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Capitulo 1. Introduccién general

La ignorancia afirma o niega rotundamente;la ciencia duda.

Voltaire






Introduccidén general

1.1. Regulacion transcripcional

Muchos procesos biolégicos en la planta como son el desarrollo, la respuesta a
estimulos ambientales y la homeostasis son regulados a nivel transcripcional. El control
transcripcional es ejecutado por la interaccidén entre factores de transcripcion (TFs) y
microRNAs, que actuan en trans como reguladores y los elementos cis-regulados
(CREs), que son secuencias de ADN en la periferia de los genes diana. Cada gen tiene
en su regidn adyacente un conjunto de elementos reguladores que proporcionan una

multitud de sitios de unidn para factores de transcripcion (Kim & Park 2011).

Los TFs se unen a ADN en diferentes combinaciones e interaccionan tanto entre ellos,
como con otras moléculas, dando lugar junto a los microRNAs a redes de regulacién
genética (GRNs) que permite modular la expresidon génica espacial y temporalmente,
en respuesta a las necesidades intrinsecas e extrinsecas del organismo. La expresiéon
génica es controlada en muchos niveles, sin embargo el mas extendidamente
investigado es la regulacién transcripcional (Aasland et al 1996, Agostini et al 1999, Lee

& Young 2000).

De modo general los TFs pueden dividirse en generales y especificos. Los primeros
actuan en cooperacion con la ARN polimerasa Il y estan implicados en la transcripcién
de un amplio nimero de genes (Lee & Young 2000) y los segundos se unen a
subconjuntos de genes diana para dar lugar a patrones espacio-temporales de

expresién génica (Kadonaga 2004).

Los TFs son tipicamente compuestos de dos regiones funcionales en una de las cuales
hay un dominio de unién ADN y en la otra, dominios reguladores (Mitchell & Tjian
1989). El dominio de unidon a ADN reconoce secuencias especificas y ayuda a fijar el
factor de transcripcion al ADN (Kim & Park 2011). Ademas, los dominios les permiten a
los TFs interactuar entre ellos y con otras proteinas que no se unen a ADN pero hacen

parte del complejo transcripcional y son denominados co-factores.
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Los CREs han sido tradicionalmente clasificados de acuerdo a su funcién y a la
arquitectura gendmica en promotores, potenciadores, silenciadores y aisladores (Kim
& Park 2011). Los promotores se dividen en dos tipos nucleo "core" vy proximal,
dependiendo de las proteinas con las que interactuan y la distancia a los sitios de inicio

de transcripcion (TSS).

En plantas, como en otros sistemas eucariotas, 50 pb aguas arriba y 50 bp aguas abajo
del TSS ha sido considerada como la zona que contiene el nucleo del promotor (Mejia-
Guerra et al 2012, Novina & Roy 1996, Vandepoele et al 2006). Al nucleo se une la
familia de factores Il (TFIl) permitiendo seguidamente, la coordinacion de los
componentes del complejo de inicio de la transcripcion facilitando el reclutamiento de
la RNA polimerasa |l y la iniciacidn la transcripcién (Juven-Gershon et al 2008, Smale &

Kadonaga 2003, Thomas & Chiang 2006).

El promotor proximal se encuentra en direccion 5' del nucleo del promotor e
interacciona con TFs especificos interviniendo en la estabilidad de la unién de los TFs
generales al nucleo del promotor (Gill 2001, Kim & Park 2011). Es de anotar, que la
identificacion de regiones regulatorias realizando andlisis por delecion en mdultiples
genes ha mostrado que las secuencias entre -300 a -50 pb del TSS tienen un efecto
positivo en la actividad del promotor mientras que la zona entre -1000 a - 500 bp del

TSS tiene un efecto negativo (Barrett et al 2012, Cooper et al 2006).

Sin embargo, los resultados aportados por los recientes avances en el analisis in vivo a
nivel gendmico de interacciones de TF-promotor y varios fenotipos de desarrollo
asociados con cambios estructurales en la organizacidon del genoma que afectan a un
loci de desarrollo en los que potenciadores remotos estan involucrados, han mostrado
gue probablemente la idea de que el promotor es la regién aguas arriba del TSS no es
totalmente correcto, ya que no captura la compleja estructura tridimensional de la
cromatina a través de la que las secuencias distantes se pueden plegar y quedar
proximas a los complejos reguladores (Dathe et al 2009, Klopocki et al 2008, Mejia-

Guerra et al 2012, Spilianakis et al 2005, Spitz & Furlong 2012). Se ha encontrado por
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ejemplo, que elementos regulatorios a lo largo del genoma a 100 kb de distancia

influyen en la expresion de un gen (Louwers et al 2009).

En los ultimos afos se ha evidenciado también debido a los resultados de diversas
publicaciones que la regulacion de la expresion génica en eucariotas es un proceso en
el que regiones tales como la 5' UTR, los intrones y la 3' UTR, tienen un papel relevante
en la regulaciéon de la transcripcién (Barrett et al 2012, Bolduc & Hake 2009, Cheng et
al 2005, Kaufmann et al 2010, Mejia-Guerra et al 2012, Ng et al 2009). En plantas, uno
de los casos de regulacidén en cis aguas abajo del 5' TSS mas estudiado es el efecto

potenciador del primer intrén y la 5' UTR (Mejia-Guerra et al 2012).

Los potenciadores se encuentran a menudo lejos de los promotores y de los TSS. La
funcion de estos es promover la transcripcion, lo que logran mediante el reclutamiento
de enzimas modificadoras de histonas que abren estructuralmente la cromatina (Jiang
& Pugh 2009). Por su parte, los silenciadores cumplen un papel antagdénico al de los
potenciadores pero tienen una forma de trabajo similar, estos rodean la secuencia
codificante y otros CREs, para proteger las estructuras de los genes y las estructuras

reguladoras de la influencia de los efectos externos (Kim & Park 2011).

Otro elemento que interviene en la regulacién genética es el modo en que los sitios de
unién de factores de transcripcion (TFBSs) se organizan en el genoma formando
maodulos regulatorios en cis (CRMs) (Kirchhamer et al 1996). Los CRMs son definidos
como una secuencia de ADN que contiene TFBSs agrupados en estructuras modulares
(tipicamente entre 50 pb y hasta 1,5 kilobases, kb), que actuan para regular diversos
aspectos del proceso de transcripcién (Bolouri & Davidson 2002, Jeziorska et al 2009).
El papel de un TF cominmente esta determinado no solo por el propio TF, sino por el
orden de los TFBSs a los que se une y al contexto celular en el que actuan, pudiendo un
TF actuar como un activador o un represor de la expresidon dependiendo de las
condiciones en que se encuentre (Hunziker et al 2010, Kim & Park 2011, Madan Babu

& Teichmann 2003, Singh & Hannenhalli 2010).
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Entender cdémo opera un CRMs involucra conocer su arquitectura, identificar los
factores que modulan su actividad y la medicién de su capacidad para regular la
transcripcién. Los CRMs se localizan desde unos pocos kb hasta cientos de kb aguas
arriba del nucleo del promotor (Bien-Willner et al 2007, Jack et al 1991, Jeziorska et al
2009), en la secuencia codificante (Tumpel et al 2008), dentro de intrones (Zimmerman
et al 1994), en la zona 3' UTR (Palmer et al 2007, Yochum et al 2008), asi como en
diferentes cromosomas donde un CRM es capaz de interferir en los elementos en trans

(Lomvardas et al 2006, Spilianakis et al 2005, Xu et al 2006).

El concepto de promotor dindmico abarcando todos los CREs y los CRMs que modulan
la expresion génica puede ser el mas acertado para describir la regulacion en cis,
incluyendo los conocimientos obtenidos en los ultimos afios (Mejia-Guerra et al 2012)
(Figura 1). Sin embargo, en general se considera que hay una gran cantidad de
elementos regulatorios importantes ubicados cerca del TSS del gen regulado y por
tanto, se emprenden abordajes experimentales centrados en esta zona (Kim & Park

2011).

Complejo de factores Maquinaria
de transcripcion Y general
transcripcional

— —_—
@ &
i i Sitio de inicio

v v de transcripcién
CRMs X CRMs Y

| —f——— TATAINR

\ J \ )
1 !

Promotor Promotor
proximal nucleo

Figura 1. Representacion del concepto de promotor dinamico.

Se representan los diferentes componentes de la regulacién en trans que son la ARN polimerasa Il y los
factores de transcripcidn generales y especificos. Igualmente, se simbolizan los elementos cis-regulados
(CREs), que son el promotor nucleo, el promotor proximal, los potenciadores, los silenciadores, los
aisladores y finalmente, los médulos regulatorios en cis (CRMs).

De acuerdo a la escala temporal en que actian, en términos generales las GRNs se
pueden dividir en GRNs de desarrollo y GRNs sensoras. Las GRNs de desarrollo operan

en los procesos de divisidn y diferenciacion celular y determinan cambios irreversibles
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en los patrones de expresidon genética, efectuando modificaciones que perduran por
encima de una generaciéon celular. Por el contrario, las GRNs sensoras inicial un
proceso que parte de la percepcidn de una sefial e intervienen dentro del rango de una
generacion celular, por ejemplo, un estrés causado por un cambio medio ambiental se
traduce en una modificacién en la expresion de uno o varios genes y finaliza con la
sintesis proteica. Las GNRs proveen un vinculo causal especifico entre secuencias
genodmicas reguladoras y procesos de desarrollo o respuestas a estimulos ambientales

(Davidson & ebrary Inc. 2006, Davidson & Levine 2008, Levine & Davidson 2005,
Oliveri et al 2008). Ademas, los componentes individuales de un complejo proceso de
desarrollo son en general controlados por subcircuitos de la GRNs (Davidson & Levine

2008).

Con el fin de identificar GRNs se estudian las complejas interacciones entre multiples
TFs y sus genes diana, a través de diferentes tipos celulares, contextos y momentos
especificos. Las interacciones TF-ADN pueden ser estudiadas usando dos
aproximaciones diferentes pero ampliamente complementarias las cuales son las
centradas en los TF (proteina-ADN) y las centradas en los genes (ADN-proteina) (Arda

& Walhout 2010).

Los métodos enfocados en el estudio proteina-ADN inician con uno o varios TF y
buscan identificar el fragmento de ADN gendmico con los que estos interactuan,
siendo ejemplos de este abordaje la inmunoprecipitacion de la cromatina (Chromatin
immunoprecipitation, ChIP), la identificacion ADN adenina metiltransferasa (ADN
adenine methyltransferase identification, DamlID) y la unién de proteinas a un micro

arreglo de ADN (Protein-binding microarrays, PbMs).

Una de las principales técnicas empleadas actualmente para estudiar las interacciones
ADN-proteina in vivo es el ChlP, el cual se basa en inmunoprecipitar selectivamente
una proteina de interés para determinar las secuencias de ADN asociadas con ella. El
ChIP ha sido ampliamente utilizado para determinar modificaciones post-

traduccionales en las histonas, variaciones en las histonas, TFBS y modificaciones de la
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cromatina en el genoma o en un locus dado debido a la accién de enzimas (Collas

2009).

Posteriormente aprovechando las nuevas tecnologias de secuenciacidon (NGS), se cred
un método denominado ChIP-Seq, que combina la inmunoprecipitacion de
cromatina con la secuenciacion en paralelo a gran escala, (Barski et al., 2007; Johnson
et al., 2007). En este método los fragmentos diana de un factor de transcripcion son
primero enriquecidos mediante la inmunoprecipitacién y seguidamente, son unidos a
adaptadores, amplificados mediante PCR y finalmente secuenciados, para generar
cientos de millones de lecturas cortas (reads) de ADN. Estas lecturas son seguidamente
alineadas con el genoma y empleando un algoritmo de busqueda de picos (peak-
finding) pueden ser usadas para establecer a escala gendmica la localizaciéon de los
sitios de union del TF o modificaciones en las histonas (Kim & Park 2011). En el analisis
de ChIP-Seq, los sitios bioldgicamente interesantes son identificados mediante la
busqueda de los loci en el genoma donde las lecturas de ADN provenientes del ChIP

estan sobre-representados (Xu et al 2010).

Finalmente, los métodos orientados a analizar las interaccion ADN-proteina inician con
uno o mas fragmentos de ADN y desean establecer que TF interactuan con ellos, entre
estos métodos se puede mencionar el hibrido simple en levadura (Yeast One-Hybrid,

Y1H) y la delecién de la regién 5' de un gen y su fusion a un gen reportero.

1.2. Sistema vascular de las plantas

El tejido vascular de la planta tiene como funciones principales conformar una
estructura fisica que sirve de sostén, permite el transporte de sustancias como agua y
nutrientes y facilita la defensa. El sistema vascular constituye una red de células que
interconectan todos los principales érganos de la planta y esta constituido por el
xilema y el floema que son dos tejidos totalmente diferenciados, asi como por tejidos
meristematicos también llamados procambium/cambium, que tienen caracteristicas
pluripotentes (Figura 2). El xilema transporta agua y minerales desde la raiz hasta las

partes aéreas de la planta y el floema es esencial para transportar productos
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fotosintéticos (azucares, ARN, proteinas y otros compuestos organicos), desde la
fuente hasta los drganos. Los meristemos apicales de la raiz y el tallo son establecidos
durante el desarrollo embrionario mientras que los meristemos laterales (procambium
y cambium vascular), aparecen en etapas posteriores de desarrollo y son el resultado
de procesos de reclutamiento celular y re-diferenciaciéon controlados por hormonas

(Schuetz et al 2013).

El desarrollo del sistema vascular de las plantas se puede dividir en primario y
secundario. Durante el desarrollo primario se forman en el tallo y la raiz, el xilema vy el
floema a partir del procambium (Ye 2002, Ye et al 2002, Zhang et al 2011). Las células
individuales de procambium se someten a divisiones periciclinales (paralelas al plano
de la elongacidn celular), para generar el tejido procambial, donde se forman el xilema
y el floema, y se mantiene un subconjunto de células en un estado indiferenciado que
funcionan como células madre vasculares que permiten la formacién de tejidos
vasculares en zonas de elongacion rapida o en la expansién de érganos (Schuetz et al

2013).

Posteriormente, el cambium vascular que es un meristemo lateral dedicado al
desarrollo vascular secundario (Zhang et al 2011) se desarrolla a partir de células del
procambium y del parenquima, que recuperan la capacidad de dividirse y forman una
capa de células meristematicas entre el xilema y el floema primario en los haces
vasculares (Figura 2) (Ursache et al 2013). El tejido vascular secundario se define como
el tejido vascular que surge del cambium vascular (Groover 2005, Ursache et al 2013).
Las células del cambium comienzan a proliferar y dan lugar al floema secundario hacia
el exterior y al xilema secundario hacia el interior (Zhang et al 2011). Aunque las
actividades de la divisién celular en el cambium son mas pronunciadas en especies de

arboles perennes, también se producen en plantas herbaceas.

El Unico caso excepcional son las monocotiledéneas, que a diferencia de otras plantas
con flores y gimnospermas, el cambium no se desarrolla probablemente debido a la
pérdida de la capacidad de formacion de cambium antes de su divergencia (Cano-

Delgado et al 2010).
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Figura 2. Patron del tejido vascular durante el crecimiento y desarrollo postembrionario y sus
reguladores mas representativos.

(Cano-Delgado et al 2010). Los tejidos vasculares estan conectados como una sola red en las plantas; sin
embargo, su organizacion cambia en diferentes partes del cuerpo de la planta. (izquierda)Como los
tejidos vasculares estan conectados en la planta. (derecha) Representacion detallada de la organizacion
de los tejidos vasculares en la hoja, el tallo y la raiz. Las rutas o los reguladores representativos en el
patrén vascular son simbolizados con un cuadro rojo. APL (ALTERED PHLOEM DEVELOPMENT); ATHB-8
(class 1l homeodomain transcription factor 8); CLE (CLAVATA3-like small protein ligands); COV1
(CONTINUOUS VASCULAR RING 1); HD-ZIP Il (class Il homeodomain-leucine zipper); HCA (HIGH
CAMBIAL ACTIVITY); miR (microRNA); MP (MONOPTEROS); PIN1 (auxin efflux carrier); PXY (PHLOEM
INTERCALATED WITH XYLEM); SCF/VAN3 (SCARFACE); SCR (SCARECROW); SHR (SHORT ROOT); VAB
(VAN3 binding protein) y VND (VASCULAR-RELATED NAC-DOMAIN PROTEIN).
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El procambium proporciona durante el crecimiento primario células madre vasculares
y el cambium vascular y sus células asociadas, tienen un papel similar en el crecimiento
secundario en el que la planta continda creciendo y madurando (Ursache et al 2013).
Durante las etapas finales de la diferenciacién vascular las células precursoras del
floema y del xilema se someten a distintos programas de desarrollo y terminan
diferencidandose en elementos maduros del xilema y del floema (Figura 2 y 3) (Esau &

Gill 1969).

Los mecanismos por los que ciertas células procambiales son seleccionadas para
diferenciarse en floema se desconocen. Sin embargo, la estabilidad del patrén vascular
en la mayoria de especies sugiere que las sefiales de posicidn y condiciones de

crecimiento son de importancia critica (Bauby et al 2007).

El floema primario comprende los tubos criboso y las células acompanantes, las células
del parénquima del floema y las fibras del floema. Este esta compuesto por el
protofloema, que madura en las partes de la planta que aldn estan creciendo en
extensién y sus elementos cribosos pronto se vuelven inactivos y el metafloema que se
diferencia mas tarde y completa su maduracion después de que el érgano ha
terminado su crecimiento longitudinal (Figura 3). Los tejidos del floema maduro
consisten en tubos cribosos, células acompafiantes del floema y en muchos casos, en
las fibras del floema. Los elementos cribosos se encargan del transporte de
metabolitos desde tejidos de origen, como hojas, a sumideros metabdlicos, como
raices y semillas. Durante la diferenciacién, los elementos cribosos pierden muchos de
sus organulos, incluyendo el nucleo, pero se mantienen fisiolégicamente vivos, debido
a que se acopla citoplasmicamente a las células acompafiantes a través de numerosos
plasmodesmos, para que ellas mantengan su competencia metabdlica (Schuetz et al

2013).

Las traqueidas formadas durante el desarrollo de la planta, se distinguen
estructuralmente como conductos de protoxilema y de metaxilema. El protoxilema se
forma en el desarrollo primario de la planta y tienen engrosamientos de la pared

celular secundaria por deposiciones localizadas anulares o en espiral, que son patrones
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de refuerzo que permiten a estas células continuar alargandose dentro de las areas en
crecimiento activo de la planta (Schuetz et al 2013). Por su parte, el metaxilema se
encuentra cuando aun la planta es joven y esta en crecimiento y seguidamente,
madura cuando el tejido vegetal finaliza su alargamiento. Este se caracterizan por un
patréon picado o reticulado de deposicién de la pared celular secundaria, que no

permite la elongacién celular continua (Figura 3) (Schuetz et al 2013).

Los tejidos maduros del xilema se compone de tres tipos de células principales:
Elementos del xilema traqueales (vaso), fibras del xilema y células del parénquima del
xilema. Los Elementos traqueales, facilitan el transporte de agua y solutos entre los
organos y las fibras proporcionan soporte estructural para la planta, poseyendo ambos
tejidos gruesas paredes celulares secundarias. Las células del parénquima del xilema
carecen de paredes celulares secundarias bien definidas y estan implicados en una
variedad de procesos bioldgicos, incluyendo ayudar a la lignificacion de las paredes
celulares secundarias de los elementos traqueales y las fibras. Estos tres tipos de
células se forman a partir de células precursoras del xilema, que se derivan a partir de
células procambiales/cambiales, pero solo los elementos traqueales y las fibras se
someten a la extensa formacién de la pared celular secundaria, denominada

xylogenesis (Schuetz et al 2013) (Figura 3).

El desarrollo del xilema secundario se produce a través de diferentes pasos que
implican la proliferacién celular del cambium, especificacion y expansion de las células
del xilema, deposicion de pared celular secundaria y la muerte celular programada

para formar huecos en forma de tubo (Zhang et al 2011).

La pared celular es el rasgo mas caracteristico de las células vegetales. En las plantas la
pared celular diverge en cuanto a su composicion polimérica tanto entre especies
como entre tipos celulares y puede clasificarse como primaria o secundaria,
dependiendo si es extensible o no, durante el crecimiento de los érganos (Lee et al

2011).
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Figura 3. Vision general de la especificacion celular del procambium/cambium y la diferenciaciéon
celular xilema/floema.
(Adaptado. Schuetz et al 2013). Las células del procambium pueden formarse por la diferenciacion de

células del parénquima o por la division de células existentes del procambium, durante el crecimiento
primario. El cambium vascular y las células asociadas se derivan del procambium vascular durante la
transicidén al crecimiento secundario. Las células del procambium/cambium se diferencian en los
distintos tipos de células del xilema o del floema. En la parte inferior se presenta una representacion de
la pared celular vegetal (Adaptado. http://www.postgradoeinvestigacion.uadec.mx/imagenes/CC31
/antioxidantes2.jpg).

Todas las células de la planta contienen una pared celular compuesta por una matriz
de microfibrillas de celulosa, hemicelulosas, y otros polimeros de pared celular, sin
embardo existen diferencias significativas entre los tipos de polimeros y su
abundancia, siendo un ejemplo de esto las variaciones presentes en dicotileddneas y
monocotiledéneas (Handakumbura & Hazen 2012, Vogel 2008). Cantidades
relativamente altas de xiloglucano, pectinas y proteinas estructurales, se encuentran
en las paredes primarias de eudicotileddneas, monocotiledéneas no commelinoides, y
gimnospermas, mientras que monocotiledéneas commelinoides como las gramineas

contienen glucurono-arabinoxylan, pequefias cantidades de proteinas de pectina y

estructurales y altos niveles de hydroxycinnamates (Vogel 2008).

La pared es secretada por la célula viva como una serie de capas, de manera que la
capa mas vieja estd hacia afuera y la capa mas joven hacia adentro junto al
protoplasma. Las 3 capas principales de la pared celular, desde el exterior hacia el

lumen celular son: la lamina media, la pared primaria y la pared secundaria (Figura 3).

La lamina media es una capa fina depositada durante la divisidn celular, que puede ser
compartida por varias células y estd formada principalmente por pectinas y proteinas.
Posteriormente, se genera la pared primaria que es depositada inmediatamente
después de la divisién celular, antes de que la célula complete su crecimiento. Las
células que poseen este tipo de pared estan asociadas a protoplastos vivos, tienen la
capacidad de volver a dividirse por mitosis y sus paredes pueden experimentar

cambios reversibles.

Finalmente, se encuentra la pared secundaria la cual solamente estd presente en

algunos tipos celulares. Una vez empieza a depositarse la pared secundaria la célula
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detiene su crecimiento y elongacidn. Su presencia esta restringida a células de los
tejidos vascular y mecanico, en los cuales la pared secundaria es caracteristicas de las
traqueidas, las fibras y las esclereidas del esclerénquima. Regularmente, consta de tres
capas con caracteristicas fisicas y quimicas diferentes, llamadas desde afuera hacia

adentro S1 (capa externa), S2 (capa media o central) y S3 (capa interna).

La pared celular primaria de las plantas superiores esta formadas por una matriz y
fibras, constituidas principalmente por celulosa, hemicelulosas, pectina y otras
proteinas estructurales. A diferencia, la pared celular secundaria estd compuesta

esencialmente de celulosa, hemicelulosa y lignina.

La lignina es uno de los componentes mds importantes de la pared secundaria, y
después de la celulosa, es el polimero vegetal mas abundante. Este compuesto se
sintetiza a través de la ruta de los fenilpropanoides y se localiza en la pared celular
secundaria de tejidos vascular y mecanico. Ademads, este polimero interviene en la
integridad estructural de la planta, el eficiente transporte hidrico y como barrera

contra ataques microbianos (Sarkanen & Ludwig 1971a).

En relacidén a su composicion la lignina es un complejo aromatico de caracter fendlico,
gue es principalmente derivado de tres alcoholes: coumaryl, coniferyl y sinapyl, que se
denominan cominmente como monolignoles. Estos alcoholes se transportan a la
pared celular y se polimerizan para dar lugar al polimero lignina. Una vez
polimerizados los monolignoles se denominan subunidades: H, G y S, en funcién del

alcohol del que provienen.

En el control del desarrollo vascular intervienen distintos niveles de regulacién entre
los que estan el transcripcional, el hormonal, post-transcripcional y post-traduccional.
Sin embargo, esta demostrado que hay una correlacidn entre las clases de genes que
se expresan en los distintos momentos del desarrollo y las diferentes etapas y tipos de
tejidos dentro de los tejidos vasculares secundarios (Schrader et al 2004). Ademas,
diferentes estudios han mostrado que las hormonas vegetales auxinas, citoquininas,

giberelinas, etileno, jasmonatos (JAs) y brasinoesteroides, son sefiales importantes en
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el desarrollo de la planta, estando involucrados en la inducciéon y mantenimiento de
cambium y en la formacién de de tejidos vasculares secundarias (Ursache et al 2013).
Por tanto, se puede afirmar que tanto la regulacién transcripcional como hormonal,

son claves en el desarrollo vascular.

Una de las familias de factores de trascripcidén mejor caracterizada que interviene en la
ruta de la sintesis de lignina es la de los R2R3-MYB. Esta posee un dominio de unién a
DNA MYB repetido y en la regiéon C terminal dominios reguladores. Los R2R3-MYB
forman una familia multigénica muy amplia, que se agrupan en 22 subgrupos

filogenéticos (Stracke et al 2007).

Los R2R3-MYB del subgrupo cuatro han sido considerados como una de las familias
mas relevantes en la represion de la sintesis de lignina. En el grupo del Dr. David
Caparrds se han caracterizado tres de ellos, los cuales son ZmMYB31, ZmMYB42 y
ZmMYBS8. Los resultados obtenidos indican que ZmMYB31 (Fornale et al 2010b) vy
ZmMYB42 (Gray et al 2012, Sonbol et al 2009), se unen in vivo a genes de la ruta de la
lignina en maiz y que su expresion heteréloga en Arabidopsis thaliana (Arabidopsis)
produce plantas con una modificacion en el polimero lignina. Asimismo, se concluyo
que probablemente ZmMYBS8 no esta involucrado en la regulacién de la via de sintesis
de lignina. Recientemente, se ha iniciado en dicho grupo el estudio de ZmMYB11 y se
ha encontrado que se expresa de forma ubicua y se induce por herida, dos

caracteristicas tipicas de genes que intervienen en la ruta de la lignina.

En este trabajo se estudia el desarrollo vascular de las plantas desde la perspectiva de
la regulacién transcripcién, partiendo tanto de una ruta metabdlica como es la via de la
sintesis de lignina, como de la regulacién de la sefalizaciébn por hormona,

especificamente por brasinosteroides.
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1.3. Justificacion y objetivos de la investigacion

1.3.1. Estudio de la regulacion espacial de la familia de receptores de

brasinoesteroides en Arabidopsis

Los brasinoesteroides (BRs) regulan mdultiples procesos en la planta incluyendo la
elongacion celular, la divisién celular, la diferenciacién vascular, la fotomorfogénesis,
la senescencia y la respuesta a estrés (Clouse & Sasse 1998, Divi & Krishna 2009, Li &
Chory 1999, Mandava 1988). Los mutantes deficientes en BRs presentan un fenotipo
qgue incluye enanismo, hojas verdes oscuras y redondeadas, retraso en el desarrollo,
reduccion de la fertilidad y alteracion de la estructura vascular (Clouse et al 1996,
Schumacher & Chory 2000). El gen Brassinosteroid Insensitive 1 (BRI1) codifica un
componente clave del complejo receptor de BRs (Li & Chory 1997). Los mutantes bril
son enanos y muy similares a los mutantes de biosintesis de BRs, con la diferencia de
gue no recuperan un fenotipo silvestre si se les aplica de manera exdgena Brasinolido

(BL) (Clouse et al 1996, Kauschmann et al 1996, Li & Chory 1997, Noguchi et al 1999).

En diversos cultivos de interés agrondmico se encontrd que los BRs pueden estimular
el crecimiento vegetal, aumentar el rendimiento de la produccidn de biomasa, acelerar
la maduracion del fruto e incrementar la resistencia de la planta a las plagas y a
factores de estrés abidtico como la salinidad, la sequia y las bajas temperaturas.
(Mandava 1988, Sasse 1992, Fujioka y Sakurai 1997). Es necesario anotar también que
la mayoria de los biomasa vegetal proviene del xilema, en cuya diferenciacién
intervienen activamente los brasinoesteroides, cumpliendo un papel no solo en el
aumento de biomasa sino también en sus caracteristicas. Ademas, recientemente han
sido publicadas investigaciones que indican que los BRs pueden modular Ia
composicion y estructura de la pared secundaria (Hossain et al 2012) y que regulan

positivamente el contenido de celulosa (Xie et al 2011).

Entender los mecanismos a través de los cuales las hormonas controlan el desarrollo
del cambium y la formacién del xilema, pueden ser empleado para realizar
modificaciones empleando la ingenieria genética con el fin de optimizar el uso de la

biomasa con fines comerciales (Ursache et al 2013). Considerando todo lo anterior
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podemos afirma que los brasinoesteroides cumplen funciones importantes en la
planta, lo que se refleja en que puede tener diversos usos en el campo biotecnoldgico,
tanto mediante su aplicacion exégena como por la modificacidn de su via de sintesis y
percepcion. La segunda parte de este proyecto que es acerca de la regulacién
transcripcional de dos miembros de la familia de receptores BRI1, los genes BRL1 y
BRL3, se efectud bajo la direccién de la Dra. Ana Isabel Caio Delgado y para realizarla
se utilizo una aproximacion centrada en los genes (DNA-proteina), ya que se oriento a

estudiar la regidon gendmica reguladora de BRL3 y BRL1.

El objetivo fundamental de este proyecto de investigacidn es:

= |dentificar elementos relevantes en la regulacién transcripcional de los receptores

de esteroides BRL1 y BRL3, involucrados en la diferenciacion vascular.

1.3.2. Andlisis del papel de los factores de transcripcion R2R3-MYB del subgrupo 4 en

la regulacion de la sintesis de lignina

R2R3-MYB -> Pared celular -> Biomasa lignoceluldsica

La energia solar es uno de los principales recursos energéticos disponibles, ya que
desde la perspectiva temporal humana es inagotable y ademas, presenta ventajas
como el poder ser empleado de multiples formas, siendo una de estas su uso para el
proceso de fotosintesis vegetal y posterior, almacenamiento de la energia en los
polimeros de la pared secundaria (celulosa, hemicelulosa y lignina), que conforman la

denominada biomasa lignocelulésica (Puigdoménech & Caparrds-Ruiz 2011).

La lignocelulosa es el tipo de biomasa terrestre mas abundante y puede emplearse
como un recurso renovable a través del aprovechamiento sustentable de bosques,
plantaciones forestales, cultivos agricolas en zonas de bajo potencial agrondmico y
residuos de la agricultura vy la silvicultura. El uso de tierras de poco interés agricola y el
de residuos de otras actividades, tiene la finalidad de que la utilizacién de material
vegetal como combustible no interfiera en la produccion de alimentos y por el

contrario, aumente la rentabilidad de los productores rurales.
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La biomasa como fuente de energia presenta como ventajas ser un recurso renovable ,
geograficamente bien distribuido y con la potencialidad de ser ambientalmente
favorable, en cuanto a la generacion de gases de efecto invernadero (Rubin 2008). La
energia contenida en la biomasa lignocelulésica puede ser utilizada de diferentes
modos entre los cuales estdn su uso para la obtencion de combustibles liquidos
(Bioetanol). No obstante, para emplear la biomasa lignocelulésica como materia prima
para la produccién de biocombustibles liquidos es necesario reducir la complejidad de
estos biopolimeros y transformarlos en moléculas mas simples, para lo cual la lignina
es una caracteristica no deseada, ya que dificulta la descomposicién de los polimeros

de la pared celular para obtener los azlcares que la componen (Zhong & Ye 2009).

De igual forma, la presencia de lignina es no deseada para el uso de la biomasa para la
alimentaciéon ambiental. Por tanto, es relevante estudiar la regulacion del desarrollo
vascular y la sintesis de lignina, con miras a realizar mejoras de biotecnologia, por lo
cual el estudio de los represores de los genes encargados de la sintesis de

monolignoles es el propdsito de la primera parte de este proyecto.

La segunda parte de esta investigacion que es sobre la regulacién de la sintesis de
lignina por parte de los TF R2R3-MYB del subgrupo cuatro, se llevo a cabo bajo la
direccién del doctor David Caparrds Ruiz y en ella se empleo principalmente un

abordaje centrado en los TF (proteina-DNA).

Los objetivos principales de la investigacion los presentamos a continuacion:

= |dentificar in vivo genes dianas de los miembros de la familia R2R3-MYB ZmMYB11,
ZmMYB31 y ZmMYB42 empleando ChIP (Inmunoprecipitacién de Cromatina), con
el fin de conocer su patrén de unidn y su grado de solapamiento en cuanto a las
regiones diana.

= Detectar probables mddulos regulatorios en la ruta de la sintesis de lignina en los

gue esté implicado ZmMYB11.
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Capitulo 2. Estudio de la regulacidn espacial de la familia de receptores de
Brassinosteroides BRI1-like en Arabidopsis thaliana

Inteligencia es la habilidad de adaptarse a los cambios.

Stephen Hawking






La familia de receptores de Brassinosteroides BRI1-like

2.1 Introduccion

Los brassinoesteroides (BRs) son hormonas vegetales de naturaleza esteroidea que
estdn involucradas en la regulacién de multiples procesos fisiolégicos y propios del
desarrollo de las plantas, como la elongacién y divisién celular, la diferenciacién
vascular, la senescencia, el tiempo de floracidn, la fertilidad masculina, el desarrollo
del polen, el tamaio de la semilla, la fotomorfogénesis, la diferenciacién de érganos y
la modulacion de la respuesta de la planta a numerosas senales ambientales (Cano-
Delgado et al 2010, Kim & Wang 2010). Estudios genéticos en Arabidopsis han llevado
a la identificacion de mutantes afectados en la sintesis de BRs o transduccién de
sefales que también revelaron un papel esencial de los BRs en la elongacién celular y
la diferenciacién (Fukuda 1997, Yamamoto et al 1997). En un rastreo genético fue
identificado un mutante de pérdida de funcidn insensible a BRs, que presentaba una
mutaciéon en el gen BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 (BRI1) y exhibia un fenotipo de
enanismo, hojas verdes oscuras y redondeadas asi como reduccién de la dominancia

apical y la fertilidad de la planta (Clouse 1996, Li & Chory 1997).

Mediante la técnica de paseo cromosdémico se identificd que el gen BRI1 codifica para
una proteina receptora del tipo kinasa rica en secuencias repetidas de leucina (LRR-
RLK, por las siglas en inglés de Leucine Rich Repeat Receptor-Like Kinase) que contiene
tres dominios fundamentales; el dominio LRR extracelular (con un total de 25 regiones
ricas en Leu), un segmento transmembrana y un dominio intracelular kinasa del tipo
Ser/Thr (Clouse 1996, Li & Chory 1997). Los BRs son percibida en la superficie celular,
donde se unen directamente al dominio extracelular de BRI1 (Wang et al 2001).
Recientes estudios estructurales de BRI1 (LRR) y su complejo con brasinolido han
confirmado el papel de BRI1 como un receptor de membrana plasmatica de los BRs y
proporcionado datos importantes en el reconocimiento de hormonas esteroideas por

las plantas (Hothorn et al 2011, She et al 2011).
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Se han identificado 233 receptores de tipo LRR-RLK en el genoma de Arabidopsis
(Shiu & Bleecker 2001, Shiu & Bleecker 2003), pero sélo unos pocos se han estudiado a

nivel funcional. Ademads, la mayoria de estos receptores no tienen un ligando conocido.

A diferencia, la evidencia genética y bioquimica ha demostrado que BRI1 es un
componente esencial de un complejo receptor que une brassinélido (BL), el compuesto
BR mas activo (Altmann 1998, Fujioka & Yokota 2003, Noguchi et al 2000) y con mas

alta afinidad descrito hasta la fecha (Wang et al 2001).

Tras la unién directa de BL al dominio extracelular (Kinoshita et al 2005), BRI1 forma un
heterodimero con el co-receptorBRI1 ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1/SOMATIC
EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE 3 (BAK1/SERK3), otra proteina LRR-RLK (Li et al
2002, Nam & Li 2002, Russinova et al 2004). La sefial de BRs es modulada dentro de la
célula mediante un mecanismo de desfosforilacién, ocurriendo en presencia de BRs la
de-fosforilacién de los gen BRI1-EMS-SUPPRESSOR 1 (BES1) y BRASSINAZOLE
RESISTANT 1 (BZR1) (Gampala et al 2007, Li et al 2002, Mora-Garcia et al 2004, Wang
et al 2002, Yin et al 2002). BES1 y BZR1 son dos miembros de la familia especifica de
factores de transcripcidon de planta basic-helix-loop-helix que actian como homo o
heterodimero (He et al 2005, Li et al 2009, Yin et al 2002, Yu et al 2008). Las proteinas
BES1/BZR1 de-fosforiladas se acumulan en el ntcleo, donde regulan la transcripcion de

genes regulados por BRs (Wang et al 2002, Yin et al 2002).

Andlisis de elementos reguladores en cis efectuados a promotores regulados por BES1
y BZR1, han indicado que pueden unirse tanto a elementos de respuesta a BR (BRRE)
como a E-box (Sun et al 2010, Yu et al 2011). La unién de BES1 a las cajas BRRE es
mucho mas fuerte que a las E-box, ya que BES1 necesita formar un heterodimero para
poder unirse de manera eficiente a los elementos de E-box (Yin et al 2005). Los
elementos BRRE estan enriquecidos en su mayoria en genes reprimidos por BR, en
contraste los elementos E-box estan enriquecidos en su mayoria en genes inducidos

por BR (Sun et al 2010, Yu et al 2011).
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Aunque se consideré inicialmente que BZR1 actuaba como un represor transcripcional
(He et al 2005), mientras que BES1 cumplia un papel como activador transcripcional
(Yin et al 2005), recientes andlisis a nivel gendmico han mostrado claramente que
ambos, pueden funcionar como activadores o represores (Sun et al 2010, Yu et al
2011). Dado que las cajas BRRE y E-box, estan enriquecidas tanto en genes inducidos
como reprimidos por BR, probablemente elementos adicionales en la secuencia del
promotor y/o proteinas que interactian con BES1 y BZR1, determinan si estos factores
de transcripcidn activan o reprimen la expresién génica (Sun et al 2010, Ye et al 2011,

Yu et al 2011).

Posteriormente fueron identificados tres homdlogos de BRI1 en Arabidopsis, BRL1,
BRL2 y BRL3 (Cano-Delgado et al 2004, Clay & Nelson 2002). BRL2 corresponde al gen
previamente identificado como Vascular Highway 1 (VH1), que parece ser necesario
para mantener la diferenciacién provascular en las hojas (Clay & Nelson 2002). La
ausencia de BRL2 causa defectos en la formacidn del patrén de venas, produce un
anormal transporte vascular en las hojas y altera la respuesta a auxinas y
brasinoesteroides (Ceserani et al 2009, Clay & Nelson 2002). A diferencia BRL2, BRL1 y
BRL3 codifican para receptores localizados en la membrana que pueden unir con alta
afinidad BL (Cano-Delgado et al 2004). Ademas, BRL1 y BRL3 fueron capaces de
restaurar el fenotipo WT del mutante bri cuando fueron expresados bajo el promotor
de BRI1, demostrando que ambos, BRL1 y BRL3, son receptores funcionales (Cano-
Delgado et al 2004, Zhou et al 2004). Recientemente se han realiza estudios
estructurales que profundizan en el mecanismo de percepcién de BRs por parte BRI1y

BRL1 (She et al 2013).

Al contrario que BRI1, que parece expresarse de forma ubicua (Friedrichsen et al
2000), BRL1 y BRL3 presentan expresion enriquecida en el tejdio vascular (Cano-
Delgado et al 2004). En el andlisis de plantas Arabidopsis transformadas con un
fragmento del promotor de BRL1 de 1,72 kb fusionado con el gen reportero GUS se
observo expresidn en la punta de la raiz en las células de la columela y en las iniciales
vasculares en la zona meristematica, desde donde la expresién continua por el

hipocétilo y las venas medias de los cotiledones. Para caracterizar BRL3 fue utilizado
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un fragmento de promotor de 750 pb fusionado al gen reportero GUS, que presento
expresion en la raiz en dos filas de células del protofloema y en los cotiledones en las
venas secundarias y la punta, en plantulas de Arabidopsis (Cano-Delgado et al 2004).
Este patrén de expresion Unico de BRL1 y BRL3 sugiere que cumplen un papel en el
desarrollo provascular de la planta a través de la sefializacién por BR. En contraste con
el papel muy bien caracterizado de BRI1 en el desarrollo vascular, la funcidén precisa de
BRL1 y BRL3 todavia queda por identificar. Por otra parte, varios estudios indicaron
que el gen BRI1 presenta una represién de la expresion después del tratamiento con
BR (Goda et al 2002, Mussig et al 2002, Nemhauser et al 2006, Nemhauser et al 2004,
Sun et al 2010, Vert et al 2005, Yu et al 2011) y resultados similares fueron obtenidos
para BRL3 (Mussig et al 2002, Sun et al 2010, Vert et al 2005, Yu et al 2011).

En este estudio, hemos identificado elementos en cis de la regién 5' no traducida de
BRL3 (ProBRL3) y BRL1 (ProBRL1) y caracterizado sus patrones de expresion especificos
en el tejido vascular. En el caso de ProBRL3 hemos sido capaces de demostrar que
presenta un patron de expresion espacial dosis dependiente de BR, mientras que la
expresién de ProBRL1 parece ser independiente de BR. En general la expresién de
ProBRL3 fue reprimida por la aplicacion exégenamente de BL y sélo a niveles muy
bajos se pudo detectar un aumento de la misma. La represién en la expresién ProBRL3
se debid principalmente a la unidon de BES1 al elemento en cis BRRE (Lehner, Salazar-

Henao, et al, 2013; Anexo 1).

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Material Vegetal

Para la realizacién de este proyecto se han utilizado plantas silvestres de
Arabidopsis del ecotipo Columbia 0 (Col-0). Las plantas de Arabidopsis se cultivaron en
invernadero bajo condiciones controladas de temperatura (18 - 22 °C), humedad (45
%) y fotoperiodo inductivo, el cual fue de 16 h de luz y 8 h de oscuridad (dia largo, DL).
El proceso de esterilizacion de las semillas de Arabidopsis consistido en sumergirlas en

lejia comercial (hipoclorito de sodio en solucidn acuosa) diluida al 35% en agua miliQ
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durante 5 minutos y luego, en agua miliQ autoclavada por 5 minutos cuatro veces. Las
semillas una vez esterilizadas se sembraron en placas de Petri con medio MS
(Murashige & Skoog 1962). El medio MS se genero con 4,41 g/L MS+vitaminas
(Duchefa), 20 g/L sacarosa y 0,5 g/L MES. Para generar medio sélido se afiadieron 2 g/L
gelrita. El pH se ajusto a 5,8 con KOH. El medio fue autoclavado por 20 minutos a 120

°C.

2.2.2 Métodos de transformacion de Bacterias

2.2.2.1 Transformacidn de E. coli mediante choque térmico

Para efectuar la transformacion, se afiadié entre 50 y 100 ng de DNA plasmidico o de
producto de recombinacion, a una alicuota de células competentes E. Coli de 50 pl
(DH5a™-T1R, Invitrogen) y se procedié a incubar la mezcla por 30 minutos en hielo. La
muestra se sumergio por exactamente 30 segundos en un bafio con agua a 42 °Cy
luego se inserto en hielo. A continuacién, se agregaron 500 ul de medio LB (Luria-
Bertani-Medium) y se realizd6 una incubacion durante 60 min a 37 °C en agitacion.
Finalmente, se sembraron 250 pl de cultivo en placas de LB (con el antibiético
correspondiente para la seleccion de transformantes) y se incubaron a 37°C, en
posicidn invertida, durante la noche (12-16 h). El medio LB se preparo con 10 g/L
triptona , 5 g/L de extracto de levadura y 10 g/L NaCl. El pH fue ajustado a 7.5 con
NaOH. Para la preparacion de medio solidd se adiciono 15 g/L de agar bacterioldgico.

Finalmente, el medio fue autoclavado por 20 minutos a 120 °C.

2.2.2.2 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens por electroporacion

El método empleado fue primero afiadir a 0,1 ml de suspensién de células
transformables de Agrobacterium tumefaciens (Cepa C58-pGV2260, Deblaere et al
1985) previamente descongeladas en hielo, 1 o 2 ul del DNA plasmidico (1 a 100 ng),
segundo, transferir la mezcla a una cubeta de electroporacién y luego introducir ésta
en el electroporador (BioRad Gene—Pulser), tercero, aplicar inmediatamente un pulso

eléctrico de 1,7 volts y cuarto, agregar en un lugar estéril 1ml de YEB, trasladar la
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mezcla a un tubo de 1,5 ml e incubar a 28 °C durante 2h. Por ultimo, se sembraron en
placas de Petri con YEB, suplementado con los antibidticos correspondientes. La
incubacién de las placas se realizo a 28 °C, en posicidn invertida, durante 48 h. El
Medio YEB (Hanahan’s SOC medium) se produjo con 5 g/l extracto de carne, 1 g/l
extracto de levadura, 5 g/l peptona, 5 g/l sacarosa y 2 mM sulfato de magnesio.
Seguidamente, se ajusto el pH 7,2 con NaOH/HCI. El medio fue autoclavado por 20

minutos a 120 °C.

2.2.3 Aislamiento de ADN Plasmidico

Para la extraccion y purificacion de ADN plasmidico se utilizo el kit comercial
QlAprep®Miniprep (Qiagen), que se basa en la lisis alcalina y el uso de columnas con una

matriz de intercambio idnico. El protocolo seguido fue el proporcionado por el fabricante.

2.2.4 Digestion de ADN con Enzimas de Restriccion

La digestidn con enzimas de restriccidn se empleo para la separacion de fragmentos de
ADN, con el fin de verificar |la presencia de elementos dentro de una construccion. Una
unidad de enzima es la cantidad necesaria de enzima para digerir 1 ug de ADN durante
1 hora a 37 °C, en el tampdn apropiado. Las enzimas que han sido empleados durante

este trabajo pertenecen a las casas comerciales Fermentas o Roche.

2.2.5 Electroforesis de ADN en gel de agarosa

La separacién de fragmentos de ADN se llevo a cabo empleando electroforesis en gel
de agarosa. La composicion de los geles fue de TAE 1X y un porcentaje de agarosa del
1%. En el caso de que la electroforesis efectuadas para realizar extraccion del ADN se
elaboro el gel con un 0,8 % de agarosa. La solucidén se sometié a temperatura de
ebullicion para disolver la agarosa, posteriormente se enfrio hasta 55 °C y se le agrego
0,5 ul/ml de bromuro de etidio, para la visualizacién del los acidos nucleidos por luz
U.V. (254 nm). Las muestras de DNA para facilitar su vertimiento en gel se mezclaron
con tampdn de carga. La migracién se realizo, normalmente, a un voltaje 80-100 V

durante el tiempo necesario. El TAE 1X se preparo con 40 mM Tris Base, 20 mM HAcy
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2 mM EDTA pH 8 y el tampdn de carga 10X, se obtuvo con 0,25% azul de bromofenol,
0,25% xileno cianol, 50% glicerol, 10 mM EDTA pH 8.

2.2.6 Extraccion de fragmentos de ADN desde gel de agarosa

Para la extraccion de fragmentos de ADN de gel de agarosa, después de la
migracion, se cortaron las bandas esperadas con una cuchilla quirdrgica y se uso el kit
QlAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN), siguiendo el protocolo establecido por el

fabricante.

2.2.7 Cuantificacion de acidos nucleidos

Los dacidos nucleidos se cuantificaron mediante espectrofotometria usando un
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer y el programa informatico ND-1000 V3.1.0.

(NanoDrop Technologies Inc.).

2.2.8 Clonacion de fragmentos de ADN provenientes de Arabidopsis mediante

recombinacion

Para la generacion de construcciones se empleo la tecnologia Gateway de Invitrogen
gue se basa en la recombinacidn sitio-especifica para la movilizacion de segmentos de
ADN entre vectores. Con esta tecnologia es posible transferir uno o mas fragmentos de
ADN hacia diferentes vectores de expresion al mismo tiempo mediante reacciones de
recombinaciéon. Especificamente, las reacciones llevadas a cabo son la PB y la LR. El
proceso consistid en obtener los insertos empleando PCR y posteriormente, mediante
recombinacion PB con los pDONR 207 o 221 (Invitrogen) generar un clon de entrada,
gue a su vez es utilizado para una recombinacién LR con los vectores de destino, para
generar un clon de expresion. Los vectores plasmidicos utilizados fueron los pDONR
207 y 221 (Gateway, Invitrogen) y los vectores de destino pHGWFS7 de fusién de
promotor a los genes reporteros GUS y GFP (Karimi et al 2002) y pGWB635 de fusién
de promotor al gen reportero Firefly luciferase. EIl pDONR se recombina con el
producto de PCR para generar un vector de entrada (Entry clone) y el vector de destino
(Destination vector) se usa para producir un clon de expresién. En la tabla 1 se muestra

la secuencia de los cebadores utilizados y en la tabla 2 se presentan las construcciones
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elaboradas. Adicionalmente, se emplearon en esta investigacion la construccién

35S::BES1-D:GFP, que estaba disponible en el laboratorio de la Dra. Ana I. Cafo

Delgado y se genero dentro del vector pB7m34GW (MultiSite Gateway, Invitrogen) y

el vector PHTT672 (Renilla luciferase) que estd basado en el vector pRL-null de

Promega.
Cebador Secuencia

JE pBRL1ACYS’ ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctaaaatgctactttgge
JEpBRL155’ ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatcaacccaagtaac
JEpBRL165’ ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttgtgacctcacttgec
JEpBRL175’ ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctactcctcaattacgcaa
JED pBRL1 5’ ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctagcacttatctecttge
JECpBRL1 5’ ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctagacaacctctgttgtc
JE pBRL1 3’ ggggacaagtttgtacaagaaagctgggtcatttggcacagcaagag
JEpBRL3 05’ ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctcgtggggattagttgetga
JEpBRL3 15’ ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctggaaaccgaactat

JE PBRL3 AC5’ ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctgtctcatagttttgtc
JEpBRL3 35’ ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctacacgcttectttat
JEpBRL3 45’ ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctcttgaacaagacttg
JEB pBRL3 5’ ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctgagagacaacactgtcg
JE pBRL3 3’ ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcgttattagcccacaa

Tabla 1. Secuencia de los cebador usados para la construccion de las deleciones del promotor de BRL1

y de BRL3.

Las bases subrayadas corresponden a los sitios de recombinacién attB.

Delecion

Clon de entrada (nombre oligo)

Vector de expresion

5D 27
5D 29
5'D 30
5'D31
5D 32
5D 34
5D 20
5D21
5'D23
5D 24
5D 25
5D 26
5D 20
5D21
5D 25

JE pBRL1 (Cafio-Delgado et |., 2004)

JES
JE6
JE7
JED
JEC
JEO
JE1

JE pBRL3 (Cano-Delgado et |., 2004)

JE3
JEB
JE4
JEO
JE1
JEB

5'D 27 -1641 bp pHGWFS7
5'D 29 -978 bp pHGWFS7
5'D 30 -790 bp pHGWFS7
5'D 31 -625 bp pHGWFS7
5'D 32 -479 bp pHGWFS7
5'D 34 -334 bp pHGWFS7
5'D 20 -1719 bp pHGWFS7
5D 21 -1098 bp pHGWFS7
5'D 23 -755 bp pHGWFS7
5'D 24 -498 bp pHGWFS7
5'D 25 -384 bp pHGWFS7
5D 26 -218 bp pHGWFS7
5'D 20 -1719 bp pGWB635
5D 21 -1098 bp pGWB635
5'D 25 -384 bp pGWB635

Tabla 2. Construcciones elaboradas en la investigacion de material proveniente de Arabidopsis
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2.2.9 Transformacidén de Arabidopsis por inmersion floral

La obtencién de plantas de Arabidopsis transformadas con los distintos fragmentos de
ADN de la regién 5" de los genes BRI1, BRL1 y BRL3, fusionados a los genes reporteros
GUS/GFP, se efectué por inmersion floral (Clough & Bent 1998). Las células de
Agrobacterium previamente transformados con las construcciones recombinadas en el
vector pHGWFS7, se inocularon en 300 ml de medio YEB, que contenia los antibidticos
espectomicina 50 ug/ml, rifampicina 100 ug/ml y carbenicilina 100 ug/ml vy se
incubaron a 28 °C durante 24 h. Seguidamente, se centrifugo el medio a 5000 rpm por
10 minutos, se elimino el sobrenadante y se resuspendieron las células de
Agrobacterium, en 100 ml de un medio compuesto por sacarosa 5,55% (p/v), 10 mM

MgCl,, Siluet L-77 0,015% (v/v) y agua miliQ.

Posteriormente, tres macetas con seis plantas en periodo de floracion (tres eventos
independientes), se sumergieron en el cultivo resuspendido y se agitaron boca abajo,
cada una durante un tiempo diferente, siendo estos de 30 segundos, 1 minuto y dos
minutos, respectivamente, con un intervalo de 5 minutos y en tres ocasiones. Después,
las plantas se ubicaron en posicidn horizontal dentro de bandejas y se cubrieron con
plastico transparente para mantener la humedad durante 24 h. Tras ese periodo, a las

plantas se les retiro el plastico y se regaron con agua.
2.2.10 Seleccidén de plantas transgénicas

Para la seleccién de transformantes se sembraron las semillas T1, en medio MS
suplementado con higromicina 30 pg/ml y se eligieron alrededor de 30 plantas
resistentes al antibidtico por cada construccién. Para la identificacion de lineas con la
insercion de una sola copia del transgen, se llevo a cabo un test de segregacién a las
semillas de la progenie obtenida. Se sembraron alrededor de 48 semillas T2 por cada
linea y el total de lineas independientes con probamente una sola copia del transgen

gue se genero para caracterizar cada construccién fue minimo de cinco.

El andlisis estadistico de la segregaciéon de las plantas T2, se efectud calculando el

valor X2 con la correccién de Yates, cuya férmula es la siguiente:
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X2corr= 3((0-E)™2)%/E

Donde,
O= Frecuencias observadas
E=Frecuencias esperadas

Gl (grados de libertad)=1

Se utilizo el valor de 0.1 de probabilidad como el valor limite o critico. Si el valor
obtenido corresponde a una probabilidad mayor de 0,1, (Valor de Chi-cuadrado= 2,7)
la desviacion obtenida no se considero significativa y se atribuyo al azar, estableciendo
que los datos se ajustan aceptablemente a la hipétesis. Esto significa que al menos hay
una probabilidad de mas del 10% de que la desviacion obtenida entre los valores

observados y esperados se deba al azar.

2.2.11 Tincidn histoldgica: Localizacidn histoquimica de la actividad B -glucuronidasa

(GUS)

La localizacion histoquimica de la actividad GUS (Jefferson et al 1987), se empleo para
establecer el patréon de expresién del gen reportero GUS fusionado a los diferentes
fragmentos de la regién 5° de los genes de la familia BRI1, en plantas transgénicas de

Arabidopsis.

Se empleo el siguiente procedimiento (Sieburth 1993): Se colocaron las plantulas en
pocillos de un recipiente multititulacién que contenia acetona al 90% a 4 °C durante 20
minutos, se efectuaron tres lavados con agua miliQ también a 4 °C y se deposito el
tampdén GUS (acido 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-glucurdnico [X-Gluc] 1mM; tampdn
fosfato 100 mM pH 7,0; ferricianuro potasico 0,5 mM y de ferrocianuro potdsico 0,5
mM). A continuacion, se sometieron las muestras a vacio durante 7 min dos veces,
modificando la posicidn de la placa en la segunda ocasidn. La incubacion de la reaccién
se efectud a 37 °C durante 12 horas. Luego se retiro la soluciéon GUS, se reemplazo por
agua miliQ y las plantulas se decoloraron mediante lavados con etanol al 70% hasta
qgue toda la clorofila desapareciera. Con el fin de aumentar el nivel de detalle de las

imagenes se efectud en algunos casos la tincion mPS-PI de acuerdo al protocolo
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descrito por Truernit et al 2008. Se realizo la caracterizacion inicial de entre 5y 6 lineas
de cada delecién con el fin de elegir dos lineas representativas. Posteriormente, se
efectud una caracterizacion detallada de las dos lineas seleccionadas de cada delecion

en colaboracion con el Dr. Reinhard Lehner.

2.2.12 Ensayos de transformacidon transiente de protoplastos provenientes de

mesofilo de Arabidopsis.

Como material de partida fueron usadas hojas de plantas de Col O de Arabidopsis de 3
semanas crecidas en placas de MS 0,5. A continuacién se siguid el protocolo sugerido
por (Sheen 2002). En primer lugar, se procedié a cortar las hojas en trozos pequefios
con cuchillas quirurgicas y sobre una superficie de vidrio para no generar herida ya que
reduce la eficiencia de obtencion de protoplastos. Posteriormente se colocan los
trozos de hojas en un erlenmeyer que debe contener la solucidon enzimatica (1-1.5 %
celulasa R10, 0.2-0.4% macerozima R10 (Yakult Honsha, Tokyo, Japan),0.4 M manitol,
20 mM KCI, 20 mM MES, pH 5.7. Calentar la solucién enzimatica a 55 °C por 10
minutos y llevar a temperatura ambiente incubando en hielo antes de adicionar 10
mM CaCl2 y 0.1% BSA) y se aplica vacio durante 15 minutos. El erlenmeyer con el
material vegetal se pone en agitacién a 50 rpm, durante 2 horas en oscuridad, luego
para liberar los protoplastos se aumentan las revoluciones por minuto durante 30
minutos mds. Los protoplastos son filtrados a través de un filtro de 35um de poro y
lavados con 10 ml de solucion W5 (154 mM NaCl,125 mM CaCl2, 5 mM KCI, 2 mM MES
(pH 5.7)) para transfeccién con PEG. A continuacién se centrifugan los tubos a 100 x g
por 2 minutos y se remueve el sobrenadante cuidadosamente para no tocar el pellet
(protoplastos) dejando 1 ml de sobrenadante. Se lavan con 10 ml de soluciéon W5, se
resuspenden delicadamente, de nuevo se llevan a la centrifuga a 100 x g por 2 minutos
y se repite el lavado una vez mds, mantener en 1 ml y contar los protoplastos para
resuspenderlos en solucion MMg (0.4 M manitol, 15 mM MgCl2, 4 mM MES (pH 5.7)) a
una concentracion final de 1-2 x 10°/ml. Todos los pasos de la transformacion de los
protoplastos se realizan a 23 °C y usando PEG (40%, v/v: 4 g de PEG4000 (Fluka,
#81240) , 3 ml H,0, 2.5 ml de 0.8 M manitol y 1 ml de CaCl2), como se presenta a
continuacién: Adicionar 10 pl de DNA (10-20 pg de DNA plasmidico), afiadir 100 pl de
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protoplastos a tubos eppendorf de microcentrifuga (2 x 10* de protoplastos), mezclar
bien y agregar 110 ul de solucidon PEG/Ca, mezclar bien e incubar a 23 °C durante 30
minutos. Posteriormente, diluir con 440 pl de solucién W5 y mezclar bien
cuidadosamente, centrifugar a 300 x g por 1 minuto y remover el PEG, dejar 100 pl
aproximadamente. Resuspender los protoplastos cuidadosamente con 1 ml de
solucién W5 y por ultimo, incubar las muestras durante 14 horas a temperatura

ambiente, en oscuridad y en posicién horizontal.
2.2.13 Ensayos reporteros de luciferasa

Se emplearon protoplastos de Arabidopsis transfectados con diferentes regiones del
promotor de BRL3 fusionadas al gen reportero Firefly luciferase 'y con las
construcciones efectoras 35S::bes1-D:GFP y 35S::GFP (Control). Ademads, en las
transfecciones se inserto el vector 35S::Renilla con el propésito de emplear la actividad
Renilla luciferase para normalizar los resultados. Los ensayos se efectuaron utilizando
el kit Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega, Madison, WI). Los protoplastos
transformados se almacenaron entre 18-22 horas. Posteriormente se analizo la
eficiencia de transformacién cuantificando el numero de protoplastos transformados
y no transformados, utilizando un microscopia confocal y la deteccion de la proteina
GFP. Se efectud una centrifugacion a 2200 rpm por 2 minutos, se descarto el
sobrenadante vy se adicionaron 80 ul de Passive lysis buffer. A continuacién, se
practico un vortex fuerte durante 10 minutos a temperatura ambiente y una
centrifugacién a 10000 rpm por 2 minutos a 4 °C. Finalmente, el ensayo se realizo
siguiendo el protocolo del fabricante y para la mediciéon de la bioluminiscencia se

utilizo el lumindmetro Centro LB 960 (Berthold).
1.2.14 Experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChiP)

Para los experimentos de ChIP se empleo como material de partida plantas
transgénicas 35S::BES1-D:GFP y Col-0, cultivadas en medio % MS (12 horas luz/12
horas oscuridad) durante 6 dias. Las plantulas fueron fijadas con 1% de formaldehido y
los nucleos fueron extraidos como describieron Deal & Henikoff 2011. Las

inmunoprecipitaciones se efectuaron utilizando anticuerpos anti-GFP de acuerdo a
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Gendrel et al 2005. La deteccion de productos de PCR se realizé utilizando Absolute
gPCR SYBR Green mix (Thermo scientific) y un termociclador BioRad. Se realizaron
cuatro réplicas bioldgicas diferentes para cada region de interés. Los experimentos de
ChIP efectuados en Arabidopsis fueron efectuados en colaboracién con el estudiante

de doctorado Josep Vilarrasa. Los oligos empleandos se muestran en la tabla3-.

Nombre cebador Secuencia cebador Observaciones
BRL3rglF GAAGCGTGAGACGTTCGTG Zonal
BRL3gr1R AACGTCCCAAAGCAAATCAT Zonal
BRL3rg2F TCTCCCCTAACCTGTAAAACTCA Zona 2
BRL3rg2R CCCACCTAATAGTATTCGTGCAA Zona 2
3'UTR_BRL3F ATTTTCGTCCTATTTTTGGTGTT Control negativo
3'UTR_BRL3R TCAAGAAATTAAGTAAAAACCCTTCA Control negativo
UBC30F CAAATCCAAAACCCTAGAAACCGAA Control negativo
UBC30R AACGACGAAGATCAAGAACTGGGAA Control negativo

Tabla 3. Secuencia de los cebadores usados para realizar ChIP gPCR empleando
inmunoprecipitaciones de BES1
F'y R': Significa que el cebador esta ubicado en la cadena directa o reversa, respectivamente.

1.2.15 Adquisicidn de imagenes de fluorescencia mediante Microscopia Confocal

La caracterizacidén de los patrones de expresion se efectué empleando el Microscopio

Confocal FV 1000 Olympus del Servicio de Imagenes del CRAG.

2.2.16 Andlisis informaticos y procesamiento de datos

2.2.16.1 Identificacion de secuencias conservadas en cis

Para la identificacién de patrones en secuencias de ADN, se empleo el programa
MEME (version 4.8.1) que analiza las secuencias por similitud entre ellas y produce una
descripcién (motivo) de cada uno de los motivos identificados (Bailey & Elkan 1994)
(http://meme.nbcr.net/meme/cgi-bin/meme.cgi). Este algoritmo representa los
motivos como la probabilidad de cada letra dependiendo de la posicidon en matrices
gue describen la probabilidad de cada posible letra en cada posicion en el patrén. Los
pardmetros empleados fueron cualquier nimero de repeticiones, tamaiio minimo del

motivo mayor o igual que 6 y tamano maximo del motivo menor o igual que 9.
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2.2.16.2 Busqueda de sitios de unidn de factores de transcripcion

Para la identificacién de elementos reguladores se utilizo el programa dna-pattern que
escanea secuencias en la busqueda de patrones predeterminados (Thomas-Chollier et

al 2008). (http://rsat.ulb.ac.be/).

2.2.16.3 Procesamiento de datos de luciferasa

Los ensayos fueron normalizados mediante la division de la actividad del gen reportero
Firefly (F) por la actividad del gen control Renilla (R), generando el ratio F/R. Se
realizaron tres replicas técnicas y tres replicas bioldgicas. Para calcular un valor
normalizado de fold change entre grupos, en este caso entre muestra control
(fragmento de mayor tamanio de la regién 5' del gen) y muestras tratadas (fragmentos
truncados del promotor o muestras co-transfectadas con un efector), se empleo la
siguiente ecuacion (Schagat et al 2007): A Fold Activity = Promedio (F/R) muestra

tratada/Promedio (F/R) muestra control.
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2.3. Resultados

2.3.1 Anadlisis de expresion de la region 5' reguladora de BRL3 en el tejido vascular de

Arabidopsis.

Estudios previos han demostrado que la regidon -755 bp con respecto al sitio de inicio
de traducciéon de AtBRL3, fue suficiente para dirigir la expresidén del gen reportero GUS
(ProBRL3 -755::GUS), al tejido vascular en lineas transgénicas de Arabidopsis (Cano-
Delgado et al 2004). Considerando que en la raiz ProBRL3 -755::GUS presenta actividad
GUS en dos filas de células del protofloema y que ha sido mostrado que es necesario
un equilibrio en la sefializacidn por BRs para mantener el tamafio del meristemo y en
general crecimiento de las raices (Gonzalez-Garcia et al 2011), se propuso investigar si
los BRs regulaban el patréon de expresién del receptor BRL3, configurando un
mecanismo de autorregulacion. Para tal fin se realizaron una serie de deleciones de la
region 5' de BRL3 que fueron fusionadas a los gen reporteros en tandeen GFPy GUS y
se busco establecer que elementos reguladores estaban involucrados en la respuesta a
BRs, la expresion vascular y si habia una relacién entre la regulacién por BRs y el patrén

espacial.

Para identificar elementos en cis importantes es la regulacidon de BRL3, se efectud un
analisis in silico de la secuencia de ADN de su regidn 5', prestando especial atencién a
los sitios de unidon de factores de transcripcidon implicados en la respuesta a BRs, BREE
y E-box (Figura 4. A). Posteriormente, se produjeron seis lineas transgénicas
independientes de Arabidopsis T3 homocigotas de cada una de las siguientes
deleciones de la regién 5° de BRL3 nombradas de acuerdo a su distancia al sitio de
inicio de traduccién: -1719 pb (ProBRL3 -1719::GUS), -1098 bp (ProBRL3 -1098::GUS), -
755 pb (ProBRL3 -755::GUS), -498 pb (ProBRL3 -498::GUS), -384 pb (ProBRL3 -
384::GUS) y -218 pb (ProBRL3 -218::GUS) y se efectud un andlisis inicial de los patrones
de actividad GUS en plantulas de 6 dias que permitié seleccionar dos lineas
representativas de cada uno de los fragmentos de promotor, a las cuales se les efectué

una caracterizacion detallada de la expresién GUS (Figura 4. Ay B).
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Figura 4. Estructura de la region 5' de BRL3 y analisis mediante delecién de su patrén de expresion.

A. Diagrama esquematico de la region 5' de BRL3. En la parte superior se representa el sitio de inicio de
transcripcion con una flecha y se marca con color naranja y rojo, el area correspondiente a la UTR y al
Intrén, respectivamente. Asi mismo, se indica la presencia de cajas asociadas con respuesta a BRs, BREE
(-1441 bp a -1436 bp, con respecto al sitio de inicio de traduccién) y E-box (-892 bp a -887 bp, con
respecto al sitio de inicio de traduccion). Los asteriscos sefialan que los elemento en cis se encuentran
en la cadena antisentido (3°-5") y su ausencia que se ubican en la cadena codificante (5°-3°). En la parte
inferior se muestran las sucesivas deleciones efectuadas a la regién 5' de BRL3 y su fusidn con los genes
reporteros GFP y GUS. B. Patrdon de expresidon de las deleciones realizadas a la region aguas arriba de
BRL3. Se presenta un ensayo histoquimico de actividad GUS de plantas transformadas con las
construcciones ProBRL3: -1719::GUS (B. A-D), -1098::GUS (B. E-H), -755::GUS (B. I-L), -498::GUS (B. M-P),
-384::GUS (B. Q-T) y -218::GUS (B. U-X), efectuado en cotiledones, meristemo apical del tallo (SAM),
raices laterales y zona de diferenciacion y meristematica de la raiz. El analisis de dos lineas homocigotas
T3 de plantulas de 6 dias que contienen la misma construccidn, muestran patrones idénticos de tincién
GUS. Las muestras fueron incubadas en la solucién de tincién por 16 horas. Las muestras fueron
incubadas en la solucién de tincion por 16 horas. = La linea con mayor longitud estudiada (-1719::GUS),
posee actividad GUS en los cotiledones en las venas y las puntas, en el SAM, en las regiones donde
emergen las raices laterales, en la zona de diferenciacién y en dos filas celulares del protofloema y el
QC, en la zona meristematica. Al remover la regién 621 pb contigua (-1098::GUS), se elimina la
expresion del gen reportero GUS en el SAM y en el QC. En la siguiente delecién (-755::GUS), se observa
GUS en dos filas celulares del protofloema, pero de un modo mds reducido en comparacién con -
1719::GUS y -1098::GUS y no se detecta actividad GUS en las raices laterales y la zona de diferenciacidn.
En las deleciones -498::GUS y -384::GUS, se puede identificar expresién GUS Unicamente en las venas y
las puntas de los cotiledones o puntas del cotileddn, correspondientemente. En plantas transgénicas
generadas con la delecion mas corta (-218::GUS), la expresidn fue completamente abolida.

La construccidon ProBRL3 -1719::GUS correspondiente a la secuencia de ADN mas larga
muestra actividad GUS en los cotiledones en las venas y la punta, el meristemo apical
del tallo, la regién donde las raices laterales emergen, la zona de diferenciaciony la
zona meristematica en dos filas de células del protofloema y el centro quiescente (QC)
(Figure 4. B. A-D). En cambio, en la deleciéon ProBRL3 -1098::GUS se pierde la tincidén
GUS en el meristemo apical del tallo y el QC (Figure 4. B. E-H). En la linea ProBRL3 -755
bp se detecta expresion GUS en los cotiledones en el tejido vascular y la punta, la zona
de diferenciacién y de modo mas restringido en dos filas de células del protofloema
(Figure 4. B. I-L). Por su parte, la delecion ProBRL3 -498 bp presenta actividad GUS
Unicamente en los cotiledones en las venas y la punta (Figure 4. B. M-P). Finalmente,
en las construcciones -384 bp y -218 bp desaparece por completo la expresion del gen

reportero (Figure 4. B. Q-T y U-X, respectivamente).

Estos resultados muestran que la region minima necesaria para conducir la expresion

del gen reportero GUS de forma extendida es la de ProBRL3 -755 bp, sin embargo, este

patrén no es idéntico al generado por la construccion de mayor longitud ProBRL3 -

54



La familia de receptores de Brassinosteroides BRI1-like

1719 bp. De acuerdo a estos resultados, se propone que la regién comprendida entre -
1719 bp y -1098 bp tiene elementos que regulan la expresién al meristemo apical del
tallo y al QC, la existente entre -1098 bp y -755 bp, posee elementos que dirigen la
expresidn al darea donde emergen las raices laterales, la incluida entre -755 bp y -498
bp, es requerida para la expresion en el meristemo de la raiz y la localizada entre las
deleciones -498 bp y -384 bp, para actividad en los cotiledones en las venas y la punta.
Estas dos ultimas regiones se encuentran localizadas parcialmente en la UTR,
sugiriendo la presencia de elementos reguladores de la transcripcién de BRL3

relevantes en dicha zona.

De igual manera, se llevo a cabo la caracterizacién del promotor de BRL1 con el fin de
efectuar un analisis comparativo tanto de los patrones de expresién en el sistema
vascular como de la respuesta a estimulos de BRL3 y BRL1. Para identificar elementos
en cis involucrados en la regulaciéon de BRL1, se realizo un andlisis in silico de su regién
5' y se generaron una serie de deleciones de ProBRL1 fusionadas a los genes
reporteros GFP/GUS y nombradas de acuerdo a su distancia al sitio de inicio de
traduccion -1641 pb (ProBRL1 -1641::GUS), -978 pb (ProBRL1 -978::GUS), -790 pb
(ProBRL1 -790::GUS), -479 pb (ProBRL1 -479::GUS) y -334 pb (ProBRL1 -334::GUS)
(Figura 5. A). Las construcciones mencionadas se transformaron plantas WT de
Arabidopsis, con el propdsito de obtener 6 lineas T3 homocigotas independientes para
hacer una caracterizacién inicial de los patrones de expresién. La caracterizacién se
realizo en plantulas de 6 dias de dos lineas independientes representativas (Figura 5.
B). La construccién mas larga estudiada de ProBRL1 (-1.641::GUS), presento expresion
del gen reportero GUS en los cotiledones en las venas y la punta, en el SAM, en la
punta de las raices laterales y en la zona de diferenciacién y no se detecto expresién en
el meristemo de la raiz (Figura 5. B. A-D). La eliminacion de 663 pb (-978::GUS) o 851
pb (-790::GUS), ocasiono la perdida de expresion GUS en el SAM asi como en la punta
de las raices laterales, mientras que en las venas y la punta de la cotiledones se
continuo detectando tincion GUS (Figura 5. B. E-H y I-L). La tincion GUS fue
indetectable en plantas portadoras de la deleciones del promotor ProBRL1 inferiores a
-479 bp, sugiriendo que la regidn entre -790 bp y -479 pb, contiene elementos en cis

fundamentales para la expresion de BRL1 (Figura 5. B. M-P y Q-T).
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Figura 5. Estructura de la region 5' de BRL1 y analisis mediante delecion de su patron de expresion.

A. Diagrama esquematico de la region 5' de BRL1. En la parte superior se representa el sitio de inicio de
transcripcion con una flecha y se marca con color naranja y rojo, el area correspondiente a la UTR y al
Intrén, respectivamente, de las dos isoformas identificadas. Asi mismo, se indica la presencia de cajas
asociadas con respuesta a BRs, E-box (-1230 bp a -1225 bp, -1184 bp a -1179 bp, 1167 bp a 1162 bp, 779
bp a 774 bp, -717 bp a -712 bp y -443 bp a -438 bp, con respecto al sitio de inicio de traduccidn). Los
asteriscos sefialan que los elemento en cis se encuentran en la cadena antisentido (3°-5") y su ausencia
gue se ubican en la cadena codificante (5°-3"). En la parte inferior se muestran las sucesivas deleciones
efectuadas a la region 5' de BRL1 y su fusion con los genes reporteros GFP y GUS. B. Patron de expresion
de las deleciones realizadas a la region aguas arriba de BRL1. Se presenta un ensayo histoquimico de
actividad GUS de plantas transformadas con las construcciones de ProBRL1: -1641::GUS (B. A-D), -
978::GUS (B. E-H), -790::GUS (B. I-L), -625::GUS (B. M-P) y -344::GUS (B. Q-T), efectuado en cotiledones,
meristemo apical del tallo, raices laterales y zona de diferenciacidon y meristematica de la raiz. El analisis
de dos lineas homocigotas T3 de plantulas de 6 dias que contienen la misma construccidon, muestran
patrones idénticos de tincion GUS. Las muestras fueron incubadas en la solucién de tincidn por 16 horas.
- La linea con mayor longitud estudiada (-1642::GUS), posee actividad GUS en los cotiledones en las
venas y las puntas, en la parte inicial del SAM, en la punta de las raices laterales y en la zona de la
diferenciacién. (B. A-C), sin embargo no presenta expresién GUS en la zona meristematica de la raiz (B.
D). La eliminacion de 663 pb (-978::GUS) o 851 pb (-790::GUS), genero la pérdida completa de actividad
GUS en el SAM, asi como en la punta de la raiz de las raices laterales, mientras que se continuo
identificando expresién GUS en las venas y la punta de la cotiledones (B. E-H y I-L). Las plantas
transgénicas producidas con deleciones con una longitud menor a -790 bp, la actividad GUS fue
completamente suprimida, lo que sugiere que la regidn entre -790 pb y -479 pb contiene elementos cis
esenciales para dirigir la expresion (B. M-P y Q-T).

2.3.2 Regulacion por BL de la expresion vascular de BRL3

Se ha descrito previamente que BRL3 es una diana cantidata de BES1 cuya expresion es
reprimida por BRs (Yu et al 2011) y también, que es una diana candidata de BZR1
reprimida en presencia de BRs (Sun et al., 2010). Para investigar el efecto de los BRs en
la expresién de BRL3 y los probables elemento en cis involucrados, fueron tratadas con
4 nM BL plantulas de 6 dias de todas las versiones truncadas de ProBRL3 durante 48
horas. Los andlisis histoquimicos de ProBRL3 -1719:GUS después del tratamiento
continuo con 4 nM BL, mostraron que la expresiéon del gen reportero se localizaba en
los cotiledones en el tejido vascular y en la punta, en el meristemo apical, en las raices
laterales, en la zona de diferenciacién y en el QC (Figure 6. A-D), siendo este patrén
similar al del control sin tratar (Figure 4. B. A-D). Sin embargo, las lineas ProBRL3 -
1719::GUS tratadas con BL muestran una expresién difusa en la estela y una reduccion
en la expresion en las dos filas de células del protofloema (Figure 6. D) a diferencia de
lo observado en las lineas no tratadas (Figure 4. B. D), indicando que la expresién de
BRL3 es regulada por BRs. En las deleciones de ProBRL3 -1.098 bp, -755 bp, -498 bp vy -
384 bp, que carecen del elemento BRRE en la posicién -1441 pb, no se observaron

fuertes cambios en el dominio de expresion del gen reportero en las muestras que han
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Figura 6. Efecto de los BRs en la regulacion transcripcional de BRL3.

Se presenta un ensayo histoquimico de actividad GUS de plantas transformadas con las construcciones
de ProBRL3 -1719::GUS (A-D), -1098::GUS (E-H), -755::GUS (I-L), -498::GUS (M-P), -384::GUS (Q-T) y -
218::GUS (U-X), efectuado en cotiledones, SAM, raices laterales y zona de diferenciacién vy
meristematica de la raiz. El andlisis de dos lineas homocigotas T3 de plantulas de 6 dias que contienen la
misma construccidén, muestran patrones idénticos de tincién GUS. Las muestras fueron tratadas con 4
nM de BL por 48 horas e incubadas en la solucidn de tincién por 16 horas. = La linea -1719::GUS,
muestra actividad GUS en los cotiledones en las venas y las puntas, en el SAM, en las raices laterales, en

la zona de diferenciacién y en el QC. En cambio con las lineas no tratadas -1719::GUS, mostro un patrén
de expresion difuso en la estela, mientras que no se observé expresion en las dos filas de células del
protofloema. En las lineas -1098::GUS y -755::GUS, la expresion GUS fue similar a las lineas no tratadas,
detectandose en los cotiledones en las venas y las puntas, en las raices laterales y la zona de
diferenciacion. Sin embargo, en comparacion con la linea -1719::GUS, estas dos lineas mostraron
expresién GUS en las dos filas del protofloema, aunque la expresion fue mucho mas restringida en
relacion a las no tratadas. El patron de expresion de las lineas truncadas -498::GUS, 384::GUS vy -
218::GUS, no presento cambios con relacion a las lineas no tratadas.

sido tratadas con BL en comparacién con las que no (Figura 6. E-X). Pero cabe anotar
que la expresién del gen reportero en las dos filas del protofloema de las
construcciones ProBRL3 -1098 bp y -755 bp, se redujo espacialmente (Figura 6. Hy L).
Estos resultados en conjunto avalan la idea de que los BRs son capaces de reprimir la
expresion de BRL3 y que la regién ProBRL3 entre -1719 y -1098, presenta elementos

reguladores en cis necesarios para la respuesta a BRs.

Dado que BRL1 y BRL3 son receptores de BRs homdlogos y tienen un patrén de
expresion vascular (Cano-Delgado et al 2004), se podria suponer que la expresion de
BRL1 también esta regulada por BRs. En cambio, en el caso de BRLI no se observaron
cambios en la expresidon de ProBRL1::GUS en las lineas tratados con BL (Figura 7) en
comparacion con las mismas lineas no tratadas (Figura 5), lo que sugiere que los BRs
no son importantes para la regulacion de BRL1. Esto es acorde con un trabajo
publicado anteriormente que establecié que BRL1 era una putativa diana de BZR1 que

no estaba regulada por BRs (Sun et al 2010).

2.3.3 La expresion de BRL3 es modulada de modo dosis dependiente por BRs

Inicialmente con el fin de caracterizar detalladamente el patrén de expresiéon de BRL3
en la zona meristematica de la raiz y el efecto de los BRs en el mismo, a algunas

deleciones de ProBRL3::GUS se les efectud la tincion mPS-PI (Truernit et al 2008).
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Figura 7. Efecto de los BRs en la regulacion transcripcional de BRL1.

Se presenta un ensayo histoquimico de actividad GUS de plantas transformadas con las construcciones
de ProBRL1 -1641::GUS (A-D), -978::GUS (E-H), -790::GUS (I-L), -625::GUS (M-P) y -344::GUS (Q-T),
efectuado en cotiledones, SAM, raices laterales y zona de diferenciacién y meristematica de la raiz. El
andlisis de dos lineas homocigotas T3 de plantulas de 6 dias que contienen la misma construccidn,
muestran patrones idénticos de tinciéon GUS. Las muestras fueron tratadas con 4 nM de BL por 48 horas
e incubadas en la solucidn de tincién por 16 horas. = La linea -1642::GUS, muestra actividad GUS en los
cotiledones en las venas y las puntas, en la parte inicial del SAM, en la punta de las raices laterales y en
la zona de la diferenciacion (A-C) y no presenta expresion GUS en la zona meristematica de la raiz (D).
Este patrén permanecié invariable entre las muestras tratadas y sin tratar, igual que en las otras
deleciones efectuadas.
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En la construccion de mayor longitud analizada de ProBRL3 que es de -1719 bp, el gen
reportero GUS se observo en la transicién desde el protofloema indiferenciado hasta el
diferenciado en la capa de células del protofloema y en el QC (Figura 8. A-C). Un patrén
de expresidon similar en la capa de células del protofloema fue observado en las
deleciones ProBRL3 -1098 bp y -755 bp, pero en esta ultima la sefial fue mas débil

(Figure 8. Fy H) y como era de esperarse no se detecto tincién GUS en el QC.

Después del tratamiento con 4 nM BL durante 48 horas, la actividad del gen GUS de la
linea ProBRL3 -1719 bp fue desplazada de la capa de células del protofloema hacia la
estela y el QC, donde se detecta GUS (Figure 8. D-E). En la transicion al protofloema
diferenciado, el gen GUS fue indetectable. El tratamiento con BL de las lineas ProBRL3 -
1098 bp y -755 bp que carecen de la caja BRRE en la posicién -1441 bp, no genero
ninguna alteraciéon del patron de expresion GUS excepto como ya se habia
mencionado, que se presento una extensidn espacial menor del gen reportero en las
dos filas del protofloema (Figura 8. G y 1), lo que confirma la importancia de la regién
entre -1719 bp y 1098 bp en la que se encuentra un elemento BRRE en la expresién

adecuada de BRL3.

El patrén de expresién de BRL3 en la zona meristematica de la raiz esta regulada por
BRs presumiblemente a través de factores de transcripcién que se unen a la caja BRRE
(-1441 pb) y E-box (-892 bp), presentes en ProBRL3. Ademds, en diferentes estudios se
ha mostrado que los BRs promueven la elongacidon y diferenciacién celular y BRL3 se
expresa en la capa de células del protofloema en la zona de transicion a las células
diferenciadas del protofloema, lo cual es de especial interés si se considera que existe
una regulacién del tamafo del meristemo de la raiz y de la longitud de la raiz,
dependiente de la dosis de BRs (Gonzalez-Garcia et al 2011). Con base en esta
informacidn surgio la cuestion de si la expresién de BRL3 también era dependiente de
la dosis de BR. Para investigar dicha hipodtesis, la construccidon ProBRL3 -1719::GUS fue

tratada de forma continua con diferentes concentraciones de BL.
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Figura 8. Efecto del BL en el patrén de expresion generado por ProBRL3 en el meritemos de la raiz.

(A - 1). Raices de plantas transgénicas de 6 dias de las diferentes deleciones de ProBRL3 fusionadas al
gen reportero GUS, sin tratar y tratadas (BL 4 nM durante 48 horas). Todas las raices analizadas fueron
incubadas durante 16 horas con solucion de tincidn; la tincion fue hecha con mPS-Pl y las imagenes
fueron tomadas usando microscopio confocal. = (A) En la construccion -1719::GUS se observa
expresién GUS en dos filas de células del protofloema y en el QC, (B,C) Imagen transversal de -
1719::GUS, (F) En la delecién -1098::GUS se detecta expresion del gen reportero en dos filas de células
del protofloema, (H) La linea -755::GUS se expresa en dos filas de células del protofloema, (D) La
construccién -1719::GUS tratada con BL poseen expresidon GUS en la estela y el QC, (E) imagen
transversal de -1719::GUS, (G) La delecién -1098::GUS tratada con BL muestra expresién del gen GUS en
dos filas de las células del Protofloema, pero esta es muy reducida en comparacién con las plantas no
tratadas, (I) En la delecidn -755::GUS tratada con BL, no se detecta expresién GUS en dos filas de células
del protofloema. 2= Después del tratamiento con BL 4 nM por 48 horas, el patrén de expresién GUS
de -1719 bp::GUS se desplaza hacia la estela y el QC, lo cual no ocurre en las construcciones con menor
longitud. Interesantemente entre las construcciones -1719 bp y -1098 bp se encuentra una caja BREE (-
1441 bp). En general las lineas transgénicas que carecen de la caja BRRE no mostraron ningin nuevo
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patron de expresion diferente en la regidn meristematica de la raiz, pero si una fuerte reduccién de la
actividad en las dos filas del protofloema. (J-Q). Raices de plantas transgénicas de 6 dias de la delecidn
de ProBRL3 -1719 bp fusionadas al gen reportero GUS, sin tratar y tratadas (Concentraciones crecientes
de BL de 0.004 nM a 4 nM, aplicadas de forma continua). Todas las muestras analizadas han sido
incubadas durante 16 horas con solucion de tincidn; la tincion fue hecha con mPS-Pl y las imagenes
fueron tomadas usando microscopio confocal. = (J) Las plantas tratadas durante 6 dias con BL 0.004 nM
presentan un aumento en el patrén de expresidon GUS en dos filas del protofloema y el QC y un ligero
desplazamiento hacia la estela. (K,L) imagen transversal de -1719::GUS después del tratamiento con
0.004 nM BL por 6 dias. (M) Lineas de ProBRL3 -1719::GUS tratadas con 0.04 nM BL durante 6 dias,
muestran una reduccion de la expresion del gen reportero en la estela y no presentan expresién GUS en
las dos filas de células del protofloema, (N) Las raices de plantas tratadas con 0.4 nM BL durante 6 dias
muestran una reducida expresién GUS en la estela y ninguna en las dos filas de las células del
protofloema. (O, P) imagen transversal de -1719::GUS después del tratamiento con 0.4 nM BL durante 6
dias y (Q) Las raices de plantas tratadas con 4 nM BL durante 6 dias presentan igualmente una baja
expresion GUS en la estela y ninguna en las dos filas de células del protofloema. 2> El patrén de
expresion del gen reportero GUS en la zona meristematica de la raiz muestra un comportamiento
espacial dosis dependiente de BR, Incrementando ligeramente a niveles bajos de BRs y reduciéndose

drasticamente a media que incrementa la concentracién de BRs. La expresion en el QC parece no ser
afectada por BRs.

La actividad del gen GUS en el QC asi como en la fila de células del protofloema se
incremento a niveles bajos de BL (0,004 nM). Ademas, el gen GUS se expreso de forma
continua a lo largo de la capa de células del protofloema en el meristemo hacia el
QC y se desplazo parcialmente a la estela (Figura 8. J-L). La utilizacion de
concentraciones de BL superiores a 0.004 nM reprimid la expresién GUS en las dos filas
del protofloema y en cambio incremento su desplazamiento hacia la estela y el centro
quieto (Figura 8. M-Q). Estos resultados indican que la expresion de gen reportero GUS
fusionado a la construccidn -1719::GUS es promovida a 0,004 nM de BL y reducida a

partir de concentraciones 0.04 nM de BL.

2.3.4 Interacciones genéticas y moleculares de BES1 con el promotor de BRL3

La region 5' de BRL3 contiene un elemento BRRE en la posicién -1441 pb a través del
cual parece estar siendo regulado su patrén de expresidn espacial, asi como una caja
E-box en la posiciéon -892 bp. Por lo tanto, establecié la hipdtesis de que los BRs
regulan la expresion de BRL3 mediante la accién de BES1. Con el propdsito de obtener
evidencias genéticas de que BES1 regula la expresion de BRL3, las deleciones ProBRL3 -
1719::GUS y -1098::GUS, fueron cruzadas con la linea bes1-D (lbanes et al 2009) que es
un mutante con ganancia de funcién al presentar una elevada acumulacién de la
proteina BES1 y con la linea inducible BES1 (35S::bes1-D:GR) que expresa de forma

ubicua e inducible a bes1-D.
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Figura 9. Regulacion de BRL3 por BES1.

A. Interaccién genética entre BRL3 y BES1. (B y D) Raices de plantas transgénicas de 6 dias de ProBRL3 -
1719::GUS cruzadas con bes1-D y 355:BES1-D:GR. (H) Raiz de linea transgénicas de 6 dias de ProBRL3 -
1098::GUS cruzadas con bes1-D. Las imagenes fueron tomadas usando microscopio confocal. = (A) En
la construccién -1719::GUS se observa expresidn en dos filas de células del protofloema y en el QC, (B)
Las lineas F1 ProBRL3 -1719::GUS x bes1-D mostraron un incremento en la expresién GUS en las dos
filas de células del protofloema, asi como un ligero desplazamiento hacia la estela y el QC, (C) El
tratamiento de plantulas con BL 0.004 nM durante 6 dias genero un incremento en la expresion GUS en
las dos filas de células del protofloema, asi como un ligero desplazamiento de ésta hacia la estela y el
QC, (D) Las lineas F1 ProBRL3 -1719::GUS x 355:BES1-D:GR tratadas durante 6 dias con dexametasona,

presentaron un desplazamiento de la expresién GUS hacia la estela y el QC, (E) En plantulas tratadas
con BL 4 nM durante 48 horas, el patrén GUS cambia, notandose un desplazandose del mismo hacia la
estela y el QC, (F) La delecién ProBRL3 -1098::GUS se expresd en dos filas de células del protofloema,
(G) Las lineas F1 ProBRL3 -1098::GUS x bes1-D muestran un desplazamiento de la actividad GUS en las
dos filas celulares del protofloema y (H) El tratamiento de plantulas con 4 nM BL durante 48 horas,
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ocasiono una reduccion de la expresién GUS en las dos filas celulares del protofloema B. Experimento de
inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP). Se presentan los resultados de ensayos de ChIP analizados
mediante gPCR y efectuados empleando un anticuerpo contra la YFP, ya que se utilizo como material de
partida plantas transgénicas en la que besl-D esta dirigido por un promotor 35S y se encuentra
fusionada a la YFP y también plantas Col-0 como control negativo. Los datos mostrados corresponden al
enriquecimiento con respecto al Input. La region 5' de BRL3 en la que se encuentra la caja BREE (-1441
bp a -1436 bp), esta enriquecida en los experimentos de ChlP efectuados con bes1-D (Zona 1, -1456 bp a
-1362 bp, con respecto al sitio de inicio de traduccién). A diferencia, en la zona donde hay una caja E-box
(-892 bp a -887 bp) no se detecto enriquecimiento (Zona 2, -925 bp a -830 bp, con respecto al sitio de
inicio de traduccién). De igual forma, no se detecto enriquecimiento en las zona evaluada como control
negativo (3' UTR BRL3), asi como en las muestras usadas como control negativo (Col-0). Las réplicas
bioldgicas 1y 2 y se sefialan como R1 y R2, respectivamente. C. Ensayo de expresion transiente usando
protoplastos de Arabidopsis transformados con -1719::Luc, -1098::Luc y 384::Luc. En cada experimento
los protoplastos fueron transformados también con 35S::GFP (Control) o 35S::besl-D:GFP vy
adicionalmente, con 35S:Renilla. Cada tratamiento fue efectuado por triplicado y los datos fueron
normalizados empleando la actividad Renila (Grotewold et al., 2000). El Ratio de cambio se calculd
como la relacidn entre cada tratamiento en particular y el tratamiento con la construccién de mayor
longitud sin el represor. Se muestran los valores promedios y las barras de error indican el error
estandar de las muestras.

El cruce entre bes1-D y la deleciéon ProBRL3 -1719 bp, genero un aumento en el patrén
de expresidon del gen reportero GUS en las capas de células del protofloema y dicho
dominio de expresidon continuo a lo largo de esta capa celular hacia el QC, siendo estos
resultados similares a los obtenidos al aplicar BL a baja concentracion (0.004 nM
durante 6 dias) (Figura 9. A. B-C). Por otro lado, el cruce de ProBRL3 -1719 bp con la
linea inducible bes1-D que genera una fuerte sobreexpresién del transgen, muestra un
patrén de expresién similar al obtenido al tratar ProBRL3 -1719 bp con altos niveles de
BL (4 nM por 48 horas) (Figure 9. A. D-E), ya que ha sido detectado un cambio en el
dominio de expresion del gen GUS que consiste en su desplazamiento de la capa de

células del protofloema hacia la estela.

Interesantemente en el cruce de la construccidon ProBRL3 -1098 bp con la linea bes1-D,
se observa un leve desplazamiento de la actividad del gen reportero GUS a diferencia
de la inhibicién producida por la aplicacién de elevados niveles de BL (Figure 9. A. G-H).
Estos resultados indican que los BRs regulan la expresién de BRL3 en el meristemo de
la raiz de modo dosis dependiente de la proteina BES1 y que esta regulacion se lleva a

cabo principalmente por la unidn de BES1 a la caja BRRE en la posicion -1441 pb.
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Basandose en la presencia en ProBRL3 de un caja BRRE en la posicion -1441 pb que
parece ser importante en su adecuada respuesta a BL asi como la existencia de una
caja E-box y los resultados de la interaccion genética entre la regién 5 de BRL3 y BES1,
se considero relevante demostrar el papel directo de BES1 en la regulacién de BRL3,

probablemente mediante su unidn a las cajas BRRE y E-box de ProBRL3.

Para probar esta hipdtesis, se efectuaron ensayos de inmunoprecipitacion de
cromatina (ChIP) y de expresién transitoria en protoplastos de Arabidopsis. Los
experimentos de ChIP mostraron que la regidén en la que se encuentra la caja BREE
(-1441 bp) se encuentra enriquecida en los experimentos de ChIP realizados con el
anticuerpo anti BES1 a diferencia de la zona entre -1098 bp y -755 bp en la que no se

detecto enriquecimiento.

De otra parte, las versiones truncadas de ProBRL3 -1719 bp, -1098 bp y - 384 bp,
fusionadas al gen Firefly luciferase se emplearon como reporteros y fueron co-
transfectadas con la proteina BES1 expresada constitutivamente 35S::bes1-D:GFP o el
vector 35S::GFP (control), cumpliendo el papel de efectores. La construccién ProBRL3 -
1719::LUC que contiene la caja BRRE (-1441 bp) co-transfectada con 35S::BES-1D:GFP,
presento una fuerte reduccién de la actividad Luciferase en comparacién con la
construccion ProBRL3 -1719::LUC combinada con el control (Figura 9. C). La delecién
de ProBRL3 -1098::LUC presento un nivel mds bajo de actividad Luciferase en relacién
con ProBRL3 -1719 bp y también sufrié una reduccién de la actividad cuando fue co-
transfectada con 35S::bes1-D:GFP, probablemente debido a la presencia de una caja E-
box. Estos resultados demuestran que BES1 regula la expresidon de BRL3 uniéndose a
su regién promotora y que la caja BRRE cumple un papel importante en dicha
regulacién. De otra parte, la delecidn -384::LUC presento niveles bajos de expresién

luciferasa cuando fue co-transfectado con el control y también en presencia de BES1.

2.3.5 Propuesta de modelos de regulacion de BRL3 por BES1

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que BES1 es capaz de

interaccionar con la regidn 5' de BRL3 para regular su expresion. Es de anotar que en la
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literatura esta descrito que la sefalizacidon por BR inhibe la biosintesis de BRs, a través
de la represion de la expresion de DWF4, CPD y otros genes implicados en la
biosintesis a por parte de BES1 y BZR1 (Clouse 2011, Choe et al 2002, Mathur et al
1998, Mora-Garcia et al 2004, Noguchi et al 1999, Sun et al 2010, Ye et al 2011, Yu et al
2011) y en los andlisis globales realizados a BES1 (Yu et al 2011) y BZR1 (Sun et al
2010), se ha mostrado que dependiendo el contexto especifico ambos pueden actuar

como represores o activadores de la transcripcion (Clouse 2011).

Basandonos en estos datos, proponemos un modelo de retroalimentacion en el cual
por medio de BES1 a bajas concentraciones de BRs se promueve la actividad de BRL3 y
a altas concentraciones su patrén de expresidon probablemente reprimido en las dos

filas de células del protofloema y desplazado a la estela (Figura 10).
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Figura 10. Regulacion de la percepcion de BRs por parte de BRL3 a través de BES1.

Con base en los resultados obtenidos en esta investigacion se sugiere un modelo de autorregulacién en
el cual la concentracion de BRs modulan la expresion de BRL3 por medio de BES1. A Bajas
concentraciones de BL (0.004 nM, en tratamiento continuo), se promueve la expresién de BRL3,
mientras que a elevadas concentraciones (4 nM por 48 h) hay un desplazamiento del patrén espacial de
BRL3 y una represion del mismo en las dos filas del protofloema.
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2.4 Discusion de resultados

2.4.1 Expresion tejido-especifica de BRL3 y BRL1

BRL3 y BRL1 han sido descritos como dos homdlogos de BRI1 (receptor
serine/threonine kinase) que unen BL con alta afinidad y son relevantes en el
desarrollo vascular. Ademas, se conocia que un fragmento de -755 bp (desde el sitio de
inicio de traduccién) de BRL3 era capaz de conducir la expresion a las células del
protofloema en la raiz y también que la zona de -1720 bp (desde el sitio de inicio de
traduccion) de BRL1 podia dirigir la expresién a las células provasculares de la zona de
elongacion de la raiz (Cano-Delgado et al 2004). Siendo por tanto las lineas
transgénicas que expresan éstas regiones gendmicas fusionadas al gen reportero GUS,
propuestas como marcadores de localizacion de tipos celulares vasculares (Cano-
Delgado et al 2010). Sin embargo, no se habia caracterizado detalladamente sus
patrones de expresion ni los mecanismos involucrados en su regulacién
transcripcional, pese a que la identificacion de elementos reguladores es un paso
fundamental para entender como, cuando y donde, es expresado un gen vy facilita la
identificacion de sus funciones. De otra parte, se debe anotar también que es
necesario conocer los factores que pueden alterar un marcador de tipo celular para

hacer un adecuado uso del mismo.

En esta investigacion hemos determinado que ProBRL3 genera un patrén de expresién
gue incluye en los cotiledones el tejido vascular y la punta, el SAM, el 4rea alrededor
de donde emergen las raices laterales y en la raiz dos filas de células del protofloemay
el QC en el meristemo, asi como parte de las zonas de elongacion y diferenciacion.
También, hemos determinado en la regién 5' de BRL3 los fragmentos de ADN
necesarios para dirigir la expresién de modo tejido-especifico en el sistema vascular y
la regién 5' UTR que presenta elementos regulatorios fundamentales para la expresién
en los cotiledones en las venas y las puntas. Empleando un procedimiento
experimental similar fue analizado el patréon de expresion de BRL1, encontrando
actividad GUS en los cotiledones en el tejido vascular y la punta, en el SAM y en la raiz

en la zona de diferenciacién. Del mismo modo las regiones en 5' del sitio de inicio de
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traduccidn, necesarias para que BRL1 se exprese en diferentes tejidos vasculares se ha

determinado entre -1641y -978 pby -790y -479 pb.

2.4.2 Regulacion por BL de la expresion vascular de BRL3

La caracterizacion en respuesta a BL de la regidn 5' de BRL3 mostro que la expresién de
este gen estaba regulada por BRs, ya que en las lineas transgénicas ProBRL3 -
1719::GUS tratadas con 4 nM BL durante 48 horas se detecto un cambio en el patron
de expresién en el meristemo de la raiz. En condiciones basales las lineas ProBRL3 -
1719::GUS se expresa en la capa de células del protofloema en la zona de transicidn
entre el protofloema indiferenciado y diferenciado y en el QC, mientras que bajo
tratamiento con BL la expresion se desplaza de la capa de células protofloema hacia la
estela y el QC. Es de anotar que los BRs regulan la diferenciacidn vascular, en particular
se conoce que los BRs biosintetizados endégenamente promueven la formacién del
xilema y suprimen la formacién de floema (Fukuda 2007). El hecho de que los BRs
reprimen la diferenciacidn del floema podria explicar la dificil deteccién de GUS en la
capa de células del protofloema. Un tratamiento de iguales caracteristica con BL en la
delecién -1098::GUS y -755::GUS, genero una drastica reduccion de la actividad GUS en
la fila de células del protofloema. Interesantemente, en la region entre -1719 bp y -

1098 bp se encuentra una caja de tipo BRRE y entre -1098 bp y -755 bp una caja E-box.

No sélo los BRs regulan el patron de expresion de BRL3, si no que esta accion es
dependiente de la dosis. Del mismo modo que el meristemo de la raiz necesita un
equilibrio en la senalizacidon por BR para mantener la longitud (Gonzalez-Garcia et al.,
2011), el patrén de expresion de BRL3 difiere significativamente cuando es sometido a
diferentes concentraciones de BL. Por ejemplo, niveles muy bajos de BL (0,004 nM
para 6 dias) aumentan el dominio de expresién de ProBRL3 en la capa de células
protofloema en la zona de transicién y generan una expansion hacia el QC. Esta misma
concentracion de BRs también se demostrd recientemente que aumenta el nimero de
células epidérmicas en el meristemo de la raiz y por tanto el tamafio del meristemo
(Gonzalez-Garcia et al 2011). Ademas, se conoce que los BRs pueden promover la

diferenciacién celular (Fukuda 1997). Por lo tanto, se puede suponer que
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concentraciones bajas de BRs no sélo aumentan el nimero de células epidérmicas vy el
tamafio del meristemo, sino que también promueven la diferenciacién del floema. Esta
observacién es antagdnica a la funcién reportado para los BRs como represores de la
diferenciacién del floema (Fukuda et al., 2007). Sin embargo, el uso de niveles elevados
de BL (> 0,04 nM BL) en las lineas ProBRL3 -1719::GUS, -1098::GUS y 755::GUS genero
una fuerte reduccion de la expresidon en la capa de células del protofloema, debido
presumiblemente a la disminucion del nimero de células del floema, ademas de la

represion directa por parte de BES1.

El analisis de respuesta a BL efectuado a las lineas transgénicas generadas con
fragmentos de la regidon 5' de BRL1 fusionadas a GUS, mostro que a pesar de la
presencia de cajas E-box la aplicacion de BL no genero cambios detectables en el
patron de expresion del gen reportero. Lo cual concuerda con un estudio en que se

afirma que BRL1 es una diana candidata de BZR1 no regulada por BRs (Sun et al 2010).

2.4.3 BES1 regula la expresion de BRL3 a través de su unién a una caja BRRE

Los resultados de los analisis genéticos muestran que la expresidn de las lineas
transgénicas ProBRL3 -1719::GUS y -1098::GUS es dependiente de la concentracion de
BES1, ya que el cruce de -1719::GUS con la linea bes1-D que presenta ganancia de
funcién ocasiono un aumento en el nivel de expresion GUS similar al ocasionado por el
tratamiento continuo con bajas concentraciones de BL (0.004 nM) y su cruce con la
linea inducible besl-D en la que se incrementa drasticamente la cantidad de BES1,
produjo un desplazamiento del dominio de expresidn hacia la estela y su reduccién en
las dos filas de las células de protofloema de un modo parecido al originado por
elevados niveles de BRs. Estos resultados no soélo confirman el hecho de que la
expresion de BRL3 es dependiente de la dosis de BR, sino también que BES1 es esencial
en su regulaciéon y que la concentracion de la proteina BES1 es un parametro

fundamental para modular su patrén de expresién en el meristemo de la raiz.

Este mecanismo de regulacidon probablemente es opuesto al propuesto para muchos

genes inducidos por auxina que son regulados por la interaccién de dos clases de
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factores de la transcripcién, los ARFs (auxin-response factors) y los represores AUX/IAA
(Lau et al 2008). Los ARFs se unen a los elementos en cis de respuesta a auxina
(G/T)GTC(T/C)(T/C) en los genes de respuesta a auxina (Ulmasov et al 1997). Cuando
las concentraciones de auxina estan por debajo de un umbral, los represores AUX/IAA
se asocian con los activadores ARFs y reprimen la expresidon génica. Sin embargo,
cuando aumentan los niveles de auxina se eliminan los AUX/IAA y ocurre la activacion
de los genes (Gutierrez et al 2009, Lau et al 2008). En este caso probablemente a una
baja concentracidon de BES1 este interacciona con otras proteina cumpliendo un papel
como activador y a elevadas concentraciones se reduce el nimero de interactores
disponibles y se une a la caja BREE como un homodimero para reprimir la expresion en

las dos filas de células del protofloema.

Es de anotar que BES1 se une mas fuertemente a cajas BRRE, ya que no necesita un
socio para formar un heterodimero y poder interactuar con el ADN, como ocurre
cuando se une a una caja E-box (Yin et al 2005). Ademas, habia sido propuesto que su
homologo BZR1 se une como un homodimero a las cajas BRRE para reprimir la
expresidon génica y que BZR1 interactué con otros factores para mediar la activacion a
través de otros motivos (Sun et al 2010). De igual modo, probablemente una elevada
concentracion de BR aumentan la concentracidon de proteina BES1 en la estela, pero
hasta un nivel en el que aun actia como un activador, con lo cual a determinadas
concentraciones de BR, el receptor es desplazado a otros tipos celulares cambiando la

distribucién espacial de la sefializacidn.

Con el fin de comprobar que los resultados de los estudios genéticos se debian a un
efecto directo de BES1 al unirse a la caja BREE se efectuaron in vivo experimentos de
ChIP en los que se demostrd que este factor de transcripcidn se une especificamente a
la regién donde se encuentra la caja BREE (region 1). De igual modo se evalué la zona
donde se encontraba la cada E-box pero no se encontré un enriquecimiento
significativo de esta zona en las inmunoprecipitaciones efectuadas a BES1, generando
mas evidencias que la accidon de BES1 se debe principalmente a su unién con la caja

BRRE.
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Finalmente, se efectuaron ensayos de expresidn transiente en protoplastos de
Arabidopsis en los que se co-transfectaron fragmentos de la region 5' de BRL3
fusionados a la Luciferase y BES1, encontrando que este factor de transcripcién puede
reprimir fuertemente la expresidon del gen reportero de la construccion ProBRL3 -
1719::LUC y que también presenta un efecto negativo en la delecion ProBRL3 -
1098::LUC, aunque este fue menor al igual que la expresiéon de la construccion sola.
Indicando también BES1 regula la expresion de BRL3 principalmente mediante su

union a la caja BREE.
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ZmMYB11, ZmMYB31y ZmMYB42 en la ruta de la sintesis de lignina

3.1 Introduccion

3.1.1 Biosintesis de lignina

La lignina ha sido esencial para la adaptacion evolutiva de las plantas vasculares del
medio acuatico al terrestre y es después de la celulosa el segundo biopolimero
terrestre mds abundante, siendo el 30% del carbén organico en la biosfera (Boerjan et
al 2003). Ademas, la lignina es uno de los mayores componentes de la pared
secundaria de las células del xilema vy las fibras (Mellerowicz et al 2001). La lignificacidon
confiere fuerza, rigidez e hidrofobicidad a la pared celular secundaria (Boerjan et al
2003, Bonawitz & Chapple 2010, Ralph 2004, Ralph et al 2007, Rogers & Campbell
2004, Whetten & Sederoff 1995). La pared celular a su vez, proporciona a la planta
soporte mecanico, impermeabilidad en las células del xilema lo que facilita el
transporte de agua y solutos a través del sistema vascular y una barrera contra el
ataque de patégenos (Boerjan et al 2003, Carpita & Gibeaut 1993, Jouanin et al 2000,
Sarkanen & Ludwig 1971b).

La biosintesis de lignina ocurre en la ruta de los fenilpropanoides, la cual también es
requerida para la generacidn de otros compuestos como los flavonoides, antocianinas
y proantocianinas. La biosintesis se inicia con la desaminacién de la fenilalanina para
formar acido cindmico. Tras la desaminacién, una serie de reacciones de hidroxilacion
seguidas por O-metilacidon, modifican el anillo aromatico del acido cindmico y su
cadena lateral se reduce de un acido a una fraccién de alcohol, lo que resulta en la
produccién de los tres mondmeros de lignina mas abundantes o monolignoles: Alcohol
p-cumarilico M1H (4-hydroxycinnamyl), alcohol coniferilico M1G (3-methoxy 4-
hydroxycinnamyl), y alcohol sinapilico M1S (3,5-dimethoxy 4-hydroxycinnamyl)
(Boerjan et al 2003, Whetten & Sederoff 1995). Estos monolignoles difieren en el
nimero de grupos metoxilo en el anillo aromatico y dan lugar cuando son
incorporados al polimero a las subunidades p hidroxifenil-(H), guaiacilico (G) y syringyl

(S), respectivamente (Figura 11) (Boerjan et al 2003, Neutelings 2011).
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Figura 11. Ruta de biosintesis de los monolignoles en angiospermas.

(Adaptado. Fornale et al 2010b). Las enzimas que intervienen en esta ruta biosintética son: Fenilalanina
amonio liasa (PAL), cinamato-4-hidroxilasa (C4H), 4-cumarato CoA ligasa (4CL), cinamoil CoA-reductasa
(CCR), cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD), hidroxicinamoil-CoA sikimato/quinato hidroxicinamoil
transferasa (HCT), p-cumarato-3-hidroxilasa (C3H), cafeico O-metiltransferasa (COMT), cafeoil CoA-3-0O-
metiltransferasa (CCOAOMT) y ferulato-5-hidroxilasa (FSH). Las enzimas que median en cada etapa de
la via se indican al lado de las flechas.

La lignina se forma mediante la polimerizacién oxidativa de los monolignoles. Después
de su sintesis, los monémeros de lignina se exportan por un mecanismo poco conocido
al espacio extracelular (apoplasto) (Boerjan et al 2003, Kaneda et al 2008, Mellerowicz
et al 2001, Samuels et al 2002). Cuando alcanzan el apoplasto los monolignoles son
sometidos a una oxidacién de un solo electron mediada por lacasas y/o peroxidasas
para formar especies radicales reactivas que pueden ser acoplados
combinatoriamente. El acoplamiento de los radicales de los monolignoles produce un
heteropolimero compuesto por las unidades H, G y S (Ralph 2004, Whetten & Sederoff
1995).
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Los acoplamientos ocurren una vez que cada monolignol entrante es convertido en su
correspondiente radical fenoxi, lo cual, es catalizado por enzimas oxidativas, entre las
que se incluyen las lacasas y peroxidasas de clase lll (Espifieira et al. 2010). Las
unidades estructurales mayoritarias en el polimero de lignina se representan en la
Figura 11. El acoplamiento de un monolignol con otro para iniciar la polimerizacidn,
puede ocurrir via formacién de enlaces B-O-4 eter o un enlace B-5 fenilcoumarano,

siendo uno de ellos un alcohol coniferilico.

La cantidad y composicién de la lignina varia entre los distintos taxones, tipos celulares
y capa de la pared celular y son influenciadas por las senales de desarrollo y
ambientales (Boerjan et al 2003, Campbell & Sederoff 1996). Aunque existen
excepciones, la lignina de las angiospermas se compone esencialmente de
subunidades G y S y trazas de subunidades H y solamente algunas monocotileddneas
(principalmente las gramineas) contienen una relativa mayor cantidad de subunidades
H. En cambio, las gimnospermas se compone principalmente de subunidades G,
carecen de subunidades S (de nuevo con algunas excepciones) y son intermedias entre
dicotiledéneas y monocotiledéneas en la abundancia de subunidades H (Baucher et al

1998, Boerjan et al 2003, Whetten & Sederoff 1995).

En cuanto a las variaciones en la lignina entre tipos celulares esta descrito que la pared
celular secundaria se enriquece en las subunidades S cuando se generan fibras, dando
lugar a la llamada no condensada lignina, y se enriquece en las subunidades G cuando
se genera xilema, produciendo la llamada lignina condensada (Gray et al 2012).
Asimismo, en la pared celular secundaria la deposicién espacial del polimero lignina en
sus tres diferentes capas es también finamente controlada, asi como el porcentaje de
las subunidades H, Gy S en cada una de ellas (Gray et al 2012, Joseleau & Ruel 1997).
Finalmente, adicional a la lignificacion que ocurre durante el curso normal del
desarrollo de tejidos, varios tipos de estrés de origen abidtico o bidtico, como una
infeccion o una herida por patégenos pueden desencadenar la produccion de lignina
en determinados sitios (Boerjan et al 2003, Lange et al 1995, Sarkanen & Ludwig

19714a, Vance et al 1980, Whetten & Sederoff 1995).
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El mecanismo molecular implicado la regulacién del flujo hacia una particular via de la
biosintesis de monolignoles (para producir lignina enriquecida en subunidades S o G en
las fibras o el xilema) o para modificar progresivamente el flujo durante la formacién
de la pared celular secundaria sigue siendo desconocida no sélo en las gramineas, sino

en todas las plantas vasculares (Gray et al 2012).

La sintesis de monolignoles a partir de la fenilalanina requiere desaminacion,
hidroxilaciéon en las posiciones cuatro, tres o cinco del anillo aromatico, metilacion de
los meta hidroxilos y dos reducciones sucesivas en la cadena lateral del monolignol,
partiendo de un acido carboxilico primero a un aldehido y luego a un alcohol (Whetten
& Sederoff 1995). Estas reacciones son mediadas por un Fenilalanina amonio liasa
(PAL), tres diferentes Monooxigenasas dependientes del citocromo P450 (cinamato-4-
hidroxilasa (C4H), p-cumarato-3-hidroxilasa (C3H), y ferulato-5-hidroxilasa (F5H)), dos
metiltransferasas (cafeoil CoA-3-O-metiltransferasa (CCoAOMT) vy cafeico O-
metiltransferasa (COMT), y dos oxidorreductasas (CoA-reductasa (CCR) y cinamil
alcohol deshidrogenasa (CAD)). Ademds de estas ocho enzimas cuyas acciones son
evidentes en los productos finales de la via, actian dos enzimas mas, 4-cumarato CoA
ligasa (4CL) y hidroxicinamoil-CoA sikimato/quinato hidroxicinamoil transferasa (HCT),
que sintetizan compuestos intermedios de la ruta que sirven como sustratos para
reacciones posteriores. 4CL es una ligasa-CoA. ATP-dependiente que cataliza la sintesis
de p-cumaroil CoA. El p-cumaroil CoA se utiliza como un donador de acilo para la HCT
aciltransferasa para sintetizar éster p-coumarilico de acido shikimico, el sustrato para
la 3-hidroxilacidon que realiza la enzima C3'H. Alternativamente, el p-coumaroil CoA
puede servir como sustrato para la chalcona sintasa, que desvia la via hacia la sintesis
de flavonoides o para CCR, que conduce a la biosintesis de lignina H (Whetten &

Sederoff 1995).

La sintesis de alcohol p-coumarilico (subunidad H) requiere 5 enzimas: PAL, C4H, 4CL,
CCR y CAD. La sintesis de alcohol coniferilico (subunidad G) requiere de 3 enzimas mas:
HCT, C3'H y CCoAOMT. Por ultimo, la sintesis de alcohol sinapilico (subunidad S)

requiere el total de las diez enzimas, incluyendo por tanto a F5H y COMT (Figura 11).
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Para cada una de las enzimas de la ruta de los fenilpropanoides pueden existir
multiples isoformas, asi como caracteristicas cinéticas distintas o incluso variar en
cuanto a su distribucidn en la planta (Bonawitz y Chapple 2010). Otro factor que afiade
complejidad al estudio de la via de los fenilpropanoides en gramineas es la duplicacién
génica. Esta caracteristica es de particular importancia en especies que pueden ser
empleadas para cultivos energéticos, como es el caso de switchgrass (Panicum
vigatum) que puede ser tetraploide (4n = 36) o octaploide (8n = 72), la cafa de azucar
(Saccharum spp.) que tiene niveles variables de ploidia (5-14) o maiz, que es un
antiguo alotetraploides en el que aproximadamente 25% de los genes estan duplicados

(Gray et al 2012, Schnable et al 2009).

La biosintesis de lignina ha sido estudiada extensamente en plantas angiospermas
monocotiledéneas y dicotileddneas, asi como en gimnospermas (Boerjan et al 2003,
Gray et al 2012, Vanholme et al 2010). La perturbacién de la expresién de algunos
genes implicados en la biosintesis de la lignina ha sido analizada en gramineas
mediante la caracterizacién de los mutantes disponibles o por la produccién de plantas
transgénicas. En general, estos estudios muestran que alteracion de un gen implicado
en la biosintesis de lignina puede aumentar la disponibilidad de los polisacaridos de la
pared celular sin afectar el estado de la planta o la cantidad de biomasa, aumentando

el valor nutricional y energético de la biomasa lignocelulésica (Gray et al 2012).

3.1.2 Regulacidn transcripcional de la biosintesis de pared celular secundaria y la

lignificacion

3.1.2.1 Factores de transcripcion que regulan la expresion de los genes de la

biosintesis de pared celular secundaria

Los estudios realizados han demostrado que la regulacién transcripcional de la
biosintesis de lignina es comun con la GRNs que controla toda la biosintesis de la pared
celular secundaria en Arabidopsis (Figura 12). En esta red, los factores de transcripciéon
con dominio NAC, NAC SECONDARY WALL THICKENING FACTOR1 (NST1) y sus
homdlogos cercanos NST2 y SND1 (también, llamado NST3), asi como VASCULAR-
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RELATED NACDOMAIN 6 (VND6) y VND7, actian como interruptores maestros que
controlan la activacion de los genes de biosintesis de la celulosa, el xilano y la lignina.
(Hartmann et al 2005, Ko et al 2007, Kubo et al 2005, Mitsuda et al 2005, Zhong et al
2006, Zhong et al 2008, Zhong et al 2007, Zhong & Ye 2007, Zhong & Ye 2009). Estos
genes actuan como reguladores de la diferenciacion de fibras (SND1, NST1, NST2),
protoxilema (VND7) y metaxilema (VND6), inician la red transcripcional y activan
directamente varios factores de transcripcién, entre los cuales estdn los factores de

transcripcién MYB46 y MYB83 (Schuetz et al 2013).

El nodo MYB46/83 activa la expresion de un gran nimero de factores de transcripcion,
gue promueven la biosintesis de lignina, celulosa y hemicelulosa, asi como también de
reguladores negativos de la formacidn de la pared celular secundaria como los R2R3-
MYB del subgrupo cuatro (Schuetz et al 2013). Los reguladores aguas abajo SND2,
SND3 y MYB103, activan exclusivamente la biosintesis de celulosa y MYB63, y MYB58
regulan la biosintesis de lignina (Zhong et al 2008). Aunque existen muchos estudios de
interaccion proteina-DNA, en los que se han identificado reguladores directos para
algunos genes implicados en la sintesis de celulosa y lignina, es necesaria la
caracterizacion adicional de muchos reguladores de aguas abajo para contar con un
panorama general de la red regulatoria que facilite el uso de la ingenieria genética con

el fin de obtener mejoras biotecnoldgica.

Los genes de la ruta de la lignina tienen que ser regulados coordinadamente para
poder sintetizarla. Se ha descrito que los CREs denominados como elementos AC (AC-l,
ACCTACC; AC-1l, ACCAACC; y AC-lll, ACCTAAC), estan asociados con la expresion en el
xilema, se encuentran presentes en un amplio nimero de promotores de genes de la
biosintesis de lignina y son dianas para los TF(s) de la familia MYB (Hatton et al 1995,

Zhong et al 2010), que los regulan tanto activando como reprimiendo su expresién.
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Figura 12. Diagrama de la red transcripcional que regula la biosintesis de pared celular secundaria en
Arabidopsis (A) y monocotiledéneas (B).

(Adaptado. Gray et al 2012, Handakumbura & Hazen 2012, Ohashi-Ito & Fukuda 2010, Schuetz et al
2013, Zhao & Dixon 2011). Las formas de color azul representan los factores de transcripcion, las color
verde corresponden a las hormonas que intervienen en la regulacion y las naranja simbolizan las cajas
AC. Las lineas que finalizan con una punta de flecha corresponden interacciones de activacion y las
lineas que finalizan con una barra transversal indican represién. Las lineas punteadas indican la no
existencia de evidencia de interaccién directa.
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3.1.2.2 Represores transcripcionales de la biosintesis de la pared celular secundaria

Los represores transcripcionales han surgido en los ultimos afios como elementos
esenciales en el establecimiento de patrones espacio-temporales de expresién génica
durante el desarrollo vegetal y la respuestas de la planta al estrés y a las senales
hormonales (Kagale & Rozwadowski 2011). Los R2R3-MYB del subgrupo cuatro han
sido descritos como represores transcripcionales que intervienen en la regulacion de la
biosintesis de monolignoles (Fornale et al 2010a, Hemm et al 2001, Jin et al 2000,

Sonbol et al 2009).

En Arabidopsis, se han estudiado algunos de los miembros de los R2R3-MYB del
subgrupo cuatro. En la biosintesis de fenilpropanoides AtMYB4 reduce la expresion del
gen AtC4H que codifica una enzima envuelta en uno de los primeros pasos de la ruta
(Jin et al 2000) y AtMYB32 regula enzimas generales de la via (Preston et al 2004). El
mutante de pérdida de funcidn atmyb4 presenta niveles elevados de ésteres de
sinapato y un aumento en la expresion de AtC4H (Jin et al 2000) y el mutante de
pérdida de funcidn atmyb32 muestra ligeramente mayor expresion de AtCOMT
(Preston et al 2004). En cuanto a su regulacién es necesario sefialar que la expresién
de AtMYB4 y AtMYB?7 es incrementada por AtMYB46 (Ko et al 2009). La expresién de
AtMYB32 es desreprimida en el doble mutante nstinst3 (Mitsuda et al 2007) y se
describié que AtSND1 (nst3), se une al promotor de AtMYB7 y viceversa en un sistema

de regulacién tanto positiva como negativa (Wang et al 2011).

En cuanto a los R2R3-MYB del subgrupo 4 de maiz se puede anotar, que la expresidn
heterdloga de ZmMYB42 y ZmMYB31 en Arabidopsis, ocasiona la reduccién de los
niveles de expresidn de algunos de los genes de la biosintesis de lignina. Mediante
experimentos in vitro de enriquecimiento exponencial en presencia delligando
(método SELEX), se determind que la secuencia consenso de unién a ADN de
ZmMYB31 es ACC(T/A)ACC, la cual es similar a las tipicas cajas AC descritas como
relevantes en la regulacion de la ruta de los fenilpropanoides y que se encuentran
presentes en el promotor de ZmCOMT. Posteriormente, se demostrd in vivo en maiz

que ZmMYB31 y ZmMYB42, directamente se unen al promotor de los genes ZmCOMT
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asociado a la lignina y A1l relacionado con los flavonoides (Fornale et al 2010b, Gray et

al 2012).

En switchgrass (Panicum virgatum L.) la proteina PvMYB4, un ortélogo de AtMYB4, ha
sido caracterizado como represor de la lignina, ya que su sobre-expresion reduce la
expresion de muchos (si no todos) de los genes implicados en la biosintesis de
monolignoles, reduce la cantidad total de lignina y altera la composicién de la misma

(Shen et al 2012).

Finalmente, se debe anotar que la aparente similitud en la funcién en los R2R3-MYB
del subgrupo cuatro y la elevada conservacidon en su secuencia de aminodcidos, ha

originado la pregunta de si son funcionalmente redundantes (Jin et al., 2000).

Los factores de transcripcion MYB75 y KNAT7, interactuan fisicamente y reprimen la
expresion de genes involucrados en la biosintesis de la pared celular (Bhargavaetal.,
2010). La perdida de funciéon tanto de MYB75 (myb75-1) como de KNAT7 (knat7), da
lugar a la promocidn de la expresion de genes involucrados en la sintesis de celulosa,
xilano y lignina (Bhargava et al 2010, Li et al 2011). EI mutante myb75-1 presenta un
aumento en el espesor de la pared celular en las fibras interfasciculares y el xilema
(Bhargava et al 2010) y el mutante knat7 tiene un engrosamiento de la pared celular

de las fibras interfasciculares y un aumento en el contenido de lignina (Li et al., 2011).

BREVIPEDICELLUS (BP), uno de los siete knottedl-like homeobox (KNOX) en
Arabidopsis, tiene un papel importante en el meristemo de la planta debido a que
regula la division y diferenciacién celular, también esta implicado en la regulacién de la
via de la lignina (Zhao & Dixon 2011). BP previene la deposicion de la lignina, lo cual es
considerado como un signo irreversible de diferenciacién celular (Groover & Jones
1999). La deposicidon de lignina se incrementa en mutantes pb y disminuye en las lineas
gue sobre-expresan BP. Asimismo, los niveles de expresidon de genes involucrados con
la lignina aumentan ligera, pero significativamente, en el mutante bp y BP se une a los

promotores AtCOMT y AtCCOAOMT (Mele et al 2003).
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3.1.2.3 El desarrollo y el medio ambiente regulan la biosintesis de lignina

La cantidad y composicion del polimero lignina varia espacial y temporalmente
mediante la accién antagonista de represores y activadores, con el fin de generar el
nivel exacto de acumulacién de lignina en determinadas células, tejidos u érganos en
el momento adecuado (Zhao & Dixon 2011). A diferencia de los activadores de la
biosintesis de lignina que son expresados ampliamente en los tejidos en lignificacién
durante el desarrollo los represores de esta ruta se expresan en tejidos en los que la
lignificacion es escasa o inexistente (Zhao & Dixon 2011). La expresién de KNAP2, que
es un homologo de BP en poplar, se redujo en la regién del tallo donde las paredes
celulares secundarias son sintetizadas, lo que sugiere que su presencia pueda inhibir la
induccion de la sintesis de la pared celular secundaria (Mele et al 2003). Del mismo
modo, AtMYB32 tiene mayores niveles de expresion en flores que es un tejido con
bajos niveles de lignina que en tejidos como el tallo en donde estos son mayores

(Preston et al 2004).

En cuanto a estimulos ambientales estad descrito que algunos genes que participan en
la ruta de los fenilpropanoides son inducidos por lesiones mecdnicas y ataque de
patégenos (Bhuiyan et al 2009a, Bhuiyan et al 2009b, Zhao & Dixon 2011), asi como
por la exposicién a rayos UV. Por ejemplo, la expresion de AtMYB32 es inducida en
hojas y tallo en respuesta a herida. En las hojas AtMYB4 modula negativamente la
produccion de ésteres de sinapato, los cuales estan implicados en el incremento de la
proteccion a los rallos UV. El mutante de pérdida de funciéon atmyb4, muestra un
aumento en nivel de ésteres de sinapato en las hojas y es mas resistente a los rayos
UV-B que las plantas WT. El incremento en la acumulacion de ésteres de sinapato en
atmyb4 esta asociado con un aumento en la expresidn del gen AtC4H, que es una
diana de AtMYB4 y un paso limitante en su sintesis. AtMYB4 presenta un mecanismo
de autorregulacién negativa, ya que se une a su propio promotor para modular su
expresion. Cuando la planta es expuesta a UV-B entre 1 a 6 horas, aumenta la
expresion de AtMYB4, que a su vez se autoregula negativamente (Zhao et al 2007),
reduciendo fuertemente su expresion (lin et al 2000), probablemente para mantener

un fino mecanismo de aclimatacion a UV-B.
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Ademas, resultados sin publicar del laboratorio del Dr. David Caparrds Ruiz indican que
AtMYB7 que es un miembro del subgrupo cuatro cercano filogénicamente a AtMYB4 y
AtMYB32, tiene un papel importante en la regulacion de la biosintesis de flavonoides.
El mutante de pérdida de funcidon atmyb7 presenta induccién de varios genes
implicados en la produccién de flavonoides y un aumento de cantidad de estos
compuestos. También se encontré que la expresion de AtMYB7 es reprimida por
AtMYB4 y como consecuencia de ello, el mutante de pérdida de funcién atmyb4
presenta una reducciéon del contenido de flavonoles. Estos resultados llevan a
proponer que AtMYB4 y AtMYB7 hacen parte de un mecanismo de regulacién que

controla el equilibrio de los principales protectores contra los rayos UV (Anexo 2).

3.1.2.4 Fitohormonas que regulan la biosintesis y remodelado de la pared celular

La planta para crecer, desarrollarse y hacer frente a las condiciones de estrés
ambiental, tienen que actuar de acuerdo a diferentes sefales internas y externas,
empleando su red de regulacidon transcripcional. Muchas de estas sefales son
transmitidas a través de las hormonas vegetales o fitohormonas. Se conoce que las
fitohormonas, auxinas, BRs, citoquininas, jasmonato (JA), giberelinas (GA) y etileno
(ET), estdn involucradas en la induccion y mantenimiento del cdmbium y en la
formacion de tejidos vasculares secundarias (Ursache et al 2013). Asimismo, se ha
establecido que las hormonas desempefan funciones relevantes en la biosintesis y

remodelado de la pared celular.

Investigaciones fisioldgicas y moleculares han involucrado a las auxinas y los BRs con la
promocién de la division y elongacién celular y con la remodelacién de la pared celular
(Dello loio et al 2008, Hobbie & Estelle 1994, Mussig 2005, Sanchez-Rodriguez et al
2010). La expresion de AtMYB32 es incrementada por acido indol-3-acético (IAA)
(Preston et al 2004) y la de BP es reducida por la presencia de auxinas (Mele et al
2003). Estd descrito que los BRs pueden inducir la expresidon de los genes CesA (Salas
Fernandez et al 2009, Xie et al 2011) y se demostrd in vivo que BES1 que es un
elemento clave en la ruta de sefializacion por BRs, se une al promotor de miembros de

la familia CesA para activar su expresion (Xie et al 2011). Asimismo, se encontrd que la
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pérdida de funcién de DIMINUTO 1 (DIM1), que codifica para una proteina envuelta en
la biosintesis de BR, reduce la cantidad de celulosa y lignina y modifica la composicién

de esta ultima (Hossain et al 2012).

La herida mecdnica en Arabidopsis induce la expresion de genes de la ruta de la
sintesis de lignina como AtCOMT, AtCCR, At4CL, y AtPAL2. Esta respuesta es
dependiente de un gen involucrado en la sefalizacion por JA llamado COI/1
(CORONATINE INSENSITIVE1), lo cual se evidencia en la no ocurrencia de dicho
incremento, en el mutante insensible a JA coil-1 (Reymond et al 2000). También, fue
descrito que la ruta de los monolignoles es activada a nivel transcripcional no sélo en
respuesta a herira sino a JA en un mecanismo dependiente de CO/1 (Devoto et al 2005)
y que el incremento de dichos genes por la aplicacién de MelJA, da lugar a un aumento
en la produccion de monolignoles y oligolignoles, los bloques de construccién de la

lignina (Pauwels et al 2008).

Mutantes deficientes de expansidon celular de Arabidopsis como cevl (perdida de
funcidn del gen celulosa sintetasa, CesA3), rsw1 (perdida de funcién del gen celulosa
sintetasa, CesAl), det3 (de-etiolated 3), cob (cobra) vy el doble mutante shv3svi/l
(shaven3 shv3-likel), presentan incremento en los niveles de JA (Brux et al 2008, Cano-
Delgado et al 2003, Ellis et al 2002, Hayashi et al 2008, Roudier et al 2005).
Adicionalmente, varios de estos mutantes tienen un patrén ectépico de lignificacion.
Un ejemplo de ello es el mutante cevl que presenta una respuesta constitutiva a JA
junto con un aumento de la produccién de etileno (Ellis et al 2002), una reduccion en

el contenido de celulosa y una lignificacidén ectépica.

Mediante el uso de isoxaben que es un inhibidor de la biosintesis de celulosa, se
fenocopia el patron de lignificacion del mutante elil (mutante alélico a cevl) en
plantulas WT. Por su parte, en el mutante coil se reduce la lignificacién ectdpica
generada por el tratamiento con isoxaben, lo que indica un requerimiento parcial de JA
para la sefializacién (Cano-Delgado et al 2003). Finalmente, sobre el Acido Jasménico

se puede anotar que estimula la actividad cambial interfascicular en el tallo de
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Arabidopsis, tanto por la aplicacidén de JA como por un elevado nivel de sefalizacion

por jasmonato (Sehr et al 2010).

Las GA por su parte, afectan a muchos aspectos del desarrollo de la planta (Salas
Fernandez et al 2009) y modificacion de la pared celular (Genovesi et al 2008). El
mutante Katanin-like microtubule-severing protein (ktn1) que puede ser restaurado
mediante el tratamiento con el precursor de GA denominado GAs (Bouquin et al 2003),
muestra una reduccién de celulosa acompanada por un aumentd en la cantidad de

lignina y la sobreexpresién de los genes de la biosintesis de GA (Meier et al 2001).

En cuanto al ET, se conoce que el doble mutante feil y fei2 (Leucine-rich-repeat
receptor-like kinase), presenta malformaciones en la raiz que pueden ser rescatados
por la aplicacién de inhibidores de ET, incremento en la sensibilidad a isoxabe vy
lignificacién ectdpica (Xu et al 2008). El mutante ct/1 (chitinase-like1), tiene reduccion
en celulosa, ectdpica deposicion de lignina, sobreexpresion de etileno y su fenotipo
puede ser contrarrestado por aplicacion de inhibidores de etileno (van Hengel et al

2001, Zhong et al 2002).

El papel de las hormonas vegetales en el crecimiento y desarrollo asi como en la
organizacién de la pared celular, sugiere que la produccién y la percepcién de las
hormonas y la sintesis y modificacion de los componentes de la pared celular pueden
estar conectados directa o indirectamente (Sanchez-Rodriguez et al 2010). Sin
embargo, a pesar de la evidencia existente que une a las hormonas vy la lignificacién,
los nodos reguladores claves en la via de la lignina que detectan cambios en los flujos

de hormonas deben todavia ser identificados (Zhao & Dixon 2011).

3.1.3 Los factores de transcripcion de plantas R2R3-MYB del subgrupo cuatro y su

papel en la regulacion de la biosintesis de la pared celular secundaria

Los MYB estan involucrados en multiples procesos bioldgicos de la planta, como el
crecimiento y la diferenciacion celular (Lee & Schiefelbein 1999), la morfogénesis

celular (Romero et al 1998), el metabolismo de los fenilpropanoides (Deluc et al 2006,
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Sablowski et al 1994), y la respuesta a hormona y a diversas condiciones de estrés (Xie

et al 2010), entre muchos otros.

Los MYB contienen un dominio conservado de unién a ADN (DBD), que es homdlogo al
DBD animal c-Myb (Aasland et al 1996). Este dominio estd conformado tipicamente
por entre 1 a 4 repeticiones imperfectas (R) (Dubos et al 2010, Lipsick 1996). Cada
repeticion es de aproximadamente 50 aminodcidos de longitud y codificada para un 3
a-hélice. Cuando se unen a una secuencia especifica en un promotor, las hélices
segunda y tercera formar una estructura hélice-giro-hélice (HTH) (Lipsick 1996, Stracke
et al 2001) y la tercer a-hélice se cree que desempefian un papel en el reconocimiento

del sitio de union a ADN (Rabinowicz et al 1999).

En plantas el gen C1 de maiz implicado en la biosintesis de antocianinas, fue el primer
TF identificado asi como el primer miembro de la familia MYB aislado (Paz-Ares et al
1987). El tipo mds comun de genes MYB existentes en plantas son los R2ZR3-MYB (con 2
repeticiones), los cuales son a su vez, una de las familias de tf mejor caracterizadas en

cuanto a la regulaciéon de la ruta de los fenilpropanoides.

Los R2R3-MYB forman una familia multigénica amplia, de la que hasta el momento se
han encontrado en maiz 88 genes y en G137 genes (Feller et al 2011). El domino MYB
tiene una elevada conservacion dentro de los R2R3-MYB, pero la region C-terminal es
variable y contiene generalmente dominios implicados en la regulacién transcripcional
(activacién o represion) y residuos conservados de serina y treonina, que pueden

corresponder a sitios de modificacién post-traduccionales (Martin & Paz-Ares 1997).

Considerando la elevada conservacion del DBD, se han empleado principalmente los
motivos aminoacidicos presentes en la region C-terminal para dividir la familia R2R3-
MYB en 22 sub-grupos en Arabidopsis (Dubos et al 2010, Kranz et al 1998, Xie et al
2010). El subgrupo mas relevante descrito hasta la fecha en cuanto a la regulacién

negativa de la biosintesis de fenilpropanoides es el cuatro (Figura 13).
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Figura 13. Estructura general de las proteinas MYB-R2R3 del subgrupo cuatro

Una de las caracteristicas del subgrupo cuatro es presentar en la zona C-terminal un
motivo EAR (Factor de unidn a un elemento de respuesta a etileno (ERF) - represién
ampififilica asociada), que es un elemento que media la represidn transcripcional y que
se ha encontrado que es uno de los principales mecanismos de regulacion vegetal
(Kagale & Rozwadowski 2011). El motivo EAR tiene como principal patrén de secuencia
consenso LxLxL o DLNxxP y es el principal motivo de represién identificado en plantas
(Kagale & Rozwadowski 2011). En la region C-terminal existe ademds del dominio EAR
un putativo dominio zinc-finger, siendo estos dos motivos los mas caracteristicos del

subgrupo cuatro (Kranz et al 1998).

El subgrupo cuatro estd compuesto por cuatro miembros en Arabidopsis AtMYB3,
AtMYB4, AtMYB7 y AtMYB32. AtMYB4 actia como un regulador negativo de la
biosintesis de ésteres de sinapato en un mecanismo dependiente de la presencia de
UV (Hemm et al 2001, Jin et al 2000) y AtMYB32 regula la composicion de la pared del

polen (Preston et al 2004).

Mediante andlisis de homologia de secuencia empleando los miembros del subgrupo
cuatro de Arabidopsis, se identificaron hasta la fecha diez genes de este subgrupo en
maiz, los cuales han sido implicados en el control negativo del metabolismo de la
lignina por estudios de expresién heterdloga en Arabidopsis y analisis in vivo de

interaccion proteina-DNA en plantas de maiz empleando ChlIP.

En el grupo del Dr. David Caparrés se han caracterizado tres de ellos ZmMYB42,
ZmMYB31 y ZmMYB8 (Fornale et al 2010a, Fornale et al 2006, Sonbol et al 2009). La
expresion heterdloga de ZmMYB42 en Arabidopsis disminuye la cantidad de lignina,
generando un polimero con un decrecimiento en el ratio S:G, a través del

enriguecimiento en subunidades H y G y el descenso de las subunidades S y
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provocando una modificacién en el metabolismo de carbohidratos, como es
evidenciado por la disminucién de xilosa y el aumento de arabinosa en las paredes
celulares finales. Adicionalmente, las paredes celulares de las fibras transgénicas
tenian una alteracién en la estructura caracterizada por un mayor numero de
membranas y una disminucion del espesor de las paredes celulares secundarias

(Sonbol et al 2009).

Por su parte, las plantas de Arabidopsis que expresan ZmMYB31 tienen menor
contenido de lignina que las transformadas por ZmMYB42, sin embargo no presentan
una modificacién en el ratio S:G y los carbohidratos no se ven afectados (Fornale et al
2010a, Sonbol et al 2009). Experimentos in vitro mostraron que las lineas transgénicas
de ZmMYB31 tenian incrementada la degradabilidad de la pared celular. Los datos
obtenidos de ZmMYB8 mostraron que este factor de transcripciéon no estd implicado
en el proceso de represion de la sintesis de lignina (Fornale et al 2006). Por su parte,
los resultados obtenidos con ZmMYBS8 (Fornale et al 2006), mostraron que este factor

de transcripcion no estd implicado en el proceso de represion de la sintesis de lignina.

Posteriormente, en el grupo del Dr. Caparrds han iniciado el estudio de otros genes de
este grupo hallando que ZmMYB9 y ZmMYB10, tienen una expresién muy baja, lo que

sugiere que su papel en la regulacién de la sintesis de lignina sea reducido.

Seguidamente, con el fin de obtener informaciéon acerca del papel que cumple
ZmMYB11 en la regulacién de la sintesis de lignina fueron generadas en el laboratorio
del Dr. David Caparros plantas transgénicas de Arabidopsis expresando
constitutivamente ZmMYB11 (p35S::ZmMYB11). Dichas lineas transgénicas no
presentaron alteraciones fenotipicas a nivel macroscdpicos al ser comparadas con las
plantas de tipo silvestre. Sin embargo, la sobre-expresion ZmMYB11 reduce los niveles
de expresién de los genes AtC4H y AtHCT, mostrando que dicho gen estd implicado en
la regulacién de la sintesis de monolignoles. Ademas, estas plantas se caracterizaron
en relacién al contenido de lignina encontrando que la sobre-expresion de ZmMYB11
genera una reduccion en el contenido de lignina, pero no una modificacion en el ratio

S/G (Datos sin publicar, Silvia Fornale).
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Este proyecto se enfoca en el estudio de los genes ZmMYB31 y ZmMYB42, que ya se
han descrito como relevantes en la regulacién de la biosintesis de lignina y del nuevo

miembro del subgrupo cuatro ZmMYB11.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Amplificacién de ADN

Para la clonacién de secuencias de ADN o la verificacién de la presencia de un inserto
dentro de un vector, se amplificaron fragmentos de ADN plasmidico empleando la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La enzima de ADN polimerasa utilizada
para la clonacion de segmentos de ADN fue Platinum Pfx DNA Polymerase (Invitrogen)
y la empleada en la comprobacion de la presencia de insertos fue Ex TagTM
Polymerase (Takara). En ambos casos se usaron los reactivos y condiciones de

amplificacion proporcionados por la casa comercial correspondiente.

3.2.2 Clonaje de la proteina ZmMYB11

La tecnologia Gateway de Invitrogen se empled para efectuar la clonacion de
ZmMYB11. La regidén codificante se amplificé empleando la reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR) y los oligos BIUTR ZmMYB11 5" y B2ZmMYB11 3’ (tabla 6), los cuales
tienen fusionado el sitio de recombinacion gateway attB. El producto de PCR obtenido
se recombiné empleando la reaccién BP en el pDONR 221, generando el Entry Clon
ZmMYB11. Con esta reaccion de recombinacion se transformaron células competentes
E. Coli de la cepa DH5a (I/nvitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante.
Seguidamente, las células transformadas fueron sembradas en medio LB con el
antibidtico correspodiente, se incubaron por entre 16 a 18 horas a 37 °C y se amplific
1 colonia en 4 ml de cultivo liquido suplementado con antibidtico. A continuacidén se
aislé el ADN plasmidico empleando el kit Spin Miniprep (Qiagen) y se verificd la

presencia del inserto mediante PCR y secuenciacién.
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El Entry clon resultante se recombiné mediante la reaccidn LR en el vector gateway de
destino 16LF-51 en el que el gen es controlado por el promotor 35S del virus del
mosdico de la coliflor (CaMV) y fusionado a la secuencia que codifica para la Proteina
Verde Fluorescente (GFP) (tabla 7). Este vector tiene comparativamente un tamafio

reducido con el fin de facilitar la transformacién transiente de protoplastos de maiz.

3.2.3 Clonaje, sobreexpresion y purificacion de la proteina ZmMYB11 fusionada a

etiquetas N-terminal 6-histidina (6xHIS) y Glutathione-S-transferase (GST)

3.2.3.1 Clonaje de una region unica de ZmMYB11 y de ZmMYB11, fusionados a 6xHIS

Dada la similitud en la secuencia de los MYB-R2R3 del subgrupo cuatro se procedio a
clonar la regidon con menor conservacidn existente en la secuencia aminoacidica de
ZmMYB11 para la generacion de anticuerpos policlonales. Esta zona fue Ia
comprendida entre los aminoacidos 128 a 201 y para su amplificacién se emplearon los
oligos BlUniqueRegion ZmMYB11 5" y B2UniqueRegion ZmMYB11 3" (tabla 6). El
producto de PCR se recombind con el pDONR 221. El Entry Clon resultante fue
denominado Regién Unica ZmMYB11 y fue recombinado con el vector de destino
pDEST17 (INVITROGEN). Asimismo, el entry clon ZmMYB11 se recombino con el vector
pDEST17. En este vector la proteina es fusionada a una etiqueta N-terminal 6-histidina
(6xHis) y la expresidon es controlada por el promotor T7 inducible por Isopropyl B-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG).

3.2.3.2 Sobreexpresion de proteinas recombinantes en E. coli

Los plasmidos fueron transformados en células E. coli BL21-Al (Invitrogen) de acuerdo
a las recomendaciones de la casa comercial y los transformantes incubados durante
toda la noche a 37 C, en placas con medio LB y la resistencia antibiotica
correspondiente. Una colonia fue usada para generar dos cultivo liquidos de 4 ml en
medio LB con el antibiético indicado y uno de ellos fue suplementado con 2%
(peso/volumen) de glucosa (el control negativo). Estos cultivos fueron incubados por
16 horas a 37 °C con una agitacién de 250 rpm. A continuacién, se empledé 1 ml de

cultivo para inocular un recipiente con 500 ml de medio LB con la resistencia
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antibidtica adecuada. El procedimiento se empled para el cultivo no suplementado con
glucosa y el suplementado con la misma. Los nuevos cultivos se mantuvieron a 37 °Cy
250 rpm hasta que alcanzaron una ODgy de 0,7-0,8. En este paso se almacend una
alicuota de 1 ml de ambos cultivos y se procedié a inducir el cultivo que nunca fue
suplementado con glucosa con IPTG 1 mM seguidamente, los cultivos fueron puestos
durante 3 h a 37 °C y 250 rpm. Se extrajeron alicuotas cada hora de ambos cultivos
para disponer un control de la induccién y finalmente, el cultivo inducido se centrifugé
a 6500 rpm 30 min a 4 °C, se recogid el pellet bacteriano y se guardd a -80 °C para

posteriormente purificarlo.

3.2.3.3 Purificacion de proteinas usando una resina de niquel (Ni-NTA)

El pellet bacteriano procedente de 500 ml de cultivo inducido con IPTG fue
resuspendido en 10 ml de buffer de unién 1X (1 mM imidazol, 0.5 M NaCl, 20 mM Tris-
HCl pH 7.9). Seguidamente, fue afiadida lisozima (1 mg/ml) e inhibidores de proteasas
A, P, L, PMSF y E-64, se efectud una incubacion de 1 hora sobre hielo y se adiciond
triton X-100 (concentracion final 0.1%). La muestra fue colocada sobre hielo durante 5
minutos y sonicada tres veces por 45 segundos con una potencia 4-5 al 50-60%. A
continuacién, se centrifugo a 12000 rpm por 30 minutos a 4 °C, fue filtrada empleando
Miracloth y se le adiciono RNasa y DNasa hasta una concentracion final de 1 uM (1 ul
de 1mg/ml por ml de células resuspendidas). La resina comercial Ni Sepharose 6 Fast
Flow (GE Healthcare), cargada con iones Ni** fue resuspendida y se deposito 1 ml en
una columna Poly-Prep Chromatography (BioRad) de 10 ml de capacidad.
Posteriormente, se lavd la columna con 20 ml de agua destilada, luego se pasaron 10
ml de buffer de unién 1X y finalmente, se deposito la muestra en la columna, se incubé
por 3 horas y se dejé pasar la muestra por la resina. Se efectuaron 4 lavados de 5 ml
cada uno con buffer de lavado (0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7.9) a 10 mM de
imidazol. Para la elucidn de la muestra se efectuaron 5 lavados de 1 ml con buffer de
lavado a las siguientes concentraciones de imidazol 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50 mM,
60 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM y 1 M, se recogieron las fracciones y
posteriormente, se realizdé una electroforesis en gel desnaturalizante

SDS/poliacrilamida (SDS-PAGE). El protocolo se efectud a 4 °C. Este procedimiento se
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empleo para purificar las proteinas Regién Unica ZmMYB11 y ZmMYB11 fusionadas a
6xHis (vector pDES17), las cuales efluyeron principalmente en las fracciones con una

concentracion de imidazol de 200 mM y 300 mM.

3.2.3.4 Clonaje y sobreexpresion de la Proteina ZmMYB11 fusionada a Glutathione-S-

transferase (GST)

Se efectud la recombinacién de la construccién Entry Clon ZmMYB11 en el plasmido
pDEST15 (GST) en el que el gen es controlada por el promotor T7 y es fusionado a una
etiqueta N-terminal Glutathione-S-transferase (GST) (tabla 7). La sobreexpresién de la

proteina se efectué como se describe en el apartado (2.2.3.2).

3.2.3.5 Purificacidon de proteina usando una resina GSH-SEFAROSA.

El pellet bacteriano fue resuspendido en 20 ml de tampdn NETN, pH 8.0 (0.5% NP40,
20mM Tris, 1 mM EDTA y 100 mM NacCl), suplementado con los inhibidores de
proteasas 1 mM PMSF, 1 uM pepsatina, 2 pg/ml aprotinina y 2 pg/ml leupeptina.
Seguidamente, la muestra se colocd sobre hielo y se efectué la sonicacién tres veces
por 45 segundos con una potencia 4-5 al 50-60%. Se procedié a centrifugar la muestra
a 12000 rpm durante 30 min a 4 °C y recuperar el sobrenadante. Se continuo, con la
preparacion de la resina GST-sefarosa para lo cual, se lavd 1 ml de ‘slurry’ al 50% de
resina GSH-sefarosa (Amersham Pharmacia Biotech) tres veces con 5 ml de NENT,
permitiendo precipitar por gravedad las bolas entre lavado y lavado. Los 20 ml de
pellet bacteriano resuspendido fueron afiadidos y la mezcla se mantuvo en rotacién a
4 °C, durante 14 horas. Al dia siguiente la resina fue lavada en tres ocasiones con 2 ml
de NENT-0,7 M NaCl, tres veces con 4 ml de NENT y 2 veces por 4 ml voliumenes de
tampon TST (50 mM Tris-HCI pH 8, 0,15 M NaCl, 0,1% Triton X-1000). Por ultimo, se
efectuo la elusion empleando los 0,5 ml de resina empaquetada y 2 ml de Glutathione
Elute Buffer frio (50 mM Tris-HCI, 30 mM Reduced Glutathione, pH 8.0). Se removieron
5 ul de muestra obtenida de la resina y fueron colocadas con buffer de carga (10 ul),

sometidas a 95 °C por 10 minutos y corridas en un gel SDS-PAGE.
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3.2.4 Visualizacion de las proteinas por tincion de Coomassie blue

La Visualizacidn de las proteinas se realizd una vez terminada la electroforesis
mediante tincién con Coomassie blue (50% (p/v) acido tricloroacetico; 0,45% (p/v)
Coomassie Brilliant Blue (Sigma)), durante 20 min a temperatura y el posterior,

destenido del gel con metanol/acetico/agua (30:10:60).
3.2.5 Produccidn y purificacion del anticuerpo aMYB11

3.2.5.1 Generacién del anticuerpo policlonal aMYB11

La producciéon del anticuerpo contra la proteina ZmMYB11 fue realizada por la
empresa Cocalico Biologicals, Inc., Reamstown, PA (USA). A esta empresa se enviaron
500 ug de la proteina purificada Regién Unica MYB11 (6xHis, pDEST17), cortada de un
gel SDS-PAGE tefiido con Coomassie blue. Esta empresa inmunizo un conejo (Rabbit,
OSU 257), por inyeccion subcutanea siguiendo el siguiente protocolo: Dia O
almacenamiento de una muestra control (Prebleed) e inoculacién inicial, inyeccion dia
14, inyeccidn dia 21, prueba de sangrado dia 35 y prueba de sangrado dia. Por ultimo,

el animal fue sacrificado y se efectud una extraccién final recolectada por desangrado.

3.2.5.2 Purificacién por afinidad del antisuero aMYB11

Se corridé un gel SDS-PAGE con la proteina purificada ZmMYB11 fusionada a la etiqueta
N-terminal 6xHis (45 ug, aproximadamente), cuya concentracién habia sido
determinada empleando el método estandar descrito por Bradford (1976). Se llevo a
cabo un Western Blot, transfiriendo del gel a una membrana PVDF la proteina
empleada como antigeno, se realizo una tincién con Ponceau de la membrada para
verificar la presencia de la proteina, se localizo el drea que contenia la proteina de
interés y se recortd. Se destifid la membrana y se procedié a bloquearla empleando 1x
PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HPO4, 1.47 mM KH2PO4 y pH 7.4)
suplementado con 5 % de BSA 1x y una incubacidn de 1 hora a temperatura ambiente.
Luego se lavd la membrana en 5 ocasiones durante 5 minutos en agitacion con PBS y

se incubaron 2.5 ml (aproximadamente, 2 mg de anticuerpos) de antisuero durante 14
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horas a 4 °C. Se retird el antisuero y se lavo la membrana con 1x PBS-T (0,1% Tween

20 disuelto en PBS) y PBS (3x).

Se empled el siguiente calculo tedrico para definir la cantidad de proteina a utilizar: 1
mg del antigeno (proteina) tedricamente pueden unirse alrededor entre 0.5y 2 mg de
anticuerpos especificos. Los anticuerpos especificos son de 1-10% del conjunto total de
anticuerpos en el suero pre-inmune. Si se considera la concentracién mas baja 1% de
los anticuerpos especificos en la muestra, 1 ml contendra alrededor de 0,01 mg de
anticuerpos especificos. En este caso se empled 2.5 ml antisuero, aproximadamente 25

ug de anticuerpos especificos y por tanto, 45 ug de proteina.

La elusion de los anticuerpos unidos se realizo con 2 ml de glicina 0,2 M, pH 2,6, que se
aplico sucesivamente 200 ul, 800 ul y 5 veces 200 ul. Entre cada elucion se efectud una
incubacién por 5 minutos en agitacion y se recuperod el eluido como diferentes
fracciones que se almacenaron en tubos de 1.5 ml que contenian 60 ul de Tris 1 M pH
8.0 por cada 200 ul de anticuerpo con el fin de neutralizar la glicina. Se lavo la
membrana con PBS y se almacend a -20 °C. Este protocolo se repitié empleando como
antigeno la proteina purificada de ZmMYB11 (aproximadamente, 25 mg) con la
etiqgueta N-terminal GST (pDEST15) y la suma de eluciones del anticuerpo purificado
empleando como antigeno la proteina purificada ZmMYB11 fusionada a la etiqueta N-
terminal 6xHis. Finalmente, se efectuaron las eluciones progresivas con el fin de
obtener el anticuerpo purificado y la nueva membrana fue lavada con PBS y se

almacend a -20 °C.

3.2.6 Andlisis de proteinas mediante Western Blot

La especificidad de a ZmMYB11 se comprobd in vitro empleando proteina purificada y
extractos de E. Coli e in vivo empleando extractos de proteinas totales de plantas de

maiz B73.
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3.2.6.1 Obtencion de extractos proteicos vegetales

Para la extraccidon de proteinas se emplearon los primeros 4 cm de la base de la
segunda hoja de plantas de maiz B73 de 9 dias (Pool 4 individuos, aproximadamente
300 mg). Las muestras fueron trituradas en un mortero que contenia nitrégeno liquido.
El material pulverizado se almacend en un eppendorf de 1.5 ml y se le adicciond
tampdn de extraccién (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 5 mM EDTA, 1 mM DTT, 150 mM de
NaCl, 5X de inhibidores de proteasas), en una proporcion equivalente a un tercio de su
volumen. La muestra se colocd dentro de hielo y se le efectud vortex cada 3 minutos
durante 20 minutos. Por ultimo, se centrifugd la muestra a 12.000 rpm durante 15
minutos a 4°C y se transfirieron los sobrenadantes a nuevos tubos eppendorf. Los

extractos de proteina se almacenaron a -20 °C.

3.2.6.2 Electroforesis de proteinas en gel SDS-PAGE

En la realizacion de SDS-PAGE se emplearon geles del 12 % y 15 % de poliacrilamida.
Para la preparacién de Lower buffer se empled 1,5 M Tris HCI pH 8,8; 0,4% SDS y para
el Upper Buffer 0,5 M Tris HCI pH 6,8; 0,4% SDS. Se empleo el tampdn de muestra 2X
con 125 mM Tris HCI pH 6,8; 4% SDS; 20% glicerol; 0,04% azul de bromofenol y el
tampdn de electroforesis 10X: 1,92 M glicina; 0,25 M Tris HCI, pH 8,3; 1% SDS. Se
corrieron las muestras a 100V durante 10 minutos y después a 160 V 1 hora 20
minutos. Se llevaron a cabo de modo convencional Se emplearon los sistemas

Miniprotean Gel 2 y 3 (Biorad), con espaciadores de 1,5 mm

3.2.6.3 Transferencia de proteinas y tincidon de Ponceau

La transferencia de las proteinas separadas en gel SDS-PAGE a la membrana PVDF se
realizd con utilizando el Transfer Blot Semidry (Bio-Rad), durante 45 min y a amperaje
constante de 20V/gel. La transferencia se realizd con ubicando los elementos en el
siguiente orden: papel Whatman 3MM, membrana PVDF (activada con metanol al
100% durante 30 segundos y lavado con buffer de transferencia), gel de poliacrilamida
y papel Whatman 3MM, todos ellos embebidos en tampdn de transferencia.

Transcurrido el tiempo de transferencia, las membranas se tifieron con rojo Ponceau
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para comprobar la correcta transferencia de las proteinas. Para ello las membranas se
sumergieron en solucion de Ponceau (0,1% Ponceau disuelto en 1% (v/v) acido
acético), durante 1 min en agitacion suave. Luego se lavd membrana con TBS 1X para
elimina el exceso del Ponceau tres veces y se bloqued con TBS 1x (20 mM Tris-HCI, 150
mM NaCl y pH 7.5, con 0.05% Tween20 in TBS) suplementado con 5 % de BSA 1x,

durante 30 minutos a temperatura ambiente en agitacion.

3.2.6.4 Hibridacion e inmunodeteccion mediante ECL

Para el andlisis de proteinas purificadas o extractos totales de E. coli, se aplico suero
pre-inmune o a MYB11 purificado a una dilucién 1:2000 en TBS-T con BSA 0.25%, para
realizar la hibridacién de las membranas previamente bloqueadas. Para la deteccién de
ZmMYB11 en extractos hojas de maiz B73 se utilizo a MYB11 purificado, diluido 1:100
en TBS-T con BSA 0.25% y como control de carga se utilizo posteriormente anti B-Actin
(1 mg/ml) diluido 1:5000 en TBS-T con BSA 0.25%. Seguidamente, las membranas
previamente bloqueadas fueron sumergidas en los anticuerpos o el suero pre-inmune
durante 14 horas en agitacion a 4 °C. A continuacién se procedié a lavar la membrana
tres veces con TBS-T durante 10 minutos cada vez, se anadid el anticuerpo secundario

y se incubo durante 1 hora a temperatura ambiente.

La deteccion del complejo antigeno-anticuerpo se realizd empleando anticuerpos
policlonales anti IgG de conejo, conjugado con peroxidasa de rabano (Goat Anti-Rabbit
IlgG (H+L), Horseradish Peroxidase Conjugate, Invitrogen). Se emplearon las siguientes
diluciones del anticuerpo policlonal anti IgG de conejo (1 mg/ml): Con las muestras
procedentes de extracto total de bacterias y proteinas purificadas, se usé una dilucién
1:5000 en TBS-T con BSA 0.25% y con los extractos de planta se utilizo una dilucion
1:10000 en TBS-T con BSA 0.25%. Finalmente, Se realizaron 3 lavados de 10 minutos
con TBS-T.

Para la visualizaciéon se usaron los kit de deteccion ECL (Amersham) y ECL Plus

(Amersham). En el caso de las muestras procedentes de extracto total de bacterias y

proteinas purificadas, se emplearon los dos reactivos de ECL Plus diluidos al 70 % en
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los reactivos de ECL y se procedié a efectuar la deteccidn empleando un casete de
revelado en el que después de la aplicacién de ECL a la membrana se inserto un film
qgue seguidamente fue revelado. Para la deteccidn en muestras de extracto de plantas
se empleo el kit ECL Plus al 100 % y se captaron digitalmente las imagenes. La
membrana fue recubierta sobre un plastico transparente se introdujo dentro del
equipo LAS 4000, donde se selecciond el programa Chemiluminescent e incremento y
se capturan las imagenes cada 10 segundos, durante 1 hora. Para obtener la imagen

del marcador de color se eligo White, presicidn, 60 segundos.

3.2.7 Experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChiP)

Para la realizacién de ChIP se tomd y modificd el protocolo descrito para Arabidopsis
por el Dr. kengo Morohashi (Morohashi et al 2007). Para las inmunoprecipitaciones se
empled el anticuerpo purificado a MYB11 generado en este proyecto y los anticuerpos
purificados a MYB31 y a MYB42, ya existentes (Fornale et al 2010b, Xinhui 2011). El
procedimiento se inicié con la preparacién de las Dynabeads/Protein A (Invitrogen),
para lo cual estas fueron resuspendidas y se transfirieron 30 ul a un eppendorf de 1.5
ml y 120 ul a un eppendorf de 1.5 ml independiente (30 ul por muestras; teniendo

muestras: Input, a MYB11, a MYB31y a MYB42).

Se efectud el lavado de las beads dos veces con 500 ul de lisis buffer (50 mM HEPES pH
7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% deoxycholate, 0.1% SDS, 10 mM
Na butyrate, 1 mM PMSF, 1X plant proteinase inhibidor cocktail (SIGMA)), poniendo
cada vez los tubos en un soporte magnético durante 30 segundos y descartando el
sobrenadante. Después del ultimo lavado se anadié buffer de bloqueo (BSA (10
mg/ml), 10 ul Yeast transfer RNA (10ug/ul) 20 pl of t-RNA, vy lisis buffer hasta 1 ml) a
una proporcién de 100 ul por cada 30 ul de beads, al que en el caso de los eppendorf
en los que se efectuaria la inmunoprecipitacion se adiciono 10 ul del respectivo
anticuerpo contra los ZmMYBs estudiados o suero pre-inmune. A continuacion se

efectud una incubaciéon de 14 horas en rotacién a 4 °C.
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El material empleado para la realizacion de los ChlPs fue la base de la segunda hoja de
maiz B73 de 9 dias (4 cm aproximadamente desde la base de legule 2). Se generaron
pool de hojas proveniente de cuatro plantas (300 mg) y se procedié a realizar el
Crosslinking del material sumergiéndolo en 10 ml buffer A (0.4 M sucrose, 10 mM Tris
pH8, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1% Formaldehyde), aplicdndole vacio por 20 minutos
mas, anadiéndole 2 M de glicina y continuando la incubacién en vacio por 10 minutos.
Luego se realizd un lavado de la muestra con abundante agua destilada, se pulverizé el
material en un matraz con nitrégeno liquido y se resuspendié dentro de un eppendorf
con 500 ul de buffer de lisis. Posteriormente, se realizdé la fragmentacion de la
cromatina a un rango de 100-1,000 bp (~500 bp en promedio) mediante sonicacién
empleando un Biorupter (UCD-200TM, Diagenode Inc.) con las siguiente condiciones:
30 sec ON y 30 sec OFF al nivel de poder H por 30 minutos y se centrifugo el materia a

10,000 xg por 10 minutos a 4°C.

A continuacién, se descartd el buffer de bloqueo contenido en el eppendorf con 120 ul
de beads, se le adicionaron los 500 ul de extracto de cromatina generados
anteriormente y se mantuvo la incubacidon a 4 °C por 4 horas mas. Terminado el
tiempo de incubacion fue descartado el contenido de los eppendorf que tenian buffer
de bloqueo con anticuerpos o suero pre-inmune y se agregd a cada uno 100 ul de la
cromatina incubada con las beads. El material restante se almacend a 4 °C para
generar el Input. Las Dynabeads fueron puestas en agitacién durante 14 horasa 4 °Cy
se procedid a descartar el sobrenadante. En seguida, se efectuaron 2 lavados con 0.5
ml lisis buffer, 2 lavados con 0.5 ml buffer LNDET (0.25 M LiCl, 1% NP40, 1%
deoxycholate, 1 mM EDTA) y 2 lavados con 0.5 ml de TE (10 mM Tris-Cl, pH 7.5. 1 mM
EDTA). Las Dynabeads fueron resuspendidas en 50 ul de buffer de elucién (1% SDS, 0.1
M NaHCO3, 1 mg/ml proteinase K) e incubadas durante 10 minutos a 65°C y puestas
en rotacién por 2 minutos, seguidamente se recuperd el sobrenadante, se almacend
en un tubo eppendorf nuevo y se repitid el procedimiento para obtener 100 ul de
material. Ademas, se adicionaron 70 ul de buffer de elucion a 30 ul de extracto de
cromatina inicial para producir el input (30% de la cromatina inicial) y se efectud

simultaneamente la elucidn.
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A todas las muestras incluyendo el Input se les llevé a cabo el Reverse-crosslinking
aplicando 65 °C por 14 horas. Finalmente, se afiadio 1 ul de RNaseA a cada muestra, se
mezclé mediante inversion del eppendorf varias veces y se incubd a temperatura
ambiente 30 minutos. Por ultimo, el DNA fue purificado usando el kit de purificacién
de PCR comercial (Qiagen, Valencia, CA). La elucién de las muestras se realizé con un

volumen final de 30 ul.

3.2.8 Analisis de material proveniente de ChIP

3.2.8.1 Analisis de material precipitado por semi gPCR

Se efectuaron diluciones seriadas de las muestras de ChIP y de Input (1, 1/10y 1/100),
para efectuar las semi qPCR. Para realizar las reacciones se empleo la enzima Platinum
Taq DNA Polymerase (Invitrogen). La master mix empleada se muestra en la tabla 4.

Las condiciones de PCR empleadas fueron las siguientes:

Paso 1:95 °C por 3 minutos

Paso 2:95° C por 30 segundos
Paso 3:55° C por 30 segundos
Paso 4:72° C por 30 segundos

40 ciclos del paso 2 al paso 4

Componente Por Reaccidn 7 Reacciones
10X PCR Buffer. Sin Mg 2.0 ul 14 ul

50 nM MgCl, 0.6 pl 4.2 ul
dNTPs 10 mM 0.4 ul 2.8 ul
Cebador A (50 uM) 0.1l 0.7 ul
Cebador B (50 uM) 0.1l 0.7 ul
Template DNA 1l -
Platinum Taq 0.08 ul 0.56 ul
dH,0 15.72ul 110.04 pl
Total Vol 20.0 pl 140 pl

Tabla 4. Reaccion de semi qPCR para amplificacién con muestras de ChIP

Los resultados de los productos de semi gPCR fueron analizados por electroforesis en

gel empleando geles al 2% de agarosa y tincion con EtBr.
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3.2.8.2 Anadlisis de material precipitado mediante ChIP qPCR y ChIP Nano-qPCR

Las PCR cuantitativas fueron realizadas empleando LightCycler ® 480 DNASYBR Green |
Master (Roche Diagnostics, BS, SE) en 10 ul de reaccion. Para elaborar la reaccién se
emplearon 2.5 ul de ChIP o Input provenientes de una dilucién 1:3, los cuales se
adicionaron a 5 ul de iQTM SYBR Green supermix y 0.5 uM de cada oligo. La
amplificacion se llevo a cabo utilizando el equipo BioRad CFX96 real-time PCR
Detection System (Applied Biosystems, Foster City, USA) y un programa de
amplificacion en el que primero se desnaturalizo el ADN empleando 95 °C durante 10
minutos y seguidamente, se efectuaron 40 ciclos sucesivos de desnaturalizacién a 95

°C por 15 segundos y extension a 60 °C por 1 minuto.

Los experimentos de Nano-qPCR se realizaron empleando el sistema de micro fluidos
BioMark HD System (Fluidigm) y siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante con
algunas modificaciones. Después de efectuar experimentos de puesta a punto se
determino que las condiciones optimas para ChIP Nano-qPCR eran las siguientes: 18
ciclos de amplificacion especifica de diana (STA) y posterior diluciéon de la amplificacién
1:4, para llevar a cabo la reaccidn final. La STA se llevo a cabo utilizando 4 ul de ChIP en

10 ul totales de reaccion. Los cebadores empleados se muestran en la tabla 5.
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Nombre Maize genome version 5b.60 Secuencia cebador
cebador

PAL1AF' GRMZM2G074604 AAATCATTTTTAGAAGGCAATTGAT
PAL1AR' GRMZM2G074604 CTCTGGAGTGGGGTGGTT
PAL1BF' GRMZM2G074604 CCGCTACCTCCTCTCTCAAG
PAL1BR' GRMZM2G074604 TTTGTTTCGATATCAATTGCCT
PAL1CF' GRMZM2G074604 ATGGCACACGCAATAATTTG
PAL1CR' GRMZM2G074604 GACTACCAGTGCCAGAGGGT
PAL1DF' GRMZM2G074604 CACAGTTTGCATCCCAGGTA
PAL1DR' GRMZM2G074604 ACGATCACCGTCAGAAACCT
PAL1EF' GRMZM2G074604 GACCAGGGCCCTCTTACAG
PAL1ER' GRMZM2G074604 CTTGCAGTAGGGGGTTACAAG
PAL2AF' GRMZM2G441347 TCTGGGATGAGAATGAGATCC
PAL2AR' GRMZM2G441347 GGCTTAGGTGAGGCACTGA
PAL2BF' GRMZM2G441347 GTTGGACTGCCTCCATCC
PAL2BR' GRMZM2G441347 CTGTACATTGACATTGTTGAGCTG
PAL2CF' GRMZM2G441347 GGCCCTGTACTCGTAGGTTG
PAL2CR' GRMZM2G441347 GCAAGTGGAAAGAGGACCAC
PAL2DF' GRMZM2G441347 CCCGTTGTTTCTCCTACCC
PAL2DR' GRMZM2G441347 CGGACGACGTTTGCTATCT
PAL3AF' GRMZM2G160541 GAATTCCAGGAGGATGGAGA
PAL3AR' GRMZM2G160541 GCTCTGTAGTAGTGGGAGGGA
PAL3BF' GRMZM2G160541 TCACTAGTTGGGGAGTAGTAGTGG
PAL3BR' GRMZM2G160541 GTGGACGATAGGGTTCTGGT
PAL3CF' GRMZM2G160541 AGTGCCACACGCAATAATTT
PAL3CR' GRMZM2G160541 GTGGAGGCTGGAGAAACAA
PAL3DF' GRMZM2G160541 CAGCTACAGCCTGCCTACAA
PAL3DR' GRMZM2G160541 GTTCCGTCTCTGTGTGCTGT
CAH1AF' GRMZM2G139874 ACTCAAATTGGACCCGTCTC
CAH1AR' GRMZM2G139874 GTAGGTGGGGTGTGTGGTTT
CAH1BF' GRMZM2G139874 TAGTGTTTGATCCCGTTCCA
C4H1BR' GRMZM2G139874 CACGAATTTGTTTGGTTTGC
CAH1CF' GRMZM2G139874 TCTGCAGAGTGTTATGAAACTGAT
CAH1CR! GRMZM2G139874 ACCAACCATCTCTGATCGAA
CAH2AF' GRMZM2G028677 ATTTCCGTCACAAACCAAGG
CAH2AR' GRMZM2G028677 GTTGCTGTGCTGTTGTTGG
C4H2BF' GRMZM2G028677 TCCACCAAACACGAGCAC
CAH2BR' GRMZM2G028677 GTGACGGAAATCCGTGTG
CAH2CF' GRMZM2G028677 TTCCATAGTGACCGAGAGAGAA
C4H2CR' GRMZM2G028677 GGTCAGAGCGGACTAGCTG
CAH3AF' GRMZM2G147245 TAGTGTTTGTTCCCGTTCCA
CAH3AR' GRMZM2G147245 TTTGTTTGGTTTGCGAATTG
CAH3BF' GRMZM2G147245 TCAGTCCCTCTTGGATGAAA
CAH3BR' GRMZM2G147245 AGACACGTACGGAGGTTTGA
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Nombre Maize genome version 5b.60 Secuencia cebador
cebador

CAH3CF' GRMZM2G147245 ACTCCTTCTCAAGGAAGCCA
CAH3CR! GRMZM2G147245 CTCCTTTCGTTGGTTTGTCC
4CL1AF GRMZM2G048522 tatggaccttccaccactcc

4CL1AR' GRMZM2G048522 gagacaagaggcttgctgcet

ACL1BF' GRMZM2G048522 TCTCCCATCCTAGGTTACCG
4CL1BR' GRMZM2G048522 CATGCCAGGATTTAGTGCAT
4CL1CF' GRMZM2G048522 AACCTAGGTGTGAGTCGTTGC
4CL1CR' GRMZM2G048522 TTCATTGACGCAAATTCACA
4CL1DF' GRMZM2G048522 ATATTGACAATGCACTCATCAAAG
4CL1DR! GRMZM2G048522 ACATGTTGCAACGACTCACA
4CL2AF GRMZM2G075333 catcgtctccttecttecttect
4CL2AR' GRMZM2G075333 ctacggaacccatctcagacctt
4CL2BF' GRMZM2G075333 GTCCCAGTCAACGAACAACA
4CL2BR' GRMZM2G075333 CTGGAAGTGGCCAAGAGG
4CL2CF' GRMZM2G075333 GAGGAGGAATGGAAGACGTG
4CL2CR' GRMZM2G075333 CTGGGGCTGTTGTTCGTT
4CL2DF GRMZM2G075333 GTCTCCAGTTCCACAACCG
4CL2DR! GRMZM2G075333 GAGCTGAGCTGAGCACTGA
4CL2EF' GRMZM2G075333 GGCCCTGGAATCTGTGATAA
4CL2ER' GRMZM2G075333 GTGTACCTCCACCCAATTCC
4CL2FF' GRMZM2G075333 AGGAAGCCAATTGACCGTAG
4CL2FR! GRMZM2G075333 TTTTAAACTAAGCAACGCCAAA
4CL3AF' GRMZM2G055320 GAATTGAATAGGCAATGCTTGA
4CL3AR' GRMZM2G055320 CCCTCTGATATATCGCCCAA
4CLAAF' GRMZM2G096020 GCTCGTCACAGTTACAGAACG
4CLAAR' GRMZM2G096020 AGGTCGCAGTAGCCTTCCT
4CL5AF' GRMZM2G122787 TACGGCTGCAGCATGTAGA
4CL5AR' GRMZM2G122787 CTTGTCCGCCAAGACTGTAG
ACL6AF' GRMZM2G433624 CACGCCTGTACAGAGAGCAC
4CL6AR' GRMZM2G433624 TGGCTCGGGATACAAGTAGA
4CL7AF' GRMZM2G054013 CACCTCTCGCCATACCTACC
4CL7AR' GRMZM2G054013 AGAGACGAGGCGGAAATAAA
4CL7BF' GRMZM2G054013 GCTGGACGATAGACGATGG
4CL7BR' GRMZM2G054013 AGAATTTGTGCAATGGTTGG
4CL7CF' GRMZM2G054013 AAGGGTTAGGTACGAGCGAA
4CL7CR' GRMZM2G054013 GTGTCCACGTATGACTTGCC
4CL7DF' GRMZM2G054013 AAACTGATATGATCCGTATGTCG
4CL7DR' GRMZM2G054013 GTGAAGTAGTTGCGTGCGA
4CL7EF' GRMZM2G054013 GATGTTAAGCGGGATCGAAT
ACL7ER' GRMZM2G054013 CTCAGGTTTGTGCGGTTGT
4CL8AF' GRMZM2G174574 TCCCGTAAGCTGAACAACCT
4CL8AR' GRMZM2G174574 AAGGGGTTCTTATTTTCCGAAG
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4CL8BF' GRMZM2G174574 ACTGAAACCTGCGGGATAAT
4CL8BR' GRMZM2G174574 GCATTAACGATCTTTGCTTCA
CCR1AF' GRMZM2G107076 CTCACTGATGGCTATCTTTGCT
CCR1AR' GRMZM2G107076 GTACTAGGGATGCGGTTGGT
CCR1BF' GRMZM2G107076 GACGTGCTCGTCTTCAACTC
CCR1BR' GRMZM2G107076 GTTAGCCAGCCAGACAGACA
CCR2AF' GRMZM2G057328 GCAAAGGGTCCAAAAATGAC
CCR2AR' GRMZM2G057328 GCGTACCCACCCAAAAATAC
CCR2BF! GRMZM2G057328 ACGGACAAATCAGCGACATA
CCR2BR! GRMZM2G057328 GCTCAGTCGGTAAAGCACAA
CCR3AF' GRMZM2G131205 GGGGGAGGAGACCTAAAAAC
CCR3AR' GRMZM2G131205 TGCAGCTGCTCTTCTAGCTC
CCR3BF' GRMZM2G131205 CTATAAATTCCGCGCCACTC
CCR3BR' GRMZM2G131205 GTGATGACGACGATCGAGTT
CCR3CF' GRMZM2G131205 GCCCTCGCGTACATACAGT
CCR3CR' GRMZM2G131205 CGGGTTAGGTGAGGCAAC
CCR4AF' GRMZM2G110881 CACAGATATCAGATAAGTTGTGGCT
CCR4AR' GRMZM2G110881 AACTATATGTGACGGTGGCAA
CCR4BF! GRMZM2G110881 AATCCTCAAATGGTCCGAAT
CCR4BR' GRMZM2G110881 GTCCCCGAATCAATCACAG
CCRA4CF' GRMZM2G110881 GGCTGCACAGAGGAGTACAA
CCRA4CR' GRMZM2G110881 TCAGGTGACTGATGGACTCG
CCR5AF' GRMZM2G099420 TGCTGGTTGGCCTCTACTC
CCR5AR! GRMZM2G099420 GAGCCAGAGAGAGGTCGTG
CCR5BF! GRMZM2G099420 CAGTGTGGAGGGTACCAATG
CCR5BR! GRMZM2G099420 AGAACGAGGGGTAGGGAATC
CCR5CF GRMZM2G099420 TCACGTTCGTGACCATATCA
CCR5CR! GRMZM2G099420 GGATACGCCAGGAAAGACAT
CCR6AF' GRMZM2G050076 CTGGGTAGGAAATGGACTTCA
CCR6AR' GRMZM2G050076 GTGTGAGGTGTGCCTGTGA
CAD1AF' GRMZM5G844562 GCACAGAAGATCATGCTGGA
CAD1AR' GRMZM5G844562 GGGTAGTGCGATCTTTCTGG
CAD1BF' GRMZM5G844562 TGCCGCTTACGTGAATAGTT
CAD1BR' GRMZM5G844562 CGCTGATGTTTCAATCCAAC
CAD2AF' GRMZM2G118610 AGGCTCTTCACAGGCTCTTC
CAD2AR' GRMZM2G118610 TGAATGTTGTTCCAATGTTGC
CAD2BF' GRMZM2G118610 CTGGCAGCAGCATTTGTATT
CAD2BR' GRMZM2G118610 CTAGGCACCACGCAAGGTA
CAD3AF' GRMZM2G046070 GGATGGAGCAGCTCTGATTT
CAD3AR' GRMZM2G046070 TCTCTTGCTGCTCAAAATTCTC
CADAAF' GRMZM2G700188 GGTTTAGTTCACCTTCATTCCA
CAD4AR' GRMZM2G700188 CAGACTTCCTACAAACTTCTCCAA
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CADSAF! GRMZM2G443445 TAAGGTTTGGTCGTTCGTGA
CADS5AR' GRMZM2G443445 CTTTACGCCACGTGGTACTC
CADGAF' GRMZM2G090980 TTCAACGACGCTTCTGTAATG
CAD6AR' GRMZM2G090980 TTCACCAGCGAAGTATGTACG
CAD7AF' GRMZM2G167613 CTGCCATATCGTTTCATGCT
CAD7AR' GRMZM2G167613 GGGTAGGTCGACCATCATCT
CAD7BF' GRMZM2G167613 GTTTGGTCCCACGTGATTT
CAD7BR' GRMZM2G167613 TTCTTCTCCAGCATGAAACG
CAD7CF' GRMZM2G167613 CCTTTCTTTACACACCAACCC
CAD7CR' GRMZM2G167613 TAACCCACGCCCTAGAACTC
HCT1AF' GRMZM2G035584 ACGGCAGCCTGGCTATAAA
HCT1AR' GRMZM2G035584 GAAAAGGCAGGTAGCGTTAGG
HCT1BF' GRMZM2G035584 GCCCAGCATTTTTCTTTTCT
HCT1BR' GRMZM2G035584 CGGAGCGCCTTTTATAGC
HCT1CF' GRMZM2G035584 GCCTCCTAGCTTGCCTTG
HCT1CR' GRMZM2G035584 GTTTGGTGGGATGGATGAC
HCT1DF' GRMZM2G035584 GCGCTGACTTGGATTGATT
HCT1DR' GRMZM2G035584 CTTGTCAGGCCTCTCAGGTC
HCT2AF' GRMZM2G158083 GGTGGAGTGTGGACCATGT
HCT2AR' GRMZM2G158083 AGTGGCGATGAGTGGAGTT
HCT2BF' GRMZM2G158083 TAAACCGATGGGTCCAATTT
HCT2BR' GRMZM2G158083 TCTAGGCAGGAATGGCAGAT
HCT2CF' GRMZM2G158083 TTGGCAATCATTTAACAACTCC
HCT2CR' GRMZM2G158083 AAATGTGAGTTCTCCAATAGTTCTCT
HCT2DF' GRMZM2G158083 GCGGTAACAAGTTTGAATAGGA
HCT2DR' GRMZM2G158083 GATGTTGTTTGGTTTTTGTAACATT
CCoAOMTI1AF GRMZM2G127948 CACGGATCAGGTCATCAGAC
CCoAOMTI1AR!' GRMZM2G127948 TGTGGGTTGGTTGGTGTG
CCoAOMT1BF' GRMZM2G127948 ACAATCCACACCCACCAAC
CCoAOMT1BR' GRMZM2G127948 CGTGCGTTTGGTGAAGAG
CCoAOMTICF' GRMZM2G127948 TTATAGGAGAGATTTCCCACGAC
CCoAOMTICR' GRMZM2G127948 ACCAACCCACTCTTGCTTTC
CCoAOMTI1DF' GRMZM2G127948 TGATGAGCTTCTCCGTGGTA
CCoAOMT1DR' GRMZM2G127948 TGGTAGACCGATGTTCTTGC
CCoAOMT2AF' GRMZM2G099363 AGGTCGGCAGTCAGAGTCA
CCoAOMT2AR' GRMZM2G099363 TTTGGTCAGAGGGCTGTGT
CCoAOMT2BF' GRMZM2G099363 ATGGACGATGATTGATGCAC
CCoAOMT2BR' GRMZM2G099363 TGACTCTGACTGCCGACCT
CCoAOMT2CF' GRMZM2G099363 CGTACCAGGTGTCGCTCTT
CCoAOMT2CR' GRMZM2G099363 GATGTCTGGATGCCACTCAC
CCoAOMT2DF' GRMZM2G099363 CCGATCGAGTGGTATGTTGT
CCoAOMT2DR' GRMZM2G099363 GGAAGGAGTGGCTAATGAGG
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CCoAOMT3AF GRMZM2G077486 CCATGATTGTATATGTGGTTGGA
CCoAOMT3AR' GRMZM2G077486 ACTTAAGGCAACGAATGCTATG
CCoAOMT3BF' GRMZM2G077486 GCAACGACTGCTATGCAAAC
CCoAOMT3BR' GRMZM2G077486 TTATTGAGCTGGTGGTGGAA
CCoAOMT3CF' GRMZM2G077486 TTCAGTATGCACAACCCATTT
CCoAOMT3CR' GRMZM2G077486 CACGCTTGCACAGAAGGA
CCoAOMT4AF' GRMZM2G332522 GTCTACGGCAGTTTGCTTTG
CCoAOMT4AR!' GRMZM2G332522 CCATCTGCTGCTGCTGTATT
CCoAOMT4BF' GRMZM2G332522 AACTAACGCGAGCTCCAGAC
CCoAOMT4BR' GRMZM2G332522 CTGGTTTGGTTGGGTTGG
CCoAOMTACF! GRMZM2G332522 CTGGGCAACCTGGACGAG
CCoAOMTA4CR' GRMZM2G332522 CAGCTGCTCGTGGTAATTGA
FS5H1AF' AC210173.4_FGTOO05 CCTATCCAGTGCATGCAACATTAGC
F5H1AR' AC210173.4_FGTOO0S TTCCCAGCTATTTATTCCAACCAGCT
F5H2AF' GRMZM2G100158 CCCATTGCCATCTCTATCCT
F5H2AR' GRMZM2G100158 CAGCACCTGCTTCCTTTTT
F5H2BF' GRMZM2G100158 CGCCAGTGTATATGGGTGAC
F5H2BR' GRMZM2G100158 ATAGCCGGAGGAGTAGGTGA
F5H2CF' GRMZM2G100158 AGCAATTTACACTCAAATGGTTG
F5H2CR' GRMZM2G100158 AGTAATTGACCCGTCGACCT
C3H1AF GRMZM2G138074 ACTGTCCAGTCGTGTCGATG
C3H1AR' GRMZM2G138074 TTATGGAGCTAGCCGGACTG
COMT1AF' AC196475.3_FGT0045 CACCACCTCGTCCCTCTT
COMT1AR' AC196475.3_FGT0045 CGGTGGAGACTGGAGAGAG
COMT1BF AC196475.3_FGT0045 CAACTATCGGCGACAGAAAC
COMT1BR' AC196475.3_FGT0045 GCTCACCAACCACCACAC
COMTICF' AC196475.3 FGT0045 GGGGGTTTTCTTAACTTAGGC
COMTICR' AC196475.3_FGT0045 CTGCATAGTGGTAACGTGCAT
COMT2AF' GRMZM2G082007 ATGGTCTGCAAGATGACGTG
COMT2AR' GRMZM2G082007 CCTGTTTATGGGGTTGTCGT
COMT2BF! GRMZM2G082007 TGCGTTACATCTGCGTATCA
COMT2BR' GRMZM2G082007 GACCGTGCATTTGAAAGAGA
COMT3AF' GRMZM2G423331 AAACATGGACTCGGTTGTCC
COMT3AR' GRMZM2G423331 CTTGCATGCTCTCTTTGCTC
COMT3BF GRMZM2G423331 CATAAACATGCCCCACAATC
COMT3BR' GRMZM2G423331 TTGGTAATGGAAGGCTAGGG
CesAGAF' GRMZM2G113137 GTGGGAGGGCAAGCAGTA
CesA6AR' GRMZM2G113137 GAGCGACTGGGATGGTGTAT
CesA6BF' GRMZM2G113137 GGCCAAGGAACAATCAGTG
CesA6BR' GRMZM2G113137 AAAGGAAATAAAGGCGGTAGG
CesA6CF' GRMZM2G113137 ACGATAATTTCATCACTGCCA
CesA6CR' GRMZM2G113137 TTTATTTATTGCGCGACGAC
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CesA7AF GRMZM2G025231 ATTCTTGCATCGCCGTTAT
CesA7AR' GRMZM2G025231 ATTATTCAGCTGCTGCGATG
CesA8SAF' GRMZM2G177631 TATACCAGAGCCGGAGCAG
CesA8AR!' GRMZM2G177631 GCGAAATGCACGTAGTCCT
CesA8BF' GRMZM2G177631 GGTGTCGCTGTTAACCTTCC
CesA8BR' GRMZM2G177631 ATTGGACTGACAGTGGGTGA
CesA8CF' GRMZM2G177631 AAGGGCTAATTTGGAAACCA
CesA8CR' GRMZM2G177631 GCGACACCTGATGTGAACTT
CesA8DF' GRMZM2G177631 ACGCAACACTACTCATAGCCA
CesA8DR' GRMZM2G177631 TGGCTTTACAACCATTAACACA
CesA8EF' GRMZM2G177631 CCTTCCTTGAGTTCATCACG
CesAS8ER' GRMZM2G177631 GCCGAGTGGTCAAAGTTTTT
CesA11AF GRMZM2G037413 CATGGGCTACCGCTATATCA
CesA11AR' GRMZM2G037413 GTGTGATAGCTGGGTGTTGG
CesA11BF' GRMZM2G037413 ATATCTGGGCTAAGACATCAGGT
CesA11BR' GRMZM2G037413 GGTTGGTAGGTTCCGTTGAT
CesA11CF' GRMZM2G037413 ATGCACTGCAGCAAGACG
CesA11CR' GRMZM2G037413 GAAGCTCATGTCTTCGGAAA
CesA11DF' GRMZM2G037413 TCGAGCACATGCTTGGTAAT
CesA11DR' GRMZM2G037413 GCTTGGCTTCTGTTCTTCCT
CesA11EF' GRMZM2G037413 CGAGGGTTGTGTCGTATGTT
CesA11ER' GRMZM2G037413 GCACTACCACTCCTCCACCT
CesA12AF GRMZM2G142898 GATAGTAGCATCAGGCGCAA
CesA12AR' GRMZM2G142898 AGCTCGTGTTGGTTGGGT
CesA12BF' GRMZM2G142898 CAAGTCTCGGTTGGTCGAG
CesA12BR' GRMZM2G142898 CGCTAAGTGAAGCGAAATCC
CesA12CF' GRMZM2G142898 CATAGACATTAACAAGTCCACACG
CesA12CR' GRMZM2G142898 ACTGCGGATAGCCTTAGTGAC
COMT3'F' AC196475.3 FGT0045 TCTGCGTCGAATTGTCTCTGC
COMT3'R' AC196475.3_FGT0045 GAGAGCAATTAAACCGCCATGT
actinlF' GRMZM2G126010 TTTAAGGCTGCTGTACTGCTGTAGA
actin1R' GRMZM2G126011 CACTTTCTGCTCATGGTTTAAGG
copiaF' Genbank #AF398212 CGATGTGAAGACAGCATTCCT
copiaR’ Genbank #AF398212 CTCAAGTGACATCCCATGTGT
Alpha-3-

tubulinF' AC195340.3_FG001 AGGAGCCTCACGCAGATAAA
Alpha-3-

tubulinR’ AC195340.3_FGO001 CCTGCGGTAGAGGATGTTGT

Tabla 5. Secuencia de los cebadores usados para realizar ChIP gPCR empleando
inmunoprecipitaciones de ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42.
F'y R': Significa que el cebador esta ubicado en la cadena directa o reversa, respectivamente.
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3.2.9 Preparacion de librerias para ChIP-Seq empleando la plataforma Solexa-

lllumina

Para la generacion de librerias se modifico el protocolo elaborado por el Dr. Kengo
Morohashi (2011), el cual es investigador del grupo del Dr. Erich Grotewold, con el fin
de emplearlo con material proveniente de maiz. Esta labor se efectud en colaboracién
con Isabel Cristina Velez del laboratorio de la Dra. Montserrat Pages del Departamento
de Genética Molecular del CRAG, Barcelona. El disefio experimental de las librerias se
muestra en la figura 14. Para la elaboracion de cada ChIP se empleo material
proveniente de cuatro plantas de maiz de 9 dias de edad, con el cual se generaron
pools que se cross-linking y sonicaron conjuntamente (n:4). De cada pool se extrajo
material para generar un input y tres inmunoprecipitaciones (a ZmMYB11l, «
ZmMYB31y a ZmMYBA42). Posteriormente, se procedio a verificar que los ChIP estaban
enriquecidos analizando los niveles de ZmCOMT empleando gqPCR. Finalmente, se unié

material proveniente de tres Input o tres ChlP para generar cada libreria (n:16).

Hojas de Sonicacién
plantasde
maizde 9 dias

Replica .
Biolégica 1: = o = / Input | <
Hojas de Wl Crosslinking | \ \‘ﬁ Libreria
: ’ — ZmMYB11.l
diferentes B v/ o m INPUT A:
individuos \/ G4 |
_ - y \ ZmMYB31.1 Y/ enem
n:4. Fragmentacion v n:16
ZmMYB42.1 '
ey | LIBRARY
. ) ZmMYB11.A:
Biolégica 2: : i - / \/ 1+
f 2 Crosslinkin; :
Hojas de : ¢ 1 ZmMYB11.1I n:16
diferentes L | v/ %,
individuos 2 \" ZmMYB3L. Ii &
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ZmMYB42. Il El LIBRARY
| zmmyB31. A:
\J.‘I I+11+111
n:16
Replica -~ .
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——»
diferentes m | v/ s ZmMYB11.11l [ HBRARY .
individuos . V &z ZmMYB3L I L1S ZmMYB42. A:
n:4. L Fragmentacién \ ™ . / V) bl
ZmMYBA42. Il n:16

Figura 14. Disefio experimental de la generacion de librerias de ChIP de maiz.

En la figura se observa el procedimiento general llevado a cabo para la generacién de una réplica
biolégica de libreria. Para la elaboracién de cada replica bioldgica se utilizo la base de la hoja (4 cm) de
cuatro plantas de maiz de 9 dias de edad (300 mg). Todas las librerias se produjeron siguiendo este
esquema.
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El protocolo de generacién de libreria consta de los siguientes pasos basicos:
1. Reparacién del final de los fragmentos de ADN
Adicion de colas “A”

Ligacion de adaptadores

2
3
4. Fraccionamiento de tamafio por gel de agarosa o empleando AMPure beads
5. Amplificacién por PCR (~ 15 a 18 ciclos)

6. Purificacion

7. Cuantificacidn y control de calidad de las librerias

Para la reparacion de los fragmentos de ADN se emplea la siguiente reaccién:

~30 ul de ChIP, 5 ul de 10x T4 DNA ligase buffer con 10mM ATP, 2 pul 10mM dNTP
mix, 0.5 pl T4 DNA polimerasa (3U/ ul) (NEB), 0.5 ul Polimerasa ADN Klenow (NEB)
diluida 1:5 en agua libre de DNasas (1U/ pl), 0.5 pl T4 PNK (10U/ pl) (NEB) y agua libre
de DNasas hasta 50 pl.

Seguidamente esta reaccion se incuba a 20 °C durante 45 minutos en un termociclador
y luego se purifica el ADN utilizando PCR purification kit (QIAGEN) siguiendo las

instrucciones del fabricante. La elucidn se hace con 35 ul de elution buffer (EB).

La adicion de las bases “A” a los extremos 3' de los fragmentos de ADN se llevd a cabo

usando la siguiente reaccion:

34.5 pl de muestra de ADN, 5 ul de NEB buffer 2, 10 pl de 1ImM dATP, 0.5 pl de Klenow
exo (3' to 5' exo minus) (5U/ ul) (NEB) y agua libre de DNasas hasta completar 50 pl de

reaccion.

Esta reaccién es incubada a 37 °C por 30 minutos en un termociclador y
posteriormente, se efectia la purificacion del ADN empleando el mini Elute
purification Kit (QIAGEN). Las muestras finalmente son eluidas en 13 ul de agua libre

de DNasas.
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Para la ligacidén de los adaptadores a los fragmentos de ADN, se diluye el adapter oligo
mix (15uM) a 1:10 (para una concentracion final de 1.5uM) en agua libre de DNasas y
la T4 DNA ligasa Ultrapura (Enzymatics, 600U/ ul) a 1:10 en 1x T4 ligase buffer de T4

DNA ligasa Ultrapura.

A continuacién se prepara la siguiente reaccién:

13 pl de muestra de ADN, 15 ul de 2x Rapid DNA ligase buffer de T4 DNA ligasa
Ultrapura, 1 pl de adapter oligo mix diluido, 1 pl de T4 DNA ligasa Ultrapura
(Enzymatics) diluida (1/10) y se ajusta la reaccion hasta 30 pl con agua libre de DNasas.
Esta reaccién es incubada a temperatura ambiente por 15 minutos y purificada usando

miniElute QIAGEN purification kit. La muestra se eluyd en 30 pl de EB.

En este paso se realiza el fraccionamiento de las muestras con el fin de que los
fragmentos de ADN presenten un tamafo de entre 200-400 bp y de eliminar la
contaminacién por residuos de adaptadores y adaptadores autoligados. Para tal fin, se
procedié a tratar las muestras utilizando la tecnologia AMPure beads (AGENCOURT) y
a realizar una elucién final en 50 pl de EB. Es necesario anotar que hay que llevar a
cabo una calibraciéon del ratio AMPure beads:muestra de cada lote de AMPure beads,
ya que modificando dicho ratio se modifica el tamano de los fragmentos de ADN

eliminados.

Posteriormente se lleva a cabo el enriquecimiento de fragmentos de ADN modificados

con adaptadores, para lo que se prepara la siguiente reaccion de mix de PCR:
25 ul de ADN (guardar 25 pl), 10 ul de 5x HF Phusion buffer, 1.5 pl de 10mM dNTP, 1 pl
de PCR 1.0 primer (25 uM), 1 ul de PCR 2.0-Index primer (25 uM), 0.5 ul de Phusion

Hot polymerase (source, units) y 11 pl de agua libre de DNasas hasta 50 pl.

La amplificacidon se realiza empleando el siguiente programa de PCR:
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Q

30 segundos a 98 °C
b. 18ciclos
40 segundos a 98 °C
30 segundos a 65 °C
30 segundosa 72 °C
c. S5 minutosa72°C

d 10°Ca

EL producto de PCR es purificado empleando mini Elute purification Kit (QIAGEN). La
elucion final se realiza en 12 ul de EB. Finalmente, las muestras son analizadas
empleando Bioanalyzer para verificar la concentracion y la calidad. Si se observan
residuos de adaptadores o adaptadores autoligados (123 bp), se repite el proceso de
descontaminacion utilizando la tecnologia AMPure beads (AGENCOURT) y se examinan
nuevamente las muestras usando el Bioanalyzer. Finalmente, antes de la secuenciacién

se cuantifica la concentracion de las librerias usando Qubit (Invitrogen).

3.2.10 Experimentos de expresion transiente en protoplastos de Zea mays

3.2.10.1 Transformacion transiente de protoplastos Zea mays

El material empleado para la obtencién de protoplastos fue la segunda hoja de plantas
de Zea mays (maiz) de la linea hibrida B73 x MO17, crecidas durante 13 dias en

condiciones de oscuridad a una temperatura de 28 °C y una humedad del 70%.

Se conformaron pools de 12 hojas y se cortaron transversalmente empleando cuchillas
quirurgicas. Las tiras de material generado se almacenaron en un erlenmeyer con una
solucién de lisis y fueron sometidas a vacio durante 15 minutos. A continuacién, el
erlenmeyer con el material vegetal fue puesto en agitacién a 50 rpm durante 2.5 horas
en oscuridad y seguidamente a 90 rpm por 30 minutos mas. El aislamiento de
protoplastos se efectio mediante el uso de un filtro de 35 um de poro en que se
retienen los fragmentos residuales. En el filtro se llevd a cabo un lavado con 10 ml de

buffer A. Se prosiguidé realizando una centrifugacion a 1000 rpm por 2 minutos y la
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eliminacion del sobrenadante conservando solo 1 ml de volumen. Los protoplastos
fueron resuspendidos en 10 ml de buffer A y se repitieron los pasos de filtracion,
lavado y centrifugacién. Por ultimo, los protoplastos fueron resuspendidos en el

volumen requerido para tener una densidad de 1 x 10°.

Los protoplastos fueron transformados mediante electroporacién. Para la realizacidon
de experimentos de localizacién subcelular se emplearon 20 pug de ADN plasmidico y
para ensayos de Luciferasa se utilizaron 15 ug de ADN para construcciones efectoras y

reporterasy 10 ug de ADN para el vector con Renilla.

El ADN fue llevado a un volumen de 150 ul por adicién de buffer A y combinado con
150 ul de protoplastos (1 x 10°), seguidamente la mezcla fue puesta en cubetas de
electroporacién de 2 mm y posteriormente se electroporan a 0.15V, con dos pulsos a
200 UF. Los protoplastos electroporados fueron recuperados de la cubeta con 700 pl
de buffer Ay se transfirieron a un nuevo eppendorf. Para finalizar, las muestras fueron
almacenadas entre 14 y 22 horas a temperatura ambiente, en oscuridad y posicidon

horizontal.

Buffer A: 0.6M Manitol, 10mM KCL, 10mM MES.

Solucién enzimatica: Se prepara inicialmente una solucién con 10 ml de buffer A, 0.3 g
de Celulasa y 0.06 g de macerozima, se realiza una incubacion por 10 minutos a 55 °Cy
se lleva a temperatura ambiente insertando la solucidn sobre hielo. Por ultimo, se

adicionan 50ul 1M CaCl2 y 100ul 10% BSA.

3.2.10.2 Ensayos reporteros de luciferasa

Se efectuaron ensayos de Luciferasa en protoplastos de maiz transfectados, por una
parte con una construccion reportera en la que el promotor de ZmCOMT esta
fusionado al gen Firefly Luciferase (ZmCOMT::LUC, obtenido de una investigacion
previa, Xinhui 2011) y por otra, con las construcciones efectoras 35S::MYB11:GFP vy

35S::GFP (Control). Adicionalmente, en todas las transfecciones se incluyé el vector
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35S::Renilla (PHTT672, basado en el vector pRL-null de Promega) con el fin de usar la
actividad Renilla Luciferase para normalizar los datos. En la tabla 6, se describen las
construcciones utilizadas. Los ensayos se realizaron empleando el kit Dual-Luciferase
Reporter Assay System (Promega, Madison, WI). Después de transformar los
protoplastos estos fueron almacenados entre 18-22 horas. Terminado el tiempo de
incubacion se analizd la eficiencia de transformacion identificando el niumero de
protoplastos transformados y no transformados, empleando microscopia confocal y la
deteccidn de la fluorescencia de la GFP. Se prosiguié con una centrifugacién a 2200
rpm por 2 minutos, la remocion del sobrenadante y la adicidon de 80 ul de passive lysis
buffer. Posteriormente, se realizé un vortex fuerte durante 10 minutos a temperatura
ambiente y una centrifugacién a 10000 rpm por 2 minutos a 4 °C. El ensayo se realizo
siguiendo el protocolo de la casa comercial y para la medicién de la bioluminiscencia se

uso el lumindmetro Centro LB 960 (Berthold).

3.2.10.3 Adquisicion de imagenes de fluorescencia mediante Microscopia Confocal

La localizacidon subcelular de ZmMYB11, ZmMYB31 Y ZmMYB42 en protoplastos de
maiz se efectud utilizando un microscopio Confocal FV 1000 Olympus del Servicio de
Imagenes del CRAG. Se emplearon Ilas construcciones 355:ZmMYB11:GFP,
355::ZmMYB31:GFP (Xinhui 2011) y 355::ZmMYB42:GFP (Xinhui 2011).

3.2.11 Clonaciéon de fragmentos de ADN provenientes de Zea mays mediante

recombinacion

En la tabla 6 se muestran los diferentes cebadores empleados para amplificar

fragmentos de ADN a partir de maiz y en la tabla 7 las construccion empleadas.

Cebador Secuencia
Unique Region MYB11 5’ ggggacaagtttgtacaaaaaagecaggctcgeccatcaacgagcacacgtce

Unique Region MYB11 3’ ggggaccactttgtacaagaaagctgggtggttgctgcacttgcagtccgege

ZmMYB115° ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctcgegatccagtcaagtgececta

ZmMYB11 3’ ggggaccactttgtacaagaaagctgggtgtttcatctcgagtcttctgaagtc

Tabla 6. Secuencia de los cebadores usados para el estudio de los R2ZR3-MYB ZmMYB11, ZmMYB31 y
ZmMYB42
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Las bases subrayadas corresponden a los sitios de recombinacién attB.

Nombre del plasmido Vector Resistencia Informacion adicional
ZmMYB11-Entryclone pDONR 221 Kanamicina Clon de entrada Gateway
ZmMYB11-6xHis pDEST17 Carbenicilina Sobreexpresién de proteina
ZmMYB11-GST pDEST15 Carbenicilina Sobreexpresién de proteina
35S::MYB11:GFP 16LF-51(C-GFP) Carbenicilina ZmMYB11 controlado por un

Procedente: promotor 35S y fusionado a GFP
Lab. JClang
35S::MYB31:GFP 16LF-51(C-GFP) Carbenicilina ZmMYB31 controlado por un
Procedente: promotor 35S y fusionado a GFP.
Lab. JCJang Procedente: (Xinhui 2011)
35S::MYB42:GFP 16LF-51(C-GFP) Carbenicilina ZmMYB42 controlado por un
Procedente: promotor 35S y fusionado a GFP.
Lab. JClang Procedente: (Xinhui 2011)
Regién Unica pDONR 221 Kanamicina Clon de entrada Gateway
ZmMYB11-Entryclone
Regidn Unica pDEST17 Carbenicilina Sobreexpresién de proteina
ZmMYB11-6xHis
Regidn Unica pDEST17 Carbenicilina Sobreexpresién de proteina
ZmMYB31-6xHis Procedente: (Xinhui 2011)
Regién Unica pDEST17 Carbenicilina Sobreexpresién de proteina
ZmMYB42-6xHis Procedente: (Xinhui 2011)
pZmCOMT::luc pMSz0O11 Carbenicilina Promotor conduciendo el gen

reportero Luciferase en
experimentos de transformacion
transitoria.

Procedente: (Xinhui 2011)

Tabla 7. Construcciones empleadas para el estudio de los R2R3-MYB ZmMYB11, ZmMYB31 y
ZmMYB42.

3.2.12 Analisis de datos

3.2.12.1 Andlisis filogénicos

Los alineamientos de secuencias se realizaron con el programa CLUSTAL W, version
1.83, disponible en la online en http://www.genome.jp/tools/clustalw/. Los
parametros empleados fueron los utilizados por Penning, B. W. (Penning et al 2009),
en una investigacién sobre las familias de genes involucradas con la sintesis de pared
celular en maiz. Se efectué un alineamiento por pares SLOW/ACCURAT. Los
parametros de multiple alineamiento fueron Gap Open Penalty 10, Gap Extension
Penalty 0.05 y matriz de peso para proteinas GONNET. Los parametros de
alineamiento por pares fueron Gap Open Penalty 10, Gap Extension Penalty 0.1 y
matriz de peso para proteinas GONNET. Los analisis de fiabilidad de las relaciones

establecidas se calcularon para mil replicas (bootstrapped 1,000 times) y fue
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seleccionada la opcién OUTPUT TREE=nj. Para la representacion de los arboles

filogénicos se empleo el programa online http://www.trex.ugam.ca/.

2.2.12.2 Analisis de datos de ChIP qPCR obtenidos por ChIP Nano qPCR y ChIP qPCR

Para la determinacién de la ocupaciéon de un sitio en el genoma por un TF(s), se
empleo un método basado en él % de Input (Nagaki et al 2003), que es un parametro
ampliamente recomendado (Aparicio et al 2004, Haring et al 2007, Lin et al 2012,
SABiosciences. & QUIAGEN. 2011, SIGMA-ALDRICH Online). En particular es sugerido
para el tratamiento de datos de ChIP qPCR procedentes de plataformas de trabajo a
gran escala como la empleada en esta investigacion (nano gqPCR), ya que la evaluacién
no depende directamente del uso de un control negativo que pueda introducir

inestabilidad al analisis.

% de enriquecimiento con respecto al Input. La eficiencia de la inmunoprecipitacion
se calcula como la cantidad de producto de PCR en la inmunoprecipitacion con
respecto a la cantidad de producto de PCR en el Input, empleando el ciclo umbral (Ct)

de las muestras.

1. Para cada pareja de cebadores se sustraen los CT (Input) de los CT (ChIP), para
obtener un ACt[ChIP Normalizado con relacidn al input]. Este valor representa la
diferencia en ciclos entre el ChIP y el Input. ACt[ChIP Normalizado]: (Ct [ChIP] - (Ct
[Input] - Log2 (Factor de dilucidn del Input)). Se almaceno una fraccién de cromatina de
30 ul para generar el Input y se empleo una fraccidn de cromatina para realizar el ChIP
de 100 ul. Por tanto, es necesario calcular un factor de dilucidon que haga equivalentes
los CT del Input y del ChIP. La fraccion de ChIP es 3.33 veces la fraccién de Input.
Siendo el factor de dilucion de 3.33 y el valor en Ct a corregir en el Input: Log2 (3.33):
1.73 ciclos. Entonces, la ecuacion anterior es la siguiente: ACt[ChIP Normalizado]= (Ct

[ChIP] - (Ct [Input] - 1.73).

2. Calculo del % Input obtenido para una regidn en el genoma en un determinado ChIP

(Conversidn lineal del ChIP normalizado (ACt)). Al dividir la cantidad de DNA molde de
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la fracciéon de cromatina del ChIP por la de la fraccion de cromatina en el Input se

determina la fracciéon del sitio en el genoma recobrada en el ChIP. % Input = (2 (-ACt [ChiP

Normalizadol)) 'y 100%. En este proyecto se emplearon 4 zonas como control negativo
copia, actinl, a-3-tubilin y COMT-3'. Los dos primeros controles fueron validados en
una revisiéon sobre la técnica en maiz (Haring et al 2007), a-3-tubilin fue disefiado por
la Dra. Nathalie Bolduc del laboratorio de la Dra. Sarah Hake (Plant Gene Expression

Center, University of California at Berkeley) y COMT-3' fue publicado por Fornale et al
2010b

Tratamiento de datos:

A. Se seleccionaron manualmente cada grupo de triplicados y se inspeccionaron las
amplificaciones. Si las curvas se superponian y esencialmente, si el ciclo umbral (CT) de
los triplicados técnicos eran cercanos entre si (El valor en Ct maximo y minimo de se
replica dentro de 0.5 ciclo, preferentemente dentro de 0,3 ciclos), se procedié a
aceptar el ensayo. En caso contrario, se retiro el valor atipico o se descarto el ensayo
cuando esto no fue posible (Aparicio et al 2004).

B. Todos los valores de Ct superiores a 35 o no detectables, fueron considerados como
35, ya que en este punto cualquier valor de Ct es considerado negativo.

Interpretacion de datos: Se emplearon los criterio de evaluaciéon sugeridos en el
manual EpiTect ChIP gPCR Array Handbook para el analisis de datos de ChIP gqPCR de
plataformas a gran escala (SABiosciences. & QUIAGEN. 2011):

a. Cuanto mas cerca este el Ct de la diana Ct [Diana] del Ct de los controles Ct[Con], el
enriguecimiento se considera menor.

b. Los Ct promedios pueden ser usado para evaluar el enriquecimiento sobre el grupo
de sitios gendmicos en el arreglo (Array).

c. Si el % Input [Diana] > 0,1% y/o si el % Input [Diana] - % Input [Control] > 0,01%, se
considera que probablemente el sitio esta enriquecido en el ChIP. Como minimo se
acepto un % Input [Diana] > 0,05%

d. Si el % Input [Diana] < 0,1% vy él % Input [Diana] - % Input [Control] < 0,01%, se

considera que no hay enriquecimiento con el anticuerpo empleado.
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3.2.12.3 Identificacion de la secuencia consenso in vivo de sitios de union de factores

de transcripcion

Las regiones que fueron identificadas como enriquecidas en el ChIP de los MYB-R2R3
estudiados fueron empleadas para identificar in vivo la secuencia con la que tienen
mayor afinidad. Se empleo el programa MEME (version 4.8.1) que analiza las
secuencias por similitud entre ellas y produce una descripciéon (motivo) por cada
patron que descubre (Bailey & Elkan 1994) (http://meme.nbcr.net/meme/cgi-
bin/meme.cgi). Los parametros empleados fueron cualquier nimero de repeticiones,
tamaio minimo del motivo mayor o igual que 6 y tamafio maximo del motivo menor o
igual que 9. Este programa fue empleado ademas para detectar en las regiones
enriquecidas en los experimentos de ChlP, sitios de unidén préoximos a las cajas AC.
Empleando las secuencias consenso in vivo identificadas, las cajas canonicas AC
descritas en la bibliografia y la informacidon de experimento de SELEX disponible, se
genero un arbol para agrupar estos motivos empleando el software STAMP
(http://www.benoslab.pitt.edu/stamp/). Las secuencias consenso in vivo generadas
con meme fueron convertidas al formato TRANSFAC antes de ser empleadas para la
generacion del arbol. Los pardmetros empleados en el programa fueron los sugeridos
por sus desarrolladores que son: Column comparison metric: Pearson Correleation
Coefficient, Alignment method: Ungapped Smith-Waterman (Gap-open=1000, Gap-
extend=1000, -nooverlapalign), Multiple alignment strategy: Iterative Refinement y

Tree-building algorithm: UPGMA.

3.2.12.4 Procesamiento y analisis de datos de ChIP-Seq

El procesamiento inicial de los datos generados por la plataforma de secuenciacién
masiva fue utilizado el programa BOWTIE, que es un alineador de lecturas cortas
(http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml). Para el llamado de picos de los datos
obtenidos de la secuenciacion de las librerias de ChIP-Seq fue usado el software MACS
(Model-based Analysis for ChIP-), el cual, empiricamente modela la longitud de los
fragmentos secuenciados de ChIP, que tienden a ser mas cortos que las estimaciones

de la sonicacion o el tamano de la construccidn de las librerias, y lo utiliza para mejorar
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la resolucion espacial de sitios de union previsto. (http://liulab.dfci.harvard.edu/
MACS/). Para realizar la localizacion de los picos de ChIP-Seq obtenidos con MACS, se
uso el programa IGV 2.1 (Integrative Genomics Viewer: http://www.broadinstitute.org
/igv/node/236). Hasta la fecha se ha procesado 1 replica biologica de ZmMYB31,
ZmMYB42 y ZmINPUT y 2 replicas de ZmMYB11. El procesamiento de los datos de
ChIP-Seq fue realizado en colaboracion con Maria Katherine Mejia Guerra del

laboratorio del Dr. Erich Grotewold.

3.2.12.5 Procesamiento de datos de Luciferasa

Cada muestra fue normalizada mediante la division de la actividad del gen reportero
Firefly (F) por la actividad del gen control Renilla (R), generando el ratio F/R. Se
efectuaron tres replicas técnicas y tres replicas bioldgicas. Para calcular un valor
normalizado de fold change entre grupos, en este caso entre muestras control y
muestras tratados se empleo la siguiente ecuacién (Schagat et al 2007): A Fold Activity

= Promedio (F/R) muestra tratada/Promedio (F/R) muestra control.
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3.3 Resultados

3.3.1 Caracterizacion general de ZmMYB11

3.3.1.1 Identificacion de nuevos miembros del subgrupo cuatro de los MYB-R2R3 en

maiz y estudio filogénico

Con el propésito de identificar nuevos genes de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro que podrian ser relevantes en cuanto a la regulacidn de la sintesis de lignina en
maiz, se efectué una busqueda mediante analisis de homologia de secuencia
empleando los miembros del subgrupo cuatro de Arabidopsis y los ya identificados en
maiz ZmMYB8 (GRMZM2G041415), ZmMYB31 (GRMZM2G050305), ZmMYB42
(GRMZM2G419239) (Fornale et al 2006) y ZmMYB38 (GRMZM2G084583) (Franken et
al 1994), en la base de datos "maizesequence" que almacena el genoma de maiz de la
variedad B73 (Versién 5b.60). Esta busqueda dio como resultado la identificacion de 6
nuevos genes ZmMYB11 (GRMZM2G000818), ZmMYB10 (GRMZM2G395672),
ZmMYB163 (GRMZM2G405094), ZmMYB25 (GRMZM2G431156), ZmMYB32
(GRMZM2G160838) y ZmMYB85 (GRMZM2G077789). Esta labor se efectué con
Khaterine Mejia-Guerra en el marco de una colaboracién con el laboratorio del Dr.

Erich Grotewold y los resultados fueron depositados en la base de datos Grassius.

Posteriormente, con el fin de asociar la relacidn evolutiva entre los genes R2R3-MYB
del subgrupo cuatro con su funcién bioldgica, se realizo un andlisis filogénico
incluyendo los miembros en Arabidopsis y otras monocotiledéneas gramineas como
Oryza sativa ssp. japonica, Brachypodium distachyon, Sorghum bicolor y Panicum

virgatum y se recopild la informacion disponible en la literatura.

Los resultados indicaron que ZmMYB11 (GRMZM2G000818, en la base de datos
maizesequence) es el gen no estudiado hasta la fecha mds cercano a los genes que ya

se les ha asignado un papel en la regulacién de la sintesis de los monolignoles (Figura

15).
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Seguidamente, se efectud un andlisis in silico del patrdon de expresién de los R2R3-MYB
del subgrupo cuatro empleando los datos almacenados en las bases de datos de RNA-
Seq de maiz (Secuenciacién masiva del transcriptoma) y de andlisis de expresion

empleando micro-arreglos de ADN (Figura 16. Ay B).

Los R2R3-MYB del subgrupo cuatro en general se expresan en la hojas y ZmMYB38,
ZmMYB11, ZmMYB31, ZmMYB163, ZmMYB8 y ZmMYB32, tienen una amplia
distribucién en la planta. Dado que ZmMYB11 presenta un amplio patron de expresion
y como ya se menciond, es filogénicamente cercano a genes ya descritos como
relevantes en la regulacidn de la sintesis de lignina, se consideré como un candidato a
ser estudiado en la presente investigacion, por lo cual se verificaron los resultados
obtenidos in silico mediante semi gPCR. La acumulacién de transcritos de ZmMYB11 se
presento en diferentes érganos de la planta, coincidiendo con los resultados in silico

(Figura 17. A).

——— SEMYBRG
I [ ZmMYE3% <e— Regulacion de flavonoides (Franken et al., 1994)
’7 L ZmMyB42 -— Represion de la biosintesis de lingina y flavonioides (Sonbol, et al., 2009)
|— L PvMYE4a <€— Represion de la biosintesis de lignina (Shen et al., 2012)
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Figura 15. Arbol filogénico de los R2R3-MYB del subgrupo cuatro en Arabidopsis y las gramineas
monocotiledoneas maiz, Oryza sativa ssp. japonica, Brachypodium distachyon, Sorghum bicolor y
Panicum virgatum.

Las secuencias de aminoacidos de las proteinas fueron extraidas de las base de datos PLAZA 2.5
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/) y MaizeSequence (http://www.maizesequence.org). Las
secuencias fueron alineadas empleando CLUSTAL W y se efectuaron 1000 réplicas (bootstrap). AtMYB6
se empleo como Outgroup.
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Figura 16. Patron de expresion de los R2R3-MYB del subgrupo cuatro en tejidos de maiz.

A. Representacion eFPs (Pictograma electrdnico fluorescente) del perfil de expresion de los R2R3-MYB
del subgrupo cuatro en ligulas de las hojas 2 y 3 de plantulas de 9 dias de maiz (variedad B73).
Cuantificacién absoluta, RPKM (Lecturas por kilobase del modelo de exdn por millén de lecturas
ubicadas). No hay datos disponibles para ZmMYB10. El gen actinl se muestra como referencia
(www.bar.utoronto.ca). Los cortes transversales de hoja presentados corresponden a la zona marcada
como 14 (Li et al 2010). B. Heat map del patrén de expresion en varios tejidos de maiz (variedad B73) de
los R2R3-MYB del subgrupo cuatro. El Heat map fue generado por agrupacion jerarquica utilizando la
correlacion de Pearson como medida de similitud. Rojo, negro y verde indican niveles altos, medios y
bajos de expresidn génica, respectivamente. Los datos fueron extraidos de Genome-wide atlas of
transcripcion (Sekhon et al 2011).
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Seguidamente, se analizé si la acumulacién del transcrito de ZmMYB11 es inducida por
herida (caracteristica tipica de los genes que hacen parte de la ruta de los
fenilpropanoides) para lo que se efectud una cinética utilizando PCR semi-cuantitativa.
Los resultados indicaron que ZmMYB11 se induce por herida después de una hora de
infringir dafio mecanico a la hoja (Figura 17. B). De acuerdo a los resultados obtenidos
tanto filogénicos como de expresidn se concluyé que ZmMYB11 podria ser relevante
en la regulacion de la sintesis de lignina y fue seleccionado para ser caracterizado en la
presente investigacioén. Este proyecto se enfoca por tanto, en el estudio de ZmMYB31y
ZmMYB42, que ya se han descrito como relevantes en el control de la biosintesis de
ligninay de ZmMYB11, un nuevo miembro del subgrupo cuatro identificado.

A. Punta de raiz Raiz Tallo Hoja

6d 10d 20d 6d 10d 20d 6d 10d 20d 6d 10d 20d
ZmMYB1

ZmUbi

C 1/2h 1h 3h 5h 8h
ZmMYB1

ZmUbi

Figura 17. ZmMYB11 tiene un patrén de expresion ubicuo y se induce por herida.

A. Expresion de ZmMYB11 en diferentes tejidos de maiz mediante RT-PCR semicuantitativa (Datos sin
publicar, Silvia Fornale). B. Cinética de acumulacion del transcrito de ZmMYB11 en la hoja en respuesta a
herida (Datos sin publicar, Silvia Fornale). Como control de la concentracion del cDNA se amplifico un
fragmento del gen actinl.

2.3.1.2 Localizacidn subcelular de ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42

Para establecer la localizacion subcelular de ZmMYB11, se realizé un ensayo transiente
en el que se transformaron protoplastos de maiz con la construccién
35S::ZmMYB11:GFP y seguidamente, de efectud un procedimiento similar con
35S::ZmMYB31:GFP y 35S::ZmMYB42:GFP. La proteina ZmMYB11 se ubico en el nicleo
y el citoplasma al igual que ZmMYB31, mientras que ZmMYB42 se localizd

principalmente en el nicleo (Figura 18).
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Figura 18. Localizacion subcelular de ZmZMYB11, ZmZMYB31 y ZmZMYB42 en protoplastos de maiz.
35S::ZmMYB11:GFP, 35S::ZmMYB31:GFP y 35S::ZmMYB42:GFP, fueron expresados en protoplastos de
maiz mediante transformacion transiente. En el panel superior se puede observar tanto el campo de la
GFP como en el merge que los tres MYBs presentan localizacién en el nucleo y el citoplasma (60X). En la
parte inferior, se encuentra como control el vector vacié 35S::GFP, que presenta una localizaciéon tanto
en el ndcleo como en citoplasma.
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3.3.1.3 ZmMYB11 interactua in vivo con el promotor de ZmCOMT y ZmA1.

Considerando que estudios previos habian demostrado que ZmMYB31 y ZmMYB42 se
unen in vivo al promotor del gen de lignina ZmMCOMT (Fornale et al 2010b, Gray et al
2012) y al gen de flavonoides ZmA1 (Fornale et al 2010b, Xinhui 2011), se quiso
establecer si estos genes también eran dianas de ZmMYB11. Por tanto, se generd un
anticuerpo que reconoce la proteina endégena ZmMYB11 y se llevaron a cabo
experimentos de ChIP. El anticuerpo generado fue purificado por afinidad (ver
materiales y métodos) y evaluado en cuanto a su sensibilidad, especificidad vy

capacidad de reconocer la proteina in vivo.

El anticuerpo purificado anti ZmMYB11 (a MYB11) al ser utilizado para efectuar
western blot fue capaz de detectar a partir de 50 ng el fragmento de la proteina
ZmMYB11 purificado que menos conservacién presenta con relacién a los demas
miembros de la familia (Regién Unica) y también la proteina completa ZmMYB11
fusionada a la GST, contenida en un extracto total de E. coli (Figura 19). Seguidamente,
se analizaron muestras de extracto total de E. Coli en los que se encontraba sobre-
expresada la Regién Unica de ZmMYB11 y fragmentos similares de ZmMYB31 vy
ZmMYB42 vy los resultados indicaron que a MYB11l reconoce especificamente
ZmMYB11 y no otros miembros del subgrupo cuatro de la familia R2R3-MYB, si se tiene
en cuenta que ZmMYB31 y ZmMYB42 son los miembros que presentan una mayor

homologia de secuencia con ZmMYB11 (Figura 20).

Finalmente, se probd la capacidad del anticuerpo a ZmMYB11 de reconocer la proteina
ZmMYB11 in vivo empleando extracto de hoja ligule 2 de plantas de maiz de nueve
dias de edad y como resultado se identificé una Unica banda que corresponde con el
peso molecular tedrico de ZmMYB11, a diferencia de lo ocurrido al usar suero pre-
inmune, con lo cual se concluyo que puede reconocer la proteina in vivo (Figura 21).
Estos analisis permitieron establecer que el anticuerpo a MYB11 era apropiado para

realizar experimentos de ChlIP.
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Figura 19. Sensibilidad del anticuerpo purificado a MYB11.

Western blot de la proteina recombinante ZmMYB11 identificada con a MYB11. En las lineas 1, 2, 3-4y 5
se encuentran las concentraciones 25 ng, 50 ng, 350 ng y 150 ng, respectivamente, del fragmento
purificado Regién Unica de la proteina ZmMYB11 fusionado a una cola de histidina (6x his) (11.79 kDa).
las lineas 6 y 7 contienen extracto total de cultivos celulares de E. Coli de la cepa BL21 con inducciéon y
sin induccidn, respectivamente, de la produccion de la proteina ZmMYB11 fusionada a la GST (56.22
kDa). Las lineas 8 y 9 son extractos totales de cultivos celulares de E. Coli de la cepa BL21 inducidos y sin
inducir, empleados como control negativo. La concentracion de los extractos de E. Coli es de 500 ng. Los
pesos moleculares indicados son tedricos. Para la localizacién de las proteina se empleé a MYB11 a una
dilucién 1:2000. La deteccidon del complejo antigeno-anticuerpo se realizé empleando anticuerpos
policlonales anti IgG de conejo, conjugado con peroxidasa de rabano, a una dilucién 1:5000 y ECL para la
visualizacién.
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Figura 20. Especificidad del anticuerpo purificado a MYB11.

Western blot de las proteinas recombinantes fusionadas a una cola de histidina Regién Unica ZmMYB11
(11.79 kDa), Regién Unica ZmMYB31 (11.95 kDa) y Regién Unica ZmMYB42 (11.6 kDa) y ZmMYB11
(31.16 kDa) analizadas con a MYB11. En las lineas 1y 2, 3y 4 y 5y 6, se encuentran la Regién Unica
ZmMYB11, la regién Unica ZmMYB31 y la regién Unica ZmMYB42, respectivamente. Estas proteinas
estdn contenidas en extracto total de cultivos celulares de E. Coli de la cepa BL21 sin induccién y con
inducciéon de la produccidn las mismas. La concentracion de los extractos de E. Coli es de 500 ng. En la
linea 8-9 esta fusionada a una cola de histidina la proteina ZmMYB11 a una concentracién de 100 ng. Los
pesos moleculares indicados son tedricos. Para la localizacion de las proteina se empleo a MYB11 a una
diluciéon 1:2000. La deteccidon del complejo antigeno-anticuerpo se realizd empleando anticuerpos
policlonales anti IgG de conejo, conjugado con peroxidasa de rabano, a una dilucién 1:5000 y ECL para la
visualizacién.
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Figura 21. Capacidad del anticuerpo purificado a ZmMYB11 de reconocer la proteina ZmMYB11 in vivo.

Western blots de extracto de hoja ligule 2 de plantas de maiz analizados con suero pre-inmune (superior
izquierdo) y a MYB11 (superior derecho). En las lineas 1, 2 y 3, se encuentran tres replicas biolédgicas
independientes de extracto de la base de ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73 de nueve dias. El
peso molecular tedrico de la proteina endégena ZmMYB11 es de 24.88 kDa. Para el andlisis se empleo
suero pre-inmune y o MYB11, a una dilucién 1:2000. La deteccidn del complejo antigeno-anticuerpo se
realizo empleando anticuerpos policlonales anti IgG de conejo, conjugado con peroxidasa de rabano, a
una dilucién 1:5000 y ECL para la visualizacién. Como control de carga se emplearon anticuerpos anti B-
Actina a una dilucién 1:5000 y los mismos anticuerpos policlonales anti IgG de conejo, a una dilucién
1:10000 (inferior izquierdo y derecho). El peso molecular tedrico de la proteina de la B-Actina es de
entre 42 a 43 kDa.

El andlisis efectuado mediante semi gPCR amplificando en el input y en muestras de
ChIP de una zona del promotor de ZmMCOMT y 6 regiones elegidas aleatoriamente en el
genoma, detecta un enriquecimiento del promotor de ZmCOMT y un no
enriquecimiento de las zonas seleccionadas al azar (figura 22. A'Y B). Posteriormente,
los resultados fueron verificados empleando ChIP gPCR e igualmente se identifico que
ocurria un enriquecimiento del promotor de ZmCOMT (relativo a copia) (Figura 22. C).
Estos resultados demuestran que ZmMYB11 se une al promotor de ZmCOMT in vivo

durante el desarrollo temprano de la planta.
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Figura 22. ZmMYB11 une in vivo al promotor de ZmCOMT.

A. Representacion de la estructura del promotor de ZmCOMT. Se indica con una flecha el sitio de inicio
de la transcripciéon del gen y con una linea los sitios amplificados en los experimentos de ChIP semi qPCR
y ChIP gPCR. B. ChIP semi qPCR de ZmMYB11 en el promotor de ZmCOMT. El ChIP se analizé empleando
semi gPCR para amplificar en el Input y en el ChIP de ZmMYB11, un fragmento del promotor de
ZmCOMT y como control negativo 6 regiones elegidas aleatoriamente en el genoma, cuyos genes mas
préoximos son  GRMZM2G012926/GRMZM2G012958, GRMZM2G168096, GRMZM2G113203,
GRMZM2G070943, GRMZM2G020196/GRMZM2G019358 y GRMZM2G050262/ GRMZM2G050216. Se
realizaron tres diluciones seriadas del ChIP para efectuar el experimento (1/10). C. ChIP gPCR de
ZmMYB11 en el promotor de ZmCOMT. El analisis de enriquecimiento se calculo empleando el
parametro % de enriquecimiento con respecto al input. En la parte superior derecha se presenta el
enriquecimiento de los controles negativos actinl (GRMZM2G126010), copia (genbank #AF398212),
Alpha-3-tubulin (AC195340.3 FGT001) y COMT-3' (AC196475.3_FGT0045). El andlisis estadistico de las
diferencias entre las muestras se realizd con la prueba T-Student. Uno, dos y tres asteriscos indican una
diferencia significativa (P <0,05), altamente significativa (P <0,01) y extremadamente significativa (P
<0,005), respectivamente, entre la regidon enriquecida y el control negativo que obtuvo el valor mas alto
de % de input. Las barras de error representan el error estandar de cuatro réplicas bioldgicas. Las
inmunoprecipitaciones se efectuaron empleando el anticuerpo purificado a ZmMYB11 y la base de hoja
ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73.
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El promotor del gen ZmA1 es una diana del factor de transcripcion MYB C1/PL1 (Sainz
et al 1997), el cual activa su expresidn a través de la interaccion con la proteina bHLH
R/B (Grotewold et al 1994, Sainz et al 1997). En los experimentos de expresion
transitoria realizados en células BMS de maiz se determiné que ZmMYB31y ZmMYB42,
actuan como represores de la transcripciéon de ZmA1l y en experimentos in vivo
también efectuados en estos trabajos se mostré que estos TF(s) se unen al promotor
de ZmA1 (Fornale et al 2010b, Xinhui 2011). Los experimentos de ChIP elaborados con
ZmMYB11 indican que se une también al promotor de ZmA1l. Adicionalmente, se
analizé via ChIP gPCR si otros genes de ruta de la sintesis de lignina eran dianas de los

R2R3-MYB analizados, pero no se identificaron nuevas dianas (Figura 23).
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Figura 23. ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42 se unen in vivo al promotor de ZmA1l.

A. Representacion de la estructura del promotor de ZmA1. Se indica con una flecha el sitio de inicio de la
transcripcion del gen y con una linea el sitio amplificado en los experimentos de ChIP gPCR. B. ChIP gPCR
de ZmMYB11, en una zona del promotor de ZmAl que presenta una caja AC. El anadlisis de
enriguecimiento se calculé empleando el parametro % de enriquecimiento con respecto al input. En la
parte superior derecha se presenta el enriquecimiento de los controles negativos actinl
(GRMZM2G126010), copia (genbank #AF398212). El andlisis estadistico de las diferencias entre las
muestras se realizd con la prueba t de Student. Uno, dos y tres asteriscos indican una diferencia
significativa (P <0,05), altamente significativa (P <0,01) y extremadamente significativa (P <0,005),
respectivamente, entre la region enriquecida y el control negativo que obtuvo el valor mas alto de % de
input. Las barras de error representan el error estandar de dos replicas bioldgicas. Las
inmunoprecipitaciones se efectuaron empleando anticuerpos purificados a ZmMYB11, a ZmMYB31 y a
ZmMYB42 y la base de hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73.
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3.3.1.4 ZmMYB11 reprime la expresion de ZmCOMT

Con el fin de establecer el papel que cumple ZmMYB11 en la regulacién de ZmCOMT,
se realizaron experimentos de expresion transiente en protoplastos. Se transfectaron
protoplastos con el promotor de ZmCOMT fusionado al gen reportero de la luciferasa
(pCOMT::Luc) y la proteina ZmMYB11 expresada constitutivamente (35S::MYB11:GFP).

Los resultado indican que ZmMYB11 reprime fuertemente la expresion de ZmCOMT

(Figura 24).
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B pCOMT:LUC+ MYB11
g - pCOMT:LUC
e [ e ] LUC
—_ —_ Luc
0.00 0.50 1.00 1.50

Intensidad relativa

Figura 24. ZmMYB11 reprime la expresion de ZmCOMT en experimentos de expresion transiente en
protoplastos de maiz.

Se realizaron ensayos de expresion transiente usando protoplastos de maiz transfectados por una parte
con una construccién reportera en la que el promotor de ZmCOMT esta fusionado al gen Firefly
luciferase (ZmCOMT::Luc) y por otra, con las construcciones efectoras 35S::MYB11:GFP y 35S::GFP
(Control). Adicionalmente, en todas las transfecciones se incluyé el vector 35S::Renilla. Los datos fueron
normalizados empleando la actividad del gen Renilla. El cambio en la activacidn fue calculado como el
ratio entre el tratamiento con ZmMYB11 y el tratamiento con el vector efector vacio. Se indica con una
flecha el sitio de inicio de la transcripcion del gen. Las barras de error representan el error estandar de
cuatro réplicas bioldgicas.

3.3.2 Cistoma de los R2R3-MYB ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42, en la ruta de la

sintesis de lignina

Hasta la fecha la informacion que existia de unién a ADN in vivo de ZmMYB31 (Fornale
et al 2010b) y ZmMYB42 (Gray et al 2012), se restringia a la regién 5' de algunas
enzimas de la ruta de la sintesis de lignina y no cubria ni todas las putativas cajas AC
presentes ni todos los miembros de cada familia. Asimismo, la informacién generada
para ZmMYB11 se limitaba al promotor de ZmCOMT. Por lo cual, en esta parte de la
investigacion iniciamos una andlisis extensivo del papel que estos tres factores de
transcripcién cumplen en la ruta de la sintesis de lignina y en la regulacion de algunas
enzimas de la familia CesA, mediante el estudio de su capacidad de unién in vivo a la

region 5' de sus genes diana (Figura 25).
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Figura 25. Esquema de trabajo adelantado para generar un catalogo de genes de interés en la sintesis
de lignina.

Los analisis filogénicos comprendieron los genes descritos que conforman las distintas familias en
Arabidopsis y maiz. Ademas, se incluyeron nuevos putativos miembros identificados mediante
busquedas basadas en homologia de secuencia. Las secuencias de aminoacidos de las proteinas fueron
extraidas de las bases de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org) y MaizeSequence
(http://www.maizesequence.org) y alineadas empleando el método CLUSTAL W efectuando 1000
replicas (bootstrap). Los genes de la familia en maiz filogenéticamente cercanos a los miembros en
Arabidopsis se sefialaron con una flecha roja si su nivel de expresion es elevada y con una flecha verde si
su expresion es baja, de acuerdo con los datos de transcripcion del atlas de maiz (Sekhon et al 2011). La
Ly la F representan que ha sido sefialada la importancia del gen en la sintesis de lignina y flavonoides,
respectivamente. Asimismo, se indican con una estrella azul si has sido sefialados con interesantes para
el estudio de la sintesis de lignina (Guillaumie et al 2007). Las cajas AC fueron escaneadas en la region
adyacente a los genes incluyendo la UTR y 1500 bp aguas arriba del sitio de inicio de transcripcién. Se
incluyeron las cajas AC canonicas AC-I (ACCTACC), AC-Il (ACCAACC) y AC-lll (ACCTAAC) (Hatton et al
1995, Lois et al 1989, Raes et al 2003) y dos cajas degeneradas D1(BCCWACC) y D2 (BACWACC),
generadas con base en una caja AC extendida propuesta posteriormente ACC(T/A)A(A/C)(C/T) (Zhong &
Ye 2012) vy las cajas obtenidas mediante experimentos de SELEX para ZmMYB31 (Fornale et al 2010b) y
ZmMYB42 (C. Chai. Laboratorio del Dr. E. Grotewold. Unpublished data). Finalmente, se cruzo la
informacion filogénica, los datos de expresién y la presencia de cajas AC, para generar el catdlogo de
genes empleado para hacer los estudios de ChIP gPCR con ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42. En la
parte inferior se muestra la representacion de la regidn 5' de los genes, las cajas AC y las regiones
amplificadas por ChlIP qPCR.
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La finalidad de esta aproximacion es establecer si estos tres factores de transcripcién
tienen un papel redundante o si por el contrario hacen parte de un fino mecanismo de
regulacidén en el que la accion de cada uno de ellos permite modular la cantidad vy tipo
de lignina que se origina y por finalmente, la produccién de pared celular. Dado que la
mayoria de las enzimas de la ruta de la sintesis de lignina en maiz hacen parte de
familias multigénicas amplias, el trabajo inicio con la identificacién de los miembros de
cada familia, para lo que se empleo la informacién bibliografica existente y se buscaron

nuevos miembros en las bases de datos usando homologia de secuencia.

Seguidamente, se realizaron andlisis filogénicos en que se involucraron los distintos
miembros en Arabidopsis y maiz y los resultados se complementaron con la
informacién funcional disponible. A continuacién, se establecié in silico el patron de
expresidon de estos genes, ya que se consideré6 que desde el punto de vista
biotecnoldgico era relevante indagar en la regulacion de genes con un espectro de

accién amplio que pudieran probablemente cumplir un papel global en la planta.

Finalmente, se contrasté tanto la informacion filogénica como de expresién con la
presencia de cajas AC en la regién 5' de los distintos miembros de las familias, para
elegir los genes a ser estudiados y generar con ellos un catdlogo de genes de interés
en la regulacidn de la sintesis de lignina. Estos genes fueron incluidos en el estudio de

la interaccion proteina-DNA de los R2R3-MYB utilizando ChIP-gPCR (Figura 25).

Las figuras generadas con los datos de ChIP qPCR la familia PAL se presentan a
continuacién a manera de ejemplo y posteriormente, los resultados se muestran en
cuadros resumen. Los criterios para establecer si una diana estaba enriquecida en un
ChIP se describen detalladamente en materiales y métodos. Es de anotar que para
considerar que una regién era diana de un TF(s), se requiri6 que como minimo

estuviera enriquecido en dos réplicas bioldgicas.
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3.3.2.1 Sitios de union en familias de enzimas generales de la ruta de los

fenilpropanoides: PAL, C4H y 4CL

Familia fenilalanina amonio liasa. PAL

La PAL cataliza el primer paso de la biosintesis de fenilpropanoides, la desaminacion de
la fenilalanina para producir acido p-cumarico. En las monocotiledéneas, la PAL
también cataliza la actividad Tyr amonio liasa (TAL), utilizando la tirosina en lugar de la
fenilalanina como sustrato (Guillaumie et al 2007, Rosler et al 1997). En Arabidopsis
han sido identificadas cuatro enzimas de esta familia (Raes et al 2003, Rohde et al
2004). En maiz fue identificada primero una enzima denominada como PAL1 (Rosler et
al 1997) y posteriormente, han sido encontradas otras nueve putativas enzimas de la

familia (Penning et al 2009).

En el analisis filogénico realizado en este trabajo (Figura 26), se observa que hay tres
integrantes de la familia en maiz que son mds cercanos a las enzimas conocidas en
Arabidopsis, los cuales son PAL1 y las nombradas en este proyecto como PAL2 y PAL3.
Estas tres enzimas PAL de maiz a su vez presentan un patrdon de expresién amplio en la
planta (Figura 27). Finalmente, considerando la informacién tanto filogénica como de
expresion fueron seleccionadas estas tres enzimas para efectuar el analisis via ChIP
gPCR de la region aguas arriba del sitio de inicio de traduccion, estableciendo que
ZmMYB11 se une a la zona adyacente a PAL1. En la figura 28 se pueden observar tres
réplicas bioldgicas de las cuales dos son estadisticamente significativas para la diana.
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Figura 26. Arbol filogénico de la familia PAL en Arabidopsis y maiz.

En este andlisis se incluyeron los genes de la familia PAL conocidos en Arabidopsis PAL1 y PAL2 (Rohde
et al 2004) y en maiz (Penning et al 2009, Rosler et al 1997). Las secuencias de aminoacidos de las
proteinas fueron extraidas de las bases de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org) y MaizeSequence
(http://www.maizesequence.org) y alineadas empleando el método CLUSTAL W efectuando 1000
replicas (bootstrap). Los genes de la familia en maiz filogenéticamente cercanos a los miembros en
Arabidopsis se indican con una flecha roja si su nivel de expresion es elevada y con una flecha verde si su
expresion es baja, de acuerdo con los datos de transcripcion del atlas de maiz (Sekhon et al 2011). La L
representa que ha sido establecida la importancia del gen en la sintesis de lignina. Asimismo, se indica
con una estrella azul si ha sido sefialado como interesante para el estudio de la sintesis de lignina
(Guillaumie et al 2007).
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Figura 27. Patron de expresion de la familia PAL en diferentes tejidos de maiz.

Heat map del patrén de expresidn en varios tejidos de maiz (variedad B73) de los genes la familia PAL .
El Heat map fue generado por agrupacion jerarquica utilizando la correlacion de Pearson como medida
de similitud. Rojo, negro y verde indican niveles altos, medios y bajos de expresidn transcripcional,
respectivamente. Los datos fueron extraidos de Genome-wide atlas of transcription (Sekhon et al 2011).

Familia cinamato 4-hidroxilasa. C4H

Un cribado para la identificacién de mutantes con reducida fluorescencia en la
epidermis en Arabidopsis permitido el descubrimiento de REF3, que codifica para
cinamato 4-hidroxilasa (C4H) (Franke et al 2002a). C4H pertenece al grupo CYP73A de
la familia del citocromo P450 y cataliza la primer reaccién oxidativa del metabolismo
de fenilpropanoides, la hidroxilacién del acido trans-cinamico para formar acido 4-
hidroxicinamico o &cido-p-cumarico (Raes et al 2003). Esta enzima es una
monooxigenasa dependiente de NADPH y oxigeno, que actla como una oxidasa de
funcidon mixta, oxidando dos sustratos (NADPH y acido cindmico) y reduciendo uno (el

0,).
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Figura 28. Analisis in vivo del patron de unidn de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia PAL.

A, B y C son réplicas bioldgicas independientes. A la izquierda se presenta la representacién de la
estructura de la region 5' de los genes de la familia PAL. Se indica con una flecha el sitio de inicio de la
transcripcion de los genes y con una linea la posicién de las cajas AC, que a su vez corresponde con el
area que fue amplificada mediante ChIP nano-qPCR. El andlisis de enriquecimiento se realizé usando el
pardmetro % de enriquecimiento con respecto al input. De izquierda a derecha se presentan los
resultados obtenidos de ChIP realizados utilizando los anticuerpo purificados aZmMYB11, aZmMYB31 y
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aZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73.
En la parte superior derecha se presenta el enriquecimiento de los controles negativos actinl
(GRMZM2G126010), copia (genbank #AF398212), Alpha-3-tubulin (AC195340.3_FGT001) y COMT-3'
(AC196475.3_FGTO0045). El analisis estadistico de las diferencias entre las muestras se realizé con la
prueba T -Student. Uno, dos y tres asteriscos indican una diferencia significativa (P <0,05), altamente
significativa (P <0,01) y extremadamente significativa (P <0,005), respectivamente, entre la region
enriguecida y el control negativo que obtuvo el valor mas alto de % de input. Las barras de error
representan la desviacidn estandar de una réplica bioldgica con minimo dos replicas técnicas

En maiz fueron identificadas dos enzima de esta familia C4H1 y C4H2 (Guillaumie et al
2007) y luego en una investigacion filogénica fueron encontrados otros dos probables

miembros de la familia (Penning et al 2009).

Contrastando los resultados filogénicos con los datos de expresién se seleccionaron
tres genes de esta familia para efectuar el estudio de interaccion con los R2R3-MYB del
subgrupo cuatro (figura 29 y figura 30), hallando que ZmMYB11 se une a la regién 5' de
C4H1. ZmMYB31 y ZmMYB42 no se unen a ningin miembro de la familia (Cuadro 1y
Anexo 3, Figura S1).

[ *GRMZM2G010468_P01

| >At2g30490_C4H L

>GRMZM2G139874_P01_ZmC4H1 Y €=

Genes
seleccionados

>GRMZM2G147245_P01_ZmC4H3 €=

*GRMZM2GOZRETT_PO1_ZmC4HZ 6

Figura 29. Arbol filogénico de la familia C4H en Arabidopsis y maiz.

En este andlisis se incluyd el gen de AtC4H de Arabidopsis (Franke et al 2002a) y los miembros
previamente reportados en maiz (Guillaumie et al 2007, Penning et al 2009). Las secuencias de
aminoacidos de las proteinas fueron extraidas de las bases de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org) y
MaizeSequence (http://www.maizesequence.org) y alineadas empleando el método CLUSTAL W
efectuando 1000 réplicas (bootstrap). Los genes de la familia en maiz filogenéticamente cercanos a los
miembros en Arabidopsis se indican con una flecha roja si su nivel de expresidén es elevada y con una
flecha verde si su expresion es baja, de acuerdo con los datos de transcripcidn del atlas de maiz (Sekhon
et al 2011). La L representa que ha sido establecida la importancia del gen en la sintesis de lignina.
Asimismo, se indica con una estrella azul si ha sido sefialado como interesante para el estudio de la
sintesis de lignina (Guillaumie et al 2007).
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Figura 30. Patrén de expresion de la familia C4H en diferentes tejidos de maiz.

Heat map del patron de expresion en varios tejidos de maiz (variedad B73) de los genes la familia C4H. El
Heat map fue generado por agrupacion jerarquica utilizando la correlacion de Pearson como medida de
similitud. Rojo, negro y verde indican niveles altos, medios y bajos de expresidn transcripcional,
respectivamente. Los datos fueron extraidos de Genome-wide atlas of transcription (Sekhon et al 2011).

Gen diana | Sitio ZmMYB11 ZmMYB31 ZmMYB42
de
union
Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
A
ZmC4H1 B
C OK | OK | OK OK | OK
A
ZmC4H2 B
C
A
ZmC4H3 B
C

Cuadro 1. Andlisis in vivo del patréon de unién de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia C4H.

El andlisis de enriquecimiento se realizd usando el parametro % de enriquecimiento con respecto al
input. De izquierda a derecha se presentan los resultados obtenidos de ChIP realizados utilizando los
anticuerpos purificados a ZmMYB11, a ZmMYB31 y a ZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de
hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73. OK significa que el sitio de unidn esta enriquecido.
Se consideraron enriquecidos los sitios de unidon que presentan enriquecimiento estadisticamente
significativo en 2 de 3 0 3 de 5 ChlPs.

4-cumarato CoA ligasa. 4CL

La enzima 4CL cataliza la formacién de ésteres de CoA del acido p-cumadrico, acido
cafeico, acido ferulico, acido 5-hidroxiferulico, y acido sindpico, cumpliendo un papel
fundamental en la canalizacion de precursores de fenilpropanoides en diferentes vias

aguas abajo cada una de las cuales conduce a una variedad de diferentes productos
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(Guillaumie et al 2007, Harding et al 2002). Distintas isoformas de 4CL de Arabidopsis
han sido caracterizadas ampliamente a nivel bioquimico. En maiz dos genes de la
familia fueron hallados inicialmente (Puigdomenech et al 2001), seguidamente
mediante andlisis filogénicos fueron encontrados otros 4 integrantes de la familia
(Penning et al 2009) y en esta investigaciéon se identificaron 2 nuevos putativos

miembros, mediante la buisqueda in silico empleando homologia de secuencia.

Dado que las diferentes enzimas de la familia probable cumplan diversos papeles
dentro de la ruta, no sold se evaluaron las enzimas filogénicamente cercanas a los
integrantes en Arabidopsis, sino que se analizaron todas las que presentaban un
patrén de expresion extendido (Figuras 31 y 32). Finalmente, los resultados indican
que ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42, se unen in vivo a la regidn aguas arriba de la
enzima 4CL2. Ademds, ZmMYB11 se une a la zona 5' de 4CL7 y ZmMYB31 se une a
4CL4A y 4CL5 (Cuadro 2 y Anexo 3, Figura S2).

G >Atg51680_4CL1 |
50 —————————— >At3g21240_4CL2 |
; >At3g21230_4CL4
|—51 —— GRMZM2G054013_P04_Zm4CL7 €=
i L% T GRMZM2G054013_PO3_ZmAaCLT

52 L >At1g65060_4CL3

L 5 >GRMZM20075333_Zm4cCL2 <
£ . >GRMZM2G0S5320_PO1_Zm4CL3 €

46
| L GRMZM2G174732
45

>GRMZM26G048522_ZmdcL1%k €

r | 1 2GRMZM2G014651_PO1
|1 i >GRMZM2G145179_PO1
42 L >At1g62940_4CL-Like5
= GRMZM2G174574_T02_Zm4CLs €=
£ >GRMZM2G122787_P02_ZmdCLs €=

L >At4g05160_4CL-Like7
5 >At1520490_4CL-Like3
I e >AMg20500 4CL-like?
L >At5g38120_4CL-Like9
— >At1g20510_4CL-Like1
‘ >At1g20480_4CL-Liked
L >GRMZM2G096020_PO1_ZmdCL4 €=
4—40 & >GRMZM2G019746_P01
I >GRMZM2G091643_P01
L s >GRMZMS5G805585_P01
>At5g63380_4CL-Like8
>GRMZM2G433624_P01_Zm4CLe €=
>At4g19010_4CL-Like6

Figura 31. Arbol filogénico de la familia 4CL en Arabidopsis y maiz.

En este andlisis se incluyeron los genes de la familia 4CL conocidos en Arabidopsis, los miembros
previamente reportados en la linea B73 de maiz (Penning et al 2009) y nuevos integrantes putativos de
la familia identificados mediante homologia de secuencia. Las secuencias de aminodcidos de las
proteinas fueron extraidas de las bases de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org) y MaizeSequence
(http://www.maizesequence.org) y alineadas empleando el método CLUSTAL W efectuando 1000
replicas (bootstrap). Los genes de la familia en maiz filogenéticamente cercanos a los miembros en
Arabidopsis se indican con una flecha roja si su nivel de expresion es elevada y con una flecha verde si su
expresion es baja, de acuerdo con los datos de transcripcidn del atlas de maiz (Sekhon et al 2011). LaLy
la F representan que ha sido establecida la importancia del gen en la sintesis de lignina y flavonoides,
respectivamente. Asimismo, se indica con una estrella azul si ha sido sefalado como interesante para el
estudio de la sintesis de lignina (Guillaumie et al 2007).
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Figura 32. Patron de expresion de la familia 4CL en diferentes tejidos de maiz.

Heat map del patrén de expresion en varios tejidos de maiz (variedad B73) de los genes la familia 4CL. El
Heat map fue generado por agrupacion jerarquica utilizando la correlacion de Pearson como medida de
similitud. Rojo, negro y verde indican niveles altos, medios y bajos de expresién transcripcional,
respectivamente. Los datos fueron extraidos de Genome-wide atlas of transcription (Sekhon et al 2011).
No se encontraron analisis de expresion para GRMZM2G033555_T02 y GRMZM2G050076_TO01.

Gen Sitio ZmMYB11 ZmMYB31 ZmMYB42
diana d.e, Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep
wmon oy b2 3 a5 |1 23|a|s|1|2]3]|4]cs
4CL1 A
B
C
D
A
B OK | OK | ND | ND OK | OK | ND | ND
4CL2 C OK | OK | ND | ND OK | OK ND | ND
D
E
4CL3 A OK OK | OK
4CL4 A
4CL5 A OK | OK ND | ND
4CL6 A
A
B
C
4CcL7 5
E OK | OK ND | ND
F
A
4CL8 B

Cuadro 2. Andlisis in vivo del patréon de unién de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia 4CL.

El andlisis de enriquecimiento se realizé usando el parametro % de enriquecimiento con respecto al
input. De izquierda a derecha se presentan los resultados obtenidos de ChIP realizados utilizando los
anticuerpos purificados a ZmMYB11, a ZmMYB31 y a ZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de
hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73. OK significa que el sitio de unién esta enriquecido y
ND que no se analizé esa réplica bioldgica. Se consideraron enriquecidos los sitios de unién que
presentan enriquecimiento estadisticamente significativo en 2 de 3 0 3 de 5 ChlPs.
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3.3.2.2 Sitios de unidon en familias de enzimas comunes en la biosintesis de las

unidades H, Gy S: CCRy CAD
Cinamoil CoA-reductasa. CCR

CCR cataliza la reduccidn de los tioésteres hidroxicinamil-CoA a sus correspondientes
aldehidos, siendo por tanto, la primera enzima especifica de la via de los monolignoles
(Raes et al 2003). La CCR no exhibe mucha especificidad de sustrato pudiendo actuar
sobre cualquiera de los tioésteres hidroxicinamil-CoA. En Arabidopsis fueron
identificadas dos genes esta familia (Jones et al 2001, Lauvergeat et al 2001). En una
seleccion de mutantes irregulares en el xilema, fue hallado el mutante irx4 que se
encontré que correspondia a una alteracion del gen CCR1 (Jones et al 2001).
Posteriormente, se hallaron 5 genes de la familia denominados CCR-like (Raes et al
2003). En maiz fueron aisladas dos enzimas ZmCCR1 y ZmCCR2 (Pichon et al 1998). Se
incluyeron ademds, 16 probables genes de la familia descritos en la bibliografia
(Penning et al 2009) y uno identificado en este estudio (Figura 33). Esta informacidn se
contrastd con los datos de expresion (Figura 34) y fueron seleccionados 6 genes de
esta familia, para estudiar si ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42, se unian in vivo a su
region 5'. Los resultados mostraron que ZmMYB11 y ZmMYB31, se une a la zona

adyacente de ZmCCR5 y ZmCCR3, respectivamente (Cuadro 3 y Figura S3).

>At233590_CCR-like3
L At2g33600_CCR-lked
36 GRMZM2G033555_T02
| >At1976470_CCR-like
40 i >AC234526.1_FGT005_PO1
L \ 2 >GRMZM2G078480_P01
3‘9 GRMZM2G050076_P01_ZmCCR7 Y
GRMZM2G016836 PO1
; SGRMZMZ3107076_P01_ZmicRe €=
< “GRMZMZG110881_PO1_ZmCcRs €=
>At558490_CCR-like5
>GRMZM2G141350_P01
>At2902400_CCR-like2
—  >At1g15950_GCR1 L
z >At1gB0B20_CCR2

23
2’5—' GRMZM26131205_P01_ZmCCR1 dr €=
r GRMZM2G057328 T01 ZmCCR3 é
2 GRMZM2G131836_P01_ZmCCR2 Y €
— >GRMZM2GO17285_PO1
i  GRMZM26145031_PO1

L GRMZM2G099420_P01_ZmCCR4 €=
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Figura 33. Arbol filogénico de la familia CCR en Arabidopsis y maiz.

En este andlisis se incluyeron los genes de la familia CCR conocidos en Arabidopsis, los miembros
previamente reportados en la linea B73 de maiz (Penning et al 2009) y un nuevo putativo integrante de
la familia identificados mediante homologia de secuencia. Las secuencias de aminodcidos de las
proteinas fueron extraidas de las bases de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org) y MaizeSequence
(http://www.maizesequence.org) y alineadas empleando el método CLUSTAL W efectuando 1000
replicas (bootstrap). Los genes de la familia en maiz filogenéticamente cercanos a los miembros en
Arabidopsis se indican con una flecha roja si su nivel de expresion es elevada y con una flecha verde si su
expresion es baja, de acuerdo con los datos de transcripcion del atlas de maiz (Sekhon et al 2011). La L
representa que ha sido sefalada la importancia del gen en la sintesis de lignina. Asimismo, se indica con
una estrella azul si ha sido sefialado como interesante para el estudio de la sintesis de lignina
(Guillaumie et al 2007).
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Figura 34. Patron de expresion de la familia CCR en diferentes tejidos de maiz.

Heat map del patrén de expresidn en varios tejidos de maiz (variedad B73) de los genes la familia CCR. El
Heat map fue generado por agrupacion jerarquica utilizando la correlacion de Pearson como medida de
similitud. Rojo, negro y verde indican niveles altos, medios y bajos de expresién transcripcional,
respectivamente. Los datos fueron extraidos de Genome-wide atlas of transcription (Sekhon et al 2011).
No se encontraron analisis de expresion para ZmCCR7 (GRMZM2G050076).

Gen diana | Sitio de ZmMYB11 ZmMYB31 ZmMYB42
union Repl Rep 2 Rep3 Repl Rep 2 Rep3 Repl Rep 2 Rep3
CCR1 A
B
C
CCR3 A OK OK
B
CCR4 A
B
C
CCR5 A
B
C OK OK
CCR6 A
B
CCR7 A
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Cuadro 3. Analisis in vivo del patron de union de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia CCR.

El anadlisis de enriquecimiento se realizd usando el parametro % de enriquecimiento con respecto al
input. De izquierda a derecha se presentan los resultados obtenidos de ChlIP realizados utilizando los
anticuerpos purificados a ZmMYB11, a ZmMYB31 y a ZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de
hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73. OK significa que el sitio de unidn esta enriquecido.
Se consideraron enriquecidos los sitios de unién que presentan enriquecimiento estadisticamente
significativo en 2 de 3 0 3 de 5 ChIP.

Cinamil alcohol deshidrogenasa. CAD

CAD cataliza el ultimo paso en la biosintesis de monolignoles, el cual es, la reducciéon
de los hidroxicinamilaldehidos en sus alcoholes correspondientes. En el genoma de
Arabidopsis, se han identificado nueve putativos genes CAD (Raes et al 2003). Es de
anotar, que ha existido el debate sobre si diferentes genes CAD poseen especificidad
de sustrato hacia coniferil alcohol y sinapil alcohol, determinando, al menos en cierta
medida, la composicion de la lignina en la planta (Li et al 2001, Sibout et al 2005). En
maiz previamente ha sido caracterizada una CAD (Halpin et al 1998), que presenta una
grave afectacion de su expresion en el mutante bm1. Mediante analisis in silico fueron
identificadas otras 5 putativas enzimas de la familia (Penning et al 2009) y en este
trabajo se identificaron dos mas (Figuras 35 y 36). Con base en los criterios ya
mencionados, se analizaron 7 miembros de la familia en cuanto a la interaccion DNA-
proteina con los R2R3-MYB estudiados. Se encontré que ZmMYB11 y ZmMYB31 se
unen a la region 5' de ZmCAD2 y que ZmMYB31 y ZmMYB42 se unen a la regién 5' de
CAD7 (Cuadro 4 y Figura S4).

| At2g21730_CAD7
21
U At2g21890_CADB

22
L At4g39330_CAD1

—— At4g37980_CAD4

19
i L At4g37990_CADS5
3|

34

F At4g37970_CAD3

) G CRMZM20045070_PO1_ZmCADS €~
C  GRMZM2G118610_P01_ZmCAD2% €=
AC234163.1

GRMZM5G844562_P01_ZmCAD1 ¥ bm1
26

IGRMZM2G110175_P01
27
| At3g19450_CAD2 L
28 25

| L At4q34230_CAD6 L

GRMZM2G700188 P01 ZmCAD4 €=
— GRMZM2G090980_P01_ZmCADS €~

I ¥ GRMZM2G443445_P01_ZmCADS €

L At1g72680_CADY

GRMZM2G167613_P01_ZmCAD7 €=
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Figura 35. Arbol filogénico de la familia CAD en Arabidopsis y maiz.

En este analisis se incluyeron los genes de la familia CAD conocidos en Arabidopsis, los miembros
previamente reportados en la linea B73 de maiz (Penning et al 2009) y nuevos integrantes putativos de
la familia identificados mediante homologia de secuencia. Las secuencias de aminodcidos de las
proteinas fueron extraidas de las bases de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org) y MaizeSequence
(http://www.maizesequence.org) y alineadas empleando el método CLUSTAL W efectuando 1000
replicas (bootstrap). Los genes de la familia en maiz filogenéticamente cercanos a los miembros en
Arabidopsis se indican con una flecha roja si su nivel de expresion es elevada y con una flecha verde si su
expresion es baja, de acuerdo con los datos de transcripcion del atlas de maiz (Sekhon et al 2011). La L
representa que ha sido establecida la importancia del gen en la sintesis de lignina. Asimismo, se indica
con una estrella azul si ha sido sefialado como interesante para el estudio de la sintesis de lignina
(Guillaumie et al 2007).
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Figura 36. Patron de expresion de la familia CAD en diferentes tejidos de maiz.

Heat map del patron de expresion en varios tejidos de maiz (variedad B73) de los genes la familia CAD.
El Heat map fue generado por agrupacion jerarquica utilizando la correlacion de Pearson como medida
de similitud. Rojo, negro y verde indican niveles altos, medios y bajos de expresién transcripcional,
respectivamente. Los datos fueron extraidos de Genome-wide atlas of transcription (Sekhon et al 2011).
No se encontraron datos de expresidon para ZmCAD1 (GRMZM5G844562).

Gen Sitio de ZmMYB11 ZmMYB31 ZmMYB42
diana union Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
CAD1 |A
B
CAD2 |A OK OK |ND |ND |OK OK |ND |ND
B OK OK |ND |ND
CAD3 |A
CAD4 | A
CAD5 |A
CAD6 | A
CAD7 |A OK | OK ND |ND
B OK | OK ND |ND
C OK OK | OK OK |OK |OK
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Cuadro 4. Analisis in vivo del patron de union de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia CAD.

El anadlisis de enriquecimiento se realizd usando el parametro % de enriquecimiento con respecto al
input. De izquierda a derecha se presentan los resultados obtenidos de ChlIP realizados utilizando los
anticuerpos purificados a ZmMYB11, a ZmMYB31 y a ZmMYB42 y como fuente de cromatina de la base
de hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73. OK significa que el sitio de unién esta enriquecido
y ND que no se analizd esa réplica bioldgica. Se consideraron enriquecidos los sitios de unién que
presentan enriquecimiento estadisticamente significativo en 2 de 3 0 3 de 5 ChlP.

3.3.2.3 Sitios de union en familias de enzimas comunes en la biosintesis de las

unidades Gy S: HCT, C3H y CCOAOMT

Hidroxicinamoil-CoA sikimato/quinato hidroxicinamoil transferasa. HCT

HCT es una de las enzima mas recientemente identificada en la ruta de la sintesis de
los monolignoles y pertenece a una amplia familia de acetiltransferasas. HCT cataliza la
conversion de p-coumaroil-CoA hasta 4-coumaroil sikimato y la conversidn de cafeoil
sikimato, formado por la hidroxilacion de C3H, hasta cafeolil CoA (Bonawitz & Chapple
2010, Bouziri et al 2011, Hoffmann et al 2003, Raes et al 2003). En cuanto a los
integrantes de esta familia, se puede anotar, que en Arabidopsis, sélo un gen ha sido
detectado (Raes et al., 2003) y en maiz dos enzimas fueron identificadas (Guillaumie et
al 2007) y posteriormente, fueron encontradas otros 36 putativos miembro de la
familia (Figura 37). En base a los datos filogénicos, el patron de expresion y la
informacién bibliografica se eligieron dos enzimas de la ruta para profundizar en su
estudio (Figura 38). Los resultados indican que ZmMYB11 se une a HCT2 (Cuadro 5y
Figura 5).
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Figura 37. Arbol filogénico de la familia HCT en Arabidopsis y maiz.

En este andlisis se incluyeron los genes de la familia HCT conocidos en Arabidopsis, los miembros
previamente reportados en la linea B73 de maiz (Penning et al 2009) y nuevos integrantes putativos de
la familia identificados mediante homologia de secuencia. Las secuencias de aminoacidos de las
proteinas fueron extraidas de las bases de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org) y MaizeSequence
(http://www.maizesequence.org) y alineadas empleando el método CLUSTAL W efectuando 1000
réplicas (bootstrap). Los genes de la familia en maiz filogenéticamente cercanos a los miembros en
Arabidopsis se indican con una flecha roja si su nivel de expresidn es elevada y con una flecha verde si su
expresion es baja, de acuerdo con los datos de transcripcion del atlas de maiz (Sekhon et al 2011). La L
representa que ha sido establecida la importancia del gen en la sintesis de lignina. Asimismo, se indica
con una estrella azul si ha sido sefialado como interesante para el estudio de la sintesis de lignina

(Guillaumie et al 2007).
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Figura 38. Patrén de expresion de la familia HCT en diferentes tejidos de maiz.

Heat map del patrén de expresidn en varios tejidos de maiz (variedad B73) de los genes la familia HCT El
Heat map fue generado por agrupacion jerarquica utilizando la correlacion de Pearson como medida de
similitud. Rojo, negro y verde indican niveles altos, medios y bajos de expresidn transcripcional,
respectivamente. Los datos fueron extraidos de Genome-wide atlas of transcription (Sekhon et al 2011).

Gen Sitio de ZmMYB11 ZmMYB31 ZmMYB42
diana unién
Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
HCT1 A
B
C
D
HCT2 B
C OK | OK | OK OK OK | OK | OK OK
D

Cuadro 5. Analisis in vivo del patron de unién de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia HCT.
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El analisis de enriquecimiento se realiz6 usando el pardmetro % de enriquecimiento con respecto al
input. De izquierda a derecha se presentan los resultados obtenidos de ChlIP realizados utilizando los
anticuerpos purificados a ZmMYB11, a ZmMYB31 y a ZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de
ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73. OK significa que el sitio de unién estd enriquecido. Se
consideraron enriquecidos los sitios de unidn que presentan enriquecimiento estadisticamente
significativo en 2 de 3 0 3 de 5 ChlP.

Cumarato 3 hidroxilasa. C3H

C3H preferencialmente convierte los ésteres de siquimato y quinato de acido p-
cumarico, mediante la hidroxilacién en tercera posicidn, en su correspondiente acido
cafeico conjugado. Sin embargo, el acido p-cumarico y el p-cumaroil-CoA, no son
sustratos para esta enzima (Franke et al 2002b), (Schoch et al 2001). En un cribado de
mutantes con reducida fluorescencia en la epidermis en Arabidopsis fue identificado el
mutante ref8 que tiene alterado el gen que codifica para C3H3 (Franke et al 2002b). En
cuanto a los miembros de esta familia, en Arabidopsis han sido identificados tres genes
(Raes et al 2003) y en maiz ha sido encontrado uno (Guillaumie et al 2007). La
informacioén filogénica y de expresién de este gen se presenta en las Figura 39 y Figura
40, respectivamente. Ninguno de los R2R3-MYB estudiados interactian con la regién 5'

de este gen (Figura S6).

‘ $GRMZM2G138074_P01_ZmC3H¥k €

At2940890_C3H1 |

5 At1g74550_C3H3

‘ Genes
>At1g74540_C3H2 seleccionados

* <

Figura 39. Arbol filogénico de la familia C3H en Arabidopsis y maiz.

En este analisis se incluyeron los genes de la familia C3H conocidos en Arabidopsis, los miembros
previamente reportados en la linea B73 de maiz (Penning et al 2009) y nuevos integrantes putativos de
la familia identificados mediante homologia de secuencia. Las secuencias de aminodcidos de las
proteinas fueron extraidas de las bases de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org) y MaizeSequence
(http://www.maizesequence.org) y alineadas empleando el método CLUSTAL W efectuando 1000
réplicas (bootstrap). Los genes de la familia en maiz filogenéticamente cercanos a los miembros en
Arabidopsis se indican con una flecha roja si su nivel de expresion es elevada y con una flecha verde si su
expresion es baja, de acuerdo con los datos de transcripcion del atlas de maiz (Sekhon et al 2011). La L
representa que ha sido sefalada la importancia del gen en la sintesis de lignina. Asimismo, se indica con
una estrella azul si ha sido sefialado como interesante para el estudio de la sintesis de lignina
(Guillaumie et al 2007).
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Figura 40. Patron de expresion de la familia C3H en diferentes tejidos de maiz.

Heat map del patrén de expresion en varios tejidos de maiz (variedad B73) de los genes la familia C3H El
Heat map fue generado por agrupacion jerarquica utilizando la correlacion de Pearson como medida de
similitud. Rojo, negro y verde indican niveles altos, medios y bajos de expresidn transcripcional,
respectivamente. Los datos fueron extraidos de Genome-wide atlas of transcription (Sekhon et al 2011).

Cafeoil-CoA O-metiltransferasa. CCOAOMT

CCoAOMT cataliza la metilaciéon de cafeoil-CoA a feruloil-CoA (in vitro e in vivo) y 5-
hidroxiferuloil-CoA a sinapoyl-CoA (al menos in vitro) y junto con COMT, es
responsable de la metilaciéon de los precursores de los monolignoles (Guillaumie et al
2007, Pincon et al 2001, Ye et al 1994, Zhong et al 1998). En el genoma de Arabidopsis
fueron identificados dos miembros de la familia (Raes et al 2003). En maiz primero
fueron reportados dos secuencias de CCoOAOMT, CCoAOMT1 y CCoAOMT?2 (Civardi et
al., 1999) y seguidamente, se identificaron otras 4 putativas enzimas (Penning et al
2009). Con base en la informacion filogénica y los datos de expresion se eligieron 4
enzimas de esta ruta para profundizar en su andlisis (Figura 41 y Figura 42). Los tres
R2R3-MYB investigados se unen a genes de la familia CCoOAOMT, ZmMYB11 y
ZmMYB31, se unen a la regién 5' de CCOAOMT2, ZmMYB42 se une a la zona 5' de
CCoAOMT1 y CCOAOMT4 (Cuadro 6 y Figura S7).
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Figura 41. Arbol filogénico de la familia CCOAOMT en Arabidopsis y maiz.

En este andlisis se incluyeron los genes de la familia CCOAOMT conocidos en Arabidopsis, los miembros
previamente reportados en la linea B73 de maiz (Penning et al 2009) y nuevos integrantes putativos de
la familia identificados mediante homologia de secuencia. Las secuencias de aminodcidos de las
proteinas fueron extraidas de las bases de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org) y MaizeSequence
(http://www.maizesequence.org) y alineadas empleando el método CLUSTALW efectuando 1000
réplicas (bootstrap). Los genes de la familia en maiz filogenéticamente cercanos a los miembros en
Arabidopsis se indican con una flecha roja si su nivel de expresion es elevada y con una flecha verde si su
expresion es baja, de acuerdo con los datos de transcripcion del atlas de maiz (Sekhon et al 2011). La L
representa que ha sido establecida la importancia del gen en la sintesis de lignina. Asimismo, se indica
con una estrella azul si ha sido sefialado como interesante para el estudio de la sintesis de lignina
(Guillaumie et al 2007).
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Figura 42. Patron de expresion de la familia CCOAOMT en diferentes tejidos de maiz.

Heat map del patrén de expresidén en varios tejidos de maiz (variedad B73) de los genes la familia
CCoAOMT. El Heat map fue generado por agrupacion jerdrquica utilizando la correlacién de Pearson
como medida de similitud. Rojo, negro y verde indican niveles altos, medios y bajos de expresion
transcripcional, respectivamente. Los datos fueron extraidos de Genome-wide atlas of transcription
(Sekhon et al 2011).
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Gen diana Sitio ZmMYB11 Z/mMYB31 ZmMYB42
d,e, Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep
men g 1234|5123 |4a|ls5[1]2]3]|4a]|s:s
CCoAOMT1 A
B
C
D OK | OK | ND | ND
CCoAOMT2 A OK | OK | OK | ND | ND | OK | OK | OK | ND | ND
B
C
D
CCoAOMT3 A
B
CCoAOMT4 A oK | oK oK
B
C

Cuadro 6. Analisis in vivo del patréon de unién de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia CCOAOMT.

El andlisis de enriquecimiento se realizé usando el pardmetro % de enriquecimiento con respecto al
input. De izquierda a derecha se presentan los resultados obtenidos de ChIP realizados utilizando los
anticuerpos purificados a ZmMYB11, a ZmMYB31 y a ZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de
hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73. OK significa que el sitio de unién esta enriquecido y
ND que no se analiz6 esa réplica bioldgica. Se consideraron enriquecidos los sitios de unién que
presentan enriquecimiento estadisticamente significativo en 2 de 3 0 3 de 5 ChlP.

3.3.2.4 Sitios de union en familias de enzimas comunes en la biosintesis de la unidad

S: F5Hy cCOMT

Ferulato 5- hidroxilasa. F5H

F5H, es una monooxigenasa dependiente del citocromo P450, que se requiere para la
produccién de lignina siringil, ya que es responsable de la 5-hidroxilacién de
coniferaldehido y/o coniferilico de alcohol (Humphreys & Chapple 2002, Humphreys et
al 1999, Li et al 2000). En Arabidopsis dos genes de esta familia han sido identificados
(Raes et al 2003) y en maiz se han encontrado también dos enzimas de esta familia
F5H1 (Puigdomenech et al 2001) y F5H2 (Guillaumie et al 2007) (Figura 43 y 44). Los
resultados indicaron que ZmMYB11 se une a la zona adyacente a F5H2 (cuadro 7 y

Figura S8).
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AC210173.4_FGT005_F5H1 v €= Genes

GRMZM2G100158_F01_FSH2 6 seleccionados

H At4g36220_FsH1 L

Al5004330 F5H2 L

Figura 43. Arbol filogénico de la familia F5H en Arabidopsis y maiz.

En este andlisis se incluyeron los genes de la familia F5H conocidos en Arabidopsis, los miembros
previamente reportados en la linea B73 de maiz (Penning et al 2009) y nuevos integrantes putativos de
la familia identificados mediante homologia de secuencia. Las secuencias de aminodcidos de las
proteinas fueron extraidas de las bases de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org) y MaizeSequence
(http://www.maizesequence.org) y alineadas empleando el método CLUSTAL W efectuando 1000
replicas (bootstrap). Los genes de la familia en maiz filogenéticamente cercanos a los miembros en
Arabidopsis se indican con una flecha roja si su nivel de expresidn es elevada y con una flecha verde si su
expresion es baja, de acuerdo con los datos de transcripcion del atlas de maiz (Sekhon et al 2011). La L
representa que ha sido estableida la importancia del gen en la sintesis de lignina. Asimismo, se indica
con una estrella azul si ha sido sefialado como interesante para el estudio de la sintesis de lignina
(Guillaumie et al 2007).
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Figura 44. Patron de expresion de la familia F5H en diferentes tejidos de maiz.

Heat map del patrén de expresidn en varios tejidos de maiz (variedad B73) de los genes la familia F5H. El
Heat map fue generado por agrupacion jerarquica utilizando la correlacion de Pearson como medida de
similitud. Rojo, negro y verde indican niveles altos, medios y bajos de expresidon transcripcional,
respectivamente. Los datos fueron extraidos de Genome-wide atlas of transcription (Sekhon et al 2011).

Gen diana Sitio de unién ZmMYB11 ZmMYB31 ZmMYB42
Repl | Rep2 | Rep3 Repl | Rep2 | Rep3 Repl | Rep2 | Rep3
F5H1 A
A OK OK
F5H2 B
c

Cuadro 7. Anadlisis in vivo del patron de unién de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia F5H.

El analisis de enriquecimiento se realiz6 usando el pardmetro % de enriquecimiento con respecto al
input. De izquierda a derecha se presentan los resultados obtenidos de ChlIP realizados utilizando los
anticuerpos purificados a ZmMYB11, a ZmMYB31 y a ZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de
hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73. OK significa que el sitio de unién estd enriquecido y
ND que no se analiz6 esa réplica bioldgica. Se consideraron enriquecidos los sitios de unién que
presentan enriquecimiento estadisticamente significativo en 2 de 3 0 3 de 5 ChlP.
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Caffeic acid O-methyltransferase. COMT

COMT se postuld originalmente como una enzima bifuncional de metilacién de acido
cafeico y acido 5-hidroxiferulico, sin embargo, experimentos in vitro y estudios con
plantas transgénicos revelaron que el papel predominante de la COMT es la metilacién
de 5-hidroxiconiferaldehido y/o alcohol 5-hidroxiconiferil a sinapaldehido y/o alcohol
sinapilico, respectivamente (Congdon et al 2008, Li et al 2000, Liu et al 2008, Swami et
al 2010, Xie et al 2008, Zhu et al 2008).

En Arabidopsis sélo ha sido encontrada una enzima COMT (Raes et al 2003). Sin
embargo, 13 proteinas similares a COMT fueron detectadas en el clado de la enzima
COMT caracterizada funcionalmente (Nirmalan et al 2006, Rogers et al 2009). En el
maiz, ha sido analizado un gen que codifica para COMT (Collazo et al., 1992) y se ha
establecido que en el mutante bm3 la expresion de este gen estd alterada
negativamente (Bansal et al 2008). Adicionalmente, han sido identificados otros dos

putativos miembros de la familia (Penning et al 2009) (Figura 45 y Figura 46).

En este estudio se analizaron los tres probables miembros de la familia, encontrando
que ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42, se unen in vivo a la regién 5' de la enzima
COMT1 (cuadro 8 y Figura S9), como ya estaba descrito en la bibliografia para
ZmMYB31 (Fornale et al 2010b) y ZmMYB42 (Gray et al 2012). Ademas, ZmMYB11 se
une ala region 5' de COMT3.
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L
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Figura 45. Arbol filogénico de la familia COMT en Arabidopsis y maiz.

En este analisis se incluyeron los genes de la familia COMT conocidos en Arabidopsis, los miembros
previamente reportados en la linea B73 de maiz (Penning et al 2009) y nuevos integrantes putativos de
la familia identificados mediante homologia de secuencia. Las secuencias de aminodcidos de las
proteinas fueron extraidas de las bases de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org) y MaizeSequence
(http://www.maizesequence.org) y alineadas empleando el método CLUSTALW efectuando 1000
replicas (bootstrap). Los genes de la familia en maiz filogenéticamente cercanos a los miembros en
Arabidopsis se indican con una flecha roja si su nivel de expresion es elevada y con una flecha verde si su
expresion es baja, de acuerdo con los datos de transcripcion del atlas de maiz (Sekhon et al 2011). La L
representa que ha sido establecida la importancia del gen en la sintesis de lignina. Asimismo, se indica
con una estrella azul si ha sido sefialado como interesante para el estudio de la sintesis de lignina
(Guillaumie et al 2007).
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Figura 46. Patrén de expresion de la familia COMT en diferentes tejidos de maiz.

Heat map del patrén de expresion en varios tejidos de maiz (variedad B73) de los genes la familia COMT.
El Heat map fue generado por agrupacion jerarquica utilizando la correlacion de Pearson como medida
de similitud. Rojo, negro y verde indican niveles altos, medios y bajos de expresién transcripcional,
respectivamente. Los datos fueron extraidos de Genome-wide atlas of transcription (Sekhon et al 2011).

. Sitio de ZmMYB11 ZmMYB31 ZmMYB42
Gen diana union
Repl Rep 2 Rep3 Repl Rep 2 Rep3 Repl Rep 2 Rep3

A
B OK OK OK OK OK OK OK OK OK

COMT1
C OK OK OK OK OK OK OK OK OK
D
A

CcCOMT2
B
A OK OK

COMT3
B

Cuadro 8. Analisis in vivo del patron de union de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia COMT.

El andlisis de enriquecimiento se realizé usando el parametro % de enriquecimiento con respecto al
input. De izquierda a derecha se presentan los resultados obtenidos de ChlIP realizados utilizando los
anticuerpos purificados a ZmMYB11, a ZmMYB31 y a ZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de
hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73. OK significa que el sitio de unidn estd enriquecido.
Se consideraron enriquecidos los sitios de unién que presentan enriquecimiento estadisticamente
significativo en 2 de 3 0 3 de 5 ChlP.
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3.3.2.5 Sitios de union de familias de enzimas de genes de la sintesis de celulosa

La celulosa es la base de la pared celular, sirviendo de armazén para la unién de otros
componentes. Las proteinas CesA conforman familias multigénicas amplias, siendo su
numero de miembros en Arabidopsis (pared tipo 1) de 10 y en maiz de 13 (pared tipo Il)
(Appenzeller et al 2004, Johnson & Stephenson 1980, Penning et al 2009, Richard et al
2001). La familia CesA en arroz y maiz, forman grupos similares a los existentes en
Arabidopsis, los cuales se conocen por actuar en determinadas fases del desarrollo y
diferenciacién celular (Richard et al 2001, Taylor et al 2003, Vergara & Carpita 2001). Al
menos tres genes CesA son expresados en células en crecimiento produciendo celulosa
en la pared celular primaria y otros, tres genes son co-expresados en células que
participan en la sintesis de celulosa de la pared secundaria en Arabidopsis (Taylor et al
2003), arroz (Tanaka et al 2003), maiz (Appenzeller et al 2004) y cebada (Burton et al
2004). En maiz las enzimas CesA6, CesA7 y CesA8, estan relacionadas con la transicién
de la pared celular secundaria hasta la primaria y CesA10, CesAll y CesAl12, estan
involucradas con la sintesis de pared celular secundaria. De acuerdo a la informacién
filogénica y de expresion (Figuras 47 y 48), en este trabajo se analizé la interaccidn de
ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42, con la regién en 5' de los genes que codifican las
proteinas CesA antes mencionadas, encontrando que ZmMYB42, se une a la zona

adyacente a CesA7 (cuadro 9y Figura S9).
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Figura 47. Arbol filogénico de la familia CesA en Arabidopsis y maiz.

En este analisis se incluyeron los genes de la familia CesA conocidos en Arabidopsis, los miembros
previamente reportados en la linea B73 de maiz (Penning et al 2009) y nuevos integrantes putativos de
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la familia identificados mediante homologia de secuencia. Las secuencias de aminodcidos de las
proteinas fueron extraidas de las bases de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org) y MaizeSequence
(http://www.maizesequence.org) y alineadas empleando el método CLUSTAL W efectuando 1000
replicas (bootstrap). Los genes de la familia en maiz filogenéticamente cercanos a los miembros en
Arabidopsis se indican con una flecha roja si su nivel de expresidn es elevada y con una flecha verde si su
expresion es baja, de acuerdo con los datos de transcripcion del atlas de maiz (Sekhon et al 2011). La L
representa que ha sido sefalada la importancia del gen en la sintesis de lignina. Asimismo, se indica con
una estrella azul si ha sido sefialado como interesante para el estudio de la sintesis de lignina
(Guillaumie et al 2007).
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Figura 48. Patrén de expresion de la familia CesA en diferentes tejidos de maiz.

Heat map del patrén de expresion en varios tejidos de maiz (variedad B73) de los genes la familia CesA.
El Heat map fue generado por agrupacion jerarquica utilizando la correlacion de Pearson como medida
de similitud. Rojo, negro y verde indican niveles altos, medios y bajos de expresién transcripcional,
respectivamente. Los datos fueron extraidos de Genome-wide atlas of transcription (Sekhon et al 2011).
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Gen Sitio de ZmMYB11 ZmMYB31 ZmMYB42
diana union Rep [ Rep | Rep | Rep | Rep | Rep [ Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep | Rep
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
CesA6 A
B
C
CesA7 A OK |OK |OK
CesA8 A
B
C
D OK | OK
E
CesAl11 A
B
C
D
E
CesA12 A
B
C

Cuadro 9. Anadlisis in vivo del patrén de unién de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia CesA.

El andlisis de enriquecimiento se realizé usando el parametro % de enriquecimiento con respecto al
input. De izquierda a derecha se presentan los resultados obtenidos de ChIP realizados utilizando los
anticuerpo purificados o ZmMYB11, oo ZmMYB31 y a ZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de
hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73. OK significa que el sitio de unién esta enriquecido y
ND que no se analizo esa replica bioldgica. Se consideraron enriquecidos los sitios de unién que
presentan enriquecimiento estadisticamente significativo en 2 de 3 0 3 de 5 ChlP.

3.3.2.6 Sitio de unidén consenso in vivo de ZmMYB11, ZmMYB31y ZmMYB42

Los tres R2R3-MYB estudiados tienen dianas comunes como ZmCOMT1 y Zm4Cl2, pero
también compartidas entre dos de ellos, siendo el caso de CAD2 y CCoOAOMT2 entre
ZmMYB11, y ZmMYB31 y CAD7 entre ZmMYB31 y ZmMYB42. Asimismo, presentan
dianas exclusivas para cada uno de ellos (Figura 49. A). Por tanto, se quiso indagar si
existia una especificidad en la secuencia reconocida por cada uno de estos factores de
transcripcién, por lo cual, informaticamente obtuvimos la secuencia consenso in vivo
de ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42. Para obtener los sitios de unién consenso in vivo
se insertaron los fragmentos que se consideraron enriquecidos en el analisis realizado
por ChIP-gPCR en el programa MEME, que generd el motivo que con mas frecuencia se
encontraba en dichas regiones. Posteriormente, se agruparon en un arbol las tipicas
cajas AC descritas en la bibliografia, la informacion de SELEX disponible para ZmMYB31
y ZmMYB42 y los datos obtenidos in vivo (Figura 49. B). Los resultados indican que in

vivo probablemente las cajas a las que se unen con mayor afinidad estos tres MYB son
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similares a las cajas ACII. Por el contrario, los datos producidos llevando a cabo SELEX
con ZmMYB31 generan una caja intermedia entre las cajas ACl y AC expandida y los de

ZmMYB42 una caja con menor similitud a las otras cajas AC.

3.3.2.7 Vision general del Cistoma de los genes de la ruta de la sintesis de lignina y
miembros de la familia CesA de los R2ZR3-MYB ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42 y

significancia de los resultados.

Con los resultados obtenidos se elabord un resumen con las diferentes regiones en cis
con los que interactuan in vivo los R2R3-MYB ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42 y se
adiciono informacion sobre la significancia estadistica de los resultados (Figura 50).
Posteriormente, se buscé establecer el patrdn de represion de las proteinas ZmMYB11,
ZmMYB31 y ZmMYB42 en la via de la sintesis de lignina. En las figuras 51, 52 y 53, se
pueden observar las isoformas de cada familia que son dianas de estos TFsy a su vez, a

que familias preferencialmente se unen.
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Figura 49. Dianas y sitios de union in vivo e in vitro de los R2R3-MYB ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42.
A. Dianas especificas y comunes de ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42. B. Arbol generado con las cajas
AC canonicas AC-1 (ACCTACC), AC-Il (ACCAACC) y AC-lll (ACCTAAC) (Hatton et al 1995, Lois et al 1989,
Raes et al 2003), la caja AC extendida propuesta posteriormente ACC(T/A)A(A/C)(C/T) (Zhong & Ye
2012), las cajas obtenidas mediante experimentos de SELEX para ZmMYB31 (Fornale et al 2010b) y
ZmMYB42 (C. Chai. Laboratorio del Dr. E. Grotewold. Unpublished data) y las secuencias consenso in
vivo obtenidas utilizando el programa MEME. El arbol se generé empleando el programa STAMP con los
siguientes  parametros:  Metric=PCC,  alignment=SWU,  gap-open=1000, @ GAP-extend=1000,
-nooverlapalign, multiple alighment=PPA y tree=UPGMA.
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Figura 50. Cistoma de los genes de la ruta de la sintesis de lignina y miembros de la familia CesA de los
R2R3-MYB ZmMYB11, ZmMYB31y ZmMYB42.

A la izquierda se presenta la combinacién de la significancia de los resultados de enriquecimiento
obtenidos como minimo en dos réplicas bioldgicas de ChIP gPCR con ZmMYB11, ZmMYB31y ZmMYB42.
El analisis estadistico de las diferencias entre las muestras se realizd con la prueba T- Student. Uno, dos y
tres asteriscos indican una diferencia significativa (P <0,05), altamente significativa (P <0,01) y
extremadamente significativa (P <0,005), respectivamente, entre la regidén enriquecida y el control
negativo que obtuvo el valor mas alto de % de input. A la derecha se presenta la representacién de la
estructura de la region 5' de los genes. Se indica con una flecha el sitio de inicio de la transcripcién de
los genes y con una linea la posicidon de las cajas AC, que a su vez corresponde con el area que fue
amplificada mediante ChIP nano-gPCR. Los simbolos x, + y o, indican la significancia de la interaccién
con cada sitio de unién en el caso de que estén presentes varias dianas en el mismo promotor.
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Figura 51. Cistoma de ZmMYB11 en la ruta de la sintesis de lignina.

Se presenta una visién de las dianas de ZmMYB11 en las diferentes familias involucradas en la sintesis
de lignina.
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Figura 52. Cistoma de ZmMYB31 en la ruta de la sintesis de lignina.

Se presenta una visién de las dianas de ZmMYB31 en las diferentes familias involucradas en la sintesis
de lignina.
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Figura 53. Cistoma de ZmMYB42 en la ruta de la sintesis de lignina.

Se presenta una visién de las dianas de ZmMYB42 en las diferentes familias involucradas en la sintesis
de lignina.

3.3.2.8 Identificacion de dianas de los R2R3-MYB ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42,
mediante ChIP Seq

Con el propdsito de identificar dianas a nivel gendmico de los tres R2R3-MYB
analizados se generaron librerias de ChIP. El nimero de librerias elaborado para
ZmMYB11, ZmMYB31, ZmMYB42 y Zmlinput fue de tres, cuatro, cuatro y tres,
respectivamente (Figura 54). Hasta la fecha han sido secuenciadas 1 libreria tanto de
ZmMYB31, ZmMYB42 y Zminput y dos de ZmMYB11. En la tabla 8 se muestran algunas
dianas identificadas correspondientes a enzimas de la ruta de los fenilpropanoides. En
los resultados se puede observar que dianas ya identificadas como ZmCOMT1, ZmA1ly
CCR5, también aparecieron enriquecidos en los resultados de la secuenciacién masiva.

Por otra parte, algunos genes que codifican para enzimas de la ruta de la sintesis de
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Figura 54. Librerias de ChIP de ZmMYB11, ZmMYB31, ZmMYBA42 y Zminput.

Resultado del andlisis de las librerias empleando Bioanalyzer. A, B, Cy D representan réplicas bioldgicas
independientes (n:16). Se observa el patréon de distribucion entre 200 bp y 400 bp de librerias generadas
con hojas de maiz.
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lignina que no habian sido seleccionados para efectuar el analisis de ChIP gPCR, se
encontraron enriquecidos en la secuenciacion masiva siendo este el caso de
GRMZM2G081582 (familia PAL), GRMZM2G017285 (familia CCR), GRMZM2G179981
(familia CCR) y GRMZM2G178769 (Familia HCT). Igualmente, algunos factores de
transcripcién que han sido descritos como relevantes en la regulacion de la via de los
fenilpropanoides aparecen enriquecidos en los datos obtenidos con la secuenciacion.
Ademads, ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42, aparecen enriquecidos en las librerias de
ZmMYB11y ZmMYB31 (tabla 9).

GRMzZM Nombre o ZmMYB11 ZmMYB31 ZmMYB42
familia

GRMZM2G081582 Familia PAL OK

GRMZM2G028677 C4H2 OK

GRMZM2G131205 CCR1 OK

GRMZM2G110881 CCR5 OK

GRMZM2G017285 Familia CCR OK

GRMZM2G179981 Familia CCR OK

GRMZM2G700188 CAD4 OK

GRMZM2G178769 Familia HCT OK

AC196475.3_FG004 CoOMT1 OK - OK OK
GRMZM2G026930 DFR (A1) OK

GRMZM2G161335 Bx9 OK

GRMZM2G083130 3-GT OK
GRMZM2G117246 F3H OK
GRMZM2G166767 RHM1 OK

Tabla 8. Enzimas de la via de los fenilpropanoides identificadas como dianas de ZmMYB11, ZmMYB31
y ZmMYBA42 mediante ChIP Seq.

Estos resultados corresponden a dos librerias de ZmMYB11 y una libreria tanto de ZmMYB31 como de
ZmMYB42. OK y OK-OK, significa que la diana ha sido identificada en una o dos librerias,
respectivamente.

GRMzZM Nombre o familia ZmMYB11 ZmMYB31 ZmMYB42
GRMZM2G000818 ZmMYB11 OK-0OK OK
GRMZM2G050305 ZmMYB31 OK-0OK OK
GRMZM2G419239 ZmMYB42 OK-OK OK
GRMZM2G084583 Zm38/ZmMYB161 OK
GRMZM2G084799 ZmP1 OK OK
GRMZM2G005066 ZmC1 OK
GRMZM5G822829 ZmR OK-OK OK
GRMZM2G051256 ZmMYB40 OK-OK OK
GRMZM2G064638 ZmbHLH139 OK OK
GRMZM2G171395 Similar a OsSAN1 OK

Tabla 9. Factores de Transcripcion de la via de los fenilpropanoides identificadas como dianas de
ZmMYB11, ZmMYB31y ZmMYBA42 mediante ChIP Seq.

Estos resultados corresponden a dos librerias de ZmMYB11 y una libreria tanto de ZmMYB31 como de
ZmMYB42. OK y OK-OK, significa que la diana ha sido identificada en una o dos librerias,
respectivamente.
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3.4 Discusion de resultados

3.4.1 Relevancia bioldgica y validez técnica del Cistoma construido para los MYB-

R2R3 ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42.

Los resultados obtenido mediante ChIP nano gPCR se contrastaron con los datos de
este tipo disponibles para ZmMYB31 (Fornale et al 2010b) y ZmMYB42 (Xinhui 2011),
con el fin de evaluar su replicabilidad. Se habia descrito en estos trabajos que
ZmMYB31 y ZmMYB42, se unian in vivo al promotor de ZmCOMT (Zona amplificada C)
y que ZmMYB31 y ZmMYB42 se unian especificamente a la regién 5' de ZmF5H1 (zona
denominada A, en esta investigacion) y Zm4CL2 (cerca a la zona denominada C, en esta
investigacion), respectivamente. En total se habian evaluado 12 probables sitios de

unién para ambos factores de transcripcién (Figura 55).

Las zonas determinadas como enriquecidas en este estudio coinciden con los datos ya
existentes de ChIP para ZmMYB31 y ZmMYB42, ya que en ambos trabajos la zona
denominada como C del promotor de ZmCOMT, se establecid que es una diana de
estos TF(s). Asimismo, en este proyecto en los experimentos de ChIP qPCR con
ZmMYB42 se encontrd que la zona C de la regidén 5' de Zm4CL2 estaba enriquecida y
esta zona es cercana a la regién considerada como enriquecida (aproximadamente a
27 bp en los experimentos disponibles para ZmMYB42, Xinhui 2011). Ademas, las
otras 5 zonas que son comunes en la evaluacién entre los trabajos arrojaron un
resultado similar, el cual fue, que no presentaban enriquecimiento. La Unica excepcién
fue ZmF5H1 el cual estaba descrito como diana de ZmMYB31 y no presentd

enriguecimiento en los experimentos de ChlIP efectuados en el marco de esta tesis.

Entre las causas mas probables de esta discordancia en los resultados se postulé que
las plantas empleadas no tenian el mismo grado de desarrollo y el material no
correspondian al mismo tipo de tejido, siendo usada la base de la segunda hoja de
plantas de 9 dias de edad en este proyecto y hojas de plantas de 3 semanas de edad en

la publicacion sobre ZmMYB31.
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Figura 55. Dianas descritas para ZmMYB31 y ZmMYB42.

[Datos existentes para ZmMYB31 (Fornale et al 2010b) y ZmMYB42 (Xinhui 2011)]. A la izquierda se
presenta la representacion de la estructura de la region 5' de los genes de las familias analizadas. Se
indica con una flecha el sitio de inicio de transcripcidén de los genes y con una linea la posicion de las
cajas AC localizadas en los estudios antes citados, que a su vez corresponde con el area que amplificaron
mediante ChIP qPCR. Las cajas AC que fueron investigadas en esta tesis se indican en color azul oscuro
AC-Il: (ACCTACC), rojo: AC-1l (ACCAACC), azul: AC-Ill (ACCTAAC) y verde: cajas degeneradas D1(BCCWACC)
y D2 (BACWACC). La letra corresponde a la posicion de las regiones amplificadas en este proyecto y que
coinciden o son préximas a las regiones analizadas en las publicaciones en mencién. De izquierda a
derecha se presentan los resultados obtenidos de ChlIP realizados utilizando los anticuerpo purificados a
ZmMYB31 y a ZmMYB42 y como fuente de cromatina hojas de plantas de Maiz de la variedad B73 de
tres semanas de edad. El andlisis de enriquecimiento es relativo al enriquecimiento del gen ZmActin. El
analisis estadistico de las diferencias entre las muestras se realizé con la prueba t de Student. Los
asteriscos indican una diferencia significativa (P <0,05). Las barras de error indican el error estandar.
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Para concluir se puede afirmar que establecer la funcionalidad de un sitio de unién
reviste una elevada complejidad, no estando claro actualmente, si los miles de sitios
identificados por ChIP-Seq o los cientos encontrados por ChIP gPCR, verdaderamente
representan acontecimientos de unién funcionalmente activos (Hoffman & Jones
2009). Este es un tema en el que debe profundizarse en la investigacién. Hoffman, et
al. (2009), exponen que seria de gran valor evaluar la funcionalidad de sitios de unién
gue estén categorizados en niveles de confianza descendientes, con el fin determinar
si hay algun umbral, o profundidad en la secuenciacién, en que los sitios funcionales

estan saturados en un experimento.

3.4.2 Preferencias de posicidn y secuencia diana en la unién a ADN de ZmMYB11,

ZmMYB31y ZmMYB42.

En cuanto a la relacidn entre la posicién de los TFBS(s) dentro de la zona adyacente a
los genes y la afinidad de ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42 a los mismos, en los
resultados obtenidos mediante ChIP qPCR, no se observé una diferencia en la afinidad
asociada con las distintas zonas de la region 5' de los genes analizadas. Los tres MYBs
estudiados se unieron indistintamente a la 5' UTR, el nucleo del promotor y promotor
proximal. Con la generacion de datos a escala gendmica mediante la técnica de ChIP
Seq se ha observado que los factores de transcripcién se unen a una amplia variedad
de regiones en el genoma. No existiendo ninguna distincion en cuanto a la afinidad de
union entre zonas distales o proximales a los genes o genes activos o inactivos

(Hoffman & Jones 2009).

En relacidén a la existencia de una preferencia en la hebra de ADN a la que se unen
ZmMYB31 y ZmMYB42 con base en los datos de ChIP, se encontrd que estos se unen in
vivo a 5 y 4 sitios detectados en la hebra directa, respectivamente y a 7 y 5 sitios
identificados en la hebra reversa complementaria, correspondientemente. Por lo
tanto, en los resultados de ChIP no se encontré una preferencia en cuanto a una de las
cadenas por parte de estos dos TF(s). Por el contrario, ZmMYB11 se une en la hebra
directa en 9 casos y a la hebra reversa complementaria en 4, por lo cual

probablemente tenga una mayor afinidad por los sitios ubicados en la cadena directa.

165



ZmMYB11, ZmMYB31y ZmMYB42 en la ruta de la sintesis de lignina

Sin embargo, esta observacién debe contrastarse con los resultados de una

aproximacion que generé un mayor nimero de datos como el ChIP-Seq.

No se realizé una caracterizacion de las secuencias con las que ZmMYB11 interacciona
con mayor afinidad in vitro (SELEX o PbMs), sin embargo empleando los resultados
obtenidos en cuanto a interaccién Proteina-ADN generados por ChlP, entre los genes
de la ruta de la sintesis de lignina y ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42, se estimo in vivo
la secuencias consenso de union de estos TF(s) (matrices de peso de posicidn). Las
secuencias consenso in vitro obtenidas empleando la técnica SELEX para ZmMYB31
(Fornale et al 2010b) es similar a la obtenida in vivo para ZmMYB31, pero la secuencia
originada por SELEX para ZmMYB42 (Datos sin publicar, C. Chai. Laboratorio del Dr.
Grotewold), tiene menor similitud que la generada in vivo para ZmMYB42 y a su vez,
diverge con relacion a las tipicas cajas AC. En general, los resultados in vivo indicaron
que los tres MYB-R2R3 estudiados se unen a secuencias levemente diferentes que en
conjunto guardan similitud con la caja canonica AC-ll. La coincidencia obtenida
empleando distintas aproximaciones refuerza los resultados obtenidos y valida la
aproximacion de obtener una secuencia consenso de unién empleando los datos de

ChIP.

3.4.3 Cistoma de los MYB-R2R3 ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42 en la ruta de la

sintesis de lignina.

Los resultados indican que ZmMYB11 in vivo se une a la regién 5" de ZmPAL1, ZmC4H1,
ZmA4CL2, ZmACL7, ZmCCR5, ZmCAD2, ZmHCT2, ZmCCoAOMT2, ZmF5H2 y ZmCOMT. Las
tres primeras dianas hacen parte de familias de enzimas generales de la ruta de los
fenilpropanoides. Por lo cual, su regulacién probablemente impacte el contenido total
de lignina. Por otra parte, ZmCCR5, ZmCAD2 hacen parte de familias necesarias para la
produccién de unidades H, G y S, pero son junto a las enzimas generales de la ruta las
Unicas necesarias para la produccién de unidades H. Es de anotar, también que

ZmCCR5 es una diana exclusiva de ZmMYB11.
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Con respecto a ZmHCT2 y ZmCCoAOMT2 se puede mencionar que hacen parte de
familias necesarios para la produccion tanto de unidades G como S. Siendo ZmHCT2
una diana exclusiva de ZmMYB11 y ZmCCoAOMT2 una diana comun con ZmMYB31.
Finalmente, al igual que ZmMMYB42 y ZmMYB31 regula la expresion del gen que codifica

para la enzima ZmCOMT y particularmente se une a la regiéon 5' de F5H2.

La expresion heterdloga de ZmMYB11 en Arabidopsis no generd alteraciones
fenotipicas detectables a nivel macroscépico siendo por ejemplo el tamafio de las
plantas igual al de individuos WT, a diferencia de lo observado en lineas de Arabidopsis
en la que se expresaron constitutivamente ZmMYB31 y ZmMYB42, en cuyo caso las
plantas sufrieron una disminucién de tamafio (Fornale et al 2010b, Sonbol et al 2009).
De igual modo, ni el contenido de lignina ni el ratio S/G se vieron modificados. En
cuando a la represion de genes de la ruta de la via de la lignina solamente se vieron
alterados AtC4H y AtHCT. Es de anotar que AtC4H y AtHCT2 son filogenéticamente
cercanos a ZmC4H1 y ZmHCT2, respectivamente, que como ya se menciond¢ son
dianas de ZmMYB11. Ademads, el gen homdlogo en Arabidopsis AtMYB4, presenta
como diana a AtC4H (Jin et al 2000). Con base en estos datos se elabord una propuesta
de metabolon en el que se sugiere que las dianas de ZmMYB11 probablemente estén
involucradas en la sintesis de unidades H. Esto explicaria que en las lineas transgénicas
de Arabidopsis expresando de forma heteréloga ZmMYB11 no presenten una

alteracion en el ratio S/G (Figura 56).

Subunidad H
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Figura 56. Propuesta de metaboloma asociado con el patron de represion de ZmMYB11.

Esta propuesta de metabolon se generd con base en el patrén de represion in vivo de ZmMYB11 y la
expresion heterdloga de ZmMYB11 en Arabidopsis. Las dianas de ZmMYB11 estarian principalmente
involucradas en la produccién de subunidades H.

Por su parte ZmMYB31 in vivo se une a la region 5" de Zm4CL2, Zm4CL3, Zm4CL5,
ZmCCR3, ZmCAD2, ZmCAD7, ZmCCoAOMT2 y ZmCOMT. La familia 4CL hace parte de
las enzimas generales de la ruta de los fenilpropanoides y su regulacién por tanto, es
importante en la cantidad total de lignina producida. Tanto Zm4CL3 como Zm4CL5 son
dianas especificas de ZmMYB31 y por el contrario, Zm4CL2 es una diana comun con
ZmMYB11y ZmMYB42. De igual modo, ZmMYB31 posee dos dianas en la familia CAD
que comparte con ZmMYB11 y ZmMYB42, que son ZmCAD2 y ZmCAD7,
respectivamente. En contraste, en la familia ZmCCR presenta una sola diana de forma
especifica en relacién a los otros dos MYB estudiados. ZmMYB31 en la familia
ZmCCoAOMT que como ya se menciono hace parte de las enzimas necesarias para la
sintesis de unidades G y S, posee una diana comun con ZmMYB11, la cual es
ZmCCoAOMT2. Por ultimo, es necesario recordar que ZmMYB31 comparte como diana

aZmCOMT con ZmMYB11y ZmMYB42.

Las lineas transgénicas de Arabidopsis que expresaban de modo heterélogo a
ZmMYB31 exhibieron una fuerte reduccién de tamafio en comparacion de las plantas
WT, siendo de solo la tercera parte y sufrieron una dramatica reduccién del contenido
total de lignina, el cual fue del 30 %; sin embargo no presentaron una alteracion del
ratio S/G. A nivel molecular la sobre-expresién de ZmMYB31 en Arabidopsis, redujo la
expresion de los genes At4CL1, At4CL2, AtC3H, AtF5H y AtCOMT (Fornale et al 2010b,
Sonbol et al 2009). Siendo At4CL3 y At4CL2 filogenéticamente cercanas a Zm4CL2 y
Zm4CL3, las dianas de dicho gen identificadas in vivo en maiz. Ademas, los resultados
de la sobre-expresion del AtMYB4 mostraron una reduccion en los niveles de expresién
de At4CL1 y At4CL3, aunque no se pudo comprobar que esta disminucidon se debiera a
un efecto directo (Jin et al 2000). At4CL1 es también filogenéticamente cercano a
Zm4CL2 y Zm4CL3. Considerando que el patron de represion de ZmMYB31 cubre
principalmente enzimas relacionadas con la sintesis de unidades H, Gy S como son 4CL

y CAD y que la sobre-expresion heteréloga de ZmMYB31 en Arabidopsis no genero una
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alteracion en el ratio S/G, pero si una caida en el contenido de lignina, se propone un
metabolon asociado a ZmMYB31 involucrado principalmente en la produccién total de

monolignoles (Figura 57).

Fenilalanina —

CAD2 . CAD7

Produccidn de lignina

Figura 57. Propuesta de metaboloma asociado con el patron de represion de ZmMYB31.

Esta propuesta de metabolon se generd con base en el patréon de represion in vivo de ZmMYB31 y la
expresion heterdloga de ZmMYB31 en Arabidopsis. Los genes regulados por ZmMYB31 estarian
relacionadas con la cantidad de lignina por ser enzimas generales de la ruta como la familia 4CL o por
ser miembros de una misma familia pero especializados en la elaboracion de unidades S o G y ser dianas
del mismo gen. Esto Ultimo conduciria a la disminucidn de la generacién de lignina sin alterar el ratio S/G
y se plantea que podria estar ocurriendo con ZmCAD2 y ZmCAD.

Los resultados indican que ZmMYB42 in vivo se une a la regidon 5" de Zm4CL2, ZmCAD?7,
ZmCCoAOMT1, ZmCCoAOMT4 y ZmCOMT. Siendo los genes de la familia CCoAOMT
especificos de ZmMYB42 al igual que el gen que codifica para ZmCesA7. La expresidn
heterdloga de ZmMYB42 en Arabidopsis produjo una reduccién en el tamafno de la
planta del 50 % y del contenido de lignina a un 60 %, con relacion a las plantas WT. Sin
embargo, lo mas llamativo es que altero el ratio de unidades S/G, disminuyendo la
cantidad de unidades S e incrementando las unidades G. En cuando a los efectos
moleculares en Arabidopsis, ZmMYB42 redujo los niveles de expresion de AtPALI,
AtC4H, At4CL1, AtHCT, AtF5H, AtCAD6 y AtCOMT. At4CL1 también muestra una
reduccion en los niveles de expresidn en las lineas que expresan de forma heterdloga
ZmMYB31 (Fornale et al 2010b, Sonbol et al 2009). Esto es interesante si se considera
que el homologo cercado de dicho gen Zm4CL2 es una diana comun entre los tres

MYB-R2R3 estudiados. Estos resultados permiten sugerir una propuesta de metabolon
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en el que las enzimas ZmCAD7, ZmCCoAOMT1 y ZmCCoAOMT4, estarian participando
principalmente en la generacién de unidades S, lo cual explicaria la alteracion en el

ratio S/G en las lineas transgénicas ZmMYB42 en Arabidopsis (Figura 58).

Fenilalanina —

CCoAY CCoA

Subunidad S

Figura 58. Propuesta de metaboloma asociado con el patron de represion de ZmMYB42.

Esta propuesta de metabolon se generd con base en el patron de represién in vivo de ZmMYB31 y la
expresion heterdloga de ZmMYB42 en Arabidopsis. Las dianas de ZmMYB11 estarian principalmente
involucradas en la produccion de subunidades S.
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4. El modulo regulador AC-GATA/C en el promotor de ZmCOMT media la respuesta al
Acido Jasménico

En algun sitio algo increible espera ser descubierto.

Carl Sagan
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4.1 Introduccion

La coordinacidn de procesos bioldgicos en eucariotas ocurre debido a complejos
sistemas de regulacién entre los cuales se encuentra la regulacién transcripcional, la
cual a través de la accion combinada de los factores de transcripcion, permite
controlar la expresion génica y modular rutas metabdlicas, en respuesta a los
requerimientos de los diferentes momentos del desarrollo y a una gran variedad de
estimulos ambientales. Uno de los mecanismos empleados para permitir que a partir
de un numero limitado de factores de transcripcion se regule una amplia variedad de
respuestas son los moddulos reguladores en cis, que se pueden definir como
combinaciones de sitios de unién en una region delimitada, donde varios factores de

transcripcién interactian para regular la expresiéon de un gen (Turatsinze et al 2008).

En la ruta de la biosintesis de fenilpropanoides se generan compuestos como los
flavonoides, antocianinas y proantocianinas y la lignina. La via de la sintesis de lignina
presenta por tanto pasos comunes con los otros compuestos fendlicos e inicia con la
desaminacion de la fenilalanina para formar acido cinamico, pero luego diverge para
finalmente generar los monolignoles que dan lugar cuando son incorporados al
polimero lignina a las subunidades p hidroxifenil-(H), guaiacilico (G) y syringyl (S),
respectivamente (Boerjan et al 2003, Neutelings 2011). La lignina se forma por tanto

mediante la polimerizacion oxidativa de los monolignoles.

Es de anotar que los genes de la via de los fenilpropanoides son inducidos por herida
(Bell-Lelong et al, 1997;. Ehlting et al, 1999;. Mizutani et al, 1997). La herida mecanica
en Arabidopsis induce la expresién de genes de la ruta de la sintesis de lignina como
AtPAL2, At4CL, AtCCR y AtCOMT, y esta respuesta es dependiente de la proteina F-box
COI1 (CORONATINE INSENSITIVE1) que es el co-receptor de la fitohormona Acido
Jasmoénico (JA), esencial en el nucleo del médulo de sefalizacién por JA en plantas y el
cual forma parte del complejo tipo E3 ubiquitina ligasa Skp—Culina—F-box (SCFCOI1)
(Devoto et al., 2002; Xu et al., 2002). Prueba de lo anterior, se evidencia en que en el
mutante insensible a JA coil-1 no incrementan los niveles de expresion de dichos

genes de la ruta de la sintesis de lignina (Reymond et al 2000). La expresidn de un gen
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reportero controlado por el promotor del gen que codifica para ZmCOMT tanto en
maiz como en tabaco es inducida por herida (Capellades et al 1996) y de igual modo,
en tabaco un gen reportero controlado por el promotor del gen que codifica para
acido Cafeico O-metiltransferasa de clase Il (COMT ll), es inducido por herida y MelA
(Toquin et al 2003). Ha sido descrito ademds que la ruta de los monolignoles es
activada a nivel transcripcional no solo en respuesta a herida sino a Acido Jasménico
en un mecanismo dependiente de COI1 (Devoto et al 2005) y que el incremento de
dichos genes por la aplicacién de MelA, da lugar a un aumento en la produccién de
monolignoles y oligolignoles, que son los bloques de construccién de la lignina

(Pauwels et al 2008).

Los genes MYB estan involucrados en multiples procesos biolégicos de la planta como
el crecimiento y la diferenciacion celular (Lee & Schiefelbein 1999), la morfogénesis
celular (Romero et al 1998), el metabolismo de los fenilpropanoides (Deluc et al 2006,
Sablowski et al 1994) y la respuesta a estimulos de origen hormonal y medioambiental
(Xie et al 2010), entre muchos otros. Los MYB presentan un dominio conservado de
unién a ADN (DBD), que es homdlogo al DBD animal c-Myb (Aasland et al 1996) y que
esta conformado tipicamente por entre 1 a 4 repeticiones imperfectas (R) (Dubos et al
2010, Lipsick 1996). Cada repeticion es de aproximadamente 50 aminodcidos de

longitud y codificada para un 3 a-hélice.

En plantas el gen C1 de maiz implicado en la biosintesis de antocianinas, fue tanto el
primer TF identificado como el primer miembro de la familia MYB aislado (Paz-Ares et
al 1987). El tipo mas comun de genes MYB existentes en plantas son los R2R3-MYB
(con 2 repeticiones), estos forman una familia multigénica amplia, de la que hasta el
momento se han encontrado en maiz 88 genes y en Arabidopsis 137 genes (Feller et al

2011).

Considerando la elevada conservacion del DBD, se han empleado principalmente los
motivos aminoacidicos presentes en la region C-terminal para dividir la familia R2R3-
MYB en 22 sub-grupos en Arabidopsis (Dubos et al 2010, Kranz et al 1998, Xie et al

2010). Los MYB-R2R3 del subgrupo cuatro han sido descritos como represores
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transcripcionales que intervienen en la regulacién de la biosintesis de monolignoles

(Fornale et al 2010a, Hemm et al 2001, Jin et al 2000, Sonbol et al 2009).

En Arabidopsis, se han estudiado dos miembros de los MYB-R2R3 del subgrupo cuatro
AtMYB4 y AtMYB32. En la biosintesis de fenilpropanoides AtMYB4 reduce la expresion
del gen AtC4H que codifica para una enzima involucrada en uno de los primeros pasos
de la ruta (Jin et al 2000) y AtMYB32 regula la expresién de AtCOMT, ya que el mutante
de pérdida de funcién atmyb32 muestra ligeramente mayor expresion de AtCOMT
(Preston et al 2004). Ademds, ha sido descrito que AtMYB4 y otro miembro del
subgrupo 4 denominado AtMYB7, se inducen por aplicacion de MelA a nivel
transcripcional (Yanhui et al 2006). En cuanto a los R2R3-MYB del subgrupo 4 de maiz
se puede anotar, que la expresion heteréloga de ZmMYB42 y ZmMYB31 en
Arabidopsis, ocasiona la reduccion de los niveles de expresion de algunos de los genes
de la biosintesis de lignina. En maiz se demostré in vivo que ZmMYB31 y ZmMYB42,
directamente se unen al promotor del gen de la ruta de la sintesis de lignina ZmCOMT
(Fornale et al 2010b, Gray et al 2012) y se conoce que estos genes se inducen en

respuesta a herida (Fornale et al 2006).

De otra parte, se debe anotar que recientemente se ha identificado un nuevo factor de
transcripciéon de maiz llamado ZmZIM91, que pertenece a la subfamilia ZIM de la
familia TIFY, se une in vivo al promotor de ZmCOMT a través del motivo de unién a
DNA GATC/GATA. Los resultados de la investigacion muestran que ZmZIM91 actua
como un represor del promotor de ZmCOMT y que ademas se degrada por herida y
MelA. También se establecio que el factor de transcripcion ZmZIM91 podia
interaccionar con los factores ZmMYB31 y ZmMYB42, que son dos miembros MYB-

R2R3 del subgrupo cuatro (Vélez-Bermudez, I.C., 2013).

Con base en estos datos se establecid la hipotesis de que probablemente ZmMYB11 u

otro miembro del subgrupo cuatro de los R2R3-MYB y ZmZIM91 actuarian como un

modulo regulador en cis, relevante en la regulacién de ZmCOMT en respuesta a MelA.
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Una de las modificaciones mds notables en la estructura de la lignina proviene de la
alteracion de COMT. Se ha establecido que el mutante natural brown midrib3 (bm3)
de maiz, presenta una reaccién en el nivel de expresién del gen que codifica para
COMT. Las plantas que presentan la mutacidn bm3 exhiben una pigmentacién de color
marron rojizo en la vena central de la hoja cuando la planta posee entre cuatro y cinco
hojas, ademds tienen alterada la composicion de la lignina y muestran mayor
digestibilidad (Vignols et al 1995). Asi mismo, una linea transgénica con la expresién
del gen ZmCOMT reducida exhibid una drastica modificacion del contenido y

composicion de la lignina y presento mejor digestibilidad (Piquemal et al 2002).

Finalmente, es de anotar que los polimeros de la pared secundaria (celulosa,
hemicelulosa y lignina), conforman la denominada biomasa lignocelulésica, que es el
tipo de biomasa mds abundante en el planeta y puede ser utilizada para la produccion
de combustibles liquidos (Bioetanol, de segunda generacion) o la alimentacién animal.
Sin embargo, para emplear la biomasa lignoceluldsica es necesario reducir la
complejidad de estos biopolimeros y transformarlos en moléculas mas simples, para lo
cual la lignina es una caracteristica no deseada (Zhong & Ye 2009). Por tanto, es
importante estudiar la regulacion de la sintesis de lignina, en especial de los TF(s)
encargados de la represion de las enzimas que hacen parte de esta via para emprender

mejoras biotecnoldgicas.
4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Analisis de proteinas mediante Western Blot

La obtencion de extractos proteicos vegetales, la electroforesis de proteinas en gel

SDS-PAGE y transferencia de proteinas se efectud como se describe en el capitulo 2.

Las plantas de maiz fueron tratadas con MeJA como se describe a continuacién:

Empleando un spray se pulverizaron muestras por una parte con 0.01% de MelA

diluido en agua destilada (inicialmente el MelA se diluye en DMSO hasta una

concentracion del 10%) y por otra, con DMSO diluido en agua destilada como control
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(Mock). Los tratamientos con MelJA+MG132, se efectuaron de la misma manera
empleando 0,01% de MelJA mezclado con 100 uM de MG132 y diluido en agua
destilada y como control DMSO diluido en agua destilada. Los tratamientos se
efectuaron en cubiculos cerrados. Se emplearon los anticuerpos contra la proteina

endoégena a ZmMYB11y a ZmZIM91.

4.2.2 Experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)

Los ChIP fueron realizados como se explica en el capitulo 2. Para la realizacién de serial
ChIP se siguid el protocolo convencional con algunas modificaciones y se empleo la
metodologia propuesta en una publicacién sobre la técnica (Xie & Grotewold 2008).
Se adiciono al protocolo de ChIP la realizacion de un cross-linking entre las
Dynabeads/Protein A (Invitrogen) vy los anticuerpos antes de la primera
inmunoprecipitacién con el fin de evitar contaminacidon cruzada en la segunda
inmunoprecipitacion y se efectud la primera elucién de ADN siguiendo las

recomendaciones del documento sobre serial ChIP (Xie & Grotewold 2008).

4.2.3 Analisis de material inmunoprecipitado mediante ChIP qPCR y ChIP Nano-qPCR

Las PCR cuantitativas fueron realizadas empleando LightCycler ® 480 DNASYBR Green |
Master (Roche Diagnostics, BS, SE) en 10 ul de reaccion. Para elaborar la reaccion se
emplearon 2.5 ul de ChIP o Input provenientes de una dilucién 1:3, los cuales se
adicionaron a 5 ul de mix y 0,3 pL de cada cebador (10 uM; concentracion final 0,3
uM). La amplificacién se llevo a cabo utilizando el equipo LightCycler® 480 (Roche
Diagnostics, BS, SE) y un programa de amplificacién en el que primero se desnaturalizo
el ADN empleando 95 °C durante 10 minutos y posteriormente, se efectuaron 40 ciclos
sucesivos de desnaturalizacién a 95 °C por 15 segundos y extensién a 60 °C por 1
minuto. Los experimentos de Nano-qPCR se realizaron empleando el sistema de micro

fluidos BioMark HD System (Fluidigm), como se describe en el capitulo 2.
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4.2.4 Extraccion y purificacion de ARN de maiz

El material empleado para la extraccién de ARN fue plantulas de maiz de 9 dias de la
variedad B73 crecidas en invernadero. Especificamente el material se obtuvo cortando

4 cm a partir de la base de hoja ligule 2 (El mismo material utilizado para hacer ChIP).

La extraccién inicio con la trituracion de 300 mg de material vegetal usando nitrégeno
(N5) liquido y morteros libres de RNasas. El material macerado se resuspendié en 1 ml
de Trizol, se transfiri6 a un tubo eppendorf y se incubo durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Seguidamente, se adiciono 0.2 ml de cloroformo, se agitaron
los tubos durante 15 segundos y se mantuvieron 3 minutos a temperatura ambiente.
Se procedié a centrifugar las muestras a 12,000 x g durante 15 minutos a 4 °C. El
sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo y se le afiadié 0.5 ml de isopropanol, se
realizo una incubacidon por 10 minutos a temperatura ambiente y a continuacién la
muestra fue centrifugada a 12,000 x g 10 minutos a 4 °C. Se retiro el sobrenadante, el
pellet fue lavado con etanol fresco al 75% y se realizo una centrifugacion de la muestra

a 7,500 x g durante 5 minutos a 4 °C.

Finalmente, el sobrenadante fue retirado, el pellet se dejé 15 minutos a temperatura
ambiente hasta que se terminara de evaporar los restos de etanol y finalmente se

resuspendio el ARN en agua milli-Q libre de RNasas.

4.2.5 Generacion de cDNA

EL cDNA se genero usando las muestras de ARN obtenidas como se describe en el
punto anterior y el Kit QuantiTect® Reverse Transcription (QIAGEN) y el protocolo

sugerido por la casa comercial.

4.2.6 Cuantificacion de niveles de expresion mediante gPCR

Para efectuar la cuantificacion empleando gPCR las muestras de cDNA se diluyeron 1:5
en H,0dd. La reaccion se elaboro empleando 2 pL de cDNA (15-25 ng/uL), 5 uL de
SYBR Green | Master Mix (Roche Diagnostics, BS, SE), 0,3 uL del cebador directo (10

UM; concentracion final 0,3 uM), 0,3 uL del cebador reverso (10 uM; concentracién
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final 0,3 uM) y 2,4 pL de H,0. Los cebadores utilizados se muestran en la tabla 10. La
reaccién se llevo a cabo en el equipo Lightcycler 480 (Roche Diagnostics, BS, SE),
empleando un programa de amplificacion que consta de una desnaturalizacion inicial
de 3' a 94 °C y 40 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C durante 30" e hibridacién y

extension a 60 °C durante 30". Todas las reacciones se realizaron por triplicado.

Nombre cebador Maize genome version 5b.60 Secuencia cebador
MYB11UTR5'_AS' GRMZM2G000818 GAACGTTGTGGACTTGCATC
MYB11UTR5'_A3' GRMZM2G000818 AACGAGAGATGCAAACATCG
91UTR3'A5' GRMZM2G058479 GCGGTCAGCTGCTGTACTAT
91UTR3'A3' GRMZM2G058479 GCACTGTCATAGCTCTTAACTACAGG
COMTUTRS'AS! AC196475.3_FGT0045 GAGCCCAGCAGAGAAAGG
COMTUTR5'A3! AC196475.3_FGT0045 GAGCCCATGGCTATTACGAT
actinlF' GRMZM2G126010 TTTAAGGCTGCTGTACTGCTGTAGA
actinlR’ GRMZM2G126010 CACTTTCTGCTCATGGTTTAAGG

Tabla 10. Secuencia de los cebadores usados para realizar analisis de expresion mediante qPCR.
F'y R'": Significa que el cebador estd ubicado en la cadena directa o reversa, respectivamente.

4.2.7 Experimentos de expresion transiente en protoplastos de maiz

La transformacion transiente de protoplastos de maiz y los ensayos empleando el gen
reportero Luciferasa, se llevaron a cabo de igual modo que como se describe en el

capitulo 2.

4.2.8 Ensayos de interaccidn proteina-proteina

4.2.8.1 Complementacion Bimolecular

Los experimentos de complementacién bimolecular se efectuaron utilizando dos
pldsmidos pPENTRY3C modificados para Complementacién Bimolecular (BiFC) vy
recombinacién empleando el sistema GATEWAY desarrollados por A. Ferrando
(Ferrando et al., 2000), disponibles en (http://www.ibmcp.upv.es/FerrandoLabVectors
.php). Estos plasmidos fueron transfectados en protoplastos de maiz. La deteccién de

la YFP se efectud usando un microscopio Confocal Olympus.
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4.2.8.2 Ensayos con el sistema de doble hibrido

Para la deteccidn de la interaccién entre dos proteinas mediante la técnica de doble
hibrido, se utilizaron las cepas de Levadura pJ694a y YM4271a. La cepa pl694a se
transforma con el plasmido que contiene la proteina fusionada al dominio de unién BD
(BD-X) y se siembra en placas con medio SD-T. De igual modo, se transformar la cepa
YM4271a con el plasmido que tiene la proteina fusionada al dominio de activacion AD
(AD-Y) y se siembra en medio SD-LT. El ensayo inicia con la inoculacién de 2 ml de
medio YPAD con colonias fresca de la construccion en la cual esta codificada la
proteina fusionada a BD-X e igualmente se inocula un cultivo de 2ml de medio YPAD
con la construccién que contiene la proteina unida al AD-Y. Estos cultivos se incuban a
28 °C durante 24 horas en agitacion. Seguidamente se adiciona a un tubo de 10 ml, 500
pl de cultivo BD-X y 500 pl del cultivo AD-Y, se efectua la mezcla de ambos y se incuba
por 48 h a 28 °C sin agitacidon. Se procede a la preparacién del enriquecimiento
empleando células diploides, para lo cual se Inoculan 2 ml de medio SD-LT con 200 pl
de la mezcla de los cultivos BD-X y AD-Y y se lleva a cabo una incubacién a 28 °C con
agitacion por 48 h. A continuacion, se generan tres alicuotas de este ultimo cultivo a
diferentes concentraciones: Sin diluir, 10 y 10, Finalmente, se siembra en forma de
gota 5 0 10 pL de las diluciones en medio agar SD-LT (comprobacion de mating) y SD-

HLT (comprobacidn de la interaccion de las proteinas).

Medio YPAD (500 mL): 10 g Peptona, 5 g Yeast extract, 10 g D-glucosa y 10 gr Agar
(Difco o BD). Se ajusta el pH a 5,8 en un volumen de 500 ml. Este medio se autoclava
durante 15 minutos, se enfria a 55 °C y se le anade 7,5 ml de la soluciéon de Adenina

hemisulfato al 0,2% (p/v).

Medio SD- (450 mL): 3,35 gr de Yeast Nitrogen Base (without amino acids), 10 gr D-
glucosa, 10 gr Agar (Difco). Se ajusta el pH a 5,8 en un volumen de 450 ml. Se autoclava
el medio durante 15 min, se enfria a 55 °C y se le adiciona 50 ml de la solucién 10xDO
apropiada, previamente autoclavada por 15 minutos.

10x DO-LT (200 ml): 1,28 gr DO-LT en 200 ml de agua
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10x DO-L (200 ml): 1,38 gr DO-L en 200 ml de agua
10x DO-T (200 ml): 1,58 gr DO-T + en 200 ml de agua
10x DO-HLT (200 ml): 1,24 gr DO-His-Leu-Trp en 200 ml de agua.

4.2.8.3 Experimentos de Co-Inmunoprecipitacion (Co-IP)

Para efectuar las inmunoprecipitaciones se empleo como material de partida 500 mg
de material vegetal proveniente de la base de hoja ligule 2 de tres plantas de maiz de
9 dias de la variedad B73. El material fue triturado empleando nitrégeno liquido y un
mortero. Se emplearon los anticuerpo purificados a MYB11 y a ZIM91 y el kit
Dynabeads Co-Immunoprecipitation Cat. No. 143.21D (INVITROGEN). El material
triturado fue diluido en 500 ul de buffer de lisis. Los anticuerpos fueron incubados
durante 12 horas a 4 °C en agitacion. Las inmunoprecipitaciones se realizaron

siguiendo las recomendaciones de la compafiia.

4.2.9 Generacion de construcciones de fragmentos de ADN de Zea mays

Para la clonacion de fragmentos de ADN se empleo la tecnologia Gateway (Invitrogen).
En la tabla 11 se muestran las construcciones empleadas en la investigacion y los

vectores en los cuales se generaron.
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Nombre del plasmido Vector Resistencia Informacion adicional

35S::MYB11:GFP 16LF-51(C-GFP)  Carbenicilina ZmMYB11 controlado por un
Procedente: promotor 35S y fusionado a
Lab. JCJang GFP

ZmMYB11 pDONR 221 Kanamicina Clon de entrada Gateway

[EAR-Mutated]-

Entryclone

35S::MYB11 16LF-51(C-GFP)  Carbenicilina ZmMYB11 controlado por un

[EAR- Procedente: promotor 35S y fusionado a

Mutated]:GFP Lab. JClang GFP

35S::
ZmZIM91:GFP

35S::MYB11:YFP"

355::MYB11:YFP©

35S::MYB11
[EAR-
Mutated]:YFP"
35S::MYB11:
[EAR-
Mutated]YFP®

355::MYB91:YFP"

355::MYB91:YFP©

MYB11- PGBKT7

MYB11- PGADT7

16LF-51(C-GFP)
Procedente:
Lab. JClang

YFPN
Procedente:
Ferrando et al.,
2000

YFP®
Procedente:
Ferrando et al.,
2000

YFPN
Procedente:
Ferrando et al.,
2000

YFP®
Procedente:
Ferrando et al.,
2000

YFPN
Procedente:
Ferrando et al.,
2000

YFP®
Procedente:
Ferrando et al.,
2000

PGBKT7

PGADT7

Carbenicilina

Kanamicina

Kanamicina

Kanamicina

Kanamicina

Kanamicina

Kanamicina

Kanamicina

Carbenicilina
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ZmZIM91 controlado por un
promotor 35S y fusionado a
GFP. Procedente: (Velez-
Bermudez 2013)

Construccién utilizada en
transformacidn transitoria
para efectuar
complementacién Bimolecular
Construccién utilizada en
transformacidn transitoria
para efectuar
Complementacién Bimolecular
Construccidn utilizada en
transformacion transitoria
para efectuar
complementacién Bimolecular
Construccién utilizada en
transformacidén transitoria
para efectuar
Complementacién Bimolecular
Construccidn utilizada en
transformacion transitoria
para efectuar
complementacion Bimolecular
Procedente: (Velez-Bermudez
2013)

Construccidn utilizada en
transformacion transitoria
para efectuar
complementacion Bimolecular
Procedente: (Velez-Bermudez
2013)

Vector usado para ensayo de
doble hibrido; dominio BD.
Gateway.

Vector usado para ensayo de
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doble hibrido; dominio AD.
Gateway.

ZIM91- PGBKT7 PGBKT7 Kanamicina Vector usado para ensayo de
doble hibrido; dominio BD.
Gateway.

ZIM91- PGADT7 PGADT7? Carbenicilina Vector usado para ensayo de
doble hibrido; dominio AD.
Gateway.

pZmCOMT::luc pGWB635 Promotor conduciendo el gen

Espectinomicina reportero Luciferase en

experimentos de
transformacion transitoria.

pZmCOMT- pGWB635 Espectinomicina Promotor conduciendo el gen

Mut::luc reportero Luciferase en
experimentos de
transformacién transitoria.

Tabla 11. Construcciones utilizadas en el estudio de la regulacion del modulo AC - GATA/C.

4.2.10 Analisis de datos

4.2.10.1 Analisis de datos de regiones enriquecidas en elementos reguladores en cis

CRERs

Con el fin de establecer si la regidon 5' del gen COMT de varias especies de plantas y de
los genes de las familias implicadas en la sintesis de lignina se encontraba enriquecida
en el probable modulo regulatorio AC-GATA/C se empleo el programa matrix-scan
(Turatsinze JV, 2008), el cual identifica los CRMs como regiones enriquecidas en
elementos reguladores en cis (CRERs) y se encuentra disponible en linea en
http://rsat.ulb.ac.be/. Para la identificacién de probables CRMs en la region 5' de los
genes se emplearon matrices transfac que representan la afinidad de un TF por un
determinado sitio de unidn, las cuales fueron construidas a partir de los datos
obtenidos in vitro mediante PMB11 para ZmZIM91 e in vivo a través de los

experimentos de ChIP con ZmMYB11, ZmMYB31y ZmMYB42.
Los parametros empleados para la identificacién de CRERs correspondientes a dianas

putativas de ZmZIM91 y ZmMYB11 en la region 5' del gen COMT de varias especies de

plantas fueron los siguientes: CRERs (Cis-Regulatory element Enriched Regions),
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background model: Markov Chain Order 0 (construido a partir de las secuencias Input)
y CRER sig: 2. En la busqueda de de CRERs en la regién 5' de los genes implicados en la
sintesis de lignina se emplearon las condiciones que se muestran seguidamente:
background model: Markov Chain Order 3 (construido con las secuencias de la regién
correspondiente a 1500 bp aguas arriba de todos los genes identificados en el genoma
del maiz), CRER size: 30 - 500, site P-value: 1e-3, CRER sites: 1e-3, CRER pval: 1le-3 y
CRER sig: 1.

4.2.10.2 Analisis de datos de expresion obtenidos por qPCR

Para cuantificar los niveles de expresion génica se empleo el método del doble delta
CT. El ratio de cambio en la expresion del gen diana en cada punto de tiempo fue
calculado como se describe a continuacion (Livak & Schmittgen 2001, Stephenson
2010):

Fold change = 214

AACT= (CT Gen diana - CT Actin)iatamiento - (CT Gen diana - CT Actin)control

4.2.10.3 Analisis de datos de ChIP qPCR y ChIP Nano gPCR

Para la determinacion de la ocupacion de los TF(s) de una region determinada se utilizo
el método basado en él % de Input. En el caso de los datos obtenidos de ChIP
secuencial se calculo él % de Input y se siguid la metodologia sugerida en una revisién
de la técnica (Xie & Grotewold 2008). El andlisis de enriquecimiento en muestra
sometidas a tratamiento se calculo como la diferencia en el enriquecimiento entre los
grupos tratado y control (Fold difference), se calculo dividiendo el Fold Enrichment del

grupo tratado por el Fold Enrichment del grupo control.

Fold Difference = Fold Enrichment del grupo tratado/ Fold Enrichment del grupo
control.

Fold Enrichment = 2 (2ACt[IP)
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AACt [IP] = ACt Diana [ChIP Normalizado con relacién al input] - ACt Referencia [ChIP
Normalizado con relacidn al input]

Para cada pareja de cebadores se sustraen los CT (Input) de los CT (ChIP), para obtener
un ACt[ChIP Normalizado con relacion al input]. Este valor representa la diferencia en
ciclos entre el ChIP y el Input. ACt[ChIP Normalizado]: (Ct [ChIP] - (Ct [Input]). La
correccion del factor de dilucion del Input se efectué como se describe en el Capitulo

3.

4.2.10.4 Procesamiento de datos de ensayos de gen reportero Luciferasa

Los datos se procesaron como se explica en el capitulo 3.
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4.3 Resultados

4.3.1 Identificacion de las regiones de union de ZmzIM91 al promotor de ZmCOMT

En esta investigacidn previamente habia sido demostrado que ZmMYB11 interactuaba
con el promotor de ZmCOMT y en un estudio previo habia sido establecido que
ZmZIM91 se unia a este promotor (Velez-Bermudez 2013), (regién C de la figura 59).
Con el fin de identificar detalladamente las zonas del promotor a los que se unia
ZmZIM91, se llevd a cabo un experimento de ChIP qPCR empleando los anticuerpos
0ZIM91 y como diana las mismas regiones del promotor de ZmCOMT estudiadas para
ZmMYB11. Los resultados mostraron que ZmZIM91 se une a las mismas regiones del
promotor ZmCOMT en las que se hallan tanto cajas AC como GATA/C. Estos resultados
permiten sugerir la existencia de un modulo regulatorio involucrado en la regulacién

de dicho promotor por ZmMYB11y ZmZIM91.

Transcription

941 bp / Start Site

coMT

ACCAACC GATA CCCAACCACCTAACTATC ACCAACC GCCTACC
-638 379 -241 -200 -165 -51 +62 = UTR
-632 375 -235 -194  -161 -45 +68

~
.
e

ChIP analysis of COMT promoter

] B ZmzZIM91
ZmMYB11

D. > e

Figura 59. Analisis de ChIP qPCR de la unién de ZmMYB11 y ZmZIM91 al promotor de ZmCOMT.

En la parte superior se muestra el promotor de ZmCOMT donde se localizan los motivos AC (cajas azul
claro) y GATA/TC (cajas lila claro). En la parte inferior, se encuentra el resultado de los ChIP gqPCR de
ZmMYB11 y ZmZIM91, donde las barras de color azul representan a ZmMYB11 y las lila a ZmZIM91. Las
inmunoprecipitaciones se efectuaron empleando los anticuerpos purificados a ZmMYB11 y a ZmZIM91 y
como fuente de cromatina la base de hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73 de 9 dias.

4.3.2 ZmMYB11 y ZmZiM91 forman un heterodimero

Habia sido determinado mediante experimentos de complementacién bimolecular que
las proteinas ZmMYB31 y ZmMYB42 podian interaccionar con ZmZIM91 (Velez-
Bermudez 2013). Por tanto, se busco determinar si ZmMYB11 y ZmZIM91 podian
interactuar empleando (i) las técnicas de complementacién bimolecular en
protoplastos de maiz transformados de modo transiente, (ii) doble hibrido en levadura

y (iii) de Co-Inmunoprecipitacion in vivo del complejo formado por ambas proteinas

185



El modulo regulador AC-GATA/C en el promotor de ZmCOMT

empleando plantas de maiz. Este conjunto de resultados demostré que ambas

proteinas interaccionan tanto in vitro como in vivo (Figura 60. A, B, C).

A. B. T -HLT
Merge Fluorecencia
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Figura 60. ZmMYB11 y ZmZIM91 pueden interactuar a nivel proteina-proteina.

A. Experimento de complementacion bimolecular entre ZmMYB11 y ZmMYB11. Se muestra la
interaccion entre ZmZIM91 y ZmMYB11 mediante la reconstitucion de la YFP. El control negativo
35S::GFP (a, g) se localiza en el nucleo y el citosol, ZmZIM91 (b, h) se localiza en el nucleo, ZmMYB11 (c,
i) se localiza en el nucleo y el citosol y la interaccion mediante complementacion bimolecular en
protoplastos de maiz entre ambos factores de transcripcién se da en el nucleo y el citosol (d, j). Los
controles negativos del experimento de interaccién se muestran en e, ky f, I. B. Ensayo de doble hibrido
en levadura. La siembra en medio -LT se realizo como control de crecimiento y se evalud la interaccién
en el medio restrictivo -HLT. PVA y PTD1 son controles positivos usados en el experimento. C. Co-
inmunoprecipitacion in vivo de ZmMYB11 y ZmZIM91. Como material de partida se empleo la base de
hoja ligule 2 de plantas de maiz de 9 dias de la variedad B73. Para efectuar la inmunoprecipitacién se
utilizo el anticuerpo a ZmMYB11 y suero pre-inmune como control negativo. Seguidamente, se efectud
la deteccién de ZmZIM91 tanto en el input como en la muestra inmunoprecipitada empleando a
ZmZIM91 y de igual modo de ZmMYB11 en el input y el material precipitado, demostrando que ambos
factores de transcripcion heterodimerizan en plantas.
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4.3.3 ZmMYB11 necesita el motivo EAR para interactuar con ZmzIM91

Dado que estd descrito que el motivo EAR puede actuar como un dominio de
interaccion proteina-proteina, se quiso establecer si cumplia un papel en la interaccién
entre ZmMYB11l y ZmZIM91, para lo que se efectuaron experimentos de
complementacidon bimolecular empleando protoplastos de maiz transformados de
modo transiente con ZmMYB11 (EAR-WT) o ZmMYB11 con el EAR mutado (EAR-
Mutated) y ZmZIM91 (Figura 61. A y B). Los resultados del experimento muestran que

el EAR es necesario para mediar la interaccién entre ambas proteinas.

A
N bHLH ‘ EAR ‘ - ‘ C

I
ZmMYB11 EAR-WT CPDLNLDLCISPPC
ZmMYB11 [EAR-Mutated] - -A AAA-

35S:: YFPNZmMYB11
355::ZmMYB11 [EAR-Mutated]  35S:YFPNZmMYB11 35S::YFPN-ZmZIM91 35S:YFPN
35S::GFP 35S:ZmMYB11:GFP  [EAR-Mutated]:GFP 35S:YFP¢ZmZIM91 35S::YFPCZmzIM91 35S::YFPC 35S:YFPC-ZmMYB11

Figura 61. ZmMYB11 requiere el motivo EAR para su interaccion con ZmzZIM91.

FLUORESCENCIA

MERGE

En A se muestra el esquema de la proteina ZmMYB11 y la mutacién en el motivo EAR entre los
aminodcidos 153-156 (ZmMYB11[EAR-Mutated]). En B se presenta la imagen del experimento de
complementacién bimolecular en protoplastos de maiz, donde se puede observar que ZmMYB11[EAR-
Mutated] no es capaz de interactuar con ZmZIM91. El control con 35S::GFP (a, h) se localiza en el nucleo
y el citosol, ZmMYB11 (b,i) y ZmMYB11[EAR-Mutated] (c, j) fusionadas a la GFP se localizan en el nucleo
y el citosol. Los resultados del experimento de complementacion bimolecular entre ZmzZIM91 y
ZmMYB11 se muestran en e, |. Por otra parte, los resultados entre ZmZIM91 y ZmMYB11[EAR-Mutated]
se muestran en d, k. los controles negativos son mostrados en f,my g, n.

4.3.4 ZmMYB11 se degrada en presencia de MeJA

Considerando I. que los R2R3-MYB del subgrupo cuatro en maiz (Fornale et al 2006) se
inducian por herida, Il. que los genes implicados en la sintesis de los monolignoles

incrementan sus niveles de expresion cuando la planta es sometida a herida mecanica
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o aplicacion exdgena de MelA, lll. que la proteina ZmZIM91 se degrada en presencia
de MelA (Velez-Bermudez 2013) y IV. que ZmMYB11l y ZmZIM91 forman un
heterodimero; se planteo la posibilidad de que ZmMYB11 también pudiera degradarse

en presencia de MelA.

En primer lugar, se llevo a cabo un experimento en el que a protoplastos de maiz que
sobre-expresaban la proteina ZmMYB11 fusionada a la GFP y controlada por un
promotor 35S, se les aplicd 25 uM de MelA y posterior al tratamiento se monitoreo su
comportamiento empleando microscopia confocal (Figura 62). Los resultados
muestran que de manera similar a lo que ocurre con ZmZIM91 (Velez-Bermudez 2013),
ZmMYB11 se degrada en presencia de MelA después de una hora de exposicidn y en
cambio no se degrada cuando se realiza tratamiento con MelA y el inhibidor de
proteasoma MG132. Seguidamente, se caracterizé en plantas de maiz la respuesta en
el transcurso del tiempo de ZmMYB11 a la aplicacion de MeJA empleando anticuerpos
especificos contra las proteinas enddgenas y la técnica de Wester blot (Figura 63. A).
Los resultados obtenidos fueron similares a los arrojados por los ensayos de expresion
transiente en protoplastos, encontrandose que ZmMYB11 se degrada después de 1

hora del tratamiento con MelA.

Adicionalmente, con el fin de conocer si los cambios en la cantidad de proteina
ZmMYB11 y ZmZIM91 en presencia de MelJA aplicado exdgenamente estaban
asociados con su regulacion a nivel transcripcional se evalud en las mismas muestras
empleadas para realizar western blot los niveles de expresion de estos dos factores de
transcripcién en el transcurso del tiempo. Los resultados indican que después de 1
hora de efectuada la aplicacion de MelA incrementan los niveles de expresion de

ZmMYB11 (Figura 63. B).
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Figura 62. ZmMYB11 es degradado bajo tratamientos con MeJA en protoplastos de maiz.

ZmMYB11 fusionado a la GFP mostro un decrecimiento en la fluorescencia después de una hora de
tratamientos con MelJA. Los niveles del control de GFP no fueron afectados bajo el mismo tratamiento.
La adicion de MG132 al sistema inhibié la degradacion de ZmMYB11.
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Figura 63. El MeJA modula la proteina ZmMYB11

A. Andlisis de la degradacidn en plantas de maiz de ZmMYB11 en presencia de MelA por western blot. Se
empleo material aislado de la base de la hoja ligule 2 de plantas de maiz de 9 dias de la variedad B73,
tratadas con MeJA y DMSO como control. Se observa que la proteina ZmMYB11 se degrada después de
una hora de tratamiento con MelA. La proteina codificada por el gen Actinl fue usado como control de
carga. B. Analisis de la expresiéon de ZmMYB11 y ZmZIM91 en respuesta a MeJA. Se realizo un anélisis
cuantitativo empleando qPCR y cDNA proveniente de las mismas tres replicas bioldgicas independientes
empleadas para realizar western blot. La expresidn a tiempo 0 fue llevada a 1. Las barras representan el
error estandar.

4.3.5 ZmMYB11 necesita el motivo EAR para ser regulado por MelA

Con base en los resultados descritos anteriormente se planteo la hipdtesis de que el
motivo EAR de ZmMYB11 podria cumplir ademds una funcién en la degradacion de
esta proteina en presencia de MelA, por lo cual se efectuaron experimentos

transientes con y sin aplicacién de MelA en protoplastos transformados con las
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proteinas ZmMYB11 (EAR-WT) y ZmMYB11 (EAR-Mutated), fusionados a la GFP y bajo
la direccién del promotor 35S. En las imagenes se puede observar que la proteina
ZmMYB11 (EAR-Mutated) no muestra degradacion en presencia de MelA sugiriendo
que este motivo juega un papel importante en la regulacién efectuada por dicha
hormona (Figura 64. A). Por otra parte, teniendo en cuenta que se ha descrito que la
funcién del motivo EAR es mediar la represion transcripcional en plantas (Kagale, S.,
Rozwadowski, K., 2011), se analizo el efecto que podria tener la mutacién del motivo
EAR en la capacidad de ZmMYB11 de reprimir la expresiéon de ZmCOMT, mediante un
experimento de expresidn transiente en protoplastos de maiz con ZmCOMT fusionado
al gen reportero Luciferasa (Figura 64. B). Los resultados mostraron que la mutacion en
el EAR de ZmMYB11 no elimino la capacidad de este factor de transcripcidon para
reprimir la expresion de ZmCOMT.

A 35S::ZmMYB11 [EAR-Mutated]:GFP

0 minutes 30 minutes 60 minutes

CONTROL

MelJA 25 uM

'

B Transcription
Start Site
941 bp v
P
e e
ACCAACC CCCAACCACCTAAC ACCAACC  GCCTACC
-638 41 -200 51 +62 = UTR

-632 235 -194 45 +68
Reporter assay

+ B COMT:LUC + MYB1:
G E E [EAR-Mutated]

COMT.LUC

0.00 0.50 1.00 1.50

Relative intensity
Figura 64. ZmMYB11 requiere del motivo EAR para su regulacion por MeJA.

En A se presenta el ensayo de respuesta a MelA en protoplastos de maiz sobre-expresando
ZmMYB11[EAR-Mutated] fusionado a GFP. La imagen de los protoplastos tratados con 25 uM de metil
jasmonato a 1 hora, muestran que ZmMYB11 mutado en el motivo EAR no pueden ser degradado a 1
hora bajo este tratamiento. En B es mostrado el experimento de represion de la expresién de ZmCOMT
por ZmMYB11[EAR-Mutated] en protoplastos de maiz utilizando ensayos con el gen reportero
Luciferasa, donde se evidencia que ZmMYB11[EAR-Mutated] conserva su capacidad de reprimir a dicho
promotor (n=3).
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4.3.6 El modulo AC-GATA/C esta conservado en el promotor del gen ZmCOMT de

varias especies de plantas.

La conservacién conjunta de elementos regulatorios en cis sugieren que
probablemente tienen relevancia bioldgica y que podrian ser un mecanismo de
regulacién conservado, por tanto para obtener evidencias acerca de si las cajas AC y
GATA/C forman un modulo regulador en cis, se examino en el promotor de ZmCOMT
de diferentes especies la presencia conjunta de las cajas ACIl (Hatton et al 1995, Lois et
al 1989, Raes et al 2003) y GATA/C, empleando por una parte la secuencias consenso in
vivo de ZmMYB11 obtenida en esta investigacion con datos de ChIP y por otra, la
secuencia consenso in vitro de ZmZIM91 generada con un experimento de unidn de
proteina a un micro arreglo de ADN (Protein-binding microarrays, PbMs) (Vélez-
Bermudez, I.C., 2013). Los resultados indican que la presencia y distribuciéon de los
sitios de unién de ZmMYB11 y ZmZIM91 se encuentran principalmente conservados
entre monocotiledéneas y ademas, que se encuentran enriquecidos en las mismas

regiones (Figura 65).

Es de anotar que en brachypodium solo aparece enriquecido el modulo regulatorio AC-
GATA/C en el gen BACOMTA4. Interesantemente, analisis filogénicos han mostrado que
BdCOMT4 es un ortdlogo del gen COMT bien caracterizado en otras especies de
gramineas y estudios de expresidon demostraron que su transcrito presenta un patrén
de distribucion amplio y diferente al de los otros miembros de la familia. Ademas, la
caracterizacion bioquimica de la actividad enzimadtica y especificidad de sustrato
mostraron que BdCOMT4 tiene un significativo efecto sobre una amplia gama de

sustratos con mayor preferencia por el acido cafeico (Wu et al 2013).
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4.3.7 ZmMYB11 y ZmZIM91 interactuan con la regidon que contiene las secuencias AC

y GATA/C en el promotor de ZmCOMT

Con el fin de comprobar la hipdtesis de que ZmMYB11l y ZmZIM91 regulan
conjuntamente un CRMs en el promotor de ZmCOMT, se empleo la técnica de serial
ChIP. La inmunoprecipitacion seriada permite establecer si dos factores de
transcripcién se unen a la misma regién del promotor, al mismo tiempo y en las
mismas células o exclusivamente se une uno u otro. Con el fin de caracterizar
detalladamente toda la region promotora de ZmCOMT se empleo Nano ChIP qPCR y
sondas ubicadas sobre todas las cajas AC y GATA/C. Se efectué una primera
inmunoprecipitacion con a ZmMYB11 y a ZmZIM91 y seguidamente, una segunda
inmunoprecipitacién con a ZmZIM91. Se puede observar que la region donde estan
presentes conjuntamente cajas AC y GATA/C se encuentran enriquecidas tanto el ChlP
efectuado dos veces con a ZIM91 como en el ChIP realizado con a ZIM91 a partir de
ChIP de a ZmMYB11 (Figura 66 A, By C). Los resultados indican que ambos factores de
transcripcién interaccionan in vivo en las mismas células y en el mismo periodo de

tiempo con la zona enriquecida en el modulo AC-GATA/C en el promotor de ZmCOMT.

A continuacién con el propdsito de establecer el porcentaje de co-ocupacion en el
promotor de ZmCOMT de ZmMYB11 y ZmZIM91, se evaluaron mediante gqPCR
convencional empleando cebadores que amplifican la zona denominada como C en el
promotor de ZmCOMT (COMT1C), inmunoprecipitaciones seriadas de ChlIP realizadas
con a ZmMYB11y a ZmZIM91 a partir tanto ChIP generado con a ZmMYB11 como con
o ZmZIM91l. Seguidamente, se evalud la co-ocupacidon usando el ratio:
[C:ZIM91/MYB11]/[D:ZIM91/ZIM91)]/[A:(MYB11/MYB11]/[B:MYB11/ZmZIM91] vy los
datos de % de enriquecimiento en relacién al input. Un resultado igual a 1 mostraria
una perfecta co-ocupacién y un valor cercano a 0 la exclusién de la co-ocupacién de
ambas proteinas. Los resultados de las replicas biolégicas R1 y R2 muestran una mayor

ocupacion del promotor por parte de ZmZIM91 que de ZmMYB11. (Figura 67. A, By C).
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Figura 66. ZmZIM91 y ZmMYB11 interactuan con la region que contiene las secuencias AC y GATA/C en
el promotor de ZmCOMT.

En A se muestra una representacion esquematica del promotor de ZmCOMT donde se indican los sitios
de union del modulo regulador en cis AC-GATA/C. En B se ensefian los resultados en % de
enriquecimiento con respecto al Input de una inmunoprecipitacion secuencial (Serial ChIP o Re-ChIP) en
la que primero se efectuaron inmunoprecipitaciones empleando anticuerpos contra las proteina
enddgenas ZmMYB11 y ZmZIM91 y a continuacion una re-inmunoprecipitacién utilizando a ZmzZIM91.
Con flechas se representa la posicién en la que se ubican las zonas amplificadas. Se evaluaron mediante
ChIP Nano gPCR las zonas del promotor en las que se encuentran presentes cajas AC o GATA/C y como
control negativo una regidn ubicada en el primer Intrén del gen Actin y la regién 3' del gen ZmCOMT.
Las inmunoprecipitaciones se efectuaron empleando el anticuerpo purificado a ZmMYB11y a ZmZIM91
y como fuente de cromatina la base de hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73 de 9 dias. En
la parte inferior se presenta el enriquecimiento de los controles negativos actinl (GRMZM2G126010) y
COMT-3' (AC196475.3_FGT0045). Los datos corresponde a tres replicas bioldgicas con tres replicas
técnicas cada uno.
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4.3.8 El heterodimero ZmMYB11 y ZmZIM91 reprime la expresion dirigida por el
promotor ZmCOMT

Dado que in vivo ambos factores de transcripcidn interactiian con la misma regién de
ZmCOMT y considerando que se conocia que ambas proteinas podian reprimir la
expresidn dirigida por el promotor ZmCOMT en ensayos con gen reportero, se quiso
conocer el probable papel conjunto de las proteinas ZmMYB11 and ZmZIM91 en la
regulacion del médulo AC - GATA/C. Con este propdsito se efectuaron experimentos
de transformacién transitoria de protoplastos de maiz en los que se efectué una
transfeccidon por una parte con el promotor de ZmCOMT tanto nativo como mutado
en todas las cajas AC y GATA/C, unido al gen reportero Luciferasa y por otra, con
ZmMYB11, ZmMYB11 [EAR-mutated] y ZmzIM91, dirigidos por un promotor 35S. Estos

ultimos se transformaron tanto solos como en combinacién (Figura 68).

Los resultados indicaron que ZmMYB11 presenta una mayor capacidad de reprimir que
ZmZIM91 y ZmMYB11 [EAR-mutated], pero los tres presentaron un efecto negativo en
los niveles de expresion del gen reportero. Sin embargo, la represién mas fuerte del
gen reportero se presentd cuando se transformaron los protoplastos conjuntamente
con ZmZIM91 y ZmMYB11 como efectores y por el contrario, no se observo una
represion significativa en la transformacién con ZmzZIM91 y ZmMYB11 [EAR-mutated].
En el promotor de ZmCOMT en el que se habian mutado todas las cajas AC y GATA/C
no se observaron cambios en la actividad del gen reportero al co-transformar con
ZmMYB11, ZmMYB11 [EAR-mutated] y ZmZIM91, lo cual indica que la regulacién

efectuada por estos es dependiente de su interaccidn con las cajas AC y GATA/C.
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4.3.9 El Metil Jasmonato induce la expresion de ZmCOMT y reduce la capacidad de

ZmMYB11 y ZmZIM91 de unirse a su promotor

Una vez establecido que ZmMYB11 y ZmZIM91 son regulados por MelA a nivel de
proteina y que a su vez, estos TFs regulan un CRMs en el promotor de ZmCOMT vy
considerando que habia sido descrito que la expresién del promotor de ZmCOMT es
inducida por herida (Capellades et al 1996) el cual es un estimulo en cuya respuesta
estd involucrado el Acido Jasmdnico, se quiso conocer mas acerca de la funcién
biolégica de esta interaccion y el probable mecanismo molecular del cual hacen parte.
Para obtener mas informacién al respecto se efectuaron tratamientos con MelA a
plantas de maiz de 9 dias y se analizd la expresion de ZmCOMT. Los resultados
muestran que este gen es fuertemente inducido por la aplicacion exégena de MeJAa 1
hora (Figura 69. A). Seguidamente, se quiso demostrar que ZmMYB11l y ZmZIM91
podian regular los niveles endégenos de ZmCOMT, para lo cual se analizaron los
niveles de expresidon de dicho gen en protoplastos de maiz transformados de modo
transiente con estos factores de transcripcién dirigidos por el promotor 35S y con el
vector vacio como control. Los resultados muestran que la sobre-expresidon de

ZmMYB11y ZmZIM91 reprime la expresiéon de ZmCOMT (Figura 69. B).

Después de determinar que los niveles de expresion de ZmCOMT aumentan después
de una hora de aplicacién de MelA y conociendo que ZmMYB11 y ZmZIM91 se
degradan en presencia de MelA aplicado exdégenamente y que estos TFs reprimen la
expresion de ZmCOMT tanto de modo individual como conjunto, se quiso conocer si el
MelA podia influir es la capacidad de estos dos factores de transcripcion para
interactuar in vivo con el promotor ZmCOMT, para lo cual se realizo ChIP empleando
plantas de maiz de la variedad B73 de 9 dias tratadas con MeJA 'y con DMSO como
control. Las muestras tratadas con MelA presentaron un menor enriquecimiento que

las muestras control (Figura 69. C).

4.3.10 El modulo AC-GATA/C se encuentra enriquecido en la region 5' de genes de la

ruta de la sintesis de lignina
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Para establecer si el modulo regulador AC-GATA/C podria ser un mecanismo de
regulacidn relevante dentro de la ruta de la sintesis de lignina se procedié a analizar
informaticamente si la regién 5' de genes pertenecientes a esta via estaban
enriquecidos en dichas cajas. Los resultados generados muestran que hay zonas
adyacentes a estos genes que muestran la presencia conjunta de cajas ACy GATA/C a
una densidad tal, que pueden ser consideradas como dreas enriquecidas en este

modulo regulador (Figura 70).
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Figura 69. El MeJA modula la expresion de ZmCOMT vy la capacidad de unién a ADN de sus represores
ZmZIM91y ZmMYB11.

A. ZmCOMT es inducido por MelA. Se efectud un analisis cuantitativo empleando qPCR a cDNA de tres
replicas bioldgicas independientes de material aislado de la base de la hoja ligule 2 de plantas de maiz
de 9 dias de la variedad B73, tratadas con MeJA y con DMSO como control, durante 1 y 4 horas. La
expresion a tiempo O fue llevada a 1. Las barras representan el error estandar. B. La sobre-expresion de
ZmZIM91, ZmMYB11 y ZmMYB11[EAR-Mutated], reprime la expresion de ZmCOMT. Se efectud un
analisis cuantitativo empleando gPCR a cDNA de tres replicas biolégicas independientes de protoplastos
transformados transitoriamente con 35S::ZIM91:GFP, 35S::MYB11:GFP y 35S::MYB11[EAR-Mutated]:GFP
y el vector vacio como control (Empty vector). El nivel de expresion del vector vacio fue llevado a 1y
empleado para normalizar los datos. Las barras representan el error estandar. C. La aplicacidén exdgena
de MelA reduce in vivo la capacidad de unidon a ADN de ZmZIM91 y ZmMYB11. La diferencia en el
enriquecimiento entre los grupos tratado y control (Fold difference), se calculo dividiendo el
enriquecimiento en el ChIP del grupo tratado por el enriquecimiento en el ChIP del grupo control, con
relacion a la diana ZmCOMT. Las inmunoprecipitaciones se efectuaron empleando el anticuerpo
purificado a ZmMYB11 y a ZmZIM91 y como fuente de cromatina la base de hoja ligule 2 de plantas de
maiz de la variedad B73 de 9 dias. A las plantas control se les aplico DMSO y a las tratadas MelA y se
recogieron las muestras después de 1 hora. Ambos grupos Los datos corresponde a dos replicas
bioldgicas con tres replicas técnicas. Las barras representan el erro estandar.
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4.4 Discusion de resultados

La regulacién de la produccién de pared celular secundaria es fundamental para la
planta, ya que a su vez, esta se encuentra involucrada en procesos de desarrollo y en la
respuesta a estreses de origen ambiental, como el dafio mecanico. Diferentes estudios
genéticos y moleculares han mostrado una relacién entre la herida, el Acido Jasménico
y la induccién de genes de la ruta de la sintesis de lignina, sin embargo los mecanismos
gue intervienen en esta regulacién permanecen en gran medida desconocidos. En este
trabajo se demostré que los factores de transcripcion ZmMYB11 y ZmZIM91 podian
interactuar entre ellos y que ademas se unian in vivo al promotor de ZmCOMT para
reprimir su expresion. También se determind que las proteinas ZmMYB11 y ZmZIM92
se degradan bajo tratamiento con MelA. La degradacidon de estos dos represores
transcripcionales y el aumento de los niveles de ZmCOMT, permite sugerir un probable
mecanismo a través del cual, la herida al generar un aumento de la concentracién de

MelA, induce la expresion de genes de la via de la sintesis de lignina.

En los niveles de expresidon en respuesta a MeJA de ZmCOMT se observa una fuerte
induccion, mientras que en ZmMYB11 no se presenta un incremento en la
transcripcién tan elevado y en ZmZIM91 no se detectan cambios significativos. Entre
ZmMYB11 y ZmCOMT se observa un probable patrén de co-regulacién, lo cual es
contrario a la anti-correlacién en los niveles de expresion que se podria esperar entre
un factor de transcripcidn que actlan como represores y sus dianas. Sin embargo,
dado que los principales cambios asociados con la aplicacion de MelJA ocurridos en
ZmMYB11 y ZmZIM91 ocurren a nivel de proteina, es esperable que no estén
asociados directamente los patrones de expresion de estos factores de transcripcidon
con sus dianas en presencia de la hormona. Es de resaltar que al no estar alterados
negativamente los niveles de expresiéon de ZmMYB11 y ZmZIM91 en respuesta a la
exposicién a MelA se refuerza la hipdtesis de que esta hormona modula la cantidad de
dichas proteinas mediante su degradacién y no generando una represién a nivel

transcripcional de las mismos.
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Es necesario considerar también que los resultados preliminares de la secuenciacion
masiva de ZmMYB11 mostraron que esta proteina se unia a la secuencia que codifica
para si misma, por lo que probablemente que se auto regule, explicando porque sus
niveles de transcripcion muestran un comportamiento similar al de su diana.
Asimismo, se analizo el papel que podrian tener los R2R3-MYB ZmMYB11, ZmMYB31 y
ZmMYB42 en la regulaciéon de ZmMYB91 ya que se identificaron cajas AC en la regién
5' de dicho gen, encontrando que era una diana de ZmMYB31 (datos no mostrados).
Estos resultamos permiten plantear la posibilidad de que exista un mecanismo de

retroalimentacion negativa del modulo regulatorio AC-GATA/C.

Por otra parte, el hecho de que ZmMYB11 con el motivo EAR mutado no pueda
interaccionar con ZmZIM91 indica que es a través de este motivo que se da la
interaccion entre ambas proteinas. Lo anterior explicaria que tanto ZmMYB11, como
ZmMYB31 y ZmMYB42, puedan interaccionan con ZmZIM91, ya que este motivo esta
conservado entre los R2R3-MYB del subgrupo cuatro. De igual modo, ZmMYB11 con el
motivo EAR mutado no presenté degradacién en presencia de MeJA mostrando que
dicho dominio tienen un papel en su respuesta a MelA. Estos resultados permiten
plantear la hipdtesis de que probablemente sea a través de la interaccién con
ZmZIM91 que se dé la degradacion de ZmMYB11, a través de un mecanismo que
puede estar relacionado directa o indirectamente con COI1l. Sin embargo, los
mecanismos que median en la degradaciéon de ZmMYB11y ZmZIM91, permanecen aun
desconocidos, por lo que seria de gran interés realizar estudios al respecto en el

futuro.

Es de anotar que la mutacién del motivo EAR no eliminé la capacidad de ZmMYB11 de
reprimir la expresion del gen ZmCOMT, pese a que este motivo ha sido descrito
ampliamente en la bibliografia como un dominio represor. Sin embargo resultados
similares fueron obtenidos en una investigacién sobre ZmMYB31, puesto que al mutar
el motivo EAR esta proteina no perdié la capacidad de reprimir a ZmCOMT (Xu et al
2010) y en la caracterizacién efectuada de AtMYB4 la delecion del motivo EAR
disminuyé su capacidad para reprimir, pero no la eliminé por completo (Jin et al 2000).

Esto probablemente puede deberse a que los R2R3-MYB del subgrupo cuatro al unirse
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fisicamente a las cajas AC, impiden que otros genes MYB que actian como activadores

transcripcionales se unan, teniendo un efecto negativo en la expresién.

La presencia conjunta de cajas AC y GATA/TC en regiones delimitadas en el promotor
de COMT de varias especies de plantas muestra que probablemente es un mecanismo
conservado de regulacidn en especial en las gramineas. Asimismo, la presencia de
regiones enriquecidas en varios genes de la ruta de la sintesis de lignina sugiere que
podria ser un sistema de regulacién importante de la via. Cabe anotar que de las 11
dianas identificadas para ZmMYB11 en la ruta de la sintesis de lignina, 7 se encuentran
enriquecidas en el modulo regulador AC-GATA/TC de acuerdo a los analisis in silico.
Dichas dianas son adyacentes a los genes ZmPAL1, ZmA4CL2, Zm4CL7, ZmHCT2,
ZmCCoAOMTy ZmCOMT3, ademas de ZmCOMT1.

De igual modo, gran parte de las diana de ZmMYB31 y ZmMYB42, estan enriquecidas
en el modulo regulatorio AC-GATA/TC, esto podria indicar que existe un modulo
regulador no solo entre ZmMYB11 y ZmZIM91, sino también entre ZmZIM91 y otros
miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo cuatro. Ademads, los resultados
obtenidos de complementacidon bimolecular muestran que ZmMYB31 y ZmMYB42,
también interaccionan con ZmZIM91. Por tanto, seria de especial interés analizar in
vivo si ZmZIM91 se une a las mismas zonas que ZmMYB31 y ZmMYB42, para establecer
la relevancia bioldgica que tiene la interaccién de este gen con los tres R2R3-MYB del

subgrupo cuatro en la regulacidn de la ruta de la sintesis de lignina.

En sintesis los resultados moleculares obtenidos indican que la interaccién entre
ZmMYB11 y ZmZIM91 y de estos con el modulo regulatorio AC-GATA/TC juega un
papel importante en la regulacién por herida del gen ZmCOMT y probablemente de
algunos otros genes de la ruta de la sintesis de lignina. Con base en estos datos se
propone un modelo de regulacion en el que en ausencia de MelA, ZmMYB11 vy
ZmZIM91 reprimen la expresion de ZmCOMT vy bajo tratamiento con MelA estas

proteinas se degradan y aumentan los niveles de expresién de ZmCOMT (Figura 72).
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Los resultados obtenidos en la caracterizacion del médulo AC-GATA/C indican que
ZmMYB11, junto con ZmZIM91, tiene un papel relevante en respuesta de la planta ala
herida y el aumento en las concentraciones de MelA. Por tanto, se propone que
ZmMYB11 y ZmZIM91 estarian involucrados el control de la lignificacion mediada por
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Figura 72. Modelo propuesto de la regulacion de ZmCOMT por MelA.

En la figura de la parte superior, se muestra que en ausencia de MeJA, ZmZIM91 y ZmMYB11 se unen al
promotor de ZmCOMT a través de los motivos GATA/TC y AC repectivamente, que conforman el CRM
para reprimirlo. En la figura de la parte inferior, se ensefia el modelo cuando los niveles de MelA
incrementan, donde ZmZIM91 y ZmMYB11 son degradados a través del proteasoma 26S y por tanto la

expresion de ZmCOMT es activada.
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5. Conclusiones generales

La serie de deleciones efectuadas a la region 5' de los genes BRL3 y BRLI,
permitieron determinar las regiones reguladoras involucradas en la expresidn
especifica de estos genes en los tejidos vasculares y en el nicho de células madre
de Arabidopsis. Especificamente se han identificado en este estudio elementos
reguladores en cis que son necesarios para dirigir la expresion a tipos celulares
especificos en el meristemo apical del tallo y el centro quiescente (QC) en el
meristemo de la raiz entre -1719 bp y -1098 bp, el area donde emergen las raices
laterales entre -1098 bp y -755 bp, dos filas de células del protofloema en el
meristemo de la raiz entre -755 bp y -498 bp y a los cotiledones en las venas y la
punta entre -498 bp y -384 bp. Estas dos ultimas regiones se encuentran
localizadas parcialmente en la regiéon 5' flanqueante no traducida (5' UTR), lo cual

apunta a la presencia elementos reguladores relevantes en dicha zona.

El patrén de expresién dirigido por ProBRL3 es modulado por la concentracién de
BL. La linea -1719::GUS al ser expuesta a bajas concentraciones de BL (0.004 nM)
de forma continua presenta un incremento de la actividad del gen reportero en las
dos filas de células del protofloema y la estela y por el contrario, a concentraciones
mayores de BL (4 nM) aplicadas de forma continua o por 48 horas muestra una
disminucién de la actividad en las dos filas de células del protofloema y un
aumento de ésta en la estela. La aplicacién exdgena de BL en plantas transgénicas
con las deleciones -1098 bp y -755 bp genero una reduccion de la expresiéon en las

dos filas de células del protofloema y ninglin nuevo dominio de expresion.

Los resultados de los analisis genéticos, asi como los estudios in vivo de interaccién
proteina-DNA y de transactivacién en protoplastos de Arabidopsis, demuestran
gue el gen regulado por Brassinosteroides (BRs), BES1 regula la expresién de BRL3
mediante su unidn a la caja BRRE existente en -1441 bp con relacidén al sitio de
inicio de traduccidon. Mediante la induccidn ubicua de Besl-D o la aplicacién
exogena de BL a 4 nM, se reprime la expresion de BRL3 en el protofloema y se

promueve en la estela, por el contrario la expresién constitutiva de BES1 (bes1-D) o
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el tratamiento con BL 0.004 nM continuo incrementan la expresiéon de BRL3 en el
protofloema y hacia el QC. Esto desvela un nuevo mecanismo de regulacién a dos
niveles: Por una parte, la cantidad de mRNA es reprimida para modular la sefial
mediada por el receptor BRL3 en su dominio de accién y por otra, es promovida en

otros dominios de expresion por los BRs via BES1.

Los resultados de la comparacién de la regulacién de la transcripcién BRL1 y BRL3
apunta a funciones separadas de los dos receptores en los tejidos vasculares y en

su respuesta mediada por BRs en la planta.

La caracterizacion de ZmMYB11 permitié establecer que este factor de
transcripcién al igual que ZmMYB31 y ZmMYB42, actia como un regulador

negativo de ZmCOMT.

El cistoma construido para ZmMYB11, ZmMYB31 y ZmMYB42 muestra que tienen
un amplio perfil de unién a ADN en la ruta de la sintesis de lignina presentando
dianas tanto comunes como especificas, lo cual sugiere que cumplen papeles
redundantes en la regulacién de la via, pero que también es probable que cada uno
de ellos haga parte de un mecanismos de modulacién de la produccién de los

diferentes monolignoles.

Los resultados de interaccidon proteina-ADN in vivo de ZmMYB11, ZmMYB31 vy
ZmMYB42, indican que poseen una mayor afinidad por las secuencias AC/ACA/TA
CC/T, AC/ACA/TACC/T y AC/GCA/CACC/G, respectivamente, las cuales son similares

a las tipicas cajas ACII.
La caracterizacién de la respuesta a MeJA de la proteina ZmMYB11 permitid
establecer que su cantidad se reduce significativamente después de una hora de

exposicién a la hormona.

Los resultados de la caracterizacidn in vivo de la capacidad de unién al promotor de

ZmCOMT de ZmMYB11 y ZmZIM91 que es un miembro de la familia TIFY que ha
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sido involucrada en respuestas a diversas hormonas como JA y ABA, permitieron
establecer que ambos se unen a la misma zona, dentro de las mismas células y al

mismo tiempo.

ZmMYB11 y ZmZIM91 pueden formar un heterodimero que interactia con el
modulo regulatorio en cis AC-GATA/C de ZmCOMT con el fin de reprimir su
expresion pero en presencia de MelA reducen su capacidad de unién con el

promotor de esta diana.
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Anexo 1. Spatial regulation of the BRI1 Receptor Like Kinase 3 (BRL3) by BES1, a major

component in the brassinosteroid signalling pathway.
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ABSTRACT

Brassinosteroids (BRs) are plant hormones, perceived by the plasma membrane receptor BRI1
and exhibiting essential roles in plant growth and development. two BR receptor like kinases
AtBRL3 and AtBRL I, have been identified as BRI1 homologous, capable to bind BL, the most
active BR, with high affinity and expressed in the plant vascular tissue. In addition several
studies reported a repression of BRI1 and BRL3 after BR treatment. In the case of AtBRL3,
this study also demonstrated a BR regulated expression pattern in the plant vascular tissue,
whereas for AtBRLI, BRs did not exhibit a regulatory role. Moreover, the BR regulated
expression of AtBRL3 in the root vascular tissue has been shown to be dose dependent,
promoting its expression at low BR levels and repressing and/or altering its spatial
distribution with increasing concentrations of BRs. Analysing the 5° flanking region of
AtBRL3 revealed one BRRE and one E-box, both putative BES1 and BZR1 binding sites.
Additional investigations uncovered BES1 as the important factor in the 4tBRL3 regulation,

exhibiting its function by directly binding to the BRRE in the 5’ flanking region of 4tBRL3.



INTRODUCTION

Brassinosteroids (BRs) are polyhydroxylated plant steroid hormones that were first identified
by their ability to elongate plant stems when applied exogenously (Grove et al 1979, Mandava
1988). Afterwards, mutants affected in BR synthesis or signal transduction also revealed an
essential role for BRs in cell elongation and differentiation (Fukuda 1997, Yamamoto et al
1997). So far BRs have been reported to be involved in the regulation of multiple
developmental and physiological processes, like plant vegetative and reproductive growth and
development, cell elongation and division, vascular differentiation, senescence, flowering
time, male fertility, pollen development, seed size, photomorphogenesis and organ
differentiation as well as modulators of numerous environmental signals (Clouse 1996,
Clouse 2011, Gonzalez-Garcia et al 2011, Hacham et al 2011, Hao et al 2013, Li & Chory
1999, Mandava 1988, Ye et al 2010). In a genetic screen performed in the model plant
Arabidopsis thaliana (Arabidopsis), a BR insensitive loss-of-function mutant (Clouse et al
1996), carrying a mutation in the BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 (BRI1) gene has
been identified. This mutant exhibited severe dwarfism with dark green and epinastic leaves
and a reduction in apical dominance and fertility (Azpiroz et al 1998, Clouse 1996, Choe et al
2001, Choe et al 1999, Kauschmann et al 1996, Li et al 1996, Noguchi et al 1999, Szekeres et
al 1996). This BRI1 gene encodes for a membrane-localized leucine-rich repeat receptor-like
kinase (LRR-RLK) consisting of an extracellular domain, a single trans-membrane domain, a
juxtamembrane domain, a cytoplamisc serine/threonine kinase domain and a C-terminal
regulatory region (Li & Chory 1997). So far more than 200 LRR-RLKSs have been identified
in the Arabidopsis genome (Shiu & Bleecker 2001, Yin et al 2002b), but only few of them
have been assigned to a function. Moreover, most of these receptors do not have a known
ligand. Unlike, genetic and biochemical evidence has demonstrated that BRII is an essential
component of a receptor complex that binds brassinolide (BL), the most active BR compound,

with high affinity (Wang et al 2001).

Recent structural studies of free BRI1 and its complex with brassinolide confirmed the role of
BRI as a plasma membrane receptor for BRs and provided important insights into steroid
hormone recognition in plants (Hothorn et al 2011, She et al 2011). Upon direct binding of
BL to the extracellular domain (Kinoshita et al 2005), BRI1 forms a heterodimer with its co-
receptor BRI1 ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1/SOMATIC EMBRYOGENESIS
RECEPTOR KINASE 3 (BAK1/SERK3), another LRR-RLK (Li et al 2002, Nam & Li 2002,



Russinova et al 2004). Subsequently, the BR signal is modulated intracellular in a
phosphorylation and dephosphorylation manner, ending in the de-phosphorylation of the
BRI1-EMS-SUPPRESSOR 1 (BESI) and BRASSINAZOLE RESISTANT 1 (BZR1) genes
(Gampala et al 2007, Li et al 2002, Mora-Garcia et al 2004, Wang et al 2002, Yin et al
2002a). BES1 and BZR1 are two members of a plant-specific family of basic-helix-loop-helix
transcription factors that act as homo- or heterodimers (He et al 2005, Li et al 2009, Yin et al
2002a, Yu et al 2008). De-phosphorylated BES1/BZR1 proteins accumulate in the nucleus,
where they presumably regulate the transcription of BR-regulated genes (Wang et al 2002,
Yin et al 2002a).

Detailed analysis of promoter elements indicated, that both BES1 and BZR1 are able to bind
BR response elements (BRRE) as well as E-boxes. (Sun et al 2010, Yu et al 2011). Binding of
BES1 to BRRE elements was shown to be much stronger than to E-boxes, since efficient
BES1 binding to the latter needs a heterodimer partner (Yin et al 2005).While BRRE elements
are mostly enriched in BR repressed genes, E-box elements are mostly enriched in BR
induced genes (Sun et al 2010, Yu et al 2011). In addition it was previously thought that
BZR1 acts as a transcriptional repressor (He et al 2005) while BES1 acts as a transcriptional
activator (Yin et al 2005), however, recent global analysis clearly showed that both, BZR1
and BESI1, can function as either activators or repressors. The way how BES1 and BZRI1
regulate their downstream targets is most likely determined by additional promoter sequence
elements and/or BES1 and BZR1 interacting proteins (Sun et al 2010, Ye et al 2011, Yu et al
2011).

Later, AtBRL1, AtBRL2 and AtBRL3, three BR receptor like kinases, have been identified as
BRI1 homologues in a sequence homology search in the Arabidopsis genome (Cano-Delgado
et al 2004). Unlike AtBRL2, previously described as VASCULAR HIGHWAY 1 (VHI) (Clay
& Nelson 2002), AtBRLI and AtBRL3 encode membrane localized receptors that were able to
bind BL with high affinity. In addition AtBRL1 and AtBRL3 were also able to complement the
phenotypic defects in the bril mutant when expressed under the BRIl promoter
demonstrating that both, AtBRLI and AtBRL3, are functional BR receptors (Cano-Delgado et
al 2004, Zhou et al 2004). Moreover, recent structural studies performed, explored the
mechanism of BR perception by the AtBRLI receptor (She et al 2013). On the contrary to
BRI1, which is ubiquitously expressed, A#BRLI and AtBRL3, exhibit specific expression in

the vasculature. Analysis of transgenic plants expressing a 1.72 kb promoter fragment of



AtBRLI fused to the GUS reporter gene showed A/BRLI expression in the columella cells of
the root tip and in the vascular initials in the meristematic zone, where the expression
continues from the root to the hypocotyls and cotyledons following the midvein. In the case of
AtBRL3 a 750 bp promoter fragment fused to the GUS reporter gene has been used,
identifying AtBRL3 expression in the two protophloem cell files at the root elongation zone
and in the secondary veins at the tip of cotyledons of Arabidopsis seedlings (Cano-Delgado et
al 2004). This unique expression pattern of A/BRLI and AtBRL3 in the vasculature suggests a
role in provascular plant organogenesis via BR signaling. In contrast to the very well
characterized role of BRI in vascular development, the precise role of 4tBRLI and AtBRL3
still remains to be identified. For the BRII gene several studies indicated a repression after
BR treatment (Goda et al 2002, Mussig et al 2002, Sun et al 2010, Vert et al 2005, Yu et al
2011). Similar results have been obtained for A¢BRL3.

In this study, we identified cis-acting elements in the 5’ untranslated region of AtBRLI
(ProBRLI1) and AtBRL3 (ProBRL3), determining their strength and vascular-specific
expression patterns. In the case of ProBRL3 we were able to demonstrate a dose-dependent
BR spatial expression pattern, while ProBRLI expression seemed to be BR independent. In
general ProBRL3 expression was repressed after applying BL exogenously; only at very low
BL levels an increase has been detected. This repressed ProBRL3 expression was mainly due

to the binding of BES1 to a cis-acting BRRE element.

RESULTS

Promoter analysis of the vascular genes AtBRL3 and AtBRL1

Previous GUS reporter gene assays in transgenic Arabidopsis lines using a 750 bp AtBRL3
promoter fragment and a 1.72 kb AtrBRLI promoter fragment, respectively, demonstrated an
expression for both genes in the plant vascular tissue (Cano-Delgado et al 2004). In addition
both are described as functional BR receptors, and since an equilibrated BR signalling has
been demonstrated to be necessary to maintain proper root meristem length and root growth in
general (Gonzalez-Garcia et al 2011) it can be assumed that BRs are also able to regulate
AtBRL3 and AtBRLI expression in the vascular tissue and especially in the root vascular of

plants.

To investigate if BRs exhibit a regulatory function regarding the expression pattern of AtBRL3

and A¢BRLI, their genomic regions upstream of their translational start codons have been



especially analysed in silico for E-boxes and BR response elements (BRRE), since both are
known to bind BES1 and BZR1 in vivo. Not surprisingly E-boxes and BRRE binding sites
have been identified in the 5’ flanking regions of A¢/BRL3 and AtBRLI analysed. Whereas in
the ProBRL3 genomic region (Figure 1A) one BRRE binding site (-1441 bp) and one E-box
(-892 bp) have been detected, the ProBRLI genomic region (Figure S1A) contained six E-
boxes (-1230, -1184, -1167, 779, 717 and 443 bp) but lacked BRREs. To gain more insights
into the functional role of these cis BR responding elements, six truncated ProBRL3 (-1719
bp, -1098 bp, -755 bp, -498 bp, -384 bp and -218 bp) and five truncated ProBRLI (-1641 bp ,
-978 bp, -790 bp, -479 bp and -334 bp) transgenic lines fused to the histochemical GUS
reporter gene have been generated (Figure 1A and S1A).

Expression analysis of ProBRL3::GUS

To analyse ProBRL3::GUS expression, 6 day old seedlings of two representative and
independent T3 homozygous lines have been used for each construct generated. The longest
deletion construct used (ProBRL3-1719::GUS), showed GUS expression in the vascular
tissues and the tip of the cotyledons, in the SAM, in regions where lateral roots emerge, in the
differentiation zone and in the two protophloem cell files and the quiescent centre within the
meristematic zone (Figure 1B. A-D). Removal of a 621 bp region (ProBRL3-1098::GUS)
eliminated expression in the SAM and in the quiescent centre, but in the vascular tissues and
tip of the cotyledons, in regions where lateral roots emerge, in the differentiation zone and in
the two protophloem cell files expression was still visible (Figure 1B. E-H). A similar
expression pattern has been detected in the construct ProBRL3-755::GUS, even though its
signal was quite weaker, especially in the two protophloem cell files and in the differentiation
zone. On the other hand GUS expression was lost in regions where lateral roots emerge
(Figure 1B. I-L). In the deletion constructs ProBRL3-498::GUS and ProBRL3-384::GUS,
expression was only detected in the vascular tissues and tip of the cotyledon or in the tip of
the cotyledon, respectively (Figure 1B. M-P and Q-T). Analysing the shortest construct
generated (ProBRL3-218::GUS), revealed a complete loss of the GUS reporter gene (Figure
1B. U-X).

These results indicate the necessity of a minimal promoter length of around -755 bp for proper
AtBRL3 expression in the vascular, although the expression pattern differs slightly to the one
detected in ProBRL3-1719::GUS transgenics. Thus, it can be assumed that elements within

the 5’ flanking region between -1719 and -1098 bp are controlling AtBRL3 expression in the



SAM and in the quiescent centre. The loss of AzBRL3 expression in emerging lateral roots in
ProBRL3-755::GUS transgenics suggests additional relevant elements within the region -1098
and -755 bp. The three shortest deletion constructs generated are located in different distances
to the translational starting codon within the 5’UTR, a region generally affecting mRNA
stability and translation by binding of proteins to regulatory elements. Thus, a strong loss of
ProBRL3::GUS expression was expected in these transgenic lines. Indeed ProBRL3::GUS
expression was strongly negatively affected in such lines, starting from a complete loss in
roots (ProBRL3-498::GUS), followed by a loss in the leaf vascular tissue (ProBRL3-
384::GUS) and finally a complete abolishment (ProBRL3-218::GUS).

Expression analysis of ProBRLI1::GUS

Likewise ProBRL3::GUS, the expression pattern of ProBRL1::GUS was investigated in 6 day
old seedlings of two representative and independent T3 homozygous lines for each construct
generated. The longest truncated construct analysed (ProBRLI-1641::GUS) showed GUS
expression in the vascular tissue and the tip of the cotyledons, in the SAM, in the tip of lateral
roots and in the differentiation zone but surprisingly no GUS expression was detected in the
root meristem (Figure S1B. A-D). Removal of 663 bp (ProBRLI-978::GUS) or 851 bp
(ProBRLI-790::GUS), resulted in a complete loss of GUS expression in the SAM as well as
in the root tip of lateral roots, whereas in the vascular tissue and tip of the cotyledons and in
the differentiation zone GUS expression was still present (Figure S1B. E-H and I-L). In
transgenics ProBRL1-479.::GUS and ProBRLI1-334::GUS the expression of the GUS reporter
gene was completely abolished (Figure S1B. M-T), suggesting that within the region -790 and
-479 bp regulatory elements should be present regulating proper AtBRLI expression.
Furthermore the two shortest truncations generated are missing parts of the 5 UTR, pointing

out an additional reason explaining the complete loss of A/BRLI expression.

BRs affecting the vascular expression pattern of 4¢zBRL3 but not AtBRL1

In recent studies A/BRL3 was shown both, a repressed BR BZRI1 putative target (Sun et al
2010) and a down-regulated BR putative target of BES1 (Yu et al 2011). To investigate the
effects of BRs onto the expression pattern of AtzBRL3, 6 day old seedlings of the previously
described transgenic lines have been treated with 4 nM BL for 48 hrs. Histochemical GUS
expression analysis of the BL treated ProBRL3-1719::GUS line, showed similar expression in
the vein and tip of the cotyledons, in the SAM, in lateral roots, in the differentiation zone and

in the quiescent centre (Figure 2 A-D), compared to their untreated counterparts (Figure 1B.



A-D). Though, a striking difference in the expression pattern in the stele of BL treated lines
has been observed. The GUS reporter gene mirroring AtBRL3 expression showed a highly
diffused pattern in the stele, making it hardly possible to detect specific expression in the two
protophloem cell files (Figure 2 D), indicating a regulatory role for BRs in the expression of

AtBRL3.

In the other truncated lines (ProBRL3-1098.::GUS, ProBRL3-755::GUS, ProBRL3-498::GUS
ProBRL3-384::GUS and ProBRL3-218::GUS) treated with BL, the expression pattern of the
GUS reporter did not change compared to their untreated counterparts (Figure 2 E-X).
However, GUS expression in the two protophloem cell files of BL treated ProBRL3-
1098::GUS and ProBRL3-755::GUS transgenics were significantly down-regulated (Figure 2
H and L), supporting recently reported studies in which AtBRL3 has been identified as a
repressed BESI and BZR1 target (Sun et al 2010, Yu et al 2011). In addition, only transgenics
carrying a 5 promoter fragment larger than -1098 bp showed an alteration in the AzBRL3
expression pattern after BL treatment. Interestingly, the region between -1719 and -1098 bp
contains a BRRE at position -1441 bp (Figure 1 A), capable of binding BES1 and BZRI.
Thus, it can be assumed that the modified spatial expression of A?/BRL3 in response to BRs,
was due to the BRRE itself or to other yet unknown cis acting elements within this region
exhibiting important function in the regulation of AzBRL3. Since AtBRLI likewise AtBRL3
was shown to be a functional BR receptor able to bind BL and specifically expressed in the
vascular (Cano-Delgado et al 2004), it could be assumed that AtBRLI expression might be
regulated by BRs as well. Surprisingly, BL treated transgenics of each ProBRLI::GUS
construct generated, did not show any difference in the expression pattern (Figure S2)
compared to their untreated counterparts (Figure S1B). Thus, A/BRLI in contrast to AtBRL3
does not seem to be regulated by BRs. However, this finding coincides with experiment data

in which AtBRL1 was detected as a non BR regulated BZR1 putative target (Sun et al 2010).

BRs regulate AtBRL3 dose dependent in the meristem

To understand how BRs affect the expression pattern of 4#BRL3 within the meristem in more
detail, GUS stained ProBRL3::GUS deletion constructs have subsequently been stained with
mPS-PI according to (Truernit et al 2008). Investigating ProBRL3-1719::GUS in the
meristem using the mPS-PI staining technique revealed specific expression of the GUS
reporter in the protophloem cell layer at the transition zone where undifferentiated

protophloem start to differentiate as well as in the quiescent centre (Figure 3A. A-C). An



identical expression pattern of A¢/BRL3 in the protophloem cell layer was seen in the
transgenics ProBRL3-1098.::GUS and ProBRL3-755::GUS (Figure 3A. F and H), whereas in
the latter the signal was quite weak. Unsurprisingly, GUS staining was not detectable in the

quiescent centre.

Treating the transgenic line ProBRL3-1719::GUS with 4 nM BL for 48 hrs shifted the GUS
reporter gene from the protophloem cell layer into the stele and towards the quiescent centre,
where the GUS reporter was still expressed (Figure 3A. D and E). Due to a highly diffused
expression pattern of ProAtBRL3::GUS in the stele, its expression at the transition zone,
where protophloem starts to differentiate, was hardly detectable. Re-screening transgenic lines
ProBRL3-1098::GUS and ProBRL3-755::GUS after BL treatment using the mPS-PI staining
technique confirmed the previous unaltered but repressed expression pattern of the GUS
reporter in the two protophloem cell layers of the meristem (Figure 3A. G and I). These
results reconfirmed the importance of the region between -1719 and -1098 bp for AtBRL3
expression in the meristem and the assumption that BRs might regulate its expression via the

BRRE at position -1441 bp.

Thus, BRs seem to be relevant in regulating the expression pattern of A¢BRL3 in the meristem,
presumably through BES1 and/or BZR1 binding to either the BRRE (-1441 bp) and/or an E-
box (-892 bp) present in the 5’ flanking region of AzBRL3. Knowing the importance for BRs
in promoting cell elongation and differentiation (Iwasaki & Shibaoka 1991, Yamamoto et al
1997) and the recently demonstrated dose dependent effects of BRs onto the root meristem
size and root length in general (Gonzalez-Garcia et al 2011) raised the question: is the A¢/BRL3

expression pattern in the vascular of the root meristem BR dose dependent as well?

To prove this hypothesis, ProBRL3-1719.::GUS transgenics have been continuously treated
with different concentrations of BL. Using a very low concentration of BL (0.004 nM) exhibit
an striking increase in the expression of the GUS reporter in both, the protophleom cell layer
and the quiescent centre. In addition ProAtBRL3::GUS did not show only expression at the
transition zone, its expression continued also along the protophloem cell layer towards the
quiescent centre. A partly shift of ProAtBRL3::GUS into the stele has also been observed
(Figure 3B. J-L). On the other hand using concentrations higher than 0.004 nM BL repressed
ProAtBRL3::GUS dose dependently in the two protophloem cell layers and promoted a shift

into the stele and towards the quiescent centre (Figure 3B. M-Q). Summarizing these results



indicate a BR dose dependent regulation of AzBRL3 in the meristem, elevating its level at low
concentrations and successively repressing it by increasing the BL concentration. Moreover
the reduced specificity in the protophloem cell layer underlies the same parameters when

increased levels of BL have been used.

AtBRL3 is regulated by BRs via BES1

The 5’ flanking region of AtBRL3 contains one BRRE element at position -1441 bp and one
E-box at position -892 bp (Figure 1A). Both cis acting elements can be bound by BESI and
BZR1, transcription factors regulating the transcription of BR regulated genes. This brought
up the hypothesis that 4tBRL3 might be regulated by BRs via BES1 or BZR1. Since low
levels of BRs seem to promote AzBRL3 expression and BES1 has been previously described
as an transcriptional activator (Yin et al 2005), it is reasonable that BES1 might be the critical
factor elucidating this effect. Understanding the functional role of BESI in the BR regulated
AtBRL3 expression, ProBRL3-1719::GUS and ProBRL3-1098::GUS have been crossed to
besl-D (a BES1 mutant with enhanced BES1 signalling) and to an inducible BES1 line
(35S::BESI-D:GR). Likewise applying low levels of BL (0.004 nM for 6 days) to ProBRL3-
1719::GUS transgenics, crossed to besl-D revealed a similar expression pattern for
ProAtBRL3::GUS in the meristem: increased and continued expression in the protophloem
cell layer, in the quiescent centre and a partly shift to the stele (Figure 4A. C and D). In
contrast, ProBRL3-1719::GUS transgenics crossed to the inducible line overexpressing BES1,
resembled the ProBRL3::GUS expression of transgenics treated with high levels of BL: a shift
of AtBRL3 into the stele (Figure 4A. B and E). Investigating ProBRL3-1098::GUS crossed to
bes1-D exhibited a slightly expansion of 4tBRL3 expression in the two protophloem cell files,
contrary to the inhibition observed after treatment with high levels of BL. These results
strongly indicate a dose dependent BR regulated AtBRL3 expression pattern in the root
meristem mainly based on BES1 protein levels. Presumably BES1 acts through binding the
BRRE at position -1441 bp.

BESI1 regulates AtBRL3 via binding to the BRRE

The BRRE at the position -1441 bp present in the 5 flanking region of AzBRL3 seemed to be
an important regulatory element in response to BL. In addition an identified E-box at position
-892 bp might play an additional role in A#BRL3 regulation. However, since BES1 is known

to bind both BRRE and E-box and previous results already demonstrated a genetic interaction



of AtBRL3 and BESI, it might be obvious that BES1 regulates 4tBRL3 via binding to one or

the other or to both elements.

To verify this hypothesis, a chromatin immunoprecipitation and a transient expression
experiment in Arabidopsis protoplasts have been made. The former showed an enrichment of
BESI in the area of BRRE (-1441 bp), whereas in the region between -1098 bp and -755 bp,
containing the E-box (-892 bp), an enrichment of BES1 was not observed (Figure 4B). This
indicates that BES1 primarily regulates A¢BRL3 through binding the BRRE at position -1441.

To perform the latter experiment, three truncated AzBRL3 5’ flanking regions (ProBRL3-1719,
ProBRL3-1098 and ProBRL3-384) have been fused to the Firefly luciferase reporter gene and
used for co-transfection of Arabidopsis protoplasts together with overexpressed BES1 protein
(35S::bes1-D:GFP) or GFP alone (35S::GFP) as a control. Co-transfected protoplasts using
ProBRL3-1719::LUC and 35S::besl-D:GFP showed a strong reduction in the luciferase
activity compared to the co-transfected combination using the control. Quantifying the
activity of the luciferase reporter using ProBRL3-1098::LUC instead of ProBRL3-1719::LUC
revealed also a reduction, although the reduction was low. This slightly reduction was
probably due to the E-box present at position -892 bp. Otherwise, the ProBRL3-384::LUC
construct did not show much luciferase activity, neither in co-transfection with overexpressed
BESI nor in the one with the control (Figure 4C). However, investigating this deletion
construct using the GUS reporter revealed also a low expression for A/BRL3. In summary
these results demonstrate a BR regulated expression pattern of AzBRL3 in the root meristem

which is based on sufficient binding of BES1 to the BRRE at position -1441 bp.

DISCUSSION

AtBRL3 and AtBRLI have been described as BRI1 homologues (serine/threonine kinase
receptors), capable to bind BRs with high affinity and a specific expression in the plant
vasculature. Using a -750 bp promoter fragment of AzBRL3 for instance, revealed expression
in the two protophloem cell layers whereas using a 1.72 kb promoter fragment of AtBRLI
showed expression in the columella cells of the root tip and in the vascular initials within the
meristematic zone (Cano-Delgado et al 2004). Because of the recent demonstrated expression
in the vascular and close homology to BRI1 it could be assumed that both receptors might
have a functional role in the vascular development regulated by BRs. Though, a profound

knowledge how and under which circumstances AtBRL3 and AtBRLI are expressed and the



mechanism how their expression pattern in the vascular is regulated waited to be explored.
For this purpose the identification of regulatory elements and possible factors driving the
expression of AtBRL3 and AtBRLI is fundamental. In this study, a detailed expression
analysis for AtBRL3 and AtBRLI1 was conducted and its 5’ regulatory elements essential for
proper gene expression have been determined. In addition the expression of AzBRL3 in the

root vasculature underlies a dose dependent BR regulatory mechanism.

Tissue specific expression of AzBRL3 and AtBRL1

This study demonstrated a highly specific expression pattern for A¢tBRL3 and AtBRLI
throughout the plant vascular tissue. AzBRL3 for instance, showed expression in the vascular
tissues and the tip of the cotyledons, in the SAM, in regions where lateral roots emerge, in the
differentiation zone and in the two protophloem cell files and the quiescent centre within the
meristematic zone. Moreover the region from -1719 to -1098 bp as well as the region from -
1098 to -755 bp 5’ of the translational start codon has been demonstrated to contain essential
regulatory elements to drive A¢tBRL3 in different vascular tissues. The minimal promoter
length for A¢BRL3 has been confirmed to be 755 bp. In transgenics carrying shorter promoter
constructs than -755 bp, expression in the root was completely abolished and in deletions
generated close to the translational start codon the expression was completely lost, indicating

fundamental regions within the 5> UTR.

In a similar experimental procedure the expression pattern of A#BRLI has been investigated,
demonstrating expression in the vascular tissue and the tip of the cotyledons, in the SAM, in
the tip of lateral roots and in the differentiation zone of the root. Likewise, regions 5’ of the
translational start codon necessary for AtBRLI expression in different vascular tissues have

been determined between -1641 and -978 bp and between -790 and -479 bp.

BR regulated expression of AtBRL3 in the root vascular is dose dependent

Characterising A¢BRL3 transgenics in response to 4 nM BL for 48 hrs revealed a shifted
expression pattern in the root meristem of ProBRL3-1719::GUS lines. Whereas native
AtBRL3 was expressed at the transition zone of undifferentiated to differentiated protophloem
in the protophloem cell layer and the quiescent centre, BL treatment drove the expression
from the protophloem cell layer into the stele and towards the quiescent centre. It is worth
mentioning that BRs are reported as regulators for vascular differentiation, in particular

promoting xylem and repressing the formation of phloem (Fukuda 1997). This might explain



the hardly possible detection in the protophloem cell layer, since BRs repress the formation of
phloem. The same treatment in ProBRL3-1098::GUS and ProBRL3-755::GUS lines caused a
significant reduction of A/BRL3 in the protophloem cell layer as well. Interestingly, the 5’
region between -1719 and -1098 bp contains a BRRE and the 5’ region between -1098 and -
755 bp an E-box, elements that can be bound by BES1 and/or BZR1.

Not only BRs are regulating the AtBRL3 expression pattern, moreover this regulated action is
dose dependent. Likewise the root meristem needs an equilibrated BR signalling to maintain
its length (Gonzalez-Garcia et al 2011), the expression pattern of AtBRL3 differs significantly
when subjected to different levels of BL. For instance, very low levels of BL (0.004 nM for 6
days) increased the expression in the protophloem cell layer at the transition zone and an
expansion towards the quiescent centre. This concentration used was also recently
demonstrated to increase the root epidermal cell number in the meristem and by this the size
of the meristem (Gonzalez-Garcia et al 2011). In addition BRs are known to promote cell
differentiation (Iwasaki & Shibaoka 1991, Yamamoto et al 1997). Thus, it can be assumed
that low levels of BRs not only increase the epidermal cell number and size of the meristem
but also promote the differentiation of phloem. This observation is antagonistic to the reported
function for BRs in repressing phloem differentiation (Fukuda 1997). However, in the lines
ProBRL3 -1719::GUS, -1098::GUS and -755::GUS, treatment with elevated levels of BL (>
0.04 nM BL) reduced the GUS expression in the protophloem cell layer, due to both a
presumably repressed number of differentiated phloem cells and/or to a direct repression

caused by BRs.

For the sake of completeness it is noteworthy that similar experiments in AzBRLI transgenics
did not change the expression pattern in the lines analysed. This indicates that AtBRLI
expression is not BR regulated. Moreover an additionally study already reported that AtBRL1
was detected as a non BR regulated BZR1 putative target (Sun et al 2010). However it cannot
be completely ruled out that BRs do not have any functional role in the regulation of A¢tBRL1.

BRs regulate A¢#BRL3 expression through binding of BES1 to a BRRE

Crossing ProBRL3-1719::GUS with two lines of BES1 exhibiting different expression levels,
resembled the previous obtained results. Analysing crosses with bes1-D, a dominant negative
mutant with enhanced BES1 signalling, showed an increased and extended ArBRL3

expression in the protophloem cell layer. This expression pattern was similar to the one



obtained from treating ProBRL3-1719::GUS lines with 0.004 nM BL. In contrast analysing
lines crossed to an inducible BESI1 line, overexpressing the BESI protein, mirrored the
expression pattern of ArBRL3, obtained after treatment with elevated BL levels. The
expression was shifted into the stele and reduced in the protophloem cell layer. These results
not only confirmed the fact that AzBRL3 expression is BR dose dependent but also that the
essential protein is BES1, and that the protein level of BESI is the important parameter

regulating the expression pattern of A#BRL3 in the root meristem.

The mechanism of AtBRL3 regulation is probably contrary to the very well studied
mechanism of auxin inducible genes, which are regulated by interaction of two classes of
transcription factors, the ARFs (auxin-response factors) and its repressors of the AUX/IAA
family (Lau et al 2008). In genes responding to auxin ARFs bind to auxin response elements
exhibiting the sequence (G/T)GTC(T/C)(T/C) (Ulmasov et al 1997). As long as the auxin
concentration is below a certain threshold, members of the AUX/IAA family associate with
ARFs to keep genes in a repressed state. As soon as auxin levels increases, the AUX/IAA
factors dissociate and the ARFs are able to activate their target genes (Gutierrez et al 2009,
Lau et al 2008). In the case of 4tBRL3, BESI1 seems to act as an activator of AtBRL3 at low
protein levels by interacting with maybe yet other unidentified proteins, whereas at elevated
levels BES1 either dissociates from its interactors or they are saturated. Anyway, BESI can
bind to the BRRE as a homodimer with the purpose of suppressing the expression of AzBRL3
in the two protophloem cell files. Moreover high BR levels could also probably increase the
concentration of the BES1 protein in the stele, thereby changing the spatial distribution of

AtBRL3.

In vivo experiments, like ChIP and a luciferase reporter gene assay confirmed the direct
interaction of BES1 and the BRRE present in 4¢tBRL3. In the former a specific enriched
accumulation of BES1 at the region where the BRRE is present has been observed, whereas
the region where an E-box was present, no enrichment has been detected. In addition it has
been already reported that the binding affinity of BES1 to a BRRE is quite stronger than to E-
boxes, since in the former BES1 does not need a partner to form a heterodimer like in the
latter (Yin et al 2005). In the luciferase reporter gene assay BES1 was significantly reducing
the expression of the luciferase reporter in protoplasts co-transfected with ProBRL3-
1719::LUC and 35S::bes1-D:GFP in contrast to co-transfections of ProBRL3-1719::LUC and
35S::GFP alone. In addition BESI1 also reduced the luciferase activity in ProBRL3-



1098::LUC, although the reduction was pretty low. In summary this study clearly
demonstrated an expression mechanism for A#/BRL3 in the root meristem which is BES1 dose
dependent and mediated by the binding of BESI to the BRRE present in the promoter of
AtBRL3.

Proposing a model how BES1 regulates BRL3

As demonstrated and discussed previously the BES1 protein level is fundamental for a proper
AtBRL3 expression pattern in the root meristem. According to the literature BR signalling
inhibits the biosynthesis of BRs, through repressing the expression of DWF4, CPD and other
genes involved in BR biosynthesis. This repression is partly regulated by BES1 and BZR1
(Clouse 2011, Choe et al 2002, Mathur et al 1998, Mora-Garcia et al 2004, Noguchi et al
1999, Sun et al 2010, Ye et al 2011, Yu et al 2011). In a recent global analysis both proteins
have been reported to function as either activators or repressors, depending on the specific
target gene promoter (Sun et al 2010, Yu et al 2011). Based on these results, we propose the
following model (Figure 5), in which A¢BRL3 is regulated in a feedback mechanism of BR
signaling via BES1 protein levels. At low BR concentrations BESI is mainly in a
phosphorylated state. The level of free BES1 is low but it can possible interact with yet
unidentified partners to promote the expression of A#BRL3 in the protophloem cell layer and
in addition presumably phloem differentiation. In the presence of high BR levels, BESI is
mainly in a dephosphorylated state. Possible BESI interacting factors important for the
promoting function of BES1 might be saturated and residual BES1 is able to bind as a
homodimer to the BRRE, thus repressing AtBRL3 expression.

MATERIAL AND METHODS

Plant material and growth conditions

The ecotype Columbia (Col-0) of Arabidopsis has been used to generate the A¢/BRL3 and
AtBRL]I transgenics. To avoid ecotype variability, the bes1-D mutant, originally in Enkheim-2
(En-2) background (Yin et al 2002a), was introgressed into the Col-0 ecotype. Seeds were
surface sterilized in 35% sodium hypochlorite, vernalized for 72 hours at 4°C in darkness and
grown on plates containing 1x Murashige and Skoog (MS) salt mixture, 1% sucrose and 0.8%
agar in the absence or presence of different concentrations of BL (C28H4806;Wako, Osaka,
Japan). Plants were grown under fluorescent light (12 hours light/12 hours dark cycles) for 6

days prior analysis.



In silico analysis of the promoters
The search for predetermined regulatory promoter elements was done by the program DNA-

pattern (Thomas-Chollier et al 2008).

Construction of promoter fusions

To generate the various AtBRL3 and AtBRLI promoter fusion constructs (Table S1),
Invitrogen’s Gateway technology has been used. In the first reaction step pDNOR 221 or
pDONR207 have been used to generate entry clones. In the second reaction step the
destination vectors pHGWFS7 (GUS/GFP) and pGWBG635 (Firefly Luciferase) have been
used to generate the expression clones. Transgenic plants (GUS/GFP) were selected for
resistance to hygromycin and homozygous plants were used for analysis. In addition the
construction 35S::BES1-D:GFP was generated by using the destination vector pB7m34GW
and PHTT672 (Renilla luciferase) was bought from Promega.

Histology and microscopy

For b-glucuronidase (GUS) detection, 6-day-old seedlings were immersed on ice-cold 90%
(v/v) acetone, incubated 20 minutes on ice, rinsed 2x in dH,O, infiltrated with GUS (100 mM
sodium phosphate buffer (pH 7.2), 10 mM sodium EDTA, 0.1% Triton X-100, 1 mg/ml 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl- b-D-glucuronide (Xgluc; Duchefa, Haarlem, The Netherlands), 10
mM potassium ferrocyanide and potassium ferricyanide) and incubated at 37°C for 15 hours.
Samples were rinsed three times in dH,O and treated with 70% ethanol. Stained roots were
visualized with an AxioPhot (Zeiss, Jena, Germany) microscope. For a cell type specific
analysis of the root meristem, GUS stained seedlings were subsequently immersed in 10 %
acetic acid, supplemented with 50 % MetOH, solution and stained using a modified Pseudo-
Schiff (mPS)-PI staining method (Truernit et al 2008). Roots were analysed in a FV 1000
confocal microscope (Olympus, Tokyo, Japan). Images were processed with the Olympus FV

software.

Dual Luciferase Expression Assay

Protoplasts of Arabidopsis were prepared according to Sheen J, 2002 and transfected with
different AtBRL3 promoter fusions, 35S::BES1-D:GFP, 35S::GFP and 35S::Renilla. For the
expression assay per se the Dual-Luciferase Reporter Assay System from Promega has been
used and with the luminometro Centro LB 960 (Berthold) the bioluminescent signal has been

measured. For each experiment three technical and three biological replicates have been used



and results were normalized by dividing the activity of the reporter gene (Firefly) with the
activity of control gene (Renilla). To obtain a normalized value for each group the following
equation has been used: AFold Activity = Mean (F/R) treated sample / Mean (F/R) control
sample(Schagat et al 2007).

For ChIP experiments 35S::BES1-D:GFP and Col-0 plants were grown in 2 MS (12 hours
light/12 hours dark cycles) for 6 days. Seedlings were fixed with 1% of formaldehyde and
nuclei were extracted according to (Deal & Henikoff 2011). ChIP experiments using anti-GFP
antibodies were performed according to (Gendrel et al 2005). Detection of PCR products was
performed using Absolute qPCR SYBR Green mix (Thermo scientific) in a Biorad

thermocycler. Three different biological replicas were performed for each region of interest.
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FIGURES

Figure 1: In silico and genetic analysis of AtfBRL3 transgenics

Figure 1A: Schematic diagram of the 5’ flanking regions of 4zBRL3

The top represents part of the 5’ flanking region of AzBRL3 including the 5 UTR and an
intron, labelled in orange and red, respectively. The BRRE at position -1441 bp is tagged in
red and the E-box at position -892 bp is tagged in blue. The lower part represents the deletion
constructs generated fused to the reporter genes GFP and GUS.

Figure 1B: Analysis of generated 4¢BRL3 transgenics

A histochemical GUS assay has been performed in 6 day old seedlings of Arabidopsis. Two
T3 representative homozygous lines of each construct generated have been used to analyse the
GUS activity in the cotyledons, SAM, root differentiation and meristematic zone. Samples
have been incubated in a GUS solution for 16 hrs. (A-D) ProBRL3-1719::GUS showed
expression in the veins and the tip of the cotyledons, in the SAM, in regions where lateral
roots emerge, in the differentiation zone, in the two protophloem cell files and the quiescent
centre within the meristem. (E-H) ProBRL3-1098::GUS showed expression in the veins and
the tip of the cotyledons, in regions where lateral roots emerge, in the differentiation zone and
in the two protophloem cell files. (I-L) ProBRL3-755::GUS showed quite similar expression
to ProBRL3-1098::GUS although the expression was weaker, especially in the two
protophloem cell files and in the differentiation zone. (M-P) ProBRL3-498::GUS was only
expressed in the veins and tip of the cotyledon. (Q-T) ProBRL3-384.:GUS was expressed
only in the tip of the cotyledon. (U-X) ProBRL3-218::GUS did not show any expression in

the tissues analysed.

Figure S1: In silico and genetic analysis of AtBRL1 transgenics

Figure S1A: Schematic diagram of the 5’ flanking regions of 41BRL1

The top represents part of the 5’ flanking region of AzBRLI including the 5> UTR and introns,
labelled in orange and red, respectively. The E-boxes at position -1230, -1184, -1167, -779, -
717 and -443 bp are tagged in blue. The lower part represents the deletion constructs
generated fused to the reporter genes GFP and GUS.

Figure S1B: Analysis of generated AtBRL1 transgenics

A histochemical GUS assay has been performed in 6 day old seedlings of Arabidopsis. Two
T3 representative homozygous lines of each construct generated have been used to analyse the

GUS activity in the cotyledons, SAM, root differentiation and meristematic zone. Samples



have been incubated in a GUS solution for 16 hrs. (A-D) ProBRLI-1641::GUS showed
expression in the veins and the tip of the cotyledons, in the SAM, in the tip of lateral roots and
in the differentiation zone. (E-H) ProBRL1-978::GUS and (I-L) ProBRLI1-790::GUS showed
expression in the veins and the tip of the cotyledons and in the differentiation zone. (M-P)
ProBRL1-479::GUS and (Q-T) ProBRLI1-334::GUS did not show any expression in the

tissues analysed.

Figure 2: BRs regulate AtBRL3 expression pattern

A histochemical GUS assay has been performed in 6 day old seedlings of Arabidopsis treated
with 4 nM BL for 48 hrs. Two T3 representative homozygous lines of each construct
generated have been used to analyse the GUS activity in the cotyledons, SAM, root
differentiation and meristematic zone. Samples have been incubated in a GUS solution for 16
hrs. (A-D) ProBRL3-1719::GUS +BL showed expression in the veins and the tip of the
cotyledons, in the SAM, in regions where lateral roots emerge, in the differentiation zone and
in the quiescent centre. (D) Instead of expression in the two protophloem cell layers the GUS
reporter showed diffuse expression in the stele. (E-H) ProBRL3-1098::GUS +BL showed
expression in the veins and the tip of the cotyledons, in regions where lateral roots emerge, in
the differentiation zone and (H) a significantly repressed expression pattern in the two
protophloem cell files. (I-L) ProBRL3-755::GUS +BL showed quite similar expression to
ProBRL3-1098::GUS and exhibited also (L) the significantly reduced expression in the two
protophloem cell files. (M-P) ProBRL3-498::GUS +BL and (Q-T) ProBRL3-384::GUS +BL
did not show any difference to the untreated lines analysed. (U-X) ProBRL3-218::GUS +BL

was not expressed in any tissue analysed.

Figure S2: BRs do not regulate A¢zBRL1 expression pattern

A histochemical GUS assay has been performed in 6 day old seedlings of Arabidopsis treated
with 4 nM BL for 48 hrs. Two T3 representative homozygous lines of each construct
generated have been used to analyse the GUS activity in the cotyledons, SAM, root
differentiation and meristematic zone. Samples have been incubated in a GUS solution for 16
hrs. (A-D) ProBRLI-1641::GUS +BL showed expression in the veins and the tip of the
cotyledons, in the SAM, in the tip of lateral roots and in the differentiation zone. (E-H)
ProBRLI1-978::GUS and (I-L) ProBRLI1-790::GUS showed expression in the veins and the
tip of the cotyledons and in the differentiation zone. (M-P) ProBRL1-479::GUS and (Q-T)
ProBRL1-334::GUS did not show any expression in the tissues analysed.



Figure 3: A¢tBRL3 expression pattern in the root meristem is BR dose dependent

(A) A histochemical GUS assay has been performed in 6 day old seedlings of Arabidopsis
treated with 4 nM BL for 48 hrs. Two T3 representative homozygous lines of selected
transgenics have been used to analyse the GUS activity root meristem. Samples have been
incubated in a GUS solution for 16 hrs and subsequently stained with mPS-PI and imaged
using a confocal microscope. (PP) protophloem and (QC) quiescent centre (A) ProBRL3-
1719::GUS showed expression in the protophloem cell layer at the transition zone where
protophloem differentiate and in the QC. (B and C) Transversal images of the meristem and
the QC in ProBRL3-1719::GUS lines. (D) ProBRL3-1719::GUS + BL was expressed in the
QC and in a diffused pattern in the stele. (E) Transversal images of the meristem in ProBRL3-
1719::GUS lines treated with 4 nM BL. (F) ProBRL3-1098::GUS and (H) ProBRL3-
755::GUS was expressed in the protophloem. (G) ProBRL3-1098::GUS and (I) ProBRL3-
755::GUS treated with 4 nM BL showed a significantly reduced expression of the GUS
reporter in the protophloem. (B) A histochemical GUS assay has been performed in 6 day old
seedlings of Arabidopsis treated with increasing concentrations of BL (0.004 to 4 nM
continuous treatment). Two T3 representative homozygous lines of ProBRL3-1719::GUS
have been used to analyse the GUS activity in the root meristem. Samples have been
incubated in a GUS solution for 16 hrs and subsequently stained with mPS-PI and imaged
using a confocal microscope. (PP) protophloem and (QC) quiescent centre (J) ProBRL3-
1719::GUS treated with 0.004 nM BL showed an increased and expanded expression in the
protophloem cell layer towards the QC, where the GUS reporter is expressed as well. (K and
L) Transversal images of the meristem and the QC after treatment with 0.004 nM BL. (M)
ProBRL3-1719::GUS treated with 0.04 nM BL and (N) ProBRL3-1719::GUS treated with 0.4
nM BL showed a reduced and misplaced expression in the stele and repression in the QC. (O
and P) Transversal images of the meristem and the QC after treatment with 0.4 nM BL. (Q)
ProBRL3-1719::GUS treated with 4 nM BL showed a misplaced and strongly reduced

expression in the stele.

Figure 4: BES1 regulates the AtBRL3 expression pattern in the root meristem through
binding the BRRE.

(A) A histochemical GUS assay has been performed in 6 day old seedlings of
Arabidopsis. ProBRL3-1719::GUS transgenics crossed to either bes1-D or 35S::BES1-D:GR
lines. Representative lines have been used to analyse the GUS activity in the root meristem.

Samples have been incubated in a GUS solution for 16 hrs and subsequently stained with



mPS-PI and imaged using a confocal microscope. (PP) protophloem and (QC) quiescent
centre (A) ProBRL3-1719::GUS showed expression in the protophloem cell layer at the
transition zone where protophloem differentiate and in the QC. (B) ProBRL3-1719::GUS
treated continuously with 0.004 nM BL showed an increased and expanded expression in the
protophloem cell layer towards the QC and in the QC. (C) ProBRL3-1719::GUS crossed to
bes1-D lines showed increased expression in the protophloem cell layer towards the QC and
in the QC, similar to transgenics treated with 0.004 nm BL. (D) ProBRL3-1719::GUS treated
with 4 nM BL for 48 hrs showed expression in the QC and a diffused expression pattern in the
stele. (E) ProBRL3-1719::GUS crossed to 35S::BES1-D:GR lines showed expression in the
QC and a diffused expression pattern in the stele, similar to transgenics treated with 4 nM BL
for 48 hrs. (F) ProBRL3-1098::GUS was expressed in the protophloem. (G) ProBRL3-
1098::GUS treated with 4 nM BL showed a significantly reduced expression in the
protophloem cell layer. (H) ProBRL3-1098::GUS crossed to bes1-D lines showed expanded
expression in the protophloem cell layer.

(B) BES1 was enriched in the 5’ flanking region of AzBRL3 containing the BRRE.
Resulting data of a chromatin immunoprecipitation (Chip) experiment showed enrichment of
BESI in the promoter region of AtBRL3 containing the BRRE (region 1: -1719 to -1098 bp).
In contrast between the region -1098 and -755 bp, containing an E-box, an enrichment of
BESI was not detectable (region 2). As a negative control the 3’'UTR and UBC30 have been
used. Both samples do not show any enrichment of BES1, too.

(C) BES1 represses AtBRL3 expression through binding the BRRE .

In a luciferase reporter gene assay protoplasts of Arabidopsis have been co-transfected with
either ProBRL3-1719::LUC, ProBRL3-1098::LUC or ProBRL3-384.::LUC and either
35S::BES1-D:GFP or 35S:GFP (control) and additionally with 35S::Renilla. Each experiment
was done in triplicates and obtained data was normalized to the activity of Renilla (Grotewold
et al., 2000). The ratio was calculated as the ratio of each treatment and the treatment of the
longest construct used without the repressor. The plotted diagram shows the arithmetic means
and the standard error of the mean, demonstrating a strong repression of A¢/BRL3 due to the

binding of BES1 to the BRRE in ProBRL3-1719::LUC.

Figure 5: Model of BR perception regarding expression of AtBRL3
A model based on the obtained results, suggesting an BR auto-regulated mechanism of
AtBRL3 expression in the root meristem, depending on BES1 protein levels and their binding

capacity to BRRE within the 5’ flanking region of AtBRL3.
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Table S1. Primer sequences used for construction of deletions from the BRL1 and BRL3
promoters.

Primer sequence
JE pBRL1 AC &’ ggggacaagtttgtacaaaaaagcagqgctaaaatgctactttggc
JE pBRL1 557 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatcaacccaagtaac
JE pBRL16 5" ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttgtgacctcacttgcc
JE pBRL1 7 5° ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctactcctcaattacgcaa
C pBRL1 57 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctagacaacctctgttgtc
JE pBRL1(-26) 3’ ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcatttggcacagcaagag
JE pBRL3 05" ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctcgtggggattagttgctga
JE pBRL3 157 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctggaaaccgaactat
JE pBRL3 25" ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttgacgtagagtttga
JE pBRL3 3 5° gaggacaagtttgtacaaaaaagcaggctacacgcttcctttat
JE PBRL3 AC 5° ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctgtctcatagttttgtc
JE pBRL3 4 5° gaggacaagtttgtacaaaaaagcaggctcttgaacaagacttg
A pBRL3 5° ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttggttccggatccgacc
B pBRL3 5° ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctgagagacaacactgtcg
JE CompBRL3R1R2-3" ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcgttattagcccacaa

Underlines represent additional recognition sequence attB for recombination reaction.






Anexo2. AtMYB7, a new player in the regulation of UV-sunscreens in Arabidopsis thaliana.
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Abstract

The phenylpropanoid metabolic pathway provides a wide variety of essential compounds for plants.
Together with sinapate esters, in Brassicaceae species, flavonoids play an important role in protecting
plants against ultraviolet irradiation. Results: In this work we have characterized the Arabidopsis thaliana
AtMYBY7, the closest homolog of AtMYB4 and AtMYB32, described as repressors of different branches of
the phenylpropanoid metabolism. The characterization of atmyb7 plants revealed an induction of several
genes involved in flavonols biosynthesis and increased amount of these compounds. In addition, the
AtMYBY7 gene expression is repressed by AtMYB4. As a consequence, the atmyb4 mutant plants present
a reduction of flavonols contents, indicating once more that AtMYB7 represses flavonols biosynthesis. Our
results also show that AtMYB7 gene expression is induced by salt stress. The results obtained indicate
that AtMYBY7 is a repressor of flavonols biosynthesis and also lead us to propose AtMYB4 and AtMYB7 as

part of the regulatory mechanism controlling the balance of the main A. thaliana UV-sunscreens.

Keywords: phenylpropanoids, R2R3-MYB factors, flavonoids, UV-sunscreens
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Introduction

The phenylpropanoid metabolic pathway generates a wide variety of compounds that are essential for
plants including lignin, flavonoids, and the brassicaceae-specific sinapate esters (Dixon et al., 2002;

Milkowski and Strack, 2010; Vogt, 2010).

While lignin plays a structural function within the secondary cell walls (Vanholme et al., 2010), sinapate
esters and flavonoids act as sunscreens that protect plants against the oxidative damage produced by the
UV-B radiation (Li et al., 1993, Landry et al., 1995; Sheahan et al., 1996; Dixon and Pasinetti, 2010;

Emiliani et al., 2013).

As both classes of compounds are produced by the phenylpropanoid pathway and plays similar functions,

it is likely that a tight regulation of their levels occurs in Arabidopsis thaliana.

Thus, it can be hypothesized that the relative amount of each one of these compounds is the result of the
balanced expression of several interacting regulators, as already suggested (Hemm et al., 2001, Dubos et

al., 2010).

During the last years, many efforts have been addressed to understand how the phenylpropanoid pathway
is regulated to precisely synthesize every phenolic compound and a mounting amount of evidences
indicates that the family of R2R3-MYB transcription factors plays a key function in this regulation (Hemm
et al., 2001; Bomal et al., 2008; Dubos et al., 2010; Zhong and Ye, 2009; Feller et al., 2011; Gray et al.,
2012). This large family of transcriptional regulators can be divided into subgroups based on the presence
of conserved motifs in the C-terminal domain (Stracke et al., 2001; Dubos et al., 2010) and several studies
showed that the members of a same subgroup share similar functions. This is the case of subgroup 4,
which clusters the only R2R3-MYB factors acting as transcriptional repressors of different branches of the
phenylpropanoid metabolism (Jin et al., 2000; Tamagnone et al., 1998; Preston et al., 2004; Sonbol et al.,

2009; Legay et al., 2010; Fornalé et al., 2006 and 2010).
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In A. thaliana, the subgroup 4 is composed by four members: AtIMYB3, AtMYB4, AtMYB7 and AtMYB32
(Dubos et al., 2010). AtMYB4 is involved in the repression of the sinapate esters biosynthesis (Jin et al.,
2000) and AtMYB32 was characterized as a repressor of lignin biosynthesis specifically in pollen (Preston
et al., 2004) but nothing is known about the function of AtMYB7, the closest AtMYB4 and AtMYB32
homolog. Therefore, we investigated the role of AtMYB7 in the regulation of the main branches of the
phenylpropanoid biosynthesis. In this work, we characterized the roles of AtMYB7 and we showed that it
is mainly involved in the repression of flavonol biosynthesis. In addition, AtIMYB7 gene expression is

controlled, at least partially, by AtMYB4 and induced by salt stress conditions.

Results

The expression of AtMYBY is controlled by AtMYB4

AtMYB?7 is phylogenetically closely related to AtMYB4 and AtMYB32 (Stracke et al., 2001; Dubos et al.,
2010). A previous GUS-reporter gene analysis indicated that AtMYB32 is mainly expressed in anthers,
stigma and lateral root primordia and is induced after wounding (Preston et al., 2004). To get a global
picture of the gene expression on these MYB factors, we generated A. thaliana plants expressing GUS
under the control of the AtMYB7 and AtMYB4 gene promoters respectively (Fig. 1). The results show that
AtMYBY7 and AtMYB4 are both expressed in root tissues (with the exception of the root tips) and rosette
leaves and the expression of both factors decreases as leaves mature. The expression of AIMYB7 in
leaves is generally lower and more localized than the one of AtMYB4. In fact, the AtMYBY7 promoter drives
the expression of GUS mainly in the vasculature, while AtMYB4 is expressed throughout the leaf (Fig.
1).These two factors present a non-overlapping pattern of expression in flowers, being AtMYB4 mainly
detected in filaments and in the style, and AtMYB7 exclusively in anthers (Fig. 1). In addition, the excised
stems of plants expressing GUS under the control of AtMYB4 and AtMYB7 gene promoter show that

AtMYBA4, but not AtMYB?, is induced by wounding (Fig. 1).
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As AtMYBY is naturally expressed at a low level in near all the tissues in which AtMYB4 is also expressed,
we investigated whether AtMYB4 controls the expression of AtMYBY7. Thus, we followed the expression of
AtMYB7 into the atmyb4 mutant background and vice versa both by GUS-gene reporter analyses and
endogenous gene expression analyses (Fig. 2). The results show that in the absence of AtMYB4, the
expression of AtMYB7 is induced and can be detected throughout the leaf, while the expression of

AtMYB4 is not modified by the absence of AtMYB7 (Fig. 2).

AtMYBY7 represses flavonol biosynthesis

Both AtMYB4 and AtMYB32 have been described as transcriptional repressors of the phenylpropanoid
pathway. The characterization of the atmyb4 mutant led to demonstrate that AtMYB4 acts as a main
repressor of sinapate esters (Jin et al.,, 2000), while the characterization of atmyb32 mutant plants

showed that AtMYB32 regulates the synthesis of lignin in pollen (Preston et al., 2004).

Thus, to study whether AtMYB7 regulates the phenylpropanoid pathway, we characterized an atmyb7 T-
DNA insertion mutant and we studied the effect on the synthesis and accumulation of lignin and

flavonoids, the two main end-products of this metabolic route.

As in the case of atmyb4 and atmyb32 plants, no obvious changes were observed in the phenotype of
atmyb7 plants, and the expression analysis of the main lignin genes did not show changes compared to
wild-type stems. In agreement with these data, the distribution of lignin was not significantly altered in
mutant stems (Fig. 3) and the determination of lignin content and of its composition (S/G ratio) did not

indicate changes in respect to control plants (Fig. 3).

The expression analysis of the main flavonoid biosynthetic genes in rosette leaves from atmyb7 and wild-
type plants indicated that the lack of AtMYB7 produces an increase in the expression of two early-
phenylpropanoid genes, C4H and 4CL and of two flavonoid specific genes, F3’H and DFR (Fig. 4). These
changes are in line with the 2-fold increase of flavonols that can be detected in atmyb7 rosettes (Fig. 5)
and suggest that AtMYB7 acts as a repressor of flavonols. On the other hand a 30% decrease of

6
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anthocyanins is observed in mutant plants, while the amount of soluble phenolics does not change

significantly compared to control plants (Fig. 5).

In A. thaliana, flavonols acts as UV-sunscreens together with sinapate esters and both class of
compounds are synthesized through the phenylpropanoid pathway. Thus, to study if the higher flavonoid
content of atmyb7 plants influences the synthesis of sinapate esters, we also analyzed the expression of
their main biosynthetic genes. The results indicate that ALDH is clearly repressed in atmyb7 rosettes,

while the expression of SGT is induced (Fig. 6)

The function of AtMYB4 and AtMYBY is not redundant

AtMYB4 acts as a negative regulator of sinapate ester synthesis (Jin et al., 2000) and possibly of AtIMYB?7,
which in turn seems to repress the synthesis of flavonols. To better define the interactions between these
two factors, we generated atmyb7 x atmyb4 double mutant plants and we studied the effects on the
biosynthesis of flavonoids and sinapate esters. These double mutant plants do not show phenotypic
alterations (supplementary file 1) and our results indicate that the lack of both MYB factors induces the
expression of all the genes whose expression is induced in atmyb7 rosettes (Fig. 4). In addition, atmyb7 x
atmyb4 rosettes display an increase in flavonols similar to that of atmyb7 plants, making unlikely the
occurrence of a functional redundancy between AtMYB7 and AtMYB4 and confirming the specific role of
AtMYB?7 as a repressor of flavonol synthesis (Fig. 5). The quantification of soluble phenolics in atmyb7 x
atmyb4 rosette leaves show no difference compared to wild-type plants, while anthocyanins levels are

higher in the absence of both MYB factors (Fig. 5).

The lack of AtMYB4 increases the levels of sinapate esters (Jin et al., 2000) and our results indicate that
this also lead to the up-regulation of AtMYB7 (Fig. 2). To study the effect on the accumulation of
flavonoids, we also determined their levels in atmyb4 and wild-type rosette leaves. The reduced levels of

flavonols in atmyb4 mutant plants indicate once more that AtMYB7 acts a transcriptional repressor of
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these compounds (Fig. 5). On the other hand, anthocyanins are slightly increased in atmyb4 leaves, while

the total soluble phenolics content is not significantly altered (Fig. 5).

To deepen in the study of the interactions between AtMYB7 and AtMYB4 we also analyzed the expression
of the main genes involved in the synthesis of sinapate esters both in atmyb7 and atmyb7 x atmyb4
leaves. The lack of AtMYB7 gene expression reduces the transcript levels of the ALDH gene but its
expression is restored to wild-type levels in the double atmyb7 x atmyb4 mutant plants (Fig. 6), in

accordance with the specific function of AtMYB4 as a repressor of the synthesis of sinapate esters.

Finally, as atmyb7 plants do not display changes in the synthesis of lignin (Fig. 3) we analyzed stems from
atmyb7 x atmyb4 plants to study if AtMYB4 plays a role in the regulation of this branch of the
phenylpropanoid pathway. The lack of alterations of both lignin content and composition indicates that

AtMYB4 is not directly involved in the regulation of lignin synthesis (Fig. 3).

AtMYBY is induced by salt stress conditions

The data obtained indicate that AtMYB?7 acts as a repressor of flavonol synthesis and that its function is at
least partially controlled by AtMYB4. To better define the physiological role of AtMYB7, additional
experiments were undertaken to identify additional factors that influences its gene expression. The in
silico analysis of AtMYB7 gene expression pattern (Arabidopsis eFP Browser, http://bar.utoronto.ca)
revealed that it can be induced under abiotic stress conditions such as salt stress. Thus we supplied wild-
type, atmyb7 and atmyb4 plants with NaCl during 4 hours and we studied the response of these two
factors to this treatment. Under these experimental conditions, we observed a clear induction of AtMYB7
both in wild-type and atmyb4 plants, while AtMYB4 gene expression remains unchanged in wild-type and
atmyb7 plants (Fig. 7). These data indicate that the salt-response of AtIMYB?7 is independent from AtMYB4

as the induction occurs both in presence or absence of this repressor.

Page 8 of :
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Discussion

Plant R2R3-MYB proteins are major regulators of the phenylpropanoid metabolism and their classification
according to the presence of conserved domains allowed the identification of 22 subgroups in A. thaliana
(Kranz et al., 1998; Stracke et al., 2001). An increasing amount of data indicates that MYB factors
belonging to the same subgroup share a degree of functional conservation. This is the case of subgroup
4, which comprises AtMYB4 and AtMYB32 that act as transcriptional repressors (Jin et al., 2000; Preston
et al., 2004). Thus, AtMYB4 was shown to control the synthesis of sinapate esters in a UV-dependent
fashion by repressing the gene encoding C4H (Jin et al., 2000) while AtMYB32 regulates the synthesis of
lignin in the pollen (Preston et al., 2004). Two other MYB factors are clustered within this subgroup:
AtMYB3 and AtMYB7 and to date, no functional data are known on the physiological role of these

regulators.

The phylogenetic analysis of the subgroup 4 R2R3-MYB proteins revealed that AtMYB?7 is the closest one
to the already characterized AtMYB4 and AtMYB32 (Dubos et al., 2010) and in this work we undertook its

characterization to unravel its function in A.thaliana.

The GUS-reporter gene analysis indicated that AtMYBY is mainly expressed in roots and in anthers, while
in rosettes it is mainly detected in leaf vasculature (Fig. 1). This expression pattern is similar to that of
AtMYB4 but comparatively weaker. Previous studies showed that AIMYB32 is strongly expressed in root

primordia (Preston et al., 2004) but this is not the case of both AtMYB7 and AtMYBA4.

The lack of AtMYB4 induces the expression of AtMYBY in tissues were normally it is not detected. Thus, it
is likely that AtMYB4 limits the expression pattern of AtMYB7. A direct interaction of AtMYB4 with the
AtMYBY7 gene promoter is not excluded due to the presence of several cis-elements typically recognized

by MYB factors (data not shown) in the AtMYB7 gene promoter.

The characterization of atmyb7 and atmyb7 x atmyb4 mutant plants makes unlikely a role of both AtMYB7
and AtMYB4 in the synthesis of lignin. The higher flavonol levels of atmyb7 plants indicate a function of

9
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AtMYBY7 in the regulation of this branch of the phenylpropanoid pathway. In addition, the comparison of
the flavonoid profiles of atmyb7, atmyb4 and atmyb7 x atmyb4 mutants suggests that the function of
AtMYB7 on flavonol synthesis is specific, as the lack of AtMYB4 in the double atmyb7 x atmyb4 does not

modify the higher levels detected in the atmyb7 single mutant.

At the molecular level, the lack of atmyb7 induces the expression of several genes involved in the
synthesis of flavonoids such as the early-phenylpropanoid genes C4H and 4CL7 and the specific
flavonoid genes F3’H, DFR and UGT. The same pattern of up-regulation is found in atmyb7 x atmyb4
plants and this reinforces the idea that the role of AtMYB7 on this branch of the phenylpropanoid pathway

is not redundant with the one of AtMYB4.

The atmyb4 mutants accumulate sinapate esters (Jin et al., 2000) and in this work we showed that in
these plants, flavonols are reduced (Fig. 5). This effect is in line with the induction of AtMYB7 expression
that takes place in the absence of AtMYB4 (Fig. 2) and leads to hypothesize that this metabolic balance

between the two main A. thaliana UV-protecting sunscreens would be regulated by AtMYB4 and AtMYB7

(Fig. 8).

Our results show that AtMYB7 gene expression is induced by salt treatment. This is in agreement with
previous results showing that R2R3-MYB factors can play a role in the synthesis of flavonols that takes
place in response to this abiotic stress (Fini et al., 2011). Flavonols act as antioxidants against the
reactive oxygen species generated by salt stress (Hong et al., 2009). Therefore, AtMYB7 can be proposed
as a component of the regulatory network that controls the response to salt stress. In contrast, the gene
expression of AtMYB4 is not altered by salt stress, suggesting once more that the main function of this

factor is the regulation of sinapate-esters.

The role of AtMYB7 as a repressor of flavonols biosynthesis provides an example of functional divergence
within the members of the same subgroup 4 of the R2R3-MYB family. The duplication of these factors
during the evolution led to a divergence of their function in the regulation of the different branches of the
phenylpropanoid pathway (Feller et al., 2011). Thus, while AtMYB4 evolved to regulate sinapate esters

biosynthesis and AtMYB32 to control lignin biosynthesis in pollen, in this work we have shown that
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AtMYB7 has evolved to repress flavonols biosynthesis. In addition, the regulation of AtMYB7 gene
expression by AtMYB4, lead us to propose the existence of a functional interplay between these two

closely related factors to control the balance of the main A. thaliana UV-sunscreens.

Methods

Plant material

A. thaliana atmyb7 (ecotype Columbia) T-DNA mutant seeds were obtained from the SALK collection
(http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress) and atmyb4 (ecotype Landsberg erecta) mutant seeds from
transposon GENETRAP collection (http://genetrap.cshl.edu). The double mutant atmyb7 x atmyb4 was
obtained by cross-pollination of the homozygous single mutants. The segregation of the mutant alleles
was followed by genotyping the offspring until the double homozygous plant was obtained. The primers

used for the screening of single and double mutants are listed in Supplementary data 2.

For the in vitro culture, surface sterilized A. thaliana wild type and mutant seeds were sown on MS solid
medium (Murashige and Skoog, 1962) kept for 2 days at 4°C in the dark and then transferred to a growth
chamber with a 16 h light period at 22°C. For the greenhouse culture, seeds were grown under standard
condition (25°C day and 22°C night with 50% humidity) with a 16/8 h photoperiod of natural and

supplemented light.

Once harvested, plant material was immediately frozen with liquid nitrogen and stored at -80°C for the
following biochemical and molecular analyses, or immediately used as fresh material for the histochemical

studies.

Histology and lignin analysis

11
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Hand-cross sections were prepared from the basal part of inflorescence stems, stained with the Wiesner

solution (1% phloroglucinol in ethanol: 37% HCI 1/1) and immediately observed under light microscopy.

Lignin content and composition were determined in mature stems of mutants and wild-type plants.
Thioacidolysis and GC were used to determine lignin composition according to the method published by
Lapierre et al.,, (1986) and lignin content was determined by derivatization with thioglycolic acid

(Withmore, 1978).

Constructions and RT-PCR

2 Kb of AtMYB7 and AtMYB4 gene promoters (pATMYB7 and pATMYB4) were fused to the pB-
glucuronidase (GUS) coding sequence using the pHGWF57 vector (Karimi et al., 2002). The resulting
PAtMYB7::GUS and pAtMYB4::GUS constructs were then transferred by floral dip (Clough and Bent,
1998) to A. thaliana wild-type, atmyb7 and atmyb4 mutant plants. The primer sequences used to clone

both promoters are shown in Supplementary data 2.

Total RNA was extracted with Trizol Reagent according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen).
Approximately 1.5 pg of total RNA were reverse-transcribed using M-MLV Reverse Transcriptase
(Invitrogen) according to manufacturer's instructions. First-strand cDNA was generated using an
oligo(dT)15 primer, and 2 pl of the first-strand cDNA used as a template in subsequent PCR reactions.
Gene-specific primers were used to amplify AIMYB7, AtMYB4 and all the main phenylpropanoid
biosynthetic genes (Supplementary data 3) and actin was used for data normalization. To confirm the

absence of genomic DNA contamination, “no-RT” PCR assays were run.

B-Glucuronidase (GUS) staining

Histochemical staining for GUS activity in transgenic plants was performed as described previously

(Jefferson et al., 1987) with minor modifications. Seedlings grown in vitro on MS plates for 10 days,

12
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rosettes or flowering plants were harvested and immediately immersed in the reaction solution composed
by 1mM 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-d-glucuronic acid, 50mM sodium phosphate, 2 mM ferricyanide, 2
mM ferrocyanide, and 0.2% Triton X-100, pH 7.0. After 5 min of vacuum infiltration, samples were
incubated overnight at 37°C. Serial washes of 30 min each were then performed with increasing
concentrations of ethanol (from 20% to 70%) and pictures of the stained tissues were taken with a

stereomicroscope.

Salt treatments

Wild-type, atmyb7 and atmyb4 mutant plants grown in vitro for two weeks were transferred to a liquid MS
medium containing 150 mM NaCl during 4 hours. For each treatment, the corresponding control was
prepared incubating seedlings in MS liquid medium for the same time. After this time period, whole plants

were collected and immediately frozen with liquid nitrogen.

Quantification of flavonoids and soluble phenolics

Total flavonols were determined according to Chang et al., (2002). Leaf tissues were extracted in 80%
methanol at 4°C for two hours. After centrifugation, aliquots of supernatant were taken to 2 mL with
methanol and sequentially mixed with 0.1 mL aluminium chloride (10% water solution), 0.1ml K-acetate
1M and 2.8 ml distilled water. After 30 min incubation at room temperature, absorbance at 415 nm was

recorded. Flavonol content was quantified as equivalents of rutin used as standard.

Total anthocyanins were determined according to Laitinen et al. (2008). Leaf tissues (100 mg) were
extracted with 1 ml of extraction solvent (methanol, water, hydrochloric acid, 7:2:1) at 4°C for 20h and
centrifuged (20 min, 10000 rpm, 4°C). The absorbance of the supernatants was measured at 530 nm and

the anthocyanin content was quantified as equivalents of cyanidine chloride used as standard.
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Total phenolics were determined using a modified Folin-Ciocalteu colorimetric method (Singleton and
Rossi, 1965). Fresh leaf tissue (100 mg) was extracted in 1 ml ethanol (80%), incubated 2h at 4°C in the
dark and then centrifuged to remove cell debris. Aliquots of supernatant were made up to a volume of 3 ml
with distilled water. Then 0.5 ml Folin Ciocalteau reagent (1:1 with water) and 2 ml of Na,CO3; (20%) were
added. The solution was warmed 15 min at 45°C, cooled to room temperature and the absorbance was

measured at 650 nm. Phenolics were quantified as equivalents of gallic acid used as standard.
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Figure Legends

Fig 1 Expression pattern of AtMYB7 and AtMYB4. Arabidopsis plants expressing GUS reporter gene
under the control of the AtMYB7 gene promoter (left panel) or AtMYB4 gene promoter (right panel). (A)
Detail of a rosette leaf from ten days-old seedling. (B) Whole seedling. (C) Detail of apical root from ten
days-old seedling. (D) Rosette leaves from three weeks-old plants (E) florets (F) Silique. (G) Stalk. Arrows

refer to excision points

Fig 2 Expression pattern of AtMYB7 and AtMYB4 in atmyb4 and atmyb7 mutant backgrounds. (A)
Arabidopsis plants expressing GUS under the control of the AtMYB7 gene promoter in atmyb4 mutant

background (left panel) and Arabidopsis plants expressing GUS under the control of the AtMYB4 gene
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promoter in atmyb7 mutant background (right panel). (B) Relative expression levels of AtMYB7 and

AtMYB4 in wild type and atmyb7 and atmyb4 mutant plants.

Fig 3 Lignin biosynthesis is not repressed by AtMYB7. (A) Relative expression levels of all the monolignol
biosynthetic genes in wild type and atmyb7 bolting stems: PAL, phenylalanine ammonia-lyase; C4H,
cinnamate 4-hydroxylase; 4CL, 4-coumarate-CoA ligase; CCR, cinnamoyl-CoA reductase; CAD, cinnamy!
alcohol dehydrogenase; HCT, hydroxycinnamoyl-CoA shikimate/quinate hydroxycinnamoyltransferase;
C3H, 4-coumarate 3-hydroxylase; COMT, caffeic acid o-methyltransferase; CCoAOMT, caffeoyl-CoA o-
methyltransferase; F5H, ferulate-5-hydroxylase. (B) Phloroglucinol staining of mature wild type and
atmyb7 stems. (C) Quantification of total lignin content by thioglycolate acid method and S to G ratio in

stems of wild type, atmyb7 and atmyb7 x atmyb4 plants.

Fig 4 AtMYBY7 regulates genes involved in the biosynthesis of flavonoids. Gene expression analysis of
genes involved in flavonoids biosynthesis in atmyb7 and atmyb7 x atmyb4 rosette leaves. The flavonoid
biosynthetic pathway. CHS, chalcone synthase; CHI, chalcone isomerase; F3H, flavanone 3-hydroxylase;
F3'H, flavonoids 3™-hydroxylase; FLS, flavonol synthase; UGTs, UDP sugar glycosyltransferases; DFR,

dihydroflavonol reductase. Asterisks refer to genes induced in the absence of AIMYB?7.

Fig 5 Soluble phenolics, flavonoids and anthocyanins quantification in wild type, atmyb7, atmyb4 and
atmyb7 x atmyb4 plants. Soluble phenolics, flavonols and anthocyanins are expressed as equivalents of
gallic acid, rutin and cyanidine chloride, respectively. Data are the mean of three replicates + standard

deviation.

21



Plant & Cell Physiology Page 22 of :

Fig 6 Sinapate esters biosynthetic genes are not regulated by AtMYB7. Gene expression analyses of
sinapate esters biosynthetic genes in wild type, atmyb7 and atmyb7 x atmyb4 plants. Sinapate-ester
biosynthesis: ALDH, aldehyde dehydrogenase; SGT, sinapate UDP-glucose sinapoyltransferase; SMT,

sinapoylglucose malate sinapoyltransferase.

Fig 7 AtMYB?Y7 is induced by salt. Relative expression levels of AtMYB7 and AtMYB4 in wild type and

atmyb7 and atmyb4 mutant plants treated with salt.

Fig 8 Schematic representation of AtMYB7 and AtMYB4 function. Wild type conditions are shown as grey
ovals while mutant conditions are shown as dotted white ovals. Increased or decreased levels of flavonols

and/or sinapate esters are shown in capital letters or lower case letters, respectively.

Supplementary files

Supplementary file 1: Macroscopic phenotype of atmyb7 and atmyb7 x atmyb4 mutant adult plants and

rosettes.

Supplementary file 2: Sequence of primers used to genotype atmyb7, atmyb4 and atmy7 x atmyb4 mutant

plants.

Supplementary file 3: Sequence of primers used for gene expression analyses in atmyb7 and atmy7 x

atmyb4 mutant plants.
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Anexo 3. Material suplementario capitulo 3.
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Figura S1. Anadlisis in vivo del patron de union de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia C4H.

A y B son réplicas bioldgicas independientes. A la izquierda se presenta la representacién de la
estructura de la region 5' de los genes de la familia C4H. Se indica con una flecha el sitio de inicio de la
transcripcion de los genes y con una linea la posicién de las cajas AC, que a su vez corresponde con el
area que fue amplificada mediante ChIP nano-qPCR. El andlisis de enriquecimiento se realizé usando el
parametro % de enriquecimiento con respecto al input. De izquierda a derecha se presentan los
resultados obtenidos de ChIP realizados utilizando los anticuerpo purificados aZmMYB11, aZmMYB31 y
aZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73.
En la parte superior derecha se presenta el enriquecimiento de los controles negativos actinl
(GRMZM2G126010), copia (genbank #AF398212), Alpha-3-tubulin (AC195340.3_FGT001) y COMT-3'
(AC196475.3_FGT0045). El analisis estadistico de las diferencias entre las muestras se realizé con la
prueba T -Student. Uno, dos y tres asteriscos indican una diferencia significativa (P <0,05), altamente
significativa (P <0,01) y extremadamente significativa (P <0,005), respectivamente, entre la region
enriquecida y el control negativo que obtuvo el valor mas alto de % de input. Las barras de error
representan la desviacion estandar de una réplica bioldgica con minimo dos replicas técnicas.
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Figura S2. Andlisis in vivo del patron de union de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia 4CL.

A, B, Cy D son réplicas biolégicas independientes. A la izquierda se presenta la representacién de la
estructura de la region 5' de los genes de la familia 4CL. Se indica con una flecha el sitio de inicio de la
transcripcion de los genes y con una linea la posicidén de las cajas AC, que a su vez corresponde con el
area que fue amplificada mediante ChIP nano-qPCR. El andlisis de enriquecimiento se realizé usando el
parametro % de enriquecimiento con respecto al input. De izquierda a derecha se presentan los
resultados obtenidos de ChIP realizados utilizando los anticuerpo purificados aZmMYB11, aZmMYB31 y
aZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73.
En la parte superior derecha se presenta el enriquecimiento de los controles negativos actini
(GRMZM2G126010), copia (genbank #AF398212), Alpha-3-tubulin (AC195340.3_FGT001) y COMT-3'
(AC196475.3_FGT0045). El analisis estadistico de las diferencias entre las muestras se realizé con la
prueba T -Student. Uno, dos y tres asteriscos indican una diferencia significativa (P <0,05), altamente
significativa (P <0,01) y extremadamente significativa (P <0,005), respectivamente, entre la regidn
enriquecida y el control negativo que obtuvo el valor mas alto de % de input. Las barras de error
representan la desviacidn estandar de una réplica bioldgica con minimo dos replicas técnicas.
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Figura S3. Analisis in vivo del patron de union de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia CCR.

A y B son réplicas bioldgicas independientes. A la izquierda se presenta la representacion de la
estructura de la region 5' de los genes de la familia CCR. Se indica con una flecha el sitio de inicio de la
transcripcion de los genes y con una linea la posicién de las cajas AC, que a su vez corresponde con el
area que fue amplificada mediante ChIP nano-qPCR. El andlisis de enriquecimiento se realizé usando el
parametro % de enriquecimiento con respecto al input. De izquierda a derecha se presentan los
resultados obtenidos de ChIP realizados utilizando los anticuerpo purificados aZmMYB11, aZmMYB31 y
aZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73.
En la parte superior derecha se presenta el enriquecimiento de los controles negativos actini
(GRMZM2G126010), copia (genbank #AF398212), Alpha-3-tubulin (AC195340.3_FGT001) y COMT-3'



(AC196475.3_FGT0045). El analisis estadistico de las diferencias entre las muestras se realizé con la
prueba T -Student. Uno, dos y tres asteriscos indican una diferencia significativa (P <0,05), altamente
significativa (P <0,01) y extremadamente significativa (P <0,005), respectivamente, entre la regién
enriquecida y el control negativo que obtuvo el valor mas alto de % de input. Las barras de error
representan la desviacidn estandar de una réplica bioldgica con minimo dos replicas técnicas.
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Figura S4. Analisis in vivo del patron de unidn de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia CAD.

A, B, Cy D son réplicas biolégicas independientes. A la izquierda se presenta la representacion de la
estructura de la region 5' de los genes de la familia CAD. Se indica con una flecha el sitio de inicio de la
transcripcion de los genes y con una linea la posicidn de las cajas AC, que a su vez corresponde con el
area que fue amplificada mediante ChIP nano-gPCR. El analisis de enriquecimiento se realizé usando el
pardmetro % de enriquecimiento con respecto al input. De izquierda a derecha se presentan los
resultados obtenidos de ChlIP realizados utilizando los anticuerpo purificados aZmMYB11, aZmMYB31 y
aZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73.
En la parte superior derecha se presenta el enriquecimiento de los controles negativos actini
(GRMZM2G126010), copia (genbank #AF398212), Alpha-3-tubulin (AC195340.3_FGT001) y COMT-3'
(AC196475.3_FGT0045). El anadlisis estadistico de las diferencias entre las muestras se realizé con la
prueba T -Student. Uno, dos y tres asteriscos indican una diferencia significativa (P <0,05), altamente
significativa (P <0,01) y extremadamente significativa (P <0,005), respectivamente, entre la region
enriquecida y el control negativo que obtuvo el valor mas alto de % de input. Las barras de error
representan la desviacion estandar de una réplica bioldgica con minimo dos replicas técnicas.
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Figura S5. Analisis in vivo del patron de union de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia HCT.

A y B son réplicas bioldgicas independientes. A la izquierda se presenta la representacién de la
estructura de la region 5' de los genes de la familia HCT. Se indica con una flecha el sitio de inicio de la
transcripcion de los genes y con una linea la posicién de las cajas AC, que a su vez corresponde con el
area que fue amplificada mediante ChIP nano-qPCR. El andlisis de enriquecimiento se realizé usando el
parametro % de enriquecimiento con respecto al input. De izquierda a derecha se presentan los
resultados obtenidos de ChIP realizados utilizando los anticuerpo purificados aZmMYB11, aZmMYB31 y
aZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73.
En la parte superior derecha se presenta el enriquecimiento de los controles negativos actini
(GRMZM2G126010), copia (genbank #AF398212), Alpha-3-tubulin (AC195340.3_FGT001) y COMT-3'
(AC196475.3_FGT0045). El analisis estadistico de las diferencias entre las muestras se realizé con la
prueba T -Student. Uno, dos y tres asteriscos indican una diferencia significativa (P <0,05), altamente
significativa (P <0,01) y extremadamente significativa (P <0,005), respectivamente, entre la region
enriquecida y el control negativo que obtuvo el valor mas alto de % de input. Las barras de error
representan la desviacion estandar de una réplica bioldgica con minimo dos replicas técnicas.
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Figura S6. Analisis in vivo del patron de unidn de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia C3H

A y B son réplicas bioldgicas independientes. A la izquierda se presenta la representacién de la
estructura de la region 5' de los genes de la familia C3H. Se indica con una flecha el sitio de inicio de la
transcripcion de los genes y con una linea la posicidn de las cajas AC, que a su vez corresponde con el
area que fue amplificada mediante ChIP nano-qPCR. El andlisis de enriquecimiento se realizé usando el
pardmetro % de enriquecimiento con respecto al input. De izquierda a derecha se presentan los
resultados obtenidos de ChIP realizados utilizando los anticuerpo purificados aZmMYB11, aZmMYB31 y
aZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73.
En la parte superior derecha se presenta el enriquecimiento de los controles negativos actinl
(GRMZM2G126010), copia (genbank #AF398212), Alpha-3-tubulin (AC195340.3_FGT001) y COMT-3'
(AC196475.3_FGT0045). El andlisis estadistico de las diferencias entre las muestras se realizé con la
prueba T -Student. Uno, dos y tres asteriscos indican una diferencia significativa (P <0,05), altamente
significativa (P <0,01) y extremadamente significativa (P <0,005), respectivamente, entre la region
enriquecida y el control negativo que obtuvo el valor mas alto de % de input. Las barras de error
representan la desviacion estandar de una réplica bioldgica con minimo dos replicas técnicas.
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Figura S7. Analisis in vivo del patron de unidn de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia CCOAOMT

A, By C son réplicas bioldgicas independientes. A la izquierda se presenta la representacion de la
estructura de la regién 5' de los genes de la familia CCOAOMT. Se indica con una flecha el sitio de inicio
de la transcripcion de los genes y con una linea la posicion de las cajas AC, que a su vez corresponde con
el area que fue amplificada mediante ChIP nano-gPCR. El anadlisis de enriquecimiento se realizé usando
el parametro % de enriquecimiento con respecto al input. De izquierda a derecha se presentan los
resultados obtenidos de ChlIP realizados utilizando los anticuerpo purificados aZmMYB11, aZmMYB31 y
aZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73.
En la parte superior derecha se presenta el enriquecimiento de los controles negativos actini
(GRMZM2G126010), copia (genbank #AF398212), Alpha-3-tubulin (AC195340.3_FGT001) y COMT-3'
(AC196475.3_FGT0045). El anadlisis estadistico de las diferencias entre las muestras se realizé con la
prueba T -Student. Uno, dos y tres asteriscos indican una diferencia significativa (P <0,05), altamente
significativa (P <0,01) y extremadamente significativa (P <0,005), respectivamente, entre la regidn
enriquecida y el control negativo que obtuvo el valor mas alto de % de input. Las barras de error
representan la desviacion estandar de una réplica bioldgica con minimo dos replicas técnicas.
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Figura S8. Analisis in vivo del patron de union de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia F5H.

A y B son réplicas bioldgicas independientes. A la izquierda se presenta la representacion de la
estructura de la region 5' de los genes de la familia F5H. Se indica con una flecha el sitio de inicio de la
transcripcion de los genes y con una linea la posicidn de las cajas AC, que a su vez corresponde con el
area que fue amplificada mediante ChIP nano-qPCR. El andlisis de enriquecimiento se realizé usando el
parametro % de enriquecimiento con respecto al input. De izquierda a derecha se presentan los
resultados obtenidos de ChIP realizados utilizando los anticuerpo purificados aZmMYB11, aZmMYB31 y
aZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73.
En la parte superior derecha se presenta el enriquecimiento de los controles negativos actini
(GRMZM2G126010), copia (genbank #AF398212), Alpha-3-tubulin (AC195340.3_FGT001) y COMT-3'
(AC196475.3_FGT0045). El analisis estadistico de las diferencias entre las muestras se realizé con la
prueba T -Student. Uno, dos y tres asteriscos indican una diferencia significativa (P <0,05), altamente
significativa (P <0,01) y extremadamente significativa (P <0,005), respectivamente, entre la regién
enriquecida y el control negativo que obtuvo el valor mas alto de % de input. Las barras de error
representan la desviacion estandar de una réplica bioldgica con minimo dos replicas técnicas.
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Figura S9. Analisis in vivo del patron de unidn de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia COMT.

A, By C son réplicas bioldgicas independientes. A la izquierda se presenta la representacion de la
estructura de la regidon 5' de los genes de la familia COMT. Se indica con una flecha el sitio de inicio de la
transcripcion de los genes y con una linea la posicidon de las cajas AC, que a su vez corresponde con el
area que fue amplificada mediante ChIP nano-qPCR. El andlisis de enriquecimiento se realizé usando el
parametro % de enriquecimiento con respecto al input. De izquierda a derecha se presentan los
resultados obtenidos de ChlIP realizados utilizando los anticuerpo purificados aZmMYB11, aZmMYB31 y
aZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73.
En la parte superior derecha se presenta el enriquecimiento de los controles negativos actini
(GRMZM2G126010), copia (genbank #AF398212), Alpha-3-tubulin (AC195340.3_FGT001) y COMT-3'
(AC196475.3_FGT0045). El anadlisis estadistico de las diferencias entre las muestras se realizé con la
prueba T -Student. Uno, dos y tres asteriscos indican una diferencia significativa (P <0,05), altamente
significativa (P <0,01) y extremadamente significativa (P <0,005), respectivamente, entre la region
enriquecida y el control negativo que obtuvo el valor mas alto de % de input. Las barras de error
representan la desviacion estandar de una réplica bioldgica con minimo dos replicas técnicas.
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Figura $10. Analisis in vivo del patrén de unién de los miembros de la familia R2R3-MYB del subgrupo
cuatro a la region aguas arriba de los genes de la familia CesA.

A, By C son réplicas bioldgicas independientes. A la izquierda se presenta la representacion de la
estructura de la regién 5' de los genes de la familia CesA. Se indica con una flecha el sitio de inicio de la
transcripcion de los genes y con una linea la posicidn de las cajas AC, que a su vez corresponde con el
area que fue amplificada mediante ChIP nano-qPCR. El andlisis de enriquecimiento se realizé usando el
parametro % de enriquecimiento con respecto al input. De izquierda a derecha se presentan los
resultados obtenidos de ChIP realizados utilizando los anticuerpo purificados aZmMYB11, aZmMYB31 y
aZmMYB42 y como fuente de cromatina la base de hoja ligule 2 de plantas de maiz de la variedad B73.
En la parte superior derecha se presenta el enriquecimiento de los controles negativos actini
(GRMZM2G126010), copia (genbank #AF398212), Alpha-3-tubulin (AC195340.3_FGT001) y COMT-3'
(AC196475.3_FGT0045). El andlisis estadistico de las diferencias entre las muestras se realizé con la
prueba T -Student. Uno, dos y tres asteriscos indican una diferencia significativa (P <0,05), altamente
significativa (P <0,01) y extremadamente significativa (P <0,005), respectivamente, entre la regidn
enriquecida y el control negativo que obtuvo el valor mas alto de % de input. Las barras de error
representan la desviacion estandar de una réplica bioldgica con minimo dos replicas técnicas.



El modulo regulador AC-GATA/C en el promotor de ZmCOMT

Los resultados obtenidos en la caracterizacion del médulo AC-GATA/C indican que
ZmMYB11, junto con ZmZIM91, tiene un papel relevante en respuesta de la planta ala
herida y el aumento en las concentraciones de MelA. Por tanto, se propone que
ZmMYB11 y ZmZIM91 estarian involucrados el control de la lignificacion mediada por
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Figura 72. Modelo propuesto de la regulacion de ZmCOMT por MelA.

En la figura de la parte superior, se muestra que en ausencia de MeJA, ZmZIM91 y ZmMYB11 se unen al
promotor de ZmCOMT a través de los motivos GATA/TC y AC repectivamente, que conforman el CRM
para reprimirlo. En la figura de la parte inferior, se ensefia el modelo cuando los niveles de MelA
incrementan, donde ZmZIM91 y ZmMYB11 son degradados a través del proteasoma 26S y por tanto la

expresion de ZmCOMT es activada.

204





