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RESUMEN

El fosforo es uno de los elementos esenciales para el adecuado crecimiento y
desarrollo de la planta, desafortunadamente la concentracion bio disponible de este
elemento en el suelo es minima y por lo tanto normalmente se utilizan fertilizantes quimicos
para compensar las necesidades nutricionales de la planta. Solo un 20% de fésforo
presente en los fertilizantes es absorbido por la planta, mientras que el resto entra en
contacto con los mantos acuiferos y puede generar problemas de contaminacion. Ademas
del riesgo ecolégico, la materia prima de los fertilizantes es un recurso no renovable.
Aproximadamente el 70% de suelo disponible para la agricultura es deficiente de fésforo; el
maiz es el cultivo mas importante en México y de gran demanda globalmente, generar
variedades tolerantes a suelos con baja disponibilidad de fosforo es uno de los grandes

retos de la agricultura.

Las razas de maices de tierras altas del centro de México crecen en condiciones de
baja disponibilidad de fésforo y muestran adaptacién a este ambiente. Analizando el
genoma de los maices de tierras altas para encontrar una posible causa a la adaptacion de
condiciones climaticas extremas de tierras altas, incluyendo la baja disponibilidad de
fésforo, se encontr6 una regién de inversién en el cromosoma 4 (invdm) que pudo ser

producto de a introgresion con su pariente silvestre, el Zea mays ssp. mexicana.

Con base en estos datos, se analizaron dos genes candidatos localizados en la
region de inversién en el cromosoma 4 (inv4m); estos genes codifican para una proteina de
unién a calcio y una enzima metalo-beta-lactamasa. Se analizaron los patrones de
expresion de estos genes entre B73, cultivar adaptado a tierras bajas y dos variedades de
tierras altas como Palomero Toluguefio y un maiz cénico identificado como Michoacan 21.
Para llevar a cabo el andlisis de expresion, los tres cultivares fueron crecidos bajo
condiciones de invernadero. A la mitad de las plantas se les reg6 con una solucién nutritiva
gue contenia todos los nutrientes y al resto con una solucién nutritiva que no contenia

fosforo.

Los resultados indican que las variedades de tierras altas, PT y Mi21, presentan

mayor induccién de los genes candidatos bajo condiciones de estrés. Adicionalmente se



analizaron las regiones promotoras de estos genes y se encontraron diferencias en el
namero de sitios de union a factores de transcripcion, lo cual podria ser la causa de la

diferencia entre los niveles de expresion relativos.



ABSTRACT

Phosphorus (P) is one of the key elements required for plant growth and
development. Its bio-availability in soil however is limited, which has resulted in an overuse
of chemically derived fertilizers to comply with the plant’'s nutrimental requirements.
Approximately only 20% of the P in these fertilizers is absorbed by the plant, while the rest
is infiltrated into aquifers leading to contamination. Aside from the ecological risk this
represents, the starting point for these products is a non-renewable resource. Another
alarming aspect is that estimates suggest that close to 70% of the tillable soil available for
agriculture is phosphorus deficient. Therefore, generating varieties tolerant to phosphorus
deficient soils for a crop of worldwide importance, such as Maize, is one of agriculture’s main

challenges.

Central Mexican Highland landraces grow in soils with low phosphorus availability
and are locally adapted to this environment. After having analyzed genomic data available
for individuals adapted to low phosphorus availability and harsh weather conditions, a
particular region of interest was identified. This refers to a chromosomal inversion located in
chromosome 4 (inv4m), which is thought to be the product of introgression from wild relative

Zea mays Ssp. mexicana.

Based on this data, two candidate genes located in the region of interest were
identified. These genes code for a calcium binding protein and a metalo-beta-lactamase
protein. Gene expression patterns were obtained for these candidates in B73, an American
lowland inbred line and for Palomero Toluguefio and Michoacan 21, both Mexican highland
landraces. Plant materials were grown under greenhouse conditions, where treatments
consisted in watering individuals with nutrient solution including phosphorus and solutions
lacking phosphorus. Results suggest that candidate genes are more induced in highland
landraces PT and Mi21 under low phosphorus availability. In addition, the promotor regions
for the candidate genes were analyzed which resulted in differences in the number of
transcription factor binding sites, which may be the underlying cause for the differences in

relative expression levels.



1. ANTECEDENTES
1.1 El maiz

1.1.1 Origen y domesticacion

El término maiz se deriva de mahiz, antigua palabra taina (lenguaje arahuacano
ahora extinto) de los pueblos indigenas de la América precolombina. Pruebas arqueolégicas
indican que el maiz a el alimento basico de las antiguas civilizaciones maya, azteca y

olmeca de México, y su cultivo mas venerado.

El maiz (Zea mays ssp. Mays) y sus parientes mas cercanos, los teocintles son
pastos de la familia botanica Poaceae o Gramineas al igual que el trigo, el arroz, la cebada,
el centeno y la avena. El niumero cromosémico es 2n=20 para el maiz y todas las especies

anuales de teocintle (Sanchez Gonzélez, 2011)

Evidencia arqueoldgica y genética indican que el maiz fue domesticado hace unos
9000 afos a partir de un teocintle (Zea mays ssp.parviglumis) que crecia abundantemente
en la region del Balsas, region de clima templado y baja altitud(Doebley,1990, Matsuoka et
al., 2002) y se dispers6 en varias rutas originando gran diversidad de razas de maiz en

México.

El maiz es el commodity agricola que mas se produce en el mundo. Debido a sus
cualidades alimenticias para la produccién de proteina animal, el consumo humano y el uso
industrial se ha convertido en uno de los productos mas importantes en los mercados
internacionales. Su relevancia econémica y social supera a la de cualquier otro cultivo.
Adicionalmente, el cultivo y transformacion del maiz es fuente de empleo y alimento para

un namero importante de personas en el mundo (FIRA, 2016)

1.1.2 Razas de Maiz en México.: maices de tierras altas

El término raza se ha utilizado en el maiz y en las plantas cultivadas para agrupar
individuos o poblaciones que comparten caracteristicas en comun, de orden morfolégico,
ecoldgico, genético y de historia de cultivo que permiten diferenciarlas como grupo
(CONABIO, 2012).
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Las razas de maiz de México se han agrupado, con base en caracteres
morfoldgicos, de adaptacién y genéticos (isoenzimas) en 7 grupos o complejos raciales
(Sanchez, J. J., Stuber & Goodman, M. M.Sanchez, 2000):

1) Grupo Coénico

2) Grupo Sierra de Chihuahua.
3) Grupo Ocho Hileras.

4) Grupo Chapalote.

5) Grupo Tropicales precoces.
6) Grupo Dentados tropicales.

7) Grupo Maduracion tardia.

Las razas del grupo Caénico, tienen en comin mazorcas de forma cénica, vainas de
las hojas muy pubescente, presencia de antocianinas, hojas caidas, niumero reducido de
ramas de la espiga, raices superficiales y al parecer con cierto grado de resistencia al frio
y a la sequia (Sanchez Gonzélez, 2011) y se distribuyen predominantemente en las
regiones con elevaciones de mas de 2,000m y en su mayoria son endémicas a los valles
altos y sierras del centro del pais: el Valle de México, el valle de Toluca, la Sierra Norte de
Puebla, la Meseta Purhépecha en Michoacan y la Mixteca Alta en Oaxaca; en este grupo

se incluyen Palomero Toluguefio, Cdénico, Arrocillo Amarillo, Chalquefio y Cacahuacintle.

El grupo de maices de Tierras altas es cultivado en las zonas mas frias de México;
La temperatura media de abril a octubre, que es la temporada de crecimiento, en el afio
2016 para el Valle de Toluca fue de 16°C (CONAGUA, 2016). También estan sometidos a
menor cantidad de lluvias durante el periodo de crecimiento, por ejemplo, Palomero
Tolugquefio estuvo expuesto a 704 mm de lluvia mientras que variedades de tierras bajas,

como Zapalote chico recibieron 1107 mm (Ruiz Corral et al., 2008).
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Oceano Pacifico

Sistema Volcanico
£ Transversal de México

Figura 1. La zona de cultivo de maices de tierras altas coincide con la Sierra volcénica transversal. En la
imagen de la derecha se muestran con puntos rojos la distribucion conocida de los maices conicos. Tomada de
CONABIO, 2001; En la parte izquierda se muestra la region que abarca la Sierra Volcanica Transversal.

La region fisiografica ocupada por la Sierra Volcéanica Transversal se extiende desde
el Océano Pacifico hasta el Golfo de México (Figura 1), es la méas alta del pais, asi como
una de las de mayor variacion de relieve y de tipo de rocas. El tipo de suelo que predomina
en esta region es el andosdlico. Constituido principalmente de ceniza, generalmente de
colores oscuros y con alta capacidad de retencion de humedad. Tienen generalmente bajos
rendimientos agricolas debido a su acidez, bajo estas condiciones el aluminio y el
manganeso pueden volverse muy solubles y téxicos, ademas reduce la capacidad de la
planta para absorber fésforo, calcio, magnesio y molibdeno. La Sierra Volcanica
Transversal ocupa regiones donde crecen maices del grupo cénico, esto significa que los
maices de tierras altas también han tenido que lidiar con la baja disponibilidad de nutrientes,

por ejemplo, el fésforo.

1.1.3 Adaptacién a Tierras altas

En experimentos, con un ambiente de invernadero controlado, se ha comprobado
que las semillas de maices de tierras altas crecen mas rapido a bajas temperaturas que las
semillas de maices que crecen en climas tropicales y baja altitud (Eagles et al., 1983). En
septiembre de 1988 se reportd en el Valle de Toluca una helada de -0.8°C, causando un
severo dafio en las hojas de los maices que crecen en climas templados y sub-tropicales,
mientras que los maices de tierras altas no se vieron severamente afectados (Eagles &
Lothrop, 1994).

Es claro que los maices como Palomero Toluguefio crecen mejor que los maices de

tierras bajas en climas frios, mas secos y de mayor altitud, esto implica que ha existido un
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fendbmeno de adaptacion a las condiciones climéticas de tierras altas. Los maices de tierras
altas son de las razas mas antiguas que existen, por lo tanto son los que tienen mayor
similitud genética con el teosintle parviglumis,lo que lleva a pensar que los maices de tierras
altas podrian ser los ancestros de todas las demas variedades de maices, pero esta idea

es inconsistente ya que teosinte parviglumis no crece a la altitud de este grupo de maices.

Existe un teosintle (Zea mays ssp. mexicana) que se distribuye a altitudes de 1500
a 2800 m en los estados de Michoacéan, Estado de México, Puebla y Tlaxcala. Es de ciclo
precoz a intermedio (65 — 80 dias de floracion), hojas verde oscuro con mucha pubescencia
en las vainas (Sanchez Gonzélez, 2011). Los maices de tierras altas, como Palomero
Toluquefio, Conico y Arrocillo amarillo son morfolégicamente distintos a los maices que
crecen a baja y mediana altitud, sin embargo, tienen similitud con el teosintle mexicana
(Figura 2) en el tipo de planta, pubesencia y coloracion rojiza en las vainas de las hojas
(Hufford et al., 2012)(Kato, 1997).

Teosintle
mexicana

Figura 2. Maiz de tierras altas tiene mayor similitud con teosintle mexicana. Se muestra una imagen de un
teosintle mexicana recolectado a 2213 m de altitud con su caracteristica pubescencia y color rojizo, los cuales
se encuentran presentes en el maiz de tierras altas, pero no en el maiz de tierras bajas que es verde y sin
pubescencia.

Hibridacién entre teosintle y maiz es posible, ya que tienen el mismo nimero de
cromosomas, pero la hibridacion resulta mas exitosa al usar polen de teosinte en maiz, que
de manera contraria(Baltazar, Sanchez-Gonzalez, De La Cruz-Larios, & Schoper, 2005).
Las caracteristicas similares entre teosintle mexicana y el maiz de tierras altas es evidencia
morfolégica de flujo genético entre estas dos especies. Los alelos llegan a una nueva
ubicacion como haplotipos via polen o dispersion de semillas. Conforme los haplotipos se

van filtrando en la nueva poblacion, son divididos por recombinacion, haciéndose pequefios
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conforme pasa el tiempo. De este modo, el tamafio de los haplotipos puede proporcionar
informacién sobre si el flujo genético ocurrié recientemente o mas distante en el pasado

(Bragg, Supple, Andrew, & Borevitz, 2015).

El movimiento de material genético de una linea dentro el fondo genético de otra
crea nuevos genotipos recombinantes. El aumento de la variacion genética a través de la
introgresion puede proporcionar una capacidad adaptativa adicional(Hamilton & Miller,
2016).

Rasgos morfolégicos como la coloracion y la pubescencia, que se presentan
originalmente en Zea mays ssp. mexicana, se han asociado con la adaptacioén a climas frios
(Lauter, Gustus, Westerbergh, & Doebley, 2004), el hecho de que estos rasgos se
encuentren presentes es los maices de tierras altas podria indicar un flujo genético con

roles adaptativos a las condiciones de tierras altas.

1.1.4 Region de Inversion en el cromosoma 4

Para analizar el rol adaptativo de la introgresion de teosintle mexicana en el maiz es
importante conocer los genes, alelos y regiones gendémicas especificas que estan
involucrados o que no han permitido la introgresion. En el 2013, el grupo de Hufford, utilizé
marcadores moleculares (SNP) y analizé 189 individuos obtenidos de 9 poblaciones de
maiz y de teosintle mexicana que crecian en areas geograficas similares logrando identificar

9 regiones de introgresion de mexicana en maiz en 7 de las poblaciones.

El cromosoma 4 muestran gran evidencia de introgresion de mexicana a maiz
(Figura 3), este cromosoma presenta datos interesantes que podrian fundamentar la
hipotesis del rol adaptativo de la introgresion, por ejemplo, una regién de QTL identificada
para la pigmentacion rojiza y la pubescencia co localiza en este cromosoma; aqui mismo
se encuentran genes asociados con la domesticacion como teosintle glume architecture
(tgal) que muestran un bajo nivel de introgresion de maiz a teosintle, lo cual indica que hay

una fuerza de seleccion para las regiones de introgresion (Hufford et al., 2013).
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Cromosoma 4

MLLJ | |“| _: El Porvenir
1

Opopeo
I sk _ Santa Clara
mx....m..,m_umh Nabogame
I Lo ida | ‘“ | Puruandiro
Xochimilco

Tenango del Aire
San Pedro

Ixtlan

Figura 3. Evidencia molecular de la introgresién de mexicana en maiz. Imagen del cromosoma 4 de 9
poblaciones de maiz y teosintle mexicana que crecian en cercania; en el eje de las X se muestra la posicién
del cromosoma en (Mb), en color amarillo se representa el genoma de maiz y en color rosa el genoma de
teosintle mexicana

El flujo genético entre mexicana y maiz puede estar condicionado por la altitud; en
la Figura 3 se muestra que en las poblaciones de Puruandiro localizada a 1915 msnm y la
de Ixtlan que se encuentra a 1547 msnm, aungque crecen en simpatria con mexicana no
presentas sefiales de introgresién. Métodos estadisticos que utilizaron los datos de
marcadores moleculares en teosintle indican que hay una relacion entre la diferencia en
elevacion y la diferenciacion genética entre poblaciones de teosintle (Bradburd et al., 2013).
La altitud es un factor importante que ha moldeado la diversidad genética entre Zea mays

ssp. parviglumis y Zea mays ssp. mexicana.

Como podemos observar en la Figura 3 hay una zona muy bien delimitada que
presenta la introgresién de mexicana en maiz, y que al parecer ha logrado fijarse en varias
poblaciones de maiz esto es un fendmeno interesante que podria explicarse con un arreglo
cromosomico especial. Se observé que en una poblaciébn de maiz x teosintle Zea

nicaraguensis y de maiz x teosintle Zea luxurians la frecuencia de recombinacion disminuyo
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en el cromosoma 4, lo cual pudo ser causado por un re arreglo cromosémico como una
inversion paracéntrica(Mano & Omori, 2007).

Cuando en un cromosoma ocurren 2 cortes, a veces la region localizada entre los
cortes gira 180° antes de volverse a unir con los fragmentos, dicho evento genera una
mutacion en el cromosoma llamada inversion (Figura 4) (Griffiths, et al., 2000). Si el
segmento invertido incluye el centromero la inversion es pericéntrica; si no esté incluido la
inversion es paracéntrica (Gardner et al., 2011). La recombinacion se ve afectada ya que,
en heterocigotos con inversion, un cromosoma tiene la secuencia normal y el otro es
portador de la secuencia invertida, y durante la meiosis el entrecruzamiento dentro de la
inversion produce fragmentos sin centrémero, que al final seran perdidos por qué no se
podran alinear. Estos problemas mecanicos para linearse reducen la frecuencia de

recombinacion.

Cadena Normal B c D
p—— E— .

Corte en la secuencia

5 — . > . N — B

Giro de 180°
A C B D
s — s — . s

Unién de los
fragmentos

A C B D
s — I L .

INVERSION

Figura 4. Inversion Cromosémica. Los genes estan representados con las letras A, B, C y D, se muestra el
corte generado entre los genes, posteriormente el fragmento que incluye los genes B y C gira 180° y finalmente
se vuelven a unir los fragmentos, generando una secuencia invertida (A-C-B-D)

Los efectos que causa una inversion se pueden estimar en los polimorfismos que se
producen en una secuencia de nucleoétidos, incluyendo la generacion de un desequilibrio
de ligamiento (LD) (Fang et al., 2012). Usando marcadores moleculares (SNP) se
analizaron 10 poblaciones de teosintle mexicana, y se observl que presentan un patrén de
desequilibrio de ligamiento en la region del cromosoma 4, lo que se puede relacionar con

una region de inversion. La inversion en el cromosoma 4 (invdm) de teosintle mexicana
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puede estar relacionada con la adaptacion a una mayor altitud (Pyh&jarvi, Hufford,
Mezmouk, & Ross-Ibarra, 2013).

La introgresion del teosintle mexicana al maiz domesticado, y en especial la
introgresion de la region de inversion del cromosoma 4 (invdm) pudo haberle conferido al

maiz la adaptacion a tierras altas.

1.1.5 El cultivo de maiz en México

El maiz es la base de la alimentacibn en México y, en general, de los pueblos
indigenas del continente americano. De éste se aprovechan sus raices, hojas, y mazorcas;
con sus granos secos se preparan tortillas y se hacen tamales, tlacoyos, atoles, aceites,
jarabes, fibras, papel, entre otras cosas. Se estima que existen 3.2 millones de productores
distribuidos en las 32 entidades y el consumo percépita en México es de 278 kilogramos de
este grano (SAGARPA, 2016)

La produccion de maiz en el afio agricola 2015 crecié a una tasa anual de 6.1 por
ciento para totalizar 24.69 millones de toneladas. Para este periodo, diez estados
concentraron el 80 por ciento de la produccién nacional. Sinaloa se ubica como el principal
productor de maiz en el pais con una participacion de 21.8 por ciento, lo cual representa un
volumen de 5.3 millones de toneladas. En segundo lugar, se encuentra Jalisco con 13.5 por
ciento de participacién y un volumen de produccion de 3.3 millones de toneladas. El tercer
lugar lo ocupa el Estado de México con una patrticipacion de 8.2 por ciento del total y un

volumen de 2.0 millones de toneladas (FIRA, 2016)

Se producen principalmente dos variedades de maiz: blanco y amarillo. El maiz
blanco se produce exclusivamente para el consumo humano, en virtud de su alto contenido
nutricional. Por otra parte, el maiz amarillo se destina al procesamiento industrial y a la

alimentacion animal (Deere&Company, 2016).

La produccion de maiz en México se distribuye en todos los meses del afo; no
obstante, presenta una clara estacionalidad, muy relacionada con las cosechas de los ciclos
Primavera-Verano y Otofio-Invierno. De acuerdo con un informe de SAGARPA, durante el
afio comercial octubre 2015 — septiembre 2016, se produjeron 17.3 millones de toneladas
de maiz blanco y amarillo en el ciclo Primavera — Verano y en el ciclo Otofio — Invierno

2015/16, la produccion fue de 8.4 millones de toneladas.
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México ocup6 durante los afios 2007 y 2008 el cuarto lugar en produccion, llegando
hasta el séptimo en el 2011, producto de la intensa sequia y heladas que se presentaron
en dicho afio. En el 2012 se recuperd la quinta posicion en volumen de produccion mundial,

de acuerdo con los datos del United States Department of Agriculture (USDA).

De acuerdo con el reporte Perspectivas Agricolas OCDE-FAO 2016-2025, se
proyecta que la superficie cosechada de maiz crezca a una tasa promedio anual de 0.6 por
ciento en ese periodo. Asi, se ubicaria en 7.68 millones de hectareas en 2025, es decir, 3.0
por ciento mayor al promedio de 2013-2015 (FIRA, 2016).

Para poder alcanzar estos objetivos se necesita aumentar los rendimientos por
hectarea en los préximos afos. Actualmente la aplicacion de fertilizantes quimicos es la

alternativa para aumentar significativamente el rendimiento.

1.1.6 Requerimientos nutricionales del maiz: fosforo.

Los elementos nutritivos necesarios para un buen desarrollo de la planta son:

nitrégeno, fésforo, potasio, calcio, magnesio y azufre.

El fésforo es un elemento esencial para todos los organismos vivos. Componente
de todas las células vivas, el fésforo es indispensable porque ningun otro elemento puede
reemplazar su rol tan vital en muchos procesos fisiolégicos y bioquimicos. Como
consecuencia, la produccién de cultivos para alimentacion requiere un adecuado suministro
de fésforo en el suelo (FAO, 2008).

El maiz acumula fésforo hasta su madurez fisiol6gica. El patrén de acumulaciéon de
fésforo es mas rapido en los estados tempranos de crecimiento vegetativo y cuando llega
a la madurez entre el 61 y el 82% del fésforo estara en el grano (Steele, McCormick,
Percival, & Brown, 1981).

La dnica forma en que el fésforo puede ser absorbido del suelo por las plantas es
como fosfato inorganico (ortofosfato, Pi). La concentracion de fosfato inorganico en el suelo
es generalmente baja (2 a 10uM) (Raghothama, 1999), lo cual es un nivel muy poco 6ptimo
para el crecimiento de las plantas, por lo tanto, el fésforo tiene que ser agregado como

fertilizante.

Se recomienda un programa de fertilizacion que contenga 0.3kg de fésforo en 100

kg de abono Se tiene que aplicar un esquema de fertilizacion bajo en la primera época de
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desarrollo de la planta hasta que la planta tenga un nimero de 6 a 8 hojas, a partir de esta
cantidad de hojas se recomienda un abono fosforado con una cantidad de 70% de
ortofosfato. Se calcula que durante todo el proceso de cultivo de maiz se necesitan
825kg/ha de abonado (Below, 2013)

La roca fosférica es la materia prima usada para la manufactura de los fertilizantes
fosfatados. El primer paso es obtener acido fosforico, posteriormente es calentado varias
veces para remover toda el agua y producir acido superfosférico. El fésforo en este acido
esta presente como ortofosfato y polifosfato en una concentracién entre 72% y 76%
disponible para las plantas (Rehm et al., 2002)

Las rocas fosféricas son un recurso finito y no renovable. Los depdsitos mas grandes
de este material se encuentran en Africa, China, Marruecos y Estados Unidos; hay muchos
depdsitos en los tropicos y los subtrdpicos pero no han sido explotados, debido a que no
cumplen con los estandares para la produccién de fertilizantes y son muy pequefios para
sustentar la gran inversién que se requiere para su explotacién y su procesamiento. Si el
consumo sigue aumentando gradualmente, como en los datos de Mineral Commodity
Summaries que proyectaron que aumentaria de 43.7 millones de toneladas en el 2015 a
48.2 millones de toneladas en el 2019 y al mismo tiempo las reservas de esta roca contindan

agotandose, debemos estar preparados para una crisis de estos fertilizantes.

Otro problema es que, aunque se apligue una gran cantidad de fertilizante, la planta
absorbe solo el 20%, ya que es rapidamente inmovilizado debido a su alta reactividad con
cationes como calcio y magnesio en suelos calcareos y aluminio y fierro en suelos acidos.
El resto del fésforo inorganico puede ser infiltrado en las aguas subterraneas, esta
sobrecarga de nutrientes provoca la eutrofizacion de lagos y estanques que da lugar a una
explosibn de algas que suprimen otras plantas y animales acuaticos generando

eventualmente, zonas muertas(Ha & Tran, 2014).

El fésforo es un elemento de vital importancia para el correcto desarrollo del maiz,
pero es preocupante que para una agricultura de alto rendimiento se necesite suplementar
al suelo con este elemento en forma de fertilizantes quimicos, es aln mas preocupante que

la fuente de obtencion de dichos fertilizantes pueda agotarse.

Cultivos que tengan la habilidad de absorber y utilizar eficientemente el fésforo
disponible en el suelo son claves para mitigar el desperdicio de fosforo e incrementar el uso

eficiente de este recurso en la agricultura (Zhang et al., 2014). Los maices de tierras altas

19



crecen en suelos con poca disponibilidad de fésforo, por lo cual resulta interesante e
importante conocer las bases genéticas y moleculares que le permiten a maices como

Palomero Toluquefio adaptarse a estos ambientes.
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2. HIPOTESIS

Genes localizados en la region de Invdm de maices de tierras altas estan
relacionados con un mejor funcionamiento en condiciones de baja disponibilidad de

fosforo.

3. OBJETIVOS

1. lIdentificar la regidén de introgresion (Inv4m) en maices de tierras altas y tierras
bajas.

Identificar los genes localizados en la regidn de introgresiéon (Inv4m).

3. Seleccionar genes involucrados en la respuesta a la baja disponibilidad de fosforo
como candidatos, verificar su patron de expresion diferencial y posible relacién con
la respuesta a baja disponibilidad de fésforo en hojas y raices en cultivares de
tierras altas y tierras bajas.

4. Hacer el andlisis de las regiones promotoras de los genes candidatos para

localizar posibles elementos regulatorios en cis.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Material Vegetal

Las variedades vegetales seleccionadas fueron B73, 2 maices de tierras bajas:
Zapalote Chico y Na-Tel, 2 maices de tierras altas: las Lineas Casi Isogénicas (NIL) de
Palomero Toluquefio (PT) y Michoacan 21 (M21), dos muestras de teosinte Zea mays Ssp.
mexicana y dos de Zea mays ssp.parviglumis (Figura 5). Zapalote Chico es una raza
agronémicamente muy importante del sur de México, adaptada al clima célido y baja altitud
(Sanchez Gonzalez, 2011), usado en mejoramiento genético por caracteristicas
sobresalientes como resistencia al gusano cogollero y potencial hidrico bajo sequia
(CONABIO, 2010). Nal-Tel forma parte de una raza que crece en el tropico seco y sub-
hamedo de la peninsula de Yucatan (CONABIO, 2011). Se considera que los materiales de

esta raza evaden la sequia por su ciclo de maduracion temprana (Wellhausen et al.1951).
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Figura 5. Mapa de las variedades vegetales analizadas. Se utilizaron diferentes colores para especificar la
disponibilidad de fésforo a la que estan expuestos los maices en las ubicaciones donde crecen originalmente,
En color rojo son los suelos con buena disponibilidad de fésforo y en azul los suelos con baja disponibilidad.

Las semillas fueron proporcionadas por el Centro Internacional de Mejoramiento de
Maiz y Trigo (CIMMYT); Zapalote fue colectado originalmente en Oaxaca (16.32 N, -
95.27W) a una altitud de 71 msnm y Nal-Tel en la peninsula de Yucatéan (20.85N, -88.52W)
a una altitud de 30 msnm. Los teosintles parviglumis fueron colectados en comunidades de
Jalisco a altitudes de 417 y 1268 msnm; las muestras de teosintle mexicana provienen de
altitudesde 2400 a 2600 msnm.
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B73 es una linea considerada como modelo para estudios de genética clasica y
molecular a nivel mundial, ya que se cuenta con la secuenciacién de su genoma vy sirve
como referencia para diversos estudios.

Michoacan 21 y Palomero Toluquefio pertenecen a las razas de la parte alta del
centro de México, las cuales se cultivan en zonas agricolas que van desde los 2000 hasta
3000 msnm. Palomero Toluquefio presentan la region de inversion en el cromosoma 4
(invdm) (Figura 6) (Gonzalez-Segovia, unpublished data), y mediante retrocruzamientos
sucesivos con un parental recurrente, que es B73, a partir de una planta F1, se generan
lineas casi isogénicas (NIL) portadoras de una introgresién del genotipo de interés en un
fondo genético conocido.

Start  Stop td n

Regi Chr ) :
cglon . (Mb) (Mb) region region

1 1 120 145  0.23 74
2 2 73 78 0.49 39
4 4 169 180 0.76 985
5 5 102 135 041 90
6 6 46 56 0.81 55
7 7 30 31 0.50 3
9a 9 107 125 -0.13 455
9b 9 43 44 0.47 9

10 10 39 54 0.39 47

Figura 6. Palomero toluquefio presenta la region de inversion en el cromosoma 4 (inv4m). En la imagen
se muestra la posicion fisica de inicio (Start) y término (Stop) de regiones de inversién previamente reportadas,
la cantidad de marcadores moleculares (SNP) para cada region es el pardmetro (n regidn) y mientras mas
cercano sea a 1 el parametro (fd region) significa que esa region esta presente en el genoma analizado.

4.2 Extraccion de DNA

Un circulo de 0.8cm de didametro fue colectado de la hoja de 3 individuos de cada
variedad vegetal, colocado en un tubo de 2.0 ml y almacenado a -80°C. El tejido congelado
fue molido en un Qiagen TissueLyser, se le adicioné Buffer de Extraccion (250mM NacCl,
200 mM Tris pH7.5, 25mM EDTA, 0.5%SDS) y fue mezclado en el Thermomixer a 68° C
por 10 min. Después de un ciclo de centrifugaciéon (15000 rpm, 2min, a temperatura
ambiente), 200 pl del supernadante fueron transferidos a un tubo de 1.5 ml, posteriormente
se agregaron 200 pl de Isopropanol y se continud con otro ciclo de centrifugacion (15000
rpm, 5 min, a temperatura ambiente). El supernadante se descarta antes de agregar 100

pL de EtOH 70% y se repite el ciclo de centrifugacion. El EtOH se retir0 y se dejé secar a
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temperatura ambiente por 5 minutos. Las muestras finales fueron eluidas en 40 L de agua

miliQ y almacenadas a -20°C.

4.3 Genotipado por CAPS

Para determinar si las variedades de maiz con las que se esta trabajando poseen la
region de inversién que se desea estudiar se utilizo el ensayo de CAPS (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequences) que utiliza fragmentos de ADN amplificados mediante una
reaccién de PCR, los cuales son sometidos a una digestion con endonucleasas; cambios
en los fragmentos de ADN, como SNPs o INDELSs generaran fragmentos de distintos
tamafios. (Koniecany et al.,1993). Un Polimorfismo de un solo Nucleétido (SNP)
caracteristico del haplotipo de Zea mays ssp.Mexicana localizado en la regién de inversion
en el cromosoma 4 (invdm) estd presente en el genoma de Palomero Toluquefio, la
endonucleasa de restriccion Hinfl es capaz de reconocer este polimorfismo, con lo cual es
posible identificar y diferenciar entre poblaciones de maiz que poseen la region de invdmy
las que no.

Las condiciones de amplificacion fueron una incubacion inicial de 95°C por 5 min,
35 ciclos de 95°C por 30seg, 60°C por 30 seg y 72°C por 45 seg. Se utiliz6 KAPA Tag DNA
Polymerase (Kapa Biosystems, Salt River, Cape Town, South Africa) en la reaccion de PCR.
Los oligos que se usaron fueron RS427 5 -CTGAGCAGGAGATGATGGCCACTC- 3’y
RS428 5'-AGGAAAGGACATAAAAGAAAGGTGCA - 3, con los cuales se esperaban
fragmentos de 502 pb. Las reacciones fueron analizadas en un gel de agarosa al 1.2%.

La digestiéon fue desarrollada usando 5 pL de cada reaccién de PCR, se afadio la
Endonucleasa de Restriccion Hinfl (New England Bio Labs Inc) y se dej6é a 37°C toda la

noche. El producto de la digestion fue analizado en un gel de agarosa al 4%.

4.4Tratamiento de bajo nivel de fosforo en el suelo

Para analizar el perfil de expresion de los genes, el material vegetal fue crecido en
condiciones normales de nutrientes proporcionado por el medio Hoagland (1Mm PO4) y en
bajos niveles de fosforo (OMm PO.). Se emplearon dos muestras bioldgicas por cada
tratamiento y por cada cultivar. Los tratamientos y las macetas fueron aleatoriamente
asignados y distribuidos en el invernadero.

Se sembraron 3 semillas de B73, de la NIL de M21 y de PT por maceta, en cada

caso fueron ajustadas a una sola planta 2 semanas después de la germinacion. Las plantas
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fueron crecidas bajo condiciones de invernadero con radiacién solar natural y la
temperatura del aire regulada entre aproximadamente 19 y 32 °C. La humedad relativa

oscilé entre 60 y 65%.

4.5 Determinacion de genes candidatos

Se conoce la localizaciéon de la region de inversion en el cromosoma 4(Hufford et
al., 2013) y fue mapeada al genoma de referencia de B73, ubicando 27 genes dentro de la
region de interés. En estudios previos se analizo la expresion diferencial de 8 genes entre
B73 y la NIL de Palomero Toluquefio (Aguilar Rangel, unpublished data), se seleccionaron
2 genes que mostraron expresion diferencial entre los cultivares y que estaban relacionados

con tolerancia a estrés abidtico.

4.6 Extraccion de ARN total

El ARN total fue aislado de tejidos congelados, usando hojas y raices de plantas de
cada cultivar de 10 dias de edad que crecieron bajo condiciones normales de nutrientes
(IMm PO.) y en bajos niveles de fosforo (OMm PO,). Se utilizé el sistema de purificacion
PureLink Micro-to-Midi Total RNA Purification System (Ambion) Cat No. 12183-018, con la
modificacion de previa extraccion con Trizol (Invitrogen) Cat. No. 15596-018, de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. EI ARN total fue utilizado para la elaboracién de los

andlisis de expresion de los genes candidatos en tiempo real.

4.7 Analisis de PCR en tiempo real (RT gPCR)

500 ng de ARN total de raiz y de hoja de cada cultivar y en cada tratamiento fueron
empleados como templado para la sintesis de ADN de cadena complementaria (cDNA) con
una mezcla de oligos reversos de los 2 genes candidatos y el gen constitutivo a 5 uM cada
uno y la enzima Superscript Il reverse transcriptase (Invitrogen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Los cDNAs sintetizados fueron utilizados como templado en cada qPCR para el
andlisis de los patrones de expresion de los genes candidatos.

El PCR cuantitativo se llevé a cabo en el equipo Step One Plus Real-Time PCR

System de Applied Biosystems usando SYBR Green PCR Master Mix (KAPA Biosystems)
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Cat. No. KR0389, en reacciones de 10 pL de volumen, las cuales contenian 5 puL de KAPA
SYBR® FAST Master mix (2x), 0.2 uL de oligo forward a 10 uM, 0.2 uL de oligo reverso a
10 uM, 0.2 pL de fluoréforo ROX como referencia pasiva, asi como 3.5 L de cDNA diluido
como templado y las cantidades apropiadas de agua destilada Ultrapure™ Distilled Water
GIBCO® Cat. No. 10977. Las condiciones de amplificacion fueron 10 min a 95° C, 40 ciclos
de 15 seg a 95° C, 1 min a la Tm de cada par de oligos; al término de los 40 ciclos, se inicié
la curva de Melt con 15 seg a 95° C, bajé la temperatura a 60° C, de aqui subié hasta 95°
C tomando lectura cada 0.3° C.

Se efectuaron 3 réplicas técnicas por duplicado con presencia de control sin
templado (NTC) para la verificacién de la calidad de la amplificacion. Los oligos fueron
disefiados con ayuda del software Primer3 Plus y Tm Calculator de ThermoFisher Scientific
(Tabla 1).

El gen B-tubulina de maiz (GRMZM2G108766) fue utilizado como control constitutivo
para normalizar los resultados de los otros genes. La expresion de los genes fue
normalizada sustrayendo el valor Cr de B-tubulina del valor de Ct del gen de interés y el
nivel de expresion relativa fue obtenida con la ecuacion: (2/®2¢y), donde AAC+ representa
AC+ (gen de interés en la etapa evaluada) - AC+ (gen interés en la etapa T0), de acuerdo

con el protocolo reportado por Czechowski et al. (2004).

Tabla 1. Lista de los oligos usados para el andlisis de gRT-PCR de los genes candidatos y su referencia.

Nombre del gen | Anotacidon ID Secuencia del primer (5- 3)

KP113 CTACCTCACGGCATCTGCTATGT|
KP114 GTCACACACACTCGACTTCACG
GRMZM2G 125838 u:;:e;”?a?zo RA 1069 CGGCAACTACTGTTGGATCGT
RA 1070 CTGCACCTCCTCGATGTCGTA
Metalo-beta |RA 1041 ATACTCCAAAGCTGGCCAACA
lactamasa |RA 1042 TCAGCCCACTTCCTGTGATCT

GRMZM2G108766| [ Tubulina

GRMZM2G019177
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4.8 Disefio de los oligos para amplificar las regiones promotoras de los genes

Los oligos para amplificar los promotores (Tabla 2) fueron disefiados basado en las
secuencias reportadas publicamente de B73 en la base de datos http:/maizegdb.org/

(Lawrence et al., 2008) tratando de abarcar 1000 pb rio arriba del sitio de inicio de la
traduccién (ATG). Se corrobor6 su especificidad en geles de agarosa al 1.2% tefiidos con
bromuro de etidio. Posterior a la verificacion se purifico el producto de PCR en cada cultivar
con el kit QIAquick PCR Purification Kit de QIAGEN, con nimero de catalogo 28104
siguiendo las especificaciones del proveedor. Se mando secuenciar los fragmentos

purificados de 2 plantas diferentes de las NIL de Michoacan 21 y de Palomero Toluguefio.

Tabla 2. Lista de los oligos usados para el andlisis de las regiones promotoras de los genes candidatos.

Longitud
. Temperatura del
L . . o Longgud de fragmento
Nombre del gen | Anotacién ID Secuencia del primer (5-3") | del oligo alineamiento a
(bb) (C) amplificar
(pb)
Proteinade | E|R022 CGGCTGACTGAAAAGACCAA 20
GRMZM2G125838 | union a calcio 58 1288
EIR023 CTCCTGCACCTCCTCGATG 19
GRMZM2G019177 I\I/Ietalo-beta EIR028 GAGCTTCATGGTCACTCGTTTAG 23 53 986
actamasa g |R027 CTCTGCTCACCGACGAAGAA 20

4 9Analisis de las secuencias promotoras

Las secuencias de los fragmentos de los promotores de cada gen para los dos
cultivares (NIL M21 y PT) se alinearon mediante el software Clustal W (Larkin et al., 2007).
Al obtener las alineaciones, se efectu6 un analisis in silico de las regiones en busca de
elementos en cis importantes para la regulacion en los diferentes cultivares mediante el
navegador de analisis de promotores Plan Promoter Analysis Navigator (Plant PAN) que
reconoce elementos en cis presentes en la secuencia del promotor, a través de una
coleccion de bases de datos de PLACE, TRANSFAC, AGRIS y JASPER y es cargada en
formato FASTA en la direccién de internet
http://plantpan.mbc.nctu.edu.tw/seq _analysis.php (Chang, Lee, Huang, Huang, & Pan,
2008).
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5. RESULTADOS y DISCUSION.

5.1 Deteccion de variedades de maiz que poseen la region de invdm

Utilizando el genotipado por CAPS se observé un distinto patron de bandeo en el
gel de agarosa (Figura 7) que nos permite diferenciar de manera rapida si las variedades
vegetales poseen la inversion (inv4m) que se desea estudiar. El polimorfismo de un solo
Nucledtido (SNP) caracteristico del haplotipo de Zea mays ssp.Mexicana localizado en la
region de inversion en el cromosoma 4 (invdm) cambia el sitio de reconocimiento de la
endonucleasa de estriccion, por lo tanto para Zea mays ssp.Mexicana y las variedades que
tengan la inversién, se generan 3 fragmentos de 295, 166 y 61 pb, y para las variedades
gue no tienen la inversion (inv4dm) el resultado son 4 fragmentos de 251, 166, 61y 44 pb.

300p

Figura 7. Los maices de tierras altas presentan la inversion en el cromosoma 4 (inv4m). Producto de la
digestion con Hinfl en un gel de agarosa al 4% tefiido con bromuro de etidio; B73 se us6 como control positivo
y H20 como control negativo, T.P es el producto de la digestién de Teosinte parviglumis, Z.C de Zapalote chico,
N.T de Nal-Tel, T.M de Teosinte mexicana, P.T de la linea NIL de Palomero Toluguefio y M21 de la NIL de
Michoacan 21.

Los maices de tierras bajas presentan el mismo genotipo que Zea mays
ssp.parviglumis y que B73, esto se puede ver por el tamafio de los fragmentos de ADN que
fueron cortados por la endonucleasa, lo cual es un claro indicio de que no poseen la region
de inversion en el cromosoma 4 (inv4m). Por otra parte, las lineas de maiz de tierras altas
muestran diferente genotipo a los de tierras bajas; los maices de tierras altas poseen el
mismo patron de bandeo que el Zea mays ssp. Mexicana. En otros estudios moleculares
ya se habia hecho notar que el grupo de razas de tierras altas esta aparte de otros grupos
de maices (Warburton et al., 2008).

El flujo genético entre maiz (Zea mays ssp. mays) y teosintle (Zea spp.) ocurre en
México y en América Central, ademas hibridos entre estas dos especies se han
documentado en archivos arqueologicos(Baltazar et al., 2005).Los maices de tierras altas
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si presentan la region de inversién (inv4dm) que se desea estudiar, lo cual es consistente
con evidencia morfolégica y molecular de la introgresion del genoma de Zea mays ssp.

Mexicana en el maiz de tierras altas (Hufford et al., 2013)

L a técnica de genotipado por CAPS es importante porque nos permite identificar si
estamos trabajando con el genotipo de tierras altas o tierras bajas, pero ain mas
importante, nos permite identificar la presencia o ausencia de una inversién cromosomica.

Cuando un organismo es heterocigoto para la inversion, tienes el mismo contenido
genético, solo que una region va a tener el orden invertido, lo cual genera que existan
problemas en la recombinacion, aunque una inversion represente una disminucion en la
frecuencia de recombinacion y probablemente tenga mas consecuencias, este tipo de
mutaciones cromosomicas han logrado fijarse en el genoma de diversas especies, lo cual
nos hace pensar que dentro de la inversidon pueden existir genes benéficos, por ejemplo

que ayuden en la adaptacion a nuevas condiciones ambientales.

La idea de como funcionan las inversiones es simple, una poblacion recibe una
poblaciéon inmigrante portadora de alelos que no son ventajosos para las condiciones
locales, localizados en dos o mas loci. Si existe descendencia, copia de los alelos
localmente adaptados se encontrardn en un fondo genético desconocido y posiblemente
con alelos inmigrantes que tengan efectos deletéreos. Las inversiones aparecen en un
cromosoma que casualmente es portador Unicamente de alelos localmente adaptados; este
cromosoma no se va a recombinar con otros, consecuentemente estos genes tendran
mayor fitness que las copias localizados en los locus de cromosomas que si se recombinen.
Por lo tanto, los alelos dentro de la inversion y la inversiéon se propagan(Kirkpatrick & Barton,
2006).

Una gran cantidad de rasgos se han asociado con las inversiones; en Drosophila
estan incluidos rasgos como resistencia al calor y a la inanicién, en Anopheles gambiae hay
dos inversiones paracéntricas que estan asociadas con resistencia a insecticidas. En otro
tipo de mosquito, Chironomus ramosus, los organismos que son heterocigotos para la
inversion tienen menor tasa de infeccion por nematodos (Hoffmann & Rieseberg, 2008).

En plantas, Mimulus guttatus, es una flor que posee un arreglo para una inversion
en el ecotipo que crece anualmente y se encuentra en un habitat caracterizado por la poca

disponibilidad de agua en el verano; existe un arreglo diferente para la inversion en la
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variedad perenne que crece en una region que posee una humedad adecuada en el suelo
todo el afo. Este es un excelente modelo gendmico para probar que las inversiones
cromosémicas estan involucradas en la adaptacion a un habitat con condiciones
particulares (Lowry & Willis, 2010).

Zea mays ssp. Mexicana posee genes que le han permitido a adaptarse a las
condiciones de tierras altas, posiblemente para proteger algunos de estos genes, estos
gquedaron dentro de una inversion cromosémica, y junto con otras regiones del genoma
fueron transferidas al maiz domesticado al momento de la hibridacién. Esto permitié el

surgimiento de una nueva raza de maiz conocido como maiz de tierras altas.

5.2 Efectos fisioldgicos de la baja disponibilidad de fosforo.

La finalidad es analizar los genes localizados dentro de la region de inversién en el
cromosoma 4 que se expresen en condiciones de carencia de fosforo, pero al tener las
plantas bajo tratamiento de bajo fésforo se examiné también el efecto fisiologico.

El fosforo es un macronutriente esencial para las plantas ya que juega un rol
importante en el metabolismo de lipidos y sirve como componente critico de los acidos
nucleicos y la membrana celular; también es requerido para la fotosintesis y procesos de
respiracion. Debido a su importancia es crucial el entendimiento de las respuestas de la

planta a la carencia de fésforo(Ha & Tran, 2014).

Se sembraron plantas de maiz suplementadas con solucién Hoagland completa
(AMm PO.) y en deficiencia de fésforo (OMm PO.) como se muestra en la Figura 8. La
deficiencia de fésforo tiende a inhibir el crecimiento del tallo. Las hojas se tornan oscuras,
de aspecto apagado, color azul-verdoso y pueden volverse palidas en deficiencias severas.
El color rojizo, o rojo-violeta se desarrolla a veces por la sintesis de antocianinas. Las hojas
pueden a menudo aparentar ser sanas, pero a menudo son pequefias. (College of
Agricultural Science,2017)
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Figura 8. Plantas sometidas al tratamiento de bajo fésforo. En la primera fila se localizan las plantas de
Michoacan 21, en medio las de Palomero Toluquefio y al final las de B73. Las macetas rojas estan
suplementadas con el medio Hoagland completo (1IMm PO4) y las macetas azules tienen bajos niveles de
fésforo (OMm PO4).

La biodisponibilidad de nutrientes en el suelo es fundamental para el correcto
desarrollo y productividad de la planta, asi mismo las plantas tienen que desarrollar
estrategias que les permitan adaptarse a diversos ambientes donde los nutrientes no estén
disponibles. Entre las respuestas clasicas a la carencia de fosforo se encuentra la
modificacion de la arquitectura de raiz para aumentar la capacidad exploratoria (Calderon
Vazquez et al., 2011). Las modificaciones incluyen una clara reduccién de la raiz primaria,
la formacion de abundantes raices laterales y pelos radiculares (L6pez-Arredondo, Leyva-
Gonzélez, Gonzalez-Morales, Lépez-Bucio, & Herrera-Estrella, 2014)

Figura 9. Plantas bajo condiciones normales de nutrientes (+P) y en deficiencia de fosforo (-P).
Fotografias de los tres cultivares tomada a l0s10 dias de edad resaltando diferencias en la arquitectura de raiz
y en el follaje.

B73 en condiciones normales de nutrientes muestra una raiz principal mas larga,

menor nimero de raices secundarias y de pelos radiculares, comparada con la planta de
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B73 que se desarroll6 en deficiencia de fosforo, también se puede resaltar el enrojecimiento
del tallo caracteristico de la carencia de este nutriente (Figura 9). El sistema radicular de
PT y Michoacan 21 muestran, en condiciones de nutrientes completos, mayor nimero de
pelos radiculares que B73 en las mismas condiciones y cuando la planta de PT esta
sometida a deficiencia de fésforo se ve un aumento de raices secundarias. La parte aérea

de PT y M21 disminuyeron su crecimiento cuando no se les agrego6 fosforo.

El consumo de fésforo disponible sucede a través de la accibn de varios
transportadores de fosforo y esta influenciado por la capacidad de exploracion de la raiz
gue esta determinada principalmente por su arquitectura (Lopez-Arredondo et al., 2014).
Por eso resulta tan importante observar las modificaciones que se presenten sobre la
arquitectura de raiz influenciadas por algun tipo de estrés, que en este caso seria la baja
disponibilidad de fésforo.

5.3 Gen GRMZM2G019177

Gen localizado en el cromosoma 4, que codifica para una metalo-beta-lactamasa.
Super familia de proteinas, dependientes de zinc, que poseen una amplia variedad de
sustratos (Tabla 3), la mayoria de los sustratos tienen en comun un enlace éster y carga
negativa (Callebaut, Moshous, Mornon, & de Villartay, 2002).

Tabla 3. Lista de las enzimas clasificadas experimentalmente pertenecientes a la familia metalo-beta-lactamasa

Enzima Sustrato
Beta-lactamasas Lactamas
Glioxalasa Il S-D-lactoglutationes
Arilsulfatasa Aril sulfonatos

Hidrolasa acido N-
acetilneuraminico
citidina monofosfato

Alquil sulfatasa (SDS) |Dodecilsulfato soédico

Acido N-acetilneuraminico citidina
monofosfato

Fosfodiesterasa cAMP (adenosin monofosfato ciclico)
Nucleasa (SNML1) DNA
Factor de

poliadenilacion CPSF |RNA
Fosfodiesterasa (PhnP) |Fosfonatos

Las metalo-beta-lactamasas fueron descubiertas en una cepa de Bacillus cereus y
se encuentran en otras 20 cepas (Wang, Fast, Valentine, & Benkovic, 1999). Gracias a que

se encuentran disponibles datos de las secuencias de estas enzimas y a que también existe
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informacién estructural se han podido caracterizar miembros de esta familia de super
proteinas en otras especies. Por ejemplo, utilizando bases de datos publicas como BLAST
se clasificd que en Arabidopsis thaliana existian enzimas de tipo glioxalasa Il y nucleasa
(SNM1) (Araind, 1998).

5.3.1 Sistema Glioxalasa

El sistema glioxalasa cataliza la conversion de metilglioxal a acido D-lactico via el
intermediario S-D-lactoil-glutation (Figura 10). Este sistema esta compuesto de 2 enzimas,
glioxalasa | (EC 4.4.1.5) y glioxalasa Il (EC 3.1.2.6) y una cantidad reducida de glutation
como cofactor (Thornalley, 1990). En diversos estudios han demostrado que ambas
enzimas (glioxalasa | y Il) estan distribuidas en varios sistemas biologicos y su actividad
podria ser comparable(Vander Jagt, 1993).

el + GSH &* WMeCQCH(OH)-SG
Metilgligeal  Glutaticn Hemiagetal,

reducido
G 'Qﬁ% ?;Q |

MeCH(OH)CD-8G + H2O 4 WeGH(OH)CO2H + GSH
S-D-lactoil-glutation, Glioxalaga ll Acido lactico

Figura 10. Funcionamiento del sistema glioxalasa. Glioxalasa | cataliza la formacion de S-D-lactoil-glutation
a partir del hemiacetal formado no enzimaticamente de metilglioxal y el glutatation reducido. Glioxalasa Il
cataliza la hidrolisis del S-D-lactoil-glutation a acido lactico y regenera el glutation que se consumio en la primera
reaccion.

La principal funcién del sistema glioxalasa es la detoxificacion del metil glioxal. Metil-
glioxal es un compuesto citotoxico, sub producto del metabolismo de carbohidratos y
lipidos. Se encuentra en todos los organismos en bajas concentraciones (UM), es producido
de manera espontdnea, en condiciones fisiologicas, a partir de gliceraldehido-3-
fosfato(GAP) y dihidroxi acetona fosfato (DHAP), los cuales funcionan como intermediarios
en la glicolisis y la fotosintesis. Enzimaticamente es un subproducto de la triosa fosfato

isomerasa y del DHAP por la accion de la metilglioxal sintasa(Vander Jagt, 1993).
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El sistema glioxalasa se encuentra distribuido en mamiferos, pajaros, reptiles,
plantas y levaduras. En animales, ha recibido especial atencién debido a que su
funcionamiento podria tener accion anti tumores y anti malaria. En plantas, ademas de tener
un rol en el crecimiento y desarrollo, este sistema ayuda en la proteccion contra la toxicidad
del metil glioxal. Se ha observado que en sistemas donde hay rapida divisién celular, como
el callo o las puntas de la raiz, se presenta mayor actividad de la glioxalasa I. Si el callo es
expuesto a medios de crecimiento adicionados con hormonas, o0 expuesto a luz la actividad
de la glioxalasa también aumenta, ya que las hormonas y la luz estimulan el crecimiento

(Deswal, Chakaravarty, & Sopory, 1993).

Existe una concentracion de metil glioxal esencial, la cual es especifica de cada
especie, para las funciones fisioldgicas normales en las plantas. El nivel de metil glioxal en
hojas y raices, aumenta en respuesta a algun tipo de estrés abidtico. Por ejemplo, una
planta en condiciones normales tiene un nivel de 40 — 75 uM de metil glioxal, pero bajo
estrés por salinidad aument6 a 200 uM y en condiciones de sequia el nivel aumento a 300
UM en hojas. La acumulacion de metil glioxal bajo condiciones de salinidad, sequia y estrés
por frio en hojas y raices en dos variedades de arroz sugieren que esta es una respuesta
universal en plantas (Sudesh Kumar Yadav, Singla-Pareek, & Sopory, 2008).

Para proteger a las plantas del efecto téxico del metil glioxal se necesita un sistema
de desintoxicacion efectivo. Cuando los genes que codifican para glioxalasa | y Il fueron
sobre expresados en tabaco, las plantas mostraron un mayor nivel de tolerancia a la
salinidad y a los metales pesados. Esto indica que el sistema glioxalasa tiene un rol

importante en la tolerancia a estrés abiético(S. K. Yadav, 2010).

Otro ejemplo es la planta de tomate, sometido a condiciones de estrés por salinidad,
se ve aumentada la expresion de glioxalasa | en raices, hojas y tallos. Esto pudo deberse
a gue, para restablecer la homeostasis se aumenta la demanda celular de ATP, y como
resultado se incrementa el flujo metabdlico a través de la ruta glicolitica, lo cual promueve

la induccion del sistema glioxalasa (Espartero, Sanchez-Aguayo, & Pardo, 1995).

Adicionalmente al mecanismo de desintoxicacion de metil glioxal, el glutation, que
es regenerado en el sistema glioxalasa, juega un importante papel durante condiciones de

estrés. El glutation reducido esta involucrado en reducir los niveles de especies reactivas
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de oxigeno que, al aumentar sus niveles producen compuestos como el metil
glioxal(Sudesh Kumar Yadav et al., 2008).

En la planta de maiz, que es el modelo de este estudio, se analizaron dos genotipos
de maiz, uno resistente y otro susceptible a la infeccidon de Aspergillus flavus; la infecciéon
por este hongo causa la acumulacion de aflatoxinas y como consecuencia se da la
produccién de metil glioxal. Posterior a la infeccion, el nivel de metil glioxal no increment6
en el genotipo resistente y esto pudo ser ocasionado por el aumento de los niveles de
glioxalasa . Elrol de glioxalasa | en respuesta a estrés biético ha sido poco estudiado(Chen,

Brown, Damann, & Cleveland, 2004).

En la Figura 11 se muestra la estructura del gen identificado como
GRMZM2G019177 de maiz en B73 (http://www.maizegdb.org/) cuya funcién anotada es la

de una metalo-beta-lactamasa.

Bl

Figura 11. Representacion esquematica de la estructura del gen Metalo-beta-lactamasa de maiz. Los
intrones son representados por lineas en gris claro y los exones en cajas de color azul; las cajas en color verde
representan las regiones 5 UTR y 3’'UTR respectivamente.

5.3.2 Patron de expresion para el gen GRMZM2G019177

El atlas de expresion para este gen se muestra en la Figura 12, se indica que los
niveles de expresién bajo condiciones normales de este gen en maiz se reportaron a lo
largo de todo el desarrollo, pero los maximos encontrados fueron particulares a las puntas
de las hojas maduras (Sekhon et al., 2009) Para verificar el patron de expresion del gen en
las condiciones nutrimentales especificas de este estudio se realizé un analisis de RT qPCR

en los tres cultivares de maiz seleccionados, B73, PT y Michoacan21.

El patron de expresion de un gen es una de las mejores caracteristicas del estado
funcional de una célula especifica. Las células que pertenecen a diferentes tejidos, células
en diferente estado de desarrollo o de proceso metabdlico, bajo la influencia de un

compuesto especifico o células dentro de un proceso carcinogénico difieren por los
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patrones de expresion genética (Muller et al., 2002). En la Figura 13 se muestra el patron
de expresion para este gen en hojas y raices de B73, Palomero Toluquefio y Michoacan 21
suplementadas con solucién Hoagland completa (IMm PQO.) y en deficiencia de fésforo
(OMm POg) Los niveles de expresion relativa se refieren a la abundancia de transcrito el
gen, normalizados respecto a la expresién del gen de referencia (gen constitutivo) B-
tubulina cuya clave de identificacién reportada en B73 es GRMZM2G108766.
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Figura 12. Atlas de expresion del gen metalo-beta-lactamasa en maiz. El nivel de expresion relativa va de amarillo a
rojo, siendo rojo en los tejidos con mayor nivel de expresion.

En la Figura 13 se puede observar que los niveles de expresion del gen son
superiores en hojas que, en raices, esto concuerda con el atlas de expresion obtenido de
la base de datos especifica para maiz. En la hoja, cuando fue suplementada con la solucién
Hoagland completa, marcada como +P, y que es considerada nuestra etapa control, ya se
presentan altos niveles de expresion del gen en PT y en Mi21, siendo casi el doble que los
niveles de B73. Bajo condiciones de deficiencia de fosforo (-P), los niveles de expresion
disminuyeron casi la mitad para B73, y siguen presentandose niveles altos para PT y para
Mi21, se puede ver que en condiciones de deficiencia de fosforo los niveles de expresion
de este gen en PT aumentaron. En Mi21, hubo una leve disminucién en condiciones -P,

pero siguen siendo niveles altos comparados con B73.
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Figura 13. Andlisis RT PCR del gen Metalo-beta-Lactamasa en B73, PT y Mi21 de raiz y hojas en condiciones de
suficiencia y deficiencia de fésforo. Los datos representan las medias y el error estandar de dos réplicas técnicas
independientes.

De acuerdo a otros estudios, este gen en condiciones de estrés abiotico se expresa
mas en ciertos tejidos; al someter a las plantas a deficiencia de fésforo se generara una
respuesta genética para sobrellevar estas condiciones, por lo tanto se esperaba un
aumento en los niveles de expresion de este gen en los cultivares, y aunque la respuesta
esperada se ve claramente en los tres cultivares en condiciones de -P resulta interesante
gue los niveles de expresion se encuentren siempre elevados, incluso cuando esta

suplementada con todos los nutrientes.

Esto podria ser porque tanto PT como Mi21 crecen normalmente en sitios donde
hay deficiencia de nutrientes y otras condiciones ambientales extremas, y como se
menciond anteriormente, para mantener la homeostasis en situaciones de estrés la planta
genera cambios en el flujo metabdlico, y al ser el metil glioxal un sub producto normal de
estos procesos metabdlicos, en estas variedades se encuentre en niveles mas elevados
gue en otras plantas, por lo cual niveles de expresion altos de este gen siempre sean

requeridos.
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Figura 14. Andlisis RT PCR del gen Metalo-beta-Lactamasa en B73, PT y Mi21 de raiz en condiciones de suficiencia y
deficiencia de fésforo. Los datos representan las medias y el error estandar de dos réplicas técnicas
independientes

Aunque los niveles de expresién en raices si se pueden apreciar en la Figura 13 son
bajos comparados con los de las raices, por lo cual se decidié hacer una representacion
por separado para observar mas claramente el comportamiento de este gen en las raices
de los cultivares. En la Figura 14 se puede observar que cuando los tres cultivares estan
en condiciones de suficiencia de fésforo los niveles relativos de expresion para el gen son
altos en Palomero Toluquefio (PT) y en Michoacan 21 (Mi21), e incluso PT presenta un
aumento en el nivel de expresion de méas del doble comparado con los niveles de Mi21.
Cuando estos cultivares son sometidos a baja disponibilidad de fésforo en el suelo, los
niveles de expresion para B73 se ven ligeramente aumentados; el patron de expresion en
Mi21 aumenta comparado cuando el cultivar es suplementado con todos los nutrientes,

aunque PT disminuyé los niveles en -P.

En menor nivel, pero podemos observar que los niveles de expresion para el gen
gue codifica para una metalo-beta-lactamasa aumentan en los maices de tierras altas, en
la raiz bajo condiciones de estrés, y en este tejido se presenta un comportamiento mas
constante para los dos tratamientos. Al igual que en hoja, desde la condicion control se ven
los niveles de expresion altos en Mi21 y PT. El aumento de este gen se ha reportado que
confiere tolerancia a diferentes cultivos bajo estrés hidrico, o salinidad, y en estos maices
podria estar ayudando a la planta a crecer y desarrollarse en condiciones de poco fosforo.
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5.3.3 Andlisis de las secuencias promotoras del gen GRMZM2G019177

Al analizar los niveles relativos de expresion de un gen debemos tener en cuenta
gue este proceso esta regulado por la unién de factores de transcripcion a elementos del
ADN, localizados en la region promotora (Remenyi, Scholer, & Wilmanns, 2004). La region
promotora de un gen selecciona el punto de inicio de la transcripcion, la especificidad y la
tasa(Shahmuradov, Gammerman, Hancock, Bramley, & Solovyev, 2003). El promotor es
uno de los elementos regulatorios en cis mejor estudiados y comprendidos. Mutaciones
dentro de las regiones regulatorias en cis son la base de una variedad de diferencias
fenotipicas en morfologia, fisiologia y comportamiento, que tienen significancia ecoldgica
(Wray, 2007).

El analisis la regiébn promotora del gen GRMZM2G019177 en M21 y PT puede
proporcionar informacién relacionad con elementos en cis que nos permita elucidar el

mecanismo molecular del control de expresion de este gen candidato.

Para llevar a cabo el andlisis de los promotores. Se amplificé aproximadamente 1kb
de la region 5 del gen adyacente a la region codificante con los oligos reportados en la
Tabla 2, bajo las condiciones descritas en Materiales y Métodos. Se cortaron y purificaron
las bandas a partir de geles de agarosa al 1.2% y se mandé secuenciar el producto obtenido
en cada genotipo. Se alinearon las secuencias obtenidas para cada cultivar, de 2 plantas
independientes (2 PT y 2 Mi21) contra la secuencia reportada en la base de datos de maiz

para B73 (https://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/).

En la Figura 15 se presentan los resultados del alineamiento de las secuencias de
los promotores, y se pueden observar que las secuencias de las plantas de PT presentan
un numero mayor de regiones diferentes a B73 y son pocas las regiones diferentes que
comparten Mi21 y PT respecto de B73. El verdadero objetivo de localizar estas diferencias
es determinar si estas variaciones pueden tener un efecto en la regulacion de los niveles
de expresién de este gen y que potencialmente los hagan responder a estimulos de baja

disponibilidad de fosforo.

Se realiz6 un andlisis in silico para analizar los posibles sitios de union a factores de
transcripcion, esto con la ayuda de la base de datos PlantPAN 2.0 (Plant Promoter Analysis

Navigator).
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En plantas, los factores de transcripcion regulan genes a través del reconocimiento
de secuencias cis especificas en regiones promotoras; juegan un rol importante en fisiologia
celular, como reguladores de la expresién genética, en procesos de desarrollo y respuestas

, aestimulos ambientales (Chow et al., 2016) .

873
PT.1

e -TETATGTTTGAGGGTGAGAA-TTTTGAAGTAAGET TCTAGTAAAACAGE - TGCCGTGEAGCATCATAAATTGAGAAAAT TGGAGEC TGATGA)
Mi.l o ----- TATCCGGTAGAGATGEACCTTCTTETATCT TTGACGGTGACGAT TT TCCAAATARAAT TCAAGT ARAACAAC TGCCATACAMGCATCATAAATTAAC ARAAT TGGAGGCTGAT TA
Mi.2 AGTAATATCCGGTAGAGATGEACCTTCTTCTATCTTTEACGGTGACGAT TTTCCAAATAAAATTCAAGT AAAACAACTGCCGTACAAGCATCATALATT AACAALAT TGGAGGL TGATTA
873 - - - TGGAGGCTCTTETATCCATTAATTTTTTAAAT TGGGETATAACTCCCTTTTTAGATA ATTTAGC TCCACAAAAATATAATAGTAGT AGCAACALATTAAAATATATAGT TGGALGCA
PT.1 oo mmmmmmmmemeo TAGTTAAATTGGGETATAACTCCCTTTTTAGATA ATTTAGCTCCACAAAAATATAATAGTAGTAGCAACAAAT TAAAATATATAGT TGGAAGCA
PT.2 CTTGCTTCTTGGATGEGETGATTAGT TAAAT TGGGETATAACTCCCTTTTTAGATA ATTTAGCTCCACAAMAATATAATAGTAGTAGCAACAAAT TAALATATATAGT TGGAAGCA
Mi.1 TCATCTTGCATCTTETATCCATTAATTTTTTAGAT TGGGETATAACTCCCTTTTTAGATA ATTTAGC TCCACAAAAATATAATAGTAGT AGCAACAAATTAAAATATATAGT TGEAAGCA
Mi.2 TCATCTTGCATCTTATATCCATTAATTTTTTAAAT TGEGETATAACTCCCTTTTTAGATA ATTTAGC TCCACAAAAATATAATAGTAGT AGCAACALATTAAAATATATAGT TGGALGCA
873 TEAAATAACTTCTTTTTTTATAAT T TATATAAATCATTTTAAAATCACGCCGAACTTAAT AAAACGAGEATCTTTTAGATAT TATCCGACAAAATAATTAAATTCTCATATGGET TGAAT
PT.1 y TATGGGTTGAAT
PT.2 TATGGGTTGAAT
Mi.1 TEAAATAACTTCTTTTTTTATAAT TTATATAAAT CATTTTAAAATCACGCCGAACTTAAT AAAACGAGGATCTTTTAGATATTATCCGACAAAA TATGGGTTGAAT
Mi.2 TEAAATAACTTCTTTTTTTATAAT TTATATAAAT CATTTTAAAATCACGCCGAACTTAAT AAAACGAGGATCTTTTAGATATTATCCGACAAAA TATGGGTTGAAT
873

PT.1

PT.2

Mi.1 GAANTGCCAGCTGAMAT ATCTTGATCAACCATGEGCTCATTACTGTTCGTGTTCATGCATGATTATTTACGACAGGATTATGATGCTGTGTAGTGTTTTTATGGAC TAGCCATATATT]
Mi.2 GAAATGCCAGCTGAMATATCTTGATCAACCATGEGCTCATTACTGTTCGTGTTCATGCATGATTATTTACGACAGGATTATGATGCTGTGTAGTGTTTTTATGGAC TAGCCATATATT]
873 GTECTTTTGCATCAAATCTTGCT TGTCATATACTGACTACTATALACTCCAAAGAGCTTGTTTGAATGTATT TAACAATCCATGCANGT TAAAGTAGAT TAAAGTAAAASTTAGT TAAAT
PT.1 GTGCTTTTGCATCARATCTTGCT TGTCATATACTGACTACTATARACTCCAAAGAGC TTGT TTGAATATATTTAACAATCCATGCASGTTAARGTAGAT TAAAGTAAAASATAGTTAATT
PT.2 GTGCTTTTGCATCAAATCTTGCTTGTCATATACTGACTAC CTCCAAAGAGCTTGTTTGAATGTATTTAACAATCCATGCAAGT TAAAGTAGAT TAAAGTAAARAATAGTTAATT
Mi.l GTGCTTTTGCATCAAATCTTGCT TATCATATACTGACTACTATAAACTCCAAAGAGC TTGTTTGAATGTATT TAACAATCCATGCAAGT TAAAGTAGAT TAAAGTAALAATTAGTTAATT
Mi.2 GTGCTTTTGCATCAAATCTTGCT TGTCATATACTGACTACTATAAACTCCAAAGAGCTTGTTTGAATGTATT TAACAATCCATGCAAGT TAAAGTAGAT TAAAGTAAAAATTAGTTAATT
873 TTTTACTTAATTCCCTCTAACACACATGACTGAGAT TATAGGC CATT CGCATCEGAT TAAAGTCCTCTAATT TATAARACAAAACACCEAGEAGAAGT CEGAACCARACGATAATCACEA
PT.1 TTTTACTTAATTCCCTCTAACACACATG CCCTTTCGCATCGGAT TAAAGTCCTATAATT TATAAAACAALACAL CEAGGAGAAGTCGGAACCAAACE

PT.2 CCCTTTCGCATCEGATTARAGTCCTATAATTTATALAACAALAC AL CGRGGAGAAGT CGGAACCARACE

Mi.1 GCCATTCGCATCGGATTAAAGTCCTETAATT TATAAAACAALACAL COAGGAGAAGT CGEAACCAAACGA

Mi.2 TTTTACTTAATTCCCTCTAACACACATGACTGARATTATAGGCCATTCECATCEGATTAAAGTCCTETAATT TATAAAACAARACACCEAGGAGAAGTCEGAACCAAACGATAATCACGA
B73  AACAAGCTATCCGACGCAGTTTTGACCACAGCCGACGGCAA---- -

PT.1 AACAAGCTATCCGACGCAGTTTTGnCCAGACCACAGCCCTCGcc

PT.2 SCTATCCGACGCAGTTTTGACCaGACCaCAG

Mi.l AACAnGCTATCCGhCGCAGTTTTGACCﬁtnﬁccc&cﬁtcccnﬁﬁc-- - CAAGAGAAGT AGAGAACT CCKACT TCTTCACTCACTCACACACATGGCGCTGATGAG
Mi.2 AACAAGCTATCCGACGCAGTTTTGACCACAGCCCACGCCCCACGT - CAAGAGAAGT AGAGAACTCCGACT TCTTCACTCACTCACACACATGGCGC TGATGAS
873 CCTTGECECCGCCEEGETACACCACGECCACCEGCCGCCTCETCCCCGAAGATGTACCCT GCCGT TTCGCGCCGCCGCCTCCCCTEOGECACTGGACCGLCGACGACGECCGCATALTGT
PT.1 CCTCGCAT - CGCCGEGETACCCCACGECC TGLELGCCACCTCT - COCGGACGATGCACCCA GCLGT TEAGEGCCTCOGCCTGACCTOEGECALT — -~~~ === == ————mmmmm—m e
PT.2 CCTCGCAT - CGCCGEGETACCCCACGECC TGLELGCCACCTCT - COCGGACGATGCaCCCA GCLGT TEAGEGCCTCCECCtgACCTORGECALT — -~~~ === = m—mmmm o oo —m e
Mi.1 CCTTGECECCGCCEEGETACACCACGECCACCELGCCGCCTCETCCCCGAAGATGTACCCT GCCGT TTCGCGCCGCCGCCTCCCCTEOGECACTGACTGCCGTCG-ATCGCTGCATA- - - -
Mi.2 CCTTGECECCGCCEEGETACACCACGECCACCELGCCGCCTCETCCCCGAAGATGTACCCT GCCGTTTCGCGCCGCCGCCTCCCCTEOGECACTGACTGCCGTCG-ATCGCTGCATAL - - -
B73 GECTGECGACTTCT TCGTCEGTGAGCAGAGCAAGAT GCACCCCCCCCCCCCCOorCooc

PT.1 --

PT.2 --

Mi.1 --

ME.2 e

Figura 15. Alineamiento de las secuencias promotoras del gen GRMZM2G019177 en B73, PT y Mi21. En la primera fila
se ubica la secuencia de B73, los dos individuos de PT estan indicados como PT.1y PT.2 y en las filas 4 y 5 se encuentran
las secuencias de Mi21.En los recuadros rojos estan resaltados las diferencias de las secuencias de PT y Mi21 respecto a
la secuencia de B73.Adicionalmete en recuadros de colores se muestran diferencias es sitios de unién a factores de
transcripcion.

En las Tablas 4, 5 y 6, se muestra los probables sitios de union a factores de
transcripcién, el nimero de veces encontrados a lo largo de la secuencia analizada y la
secuencia consenso reconocida por los factores de transcripcion, esta informacion obtenida

en la plataforma PlantPan2.0 para las secuencias de los promotores de B73, Mi21 y PT.

Al analizar la informacion resumida en las Tablas 4, 5y 6 podemos observar que los

tres cultivares poseen sitios de union para los mismos factores de transcripcion, pero estan
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presentes algunas excepciones; el sitio de unién para el factor SBP no esta presente en
PT, pero si en los otros dos cultivares, la secuencia que puede reconocer el factor CG-1
solo esta presente en B73, en la secuencia del promotor de Mi21 no se identifico sitio de

union para bHLH y finalmente en PT no se encontro sitio de uniéon para MADS BOX.

Algunos cambios puntuales entre las secuencias fueron analizados, por ejemplo, en
la Figura 15 podemos ver localizado en un recuadro de color azul y marcado con el nimero
1, a la secuencia de union para el factor MADS BOX, que no esté presente en PT debido al
cambi6 de un nucledtido en la secuencia de dicho cultivar, pero en ese precisa posicion no
se encuentra completa la secuencia de la segunda muestra para PT, marcada como PT.2,

la cual seria importante para descartar errores de secuenciacion.

El alineamiento realizado con el software Clustal Omega, muestra que hay dos
regiones donde posiblemente existan inserciones, la primera regién de insercion, marcada
con un recuadro amarillo, esta presente en los cultivares de tierras altas, PT y Mi21l,
mientras que la segunda insercion que se muestra en color morado es especifica de PT.
Aunqgue en los tres cultivares existen sitios de unién para el factor de transcripcion GATA,
el sitio de unidbn marcado con el nimero 2 solo se encuentra presente en PT, y coincide con
una region de insercion. En A. Thaliana se identificd, un factor de transcripcion llamado
GATA23, que pertenece a una clase muy especifica dentro de estos factores de
transcripcion, ya que presenta un dominio degenerado; se ha propuesto que GATA23 actla
como regulador en la iniciacion de la formacion de raiz lateral (Behringer & Schwechheimer,
2015)(De Rybel et al., 2010).

Es importante notar la diferencia entre los cultivares en el nimero de sitios de unién
a factores de transcripcion, ya que esto podria explicar la expresion diferencial para este
gen. Igualmente es interesante analizar los factores de transcripcion que pueden unirse a
las secuencias identificadas, ya que esto muestra una respuesta a nivel molecular de la

planta para adaptarse en respuesta al estrés.

Como se puede observar en la Tabla 4, en la secuencia de B73 el mayor nimero de
sitios de unién encontrados fue para la familia de factores de transcripcion AP2 y estos
sitios disminuyen drasticamente en PT. Los factores de transcripcion que pertenecen a la
super familia APETALA2/Ethylene Responsive Factor (AP2/ERF), estas proteinas

reguladoras estan involucradas en el control del metabolismo primario y secundario, de
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programas de desarrollo y crecimiento, asi como respuestas a estimulos ambientales(Mizoi,
Shinozaki, & Yamaguchi-Shinozaki, 2012).

Podemos observar que en los tres cultivares se encuentran presentes posibles sitios
de unién para factores de transcripcion de la familia Myb/SANT. Estos factores de
transcripcién estan involucrados en el control de procesos como desarrollo, diferenciacion,
metabolismo, defensa y respuesta a estrés biotico y abidtico(Ambawat, Sharma, Yadav, &
Yadav, 2013). También se le ha asociado con la regulacién transcripcional de genes
involucrados en la adaptacion a deficiencia de fosforo(Valdés-Lopez et al., 2008) (Rubio et
al., 2001).

WKRY es otro factor de transcripcion involucrado en diversas respuestas tanto a
estrés bidtico como abidtico, asi como en procesos fisiolégicos y de desarrollo. Se ha
reportado que un miembro de esta familia de factores de transcripcion esta relacionado en
la regulacion de la respuesta a la carencia de nutrientes, en especial de fésforo, y el
desarrollo de la raiz (Devaiah, Karthikeyan, & Raghothama, 2007). Este factor de

transcripcion se encuentra presente en los tres cultivares.

La base de datos Plant PAN2.0 ademas de proporcionar informacion sobre los sitios
de unién a factores de transcripcion, considera otros elementos importantes en la regulacion
de la expresién genética. Por ejemplo, las islas CpG, son regiones de DNA que se
encuentran metiladas y estan asociadas con DNA inactivo generalmente ligado a
heterocromatina, silenciamiento génico y control de patégenos(Chang et al., 2008). La
presencia de elementos como las islas CpG solo fueron encontradas en la regién promotora
de B73; cuando fue analizado este gen bajo condiciones de bajo fésforo en hoja se noté
que disminuyd su expresion, este tipo de elementos podria ser la explicaciéon de este

comportamiento.
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Tabla 4.Sitios de unién a factores de transcripcion en el promotor del gen GRMZM2G019177 en B73.

Factor de
transcripcion

#de sitios de unién
encontrados

Secuencia Consenso

CCGCC, CGCCG, CGGCG, CGGTG, GTCGG,

AP2 27
CCGGC, CCGAC, GCCGC, CCGAC,
AATT, ATATA, TATAT,AATAA,AAAAA, A
AT-Hook 23
ATAAT, ATTAT, A , TA
. TTCAT, ATTAA, TGATT, AATCA, TTAAT, ATAAT,
Homeodomain 13
AATAA
TBP 13 TATAT, ATATA
Dof 12 TAAAG, CTTTT, GCTTT, TAAAG
TATCC, GATAT, ATATC, AATCT, ATCTT, AAGAT,
Myb/SANT 10 . . ’ . ’ ’
TTATC,
SBP 7 CGTAC
EIN3 7 ATGTA, TGTAT, TGCA
NAC;NAM 6 TTGAC, AGTAA, TTACT, GCGTG,
TALE 6 TGACT
WRKY 5 TTGAC
bzIP 5 AATGA, ACACA, TGACC
B3 3 CGACA
C2H2 2 TCACT
CG-1 2 ACGCG
MADF 2 GTAAA, AC
GATA 2 TGATC, GATCA
E2F 2 CGCGC
bHLH 1 GCGC
MADS BOX 1 CAAAA
TCR 1 GA
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Tabla 5. Sitios de unidn a factores de transcripcion en el promotor del gen GRMZM2G019177 en Mi21.

Factor de # de sitios de unién .
., Secuencia Consenso
transcripcion encontrados
AP2 18 CCGCC, CGCCG, GCCGC, CCGAC, CAACA
AATTT, AAATT, ATATA, TATAT, ATAAA,
At-Hook 22 AATAA, AAAAA, ATAAT,ATTAT, AAAAT,
ATTTT, AAATA, TATTT
Homeodomain 13 TTCAT, ATTAA, TGATT, AATCA, TTAAT,
ATAAT, GATTA, TAATC, AATAA
TBP 9 TTTAT, ATAAA, TTTAT, TATAT,
Dof 5 GCTTT, CTTTT, TAAAG
TATCC, ATATC, GATAT, ATCTT, ATCTT,
Myb/SANT 13 AATCT, TTATC
SBP 3 CGTAC
EIN3 6 ATGTA, TGTAT, ATGCA, TGCAT,
NAC; NAM 5 TTGAC, AGTAA, TTACT, CACGC
TALE 7 TGACG
WRKY 6 TTGAC
bzIP 6 CAGCT, TGACC, AATGA
B3 3 CAACA, CGACA
C2H2 3 AGTGT, TCACT, TAACT
MADF 2 GTAAA, TTTAC
GATA 5 TGATC, GATCA, CGATC, GATCC
E2F 2 CGCGC
MADS box 1 CAAAA
TCR 1 TTTGA
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Tabla 6. Sitios de unién a factores de transcripcion en el promotor del gen GRMZM2G019177 en PT.

Factor de
transcripcion

# de sitios de unién

encontrados

Secuencia Consenso

AP2 3 CCGAC, CAACA
AT-Hook 24 AATT, ATATA, TATAT,AATAA AAAAA, TTTTT,
ATAAT, ATTAT, ATTTT, TATTT
Homeodomain 12 | TTCAT, TGATT, AATCA,ATAAT, GATTA,TAATC,
TBP 16 TTTAT, ATAAA, TATAT, ATATA
Dof 5 TAAAG, CTTTT, GCTTT,TAAAG
Myb/SANT 11 TATCC,GATAT, ATATC, AATCT, TTATC
EIN3 4 TGTAT, TGCA
NAC;NAM 6 TTGAC, AGTAA, TTACT, CACGC, CGCAA
TALE 5 TGTCA
WRKY 5 TTGAC
bzIP 6 AATGA, ACACA, CAGCT,AGCTG
B3 2 CAACA, CGACA
C2H2 3 TCACT, AGTGT, TAACT
MADF 2 GTAAA, TTTAC
GATA 4 GATCA
E2F 1 CGCGC
bHLH 1 CATGC
TCR 1 TTTGA
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5.4 Gen GRMZM2G125838

El segundo que se selecciond para realizar analisis de expresion diferencial en
condiciones de baja disponibilidad de fésforo en raiz y hoja de los tres cultivares fue el gen
GRMZM2G125838. En la Figura 16 se muestra la estructura del gen identificado como
GRMZM2G125838 de maiz en B73 (http://www.maizegdb.org/) cuya funciéon anotada es la

de una proteina de union a calcio.

< -l -8-—aa- >

Figura 16. Representacion esquematica de la estructura de la proteina de unién a calcio de maiz. Los
intrones son representados por lineas en gris claro y los exones en cajas de color azul; las cajas en color verde
representan las regiones 5’ UTR y 3°UTR respectivamente

Cuando una planta entra en contacto con un estimulo, ya sea biético o abidtico, se
inicia una red de transduccion de sefales; esta red puede iniciar programas de desarrollo,
de obtencién de nutrientes y controlar metabolismo para generar una respuesta adaptada
a dichos estimulos. Esta red de sefiales utiliza mensajeros como pH, lipidos, GMP ciclico y
Calcio (Ca?"). El calcio es un nutriente esencial en las plantas que se requiere para el
crecimiento y desarrollo, especificamente en la raiz y en la punta de las hojas. La
concentracion del Ca?" intracelular esta delicadamente balanceada por la presencia de
almacenes de Ca? como las vacuolas, el reticulo endoplasmico, la mitocondria y las
paredes celulares (Tuteja & Mahajan, 2007). EIl calcio es un mensajero ubicuo de la
sefializacién en plantas ya que se ha demostrado que esta involucrado en diversos caminos

de respuesta a estrés y responde a muchos estimulos, como se muestra en la Tabla 7.

Los niveles elevados de Ca?" pueden ser reconocidos por sensores o proteinas de
unién, que juntas pueden activar a proteinas cinasas. Estas proteinas cinas activadas
pueden fosforilar muchas proteinas reguladoras incluyendo factores de transcripcion, los
cuales pueden regular el nivel de expresion de proteinas reguladoras que como resultado
alteraran el metabolismo, seguido de una respuesta fenotipica de tolerancia al estrés,
aunque también puede desencadenar respuestas como muerte celular o inhibicion de
crecimiento, esto dependiendo del tipo y la cantidad de genes que sean regulados por el

cambio en el nivel de calcio (Tuteja & Mahajan, 2007).
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Tabla 7. Algunos estimulos fisioldgicos que elevan el Calcio (Ca2+) en las células de las plantas. Modificada de
Sanders et al.,1999

Estimulo Ejemplo de Respuesta
Luz roja Fotomorfogenesis
Acido abscisico Cierre de estomas
Giberelinas Secrecién de a-Amilasas
Salinidad/Sequia Sintesis de Prolina

Estrés hipoosmodtico |Adaptacion osmotica

Hongos Sintesis de fitoalexina
Frio Expresion del gen KIN1
Choque térmico Termo tolerancia
Induccioén del barrido de
Estrés oxidativo radicales libres
Ondulado de los pelos
Factores NOD radiculares

5.4.1 Calcineurina B (CBL)

El incremento del Ca?* citosélico en respuesta a sefiales extracelulares es percibido
por un grupo de sensores. Los sensores de calcio son pequefas proteinas que se unen a
Ca?'y cambian su conformacién en una manera dependiente de calcio. La especificidad en
la cadena de transduccién de sefiales es gracias a estos sensores que decodifican el

aumento de los niveles de calcio (Tuteja & Mahajan, 2007).

En plantas se han identificado varias familias de sensores de calcio, entre ellos los
mas importantes son la calmodulina (CaM) y la calcineurina B (CBL) y las proteinas cinasas
dependientes de calcio (CDPKs). CaM y CBL son pequefias proteinas que contienen
multiples dominios de union a calcio; para transmitir la sefial, interactian con proteinas
blanco y regulan su actividad. La calmodulina se expresa en todas las células eucariotas,
mientras que la calcineurina B solo se ha identificado en plantas superiores, lo cual sugiere
que posee una funcion especifica en el proceso de transduccion de sefiales en plantas

(Luan, Kudla, Rodriguez-concepcion, Yalovsky, & Gruissem, 2002).
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En un estudio realizado en 1999 por Kudla et al.se caracterizaron 3 miembros de la
familia de proteinas CBL en A. thaliana, y se pudo demostrar que su patrén de expresion y
el tejido donde son localizadas depende del estimulo que se recibe, por ejemplo, un
miembro de esta familia identificado como AtCBL1 es altamente expresado en raices y
tallos bajo condiciones de sequia, frio y dafio mecéanico; podemos pensar que cada

miembro de esta familia funciona en una red de sefiales especificas.

El descubrimiento de las proteinas CBL en A. thaliana, sirvi6 para analizar el
comportamiento de estas proteinas en plantas, ya que su funcionamiento solo se conocia
en mamiferos y levaduras. Se han identificado un grupo de proteinas cinasas que
especificamente interactian con los sensores CBL; el calcio se une a la proteina CBL e
induce un cambio conformacional y esto promueve la interacciéon con su proteina blanco,
una serina-treonina cinasa (CIPK) (Shi et al., 1999). La serina-treonina proteina fosfatasa
2B (EC 3.1.3.16), es una enzima que cataliza la reaccion de defosforilacion de una
fosfoproteina y como ya se mencioné, es dependiente del calcio. Este grupo de enzimas
eliminan el grupo fosfato unido a un aminoacido serina o treonina de un amplio rango de

fosfoproteinas (Rusnak & Mertz, 2000).

La exposicion de las plantas a estrés como frio, dafio fisico y salinidad promueven
la expresion de los genes CBL y CIPK, sin embargo, no responden a tratamientos de sequia
y de acido abscisico, estos resultados fueron obtenidos en chicharo (Pea sativum).
Adicionalmente por medio de microscopia confocal se pudo localizar a la proteina CBL
exclusivamente en el citosol, mientras que la proteina CIPK es localizada en el citosol y en
la membrana exterior. Aunque se analizaron flores, raices y hojas, donde se pudo ver mayor

nivel de genes fue en raiz y hojas (Mahajan, Sopory, & Tuteja, 2006).

En maiz, la red de sefiales dependientes de Ca?* fue asociada con la formacion de
aerénquima en la raiz. La aerénquima es un tejido que contiene grandes espacios gaseosos
intracelulares y se puede producir por un proceso llamado lisogenia, que es consecuencia
del estrés y las cavidades gaseosas se forman por muerte celular. La formacion de este
tejido es observada en muchas plantas acuéticas o que crecen en ambientes muy himedos,
pero en maiz su formacién es inducida por hipoxia, en condiciones de anegacion,
impedancia mecanica y hasta bajo condiciones aérobicas producidas por deficiencia de
nutrientes (Rajhi et al., 2011).
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5.4.2 Patron de expresion para el gen GRMZM2G125838

Sekhon et al. (2009) pusieron a disposicién publica un atlas de la expresién global
de muchos genes de maiz cubriendo las principales etapas del desarrollo durante el ciclo
de vida de la planta, sin embargo, de 80 301 genes evaluados mediante microarreglos, los
patrones de expresion de este gen no fueron encontrados. Una posible explicacion es que
el gen esté expresado bajo condiciones ambientales especificas 0 en 6rganos o etapas del
desarrollo muy especificos que no fueron cubiertas en su estudio, sin embargo, se realizo6
el andlisis de RT PCR para verificar el patrén de expresion de este gen bajo nuestro estudio

en los tres cultivares evaluados de maiz.

En la Figura 17 podemos observar los resultados del andlisis por RT qPCR del gen
GRMZM2G125838 en los tres cultivares a evaluar y se observo gue los niveles de expresion
relativa nuevamente fueron mayores en hoja que en raiz. Cuando la planta se encuentra
suplementada con los nutrientes completos (+P) podemos observar que los niveles de
expresion en hoja para B73 son los mas altos, presenta un aumento del doble de transcrito
respecto al nivel de PT y supera los niveles de Mi21 un 25%. Al presentarse la condicion
de estrés (-P) en la planta los niveles relativos en B73 presentan una minima variacién; en
los cultivares de tierras altas se puede apreciar claramente como el nivel de este gen
aumento. En Mi21 y PT los niveles relativos alcanzaron el doble, siendo ain mas notorio el

aumento en Mi21.

De acuerdo con la funcién anotada para este gen, se esperaba que los niveles
relativos de expresién aumentaran en los 3 cultivares bajo condiciones de estrés, sin
embargo, solo en los maices de tierras altas se ve un aumento significativo en el transcrito;
un eficiente sistema de transduccién de sefiales puede mitigar el efecto del estrés y
finalmente lograr la adaptacion, por los resultados de analisis de expresién no podriamos
decir que B73 no logra un respuesta que le ayude a sobrellevar la condicién de deficiencia
nutrimental, pero posiblemente sea mas rapida y eficiente en PT y Mi21, ya que se

encuentran mejor adaptados estas condiciones.
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Figura 17. Andlisis RT PCR de la proteina de unién a calcio en B73, PT y Mi21 de raiz y hojas en condiciones de
suficiencia y deficiencia de fésforo. Los datos representan las medias y el error estandar de dos réplicas
técnicas independientes.

El analisis RT PCR realizado en la raiz de los 3 cultivares se muestra en la Figura
18 y podemos observar un comportamiento totalmente opuesto al que se presenta en la
hoja bajo las mismas condiciones de nutrientes; cuando la planta se encontraba
suplementada con la solucién Hoagland completa (+P) los niveles relativos de expresion en
Mi21y PT son el doble que los niveles de B73, siendo los méas elevados los niveles en PT.
Al someter a la planta a deficiencia de nutrientes (-P) el nivel de transcrito aumenta el doble

para Mi21 y para B73 y aproximadamente se presenta un 30% de incremento en PT.

Los resultados de los niveles de expresion de este gen en la zona de la raiz para los
tres cultivares van de acuerdo con otros estudios publicados, es decir, se esperaba que,
bajo condiciones de estrés, los niveles de transcrito aumentaran, ya que esto implica que
se han activado diversas sefiales que modulan procesos metabdlicos y confieren tolerancia

al estrés.
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Figura 18. Anédlisis RT PCR de la proteina de unién a calcio en B73, PT y Mi21 paralaraiz en condiciones

de suficiencia y deficiencia de fésforo. Los datos representan las medias y el error estandar de dos réplicas
técnicas independientes.

5.4.3 Analisis de las secuencias promotoras del gen GRMZM2G125838

Para realizar el andlisis de las secuencias de los promotoras, las regiones
amplificadas y secuenciadas con los oligos enlistados en la Tabla 2 fueron alineados, se
obtuvieron 4 secuencias, 2 de Mi21y 2 de PT, siendo cada una de plantas diferentes, asi
como también la reportada para B73 en la base de datos para este gen

(https://bicinformatics.psb.ugent.be/plaza/). En la Figura 19 se presentan los resultados

finales de los alineamientos; la region promotora de este gen en PT y Mi21 resulto ser muy
diferente con respecto a B73, pero entre PT y Mi2l hay muy pocas variaciones.
Adicionalmente, en el analisis que se realiz6 con el software Clustal Omega se pudo
observar que hay una amplia region del promotor de B73 que no esta cubierta por las
secuencias de PT ni de Mi21. Para el disefio de este experimento se generaron un par de
oligos especificos para la region promotora de B73 y se presentaron algunas dificultades al
intentar amplificar la region por medio de reacciones de PCR, lo cual pudo ser ocasionado
por la alta variabilidad de esta region en los maices de tierras altas. Seria conveniente
disefiar un nuevo par de oligos usando como referencia el genoma de Palomero Toluguefio
para poder tener una mayor cobertura de la regidon promotora y analizar si siguen

presentdndose muchas diferencias respecto a B73.
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Figura 19. Alineamiento de las secuencias promotoras del gen GRMZM2G125838 en B73, PT y Mi21. En la
primera fila se ubica la secuencia de B73, los dos individuos de PT estén indicados como PT.1y PT.2 y en las filas
4y 5 se encuentran las secuencias de Mi21.Los asteriscos localizados en la parte inferior de las secuencias indican
similitud entre las 5 secuencias analizadas.

En la Tabla 9 podemos observar los sitios de unidn a factores de transcripcion en la

region promotora de B73. Al comparar estos resultados con los sitios de unién en PT, que

se encuentran en la Tabla 8, podemos observar que PT no presenta sitios de unién para

factores de transcripcion Dof. Dos de los sitios de unién para estos factores de transcripciéon

se encuentran en una parte de la regién promotora que no esta cubierta por los resultados

de secuenciacién del genoma de PT y otros dos sitios de unién se muestran en la Figura

19 en recuadros azules y se puede ver claramente como no hay coincidencia con el genoma

de PT, por lo cual esta secuencia no pude funcionar como sitio de unién para este factor de

transcripcion.

Existen sitios de unién a factores que fueron reconocidos en la secuencia de B73,

pero no se encuentran presentes en Mi21 y tampoco en PT; los sitios de unién para el factor

SBP y para C2H2 se encuentran en una region de B73 para la que no se tiene datos de los

otros dos cultivares. El sitio de union para MADS-Box, que se encuentra marcado en la

Figura 19 en un recuadro color rojo, no fue encontrado en las secuencias de PT ni de Mi21.
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Otra diferencia localizada entre los tres cultivares, es el Homeodominio, secuencia que no
se encuentra presente en las lineas de tierras altas, este sitio de unién se puede ver

marcado en la Figura 19 con un cuadro de color rosa.

Tabla 8. Sitios de union a factores de transcripcion en el promotor del gen GRMZM2G125838 en PT.

Factor de transcripciéon # de sitios de union Secuencia Consenso
encontrados
bzIP 6 ACGTG, TGACGT, GACAG, CGTGT,
TCACG, GACGT
p| T
NAC; NAM 2 CGTGT, GCGTG
TALE 3 AGTCA, TGACG, TGACC
AP2 3 CGGTG, GCCGC, CAGGT
bHLH 3 GCACG, GGTGC, CTTGC
B3 2 CAGGT
GATA 6 AGATC, GATCT,
TCP 3 GGTCC, GTGGG,
CG-1 2 ACGCG
TBP 1 ATAAA
Myb/SANT 5| ACCTA, ATATT, CGTGT, GCGTG
ARF 2 AGACA
LOB 1 CCGCA
MADF 1 GTAAA
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Los sitios de union identificados por el software Plant PAN 2.0 para la region
promotora de Mi21 se muestran en la Tabla 10. Es interesante observar que Mi21 posee
un sitio de unién extra para la familia de factores MYB, que estan relacionados con la

respuesta a estrés abidtico.

Tabla 9. Sitios de unién a factores de transcripcion en el promotor del gen GRMZM2G125838 en B73.

Factor de # de sitios de unidén .
s Secuencia Consenso
transcripcién encontrados
AP2 ,7| CCGCC, CGCCG, CGGCG, CGGTG, GTCGG,
CCGGC, CCGAC, GCCGC, CCGAC,
AT-Hook 53 | AATT, ATATA, TATAT, AATAA, AAAAA, TTTTT,
ATAAT, ATTAT, ATTTT, TATTT
Homeodomain 13 TTCAT, ATTAA, TGATT, AATCA, TTAAT,
ATAAT, AATAA
TBP 13 TATAT, ATATA
Dof 12 TAAAG, CTTTT, GCTTT,TAAAG
TATCC, GATAT, ATATC, AATCT, ATCTT,
Myb/SANT 10 AAGAT, TTATC,
SBP 7 CGTAC
EIN3 7 ATGTA, TGTAT, TGCA
NAC;NAM 6 TTGAC, AGTAA,TTACT, GCGTG,
TALE 6 TGACT
WRKY 5 TTGAC
bzIP 5 AATGA, ACACA, TGACC
B3 3 CGACA
C2H2 2 TCACT
CG-1 2 ACGCG
MADF 2 GTAAA, TTTAC
GATA 2 TGATC, GATCA
E2F 2 CGCGC
bHLH 1 GCGC
MADS BOX 1 CAAAA
TCR 1 TTTGA
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Tabla 10. Sitios de unidn a factores de transcripcion en el promotor del gen GRMZM2G125838 en B73

Factor de # de sitios de unidén .
L Secuencia Consenso
transcripcion encontrados
AP2 18 CCGCC, CGCCG, GCCGC, CCGAC, CAACA
AATTT, AAATT, ATATA, TATAT, ATAAA,
At-Hook 22 AATAA, AAAAA, ATAAT,ATTAT, AAAAT, ATTTT,
AAATA, TATTT
Homeodomain 13 TTCAT, ATTAA, TGATT, AATCA, TTAAT, ATAAT,
GATTA, TAATC, AATAA
TBP 9 TTTAT, ATAAA, TTTAT, TATAT,
Dof 5 GCTTT, CTTTT, TAAAG
TATCC, ATATC, GATAT, ATCTT, ATCTT, AATCT,
Myb/SANT 13 TTATC
SBP 3 CGTAC
EIN3 6 ATGTA, TGTAT, ATGCA, TGCAT,
NAC; NAM 5 TTGAC, AGTAA, TTACT, CACGC
TALE 7 TGACG
WRKY 6 TTGAC
bzIP 6 CAGCT, TGACC, AATGA
B3 3 CAACA, CGACA
C2H2 3 AGTGT, TCACT, TAACT
MADF 2 GTAAA, TTTAC
GATA 5 TGATC, GATCA, CGATC, GATCC
E2F 2 CGCGC
MADS box 1 CAAAA
TCR 1 TTTGA
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Los datos que tenemos para la secuencia de B73 son obtenidos de bases datos, al
ser alineados y comparados con nuestros resultados de secuenciacion podemos ver que
falta mucha cobertura de las secuencias de PT y Mi21, por lo tanto, no podriamos descartar
la presencia de los sitios a union a factores de transcripcion que solo fueron detectados
para B73.

Los genes que codifican para una proteina de unién a calcio y una metalo-beta
lactamasa muestran el mismo comportamiento en las hojas, es decir, ambos genes tienen
niveles relativos de expresion mas elevados en este tejido que en la raiz. En la raiz de los
tres cultivares, la expresion de los dos genes fue inducida cuando la planta se encontraba

en deficiencia de fésforo.

En las hojas, la expresion del gen metalo-beta lactamasa disminuyo sus niveles de
expresion cuando la planta se encontraba en condiciones de estrés, pero en el mismo
cultivar, la expresion de la proteina de unién a calcio no se vio draméticamente afectada
bajo condiciones de estrés. La respuesta a condiciones de estrés de ambos genes fue mas
estable en PT, porque se pudo observar mas claramente el aumento de transcrito cuando

las condiciones nutricionales de la planta cambiaban.

Analizando la expresioén relativa en las raices podemos ver gue nuevamente B73 se
mantiene constante en la expresion del gen metalo- beta-lactamasa a pesar del cambio de
condiciones nutricionales. La expresién de los dos genes, en la raiz de Mi21 mostraron los

mayores niveles de transcrito bajo condiciones de poca disponibilidad de fésforo.

Las secuencias del promotor en los 3 cultivares para el gen metalo-beta-lactamasa
presenté menor porcentaje de diferencias con B73 que la secuencia de la proteina de union
a calcio.En la regién promotora, de los 3 cultivares, y de ambos genes se encontraron sitios
de unidn para las mismas familias de factores de transcripcion, pero gran variabilidad entre
el nimero de sitios lo cual indica la diferente regulacion que estan teniendo estos genes

bajo condiciones de baja disponibilidad de fésforo.

En ambos genes se encuentra presente sitios de unién para factores de
transcripcion involucrados en otras plantas, en la adaptacion y tolerancia a diversos tipos
de estrés, y especificamente relacionados con la deficiencia de fésforo se encuentran los
factores Myb y WKRY.
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6. Conclusiones

El andlisis de dos genes candidatos, que fueron seleccionados en base a su
localizacién dentro de una regién de inversiébn cromosémica presente solamente en los
maices de tierras altas, mostr6 que los genes codifican para proteinas que estan
directamente relacionadas con la respuesta a estrés abiético. El primer gen candidato esta
anotado en las bases de datos como una metalo-beta-lactamasa, y el segundo es una

proteina de unién a calcio.

El maiz al estar expuestas a condiciones de estrés, como deficiencia de fésforo,
tienen que generar muchos cambios, principalmente modificaciones en el metabolismo, que
le permitan adaptarse a las nuevas condiciones. Para iniciar estas modificaciones se
necesita un mensaje especifico, mensaje que un sensor como la proteina de unién a calcio
es capaz de decodificar y asi generar la respuesta adecuada. Al mismo tiempo, un aumento
en el metabolismo genera sub productos que pueden llegar a ser toxicos para la planta, por
lo tanto, una enzima como la metalo-beta-lactamasa que es capaz de desintoxicar a la
planta. Estas acciones son solo algunas de las posibles respuestas de la planta para tolerar

las condiciones de deficiencia de fésforo.

Por medio del andlisis RT gPCR, se pudo observar que la respuesta al estrés de los
genes analizados es especifica a cada tejido, ya que en todos los genes hubo mayor
transcripcion en las hojas; y el mayor nivel de expresion relativa se presentd
especificamente para el gen GRMZM2G019177. En PT y Mi21 es donde se pudo observar
mayor nivel de expresion para ambos genes en condiciones de bajo fésforo, eso puede ser
por que los maices de tierras latas crecen normalmente en condiciones de baja
disponibilidad de fésforo, por lo que estos genes han estado sometidos a un proceso de

seleccion y adaptacion.

Se analizaron las regiones promotoras de los genes candidatos en los tres cultivares
para buscar elementos en cis que nos ayuden a entender el proceso de regulacion para
dichos genes bajo las condiciones de baja disponibilidad de fosforo. En las regiones
promotoras de los 3 cultivares, para los dos genes analizados, se encontraron los mismos
sitios de unién a factores de transcripcion, pero donde se puede observar una alta
variabilidad es en el nUmero de sitios especificos para cada factor de transcripciéon. Esta

variabilidad entre los cultivares puede explicar la diferencia en los niveles de expresiéon de
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los genes candidatos en PT y Mi21, ya que se esta generando una reaccion a la deficiencia
de fésforo y una respuesta mas eficiente que le confiere tolerancia a la baja disponibilidad

de dicho nutriente.

/. Perspectivas

En la region de inversion localizada en el cromosoma 4 se encuentran 27 genes, de
los cuales en este estudio solo se analizaron 2, seria muy importante estudiar el resto de
los genes y sus interacciones entre ellos, para poder tener un panorama mas global de
como esta funcionando la respuesta a la deficiencia de fosforo en los maices de tierras

altas.

Seria interesante realizar un estudio de QTL utilizando maices de tierras altas, como
PT y Mi21 para asociar rasgos acerca de la modificacion de la arquitectura de la raiz y su

relacion con los genes dentro de la inversion.

Adicionalmente se debe considerar analizar una regiébn aproximadamente de
2000pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién, para poder ubicar y conocer los
elementos de regulacidon en cis presentes en los promotores, este andlisis también se

podria realizar en todos los genes localizados en la inversion.

Se podria intentar la sobre expresion de genes localizados en la inversién que
muestren tener un rol importante en la tolerancia a la deficiencia de fésforo, para lograr

variedades tolerantes.
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