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RESUMEN

En el 2004, se encontré en coleoptilo de maiz un complejo molecular formado por una
lectina (ccl) y la enzima B-glucosidasa (glul y glu2). Este complejo a causado asombro por
su singularidad, ya que la B-glucosidasa por si sola tiene funciones altamente relevantes
plantas como es la activacion de fitohormonas y de toxinas que le sirven a la planta para
defensa contra insectos, y por otro lado, la lectina al hacer un andlisis bioinformatico,
utilizando los 5 peptidos reportados (Molina et al. 2004), encontramos que esta conformada
por dos dominios funcionales completamente diferentes, un dominio “lectina tipo-Jacalina”
y el otro dominio “dirigente” relacionado a enfermedades. Los estudios que existen con
respecto a este complejo, es solo a nivel proteico. Por lo que, nosotros, para poder aportar
informacidn novedosa que ayude a elucidar la posible funcion de este complejo molecular,
caracterizamos el gen que codifica para la lectina (ccl) y cuantificamos la expresion de los
genes que codifican para cada uno sus componentes, analizamos regiones reguladoras
(promotores transcripcionales), ademas evaluamos su respuesta en estrés salino y dafio
mecanico. Dentro de nuestros resultados encontramos una alta correlacion en la expresion
de los genes ccl y glu2 en los dos estresores probados, mientras que la expresion de glul no
es afectada cuando se causa dafio mecéanico. Ademas por las diferencias encontradas entre
la expresion del gen y la actividad enzimatica en estrés salino podemos sugerir que la p-
glucosidasa tiene una posible regulacion a nivel postraduccional, en respuesta a este

estresor.



ABSTRACT

In 2004, it was found a lectin (ccl) and enzyme B-glucosidase (glul y glu2) molecular
complex in maize coleoptiles. This complex has gained great interest, since B-glucosidase
plays extremely relevant roles in plants, like the activation of phytohormones and toxins
which provide defense mechanisms against insects. On the other hand, when making a
bioinformatical analysis for lectin and using the five peptides reported to date (Molina et al.
2004), it was found that it is constituted by two totally different functional domains: a
‘jacalin-like’ lectin domain and a ‘dirigent’ domain which in turn is associated to a disease
condition. To date, the studies of this complex have been mainly focused to protein
characterization. For that reason, we have characterized the gene coding for lectin and
quantified the expression levels of the genes coding for each of its components as well, in
order to generate novel information that assist the elucidation of the putative function of
this molecular complex. In addition to that, we analyzed the regulating regions
(transcriptional promoters), and evaluated their response to saline stress and mechanical
damage. Our results show that the expression of genes ccl and glu2 keep a co-relation in the
stressors evaluated, meanwhile the expression of glul is not affected by mechanical
damage inflected to the plant. Differences between B-glucosidase gene expression and
enzymatic activity found in saline stress, suggest a possible post-translational regulation in

response to this stressor.
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INTRODUCCION

Las plantas son organismos que no pueden moverse para huir de sus depredadores
(animales e insectos herbivoros), ademéas que estan expuestas a condiciones climaticas
cambiantes (calor, frio, sequia, alta concentracién de sales en los suelos, etc.) y al ataque de
patogenos (bacterias y hongos). Para sobrevivir a tan diversos factores, las plantas, han
evolucionado al grado de considerarse como ‘““fabricas bioquimicas” por excelencia. Lo
anterior, debido a su capacidad de sintetizar centenares de compuestos diferentes para
protegerse, como toxinas, osmolitos, fitohormonas y compuestos antimicrobianos. Estos
compuestos son generados y almacenados en compartimentos especificos de las células. La
manera de almacenarlos es en su forma no reactiva, es decir, la planta los sintetiza, los
inactiva y los guarda. Una forma de inactivar esos compuestos es a traves de la
glicosilacion, que se lleva a cabo por medio del grupo de enzimas glicosiltransferasas, las
cuales agregan una unidad de glucosa a la molécula haciéndola mas soluble, para que el
compuesto se pueda transportar y acumular en los subcompartimentos celulares especificos.
El enlace glicosidico estabiliza la estructura de la molécula en su forma no reactiva (Jones
P.y Vogt T., 2001).

Cuando la planta es sometida a estrés, para sobrevivir, necesita generar una
respuesta inmediata por lo que utiliza los compuestos que almacend en forma inactiva o
menos reactiva, activandolos por medio de la enzima B-glucosidasa (B-D-glucosido
glucohidrolasa, EC 3.2.1.21). Esta enzima hidroliza el enlace B- glicosidico entre la glucosa
y el compuesto (Esen A. y Blanchard D., 2000; Blanchard et al. 2001).

En el maiz, la B-glucosidasa se encuentra asociada de forma especifica (unida como
antigeno - anticuerpo, por enlace no covalente) a una lectina quimérica denominada CCL
(del ingles; Corn Coleptile Lectin: lectina de coleoptilo de maiz) por Molina y
colaboradores en 2004. Esta lectina cuenta con dos dominios funcionales diferentes, uno de
lectina tipo jacalina y el otro dirigente, relacionado a enfermedades, y se ha observado
que este tipo de lectinas quiméricas estan presentes Unicamente en los cereales, en donde se

ha visto que se inducen por ataque de insectos, salinidad, sequia e infecciones por hongos



(Gorlach et al. 1996; Williams et al. 2000; Lee et al. 1996; Li et al. 2005; Wang y Ma,
2005).

Lo anterior toma gran relevancia, pues se creia que la expresion de lectinas era
constitutiva y no inducible, lo que da un nuevo enfoque a la regulacion génica de las
mismas. Ante esto, surgen algunas preguntas como, (CCL es una lectina “clasica” o “no
clasica™? ¢Qué ventajas le confiere al maiz la formacion del complejo molecular CCL-B-
glucosidasa? ¢Los genes que codifican para CCL y la B-glucosidasa, estaran regulados de
forma similar? ;Se expresan cumpliendo una proporcion estequiométrica? Preguntas a las

cuales se pretende aportar informacion en éste trabajo, para contribuir a dilucidarlas.



ANTECEDENTES

Lectinas

Las lectinas (latin legere; sig. seleccionar o elegir) son un grupo de proteinas de
origen no inmune que comparten la propiedad de enlazarse de forma especifica y reversible
a los carbohidratos, ya sean libres o que formen parte de estructuras mas complejas (Sharon
y Lis, 2004). Las lectinas se pueden clasificar segin su estructura tridimensional en:
lectinas leguminosas, lectinas con dominios tipo heveina o especificas de quitina, lectinas
de monocotiledoneas manosa especificas, lectinas relacionadas con proteinas inactivadoras

de ribosomas, lectinas tipo amaranto y lectinas tipo jacalina (Van Damme et al. 1998).

Lectinas Tipo Jacalina o Lectinas Relacionadas a Jacalina (LRJ)

En la actualidad, este término se utiliza para referirse a todas las lectinas que son
estructuralmente relacionadas a la lectina Jacalina de Artocarpus integrifolia (“jack fruit”).
El grupo de las LRJs se divide en dos subgrupos que difieren en su especificidad por los
carbohidratos: el primer subgrupo es galactosa especifica (LRJg) y el segundo es manosa
especifica (LRJm). Otra principal diferencia entre LRJg y LRJm es su biosintesis y
procesamiento. Por ejemplo, las LRJg sufren modificaciones pos-traduccionales de una
cadena polipeptidica precursora, se forma una cadena pesada o y una cadena ligera 3. En

contraste, las LRJm no sufren modificaciones pos-traduccionales (Van Damme et al. 1998).

B-Glucosidasa

La enzima B-glucosidasa (B-D-glucosido glucohidrolasa, EC 3.2.1.21) cataliza la
hidrolisis de aril y alquil B-D-glucésidos y se encuentra en los tres dominios de los
organismos vivos (Eukarya, Archaea y Bacteria). Esta enzima se involucra en varias
funciones importantes en las plantas, por ejemplo en el metabolismo del acido abscisico
(ABA), en la hidrdlisis del conjugados de giberelinas, en la conversion de citoquininas
inactivas a formas activas, en el metabolismo del estrés y en la resistencia de algunos

fitopatogenos y herbivoros (Esen y Blanchard, 2000).



En maiz (Zea mays L.) la pB-glucosidasa se localiza en los plastidios de la célula
(Esen y Stetler, 1993) y se encuentra abundantemente en las partes jovenes de la planta,
como por ejemplo en coleoptilo, raices, mesdcotilo, nddulos, hojas primordiales, 6vulos,
etc. EI maiz contiene dos isozimas de la B-glucosidasa Glul y Glu2. La Glul es codificada
por el locus Glul en el cromosoma 10 y muestra multiples alelos (polimorfismo). El
polimorfismo del locus Glul (> 30 alelos) supera por mucho el de otros locus de enzimas
estudiadas en maiz o en otros organismos (Goodman y Stuber, 1983). EI cDNA y la regién
gendmica correspondiente al gen glul ya han sido secuenciadas (Brzobohaty et al. 1993;
GenBank num. de acceso U44773). Estos datos muestran que el gen glul tiene un tamarfio
de 5kb y estd conformado por 12 exones y 11 intrones. La Glu2 muestra el 90 % de la
secuencia idéntica a la codificada por glul (Brzobohaty et al. 1993). El gen glu2 es
expresado en niveles bajos y solo en hojas iniciando 6 dias después de la germinacion

(Esen y Blanchard, 2000) y este gen se encuentra ubicado en el cromosoma 2.

Descubrimiento del Complejo Lectina- p-glucosidasa en Maiz

Esen y Blanchard (2000) trabajando con maiz cultivar K55, que después
denominaron como fenotipo “nulo”, encontraron a la enzima B-glucosidasa formando parte
de un complejo proteico de > 16000kDa, al aislar los componentes, observaron que una
proteina de 32 kDa era aparentemente la responsable de la agregacion de la enzima, por lo
cual, a esta proteina la denominaron como Factor de Agregacion de la B-Glucosidasa
(BGAF). Por otro lado, Molina y colaboradores en el 2004, trabajando con maiz fenotipo
silvestre encontraron actividad B-glucosidasa en un complejo molecular de 80 kDa. Al
disociar este complejo se observaron 2 bandas, la banda correspondiente a 60kDa tenia
actividad B-glucosidasa y la segunda correspondia a una molécula de 30 kDa. Al hacer
ensayos de hemaglutinacion, se observo que este complejo molecular tenia la capacidad de
aglutinar eritrocitos, y sabiendo que la molécula de 60kDa era la B-glucosidasa, le
atribuyeron esta actividad de lectina (galactosa especifica), a la molecula de 30kDa, la cual
denominaron como CCL (del inglés, Corn Coleoptile Lectin; Lectina de Coleoptilo de
Maiz) (Molina et al. 2004). Un andlisis bioinformatico de los péptidos secuenciados de la

proteina pura de CCL, mostré una alta similitud con BGAF y se observdé que ambas



proteinas estaban compuestas por dos dominios funcionales diferentes, un dominio Lectina
tipo jacalina y un dominio dirigente relacionado con respuesta a enfermedades. Ademas, el
analisis mostro que existe similitud con otras proteinas que son expresadas en respuesta al
ataque por patogenos (Tabla I). Por ejemplo, la expresion del gen Wci-1, fue inducida
mediante el tratamiento con benzotiadiazol, el cual induce resistencia sistémica adquirida.
Su expresion se correlaciond con la resistencia al ataque por hongos (Gorlach et al. 1996).
Otros ejemplos son la expresion del gen Hfr-1 del trigo, el cual se indujo por la infestacion
con larvas de la mosquita blanca, sugiriendo que el producto de este gen juega un papel en
la defensa de la planta (Williams et al. 2000). En cebada, dos genes similares se indujeron
por acido jasmonico, el cual se sabe que induce la activacion transcripcional de genes de
defensa de las plantas (en respuesta a heridas y al ataque de patdgenos) (Lee et al. 1996).
En plantas de Agrostis stolonifera, el gen Crs-1 también fue inducible y se expresé a altos
niveles en muestras de campo después de la inoculacion con el hongo patdgeno Sclerotinia
homoeocarpa (Li et al. 2005). En trigo, la proteina JRP-32 también es inducida por &cido
jasmonico, sugiriendo un posible papel en respuesta al estrés (Wang y Ma, 2005).

Una proteina inducida por estrés salino, desecacion y fito-hormonas (acido
jasmonico y &cido abscisico), se identificé en arroz (Oryza sativa) desde hace 15 afios
(Claes et al. 1990) y se demostr6 que es una lectina inducible por sal (SalT). Esta lectina
consiste de dos subunidades idénticas de 15kDa asociadas no covalentemente, que
presentan alta similitud en secuencia con lectinas “cldsicas” de plantas pertenecientes a la
familia de lectinas relacionadas a jacalina. A pesar de esta similitud, la lectina de arroz,
SalT, difiere fundamentalmente de las lectinas clasicas en la regulacion de su expresion ya
que ésta no es constitutiva sino que se induce en condiciones de estrés salino (Zhang et al.
2000; de Souza Filho et al. 2003). La proteina SalT de 15kDa presenta considerable
homologia con la mitad carboxilo de las proteinas BGAF, WCI-1, Hfr-1, Crs-1, JRP-32
(todas de aproximadamente 30 kDa), es decir, con el dominio carboxilo de lectinas.



Tabla I. Analisis del alineamiento local (BLAST) de ccl.

GEN ORGANISMO INDUCIDO POR LECTINA REFERENCIA
cel Zea mays ¢Salinidad? Sl Molina et al. (2004)
Cultivar desconocido ¢Dafio Mecanico?
Datos a analizar en este
estudio
bgaf Zea mays No Determinado Sl Kittur et al. (2007)
Cultivar K55
crs-1 Agrostis stolonifera Sclerotinia homoeocarpa ND Li et al. (2005)
hfr-1 Triticum aestivum Mayetiola destructor Sl Williams et al. (2000)
(mosquito del trigo)
wei-1 Triticum aestivum Hongos ND Gorlach et al. (1996)
ta-jal Triticum aestivum L Acido jasménico ND Wang y Ma., (2005)
salT Oryza sativia, Salinidad Sl de Souza Filho et al. (2003)
Var. Indica

Posibles Funciones del Complejo

En maiz, la B-glucosidasa hidroliza glucésidos de &cido hidroxamico, liberando
agliconas, las cuales son toxicas para algunos insectos. La BGAF se une a B-glucosidasa
pero no afecta su actividad enzimatica. Esta union podria servir para proteger a la B-
glucosidasa de la degradacion proteolitica (Blanchard et al. 2001). Los analisis de
secuencia y modelacion de estructura de todas estas proteinas relacionadas a CCL (BGAF,
WCI-1, HFR-1, CRS-1, JRP-32) indican que se tratan de lectinas quiméricas o “quimero-
lectinas” que contienen dos regiones con funciones potenciales, un domino N-terminal de
respuesta a enfermedades, fusionado a un dominio carboxilo de lectinas relacionadas a
jacalina. Esta pequefia familia de proteinas pudo haber evolucionado a partir de lectinas
relacionadas a jacalina, mediante la inclusién de un dominio de respuesta a enfermedades
para ampliar la funcionalidad de estas proteinas.

Nagano et al. (2005) trabajando con Arabidopsis thaliana encontraron una mutante
que no producia cuerpos del reticulo endoplasmico (ER-body), estos cuerpos son inducidos
por heridas y con metil jasmonato, y pueden ser responsables de la defensa sistémica. La

mutante carecia del gen naill (que codifica para un factor de transcripcién del tipo Basic-



Helix-Loop-Helix) y mostré que los niveles de dos proteinas PYK10 (B-glucosidasa) y
PBP1 (Proteina unida a PYK10 - 1: At3g16420) decrecian. La PYK10 estaba localizada en
los cuerpos del ER, mientras que la PBP1 se encontraba distribuida en el citosol. Se
encontraron dos formas de la proteina PYKZ10; una forma activa y una inactiva, la forma
activa era insoluble mientras que la forma inactiva era soluble. Esto sugiere que para su
activacion la PYK10 necesita polimerizarse y la PBP1 puede actuar como una chaperona
molecular que facilite la correcta polimerizacion en los tejidos que son dafiados y su
estructura subcelular es destruida por patégenos. Todo esto sugiere que posiblemente los
dos genes PYK10 y PBP1, estén regulados de forma similar.

Es posible que al igual que el complejo formado por PYK10 y PBP1 en
Arabidopsis, el complejo de la B-glucosidasa y CCL encontrado en maiz sea también
inducido por estrés, es decir, la formacion de este pudiera estar involucrado directamente en
la respuesta de la planta al estrés, ademas, los datos obtenidos por Nagano y colaboradores
(2005) sugieren que la expresion de estos genes es regulada por los mismos factores de

transcripcion, por lo que es posible que ésta guarde una proporcién estequiométrica.



HIPOTESIS

Los genes ccl y glul son inducidos por estrés salino y/o dafio mecénico y la expresion de

ambos genes guarda una proporcion estequiométrica.

OBJETIVO

Cuantificar la expresion génica del complejo molecular Lectina (CCL) — B-glucosidasa en

coleoptilos de maiz en respuesta a estrés salino y dafio mecéanico.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar el gen que codifica para CCL de maiz cultivar B73.

2. Realizar un analisis bioinformatico de la region reguladora de los genes que codifican

para CCL y B-glucosidasa.

3. Analizar la co-expresion de CCL y B-glucosidasa bajo estrés salino.

4. Analizar la co-expresion de CCL y B-glucosidasa despues de dafiar mecanicamente al

coleoptilo.



MATERIALES Y METODOS

CCL.: Caracterizacion Bioinformatica del gen, ADNc y proteina
Para caracterizar el gen de CCL se utilizaron las secuencias de los péptidos de CCL,
obtenidos por Molina et al. (2004) los cuales se muestran en la tabla I1.

Tabla I1. Secuencia de aminoacidos de los péptidos de CCL

BANDA 2 SECUENCIA OBSERVACIONES
(30KDa) aminoacidos
PEPTIDO 25 KFHEQR NO IDENTIDAD

PEPTIDO 89 VGPWGGSGGSPVDITAEPQR | 95% IDENTIDAD CON PROMOTOR BGAF

PEPTIDO 96 SAFTEWNELK 90% IDENTIDAD PEPTIDO SENAL BGAF
PEPTIDO 119 (A) | TYGPFGA 100% IDENTIDAD CON LA PROTEINA MADURA BGAF
PEPTIDO 119 (B) | FEGLYLFHTPLGSGAN 81% IDENTIDAD CON LA PROTEINA MADURA BGAF

Para identificar y caracterizar el gen de CCL, se realiz6 un analisis bioinformatico

en la base de datos, DFCI Maize Gene Index (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cqi-

bin/tgi/gimain.pl?gudb=maize), gracias a las facilidades proporcionadas por el Dr. Axel
Tiessen Favier, en el Laboratorio de Bioquimica y Metabolémica de Plantas, en el
CINVESTAV-IPN, campus Guanajuato. Para seleccionar el marco de lectura abierto que
da origen a la secuencia deducida de aminoacidos de la proteina de CCL, se utilizo el
software CLC Main Workbench (http://www.clcbio.com/index.php?id=92). La

confirmacion de la identidad de la secuencia de los péptidos publicados por Molina (Molina
et al. 2004) y la secuencia deducida de aminoacidos obtenida en éste trabajo, se realizo

mediante una alineacion utilizando el programa tcoffee (http://www.tcoffee.org/). La

obtencion de la secuencia nucleotidica completa de CCL se realiz6 mediante el
alineamiento local de esta con las secuencias encontradas en la base de datos The Maize

Genome Browser (http://www.maizesequence.org/index.html).

Se alineo la secuencia del cADN de CCL contra la gendémica usando el programa SIM4

(http://www.bioinfo.org.cn/relative/SIM4) para localizar los intrones.



http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=maize
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=maize
http://www.clcbio.com/index.php?id=92
http://www.tcoffee.org/
http://www.maizesequence.org/index.html
http://www.bioinfo.org.cn/relative/SIM4
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De la secuencia de aminoacidos de CCL, se obtuvo la estructura secundaria y terciaria
de la proteina, utilizando los programas JPRED3 (www.compbio.dundee.ac.uk/~www-jpred/),

ESyPred3D (www.fundp.ac.be/sciences/biologie/urbm/bioinfo/esypred/) y CPHmModels 2.0 Server,

(http://www.cbs.dtu.dk/servicess CPHmodels/). La identificacion de los posibles dominios se

realiz6 con NCBI Conserved Domains (www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), la

prediccion de regiones hidrofobicas, mediante el programa ProtScale (www.expasy.ch/cgi-

bin/protscale.pl), la exploracion del péptido sefial con el programa SignalP 3.0

(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) y los sitios de glicolisacion se buscaron utilizando el

programa NetOGlyc 3.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/).

Caracterizacion de la region reguladora de ccl, gluly glu2
Para la caracterizacion bioinformética de las regiones reguladoras se analizaron
1000 nucledtidos (nt) corriente abajo del gen de ccl, 1000 nt de glul y 1000 nt del gen glu2.

La region reguladora se analizé con los siguientes softwares:

Promoter Scan (http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/proscan/)  predice regiones

promotoras basado en la homologia de las regiones promotoras de la polimerasa Il
(eucariota).

Tfsitescan (http://www.ifti.org/cqi-bin/ifti/Tfsitescan.pl) predice posibles sitios de unién de

factores de transcripcion.
PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html) Busca elementos CIS,
previamente reportados en plantas.

Evaluacion de la Expresion de los Genes de ccl y f-Glucosidasa Bajo Estrés Salino y

Dario Mecéanico

Disefio de Oligonucle6tidos (Primers)
Para realizar las evaluaciones de la expresion de genes, se disefiaron primers

especificos para ccl, p-glucosidasa y ubiquitina como gen constitutivo. El disefio de glul,


http://www.compbio.dundee.ac.uk/~www-jpred/
http://www.fundp.ac.be/sciences/biologie/urbm/bioinfo/esypred/
http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
http://www.expasy.ch/cgi-bin/protscale.pl
http://www.expasy.ch/cgi-bin/protscale.pl
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/proscan/
http://www.ifti.org/cgi-bin/ifti/Tfsitescan.pl
http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html
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glu2 y ubi, se realizd en base a las secuencias disponibles en GenBank (NM_001111984,

U44087, S94464, respectivamente). Los primers para ccl se disefiaron en base a una

alineacion entre el cADN encontrado con mayor similitud a ccl contra la secuencia
gendémica del maiz B73. Para el disefio de los primers se utilizaron los programas Blast-

Primer (www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/index.cqi? LINKLOC=Blast Home),

DNA calculador  (www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp) y PRIMER3

(frodo.wi.mit.edu/).

Ensayos Bioldgicos

Para cada uno de los bioensayos, se seleccionaron visualmente (por estructura y
tamafo) 200 semillas de maiz cultivar B73, las cuales se incubaron con una solucién al
10% de cloro comercial (Cloralex) por 5 min. Al finalizar la incubacién, se procedié a
eliminar el exceso de cloro, enjuagando 3 veces con 50ml de agua destilada. Las semillas se

mantuvieron en incubacion a 28 +2°C.

Bioensayo Preliminar

Para determinar el dia de la aplicacion de los dos bioensayos, se evalué previamente
la respuesta de la expresion de los genes a diferentes tiempos de germinacion; para ello se
muestrearon coleoptilo y raices a los 3, 4, 5, 6, 7 y 10 dias, congelando inmediatamente
los tejidos con nitrogeno liquido, para posteriormente almacenarlos a -80° C. Se extrajo
ARN total con TRIzol Reagent (siguiendo las recomendaciones del proveedor, Invitrogen)
y se trato con DNasa | (Invitrogen). La sintesis de CADN se realiz6 utilizando 5ug de ARN,
oligo dT (Sigma) y la enzima Superscript 1l (Invitrogen).

Posteriormente se realiz6 una mezcla de cADN para la estandarizacion del PCR
semicuantitativo, obteniendo con ello el numero de ciclos y la temperatura (Tm) éptimos

para hacer la evaluacion simultanea.

Estrés Salino
A los cinco dias después de la emergencia, se les afiadio 200 ml de una solucion

salina con una concentracion de 300 mM de NaCl y se muestrearon 5 coleoptilos por


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=162462031
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=1206012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=S94464
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?%20LINKLOC=Blast%20Home
http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp
http://frodo.wi.mit.edu/
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duplicado, alas 0, 2, 1, 2,3, 6,9, 12 y 24 horas. Los tejidos se congelaron inmediatamente
con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80° C.

Dafio Mecanico

A las plantulas con cinco dias de emergidas, se les hicieron tres cortes alrededor del
coleoptilo, para simular el estrés bidtico producido por Ostrinia nubilalis, tomando cinco
coleoptilos por duplicado a las 0, 1, 3, 6, 9, 12 y 24 horas. Los tejidos se congelaron

inmediatamente con nitrogeno liquido y se almacenaron a -80° C.

Evaluacion de la Expresion por PCR Semicuantitativo

Las muestras de coleoptilo se maceraron con ayuda de un mortero y nitrogeno
liqguido, tomandose 100 pg de coleoptilo pulverizado y se extrajo el ARN utilizando
TRIzol (Invitrogen) mediante las recomendaciones del proveedor. La integridad del ARN
se verifico por electroforesis en geles de agarosa formaldehido al 1%. Para evitar
contaminacion por ADN gendmico, se trataron todas las extracciones de ARN con DNasa |
(Invitrogen) y se sintetizo el cCADN utilizando la transcriptasa reversa IMPROM (Promega)
y oligo dT. La reaccion de cADN, se llevo a cabo en un volumen final de 20 pl, utilizando
5 nug de ARN total, los reactivos utilizados se encuentran en la tabla 111, se incubo el ARN
con el oligo dT a 70°C/5min, al finalizar esta incubacion se le agrego el resto de los
reactivos. Para alineamiento de los primers se incubo a 25°C/10min, extensién 45°C/60min
y 70°C/15min para inactivacién de la enzima, se almaceno a -20°C. La calidad del cCADN
fue verificada por PCR utilizando los primers especificos para ubiquitina de maiz, ver
reactivos y el volumen usado en la tabla IV. Las condiciones de PCR fueron:
desnaturalizacion inicial 94°C/ 3min, seguido de 30 ciclos de 94°C/30s, 61°C/30s,
72°C/30s, para terminar con una extension final 72°C/5min. Las muestras se guardaron a

4°C hasta su uso.

Determinacion de la Temperatura Media (Tm) Optima
Para la determinacién de la Tm éptima para los cuatro juegos de primers, se tomd

un pool de cADN Yy se hizo una PCR de gradiente de temperatura, usando los reactivos y
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los volimenes de la tabla IV, utilizando los primers (Tabla V) y las condiciones,
desnaturalizacion inicial 94° C/3 min, seguido de 30 ciclos de 94° C/1.0 min, 55, 57, 59, 61
y 63° C/1.0 min, 72° C/1.0 min, para terminar con una extension final de 72° C/5 min. Se

cargaron 9.0 ul de la reaccion a un gel al 1.5 % de agarosa y se corrio a 70 /60 min.

Tabla I11. Reactivos usados para la sintesis del cADN.

Reactivos Concentracion | Volumen
Agua DEPC Aforar a 20ul
Buffer Para Improm Il | 5X 4.0ul

MgCl, 25mM 2.4ul

dNTPs 10mM 1.0ul
RNAsin 40U/l 0.5ul
IMPROM I 1.0ul

ARN total Sug

Primer oligo dT 20mM 1.0ul
Volumen Final 20 pl

Tabla IV. Reactivos usados para la PCR.

Reactivos Concentracion | Volumen
Agua MilliQ 5.4ul
Buffer Taq 10X 1l
MgCl, 50mM 0.6 ul
dNTPs 2.5mM 0.52 ul
Primer Fw 10mM 0.8 ul
Primer Rv 10mM 0.8 ul
Taq polimerasa | 5U/ul 0.08 pl
(Invitrogen)

cADN 0.8 pl
Volumen Final 10 pl

Determinacion del Numero de Ciclos Optimo para el Analisis Semicuantitativo

Para determinar el ciclo 6ptimo, se tomo un pool de cADN y se hizo una PCR
usando los reactivos y los volimenes de la tabla 1V, utilizando los primers de la tabla V, y
las condiciones: desnaturalizacion inicial 94°C/ 3min, seguido de 20, 22, 24, 26, 28 y 30
ciclos de 94°C/1.0min, 59°C/1.0min, 72°C/30s, para terminar con una extension final
72°C/5min. Se cargaron 9.0ul de la reaccion a un gel al 1.5% de agarosa y se corrid a
70V/60min.
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Tabla V. Secuencia de los Primers.

Nombre Gen Secuencia Tamario del Fragmento
Amplificado

ZmUBIF2 UBIQUITINA CACCCTTCACCTTGTTCTTCC
ZmUBIR1 NM_001111984 CCTCCAGGGTTATGGTTTTTCC 88pb
ZmCCLF4 ATCTCCAAGAAGTTCCATGAGC
ZmCCLR4 | Obtenido en éste estudio | CTCTGCCGTGATGTCCAC 156pb
BglulF B-GLUCOSIDASAL TTAGGAGCCACCTAGTAG
BglulR u44087 CGTGTAGTAAAGCTAAGGTTAC 192pb
ZmGLUZ2F3 B-GLUCOSIDASAZ? TACTGCCTAAGGGAACGGTC
ZmGLU2R3 S94464 TTCTCTTCTTAGTGCTTGAGGG 149ph

Analisis de PCR Semicuantitativo de las Muestras de los Bioensayos

Para el PCR Semicuantitativo se utilizaron los reactivos y volumenes de la tabla IV
y los primers (tabla V) con las condiciones: desnaturalizacion inicial 94°C/ 3min, seguido
de 27 ciclos de 94°C/1.0min, 59°C/1.0min, 72°C/30s, y una extension final 72°C/5min. Se
cargaron 9.0ul de la reaccion y se corridé en un gel al 1.5% de agarosa, 70V/60min. La

imagen del gel fue analizada utilizando el software GelPro Analyzer (Media Cybernetics).

RESULTADOS

CCL.: Caracterizacion Bioinformatica del Gen, ADNc y Proteina

Para la obtencion de la secuencia del ADNc y del gen de ccl, se utilizaron los
péptidos de CCL publicados por Molina y colaboradores en 2004. Actualmente se pueden
utilizar varias estrategias para obtener la secuencia completa de un gen a partir de
fragmentos cortos de una proteina o de regiones conservadas. Algunas de estas son: PCR
inversa, bibliotecas de cDNA, bibliotecas genomicas, 3’- 5 RACE (Rapid Amplification
cDNA Ends), entre otras. Pero todos los procedimientos anteriores requieren de un trabajo
experimental considerable, por lo tanto, se decidié entonces buscar los péptidos para ver si
los genes estaban publicamente disponibles en las diversas bases de datos de los proyectos
de maiz en Estados Unidos. Para ello se realizé una busqueda bioinformaética en la base de

datos, DFCI Maize Gene Index, donde se encontrd la secuencia BT041020 que mostro



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=162462031
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=1206012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=S94464
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94.9% de identidad con los péptidos de CCL. Al comparar ésta secuencia contra la base de
datos: “The Maize Genome Browser”, se logrd ubicar dentro del cromosoma 7, mas
especificamente en la clona AC202163.3-Contigl6, que tiene un tamafio de 65,284pb.

Para la caracterizacion del ADNCc, se realizd un alineamiento codon por coddn entre
la secuencia gendémica y BT041020 y se ubico el ADNc completo, dentro de la secuencia
genomica (marcado en letras mayusculas en la figura 1). EI codon de inicio se encontrd en
la posicion 37,212pb y el codon de parada en la posicion 38,489pb. Con este analisis se
obtuvo la secuencia nucleotidica de ccl, asi como 37,211pb rio arriba y 26,795pb rio abajo
del gen.

La region codificante de ccl consiste de 921 nucledtidos, compuesto de 4 exones de
281, 190, 201 y 249 pb, que codifican para una proteina de 306 aminoacidos, masa
molecular de 31.96 kDa y se predice un punto isoeléctrico de 5.58. El porcentaje de Gy C
en las regiones de exdn fueron de 58, 53.1, 65.7 y 63 %, lo cual corresponde a secuencias
con potencial de ser codificantes.

El analisis de la secuencia gendémica consto de la busqueda de elementos cis (region
promotora) y trans (sitios de union de factores de transcripcion) dentro de la misma. Dentro
de los elementos cis se identificaron la regién promotora (caja TATA) de ccl, las cajas
CGCG, CAAT y GATA, analizando 1000 pb rio arriba de la secuencia (ver tabla V).

La secuencia del ADNc de ccl en el genoma, no es una secuencia continua, esta
interrumpida por 3 intrones de 89pb, 183pb y 86pb (representados en mindsculas y cursivas
en la figura 1), localizados en la posiciones +282, +561 y +945, respectivamente, tomando
como 1 a la adenina del coddn de inicio. Los intrones | y Il presentan una secuencia pobre
de GC, teniendo porcentajes de 30 y 16.9 %, respectivamente.

Para la caracterizacion de la proteina de CCL, se tradujo la secuencia de ADNCc,
producto del analisis bioinformatico de la secuencia gendmica. Se logr6 localizar los
péptidos de CCL, con una similitud del 100 % (Tabla 11 y Figura 1), lo cual demuestra que
la secuencia del gen encontrado, se traducira en la proteina publicada por Molina y
colaboradores en el 2004 Para conocer la estructura terciaria de CCL, se realizo la

modelacion, utilizando la secuencia deducida de aminoacidos. EI modelo (Figura 2)


http://www.maizesequence.org/Zea_mays2/cytoview?region=AC202163.3-Contig16&highlights=BLAST_NEW:BLA_MZcieMpVI!!20081022
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muestra perfectamente definidos el dominio de lectina “tipo jacalina” y parte del dominio

“dirigente”.

Cromosoma 7

(

tgtcataaagacttgctctatcgatctcttcaagactgttcaataaaaggaacaatttcagaccaacaca
gctcacatgcatcgcatgtcaaagtatgtatgttggtgtgaaatgcactgacacatagtcgtgtcaggcet
ggtccggtggcactgtgacccatctgagtatattgtataatttagcaaaaaaatatgtagttctaaggac
tcaaacacacaacctaatgtataagagactaaaacacatacatctagccaatgcagctgtaattttattyg
tgttatatattaaattcttatacttaatatatgtaaactattattttttaaaataaaaaatgtaaccgta
tcgtgcccecgtaccaacactacggtcgagatggtggectaggcacgacactatagecgtgtegtgecagge
actggcactatactagccaggccgggtcgtgectagacecgtgetttttegtgtegtgectaggetggecce

I Box
atcatgttagtgccaaatgaccctctatagtaacaccgtgacatgttcatgatacagtcaaaaatcctta

CAAT box SEF4MOTIFGM7S  ACGTATERD1
tcttataataaataatccaagcaacaattaatgaatacaatatttttacagaaacgtaatattattgtte

RAV1AAT GATA Box
gggggtctaagcgtgtagcatgtggagaaaactggcctgtccttgecaacacaacaaaagctggtgatata

DOFCOREZM W box
aagaactcgagcatgcagttggtgggcggtgcacatctctttaacccattgactgacctcgtccccaacce

CAAT box CGCG box
caaccctggtgaagctgtgcgtaggatcaatcaatctcaatctcaccttgggtagagacecgegegcagec

CBFHV TATA box EECCRCAH1 MYBPZM
ccagccccagcctcatggeecgacggggtgttctataaatagagttgettgtccectaccttcggacgecace

RAV1AAT E box SEBFCONSSTPR10A
aacacaagagctactactacagctcctcatctecaagtgtgtagacgagacagagagacactgagagagcg

cCcATGGCCAGCCTCCAAGTCACTCCTACTTCGGCGTTCACTGAGTGGAACGAGCTGAAGTTCGAAGGCCT
M A S L Q v T p T S A F T E W DN E L K F E G L

GTACCTGTTCCACACGCCCCTGGGCTCAGGCGCCAACCAAGCTCGGGTCATAGACAACAAGGCGCCGATT
Yy L. * H T P L. G S GA N O AR V I DN K A P I

GGCATCGGTGCCACCGTAGTTAACAACTGGACAGTGTATGACGGGCCAGGGCCGAACGCAAAGCTGGTTG
G I 66 A TV V NNW T V Y D GG P G P N A K L V

CCCGTGCACAGGGCTTGCATATCCAAGCCGGCAACTGGGTCAACTCCTTCAGCCTAGTGTTCGTGGATCA
AR A Q G L H I QA G N WV N S F s L V F V D 0O

AAG
R
GTTCAGTGGGTCCACGCTTGAAGTGACCGGGATAGTAGTTGAATCCGG
F S G S T L E Vv T G I VvV V E S G



GGAGTGGGCTATTGTTGGGGGCACCGGTCAGTTTGCCATGGCAAACGGTGTCATCTTCAAGAAGTTCCAT
EwWAI V 6 G T GQ F AMANGV I s K K F H
GAGCAGAGAAGCGAAGGGAACATCATACAACTCACCATCCATGCTTTCTGTCCGGTGCTCGGACCGAGAA
E Q R S E G N I I 9 L T I H A F C P V L G P T

AG

CGCTCGGCCGCAAAAGTTGGACCGT
R s A A K V G P

GGGGTGGGAGCGGCGGGTCTCCGGTGGACATCACGGCAGAGCCCCAGCGTCTGAAGAGCATCACCGTTGC
W GG G S G GG s p V. DI TAUEP QR L K s I T VvV A

TACTGGCATCGCCGTGACCTCGATTGCCTTCTCCTACGTCGACTCCGCCGGCCAAACCCAATCTGCTGGT
T 6 I A Vv T S I A F S Y V D S A G QQ T QQ S A G

CGCTGGGGCGGTTCCGGTGGAGAAACTGAGCCGGTG
R W 6 6 S 6 G E T E P V

ATCCAGCTCGGCGACTCCG
I 9 L G D S

AGGTGCTCACGGAGCTGTCCGGGACGATCGGCAACGTCGACGGCCACACCGTCATAACCTCCATCAAGTT
EvL.L T EL s G T I G NV D GG L T V I T sS I K F

CGTCACAAGCCTCAAGACCTACGGCCCTTTCGGAGCATGGGGGGACGGGAGTGACACTCCGTTCGCGATC
v T s L K T ¥ G P F GA W G D G S D T P F T I

CCCGTGCAGCAAGGGAGTGCCATCGTTGGCTTCTTCGCACGAGCTGGGGTCTACCTCGACGCCCTTGGCG
P Vv o oo GG s A I VG F F A R A GG I Y L D A L G

TTTACGTGCGATCCCTGTGAtgagactctcacgagaggggcagctagctgctctgctagectccaccgget
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ttcatcgcgtcaccctececgttttatttecctactgectacttgttgtgtcttgaataatttcgataaataaa
ggactccgccagagattggcacttgaatcgatccataaatgcttgtgtgaattagtgcttcaagtttcca
actccattaattgtccattagatttacaacactgtgtccaaccgagctatatatatatatatatatatat
atatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatatacggcggcactaaaat
gcacctgggtgcattctctatattgaatgcacccagggtgcaataacaccccgagcacgecctecceccataa
gagcacgccct
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Figura 1. Secuencia nucleotidica del gen de CCL. En mayuscula se presentan las regiones de exon. En
mindsculas y cursivas se encuentran los intrones. En negrita y subrayados se encuentran los péptidos de

Molina (2004) y en negrita y cursivas los intrones. El asterisco representa el coddn de parada.

Al analizar la estructura terciaria de CCL, se encontré un posible sitio de union a

manosa (residuos Gly *** Gly*®" y Asp "), el cual se encuentra altamente conservado en

CCL, BGAF y Ta-JA1. Estos tres aminoacidos estan localizados en diferentes posiciones
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dentro de la cadena, pero en el plegamiento (estructura terciaria) se encuentran juntos,
formando asi el posible sitio de unién a manosa (Wang et al, 2005), lo cual sugiere que
CCL es una lectina tipo Jacalina con especificidad a manosa, aunque en los andlisis de
inhibicién de la hemaglutinacion se encontré que ésta era inhibida fuertemente por
galactosa (Molina et al. 2004).

Cabe sefialar que no fue posible la modelacion completa del dominio dirigente,
debido a limitaciones de la bioinformatica, pues para realizar un modelo completo, se
requiere como molde la informacion de una secuencia cuya estructura esté confirmada por
cristalografia. Es decir, en la base de datos de estructuras terciarias de proteinas, no se
encuentra ninguna con dominio dirigente. Por otro lado, la modelacion del dominio de
lectinas se realiz6 puesto que éstas son un grupo muy estudiado desde hace méas de 100
afios (Sharon et al, 2004) y se encuentran cerca de 345 estructuras registradas (base de

datos PFAM; www.sange.ac.uk/Software/Pfam/).

Figura 2. Posible estructura terciaria de CCL. Dominio “dirigente” (izquierda) y dominio Lectina “tipo
Jacalina” (derecha).

Para conocer la distribucion de CCL en otras especies, se realizo un analisis
bioinformatico, que mostré que CCL tiene similitud a proteinas inducidas por jasmonatos
como lo son: ACG37700.1 jasmonate-induced protein [Zea mays], AAR20919.1
jasmonate-induced protein [Triticum aestivum], NP_001066367.1 0s12g0198700
jasmonate-induced protein [Oryza sativa], AAA87041.1, putative 32.6 kDa jasmonate-
induced protein [Hordeum vulgare], ACG31498.1, jasmonate-induced protein [Zea mays].


http://www.sange.ac.uk/Software/Pfam/
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De éstas, las cuatro primeras son lectinas quiméricas al igual que CCL, pero lo interesante
es que la proteina ACG31498.1 (jasmonate-induced protein) de maiz, tiene un dominio
unico de lectina tipo jacalina, el cual tiene una identidad del 96% con el dominio C-
terminal de CCL (Figura 3).

0s12g0198700 (Oryza sativa)

Jasmonate-induced protein [Triticum aestivum]

Putative 32.6 kDa jasmonate-induced protein [Hordeum vulgare]

Jasmonate-induced protein [Zea mays]

CCL

Jasmonate-induced protein [Zea mavs]

Figura 3. Dendograma mostrando las relaciones filogenéticas de CCL con proteinas inducidas por
jasmonatos.

Para tratar de predecir la ubicacion de CCL dentro de la célula, se analiz6 la
secuencia aminolitica en el programa PSORT, el cual sugiere con una probabilidad del
74.8%, que CCL esta localizada en microcuerpos. Lo anterior también fue descrito por
Wang et al. (2005), quienes utilizando el mismo programa, indicaron que BGAF, Ta-JAL,
Hfr-1 y WCI-1, tienen una alta posibilidad de localizarse en microcuerpos. Sin embargo,
recientemente Kittur y colaboradores (2008) mencionan que segun el software Signal P, no
predice la presencia de algun péptido sefial, por lo que indican que la lectina quimérica
BGAF es una proteina citosolica.

BGAF y CCL tienen un 93 % de identidad, por lo que, aunque Molina et al. (2004)
aislaron un complejo molecular entre CCL y GLU1, se han realizado estudios donde se ha
observado que BGAF puede unirse especificamente tanto a GLU1l como a GLU2
(Blanchard et al. 2001), por lo que existe la posibilidad de que CCL también pueda unirse a
GLU2.
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Expresion Espacio Temporal de los Genes ccl, glul y glu2

Se evalud la expresion de los genes ccl, glul y glu2, los dias 3, 4, 5, 6, en el
coleoptilo y los dias 7 y 10 en tallo (t) y hoja (h), encontrandose expresion de los tres genes
en todos los dias evaluados (Gréfica 1).

La concentracion de transcriptos de ccl resultdé ser més alta en el dia 3 de
germinacion y se redujo 30 % para el dia 4, de alli se mantuvo constante los dias 5 y 6, pero
al analizar la expresion de este gen en hoja y tallo en los dias 7 y 10, se observo que en el
dia 7, hay 84 % mas transcriptos en hoja que en tallo, a diferencia de lo encontrado en el
dia 10, donde hubo 62.3 % menos transcritos en hoja que en tallo (Gréafica 1). La expresion
de glul se mantiene constante desde el dia 3 hasta el dia 6 mientras que en el tallo, de los
dias 7 y 10 (Grafica 1), observandose que la expresion de este gen disminuye alrededor de
un 50 % en hojas en los dias 7 y 10. El transcripto que codifica para GLU2 se encuentra
presente desde el dia 3 (Gréafica 1). Al hacer el analisis de correlacion entre ccl y glul se
obtuvo una r igual a 0.6770 (Gréfica 2), mientras que para ccl y glu2 r fue igual a 0.87115
(Gréfica 3).

mccL
1.8 -
4 GLUL
161 = OGLU2
1.4 -

1.2

0.8+

Intensidad Relativa
i

0.6 1

. l “1‘1‘

3 4 5 6 7H 4 10H 10T

Dias de Germinacion

Grafica 1. Intensidad relativa de los genes ccl, glul y glu2 a diferentes dias de germinacion y tejidos (T) tallo
y (H) hoja.
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Grafica 3. Correlacién de la expresion especio temporal de los genes ccl y glu2.
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Comparacion de las Regiones Reguladoras de los Genes ccl, glul y glu2

El analisis de las regiones reguladores de los genes ccl, glul y glu2, arrojo 14
posibles promotores, de los cuales se describe su funcion en la tabla VI. Se encontraron 6
sitios de union a factores de transcripcion para la region reguladora de los tres genes, cuatro
de ellos estan directamente relacionados al estrés.

Tabla VI .Comparacion de los posibles promotores encontrados en el analisis de las regiones reguladoras de

los genes ccl, glul y glu2.

Gen
Promotor Funcion (nimero de veces que se encontré ese motivo y
posicion)
ccl glul glu2
TATABOX?2 El sitio de unién de las TBP (proteinas de 1 1 1
unién a caja TATA), la unién de esta
proteina es el primer paso para la
formacién del aparato de transcripcion
basal.
MYCCONSENSUSAT Sitio encontrado en los promotores de{ los 7 8 4
bajas temperaturas (Hartmann et al. 2005) -496,-351, -284 -370,-298, -289 -58
-57 -254, -67
ARFAT Factor de respuesta a auxina (Goda et al. 2 1 1
2004)
-44, -36 -148 -476
WRKY710S Sitio de union de factores de transcripcion 10 7 7
s s o | 99951209 | 5180707 | 970,705 50
por patogenos (Eulgem et al. 1999) -867, -844, -492 -783,-572,-558 -571, -505, -837
-471, -453, -250 -386 -802
-246
WBOXNTERF3 Sitio de unién q,el factor NtWRKYs que 5 5 6
e oy | w2250 | s am | 970700590
2004) ' -246, -454 -784,-573 -571,-505, -837
MYBCORE Sitio de unién para MYB, estos regulan la 2 3 1
expresion de genes de respuesta a estrés 533
hidrico en Arabidopsis (Urao et al. 1993) 284, -657 662, -562, -468
MYCATERD1 Sitio de reconocimiento para el factor 2 1 -
MYC y es necesario para la expresion de 370
genes de respuesta temprana a estrés -351,-926
hidrico (Tran et al. 2004)
WBOXNTCHN48 Se ha encontrado en promotores del grupo 1 1 -
de genes NtWRKYs, en respuesta a 247 387
elicitores en tabaco (Yamamoto et al.
2004)
LTRECOREATCOR15 | Encontrado en los promotores de los genes 1 1 -
corl5ay BN115 inducidos en respuesta al 141 922
frio y sequia (Kim et al. 2002)
MYCATRD22 Sitio de unién de un factor de transcripcion 2 1 -
del tipo zipper de leucina que induce la 370
expresion de genes en respuesta a estrés 926, -351
hidrico y acido abcisico (Busk y Pages,
1998)
QELEMENTZMZM13 Elemento potenciador de la expresion de 1 - 2
genes en maiz y tomate (Hamilton et al. 246
1998) -838,-979
SEBFCONSSTPR10A Represor  transcripcional - encontrado en 1 - 1
promotores de genes inducidos por m 477
patégenos (Boyle y Brisson, 2001)
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DPBFCOREDCDC3 Se ha encontrado en genes dc3 en 2 - 2
zanahoria inducidos por acido abscisico
(Lépez—MoIina et al, 2000) -88,-57 -437, -55
DRECRTCOREAT Elemento en respuesta a deshidratacion 1 - -
(Diaz-Martin et al. 2005) 142

Evaluacion de la Co-Expresion de CCL y B-Glucosidasa en Respuesta a Estrés Salino.

La determinacion semicuantitativa de la expresion del gen ccl muestra que éste se
mantiene constante desde el tiempo O hasta las 3 h después de aplicada la solucion de
300mM NacCl, teniendo un ligero descenso (24 %) en el numero de transcriptos de la 6 a
24 h (Gréfica 4C). Este es el primer reporte del perfil de expresion de un gen que codifica
para una lectina asociada con la B-glucosidasa en estrés salino.

La expresion de glul aumenta hasta alcanzar el maximo nimero de transcriptos a la
1h, después de la 2h en su expresion desciende alrededor de un 45 % y un 60 % a la 3h
comparado a 1h después de aplicar el estrés (Grafica 4B). Los niveles de transcriptos del
glu2 tienden a descender desde los 30 min después de aplicar el estrés salino y continla con
esa tendencia hasta las 24h (Gréafica 4B). Al hacer el analisis de correlacién entre ccl y glul
se obtuvo una r igual a — 0.1648 (Gréfica 5), mientras que para ccl y glu2 r fue igual a
0.49721 (Gréfica 6).

En el presente estudio se cuantificd la actividad enzimatica a los mismos tiempos y
con el mismo tejido que se utilizé para la extraccion de ARN, observandose que hay una 3
veces mas actividad a los 30 min que en el tiempo O (Gréfica 6), mientras que se no
observo la misma relacion a nivel de transcriptos ya que solo hubo un aumento del 5 % a

los 30 min sobre el tiempo 0 (Gréafica 4B).
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Grafica 5. Correlacion de la expresion de los genes ccl y glulen estrés salino.
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Grafica 6. Correlacion de la expresion de los genes ccl y glu2 en estrés salino.
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Gréfica 7. Actividad especifica de la B-glucosidasa en extractos crudos de coleoptilos sometidos a 300 mM
de NaCl, a diferentes tiempos. Barras de Desviacién Estandar.

Evaluacion de la Co-Expresion de CCL y B-Glucosidasa en Respuesta a Dafio
Mecanico al Coleoptilo

La expresion del gen ccl se redujo un 43 % después de 1h de aplicado el
dafio mecénico y 70% después de 3h. Posteriormente se detectd un ligero aumento en su
expresion a la 6h post-estimulo, sin embargo la expresion disminuy6 después de las 12h
(Grafica 8C), al igual que con glu2. La evaluacion semicuantitativa del gen glul mostré que
la diferencia entre el tiempo de muestreo no fue significativa (Grafica 8A), por lo que el
dafio mecéanico causado en este estudio no induce su expresion. En cuanto a la evaluacion
de la expresion de glu2 por efecto de dafio mecanico, se observo una reduccion de 51 % de
transcriptos a 1h después de provocado el dafio al coleoptilo, posterior a ello (3 h a 24 h) se
redujo hasta un 98 %, comparado con el tiempo 0 (Grafica 8B). Al hacer el anélisis de
correlacion entre ccl y glul se obtuvo una r igual a 0.10310 (Gréafica 9), mientras que para
ccl y glu2 r fue igual a 0.74101 (Gréafica 10).
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DISCUSION

CCL: Caracterizacion Bioinformética del Gen, ADNc y Proteina

En el analisis bioinformatico de la region reguladora de ccl, la caja TATA, se ubicd
a -110 bases (tomando como 1 la adenina del coddn de inicio). Esta es una secuencia
altamente conservada vy, es el sitio de union de las TBP (proteinas de union a caja TATA).
La union de esta proteina es el primer paso para la formacion del aparato de transcripcion
basal. Se ha observado que tanto la secuencia que flanquea la caja TATA, como su
ubicacion, es importante para la eficiencia en la transcripcion (Grace et al. 2003). A -153
bases se encuentra la secuencia cegege conocida como la caja CGCG, que fue
encontrada rio arriba de genes de respuesta a factores bi6ticos y abidticos. Ademas, se ha
descubierto que este elemento cis es reconocido por proteinas llamadas AtSR, mismas que
también cuentan con un dominio de union a calmodulina, por lo que se ha propuesto que las
AtSR reguladas por calmodulina puede ser uno de los centros iniciadores de la cascada de
sefializacion por respuesta diferencial a estimulos externos (Yang et al. 2002). De — 184 a -
170 bases encontramos la caja CAAT (CAAT box), a este sitio se une un complejo de tres
proteinas de union a CAAT box (CBF). En Arabidipsis thaliana se encontré este elemento
cis como parte del promotor de la subunidad y (gamma) de la ATP sintasa, los estudios
mostraron que la expresion de este gen es regulada fuertemente por la luz, citoquinina y el
estado de los plastidios (Kusnetsov et al. 1999). A -285 bases se encuentra la GATA Box,
éste es un sitio de unién de un factor de transcripcion dedo de Zinc tipo 4, en Arabidopsis
se ha visto que la union de este factor de transcripcién con la GATA box estd implicado en
la respuesta a luz (Reyes et al. 2004).

El analisis de factores trans mostro la presencia de 11 sitios de unién a factores de
transcripcion. A -125 bases se encontrd la secuencia geegac (motivo CBFHV) que es un
posible sitio de union a un factor de transcripcion tipo AP2. En cebada, éste factor de
transcripcion activa genes en respuesta a bajas temperaturas (Gang-Ping X, 2002). A -102
pb se encuentra la secuencia gagttge (motivo EECCRCAHL1), que es un sitio de union de

un factor de transcripcion tipo Myb, en la microalga Chlamydomonas reinhardtii, éste
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factor de transcripcion regula la expresion de tres genes inducibles a bajas concentraciones
de CO; (Yoshioka et al, 2004). La secuencia cctace (motivo MYBPZM) se encuentra
ubicada a -89 bases, éste es un posible sitio de union de un factor de transcripcion
homologo a Myb encontrado en maiz. Este factor de transcripcion regula la expresion de
genes involucrados directamente en la biosintesis de flavonoides, pero esta regulacion solo
es efectiva en presencia de un co-activador, una proteina del tipo basic-helix-loop-helix
(bHLH). Lo anterior indica que homologos a Myb pueden regular la expresion diferencial
de genes por su union a diferentes secuencias de ADN y su interaccién combinatorial con
otros factores (Grotewold et al, 1994). La secuencia cacaac (motivo RAV1AAT), se
encuentra a -75 bases que es un posible sitio de unién del factor de transcripcion RAV1
encontrado en Arabidopsis, el cual estd compuesto por dos dominios, uno tipo AP2 y el
otro tipo B3, cada uno de estos dominios puede reconocer un motivo diferente, esto sugiere
que éste puede regular un set de genes (Kagaya et al, 1999). A -43 bases esta la secuencia
caagtg conocida como caja E (E box) o motivo MYCCONSENSUSAT, éste es un sitio
de unién del factor de transcripcion MYP15, del tipo R2R3MYB, encontrado en
Arabidopsis. Este factor ejerce una regulaciéon negativa en la expresion de los tres genes
CBF (se ha comprobado que estos genes otorgan tolerancia al congelamiento en
Arabidopsis), es decir, MYP15 reprime la expresion de estos genes cuando la planta es
sometida a bajas temperaturas (Agarwal et al, 2006). A -25 bases se ubica la secuencia
gacaga (motivo SEBFCONSSTPR10A), en Solanum tuberosum éste se encontro entre -57
y -27 pb de la region promotora del gen PR-10a, el cual es activado en respuesta al ataque
por patdgenos, siendo ademas, sitio de union de un factor de transcripciéon conocido como
SEBF (silencing element binding factor) un represor transcripcional (Boyle B y Brisson N,
2001). A -232 bases se ubica la secuencia gactgacct conocida como W Box, que es el sitio
de unidn a un factor de transcripcion de la familia WRKY. En plantas de tabaco (Nicotiana
tabacum), se encontr0 que el factor de transcripcion NtWRKY1 interacciona
especificamente con el motivo W box del gen ERF3, activando su expresion en hojas
danadas (Nishiuchi et al, 2004). A -279 se encuentra la secuencia aaag (motivo
DOFCOREZM), éste es un sitio de union a factores de transcripcion conocidos como
DOF, del tipo zipper de leucina, los cuales solo han sido encontrados en plantas. En maiz,
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estos factores de transcripcién se encuentran regulando genes involucrados en el
metabolismo del carbono (Yanagisawa, 2000). A -367 bases se encuentra la secuencia acgt
(CGTATERDL), en Arabidopsis, este elemento cis se ha reportado como el responsable de
la expresion del gen erdl durante la deshidratacion y etiolacion (Simpson et al, 2003). A -
382 bases se encuentra la secuencia caatattttta (motivo SEFAMOTIFGMYS), que es el
sitio de union a factores de transcripcion conocidos como SEF, los cuales modulan la
expresion de los genes involucrados en el desarrollo embrionario (Lessard et al, 1991). A -
426 bases se encuentra la secuencia cttatc conocida como | Box, elemento cis que fue
identificado en tomate como un activador transcripcional de los genes RBCS (Ribulosa 1,5
bifosfato carboxilasa) (Rose et al, 1999). El presente analisis muestra que las
caracteristicas de su region reguladora, corresponden a las de un gen inducible y altamente
regulado, lo que indica que ccl posiblemente es de gran importancia para la célula.

En el andlisis de la secuencia del gen se encontrd el exén uno (codon de arginina
(R)) interrumpido por el intrén uno, éste tipo de interrupcion de la secuencia del codon, es
un indicativo de la precision que debe existir en el mecanismo de corte y empalme
(splicing) durante la eliminacién de intrones en la maduracién del ARN mensajero (Tomita
et al. 1996). El intron 11 presenta una regién repetida 27 veces de at (tandem sequences),
éste puede ser un indicativo de la funcionalidad de éste intron como receptor de mutaciones
o0 de retrotransposones. Extrafiamente, el intron 111, mostré un porcentaje elevado de Gy C
en la secuencia (51.1 %), asi como las secuencias GT en el extremo 5’y AG en el extremo
3". Este tipo de secuencias son caracteristicas de los intrones tipo 11, los cuéles se presentan
en células eucariotas y requieren la presencia de spliceosoma para ser eliminados y
producir el mensaje maduro que dara producto a la proteina (Duhrsen et al, 1995).

Los analisis de la secuencia aminolitica indican que CCL pertenece a una lectina
quimérica, es decir, estd conformada por dos dominios funcionales completamente
diferentes, un dominio N-terminal “Dirigente” relacionado a enfermedades y un dominio C-
terminal lectina “Tipo Jacalina”. Curiosamente estas lectinas quiméricas, hasta ahora, solo
han sido encontradas en la familia Poaceae como por ejemplo arroz, trigo, sorgo y maiz
(Esen et al. 2000; Williams et al. 2002; Yu et al. 2005; Kittur et al. 2008). Algunas de estas

proteinas quiméricas son BGAF (Zea mays, cultivar K55), Ta-JA1 (Triticum aestivum),
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WCL-1 (Triticum aestivum), Crs-1 (Agrostis stolonifera). La funcion especifica de estas
proteinas dentro de la célula aun no ha sido descubierta, pero es destacable resaltar que al
realizar un andlisis bioinformatico en la secuencia gendémica del cultivar B73 de maiz, se
encontraron 5 lectinas quiméricas, dos de ellas con una alta identidad a CCL. Esta
duplicacion genética puede ser un indicativo de la relevancia que tiene este tipo de

quimerolectinas para la célula.

Expresion Espacio Temporal de los Genes ccl, glul y glu2

Los niveles encontrados de transcriptos de la lectina nos sugieren que CCL es
importante para la germinacion y el desarrollo de los tejidos jovenes de la planta. En el caso
de glul, algunos estudios muestran que la B-glucosidasa esta implicada en la activacion de
citoquininas durante la germinacién (Smith y van Staden, 1978), mientras que otros
muestran que la principal funcion de esta enzima es defender las partes jovenes de la planta
de las plagas, mediante la activacion de acidos hidroxamicos (Esen y Blanchart, 2000), lo
cual se evidencia en el descenso en la expresion de este gen al pasar los dias de
germinacién. El gen que codifica para GLU2 se encuentra presente desde el dia 3 (Gréfica
1), contrario a lo reportado por Esen (2000), quien menciona que el gen glu2 se expresa en
bajos niveles y solo en hojas, iniciando el 6 dia después de la germinacion; sin embargo,
este autor no muestra los datos que prueben esa aseveracion, por lo que es posible que el
cultivar de maiz utilizado para hacer esa medicion fuera el H95 (null). Por otro lado,
Feldwisch y colaboradores (1994) trabajando con Zea mays cultivar mutin 240, detectaron
dos B-glucosidasas activas en coleoptilos de 3 dias después de la germinacion, mientras que
Esen (1992) utilizando el cultivar K55, encontrd las dos isozimas (GLU1 y GLU2) en
coleoptilos de 5 a 6 dias de germinacidn, lo que sugiere que posiblemente GLU2 en el
cultivar H95, sea regulado de forma diferente a los otros cultivares (B73, mutin 240 y K55).
Ademas los resultados muestran que la méxima expresion de glu2 fue en las hojas del dia 7,

lo cual indica que este gen es importante en el desarrollo de la plantula.
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Se observo que existe una correlacion en la expresion de los genes ccl-glu2, ya que
cuando la intensidad relativa de ccl aumenta también lo hace glu2 (Gréfica 3) y cuando
disminuye ccl también lo hace glu2. Esta relacion se esperaba que fuera entre los genes ccl

y glul, sin embargo, el valor del coeficiente de correlacion (R o r) fue muy bajo (Grafica2).

Comparacion de las Regiones Reguladoras de los Genes ccl, glul y glu2

De los 6 sitios de union a factores de transcripcion encontrados para la region
reguladora de los tres genes, cuatro estan directamente involucrados en respuesta a factores
bioticos y abioticos, dos de ellos el MYCCONSENSUSAT y MYBCORE, son inductores
de la expresion de genes relacionados directamente a la respuesta de la planta a estrés
hidrico, y las regiones WRKY710S y WBOXNTERF3, son sitios de reconocimiento para
factores que inducen la expresion de genes en respuesta a ataque por patégenos. Ademas, se
encontraron 4 sitios de posibles promotores en las regiones reguladoras de los genes ccl y
glul, tres de ellos (MYCATERD1, LTRECOREATCOR15 y MYCATRD22) estan
directamente relacionados en respuesta al estrés hidrico. El analisis también mostrd tres
posibles promotores para las regiones reguladoras de ccl y glu2, uno de ellos fue el sitio
SEBFCONSSTPR10A, que se ha definido como un fuerte represor transcripcional.

Este analisis sugiere que los genes ccl, glul y glu2, son regulados posiblemente
por factores externos y, pueden en un momento dado, ser expresados independientemente o
en conjunto, lo cual indica que se encuentran involucrados en la respuesta de la planta a

diversos estresores.

Evaluacion de la Co-Expresion de CCL y B-Glucosidasa en Respuesta a Estrés Salino.

Los datos reportados hasta ahora, sobre la evaluacion de la B-glucosidasa en maiz en
estrés salino, solo son a nivel proteico. Zorh y colaboradores (2004) encontraron un
aumento significativo en la concentracion de la B-glucosidasa al someter plantulas de maiz
a estrés salino (200 mM NaCl). En 2006, trabajando con plantulas de maiz germinadas a
diferentes concentraciones de NaCl (de 0 a 220 mM) se encontro un aumento directamente
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proporcional en la actividad de la B-glucosidasa y la concentracion de NaCl en el agua de
riego, lo cual también fue observado por Dietz y colaboradores (2000) quienes trabajando
con plantulas de cebada, las sometieron a diferentes concentraciones de NaCl (de 25 mM a
200 mM) y encontraron 7 veces mas actividad de B-glucosidasa en extractos de hojas de
plantulas regadas con 200 mM que el control. Cabe sefialar que en los casos anteriores solo
se tomO muestra en un solo tiempo. Al comparar nuestros resultados obtenidos entre el
numero de transcriptos de glul contra la actividad enzimatica de la B-glucosidasa a
diferentes tiempos, podemos sugerir que esta enzima es regulada a nivel postraduccional,
esto tipo de regulacion es también sugerido por Hee Lee y colaboradores (2006), quienes
trabajando con plantulas de Arabidopsis sometidas a estrés por deshidratacion, encontraron
que este tipo de estrés genera una rapida polimerizacion de la B-glucosidasa y esto da como
resultado un incremento de cuatro veces mas actividad enzimatica.

Ademas, al graficar la intensidad relativa de los genes ccl y glul (Gréfica 5) se
encontré una R menor que la obtenida al graficar la intensidad relativa de los genes ccl y
glu2 (Grafica 6), lo cual reitera lo encontrado al evaluarlos a diferentes dias de
germinacion, es decir, existe mayor relaciéon a nivel transcripcional entre los genes ccl y

glu2, que entre ccl y glul.

Evaluacion de la Co-Expresion de CCL y B-Glucosidasa en Respuesta a Dafio

Mecanico al Coleoptilo

La variacion en la expresion del gen ccl en respuesta a dafio mecéanico, es similar a
la reportada en las MBPs (Myrosinase Binding Proteins; Proteinas de Union a Mirosinasa),
la expresion de estas MBPs difiere significativamente en la respuesta local y sistémica.
Pontoppidan (2005) midio la expresion de los genes que codifican para las proteinas de
unién a mirosinasa, en respuesta a dafio mecanico a las 0, 45 min, 1.5h,3h,6 h, 12 h, 24 h
y 48 h'y, observé que la respuesta a nivel local y sistémico era significativamente diferente,

es decir, registrd niveles bajos y constantes de transcriptos a nivel sistémico, pero a nivel
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local estos genes eran fuertemente inducidos, lo cual sugiere que ccl, posiblemente este
actuando a nivel local.

La evaluacidn semicuantitativa del gen glul mostré que la diferencia entre el tiempo
de muestreo no fue significativa (Grafica 8A), por lo que el dafio mecanico causado en este
estudio no induce su expresion. Este mismo efecto fue observado por Pontoppidan y col.
(2005) en pléantulas de canola (Brassica napus), en donde la hoja fue dafiada utilizando
tijeras, al medir la expresion de la mirosinasa (B-tioglucosido glucohidrolasa, EC
3.2.1.147). La mirosinasa es una enzima que similar a la PB-glucosidasa, hidroliza
glucosinolatos (Rask et al. 2000). En estos estudios no detectaron cambios en el nimero de
transcriptos, pero si lo observaron cuando sometieron las plantulas al ataque de insectos.
Los insectos no solo dafian mecanicamente al tejido vegetal, si no también transmiten
elicitores como conjugados de aminoacidos y acidos grasos, enzimas (ejemplo: glucosa
oxidasa), etc. (Van Poecke, 2007), es posible que glul al igual que la mirosinasa sea
inducida por elicitores derivados por insectos herbivoros y asi cuando el ataque se simula
por dafio mecanico, carente de elicitores, no se observa el efecto de induccién.

En cuanto a la evaluacion de la expresion de glu2 por efecto de dafio mecéanico, se
observé una reduccion de 51% de transcriptos a 1h después de provocado el dafio al
coleoptilo, posterior a ello (3h a 24h) se redujo hasta el 98%, comparado con el tiempo 0.
Lo anterior sugiere que este gen es fuertemente inhibido por dafio mecéanico, aunque
conociendo que la planta presenta dos tipos de respuesta, local y sistematica (Sanchez-
Serrano, 2001). Los resultados del presente estudio indican que glu2 es inhibida, por lo que
es posible sugerir que la inhibicion es a nivel sistémico. Esto no impide que su expresion a
nivel local pueda ser diferente; sin embargo, por el tipo de muestreo realizado durante el
experimento, en el cual se trabajaron mezcla de coleoptilos, no es posible tener informacién
acerca de la respuesta local.

Al comparar la expresion de los genes ccl y glu2 (Grafica 10) se encontré una alta
relacion, a diferencia de ccl-glul (Grafica 9), lo cual sugiere que la expresion de este par

de genes (ccl-glu2), esta regulada por un factor relacionado con dafio mecéanico.
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CONCLUSION

CCL, es una lectina quimerica y el gen que la codifica esta regulado por diversos
factores involucrados en respuesta a estresores bidticos y abioticos, y la expresion de ccl es
el de una lectina del tipo “no clasica”. El transcripto que codifica para la B-glucosidasaz,
esta presente desde los primeros dias de germinacion, junto con la B-glucosidasal, y estas
isoenzimas pueden unirse especificamente a CCL. El andlisis de la region promotora de los
tres genes ccl, glul y glu2 sugiere que son regulados por factores externos y pueden
expresarse independientemente o en conjunto, lo cual indica participacién en la respuesta
de la planta a diversos estresores. Ademas los resultados indican que no existe relacion en
expresion de los genes ccl y glul cuando la plantula es sometida a estrés salino o dafio
mecanico, mientras si existe relacion estequiométrica en la expresion de los genes ccl y

glu2 ya que ambos son reprimidos bajo los dos estresores probados en el presente estudio.
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