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Resumen

Localizacion de la proteina SOL1, involucrada en autoinmunidad, en maiz y
en un sistema heterélogo.

Las plantas cuentan con una regulacion estricta para evitar la activacion, en
momentos no requeridos, de los procesos desencadenados por el sistema inmune;
sin embargo, mutaciones en los receptores del sistema inmunes activan de manera
constitutiva la respuesta inmune aun sin la presencia de patégenos, originando asi
autoinmunidad en la planta y produciendo fenotipos anormales. Estas mutantes se
caracterizan por enanismo, niveles elevados de acido salicilico, expresion
constitutiva de genes de defensa como por ejemplo los relacionados con la
patogénesis generando una resistencia mejorada a patégenos. Las mutantes
autoinmunes proveen un sistema util para el estudio de la respuesta inmune de las
plantas, ya que aportan una perspectiva mas profunda de los mecanismos de
sefalizacion involucrados en la defensa. El estudio de una de las proteinas que
codifican uno de esos genes mutados en maiz, como de sus posibles interactores,
podria ayudar a entender mejor el mecanismo de defensa en gramineas. La
identificacion de Soll entre variedades endogamicas, asi como la informacion
generada acerca de los mecanismos moleculares que ocurren en respuesta a
estrés bidtico y abibtico en estas especies, sera de gran utilidad en el disefio de
estrategias para mitigar los dafios ocasionados en las plantas cultivadas. En este
trabajo logramos purificar un anticuerpo Anti-SOL1 a partir de un antisuero
producido en conejo, del cual obtuvimos tres lotes diferentes de anticuerpos
purificados por afinidad: uno usando la proteina desnaturalizada, otro la proteina
renaturalizada y el dltimo, un péptido sintético especifico de SOL1. Estos
anticuerpos se validaron por Western blot usando las proteinas recombinantes y se
probé su utilidad en experimentos de inmunolocalizacion en tejidos de maiz,
deteccion por Western blot en extractos de tejidos de maiz y para determinar la
localizacion de la proteina SOL1 etiquetada con YFP expresada en N.
benthamiana.

PALABRAS CLAVE: Respuesta inmune en plantas, modificadores genéticos,
rescate del fenotipo, anticuerpos especificos.
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Abstract

Localization of the SOL1 protein, involved in autoimmunity, in maize and in a
heterologous system.

Plants have a strict regulation to avoid the activation, at times not required, of the
processes triggered by the immune system; however, mutants in the immune
receptors constitutively activate the immune response even without the presence of
pathogens, thus causing autoimmunity in the plant and producing abnormal
phenotypes. These mutants are characterized by dwarfism, high levels of salicylic
acid, constitutive expression of defense genes such as those related to
pathogenesis, generating improved resistance to pathogens. The autoimmune
mutants provide a useful system for studying the immune response of plants, they
provide a deeper perspective of the signaling mechanisms involved in defense. The
study of one of the proteins that encodes one of these mutated genes in maize, as
well as its possible interactors, could help to better understand the mechanism of
grass defense. The identification of Soll among inbred varieties, as well as the
information generated about the molecular mechanisms that occur in response to
biotic and abiotic stress in these species, will be very useful in the design of
strategies to reduce the damage caused in cultivated plants. In this work, we purified
an Anti-SOL1 antibody from rabbit serum, from which we obtained three different
batches of purified antibodies by affinity: one to denatured protein, other to
renatured protein and the last one to a synthetic peptide specific of SOL1. These
antibodies were validated by Western blot using recombinant proteins. We tested
their utility in experiments of immunolocalization on maize tissues, Western blot
detection in maize tissue extracts and to determine the localization of the YFP-

tagged SOL1 protein expressed in N. benthamiana.

KEY WORDS: Immune response in plants, genetic modifiers, phenotype rescue,

specific antibodies.
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1. INTRODUCCION

1.1 Sistema inmune de las plantas

Las plantas se enfrentan constantemente a estrés producido por el ataque de
patdgenos y por condiciones ambientales que afectan su desarrollo. Para sobrevivir
utilizan diversos mecanismos de defensa, los cuales han coevolucionado ante
dichas amenazas y les ayudan a combatir o adaptarse a estas situaciones a través
de una respuesta inmune adecuada (Rodriguez et al., 2018).

El sistema inmune de las plantas esta constituido por dos barreras principales, la
primera actia al exterior de la célula y consiste en receptores que reconocen
patrones moleculares asociados a patdégenos o microbios (PAMPs o MAMPSs,
respectivamente por sus siglas en inglés) y desencadenan la inmunidad activada
por PAMP, PAMP-Triggered Immunity (PTI) o MAMP, MAMP Triggered Immunity
(MTI), esta respuesta corresponde a una defensa general no especifica que
proporciona a la planta una resistencia basal que funciona para controlar patégenos
con estrategias menos evolucionadas (Chinchilla et al., 2006). PTI lleva a las
células a un estado defensivo, activando cascadas de sefializacién, produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y cierre de estomas para prevenir la
colonizacion de la planta (Rodriguez et al., 2018). Ademas, fitohormonas como el
acido salicilico (SA), acido jasmonico (JA), etileno (ET) y acido abscisico (ABA) son
componentes importantes en la sefializacidon para activar el sistema inmune (Nejat
& Mantri, 2017). La liberacion extracelular de ROS actia como una sefal

antimicrobiana que fortalece la pared de la célula vegetal a través de la reticulacion



oxidativa y ejerce un papel como mensajero local y sistémico que funciona para
inducir respuestas inmunes (Zhang et al., 2018).

La segunda barrera de defensa actta dentro de la célula, y se basa en la activacion
de genes de resistencia (R), que reconocen efectores especificos codificados por
los genes de avirulencia (Avr) desplegados por patégenos, y se encargan de
desencadenar la respuesta inmune para limitar la propagacion de la infeccion en la
planta; este es el modelo conocido como “gen por gen” (Pizarro et al., 2020). Los
efectores del patégeno tienen la capacidad de modificar o remover proteinas del
huésped y promover la colonizacién (Lolle et al., 2017). Estos efectores, al interferir
con la respuesta PTI, producen la susceptibilidad activada por efectores (ETS). Sin
embargo, si un efector en especifico es reconocido por una de las proteinas R, se
produce la inmunidad activada por efectores (ETI), o respuesta PTI acelerada y
amplificada que otorga resistencia a enfermedades que generalmente involucra
muerte celular, también conocida como respuesta hipersensible (HR), en el sitio de
la infeccion. Luego de que ocurre muerte celular local, la resistencia sistémica
adquirida (SAR) puede ser inducida por el SA producido y asi estimular la
inmunidad en partes no infectadas de la planta, fenébmeno conocido como priming
en el que un estimulo conlleva a la respuesta de otro estimulo actuando como un
mecanismo de memoria. Las respuestas HR y SAR estan reguladas por SA
(Rodriguez et al., 2018). Estas respuestas estan representadas con el modelo de
“zig-zag-zig”, en el que, ademas, se muestra como a través de una regulacion
positiva de los componentes de sefalizacion, la respuesta ETI mejora las
respuestas de defensa PTI que fueron atenuadas por los efectores (Ngou et al.,

2021). En este sentido, las plantas detectan el ataque de patdégenos a través de
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receptores que se encuentran en la superficie y en el interior de sus células (Cui et

al., 2017).

1.1.1 Genes relacionados con la patogénesis

SAR se caracteriza principalmente por una alta expresion de genes PR
(relacionados con la patogénesis, por sus siglas en inglés). Los genes PR se
clasifican generalmente en 17 familias de acuerdo con propiedades bioquimicas,
biol6gicas y moleculares. La mayoria de estos genes son inducidos a travées de
hormonas como SA, JAy ET; de esta manera el nivel basal de expresion de genes
PR se incrementa luego de una infeccion patégena (Seo et al., 2008). Entre las
proteinas PR mas caracterizadas se encuentran PR1 (antiomiceto y antifingico),
PR2 (beta- 1,3-glucanasas), PR3 (quitinasas), PR4 (antifingico) y PR6 (inhibidores
de proteasas). Existen numerosas isoformas de cada proteina PR en diversas
plantas huésped (Agrios, 2005). Varios de los genes PR estan regulados por
procesos de desarrollo como maduracién del polen y senescencia de las hojas y
también por factores ambientales como estrés osmotico, frio y la luz (Seo et al.,
2008).

Las proteinas codificadas por los genes PR son de bajo peso molecular y llevan a
cabo una serie de funciones variadas, ya que pueden actuar como peroxidasas,
quitinasas, hidrolasas, inhibidores de proteasas entre otras mas, y se encuentran
presentes tanto en espacios extracelulares como intracelulares de las células
vegetales, especificamente en paredes celulares de diversos tejidos, estan
distribuidas en pequefias cantidades, luego de un ataque por patdégenos o estrés

ambiental las concentraciones aumentan. Algunas de las funciones que realizan las
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proteinas PR son inhibir la liberacion de esporas, fortalecer la pared celular del
huésped, mientras que otras al difundirse afectan y descomponen la estructura de
la pared celular de varios de los hongos patégenos que afectan a las plantas

(Agrios, 2005).

1.2 Autoinmunidad

Los mecanismos de inmunidad en las plantas estan estrictamente controlados por
reguladores que evitan la activacion innecesaria de la defensa, estos reguladores
se encuentran inactivos en ausencia de patdégenos y deben activarse unicamente
ante la presencia de patdgenos (Noutoshi et al., 2005). CPK28 se ha descrito como
un regulador negativo de la respuesta inmune en las plantas, la pérdida de su
funcidén resulta en una respuesta mejorada activada por PAMP y la sobreexpresion
de éste, inhibe la inmunidad activada por PAMP. Por otro lado, se han descrito
multiples ejemplos de plantas con una activacion constitutiva de las respuestas
inmunes sin la presencia de infeccidn por patdgenos, a este tipo de plantas se les
conoce como mutantes autoinmunes, algunas también presentan muerte celular
bajo algunas condiciones ambientales, como la humedad, luz y temperatura, a los
que se les conoce como imitadores de lesiones (Hua et al., 2001; Noutoshi et al.,

2005).

1.2.1 Causas y efectos
Las proteinas conocidas como receptores para dominios de oligomerizacion para

la unién a nucledtidos (NLRs, por sus siglas en inglés) actian como sensores de



posibles ataques de patégenos, de la misma forma que los receptores tipo toll
(TLRs, por sus siglas en inglés); ambos receptores son parte fundamental de la
respuesta inmune innata actuando de manera intracelular y extracelular
respectivamente. La regulacion inadecuada de estos receptores es la principal
causa del llamado “sindrome de autoinmunidad” en las plantas. Un gran numero de
mutantes autoinmunes se deben a mutaciones de pérdida de funcién en los
reguladores negativos y mutaciones en los receptores inmunes de la planta (Kong
et al., 2012).

Un mecanismo que desempefia un papel de gran importancia en la inmunidad de
las plantas son las cascadas de proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAP)
son uno de los primeros eventos que se activan luego de que la planta detecta la
presencia de patrones moleculares asociados a patégenos (Meng & Zhang, 2013).
Una cascada de MAP cinasas se compone por una MAP cinasa cinasa cinasa
(MAPKKK), una MAP cinasa cinasa (MKK) y una MAP cinasa (MPK), las sefales
de los receptores ascendentes se transducen y amplifican a través de esta cascada;
es por esto, por lo que muchos efectores que liberan los patégenos suelen tener
como objetivo principal las vias MAP cinasa (Kong et al., 2012).

Se ha descrito que la sefalizacion del calcio tiene un papel importante en la
respuesta inmune de las plantas, el incremento en la concentracion de calcio
citoplasmico es una de las primeras respuestas de defensa inducida por PAMP, las
proteinas cinasas dependientes de calcio (CPK) son proteinas monitoras del calcio
que detectan los cambios en la concentracion intracelular y transmiten sefales a
través de la fosforilacion de proteinas que inducen respuestas corriente-abajo. Las

proteinas CPK median y transmiten sefales de defensa en respuesta a PAMP y a
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los efectores patégenos. Se han caracterizado varios sensores de calcio que se
usan para transmitir sefiales de calcio inducidas por patégenos como CPK4, 5,6y
11 que estan involucrados en la sefializacion de flg22, un péptido conservado de
22 aminoécidos derivado de la flagelina bacteriana (Liu et al., 2017). También se
ha planteado que la sefalizacion anormal del calcio es una causa de
autoinmunidad, ya que algunas mutantes autoinmunes tienen defectos en esta via
(Yuan et al., 2018). Ademas, firmas distintivas de calcio se inducen rapidamente
luego de la invasion de patdégenos y al alterar los canales putativos de calcio las
respuestas inmunes se ven afectadas o mejoradas (Yang et al., 2017). La
activacion constitutiva de la respuesta inmune deriva en efectos perjudiciales en el
crecimiento y desarrollo de la planta (Kong et al., 2012). Tipicamente, las mutantes
autoinmunes se caracterizan por fenotipos asociados al enanismo, lesiones
espontaneas, letalidad en las plantulas, muerte celular espontanea y una mayor

resistencia a enfermedades (Yuan et al., 2018).

1.3 Mutantes autoinmunes es especies econémicamente

importantes

Aunqgue la mayoria de los estudios acerca de mutantes autoinmunes en plantas se
han realizado en especies modelo no cultivables, como Arabidopsis thaliana, existe
informacion reciente acerca del estudio de este tipo de mutantes en gramineas, por
ejemplo, en maiz (Zea mays), una de las especies mas importantes

econdmicamente a nivel mundial.



El maiz es considerado como una planta que ofrece ventajas para estudiar el
desarrollo de diversos tejidos a nivel molecular debido al acomodo en sus
estructuras y oOrganos. Existen multiples mutantes en maiz relacionadas a
autoinmunidad, entre las que esté la mutante narrow odd dwarf (nod) que muestra
fenotipos pleiotropicos que afectan el desarrollo vegetativo y reproductivo. La
mutante nod codifica a CNR13 (cell number regulator), familia de genes
identificados a través de homologia en tomate (Solanum lycopersicum). Esta
mutante muestra una reduccion general en cuanto al tamafio y defectos en el patrén
de érganos, estos fenotipos se derivan de fallas y defectos en la division, expansion
y diferenciacién celular, ademas parece tener una regulacion constitutiva de
induccion de vias de respuesta a patégenos. Se ha descrito a nod como una
mutante con 6rganos mas pequefios debido a que tienen menos células, ademas
de que son notablemente mas pequefias que en las plantas de tipo silvestre (Rosa

et al., 2017).

1.3.1 Liguleless narrow: una mutante autoinmune de maiz.

La mutante de maiz Liguleless narrowl (Lgn) codifica una cinasa localizada en la
membrana plasmaética, requerida para el desarrollo de tejidos como la ligula y la
vaina en la planta de maiz, asi como la formacion de la hoja, alargamiento de
entrenudo vy fertilidad. La mutacion semi-dominante (Lgn-R), producida por una
mutacion puntual inducida con metanosulfonato de etilo, entre una serina/treonina
de un dominio en la proteina, elimina su funcion cinasa. La ligula es una estructura
adaxial que se ubica entre el limite de la vaina, la funcion principal que desempeiia

es impedir que entre agua en el espacio ubicado entre la vaina y el tallo donde se
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forman las yemas axilares. Lgn-R muestra un fenotipo pleiotrépico; en individuos
heterocigotos las hojas son cortas, estrechas y las inflorescencias tienen
ramificaciones reducidas; mientras que en homocigotos los efectos son ain mas
severos Y las inflorescencias no se presentan (Moon et al., 2013).

El fenotipo producido por Lgn-R se ha evaluado en diferentes ambientes y con
diferentes fondos genéticos y existe registrada una diversidad de expresion en
funcion de éstos. Entre las lineas endogamicas en las que se ha evaluado este
fenotipo mutante estan B73, que produce fenotipos severos a temperaturas frias y
en temperaturas mas calidas tienen una mayor tasa de mortalidad y Mo17 en el que
a temperaturas calidas hay una mayor supervivencia y fenotipos severos mientras
que en temperaturas frias los fenotipos son casi idénticos a los de plantas no
mutantes (Anderson et al., 2019). La expresividad fenotipica dependiente de fondo
genético y temperatura se ha visto a menudo en mutantes autoinmunes que han
sido descritas en otras plantas (Van Wersch & Zhang, 2016). A partir del efecto que
produce el fondo genético Mo17 en el fenotipo mutante Lgn-R, se realizé un analisis
de locus de rango cuantitativo (QTL) mediante el cual identificaron un modificador
de segundo sitio entre las lineas B73 y Mol17: Sympathy for the ligule (Sol). La
expresividad de un fenotipo mutante a menudo depende de méas de un gen, estos
son llamados modificadores de segundo sitio. El maiz es particularmente rico para
identificar este tipo de modificadores debido a la alta variacion genética entre lineas
endogamicas (Anderson et al., 2019).

La identificacion de modificadores de segundo sitio es una herramienta muy util para
dilucidar vias involucradas en algun proceso especifico celular o de desarrollo, asi

como para la identificacion de genes involucrados que podrian interactuar tanto
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funcional como fisicamente con otro gen de interés (LaJeunesse et al., 2001). Las
lineas casi isogénicas (NILs, por sus siglas en inglés) se usan frecuentemente como
material para realizar mapeo de alta resolucion. NIL consiste en individuos que se
generan a través de auto-polinizaciones donde es posible cruzar una mutacion de
interés en lineas interrelacionadas a partir de retrocruzas repetidas seleccionando
el rasgo de interés para finalmente obtener una linea con una mayor proporcion del
fondo genético proveniente del progenitor retrocruzado y pequefios fragmentos del
otro progenitor donde se incluye el QTL de interés (Sood et al., 2014). En este caso,
se utilizo una linea B73 x Mo17 interrelacionada (IBM, por sus siglas en inglés) para
estudiar la diferencia entre los fenotipos de Lgn-R en los fondos B73 y Mo17 crearon
una linea NIL en la que el fondo B73 es predominante y tiene pequefias porciones
del fondo Mo17 incluyendo la regién donde se encuentra el modificador Soll, asi
evaluaron los fenotipos en plantas Lgn-R heterocigotas Sol-M/Sol-B (NIL) o Sol-
B/Sol-B (B73) usando para el locus Soll de B73 (Sol-B) y para el locus Soll de

Mo17 (Sol-M) (Anderson et al., 2019).

1.3.2 El modificador Sol-M rescata el fenotipo Lgn-R en funcién de la
temperatura.

Las plantas NIL muestran fenotipos donde solo la altura y el ancho de las hojas se
ven alteradas, presentan una formacion normal de la ligula por lo que se ven mucho
menos afectadas que las plantas que son exclusivamente B73 en las que nunca se
desarrollo ligula o auricula, con esto determinaron que una copia de Sol-M es capaz
de mejorar el fenotipo de mutantes Lgn-R. Ademas, evaluaron el efecto de la

temperatura en la severidad de los fenotipos sometiendo a las plantas a dos rangos
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diferentes de temperatura 15°C-32°C y 11°C-21°C en camaras de crecimiento,
donde las plantas Lgn-R NIL se vieron afectadas en temperaturas mas calidas pero
se recuperan a temperaturas bajas; mientras que las plantas B73 no se recuperaron
ya que los fenotipos Lgn-R son mas severos en temperaturas altas y a temperaturas
bajas y en presencia del alelo Soll de Mol7 el fenotipo Lgn-R es restaurado

(Buescher et al., 2014; Anderson et al., 2019).

1.3.3 SOL1 es un ort6logo de EDRA4.

La proteina ENHANCED DISEASE RESISTANCE4 (EDR4) de A. thaliana se
localiza principalmente en la membrana plasméatica y en compartimentos
endosomales. Se ha descrito que EDR4 interactia con EDR1 en la misma via
encargada de regular la resistencia al oidio y la muerte celular; EDR1 se localiza en
el citosol y reticulo endoplasmico y es reclutado a la membrana plasmatica es aqui
donde EDR4 interactla fisicamente con EDR1 ya que ambos se acumulan en el
sitio de penetracion de Erysiphe cichoracearum (mildid polvoroso). EDR1
posiblemente actla al inicio de una cascada de MAP cinasas que regula
negativamente las respuestas que se inducen por SA. Estudios en mutantes edr4
de A. thaliana muestran una reduccion en la tasa de endocitosis, debido a estos
datos se sugiere que EDR4 también interactia con CLATHRIN HEAVY CHAIN2
(CHC2) y controlan la inmunidad de la planta a través de la regulacion de la
relocalizacion de EDR1 (Wu et al., 2015; Frye et al., 2001). De un analisis por
BLASTDp, para encontrar proteinas similares a EDR4, se identificé que Soll es un
homologo de A. thaliana, EDR4 y SOL1 se encuentran en un clado filogenético

cercano, por otro lado, realizaron un tratamiento para probar si de la misma forma
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que EDR4, SOL1 se induce con elicitores patdgenos, por RT-gPCR determinaron
que luego de 1 hora de tratamiento con quitina (elicitor fungico) los niveles de

transcripcion de Soll se incrementan (Anderson et al., 2019).

1.3.4 LGN desencadena un sindrome autoinmune.

En la busqueda de vias afectadas por Lgn-R, a través de analisis transcriptomicos
se identificaron 1,568 genes expresados diferencialmente (DEGs), de los cuales
1,119 son inducidos y 448 estan reprimidos; la mayoria de estos genes estan
relacionados con la resistencia a enfermedades, induccion de genes que codifican
cinasas similares a receptores, factores de transcripcion WRKY, ademas de
proteinas relacionadas con la patogénesis. Todo lo anterior apunta a que una
cascada de sefializacion de inmunidad innata se activa en las mutantes Lgn-R sin
que se presente una infeccion por patégenos. Debido a esto, Anderson et al. (2019),
sugieren que al perderse la actividad de LGN se desencadena un sindrome
autoinmune con consecuencias en el desarrollo. Se ha descrito que los cambios de
temperatura juegan un papel importante en la activacién y represion de la inmunidad
de las plantas, la respuesta PTI generalmente se activa a temperaturas
medianamente altas (23-32°C) mientras que la sefializacion ETI se activa a
temperaturas mas bajas (10-23°C); estos cambios pueden relacionarse a que con
temperaturas elevadas se inhibe la secrecion del efector bacteriano, sin embargo,
se favorece su proliferacion (Cheng et al., 2013). En este sentido, se ha reportado
que en otras mutantes autoinmunes producidas por mutaciones en genes NLR
como bonsai, caps 3-1y rpp4 de A. thaliana, asi como Rp1-D21 en maiz, muestran

fenotipos severamente afectados a bajas temperaturas mientras que a altas
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temperaturas estos fenotipos son rescatados. Ahora bien, Lgn-R presenta un patron
opuesto al de estas mutantes, por esta razon Anderson et al. (2019), sugieren que
esto puede deberse a que la activacion de las distintas redes de sefializacion en las
plantas que son mediadas por NLR suelen activarse a bajas temperaturas y
suprimirse a temperaturas mas elevadas, por el contrario las defensas que
dependen de MAPK se activan a altas temperaturas y se suprimen a temperaturas
mAas bajas; con esto se sustenta la idea de que Lgn-R es una mutacion que afecta
la inmunidad activada por patrones moleculares.

Todas estas correlaciones proponen que Soll puede funcionar interactuando en
una cascada de sefializacion MAPK relacionada con la inmunidad que se activa en
la mutante Lgn-R. Se ha sugerido que LGN reprime la respuesta inmune a través
de fosforilacion rio arriba de una cascada de transduccion de sefiales de defensa
bi6tica, ademas de funcionar para promover el desarrollo de las hojas a través de
otra red de sefalizacion, quizd LGN afecta multiples vias MAPK, algunas conducen
a respuestas autoinmunes y otras a eventos de desarrollo. SOL1 ubicado rio abajo
de la via que controla LGN se induce en el fondo mutante. SOL-M tiene una funcién
similar a EDR4 y suprime la respuesta inmune mientras que SOL-B no rescata el
fenotipo quiza porque no puede suprimir la respuesta inmune (Anderson et al.,
2019).

En general las mutantes autoinmunes proveen un sistema util para el estudio de la
respuesta inmune de las plantas, ya que es posible tener una perspectiva mas
profunda de los mecanismos de sefalizacion involucrados en la defensa (Yuan et
al., 2018). La identificacion de Soll con sus firmas genéticas y moleculares entre

variedades endogamicas podria orientar esfuerzos para equilibrar defensa contra
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patébgenos con el crecimiento y rendimiento general. La informacion generada
acerca de los mecanismos moleculares que ocurren en respuesta a estrés bidtico
y abibtico en estas especies, sera de gran utilidad en el disefio de estrategias para
mitigar los dafios ocasionados en las plantas cultivadas por efectos de la respuesta

inmune.

1.4 Anticuerpos como herramientas para detectar proteinas.

Los anticuerpos, también denominados inmunoglobulinas, constituyen uno de los
principales efectores del sistema inmune adaptativo. Son proteinas del hospedero
gue se encuentran en el suero sanguineo, y son producidos en respuesta a
moléculas u organismos para neutralizarlos y eliminarlos. Estdn compuestos por
polipéptidos en dos cadenas pesadas de 55 kDa y dos cadenas ligeras de 25 kDa;
estas cadenas estan unidas por puentes disulfuro. Actualmente los anticuerpos
representan una herramienta de gran utilidad en distintas areas de la ciencia y la
investigacion gracias a la capacidad que tienen para unirse a un antigeno con un
grado de afinidad y especificidad considerablemente alto (Lipman et al., 2005). Los
anticuerpos pueden dividirse en policlonales: aquellos derivados de multiples clones
de células B, capaces de reconocer multiples epitopos del antigeno; y
monoclonales: aquellos obtenidos a partir de una sola célula B por lo que solo
reconocen un epitopo del antigeno (Wootla et al., 2014).

La union de un anticuerpo a su epitopo es reversible y la fuerza de la interaccion
entre los mismos puede ser alterada por cambios en la estructura del antigeno,

debido a ésto, en los epitopos de proteinas nativas la afinidad de union de la mayor
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parte de los anticuerpos esta dada por determinantes conformacionales por lo que
posiblemente los anticuerpos no puedan unirse a la proteina en un estado
desnaturalizado; esta situacion es aplicada para los anticuerpos monoclonales que
solo se unen a un epitopo, sin embargo, para los anticuerpos policlonales el cambio
en la estructura de la proteina es menos importante ya que, al reconocer multiples
epitopos posiblemente algunos sean lineales, asi pues los cambios
conformacionales no afectan en el mismo grado (Lipman et al., 2005).

El andlisis de la localizacion de proteinas en extractos celulares y subcelulares
representa una herramienta clave para complementar datos de expresion génica,
asi como para dilucidar redes genéticas y evaluar la funcion e interaccion de
proteinas, si bien las proteinas de fusion con GFP o GUS proporcionan un enfoque
atil, no es un procedimiento factible para todas las especies de plantas, ademas de
que la localizacion y actividad de la proteina puede verse afectada y no ser idéntica
en comparacion al comportamiento tipo silvestre, por esto técnicas de
inmunolocalizacién de proteinas nativas es una estrategia que ofrece una solucion
a este tipo de problemas (Sauer et al., 2010).

En nuestro grupo de trabajo se produjo un antisuero de conejo inmunizando con la
proteina completa SOL1 de maiz, el cual puede ser utilizado para la purificacion de
anticuerpos especificos contra SOL1, que posteriormente serdn utilizados para
inmuniprecipitar la proteina a partir de tejidos de maiz e identificar interactores. Por
lo que en este trabajo se propone la purificacion de estos anticuerpos con la proteina
desnaturalizada, no desnaturalizada y con un péptido sintético especifico de una
region de SOL1, que permita la inmunodeteccion especifica de la proteina nativa en

tejidos de maiz por Western blot e inmunolocalizacion y la inmunoprecipitacion del
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complejo protéico que interactta con SOL1. Con esto, se pretende generar

informacion acerca del control del desarrollo y de la respuesta inmune en maiz.
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2. OBJETIVOS

2.1 General

Caracterizar la proteina SOL1 durante el desarrollo de plantas de maiz y generar

herramientas para su deteccion y localizacion.

2.2 Especificos

1. Obtener un anticuerpo especifico contra la proteina SOL1 que sea Uutil para
inmunodetectar e inmunoprecipitar la proteina en condiciones nativas.

2. Determinar la localizacion a nivel de tejido y nivel subcelular de la proteina SOL1
en tejidos de maiz.

3. Expresar la proteina SOL1 en un sistema heter6logo para probar su

inmunodeteccion.
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3. RESULTADOS

3.1 Produccion y purificacion de proteina recombinante

3.1.1 Laetiqueta GST se escinde de SOL1 durante el proceso de
purificacion.

En el laboratorio se contaba con la construccidén del vector de expresion pDEST15
que contiene el gen Soll (pDEST15-Soll), y con este vector se transformaron
células de E. coli Rosetta y se cultivaron en medio liquido, una vez alcanzada una
DOs00=0.5 el cultivo se separo en dos frascos, uno se indujo con 0.4 mM de IPTG y
el otro sin inducir se us6 como control. Para la expresién de la proteina, se
compararon los extractos celulares de los cultivos inducido y no inducido por
electroforesis SDS-PAGE, donde se muestra la separacién de las proteinas por
peso molecular y se observa la diferencia entre la intensidad de las bandas en los
carriles no inducido (NI), e inducido (I) (Fig. 1A). Se esperaba una banda de
aproximadamente 94 kDa que corresponde al tamafio de la proteina SOL1 de 68
kDa mas la etiqueta GST de 26 kDa. A partir de la mezcla de proteinas obtenidas
del cultivo inducido, se purific6 SOL1 por cromatografia de afinidad usando la
etiqueta de GST, mediante una resina acoplada con glutation reducido (GSH), de
esta purificacion se obtuvieron 3 eluciones, las cuales se analizaron por
electroforesis SDS-PAGE y se muestran en la Fig. 1A, sin embargo, en ninguna de
éstas se observa una banda del tamafio esperado, entre las bandas obtenidas se
encuentra una banda correspondiente al peso molecular de SOL1 y otra del peso
molecular de la etigueta GST (Fig. 1A, recuadros rojos) indicando que

probablemente se escinde la etiqueta de GST. Para probar si estas bandas
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corresponden a SOL1y a la etiqueta GST, se analizaron por Western blot utilizando
el antisuero Anti-SOL1 que ya se tenia en el laboratorio y un anticuerpo especifico
contra la etiqueta GST. ElI Western blot muestra una sefial especifica para los

tamarios de banda esperados: 68 kDa para SOL1 (Fig. 1B) y 26 kDa para GST (Fig.

10).
MPM NI | E1 E2 E3 E1 E2 E3 El E2 E3
100 kDa— s
70 kDa— e :] . - e '
- e
25kDa —rum Smmn b b B
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Figura 1. Andlisis por SDS-PAGE de la purificacion de SOL1 con etiqueta GST en condiciones
nativas. A: SDS-PAGE de muestras de cultivo NI: no inducido; I: inducido y E1-3: eluciones con 10
mM de glutatién reducido; MPM: marcador de peso molecular estandar de proteinas pretefiidas
PageRuler™ de 10 a 180 kDa. Los recuadros rojos sefalan las bandas del tamafio esperado de SOL1
(68 kDa) y GST (26 kDa). B: Western blot usando el antisuero que reconoce la proteina SOL1. C:
Western blot usando anticuerpo que reconoce la etiqueta GST.

Debido a este resultado se utilizé otra construccién disponible en el laboratorio con
el vector pPDEST17-Soll, que agrega a la proteina SOL1 una etiqueta de 6 histidinas
y de esta manera probar un método de purificacion distinto para SOL1 utilizando

una etiqueta que sea de menor tamafio.
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3.1.2 Purificacion de SOL1 con etiqueta 6HIS en condiciones no
desnaturalizantes.

A partir de la construccion que se contaba en el laboratorio del vector de expresion
pDEST17-Soll, se indujo el cultivo con una DOs00=0.5 de la misma manera que en
el apartado anterior. En la Fig. 2 se muestra en gel de poliacrilamida la diferencia
entre el cultivo inducido y no inducido y las eluciones obtenidas luego de la
purificacion de SOL1 por cromatografia de afinidad (Ni-profinity, BioRad) a partir de
la etiqueta de 6His. En los carriles que muestran las eluciones obtenidas mediante
gradiente de imidazol, se observa una banda mas intensa cercana a un peso de 60
kDa ademas de un bandeo tenue en el que no se muestra el tamafio de banda

esperado.

MP NI I E1 E2 E3

70 kDa — v

Figura 2. Analisis por SDS-PAGE de la purificacion de SOL1 con etiqueta 6HIS en condiciones
nativas. SDS-PAGE de muestras de cultivo NI: no inducido; I: inducido; E1: elucién obtenida con
imidazol 200 mM, E2: elucién obtenida con imidazol 250 mM y E3: elucién obtenida con imidazol
300 mM. MP: marcador de peso molecular estandar de proteinas pretefiidas PageRuler™ de 10 a
180 kDa.
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A partir de este resultado se optd por realizar la purificacion de SOL1 con la etiqueta
de 6 histidinas, pero ahora en condiciones desnaturalizantes y evaluar la eficiencia

de la purificacién en este tipo de condiciones.

3.1.3 La purificacion de SOL1 es mas eficiente por afinidad a etiqueta 6His
en condiciones desnaturalizantes.

Se obtuvieron 3 eluciones con pH acido por cromatografia de afinidad (Ni-profinity,
BioRad) en condiciones desnaturalizantes (Fig. 3A carriles ED1, ED2 y ED3), en las
gue se muestran bandas del tamafio esperado de 68 kDa en las tres eluciones. Con
base en la eficiencia de esta purificacion, se usaron las eluciones con la proteina
desnaturalizada y se sometieron a un tratamiento de renaturalizacion para favorecer
las condiciones que le permitan a la proteina desnaturalizada regresar a su
estructura nativa. Se analiz6 la integridad de la proteina en las eluciones luego del
tratamiento renaturalizante (Fig. 3A carriles ER1, ER2 y ER3). Se decidi6 usar tanto
la proteina desnaturalizada como la renaturalizada para obtener dos lotes de

anticuerpos purificados a partir del antisuero.

A B

MP ED1 ED2 ED3 ERl ER2  ER3
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Figura 3. Andlisis de las eluciones de las proteinas desnaturalizadas y renaturalizadas. A: SDS-PAGE
y B: Western blot de las eluciones desnaturalizadas y renaturalizadas, donde ED1: elucién con
proteina desnaturalizada obtenida con pH 5.0, ED2: elucién con proteina desnaturalizada obtenida
con pH 4.0 y ED3: elucién con proteina desnaturalizada obtenida con pH 3.0; ER1: elucidon con
proteina renaturalizada obtenida con imidazol 200 mM, ER2: elucion con proteina renaturalizada
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obtenida con imidazol 250 mM y ER3: elucidn de proteina renaturalizada obtenida con imidazol 300
mM. Usando en el Western blot como anticuerpo primario el antisuero Anti-SOL1 y como anticuerpo
secundario Anti-Rabbit acoplado a HRP. MP: marcador de peso molecular estdndar de proteinas
pretefiidas PageRuler™ de 10 a 180 kDa.

3.2 Busqueda de una region para sintetizar un péptido especifico

para la purificacion de un anticuerpo anti-SOL1

Por otro lado, como una alternativa adicional para purificar un anticuerpo especifico
del antisuero que teniamos en el laboratorio contra SOL1, buscamos una region de
SOL1 para producir un péptido sintético; esto luego de que durante el desarrollo de
este proyecto se actualiz6 a la version 5 del genoma de maiz en Maize GDB, en la
cual se registré la proteina SISTER SOL que comparte un porcentaje de identidad
del 64% con SOL1, por lo que para evitar que el anticuerpo reconozca a esta otra
proteina, se hizo un alineamiento entre SOL1 y SISTER SOL como se muestra en
la Fig. 4A. En el alineamiento se buscé una region especifica en la secuencia de
SOL1 en la que no comparta los mismos aminoacidos con SISTER SOL. Ademas,
también se tomaron en cuenta las regiones que se predicen como antigénicas de
SOL1, en caso de que se requiera realizar una nueva inmunizaciéon de animales con

el péptido sintético (Fig. 4B). A partir de estas consideraciones el péptido se definié
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del aminoacido 131 al 145 de SOL1 y fue sintetizado por GenScript (EUA).

A soL1 39 AKTRASGGQQVAATAKQGRQDSDSYSVATAVSSG- - VPRQNRDQGS IGAVTESSFDADVA 98
AX ASGGe A+AKQ RQDSDSYSVATAVS+G P Q +DQGS ESSF 4D
SISTER SOL 137502402 AKICASGGRH- - ASAKQARQDSDSYSVATAVSNGNGAPPQIKDQGS - - - - - ESSFGADAP 137502461

SOL1 99 SAEHGSNGARSGENGGGMLAGQONVHF EGQONNTSSRMEGPAGQTRLNRNATYLDSGGTEN 158
S EHGSNGA SGENGGG+LA QN A D+ EN
SISTER SOL 137502462 STEHGSNGAGSGENGGGILAVQN--«ccccccmnnmmnnnnnnnnnn AVVVAHDAENKEN 137502521
SOL1 159 HTVQQ- - - TAEKCR - VSGHVDOTECHLNTSEDEMF PSETSKAAVGHMQOPGQKKEAGGTEH 218

HTV+Q «E CR VSGH DOTE LN SE « PSE SKAAV QDP QK+E GG EHM
SISTER SOL 137502522 HTVEQPTENSETCRAVSGHDDOTERRLNASEIKTVPSEMSKAAVSAQDPEQKEEGGG-EH 137502581

SOoL1 219 AANKKSHLVRALSRSCOLGSSMNLTDFHSARASLQSKSFRASAPLQSKIMSTVDELKGOL 278
AANKK «LVR LSRSCDL SS + TOF SAR SLQSKSF AS PLQSKIM«TVDELKGOL
SISTER SOL 137502582 AANKKGYLVRVLSRSCDLRSSRDSTDFQSARTSLQSKSFSASEPLQSKIMNTVDELKGOL 137502641

SOoL1 279 SEMFS -KPAD - CIOOO0COCOOXSKROGGRTARAAVTSSAPLAAYRPPAEHSGYVSRSRL 338
SE+FS KPAD CKP+ H P+ « GRT RAA+ SSAPLAAY P A+HSGYVSR
SISTER SOL 137502642 SELFSNKPADOCKPKAHQPPRPSNSKQOGRTTRAATASSAPLAAYHPAAKHSGYVSRP-- 137502701

SOL1 333 SRSAQVICOCOOOOOOOOOCOXXVY PCH - - HSVQMEVRSSCRHECCYNSCQPPCC---RS 398
S+S Qv R R VYPH HeVQ ER CRH CCeeSCQPC R
SISTER SOL 137502702 SKSGOVAAASRGLPSLRYRRHN-VYPFHFHHNVOTETRP - CRHGCCHHSCOOPPCYRYRP 137502761

B Sequence:

MASTEGERLVRCPKCLNILPEPPNVTVYKCGGCGTTLRAKTRASGGQQVAA

SDSYSVATAVSSGVPRONRDOGSIGAVTESSFDADVASAEHGSNGARSGENGGGMLAG
QNVHFEGQON ATYLDSGGTENHTVOQTAEKCRVSGHVDDT
ECHLNTSEDEMFPSETSKAAVGMQDPGQKKEAGG TEHAANKKSHLVRALSRSCOLGSS
MNLTDFHSARASLOSKSFRASAPLQSKIMS TVDELKGDLSEMFSKPADCKPRPHPHPPR
PSKRDGGRTARAAVTSSAPLAAYRPPAEHSGYVSRSALSRSAQVLPPPRRAGLPSLAYRR
HRVYPCHHSVOMEVRSSCRHECCYNSCQOPPCCRSCEQE PSAMHRAPVEQVKRRPPPR
NHCLPVLSGAPFVICSSCVSLVQLPADFAVPSRGARRLACGACSELLSYSYRDPAGRKKP
RSPFEGDECSTDGYDEIRHQAAGAGFERAGPAVSYSEE YGLSFGIGHSTSSSTEDGQPL
YVSRNSSFNTADDGRMGRDGKLHRLMGYSSASELLRHSPDLFESFDRRAPSARAHVDG
KGKGVCVAGNDAAGARDGAAKRSKARSGGLPLHGILKKGIHGLESLKLAS

Figura 4. Regidn seleccionada de SOL1 para sintesis del péptido sintético. A. BLAST en Maize GDB
de las secuencias de aminodcidos de las proteinas SOL1 y SISTER SOL; el recuadro en rojo sefiala una
region en la que se diferencian las dos proteinas. B. Secuencia de aminodcidos de SOL1 donde en
azul se resaltan los aminoacidos con las regiones predichas como determinantes antigénicos, los
aminoacidos subrayados son predichos como regiones desordenadas (analisis proporcionado por
GenScript). El recuadro rojo indica la region de la secuencia que se utilizé para sintetizar el péptido.

Asimismo, en el servidor Bepipred se analizo la prediccion de epitopos lineales,
tanto para la secuencia completa de SOL1 como para la region que se tomé para
sintetizar el péptido. La mayor parte de la secuencia de la proteina SOLL1 se predice
como epitopos lineales (Fig. 5A). En la Fig. 5B se observa especificamente la regién

que abarca el péptido.
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Figura 5. Prediccion de epitopos lineales en la secuencia de SOL1.A: Grafico generado en el servidor
Bepipred en el que se analizd la secuencia completa de SOL1 para predecir la presencia de epitopos
lineales; B: Grafico generado en el servidor Bepipred en el que se analizo la regién de SOL1 para
sintetizar el péptido sintético. En ambos graficos el color amarillo representa posibles epitopos
lineales en la secuencia de aminodcidos, siendo la altura de los picos una mayor probabilidad,
mientras que el color verde representa una baja probabilidad de presencia de epitopos lineales.

Adicionalmente, para identificar si la regién del péptido sintético se encuentra
expuesta en la estructura tridimensional de la proteina, se utilizé el modelo predicho
por AlphaFold para ubicar esta region, en la Fig. 6 se muestra que la regién del
péptido sintético se encuentra en una zona expuesta en la superficie de la estructura

de SOL1 en su estructura terciaria.
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Figura 6. Localizacion de la regién del péptido en la estructura terciaria de SOL1. Modelo de la
estructura terciaria de la proteina SOL1 predicho por el programa AlphaFold; las flechas blancas
sefalan la zona que abarcan los aminodcidos usados para sintetizar el péptido.

3.3 Validaciéon y prueba de anticuerpos en tejidos de maiz.

Una vez con la proteina desnaturalizada, renaturalizada y el péptido sintético, se
purificaron los anticuerpos a partir del antisuero que se tenia en el laboratorio. En
este sentido obtuvimos tres lotes de anticuerpos: el primero con anticuerpos que
reconocen epitopos de la proteina desnaturalizada, el segundo de la proteina
renaturalizada y el tercero los que reconocen epitopos del péptido sintético.

Los anticuerpos obtenidos se validaron por Western blot para confirmar que son
especificos contra SOL1 y que no reconocen la etiqueta 6His, por lo que se uso otra
proteina que también tiene la etiqueta 6His. En la Fig. 7 se muestra el Western blot

para cada anticuerpo; con los tres se obtuvo la banda del tamafio esperado de 68
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kDa en los carriles donde se cargd SOL1. Se muestra de forma clara que al usar los
anticuerpos contra la proteina desnaturalizada y renaturalizada las bandas son mas
intensas (A y B), mientras que con el anticuerpo contra el péptido sintético las
bandas son mas definidas (C). De forma similar, en los tres casos se observan
algunas bandas por debajo del peso de SOL1, las cuales pueden ser productos de

degradacion de la proteina recombinante.
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Anti-SOL1 desnaturalizada

SOLL

GlsA  GIsA

Lote 2
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MP __ SOL1 SOL1 GIsA GlsA
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Lote 3
Anti-péptido sintético
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Figura 7. Analisis de especificidad de los anticuerpos contra SOL1 recombinante. A: Western blot
usando el anticuerpo purificado contra la proteina desnaturalizada; en el carril 1 se muestra el
marcador de peso molecular, en el 2 y 3: SOL1 recombinante y en el 4 y 5: 6HIS-GIsA una proteina
purificada con etiqueta de 6 histidinas. B: Western blot usando el anticuerpo purificado contra la
proteina renaturalizada; en el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular, en el 2 y 3: SOL1
recombinante y en el 4 y 5: 6HIS-GIsA una proteina purificada con etiqueta de 6 histidinas. C:
Western blot usando el anticuerpo purificado contra el péptido sintético; en el carril 1 se muestra
el marcador de peso molecular, en el 2y 3: SOL1 recombinante y en el 4 y 5: 6HIS-GIsA una proteina
purificada con etiqueta de 6 histidinas.

3.3.1 Tejidos de maiz con mayor abundancia de SOL1.

Luego de validar y comparar los anticuerpos purificados se realizé una busqueda
en la base de datos Maize GDB para definir los tejidos de maiz en los que se
encuentra mas abundante SOL1 y usarlos para probar la deteccion de los

anticuerpos contra SOL1 en su forma nativa en la planta. En la Fig. 8 se muestra un
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diagrama en el que esté representada la abundancia del RNAm de SOL1 en los
diferentes tejidos de maiz, siendo las espigas jovenes, el endospermo y algunas
zonas de la raiz primaria, las zonas con una mayor abundancia. A partir de estos
datos y de la disponibilidad de tejido en el laboratorio se utilizé tejido de espiga
joven, raiz y meristemo apical de maiz para experimentos de deteccion e

inmunolocalizacién con los anticuerpos obtenidos.
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Figura 8. Esquema de la abundancia del ARNm de SOL1 en diferentes tejidos de maiz. Se muestran
distintos tejidos de maiz donde el color indica la abundancia del RNAm con una escala de color que
va desde el amarillo al rojo. A: Abundancia de SOL1 a lo largo de los estadios vegetativos (V) y
reproductivos (R) de la planta de maiz. B: Tejidos de la raiz en diversos estadios vegetativos donde
se localiza SOL1. C: Tejidos de espiga con diversos estadios vegetativos en los que se encuentra SOL1
con diferente nivel de abundancia. D: Tejidos de la auricula en diversos estadios vegetativos en los
que se encuentra SOL1 con diferente nivel de abundancia. MaizeGDB. (2021). Un enfoque
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pangendémico de las bases de datos del genoma utilizando el maiz como sistema modelo.
Recuperado de la base de datos de MaizeGDB.

3.3.2 Deteccion por inmunolocalizacion de SOL1 en tejidos de maiz.

A partir de cortes de tejido de espiga joven de maiz obtenidos de tejido incluido en
bloques de parafina se realizaron ensayos de inmunolocalizacion. Como se muestra
enla Fig. 9 panel Ay C, se observa una muy tenue tincion de fondo que se distribuye
a lo largo del tejido usado como control negativo, mientras que en el tejido del panel
B la sefal se localiza con mayor intensidad en primordios florales de las
inflorescencias masculinas y en el panel D se muestra la tincion tenue en tejidos
vasculares y con mayor intensidad en los ndcleos de meristemos de flores
masculinas, con el anticuerpo Anti-SOL1 desnaturalizada. De manera similar en las
figuras E-G, se observa una tincion localizada principalmente en primordios florales
en los cortes de espigas jévenes. Estas inmunolocalizaciones se realizaron con el

anticuerpo Anti-péptido sintético.
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Figura 9. Deteccion de SOL1 en tejidos de espiga joven de maiz por inmunolocalizacién con
distintos anticuerpos. Distintas muestras de tejido de espiga joven de maiz a distintas escalas. A.
Control negativo (sin anticuerpo primario) donde solo se muestra la tincidon de fondo en el tejido. B.
Tejido donde se muestra con flechas negras la tincién localizada en la zona de primordios florales.
Escala 200 um. C. Control negativo (sin anticuerpo primario) donde solo se muestra la tincién de
fondo en el tejido. D. Acercamiento en el tejido donde se sefiala con flechas azules los nucleos
tefiidos. Escala 100 um. El anticuerpo primario utilizado corresponde al lote 2 (Anti-SOL1
renaturalizada) y como anticuerpo secundario se usé Anti-Rabbit conjugado con fosfatasa alcalina;
la reaccién se reveld con el sustrato de la fosfatasa alcalina NBT/BCIP. En las imagenes E, Fy G se
muestran tejidos donde se sefiala con flechas negras la sefial localizada en primordios de las espigas.
Escala 100 um. El anticuerpo primario utilizado corresponde al lote 3 (Anti-péptido sintético) y como
anticuerpo secundario se usé Anti-Rabbit conjugado con fosfatasa alcalina; la reaccién se revelé con
el sustrato de la fosfatasa alcalina NBT/BCIP.

3.3.3 Deteccion por Western blot de SOL1 en tejidos de maiz.

Con base en el resultado anterior, se probd extracto de proteina total a partir de
tejido de meristemo apical obtenido de plantas de maiz 9 dias después de la
siembra (DAS, por sus siglas en inglés) Fig. 10A, se probaron los tres lotes de
anticuerpos; en la Fig. 10B en el Western blot de la parte superior se observa una
banda tenue del tamafo esperado de 68 kDa, sin embargo, se observa otra banda
de aproximadamente 55 kDa, por lo que el anticuerpo Anti-SOL1 desnaturalizada
ademas de reconocer a SOL1, también reconoce a otra proteina desconocida. Por
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otro lado, no se obtuvo sefial con los lotes 2 y 3 de anticuerpos de anti-SOL1
renaturalizada y anti-péptido sintético en extracto crudo de proteina de meristemo

apical y raiz (Fig. 10C y D).
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Figura 10. Analisis del extracto total de proteina de meristemo apical por Western blot con el
anticuerpo purificado con la proteina renaturalizada. A: Planta de maiz con 9 dias de edad
germinadas en camara bioclimatica a partir de la que se extrajo proteina total para Western blot. B:
Western blot superior usando como anticuerpo primario el lote 1 y como anticuerpo secundario
Anti-Rabbit conjugado a HRP, en el carril 1: Marcador de peso molecular; 2, 3 y 4: muestras de
extracto de proteina total de meristemo apical de maiz; Western blot inferior usando como
anticuerpo primario el lote 1 y como anticuerpo secundario Anti-Rabbit conjugado a HRP, en el carril
1: Marcador de peso molecular; 2, 3 y 4: muestras de extracto de proteina total de raiz de maiz. C:
Western blot superior usando como anticuerpo primario el lote 2 y como anticuerpo secundario
Anti-Rabbit conjugado a HRP, en el carril 1: Marcador de peso molecular; 2, 3 y 4: muestras de
extracto de proteina total de meristemo apical de maiz; Western blot inferior usando como
anticuerpo primario el lote 2 y como anticuerpo secundario Anti-Rabbit conjugado a HRP, en el carril
1: Marcador de peso molecular; 2, 3 y 4: muestras de extracto de proteina total de raiz de maiz. D:
Western blot superior usando como anticuerpo primario el lote 3 y como anticuerpo secundario
Anti-Rabbit conjugado a HRP, en el carril 1: Marcador de peso molecular; 2, 3 y 4: muestras de
extracto de proteina total de meristemo apical de maiz; Western blot inferior usando como
anticuerpo primario el lote 3 y como anticuerpo secundario Anti-Rabbit conjugado a HRP, en el carril
1: Marcador de peso molecular; 2, 3 y 4: muestras de extracto de proteina total de raiz de maiz.

29



Debido a estos resultados se evalué una nueva estrategia utilizando plantas de
Nicotiana benthamiana como sistema heterélogo para la expresion de soll y usar

estos tejidos para probar los anticuerpos.

3.4 N. benthamiana como sistema heterélogo para expresar Soll.

A partir de la construccion del vector pEarleyGate 104 con el gen Soll con la que
se contaba en el laboratorio; se transformaron células de Agrobacterium
tumefaciens; las colonias positivas se confirmaron por PCR (Fig. 11). Una vez que
se obtuvieron colonias positivas se cultivaron e indujeron en medio liquido para

infiltrar hojas de N. benthamiana.

Figura 11. Amplificacidn de una region de Sol1. Gel de agarosa con la amplificacion del fragmento
de 455 pb del gen So/1 en las colonias positivas de Agrobacterium tumefaciens en los carriles 2 y 5.
El carril 6 es un control positivo con DNA plasmidico.

3.4.1 Obtencion de plantas transgénicas de N. benthamiana con expresion
transitoria de SOL1.

Se usaron plantas de N. benthamiana de 45 dias de edad (Fig. 12A). Como prueba
preliminar de la expresion transitoria de SOL1, las hojas infiltradas con A.
tumefaciens se observaron en un microscopio confocal. En la Fig. 12B se muestran
células de N. benthamiana expresando la proteina de fusion YFP-SOL1 en el vector
pPpEG104. Asi mismo en la Fig.12C se observan células de N. benthamiana

expresando la proteina de fusibn SOL1-YFP en el vector pEG101. Se uso el vector
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pEG104 sin la proteina SOL1, como control positivo de fluorescencia, el cual
expresa la proteina YFP bajo el promotor constitutivo 35S. La sefial de SOL1 se
localiza principalmente en la periferia de las células (Figs. 12B y C), mientras que la
sefal del control positivo (Fig. 12D) se localiza en todos los compartimientos

celulares.

plasmatica
Vacuola

“W\ Peroxisoma

Cloroplasto
Mitocondria

Figura 12. Expresion transitoria de SOL1 en N. benthamiana. A: Plantas de N. benthamiana
agroinfiltradas con A. tumefaciens. B: Células de N. benthamiana infiltradas con el vector pEG101.
C: células de N. benthamiana infiltradas con el vector pEG104. Ambas imagenes obtenidas por
microscopio confocal. D: Control positivo, células de N. benthamiana agroinfiltradas con el vector
pEG104 sin la proteina SOL1. E: Control negativo, células de N. benthamiana agroinfiltradas con
medio de induccion sin A. tumefaciens. F: Estructura y organelos de una célula tipica de N.
benthamiana. La figura F fue adaptada de Voges et al. (2013).

3.4.2 Anticuerpo Anti-SOL1 renaturalizada detecta a SOL1 expresada en
tejidos de N. benthamiana
Después de confirmar la expresion de SOL1 en N. benthamiana, se molieron hojas

agroinfiltradas para extraer proteina total de estos tejidos y con este extracto se
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probaron por Western blot los 3 distintos lotes de anticuerpos. En la Figura 13B se
muestra el Western blot con el anticuerpo Anti-SOL1 renaturalizada donde se
observa una banda especifica de 94 kDa aproximadamente (correspondientes a
SOL1 68 kDa y la etiqueta de YFP 26 kDa), lo cual no se observo en los otros 2
lotes. Este resultado nos permitié establecer una base para explorar la localizacion
de SOL1 expresada transitoriamente en N. benthamiana, esto se muestra en el

apartado siguiente.

A B C

MP PT PT PT PT

100 kDa |100 kDa

Lote 1 Lote 2 Lote 3
Anti-SOL1 desnaturalizada || Anti-SOL1 renaturalizada Anti-péptido sintético

Figura 13. Western blot en tejidos de N. benthamiana. A: Western blot con anticuerpo contra SOL1
desnaturalizada. B: Western blot con anticuerpo contra SOL1 renaturalizada. C: Western usando el
anticuerpo purificado contra el péptido sintético. PT: Extracto de proteina total de hojas de N.
benthamiana agroinfiltradas. MP: marcador de peso molecular estandar de proteinas preteiiidas
PageRuler™ de 10 a 180 kDa.

3.4.4 Plasmdlisis para determinar localizacion de SOL1 en células de N.
benthamiana.

Distintas secciones de tejido agroinfiltrado de N. benthamiana se sometieron a un
proceso de plasmadlisis en una solucion de manitol al 1M por 35 min y posteriormente

observamos por microscopia confocal los efectos producidos, esto se hizo para
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probar si la localizacion de SOL1 en este sistema heterdlogo esta restringido
especificamente en la periferia de las células o se le puede encontrar en el
citoplasma. En la Fig. 14B se observa como hay una zona de la membrana que
parece estar retraida de la pared celular por lo que muestra una forma mas globular
en esta region. Este resultado preliminar sugiere que SOL1 se localiza en la
membrana plasmatica de la célula, sin embargo, es necesario estandarizar esta
técnica para determinar de manera mas clara la localizacion de SOL1 en diferentes

compartimientos de las células de N. benthamiana.

A B Cc

Figura 14. Microscopia confocal: SOL1 localizada en la membrana plasmatica en células de N.
benthamiana. Localizacién de SOL1 en una célula de N. benthamiana mostrada en A: campo claro,
B: filtro YFP donde la flecha 1 sefala la pared celular y la flecha 2 sefiala la membrana plasmatica y
C: Merge.
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4. DISCUSION

4.1 Produccion y purificacion de proteina recombinante

La etiqgueta de GST para la purificacion de proteinas es ampliamente utilizada, ya
gue resulta un método eficiente en la mayoria de los casos, ademas de que se ha
reportado que aumenta la solubilidad de la proteina de fusion (Schafer et al., 2015).
Sin embargo, en algunos casos la etiqueta de GST se puede escindir de la proteina
a la cual se fusioné. La estructura tridimensional predicha para SOL1 muestra una
estructura desorganizada, este tipo de proteinas se han descrito como aquellas que
carecen total o parcialmente de una estructura tridimensional estable bien definida,
esta conformacion es determinada por el contenido de aminoacidos que
generalmente se refleja en una baja abundancia de aminoacidos de gran tamafio
como Val, Met, Trp y Tyr; mientras que albergan una mayor abundancia de
aminoacidos polares como Ser, Pro, Glu, Arg y en algunos casos también
aminoacidos pequefios como Ala y Gly (Cuevas-Velazquez et al., 2011). Esta
descripcion coincide con la estructura de SOL1 cuya secuencia de aminoacidos
obedece las caracteristicas mencionadas y le confieren una estructura parcialmente
desorganizada que posiblemente intervenga en la estabilidad de la fusién con la
etiqueta de GST y esto impide que pueda purificarse de manera eficiente por
cromatografia de afinidad a partir de la misma. En la literatura se han reportado
algunos problemas para la purificacion de proteinas marcadas con GST, estos estan
relacionados principalmente con la elucion de proteinas, probablemente debido a

que la glutation S-transferasa tiende a formar dimeros y en algunos casos la
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proteina de interés es propensa a oligomerizarse y esto resulte en oligbmeros que
se quedan quelados en la matriz de afinidad (Vinckier et al., 2011).

Ahora bien, la etiqueta 6His representa otro de los métodos de purificacion mas
empleados para purificar proteinas de interés que ofrece la posibilidad de purificar
proteinas en condiciones nativas o desnaturalizantes; esta etiqueta es clasificada
como etiqueta de epitopo (Spriestersbach et al., 2015). En nuestros resultados
obtuvimos eluciones de SOL1 mucho mas eficientes con esta etiqueta posiblemente
debido a que esta etiqueta es de menor tamafio y ademas puede ser purificada en
condiciones desnaturalizantes, lo que parece ser un ambiente mas adecuado para

la purificacion de SOL1.

4.2 Busqueda de una region para sintetizar un péptido especifico

para la re-purificacién de un anticuerpo anti-SOL1.

Actualmente el uso de péptidos sintéticos para la produccion de anticuerpos ha
tenido un gran auge para el desarrollo de vacunas de distintos tipos, y son
comunmente usados para obtener anticuerpos especificos (Bjorling y Uhlén., 2008).
En este sentido, se utilizé esta estrategia para purificar algunos de los anticuerpos
especificos presentes en el antisuero que se tenia ya producido contra SOL1,
ademas de considerar usar este péptido sintético en una nueva inmunizacion de ser
necesaria, por ello se evalud la prediccion de epitopos lineales en la secuencia de
SOL1 en donde se mostro que gran parte de la proteina se predice como epitopos

lineales. Bepipred es uno de los servidores mas utilizados para predecir epitopos
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lineales y conformacionales en el &rea de la inmunoinformética que permite la
identificacion de epitopos antigénicos (Raoufi et al., 2020).

El péptido que utilizamos en este trabajo fue sintetizado en fase solida por
GenScript, en este proceso la sintesis del péptido se lleva a cabo desde el extremo
carboxilo terminal al amino terminal usando como soporte una resina con un grupo
amino libre en el que se unen uno a uno los aminoacidos que conformaran el
péptido, entre cada ciclo de union el grupo amino del aminoacido que se agrego se
protege hasta que se afiade el siguiente hasta terminar la sintesis (Picha et al.,
2020). Ademas de determinar una region donde no coincidan los aminoacidos de la
proteina SOL1 con SISTER SOL, y determinar la estructura predicha para SOL1
empleando AlphaFold localizamos que la region donde se sintetizd el péptido es
una regidén expuesta en la estructura de SOL1 y que probablemente sea de facil
acceso para ser reconocida por los anticuerpos que posteriormente pueden servir
para reconocer a SOL1 en condiciones nativas, de esta manera los anticuerpos

purificados contra el péptido sintético reconocen especificamente a SOL1.

4.3 Validacion y prueba de anticuerpos en tejidos de maiz.

La deteccion de proteinas por Western blot es un proceso que depende
principalmente de la interaccion antigeno-anticuerpo por eso es importante
determinar las condiciones en las que se lleva a cabo este tipo de ensayos. En
muchas ocasiones la muestra proteica es desnaturalizada por diversos agentes
como los detergentes, por lo que los epitopos conformacionales compuestos por

varias regiones de la secuencia de la proteina ya no estaran presentes, por esta
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razén en este tipo de muestras es recomendable utilizar anticuerpos que reconocen
epitopos lineales en la secuencia de la proteina; sin embargo, no es posible predecir
la funcionalidad de los anticuerpos por lo que, lo mas conveniente es probarlos en
diferentes tipos de ensayos (Bjorling & Uhlén, 2008).

Generalmente cuando se trabaja con anticuerpos, los conceptos de sensibilidad y
especificidad son de gran importancia, ya que a pesar de que un resultado ideal
seria que solo se reconozca la proteina de interés, se ha reportado que en la
comunidad cientifica es aceptable el hecho de que al realizar un Western blot las
proteinas que no sean la de interés pudieran ser detectadas, generalmente las
bandas adicionales que pudieran obtenerse se presentan en forma de manchas o
incluso en varias bandas de distintos tamafios moleculares; estas bandas
adicionales podrian corresponder a diversas formas de la proteina objetivo
((Signore & Reeder 2012). De acuerdo con la literatura nuestros anticuerpos
muestran una validacion adecuada, ya que un anticuerpo puede considerarse como
validado si se obtiene una banda del tamafio esperado, aun si este presenta bandas
adicionales mientras estas muestren una intensidad menor al 20% de la sefial de la
banda esperada, ya que pueden ser versiones modificadas postraduccionalmente
o productos de splicing alternativo, asi como productos de degradacion de la misma
proteina en cuestion (Signore & Reeder 2012).

Es importante tener en cuenta el uso final que tendran los anticuerpos,
especificamente para aplicaciones que involucran la preparacion de secciones de
tejido que conservan su estructura tridimensional, suelen usarse anticuerpos
policlonales principalmente por dos razones: reconocen multiples epitopos

independientes, por lo que es mas probable que puedan unirse a epitopos
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disponibles en las muestras fijadas; en tal sentido no es préactico evaluar una gran
cantidad de tejidos en busca de anticuerpos monoclonales que funcionen en este
tipo de ensayos (Lipman et al., 2005). En nuestros resultados de inmunolocalizacion
en tejidos de espigas jévenes de maiz confirmamos que los anticuerpos policlonales
funcionan de manera adecuada para deteccion de epitopos en secciones de
inflorescencias masculinas.

En este trabajo se probaron diferentes tejidos de maiz; de las diferentes zonas de
la raiz se utilizé la zona 4, debido a que se ha reportado que los genes con expresion
predominante en esta regiébn son aquellos relacionados con actividades para la
reserva de nutrientes, cinasas y proteinas de fosforilacién, asi como de la regulacién
de la transcripcion, familias WRKY y biosintesis de flavonoides (Stelpflug et al.,
2016), ademas del soporte de los datos obtenidos de Maize GDB; sin embargo,
cabe resaltar que estos datos representan la abundancia del ARNm de SOL1 y no
de la proteina, por lo que una vez que el ARNm se traduce a proteina, esta puede
ser transportada a otros tejidos de la planta; posiblemente este puede ser un motivo
por el que no fue posible detectar la proteina en estas zonas por Western blot (Fig.
10). Por otro lado, también es posible que la cantidad de proteina en estos tejidos
sea muy escasa y por ende no sea suficiente para ser detectada por Western blot,
ya que a diferencia de los experimentos de inmunolocalizacion donde se utiliza un
anticuerpo secundario acoplado a fosfatasa alcalina, los ensayos por Western blot
utilizan un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano; esta diferencia
entre métodos de deteccion es importante pues posiblemente para Western blot es
necesario contar con una mayor abundancia de la proteina para que sea posible

detectarla. Otro factor que puede influir en la deteccidon de proteinas poco
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abundantes es su localizacién subcelular, es probable que, al estar anclada a la
membrana plasmatica, la proteina SOL1 requiera el uso de detergentes idnicos para
poder extraerla de las células y poder detectarla.

Otro aspecto que pudimos observar entre nuestros resultados contrario a lo que
dice la literatura para los anticuerpos que reconocen epitopos lineales, es que el
anticuerpo purificado contra la proteina renaturalizada es capaz de detectar a SOL1
en tejidos de N. benthamiana por Western blot mientras que el anticuerpo purificado
contra el péptido sintético no. Sin embargo, es importante destacar el hecho de que
fueron purificados a partir de un antisuero con una mezcla de anticuerpos que
reconocen diversos epitopos de toda la estructura de SOL1, por lo que posiblemente
la cantidad de anticuerpos que reconocen la region del péptido sintético son
menores en cantidad a los que pueden reconocer cualquier otra parte de la
secuencia en la proteina renaturalizada; por tal motivo sigue siendo de interés tener
anticuerpos que sean producidos especificamente contra el péptido sintético y

probarlos en los distintos ensayos para reconocer a SOL1.

4.4 N. benthamiana como sistema heterdlogo para expresar Soll.

La expresion heterdloga de proteinas en plantas modelo como N. benthamiana
representa una herramienta de gran utilidad en el desarrollo de conocimiento para
distintas proteinas de diferentes especies. Para la expresion de transgenes en
plantas uno de los promotores mas usados es el 35S proveniente del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV), el cual es considerado como un promotor constitutivo

fuerte que muestra una alta actividad transcripcional, razén por la que se usa para
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obtener cantidad de proteinas foraneas en plantas transgénicas. Actualmente se ha
estudiado si la expresion de las proteinas bajo este promotor varia en funcién de los
diferentes tejidos de la planta (Kiselev et al., 2021). La expresion heterdloga de
SOL1 en N. benthamiana con los vectores pEG101 y pEG104 con el promotor 35S
luego de ser evaluada con microscopio confocal, mostré una expresion inducida
exitosa en la mayoria de las células de las hojas infiltradas. Por otra parte, a
diferencia de lo que observamos en la inmunolocalizacion en tejidos de maiz, en N.
benthamiana no se detecté SOL1 en nlcleos, esto sugiere que las condiciones que
determinan su localizacion subcelular no son las mismas entre estas dos especies.
Por otra parte, la plasmdlisis hace referencia a una disminucién en el volumen de
las células que es causada por el flujo de agua cuando la célula se expone a solutos
hiperosmoticos (por ejemplo; sacarosa, manitol o sorbitol) asi la vacuola pierde agua
y si el estado hiperosmético se mantiene el protoplasto se retrae de manera que se
desprende la membrana plasméatica de la pared celular y el potencial hidrico fuera
de la célula es menor al necesario para derogar la presién hidrostatica de la
turgencia, este fenomeno es reversible al agregar soluciones hipoténicas o agua
simple, de esta manera se produce la expansion del protoplasto y se recupera la
presion de turgencia (Cheng et al., 2017; Lang et al., 2014). Debido a que este
proceso es observable por microscopia, la plasmdlisis se usa generalmente para
estudiar el espacio y vinculo entre las dos estructuras, durante la plasmalisis
también pueden observarse una serie de hebras finas en forma de red llamadas
hebras hechtianas en el espacio periplasmico que unen el protoplasto a la pared
celular de las células plasmolizadas (Lang et al., 2014). En nuestras imagenes de

microscopia luego del tratamiento de plasmolisis en las células, muestran que en
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algunas de las células se observan dos capas, que posiblemente corresponde a la
pared celular y la membrana plasmética. Este tipo de plasmdlisis podria asemejarse
a una de las descritas por Woldringh en 1994, en la que se observa la retraccién en
forma de globo del protoplasto reduciendo un 70% su volumen luego de una leve
plasmodlisis; mientras que en algunas otras células también es posible observar una
retraccion polar de la membrana, donde el protoplasto reduce su volumen original,
en este tipo de plasmdlisis pueden observarse algunas arrugas en las membranas
internas y externas; sin embargo en nuestras imagenes solo es posible observar las

dos membranas mayormente sin arrugas tan apreciables.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Transformacion de E. coli Rosetta con el gen Sol1l.

Se analiz6 la expresion del gen Soll en bacteria clonado en dos vectores de
expresion diferentes: pDEST15 con etiqueta de GST y pDEST17 con etiqueta de
6His, se transformaron células E. coli Rosetta por choque térmico con los vectores

de expresion pDEST15-Soll y pDEST17-Soll respectivamente.
5.2 Induccién de la proteina recombinante.

Para la induccion de las proteinas recombinantes, se evaluaron dos
concentraciones diferentes de Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG): 0.4 mM
y 1 mM; a una DOsoo NmM en un rango de 0.5 a 0.7. Una vez determinada la
concentracion 6ptima para la induccion, se indujo el cultivo de células transformadas
de E. coli Rosetta y se incubaron a 28°C con agitacion toda la noche.

5.3 Analisis de proteinas recombinantes por SDS-PAGE.

Para analizar la induccién de la proteina se utilizaron geles de poliacrilamida al 12%.
Se tomaron 200 pL de cultivo bacteriano y se centrifugaron a 12,000 rpm 2 min, se
elimino el sobrenadante y la pastilla se incubd a -20°C hasta congelarse, después
se agregaron 50 pL de buffer de carga 1X y se calentaron en termoblock a 90°C por
5 min, se centrifugaron a 12,000 rpm durante 1 min y se cargaron las muestras en
los pocillos del gel. Se dejé correr durante 2 h aproximadamente, a 80 V en la parte
concentradora del gel y a 120 V en la parte separadora del gel, hasta que las
muestras llegaron casi al final del gel. Al finalizar la corrida el gel se tifié con azul de

coomassie.
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5.4 Purificacién de la proteina recombinante con etiqueta GST.

La proteina expresada con el vector de expresion pDEST15-Soll, se purifico
utilizando las perlas: beads Glutathione Sepharose® 4B. El cultivo inducido de E.
coli Rosetta se centrifug6 para obtener las células, se lisaron, se centrifugo y se
recupero el sobrenadante, luego se mezclé con las beads y se incubd con agitacion
ligera. Para eluir la proteina se agrego glutation reducido 10 mM, se obtuvieron 3

eluciones y se conservaron a 4°C hasta su uso.
5.5 Purificaciéon de proteina la recombinante con etiqueta 6HIS.

La proteina expresada con el vector de expresion pDEST17-Soll, se purifico
utilizando Profinity™ IMAC Resin, Ni-charged. Para que la purificacion se diera en
condiciones nativas, todo el proceso se realiz6 con las muestras en hielo; se
afadieron 2 mL de buffer de lisis NaH2PO4 1M, NaCl 4M e imidazol 1M por gramo
de pastilla bacteriana, se agregé lisozyma a una concentracion de 1 mg/mL y se
incubo la mezcla durante 30 min, luego se sonico 6 veces por 10 s cada una con
intervalos de 30 s entre cada vez, se centrifugé 30 min a 12,000 rpm a 4°C y se
recuperd el sobrenadante y se incubdé 2 h a 4°C en rotacion con la resina
previamente equilibrada. Después se centrifugd a 2,500 rpm 2 min, se descarto el
sobrenadante y se agreg6 buffer de lavado NaH2POs, tris base pH 6.5 y se
centrifugd a 2,500 rpm 2 min, se descarté el sobrenadante y se repitié este paso
hasta terminarse 150 mL de buffer de lavado. Para eluir la proteina se agregé buffer
de elucion (buffer de lavado con imidazol) 200, 250 y 300 mM para las tres eluciones

respectivamente y se conservaron a 4°C hasta su uso.
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Para la purificacién en condiciones desnaturalizantes el cultivo inducido de E. coli
Rosetta se centrifug6 se descart6 el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en
buffer de lisis con NaH2POas, tris base y clorhidrato de guanidina pH 8.0 y se incubd
1 h, se centrifugd 10,000 rpm 15 min a 20°C y se recupero el sobrenadante y se
incubd 2 h en rotacién con la resina previamente equilibrada. Después se centrifugo
a 2,500 rpm 2 min, se descartd el sobrenadante y se agregé buffer de lavado
NaH2POa, tris base y urea 8 M pH 6.5 y se centrifugd a 2,500 rpm 2 min, se descarto
el sobrenadante y se repitio este paso hasta terminarse 150 mL de buffer de lavado.
Para eluir la proteina se agregé buffer de elucién buffer de lavado a pH 5.0, 4.0 y
3.0 para las eluciones respectivamente y se conservaron a 4°C hasta su uso.

Para el tratamiento de renaturalizacion se sustituyé el buffer desnaturalizante por
otro, para favorecer el replegamiento de la proteina en un buffer con NaH2POa4 1M,
NaCl 4M e imidazol, este ultimo en tres concentraciones diferentes: 200 mM, 250
mM y 300 mM para la elucion 1, 2 y 3 respectivamente.

5.6 Purificacion de anticuerpo especifico.

Para la purificacion del anticuerpo por afinidad a la proteina de interés, el antisuero
Anti-SOL1 se mezcl6 con la proteina de interés unida covalentemente a perlas
magnéticas y se incubaron a 4°C. Se lavaron 5 veces las perlas con PBS 1X + T,
descartando el sobrenadante en el separador magnético después de cada lavado.
Para recuperar el anticuerpo unido a las perlas se uso Glicina 0.1 M pH 2.5, en el
separador magnético, los anticuerpos obtenidos se neutralizaron inmediatamente

con buffer Tris-HCI pH 8.0. Se almacend el anticuerpo a 4°C hasta su uso.
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5.7 Western blot.

Para confirmar la presencia de la proteina SOL1 se realiz6 un Western blot, el gel
de acrilamida con la proteina se sumergio durante 15 min en buffer de transferencia.
Se corté la membrana de PVDF adecuada al tamario del gel y se activd en metanol
al 100% por 1 min, posteriormente se transfirié al buffer de transferencia con el gel.
Se colocaron sobre el cassette 4 telas himedas y se extendieron con la ayuda de
un rodillo, se colocd sobre éstas la membrana de PVDF y sobre ésta el gel, por
altimo, se colocaron 4 telas hiumedas mas y se eliminaron las burbujas entre las
capas con el rodillo; se tapo el casete y se programa la transferencia a la membrana
por 5 minutos a 7 voltios. Posteriormente se dejé secar la membrana y luego se
sumergido en metanol al 100% durante 1 minuto. Se pas6 a un recipiente con
solucion bloqueadora y se incub6 45 min a temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo se lavé 3 veces por 3 min con buffer de lavado y luego se agregé el
anticuerpo primario diluido en solucion bloqueadora y se incub6 durante toda la
noche en agitacion a 4°C. Al dia siguiente se lavé la membrana 3 veces por 5 min
con buffer de lavado y luego se agreg6 el anticuerpo secundario diluido en solucién
blogueadora y se incub6 por 2 h a temperatura ambiente. Después se lavo la
membrana 4 veces 5 min con buffer de lavado. Se coloc6 la membrana sobre un
plastico y se agregaron 300 uL de sustrato Clarity™ Western ELC Peroxide solution,
y 300 uL de sustrato Clarity™ Western ECL Luminol/enhancer solution; se incubo
por 5 min a temperatura ambiente, finalmente se revel6 en ChemiDoc MP Imaging

System.

45



5.8 Dot blot.

Extractos de proteina total de diferentes tejidos de planta de maiz se colocaron en
gotas por triplicado en membrana de PVDF, se dejé secar, se bloqued y se agrego
el anticuerpo primario, se incubd durante toda la noche en agitacion a 4°C. Luego
se lavo la membrana y se agrego el anticuerpo secundario, se incubé a temperatura
ambiente por 2 h. Después se agregd sustrato Clarity™ Western ELC Peroxide
solution, y sustrato Clarity™ Western ECL Luminol/enhancer solution; se revel en

ChemiDoc MP Imaging System.

5.9 Inmunolocalizacion de proteinas en maiz, asistida por

recuperacion de epitopos inducida por calor.

Se realizaron cortes en tejidos de espiga joven de maiz incluidos en parafina de 10
Mm en microtomo y se montaron en portaobjetos, éstos se fijaron en horno a 60°C
toda la noche. Al dia siguiente los portaobjetos se desparafinaron y rehidrataron en
un frasco de Copeland sumergiéndolos en 50 mL de los siguientes reactivos a
temperatura ambiente: 100% Histoclear durante 10 min dos veces, 100% EtOH
durante 1 min dos veces, 95% de EtOH durante 1 min, 85% de EtOH 25 durante 1
min, 70% de EtOH durante 1 min, EtOH al 50% durante 1 min y finalmente en agua
durante 1 min. Para la recuperacion y bloqueo del epitopo inducida por calor se
transfirieron los portaobjetos a una rejilla de portaobjetos no metalica colocada en
un recipiente apto para microondas; se cubrieron con tampoén citrato de sodio 10
mM pH 6.0. Los portaobjetos se hirvieron en microondas durante 2 min y se dejo
gue los portaobjetos se enfrien durante 40 min a temperatura ambiente sumergidos

en el tampodn. Para el etiquetado de anticuerpos se lavaron los portaobjetos en 50
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mL de 1x PBS durante 1 min en un recipiente Copeland. Luego se secaron los
portaobjetos sobre toallas de papel y se aplicaron 150 pL de solucién de bloqueo
en cada portaobjeto, se cubrié con parafilm cada uno y se incubaron durante 30 min
a temperatura ambiente en una cdmara humeda. Se retiraron los parafilms con
pinzas asegurandose de no tocar el tejido en los portaobjetos; se enjuagaron una
vez con 50 mL de solucién de bloqueo en un recipiente Copeland. Los portaobjetos
se secaron parcialmente sobre toallas de papel durante unos segundos. Se
aplicaron 150 pL del anticuerpo primario y se cubrié con parafilm, posteriormente se
incubaron en una cAmara humeda durante 1 a 2 h a temperatura ambiente. Después
se retird el parafilm, se colocaron los portaobjetos en un recipiente y se cubrieron
con 50 mL de buffer de lavado durante 15 min con agitacion suave. Se repitio el
lavado reemplazando el buffer de lavado dos veces mas (tres veces en total). Se
aplicaron 150 pL del anticuerpo secundario diluido en solucion de bloqueo, se cubrid
con parafilm y se incubaron en una cadmara humeda durante 2 h a temperatura
ambiente. Después se retird el parafilm y los portaobjetos se colocaron en un
recipiente y se cubrieron con 100 mL de buffer de lavado con agitacion suave.
Posteriormente se repitid el lavado tres veces. Se enjuagaron los portaobjetos
durante 2 min en 1x PBS. Se aplicaron 250 pyL de solucién NBT/BCIP en cada
portaobjetos. Se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente,
se observaron los portaobjetos a medida que se desarrollé la sefal de color. Se
escurrieron sobre toallas de papel y se detuvo la reaccion sumergiéndolos en agua.
Se agregaron 4 gotas de glicerol al 50% a los portaobjetos secos, y se cubrieron
cuidadosamente con un cubreobjetos evitando generar burbujas de aire; finalmente

se observd en microscopio optico.
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5.10 Transformacién de A. tumefaciens por choque térmico.

Se utilizé la cepa GV3101 de A. tumefaciens, se agregaron 2 L de DNA plasmidico,
la mezcla se incub6 a 37°C durante 2 min, se transfirieron a hielo y se incubaron por
10 min. Se agregaron 500 pL de medio LB sin antibiéticos y se incubo por 2 h a
28°C con agitacion. Se sembraron 200 pL del cultivo en placa de LB con kanamicina
y rifampicina y se incubo por 2 dias a 28°C.

5.11 Amplificacién de un fragmento de Soll.

Para la identificacién de colonias positivas se realiz6 PCR de colonia, se tomé una
muestra de todas las colonias obtenidas y cada una se resuspendi6 en 20 pL de tris
10 mM y se calentaron a 95°C por 5 minutos. La reaccién se realizo con los primers
FWD CACCGCGGACTGCAAGCCAAG y REV CTGACGCAGCTGGAGCAGAT al
10 mM que amplifican una region del gen Soll correspondiente a 450 pb. Las
condiciones usadas para el PCR fueron 95°C 2 min, 95°C 30 s, 60°C 1 min, 72°C 1
min y 72°C 7 min. Las colonias identificadas como positivas se cultivaron en medio
liquido y se hicieron respaldos en glicerol.

5.12 Material vegetal.

Se utilizaron plantas de N. benthamiana de 45 a 60 dias crecidas en fotoperiodo de
16 horas de luz y 8 de oscuridad a una temperatura de 23°C.

5.13 Agroinfiltracion.

Los cultivos de A. tumefaciens se crecieron a partir de stock de glicerol en medio
LB con los antibiéticos kanamicina y rifampicina por 48 h a 28°C. Los cultivos se
precipitaron por centrifugacion a 2,500 rpm por 12 min, se descarto el sobrenadante,

el pellet se resuspendié en 5 mL de medio MES 10 mM, acetosiringona 200 mM
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disuelta en 250 pL DMSO y MgCl2 10 mM. La mezcla se incub6 en agitacién a 60
rpm a temperatura ambiente por 4 h. Se midi6 la densidad 6ptica en espectrometro
a 600nm y se ajustd hasta 0.1. Se infiltr6 con esta concentracion hojas de N.
benthamiana presionando con jeringa sin aguja sobre la hoja hasta formar un circulo
visible de absorcién que se expande a lo largo de la hoja.

5.14 Obtencion de tejido infiltrado de N. benthamiana.

Las hojas infiltradas con los vectores pEarleyGatel01 y pEarleyGatel04 en A.
tumefaciens fueron recolectadas y congeladas en nitrégeno liquido y posteriormente
molidas en mortero, el tejido se recuperd en un tubo falcon de 50 mL y se guardo
hasta su uso.

5.16 Plasmalisis

Se cortaron secciones de las hojas infiltradas y se incubaron en tubos Eppendorf
con una solucion de manitol al 1M por 35 min, luego las nuestras se montaron en

portaobjetos y se observaron al microscopio.
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6. CONCLUSIONES

. Es posible purificar a SOL1 usando la etiqueta de 6His en condiciones
desnaturalizantes.

. El anticuerpo purificado contra la proteina renaturalizada ofrece mayor
sensibilidad, mientras que el anticuerpo purificado contra el péptido sintético
ofrece mayor especificidad contra SOL1 en condiciones in vitro.

. Los anticuerpos purificados detectan a SOL1 por ensayos de
inmunolocalizacion en tejidos fijados de espiga joven de maiz.

. Los anticuerpos purificados no son adecuados para la deteccién de SOL1 a
niveles fisioldégicos por Western blot en los tejidos de maiz evaluados.

. El anticuerpo purificado contra la proteina renaturalizada es eficiente para
detectar a SOL1 expresada de manera transitoria bajo un promotor
constitutivo en N. benthamiana.

SOL1 se localiza en la membrana de las células de N. benthamiana.
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7. PERSPECTIVAS

1. Expresar transitoriamente SOL1 en protoplastos de maiz para llevar a cabo
inmunoprecipitacion usando el anticuerpo purificado con la proteina
renaturalizada.

2. ldentificar proteinas que interaccionan con SOL1 expresada transitoriamente

en protoplastos de maiz.
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