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Resumen

En plantas superiores algunos mRNAs cloroplasticos sufren una serie de eventos
complejos de maduraciéon que incluyen: edicidén, “splicing” de intrones, corte de RNAs
policistrénicos y procesamiento de los extremos 3’ y 5’ no traducibles (UTR). Los eventos de
procesamiento son parte de una ruta post-transcripcional que regula la acumulacién diferencial
de mRNAs en cloroplasto (Schuster y Gruissem, 1991). En espinaca se ha aislado un extracto
proteico de cloroplasto capaz de procesar extremos 3’UTRs in vitro (Stern y Gruissem, 1989).
De este extracto se han aislado algunas proteinas de union a RNA de 24, 28 y 33 kDa (24, 28 y
33RNP; Schuster y Gruissem, 1991). Se ha demostrado que la funcion de la 28RNP es definir
el sitio correcto para la maduracion del 3°UTR, mientras que la funcion de las otras RNPs no
se ha estudiado (Schuster y Gruissem, 1991). La proteina 24RNP esta presente en etapas
tempranas de desarrollo de la hoja mientras que la 28RNP es mas abundante en etapas tardias.
Con base en la similitud entre la 24 y la 28RNP se ha propuesto que la 24RNP esta
involucrada en el procesamiento del mRNA, en la misma ruta en la que participa la 28RNP,
pero actuando en etapas tempranas de desarrollo. En Arabidopsis thaliana han sido
identificadas tres RNPs semejantes a las de espinaca, la cp29, la cp31 y la cp33. Para tener
mas informacién acerca de la funcion de la 24RNP de espinaca, considerando que la cp29 de
Arabidopsis thaliana podria ser ortéloga de la 24RNP y con el propdsito de alterar los niveles
de esa proteina se produjeron plantas transgénicas con el gen de la cp29 en orientacion sentido
y antisentido, clonados bajo el control del promotor constitutivo 35S CaMV (virus del
mosaico de la coliflor). Para esto, botones florales de Arabidopsis fueron transformados por
infiltracién al vacio, con Agrobacterium tumefasciens que contenia los vectores con las
construcciones anteriormente descritas. Las semillas transformadas fueron seleccionadas en
medio Murashige y Skoog con 50 pg/ml de kanamicina, posteriormente fueron transplantadas
a Metromix 200 y cultivadas en invernadero. Se seleccionaron plantas resistentes a
kanamicina por cuatro generaciones registrandose el fenotipo y porcentaje de segregacién de
estas plantas. Las plantas homocigotas de la generacion T, fueron utilizadas para analizar por
Western blot, los niveles de proteina cp29, empleando un anticuerpo desarrollado contra la
24RNP. Tres proteinas fueron detectadas por este anticuerpo, con tamaiios correspondientes a
las tres RNPs de Arabidopsis (Otha et al., 1995). De acuerdo a los tamafios deducidos a partir
de la secuencia de los cDNAs reportados, se determiné que la banda superior correspondia a la
cp29. Seis lineas con niveles disminuidos de la cp29, entre 70 a 90%, fueron seleccionadas a
partir de 20 transformantes con la construccion antisentido (cuatro lineas) y 18 transformantes
con la construccién sentido (dos lineas). No se encontraron plantas con niveles aumentados de
la proteina en transformantes con la construccion en orientacion sentido, posiblemente debido
al fenémeno de co-supresion. Ademas de la disminucién en los niveles de la cp29, todas las
lineas mostraron niveles disminuidos de la cp31 y la cp33. El analisis general no mostré
fenotipos excepcionales. Sin embargo, se observo que el tamafio de la roseta y el nimero de
hojas fueron menores en las transgénicas en relacién al control, mostrando diferencias
estadisticamente significativas. Los resultados encontrados sugieren que la alteracion en los
niveles de las proteinas cp29, cp3l y cp33 de cloroplastos de Arabidopsis afectan
negativamente el crecimiento de la planta.



Abreviaturas

APS
AS
BSA
CaMV
CRS
kDa
kpb

OE
ORF
PS

ssDNA
SIR

cp29
cp31
cp33

persulfato de amonio

antisentido

albiimina de suero bovino

virus del mosaico de la coliflor

proteina de “splicing” de RNA de cloroplasto
kilo Daltons

kilo pares de bases

mili Ampers

sobre-expresado

marco de lectura abierto

fotosistema

proteina de unién a RNA

DNA de cadena sencilla

secuencia invertida repetida

region no traducible

proteina de cloroplasto de 29 kDa que une RNA
proteina de cloroplasto de 31 kDa que une RNA
proteina de cloroplasto de 33 kDa que une RNA



Introduccion

Los plastidios son organelos que presentan la maquinaria necesaria para llevar a cabo
la biosintesis de aminoacidos, nucleétidos, lipidos y almidén, asi como de varios reguladores
de crecimiento (Mullet, 1988). Son organelos semiauténomos que tienen su propio material
genético y son capaces de replicarlo. Se presentan en todas las células de plantas autdtrofas y -
se reproducen por divisién. Los proplastidios se diferencian en distintos tipos como,
amiloplastos, cromoplastos, etioplastos y los mas estudiados, los cloroplastos. Los diferentes
plastidos son muy especializados, por ejemplo: los cloroplastos llevan a cabo el proceso de
fotosintesis, los cromoplastos se encargan de la biosintesis de carotenoides y otros compuestos
que le dan color a flores y frutos y los amiloplastos que realizan la biosintesis de almid6n
(Bauer et al., 2001).

El DNA de los plastidios est4 formado por una doble cadena circular de 120 a 217 kpb,
muy similar al DNA de procariontes. El genoma estd conformado por aproximadamente 135
genes, los cuales se dividen en tres categorias: proteinas y RNAs involucrados en la
transcripcién y traduccién (RNA polimerasa, tRNAs, rRNAs, proteinas ribosomales),
proteinas del aparato fotosintético (Rubisco, PSI, PSII, ATP sintetasa) y proteinas del
complejo NADH oxido-reductasa (Mullet, 1988; Rodermel, 2001).

Muchos genes plastidicos estin organizados en operones complejos (Doebley, 1998;
Miller, 2001). La organizacion en operones de genes que codifican proteinas de cierto proceso,
facilita la coordinacién y acumulacién estequiométrica de subunidades. Esta organizacion
también facilita la regulacién diferencial de genes involucrados en la transcripcidn/traduccion,
independientemente de genes involucrados en la fotosintesis. Sin embargo, otros operones
contienen mezclas de genes con diferentes funciones, por ejemplo, rsp (proteina ribosomal) es
transcrito con psad-psaB (subunidades del fotosistema I, PSI); rpod (subunidad de la RNA
polimerasa) y psbB-pshH (subunidades del fotosistema II, PSII) son transcritos con petB-petD
(complejo del citocromo bgf) (Mullet, 1988; Miller, 2001). La expresion de estos operones
involucra multiples niveles de regulacién, incluyendo procesamiento selectivo de los RNAs y
estabilidad diferencial.

La interaccion proteina-RNA en cloroplastos ocurre a distintos niveles de la regulacion
genética, desde el nivel transcripcional, hasta el nivel traduccional y postraduccional. Este

trabajo se enfocarA a analizar las interacciones proteina-RNA que ocurren a nivel



postranscripcional, como marco para comprender la funcién de una proteina que une RNA y
que participa en el procesamiento del extremo 3’ no traducible (3°UTR) de mRNAs

cloroplasticos: la 24RNP de espinaca y su proteina ortdloga la cp29 de Arabidopsis.

Control de la expresion genética del cloroplasto, a nivel postranscripcional

Aunque durante la biogénesis del cloroplasto se observa un incremento en la
transcripcion de ciertos genes (Mullet, 1988; Bauer et al., 2001) se ha demostrado que la
frecuencia de transcripcion de algunos otros permanece constante, observandose diferencias
significativas en la abundancia de sus mRNAs (Mullet, 1988; Klein ef al., 1990; Gruissem et
al., 1993; Monde et al., 2000). Estos resultados indican que la regulacion postranscripcional,
ya sea al nivel de procesamiento o de estabilidad de los mRNAs, tiene un papel importante en
el control de la expresion genética de los cloroplastos.

Estudios de estabilidad de algunos transcritos cloroplasticos revelan que pueden
presentar vidas medias de entre 6 y 40 horas. La estabilidad de estos mRNAs depende de que
sean correctamente procesados, ya que muchos pre-mRNAs plastidicos estan regulados por
una serie de complejos procesos de maduracién que incluyen el “splicing” de intrones,
edicién, corte de RNAs policistrénicos y procesamiento de los extremos 3 y 5°. Estos
procesos han sido reconocidos como importantes reguladores de la expresién genética en

cloroplastos (Siomi et al., 1997).

Interaccion proteina-RNA en la edicion

En los tltimos 15 afios, el descubrimiento del proceso de ediciéon del RNA en una gran
variedad de organismos, como Trypanosoma, plantas, levaduras, moluscos y mamiferos, ha
cambiado la clasica version del flujo de informacién genética de DNA-RNA-proteina, referido
como el dogma central de la biologia molecular. La idea de que la secuencia de RNA refleja
finalmente la secuencia de DNA, ahora ya no es tan sostenible (Hirose y Sugiura, 2001;
Miyamoto et al., 2002).

La edicion del RNA se define como el proceso que cambia la secuencia de un
transcrito a nivel de nucledtidos individuales. Esto incluye la insercién sitio especifico o
delecién de uno o algunos nucledtidos, asi como cambios especificos de nucledtidos. La

edicion de RNA, en organelos vegetales usualmente restaura la secuencia de aminoacidos



conservados en una proteina, sugiriendo que es un proceso obligatorio en la biosintesis de
proteinas funcionales (Nickelsen, 2003).

La edicién en cloroplastos involucra generalmente la conversion de C a U. Sin
embargo, la conversiéon de U a C también ha sido detectada, aunque muy raramente. Ningun
otro tipo de edicién ha sido detectado en cloroplastos, sugiriendo que en este organelo, este
proceso estd restringido a transicién de pirimidinas. En la Tabla 1 se muestran las
caracteristicas del proceso de edicion en cloroplastos (Bock, 2000).

Durante el proceso de edicién la unién azucar-fosfato no se rompe, asi como tampoco
la unién N-glucosidica entre pentosa y pirimidina, lo cual hace pensar que este cambio debe
ocurrir por una conversion enzimatica de citidina a uridina. Aunque hasta el momento no se ha
podido aislar la proteina que lleva a cabo el proceso de conversion, se ha propuesto que una
proteina con actividad de citidina desaminasa, actuando sobre un substrato poliribonucleétido
o alternativamente una transaminasa, debe estar llevando a cabo esta reaccién. Las evidencias
que mostraron el mecanismo de edicién por conversion, fueron obtenidas a partir del estudio
de la edicién en mitocondrias de plantas (Bock, 2000; Tsudzuki et al., 2001).

A partir de estudios de entrecruzamiento con luz ultravioleta se han logrado %ectar
varias proteinas en tabaco que participan en la edicién en cloroplasto: p25, cp31 (Hirose
2001), p56 y p70 (Miyamoto et al., 2002). La proteina p25 se ha descrito como un factor que
actia en trans, especificamente en la edicion de psbL. La cp31 es una proteina que se habia
asociado al procesamiento del extremo 3’ no traducible. En experimentos realizados con psbL
y ndhB de tabaco, se observé que también participa en la edicién de estos mensajeros ya que si
se realiza la inmuno-substracciéon de esta proteina, se produce inhibicién de la edicién del
mRNA y la adicién de cp31 recombinante, restaura el proceso (Hirose, 2001). Por lo que, la
cp3l es una proteina con funciones multiples involucrada en varios procesos
postranscripcionales (Li y Sugiura, 1990; Sugiura, 2001). Las proteinas p56 y p70 participan
especificamente en la edicion de psbE y petB respectivamente, es decir, existe un
reconocimiento especifico de los sitios de edicién para las proteinas reportadas (Miyamoto et

al., 2002).



Tabla 1. Caracteristicas de la edicién de RNA en cloroplastos.

Tipos de modificacion En la mayoria de los cloroplastos C = U
En cloroplastos de antoceros U = C
Sustrato mRNA

Este proceso se lleva a cabo | A nivel post-transcripcidnal

Frecuencia En maiz esta reportado que aproximadamente hay 25 sitios de
edicion en el genoma plastidico (0.02% de los nucleotidos)

Posicién en la cual se da la|Segunda posicion
mayoria de los cambios

Cambio de codon Frecuencia alta = UNC = UUN Ser = Phe/Leu
CCN = CUN Pro = Leu

Baja frecuencia GCN = GUN Ala = Val
ACH = AUH Thr = Ile

Consecuencia Cambio del aminoicido que codifica (restauracion y
conservacion de residuos de aminoacidos)

Creacion de codén de inicio ACG = AUG

Creacion de coddn de término CRR = URR

Eliminacién de codén de término URR = CRR

Sitios de edicidn silenciosos NNC = NNU

Filogenia/evolucion Edicién en todas las lineas de plantas superiores y en briofitas
No edicién en cianobacterias, algas y algunas hepaticas

Adaptado de Bock, 2000.

Hasta el momento en el genoma de cloroplasto de tabaco no existe el suficiente numero
de ORFs (marcos de lectura abiertos) necesarios para codificar todas las posibles proteinas que
participan en el proceso de edicion, sobre todo si se toma en cuenta que este proceso puede ser
muy especifico. Por ello se deduce que muchas de estas proteinas deben ser importadas desde
el citoplasma (Bock y Koop, 1997).

El reconocimiento de los sitios de edicién pueden ser afectado por la combinacion de
las diferentes proteinas de unién a RNA en cloroplasto (ejem. cp31) y los diferentes factores
que participan en trans, por ejemplo p25. (Hirose, 2001; Miyamoto ef al., 2002).

Aunque la naturaleza de las proteinas que llevan a cabo el proceso de edicién es
desconocida, se sabe que presentan al menos dos dominios en comun: uno para el

reconocimiento del elemento en cis (secuencia a editar) y otro dominio catalitico o sitio de



contacto con el factor catalitico, lo que facilita la desaminacion del residuo de citidina a ser
editado (Miyamoto, 2002).

En conclusién, en la edicién de los mRNAs de cloroplastos: 1) los codones sin sentido
son reparados a codones con sentido, ii) més del 95% de los codones que contienen sitios de
edicién son convertidos a formas conservadas para traducir proteinas funcionales y iii) una
secuencia de intrén puede ser corregida para que el “splicing” pueda llevarse a cabo

correctamente (Kugita et al., 2003).

Interaccién proteina-RNA en el “splicing” de intrones de transcritos del cloroplasto

Muchos genes eucariotes contienen intrones que deben ser escindidos del pre-mRNA
en el nucleo para producir mRNAs funcionales. En Arabidopsis 18 y 12% de los genes
codificados en los genomas del cloroplasto y la mitocondria, respectivamente, contienen
intrones. La escision (“splicing”) correcta y eficiente de los intrones en plantas es un paso
critico de la regulacién de la expresion genética, al igual que en otros eucariotes. La estructura
de los exones-intrones y los mecanismos bésicos de escision son similares en eucariotes. Se ha
observado que un complejo de alto peso molecular participa en la escisién de intrones en
cloroplastos (Rivier et al., 2001; Nickelsen, 2003).

En general los intrones se clasifican en cuatro grupos, con base en los rasgos
estructurales primarios y secundarios. En mitocondrias y cloroplastos se han identificado
intrones de los grupos I y II. En estos grupos puede existir auto-"splicing” bajo condiciones no
biolégicas, es decir altas concentraciones de sales, ademas necesitan Mg** como cofactor
(Saldanha et al., 1993).

Mediante técnicas de entrecruzamiento con luz ultravioleta y geles de retardo se han
aislado algunas proteinas nucleares que participan en el procesamiento de intrones in vivo. En
el cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii se han identificado dos proteinas, de 31 y 61
kDa, que co-precipitan en un complejo de alto peso molecular unido a intrones de tipo II
(Bunse et al., 2001). Otra proteina identificada es Raa3, la cual se encuentra formando un
complejo de 1,700 Da en el que, ademés de Raa3, se encuentran otros componentes que
todavia no han sido caracterizados. Raa3 es una proteina soluble de 176 kDa, que se encuentra
distribuida en el estroma del cloroplasto. El residuo amino terminal de esta proteina es la parte

funcional, ya que si se elimina este residuo la proteina pierde su funcién de factor de



“splicing” (Rivier et al., 2001). Raal y Raa2 son otras dos proteinas que participan en el
proceso de “splicing”. A diferencia de Raa3, estas dos proteinas se encuentran asociadas a la
membrana del cloroplasto. Raal y Raa2 forman parte de un complejo de alto peso molecular
de 400-500 kDa (Perron et al., 2004).

Se han aislado algunas proteinas codificadas en el nicleo que también participan en el
“splicing” de intrones del cloroplasto Maal y Maa2. Maa2 es una proteina aislada a partir de
mutantes deficientes en el “splicing” de psad (Perron et al., 1999). Esta proteina presenta
similitud con la pseudouridina sintetasa. TruA y RsuA son dos proteinas cuya actividad de
pseudouridina sintetasa estd bien caracterizada, y en las cuales se han identificado algunos
aminoacidos (D171,D141 y K142) que son importantes para su actividad. Al realizar
mutaciones en estos residuos en Maa2 (D171S, D171G, D141E, D1418S, K142R y K141I), la
actividad de “splicing” no es afectada, lo cual indica que la actividad de pseudouridina
sintetasa no es importante para el proceso de “splicing” de intrones tipo II de psad. No esta
clara la funcidn de estos dominios en esta proteina. Sin embargo, estas caracteristicas sugieren
una proteina bifuncional (Perron et al., 1999), como es el caso de CBF5, NAP57, MFL y
CDK|, las cuales no soélo estan involucradas en la pseudouridinacién, sino también en el
procesamiento del pre-rRNA. Se sabe ademas que son un grupo de proteinas involucradas en
diferentes aspectos de la biogénesis de ribosomas en Drosophila (Giordano et al., 1999).

Durante la bisqueda mutantes deficientes en el “splicing” de cloroplasto se aislaron
dos genes involucrados en este proceso, crsl (chloroplast RNA “splicing” 1) el cual esta
involucrado en el “splicing” del gen de la ATP sintetasa; y crs2 que participa en el “splicing”
de varios intrones del tipo II (Jenkins et al., 1997). La proteina CRS1 presenta tres copias de
un dominio repetido de 10 kDa, del cual se desconoce su funcién. Este dominio esta presente
en algunas proteinas de Arabidopsis, e interesantemente también en proteinas de eubacterias
(E. coli) y archeas (Methanococcus jannaschii). Esto indica que crs] proviene de un ancestro
comun preservado en la evolucion de plantas y algas (Till et al., 2001).

CRS1, ademas de participar en el “splicing” de intrones, también esta involucrado, en
el proceso de traduccién ya que, en mutantes de este gen se observa una alteracién en la
formacion de algunos complejos fotosintéticos. Se realiz6 un estudio con rbcL y atpB/E'y se
encontrd una menor cantidad de ribosomas unidos a rbcL, lo cual genera desestabilizacion del

mensajero (Till et al., 2001). Esto se podria explicar sugiriendo que el efecto de CRSI se basa



en la ineficiencia del “splicing” de algunos de los genes de proteinas ribosomales y tRNAs.
Sin embargo, en estos mutantes el proceso de “splicing” en estos genes fue normal. Estos
datos sugieren que CRS1 es una proteina bifuncional que es necesaria para el “splicing” de
atpF y que también participa en la traduccién en el cloroplasto (Jenkins et al., 1997).

CRS2 es una proteina similar a la peptidil-tRNA hidrolasa (Jenkins y Barkan, 2001),
pero no presenta los aminoacidos conservados para llevar a cabo esa funcién. Aunque esta
proteina participa en el “splicing” de intrones del tipo II no se habia observado que tuviera
alguna preferencia o seleccion. Mediante la técnica del doble-hibrido se han aislado dos
proteinas que se unen a CRS2, CAF1 y CAF2 (CRS2 associated factors). Estas dos proteinas
también son factores de “splicing” que se unen a intrones del tipo II in vivo. CAF1 y CAF2
presentan algunas caracteristicas muy semejantes al factor CRS1, especificamente, poseen los
dominios de 10 kDa anteriormente mencionados. Estudios de co-precipitacion han demostrado
que CAFl y CAF2 no forman parte de un complejo con CRSI, interactian con CRS2
formando un complejo en el cual, dependiendo de que subunidad CAF esté unida, es el intrén
que se procesara (Ostheimer ef al., 2003).

MARK es otra proteina que se ha propuesto que esta involucrada en el “splicing”. Esta
proteina se encuentra ausente en los mutantes albostrians de cebada, los cuales presentan una

deficiencia en el “splicing” de intrones tipo ITA (Vogel et al., 1999).

Union Proteina-RNA en el extremo 5° de mRNAs de cloroplasto.

La region 5° de los transcritos de cloroﬁlasto también sufre procesamiento
postrancripcional. Esta regién participa en la estabilidad de los mensajeros y, ademas, es el
sitio donde se inicia la traduccion. Los mensajeros en cloroplasto no poseen un 5’ cap como
sucede con los mensajeros eucaridticos (Monde et al., 2000). Se han hecho estudios utilizyo
diferentes 5°UTRs de cloroplasto de espinaca y se ha podido demostrar que existe un complejo
de proteinas que participa en el procesamiento de esta region (Robida et al., 2002). Se han
podido detectar dos proteinas que se unen a la regién 5"UTR de psbA de Arabidopsis thaliana,
las cuales tienen un tamafio de 30 y 47 kDa. Estas proteinas se unen a la regién 5’
dependiendo del estado redox del sistema. Se demostré que en estado oxidado se elimina la
actividad de unién de estas proteinas (Shen et al., 2001). Este mecanismo es importante

porque la regulacién redox ha sido descrita como un factor importante que controla los niveles
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de expresion de genes que participan en la fotosintesis (Pfannschmidt et al., 1999). Se ha
descrito que p47 se une al extremo 5’ cuyo éste ha sido procesado y tiene un tamafio de 66
nucledtidos, ademas de que se une de manera dependiente de luz a rbcL (McCormac et al.,
2001).

Se han clonado tres proteinas nucleares de C. reinhardtii las cuales funcionan sobre el
extremo 5°UTR de genes de cloroplasto. Estas proteinas son Nac2 y Mbbl, las cuales
participan en la estabilidad de psbD y psbB respectivamente (Boudreau et al.. 2000; Vaistij et
al., 2000), ademas de Tbc2 (Auchincloss ef al., 2002), la cual regula el inicio de la traduccién
de psbC. Se ha demostrado que estas tres proteinas forman parte de un complejo de alto peso
molecular el cual estd unido a moléculas de RNA, aunque queda todavia por descubrir si
interactian directamente con los transcritos (Boudreau et al., 2000; Auchincloss et al., 2002).
En espinaca se ha demostrado que la proteina ribosomal S1, interactia con la regién 5° de
psbA (Shteiman-Kotler et al., 2000).

Utilizando una cromatografia de afinidad de RNA, con el 5’UTR de psbA como ligyo,
fue aislado un complejo de proteinas de cuatro subunidades: RB47, RB60, RB55 y RB38
(Bruick et al., 1999). Empleando ensayos de entrecruzamiento con luz ultravioleta, se
demostré que solamente RB47 se une directamente con el RNA. RB60 es una disulfuro
isomerasa la cual modula la unién de p47. p47 es una proteina de unién a poliA (Kim et al.,
2002). Recientemente una nueva proteina de unién a RNA, llamada RB63 se identificé en C.
reinhardtii, la cual forma parte de un complejo de peso molecular de 700 kDa
aproximadamente. Su unién es dependiente de la presencia de siete adeninas consecutivas que
se presentan de 14 a 18 nucleétidos hacia arriba del AUG de psbA. Se especula que esta
proteina puede estar participando en el control traduccional del gen psbA en C. reinhardtii.
Esta proteina representa el primer reporte de una proteina de unién a RNA asociada a la
membrana tilacoidal (Ossenbiihl ef al., 2002).

Todavia es necesario realizar mas estudios para conocer las proteinas que forman parte
del complejo de unién al 5’UTR, asi como la funcién que lleva a cabo cada una de ellas y bajo
que condiciones fisiologicas realizan su funcidn, asi como determinar que otras proteinas

participan en la regulacion de este proceso.
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Interaccion Proteina-RNA en el 3’UTR

En plantas, lo mismo que en animales y levaduras, la maduracién del extremo 3’ no
traducible (3°UTR) de los mRNAs es un evento importante ya que el procesamiento incorrecto
lleva a la degradacién de estas moléculas (Deng et al., 1987; Sugiura, 1992). Muchos de los
transcritos cloroplasticos, tanto mono- ,como policistrénicos estan flanqueados en el extremo
3’ por una secuencia invertida repetida (SIR) que forma una estructura “tallo-asa” con un AG
de plegamiento muy negativo, lo que la hace muy estable (Stern er al., 1989). Esta estructura
es similar a la que esta involucrada en la terminacion de la transcripcién en procariontes (Stern
et al., 1987). Dado el origen endosimbidntico de los cloroplastos, la idea inicial fue que esas
estructuras tendrian una funcién semejante a la funcidén que tienen en bacterias. Sin embargo,
los experimentos de Stern y colaboradores (1989) sugieren que esta estructura actia como una
barrera, previniendo la degradacion del mensaje. Por otro lado, el anélisis de estabilidad de los
mRNAs de cloroplasto, que presentan diferentes 3’UTRs ha demostrado que la vida media de
los mensajeros no depende unicamente de la presencia de esta estructura. Las observaciones
realizadas sugieren que, ademas de la estructura “tallo-asa”, existen genes nucleares cuyas
proteinas son exportadas al cloroplasto y que estan involucradas en el procesamiento del
extremo 3’ de los mRNAs en este organelo (Schuster y Gruissem, 1991; Hayes et al., 1996;
Barkan, 2000). Los eventos de procesamiento de RNA en el 3’UTR son parte de una ruta
postranscripcional que regula la acumulacién diferencial de mRNAs cloroplasticos (Schuster y
Gruissem, 1991).

Diferentes tipos de actividades de procesamiento en el 3’'UTR de mRNAs, por
ejemplo, maduracién del extremo 3’ y corte de los mensajes policistrénicos, han sido
identificadas en extractos de cloroplasto de espinaca, aunque las enzimas involucradas han
sido poco caracterizadas (Sugita y Sugiura 1996). A partir de cloroplastos de espinaca se ha
aislado un extracto proteico capaz de llevar a cabo procesamiento de los extremos 3°’UTRs de
mRNAs in vitro. En estos extractos se han identificado varias proteinas involucradas en este
proceso. Una de ellas es una proteina de 100 kDa con actividad de polinucleétido fosforilasa
(PNPasa) o exonucleasa 3°-5° (Hayes et al., 1996) y que también tiene la actividad de poli-A
polimerasa (Yehudai-Rasheff et al., 2001; Baginsky et al., 2002). Una proteina de 67 kDa, que
originalmente se identificé como la endoribonucleasa E (RNAsa E; Hayes et al., 1996) que,

recientemente, se ha relacionado con GroEL (Baginsky et al., 2003) y cuya funcion no ha sido
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determinada y una proteina de 55 kDa que se ha propuesto que previene la remocion
endonucleolitica de la estructura de tallo-asa (Hayes et al., 1996; Tabla 2).

En cuanto a la csp41 se han empezado a caracterizar dos proteinas: csp4la (Yang et
al., 1996) y csp41b, la cual se describi6 a partir de conocer la secuencia completa del genoma
de Arabidopsis thaliana. CSP41 fue originalmente descrita como una proteina que forma parte
del complejo de procesamiento del extremo 3 de los mensajeros de cloroplasto. In vivo se ha
observado que la disminucién en los niveles de csp4la afecta la eficiencia de procesamiento
del extremo 3°( Monde et al., 2000) y con ello disminuye el porcentaje de degradacion de
rbcL, petD y psbA, en comparacion con el silvestre (Bollenbach et al., 2003). En cuanto a

csp41b todavia se desconoce su funcion.

Tabla 2. Proteinas identificadas en el complejo de procesamiento de 3’UTRs en

cloroplasto de Spinacea oleracea.

Tamaiio |Proteina | Homologia Funcién Referencia
100 kDa | 100RNP |PNPasa 3°-5’ exonucleasa Hayes et al., 1996
Poly A polimerasa
67kDa (P67 Semejante a Desconocida Hayes et al., 1996
GroEL de E. coli
55kDa |55RNP Previene el corte hacia arriba | Hayes et al., 1996
de la estrutura “tallo asa”
41 kDa |CSP41 Edonucleasa Endonucleasa Yang et al., 1996
33kDa |33RNP (cp33 Desconocida, probablemente | Hsu-Ching y Stern,
A. thaliana podria estar regulando la 1991.
actividad de la 100RNP
28 kDa |[28RNP |cp31 Dirige el correcto Schuster y
A. thaliana procesamiento del extremo 3° | Gruissem, 1991
24 kDa |[24RNP cp29 Desconocida, probablemente | Hayes et al., 1996;
A. thaliana da estabilidad al extremo 3> | Loza-Tavera et al.
durante el procesamiento sin publicar

Ademas de las proteinas descritas, se han identificado en el extracto otras tres proteinas
pequefias de unién a RNA con tamafios aproximados de 33, 28 y 24 kDa (Schuster y
Gruissem, 1991). Solamente se ha determinado la funcion de la 28RNP, la cual esta
involucrada en el correcto procesamiento del extremo 3’ de los mRNAs de cloroplastos. Las
proteinas de 28 y 24 kDa que se unen a RNA (RNPs) tienen una secuencia y estructura muy

semejante (Fig. 1). Estas proteinas son codificadas en el nucleo, presentan un péptido sefial
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que las dirige hacia el cloroplasto, un dominio amino terminal acidico y dos dominios de
unién a RNA, rasgos caracteristicos de las RNPs de cloroplasto. La expresion de los genes que
las codifican se induce por luz y se expresan diferencialmente durante el desarrollo, la 24RNP
presenta una mayor expresion en hojas jévenes a diferencia del patrén de expresion del gen de
la 28RNP que se expresa principalmente en hojas maduras (Li y Sugiura 1990; Schuster y
Gruissem 1991; Mieszczak et al., 1992; Ohta et al., 1995; Cook y Walker, 1992; Hayes et al.,
1996).

Dominio acido
28RNP VAQTSEWEQ EGSTNAVLEG ESDPEGVSW GSETQVSDEG VEGGQGFSEP
24RNP esseeeeerE SISSSFVRHV RISSEeeeF EQEEDVMGDD AGRQPNFSee
Primer dominio de unidn a RNA
28RNP PEEAK LFVGNL PYDVDSEKLAG IFDAAGVVEAE VIYNRETDRSR GFGFVTM
24RNP ePDLK IFVGNL PFNDVSAELAG LFGAGTVEMVE VIYDKLTGRSR GFGFVTM
Regidén interdominio
28RNP STVEEAEKAV ELLNGYDMDG RQLTVNKAAP RGeeeSPERA DPRGDF
24RNP SSVEEVEAAA QQFNNYELDG RTLRVTEDSH KDMTLPRVES ECDSF
Segundo dominio de unidén a RNA
28RNP EPSCR VYVGNL PEDVDTSRLEQ FSEHGKVVSARe VVSDREGRSR GFGFVTM
24RNP GSSNR VHVGNL SWKVDDDALKe FSETDGVVEAKV IYDRDTGRSR GFGFVTY

28RNP SSEVNVNDA TAALDGQTL DGRAVRVNVA EERPRRAF
24RNP NSANEVNTA IESLDGVDL NGRSIRVTAA ERQRRGee

Figura 1. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de las proteinas 28RNP y 24RNP
de Spinacea oleracea. Estas proteinas presentan un 56% de identidad (BLAST). Las regiones
conservadas en los dominios de unién a RNA estan subrayadas.

En A. thaliana se describi6 la proteina cp29 (Otha et al., 1995) la cual tiene un 86% de
identidad (BLAST) con la 24RNP de espinaca. El gen que codifica la cp29, athcp29, esta
formado por cuatro exones y tres intrones. Este gen codifica un péptido de 334 aminoacidos
(a.a.). En los primeros 66 a.a. la secuencia es rica en residuos de serina y treonina, presenta

una carga neta positiva, mostrando rasgos tipicos de un péptido de transito. La proteina
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madura estd formada por 268 a.a. con un tamafio de 28,295 Da. Los primeros 32 a.a. de la
proteina madura son ricos en 4cido glutdmico y acido aspartico constituyendo un dominio
amino terminal 4acido. Ademas, presenta dos dominios de unién a RNA flanqueados por
secuencias consenso reportadas para otras RNPs (Bar-Zvi et al., 1992; DeLisle, 1993; Cheng
et al., 1994; Otha et al., 1995). Una caracteristica sobresaliente de esta proteina es su region
inter-dominios, la cual es rica en glicina y serina, presentando tres secuencias repetidas en
tandem del motivo GSERGGGY, y un motivo consistente en seis repeticiones del dipéptido

GS.

Dominio acido
24RNP E SISSSFVRHV RISSE FEQEEDVMGDD AGRQPNFS
cp29 YPSRFV RNVAVSSDFE VEEDD MFADGDDSAPV ERNSFSPD
Primer dominio de unién a RNA
24RNP PDLK IFVGNL PFNDVSAELAG LFGeAGTVEM VE VIYDKLTGRS RGFGFVTM
cp29 eeLK LFVGNL SFNVDSAQLAQ LFESAGNVEM VE VIYDKVTGRS RGFGFVTM
Regién interdominio
24RNP SSVEEVERAA QQFNNYELDG RTLRVTEDSH KDMTLPRVES ECDSF
cp29 PKREESFSRGPRSGGYGSERGGGYGSERGGGYGSERGGGYGSQRSGGGYGGSQRSS
YGSGSGSGSGSGSG
Segundo dominio de unién a RNA

24RNP GSSNR VHVGNL SWKVDDDALK eFSETDGVVEAK VIYDRDTGRSR

cp29 eeeoNR LYVGNL SWGVDDMALE NLFNEQGKVVEA RVIYDRDSGRS
24RNP GFGFVTY NSANEVNTA IESLDGVDL NGRSIRVTAA ERQRRG
cp29 KGFGFVTL SSSQEVQKA INSLNGADL DGRQIRVSEA EARPPRG

Figura 2. Comparacion de las secuencias de la 24RNP y la ¢p29. La cp29 presenta una
region rica en glicina en el interdomino la cual no est4 presente en la 24RNP.

En 1996, Hayes y colaboradores describieron que un complejo de alto peso molecular
estaba implicado en el procesamiento de los mRNAs de cloroplasto. Este complejo esta

conformado por varias proteinas, algunas formando parte del complejo, como la 100RNP y la
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33RNP la cual se ha sugerido que esta regulando a la 100RNP y otras asociadas a él, como la
28 y la 24RNPs.

En investigaciones recientes se ha comprobado que la proteina pl100 efectivamente
eluye en un complejo de alto peso molecular de 580-600 kDa, pero este complejo estd
formado s6lo por esa proteina, es decir aparentemente es un hexdmero. Los experimentos
realizados en geles nativos y desnaturalizantes han mostrado que este complejo esta formado
por aproximadamente tres subunidadesde pl00 (Baginsky et al., 2001). La estructura
cristalizada de la PNPasa de Streptomyces antibioticus ha sido determinada (Symmons ef al.,
2000). Esta enzima estd organizada como un trimero cuyas subunidades se ensamblan
formando un canal, sugiriendo un posible modo de procesamiento en el cual la degradacion
del RNA es facilitada por los cambios estructurales del RNA cuyo pasa a través de este canal
(Baginsky et al., 2001).
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Antecedentes

Los cloroplastos son organelos de las células vegetales que durante mucho tiempo han
acaparado la atencién de los fisidlogos por las funciones metabdlicas que en ellos se llevan a
cabo, principalmente la fotosintesis. A principios de los afios sesenta se confirm6 un hecho
que pocos afios atras habia sido una sospecha: la existencia de material genético en su interior
Ese descubrimiento desencadend una serie de estudios destinados a demostrar las
caracteristicas y el papel que este genoma organelar desempefia en la regulacion del desarrollo
de las plantas. Actualmente existen numerosos estudios sobre la organizacién gendmica, la
organizacién genética, el contenido génico y la regulacién de la expresién del genoma
cloroplastico de una gran cantidad de especies vegetales y de algas (Palmer, 1985; Sugita y
Sugiura, 1996).

Existen diferentes estudios que se han realizado para conocer los elementos que estan
participando en el procesamiento, maduracion y estabilidad de los mensajeros cloroplasticos.
A partir de los ochenta se han realizado diferentes estudios relacionados con este tema.

Li y Sugiura en 1990, por medio de una columna de afinidad (ssDNA) lograron aislar
tres proteinas de cloroplasto de tabaco de 28, 31 y 33 kDa, (cp28, cp31 y cp33), que presentan
dos dominios de unién a RNA, un péptido de transito, y un dominio 4cido en la regién amino
terminal de la proteina madura. Schuster y Gruissem en 1991 describieron un extracto proteico
que participa en el procesamiento y la estabilidad de los mRNAs de cloroplasto. Asi mismo,
identificaron una proteina de 28 kDa (28RNP) que presenta las mismas caracteristicas que las
proteinas descritas en tabaco y cuya substraccion del extracto impide el procesamiento
correcto y estabilidad de algunos mensajeros.

DeLisle en 1993 y Cheng et al., en 1994 describen las proteinas de 31 kDa (31RNP) y
33 kDa (33RNP) respectivamente en Arabidopsis thaliana, que presentan una alta identidad
con las RNPs de espinaca (Schuster y Gruissem, 1991), tabaco (Li y Sigiura, 1990) y maiz
(Cook y Walker, 1992) descritas anteriormente. Estas proteinas también tienen dos dominios
de unién a RNA y una regioén amino terminal acida.

En 1994, G. Schuster y su grupo (Lisitsky et al., 1994) iniciaron la caracterizacién de
la proteina 28RNP de cloroplasto de espinaca, encontrando que el dominio acido participa en

la estabilizacién de la unién de la proteina completa al RNA, ya que ésta se une con mayor
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afinidad que la proteina truncada cuyo le falta el dominio. Pero si se tienen solo los dos
dominios de unién a RNA existe una mayor afinidad (siete veces mas), que con la proteina
completa.

Para 1995, el grupo de Sugiura (Otha et al., 1995) reporta los cDNAs de tres proteinas
de unién a RNA de cloroplastos de Arabidopsis thaliana (cp29, cp31 y cp33 kDa). La cp29,
probable ortéloga de la 24RNP de espinaca, ademas de las secuencias de unién a RNA y el
dominio 4cido, presenta una region rica en glicina entre las dos regiones de uniéon a RNA. La
proteina de 31 kDa presenta una alta similitud con la proteina 28RNP de espinaca. Al igual
que las proteinas RNP de espinaca reportadas, las de Arabidopsis se expresan mas en tallo y
hojas, que en raiz.

Kudla et al., (1996) reportan que la poliadenilacién del mRNA y de intermediarios esta
asociada con la degradacién. Los productos cuyo son poliadenilados son suceptibles de ser
atacados por una endoribonucleasa, para su subsecuente degradacién por la enzima p100
(PNPasa). Ellos demostraron que la poliadenilacidon ocurre in vivo y revelaron que existe un

incremento de la poliadenilacion y de la degradacion de mRNA en la oscuridad.

Arabidopsis thaliana como organismo modelo en estudios genéticos

Arabidopsis thaliana es una planta de la familia Crucifera, con hojas pequefias
organizadas en roseta, cuya inflorescencia consiste en una racimo de flores, que se genera en
la parte central de la planta y tiene un tamafio aproximado de entre 10 y 20 cm de altura
(Figura 3). La inflorescencia contiene una serie de flores que constan de cuatro sépalos
rodeando los érganos sexuales y alternando con cuatro pétalos blancos. Las flores maduras son
de aproximadamente 3 mm. Normalmente existe autofecundacion. Después de fertilizado el
ovario se alarga y desarrolla un fruto llamado silicua, que contiene entre 30 a 60 semillas. Las
semillas son pequefias con un peso aproximado de 20 pg. Estas semillas pueden ser
almacenadas en condiciones de baja humedad por varios afios sin que pierdan su viabilidad
(Meyerowitz, 1987).

Su tamafio pequefio y como consecuencia la capacidad de cultivar un gran numero de
organismos en un espacio limitado, el tiempo generacional corto, la gran cantidad de semillas
que produce, el crecimiento rapido y la autofecundacion, hacen de Arabidopsis thaliana un

buen modelo para estudios de genética (Meyerowitz, 1987). Las investigaciones genéticas con
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Arabidopsis se iniciaron en 1940 por Laibach. Hoy en dia se han realizado muchos estudios
para llegar a conocer algunos procesos implicados en el desarrollo de las plantas superiores
utilizando como modelo a Arabidopsis thaliana, y es la primera planta que se conoce la

secuencia completa de su genoma (Lorkovic y Barta, 2002).

Figura 3. Planta silvestre de Arabidopsis thaliana. Consiste de una roseta de la cual surge la

inflorescencia de la parte apical. Las flores son pequefias y blancas y los frutos llamados
silicuas, contienen las semillas.
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Planteamiento y estrategia experimental

Una estrategia que ha sido muy empleada para determinar la funcién de una proteina
ha sido la estrategia de antisentidos. En términos generales, la estrategia consiste en introducir
la secuencia del gen de interés en orientacion antisentido, bajo el control de un promotor
constitutivo. Esta secuencia al transcribirse, hibrida con un blanco y bloquea la expresion del
un gen. El bloqueo de la expresion puede ser a diferentes niveles, en algunas ocasiones se une
a la cadena molde del DNA que codifica la proteina de interés, impidiendo la transcripcién, en
otras ocasiones estimula la degradacion por nucleasas especificas al formar hibridos
DNA:RNA o RNA:RNA. El objetivo principal del uso de antisentidos es bloquear la
expresion de un gen para asi crear una linea celular o un organismo transgénico en el cual
exista un pérdida o decremento de la proteina que codifica el gen en estudio, generandose un
fenotipo que permita investigar la funcién de esta proteina en el desarrollo o en algun proceso
celular

Con el objeto de indagar sobre la funcién que desempeiian las proteinas de unién a
RNA en el sistema de degradacion/procesamiento de mRNAs de cloroplasto, especificamente
sobre la funcién de la proteina 29RNP de Arabidopsis thaliana (semejante a la 24RNP de
espinaca), se emplearon las estrategias de bloqueo y sobre-expresion del gen correspondiente.
Para esto se transformaron plantas de A. thaliana, utilizando el sistema de infiltracién al vacio,
con a) el gen de la 29RNP clonado en fase y en la orientaciéon adecuada bajo el control del
promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), utilizando el sistema
de Agrobacterium tumefaciens (sobre-expresién), y b) el gen de la 29RNP clonado bajo el
control del mismo promotor pero en orientacién antisentido (plantas antisentido). Las semillas
de estas plantas (generaciéon To), fueron sembradas en un medio de seleccion (MS con
kanamicina 50 pg/ml), transplantadas a tierra y las semillas de estas plantas resistentes fueron
colectadas nuevamente. Como control de la transformacién se analizaron plantas que se
transformaron solamente con el vector SLI7292 sin inserto (Ver apéndice).

Las semillas con las cuales se empezd a realizar el estudio pertenecen a la generacion
Ty estas fueron llevadas hasta la generacion T4 obteniendo lineas puras en las cuales se
realizaron analisis de Western blot para determinar los niveles de la 29RNP en extractos de

plantas independientes utilizando el anticuerpo anti-24RNP y poder determinar que lineas
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presentaban una alteracion en los niveles de proteina 29RNP. Se midio el tamaiio de la roseta
y de las hojas en 15 plantas de cada linea para determinar si existian diferencias entre ellas.

El trabajo de subclonacién y transformacion de 4. thaliana fue llevado a cabo en el
Deptartment of Plant y Microbial Biology de la University of California at Berkeley (USA)
(Loza-Tavera, H., 1996, no publicado). El analisis fenotipico y bioquimico de las plantas
constituyen los resultados presentados en este trabajo de maestria y fueron realizados en las
instalaciones del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas de la Facultad

de Quimica de la UNAM.
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Objetivos

Objetivo general
Caracterizacion de las plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana con el gen athcp29

que codifica la cp29 (ort6loga de la 24RNP de espinaca) en sentido y antisentido.

Objetivos particulares

1. Cultivar A. thaliana silvestre y transformadas con las construcciones antes mencionadas.

2. Determinar los niveles de expresion de la cp29 en las plantas transgénicas resistentes a
kanamicina.

3. Caracterizar fenotipicamente las plantas con niveles alterados de la proteina cp29.

4. Medir el tamafio de la roseta y nimero de hojas en las plantas con niveles alterados de la

proteina cp29.
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Materiales y métodos

Seleccion de las plantas transgénicas

La seleccién de las plantas trangénicas se realizé siguiendo como marcador la

resistencia a kanamicina. Las semillas se sembraron en medio Murashige-Skoog (MS) (ver

apéndice) con 50 pg/mL de kanamicina.

Siembra de semillas

1.
2.
3.

Pesar aproximadamente 20 mg de semillas

Esterilizarlas en un tubo con 10 mL de isopropanol, decantarlas y tirar el alcohol

Agregar una solucién con 50% de cloro comercial, 50% de agua estéril y 0.05% de tween
20. Agitar y decantar las semillas.

Enjuagar tres veces con agua estéril.

. Para sembrar se agregaron 1 mL agarosa al 0.1% estéril en un tubo eppendorff, se agit6 y

se incubd a 4° C durante dos dias para darle el tratamiento de rompimiento de dormancia.
Posteriormente se sembraron semilla por semilla hasta cubrir toda la caja. Este
procedimiento permiti6 tener a las semillas, separadas y que estas estuvieran en contacto
con el medio y con el antibidtico.

Las semillas no transformadas eran sensibles a la kanamicina, germinaban pero las hojas

eran albinas y las plantulas morian.

Transplante

1. Cada planta resistente al antibiético fue transplantada individualmente en macetas de
5x5x10 cm conteniendo como substrato Metro Mix 200

2. Las macetas se cubrieron con un domo y se colocaron en la camara de crecimiento la cual
tenia un fotoperiodo de dia largo (16h luz y 8h oscuridad) y una temperatura de 24° C,
durante una semana.

3. Al cuarto dia de ser transplantadas se levant6é un poco el domo para que se eliminara un
poco de humedad.

4. Al sexto dia se descubrieron las macetas pero se mantuvieron dentro de la cAmara.
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5. Si las plantas eran utilizadas para obtener tejido se mantenian dentro de la camara, pero si
era para producir semilla estas eran sacadas al invernadero.

Se obtuvo la semilla de las plantas resistentes durante tres generaciones. A la tercera
generacion se colectaron las semillas de las plantas que presentaban el 100% de resistencia a
kanamicina y se tomaron como homocigotas dominantes y se utilizaron para realizar el
estudio.

Extraccién de protefnas
El anélisis para determinar los niveles de 29RNP se realizé en las lineas homocigéticas
T4. A partir de tres semanas de desarrollo de las plantas se obtuvieron extractos de proteina
empleando toda la parte aérea de la planta. Las plantas se colectaron individualmente. Se pesa
el tejido y se muele con nitrégeno liquido en un mortero, todo se debe realizar en frio para
evitar la accién de las proteasas. Se siguié el siguiente protocolo:
1. Se agrega el buffer de extraccion (Ver apéndice) en una relacion 1:1 con respecto a la
masa de tejido, fresco.
2. Se centrifuga y se recupera el sobrenadante, al cual se le mide la concentracién de proteina
por el método de Bradford utilizando el reactivo, Bio-Rad (No. de catdlogo 500-0006) se
realizé una curva estandar con albumina sérica de bovino (BSA) en un rango de 2 a 25 ug..

Western blot

La técnica de Western blot consiste en la separacion de un extracto de proteinas que
son separadas en un gel de poliacrilamida desnaturalizante y transferidas a un soporte sdlido
como una membrana de nitrocelulosa o nylon (Towbin et al., 1979). Esta membrana es
incubada con un anticuerpo especifico que reconoce a la proteina de interds. Este anticuerpo a
su vez, sera reconocido por un segundo anticuerpo el cual est4 acoplado a una enzima que al
agregarle su substrato generard un producto luminoso. Esta luxmmscencla se detectd al poner
en contacto con una pelicula fotografica.
Procedimiento
1. Se prepar6 un gel de SDS-PAGE al 15% (Laemmli, 1970) Ver apéndice.
2. Se prepararon las muestras de proteinas y se les adicion6 el buffer de carga (Ver apéndice).
3. Se corrid el gel a 20mA durante 1. S horas,



Se saco el gel y se monto la electrotransferencia (Ver apéndice).
Posteriormente se sac6 la membrana se dejo secar durante 10 min para fijar las proteinas.

La membrana se rehidraté con metanol, se lavé con agua y se puso a bloquear con leche.

NS s

Luego se incub6 toda la noche con el primer anticuerpo, anti 24RNP, diluido en leche al
5% a 4°C.

8. Al siguiente dia se lavo la membrana con TBS-T y se le adicioné el segundo anticuerpo,
anti conejo unido a peroxidasa, a una dilucién de 1:5000, también en leche.

9. Finalmente se lavé con TBS-T y se reveld (Ver explicacion detallada en Apéndice)

Densitometria y analisis de resultados

Las sefiales obtenidas en el Western blot fueron analizadas por densitometria empleyo
Fluor-S y el programa Quiantity One. Las sefiales producidas por el control fueron
consideradas como el 100% y las sefiales obtenidas de las plantas antisentido y con sobre-
expresion fueron referidas en porcentaje considerando al control como el 100%. La
densitometria se realiz6 en tres geles, los cuales se hicieron a partir de extractos totales de
proteina de 15 plantas independientes de cada linea analizada. Posteriormente se realizé un
analisis estadistico para comparar los resultados de las tres poblaciones utilizando la prueba

estadistica de ANOVA.

Medicion del tamaiio y nimero de hojas

Para llevar a cabo estas mediciones, las plantas fueron cultivadas en fotoperiodo de dia
corto (8 hrs luz) para estimular el crecimiento vegetativo y no produjeran inflorescencia muy
pronto. Las mediciones de tamafio de planta y del nimero de hojas por planta se iniciaron a
partir de la tercera semana de siembra, que fue el momento cuyo las plantulas se
transplantaban a tierra. Las mediciones se realizaron semanalmente durante 8 semanas. Para
conocer el tamafio de la hoja se consideré el largo de la hoja mas vieja. La determinacién del
numero de hojas fue hecha considerando todas las hojas presentes en cada planta al momento
de la toma de datos. Se tenian tres lotes de 12 plantas cada uno. El lote control, lote antisentido
y lote sobre-expresion. Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa Excel y

para el analisis estadistico se aplicé un ANOVA.
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Resultados

Seleccion de lineas homocigotas

Las semillas generadas por las plantas que se transformaron por infiltracion al vacio se
consideraron la generacion Ty. Después de la transformacion, se colectaron las semillas de 30
plantas con la construccion en antisentido (AS-Tp) y 15 plantas con la construccidn para sobre-
expresion (OE-T). Las semillas de estas plantas se sembraron en medio MS con kanamicina
(50 mg/mL), para realizar la seleccion y obtener las plantas de la generacion T). La resistencia
a kanamicina est4 ligada al gen de interés, por lo tanto, en la generacion T, todas las plantas
fueron heterocigotas y en su fenotipo fueron resistentes a kanamicina. La generacion T,
segregd para estos genes, produciendo una mezcla de genotipos (homocigotas recesivas,
heterocigotas y homocigotas dominantes) en cada planta. Asi, las plantas de la generacion T,
homocigotas recesivas para kanamicina, y que no tenian el transgen murieron, y solamente
sobrevivieron plantas heterocigotas y homocigotas dominantes para kanamicina y para el
transgen. Las semillas de cada planta se colectaron independientemente. Al sembrar las
semillas de cada una de las plantas de la generacién T, aquellas que germinaron al 100% en
medio con kanamicina y permanecieron verdes se consideraron plantas homocigotas
dominantes, y fueron seleccionadas para constituir la generacion T;. Las semillas de las
plantas T3 seleccionadas se pusieron a germinar nuevamente para obtener la generacion Tj.
Con esta seleccion se establecieron lineas homocigotas dominantes estables. La genealogia de
estas plantas se presenta en la Figura 4.

Durante la seleccion de las plantas transgénicas en el medio MS con kanamicina se
realizé un registro fotografico de las plantas seleccionadas. En la Figura 5 se observa que las
plantas que no presentaban la resistencia a kanamicina eran albinas y morian, las plantas
resistentes eran verde palido y continuaban su desarrollo. Las plantas resistentes
posteriormente se transplantaban a tierra y se desarrollaban hasta madurar y producir semilla.
Para la colecta de semillas se tuvo mucha precaucién de que no se mezclaran las de una planta
con otra. Para tener la seguridad de que las semillas colectadas solamente pertenecian a una
sola planta, cuyo las plantas maduras en floracién, empezaban a producir fruto, se envolvian
en papel encerado y la colecta se realizaba invirtiéndolas y depositandolas en una bolsa

previamente etiquetada. Posteriormente se limpiaban y las semillas se almacenaban a 4°C.
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Figura 4. Genealogia. Se colectaron las semillas de las plantas transformadas (generacion
To) las cuales se sembraron en medio MS con kanamicina (50 mg/mL). Las semillas de las
plantas resistentes a kanamicina (Kan) fueron a su vez sembradas en medio con el
antibiético para continuar la seleccion hasta estabilizar los genes y obtener lineas
homocigotas.
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Figura 5. Seleccion de las plantas transgénicas. Las semillas se sembraron en medio MS
con kanamicina (50 mg/mL) para realizar la seleccién. Las flechas sefialan las plantas
sensibles al antibidtico.

Las plantas se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura (22°C) y en
fotoperiodo de dia largo (16 h luz y 8 h oscuridad), en una camara de crecimiento (Percival
modelo AR-32L) durante el tiempo en que germinaban en el medio MS el cual fue
aproximadamente tres semanas. Cuyo fueron transplantadas a macetas, se pasaron al
invernadero hasta €l momento de colectar las semillas. Se realiz6 un anélisis fenotipico de 20
lineas de la construccion antisentido y 15 lineas con la construccién para sobre-expresion,
como control se analizé una linea transformada con el vector SLJ7292 sin inserto, el cual
presentaba la resistencia a kanamicina, y plantas silvestres de la variedad Columbia, sin
transformar. No se observo ningin cambio dramatico en el fenotipo de ninguno de los dos
tipos de plantas transformadas (Figuras 6 y 7). Las plantas transgénicas no presentaron ningun
fenotipo notable. Se tomaron muestras de tejido foliar para analizar los niveles de proteina y
seleccionar aquellas lineas que presentaran alguna alteracion en los niveles de la 29RNP, para

con ellas realizar un estudio mas detallado.
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Figura 7. Plantas transgénicas con la construccién para sobre-expresion.
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Analisis de los niveles de cp29

Para determinar los niveles de proteina cp29 en las plantas transgénicas de
Arabidopsis, la cual es la proteina ortéloga de la 24RNP de espinaca, se realizaron “Western
blots” en extractos de las plantas transgénicas, empleyo anticuerpos generados contra la
24RNP recombinante de espinaca (Robles, 2000). En un trabajo previo en nuestro laboratorio
(Zamora, 2004) se demostrd que este anticuerpo reconocia a las RNPs que se ha descrito estan
presentes en el cloroplasto de Arabidopsis (Otha et al., 1995).

Primeramente se determiné el fondo reactivo de los anticuerpos realizando un
“Western blot” con suero preinmune, en el extracto total de proteinas de las plantas
transgénicas de la generacién T4. En todos los carriles se revelaron varias bandas en posicion

superior al tamafio en el que se esperaba a la cp29 (Figura 8).
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Figura 8. “Western blot” de las plantas transgénicas analizado con suero pre-inmune.
Extractos de proteina total de hojas de una planta por linea de Arabidopsis (20 pg) (carriles 2 a
10) y de 24RNP recombinante de espinaca (100ng) fueron resueltos en un gel de SDS-PAGE
(15%) y transferidos a membranas de PVDF. Las membranas fueron analizadas con suero pre-
inmune a una dilucién de 1:1,500 en TBS. Carriles 1) 24RNP recombinante, 2) Arabidopsis
silvestre, 3) Control SLJ7292, 4) AS22, 5) AS23, 6) OE20, 7) Control SLJ7292, 8) AS17, 9)
AS20, 10) OE17. AS, antisentidos; OE, sobre-expresion. La flecha sefiala el sitio donde se
esperan las proteinas de interés.

Posteriormente, se realizé un analisis con el suero anti-24RNP, para determinar los
niveles de la proteina cp29 en plantas transgénicas de la generacién T4. Como se esperaba, con
base en los resultados previos (Zamora, 2003), el anticuerpo reconocid, tres bandas muy

cercanas, con tamafios alrededor de 30 kDa (Figura 9). Con base a las secuencias de los genes

31



que codifican a las tres RNPs de cloroplasto reportadas por Ohta et al., (1995), se calcularon
los tamafios esperados de estas proteinas maduras (sin péptido de transito). Los tamafios
teéricos calculados fueron de 28.3 kDa para la cp29, 27.8 kDa para la cp33 y 26.3 kDa para la
cp31. Con base en esta informacién, la banda de tamafio mayor reconocida por el anti-24RNP
corresponderia a la cp29, y el doblete inferior corresponderian a la cp33 y la cp3l,
respectivamente (Fig. 9). Esto permitié determinar como eran afectados los niveles de las otras
RNPs en las plantas transformadas. Las otras bandas observadas en estos analisis
corresponden a las bandas detectadas por el suero preinmune.
A)
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Figura 9. “Western blot” de extractos de las plantas transgénicas analizado con suero
anti-24RNP. A) Extractos de proteina total de hojas de una planta por linea de Arabidopsis
(20 pg) y de 24RNP recombinante de espinaca (100 ng) fueron resueltos en un gel de SDS-
PAGE (15%) y transferidos a membranas de PVDF. Las membranas fueron analizadas con
suero anti-24RNP a una dilucién 1:1500 en TBS. Carriles 1) 24RNP recombinante de
espinaca, 2) Arabidopsis silvestre, 3) Control SLJ7292, 4) AS22, 5) AS23, 6) OE20, 7)
Control SLJ7292, 18) AS17, 19) AS20, 10) OEl7. AS, plantas transformadas con la
construccidn antisentido; OE, plantas transformadas con la construccion para sobre-expresion.
B) Diferentes plantas de las mismas lineas fueron analizadas como se describié en A). La
flecha muestra la banda que fue considerada como control de carga.
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A partir de realizar el analisis por “Western blot” de 20 lineas con la construccion
antisentido se seleccionaron cuatro lineas que presentaban una disminucién en los niveles de
la cp29: AS17, AS20, AS22 y AS23. Todas las lineas con la construccién en orientacion
antisentido presentaban una disminuciéon en los niveles de cp29. Por otra parte se
seleccionaron dos lineas de la construccidn para sobre-expresion: OE17 y OE20 (Figura 9), a
partir de 18 lineas, contrario a lo que se esperaba, estas lineas presentaban una disminucion en
los niveles de la cp29. En las lineas para sobre-expresion no se logré encontrar ninguna que
presentara un aumento en los niveles de la cp29, todas presentaban niveles normales o
disminuidos. Se realizd otro “Western blot” con otras plantas de las mismas lineas
transgénicas con el fin de determinar si la cantidad de proteina disminuia de manera semejante
en todas las plantas de la misma linea. Los resultados fueron semejantes a los del primer
analisis, en todas las lineas atin en las de sobre-expresion, se observé una disminucién de los
niveles de proteina cp29 (Figura 9B). Las otras pequefias RNPs, la cp31 y la cp33 también
mostraron niveles disminuidos en ambos tipos de plantas.

Para cuantificar las variaciones en los niveles de las proteinas de interés se realizé una
densitometria. En el analisis se tomé una banda de proteina presente en todos los carriles como
un control interno de carga (flecha, en la Fig. 9) para realizar la normalizacién de los
resultados de las bandas correspondientes a las proteinas cp29, cp31 y cp33. Se expresaron los
resultados como porciento con relacién al control. De manera general, se observé una
disminucién muy marcada en los niveles de las tres proteinas, en las plantas seleccionadas. La
disminucién mas notable, se observé en las tres bandas de la linea AS22, pues contenian
tnicamente 16, 22 y 17 %, de cp29, cp31 y cp33, respectivamente (Fig 10). La disminucién en
las cantidades de estas proteinas fue muy semejante entre las tres bandas (Fig. 10), a
excepcion de la linea OE20 en donde el nivel de la cp29 es menor que el de las otras proteinas
(cp31 y cp33). Estos resultados indican que el efecto de las construcciones no fue solamente
sobre la cp29, sino también sobre las cp31 y cp33, las cuales mostraron disminuciones muy

semejantes a la cp29.
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Figura 10. Densitometria de las byas reveladas con el anticuerpo anti-24RNP en plantas
transgénicas. Cada una de las bandas del control (cp29, cp31, cp33) SLI7292 representan el
100%. Los datos fueron normalizados por carga de proteina en el carril, midiendo la
intensidad de una banda control, presente en todos los carriles. Numero de geles analizados, 3.
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Analisis fenotipico de las plantas transformadas

Aunque se observd una disminucién significativa en los niveles de las cp29, cp3l y
cp33 en las plantas transformadas tanto con la construccién en orientacién antisentido como
para sobre-expresion, estas disminuciones no estuvieron acompaifiadas de un cambio notable
en el fenotipo de las plantas transformadas. Por lo tanto, se decidi6é realizar un andlisis
fenotipico mas detallado. Para esto se midi6 el tamafio de la roseta y el nimero de hojas en
tres lotes de 15 plantas (control, SLJ7292; antisentido, AS17; y sobre-expresada, OE17),
cultivadas en las mismas condiciones de fotoperiodo (dia corto, 8 h luz y 16 h oscuridad),
durante ocho semanas. La medicién se inici6 a partir de la tercera semana de siembra ya que
fue el momento cuyo las plantulas fueron transplantadas a tierra. A partir de este momento la
medicion se realizé cada semana durante seis semanas para determinar el tamafio de la roseta
y cinco semanas para determinar el nimero de hojas.

En el primera semana después del transplate (tercera semana), no hubo diferencias en
el tamafio de la roseta entre las plantas control y las transgénicas. Sin einbargo, a medida que
transcurrieron las semanas, las plantas control aumentaron el tamaifio de la roseta en mayor
proporcion que las plantas antisentido y las de sobre-expresién. Estas diferencias se fueron
incrementado a través de las semanas en las plantas antisentido, llegyo a ser un poco mas de 1
cm mas pequefias (25% menos) que las plantas control, a las siete semanas. Mientras que en
las plantas de la linea OE17, las diferencias fueron menores a partir de la sexta semana (Figura
11). El analisis estadistico ANOVA no mostr6 diferencias significativas entre el control y las
plantas transgénicas con una p < 0.05.

En cuanto al nimero de hojas los datos indicaron que también se presentaba una menor
cantidad en las plantas con la construccién de sobre-expresion. Aunque durante las primeras
semanas no existid ninguna diferencia, éstas se presentaron a partir de la quinta semana
(Figura 12). Estadisticamente, a partir de esta semana no existen diferencias significativas
entre el control y las plantas con la construccion de sobre-expresion y las antisentido, empleyo

la prueba estadistica ANOVA (p < 0.05).
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Figura 11. Medicién del tamafio de la roseta de las plantas transgénicas. Se midi6 el
didmetro de 12 plantas de cada una de las lineas control (blanco), OE17 (barras negras) y
AS17 (barras grises).
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Figura 12. Nimero de hojas de las plantas transgénicas. Cada dato es el promedio de 12
repeticiones. Existe una menor cantidad de hojas en las lineas OE (barras negras) y AS (barras
grises) en comparacion con el control (barras blancas).
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Discusion

En los cloroplastos de espinaca, cebada y tabaco se ha observado que durante el
desarrollo y la diferenciacion inducida por luz, la frecuencia relativa del inicio de la
transcripcion de algunos genes permanece constante, pero existen diferencias significativas en
la abundancia de sus RNAs (Deng and Gruissem, 1987; Mullet and Klein, 1987; Deng et al.,
1987; Klein and Mullet, 1990; Gruissem and Schuster, 1993). Estos resultados indican que la
regulaciéon post-transcripcional, ya sea al nivel de procesamiento o de estabilidad de los
mRNAs, juega un papel muy importante en el control de la expresion genética de los
cloroplastos.

La estabilidad de los mensajes del cloroplasto depende de que sean correctamente
procesados. El procesamiento involucra: el splicing de intrones, corte endonucleolitico en
regiones intercistronicas, modificaciones del extremo 5’ y 3’ no traducible, y edicién del RNA
(Monde et al., 2000). Estos procesos han sido reconocidos como importantes reguladores de la
expresidn genética (Siomi ef al., 1997). El estudio de los eventos de procesamiento es sélo el
inicio del conocimiento, pero una detallada explicacidn del procesamiento del RNA plastidico
in vivo, todavia no existe.

En el procesamiento postranscripcional participan diferentes componentes
involucrados en los distintos procesos. Por ejemplo actividades endo y exo-nucleoliticas para
el procesamiento de los extremos 5', 3' y el "splicing" y actividades modificadoras de bases
para la edicion de mRNAs cloroplasticos. Las proteinas de union a RNA (RNP) son
participantes importantes en estos procesos. En cloroplastos de distintas especies se han
reportado la presencia de varias RNPs, en tabaco la cp28, cp29A, cp29B, cp31 ycp33 (Liy
Sugiura 1990; Li et al., 1993); en chicharo, la 33RNP (Reddy et al., 2001); en cebada, la
cp31AHv y la cp31BHv (Churin et al., 1999); en espinaca, la 24RNP, 28RNP y 33RNP (Hsu-
Ching et al, 1991); y en Arabidopsis thaliana, la cp28RNP, cp28bRNP, cp29RNP,
cp29bRNP, cp31RNP, cp31bRNP, cp33RNP y cp33bRNP (Ohta et al., 1995, Lorkovic y
Barta, 2002). Todas estas proteinas son codificadas en el genoma nuclear, sintetizadas en el
citoplasma y dirigidas al cloroplasto por la presencia de un péptido de transito en el extremo

amino terminal. Con el conocimiento de las secuencias completas de los genomas de varias



plantas se iran conociendo otras proteinas que podran clasificarse dentro de este grupo, como
ha sido el caso en Arabidopsis thaliana (Barta, 2002).

La funcién de la mayoria de estas proteinas no ha sido determinada. La proteina

28RNP de espinaca, que fue la primera en ser estudiada, tiene un papel determinante en la
definicion del sitio de procesamiento correcto en el extremo 3'UTR de mRNAs cloroplésticos
(psbA, rbcL y petD) de espinaca (Schuster y Gruissem 1991). Las proteinas de tabaco se han
encontrado en el estroma de los cloroplastos, asociadas a los mensajeros, lo cual sugiere que
estin participando en la determinacion de su estabilidad (Nakamura et al., 2001). Estas
mismas proteinas se encontraron unidas a los pre-tRNAs y a sitios de edicion en el mRNA de
psbL (Nakamura et al., 1999). Estos resultados indican que estas proteinas estan implicadas en
diferentes mecanismos de procesamiento y maduracion de los mRNAs de cloroplastos.
En nuestro laboratorio se ha estudiado la funcién de la 24RNP de espinaca en el
procesamiento de los 3'UTRs de mensajeros cloroplasticos. Mediante ensayos de
procesamiento in vitro empleando extractos purificados de cloroplastos intactos se ha
encontrado que la 24RNP participa en proteger a los 3'UTRs contra la degradacion (Loza-
Tavera et al., en preparacion). En este trabajo se abordé la estrategia de la construccion de
plantas transgénicas para profundizar en el conocimiento de la actividad de esta proteina.
Dado que A. thaliana es una planta que puede ser transformada genéticamente con relativa
facilidad, y sabiendo que la ¢p29 de Arabidopsis thaliana presenta una alta identidad (86%)
con la proteina 24RNP de espinaca, se generaron plantas transgénicas de esta especie
transformadas con el gen de la cp29, en orientacién sentido y antisentido. Con esta estrategia
se esperaba poder determinar si la cp29 era una proteina esencial para el funcionamiento del
cloroplasto, tal que al reducir o aumentar su expresion, la planta presentara algun efecto
observable durante su desarrollo.

La genealogia de las plantas transformadas, se realizé a través del seguimiento del gen
de la neomicina fosfotransferasa (NPTII), el cual proporciona resistencia a kanamicina y se
encuentra en el vector de clonacién. Asumiendo que este gen y el de la cp29 permanecen
unidos durante la segregacion, dada su cercania, y aunado a que la segregacion obtenida en
todas las transformantes fue de tres plantas resistentes por una sensible, en la generacion T, se
puede deducir que en cada evento de transformacién hubo una sola insercién es decir, que

solamente existe una copia del transgen por transformacion.



Tanto las plantas transformadas con la construccién en antisentido como con la
construccién para sobre-expresién presentaron bajos niveles de cp29

Los niveles de cp29 fueron bajos en todas las plantas transgénicas, tanto con la
construccidn en antisentido como con la construccién para sobre-expresion (Fig. 10). En las
plantas con la construccién en antisentido la disminucién en los niveles de proteina fue en
todos los casos mayor de 65% con disminuciones de hasta 85%, mientras que en las plantas
con la construccién para sobre-expresién se observaron casos con una reduccién discreta
(38%) y otros con una reduccion del 84%, en comparacién con las plantas control.

La tecnologia de antisentidos es una herramienta para controlar la expresion de genes.
Desde las primeras descripciones de la inhibicién de la expresion genética por antisentido en
1978, esta tecnologia ha tenido un desarrollo y aplicacién exponencial. Tradicionalmente un
antisentido es una cadena de DNA que selectivamente inhibe la expresién de un gen blanco
por apareamiento de las bases en regiones complementarias o sitios blanco sobre el gen de
interés (Kim et al., 2003). El antisentido puede afectar la expresion del gen blanco a todos los
niveles: transcripcién, procesamiento y transporte del RNA, estabilidad y traduccion. Estos
efectos son debidos a la formacién de una doble cadena de RNA que conduce a diferentes
caminos de degradacién, uno via el reclutamiento de RNAsas y otro mediante la detencidn,
mediada por el impedimento estérico, de la lectura del RNA por los ribosomas (Jorgensen et
al., 1999).

En las plantas con la construccion para sobre-expresién de la cp29, a diferencia de lo
que se esperaba, no se presentd un aumento en los niveles de proteina, sino al contrario, se
presentd una disminucion, de hasta 84% (OE20). Es posible que haya ocurrido un fenémeno
de co-supresion o silenciamiento post-transcripcional (PTGS, "post-transcriptional gene
silencing"), que ha sido descrito para otros genes (Matzke y Matzke 1998; Vaucheret et al.
2001; Susi et al., 2004).

El mecanismo de silenciamiento o co-supresion fue primeramente descrito en plantas
transgénicas de petunia, las cuales se transformaron con un gen implicado en la biosintesis de
pigmentos. Contrario a lo que se esperaba las plantas transformadas no aumentaban su
pigmento, sus flores eran despigmentadas (Napoli et al., 1990; van der Krol et al., 1990). El

mecanismo de PTGS se presenta en todos los organismos, desde plantas y hongos, hasta




mamiferos, v al parecer es por un mecanismo que ha sido muy conservado (Susi et al., 2004).
La co-supresion o PTGS se ha explicado con base a que la cantidad de copias de un mensajero
estd estrechamente regulada, por lo cual, al presentarse una sobre-expresién en la célula
normal, ciertos mecanismos ejercen control a nivel transcripcional, produciendo el
silenciamiento (Kumpatla et al., 1998, Ingelbrecht et al., 1994; Fire, 1999, Vaucheret et al.,
2001). Se ha sugerido que cuando se presenta un incremento en los niveles de RNA tres veces
mayores que los niveles normales se activa la maquinaria de silenciamiento (Flavell, 1994).
En muchos casos de silenciamiento de genes se ha encontrado que multiples copias del
transgen fueron integradas en el genoma. Sin embargo, una sola copia de un transgen
altamente expresado por un promotor fuerte puede causar silenciamiento (Han ez al., 2004).

Los mecanismos implicados en el PTGS, todavia no estan muy claros. Los pequefios
RNAs de interferencia, RNAs aberrantes y RNA de doble cadena, son los candidatos
sugeridos que prenden las sefiales de silenciamiento (Yu y Kumar 2003). La generacion de
dobles cadenas ectdpicas es unos de los mecanismos propuestos como responsables del
silenciamiento de secuencias semejantes. La formacién de la doble cadena conlleva a la
metilacién y generacién de transcritos truncados, los cuales se han reportado en el hongo
Ascobolus (Barry et al., 1993).

La relacién entre PTGS vy la disminucidn de la expresion por un antisentido todavia no
esta muy clara. Alelos sentido y antisentido del transgen que codifica a la chalcona sintasa
(Chs) implicado en la pigmentacidn de las flores en petunia genera diferencias marcadas en los
patrones de expresion (Que et al., 1997). El PTGS involucra la degradacion del RNA blanco
en el citoplasma, mientras que la expresion de un RNA antisentido reduce los niveles del RNA
sentido por mecanismos nucleares relacionados con la estabilidad. El paralelismo entre estos
dos mecanismos, es que ambos pueden conducir a la degradacién del RNA, la sefial que los
induce puede ser muy semejante, pero todavia no estd muy claro el mecanismo (Jorgensen et
al., 1999).

Un mecanismo de silenciamiento recientemente descrito son los RNA de interferencia.
Estas moléculas se generan a partir de RNAs de doble cadena que son procesados por una
enzima llamada DICER la cual genera fragmentos de 20 a 25 nucledtidos que se unen al RNA

blanco generando la degradacion del transgen y con ello el silenciamiento (Agrawal et al.,
2003; Kerschen et al., 2004).



Por otro lado, se ha reportado en Arabidopsis thaliana (Elmayan et al., 1998) y tomate
(Han et al., 2004) que el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor es un promotor
fuerte el cual genera altos niveles de transcrito del gen que esta regulando, lo cual puede ser
causa de silenciamiento. En nuestro trabajo empleamos este promotor para dirigir la
transcripcion tanto del gen en orientacién correcta como en antisentido. Esto podria haber
contribuidoal  silenciamiento observado en las plantas con la construcciéon para sobre-
expresion.

En contraste con los resultados de este trabajo, cuando se sobre-expresa la cp31 en
plantas de Arabidopsis se observaron niveles de 10 a 100 veces mayores que el control
(Phayre, 2000). Estos resultados sugieren que la regulacién de los niveles de cp29 podrian ser
perjudiciales para las plantas, mientras que incrementos de la cp31 no lo son. Esto implicaria
que el sistema biolégico tiene mecanismos para no permitir que la cp29 incremente sus

niveles, mientras que la cp31 puede ser incrementada sin restricciones del sistema.

Los niveles de las otras RNPs cloroplasticas de A. thaliana (cp31 y cp33) también
disminuyeron en las plantas transgénicas

Previamente se habia demostrado que €l anticuerpo anti-24RNP de espinaca reconocia a tres
RNPs cloroplasticas de Arabidopsis thaliana (Zamora, 2004). En este trabajo, las tres RNPs se
detectaron claramente en las plantas control. A pesar de que las plantas transgénicas fueron
disefladas para afectar la expresion de la cp29, el analisis densitométrico de las bandas
correspondientes a la cp31 y ¢p33 mostr6 que los niveles de estas proteinas también resultaron
fuertemente disminuidos, hasta en 82% y 78% para la cp31 y cp33 respectivamente en la linea
AS22 (Fig. 10). Este efecto en el cual la disminucién de la expresion de un gen conlleva a la
disminucién de la expresion de otros genes ya ha sido descrito en otros organismos
transgénicos. En esos casos, el fendmeno se ha presentado cuando existen genes que presentan
una similitud arriba del 70% con respecto al gen blanco (Ingelbrecht ez al., 1994; Dehio et al.,
1994). Sin embargo, se ha reportado que el silenciamiento de algunos genes puede ocurrir al
emplear secuencias homologas tan cortas como 23 nt, es decir, aproximadamente el 10% del
tamafio del gen blanco (Thomas et al., 2001). Aunque al parecer los requerimientos para el
proceso de silenciamiento son especie-especificos, en términos de tamafio de la secuencia y el

grado de identidad, generalmente se requiere de una identidad mayor al 75% para inducir el



silenciamiento en genes semejantes (Sijen et al., 1996). En el caso de este trabajo, los genes
athep31 y athcp33 que'codiﬁcan ala cp31 y cp33 respectivamente tienen una identidad menor
del 40%, con el gen athcp29.

Este grupo de genes presenta regiones que son conservadas, por ejemplo las regiones
de unién a RNA, por lo cual la disminucion en los niveles de la cp31 y cp33 se puede deber a
que se estan formando zonas de doble cadena en las regiones conservadas, que pueden ser
degradadas por una RNAsa que reconoce doble cadena o las regiones que no hibridan pueden
ser eliminadas por RNAsas que reconocen cadena sencilla. Por otro lado, estas regiones de
doble cadena pueden causar que estos mensajeros no puedan ser leidos por los ribosomas.

Por otro lado, los fragmentos generados por el corte de la molécula hibrida del gen
athcp29 asociado al RNA antisentido en las plantas transgénicas pueden llegar a interaccionar
con regiones conservadas en los mensajeros de cp31 y cp33, ocasionando lo que se mencion6
anteriormente.

La co-supresion observada en estas plantas no es un fendémeno inusual sino al
contrario, es un mecanismo muy frecuente que se presenta en las plantas transgenicas. En este
caso estos resultados podrian deberse a que la sobre-expresion de la cp29 induce mecanismos
de silenciamiento, como los anteriormente mencionados, lo cual puede generar la aparicién de
RNAs de interferencia o RNAs antisentido, que interaccionan con los genes que codifican las
cp31 y cp33 através de las regiones conservadas, afectando los niveles de esas proteinas.

Sin embargo, también existe la posibilidad de que la disminucién en los niveles de la
cp31 y la cp33 sea debida a un mecanismo de control postraduccional. En varios complejos
que funcionan en el cloroplasto, como RUBISCO (Roy et al., 1982; Roy et al., 1988) y PSII
(Baena-Gonzalez y Aro, 2002), en los cuales existe una estequiometria precisa entre las
distintas subunidades que los componen, la cantidad de las subunidades no es regulada durante
su sintesis, sino que la regulaciéon ocurre cuando los complejos son ensamblados y las
subunidades remanentes son degradadas (Choquet et al., 2001). En el caso de las RNPs de
cloroplasto, estas proteinas se han identificado en un complejo de alto peso molecular con
actividad de procesamiento de RNA (Hayes et al., 1996). Aunque no se conoce la
estequiometria de estas subunidades en el complejo, podria existir la posibilidad de que los

bajos niveles de cp31 y cp33 fueran una respuesta a los bajos niveles de cp29 generados por el

antisentido o la co-supresion.



La disminucién en los niveles de las RNPs cloroplasticas estd asociada con una
disminucion en el tamafio de las plantas transgénicas

El analisis fenotipico de todas las generaciones no mostré ningun fenotipo aberrante
con respecto a las plantas control (Fig. 6 y 7). Sin embargo, en ambos tipos de plantas
transgénicas el tamafio de la roseta era menor (Fig. 12). Estos resultados indican que la
disminucién en los niveles de las RNPs de cloroplasto afecta el desarrollo de las plantas. El
numero de hojas estadisticamente no presentaron diferencias (Fig. 13).

En un trabajo en el que se produjeron plantas transgénicas de Arabidopsis con un
fragmento del gen de la cp31 en antisentido, se obtuvieron plantas con niveles reducidos de
esa proteina sin afectar la estructura del cloroplasto, ni los niveles de clorofilas, ni la expresion
de algunos de los genes que se expresan en cloroplasto, no mostrando ningun cambio
fenotipico notable (Phayre, 2000). Sin embargo, aumentos en el contenido de esta proteina por
la presencia de una construccion para sobre-expresion produjeron fenotipos en los que el
tamafio de las plantas era ligeramente menor que las silvestres y la etapa vegetativa se
prologaba mostrando un retraso de hasta 38 dias en la floracién, cuando las plantas crecian en
dia corto , pero no cuando crecian en dia largo (Phayre, 2000). Estos resultados y los
encontrados en este trabajo, permiten sugerir que la actividad de estas proteinas esta
relacionada con procesos de desarrollo vegetativo de las plantas, los cuales se vieron afectados
por la disminucién de la cp29 y la sobre-expresion de la cp31.

Se ha sugerido que las proteinas 28RNP y 24RNP de cloroplasto de espinaca estan
involucradas en el mismo proceso, pero con una diferencia temporal en su expresion.
Experimentos in vitro han demostrado que si se inmunosubstrae ya sea la 28RNP o la 24RNP,
el procesamiento de los mensajeros no se ve afectado, pero si se eliminan las dos proteinas el
mensajero es degradado (Loza-Tavera et al., 2004 en preparacion). En las plantas de
Arabidopsis, la disminucién en los niveles de las proteinas cp29 y cp31 es muy drastica, pero
ninguna de las dos proteinas desaparece por completo, por lo que quiza, a pesar de que la
cantidad existente es poca, es suficiente para que la funcién se lleva a cabo adecuadamente
aunque tal vez no a su méaxima capacidad, por lo que se observa un retraso en el crecimiento.

Se ha descrito que las RNPs de cloroplasto de tabaco, ademas de participar en el

procesamiento de los 3’UTRs de los mensajeros cloroplasticos, también estan implicadas en



algunos otros procesos, como estabilidad y "splicing" (Li y Sugiura, 1990; Sugiura, 2001;
Miyamoto et al., 2002). Por lo cual se podria especular que al existir una disminucién en los
niveles de proteinas de las RNPs de Arabidopsis (cp29, cp31 y cp33), también se podria estar
presentando un efecto secundario, afectando otros niveles en el procesamiento de los
mensajeros de cloroplasto, aunque, esto seria necesario comprobarlo. En la secuencia del
genoma de Arabidopsis se han identificado ocho genes que codifican posibles RNPs de
cloroplasto (Lorkovic y Barta, 2002). Esto complica ain mas el panorama, al tratar de

dilucidar los mecanismos por los cuales este grupo de proteinas funciona.



Conclusiones

1.

Fue posible producir plantas transformadas de Arabidopsis thaliana con una
construccion en antisentido del gen athcp29 que codifica a la proteina de union a RNA
cp29 y plantas transformadas con una construccion para sobre-expresion.

Ambos tipos de plantas transgénicas mostraron bajos niveles de la cp29. Esto indica
que en las plantas con la construccion para sobre-expresion se present6 un fenémeno
de co-supresidn o silenciamento génico.

Se identificaron lineas con niveles de cp29 reducidos hasta en 85%.

En las plantas con niveles reducidos de cp29 también disminuyeron los niveles de otras
RNPs cloroplasticas (cp31 y cp33).

La disminucién en los niveles de estas proteinas afectd el desarrollo de Arabidopsis

thaliana produciendo plantas que tenian un menor tamafio de la roseta.



Perspectivas

1.

Ampliar el analisis fenotipico a mayor numero de lineas y llevarlo a cabo en
condiciones de cultivo variadas. Quizé en condiciones de estrés, los bajos niveles de
RNPs cloroplasticas si sean un punto limitante para el buen funcionamiento del
cloroplasto.

Realizar estudios de procesamiento in vitro y analisis por entrecruzamiento con UV
para determinar si el procesamiento esté alterado.

Analizar los patrones de hibridacion que presenten distintos genes cloroplasticos para

determinar si algunos de ellos se encuentran alterados.
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Apéndice
Construccion de las plantas transgénicas.

Para la construccién de las plantas trangénicas, se utilizé el vector SLJ7292 el cual
presenta las siguientes caracteristicas. La construccion esta bajo el control del promotor 35S
del virus del mosaico de la coliflor. Ademas de presentar el gen de resistencia a kanamicina
que se utiliza como elemento de seleccion de las plantas transformadas. El gen de la cp29 de
A. thaliana fué insertado dentro del vector en orientacion sentido y antisentido, bajo el control
del promotor 35S. Por lo cual se generaron tres construcciones el vector sin inserto, el vector
con el gen de la 29RNP en orientacién sentido y la ultima con el gen de la 29RNP en
orientacion antisentido.

Estas construcciones fueron utilizadas para transformar plantas de Arabidopsis
thaliana utilizyo el protocolo de infiltracién al vacio. Los plasmidos generados fueron
utilizados para transformar a Agrobacterium tumefaciens. Las plantas fueron puestas junto con
las bacterias en una atmésfera al vacio. Las semillas generadas de esta transformacion se
seleccionaron en medio MS con kanamicina (50 mg/ml). Y se consideraron como semillas de
la generacién Ty. La transformacioén de las plantas fue realizada por la Dra. Herminia Loza
durante su estancia post-doctoral en la Universidad de Berkeley en San Francisco.

El vector SLJ7292 proviene de las modificaciones realizadas al vector SL.J44024. Estos
vectores pertenecen a una familia de plasmidos los cuales presentan en los extremos lo brazos

del T-DNA que permite la recombinancion en el genoma vegetal.

Medio MS (Murashige y Skoog, 1962).

Solucion I

KNO; 19g
NH,NO; 165¢
CaCl, -2H,0 044 ¢
MgSO4 037g
KH2PO4 'HzO 0.17 g

Solucién 11

MnSO4H,O 16.9 mg
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ZnSO4-7H20 8.6 mg

H;BO; 6.2 mg
KI 0.083 mg
CUSO4‘5H20 25 ug
N82M004'2H20 250 Mg
CoCly:6H,0 25 g
Solucion 1

FCSO4‘7HzO 27.8 mg
CmHnNzOloNazQHzo 373 mg
Solucién IV

Glicina 2mg
Myo-Inositol 100 mg
Tiamina-HCL 0.1g
Ac. Nicotinico 05g
Piridoxina-HCl 05g
Sacarosa 1.5g
Agar bacteriologico 16 g

Disolver en partes iguales cada solucién, 200 m! de cada una y ajustar el pH a 5.7 con
NaOH. Lievar a un volumen final de 2000 ml. Esterilizar por autoclave, exactamente 18
minutos para evitar la caramelizacién de la sacarosa. Posteriormente adicionar Kanamicina
antes de vaciar en las cajas

Kanamicina stock 10mg/ml
Kanamicina O0lg

Disolver en 10ml de agua desionizada y esterilizar por filtracién. Adicionar 5 ml por
cada litro de medio MS para obtener una concentracién de 50 pg/ml,

Buffer de extraccion de proteinas 2X

Tris base pH 7.5 200 mM
EDTA 10 mM
Sacarosa 0.6 M
EGTA 10 mM

MgCl, 10 mM



B-Mercaptoetanol 80 mM

Pefablock 1 mg/ml
Pepstatin - 2 ug/ml
Leucopeptina 1 ug/ml
Bestatin 80 pg/mi

Se pesan todos los componentes hasta el cloruro de magnesio y se disolvieron en agua
desionizada. Se esteriliza la solucioén en autoclave. Antes de iniciar la extraccién se adiciona el
B-Mercaptoetanol y los inhibidores de proteasas, los cuales se agregan a partir de soluciones
stock preparadas y mantenidas a -20°C. Esta solucién se utiliza 1X.

SDS-PAGE

Procedimiento

1. Correr un gel de SDS-PAGE (Laemmli 1970), el cual se basa en el uso de soluciones
amostiguadoras con diferentes pH, que genera un pH discontinuo y un gradiente de voltaje
en el gel, lo que permite la separacién de las proteinas dependiendo de sus cargas netas. La
utilizacién de la poliacrilamida en el gel permite la formacién de una red o malla que
también separa las proteinas por su peso.

% de acrilamida Intervalo de tamafio (KDa)
5% 36 - 205
7.5% 24 - 205
10% 14 - 205
12.5% 14 - 66
15% 14 - 42

Tabla 3. Pesos en KDa que pueden s¢pararse por un porcentaje adecuado de acrilamida,

Se preparan los geles de acrilamida con los siguientes componentes (Preparacién de

soluciones en el apéndice).

Gel separador



Gel separador

Soluciones 12% 15%

Agua desionizada 1.4 ml 1 ml

Solucién de acrilamida 1.6 ml 2ml
bisacrilamida

Buffer separador 1 ml 1 ml

APS 20% 25 ul 25 ul

TEMED 25l 25wl

Gel concentrador

Soluciones 12% y 15%
Agua desionizada 1 ml
Buffer apilador 444 ul
Solucién de archilamida y bisacrilamida 300 pl
APS 20% 20 pl
TEMED 5pul

2. Enun tubo falcon de 15 ml se mezclaron perfectamente los componentes para el gel
separador y se vacian en los sandwiches de vidrio.

3. Se mezclaron los componentes del gel de concentrador y se vaciaron sobre el gel separador
e inmediatamente después se colocaron los peines para la formacién de los pozos para
cargar las muestras.

4. Después de medir la concentracién de proteinas, se separaron las muestras llevandolas
todas a un volumen semejante, incluyendo el buffer de carga (ver apéndice) que debe
quedar al final a una concentracién 1X. Para ajustar los volimenes se utilizo la solucion
para extraccion de proteinas.

5. Se pusieron las muestras en el bafio de agua a ebullicion por 10 minutos y se transfirieron
a un bafio de hielo con agua.

6. Se cargaron las muestras y el marcador de peso molecular y se corrio el gel a 100V en el

buffer de corrida.
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7. Si el gel se va a transferir no debe tefiirse con azul de Coomassie ya que las proteinas se
fijan en el gel y no pueden ser transferidas. Para tefiir el gel se utliza la solucion de
Coomassie (ver apéndice) durante 1 hora y posteriormente se destifie con solucion fijadora

y destefiidora (ver apéndice).

Western blot
Se utiliza el método descrito por Towbin et al. (1979).

1. Después de separar las proteinas el gel se dejé 15 min en el buffer de transferencia para
equilibrar el gel (ver apéndice).

2. Se corté una membrana de PVDF de 6x8.5 cm y se mojo en metanol para hidratar la
membrana, porteriormente se dejo en el buffer de transferencia po 15 min.

3. Se colocaron seis pedazos de papel 3MM de 6.5x9%cm y al igual que la membrana se
humedece en la solucion para transferir,

4. Se ensambl6 el cassette de acuerdo al instructivo anexo y se inastal6 en el aparato.

5. Se corrio la electrotransferencia a 100 V por 1 hora.

6. Se desmontd la electroforesis y la membrana se tifié en solucidon de Ponceau S (ver
apéndice) por 10 minutos. Se retird la membrana de la soluciéon y se lavo con agua
desionizada hasta que las byas de las proteinas fueron visibles.

7. Tomar una fotografia para guardar la imagen como prueba de la calidad de los extractos, la
cantidad que se agrego en cada pozo y la eficiencia de la transferencia. Este paso es muy
importante para demostrar que las diferencias en la concentracion de proteina, presentes en
la pelicula fotografica, que se llegaran a observar, no se deben a que existe una menor
cantidad de proteina cargada en el gel.

8. Destefiir la membrana con TBS 1X (ver apéndice) durante 5 min antes de bloquear.

9. Bloquear la membrana con leche descremada (Svelty) al 5% en TBS 1X (ver apéndice)
durante 10 min. La cantidad de solucién necesaria es aquella con la cual la membrana
quede totalmente sumergida (5 a 10 mL). En algunos protocolos se menciona que después
de bloquear la membrana, ésta se lava. Sin embargo, esto no es necesario ya que lo que se
pretende es cubrir todas aquellas zonas en las cuales el anticuerpo se pueda unir

inespecificamente y si se lava la membrana pueden aumentar las uniones inespecificas.
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10.

11.
12.
13.

14.

Adicionar el primer anticuerpo diluido en TBS 1X con leche descremada al 5%. La
dilucién a la cual se utilice este anticuerpo dependera de la reactividad del anticuerpo por
la proteina que reconoce. Para saber a que concentracién se debe utilizar el anticuerpo es
necesario realizar una titulacion previa. En este caso la dilucién empleada fue de 1:1500
para el anticuerpo anti 24RNP.

Incubar el primer anticuerpo una hora a 37°C o toda la noche a 4°C en agitacion constante.
Lavar la membrana con TBS-T 1X (ver apéndice) 15 min dos veces.

Adicionar el segundo anticuerpo a una dilucion de 1:2000 en TBS 1X con 3% de leche
descremada. En este caso, dado que el primer anticuerpo fue desarrollado en conejo, el
segundo anticuerpo debe ser anti-IgG de conejo, acoplado a la peroxidasa de rabano.
Incubar durante una hora a temperatura ambiente con agitacion constante.

Hacer dos lavados de 15 min cada uno, con TBS-T.

Revelado

A partir de este momento todo se debe de realizar en el cuarto oscuro con la luz

apagada, deacuerdo al protocolo del ECL (Amersham Pharmacia Biotech)

1.

Escurrir la membrana sobre un pedazo de papel, para quitar el exceso de solucién de
lavado y colocarla sobre un carton que esté cubierto con plastico.

Mezclar 500 pl de cada una de las soluciones 1 y 2 (las cuales contienen €l sustrato
especifico para la peroxidasa, que al llevar a cabo la reaccién, genera luz) y agregar sobre
la membrana, de forma tal que la cubra completamente.

Escurrir el exceso de solucién de revelado y cubrir la membrana con un plastico.

Colocar una pelicula fotografica especifica (Kodak Biomax Light Film No. de catalogo 17
8207 ) sobre la membranas. El tiempo de exposicion dependera de que tan intensa sea la
sefial, si se logra ver un poco de luz a simple vista con la luz apagada solamente es
necesario dejar la exposicién durante 15, 30 seg o un minuto méaximo. Si no se logra ver
nada se puede dejar durante 3 6 5 min. Es muy importante que cuyo coloques la pelicula
no la muevas ya que si esto sucede apareceran byas que no existen o se vera la sefial
borrosa.

La pelicula fotografica se debe cortar de una esquina para que permita ubicar la

orientacion de la membrana.



10.

11.

Para revelar la pelicula, introducirla durante 5 min en la solucién de revelado (Kodak No.
de catalogo 190-0943) agityo constantemente para que la solucién cubra a toda la pelicula.
Sacar la pelicula y enjuagarla abundantemente en agua corriente. Si no lavas lo necesario
la pelicula se vera opaca. Aproximadamente hay que enjagar durante 5 min.

Introducir la pelicula en la solucién fijadora (Kodak No. de catalogo 190-1875) durante
uno a tres min. Durante este periodo se debe agitar el recipiente para que la solucién cubra
completamente la pelicula.

Lavar nuevamente con agua corriente y dejar escurriendo hasta que la pelicula se seque.
Posteriormente hay que alinear la pelicula con la fotocopia que se obtuvo de la membrana
tefiida con Ponceu, para localizar e dientificar el tamafio de la sefial.

Para guardar los resultados hay que recortarla pelicula donde esta localizada la sefial del
tamafio de la membrana y sefialar los marcadores de peso molecular asi como los que se
tiene en cada carril, la fecha de realizacién la concentracion del gel del cual se parti6 y las

observaciones pertinentes.

Solucion de acrilamida/bisacrilamida

Acrilamida 30g

Bisacrilamida 08¢g

Se pesan los componentes y se disuelven en 80ml de agua desionizada en una parrilla

con agitacién y calor moderado. Se filtra la mezcla a través de un papel Whatman No. 1 u otro

de poro grye, después de que se haya disuelto completamente y se afora a 100 ml con agua

desionizada en una probeta. Se almacena a 4°C en un frasco protegido de la luz.

Buffer separador (25X)

Tris base 1.5M
SDS 20% 2ml
Ajustar el pH a 8.8 con HCl1 12N

Se pesa el Tris y se disuelve en 80ml de agua desionizada y se ajusta el pH. Se agrega

el SDS y se afora a 100ml. Se almacena a 4°C.

Buffer apilador (25X)
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Tris base 0.5M
SDS 20% 2ml
Ajustar a pH 6.8 con HC1 12 N
Se pesa el Tris y se disuelve en 80ml de agua desionizada y se ajusta el pH. Se agrega
el SDS y se afora a 100ml. Se almacena a 4°C.

Buffer de carga (5X)

Tris base M

Glicerol 5 ml
SDS 05¢g
Azul de bromofenol 02g
B-Mercaptoetanol

3¢ pesan o se miden los componentes y se llevan a 10 ml con agua desionizada. Se
almacena a temperatura ambiente. Inmediatamente antes de usar se agrega 4 pl de PB-
Mercaptoetanol por cada 20 pl de buffer de carga.

Buffer de corrida (10X)

Tris base 3g
Glicina 144 ¢
SDS 1g

Se pesa el Tris y la Glicina, se adicionan 60 ml de agua desionizada y se disuelven
sobre una parrilla con agitacién. Se mide el PH que debe de estar entre 8.3 y 8.8, de no ser asi
se vuleven ha pesar los componentes debido ha que no se puede ajustar el pH. Se agrega el
SDS en polvo, se disuelve y se afora a 100 ml. Se almacena a 4°C. Antes de usarse se deben
tomar 30ml de esta solucién y aforar a 300 ml con agua desionizada.

Persulfato de amonio al 20%
Persulfato de amonio 0.2g

Se pesa el reactivo y se disuelve en S ml de agua desionizada y se afora a 10 ml. Se
hacen alicuotas de 500 pl en tubos ependorff de 1.5 ml y se congelan a -20°C.



Buffer de transferencia

Tris base 25 mM
Glicina 192 mM
Metanol reactivo analitico 20% v/v

Se disuelve el Tris, la glicina en 100 mi de agua desionizada. Se adiciona el metanol y
se afora con agua desionizada.

Solucién de Ponceau S.
Ponceau S 004 g
Acido acético glacial 2ml

Se pesa el Ponceau y se disuleve en 10 ml de agua desionizada, se adiciona el 4cido
acético y se afora a 40 m! con agua desionizada. Se almacena a temperatura ambiente.

TBS (pH 7.6)

Tris base 24¢
NaCl : 8¢g

Se pesan los reactivos y se disuelven en 600 ml de agua desionizada en una parrilla
cona gitacién. Se ajusta el pH a 7.6 con HCI concentrado. Se afora a 1000 ml con agua
desionizada.

TBS-T
TBS 200 ml
Tween-20 2ul

Se adiciona el Tween-20 al TBS y se mezcla.

Solucién de Coomassie para teflir geles.

Azul brillante Coomassie 0.0250 g
Metanol grado técnico 45.4 m|
Agua destilada 454 mi

Acido acético glacial 9.2ml



Se pesa el Coomassie y se disuelve en 10 ml de agua desionizada, una vez disuelto se
adicionan los demas reactivos y se afora a 100 ml y se mezcla perfectamente. Se almacena a
temperatura ambiente.

Fijador y destefiidor
Acido acético glacial 18.75 ml
Metanol grado técnico 50 ml
Se miden los reactivos y se aforan a 250 ml, con agua desionizada. Se almacena a

temperatura ambiente.
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