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Resumen

En el laboratorio de Genética Molecular y Evolucién del Instituto de Ecologia se ha
comprobado que dos proteinas que no pertenecen a la familia MADS interactaan in vitro
con AGAMOUS. Estas proteinas son una proteina fosfatasa de 29kDa (VSP1), la cual ya
habia sido descrita con el nombre *“vegetative storage protein™ (VSP1) y otra rica en
leucinas de 36kDa a la cual se le denominé FLORI.

AGAMOUS es un gen homedtico que determina la formacioén de estambres y carpelos en
Arabidopsis thaliana, y al igual que los genes de determinacion floral, pertenece a la
familia de factores de transcripcién con dominio MADS. Estos factores de transcripcién se
encuentran distribuidos en todos los cucariontes. Las proteinas con dominio MADS tienen
varios dominios. un dominio de unién al DNA que es el mds conservado. o dominio
MADS, seguido por un dominio I. y un dominio K, ¢l cual es poco conservado a nivel de
secuencia pero muy conservado en estructura secundaria y se¢ le ha atribuido un rol en la
interaccion proteina-proteina. En conjunto estas tres regiones contribuyen a la dimerizacion
de los factores MADS. Al final de la proteina se encuentra un dominio C-terminal muy
variable que posiblemente tuncione como transactivador. Las proteinas con dominios ricos
en leucina se encuentran presentes en todos los eucariontes ¥y se han localizado tanto en ¢l
espacio extracelular como en el citoplasma. por lo que la localizacion celular de FLOR1 es
de gran importancia. FLORI1 es una proteina nueva y en ¢l laboratorio se ha demostrado
que la expresion de este gen es especifica de los meristemos de inflorescencia y tloral asi
como de estambres y carpelos. Estos resultados aunados a que a nivel celular la expresion
de FLORI1 coincide espacio-temporalmente con los patrones de expresion de AGAMOUS
sugieren que FLORI1 es una proteina que pudiera estar involucrada en un sistema de
transduccion de senales junto con AGAMOUS. De ser asi y para que cstas dos proteinas
puedan interactuar in vivo, es imprescindible que coincidan tanto en tiempo como en
espacio en algtiin momento durante el desarrollo tloral. Mi trabajo de tesis consistio en
desarrollar un enfoque molecular para probar esta hipotesis. Construimos proteinas
quiméricas con diferentes dominios de FLORI1 y la proteina verde fluorescente (GFP).
Estas construcciones se pusieron bajo ¢l efecto del promotor 35S del virus del mosaico de
la coliflor. para obtener expresiones constitutivas de los genes quiméricos en plantas
transgénicas de A.thaliana. El anidlisis de las plantas en homocigosis permitio localizar a los
diferentes tragmentos de FLOR1 dentro de las células de estigma, estilo y ovario, asi como
en cstambres, raiz y cotiledén. Debido a que la localizacion subcelular de FLOR1 fue
distinta en los tejidos observados, la ubicacion de FLORI1 no parece depender solamente de
su secuencia sino que probablemente depende de senales particulares o exclusivas de cada
tejido: por lo que FLORI1 podria estar llevando acabo alguna funcién bioquimica que
propicie la formacién de complejos protéicos entre AGAMOUS, VSPL u otras proteinas
cercanamente relacionadas con la familia MADS. Hasta ahora no se habia reportado
interactores de genes MADS que no pertenecieran la misma familia.




Introduccion

Arabidopsis thaliana como modelo experimental.

El progreso cn los campos de la biologia molecular, celular, genética y biologia del
desarrollo. sc ha debido, en gran parte a la caracterizacién funcional de genes particulares
en organismos modelo. Escherichia coli, Saccharomyces cervisiae, Caenorhabditis elegans
y Drosophila melanogasrer se han utilizado para diversos estudios por sus caracteristicas
genéticas y su fiacil manipulacion (Meyerowitz, 2001). Dentro de las plantas, los sistemas
modelo incluyen al mafz (Zea mays), al tomate (Lycopersicon esculentum), al tabaco
(Nicotiana sp), al arroz (Oryza sativa), a Antirrhinum maju (A. Majus) v Arabidopsis

thaliana (A.thaliana).

A.thaliana es una planta silvestre nativa de Eurasia y del Norte de Africa, tue dispersada al
Oeste del Hemisferio después de la colonizacién europea y descrita por primera vez por
Johannes Thal en el siglo XVI1 4. rhaliana se encuentra en ambientes perturbados en
sucesién primaria (Sharbel ef al, 2000: Alonso-Blanco. ¢r al, 2000). Es facil encontrarla en
campos agricolas asi como lugares perturbados por la actividad humana (Meycrowitz,
2001). A. thaliana es un miembro de la familia de las mostazas (Brassicaceae. que incluye a
la col, y a las colecitas de bruselas). Se escogié como planta modelo hace mas de seis
décadas debido a que representa a una planta con flores (angiospermas) tipica. En
condiciones ideales cada planta llega a producir de 5.000 a 10,000 semillas en tan sélo seis
semanas (Meyerowitz, 1989); aunado a ello es una planta pequena (15-20 cm) y de fécil
manejo que se autofertiliza con facilidad. Tiene un tiempo generacional muy corto, lo que
permite obtener lineas mutantes con una pequeiia cantidad de individuos iniciales, ademas
de que se puede cultivar en cajas de petri dentro de cuartos (camaras) de cultivo, lo que
facilita el aislamiento de mutantes y la seleccién de individuos transgénicos (Meyerowitz,
1989, 2001: Meinke er al, 1998).

't‘ L



A. thaliana es ideal para usarse como modelo en andlisis genéticos, su genoma es de los
mads pequefios dentro del reino vegetal, el cual ya ha sido secuenciado (con la excepcidon de
algunas regiones alrededor de los telémeros y centrémeros, asi 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 proteinas identificadas
pertenecientes a 11,000 familias y tiene 14% de secuencias moviles en su genoma (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000). En contraste con otras plantas, Arabidopsis estd
formada por un contenido de secuencias no repetidas de DNA (50-55%) mientras que del
45-40% restante, tnicamente 10-15% se encuentra repetido. Esto ¢s importante ya que la
mayoria de las clonas genémicas contienen secuencias tnicas, ademas de que el promedio
de secuencias repetidas en el genoma e¢s de entre 120-125 kb. El genoma de sus
mitocondrias y cloroplastos es muy pequefio y coditica aproximadamente para 60 proteinas
(The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Existen varios ecotipos de Arabidopsis los cuales difieren en la respuesta a las condiciones
ambientales asi como en el tiempo de floracion, lo que refleja sus adaptaciones locales
(Bowman, 1994). De acuerdo a las respuestas de los ecotipos a la vernalizacidon 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
comiinmente en cxperimentos de gendtica y biologia molecular son Landsberg erecta.

Columbia y Wassilewskija. que son ecotipos de floracién temprana (Bowman, 1994).

‘Anatomia de la flor de Arabidopsis thaliuna.

Las flores de A.thaliana ticnen la estructura tipica de cualquier flor de una angiosperma,
estdn conformadas por cuatro drganos o verticilos florales. los cuales estdn organizados
concéntricamente en: 4 sépalos, 4 pétalos. 6 estambres y dos carpelos fusionados (Bowman,
1994). El perianto esta compuesto por el caliz de cuatro sépalos y una corola de cuatro
pétalos los cuales estan alternados con los sépalos. El androceo consiste en seis estambres;

cuatro largos mediales en la parte intemna, dos laterales cortos en la parte mas externa y las



anteras son biloculadas con dehiscencia longitudinal. El gineceo (carpelo) tiene tres
regiones principales. En la punta se encuentra el estigma cubierto por células papilares que
permiten que los granos de polen germinen, seguido por el estilo ¢ inmediatamente después
el ovario, conformado por dos carpelos fusionados (sincdrpico), que crean un solo ovario
unido a un pequeilo estigma con una papila estigmdtica (Bowman, 1994; Bowman er al,
1999) (Figural).
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Figura 1. Estructura de Arabidopsis thaliana. (A) Disgrama de la planta de Arabidopsis thaliana. (B)
Representacion en corte longitudinal y transversal de la estructura de la flor de A.rhaliana (Buchanan, er af

2000).

Factores de Transcripeidn.

Durante el desarrollo vegetal, un embrion llega a expresar alrededor de 20,000 genes
(Howell. 1998). El que el embrién se desarrolle normalmente depende de la expresién
diferencial y correcta de los genes en las distintas etapas de su desarrollo. Los factores de
transcripciéon modulan la expresion diferencial del genoma de la planta durante su
desarrollo (Calkhoven, 1996: Reichman et al, 1997; Theissen, 2000a). La concentracién y
actividad de estos factores de transcripcién varia dependiendo del tipo celular y momento

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




asi como en sus reguladores juegan un papel muy importante en la evolucién 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 proteinas especificas a distintos tiempos en distintos lugares y en distintas
cantidades (Schwechheimer er al, 1998b). El mecanismo de control mas comiin en los
eucariontes parece ser la regulacion a nivel transcripcional, y esta se encuentra mediada por

la accién de los factores de trascripcion (Doebley er al. 1998, Schwechheimer, 1998b).

Los factores de transcripeion son generalmente activadores o represores de la trascripecién y
normalmente estin regulados por cientos de contingencias a diferentes niveles. Las
modificaciones son principalmente a nivel post-transcripcionales y se basan en la correcta
integracion de las sefales externas e internas que produzcan una tasa de transcripcidn. La
regulacién adecuada puede depender (Gerhart ¢ @l, 1997) del numero de sitios de
regulacién, competencia por el sitio de unién al DNA, la especiticidad con sus inhibidores.
presencia /ausencia de un co-activador, fosforilaciones, ligandos y dimerizacién con
miembros de la misma o distinta familia. (Calkhoven ¢r af, 1996; Gamboa. e¢f af 2001). Con
base en sus dominios de union al DNA, se¢ han clasificado en varias clases: estas incluyen a
las proteinas de tipo cierres de leucina “leucine zippers™ (bZIP), las proteinas homeobox,
proteinas tipo MYB (MYB-like), las proteinas de tipo MADS (MADS-box). y las proteinas

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 1 A). La transicion &
la fase reproductiva estd acomparada de cambios en la posicion y distancia de los érganos

laterales (filotaxia) y comienza cuando la planta es capaz de responder a sefiales y
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: estimulos externos como la intensidad de luz (fotoperiédo), 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 meristemos se encuentran en el dpice de los tallos (apicales y radiculares) y estin
compuestos por poblaciones de células pluripotenciales (no difcrenciadas) las cuales estdn
en constante divisién. El desarrollo vegetativo en las plantas superiores se caracteriza por la
reiterativa formacioén de Srganos laterales a partir del meristemo apical (SAM de “shoot
apical meristem™) (Bowman et al, 2000). La formacioén de la flor es una funcién mantenida
y coordinada por el meristemo floral. Durante la floracién el meristemo apical cambia de
meristemo vegetativo a meristemo de inflorescencia y este a su vez produce meristemos
florales en ramas laterales en las axilas de los primordios foliares (Bowman es al, 1999;
Howell, 1998: Buchanan et al, 2000). El meristemo floral produce a los primordios de los
organos florales que se forman de afuera hacia adentro. comenzando por la aparicién del
primordio de sépalo alrededor del domo del meristemo. después nace el primordio de
pétalo, simultancamente nacen los primordios de los estambres y finalmente surge el
primordio mas interno, el primordio de carpelo (Bowman er al. 1999). El desarrolio floral
de drabidopsis esta dividido en varios estadios de acuerdo a los cambios en la morfologia

del meristemo tloral (Bowman, 1994, Bowman er al. 2000).

Para poder comprender como se lleva acabo la determinacién floral. como se controla la
identidad de los 6rganos en la flor y cuales son los genes involucrados en el desarrollo de
estos Organos, se han analizado mutantes (homedticos) de A.thaliana y A.majus. En estos
mutantes los drganos estdn bien desarrollados pero se encontraban en un lugar distinto. La
existencia de estos mutantes sugirié que el desarrollo floral estaba dirigido por genes
homeéticos. Tomando como base estos estudios genéticos, en 1991 Meyerowitz sugiere
que el desarrollo normal de los distintos organos florales (identidad de drgano) estd
mediado por la interaccion de tres clases de genes homedticos (A, B, C) los cuales

predicen, la morfogénesis floral de todas las angiospermas (Meyerowitz er a/, 1991).



Modelo ABC vy genes tipo MADS-box.

El modelo ABC explica como la interaccion entre los genes de las funciones A, B, C
controla la identidad de los érganos florales (las funciones homeétigns) (Meyerowitz et al,
1991). La expresién de la funcion A unicamente especifica para la formaci“n de sépalos. La
combinacién de la expresion de AB es especifica para el desarrollo de pétalos y la
combinacién de BC es especifica para la formacién de estambres. Solo la funcién C

determina el desarrollo de carpelos (Figura 2).

(a) Verticilo: 1 2 3 4
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Figura 2. Modelo ABC en Arabidopsis thaliana.

(a) La identidad de 6rgano esta especificada por las funciones A, B ¥ C. La funcidn A determina la formacién
de sépalos, la combinacién de A y B especifica para pétalos, las funciones de B y C juntas especifican para
estambres y la funcidn C para carpelos. (b) genes involucrados en la determinacion floral. Las funciones A v
C son antagoénicas.

En A. thaliana se conocen los genes que codifican para las tres actividades homedéticas. Los
genes que contribuyen a la funcidon A son: Apetalal(AP1) y Apetala2 (AP2). para la
funcién B. Apetala3 (AP3) y Pistillata (PI) y para la funcién C, Agamous (AG). todos estos
genes con excepcion de AP2 pertenecen a la familia de factores de transcripeién con
dominio MADS.

La familia MADS-box en Arabidopsis esta compuesta por mas de 100 miembros (Theissen
et al, 2000), muchos de ellos estdn involucrados en la iniciacién floral y el desarrollo
rddiculu. ademds de que se expresan en tricomas, polen, endospermo, células guarda, y
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» otras estructuras (Rounsley er al, 1995; Alvarez-Buylla er al, 2000). En plantas esta familia

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

Estos genes no estan confinados tnicamente a las plantas sino que también estdn 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 MOCMI1 (Saccharomyces cervisiae), AGAMOUS (Arabidopsis rthaliana),
DEFICIENS (Antirrhinum majus) y SRF (de Homo sapiens) (Shore et al, 1995).

Todas las proteinas de tipo MADS tiencn cuatro dominios funcionales (cajas): el dominio
N-terminal MADS-box se une a motivos consenso de DNA denominados CarG-boxes,
presentes en la regidon promotora de los genes que regulan estas proteinas, la region I sin
funcién clara. la caja K que esta involucrada en la dimerizacion, heterodimerizacion y/o
formacion de tetrdmeros de algunos factores MADS y otras proteinas (Reichmann et al,
1997; Honma et al, 2001). Los dominios M, I y K, contribuyen a la dimerizacion de los
factores MADS. Al final de la proteina se encuentra ¢l dominio C-terminal ¢l cual parece
que estabiliza las interacciones ternarias ¥ cuaternarias entre proteinas de la misma o
distinta familia (Shore et al, 1995; Howell. 1998: Theissen et al 2000; 2001) (Figura 3).
El que las proteinas MADS estén divididas modularmente no implica un funcionamiento
independiente (Shore et al, 1995).

o] 30 60 90 120 150 180 210 aminodcidos
S | 1 t | 1 1 ] | | { ! {
MADS 1 [ [c ]

unién DNA

dimerizacion
transactivacién

Figura 3.-Organizacién de las proteinas tipo MADS.

El dominio MADS de 56 aa se localiza en el extremo N-terminal de 1a proteina y codifica para un factor de
unién al DNA y esta involucrado en la dimerizacién. Unido al dominio I de 30aa que estA muy poco
conservado. El dominio K (70aa) estd involucrado en la interaccion proteina-proteina y posiblemente en la
dimerizacién y finalmente el extremo C-terminal.
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Como se mencioné anteriormente los mutantes homeoticos de 4. rhaliana se dividen en tres
clases A, B, C y cada una de estas afecta la identidad del 6rgano en dos verticilos
adyacentes. Los mutantes de la clase A: aperalal (apl) y apetala2(ap2) afectan el primero y
segundo verticilio, de manera que los sépalos se convierten en carpelos y los pétalos en
estambres. Los mutantes de la clase B: aperala3 (ap3) y pistillata (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 dc pétalos en lugar de estambres y en lugar del gineceo se forma una segunda
flor con sépalos-pétalos-pétalos de manera reiterativa (Meyerowitz et al. 1991). Debido a
que los mutantes de la clase A producen estructuras parccidas a estructuras de érgano
verticilares tipo C y viceversa, se ha propuesto una mutua represion 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), (figura.1; tabla. 1) (Howell. 1998; Theissen,
2001).

Tabla 1.- Efectos fenotipicos de los mutantes cn los genes A, B, C

Mutacién Verticilo 1 Verticilo 2 Verticilo 3 Verticilo 4
Silvestre Sépalos Pétalos Estambres Carpelos
Funcién A Carpelos Estambres Estambres Carpelos
Funcion B Sépalos Sépalos Carpelos Carpelos
Funcion C Sépalos Pétalos Pétalos Flor Nueva

Proteinas ricas en leucina (LRR)

La superfamilia de las proteinas ricas en leucina (LRR) estd conformada por un gran
nimero de proteinas 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 proteinas requeridas para el ensamblaje de ribonucleoproteinas
(snRNP), proteinas de adhesién celular (glicanos, fibromodulina, luminicano, etc.), proto-
oncogenes (/rK), la adenilato ciclasas en levaduras, marcadores de orientacion celular como

la proteina Toll en Drosophila. En plantas se han descrito mas de 100 cinasas y genes tipo
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R ‘involucrados en la resistencia a patégenos asi como varias familias de proteinas
(receptores) con dominios LRR extracelulares e intracelulares involucradas en vias de

transduccion de seitales (Kobe y Deisenhofer, 1994, 1995; Xiaorong, 1998; Kajava,1998).

A diferencia del desarrollo animal, el desarrollo vegetal carece de migracion celular, por lo
que el establecimiento de patrones a lo largo de cje vegetal requicre de elaborados
mecanismos de regulacién transcripcional. y de transduccion de sefales asi como de
grandes complejos de comunicacién célula-célula que permitan una apropiada
diferenciacion y desarrollo (Meyerowitz, 1999b). Los motivos ricos en leucina se han
descrito como mediadores en las interacciones proteina-proteina (Suzuki. er al. 1990;
Calkhoven er al. 1996; Schwechheimer er al, 1998a, 1998b) interacciones receptor-ligando
en muchos organismos de distintos reinos (Kajava, 1998).

En las plantas se han descrito muchas proteina ricas ¢n leucina (LRR) que regulan varios
procesos del desarrollo como: la percepcidon de fitohormonas (BRASSINOSTEROID
INSENSITIVEL1), respuestas de defensa (genes tipo R). especificacion de la forma de los
organos (ERECTA). destino celular del meristemo (CLAVATAL). entre otras (Reichmann,
1997; Torii, 2000).

Los motivos ricos e¢n leucina dentro de las proteinas LRR se encuentran uno junto del otro,
es decir, en tandem. Estas proteinas contienen otros aminodcidos hidrofébicos a diferentes
intervalos. estos aminoacidos se caracterizan por que participan en las interacciones
hidrofdbicas de las estructuras de proteinas (Alberts, 1994: Turner, 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 proteinas con repeticiones entre 20 y 29 residuos (Kobe,
1994). La mayoria de las proteinas ricas en leucina (LRR). también poseen un sitio de
unién a nucledtidos que contiene varios motivos conservados y su funcién no ha sido

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

Con base en estudios de cristalografia del inhibidor de la ribonucleasa (una proteina LRR),
se estableci6 que 11 de los 24 residuos de la secuencia consenso de las LRR se encuentran

en todas las proteinas descritas hasta ahora, por ello se considera a esta como caracteristica
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principal de la superfamilia; mientras que los diferentes residuos en la regién hipervariable
sirvieron para clasificar a las LRR en seis subfamilias (tabla.2) sugiriendo como punto de
divergencia entre las diferentes subfamilias a la regién hipervariable (Kobe y Deisenhofer,

1994; Kajava 1998).

Tabla 2. Subfamilias LRR segun Kajava (1994).

Subfamilia LRR Residuos Origen Localizaciéon
Tipica 24 Animales y Hongos Extracelular
Rl-like (“‘ribonuclcase | 28-29 Animales Intracellular
inhibitor™)

CcC 26 Animales, Hongos  y | Intracellular
(*cysteinecontaining™) Plantas

PS (“plant Specitic™) 24 Plantas v Euca. primitivos | Extracelular
SD22-like 22 Animales v Hongos Intracellular
Bacterial 20 Bacterias Gram. - Extracelular

Aunque las subfamilias de las proteinas ricas ¢n lcucina estin compuestas por un gran
numero de proteinas con diversas funciones. todas las proteinas parecen estar involucradas
en interacciones proteina-proteina, y al menos la mitad de ellas forman parte de las
complejas vias de sefializacién extra e intracelulares. Esta clasificacion propone que la
especificidad entre las interacciones proteina—proteina y la funcién de estas proteinas; se
debe a la composicién y longitud de los residuos en donde posiblemente la estructura
tridimensional de estas proteinas juegue un papel determinante (Kobe y Deisenhofer. 1994;
Kajava 1998; Schwechheimer er al, 1998).

Las proteinas que contienen motivos ricos en leucina representan a una familia muy grande
y diversa, el amplio rango de funciones que caracterizan a estas proteinas sugiere que las
LRR son motivos de unién que juegan un papel muy importante en las interacciones con
proteinas de la misma familia y otras proteinas (Kobe y Deisenhofer. 1994; Kajava 1998;
Schwechheimer et al, 1998; Gamboa er al, 2001).




Biologia vy Genética de Agrobacterium tumefasciens (Plasmidos binarios, Ti)

La habilidad de introducir DNA dentro de un organismo, €s un concepto muy comin en la
biologia molecular bisica y aplicada. La transformacién es un mecanismo que se utiliza con
cotidianeidad en organismos unicelulares como E.coli y S. cerviseae, pero en eucariontes
multicelulares y especificamente en plantas esta metodologia es mas complicada (Old er al,
1994).

Desde 1970 se ha podido transformar células vegetales utilizando a la bacteria A.
tumefasciens, para poder llevara acabo la seleccion de células transformantes, se han
desarrollado pldsmidos con genes de resistencia a antibidticos y/o herbicidas con los cuales
se puedan seleccionar las lineas de expresion, ¢l DNA de interés es clonado junto con un
marcador genético que normalmente es npt!l que codifica para resistencia a kanamicina o
con marcadores celulares como GUS 6 GFP. Existen dos métodos principales para
transformar células vegetales, uno se lleva acabo en cultivos de tejidos y el otro utiliza al
érgano o la planta in siru. Se han descrito varias técnicas de transformacion entre las que
destacan: la microinyeccion directa, la biobalistica (que utiliza una pistola cargada con
minusculas balas de tungsteno y/o oro cubiertas por ¢l DNA que se quiere integrar en el
genoma de la planta) y la mas comun, que ¢s la transtormacién mediada por Agrobacterium

(infiltracion, infiltracién-vacié, por rocio) (Potrykus er al, 1995 y Buchanan er al. 2000).

La relacién dgrobacterium-planta involucra principalmente a dos especies de bacterias de
tierra Gram-negativas: 4. tumefasciens y A.rhizogenes. Bisicamente estas bacterias han
desarrollado una estrategia con la cual transfieren un fragmento plasmidico al genoma de la
planta (Old er al, 1994). Naturalmente para que esto se lleve acabo se requiere que la planta
tenga una lésién por donde la bacteria llegue a infectarla. El sintoma producido por la
infeccion es la formacion de un tumor en ¢l area de la lesion (que puede ser en cualquier
parte de la planta), producido por un acelerado crecimiento celular debido a la expresién de
los genes T-DNA, que codifican para enzimas que catalizan la produccién de auxinas y
citocininas. Estos compuestos son fitoreguladores esenciales para el desarrollo y
crecimiento de la planta que en exceso producen la formaciéon 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-
DNA (transferred-DNA) que se encuentra dentro de un plasmido de alrededor de 200-
250kpb conocido como Ti-plasmido ("tumor inducing”), estos pldsmidos estdn
conformados por varias secuencias, entre cllas la regién vir, la ocs y una regién conocida
como T-DNA, que es la secuencia que se transmite e inserta en el genoma del hospedero.
La secuencia de T-DNA contiene unos extremos repetidos de adhesion génica, que forman
un borde repetido de 24pb que funcionan como sefiales de reconocimiento del sistema de
transferencia para la incorporaciéon de la secuencia bacteriana al genoma de la planta. Los
plismidos-Ti son agrupados de acuerdo a su habilidad de producir aminoacidos derivados
(opines) los cuales le sirven a la bacteria como fuente de carbono y nitrogeno. Estos
compuestos son ficiles de detectar en el tejido y han servido para marcar a las cepas
basandose en el tipo de opine que sintetizan (nopalina, octopina. leucinopina.

succinamopina, etc.) (Potrykus er al, 1995).

El primer paso en la transferencia de la secuencia T-DNA dentro de la planta, esta mediado
por la produccidén de distintas substancias producidas por las células de la planta en el lugar
de la herida. Estas substancias son compuestos fenolicos derivados del siringol, estos
inducen la formacion de compuestos que acttian como agentes quimotdcticos para las
bacterias, ademas de que activan genes de la region vir del pismido-Ti. Se cree que los
genes de esta region se activan por medio de autofosforilaciones, ademads de que funciona a
manera de operén cortando y creando una copia de hebra sencilla de la secuencia de T-
DNA, la cual es protegida de nucleasas de la planta por proteinas bacterianas (Old ¢r al,
1994; Potrykus er al, 1995). Esta secuencia junto con las proteinas de proteccidn se conoce
como complejo-T. este complejo se transloca al citoplasma de la planta por medio de un
pili de transformacién producido por la misma bacteria. Finalmente se introduce el
complejo-T al nucleo de la planta el cual se inserta con los bordes de adhesion al genoma
del hospedero. Una vez transformada la planta produce opinas mediante la activaciéon de
genes dentro de la regioén del plasmido-Ti. Al mismo tiempo estas opinas inducen la

expresion y propagacién del plasmido-Ti hacia la poblacion de Agrobacteritum en la herida.
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Proteina verde fluorescente de la medusa dequorea victoria.

La medusa marina dequorea victoria al igual que varios miembros del phylum Cnidaria
emiten luz verde a partir de la energia proveniente de una fotoproteina (Leffel er al, 1997;
Tsien, 1998). La proteina 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 proteinas similares en otros celenterados (Obellia, Renilla y Phialadium), pero sus
caracteristicas bioquimicas han sido poco exploradas (Haseloff es al, 1998, 1999b; Leffel er
al, 1997; Tsien, 1998).

La GFP es una proteina estable de 238 aminodcidos y 27-30kDa, su pequefio tamaiio la
hace facilmente difundible dentro del nucleo. Su estado nativo ¢s monomérico, pero en
altas concentraciones se ha encontrado como dimero. Una caracteristica muy importante es
" que esta proteina no necesita ningun tipo de sustrato y/o cofactor, su tamaio es pequeno lo
que la hace apta para fusiones con otras proteinas, ya que su fluorescencia se mantiene
uniendo proteinas en cualquicra de los extremos de ésta N- y C-. La GFP e¢s una proteina
muy estable ya que resiste un amplio rango de pH (5.5-12) asi como de proteasas. La
longitud de onda de excitaciéon es de 360-480nm (A verde—azul) y produce un pico de
emision de 509nm (luz verde). Las propiedades de fluorescencia se adquieren por
modificaciones post-traduccionales que modifican al cromodforo y a la estructura terciaria
de la proteina. La GFP esta conformada por 11 ldminas-f antiparalelas que protegen al
cromoéforo de la presencia de agua u oxigeno en el interior de la proteina, asi como por 2 a-
hélices en los extremos, una de ellas cruza a la estructura de barril ¥ justo en la mitad de

ella se encuentra unido covalentemente el cromoforo (Leffel er al, 1997; Tsien, 1998).

La bioluminiscencia de dequorea victoria surge de unas masas de tejido amarillento las
cuales estin compuestas por alrededor de 6000-7000 células fotogénicas. El citoplasma de
estas células estd densamente empaquetado con finos grinulos de 0.2u de diametro
(luminisomas) que contienen los componentes necesarios para la bioluminiscencia
(Haseloff er al, 1998). Los componentes requeridos para la misma incluyen una
fotoproteina activada por Ca’*(aecuorina) la cual emite luz azul-verde, y la proteina GFP,

que recibe la energia de la aecuorina y re-emite ésta como luz verde (Haseloff, 1999a;
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Leffel et al, 1997). La aecuorina es un complejo conformado por una apoproteina, oxigeno
molecular y una enzima llamada coelenterazina (compuesto de imidazol). Cuando la
aecuorina es activada por Ca®*. este cataliza la oxidacién de la coelenterazina en
coelenteramida (forma activa), ésta regresa a su forma inactiva emitiendo luz a 470nm

transmitiendo esta energia a la GFP, resultando la fluorescencia de luz verde.

GEP como gen reportero en plantas.

Existen diferentes mutantes asi como variantes naturales de la GFP (HasclofY er al, 1998;
1999a; Tsien, 1998). La fluorescencia producida por la GFP de Aequorea victoria (WtGFP)
se visualiza bien en organismos inferiores pero no en plantas y mamiferos debido a su bajo
nivel de fluorescencia. a la lenta formacién del croméforo y a problemas de isomerizacion
compleja y de expresion deficiente. Esto ha permitido que se desarrollen un amplio rango
de variantes tanto para animales como para plantas. A partir del gen silvestre de la GFP se
han producido variantes las cuales se han clasificado en sicte clases con base en la
composicién y longitud de onda de excitacion de su cromodforo. A estas variantes se les han
adaptado codones especificos para cada linaje. como las sGFP y EGFP para animales y las
mGFP y pGFP para plantas. Sin embargo se encontré que especificamente en plantas el
c¢DNA silvestre de la GFP no se expresaba de manera apropiada en Arabidopsis (Haseloff
er al, 1998; 1999b), al cual para mejorar su expresion, se le hicicron varias modificaciones
a nivel de secuencia. Una de las mutantes mas frecuentes es la S65T, la cual tiene mds
brillo que la wtGFP, se oxida cuatro veces mas ripido y no fotoisomeriza. Esta es la

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

En el laboratorio de Genética Molecular y Evolucién del Instituto de Ecologia de la
UNAM. dirigido por la Dra. Elena Alvarez-Buylla; la Dra Alicia Gamboa de Buen diseiié
una columna de afinidad con el péptido RXXT para identificar posibles proteinas que
interactuaran con AGAMOUS. Muchas de las proteinas tipo MADS contienen un posible
sitio de fosforilacion RXXT en el sitio RXVTF del dominio MADS. que puede ser blanco

con otras proteinas (Theissen et al, 2000; Gamboa, er a/ 2001).

Se aislaron 2 proteinas; una proteina fosfatasa de 29kDa (VSP1). la cual ya habia sido
descrita con el nombre vegetative storage protein (VSP1, GenBank numero de acceso
ABO006777) y otra rica en leucinas de 36kDa a la cual se le denominé FILOR1 (GenBank
mimero de acceso AC069472) (Gamboa. ¢ral 2001),

FLORI es una proteina nueva y en ¢l laboratorio se ha demostrado que la expresion del gen
que codifica para esta proteina es especifica de los meristemos de inflorescencia y floral
(Gamboa, er al 2001), asi como de estambres y carpelos (Acevedo. er al, 2002). También se
demostré que existe una interaccién in vitro entre FLOR1 y AGAMOUS mediante el
cnsayo de doble-hibrido (Gamboa, ¢r al 2001). Estos resultados aunados a que a nivel
celular la expresién de FLORI1 coincide espacio-temporalmente con los patrones de
expresiéon de AGAMOUS (Acevedo, er al, 2002). sugieren que la proteina rica en leucina
FLORI es una proteina que pudiera estar involucrada en un sistema de transduccion de
seilales relacionado con AGAMOUS (Gamboa. er al 2001). Hasta ahora no se habia

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

Esta es la primera proteina reportada de esta naturaleza y su caracterizacién es muy
importante porque puede convertirse en una herramienta util para entender como se
integran las sefiales de los factores de transcripcion entre células durante el proceso de
desarrollo. Esta es un drea nueva tanto en la biologia del desarrollio de plantas como de
animales. Las proteinas 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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Vc'itbplasma (Kajava, 1998), por lo que la‘localizacién subcelular de FLORI! es de gran

'ifrlpdfténcia.

"‘Para que FLOR1 y AGAMOUS puedan interactuar in vivo, es imprescindible que coincidan
tanto en tiempo como en espacio y se localicen en los mismos compartimentos celulares en
algin momento del desarrollo floral. Mi trabajo de tesis consistié en desarrollar un enfoque
molecular dirigido a comprobar esta hipétesis. En colaboracién y bajo la direccién técnica
de la Dra. Francisca Acevedo Gasman. se construyeron proteinas quiméricas con diferentes
dominios de FLORI1 y la proteina verde fluorescente (GFP). Esias construcciones se
pusicron bajo el efecto del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV35S).
Se obtuvo expresién constitutiva de las construcciones quiméricas en plantas transgénicas

de 4.thaliana y esto se pudo observar in vivo.




Objetivos
Generales

El objetivo de este trabajo fue el determinar la localizacion subcelular de la proteina rica en
leucina en A. thaliana codificada por el gen FLOR-1.

Para cumplir con este objetivo se propusieron como objetivos especificos:

-Clonar las los fragmentos del gen que codifica para la proteina rica en leucina
FLORI en el vector pGFP-MRCp. y las construcciones provenientes de pGFP-MRCp en el

vector binario Ti pBIN-mGFPS-ER .
-Transformar las construcciones en la planta A. rthaliana.

-Conocer la distribucion subcelular in vivo de la proteina rica en leucina coditicada
por el gen FLOR-1 en la planta 4. rhaliana, mediante microscopia confocal.

Hipétesis
La proteina rica en leucina se localiza, al menos transitoriamente, en ¢l citoplasma y
posiblemente en el nicleo de las células de las plantas transgénicas de A.thaliana.



Materiales y Métodos

Comparando secuencias de distintas proteinas LRR se identificaron algunos médulos
conservados a lo largo del gen que codifica para FLOR-1 (figura 4). Esta comparacién se
llevé a cabo entre secuencias de proteinas con funciones conocidas y la secuencia de

FLORI: lo que nos permitio establecer la(s) posible(s) funcién(es) de esta proteina.

Con la finalidad de obtener construcciones quiméricas FLOR1-GFP bajo ¢l control del
promotor CaMV35S y de la fraccién terminal NOS del vector binario pBIN de
Agrobacterium tumefaciens (A.tumefasciens) (Apéndice 1), se amplificaron cuatro
fragmentos del gen codificante para la proteina rica en leucina FLORI. Estos se fusionaron
al inicio o al final (segin el caso) de la secuencia de la proteina verde fluorescente (GFP),
del vector pGFP-MRCp (donado por el Dr. Rodriguez-Concepcion, Rodriguez, er al. 1999,
Apéndice de vectores). Los fragmentos #1, #2 y #4 se fusionaron en fase al inicio de la
secuencia de la proteina fluorescente en la regién N-terminal de este vector, mientras que el
fragmento #3 se fusiono al final de Ia secuencia de la proteina tluorescente en la parte C-
terminal. Una vez que estas construcciones s¢ habian 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 proteina verde fluorescente 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 habia quitado previamente la secuencia mGFPS5-ER que contiene
una seilal de localizacién subcelular especifica para reticulo endopldsmico). 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 35S8::FLORI-GFP que se
transformaron por electroporacion a A.rumefasciens. Explotando la interaccién planta-
bacteria se utilizé el Agrobacterium transformado con cada una de la construcciones para
después transformar por infiltracién a .A.thaliana. Se generaron plantas transgénicas
estables (T3) con las que se llevé acabo el andlisis de localizacién subcelular utilizando

microscopia confocal .



Secuencia FLORI1.
(GeneBank'™ nimero de acceso AF136588, FLR y AC069472)

1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890
FASF >
MKLF VHL SIF FSIL FIT LPS
ANTGAAGUTTT TTGTTCATUCT CTCTATTTTIC TTCICUATUCT TCTTCATUAT TCTCCUATCT
SYNC TEN DKN ALLQ IKK ALG
TCTTATAATT CGUATTTGAAAAN TOARTAATCAAT GUTTTICCTIT ARXNTOARAGRNK AGTATTTOGU
NPPL LSS WNP RTDC CTG WTG
ANTCCTOCCC NTCIATOCCTC CIGGAACCOC CGAACCOGACT GUITGLACUGO CHGGACCGHGE
FASR
VECT NRR VTG LSVT SGE VvSG
GICGAATGEA CEAACCGTOG CGITACCGOGT CLCAGCGTTA COICCLGOUGA AGIUTCUGOG
«—— FATR
QISY Q1G DLV DLRT LDF SYL
CAGATCTCOT ACCAGATCGOG CGACCTICGIT GAUCICCGTUA CACIAGATYT CAGOTACCIG
PHLT GNI PRT ITKL KNL NTL
CCACACCTOA CCGGAAACAT CCCACGUACT ATCACUCAAAC TCAAGAACC) CAACAUTICIC
FAIOF —»
YLKH TSL sSGP IPDY ISE LKS
PACTIGAAGU ACACTAGTICT CTCCGGACTT ATICCAGAT] ACATCAGUG N GO TOCAAGAGC
LTFL DLS FNQ FTGP 1IPG SLS
CTCACGUIC TOGACTTTIC TTUTAACCAA UFTACCOGGTC CAAFTCCCGG PLOGOTATCT
QMPK LEA 1QI NDNK LTG sIP
CAGATGOUGA AGOTTGAAGC CATICAAATC AACGATAATA AGCTAACUGO INCIATACCA
NSFG SFV GNV PNLY LSN NKL
AACTICTITICG GTIeTrrrrGt TGGCAACGIT COCTAATCICT AUTTGTICTAAN CAATAAGCTG
SGKI PES LSK YDFN vD 5
TOAGGANAAAAN TACCGGAATC GUIGTCTAAA CACGACTICA ACGUACG TG UG LOGGGA
NGFE GDA FMF FGRN VRV
AATGGTEICG AAGGAGATGC CTUTATGITC FICGOGACGHA ACAAANCAAL AGTACGAGTG
DL SR NMF NFD LKVK FAR SIV
[ OATTIGICGA GAAATATGTT CAATTTCGAT CTCAAGGTTA AGITCGUTAG AAGUATAGTY
| SLDL SQN H1Y GKIP PAL TKL
! FCGITGOGATC TOGAGCCAGAA CCATATCOCTALC GOOGAAGATAC CACCAGUACT GACTAAACEA
: HLEH FNV SDN HLCG KIP SG G
CACCTOGAGE ATTTCAACGT GAGCGACAAL CAICreraGoa GAAAAANTCCC AAGIGGCGGY
LLQT FEP SAF AHINE CLC GTP
CTACTTIONGNY CUTTTGAACC ATCIGCCTTC GCTCACAACA PCrGILOCrrreG FGOGAACTCCC
+———— FA6R
LKAC
FA9R

Figura 4. Secuencia en bases y amino#cidos de FLORI. Localizacién de los cuatro fragmentos y sus
oligos, de la proteina rica en leucina codificada por el gen FLOR/
Proteina Completa: ! #1; Fragmentos #2, mw #3, . #a
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Disefio_y amplificacién de_cuatro fragmentos del gen que codifica para la

proteina rica en leucina (LRR) FLORI1.

Disefio de las construcciones

Para sintetizar los cuatro fragmentos del gen FLORI1 (figura 4) se disefiaron en ¢l programa

oligo IV los oligos especificos para los extremos de cada fragmento.

Fragmento #1 de 975pb: incluye el gen completo de FLOR!. Para amplificar por PCR este
fragmento se eligieron oligonucleétidos de las regiones flanqueantes de la proteina sin
incluir el codon de término. Se agregaron las dianas EcoRI en el oligo FASF (“forward™) y
Ncol en el FAG6R (reverse) para poder clonarlo en el vector pGFP-MRCp.

oligonucledtidos : EcoRl1
FASF: 5GGAATTCATGAGGCTCTTTGTTCATCTC 3°
FAG6R:5°GTACCCATGGACAAGCCTTAAGGGGAGTTC 3°
Ncol

Fragmento #2 de 250pb: incluye desde el codén de inicio de la proteina FLOR1 (ATG)
hasta. e incluyendo, la sefial de unién a nucledtidos. asi como la seflal a reticulo
endopldsmico, se agregaron las secuencias de EcoRI en el oligo FASF (“forward™)y Ncol
en el FA7R (“reverse™).
oligonucledtidos: EcoR1

FASF: 5’ GGAATTCATGAGGCTCTTTGTTCATCTC 3°

FA7R: 5"GTACCCATGGAGATCTGACCGGAGACTTC 3°

Ncol

Construccién #3 de 575pb: Debido a que la secuencia del gen FLOR! contiene un sitio
interno de restriccién Sacl en el nucleétido 411 se decidié amplificar el fragmento desde
ahi, excluyendo una parte anterior de la regién rica en leucinas, e incluyendo hasta el codén

de término. mas las secuencia de BamHI en el oligo FA9R (reverse).

27

'.‘ §im



oligonuclestidos:  Sacl
* -~ FA10F: 5GGGAGCTCACCCGCCTCACG 3°
'FA9R: 5'CGGGATCCTTAGCAAGCCTTTAGAGGAGT 3°
BamHI

Cor\is:trucciénv#4 de 210pb: desde el codén de inicio (ATG) incluyendo la regién del
péptidb_seﬁal a membrana y la de reticulo endopldsmatico con las secuencias £coRI en el

. oligo FAk‘SFI (“forward™) y Ncol en el FA8SR (“reverse™).

oifgonhcleétidos: EcoRl1
o FASF: 5°GGAATTCATGAGGCTCTTTGTTCATCTC 3°
FASR: 5°GTACCCATGGAGGTAACGCGATTAGTG 3°
Ncol

Como control de la transformacién se utilizo la secuencia (cassette) que incluye desde la
diana EcoRI hasta BamHI del vector pGFP-MRCp que después se  insertd en el vector
binario pBIN-mGFP5-ER.

Una vez sintctizados los oligos (FASF, FA6R, FA7R, FABR. FAIOF y FA9R), estos se
utilizaron para amplificar los fragmentos 1. 2, 3 y 4. mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando un termociclador Perkin Elmer 9600. La reaccidon se hizo con
un volumen tinal de 50ul (Apér‘xdicc II) con el siguiente programa: 3" de desnaturalizacién
a 94°C, seguido por 35 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacién a 94°C, 20 segundos de
alineamiento a 47°C y 1.5 minutos de extension a 72°C, seguidos por una extension final
de 5 minutos a 72°C. La amplificacién de los cuatro fragmentos se comprobd por
electroforesis en geles de agarosa al 1% utilizando los marcadores moleculares de 100pb y
AHind 111.



Clonacién de los fragmentos en el vector pGFP-MRCp vy formacién _de las
secuencias quiméricas (cassette).

Clonacién de los fragmentos en el vector pPGEMTeasy (PROMEGA) vy extruccion de DNA.

Ya verificada la amplificacion de los fragmentos por electroforesis, cada uno de estos se
clondé (Apéndice I) en el vector pGEMTeasy (PROMEGA; Apéndice II) con ¢l fin de
obtener cada fragmento para asi poder comprobar su secuencia. y una vez que se obtuviera
la secuencia idéntica de cada fragmento al correspondiente de FLOR! poderlo manipular
integrandolo a los vectores pGFP-MRCp y luego al vector pBIN-mGFPS5-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 clonacién multiple que incluye varios sitios de
restriccion, y contiene una sccuencia de resistencia a ampicilina para la selecciéon de 1a cepa
transformante. Otra caracteristica de este vector es que cuenta con dos promotores de la
RNA polimerasa flanqueando al sitio de clonacion multiple dentro de la regién codificante
al peptido-a¢ de la enzima B-galactosidasa (lacZ). Esto permite que cualquier insercién de
otro gen en la region del péptido-a produzca una activacion por insercion y asi permitir que
las clonas recombinantes se identifiquen inmediatamente por el color blanco de las colonias
bacterianas. Las colonias no recombinantes seran de un color azul debido a la expresién del
gen lacZ que es inducido por la accién del IPTG (isopropiltiogalactosido; 0.1M) y el X-Gal
(5-bromo-4-cloro-3indol-B-D-galactopiranosido; 50mg/ml) (Sambrook er al, 1987;

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

Una vez ligados cada uno de los fragmentos al vector, se transformaron a la cepa TOP 10
de Escherichia coli por choque térmico (Apéndice II) y se incubaron durante hora y media
a 250rpm en medio LB con carbenicilina (100pg/ul). Las transformaciones se plaquearon
en cajas de petri con medio LB mas carbenicilina (100ug/pul) IPTG y X-Gal y se incubaron
durante toda la noche a 37°C. De cada transformacién se escogieron 10-20 colonias blancas
(recombinantes) y se inocularon en tubos de cultivo (miniprep) con medio LB mas

carbenicilina (100pg/ul) durante toda la noche a 37°C y 250 rpm.




‘De los cultivos de las colonias transformantes se extrajo ¢l DNA plasmidico usando la
técnica de boiling miniprep (Apéndice II). Luego se digirié con la enzima EcoR/ (sitio
incluido en el sitio multiple de clonacién del vector pGEMTeasy y ausente en los
fragmentos a clonar) para aislar los fragmentos #1, #2, #3 y #4 y comprobar por
electroforesis el tamario aproximado de los fragmentos.

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

las cuatro construcciones.

Clonacidn de los fragmentos en el vector pGFP-MRCp (Rodriguez C. et al, 1999).

Para clonar los fragmentos amplificados y corroborados por secuenciacion, en el vector
pGFP-MRCp (Rodriguez C. et al, 1999, Apéndice vectores). éste se linearizé con las dianas
respectivas dependiendo de si se queria introducir los fragmentos a la region N-terminal
(EcoRI y Ncol) o C-terminal (Sacl y BamHIl) con respecto a la secuencia de GFP (ver
figura disefio de construcciones). A su vez, cada uno de los fragmentos fue aislado de
pGEMTeasy utilizando las mismas enzimas, EcoRIl y Ncol para los fragmentos #1, #2 y #4
y Sacl y BamHI para el fragmento #3. Esto permitio clonar de manera 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 incluian al fragmento correspondiente mas la secuencia de
la GFP del plismido pGFP-MRCp. Las secucncias quiméricas #1::GFP, #2::GFP y
#4::GFP se aislaron utilizando las dianas EcoRl y Sacl (Apéndice II), mientras que la
secuencia GFP::#3 se aislé utilizando Ncol y BamHl (Apéndice protocolos).
Posteriormente. se aislaron con las dianas EcoRIl y BamHI las fusiones quiméricas de
FLORI1::GFP (#1::GFP, #2::GFP, #3::GFP y #4::GFP) del vector pGFP-MRCp (Rodriguez,
et al, 1999) para poder insertarlos en el vector pBIN-mGFPS-ER al que previamente se le
habia quitado la secuencia mGFP5-ER. El cassette intacto del vector pGFP-MRCp que se

utilizé6 como control se aislé con las dianas EcoRl y BamHI
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750 975 720 550 pb

H16 H2 6 W4
4
Xhol T Xhol Xbal
p358 sGFP relleno —I—J-Fn:l
EcoRl BamHl
Ncol Sacl

Figura 5. Disefio de la construccion #1, #2, #4 unidas a la parte anterior del extremo N-terminal de la
secuencia de GFP del vector pPGFP-MRCp.

750 . 150 720 575 pb
XhT Xhol Xbal
p35S | [ (vl sSGFP [ | s [ term|
Ecolll | BamHil
Ncol Saci

Figura 6, Diseflo de la construccién #3 unida a la parte posterior C-terminal de 1a secuencia GFP del
vector pGFP-MRCp.



Clonacion de las secuencias_quiméricas FLORI1::GFP_en el vector binario Ti de .
tumefaciens pBIN-mGFPS-ER.

Para clonar las secuencias quiméricas FLOR1::GFP (provenientes del vector pGFP-MRCp)
en un vector binario Ti de A. rumefaciens, utilizamos el vector pBIN-mGFP5-ER (Apéndice
I). No nos interesaba conservar la secuencia que codifica para la GFP modificada, debiendo
asi remover la secuencin mGFP5-ER del mismo, ya que incluye una seital de localizacién
subcelular especifica al reticulo endopldsmico. Esta se quité digiriendo con .\bal y Sstl
(Apéndice II).

Debido a que el vector y las secuencias quiméricas FLORI1::GFP no contaban con sitios de
restriccion compatibles, fue necesario hacer simétricos (romear) a los extremos del vector
pBIN, asi como a los de las construcciones. Esto se¢ llevd 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 er al. 1989; Old er al. 1994; Apéndice protocolos): con la
cual se quitaron bases en el extremo 3’ y se agregaron bases ¢n el extremo S’ para crear
extremos romos y asi poder ligar las sccuencias quiméricas (FLORI1-GFP) en el vector
pBIN-mGFPS5-ER.

Existen dos maneras para digerir DNA de dos hebras; una de ellas es utilizando enzimas de
restriccion especificas para el reconocimiento de secuencias particulares, pero que
producen un corte asimétrico de bases complementarias en las hebras. permitiendo asi la
ligacidon de las mismas por complementariedad de bases. Estas enzimas producen extremos
cohesivos ya que hidrolizan el esqueleto de aztcar-fosfato generando un extremo 5° con un
fosfato y un extremo 3°con un OH (Sambrook er al. 1989: Tumer er al, 1997; Old er al,
1994; Apéndice II). Otra manera es producir extremos romos, utilizando enzimas de
restriccion que dejen extremos romos en las hebras. Estas enzimas producen atacan igual al
esqueleto azucar-fosfato. La ligacion de extremos simétricos. (romos) se puede dar
espontineamente debido a que solo depende de la cercania de los extremos de las
secuencias, por lo que generalmente sé desfosforilan los extremos 5° del vector con cortes

simétricos (romos) para evitar la recircularizacién de las hebras. La ligacién de fragmentos
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de DNA con extremos no complementarios se puede llevar acabo llenando los huecos en ¢l
extremo 5° o utilizando la enzima Klenow. produciendo asi extremos simétricos, romos
(Sambrook, 1989; Turner, 1997; Old, 1994),

Una vez ligadas las diferentes secuencias FLORI1-GFP al vector binario (romeado y
destfosforilado), fusionadas al promotor 35S CaMV (figura 5 y 6) se determind la
direccionalidad de las secuencias quiméricas (insercién) con respecto al vector, debido a
que al haber clonado utilizando extremos simétricos existia la posibilidad de que las
construcciones #1::GFP, #2::GFP, #3::GFP y #4::GFP se insertaran contrario al de la
lectura del gen (antisentido). La direccionalidad de las secuencias FLORI1::GFP se
comprobo mediante PCR utilizando combinaciones de uno de los oligos originales con los
que se amplificé cada fragmento inicial de FLORI1, con uno de los dos oligos: ¢l 35S-5°
anclado en el promotor 35S de CaMV o ¢l NOS-3° anclado en la secuencia NOS de
término presentes ambos en el vector binario. Se utilizaron todas las combinaciones para

corroborar la direccionalidad en cada caso.

Ncol Sacl
EcoRl BamHl1

mwm‘ H (KAN) m CaMV 388 Pro _E sGFP NOSTer

Pst/ Sph/ Hindll/ Pst/ Xbal Sst/ EcoRI

Sph/ BamH/

[NJ Construcciones: #1:GFP, 6, #2::GFP 6, #4:GFP. ] Construccion GFP:: #3.

Figura 7. Disefio de las construcciones quiméricas #1::GFP, 6, #2::GFP 6, #4::GFP unidas a la parte N-
terminal del vector p pBIN-mGFPS-ER. Construccién GFP:: #3 unida a la parte C-terminal del vector
p pBIN-mGFPS-ER.
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Las clonas positivas (entiéndase positivas por aquellas donde la amplificacién de PCR nos
comprobd la orientacién en sentido de las construcciones con respecto al resto del vector),

se eligieron para transformar la bacteria A rumefasciens.

Aquellas clonas en E.coli que dieron un producto de amplificacion de tamaio esperado, que
nos indicaba la orientacién sentido de nuestras construcciones en ¢l vector binario, se
utilizaron para transformar la bacteria A rumefasciens. De las amplificaciones positivas se
tomaron reacciones independientes de cada construccidon quimérica (fragmento-GFP en
pBIN) mas el control, con las cuales se transformé a la cepa de Agrobacterium AGLO por
electroporacion (BIO-RAD Gene-Pulser; II). Después de realizar la electroporacién, las
cepas transformadas se plaquearon en cajas de LB con Kanamicina (50pg/pl) y se

incubaron por dos dias a 30°C.

Transformacién __de las construcciones quiméricas  FLORI1-GFP __en

Arabidopsis thaliana.

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

erecta (Ler), crecidas en cdmaras ambientales REVCO a 24° C  y en luz continua. La
transformacion en A.thaliana se realizé mediante infiltracién (Apéndice protocolos). Una
vez transformadas las plantas se mantuvieron en la cimara ambiental a 20°C hasta que las
vainas maduraron y se embolsaron para colectar las semillas (T1) y asi poder llevar a cabo
el andlisis de segregacién en la segunda generacion (Figura 8) y obtener lineas homécigas

(puras), para la insercién con que se transformaron las plantas en la tercera generacién (T3).
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Anadlisis de segregacion (Figura 8)'.

La transformacién de 4. rhaliana mediante infiltracién se basa en el principio de que la
bacteria transformada con el gen de la construccién (proteina quimérica) penetra a las
células meristemdticas y es ahi donde ésta introduce el plasmido al genoma de la planta,
esta se desarrolla normalmente produciendo flores que dan lugar a algunas semillas
transformantes heterécigas (V+, T1). Las semillas heterocigas T1 (v/+), para el gen
transformante, se seleccionaron con kanamicina (50ug/upl), debido que la construccion
transformada incluye un gen de resistencia a kanamicina (conferida por el vector binario-
Ti). La semillas T1 se sembraron en cajas de petri con medio MS con kanamicina (50pg/pl)
(Apéndice de 1I). Cuando las semillas germinaron se observaron dos fenotipos muy claros,
las plantulas susceptibles a la kanamicina eran albinas. no poseian coloracién y no se
desarrollaban mas alla de los cotiledones; y las plantulas resistentes a kanamicina tenian un
aspecto normal, es decir, verdes y con la posibilidad de presentar formacién de hojas de
roseta en la caja de petri. El que la mayoria de las plantas hayan sido susceptibles al
antibidtico indica que carecian del inserto, asi de esta manera, pudimos desechar las

pldntulas homocigas wt (+/+).

Las plantulas transformantes selcccionadas (todas v+, “t” se refiere al fragmento
transformante) de la generacién T1 se transplantaron a suelo (Metromix 200) y se crecieron
en camaras ambientales REVCO a 24° C con luz continua. Una vez ocurrida la antesis y la
maduracion de las semillas, se repitié el proceso de seleccion de las semillas para obtener la
siguiente generacion de semillas (T2). Para ello se seleccionaron las semillas T2 e¢n placas
con kanamicina (50ug/pl. En aquellos casos en que hubiese un solo inserto “t” en el
genoma de la planta, se esperaba la siguiente segregacién: 1/2 de las semillas heterdcigas
para el gen transformante (t/+), 1/4 homocigotas transformantes (/t) y 1/4 del genotipo
silvestre o wild type (+/+), es decir, se esperaba una segregacion fenotipica 3:1, 3 plantas

' El analisis de segregacion en T2 y el seguimiento de las lineas a T1,T2,T3 de las plantas transformadas fue
realizado por la Dra, Francisca Acevedo con la ayuda de la Dra Alicia Gamboa de Buen del Laboratorio de
Genética Molecular y Evolucion del Instituto de Ecologia de la UNAM.
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resistentes a kanamicina por cada planta susceptible. Al igual que con la generacién
anterior, . se seleccionaron las plintulas resistentes a kanamicina y por lo tanto,
transformantes, y se eligieron aquellas lineas que a través de su segregacion en kanamicina,
indicaran el contener un solo inserto. Posteriormente se sembraron las plantulas (U+ y vt)
.para cada construcciéon en tierra. Una vez ocurrida la antesis y que las semillas T3
maduraran se seleccionaron con ¢l mismo procedimiento. Las plantas homécigas T3 (Vt)
para cada construccion produjeron ¢l 100% de sus semillas resistentes a kanamicina en T3.
Las lineas homocigas seleccionadas en T3 corresponden a las lincas FLORI1-GFP

estudiadas en el confocal.
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Figura 8. Procedimiento de Seleccion para obtener Plantas Transgénicas Estables. .

Transformacion de 4.thaliana Plaqueo de semillas T1 en medio MS con kanamicina (50pg/u).
mediante infiltracién, Colecta de las semillas transformantes (t/+).
\ (las plantulas silvestres (+/+) de la generacién T1 se desechan)
_

Incubacidn en cdmaras ambientales
REVCOa24°C y en luz continua.

Aquellas lineas T2 que hayan segregado 3:1 en la placa petri, es decir,
dando a entender que solo indican un evento de transformacion
correspondiente a un solo inserto en el genoma de la planta, darén semillas
(T3) que se pondrdn en placas de petri a crecer en medio Ms con
kanamicina para seleccionar.

Aquellos casos en que ¢l 100% de las semillas T3 provenientes de una
linea T2 sean resistentes a kanamicina apuntan a que la linea T2 era
homéciga para el inserto, es decir, U1 Estas nuevamente se pasan a tierra,
se les deja crecer y dar semilla,

Esta cs la semilla T3 con la que se trabaja de aqui en adelante para los
estudios

'

Transplante de las plantulas heterécigas
(U+) T1 (resistentes a kanamicina) en suelo.
Plantula albina wild type (+/+). Incubacién
de  plantas T} en cAmaras ambientales
REVCO a 24°C y en luz continua, hasta su
autofertilizacién Colecta de semillas T2.

Plaqueo en cajas de peiri en Ms con Kanamicina (S0pg/jl)
de semillas T2. Las lineas que tengan un solo inserto de la
construccion transformante deben segregar: 4 homécigas
(V1), ¥ homécigas wt (+/+), ¥ heterécigas(t/+). Es decir,
en una relacién 3:1.



Localizacién subcelular de la proteina rica en leucina codificada por el gen

FLOR-1

Una vez obtenidas las plantas homdcigas T3, se observé la expresion de las construcciones
en distintos tejidos utilizando plantas homoécigas T3 y heterécigas T2. Las plantas se
removieron del agar y de la tierra, se disectaron los 6rganos y en algunos casos se monté la
plintula completa en agua sobre un portaobjetos para microscopia. Las imdgenes se
obtuvieron utilizando un microscopio confocal (BIO-RAD MRC-600) con un laser de
Kripton-Argén. equipado con un microscopio de epifluorescencia Zeiss (Axioskop) con
lentes oculares de inmersion en agua 63X W Korr, N.A. 1.2, W.D. 0.25nm. Para visualizar
la expresion del gen reportero (GFP) el laser exito al fluoroforo de la GFP a 488 nm y a 568
am a la clorofila.? )

Las imdgenes se analizaron con ¢l programa Confocal Assistant. Version 4.02.

* Microscopio facilitado por el Laboratorio de Microscopia del Instituto de Biotecnologfa de la UNAM, con la
ayuda técnica de la Dra. Xochitl Alvarado.
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Procedimiento general para la formacion de las construcciones quiméricas
FLORI1-GFP en Arabidopsis thaliana, y localizacién subcelular en planta.
1.-Diseilo de las cuatro construcciones 1, 2, 3 y 4.
2.-Diseilo de oligonucleétidos.
3.-Amplificacion de los fragmentos por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
4.-Clonacién de los fragmentos en el vector pGEMTeasy.
5.-Comprobacién de fragmentos por: a) Digestion b) Secuenciacién.
6.-Clonacién en el vector pPGFP-MRCp.
a) Linearizacién del vector con las dianas EcoRl y Ncol para cada una de las
construcciones #1, #2 y #4 y Sacl y BamHI para la #3.
b) Digestion de pGEMTeasy + fragmento con las dianas EcoRI y BamHI para liberar
al fragmento.
c) Clonacion de los fragmentos con las dianas especificas en ¢l vector pGFP-MRCp.
7.-Digestion del vector pGFP-MRCp para aislar los cassetes FLORI-GFP con las dianas
EcoRI y Sacl para las construcciones #1, #2 y #4 y Ncol y BamHI para la #3.
8.- Clonacioén de los cassetes FLORI-GFP en ¢l vector binario pBIN .
a) Linearizacion del vector pBIN-mGFP5-ER con las dianas Xbal y Sstl.
b) Romeo del vector y de los fragmentos con Klenow.
c) Desfosforilacion.
d) Ligacion en el vector binario (romeado y desfostorilado) de las diferentes
construcciones quiméricas FLORI-GFP.
9.-PCRs para comprobar la inserciéon y la direccionalidad de los cassettes en el vector
binario, utilizando combinaciones de oligos especificos de la region del promotor 35S-5°, y
de la regién terminal NOS-3°, con los oligos de los diferentes fragmentos para cada
construccion.
10.-Transformacién de las construcciones quiméricas FLORI-GFP en la cepa de
Agrobacterium AGLO por electroporacion.
11.-Transformacién por infiltracién en Arabidopsis thaliana.
12.-Seleccidn por resistencia a Kanamicina de transformantes.
13.-Anadlisis de segregacién.

14.-Localizaciéon subcelular de la proteina.




Resultados

Diseilo, clonacién y transformacion de las construcciones pBIN-FLOR1-GFP,

Una vez disefiadas las construcciones y los oligos se amplificaron los fragmentos por PCR

y se obtuvieron los tamaitos esperados (Tabla 3 y Figura 9).

Tabla 3. Tamafio esperado para las amplificaciones de las construcciones realizadas

Fragmento

Tamailo (pb)

#1 incluye el gen completo de FLOR-1. Fusionado a la
region N-terminal del vector pGFP-MRCp (fusionado en
fase al ATG de inicio de la secuencia que codifica para
GFP)*.

975pb

#2 desde ATG hasta, la sefial de unién a nucledtidos, asi
como la sefial a reticulo endopldsmico. Fusionado a la regién

N-terminal *(idem).

250pb

#3 regién rica en leucinas de la proteina. Fusionada a la

region C-terminal.

575pb

#4 desde ATG hasta la region del péptido seiial a membrana
y la de reticulo endoplasmatico, unido a la N-terminal

*(idem).

210pb

et
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construceion #2 1
4! construccién #3

construccion #4 1

;

construccién #1

Figura 9. Esquemn de las cuatro construcciones dentro del gen de FLORI.

Ya comprobadas las amplificaciones por migracion en geles de agarosa al 1%, los
fragmentos sc clonaron individualmente en el vector pGEMTeasy. La clonacién de los
fragmentos se corrobord por digestion (Figura 10) y posteriormente la fidelidad de la
amplificacion por PCR se comprobd secucnciando al menos 2 clonas positivas de cada
fragmento.

1 2 3 4 5

1500pb

Fig 10. Corrimiento de los fragmentos. Electroforésis en gel de agarosa al 1% de las amplificaciones para
or generados por PCR. Carril 1: amplificacion del fragmento #1 de 975
pb. carril 2: amplificacién del fragmento #2 de 250pb, carril 3: amplificacion del fragmento #3 de 575pb,
carril 4: amplificacién del fragmento #4 de 210 pb y carril 5: marcador 100pb.

verificar el de los fr
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Ya linearizado el vector pGFP-MRCp con las dianas especificas: EcoR/ y Ncol para el
extremo N-terminal y Sacl y BamH]/ para ¢l extremo C-terminal se ligaron (figura 5y 6) los
fragmentos de FLOR1 amplificados por PCR y corroborados con las mismas dianas; tres de
ellos (# 1, #2, y #4) se clonaron en la parte 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::FLOR1-C (#3::GFP) para el fragmento #3 asi como las quimeras N-
FLORI1::GFP (#1::GFP, #2::GFP y #4::GFP) para los fragmentos # 1, #2, y #4 en el vector
pGFP-MRCp (Figura 5 y 6).

Con las dianas Ncol y BamHI se aislé la secuencia GFP::FLOR1-C del vector pGFP-MRCp
correspondiente a la secuencia quimérica que incluye a la secuencia de la GFP mas el
fragmento #3; mientras que con las enzimas EcoR[I y Sacl sc aislaron las secuencias N-
FLOR1::GFP, correspondientes a los quimeras que incluyen individualmente a los
fragmentos #1, #2 y #4 mas la secuencia de la GFP .

Una vez romeadas y desfosforiladas las secuencias N-FLORI1::GFP y GFP:FLORI1-C
provenientes del vector pGFP-MRCp (Rodrigucz C, 1999); se removié del vector binario
pBIN-mGFP-ER (Haseloff et al. 1998) la secuencia del gen reportero (mGFP-ER) ademas
de que no nos era util para linearizarto. Se prepard 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 habian aislado del vector

pGFP-MRCp) en este vector.

La direccionalidad de las clonas se comprobé mediante PCR utilizando combinaciones
especificas de oligos de cada fragmento con oligos de la region del promotor §°-35S y
NOS-3° terminal del vector pBIN-mGFP5-ER (Hasecloff, 1998). De las alicuotas del
tratamiento sin desfosforilar se obtuvieron un mayor nimero de clonas positivas, es decir.

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

Las amplificaciones positivas asi como ¢l control se transformaron por electroporacién en
A. tumefaciens. A diferencia de las transformaciones de la construcciéon GFP::FLORI1-C,

donde nunca se obtuvo un crecimiento razonable de A.rumefasciens. después de 48 horas
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"’Seb ‘obtuvieron colonias de las bacterias transformadas con las construcciones N-
: fi-"LJORl::GFP. al igual que con el control. La inexistencia de colonias de la construccién
" GFP::FLOR1-C pudo deberse a que esta construccién (correspondicnte a la gran mayoria
de la parte rica en leucinas de la proteina FLORI1) haya resultado téxica impidiendo el
desarrollo de las bacterias que nunca mostraron colonias después de varios dias en la
incubadora. Estas colonias también las utilizamos para transformar pues el que éstas hayan
crecido nos indicé que contenian el gen de la resistencia que se encontraba en la
construccién y por lo tanto si fueron transformadas. Una vez identificadas las colonias
transformantes se prepararon los cultivos segun el protocolo de infiltracion y se transformé

a A.thaliana por infiltracion (Apéndice II).

Aniilisis de segrepacién®,

Una vez que las vainas de las plantas habian madurado. se embolsaron las plantas y se
colectaron las semillas, de las cuales se iban a obtener semillas transformantes heterScigas
(t/+, T1). Las semillas transformantes. se esterilizaron y se sembraron en placas de medio
MS con kanamicina (50pug/pl) para iniciar el andlisis de segregacion (Figura 8) sembrando

las semillas en cajas de petri en medio de seleccion.

Al llevar acabo la seleccion, ninguna de las plantas que se transformaron con el control y la
construccién #2 llegaron a producir semillas transformantes (t/+). lo que quiere decir que
no hubo eventos de transformacién. La transformacion con estas construcciones se repitio.
sin éxito. Mientras que las plantas que se transformaron con las construcciones #1 y #4
produjeron semillas con una baja eficiencia de transtormaciéon en la T1. es decir, semillas
que contuvieran el genotipo heterocigo (V/+) para cualquiera de estas construcciones.
Posteriormente se continud con la seleccién de las plantas hasta obtener lineas puras (Vt)
en la generacién T3 que produjeron el 100% de sus semillas resistentes a kanamicina.

Finalmente se obtuvieron varias lineas homdcigas para las construcciones N-FLORI1::GFP;

3 El andlisis de segregacién en T2 y el seguimiento de las lineas a T1,T2,T3 de las plantas transformadas fue
realizado por la Dra. Francisca Acevedo con la ayuda de la Dra. Alicia Gamboa de Buen del Laboratorio de
Genética Molecular y Evolucién del Instituto de Ecologia de la UNAM.
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para la construccién #1 que incluye a la secuencia de la proteina FLORI! completa se

obtuvieron 43 lineas y 23 lineas para la construccién #4.

Andlisis de la expresién del gen FLOR-1_in vivo en A. thaliana.

Localizacidn subcelular de las proteinas quiméricas 35S::N-FLOR1::GFP, construcciones
#1 v #4 en plantas transgénicas.

Para conocer la localizacién subcelular de la proteina FLORI1 en A.rhaliana, se estudié la
distribucién de esta proteina fusionada en fase a la proteina GFP bajo el efecto del
promotor CaMV35S (virus del mosaico de la coliflor) en plantas transgénicas de A.
thaliana Se obtuvo expresion constitutiva de las proteinas quiméricas dentro de las células
de los tejidos de toda la planta. El analisis se llevé a cabo en los tejidos del carpelo

(estigma, estilo, ovario, valvas) (Figura 11 y 12), estambre, raiz y cotiledén (Figura 13).

La localizacion subcelular de las proteinas quiméricas en las células de las plantas
transformantes de A.rhaliana fue intracelular. En la mayoria de los tejidos observados las
‘proteinas se encontraron dispersas en el citoplasma carpelo. raiz y cotiledoén, asi como
dentro y fuera del nicleo celular: ovario y raiz respectivamente. En algunos casos las
proteinas se encontraron compartamentalizadas en lo que podrian ser organelos
subcelulares de forma ovoide (Figura 13D). Durante las observaciones v la captura de las
imagenes fue evidente el flujo (movimiento) de los organelos asi como el del citoplasma en

las células vegetales in vivo.

Expresién dé las proteinas quiméricas 35S::N-FLORI!::GFP, construcciones #1 v #4 en

d.thaliana.

Analizando los cortes opticos de los tejidos que conforman al gineceo de A.rhaliana, en la
parte superior del carpelo (estigma y estilo) la expresion de la proteina quimérica #1 se
registré en las células de la papila estigmadtica y solo en algunos estomas del estilo (Figura

11A). Aunque la construccién #4 no mostré expresion alguna en el estigma (Figura 12A),
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la fluorescencia que se observé fue homogénea desde el estilo has ... Figura 12A y
).

Particularmente en la epidermis del estilo de las plantas transformadas construccién
#1 algunos de los estomas expresaron la proteina en los nicleos de las ¢¢. . guarda y en
su periferia (Figura 11A). No se registré6 ninguna fluorescencia en ¢l replum para esta
construcciéon (#1) mientras que la expresién en las plantas transformadas con la
construccién #4 fue similar en todo el carpelo, desde el estilo hasta la base del ovario
(ginoforo) (Figura 12 A, By C).

La localizacién subcelular de las proteinas 35S::N-FLOR1-GFP presenté un patrén muy
similar en las células del ovario (valvas y replum). La proteina codificada por la
construccion #1 se encontré principalmente en la periferia y en el nucleo de la mayoria de
las células de la epidermis (abaxial) de las valvas; asi como ¢n las capas de los tejidos
subsecuentes. Estas fueron ficiles de distinguir ya que la coleccidén de imagenes digitales
nos permitid observar con mayor detalle la localizacion subcelular de las quimeras en las
distintas capas celulares del ovario. En las plantas transformadas con la construccion #4 el
citoplasma presenté una seflal de mayor intensidad que ¢l nucleo de las células del gineceo
de las plantas transformadas con la construccion #1.

Especificamente en las valvas de las plantas transformadas con la construccién #1, la
fluorescencia se observé con mayor intensidad en ¢! nicleo aunque en muchas de las

células mostraron también compartamentalizacion nuclear.
En los estambres, la fluorescencia de las plantas transgénicas fue de mayor intensidad que

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

autofluorescencia no se tomaron en cuenta los analisis de estas estructuras.
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Figura 1 LENpre

ion cn ¢l Gineceo de Phintulas transformadas con 388:N-FLORI-GFP (construccion
#1). Coleccion de imapenes del gineceo de una plantuty de estadio 10-12 de d.thaliana. En las dos imagenes
seobserva que 1a eapresion de L proteina es unitorme en tado el wiido de la epidermis del ovario.(A) La
expresian de la proteina se localiza en I periterin celular de lus células de la epidermis de Jas valvas del
carpelo. micntras que [ intensidad de {a expresion es de mayor intensidad en los nicleos de tas mismas
celulas. Ln la parte superior del carpelo hay poca senal en ¢l estilo mientras que la papila estigmatica muestra
una expresion uniforme en todas las células (fusion de 32 cortes). (B) Parte media del ovario en donde ta
distribucion de fa GFP es principalmente nuclear, ¥ rodeando algunas células. El que lis valvas estén abiertas
permite distinguir que a sefial s¢ encuentra en el replum, la placenta y et dvulo (fusion de 38 cortes).

t Abreviaturas: V. Ntcleo. 3. Valva, £S. Papila Estigmatica, Ov, Ovulo, P, Placenta, Es. Estomas).



Figura 12. Expresién em ¢l Gi Pté las tr e des con 35S::N-FLORI-GFP (construccién

#4). Las siguicntes imigenes se tomaron de una pl dulta de A.thal, transfonmada con la construccién
# 4. (A) y (B) En estas im4 se la col ién de 35 cortes longitudinales de la parte superior del
carpelo de una planta adulta. La expresion de la proteina quimérica se restringe dentro de la célula,
especifi ite en el citopl y en el nicleo de la mayoria de las células, la localizacis beetular de la
proteina es semejante en el estilo y el ovario. (B) Acercamiento de las valvas, el replum (Ovario) y ¢l estilo,
la fluorescencia se observa en el nicleo de al dluk pitcliales, asi como delimitando la superficie
celular. (C) Fusién de 42 cortes longitudinales de la parte media del ovario. (D) Corte 6ptico en células del
estilo, la localizacién intr lular de la p ina se observa claramente dentro de la célula, especificamente en
niicleo y parece estar compar lizada dentro del citopl

(Abreviaturas; V, Valva, PS, Papila Estigmatica, Es, Estilo, Ov, Ovulo, P1, Placenta, Nu, Nicleo).
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En cuanto a las otras estructuras vegetales, las dos protefnas quiméricas mostraron una
regionalizacién en toda la periferia celular, asi como una clara localizacién nuclear en las
células de la cpidermis de los cotiledones. A diferencia de los estomas de las estructuras
superiores la localizacién subcelular de las proteinas se concentré en la region perinuclear

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

En algunos tejidos como meristemo, cotileddn y ovario. la acumulacién de las proteinas
dentro del citoplasma se encontré compartamentalizada en unos posibles organelos en
forma de diatomea (Figura 13B y D), mientras que en otras células muy vacuoladas la
forma del citoplasma aparecia como una delgada capa entre las membranas de la ¢élula y la

vacuola.

La localizacién subcelular de las proteinas quiméricas 35S::N-FLORI1::GFP #1 y #4 cn la
raiz, nos permitié observar claramente la disposicion celular en las diferentes capas del
tejido radicular, asi como ¢l plano de division celular en el cortex y la endodermis. En los
tejidos de este S6rgano las proteinas se encontraron compartamentalizadas dentro del
citoplasma de varias formas en la misma célula (burbujas. cilindros). pero sicmpre
excluyendo al nicleo y a veces la fluorescencia parecia estar rodeando al nucleo celular

(perinuclear) (Figura 13 C y D).
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Figura 13. Expresién de ias construcciones 355::N-FLOR1-GFP (#1 y #4) en Cotilcdéa y la Raiz.

(A) Corte longitudinal del cotiledén de una pl transformada con la construccién #1 en donde sc observa
clar la localizacié beelular de 1a proteina. En esta imagen se a la protcina i lular en el
citopl y en el nucleo de 1a células de la epidermis del cotiledon, asi como en la periferia de la misma. (B)
Aumento de la imagen anterior. Aqui se que la pr ina no esta h gén distribuida dentro
del nucleo celular (célula de epidermis), ademds se ve a la proteina rod do al niiclco y a las células guard:
del estoma. (C) Corte longitudinal de rajz. Expresion de la protcina quindrica en la pl transgéni

35S5::N-FLOR1-GFP donde se mucsira ¢l patrén de expresion de 1a construccidon #1. (D) Corte longitudinal de
la parte media de la raizz. Aqui sc¢ ve a la proteina dentro de las células de la punta de la raiz
compartamentalizada en unos organelos y en la regiéon perinuclear dentro del citoplasma.

(Abreviaturas; N, Niicleo, CG, Células guarda, PS, Papila Estigmatica, Ov, Ovulo, P, Placenta, Es, Estomas).




Control.

13y 33SaN-TVLORI-GEP (construccion #4), parte apical del carpelo. Control.

Figura 14 . Controles. A) Control de la construccion #1 en el panel derecho y B) Control

de la construccion #4 en ¢l pancl derecho.
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Discusiéon

Los factores de transcripciéon se han descrito como proteinas modulares que contienen una
variedad de dominios de unién al DNA, activacion, represion e interaccién con otras pro
teinas (Schwechheimer er al, 1998). Estos funcionan como centros de la integracion de
seiiales, las cuales pueden ser adquiridas por diferentes vias de sefalizacion celular (extra o
intracelular). El conocer como se llevan acabo y como se regulan estas vias de seflalizacion
celular es de suma importancia en el estudio del desarrollo vegetal (Doebley and Lukens,
1998).

Se ha comprobado que dos proteinas que no pertenecen a la familia MADS interactian in
vitro con AGAMOUS. Estas proteinas son una proteina fosfatasa de 29kDa (VSP1). la cual
ya habia sido descrita con el nombre “vegetative storage protein™ (VSP1. GenBank nimero
de acceso AB006777) y otra rica en leucinas de 36kDa a la cual se le denominé FLORI
(GenBank ntmero de acceso AC069472) (Gamboa er al, 2001).

Las proteinas 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 localizacién celular de FLORI1 es de gran importancia.

FLORT1 es una proteina nueva y en el laboratorio se ha demostrado que la expresion del gen
que codifica para esta proteina es cspecifica de los meristemos de inflorescencia y tloral
(Gamboa et al, 2001), asi como de estambres y carpelos (Acevedo ef al. enviado). También
se demostré in vitro que existe. un complejo formado por las proteinas VSP1, FLORI1 y
AGAMOUS, que hay una interaccién directa entre el VSP1-FLOR1 con AGAMOUS y
ademas una interaccién in vitro entre FLOR1 y AGAMOUS (Gamboa er al, 2001). Estos
resultados aunados a que a nivel celular la expresién de FLORI1 coincide espacio-
temporalmente con los patrones de expresion de AGAMOUS (Acevedo ef al, enviado),
sugieren que la proteina rica en leucina FLORI es una proteina que pudiera estar
involucrada en un sistema de transduccién de seilales con el factor de transcripcién
AGAMOUS (Gamboa et al. 2001). De ser asi FLOR1 seria la primera proteina del tipo no-
MADS reportada como interactor de proteinas MADS. Hasta ahora sélo se han identificado
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a las protefnas con dominio MADS como proteinas que interactian con las proteinas
MADS (Hua-Ying, er al, 1997; Yong-Hwan ¢r al, 1999). Por lo tanto, su caracterizacién es
de suma importancia ya que puede convertirse en una herramicnta til para entender como
se integran las sefiales de los factores de transcripcién entre las células durante el desarrollo

floral.

Para corroborar que FLOR1 y AGAMOUS pueden interactuar in vivo, era imprescindible
que coincidieran tanto en tiempo como en espacio y ademds que se localizaran en los
mismos compartimentos celulares en algin momento del desarrollo floral. Por ello el
conocer la localizacién subcelular de la proteina rica en leucina utilizando técnicas
moleculares (GFP-Microscopia Confocal) que permitan la visualizacién directa de la

proteina en la planta in vivo fue imprescindible en este proyecto.

Simultdneamente con este trabajo sc llevé acabo la inmunolocalizacion de FLORI con
anticuerpos policlonales, estos datos revelaron que los patrones de expresion de FLORI se
localizaban dentro de las células de los diferentes tejidos observados (Acevedo er al,
enviado). Asf mismo al realizar la localizacion subcelular de la proteina rica en leucina
pudimos probar que FLOR1 y AG coinciden en espacio y tiempo en algunos
compartimentos celulares, ademas de que se corroboraron los datos anteriores utilizando

una metodologia distinta con la que fue posible analizar el tejido in vivo.

La utilizacién de la proteina 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 proteina (GFP) son monitoreados principalmente in vivo, usando técnicas que
daian menos al tejido como la fluorescencia. Con este marcador se pucden seguir las lineas
transgénicas. ademas de que las transformantes se rescatan directamente plantando las
semillas. A diferencia de los marcadores enzimaticos la GFP se puede visualizar con gran
resolucion en tejidos vivos utilizando microscopia confocal, las imdgenes no contienen
artefactos causados por la fijacién o tincién (inmunocitoquimicas B-glucoronidasa). Asi
mismo, durante las observaciones se puede analizar la dindAmica celular in vive tomando en

cuenta que es posible la combinacién de diferentes tipos de fluorocromos. En conjunto
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todas estas caracteristicas hicieron a la proteina verde fluorescente una herramienta ideal en
este proyecto, ademas de que tiene un potencial enorme ¢n el estudio de la biologia celular

y del desarrollo de A. rhaliana y otros organismos modelo (HaselofT, 1999a).

La localizacién subcelular de las diferentes construcciones de FLORI1 en las cuales se
expresé la proteina completa (construccién #1) y gran parte de la regién amino terminal
(construcciéon #4) presentaron un fenotipo muy similar siendo mucho mas fuerte la
expresion en la construccién #4. Esto corrobord nuestra hipétesis inicial ya que la
expresion de la proteina se localizé dentro de las células del gineceo. especificamente
dentro del nucleo y citoplasma de la mayoria de las células de los tejidos analizados. En
estos tejidos también se habia descrito antes la presencia de AGAMOUS. Estos resultados
difieren con lo reportado en la literatura anteriormente, en donde Kajava sefiala que las
proteinas pertenecientes a la subfamilia PS (Plant Specific) con caracteristicas similares a
FLORI1 son proteinas que se encontraban e¢n el espacio extracelular funcionando
posiblemente como receptores celulares (Kajava, 1998). Aunque FLORI1 cuenta con
dominios de aminodcidos hidrofébicos los cuales podrian hallarse en esta zona, parece que
las sefiales de localizacion celular que posee esta proteina en su regién amino terminal
juegan un papel decisivo en la localizacion subcelular de la proteina (Tao er al, 2000). Al
mismo tiempo. las proteinas de esta familia presentan una estructura general que les
confiere la capacidad de interactuar de manera “especifica™ con otras proteinas (Kajava,
1998). esta caracteristica esta dada por la exposicion de las regiones hipervariables de
aminoacidos hidrofilicos: esta especificidad podria ubicar a FLORI como otro tipo de LRR

dentro de la misma familia (PS).

La concentraciéon y actividad de los factores de transcripcion esta regulada a nivel post-
transcripcional (degradaciéon del mRNA. splicing, splicing alternativo etc) y post-
traduccional (unién a un ligando, fosforilacién, desfosforilacion, dimerizacién, interaccién
proteina-proteina) (Calkhoven, 1996; Schwechheimer er al/, 1998). Estudios previos con
LRR y proteinas similares muestran que estas proteinas podrian jugar un papel muy
importante en la regulacion en las modificaciones post-transcripcionales y post-
traduccionales de los factores de transcripcion (Kobe, 1994; 1995).
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La actividad de los factores de transcripcion y en especial la de las proteinas tipo MADS, se
modifica fuertemente por las interacciones con otras proteinas influenciando positiva o
negativamente las caracteristicas de unién, potencial de activacion, localizacién subcelular
(nuclear) o en el trifico a diferentes organelos dentro de la célula. Ejemplo de esto son otras
proteinas tipo MADS, APETALAL y PISTILLATA., en donde estudios in vitro revelan que
es necesaria la interaccién de las dos proteinas como heterodimero para que estas se
transloquen del citoplasma al ntcleo celular y asi iniciar la formacién de pétalos y pistilos
(McGonigle et al, 1996); también se ha reportado que se pueden llegar a unir como
tetrdmeros (Honma and Coto, 2001: Theissen and Saedler, 2001), lo que sugiere que las
actividades de las proteinas MADS estan influenciadas por la interaccién 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 modificando las

caracteristicas de unién de esta u otras proteinas es viable.

Durante las observaciones en ¢l microscopio confocal fue sencillo discernir la arquitectura
de los tejidos intactos y la ultraestructura celular, asi como el arreglo de los diferentes tipos
celulares en las distintas secciones 6pticas de la punta de la raiz y los cotiledones. Por
ejemplo, dentro de las células de la epidermis del cotileddn se encontraban contenidos
algunos cloroplastos, asi como las filas de células pcrii‘éricas (epidermis) de la raiz. Las
células de cotiledéon fueron ficilmente distinguibles debido a que la expresién de la
proteina se encuentra pegada a la membrana y/o pared celular. Por otro lado, los estomas
resaltaron a la vista ya que las células guardas y sus nticleos se encontraron fuertemente
marcadas por la sefial de las proteinas. En el carpelo de las plantas que expresaron la
construccién’  #1, las valvas del ovario presentaron un patrén de expresion
predominantemente nuclear, mostrando estomas bien definidos a lo largo del estilo. En la
papila estigmatica la seilal de la construccion #1 se observé con mayor intensidad que en el
estilo y el estigma. En el ovario propiamente dicho, la seflal de la construccién #4 se
encontré principalmente en el citoplasma aunque algunas células del estilo presentaron

sefial nuclear.
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En las células del meristemo radicular la sefial de la GFP se acumulé fuera del nucleo.
mientras que en ¢l citoplasma resaltaron varios compartimentos endomembranosos de

forma ahusada que se encontraron tanto en cimulos como dispersos.

Debido a que la localizacién subcelular de FLORI1 fue distinta en los tcjidos observados, la
ubicacién de FLORI no parece depender solamente de su secuencia sino que
probablemente depende de seflales particulares o exclusivas de cada tcjido, las cuales
pueden ser generadas por fitoreguladores in situ. Estas seflales seguramente varian
dependiendo del estado de desarrollo de la planta asi como de la localizacion de la sefal
dentro del sistema celular, de esta mancra, FLOR1 podria estar llevando acabo alguna
funcion bioquimica que propicie la formacién de otros complejos protéicos entre AG,
VSPI, otros AGL's 6 con de proteinas cercanamente relacionadas con AG (Fan, er al, 1997;
Alvarcz-Buylla. et al, 2000; Gamboa, ¢r al 2001).

AG. SHATTERPROOF! (SHP1), SHATTERPROOF2 (SHP2) Y AGLI11 se encuentran
dentro de la familia tipo II (Alvarez-Buylla, ¢t al. 2000). son factores de transcripeién tipo
MADS, son proteinas especificas de la flor, también se encuentran en ¢l carpelo (Theissen,
2000) y ademads estas proteinas comparten ¢l decapéptido que se utilizé como sustrato en la
columna de afinidad con la que se aislé a FLORI1. Esto abriria la posibilidad de que FLOR1
pueda interactuar y/o reclutar a alguna de estas proteinas modificando sus propiedades

bioquimicas en algin momento en el desarrollo.
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Conclusiones

En este trabajo demostré que las proteinas quiméricas FLORI-GFP bajo el control del
promotor CaM35S se localizaron intracelularmente en las plantas transgénicas de
A.thaliana, ademas utilizando una metodologia distinta, fué posible analizar el tejido in
vivo, sin ningin tipo de fijacién, con lo que se reforzaron y corroboraron los datos

obtenidos previamente en el laboratorio.

Aunque FLORI se encontré dentro del citoplasma, su localizaciéon subcelular fue diferente
en los tejidos observados: en el carpelo la seflal se observoé tanto en citoplasma como ¢n el
nicleo de las células del estilo y las valvas. En las células de la epidermis del cotiledén la
fluorescencia se observé en el nicleo y en la membrana citoplasmatica. En la raiz la
expresion fue solamente citoplasmatica y en algunos la proteina se encontrd

compartamentalizada en cuerpos de forma ovoide.

Con la localizacién subcelular de la proteina rica en leucina pudimos probar que FLLOR1 y
AG coinciden en espacio y tiempo en algunos compartimentos celulares. El que FLORI1
interactie con AGAMOUS y otras proteinas de la familia MADS pondria de manifiesto a la

primer interaccion entre proteinas de tipo MADS con proteinas externas a esta familia,

Los resultados que se obtuvieron en esta tesis, asi como los obtenidos en ¢l laboratorio
indican que pudiera existir una interaccioén in vivo entre FLOR1 y AGAMOUS, por lo que
continuar con su caracterizacién es muy importante ya que puede convertirse en una
herramienta til para entender como se integran las sefiales de los factores de transcripcién

entre células durante el proceso de desarrollo.
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Apéndice 1. Protocolosy Medios

Reaccidn klenow

Reaccidn de PCR:
ddH20 Xul (para completar volimen
Buffer 10X S5ul
MgCl; (25mM) 3ul
dNTP’s (10mM-2.5nm c/u) 1pul
Primer Forward/5° (10uM) 1ul
Primer Reverse/3° (10uM) 1ul
Templado (1:10) Xul
Enzima taq / pfu (10:1) 0.5ul
Vol.Final 50ul

Reaccion de ligacidn:
Buffer ligaciéon 10X 2ul
Vector pGEMTeasy 1ul

DNA (inserto) 6ul
Ligasa T4 ul
Vol. Total 20ul

Incubacién a 4°C durante toda la noche.

Reaccion de desfoforilacion

8ul DNA pBin (-GFP)/Xbal- Sstl Fosfatasa alcalina (Boehringer) 1ul
1ul ¢/dNTP’s (10mM-2.5nm c/u) DNA 2.0ul
0.5ul Klenow (2.5 U/ul) Buffer 2.5ul

11.5ul ddH,O
lhora a37°C y 10’

a 70°C para desactivar

ddH20 1.5ul
60 minutos a 37°C
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Transformacién E.coli por choque térmico

-Afladir 50l de células competentes TOP10 a cada de ligacién.

-Incubar en hielo 20 minutos.

-Incubar las células a 42°C de 45-50 segundos y regresar al hielo.
-Afadir 950ul de medio LB liquido a cada tubo.

-Incubar 1h30minutos a 37°C en agitacién.

-Centrifugar un minuto a 6000rpm.

-Retirar parte del sobrenadante y resuspender el pellet en los 1001 restantes

y plaquear 50ul por cada caja de petri en medio LB.

-Incubar o/n a 37°C.

Protocolo de miniprep
-Poner 1.5ml de cultivo en un tubo Eppendorf.
-Centrifugar un minuto a 8000rpm y eliminar sobrenadante.
-Resuspender el pellet en 150ul STET.
-Aifiadir 10ul de lisozima (10mg/ml).
-Incubar durante 40sec en agua hirviendo.
-Centrifugar 10°a1000rpm.
-Quitar pellet con palillo.
-Afiadir 150ul de isopropanol frio, a el sobrenadante obtenido y
mezclar.
-Centrifugar 10minutos a 12500rpm a 4°C, quitar sobrenadante.
-Lavar el preparado con 200-300ul ETOH 70%.
-Centrifugar Sminutos a 12500rpm. Quitar sobrenadante y dejar que
seque el pellet.
-Resupender en 20l de agua destilada.
-Anadir 1ul deRNAsa (10mg/ml).
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Protocolo de Transformacion por Electroporacion

-Descongelar las células (AGLO) en hielo.

-Pre-enfriar la celda de elctroporacion.

-Mezclar 10ng de plasmido con las células (40ml) y transferir a la celda.

-Aplicar un pulso de 2.5kV, 25 mf, 200°12.5kv/cm con k=4.7ms.

-Afadir 1ml de LB, incubar por 1hr a 30°C con agitacién ocasional.

~-Plaquear una alicuota de las células en cajas de LB con el antibiético respectivo,

incubar por 2 dias a 30°C.

Medio LB(liquido)
Caseina/triptona 1%, extracto de levadura 0.5%. NaCl 0.5% y antibidtico 1ul/ml

(50u)/ml)

Medio LB(sdlido)
Caseina/triptona 1%, extracto de levadura 0.5%. NaCl 0.5%, Agar 1.5% y

antibidtico 1ul/ml (50pl/ml).

Buffer 10X

100mMKCI, 60mM (NH,);SO.4, 200mM tris-Hel (pH 8.0), 20mM MgSO04,
1% Triton X-100 y 1mg/ml BSA




Protocolo de Transformacién por infiltracién de A.rhaliana.

Preparacién de las plantas

1.- Preparar macetas de 2 1/4 pulg. (blancas) con metromix y se cubren con malla-tul
(pastelitos). Tratar de que la malla cucde lo mas pegada al suelo para que las pliantulas
puedan emerger mds rapido.

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. Vernalizar las
semillas guardando las macetas sembradas por al menos dos dias a 4°C. Después pasar las
macetas a camaras de 22°C. Una scmana después de la germinacion retirar una de las
platulas y dejar la mas 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. Decapitacion: Cortar la punta del tallo donde estdan emergiendo la inflorescencia
para inducir la floracidon de inflorescencias secundarias. No cortar todo el tallo, hacerlo
unicamente arriba de la hoja caulina.

La infiltracion debe hacerse después de 4 dias de la decapitacién. Eliminar vainas y flores
fertilizadas.

Una noche antes de la infiltracion debe regarse con bastante agua las charolas. (esto es para
que no se absorba mucho de la suspensién de Agrobacterium).

Infiltracion.

4.-Cultivo para transforrnar. Preparar un precultivo de 10 ml de LB.+ el antibiéhco
(kanamicina), crecer un dia completo a 30 °C. Inocular aprox. 1.5 It de medio con
antibidtico 1 y crecer al menos toda la noche.

5.- Medir la OD-600 decl cultivo. Esta debe ser de 1.2-1.6. Colectar las células
centrifugando (6000 rpm por 15 mm). Resuspender las bacterias en el medio de infiltracién
(ver receta al final del protocolo) hasta tenerlas a una OD60oo de aprox. 0.8.

6.- Poner en el recipiente adecuado la suspension de Agrobacterias y colocar las macetas
invertidas sobre el recipiente para que las plantas estén en contacto con las suspensién de
Agrobacteria. Las plantas deben estar totalmente sumergidas, incluyendo las rosetas.
Mantenerlas asi por 15 mm. La suspensién 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 posicion por 1 dia incubandolas a 19 °C. Al dia siguiente se
quita ¢l domo y se paran las macetas y se manticnen a la misma temperatura por dos
semanas mas.

8.- No regar por una sermana o seglin que tan secas se vean las macetas.

9.-Al inicio de la tercera semana después de la transformacién pasar las macctas a cimaras
de 22 °C y mantenerlas ahi hasta que las vainas estén a punto de abrirse.

10.- Embolsar las plantas (puede ir mds de una planta por bolsa), Colectar semillas cuando
ya estén maduras.
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Seleccion de transformantes

11.- Preparar las placas de seleccidn (ver la receta del medio al final del protocolo).Cajas de
Petri grandes son las mds convenientes. Las cajas deben ser secadas perfectamente antes de
usarse en la campana de flujo laminar.

12.-Esterilizar las semillas. Poner en un tubo falcon aprox. 800 Tl de semillas (volumen
seco). Tratarlas como sigue, todo en condiciones estériles. es decir en campana de flujo
laminar:

-10 min. en agua estéril.

-2 min. en Etanol 70 %.

~15 min en una solucién de cloro 5% + 1 % SDS o Triton X100 0.1%)

-Lavar con agua estéril 5 veces

-Resuspender las semillas en TC agar 0.1 %.

-Guardar a 4°C por al menos 2 dias.

13-Sembrar las semillas en las cajas de seleccion, poniendo gotas de aprox. 200 pl. 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 Micropore.

14- Incubar las cajas a 22 °C por al menos 10 dias hasta que pueden distinguirse
perfectamente las transgénicas de las que no llevan la construccion. Estas se miran como
pliantulas de color verde intenso y. que pueden formar por lo menos ¢l primer par de hojas
verdaderas y tienen raices robustas.

15- Tranplantar a suclo las plantas seleccionadas y mantenerlas cubiertas con domo hasta
que se establezcan bien en las macetas.

Medios de Transformacién.
Medio de Infiltracidon:
Para | It.
1/2 X de Sales de Murashige-Skoog (2.2 g)
1/2XdeVitaminasBS (0.5-1 ml)
Sacarosa5% (50g)
MES 0.5g
ajustar pH 5.7 con KOH
0.44uM de benzylaminopurina (10ml de un stock 1 mg/ml en DMSO por Lt)
0.02% Silwet L-77.

TC Agar:

0.1 % de Tissue Culture Agar (0.1g/100 ml)
Esterilizar por autoclave.
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Medio de Seleccién de Transformantes (MS):
Para 1 It.

1 X de Sales de Murshige-Skoog (4.4g)

Ix de Vitaminas B-5

Sacarosa 1% (10 g/lt)

MESO.5g

ajustar pH 5.7 con KOH

Agar 0.8 % (8 g/It)

Antibiético respectivo

Para la seleccién con Kanamicina 50 pg/ml funciona bien para Columbia. Para Landsberg
30 mg/It
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