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Resumen 

En el laboratorio de Genética Molecular y Evolución del Instituto de Ecología se ha 
comprobado que dos proteínas que no pertenecen a la familia MApS interactúan in l'itt"o 
con AGAMOUS. Estas proteínas son una proteína fosfatasa de 29kDa (VSP 1 ). la cual ya 
había sido descrita con el nombre .. vegetative storage protein .. (VSPI) y otra rica en 
leucinas de 36kDa a la cual se le denominó FLOR 1. 
AGAMOUS es un gen homeótico que determina la formación de estambres y carpelos en 
Arabidopsis thaliana. y al igual que los genes de detenninación tloral. pertenece a la 
familia de factores de transcripción con dominio MADS. Estos factores de Ir.inscripción se 
encuentran distribuidos en todos los eucariontes. Las proteínas con dominio MADS tienen 
varios dominios. un dominio de unión al DNA que es el más conservado. o dominio 
MADS. seguido por un dominio l. y un dominio K. el cual es poco conservado a nivel de 
secuencia pero muy conservado en estructura secundaria y se le ha atribuido un rol en la 
interacción proteína-proteína. En conjunto estas tres regiones contribuyen a la dimeriz.ación 
de los factores MADS. Al final de la proteína se encuentra un dominio C-tenninal muy 
variable que posiblemente funcione como transactivador. Las proteínas con dominios ricos 
en leucina se encuentran presentes en todos los eucariontes y se han localizado tanto en el 
espacio extracelular como en el citoplasma. por lo que la localización celular de FLOR 1 es 
de gran importancia. FLOR! es una proteína nueva y en el laboratorio se ha demostrado 
que la expresión de este gen es especifica de los meristemos de inflorescencia y floral as{ 
como de estambres y carpelos. Estos resultados aunados a que a nivel celular la expresión 
de FLOR! coincide espacio-tempomlmente con los patrones de expresión de AGAMOUS 
sugieren que FLOR! es una proteína que pudiera estar involucrada en un sistema de 
transducción de señales junto con AGA.i\IOUS. De ser así y para que estas dos proteínas 
puedan interactuar in \'il'o, es imprescindible que coincidan tanto en tiempo como en 
espacio en algún momento durante el desarrollo tloral. Mi trabajo de tesis consistió en 
desarrollar un enfoque molecular para probar esta hipótesis. Construimos proteínas 
quiméricas con diferentes dominios de FLOR! y la proteína verde fluorescente (GFP). 
Estas constmcciones se pusieron bajo el efocto del promotor 35S del virus del mosaico de 
la coliflor. para obtener expresiones constitutivas de los genes quiméricos en plantas 
transgénicas de A.tha/iana. El análisis de las plantas en homocigosis permitió localizar a los 
diferentes fragmentos de FLOR 1 dentro de las células de estigma. estilo y ovario. así como 
en estambres. raíz y cotiledón. Debido a que la localización subcelular de FLORl fue 
distinta en los tejidos observados. la ubicación de FLORI no parece depender solamente de 
su secuencia sino que probablemente depende de señales particulares o exclusivas de cado 
tejido: por lo que FLORl podría estar llevando acabo alguna función bioquímica que 
propicie la formación de complejos protéicos entre AGAMOUS. VSPI. u otras proteínas 
cercanamente relacionadas con la familia MADS. Hasta ahora no se había reportado 
interactores de genes MADS que no pertenecieran In misma familia. 



Introducción 

Arahidop.<is tlwliana como modelo experimental. 

El progreso en los campos de la biología molecular, celular, genética y biología del 

desarrollo. se ha debido, en gran parte a la caracterización funcional de genes particulares 

en organismos modelo. Escherichia coli, Saccharomyces cervisiae, Caenorhabditis e/egans 

y Drosophila melanogaster se han utilizado paro diversos estudios por sus características 

genéticas y su fácil manipulación (Meyerowitz. 2001 ). Dentro de las plantas, los sistemas 

modelo incluyen al maíz (Zea mays), al tomate (Lycopcrsicon esc11lent11m). al tabuco 

(Nicotiana sp), al arroz (Or:.v=a satfra). a Antirrhinum maju (A . .\fcfius) y .-lrahidopsis 

thaliana (A.thaliana). 

A.thaliana es una planta silvestre nutivu de Eurasia y del Norte de África.. fue dispersada al 

Oeste del Hemisferio después de la colonización europea y descrita por primero vez por 

Johanncs Thul en el siglo XVI. A. tlwliana se encuentro en runbientes perturbados en 

sucesión primaria (Sharbel et al, 2000: Alonso-Blanco. et al. 2000). Es fácil encontrarla en 

campos agrícolas así como lugares perturbados por la actividad humana (Meyerowitz, 

2001 ). A. thaliana es un miembro de la familia de las mostazas (Brassicuceae. que incluye u 

la col, y a las colecitas de bruselas). Se escogió como planta modelo hace mús de seis 

décadas debido u que representa a una planta con llores (angiospermas) típica. En 

condiciones ideales cada planta llega a producir de 5.000 a 10.000 semillas en tan sólo seis 

semanas (Meyerowitz, 1989): aunado a ello es una planta pequeña ( 15-20 cm) y de fácil 

manejo que se autofertiliza con facilidad. Tiene un tiempo generacional muy corto, lo que 

permite obtener líneas mutantes con una pequeña cantidad de individuos iniciales. además 

de que se puede cultivar en cajas de petri dentro de cuartos (cámaras) de cultivo. lo que 

facilita el aislruniento de mutantes y la selección de individuos transgénicos (Meyerowitz, 

1989, 2001: Meinke et al, 1998). 



A. thaliana es ideal para usarse como modelo en análisis genéticos. su genoma es de los 

más pequeños dentro del reino vegetal, el cual ya ha sido secuenciado (con la excepción de 

algunas regiones alrededor de los telómeros y centrómeros. así como las regiones en 

tandem del RNA ribosomal; The Arabidopsis Genome Initiative. 2000. Cuenta con cinco 

cromosomas. los cuales contienen 125 Mb de DNA y 25.498 proteínas identificadas 

pertenecientes a 11.000 familias y tiene 14o/o de secuencias móviles en su genoma (The 

Arabidopsis Genome Initiative. 2000). En contraste con otras plantas. Arabidopsis está 

formada por un contenido de secuencias no repetidas de DNA (50-55°/o) mientras que del 

45-40% restante. únicamente 1 0-15% se encuentra repetido. Esto es importante ya que la 

mayoría de las clonas genómicas contienen secuencias únicas. además de que el promedio 

de secuencias repetidas en el genoma es de entre 120-125 kb. El genoma de sus 

mitocondrias y cloroplastos es muy pequeño y codifica aproximadamente para 60 proteínas 

(The Ambidopsis Genome lnitiative. 2000). 

Existen varios ecotipos de Arabiclopsis los cuales difieren en la respuesta a las condiciones 

ambientales así como en el tiempo de floración. lo que refleja sus adaptaciones locales 

(Bownlan. 1994). De acuerdo a las respuestas de los ecotipos a la vernalización y durante 

su crecimiento en luz continua. se han dividido en cuatro clases: anuales de invierno 

(ecotipos de altas latitudes como Stockolmo y Soderland). anuales verano-tardias; anuales 

verano-intermedias y anuales verano-tempranas. Los ecotipos que son utilizados 

comúnmente en experimentos de genética y biología molecular son Landsberg erecta. 

Columbia y Wassilewskija. que son ccotipos de floración temprana (Bov.man. 1994). 

·Anatomía de la flor de Arahiclopsis thaliana. 

Las flores de A.thaliana tienen la estructura típica de cualquier flor de una angiosperma. 

están conformadas por cuatro órganos o verticilos florales. los cuales están organizados 

concéntricamente en: 4 sépalos. 4 pétalos. 6 estambres y dos cárpelos fusionados (Bowman. 

1994 ). El perianto está compuesto por el cáliz de cuatro sépalos y una corola de cuatro 

pétalos los cuales están alternados con los sépalos. El androceo consiste en seis estambres; 

cuatro largos mediales en la parte interna. dos laterales cortos en la parte más externa y las 



anteras son biloculadas con dehiscencia longitudinal. El gineceo (carpelo) tiene tres 

regiones principales. En Ja punta se encuentra el estigma cubierto por células papilares que 

permiten que los granos de polen germinen. seguido por el estilo e inmediatrunente después 

el ovario. conformado por dos carpelos fusionados (sincárpico), que crean un solo ovario 

unido a un pequeño estigma con una papila estigmática (Bowman, 1994; Bowman er al. 

1999) (Figura 1 ). 

(A) 

f'llll'-U\. 
111nuu_, .. ,. .. 

Figura l. Estructura de .-trabldopsls thallana. (A) Diagrama de la planta de A.rabidopsis thaliana. (B) 

Representación en cone longitudinal y transversal de la estructura de la flor de ..f.tha/iana (Buchanan. et al 

:?000). 

Factores de Transcripción. 

Durante el desarrollo vegetal. un embrión llega a expresar alrededor de 20.000 genes 

(Howell. 1998). El que el embrión se desarrolle normalmente depende de la expresión 

diferencial y correcta de los genes en las distintas etapas de su desarrollo. Los factores de 

transcripción modulan la expresión diferencial del genoma de la planta durante su 

desarrollo (Calkhoven. 1996; Reichman et al. 1997; Theissen. 2000a). La concentración y 

actividad de estos factores de transcripción varía dependiendo del tipo celular y momento 

del desarrollo en el que se encuentren. Se ha propuesto que los cambios en estas proteínas 



así como en sus reguladores juegan un papel muy importante en la evolución de los 

patrones estructurales en todos los eucariontes (plantas y animales) (Doebley et al. 1998). 

Los organismos multicelulares como las plantas necesitan expresar miles de genes que 

codifican para proteínas específicas a distintos tiempos en distintos lugares y en distintas 

cantidades (Schwechheimer et al, l 998b). El mecanismo de control más común en los 

eucariontes parece ser la regulación a nivel transcripcional, y esta se encuentra mediada por 

la acción de los factores de trascripción (Doebley et al. 1998; Schwechheimer. l 998b). 

Los factores de transcripción son generalmente activadores o represores de la trascripción y 

normalmente están regulados por cientos de contingencias a diferentes niveles. Las 

modificaciones son principalmente a nivel post-transcripcionalcs y se basan en la correcta 

integración de las señales externas e internas que produzcan una tasa de transcripción. La 

regulación adecuada puede depender (Gerhart et al. 1997) del número de sitios de 

regulación, competencia por el sitio de unión al DNA. la especificidad con sus inhibidores. 

presencia /ausencia de un co-activador. fosforilacioncs. ligandos y dimerización con 

miembros de la misma o distinta fan1ilia. (Calkhoven et uf. 1996; Gamboa. et al 2001 ). Con 

base en sus dominios de unión al DNA. se han clasificado en varias clases: estas incluyen a 

las proteínas de tipo cierres de leucina "leucinc zippers" (bZIP). las proteínas homeobox, 

proteínas tipo MYB (MYB-like). las proteínas de tipo MADS (MADS-box). y las proteínas 

de tipo dedos de zinc ("zinc-fingers"). 

Desarrollo vegetal. 

El desarrollo vegetal en las angiospermas puede ser dividido en dos fases: una vegetativa y 

una reproductiva. Durante la fase vegetativa el tallo principal (inflorescencia primaria) 

crece de manera indeterminada. produce hojas (caulinas) y después tallos laterales 

(inflorescencias secundarias) que surgen de la axila de las hojas del tallo primario, donde 

finalmente se forman los primordios florales (Bowman. 1994) (figura JA). La tr.ill.~ición ¡;. 

la fase reproductiva está acompañada de cambios en la posición y distancia de los órganos 

laterales (filotaxia) y comienza cuando la planta es capaz de responder a señales y 

s 



estímulos externos como la intensidad de luz (fotoperiódo), disponibilidad de nutrientes. 

cambios hormonales (giberilinas). temperatura etc. (Bowman, 1994; Buchanan et al., 

2000). Una vez que la planta se encuentra en la fase reproductiva. ésta comienza a producir 

flores (Bowman, 1994; Howell, 1998). 

El desarrollo constante en la fase vegetativa es posible por la presencia de los meristemos. 

Los rneristemos se encuentran en el ápice de los tallos (apicales y radiculares) y están 

compuestos por poblaciones de células pluripotenciales (no diferenciadas) las cuales están 

en constante división. El desarrollo vegetativo en las plantas superiores se caracteriza por la 

reiterativa formación de órganos laterales a partir del meristcmo apical (SAM de "shoot 

apical meristem") (Bowman et al. 2000). La formación de In flor es una función mantenida 

y coordinada por el meristcmo floral. Durante la floración el meristemo apical cambia de 

meristcmo vegetativo a meristemo de inflorescencia y este a su vez produce mcristemos 

florales en ramas laterales en las axilas de los primordios foliares (Bowman et al. 1999; 

Howell. 1998; Buchanan et al. 2000). El meristemo floral produce a los primordios de los 

órganos florales que se fonnan de afuera hacia adentro. comenzando por la aparición del 

primordio de sépalo alrededor del domo del meristcmo. después nace el primordio de 

pétalo. simultáneamente nacen los primordios de los estambres y finalmente surge el 

primordio mas interno. el primordio de carpelo (Bo"man et al. 1999). El desarrollo floral 

de Arabidopsis está dividido en varios estadios de acuerdo a los cambios en In morfología 

del meristemo floral (Bowman. 1994, Bo\\man et al. 2000). 

Para poder comprender como se lleva acabo In determinación floral. como se controla la 

identidad de los órganos en la flor y cuales son los genes involucrados en el desarrollo de 

estos órganos. se han analizado mutantes (homeóticos) de A.thaliana y A.majus. En estos 

mutantes los· órganos están bien desarrollados pero se encontraban en un lugar distinto. La 

existencia de estos mutantes sugirió que el desarrollo floral estaba dirigido por genes 

homeóticos. Tomando como base estos estudios genéticos. en 1991 Meyerowitz sugiere 

que el desarrollo normal de los distintos órganos florales (identidad de órgano) está 

mediado por la interacción de tres clases de genes homeóticos (A, B, C) los cuales 

predicen, la morfogénesis floral de todas las angiospermas (Meyerowitz et al, 1991 ). 

! 6 ... 



Modelo ABC y genes tioo MADS-box. 

El modelo ABC explica como la interacción entre los genes de las funciones A. 8, C 

controla la identidad de los órganos florales (las funciones homeótic:as> (Meyerowitz et al, 

1991 ). La expresión de la función A únicamente especifica para la formaci'm de sépalos. La 

combinación de la expresión de AB es especifica para el desarrollo de pétalos y la 

combinación de BC es específica para la formación de estambres. Solo la función C 

determina el desarrollo de carpelos (Figura 2). 

(a) Venicilo: 2 3 4 

PÉTALOS ESTAMBRES 
SÉPALOS 

t 
t t CARPELOS 

1 B 1 t 
A 

1 
e 

1 

AP3-PI 
(b) 

API. AP2-j f-- AG 

Figura 2. Modelo ABC en Arabldopsb tira/lana. 
(n) La identidad de órgano esta especificada por las funciones A, By C. La función A detennina la fonnación 
de sépalos, In combinación de A y B especifica para pélalos, las funciones de B y C junlllS especifican para 
estambres y In función C para carpelos. (b) genes involucrados en la detenninación floral. Las funciones A y 
e son nntn.gónicns. 

En A. thaliana se conocen los genes que codifican para las tres actividades homeóticas. Los 

genes que contribuyen a la función A son: Apetala 1(AP1) y Apetala2 (AP2). para la 

función B. ApetalaJ (APJ) y Pistillata (PI) y para la función C. Agamous (AG), todos estos 

genes con excepción de AP2 penenecen a la familia de factores de transcripción con 

dominio MADS. 

La familia MADS-box en Arabidopsis esta compuesta por más de 100 miembros (Theissen 

et al, 2000), muchos de ellos están involucrados en la iniciación floral y el desarrollo 

radicular. además de que se expresan en tricomas. polen. endospermo, células guarda. y 



otras estructuras (Rounsley et al. 1995; Álvarez-Buylla et al. 2000). En plantas esta familia 

comparte varios dominios muy conservados como la caja K demás del dominio MADS. 

Estos genes no están confinados únicamente a las plantas sino que también están presentes 

tanto en vertebrados como en invertebrados (Shore, 1995; Rounsley. 1995). El término 

MADS se deriva de la primer letra de los cuatro dominios protéicos descritos en la 

literatura MCMI (Saccharomyces cer\'isiae), AGAMOUS (Arabidopsis thaliana) • 

.QEFICIENS (Anlirrhinum majus) y ~RF (de Homo sapiens) (Shore et al. 1995). 

Todas las proteínas de tipo MADS tienen cuatro dominios funcionales (cajas): el dominio 

N-terminal MADS-box se une a motivos consenso de DNA denominados CarG-boxes. 

presentes en la región promotora de los genes que regulan estas proteínas. In región 1 sin 

función clara. la caja K que está involucrada en la dimerización. heterodimerización y/o 

formación de tetrámeros de algunos factores MADS y otras proteínas (Reichmnnn et al. 

1997; Honma et al. 2001 ). Los dominios M. 1 y K. contribuyen a la dimcrización de los 

factores MADS. Al final de la proteína se encuentra el dominio C-terminal el cual parece 

que estabiliza las interacciones ternarias y cuaternarias entre proteínas de la misma o 

distinta familia (Shore et al. 1995; Howell. 1998; Theissen et al. 2000; 2001) (Figura 3). 

El que las proteínas MADS estén divididas modularmente no implica un funcionamiento 

independiente (Shore et al. 1995). 

o 30 60 90 120 150 180 210 aminoácidos 

1 1 1 1 1 1 

MADS K e 

uniónDNA 
dimcriz.ación 

trunsactivación 

Figura J.-Organlzaclón de las prolelnas llpo MADS. 
El dominio MADS de 56 aa se localiza en el extremo N-tenninal de la protelna y codifica para un factor de 
unión al DNA y está involucrado en la dimeriz.ación. Unido al dominio 1 de 30aa que está muy poco 
conservado. El dominio K (70aa) está involucrado en la interacción protelna-protelna y posiblemente en la 
dimerización y finalmente el extremo e-terminal. 



Como se mencionó anteriormente los mutantes homeóticos de A. thaliana se dividen en tres 

clases A, B, C y cada una de estas afecta la identidad del órgano en dos verticilos 

adyacentes. Los mutantes de la clase A: apeta/al(apl) y apetalu2(ap2) afectan el primero y 

segundo verticilio, de manero que los sépalos se convierten en carpelos y los pétalos en 

estambres. Los mutantes de la clase B: apetalaJ (apJ) y pistil/ata (pi), afectan el segundo y 

tercer verticilo. transformando los pétalos en estambres, y a los estambres en carpelos. El 

mutante de la clase C: agamous (ag) afecta el tercer y cuarto verticilio, causando un 

desarrollo de pétalos en lugar de estambres y en lugar del gineceo se forma una segunda 

flor con sépalos-pétalos-pétalos de manero reiterativa (Meyerowitz et al. 1991 ). Debido a 

que los mutantes de la clase A producen estructuras parecidas a estructuras de órgano 

verticilares tipo C y viceversa, se ha propuesto una mutua represión entre los genes de la 

clase A y C. Los genes de la clase A excluyen a los de la clase C del verticilo uno (sépalos) 

y dos (pétalos). mientras que los genes de la clase C excluyen a los de la clase A de los 

verticilios tres (estambres) y cuatro (carpelos). (figuro.!: tabla.!) (1-lowcll. 1998; Theissen. 

2001). 

Tabla 1.- Efectos fenotfplcos de los mutantes en los genes A, D. C 

Mutación Verticilo 1 Verticilo 2 Verticilo 3 Verticilo 4 

Silvestre Sépalos Pétalos Estambres Carpelos 

Función A Carpelos Estambres Estambres Carpelos 

Función B Sépalos Sépalos Carpelos Carpelos 

Función C Sépalos Pétalos Pétalos Flor Nueva 

Proteínas ricas en leucina CLRR) 

La supcrfi:unilia de las proteínas ricas en leucina (LRR) está conformada por un gran 

número de proteínas con localizaciones y funciones diferentes en una variedad de 

organismos (Buchanan et al, 2000; Kajava. 1998). Dentro de los miembros de esta 

superfamilia se encuentran proteínas requeridas para el ensamblaje de ribonucleoproteinas 

(snRNP), proteínas de adhesión celular (glicanos, fibromodulina. luminicano. etc.), proto

oncogenes (trA.'), la adenilato ciclasas en levaduras. marcadores de orientación celular como 

la proteína To// en Drosophila. En plantas se han descrito más de 100 cinasas y genes tipo 



R involucrados en la resistencia a patógenos así como varias familias de proteínas 

(receptores) con dominios LRR extracelulares e intracelulares involucradas en vías de 

transducción de sei'lales (Kobe y Deisenhofer, 1994. 1995; Xiaorong. 1998; Kajava.1998). 

A diferencia del desarrollo animal. el desarrollo vegetal carece de migración celular, por lo 

que el establecimiento de patrones a lo largo de eje vegetal requiere de elaborados 

mecanismos de regulación transcripcional. y de transducción de sei'lales así como de 

grandes complejos de comunicación célula-célula que permitan una apropiada 

diferenciación y desarrollo (Meyerowitz. l 999b). Los motivos ricos en leucina se han 

descrito como mediadores en las interacciones proteína-proteína (Suzuki. et al. 1990; 

Calkhoven et al. 1996; Schwechhcimer et al. l 998a. l 998b) interacciones receptor-ligando 

en muchos organismos de distintos reinos (Kujava. 1998). 

En las plantas se han descrito muchas proteína ricas en leucina (LRR) que regulan varios 

procesos del desarrollo como: la percepción de fitohormonas (BRASSINOSTEROID 

INSENSITIVE 1 ). respuestas de defensa (genes tipo R). espcci ficución de la forma de los 

órganos (ERECTA). destino celular del meristemo (CLAVA TA 1 ). entre otras (Reichmann. 

1997; Torii. 2000). 

Los motivos ricos en leucina dentro de las proteínas LRR se encuentran uno junto del otro. 

es decir. en tandem. Estas proteínas contienen otros aminoácidos hidrofóbicos a diferentes 

intervalos. estos aminoácidos se caracterizan por que participan en las interacciones 

hidrofóbicas de las estructuras de proteínas (Albcrts. 1994; Tumer. 1997). La cantidad de 

motivos LRR (-LxxLxLxx-) varia entre uno y 30. La longitud promedio de la secuencia 

LRR es de 24 residuos. pero hay proteínas con repeticiones entre 20 y 29 residuos (Kobe. 

1994). La mayoría de las proteínas ricas en leucina (LRR). tan1bién poseen un sitio de 

unión a nucleótidos que contiene varios motivos conservados y su función no ha sido 

documentada del todo (Schwechheimer et al. 1998; Buchanan et al. 2000). 

Con base en estudios de cristalografia del inhibidor de la ribonucleasa (una proteína LRR), 

se estableció que 11 de los 24 residuos de la secuencia consenso de las LRR se encuentran 

en todas las proteínas descritas hasta ahora, por ello se considera a esta como característica 
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principal de la superfamilia; mientras que los diferentes residuos en la región hipervariable 

sirvieron para clasificar a las LRR en seis subfamilias (tabla.2) sugiriendo como punto de 

divergencia entre las diferentes subfamilias a la región hipervariable (Kobc y Deisenhofer. 

1994; Kajava 1998). 

Tabla 2. Subfamilias LRR seeún Kajava (1994). 

Subfomilia LRR Residuos Ori2en Localización 
Tlnicu 24 Animales v Uonl!os Extrucclular 
Rl-likc (ºribonuclcasc :?8·29 Animales lntracellular 
inhibitor .. ) 
ce 26 Animales. l~ongos y lntrJcellular 
(ºcvsteineconto.inin,•''\ Plantas 
PS ¡ .. nlant Soecific"") 24 Plantas v Euca. orimitivos Extrucclular 
SD:2:?-likc 2:? Animales v Uonl!OS lntrncellular 
Bactcrial :!O Bacterias GrJ.lll. • Extrucclular 

Aunque las subfamilias de las proteínas ricas en lcucina están compuestas por un gran 

número de proteínas con diversas funciones. todas las prote[nas parecen estar involucradas 

en interacciones proteína-proteína. y al menos la mitad de ellas forman parte de las 

complejas vías de señalización extra e intracelulares. Esta clusilicación propone que la 

especificidad entre las interacciones proteína-proteína y la función de estas proteínas; se 

debe a la composición y longitud de los residuos en donde posiblemente la estructura 

tridimensional de estas proteínas juegue un papel determinante (Kobc y Deisenhofer. 1994; 

Kajava 1998; Schwechheimer et al. 1998). 

Las proteínas que contienen motivos ricos en leucina representan a una familia muy grande 

y diversa. el amplio rango de funciones que caracterizan a estas proteínas sugiere que las 

LRR son motivos de unión que juegan un papel muy importante en las interacciones con 

proteínas de la misma familia y otras proteínas (Kobc y Deisenhofer. 1994; Kajava 1998; 

Schwechheimer et al. 1998; Gamboa et al. 2001 ). 



Biología y Genética de Agroha,•terium tumetásciens CPlásmidos binarios. Ti) 

La habilidad de introducir DNA dentro de un organismo, es un concepto muy común en la 

biología molecular básica y aplicada. La transformación es un mecanismo que se utiliza con 

cotidianeidad en organismos unicelulares como E.coli y S. cerviseae, pero en eucariontes 

multicelulares y específicamente en plantas esta metodología es mas complicada (Old et al, 

1994). 

Desde 1970 se ha podido transformar células vegetales utilizando a la bacteria A. 

tumefasciens, para poder llevara acabo la selección de células transfonnantes, se han 

desarrollado plásmidos con genes de resistencia a antibióticos y/o herbicidas con los cuales 

se puedan seleccionar las líneas de expresión, el DNA de interés es clonado junto con un 

marcador genético que normalmente es nptl/ que codifica para resistencia a kanamicina o 

con marcadores celulares como GUS ó GFP. Existen dos métodos principales para 

transformar células vegetales, uno se lleva acabo en cultivos de tejidos y el otro utiliza al 

órgano o la planta in situ. Se han descrito varias técnicas de transformación entre las que 

destacan: la microinyección directa. la biobalística (que utiliza una pistola cargada con 

minúsculas balas de tungsteno y/o oro cubiertas por el DNA que se quiere integrar en el 

genoma de la planta) y la más común, que es la tmnsformación mediada por Agrohacterium 

(infiltmción, infiltmción-vació, por rocio) (Potrykus et al, 1995 y Buchnnan et al, 2000). 

La relación Agrobacterium-planta involucra principalmente a dos especies de bacterias de 

tierra Gram-negativas: A. tumefasciens y A.rhi=ogenes. Básicamente estas bacterias han 

desarrollado una estrategia con la cual transfieren un fmgmento plasmídico al genoma de la 

planta (Old et al, 1994). Naturalmente para que esto se lleve acabo se requiere que la planta 

tenga una lesión por donde la bacteria llegue a infectarla. El síntoma producido por la 

infección es la formación de un tumor en el área de la lesión (que puede ser en cualquier 

parte de la planta), producido por un acelerado crecimiento celular debido a la expresión de 

los genes T-DNA. que codifican para enzimas que catalizan la producción de auxinas y 

citocininas. Estos compuestos son fitoreguladores esenciales para el desarrollo y 

crecimiento de la planta que en exceso producen la formación de estructuras tumorales 

(callos) (Potrykus et al, 1995; Buchanan et al, 2000). 
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La virulencia de esta bacteria esta dada por la presencia de una secuencia conocida como T

ONA (transferred-DNA) que se encuentra dentro de un plásmido de alrededor de 200-

250kpb conocido como Ti-plásmido ("tumor inducing"). estos plásmidos están 

conformados por varias secuencias. entre ellas la región vir. la ocs. y una región conocida 

como T-DNA. que es la secuencia que se transmite e insena en el genoma del hospedero. 

La secuencia de T-DNA contiene unos extremos repetidos de adhesión génica. que forman 

un borde repetido de 24pb que funcionan como sei!ales de reconocimiento del sistema de 

transferencia para la incorporación de la secuencia bacteriana al genoma de la planta. Los 

plásmidos-Ti son agrupados de acuerdo a su habilidad de producir an1inoácidos derivados 

(opines) los cuales le sirven a la bacteria como fuente de carbono y nitrógeno. Estos 

compuestos son fáciles de detectar en el tejido y han servido para marcar a las cepas 

basándose en el tipo de opine que sintetizan (nopalir.a. octopina. leucinopina. 

succinamopina. etc.) (Potrykus et al. 1995). 

El primer paso en la transferencia de la secuencia T-DNI\ dentro de la planta. esta mediado 

por la producción de distintas substancias producidas por las células de la planta en el lugar 

de la herida. Estas substancias son compuestos fenólicos derivados del siringol. estos 

inducen la formación de compuestos que actúan como agentes quimotácticos para las 

bacterias. además de que activan genes de la región >'ir del pásmido-Ti. Se cree que los 

genes de esta región se activan por medio de autofosforilaciones. además de que funciona a 

manera de operón cenando y creando una copia de hebra sencilla de la secuencia de T

ONA. la cual es protegida de nucleasas de la planta por proteínas bacterianas (Old et al. 

1994; Potrykus et al. 1995). Esta secuencia junto con las proteínas de protección se conoce 

como complejo-T. este complejo se transloca al citoplasma de la planta por medio de un 

pili de transformación producido por la misma bacteria. Finalmente se introduce el 

complejo-Tal núcleo de la planta el cual se insena con los bordes de adhesión al genoma 

del hospedero. Una vez transformada la planta produce opinas mediante la activación de 

genes dentro de la región del plásmido-Ti. Al mismo tiempo estas opinas inducen la 

expresión y propagación del plásmido-Ti hacia la población de Agrobacterium en la herida. 
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Proteína verde fluorescente de la medusa Aequorea victoria. 

La medusa marina Aequorea victoria al igual que varios miembros del phylum Cnidaria 

emiten luz verde a partir de la energía proveniente de una fotoproteina (Leffel et al. 1997; 

Tsien. 1998). La proteína verde fluorescente (GFP) de la medusa marina Aequorea victoria 

fue descubierta por Shimura en 1962. y su gen fue clonado en 1992 por Prasher. Se han 

descrito proteínas similares en otros celenterados (Ohellia. Renil/a y Phialadium). pero sus 

características bioquímicas han sido poco exploradas (Hascloff et al. 1998. 1999b; Leffel et 

al. 1997; Tsien. 1998). 

La GFP es una protelna estable de 238 aminoácidos y 27-30kDa. su pequeño tamai\o la 

hace fácilmente difundible dentro del núcleo. Su estado nativo es monomérico. pero en 

altas concentraciones se ha encontrado como <limero. Una característica muy importante es 

· que esta protelna no necesita ningún tipo de sustrato y/o cofactor. su tamai\o es pequeño lo 

que la hace apta para fusiones con otras proteínas. ya que su fluorescencia se mantiene 

uniendo protclnas en cualquiera de los extremos de ésta N- y C-. La GFP es una proteína 

muy estable ya que resiste un amplio rango de pH (5.5-12) así como de protcasas. La 

longitud de onda de excitación es de 360-480nm (A. verde-azul) y produce un pico de 

emisión de 509nm (luz verde). Las propiedades de fluorescencia se adquieren por 

modificaciones post-tmduccionalcs que modifican al cromóforo y a la estructura terciaria 

de la proteína. La GFP esta conformada por 11 láminas-P antiparalclas que protegen al 

cromóforo de la presencia de agua u oxigeno en el interior de la proteína. así como por 2 a

héliccs en los extremos. una de ellas cruza a la estructura de barril y justo en la mitad de 

ella se encuentra unido covalentemcnte el cromóforo (Lcffcl et al. 1997; Tsien. 1998). 

La bioluminiscencia de Aequorea victoria surge de unas masas de tejido amarillento las 

cuales están compuestas por alrededor de 6000-7000 células fotogénicas. El citoplasma de 

estas células está densamente empaquetado con finos gránulos de 0.2µ de diámetro 

(luminisomas) que contienen los componentes necesarios para la bioluminiscencia 

(Haseloff et al. 1998). Los componentes requeridos para la misma incluyen una 

fotoproteína activada por Ca2•(aecuorina) la cual emite luz azul-verde. y la proteína GFP. 

que recibe la energía de la aecuorina y re-emite ésta como luz verde (Haseloff. 1999a; 



LefTel et al. 1997). La aecuorina es un complejo conformado por una apoproteina. oxigeno 

molecular y una enzima llamada coelentemzina (compuesto de imidazol). Cuando la 

aecuorina es activada por Ca2
+. este cataliza la oxidación de la coelenterazina en 

coelenteramida (forma activa). ésta regresa a su fonna inactiva emitiendo luz a 470nm 

transmitiendo esta energía a la GFP. resultando la fluorescencia de luz verde. 

GFP como gen reportero en plantas. 

Existen diferentes mutantes asi como variantes naturales de la GFP (HaselofT et al. 1998; 

t 999a; Tsien. 1998). La fluorescencia producida por la GFP de Aequorea victoria (wtGFP) 

se visualiza bien en organismos inferiores pero no en plantas y mamíferos debido a su bajo 

nivel de fluorescencia. a la lenta formación del cromóforo y a problemas de isomerización 

compleja y de expresión deficiente. Esto ha permitido que se desarrollen un amplio rango 

de variantes tanto para animales como para plantas. A partir del gen ,;ilvestrc de la GFP se 

han producido variantes las cuales se han clasificado en siete clases con base en la 

composición y longitud de onda de excitación de su cromóforo. A estas variantes se les han 

adaptado codones específicos para cada linaje. como las sGFP y EGFP para animales y las 

mGFP y pGFP para plantas. Sin embargo se encontró que específicamente en plantas el 

cDNA silvestre de la GFP no se expresaba de manera apropiada en Arabidopsis (HaselofT 

et al. 1998; 1999b), al cual para mejorar su expresión. se le hicieron varias modificaciones 

a nivel de secuencia. Una de las mutantes mas frecuentes es la S65T. la cual tiene más 

brillo que la wtGFP, se oxida cuatro veces mas rápido y no fotoisomeriza. Esta es la 

variante utilizada en las construcciones hechas en este estudio. 
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Antecedentes del Proyecto. 

En el laboratorio de Genética Molecular y Evolución del Instituto de Ecologfa de la 

UNAM. dirigido por la Dra. Elena Álvarez-Buylla; la Ora Alicia Gamboa de Buen disei\ó 

una columna de afinidad con el péptido RXXT para identificar posibles proteínas que 

interactuaran con AGAMOUS. Muchas de las proteínas tipo MADS contienen un posible 

sitio de fosforilación RXXT en el sitio RXVTF del dominio MADS. que puede ser blanco 

con otras proteínas (Theissen et al, 2000; Gamboa. et al 2001 ). 

Se aislaron 2 proteínas; una proteína fosfatasa de 29kDa (VSP 1 ). la cual ya había sido 

descrita con el nombre vegetative storage protein (VSPI. GenBank número de acceso 

AB006777) y otra rica en leucinas de 36kDa a la cual se le denominó FLOR! (GenBank 

número de acceso AC069472) (Gan1boa. et al 2001 ). 

FLOR! es una proteína nueva y en el laboratorio se ha demostrado que In expresión del gen 

que codifica para esta proteína es específica de los meristemos de inllorescencia y llora! 

(Gamboa. et al 2001 ), así como de estambres y carpelos (Acevedo. et al, 2002). También se 

demostró que existe una interacción in ,·itro entre FLOR 1 y AGAMOUS mediante el 

ensayo de doble-híbrido (Gamboa. et al 2001 ). Estos resultados aunados n que a nivel 

celular la expresión de FLOR! coincide espacio-temporalmente con los patrones de 

expresión de AGAMOUS (Acevedo. et al, 2002). sugieren que la proteína rica en leucina 

FLOR! es una proteína que pudiera estar involucrada en un sistema de transducción de 

señales relacionado con AGAMOUS (Gamboa. et al 2001). Hasta ahora no se habla 

reportado interactores de genes MADS que no fueran de la misma familia. 

Esta es la primera proteína reportada de esta naturaleza y su caracterización es muy 

importante porque puede convertirse en una herramienta útil para entender como se 

integran las señales de los factores de transcripción entre células durante el proceso de 

desarrollo. Esta es un área nueva tanto en la biología del desarrollo de plantas como de 

animales. Las proteínas con dominios repetidos ricos en leucina se encuentran presentes en 

todos los eucariontes y se han localizado tanto en el espacio extracelular como en el 
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citoplasma (Kajava. 1998), por lo que la localización subcelular de FLOR! es de gran 

importancia. 

Para que FLOR! y AGAMOUS puedan interactuar in \•ivo. es imprescindible que coincidan 

tanto en tiempo como en espacio y se localicen en los mismos compartimentos celulares en 

algún momento del desarrollo floral. Mi trabajo de tesis consistió en desarrollar un enfoque 

molecular dirigido a comprobar esta hipótesis. En colaboración y bajo la dirección técnica 

de la Dra. Francisca Acevedo Gasman. se construyeron proteínas quiméricas con diferentes 

dominios de FLOR! y la protclna verde fluorescente (GFP). Estas construcciones se 

pusieron bajo el efecto del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (Ca!l.-1V35S). 

Se obtuvo expresión constitutiva de las construcciones quiméricas en plantas transgénicas 

de A.tha/iana y esto se pudo observar in i•ii·o. 
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Objetivos 

Generales 

El objetivo de este trabajo fue el determinar la localización subcelular de la proteína rica en 
leucina en A. thaliana codificada por el gen FLOR-!. 

Para cumplir con este objetivo se propusieron como objetivos específicos: 

-Clonar las los fragmentos del gen que codifica para la proteína rica en leucina 
FLOR! en el vector pGFP-MRCp. y las construcciones provenientes de pGFP-MRCp en el 
vector binario Ti pBlN-mGFPS-ER . 

-Transformar las construcciones en la planta A. tlwliana. 

-Conocer la distribución subcelular in \'il'o de la proteína rica en leucina codificada 
por el gen FLOR-! en la planta A. tlwliana. mediante microscopía confocal. 

Hipótesis 

La proteína rica en leucina se localiza. al menos transitoriamente. en el citoplasma y 
posiblemente en el núcleo de las células de las plantas transgénicas de A.thaliana. 
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Materiales y Métodos 

Comparando secuencias de distintas proteínas LRR se identificaron algunos módulos 

conservados a lo largo del gen que codifica para FLOR-1 (figura 4). Esta comparación se 

llevó a cabo entre secuencias de proteínas con funciones conocidas y la secuencia de 

FLORI: lo que nos permitió establecer la(s) posible(s) función( es) de esta proteína. 

Con la finalidad de obtener construcciones quiméricas FLORl-GFP bajo el control del 

promotor CaMV35S y de la fracción terminal NOS del vector binario pBIN de 

Agrobacrerium lllmefaciens (A.lllmefasciens) (Apéndice 1). se amplificaron cuatro 

fragmentos del gen codificante para la proteína rica en leucina FLORI. Estos se fusionaron 

al inicio o al final (según el caso) de la secuencia de la proteína verde tluorescente (GFP). 

del vector pGFP-MRCp (donado por el Dr. Rodríguez-Concepción. Rodríguez. et al. 1999, 

Apéndice de vectores). Los fragmentos # 1. #2 y #4 se fusionaron en fose al inicio de la 

secuencia de la proteína lluorescente en la región N-tem1inal de este vector. mientras que el 

fragmento #3 se fusionó al final de la secuencia de la proteína fluorescente en la parte C

terminal. Una vez que estas construcciones se habían comprobado y con el fin de 

introducirlas en un sistema binario que sirve como vector para transformar plantas, se 

liberaron las construcciones quiméricas fusionadas de cada uno de los fragmentos con la 

secuencia de la proteína verde tluorescente del vector pGFP-MRCp. Se hicieron cortes 

simétricos (romos) tanto los extremos de las secuencias y los del vector binario pBIN

mGFPS-ER (al cual se le había quitado previan1entc la secuencia mGFPS-ER que contiene 

una señal de localización subcelular específica para retículo endoplásmico). para luego ligar 

en éste cada uno de los cassettes generados. Después de ligar las secuencias quiméricas en 

el vector binario, se obtuvieron las diferentes construcciones 35S::FLORl-GFP que se 

transformaron por electroporación a A.rumefizsciens. Explotando la interacción planta

bacteria se utilizó el Agrohacterium transformado con cada una de la construcciones para 

después transformar por infiltración a A.rha/iana. Se generaron plantas transgénicas 

estables (T3) con las que se llevó acabo el análisis de localización subcelular utilizando 

microscopía confocal . 
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Diseño y amplificación de cuatro fragmentos del gen que codifica para la 

proteína rica en leucina (LRR) FLOR 1. 

Diseño de las construcciones 

Para sintetizar los cuatro fragmentos del gen FLORI (figura 4) se diseñaron en el programa 

oligo IV los oligos especlficos paro los extremos de cada fragmento. 

Fragmento #1 de 975pb: incluye el gen completo de FLOR J. Paro amplificar por PCR este 

fragmento se eligieron oligonucleótidos de las regiones llanqueantes de la proteína sin 

incluir el codón de término. Se agregaron las dianas EcoRI en el oligo FA5F (ººforward") y 

Ncol en el FA6R (reverse) paro poder clonarlo en el vector pGFP-MRCp. 

oligonucleótidos : EcoRI 

FASF: SºGGAA TTCATGAGGCTCTn"GTfCA TCTC 3 º 

FA6R:5ºGTACCCATGGACAAGCCTT AAGGGGAGTfC 3. 

Ncol 

Fragmento #2 de 250pb: incluye desde el codón de inicio de la proteína FLORI (A TG) 

hasta. e incluyendo. la señal de unión a nucleótidos. asl como la señal a retículo 

endoplásmico, se agregaron las secuencias de EcoRl en el oligo FASF ("forward")y Ncol 

en el FA7R ("reverse"). 

oligonucleótidos: EcoRI 

FASF: SºGGAA TTCATGAGGCTCTn"GTfCA TCTC 3 º 

FA7R: 5ºGTACCC4TGGAGATCTGACCGGAGACTfC 3 º 

Ncol 

Construcción #3 de 575pb: Debido a que la secuencia del gen FLORJ contiene un sitio 

interno de restricción SacI en el nucleótido 411 se decidió amplificar el fragmento desde 

ahí, excluyendo una parte anterior de la región rica en leucinas, e incluyendo hasta el codón 

de término. mas las secuencia de BamHl en el oligo FA9R (reverse). 
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oligonuC!eótidos: Sacl 

FAIOF: 5·00GAGCTCACCCGCCTCACG 3· 

FA9R: 5·cGGGATCmAGCAAGCCTTTAGAGGAGT 3· 

BamHI 

Construcción #4 de 210pb: desde el codón de inicio (ATG) incluyendo la región del 

péptido señal a membrana y In de retículo endoplásmatico con las secuencias EcoRI en el 

oligo FA5F ("forward") y Neo) en el FA8R ("reverse'"). 

oligonucleótidos: EcoRI 

FASF: 5'GGAATTCATGAGGCTCTTTGTTCATCTC 3· 

FA8R: 5'GTACCCA TGGAGGT AACGCGA TT AGTG 3. 

Neo) 

Como control de la transformación se utilizó la secuencia (cassette) que incluye desde la 

diana EcoRI hasta BamHl del vector pGFP-MRCp que después se insertó en el vector 

binario pBIN-mGFP5-ER. 

Una vez sintetizados los oligos (FA5F, FA6R. FA7R. FASR. FAIOF y FA9R). estos se 

utilizaron para amplificar los fragmentos l. 2. 3 y 4. mediante la reacción en cadena de la 

polimerosa (PCR) utilizando un termociclador Perkin Elmer 9600. La reacción se hizo con 

un volumen final de 50µ1 (Apéndice II) con el siguiente programa: 3· de desnaturalización 

a 94ºC. seguido por 35 ciclos de 30 segundos de desnaturalización a 94ºC. 20 segundos de 

alineamiento a 47ºC y 1.5 minutos de extensión a 72ºC. seguidos por una extensión final 

de 5 minutos a 72ºC. La amplificación de los cuatro fragmentos se comprobó por 

electroforesis en geles de agarosa al 1 % utilizando los marcadores moleculares de IOOpb y 

A.Hind IU. 
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Clonación de los fragmentos en el vector pGFP-MRCp y formación de las 
secuencias quiméricas (cassette). 

Clonación de los fragmentos en el vector pGEMTeasy CPROMEGA} y extracción de DNA. 

Ya verificada la amplificación de los fragmentos por electroforesis. cada uno de estos se 

clonó (Apéndice 1) en el vector pGEMTeasy (PROMEGA; Apéndice 11) con el fin de 

obtener cada fragmento para así poder comprobar su secuencia. y una vez que se obtuviera 

la secuencia idéntica de cada fragmento al correspondiente de FLOR/ poderlo manipular 

integrándolo a los vectores pGFP-MRCp y luego al vector pBIN-mGFP5-ER. 

El vector pGEMTeasy permite clonar productos de PCR con facilidad. ya que cuenta con 

timidinas en cada extremo 3 · que se pegan a los extremos de adeninas que deja la 

polimerasa. Este vector contiene un sitio de clonación múltiple que incluye varios sitios de 

restricción. y contiene una secuencia de resistencia a ampicilina para la selección de la cepa 

transformante. Otra característica de este vector es que cuenta con dos promotores de la 

RNA polimerasa flanqueando al sitio de clonación múltiple dentro de la región codificante 

al peptido-a de la enzima J3-galactosidasa (lacZ). Esto permite que cualquier inserción de 

otro gen en la región del péptido-a produzca una activación por inserción y así permitir que 

las clonas recombinantes se identifiquen inmediatamente por el color blanco de las colonias 

bacterianas. Las colonias no rccombinantcs seran de un color azul debido a la expresión del 

gen Jaez que es inducido por la acción del IPTG (isopropiltiogalactósido; 0.1 M) y el X-Gal 

(5-bromo-4-cloro-Jindol-13-D-galactopiranosido; 50mg/ml) (Sambrook et al. 1987; 

PROMEGA) que se aplica en la caja de petri con el medio de selección. 

Una vez ligados cada uno de los fragmentos al vector. se transformaron a la cepa TOP 1 O 

de Escherid1ia coli por choque térmico (Apéndice 11) y se incubaron durante hora y media 

a 250rpm en medio LB con carbenicilina ( 1 OOµg/µI). Las transformaciones se plaquearon 

en cajas de petri con medio LB mas carbenicilina ( 1 OOµg/µI) IPTG y X-Gal y se incubaron 

durante toda la noche a 37°C. De cada transformación se escogieron 10-20 colonias blancas 

(recombinnntes) y se inocularon en tubos de cultivo (miniprcp) con medio LB mas 

carbenicilina (lOOµg/µI) durante toda la noche a 37ºC y 250 rpm. 



De los cultivos de las colonias transfonnantes se extrajo el DNA plasmídico usando la 

técnica de boiling miniprep (Apéndice II). Luego se digirió con la enzima EcoRJ (sitio 

incluido en el sitio múltiple de clonación del vector pGEMTeasy y ausente en los 

fragmentos a clonar) para aislar los fragmentos # 1, #2, #3 y #4 y comprobar por, 

electroforesis el tamaño aproximado de los fragmentos. 

Los fragmentos de DNA se secuenciaron para corroborar la fidelidad de la amplificación de 

las cuatro construcciones. 

Clonación de los fragmentos en el vector pGFP-MRCp <Rodríguez C. et al, 1999). 

Para clonar los fragmentos amplificados y corroborados por secuenciación, en el vector 

pGFP-MRCp (Rodríguez C. et al, 1999, Apéndice vectores), éste se linearizó con las dianas 

respectivas dependiendo de si se quería introducir los fragmentos a la región N-terminal 

(EcoRI y Ncol) o C-tenninal (Sacl y BamHl) con respecto a la secuencia de GFP (ver 

figura diseño de construcciones). A su vez, cada uno de los fragmentos fue aislado de 

pGEMTeasy utilizando las mismas enzimas, EcoRI y Neo) para los fragmentos # 1, #2 y #4 

y Sacl y BamHI para el fragmento #3. Esto permitió clonar de manero dirigida en cada uno 

de los casos en el vector pGFP-MRCp. 

Las ligaciones se comprobaron digiriendo y corriendo en geles de agarosa al 1 % por 

electroforesis las secuencias que incluían al fragmento correspondiente más la secuencia de 

la GFP del plásmido pGFP-MRCp. Las secuencias quiméricas #1 ::GFP, #2::GFP y 

#4::GFP se aislaron utilizando las dianas EcoRI y Sacl (Apéndice 11), mientras que la 

secuencia GFP::#3 se aisló utilizando Ncol y BamHl (Apéndice protocolos). 

Posteriormente. se aislaron con las dianas EcoRl y BamHl las fusiones quiméricas de 

FLORI ::GFP (#1 ::GFP. #2::GFP, #3::GFP y #4::GFP) del vector pGFP-MRCp (Rodríguez., 

et al. 1999) para poder insertarlos en el vector pBIN-mGFPS-ER al que previamente se le 

había quitado la secuencia mGFP5-ER. El cassette intacto del vector pGFP-MRCp que se 

utilizó como control se aisló con las dianas EcoRI y BamHl 



750 975 720 550 pb 

#ló #2 ó #4 

Xhol Xhol Xbal 

p35S sGFP relleno 

EcoRI BamHI 
Ncol Sacl 

Figura 5. Diseno de la construcción #1, #2, #4 unidas a la parte anterior del es.tremo N-termlnal de la 
secuencia de GFP del veclor pGFP-MRCp. 

750 150 720 575 pb 
-------- -------

Xhl' Xh~ 
~ 1 te 1 1ti1 p35S 

1 

sGFP #3 

EcoRI BamHI 
Ncol Sacl 

Figura 6. Diseno de la conslrucclón #J unida• la parte poslerlor C-1ermin•I de I• secuenci• GFP del 
veclor pGFP-MRCp. 
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Clonación de las secuencias quiméricas FLOR 1 ::GFP en el vector binario Ti de d. 

tumetaciens pBIN-mGFP5-ER. 

Para clonar las secuencias quiméricas FLORl ::GFP (provenientes d!!l vector pGFP-MRC¡:i) 

en un vector binario Ti de d. tumefaciens, utilizamos el vector pBIN-mGFP5-ER (Apéndice 

1). No nos interesaba conservar la secuencia que codifica para la GFP modificada, debiendo 

así remover la secuencia mGFP5-ER del mismo, ya que incluye una señal de localización 

subcelular específica al retículo endoplásmico. Esta se quitó digiriendo con Xbal y Sstl 

(Apéndice 11). 

Debido a que el vector y las secuencias quiméricas FLOR 1 ::GFP no contaban con sitios de 

restricción compatibles, fue necesario hacer simétricos (romear) a los extremos del vector 

pBIN, así como a los de las construcciones. Esto se llevó acabo utilizando la actividad de 

exonucleasa 3'-5' y polimerasa 5·_3· de la subunidad mayor de la DNA polimerasa 

(Klenow) de E.coli (Sambrook et al. 1989: Old et al. 1994: Apéndice protocolos): con la 

cual se quitaron bases en el extremo 3 · y se agregaron bases en el extremo 5 · para crear 

extremos romos y así poder ligar las secuencias quiméricas (FLORl-GFP) en el vector 

pBIN-mGFP5-ER. 

Existen dos maneras para digerir DNA de dos hebras: una de ellas es utilizando enzimas de 

restricción especificas para el reconocimiento de secuencias particulares, pero que 

producen un corte asimétrico de bases complementarias en las hebras. permitiendo así la 

ligación de las mismas por eomplementariedad de bases. Estas enzimas producen extremos 

cohesivos ya que hidrolizan el esqueleto de azúcar-fosfato generando un extremo 5' con un 

fosfato y un extremo 3'con un OH (Sarnbrook et al. 1989: Tumer et al. 1997; Old et al, 

1994; Apéndice 10. Otro manera es producir extremos romos. utilizando enzimas de 

restricción que dejen extremos romos en las hebras. Estas enzimas producen atacan igual al 

esqueleto azúcar-fosfato. La ligación de extremos simétricos. (romos) se puede dar 

espontáneamente debido a que solo depende de la cercanía de los extremos de las 

secuencias. por lo que generalmente sé desfosforilan los extremos 5 · del vector con cortes 

simétricos (romos) para evitar la recircularización de las hebras. La ligación de fragmentos 
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de DNA con extremos no complementarios se puede llevar acabo llenando los huecos en el 

extremo s· o utilizando la enzima Klenow. produciendo así extremos simétricos. romos 

(Sambrook, 1989; Turner, 1997; Old, 1994). 

Una vez ligadas las diferentes secuencias FLORl-GFP al vector binario (rameado y 

desfosforilado). fusionadas al promotor JSS CaMV (figura 5 y 6) se determinó la 

direccionalidad de las secuencias quiméricas (inserción) con respecto al vector. debido a 

que al haber clonado utilizando extremos simétricos existía la posibilidad de que las 

construcciones #l::GFP, #2::GFP. #J::GFP y #4::GFP se insertaran contrario al de la 

lectura del gen (antisentido). La direccionalidad de las secuencias FLORl::GFP se 

comprobó mediante PCR utilizando combinaciones de uno de los oligos originales con los 

que se amplificó cada fragmento inicial de FLORI. con uno de los dos oligos: el 35S-S' 

anclado en el promotor JSS de CaMV o el NOS-3' anclado en la secuencia NOS de 

término presentes ambos en el vector binario. Se utilizaron todas las combinaciones paro 

corroborar la direccionalidad en cada caso. 

Neo) Sacl 
EcoRI 

CaMV35S Pro NOSTrr 

Pst/ Sph/ EcoRI 

Sph/ BamH/ 

~ Construcciones: #1 ::GFP, ó, #2::GFP ó. #4::GFP. - Construcción GFP:: #3. 

Figura 7. Diseno de las construcclonrs quimfricas #l::GFP, ó, #2::GFP ó, #4::GFP unidas a la panr N
tcrminai del vector p pBIN-mGFP5-ER.. Construcción GFP:: #3 unida a I• panr C-trrminal drl vrctor 
p pBIN-mGFPS-ER. 
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Las clonas positivas (entiéndase positivas por aquellas donde la amplificación de PCR nos 

comprobó la orientación en sentido de las construcciones con respecto al resto del vector). 

se eligieron para transformar la bacteria A tumefasciens. 

Aquellas clonas en E.co/i que dieron un producto de amplificación de tamaño esperado. que 

nos indicaba la orientación sentido de nuestras construcciones en el vector binario. se 

utilizaron para transformar la bacteria A tumefasciens. De las amplificaciones positivas se 

tomaron reacciones independientes de cada construcción quimérica (fmgmento-GFP en 

pBIN) mas el control. con las cuales se transformó a la cepa de Agrohacterium AGLO por 

electroporación (BIO-RAD Gene-Pulser: 11). Después de realizar la clectropomción. las 

cepas transformadas se plaquearon en cajas de LB con KW1amicina (50µg/µI) y se 

incubaron por dos días a 30ºC. 

Transfonnación de las construcciones quiméricas FLORl-GFP en 

Arabidopsis thaliana. 

Material vegetal. 

Se utilizaron plantas tipo silvestre o "wild type" (wt) de A. -tlzaliana del ecotipo Landsberg 

erecta (Ler). crecidas en cámaras ambientales REVCO a 24° C y en luz continua. La 

transformación en A.tlza/iana se realizó mediante infiltración (Apéndice protocolos). Una 

vez transformadas las plantas se mantuvieron en la cámara an1biental a 20ºC hasta que las 

vainas maduraron y se embolsaron para colectar las semillas (TI) y así poder llevar a cabo 

el análisis de segregación en la segunda generación (Figura 8) y obtener lineas homócigas 

(puras). para la inserción con que se transformaron las plantas en la tercero generación (T3). 
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Análisis de segregación (Figura 8)1. 

La transformación de A. thaliana mediante infiltración se basa en el principio de que In 

bacteria transformada con el gen de In construcción (protelnn quimérica) penetra a las 

células meristemáticas y es ahí donde ésta introduce el plásmido al genoma de In planta. 

esta se desarrolla normalmente produciendo flores que dan lugar a algunas semillas 

transformantes heterócigas (ti+. TI). Las semillas heterócigas TI (ti+), para el gen 

transformante, se seleccionaron con kanamicinn (SOµg/µl). debido que In construcción 

transfomrndn incluye un gen de resistencia n kanamicina (conferida por el vector binnrio

Ti). La semillas TI se sembraron en cajas de petri con medio MS con kanamicinn (SOµg/µl) 

(Apéndice de Il). Cuando las semillas germinaron se observaron dos fenotipos muy claros. 

las plántulas susceptibles n In kanamicina eran albinas. no poseían coloración y no se 

desarrollaban más allá de los cotiledones; y las plántulas resistentes n kanan1icinn tenían un 

aspecto normal. es decir. verdes y con In posibilidad de presentar formación de hojas de 

roseta en la caja de petri. El que In mayoría de las plantas hayan sido susceptibles al 

antibiótico indica que carecían del inserto. asl de esta manera. pudimos desechar las 

plántulas homócigas wt (+/+). 

Las plántulas transformantes seleccionadas (todas ti+, .. t.. se refiere al fragmento 

transformante) de In generación TI se transplantaron n suelo (Metromix 200) y se crecieron 

en cámaras ambientales REVCO a 24º C con luz continua. Una vez ocurrida la antesis y la 

maduración de las semillas. se repitió el proceso de selección de las semillas pam obtener In 

siguiente generación de semillas (T2). Para ello se seleccionaron las semillas T2 en placas 

con kanamicina (SOµg/µl. En aquellos casos en que hubiese un solo inserto "t" en el 

genoma de la planta. se esperaba In siguiente segregación: 1/2 de las semillas heterócigas 

para el gen transformante (ti+), 1/4 homocigotas transformantes (tlt) y 1/4 del genotipo 

silvestre o wild type (+/+),es decir, se esperaba una segregación fenotípica 3:1. 3 plantas 

1 El nnálisis de segregación en T2 y el seguimiento de las lineas a T 1. T2. T3 de las plantas transfonnadas fue 
realizado por la Dra. Frnncisca Acevedo con la ayuda de la Ora Alicia Gamboa de Buen del Laboratorio de 
Genética Molecular y Evolución del Instituto de Ecologfa de la UNAM. 



resistentes a kanamicina por cada planta susceptible. Al igual que con la generación 

anterior, se seleccionaron las plántulas resistentes a kanarnicina y por lo tanto, 

transfonnantes, y se eligieron aquellas lineas que a través de su segregación en kanamicina. 

indicaran el contener un solo inserto. Posteriormente se sembraron las plántulas (t/+ y t/t) 

para cada construcción en tierra. Una vez ocurrida la antesis y que las semillas T3 

maduraran se seleccionaron con el mismo procedimiento. Las plantas homócigas T3 (t/t) 

para cada construcción produjeron el 100% de sus semillas resistentes a kanarnicina en T3. 

Las lineas homócigas seleccionadas en T3 corresponden a las lineas FLORl-GFP 

estudiadas en el confocal. 



Figura 8. Procedimiento de Selección para obtener Plantas Transgénicas Estables. 

Transfonnación de A.thaliana 
mediante infiltración. 

Plaqueo de semillas TI en medio MS con kanamicina {50µg/µI). 
Colecta de las semillas transfonnantes {ti+). 
{las plántulas silvestres{+/+) de la generación TI se desechan) 

Incubación en cámaras ambientales 
REVCO a 24° C y en luz continua. 

§ 
Transplante de las plántulas heterócigas 
(ti+) TI (resistentes a kanamicina) en suelo. 
Plantula albina wild type {+/+).Incubación 
de plantas TI en cámaras ambientales 
REVCO a 24ºC y en luz continua, hasta su 
autofertilización Colecta de semillas T2. 

Aquellas lineas T2 que hayan segregado 3: 1 en la placa petri, es decir, 
dando a entender que solo indican un evento de transfonnación 
correspondiente a un solo inserto en el genoma de la planta, darán semillas 
(TI) que se pondrán en placas de petri a crecer en medio Ms con 
kanamicina para seleccionar. 
Aquellos casos en que el 100% de las semillas T3 provenientes de una 
linea T2 sean resistentes a kanamicina apuntan a que la línea T2 era 
homóciga para el inserto, es decir, tít. Estas nuevamente se pasan a tierra, 
se les deja crecer y dar semilla. 
Esta es la semilla T3 con la que se trabaja de aquí en adelante para los 
estudios 

Plaqueo en cajas de petri en Ms con Kanamicina {50µg/µI) 
de semillas T2. Las líneas que tengan un solo inserto de la 
construcción transfonnante deben segregar: 1/. homócigas 
(t/t), Y. homócigas wt (+/+),Y, heterócigas(t/+). Es decir, 
en una relación 3: l. 



Localización subcelular de la proteína rica en leucina codificada por el gen 

FLOR-1 

Una vez obtenidas las plantas homócigas T3. se observó la expresión de las construcciones 

en distintos tejidos utilizando plantas homócigas T3 y heterócigas T2. Las plantas se 

removieron del agar y de la tierra. se disectaron los órganos y en algunos casos se montó la 

plántula completa en agua sobre un ponaobjetos para microscopía. Las imágenes se 

obtuvieron utilizando un microscopio confocal (BIO-RAD MRC-600) con un laser de 

Kripton-Argón. equipado con un microscopio de epitluorescencia Zciss (Axioskop) con 

lentes oculares de inmersión en agua 63X W Korr. N.A. 1.2. \\1.D. 0.25nm. Para visualizar 

la expresión del gen reponero (GFP) el laser exitó al tluoroforo de In GFP a 488 nm y a 568 

nm a la clorofila.2 

Las imágenes se analizaron con el programa Confocal Assistant. Version 4.02. 

' Microscopio facilitado por el Laboratorio de Microscopia del Instituto de Biotecnologla de la UNAM, con la 
ayuda técnica de la Dra. Xochitl Alvarado. 



Procedimiento general para la formación de las construcciones quiméricas 
FLORl-GFP en Arabidopsis thaliana, y localización subcelular en planta. 

1.-Disei\o de las cuatro construcciones 1. 2. 3 y 4. 

2.-Disei\o de oligonucleótidos. 

3.-Amplificacion de los fragmentos por reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

4.-Clonación de los fragmentos en el vector pGEMTeasy. 

5.-Comprobación de fragmentos por: a) Digestión b) Secuenciación. 

6.-Clonación en el vector pGFP-MRCp. 

a) Linearización del vector con las dianas EcoRI y Neo! para cada una de las 

construcciones #1. #2 y #4 y Sacl y BamHI para la #3. 

b) Digestión de pGEMTeasy + fragmento con las dianas EcoRI y BamHI para liberar 

al fragmento. 

e) Clonación de los fragmentos con las dianas específicas en el vector pGFP-MRCp. 

7.-Digestión del vector pGFP-MRCp para aislar los cassetes FLORJ-GFP con las dianas 

EcoRI y Sacl para las construcciones # 1. #2 y #4 y Neo! y DamHI para la #3. 

8.- Clonación de los cassetes FLORJ-GFP en el vector binario pBIN. 

a) Linearización del vector pBIN-mGFP5-ER con las dianas Xbal y Sstl. 

b) Romeo del vector y de los fragmentos con Klcnow. 

e) Desfosforilacíon. 

d) Ligación en el vector binario (rameado y desfosforilado) de las diferentes 

construcciones quiméricas FLORJ-GFP. 

9.-PCRs para comprobar la inserción y la direccionalidad de los cassettes en el vector 

binario, utilizando combinaciones de oligos específicos de la región del promotor 35S-5 ·• y 

de la región terminal NOS-3 •• con los oligos de los diferentes fragmentos para cada 

construcción. 

10.-Transformación de las construcciones quiméricas FLORJ-GFP en la cepa de 

Agrobacterium AGLO por electroporación. 

1 ! .-Transformación por infiltración en Arabidopsis thaliana. 

12.-Selección por resistencia a Kanamicina de transformantes. 

13.-Análisis de segregación. 

14.-Localización subcelular de la proteína. 



Resultados 

Diseño. clonación y transformación de las construcciones pBIN-FLORl-GFP. 

Una vez diseñadas las construcciones y los oligos se amplificaron los fragmentos por PCR 
y se obtuvieron los tamaños esperados (Tabla 3 y Figura 9). 

Tabla 3. Tnmafto esperado para las amplificaciones de las construcciones rcnlizadas 

Fragmento Tamaño (pb) 

#1 incluye el gen completo de FLOR- l. Fusionado a la 

región N-terminal del vector pGFP-MRCp (fusionado en 975pb 

fase ni A TG de inicio de tu secuencia que codifica para 

GFP)•. 

#2 desde ATG hasta, la señal de unión u nuclcótidos. así 250pb 

como la señal a retlculo endoplásmico. Fusionado u la región 

N-tcrminal •(ídem). 

#3 región rica en leucinas de la proteína. Fusionada a la 575pb 

región e-terminal. 

#4 desde A TG hasta la región del péptido scñnl a membrana 210pb 

y la de retículo endoplasmatico, unido a la N-terminal 

•(ídem). 



construcción #2 

construcción #3 

J construcción #14 f 

construcción ti 1 

Figura 9. Esquema de las cuatro construcciones demtro del ll"'I de FLORI. 

Ya comprobadas las amplificaciones por migración en geles de agarosa al 1%, los 

fragmentos se clonaron individualmente en el vector pGEMTeasy. La clonación de los 

fragmentos se corroboró por digestión (Figura 10) y posteriormente 111 fidelidad de 111 

amplificación por PCR se comprobó secuenciando al menos 2 clonas positivas de cada 

fragmento. 

1 2 3 4 s 

_ ISOOpb 

- 600pb 

Fig 10. Corrimiento de los fragmeatos. Elcctroforbis en gel de agarosa al 1% de las amplificaciones para 

verificar el tamailo de los fragmentos generados por PCR. Carril 1: amplif°K:ación del fragmento #1 de 975 

pb. carril 2: amplificación del fragmento #2 de 2SOpb. carril 3: amplificación del fragmento #3 de S7Spb, 

carril 4: amplificación del fragmento #4 de 210 pb y carril S: marcador IOOpb. 

~ .15 



Ya linearizado el vector pGFP-MRCp con las dianas específicas: EcoR/ y Neo/ para el 

extremo N-terminal y Sacl y BamH/ para el extremo C-terminal se ligaron (figura 5 y 6) los 

fragmentos de FLORl amplificados por PCR y corroborados con las mismas dianas; tres de 

ellos(# 1, #2, y #4) se clonaron en la pane amino terminal y uno (#3) en la parte carboxilo 

terminal de la secuencia de la GFP del vector pGFP-MRCp, obteniéndose la secuencia 

quimérica GFP::FLORl-C (#3::GFP) para el fragmento #3 así como las quimeras N

FLORl::GFP (#l::GFP, #2::GFP y #4::GFP) para los fragmentos# l. #2. y #4 en el vector 

pGFP-MRCp (Figura 5 y 6). 

Con las dianas Neo/y BamH/se aisló la secuencia GFP::FLORl-C del vector pGFP-MRCp 

correspondiente a la secuencia quimérica que incluye a la secuencia de la GFP más el 

fragmento #3; mientras que con las enzimas EcoR/ y Sac/ se aislaron las secuencias N

FLORl ::GFP. correspondientes a los quimeras que incluyen individualmente a los 

fragmentos #l. #2 y #4 mas la secuencia de la GFP. 

Una vez romcadas y desfosforiladas las secuencias N-FLORI ::GFP y GFP::FLORl-C 

provenientes del vector pGFP-MRCp (Rodríguez C. 1999); se removió del vector binario 

pBIN-mGFP-ER (HaselotT et al. 1998) la secuencia del gen reportero (mGFP-ER) además 

de que no nos era útil para linearizarlo. Se preparó el vector romeado sin desfosforilar y 

romeado desfosforilado. se utilizaron ambos en reacciones independientes. para clonar las 

construcciones provenientes del paso anterior (o sea, las que se habían aislado del vector 

pGFP-MRCp) en este vector. 

La direccionalidad de las clonas se comprobó mediante PCR utilizando combinaciones 

específicas de oligos de cada fragmento con oligos de la región del promotor 5"-35S y 

NOS-3' terminal del vector pBIN-mGFP5-ER (HaselotT. 1998). De las alícuotas del 

tratamiento sin desfosforilar se obtuvieron un mayor número de clonas positivas. es decir. 

en marco de lectura (sentido) con las que se continuó trabajando. 

Las amplificaciones positivas así como el control se transformaron por electroporación en 

A. tumefaciens. A diferencia de las transformaciones de la construcción GFP::FLORl-C, 

donde nunca se obtuvo un crecimiento razonable de A.tumefasciens. después de 48 horas 



se obtuvieron colonias de las bacterias transformadas con las construcciones N-

.. FLORI::GFP, al igual que con el control. La inexistencia de colonias de la construcción 

GFP::FLORI-C pudo deberse a que esta construcción (correspondiente a la gran mayoría 

de Ja parte rica en leucinas de la proteína FLOR 1) haya resultado tóxica impidiendo el 

desarrollo de las bacterias que nunca mostraron colonias después de varios días en la 

incubadora. Estas colonias también las utilizamos para transformar pues el que éstas hayan 

crecido nos indicó que contenían el gen de la resistencia que se encontraba en la 

construcción y por lo tanto si fueron transformadas. Una vez identificadas las colonias 

transforrnantes se prepararon los cultivos según el protocolo de infiltración y se transformó 

a A.rha/iana por infiltración (Apéndice 11). 

Análisis de segregación3 ~ 

Una vez que las vainas de las plantas habían madurado, se embolsaron las plantas y se 

colectaron las semillas, de las cuales se iban a obtener semillas transforrnantes heterócigas 

(ti+, TI). Las semillas transforrnantes. se esterilizaron y se sembraron en placas de medio 

MS con kanamicina (50µg/µI) para iniciar el análisis de segregación (Figura 8) sembrando 

las semillas en cajas de petri en medio de selección. 

Al llevar acabo la selección. ninguna de las plantas que se transformaron con el control y la 

construcción #2 llegaron a producir semillas transformantes (ti+). lo que quiere decir que 

no hubo eventos de transformación. La transformación con estas construcciones se repitió. 

sin éxito. Mientras que las plantas que se transformaron con las construcciones # 1 y #4 

produjeron semillas con una baja eficiencia de transformación en la TI. es decir. semillas 

que contuvieran el genotipo heterócigo (ti+) para cualquiera de estas construcciones. 

Posteriormente se continuó con la selección de las plantas hasta obtener líneas puras (t/t) 

en la generación T3 que produjeron el 100% de sus semillas resistentes a kanamicina. 

Finalmente se obtuvieron varias líneas homócigas para las construcciones N·FLOR 1 ::GFP: 

3 El análisis de segregación en T2 y et seguimiento de !ns Hnens a Tl.T2,TJ de las plantns transformadas fue 
realizado por la Dra. Francisca Acevedo con la ayuda de la Dra. Alicia Gamboa de Buen del Laboratorio de 
Genética Molecular y Evolución del Instituto de Ecolog!a de ta UNAM. 



para la construcción #1 que incluye a la secuencia de la proteína FLORI completa se 

obtuvieron 43 líneas y 23 líneas para la construcción #4. 

Análisis de la expresión del gen FLOR-1 in vfro en A. thafiana. 

Localización subcelular de las proteínas quiméricas 35S::N-FLORI ::GFP. construcciones 

#1 y #4 en plantas trnnsgénicas. 

Para conocer la localización subcelular de In proteína FLORI en A.thaliana, se estudió la 

distribución de esta proteína fusionada en fase a la proteína GFP bajo el efecto del 

promotor CnMV35S (virus del mosaico de In coliflor) en plantas transgénicas de A. 

thaliana Se obtuvo expresión constitutiva de las proteínas quiméricas dentro de las células 

de los tejidos de toda la planta. El análisis se llevó a cabo en los tejidos del carpelo 

(estigma. estilo. ovario. valvas) (Figura 11 y 12). estambre. raíz y cotiledón (Figura 13). 

La localización subcelular de las proteínas quiméricas en las células de las plantas 

transfonnantes de A.rha/iana fue intracelular. En la mayoría de los tejidos observados las 

proteínas se encontraron dispersas en el citoplasma carpelo. raíz y cotiledón. así como 

dentro y fuera del núcleo celular: ovario y raíz respectivamente. En algunos casos las 

proteínas se encontraron compartamentalizadas en lo que podrian ser organelos 

subcelulares de forma ovoide (Figura 130). Durante las observaciones y la captura de las 

imágenes fue evidente el flujo (movimiento) de los organelos así como el del citoplasma en 

las células vegetales in vfro. 

Expresión di! las proteínas quiméricas 3SS::N-FLORl::GFP. construcciones #1 y #4 en 

A.tha/iana. 

Analizando los cortes ópticos de los tejidos que conforman al gineceo de A.thaliana, en la 

parte superior del carpelo (estigma y estilo) la expresión de la proteína quimérica #1 se 

registró en las células de la papila estigmática y solo en algunos estomas del estilo (Figura 

1 IA). Aunque la construcción #4 no mostró expresión alguna en el estigma (Figura 12A), 



la fluorescencia que se observó fue homogénea desde el estilo hw-• •.. 

C). 

Particulannente en la epidermis del estilo de las plantas transformadas 

Figura 12Ay 

~onstrucción 

#1 algunos de los estomas expresaron la proteína en los núcleos de,Jas cé. ..... .suarda y en 

su periferia (Figura 1 IA). No se registró ninguna fluorescencia en d replum para estn 

construcción (#1) mientras que la expresión en las plantas transformadas con la 

construcción #4 fue similar en todo el carpelo, desde el estilo hasta la base del ovario 

(ginoforo) (Figura 12 A, By C). 

La localización subcelular de las proteínas 35S::N-FLORl-GFP presentó un patrón muy 

similar en las células del ovario (valvas y replum). La proteína codificada por la 

construcción #1 se encontró principalmente en In periferia y en el núcleo de In mayoría de 

las células de In epidermis (abaxinl) de las valvas; así como en las capas de los tejidos 

subsecuentes. Estas fueron fáciles de distinguir ya que In colección de imágenes digitales 

nos permitió observar con mayor detalle In localización subcelular de las quimeras en las 

distintas capas celulares del ovario. En las plantas transformadas con la construcción #4 el 

citoplasma presentó una señal de mayor intensidad que el núcleo de la~ células del gineceo 

de las plantas transformadas con In construcción #l. 

Específicamente en las valvas de las plantas transformadas con In construcción #1, In 

fluorescencia se observó con mayor intensidad en el núcleo aunque en muchas de las 

células mostraron también compartnmentalización nuclear. 

En los estambres, la fluorescencia de las plantas transgén!cas fue de mayor intensidad que 

la de las plantas control. pero debido a que los estambres presentaron mucha 

autotluorescencia no se tomaron en cuenta los análisis de estas estructuras. 



f· i'-!ura 1 l.E,prt.•!"iún en el GineC'co de PhínCulus t1·nnsíorn11tdas con .JSS::N-FL<>Rl-GFP (cons1ruccit\n 

tJ 1 ,. Ctik•i.:dun di.: im;.lgt:ncs '-h.·I ~ir1cct:o Je una plúntula de c'rndio 1U~1 :! de A.thaliaua. En las dos im:ig\.'lh..'!-< 

-..~· º""'"'r'.-a qu'-· la "''-presión de la protcina es unifi.lnnc t:n todll d t~iido de la ... ·pit.knnis del ovario.(,.\) La 

.... ,prcsiún de Ja pnllcína se locali/';:1 en la periferia celular de lus célul01~ de.· la cpic..knni ... de las ''ª'"ª"' del 

1.:arpdo. micmr.as que la inlcnsidad de In expresión es de mnyor inlC'nsidad cn lo.~ nllclcus de las misma."" 

.:dula~. l:.11 la parh .. ' superior del carpelo hay püca ~cOal en el estilo mic..•ntra~ que la papila t.·~tig.mútica muc!-.tra 

un<.1 cxpn..ªsiún unift,nm.: en todas las células (ti.1sión de 32 conc..'S) .. (U) Panc mc.."<lia Jcl ov~1rio en donde: In 

di ... tribul'ión de: la GFP es principalmente nuclcnr. y rod~ando nlgunns célulns. El que las valvas cMén nbicrtns 

p ... ·nnitc distin!!-uir que lu scflal si: encuentra en el rcplum. lu plncenla y el «..\vulo (fusión Je 38 cortes). 

1 :\brcviaturas: :V. Núcleo. V. Valva. PS. Pnpiln E..o;.tigmáticn. 01•, Óvulo. PI. Placernn.. E.\, Estomas). 
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Figura 12. Expresióa no el Gla- de Pl6ata._ tra_,_ cea 3SS::N-FLORl-GIFP (-..-d611 

#4). Las siguientes imágenes se tomaron de una planta adulta de A.tha/iana. transformada con la consuucción 

# 4. (A) y (B) En estas imágenes se muestra la colección de 35 cortes longitudinales de la i-te superior del 

carpelo de una planta adulta. La expresión de la procelna quimttica se restringe dentro de la Ct!lula. 

especificamente en el citoplasma y en el núcleo de la mayoria de las células. la localización subcelular de la 

protefna es semejante en el estilo y el ovario. (B) Acc:n:amiento de las valvas. el rcplwn (Ovario) y el estilo. 

la tluon.-scencia se observa en el núcleo de algWIBS células epiteliales. asl como delimitando la supcñ'icic 

celular. (C) Fusión de 42 cortes longitudinales de la parte media del ovario. (O) Corte óptico en células del 

estilo. la localización intracelular de la procelna se obsava claramente dentro de la célula, espcclf'icmnr.ntc en 

núcleo y parece estar compartamentalizada dentro del citoplasma. 

(Abreviaturas; V, Valva. PS, Papila Estigmática, Es. Estilo, Ov, ÓVUio, PI. Placenta. Na. Núcleo). 



En cuanto a las otras estructuras vegetales. las dos proteínas quiméricas mostraron una 

regionalización en toda la periferia celular. así como una clara localización nuclear en las 

células de la epidermis de los cotiledones. A diferencia de los estomas de las estructuras 

superiores la localización subcelular de las protelnas se concentró en la región perinuclear 

de las células guarda y en el limite celular de las mismas (Figura 13 A y B). 

En algunos tejidos como meristemo. cotiledón y ovario. la acumulación de las proteínas 

dentro del citoplasma se encontró compartamentalizada en unos posibles organelos en 

forma de diatomea (Figuro 138 y D). mientras que en otras células muy vacuoladas la 

forma del citoplasma aparecla como una delgada capa entre las membranas de la célula y la 

vacuo la. 

La localización subcelular de las proteínas quiméricas 35S::N-FLORl::GFP 111 y #4 en la 

raíz. nos permitió observar claramente la disposición celular en las diferentes capas del 

tejido radicular. asl como el plano de división celular en el cortex y la endodermis. En los 

tejidos de este órgano las proteínas se encontraron compartamentalizadas dentro del 

citoplasma de varias formas en la misma célula (burbujas. cilindros). pero siempre 

excluyendo al núcleo y a veces la fluorescencia parecia estar rodeando al núcleo celular 

(perinuclear) (Figura 13 C y D). 



F'rgara 13. E1prcsió• de las ~llSlnKClones 35S::N-FLORl-GFP (#1 y #4) ea CoC11cd611 y la Ralz.. 

(A) Corte longitudinal del cotiledón de una planta tnmsfonnada con la conslrUCCión #1 en donde se observa 

claramente la localización subcelular de la protelna. En esta imagen se muestra a la protelna irm"acclular en el 

citoplasma y en el núcleo de la células de la epidermis del cotiledón. asl como en la periferia de la misma. (B) 

Aumento de la imagen anterior. Aqul se muestra que la procelna no está homogi!ncamente distribuida dcnlro 

del núcleo celular (célula de epidermis). además se ve a la procelna rodeando al núcleo y a las células guarda 

del estoma. (C) Corte longitudinal de ralz. Expresión de la protelna quimérica en la planta transgénica 

35S::N-FLOR 1-GFP donde se muestra el patrón de expresión de la construcción # 1. (O) Corte longitudinal de 

la parte mL'<iia de la raiz. Aqul se ve a la proteina denlro de las células de la punta de la ralz 

compartamcntalizada en unos organelos y en la región pcrinuclear dcnlro del citoplasma. 

(Abrevimuras; N. Núcleo, CC, Células guarda, PS, Papila Estigmática. O.., ÓVUio, PI, Placenta, Es, Estomas). 



:\ l JSS::N-FLOR 1-GFP (construcción #1) parte me:dia del carpelo. Control. 

H 1 ~ ~S:: N-1.-1.0R 1-CJFI' (construcción ¡¡.¡ ). parte apical del carpelo. Cnmrol. 

Fi~ura 1-4 . l \mtrolcs. A) Control de la construcción 111 en el panel derecho y B) Control 

de la construcción #4 en el panel derecho. 
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Discusión 

Los factores de transcripción se han descrito como proteínas modulares que contienen una 

variedad de dominios de unión al DNA, activación, represión e interacción con otras pro 

teínas (Schwechheimer et al, 1998). Estos funcionan como centros de la integración de 

seftales, las cuales pueden ser adquiridas por diferentes vías de seftalización celular (extra o 

intracelular). El conocer como se llevan acabo y como se regulan estas vías de sei\alización 

celular es de suma importancia en el estudio del desarrollo vegetal (Doebley and Lukens. 

1998). 

Se ha comprobado que dos proteínas que no pertenecen a la familia MADS interactúan in 

vitro con AGAMOUS. Estas proteínas son una proteína fosfatasa de 29kDa ( VSP 1 ). la cual 

ya había sido descrita con el nombre "vegetativc storage protein .. (VSPI. GenBank número 

de acceso AB006777) y otra rica en leucinas de 36kDa a la cual se le denominó FLORI 

(GenBank número de acceso AC069472) (Gamboa et ul,2001 ). 

Las protelnas con dominios repetidos ricos en leucina se encuentran presentes en todos los 

eucariontes y se han localizado tanto en el espacio extracelular como en el citoplasma 

(Kajava. 1998), por lo que la localización celular de FLORI es de gran importancia. 

FLOR! es una proteína nueva y en el laboratorio se ha demostrado que la expresión del gen 

que codifica para esta proteína es específica de los meristemos de intlorescencia y floral 

(Gamboa et u/, 2001), así como de estambres y carpelos (Acevedo et uf. enviado). También 

se demostró in vitro que existe un complejo formado por las proteínas VSP 1, FLOR 1 y 

AGAMOUS. que hay una interacción directa entre el VSPl-FLORI con AGAMOUS y 

además una interacción in vitro entre FLORI y AGAMOUS (Gamboa et u/, 2001). Estos 

resultados aunados a que a nivel celular la expresión de FLORI coincide espacio

temporalmente con los patrones de expresión de AGAMOUS (Acevedo et al, enviado), 

sugieren que la proteína rica en leucina FLORI es una proteína que pudiera estar 

involucrada en un sistema de transducción de seftales con el factor de transcripción 

AGAAIOUS (Gamboa et al. 2001). De ser así FLOR! sería la primera proteína del tipo no

MADS reportada como interactor de proteínas MADS. Hasta ahora sólo se han identificado 



a las proteínas con dominio MADS como proteínas que intemctúan con las proteínas 

MADS (Hua-Ying, et al, 1997; Yong-Hwan et al. 1999). Por lo tanto, su caracterización es 

de suma importancia ya que puede convertirse en una herramienta útil para entender como 

se integran las señales de los factores de transcripción entre las células dumnte el desarrollo 

floral. 

Para corroborar que FLOR! y AGAMOUS pueden interactuar in •·fro, era imprescindible 

que coincidieran tanto en tiempo como en espacio y además que se localizaran en los 

mismos compartimentos celulares en algún momento del desarrollo llora!. Por ello el 

conocer la localización subcelular de la proteína rica en leucina utilizando técnicas 

moleculares (GFP-Microscopia Confocal) que permitan la visuali7.ación directa de la 

proteína en la planta in vfro fue imprescindible en este proyecto. 

Simultánean1cnte con este trabajo se llevó acabo la inmunolocalización de FLOR! con 

anticuerpos policlonales. estos datos revelaron que los patrones de expresión de FLOR! se 

localizaban dentro de las células de los diferentes tejidos observados (Accvedo et al. 

enviado). Así mismo al realizar la localización subcelular de la proteína rica en leucina 

pudimos probar que FLOR! y AG coinciden en espacio y tiempo en algunos 

compartimentos celulares. además de que se corroboraron los datos anteriores utilizando 

una metodología distinta con la que fue posible analizar el tejido in \'il'o. 

La utilización de la proteína verde fluorescente (GFP) como marcador molecular en este 

proyecto nos dio varias ventajas con respecto a otros tipos de marcadores. Los tejidos que 

expresan ésta proteína (GFP) son monitoreados principalmente in vi\'O, usando técnicas que 

dañan menos al tejido como la fluorescencia. Con este marcador se pueden seguir las líneas 

transgénicas. además de que las transformantes se rescatan directamente plantando las 

semillas. A diferencia de los marcadores enzimáticos la GFP se puede visualizar con gran 

resolución en tejidos vivos utilizando microscopia confocal, las imágenes no contienen 

artefactos causados por la fijación o tinción (inmunocitoquímicas p-glucoronidasa). Así 

mismo. durante las observaciones se puede analizar la dinámica celular in vi\'o tomando en 

cuenta que es posible la combinación de diferentes tipos de fluorocromos. En conjunto 



todas estas características hicieron a la proteína verde fluorescente una herramienta ideal en 

este proyecto. además de que tiene un potencial enorme en el estudio de la biología celular 

y del desarrollo de A. thaliana y otros organismos modelo (HaselotT. l 999a). 

La localización subcelular de las diferentes construcciones de FLOR! en las cuales se 

expresó la proteína completa (construcción # 1) y gran parte de la región amino terminnl 

(construcción #4) presentaron un fenotipo muy similar siendo mucho mas füerte la 

expresión en la construcción #4. Esto corroboró nuestra hipótesis inicial ya que la 

expreston de la proteína se localizó dentro de las células del gineceo. específicamente 

dentro del núcleo y citoplasma de la mayoría de las células de los tejidos analizados. En 

estos tejidos también se había descrito antes la presencia de AGAMOUS. Estos resultados 

difieren con lo reportado en la literatura anteriormente. en donde Kajava señala que las 

proteínas pertenecientes a la subfamilia PS (Plant Specific) con características similares a 

FLOR! son proteínas que se encontraban en el espacio extrucelular funcionando 

posiblemente como receptores celulares (Kajava. 1998). Aunque FLOR 1 cuenta con 

dominios de aminoácidos hidrofóbicos los cuales podrían hallarse en esta zona. parece que 

las señales de localización celular que posee esta proteína en su región amino terminal 

juegan un papel decisivo en la localización subcelular de la proteína (Tao et al, ::?000). Al 

mismo tiempo. las proteínas de esta familia presentan una estructura general que les 

confiere la capacidad de interactuar de manera .. específica .. con otras proteínas (Kajava. 

1 998). esta característica esta dada por la exposición de las regiones hipervariables de 

aminoácidos hidrofilicos; esta especificidad podria ubicar a FLOR! como otro tipo de LRR 

dentro de la misma familia (PS). 

La concentración y actividad de los factores de transcripción está regulada a nivel post

transcripcional (degradación del mRNA. splicing, splicing alternativo etc) y post

traduccional (unión a un ligando, fosforilación, desfosforilación. dimerización. interacción 

proteína-proteína) (Calkhoven, 1996; Schwechheimer et al, 1998). Estudios previos con 

LRR y proteínas similares muestran que estas proteínas podrían jugar un papel muy 

importante en la regulación en las modificaciones post-transcripcionales y post

traduccionales de los factores de transcripción (Kobe, 1994; 1995). 



La actividad de los factores de transcripción y en especial la de las proteínas tipo MADS. se 

modifica fuertemente por las interacciones con otras proteínas intluenciWldo positiva o 

negativamente las características de unión. potencial de activación. localización subcelular 

(nuclear) o en el tráfico a diferentes organclos dentro de la célula. Ejemplo de esto son otras 

proteínas tipo MADS. APET ALA 1 y PIS TILLA TA. en donde estudios in \'Ítro rcvelWl que 

es necesaria la interacción de las dos proteínas como heterodímero para que estas se 

tfWlsloquen del citoplasma al núcleo celular y así iniciar la formación de pétalos y pistilos 

(McGonigle et al. 1996); también se ha rcponado que se pueden llegar a unir como 

tetrámeros (Honma and Coto. 2001; Theissen Wld Saedler. 2001). lo que sugiere que las 

actividades de las proteínas MADS están influenciadas por la interacción directa con 

diferentes familias de cofactores a través del dominio MADS. por lo que existe la 

posibilidad de que FLOR! funcione como regulador de AGAMOUS modificWldo las 

características de unión de esta u otras proteínas es viable. 

DufWlte las observaciones en el microscopio confocal fue sencillo discernir la arquitectura 

de los tejidos intactos y la ultraestructura celular. así como el arreglo de los diforentcs tipos 

celulares en las distintas secciones ópticas de la punta de la raíz y los cotiledones. Por 

ejemplo. dentro de las células de la epidermis del cotiledón se encontrabWl contenidos 

algunos cloroplastos. así como las filas de células periféricas (epidermis) de la miz. Las 

células de cotiledón fueron fácilmente distinguibles debido a que la expresión de la 

proteína se encuentra pegada a la membfWla y/o pared celular. Por otro lado. los estomas 

resaltaron a la vista ya que las células guardas y sus núcleos se encontraron fuenemente 

marcadas por la sei\al de las proteínas. En el carpelo de las plWltas que expresaron la 

construcción" #1. las valvas del ovario presentaron un patrón de expresión 

predominWltemente nuclear. moslrWldo estomas bien definidos a lo largo del estilo. En la 

papila estigmática la señal de la construcción # 1 se observó con mayor intensidad que en el 

estilo y el estigma. En el ovario propian1ente dicho. la señal de la construcción #4 se 

encontró principalmente en el citoplasma aunque algunas células del estilo presentaron 

señal nuclear. 



En las células del meristemo radicular la señal de la GFP se acumuló fuera del núcleo. 

mientras que en el citoplasma resaltaron varios companimentos endomembranosos de 

fonna ahusada que se encontraron tanto en cúmulos como dispersos. 

Debido a que la localización subcelular de FLORl fue distinta en los tejidos observados, la 

ubicación de FLORl no parece depender solamente de su secuencia sino que 

probablemente depende de señales paniculares o exclusivas de cada tejido, las cuales 

pueden ser generadas por fitorcguladorcs in sit11. Estas señales seguramente varían 

dependiendo del estado de desarrollo de la planta así como de la localización de la señal 

dentro del sistema celular. de esta manera. FLORl podría estar llevando acabo alguna 

función bioquímica que propicie la fonnación de otros complejos protéicos entre AG. 

VSPI. otros AGL's ó con de proteínas cercanamente relacionadas con AG (Fan, et al. 1997; 

Álvarez-Buylla. et al. 2000; Gamboa. et al 2001 ). 

AG. SHATTERPROOFl (Sl-IPl). Sl-IATTERPROOF2 (Sl-IP2) Y AGLl 1 se encuentran 

dentro de la familia tipo 11 (Alvarcz-Buylla. et al. 2000). son factores de transcripción tipo 

MADS. son proteínas específicas de la flor. también se encuentran en el carpelo (Theissen. 

2000) y además estas proteínas companen el decapéptido que se utilizó como sustrato en la 

columna de afinidad con la que si: aisló a FLOR 1. Esto abriria la posibilidad de que FLOR 1 

pueda interactuar y/o reclutar a alguna de estas proteínas modificando sus propiedades 

bioquímicas en algún momento en el desarrollo. 



Conclusiones 

En este trabajo demostró que las protelnas quiméricas FLORl-GFP bajo el control del 

promotor CaM35S se localizaron intracelularmente en las plantas transgénicas de 

A.thaliana, además utilizando una metodología distinta, fué posible analizar el tejido in 

vivo. sin ningún tipo de fijación, con lo que se reforzaron y corroboraron los datos 

obtenidos previwnente en el laboratorio. 

Aunque FLORI se encontró dentro del citoplasma. su localización subcelular fue diferente 

en los tejidos observados: en el carpelo la señal se observó tanto en citoplasma como en el 

núcleo de las células del estilo y las valvas. En las células de la epidermis del cotiledón la 

fluorescencia se observó en el núcleo y en la membrana citoplasmática. En la ralz la 

expresión fue solamente citoplasmátiea y en algunos la proteína se encontró 

compartwnentalizada en cuerpos de forma ovoide. 

Con la localización subcelular de la protelna rica en leucina pudimos probar que FLOR! y 

AG coinciden en espacio y tiempo en algunos compartimentos celulares. El que FLORI 

interactúe con AGAMOUS y otras protelnas de la fwnilia MADS pondría de manifiesto a la 

primer interacción entre protelnas de tipo MADS con proteínas externas a esta familia. 

Los resultados que se obtuvieron en esta tesis, así como los obtenidos en el laboratorio 

indican que pudiera existir una interacción in vfro entre FLORI y AGAMOUS. por lo que 

continuar con su caracterización es muy importante ya que puede convertirse en una 

herramienta útil para entender como se integran las señales de los factores de transcripción 

entre células durante el proceso de desarrollo. 
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Apéndice 11. Protocolos y Medios 

Reacción klenow 

Reacción de PCR: 

ddH20 

Buffer lOX 

MgC(i (25mM) 

XµI (pura completar volúmen 

5µ1 

3µ1 

dNTP's (lOmM-2.Snm e/u) 1µ1 

Primer Forward/5' (lOµM) 1µ1 

Primer Reverse/3 • ( 1 OµM) 1 µl 

Templado ( 1: 1 O) XµI 

Enzima taq I pfu (10:1) 

Vol.Final 

Reacción de ligación: 

0.5ul 

50µ1 

Buffer ligación 1 OX 2µ1 

Vector pGEMTeasy lµI 

DNA (inserto) 6µ! 

Ligasa T 4 11!! 
Vol. Total 20µ1 

Incubación a 4ºC durante toda la noche. 

8µ1 DNA pBin (-GFP)/Xbal- Sstl 

1µ1 c/dNTP's (10mM-2.5nm e/u) 

0.5µ1 Klenow (2.5 U/µI) 

Reacción de tf.esfoforilación 

Fosfatasa alcalina (Boehringer) 1 µI 

DNA2.0µl 

Buffer 2.5µ1 

11.5µ1 ddH20 

lhom a 37ºC y 10· 

a 70ºC para desactivar 

ddH20 1.5µ1 

60 minutos a 3 7°C 

! S.J ..,. 



Transformación E.coli por choque térmico 

-Añadir 50µ1 de células competentes TOP 1 O a cada de ligación. 

-Incubar en hielo 20 minutos. 

-Incubar las células a 42ºC de 45-50 segundos y regresar al hielo. 

-Añadir 950µ1 de medio LB líquido a cada tubo. 

-Incubar 1 h30minutos a 3 7ºC en agitación. 

-Centrifugar un minuto a 6000rpm. 

-Retirar parte del sobrenadan te y resuspender el pelle! en los 100µ1 restantes 

y plaquear 50µ1 por cada caja de petri en medio LB. 

-Incubar o/na 37ºC. 

Protocolo de miniprep 

-Poner l .5ml de cultivo en un tubo Eppcndorf. 

-Centrifugar un minuto a 8000rpm y eliminar sobrenadante. 

-Resuspender el pellet en 150µ1 STET. 

-Añadir 1 OµI de lisozima ( 1 Omg/ml). 

-Incubar dumnte 40sec en agua hirviendo. 

-Centrifugar 1O"a1 OOOrpm. 

-Quitar pelle! con palillo. 

-Añadir 150µ1 de isopropanol frio. a el sobrcnadante obtenido y 

mezclar. 

-Centrifugar !Ominutos a 12500rpm a 4ºC. quitar sobrenadante. 

-Lavar el preparado con 200-300µ1 ETOH 70%. 

-Centrifugar 5minutos a 12500rpm. Quitar sobrcnadantc y dejar que 

seque el pellet. 

-Resupender en 20µ1 de agua destilada. 

-Añadir lµI deRNAsa (!Omg/ml). 



Protocolo de Transformación por Electroporación . 

-Descongelar las células (AGLO) en hielo. 

-Pre-enfriar In celda de elctropornción. 

-Mezclar 1 Ong de plasmido con las células (40ml) y transferir a la celda. 

-Aplicar un pulso de 2.5kV. 25 mf. 200°1::!.Skv/cm con k=4.7ms. 

-Añadir 1 mi de LB. incubar por 1 hr a 30ºC con agitación ocasional. 

-Plnquear una nlicuotn de las células en cajas de LB con el antibiótico respectivo. 

incubar por 2 dlas a 30ºC. 

i'l-fedio LB(lfquido) 

Caseina/triptonn 1%. extracto de levadura 0.5%. NnCI 0.5% y antibiótico Jµl/ml 

(50µ1/ml) 

.'1t!dlo LB(sú//do) 
Cnseina/triptonn 1 %, extracto de levadura 0.5%. NnCI 0.5%, Agar 1.5% y 

antibiótico 1 µl/ml (50µ1/ml). 

Buffu/OX 

1 OOmMKCI, 60mM (NH.i)iS04, 200mM tris-Hcl (pH 8.0). 20mM MgS04, 
1 % Tri ton X-100 y 1 mg/ml BSA 



Protocolo de Transformación por infiltración de A.thaliana. 

Preparación de las plantas 

1.- Preparar macetas de 2 1/4 pulg. (blancas) eón metromix y se cubren con malla-tul 
(pastelitos). Tratar de que la malla c 1ucdc lo mas pegada al suelo para que las plántulas 
puedan emerger más rápido. 
2.- Sembrado de semillas: Resuspender unas 300 semillas en TC agar 0.1 % por cada 
charola con 36 macetas. Plantar dos semillas en cinco puntos de cada maceta. Vemalizar las 
semillas guardando las macetas sembradas por al menos dos días a 4ºC. Después pasar las 
macetas a cámaras de 22ºC. Una semana después de la germinación retirar una de las 
plátulas y dejar la más sana. 
3.- Crecer las plantas ha.-ta un estado en el que el tallo pase por lo menos 1-5 cm arriba (de 
la roseta. Decapitación: Cortar la punta del tallo donde están emergiendo la inflorescencia 
para inducir la floración de inflorescencias secundarias. No cortar todo el tallo. hacerlo 
unicamente arriba de la hoja caulina. 
La infiltración debe hacerse después de 4 días de la decapitación. Eliminar vainas y flores 
fertilizadas. 
Una noche antes de la infiltración debe regarse con bastante agua las charolas. (esto es para 
que no se absorba mucho de la suspensión de Agrobacterium). 

Infiltracion. 

4.-Cultivo para transformar. Preparar un precultivo de 10 mi de LB.+ el antibióhco 
(kanamicina). crecer un día completo a 30 ºc. Inocular aprox. 1.5 lt de medio con 
antibiótico 1 v crecer al menos toda la noche. 
5.- Medir 1; 00-600 del cultivo. Esta debe ser de 1.2-1.6. Colectar las células 
centrifugando (6000 rpm por 15 mm). Resuspcnder las bacterias en el medio de infiltración 
(ver receta al final del protocolo) hasta tenerlas a una 00600 de aprox. 0.8. 
6.- Poner en el recipiente adecuado la suspensión de Agrobactcrias y colocar las macetas 
invertidas sobre el recipiente para que las plantas estén en contacto con las suspensión de 
Agrobacteria. Las plantas deben estar totalmente sumergidas. incluyendo las rosetas. 
Mantenerlas así por 15 mm. La suspensión de bacterias puede usarse unas 3 veces. 
7.- Quitar las macetas del dispositivo y dejarlas escurrir de lado en una charola. Cubrirlas 
con un domo y dejarlas en esta posición por 1 día incubandolas a 19 ºc. Al día siguiente se 
quita el domo y se panm las macetas y se mantienen a la misma temperatura por dos 
semanas más. 
8.- No regar por una semana o según que tan secas se vean las macetas. 
9.-AI inicio de la tercera semana después de la transformación pasar las macetas a cámaras 
de 22 ºc y mantenerlas ahí hasta que las vainas estén a punto de abrirse. 
10.- Embolsar las plantas (puede ir más de una planta por bolsa). Colectar semillas cuando 
ya estén maduras. 



Selección de transfonnantes 

11.- Preparar las placas de selección (ver la receta del medio al final del protocolo).Cajas de 
Petri grandes son las más convenientes. Las cajas deben ser secadas perfectamente antes de 
usarse en la campana de flujo laminar. 
12.-Esteriliznr las semillas. Poner en un tubo falcon aprox. 800 CI de semillas (volumen 
seco). Tratarlas como sigue, todo en condiciones estériles. es decir en campana de flujo 
laminar: 
-1 O min. en agua estéril. 
-2 min. en Etanol 70 %. 
-15 minen una solución de cloro 5% + 1 % SDS o Tri ton X 100 0.1%) 
-Lavar con agua estéril 5 veces 
-Rcsuspender las semillas en TC agar 0.1 %. 
-Guardar a 4ºC por al menos 2 días. 

13-Sembrar las semillas en las cajas de selección. poniendo gotas de aprox. ::?Oo µl. Dejar 
secar por lo menos media hora con la tapa de la caja Petri abierta en la campana de flujo 
laminar. Sellar las cajas con Microporc. 
14- Incubar las cajas a 22 ºe por al menos IO días hasta que pueden distinguirse 
pertCctarnente las transgénicas de las que no llevan la construcción. Estas se miran como 
plántulas de color verde intenso y. que pueden formar por lo menos el primer par de hojas 
verdaderas y tienen raíces robustas. 
15- Tranplantar a sucio las plantas seleccionadas y mantenerlas cubiertas con domo hasta 
que se establezcan bien en las macetas. 

Medio!! de Transformación. 
Medio de Infiltración: 
Para 1 h. 
1/2 X de Sales de Murashige-Skoog (2.2 g) 
l/2XdeVitan1inasB5 (0.5-1 mi) 
Sacarosa5% (50g) 
MES 0.5g 
ajustar pH 5.7 con KOH 
0.44uM de benzylarninopurina (IOml de un stock 1 mg/ml en DMSO por Lt) 
0.02% Silwet L-77. 

TC Agar: 
0.1 % de Tissue Cu 1 ture Agnr (0.lg/ 100 mi) 
Esterilizar por autoclave. 

.1 S7 ;. 



Medio de Selección de Transformantes (MS): 
Para 1 lt. 
1 X de Sales de Murshige-Skoog (4.4g) 
be de Vitaminas B-5 
Sacarosa 1 % ( 1 O g/lt) 
MES0.5g 
ajustar pH 5. 7 con KOH 
Agar 0.8 % (8 g/ lt ) 
Antibiótico respectivo 
Para la selección con Kanamicina 50 µg/ml funciona bien para Columbia. Para Lnndsberg 
30 mg/lt 

! sa ..,. 
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