje para
encontrar a los RNAm para los SWEETs mas representados, para posteriormente
profundizar en su estudio y encontrar su especificidad por azucares, su

localizacién subcelular y su papel fisioldgico en la planta.
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Los SWEETs que se expresaron mas en la influorescencia masculina fueron 6a,
6b, 11a, 13a, 13b y el 14a, aunque la espiga madura presenta entre 2 a 2.5 veces
mas expresion de SWEET11a, 14b y 14a que la espiga madura. Los SWEET13a
y 13b segun el atlas del transcriptoma del maiz se expresan mas en hojas
mientras que SWEET14b en raices (Sekhon et al., 2011), aunque en Arabidopsis
se ha encontrado a SWEET13 en las células del tapetum (Sun et al., 2015). En la
Tabla 4 se resumen los niveles de expresion de los SWEETSs de la influorescencia
masculina y también se sefalan algunas caracteristicas que podrian tener en base

a sus homologos en otras plantas.

Al momento no se ha caracterizado a ningun miembro homélogo de SWEET6 lo
que seria util para predecir su especificidad por azucares. En arroz se colocé a
OsSWEET®6a y 6b dentro del clado Il del arbol filogenético de la familia SWEET,
en donde se encuentran SWEETs que transportan hexosas (Eom et al., 2015), sin
embargo desconocemos si SWEET6 transporta hexosas. En cuanto a su
localizacién, el SWEET6 de Arabidopsis se encontrd en el reticulo endoplasmico

de semillas secas (Chen et al., 2015a).

El homdlogo al ZmSWEET11a ha sido estudiado en Arabidopsis, ASSWEET11 se
ha comprobado que transporta sacarosa en la membrana plasmatica, aunque
también puede transportar hexosas con muy baja afinidad. Este SWEET se ha
involucrado en el cargado del floema junto con AtSWEET12, ya que dobles
mutantes AtSWEET11 y 12 acumulan almidén en las hojas (Chen et al., 2010).
AtSWEET11 se ha encontrado en los integumentos de la semilla, participando en
la nutricion del embridon durante la embriogénesis de la semilla de Arabidopsis
(Chen et al., 2015a). Mutantes de AtSWEET11 y 12 afectan el desarrollo de la
pared del xilema, aunque se desconoce el mecanismo por el cual los azucares se

acumulan en el xilema (Le-Hir et al., 2015).
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Tabla 4. SWEETs de mayor expresion en inflorescencias masculinas. En una escala donde el
embrion seco representa el 100 % de expresion. Los tejidos con * aumentan de 2 a 10 veces mas y
los demas tejidos aumentan de 11 a 70 veces mas en comparacion al embrion seco. El orden en que
se enlistan los tejidos es de mayor a menor expresion. También se indica la posible localizacién y
especificidad de azucar, segun se comportan los transportadores que pertenecen al mismo clado.
ND: no determinado.

SWEET Clado Tejido Posible Probable azucar
Localizacion transportado
4b Il Espiga madura® Membrana Hexosas
Semilla inmadura* Plasmatica
Embrion germinado (24h)*
Espiga joven *
4c Il Espiga madura* Membrana Hexosas (glucosa)
Embrion germinado(24h)* plasmética
Espiga joven*
Semilla inmadura*
6a Il Semilla inmadura Membrana Hexosas
Espiga madura plasmatica
Espiga joven
6b I Espiga madura Membrana Hexosas
Espiga joven plasmatica
Semilla inmadura
11a 1] Espiga madura Membrana Sacarosa
Espiga joven plasmatica
Embridn germinado (24h)
14a Il Embrién germinado Membrana Sacarosa
plasmatica
13a Il Espiga madura® Vacuola Sacarosa
Espiga joven*
Embrién germinado (24h)*
13b Il Espiga madura® Vacuola Sacarosa
Espiga joven*
Embrién germinado(24h)*
3 I Embrion germinado(24h)* ND ND
12a Il Embrién germinado (24h)* Membrana Sacarosa
plasmatica
14b Il Semilla inmadura* Membrana Sacarosa
Espiga joven* plasmatica
Embrién germinado(24h)*
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Mientras que para SWEET14b y 14a el homologo OsSWEET14, es regulado
transcripcionalmente por los efectores TAL (similares a activadores
transcripcionales, por sus siglas en inglés) secretados y translocados al interior de
la célula vegetal por bacterias. EIl| SWEET14 es un transportador de sacarosa de la
membrana plasmatica y se ha detectado en las flores de Arabidopsis (Streubel et
al., 2013). Tanto ZmSWET11a, 13b como el 14b se expresan mas en las espigas
maduras, es posible que los granos de polen requieran aun mas azucares cuando
estan a punto de caer a los pistilos. Se ha observado por microscopia que los
granos de polen maduros acumulan cantidades grandes de almidén (Tsou et al.,
2015), lo que supone un alto influjo de azucares, que a su vez explicaria la alta
expresion de SWEETSs.

En cuanto a SWEET13a y 13b, se encuentran dentro del clado Il en donde se
agrupan los SWEETs 9-15, algunos miembros transportan sacarosa en la
membrana plasmatica. Otro nombre que se ha propuesto para este SWEET13 es
RPG2 y se encuentra expresado en el tapetum, las tétradas del polen y en las

hojas de mutantes sweet11;12.

Se ha propuesto que podrian auxiliar en el eflujo de azucares del tapetum en
Arabidopsis junto con SWEET8 y SWEETS5, lamentablemente para estos dos
SWEETs no tenemos oligonucleotidos especificos. En nuestro laboratorio se
clonaron SWEET13a y 13b de maiz. Estos no se encontraron en la membrana
plasmatica y tampoco complementaron a mutantes de levadura que carecen de
transportadores de hexosas en su membrana plasmatica o de aquellas levaduras
con mutaciones de invertasas, que son utiles para determinar la actividad de
transporte de sacarosa. Los resultados nos indican que se encuentra en el interior
celular, aparentemente en las vacuolas (pQFB Nancy Hernandez-Chavez,

comunicacion personal).
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Plantas transgénicas de tabaco con una construccién en antisentido de una
invertasa extracelular, denominada Nin88, bloquea el desarrollo del polen en
estadios tempranos. La invertasa degrada la sacarosa en los apoplastos, por lo
que la incapacidad de las células de producir hexosas imposibilita el desarrollo del
polen (Goetz et al., 2001). Es posible que la sacarosa sea expulsada de las
vacuolas por ZmSWEET13a y 13b presumiblemente de las células del tapetum,
mientras que ZMSWEET11, 14a y 14b, si es que estos son transportadores de
sacarosa, posiblemente sean los encargados de exportar sacarosa de las células
del tapetum. Por otra parte, la funcion de importe de azucares por las células del
polen en desarrollo podria ser mediado por ZmSWEET6a y 6b siempre y cuando
fueran transportadores de membrana plasmatica (Tabla 4). Se necesita
profundizar en la caracterizacion de estos transportadores para establecer el tipo
de azucar que transportan, su localizacion a nivel celular y en el tejido y su papel
en la nutricion del polen en desarrollo. El transporte de azucares en el polen es
importante ya que se ha asociado a la esterilidad masculina de la planta y a las
pérdidas en el rendimiento en cultivos de cereales tales como el arroz y el trigo,
debido a reduccion de la fertilizacién de las espiguillas que, a su vez, reduce el
numero de granos producidos en plantas individuales (Ji et al., 2010). Lo anterior

resalta que el transporte apoplastico de azucares es vital para la planta.

Por otra parte, la secuencia de eventos que concluyen con la formacién de évulos
es muchas veces simultanea con la formacién del grano del polen en la misma
flor, para que en corto tiempo ocurra la fertilizacién del évulo por el polen. La
formacion del embrién ocurre a horas o dias después de la polinizacion
(Arregoceés, 1983).
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El desarrollo de embriones depende de la nutricion de los tejidos maternos a
través de la cubierta de la semilla y del endospermo, sin embargo, los
mecanismos de suministro de nutrientes a los embriones de plantas han sido
dificiles de medir. En este trabajo se determiné6 la expresiéon de los SWEETs en
semillas inmaduras, con 20 dias después de la polinizacién, y se encontré que se
expresaron SWEET4b, 4c, 11a, 14a, 14b y 15b, aunque los mas expresados
fueron SWEET6a y 6b. Es interesante que estos dos ultimos SWEETs se
expresaran tanto en la semilla inmadura como en las espigas joven y madura a
niveles altos y muy similares, su expresion en estos tejidos podria estar

coordinada al ser tejidos funcionalmente relacionados.

Mutantes en invertasas de maiz han demostrado que la acumulacion de almidén
en el endospermo depende de las hexosas que se producen de la hidrdlisis de
sacarosa a partir de los 2/3 mas alejados de la conexién de la semilla a la planta
madre, el pedicelo (Miller y Chourey, 1992). Por lo que la difusidon de azucares en
la semilla podria ser facilitada por los SWEETs. En este trabajo se encontré que
los SWEETs mas expresados son 6a y 6b, que como mencionamos anteriormente
se encuentra en el clado Il de la familia de SWEETS, y podria transportar hexosas
(Eom et al., 2015), en Arabidopsis se encontrd en la semilla seca. Para demostrar
su papel en la formacién de la semilla tendriamos que determinar primero que
estos son transportadores de hexosas, segundo que son de membrana plasmatica
y tercero que efectivamente se encuentran localizados en el endospermo del

embrion.

En este trabajo se encontré que también se expresaban otros miembros del clado
[, SWEET4b y 4c, con 2 a 3.5 veces mas expresion comparada con la del embrion
seco. En maiz se describio que SWEET4c se expresa mas cuando el importe de
azucares a la semilla en formacién es maximo, entre los 10 y 15 dias después de

la polinizacion (Sosso et al., 2015). EIl SWEET4c es esencial para el llenado de la
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semilla, ya que semillas con versiones mutantes de SWEET4c (lineas de insercion
del transposon Mutator, en el exdn 3 o en el 5) producen semillas con pericarpio
vacio, es decir los azucares no son movilizados hacia el endospermo. Los
nutrientes pasan de la planta madre al embrion en desarrollo a través de una capa
unica de células denominada de transferencia del endospermo basal (BETL) y que
tiene muchas invaginaciones lo que hace que la superficie membranal sea muy
amplia. Sosso y colaboradores demostraron que la expresion ZmSWEET4c era
abundante en el BETL (Figura 21; Sosso et al.,, 2015). Es probable que las
semillas inmaduras que tenemos no coincidan en tiempo con las de Sosso y
colaboradores por lo que en lugar de encontrar muy expresado al SWEET4c
encontramos a ZmSWEET6a y 6b. ZmSWEET4c es un transportador de glucosa y
es probable que ZMSWEET6a y 6b sean también transportadores de hexosas, su
presencia se podria explicar a que la semilla estuviera en una etapa mas
avanzada del llenado, en donde se requiere movilizar mas hexosas o con una
velocidad distinta o en un compartimento diferente. Esto ultimo es necesario
abordarlo, obteniendo los niveles de los transcritos para los SWEETSs en diferentes
etapas del desarrollo de la semilla y también determinando los niveles de azucares
solubles y la localizacion tejido especifico de los SWEETs. Ademas, no hay que
olvidar que es probable que el maiz Chalquefo tenga una carga genética distinta
al usado por Sosso y colaboradores, y es por eso esta diferencia de expresion de
los SWEETSs.

Los homodlogos en Arabidopsis del SWEET11a y 15b, son importantes en la
nutricion del embrién en formacion, triples mutantes en AtSWEET11, 12 y 15
afectan la formacioén del embridn, retardan su desarrollo, reducen el peso seco de
la semilla y tienen un bajo contenido de almidon y lipidos, asi como una
acumulacién de almidon en la cubierta de la semilla (Chen et al., 2015b). Es
probable que SWEET11a y 15b de maiz también tengan un papel en la formacion
del embrién. Ambos SWEETSs son transportadores de sacarosa en la membrana
plasmatica.
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A medida que la semilla continua su desarrollo el tamafio y peso seco aumenta
hasta llegar a su maximo, que es cuando presenta todas las estructuras
caracteristicas y ha alcanzado la capacidad de germinar. EI maiz y otras
gramineas almacenan la mayor parte de sus azucares en forma de almidon, de
manera similar a los tubérculos de papa (Giroux et al., 1996; Viola et al., 2001). La
semilla al final de su formacién pasa por una etapa de secado que la mantiene en
contenidos bajos de agua, hasta que se inicie la germinacion. Se encontré que en

el embrion seco la expresion de los SWEETs era muy baja.

13.2. Expresion de SWEETSs durante la germinacién del maiz

La germinacién es un proceso clave en la vida de la planta, comienza con la
rehidratacion de la semilla y termina con el inicio de la elongacién del eje
embrionario y la salida de la radicula de la cubierta de la semilla (Bewley y Black,
1994; Bove et al., 2001). La hidratacion reactiva el metabolismo, se ha encontrado
incremento en la respiracion durante las primeras horas de imbibicion de las
semillas (Rosental et al, 2014). Si bien las mitocondrias extraidas de semillas
secas estan parcialmente desarrolladas, son capaces de oxidar sustratos como el
succinato y NADH, ademas de producir ATP (Rosental et al., 2014), la ganancia
de la actividad mitocondrial depende de la sintesis activa de proteinas (Logan et
al., 2001) y contribuye al incremento de metabolitos pertenecientes al ciclo de
acidos tricarboxilicos. El inicio de la actividad metabdlica es un indicador de una

necesidad de sustratos respirables, unos de estos podrian ser los azucares.

Sanchez-Linares y colaboradores (2012) describieron que los azucares solubles,
sacarosa, glucosa y fructosa se encuentran presentes tanto en ejes embrionarios
como escutelos de maiz. Sin embargo la sacarosa es el azucar soluble mas
abundante y su consumo es alto en las primeras horas de la germinacion. Lo cual

coincide con la alta actividad metabdlica que se inicia conforme la semilla se
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hidrata. La disponibilidad de estos azucares para el crecimiento del eje
embrionario podria depender de la capacidad de exportar sacarosa del escutelo,
que es el tejido que contiene 10 veces mas sacarosa que el eje embrionario, por lo

que la expresion de los SWEETSs podria ser necesaria en esta etapa.

De cero a 6 h de imbibicion aumenté la expresion de SWEET4b, 4c, 6b, 11ay 14a,
todos ellos se expresaban en los embriones en desarrollo, aunque en estos
ultimos también se encontraban los SWEETs 6a, 14b y 15b, pero con una menor
expresion. Se conoce que los embriones de maiz estan compuestos de dos
tejidos, uno de estos es el escutelo, el cual tiene un contenido alto de lipidos y que
durante la germinacion los convierte en sacarosa. Mientras que el otro tejido es el
escutelo y es el que propiamente se convertira en una planta, este es dependiente
de los nutrientes que le proporciona el escutelo o cuando esta en la semilla
completa también del endospermo (Sanchez-Linares et al.,, 2012). Ya que la
sacarosa podria ser exportada del escutelo hacia el eje embrionario por difusion
facilitada y que por comparacién con los SWEETs homdlogos de Arabidopsis
presumiblemente SWEET11a y 14a transportarian sacarosa en la membrana
plasmatica (Chen et al., 2015a). SWEET11a y 14a podrian ser los encargados de
colocar a la sacarosa en los apoplastos del eje embrionario (Tabla 5). Mientras
que los SWEETSs 4b, 4c y 6b son homdlogos a transportadores de hexosas (Chen
et al., 2015a) estos podrian ayudar a la nutricién del eje embrionario, ya que este
ultimo carece de transportadores SUT1 en sus membranas y ademas tiene una
invertasa de pared celular que se encuentra activa durante el proceso germinativo,
lo que explicaria el movimiento de hexosas al interior del eje (Sanchez-Linares et
al., 2012). Siendo necesario caracterizar a los SWEETs para determinar su papel

en la nutricion del eje embrionario.
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Tabla 5. SWEETs con mayor expresion durante la germinacion de embriones de maiz. En una
escala donde el embrion seco representa el 100 %. Los tejidos aumentan de 20 a 300* veces mas
en comparacion con el embridon seco. El orden de horas de germinacion esta dado de mayor a
menor expresion. También se indica la posible localizacidn y especificidad de azucar, segun se
comportan los transportadores que pertenecen al mismo clado.

SWEET Clado | Tiempo de germinaciéon | Posible Presunto
(h) localizacién azucar que
transporta
4a Il 30, 24, 18 Membrana Hexosas
Plasmatica
4c Il 24,30,18,12,6 Membrana Hexosas
plasmatica (glucosa)
6b Il 18, 30 Membrana Hexosas
plasmatica
11a* " 24%*,18,30,12,6 Membrana Sacarosa
plasmatica
14b 1" 30, 24, 18,12, 6 Membrana Sacarosa
plasmatica

Los SWEETSs que se expresaron en todos los tejidos reproductivos seleccionados
y durante la germinacion de los embriones de manera alta fueron 6b, 11a y 14a.
Lo que los hace interesantes de un estudio mas profundo para determinar si su
expresion esta coordinada y es lo que favorece la formaciéon del polen y a su vez

la de los estilos y la polinizacion.

En el maiz el SWEET4c se expresa mas cuando las invertasas se expresan y los
contenidos de glucosa aumentan (Sosso et al., 2015), por lo que es posible que en
los tejidos reproductivos exista una sefal que podrian ser los mismos azucares y
que lleven a que de manera coordinada se expresen los SWEET en la

inflorescencia masculina y la femenina para culminar en la formacion de la semilla.
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14. CONCLUSIONES

El grupo de SWEETSs que se seleccion6 como de expresion en tejido reproductivo

si se expres6 mas en estos tejidos:

e En la influorescencia masculina fueron SWEETG6a, 6b, 11a, 13a, 13b y el 14a,
aunque la espiga madura presenta entre 2 a 2.5 veces mas expresion de
SWEET11a, 14a y 14b que la espiga madura.

¢ En semillas inmaduras, con 20 dias después de la polinizacién, se expresaron
SWEET4b, 4c, 11a, 14a, 14b y 15b, aunque los mas expresados fueron
SWEET6a y 6b.

e En embriones secos hubo poca expresion de los SWEETs pero a las 6 h de
imbibicion la expresion fue alta de SWEETA4b, 4c, 6b, 11ay 14a.

Los SWEETSs que se expresaron en todos los tejidos reproductivos seleccionados
y durante la germinacion de los embriones de manera alta fueron 6b, 11a y 14a.
Siendo posible que su expresion este coordinada y favorezca la formacion del
polen y a su vez la de los estilos y la polinizacién, sin embargo, esto resta por ser

comprobado.
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15. PERSPECTIVAS

1. Determinar la especificidad por azucares y la localizacion de los SWEETs mas
expresados o0 que se expresaron en todos los tejidos examinados:
a. Clonar a SWEET6b, asi como SWEET11ay SWEET14a.
b. Expresar en levaduras mutantes para determinar la actividad de transporte
de los SWEETSs encontrados en los tejidos examinados
c. Determinar la localizacion subcelular de los SWEETs usando el sistema
heterdlogo de expresion en protoplastos de Arabidopsis
Localizar a los SWEETs mediante hibridizacion in situ en:
a. En varios estadios de la formacién del polen, ejes y embriones durante la
germinacion.
3. Determinar si los azucares y las hormonas podrian estar regulando la expresion
de los SWEETs que se expresan mas en todos los tejidos examinados para
establecer si hay una regulacién coordinada que favorezca la polinizacion de los

ovulos y la formacion de la semilla.
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17.Anexos

Anexo 1. Numeros de acceso y expresion reportada en el maiz B73 de 19 SWEETSs, asi

como los alumnos encargados del estudio de su expresién en el maiz Chalqueno.

Nimero de acceso
EnsemblePlants

GRMZM2G153358
GRMZM2G153358_P01

GRMZM2G324903
GRMZM2G060974
GRMZM2G000812

GRMZM2G144581
GRMZM2G137954
GRMZM2G416965
GRMZM2G157675
GRMZM2G368827
GRMZM2G133322
GRMZM2G099609
GRMZM2G173669
GRMZM2G021706
GRMZM2G015976
GRMZM2G094955
GRMZM2G168365

GRMZM5G872392
GRMZM2G106462

Nombre propuesto

comparado con arroz

Zm_SWEET1b
Zm_SWEET1b

Zm_SWEET2
Zm_SWEET3
Zm_SWEET4a

Zm_SWEET4b
Zm_SWEET4c
Zm_SWEET6a
Zm_SWEET6b
Zm_SWEET11a
Zm_SWEET12a
Zm_SWEET12b
Zm_SWEET13a
Zm_SWEET13b
Zm_SWEET14a
Zm_SWEET14b
Zm_SWEET15a

Datos de expresion
(MaizeGDB)

Hoja planta madura

Coleoptilo, hoja
madura
Raiz primaria

Raiz primaria

Hoja de planta
madura
Embrion

Endospermo
Espiga

Espiga
Cariopside, espiga
Raiz primaria
Raiz primaria
Hojas

Hojas

Raiz primaria
Endospermo

Base de las hojas y

Alumno que reporta su
expresion

Nestor E. Delgado Rubio
Nestor E. Delgado Rubio

G. ltzel Palacios Vargas
G. ltzel Palacios Vargas

Nestor E. Delgado Rubio

Mireya Flores Barrera
Mireya Flores Barrera
Mireya Flores Barrera
Mireya Flores Barrera
Mireya Flores Barrera

G. ltzel Palacios Vargas
G. ltzel Palacios Vargas
Roberto D. Carvente Garcia
Nestor E. Delgado Rubio
G. ltzel Palacios Vargas
G. ltzel Palacios Vargas

Nestor E. Delgado Rubio

espiga
Zm_SWEET15b Embrién Mireya Flores Barrera
Zm_SWEET16 Coledptilo Nestor E. Delgado Rubio
( |
L 7~ )



Anexo 2. Secuencias de los presuntos SWEET4b, 4c, 6a, 6b, 11a, 14b y 15b y
localizacién de los oligonucledtidos usados para la amplificacién por PCR punto final.

Zm_SWEET 4b

GRMZM2G144581
ACTCACAAAGAAGCCGGGGACGGAGAGCAGAGAGCTTCAGCGCAACTGTGCTCAATCGTTTCTT
CGTCTTTAGTTGGTGCTTGGTCTCCCTCCGTCCTCTGTTTCCCAAACAGAGGTGTCTCAGCTGAC
TCTTTTGCTTGCTAGCAAAATAGCACACTCTCTCTCTAGAGCTGAGCACCACCTTGCTGAAGGCA
GCTAGCTAGCGACGACCATGGTCTCCTCGGACACCATCCGCACGGCCATCGGCGTCATCGGCA
ATGGGACCGCCCTGGTGCTCTTCCTCTCCCCGGTGCCTACGTTCATCCGCATCTGGAAGAAGG
GTCGGTGGAGCAGTACTCGCCGATCCCGTACGTGGCGACGCTGCTGAACTGCATGATGTGGGT
GTTGTACGGGCTGCCGCTGGTGCACCCGCACAGCATGCTGGTGATCACCATCAACGGCACCGG
CATGCTCATCCAGCTGACCTACGTGGCGCTCTTCCTCGTCTACTCCGCGGGGGCGGCGCGCCG
CAAGGTGTCCCTCCTGCTGGCCGCCGAGGTCGCCTTCGTCGGCGCCGTCGCCGCGCTGGTGC
TCGCCCTGGCGCACACCCACGAGCGCAGGTCCATGGTGGTCGGCATCCTCTGCGTCCTCTTCG
GCACCGGCATGTACGCCGCGCCGCTCTCCGTCATGAAAATGGTGATCCAGACGAAGAGCGTGG
AGTACATGCCGCTGTTCCTGTCACTGGCTTCCCTGGTGAACGGCATCTGCTGGACCGCCTACGC
GCTCATCCGCTTCGACCTCTACATCACCATCCCCAACGGGCTGGGCGTGCTGTTCGCGCTGGC
GCAGCTGCTCCTGTACGCCATCTACTACAAGAACACCCAGAAGATCGTGGAGGCACGCAAGCG
CAAGGCGGGTCAGGTCGCCATGACGGAGGTGGTCGTCGACGGCAGCAGGGCCTCCAACAACA
ACAACAACAACGGCGGCAGCGGCACCTACTGATGATGATGAGTACGACGTAATATTGTGGTGAC
CACGCCAACACAACACCAAGCAACACGGGGGGCAACGCCAACGCCGTGTGTATCTAGCACTAG
CAAGCGTCCTTCTTCCTGACGAAGGGATGATCTATGCATCTTAAGCAGCCGTCGTCGTCGTCTT
CTTCTTCTTCTTCTGTTAATCACTAGCTTTTACTTTCTCCATGCTTCCTAGTAACGAAGCTTTGCC
CACTGATTAGTACTTATATGTTGAATCATAATATTACGACTTCGACAAAAAAAAAAAAAAAA

Zm_SWEET4c

GRMZM2G137954
TCTCGTACATCGCTCTCGCTCTCGCTCTCTCTCCTGCTGTCCACGACCGACCAAAGGCGCCGGG
CACAGACTCTTCGTCGGATCCAAGAGAAGCTCGCGCCCTCCCCGACCATGGTCTCGGCGGATA
CCATCCGTACGGCTATCGGCGTCATCGGCAATGGCACCGCCCTTGTGCTCTTCCTCTCCCCGGT
GCCCACCTTCGTGGGCATCTGGAAGAAGCGTGCGGTGGAGCAGTACTCGCCGATCCCGTACGT
GGCGACGCTGCTGAACTGCATGATGTGGGTGCTGTACGGGCTGCCGCTGGTGCACCCGCACA
GCATGCTGGTGGTGACCATCAACGGCACCGGCATGCTCATCCAGCTGACCTACGTGGCGCTCT
TCATCCTCTGCTCCGCGGGGGCGGTGCGCCGCAGGGTCGTGCTCCTGTTCGCCGCCGAGGTC
GCCTTCGTCGTCGCCTTGGCCGCGCTGGTGCTCACCCTGGCGCACACGCACGAGCGCAGGTC
CATGCTCGTCGGCATCGTCTCCGTCTTCTTCGGCACCGGCATGTACGCTGCGCCGTCTCGGTC
ATGAAATTGGTGATCCAGACAAAGAGCGTGGAATACATGCCCCTGTTCCTGTCCCTGGCCTCCC
TCGCCAACAGCATCTGCTGGACCGCCTACGCGCTCATCCGCTTCGACCTCTACATCACCATCCC
CAACGGGCTGGGCGTGCTGTTCGCGCTGGGTCAGCTGGGCCTGTACGCCATGTTCTACAAGAA
CACCAAGCAGATCATGGAGGCACGCAGGCGCAAGGCCGACCAGCAGTCAACCATGATGGAGGT
GGTCACCGACGCCTCCGCCACGCCGCCCCCGCCACCCAACAACAACAACGGCGGCGGCGGLG
GCAACGGCTACTGATCGCATGCAACAGGAAGGACGACGACGATCGACCAGCAAGCAAAAGCC
ACATACATAGCGTCGTCGTAGCGCCCCGCCGCCCACCGAATGCTTGTTGTTCCGATTCCGATCT
CCCCAAGGGGACGATGCTCCGTTGCATTCTCTGCATATCCTACTAATATAACGAAACGAAACAAA
ACAAAAGACAGCACAAAAGGGCTTGCTGGGTTTCACATTTACCATATATAATCGTCTGCTGCTGT
CTTGTTGCTGGTATCT
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Zm_SWEET6a

GRMZM2G416965
CCCCGAGCCGCAAACCTGCAACCACCTTCCCAAATCCTAGTTCTCGCTTCTCGTCGTCTAGCCT
CGGCCCGTTCCAAAAGCCCCGCAGCTCTCGCATCTCATCAGACGCCACCACCACCTCCGGCGA
CCGAAGATGATCTCTCCGGATGCAGCCCGCAACGTCGTAGGCATCATCGGCAATGTCATCTCC
TTCGGCCTCTTCCTCTCCCCAGTGCTGACGTTCTGGCGGATCTGCAAGGCCAGGGACGTGGAG
GAGTTTAAGCCTGACCCCTACCTGGCGACGCTGCTCAACTGCATGCTCTGGGTGTTCTACGGCA
TCCCCGTCGTCCACCCCAACAGCATCCTCGTCGTCACCATCAACGGCGTCGGGCTCGTCATCG
AGGCCATCTACCTCACCATCTTCTTCCTTTACTCTGATGGCCCGAAACGCAGGAAAGCGTTCGG
AATCCTGGCCGTGGAGATTTTGTTCATGGTCGCCGTGGTGCTTGGTGTGATTTTGGGCGCCCAC
ACGCACGAGAAGCGCTCCATGATCGTCGGCATTCTCTGCGTCATTTTCGGCTCGATGATGTACG
CCTCCCCACTCACCATTATGAGCCGTGTGATCAAGACCAAGAGCGTTGAGTACATGCCCTTCCT
CCTCTCGCTGGTGAGCTTCCTCAATGGCTGCTGCTGGACGGCCTACGCGCTCATCCGCTTCGA
CCTCTACGTTACGATCCCCAACGCCCTTGGCGCCTTCTTCGGCCTCATCCAGCTAATCCTCTACT
TCTGCTACTACAAGTCGACCCCCAAGGAGAAGAATGTGGAGCTGCCCACCGTCTCCAGCAACG
CCGGCGGCGGCAACGTCACCGTCAGCGTCGAGCGATAGGCGACGTAGCTGCAGCGGCAGCGC
CGCCGCCCGTCGAGAAAGAACTCGACGAGACGTACTTTAGCAATAGTAGTTGCCATTCATCGCT
CTTCTAGGATGGTTTGTTTTAAGTGAGTGCTACCTAGTTTTGCCCGGTGCGTGTCGTGTCAAAGA
ACAGTTAGGGGTGTTTGGTTCACCCAATTAAATAAAGTTAAAGTTTAGTATTTGCTCTGAATGTTT
GAATAGTAATTATGACTATTAAATATAGTTTTAACTAAAAAAAAAAAAAAAA

Zm_SWEETG6b

GRMZM2G157675
AGGGACTCGCGGTTCGTGGCGGCCCTGGCCAGAGTCTGCGCCCGCTCCTGCCCCCGCCCCGE
GCCAGGCCACCCTCGCCTCCTCGCGCCTATAAAGTGCGGGCGTACGGCGTACCCGATTGCCC
CAAGCCGCAACCTCAACCACCTTCCCAAATCTCAGTAGTCGCCTCTCGTCGTCTTCGTCTAGCC
CGGCCCGTTCCAAAACCTCCGTAGCCGCCGCCGCCACCCCGGCGACCGAAGATGATCTCCCC
GGACGCAGCCCGCAACGTAGTCGGCATCATCGGCAATGTCATCTCCTTCGGCCTCTTCCTGTCC
CCAGTGCTGACGTTCTGGCGGATCTACAAGGCCAAGGACGTGGAGGAGTTCAAGCCGGACCCT
TACCTGGCGACGCTGCTCAACTGCATGCTCTGGGTGTTCTATGGCATCCCCGTCGTCCACCCCA
ACAGCATTCTCGTCGTCACCATCAACGGCATCGGCCTCGTCATCGAGGCCGTCTACCTCACTAT
CTTCTTCCTCTATTCCGACAGCCAGAAGCGCAAGAAGGCGTTCGCGATCCTGGCCGTGGAGATT
CTGTTCATGGTCGCCGTGGTGCTCGGTGTGATCCTCGGCGCGCACACTCACGAGAAACGTTCC
ATGATCGTCGGCATCCTCTGCGTCATCTTCGGCTCGATGATGTACGCCTCACCACTCACTATCAT
GAGTCGAGTGATCAAGACCAAGAGCGTTGAGTACATGCCCTTCCTCCTGTCGCTGGTGAGCTTC
CTCAACGGCTGCTGCTGGACGGCCTACGCGCTCATCCGCTTCGACCTCTACGTCACGATCCCG
AACGCCCTGGGCGCATTCTTCGGCCTCGTCCAGCTGATCCTCTACTTCTGCTACTACAAGTCGA
CCCCCAAGAAGGAGAAGAACGTGGAGCTGCCCACCGTCTCCAGCAACGTCGGCGGCGGCAAC
GTCACCGTCAGCGTTGAGCGATAGATGATGTAGCTGCCGCCGCCCGTCGAGAACGAACTCGAC
GAGACGTGCTTTACCCACAAGTAGTTTTGGCCTTGTCTAATTGCTCTTCTCGGATGATCGTTTAA
GTGAGTGTTAGTTAGTTTTGCCCTGCGTGTGATGTCAGGAACAATTAATATATCCATGTGGCTGT
GTTTGCCATTCTAGATGAAAAAAAAAAAAAAAA
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Zm_SWEET11a

GRMZM2G368827
ACACACAAACACATCAGCATTCAGCAATAGCTAATCGAGCATCGTCGCCTTAGCTCCTCTCCTCT
CCTCTTCTCTCCGTCGTCGTGGAACTTCTCTCCGCCGGCTGCCATATAAAGGAGGAAGAAGAGA
ACAGCAACGCTAGCTAGCCGGCCGGCCTCCGTCGTCGCCGGCGTCGTCGACTAGCTAGCTAAC
TCTCGATCTCCAGTTCCTGCCCCCGCCCCACGCCCGGCCGTCGTCGATCGTCAGCAATATAAT
GGCAGGAGGCCTCTTCTCCATGGCTCACCCGGCCGTCACCCTCTCCGGCATCGCAGGAAACAT
CATCTCCTTCCTGGTGTTCCTTGCACCAGTGGCGACGTTCCTGCAGGTGTACCGGAAGAAGTCG
ACGGGCGGGTTCAGCTCGGTGCCGTACGTGGTGGCGCTCTTCAGCTCGGTGCTGTGGATCTTC
TACGCGCTGGTGAAGACCAACTCGAGGCCGCTGCTGACCATCAACGCCTTCGGCTGCGGCGTG
GAGGCGGCCTACATAGTCCTCTACCTGGCGTACGCGCCGCGGCGGGCGCGCCTGCGGACTCT
GGCCTACTTCTTCCTGCTGGACGTGGCGGCCTTCGCGCTCGTCGTCGCCGTCACGCTCTTCGC
CGTCCGCGAGCCCCACCGCGTCAAGTTCCTCGGCAGCGTCTGCCTCGCCTTCTCCATGGCCGT
CTTCGTCGCGCCGCTCAGCATCATCGTCAAGGTGGTCAAGACCAAGAGCGTCGAGTTCCTGCC
CATCAGCCTCTCCTTCTGCCTCACGCTCAGCGCCGTCGCCTGGTTCTGCTACGGCCTCTTCACC
AAGGACCCCTTTGTCATGTACCCCAACGTCGGCGGCTTCTTCTTCAGCTGCGTCCAGATGGGCC
TCTACTTCTGGTACCGCAAGCCCCGCCCGGCGGCCAAGAACAACGCCGTGCTGCCGACGACCA
CGGACGGCGGCAACGCGGTGCAGGTGCAGGGGCAGGTCATCGAGCTGGCGCCCAACACGGT
GGCCATCCTGTCGGTGAGCCCCATCCCCATCGTGGGCGTGCACAAGATCGAGGTGGTGGAGCA
GCAGCACAAGGAGGCCGCCGTGGCCGCCGAGACCCGCCGGATGGCCGCCGCAAACCCGGAC
GGCGCCATGCCGGAGGTCATCGAGATCGTCCCCGCCGCCGCCGCGGTGTGACCCAACGCCAA
TCACCATGCACCGTACACACCCTGCTAGCTTCTTATTAGCTAGCTCGGATGACGTACGACAGTTT
GGTGGCAAGTGGCTGGCAGCTCAAGCATGCAGATGCAGGCATCGTCGTCTGCTATAGTTGGTC
GTTTAGTTGGTTAATTGTTGGATTATTATTGCGTATCTCTCTCGTGTGCGTCGTAGCCTTGTCTCA
GTTCAGTTCAGTGTCGAATCAAGTAGTAGTAGCTGTTGTTTGCATTGGATCTGACAATGCATGCA
TGCTAATAATTATGGTGGTGTGATGGTCTTGGTCGATCTGGTGTATGTAATGTACGTACGCGCGC
GGTACGTACGTAGTCGTCTACGTACGCCGTGTCAACGTCGTAGATCTCTACGGGAAGATGATAA
GACTGTAACATGCAGGGCATGCATCTATTTATACTTAAAAAAAAAAAAAAAA

Zm_SWEET14a

GRMZM2G094955
CTCGGAGAGTAGTAAGCTGTCACGGTCACCGGCCGGCCTCGCTCCGATCCTCTCTCTCTCGTTC
TCTCACTGAGAAGAAGAGAGAACCAAGTGGTCAGAACTCAGAAGCTTGGCATAGAAATCCCTGC
TTGGCCACGATCGCCTTCTTCTAATCTACAGATTATATTCCTCATAAACGCTCGTACGTACGTAC
CAAATTATCAAGCAAAGGTCTCCAAATGGCTGGCCTGTCTCTACAGCATCCCATGGCCTTCGCC
TTCGGCCTCCTCGGCAACATCATCTCCTTCATGACGTACTTGGCCCCGCTGCCGACGTTCTGCC
GGATCTACAGGAACAAGTCGACGGAGGGGTTCCAGTCGGTGCCGTACGTGGTGGCGCTCTTCA
GCGCCTGCTGTGGATCTACTACGCGCTGCTCAAGTCCAACGAGTTCCTGCTCATCACCATCAAC
TCCGCCGGCTGCGTCATCGAGACCCTCTACATCGCCACCTACCTCCTCTACGCGCCCAACAAG
GCAAAGCTGTTCACGGCCAAGATCCTCCTCCTCCTCAACGTGGGCGTGTTCGGCCTCATCCTCC
TCCTCACGCTGCTGCTCTCCGCGGGGCCGCACCGCGTCGTCGTCCTCGGCTGGGTCTGCGTC
GCCTTCTCCGTCAGCGTCTTCGTCGCGCCGCTCAGCATCATCCGCCAGGTGGTGCGCACGCGG
AGCGTGGAGTTCATGCCCTTCTCCCTCTCCTTCTCGCTCACCGCCAGCGCCGTCGTCTGGTTCC
TCTACGGCCTGCTCATCAAGGACAAATACGTCGCCCTGCCAAACGTGCTCGGCTTCACCTTCGG
CGTCGTCCAGATGGGCATGTACGCGCTCTACCGTAACGCGACGCCCAGGGTGCCTGCTGCCAA
GGAGGCGGCGGCGGCGGCGGACGACGGCAACACCTTCAACTTCAAGGCGCCCGGCGAGCAT
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GTGGTGACCATCGCCAAGCTGACCGCAGCGGCGCCTGCGACGGCGGCGGAGCTTATCATCAA

GGCCCGCGACGACGCGCAGCACCCCCCGGAGGAAGAAGCAGCAGCAGCCAAGGCGGCGCCG
GCGAAGTCTAAATTATTAATCCCCCTCCCAGAACATGCGTACGCATGTATGTGTATCATCCGGTC
CGGGTCACATCATAAACTAGGCCGTGCGTGCCTGCTCGGTACTAGCACACGCCCGCCCGCCTG
CCTGCCCGCCCGCATGATCCAATCGAGCTGCTATATACGAAAGGGATGAAGACGATGAGATCTA
CTCTGAGAGAACCAGAAGGGGGCTAGCTAGGGCCATGTCTCTCGCCTCAGGTCGTGGGTCTGC
TGCTGCTGTTTCATTTCGTTCTCGCGCATGGCTGCGCGCGTGTATTCATTTTAGTTAGCTACTTG

TTGCCCGTCACCACCTTCGTTCCATGTAATAACAACAAAATATATATAAACATGGTCATCGTAAAG
CAAAGGTTCCTTTTTTATCAAATC

Zm_SWEET 15b

GRMZM5G872392
GACACAAAAGGGAGGCGGCATGCAAGGTGAGGGAATCCTCGATTACACAACATACACAGATCTA
GAGACAGATAGAGAGCCCAGCAGCAGCAGCTAGCTAGCCGTCTTCTTCAACTACCACAACCCAA
CCAACCCTCTCTCGCTCGCACATTATCTCATCTCTCTCGCCGGTTCATCACACAGGCCAGTACG
GCTGGCCCGTGGGTGCCAAGGCGCCGCTACTCGCCCAAGGACCCGGCTACTTCCATCCCATCC
CTTCTCTACGGGTCGAGTCAACGGGAGGGACTGCATGCATGCAGGCAGTACATCTGGCCGCTG
CTGTCGCGTAGCAGCAGCAGCAGGCCCCTTCCTTGACTCGACAAATCTACTACTGATCGATATC
GACTCACTCTGCTATTACACTTTAACCAACCTACGCCTCCACGGAAATGGCCATGTCGGGCTTG
ATCGCCAGCTGCTCCGGCGGCGCCATGGGTCCAGGGACGCCGCCGTCGGCCACGCCGGACG
CATCTGCCCCTGCTCCCGCAGCTGCCTCGGCGGCGCCGGCGCAGGTGACAGGCTCCACGTCC
ACGTCGACGACCACGACCACCTGCGGCTCGTGCACCTCCTCCACCGGCGTCGGCGTAGCTTCG
ATGTCGATGTCGATGGGGTGCACCTCAGCACCGCAGCTCGCCCTGGCCTCGGCCGCCGCCGC
GGCCACCACCACCTCCTTGGCGTGCTCCGGCAGCTTCGCCTCCTCCACCGTCACCGCCGCGG
GCTCCTTGTTCCTGTACGCCATGTACAGCGCTATCTGCGCGACGCCGAAGACGAAGCCCAGCA
CGTTGGGGAACGCCACGAACACGTCCCTCTTCAGCGCGCCGTACGCGAACCAGATCACGGCGC
TCAGCACCAGGAAGAAGGAGAGCGAGATGGGCATGAACTCCACGCTCTTGGTCCGGACCACCT
GCCGCATGATGCTGAGCGGCGCGGCGAATACGCTGAGCGCGACGCTGACGCAGATCCAGCCG
AGCACGCGCACGCGGAGGCCGGCGCTGGAGACCACCATGGTGGCGAGCGCGGCGAGTCCAA
AGACGCCGACGTTGAGCCCCAGCAGCATCTTGGCCGTCAGCGCCCTGGCGGCCTTGGGCGCG
TACACCAGGTACGCGGCCAGGTACGCCGCCTCGATCACGCACCCGACGCCGTTGATGGTCACC
AGCAGCTCGGCGCCGGACTTGAGCAGCGCGTAGAAGATCCACAGCATGCAGCTGAACAGCGTC
ACCACGTACGGGGTCGACTGGAACCCCTCCGTCGACTTCTTGCGGTACACGCGGTAGAACGTC
GGCAGCGGCGAAAGGAACACCATCAGCGAGATTATGTTACCTAGGATACCGAAGGTGAAGGCC
CAGGTCTGCTGCTCCATGTTGAGGAAAGCCATCTATCTCGATCGATCGATCGATCGATCTCCTC
CCCTCCTGGTCGTTCTCCCTCTCGCGCGCCGCGCTCTGGCTAGGTAAGGGTAGGCAGCGCGG
GCGCGCGCAGTACTGGTGGAGCAGTCGTCAACGGCGGTCCTGCAGCGGAGAAGGGGAGGCCA
GGTGTGCAGAGGGGCAGAGGAGCTCGCTCGCTCGCTACCTGAGGAGGAGGAGGGAGCTAGCT
CTCTCCGCTGCC
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Anexo 3. Secuencias de los posibles transportadores SWEETs de hojas. SWEET1b, 43,
13a, 13b, 15a y 16, y localizacién de los oligonucleétidos usados para la amplificacion por
PCR punto final.

Zm_SWEET1b
GRMZM2G153358

CATCCATGTATCCATCCATCCACACACACAAACAGACAAGCATACAACACCGTTGCCATTTAGCT
GTTCTTGCTAGGCAGTTGCGCGCTTACATTGAGCCGCAGCTAGCTGTCTACTACGGCACAACTA
TCTCCTGCGCGCGTGCTCGATCGATCTGAAGGCCAGACCTGTGCCTGTCCAATTTTGCCTTGTT
CTACCCACCACACCAGTAGTCGAGAAGGTTCCATATAAGCGCAAGCAGACAGCAGCAAAAGAG
CTAAGGAGAGTCTGAGACAAGGTTCGAACAGATGGAGGATGTGGTGAAGTTCGTCTTTGGAGTT
TCCGGAAATGTCATCGCTCTCTTCCTCTTCCTTTCCCCAGTGCCTACGTTCTGGAGGATCATCAG
GAGGAAGTCGACGGAGGATTTCTCGGGGGTGCCGTACAGCATGACACTCCTCAACTGCCTCTT
GTCAGCTTGGTACGGGCTGCCGTTCGTGTCCCCGAACAACATGCTGGTGTCGACGATCAACGG
CGCGGGCGCGGCGATCGAGGCCGTGTACGTGGTGATCTTCCTGGCGTTCGCGTCCAGCCAGC
GGACGCGGCTGCGGATGCTGGGCCTGGCGTCGGCGGTCTCGGCGGCGTTCGCCGCCGTGGC
GCTGGCGTCGATGCTGGCGCTGCACGGACAGGGCCGGAAGCTCATGTGCGGCCTCGCCGCCA
CCGTCTGCTCCATCTGCATGTACGCCTCGCCGCTCTCCATCATGAGGCTGGTGGTGAAGACCAA
GAGCGTGGAGTACATGCCGTTCCTGCTGTCGCTGGCCGTGTTCCTGTGCGGCACGTCCTGGTT
CGTCTACGGCCTGCTCGGCCGGGACCCCTTCGTCGCGATTCCCAACGGGTGCGGGAGCTTTCT
GGGCGCAGTGCAGCTGGTCTTGTACGCCATCTACCGCGACAGCAACAGCGGCGGCAAGCAGC
AGGCCGGCGACGACGTGGAGATGGCCTCCGACGCCAAGAGCAGCAAGAAGGTCGCCGACGAC
GTCGGCGGCAAGGAGGACCGCCTGGTCTAGCATGGAGCTAGCCACTTTCTCTTTCGGTGCGCG
AGCGTATGTTTCCTCCCCCCGTGATTGTGTGTGTGTGCATGTATACGAGAGTGCGTGCTGTACT
GTACTACCTCTGCGTGTGTGCAATAATGTAACTGGGTGTTTCATCTCGCAATGGGGTGTCTCTCT
CCAAGCGCGATTTGCTGGCCGTCGGAGGCCAAGGTGGACGATAGGGATGCCGTAGTTTTCCGG
CGCCGCTATGCTAGCTGTTCACATGGTGCCGATCGGCGATCGTGAGCCACGGACGGAGTGCCT
TCCAGGCCGCATGGCTGCTTCGCGGGCCCAGCCATA

Zm_SWEET4a

GRMZM2G000812
ATCACTCACCAAGAACCAGAGAGGAGCTTCATCAGCTCATTCAATTCTCGTTCCATCCCTCGTCT
CTTGTGTCCCGCCTCCGTTCCATAATTCACCAGCGTCGTCCTACCCATATCTCCCATCGTCTTCT
CCCTCGCGCCATCAGCTTCCCCAAGCCAGCGGCGACCATGATCTCCCCGGACACCATCCGCAC
GGCCATCGGCGTCATCGGCAATGGAACTGCACTCGTGCTCTTCCTCTCCCCAGTGCCTACGTTC
ATCCGCATCTGGAAGAAAGGGTCGGTGGAGCAGTACTCGCCGATCCCGTACGTGGCGACGCTG
CTGAACTGCATGATGTGGGTGCTGTACGGGCTGCCGGCGGTGCACCCGCACAGCATGCTGGT
GATCACCATCAACGGCACCGGCATGGCGATCCAGCTGACCTACGTGGCGCTCTTCCTCCTCTA
CTCGGTGGGGGCTGCGCGGCGCAAGGTGGTCCTGCTGCTGGCCGCCGAGGTGGGCTTCGTCG
GCGCCGTCGCCGCGCTGGTGCTCAGCCTGGCGCACACGCACGAGCGCAGGTCCATGGTGGTC
GGCATCCTCTGCGTCCTCTTCGGCACCGGCATGTACGCCGCCCCGCTCTCCGTCATGAAAATG
GTGATCCAGACAAAGAGCGTGGAGTACATGCCCCTGTTCCTGTCGCTGGCTTCCCTCGTGAATG
GCATCTGCTGGACTGCTTACGCGCTCATCCGCTTCGACCTCTACATTACTATCCCCAACGGGCT
GGGCGTGCTGTTCGCGGTGGCGCAGCTGGTGCTGTACGCCATCTACTACAAGTCCACCCAGGA
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GATCATCGAGGCGCGCAAGCGCAAGGCCGACCAGATCGCCATGACCGGGGTGGTCGTCGACG
GCGGCAAGACCAACAACCAAGCCGGCGCGGGCCAATACTGACCGACGATCAAGTGACGATCGA
CACCAATATGCTCAAGCAAGAAGCCAGCGGCAAATCAATTATGTCGCCGCTGGGTTTTATGTATT
TTGTGATTCTATATGCACGCTGCTTGTCCGTCCCGGCCAATGGAAAAAAAAGGGGGAAGAAAAA
ATGTCTGTCGGTATATGTGTTCTCGCCGAATAACTCTCGCGCATAGCTAGCTGGTGGGGCTGAG
TCACTGCCTTCGCTATATGTATACGTGCAAAAATTAGAGGTGGAGGGTTGTTTTAGCTAATCCCA
CCTTAATTCCAAGGCAGAGTGACCTTTTTTTTTCTCCTTCTGTTTCGGCTAGGATTTTGCTATAAT
TGAGCAATTTAGCGCGACTTGTTATTGGTGTTGGTGTGTCTCAATCAAATAGTAAAATGTTCATTT
TACTCTTTCAATCGCATC

Zm_SWEET13a

GRMZM2G173669
GCCTATATAAAGCCACCCACAGCCCTGCCTATCATTGCAAGAGTTTGAGCCAACACACACAGAG
AGAGGACAACTCCTCACAACTCTCCCTTCCCTCCTGTAGGGGCCAAAAGGGTTAGAGAGTAGGA
GAAGTAGTTCCCTAGCCCAACACAAGAAAAACAAGCTCGATCTCCTCATCACCCTAATCCAAGCA
ACTGCTTTGTGTGTTGGGAAATTCTTGTGACCCCTGTTATATTATTATCCGTGTAGCTACTAGCTT
CATTCCCCCCTTTGTACCCATCAAATGGCTGGCATGTCTCTGCAACACCCCTGGGCGTTTGCTTT
CGGTCTACTAGGTAACGTCATCTCCTTCATGACCTTCCTGGCCCCGATACCGACGTTCTACCGC
ATCTACAAGAGCAAGTCGACGGAAGGCTTCCAGTCGGTTCCCTACGTGGTTGCCCTGTTCAGCG
CCATGCTGTGGATCTTCTACGCACTGATCAAGTCCAACGAGACCTTCCTCATCACCATCAACGC
CGCCGGCTGCGTCATCGAGACCATCTACGTCGTCATGTACTTCGTCTACGCGCCCAAGAAAGC
CAAGCTGTTCACGGCCAAGATCATGGTCCTCCTCAATGGCGGCGTCTTTGGGGTCATCCTCCTG
CTCACCCTTCTCCTCTTCAAGGGCAGTAAGCGCGTTGTGCTGCTTGGCTGGATCTGCGTCGGCT
TCTCCGTCAGTGTCTTCGTCGCGCCACTCAGCATCATGAGACGAGTGATCCAGACGAAGAGCG
TGGAGTACATGCCCTTCTCCCTCTCCCTCTCGCTCACCCTCAGCGCCGTCGTCTGGTTCCTCTA
CGGCCTCCTCATCAAGGACAAATACGTCGCGCTTCCAAACATCCTGGGGTTCACCTTCGGCGTG
GTCCAGATGGTGCTCTACGTGTTGTACATGAACAAGACGCCGGTGGCGGCGACTGCCGAGGGC
AAGGATGCCGGCAAGCTTTCCTCAGCTGCAGACGAGCACGTCCTCGTCAACATCGCCAAGCTC
AGCCCAGCCCTCCCGGAGAGGAGCTCCGGGGTGCACCCAGTCACCCAGATGGCGGGCGTTCC
TGTCAGGAGCTGCGCTGCTGAAGCAACCGCGCCGGCGATGCTGCCCAACAGGGACGTGGTCG
ACGTCTTCGTCAGCCGACACAGCCCCGCCGTCCACGTGGCATAGATTCTCGATCGATCGCGTG
CATGGCCCATGCATGCGCCCGCCACACGTACGCTAGCTTTTATATATTCGAAGGACGACTTGCT
GCTGGTCGTGAGCATATATATGATGGAGAAAATGATTAAGTAGTATATATATAAGTAATTAACTGC
CATGCATGGAAGCTAGCTAATGGATGGAGGCAGAGGCCAGAACGATGAAGGGGGAAGCTATAC
ATATATGTGTGTAATTAATATAGATATATGGGCTTTGTGTTCATCTTTGCAGCTATGTATTAATTTG
CATGGATATCTGTTATTCCTTTTTATGTGTAACGTCTTCTAATAAAATGTAATTGAACCCACACTAC
TGTTGTTAGCTACCACAAGTTTCCC
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Zm_SWEET13b

GRMZM2G021706
CAGAAACAACGCAGAGAACTCAGAGCTCTTCGTGCCCTCCTGCAAGCGCCAAGGAGGAAGAGA
AGTGTGCGTACTGCGTAGTTCCATAGACCCGGACAAACCAGCGCCATCATACAACACCAGCAAC
TGTTGGTTTAGTTGTATATCTGCCTTGCAGCCGTATTATCTGTATCACCCTTTTTGTGTCGCGATG
GCTGGCCTATCTTTGGAACATCCTTGGGCGTTCGCCTTCGGCCTCCTAGGCAACGTCATCTCCT
TCATGACCTTCCTAGCCCCGATACCGACGTTCTACCGCATCTACAAGAGCAAGTCGACGGAAGG
TTTCCAGTCGGTTCCCTACGTGGTAGCGCTGTTCAGCGCCATGCTGTGGATCTTCTACGCACTG
ATCAAGTCCAACGAGACCTTCCTCATCACCATCAACGCCGCCGGCTGCGTTATCGAGACCATCT
ACATCGTCATGTACTTCGTCTACGCGCCCAAGAAAGCCAAGCTGTTCACGGCCAAGATCATGGC
CCTCCTCAATGGCGGCGTCTTTGGGGTCATCCTCCTGCTCACCCTTCTCCTCTTCAAGGGTAGT
AAGCGCGTTGTGCTGCTTGGCTGGATCTGCGTCGGCTTCTCCGTCAGTGTCTTCGTCGCGCCA
CTAAGCATCATGAGGCGCGTGATCCAGACGAAGAGCGTAGAGTACATGCCCTTCTCCCTCTCCC
TCTCGCTCACCCTCAGCGCCGTCGTCTGGTTCCTCTACGGCCTCCTCATCAAGGACAAATACGT
CGCGCTACCAAACGTCCTTGGGTTCATCTTCGGCGTGGTCCAGATGGTGCTCTACGTGTTCTAC
ATGAACAAGACGCCGGTGGCGGCTGCCGTGGGCAAGGATGCCGGCAAGCTTCCCTCAGCTGC
AGACGAGCACGTCCTCGTCAACATTGCCAAGCTCAACCCCGCCCTCCCGGAGAGGACCTCCGG
GATGCACCCAGTCACCCAGATGGCGGCCGTTCCTGCCAGGAGCTGCGCTGCTGAAGCAATCGC
GCCGGCGATGCTGCCCAACAGGGACGTGGTCGACGTCTTCGTCAGCCGACACAGCCCCGCTG
TCCACGTGGTCTAGCTTCTCCATCATCGCAAGCAAGCATGAATCGAGTCGAGTCCGAACGCATA
ATTAAGCACCCAATCTATTGGATATATAAATACGCGCGCCCCAACATGTGCGCCATATAGCCGTT
TATTCCAACCCTTAGCTTTGTTTAATTCTCAAATATGCATTTGAAGTAATGTACTTTCATGCAACCA
GGAATTTCATTTTCCCCTCCAAAATAACCATAAGAATTTTCTATAGCACGTT

Zm_SWEET15a

GRMZM2G168365
AAGAGCCCAAGAAGGCAGCTAGCTGAGAGCCTCCAGCTCAGGTAGTGAGCGAGCTCCTCTCTG
CCCCTGGCCTCTTCTTCGTTCATTCTTGTCCACTCGAGGACTGCCCGTTTGACGACTGCTCGAT
CAGTGTGCTAGCTAGCTAGAGCAAGAGAAGGGCTGTAAGCGAGGAGATCGATCGAGATGGCTT
TCCTCAACATGGAGCAGCAGACCTGGGCCTTCACCTTTGGTATCCTAGGTAACATAGTCTCACT
GATGGTGTTTCTTTCACCGCTGCCGACGTTCTACCGCGTGTACCGCAACAAGTCGACGGAGGG
GTTCCAGTCGACGCCGTACGTGGTGACGCTCTTCAGCTGCATGCTGTGGATCTTGTACGCCCTG
CTCAAGCCCGGCGCCGAGCTGCTGGTCACCATCAACGGCGTGGGCTGCGTCGTCGAGACCGT
GTACCTGGCCATGTACCTGGTGTACGCGCCCAAGGCCGCCCGGGTGCTGGCGGCCAAGATGC
TGCTGGGGCTCAACGTCGCCGTCTTCGGCCTCGTCGCGCTCGTCACCATGCTTCTCTCCGACG
CCGGCCTCCGCGTGCACGTGCTCGGCTGGATCTGCGTCAGCGTCTCGCTCAGCGTCTTCGCCG
CGCCGCTCAGCATAATGCGGCAGGTGATCCGGACCAAGAGCGTGGAGTTCATGCCTATCTCGC
TCTCCTTCTTCCTGGTGCTCAGCGCGGTGGTCTGGTTCGCGTACGGCGCGCTGAAGAAGGACG
TGTTCGTGGCGTTCCCCAACGTGCTGGGCTTCGTCTTCGGCCTCGCGCAGATGGCGCTGTACA
TGGCGTACAGGAAGCCCGCGGCGGCGCTGGTGATAATACCGGAGCAGTCCAAGGAGGAGGTG
GCCGAGGGCAAGGCAAGCTGCGGCGGCGCCGAGGTGCACCCCATCGACATCGCGGAGGTCCA
CGACCTGCAGACCGTGGTCGTCGACGTAGACGTGGAGCCTGTCACCTACGCCGCTGCGTCCG
GTATGGTCGACGGCAGTGTCGGAAGGCCTAGGGCGCCGGAGGAGCTGGTGATCAAGCCCGAC
ATGGTCACCGTCATTGCGGCGGAGGCGTAGGTTGGTTAAGTAGTAGCAGAGTGAGTCGATATC
GATCTGCCTACCTACAGTACAGCCGCGGCGGCCAGATGTACTGGCAGCGTTCATGCAGGCTCG
TTGACTTGACCGGTCGAGATGGTTGGAGTAGCCGGGCCGAGTAGCCCAGACGTACTGGCCTGT
GTCATGAACCGGCAAGCTGATAACGCGAGCGAGAGGGACGTTGGTTCATCACATTCAGAAGAC
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GGCAAGCTGATAGTTTCTGTCTCTAGGTCTCTCTGTGTGTGTGTGTCTGTAATCGACTCCATCAG
CTTGCCGCCTTTCCTGTCCTATTCTGATTGTTTTCATCCATTGATGCCGTCGTCGCAGTAATAAAC
TTGGAACGAACGATTCCACACTA

Zm_SWEET17a

GRMZM2G106462
GTCGGCCTCAGGCTGCTTGAAATATGCATTTCAGCGGTCCCTGGTGTCCTCTCTCCCGCTCAAG
GGCAGTAGAGACAGCAGCTGAGCTGACTGGATCTCGATCTACCGCTTTGCTTCCGTTTTGAGCC
GCCAGCTGTGTGGCCTCCTGTCTGTCTGCCTATCTTGAACCTCCATGGATTCCACACTCTTCATC
ATCGGCGTCATAGGCAACATCATCTCAGTTCTGGTCTTCATTTCTCCCATCAAGACGTTCTGGAG
GATCGTGCGGAGCGGGTCGACGGAGGAGTTCGAGCCGGCGCCGTACGTGTTCACGCTGCTCA
ACGCGCTGCTGTGGCTCTACTACGGCGCCACCAAGCCTGACGGGCTCCTCGTTGCCACCGTCA
ATGGCTTTGGGGCTGCCATGGAGGCCATCTACGTCGTCCTCTTCATCGTCTACGCCGCCAATCA
TGCCACAAGGGTTAAGACGGCGAAGCTGGCAGCAGCGTTGGACATCGGTGGCTTTGGAGTAG
TGTTTGTGGCCACCACGTTCGCCATTAACGAATTAAACATGAGAATCATGGTGATAGGGATGATA
TGTGCCTGCCTCAACGTACTCATGTACGGGTCACCCCTTGCTGCCATGAAAACGGTGATCACCA
CCAAGAGCGTGGAGTTCATGCCGTTCTTCCTATCCTTCTTCCTCTTCCTCAACGGAGGCATCTG
GGCAACGTACGCGGTGCTTGACCGAGACATCTTCCTTGGGATCCCCAATGGGATAGGCTTCATC
CTCGGCACCATCCAGCTGATCATCTACGCGATCTACATGAACAGCAAGGTCTCCCAAAGCAGCA
AAGAAATAGCGTCGCCTCTTCTAGCCTCTAGCCAGGAAGAAGCAGCTAGCCATGTCTGATGATG
TTCGTCAGTGTGCTGGAGTTTTGTAGCAGTCCAAGCCAACGGTGAACACCTACCAATGCAAGAG
ATTATCGATTTTCATTTTTAAGGAATGTAAAGTCTATATTTTTTATGAATATATATTTTTATATATAC
CTTGGAAATGCTCACGTCGATTTTGTTACGTTTTAGTGCCTCTTTTGGTACAACTTCATTAATAAA
GCAAATCTGGGCAAATCTGGATTGAAATTTA
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Anexo 4. Secuencias de nucledtidos de los posibles SWEETs de raices de maiz.
Secuencias de los cinco posibles SWEET2, 3, 12a, 12b y 14a de expresion en
raiz.

Zm_SWEET2

GRMZM2G324903_T01
CCGAGAAGGAAAGCGCGAATTAAAGCAGCACGGGCAACACGCCGAGCAAAACAGCGAAATCCT
CAAATCCCCACCCCGGCTGGTGACGGCGCCGCCCCCGCTGCTGCCTGCGGTCCTGCTTCTGCT
AATAGTAATAGGTATTCAGATTCGAGCAGAGCACTCCCGTGCTGCAGGCAAGGGAGGACGCAC
CACCATGGATTGGGATGCTCCGGCATTGACGAGCTTCGTCGCCGACTTGTCCTTCCGCCACCTC
TGCTGCTACGGGGCCGGAATCGCAGGGAACGCCTTCGCCTTCGTGCTCTTCGTCTCCCCGCTC
CCCACATTCAAGAGGATCGTCCGCAACGGATCCACGGAGCAGTTCTCGTGCACGCCGTACATCT
ACTCGCTGCTCAACTGCCTCATCTGCATGTGGTACGGCCTCCCCTTCGTCTCCTACGGCGTCGT
CCTCGTCGCCACCGTCAACTCCATCGGCGCCGTGTTCCAGCTCGCCTACACCGCCGTGTTCAT
CGCCTTCGCCGACGCCAAGCAGAGGCTCAAGGTCTCTGCTCTCCTGGCCGCTGTCTTCCTGGT
GTTCGGACTGATTGTGTTTGTTAGTCTGGCTTTGTTGGATCACAAAGCCCGGCAGGTGTTCGTC
GGATATCTCAGCGTCGCGTCCCTCGTATGCATGTTCGCGTCCCCCATGTCAATCGTCAATCTGG
TCATCCGGACGAAGAGCGTGGAATACATGCCCTTCTACTTGTCATTATCCATGTTTCTGATGAGT
GCATCCTTCGTCATATACGGAGTGCTGCTTGGTGATGGCTTCATATATATTCCAAATGGCATTGG
AACCATATTGGGTATCGTACAGTTGCTGCTGTATGCCTACATCAGAAAGGGATCAAGCGAGGAA
GCCAAGCTGCCCTTACTAATCACACATACATGAGCATGCCAAAAGGGAAAAAAAACAAGGTTCG
CTGATAGGCTTTCCCGAAATCCTGTCTCTGGTCAAACTTCCAGGTCGATGTACTTGTCCGAATTG
TTTTGCTCCTGTGAAAAAAGCATGCCGTTCTTTCGTTTTGTTTACACGCGACGGGGATCGTAGTT
TCGCTGTATATTCCATGGTAGATGCTCCAAGTTGTTGCTGGAGTCATTCGTTTATGAGTGAGCGA
AGCTTTGTATATAATATAGTAGTAGTAATGTGGTTCCGTGAACTTCATCAACAGAGAGGACCAGC
TGTATACACAAAGAAAAGCAATAAAAGGATGTTACTATATCATTATCAATAAATAAAGTTTTGTTTC
GCCATATT

Zm_SWEET3b

GRMZM2G060974
TCGAGAATGGTTCCAGATACAGTTCGTGTAGCAGTAGGAATCCTAGGAAATGCTGCTTCCATGC
TCCTCTACACAACCCCTATACTGACGTTCAGATGGGTGATAAGGAAGGGCAACGTGGAGGAATT
CTCCTGCGTGCCATACATCCTAGCGCTGCTCAACTGCCTGCTGTACACCTGGTACGGCCTCCC
GGTGGTGAGCTCCGGGTGGGAGAACCTGCCCGTGGCCACCATCAACGGCCTGGGCATCCTGC
TCGAGGTCGCCTTCATCGCCATATACCTACGGTTCGCACCGGCGGAGAAGAAGAGGTTTGCCT
TGCAGCTGGTGCTTCCTGCCCTGGCGCTGTTCGGCCTGACGGCGGCCTTGTCGAGCTTCGCGG
CGCGCACGCACCGCTCGCGCAAGGCGTTCGTGGGCAGCGTCGGGCTGGTGGCTTCCGTGTCC
ATGTACACCTCTCCAATGGTGGCCGCTAAGCGAGTCATCGCGACGAAGAGCGTGGAGTTCATG
CCGTTCTCCCTCTCGCTCTTCTCCTTCCTGTCCAGCGCGCTCTGGATGGCGTACGGGCTGCTCG
GCAGGGACCTCTTCATCGCGTCGCCGAACTTCATCGGCGTCCCGGTGGGCGTCCTTCAGCTGC
TGCTGTACTGCATCTACAGGAGAGACCACGGGGCGGCAGCCGGTGCAGAGGCGCAAGCGCAT
GGCCCTGCCGCCGCCGCCGATCAGGAGAAGGGCATGAAGGCAGCGGCGCCGGTGGCCGTGC
AGCCGCAGGAGAATCCCTTGTGCGTTGTGTCAGTCTGTGAAGTGAATGTTTCGTTATCTCCATCT
GCGGCCCAAGCCCAACACCGAACTGGACTCTCCAAGTCGAATGAAATTGAAGGCTTGGCTCTTG
GGCTGTACGGCCACATAGCAGCGACCCAACTGTTGAGAACTACGTATACGGATCAGCAGATCCA
CTTATGGCGTGTTTGGTTTATGAAGTCACTCTATACTTCATGA
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Zm_SWEET12a

GRMZM2G133322
GGCGTGTGCGCAGTAGAGTGTTTGGCCTGAACTAGCGAAACAACACAAGCTAGCTAGACAGGC
GGCCCCTGCTGCTTAGCTCTCGATCCTGTTGTTAGGCACCTATTGAGAGAGCTAGCTGAGCATT
CAAGATGATTACTGTTGGGCACCCGGTGGTGTTTGCTGTGGGGATCCTAGGCAACATCTTATCA
TTCTTGGTCACCCTTGCACCAGTGCCGACGTTCTACCGTGTTTACAAGAAGAAGTCGACGGAGT
CGTTCCAGTCGGTGCCGTACGTGGTGGCTCTGCTGAGCGCAATGCTGTGGCTCTACTACGCGC
TGCTCAGCGTGGACCTCCTCCTCCTCTCCATCAACACCATCGCCTGCGTCGTCGAGTCCGTCTA
CCTCGCCATCTACCTCACCTACGCGCCCAAGCCCGCGATGGCTTTCACCCTCAAGCTGCTCTGC
ACCATGAACATGGGGCTCTTCGGGGCCATGGTCGCCTTCCTGCAGTTCTACGTCGACGGGCAG
CGCCGCGTCTCCATCGCCGGCGGCGTCGGCTCCGCCTTCGCCTTCGCCGTCTTCGTCGCTCCT
CTCACCATCATCCGGCAAGTGATCAGGACCAAGAGCGTGGAGTTCATGCCCTTCTGGCTCTCCT
TCTTCCTCACCGTCAGCGCCGTTGCCTGGTTCTTCTACGGCCTCCTCATGAAAGATTTCTTCGTC
GCGATGCCGAACGTGCTGGGCCTGCTGTTCGGCCTGGCCCAGATGGCCCTCTACTTCGTGTAC
CGGAACCGGAACCCAAAGAAGAACGGCGCCGTGTCGGAGATGCAGCAGGCAGCGGCGGTGCA
GGCCGACGCCGAGAAGGAGCAGCAGCTGCGGCAGGCCGACGCCGATGCCGACGCCGACGGG
AAGGCTGCGACAACCGACGACGACGGGGGCCAGACCGCCGTCGTCGTCGACATCATGCCGCC
ACCGCCACTGCTGCCAGCGGAGAGGGCCCCGCCGCTGCCGCTGCCCCCGCATCCGGCGATGG
TGATGACGACCGCGCATCAGACGGCCGTGGAGGTGGTCTGATCTATACATCGGCAGAGATTGA
TCGATCGACACACACGCATGTTCCGGAGCTAGCTACATGCACGACTGACCTGACTATGATTGCT
GCTCGATCATTCATTTACTTTGTGCTACTAGTATATGTATGCGTGTTTGACGACCTATATGTGTAT
CGCGCGCGGCACCACGGTACAAGTAGACGCGTATAGCTATAGTATATATATAGAAGTAAGTACT
GTACGTACGAATGAATGTCTCCTGTGGTGCCCATATATGCGTATGTGTACTGTAAGGTCGTGTTA
TCTCTTCTACCTATACACGTCTGTATCTTATGCCTGTTGCCTACATGCGCCTCTATCGTTCAACT

Zm_SWEET12b

GRMZM2G099609
ATGATCACTGTTGGGCACCCGGTGGCCTTTGCTGTGGGGATCCTAGGAAACATCCTGTCATTCC
TGGTCATCCTTGCACCAGTGCCGACGTTCTACCGCGTGTACGCGAAGAAGTCGACGGAGTCGT
TCCAGTCGGTGCCGTACGTGGTGGCGCTGCTGAGCGCGACGCTGTGGCTCTACTACGCGCTGC
TGAGCACGGACCTCCTCCTCCTCTCCATCAACACCGTCGCCTGCGTCGCCGAGTCCGTCTACC
TCGCCGTCTACCTCGCCTACGCGCCCGGGCCCGCGAAGGCGTTCACGCTCAAGCTGCTGTGC
GCCATCAACATGGGGCTCTTCGGCGCCATGGTCGCCTTCCTGCAGTTCTACGTCGTCGACACG
CAGCGCCGCGTCTCCATCGCCGGCGGCGTCGGCGCCGCCTTCGCGCTCGCCGTCTTCGTCGC
TCCTCTCGCCATCATCCGGCGAGTGATGAGAACCAAGAGCGTGGAGTTCATGCCCTTCTGGCTG
TCCTTCTTCCTCACCGTCAGCGCCGTTGTCTGGTTCTTCTACGGCCTCCTCATCAAAGATTTCTT
CGTCGCGATGCCGAACGTGCTGGGCCTGCTGTTCGGCCTGGCCCAGATGGTTCTCTTCTTCGT
GTACCGGAACCGGAACCCCAAGAAGAACGGCGCCGTGTCGGAGATGCAGCAGGCGGCGGTGC
AGGCCGACGCCGAGAAGGAGCGGCGGTCCCACGCCAACGCCGACGGGGAGGCCGACGTGAG
AACCGTCATCGTCGACATCATGCCGCCGCCTCCCGCGATGATGAGACACGCTGACAGAGAGGC
GCGCGGCGGCGCGGGGACAGGGAGACGCGCGGCGGCGCGAGAACAGGGAGGCGCTCGGLG
GCGCGAGGACAGGGAGGCGCTCGGCGGCGGTGGGATTTAGGGGAGGAGCATCGAGGAGGCG
GCGGCGGCGCGGGGAAAGGGATGCGCGCGGCGGCGGCGGGGGGCTAGGAGGCGCGCGAAA
ACGCCTGGGTGCTCGGCGGCG
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Zm_SWEET14b

GRMZM2G015976
ACCATCAAGCTTTCAGGCAGGGCAAGCAACTCGAGTAGTAGTTGCCAGCCACACCTCCTGTCTT
CCTTTTTCCTTCTCGCATTGTGGAGGAGAAGGATCAAGTGCTCATAAGCAAGCTAGCTTGACGAA
GTATAGGAAATTAGGAATACAAATAAACTCATCCTCCTCATATATAAACGCTCGATCTCCAGATAT
GGCCGGCCTGTCCCTGCTGCATCCCATGGCCTTCGCCTTCGGCCTCCTCGGCAACATCATCTC
CTTCATGACCTACCTGGCCCCACTGCCGACGTTCTACCGGATCTACAAGAACAAGTCGACGGAG
GGGTTCCAGTCGGTGCCGTACGTGGTGGCCCTCTTCAGCGCCATGCTGTGGATCTACTACGCG
CTGCTCAAGTCCAACGAGCTCCTGCTCATCACCATCAACTCCGCCGGCTGCGTCATCGAGACCC
TCTACATCGCCATGTACCTCCTCTACGCGCCCAAGAAGGCAAAGCTGTTCACGGCCAAGATCC
TCCTCCTCCTCAACGTGGGCGTGTTCGGGCTCATCCTCCTCCTCACGCTGCTGCTCTCCGCCG
GACAGCGCCGCGTCGTCGTCCTCGGCTGGGTCTGCGTCGCCTTCTCCGTTAGCGTCTTCGTCG
CGCCGCTCAGCATCATCCGCCAGGTGGTGAGGACAAGGAGCGTCGAGTTCATGCCCTTCTCGC
TCTCCCTCTCCCTCACCGTCAGCGCCGTCGTCTGGTTCCTCTACGGCCTCCTCATCAAGGACAA
ATACGTCGCTCTGCCAAACGTCATCGGCTTCAGCTTCGGCGTGGTCCAGATGGGTCTCTACGCG
CTCTACCGCAACGCGACGCCCAGGGTGCCTGCCAAGGACGTGGCCGACGACGCCAGCAAGGA
CAAGGCGCCCGGCGAACATGTGGTGGTCACCATTGCCAAGCTGACCGCGGCGACGACGGCAC
CTGCAGCTGCCGTGGCGGAGGATCTTGTCAAGGTCCACGACGGCCACCCGGAGGAAGCAGCC
AAGGGCGCCGCCAAGCCGGCGGAGAACGGCGCGGGACGCAGCGACGCCGAGCAAGTCTAGA
TTCCTCGCTCGATCAGATCAGAATTCATGAAGAAGAACATGCGTATGTATGTGTATCCGGTAGGT
CGTAACATAACATAAATTAAGTGCGCATGCAGTTTGGCAACTCATGTTGTTTCATTTCGTTCTCGC
GCAATATGCGCATGTATTAATTTTAGATTGTCATTGTTGTAGTTCTTGCCTCCGATTATTATTAGT
GTGTCCGTCACCTTCCATGTAATAACAAAAAAAATATATATAAATGGTCCTATTAAAGCAAAAGCT
AAAGTTCGTTTTTATGCCAAA
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Anexo 5. Secuencias de los oligonucleétidos usados para la amplificacion de los

transportadores SWEETSs que fueron disefiados por Palacios Vargas, 2016 y por Delgado-

Rubio.
Numero de acceso Nombre Datos de secuencia de oligo Peso
EnsemblePlants propuesto expresion nucleétidos Esperado
comparado con | (MaizeGDB)
arroz
GRMZM2G153358_P01 Zm_SWEET1b Coleoptilo, hoja | F5’tccataagcgcaagcagaca-3' | 144
madura R5’cagaacgtaggcactgggg-3’
GRMZM2G324903 Zm_SWEET?2 Raiz primaria F5-aggctcaaggtctctgetet-3' | 163
R5’'tgacgattgacatgggggac-3’
GRMZM2G060974 Zm_SWEET3 Raiz primaria F5-caggagaatcccttgtgcgt-3° | 158
R5’- aacagttgggtcgctgctat-3’
GRMZM2G000812 Zm_SWEET4a Hoja de planta | F5-gcctecctttggtagatgge-3’ 70
madura R5’aggaaggctggagcatgaaa-3’
GRMZM5G872141_P04 Zm_SWEET11b | NO NO SE DISENARON
DETERMINADO | OLIGONUCLEOTIDOS
GRMZM2G133322 Zm_SWEET12a | Raiz primaria F5-catgcacgactgacctgact-3° | 195
R5’-atatgggcaccacaggagac-3’
GRMZM2G099609 Zm_SWEET12b | Raiz primaria F5-gcgatgatgagacacgctga-3' | 145
R5’-cctcgatgctcctccectaa-3’
GRMZM2G173669 Zm_SWEET13a | Hojas F5°-cgagaccatctacgtcgtca-3" | 232
R5°-tgagacgagtgatccagacg-3°
GRMZM2G021706 Zm_SWEET13b | Hojas F5-aggaaggctggagcatgaaa-3’ | 361
R5’-ccgtttgacgactgctcgat-3’
GRMZM2G015976 Zm_SWEET14b | Raiz primaria F5’-gccatgtacctcctctacge -3’ | 232
R5’- tgaactcgacgctccttgtc -3’
GRMZM2G168365 Zm_SWEET15a | Base delas F5-ccgtttgacgactgctcgat-3’ 107
hojas y espiga | R5’-ccggatcacctgccgcattat-3’
GRMZM2G106462 Zm_SWEET16 Coleoptilo F5'-tctaccgctttgcttccgtt-3’ 222
R5’-gcctatgacgccgatgatga-3’
GRMZM2G107597 NO EXISTE Semilla NO SE DISENARON
OLIGONUCLEQTIDOS
GRMZM2G179679 NO ES SWEET Hoja de planta | NO SE DISENARON
madura OLIGONUCLEOTIDOS
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