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RESUMEN

El estrés abiotico es uno de los factores mas importantes que limita la
productividad vegetal y el rendimiento de las cosechas. Esta limitacion se debe en
parte a los efectos deletéreos causados por las especies reactivas de oxigeno
(EROs). La importancia de este estudio es contribuir en la solucién de esta
limitacion aumentando la capacidad de las plantas para contender con las EROs.
Una forma de lograr esto es incrementando la actividad de una enzima localizada
en la membrana interna mitocondrial llamada oxidasa alterna (AOx), cuya funcién
es evitar la producciéon de EROs.

Utilizando técnicas de manipulacion genética el Dr. M. A. Gémez Lim
(CINVESTAV; Irapuato) desarrollo diferentes lotes de plantas de Nicotianna
tabacum, con varias dosis del gene de la AOx, las cuales empleamos para realizar
nuestros experimentos. También se estudiaron dos cultivares de maiz, que
mostraron diferente contenido de AOXx. Los resultados indican que las plantas con
mayor expresion de AOx también presentan mayor resistencia al estrés hidrico, el

cual constituye un tipo de estrés abidtico.



INTRODUCCION

Debido a su caracter sésil, las plantas pueden sufrir estrés. Este estrés se
genera por situaciones ambientales desfavorables como lo son periodos
prolongados de sombra, luz, altas y bajas temperatura, sequia, etc. Se sabe que el
estrés produce dafos muy importantes en el organismo que se encuentre bajo sus

efectos. Este dafo es provocado, al menos en parte, por las EROs.

Especies Reactivas de Oxigeno (EROs)
¢Qué es un radical?

Los electrones de atomos y moléculas ocupan regiones del espacio
denominadas orbitales. Cada orbital solo puede contener dos electrones como
maximo. Cuando en un orbital externo hay un solo electrén, se dice que ese
electrén no esta apareado. Si una especie atbmica o molecular tiene uno o mas
electrones no apareados (numero total impar de electrones), se dice que es un

radical libre o simplemente un radical (Simontachi, 2003).

Caracteristicas reactivas de los radicales

Los radicales son especies quimicas muy reactivas, con capacidad de existir
de forma independiente y que buscan con avidez completar su par electronico. Esto
lo pueden lograr mediante la reaccion entre dos radicales, con lo cual ambos dejan
de serlo, o bien sustrayendo un electron de otra molécula, la cual se convierte en un
radical. Este ultimo mecanismo puede dar lugar a reacciones en cadena, es decir, la

propagacion del fendbmeno inicial (Rodriguez, Hamabata; 2001).

El oxigeno como radical

El oxigeno molecular (O2) es un birradical, porque tiene dos electrones no
apareados en su orbital externo, ambos con el mismo giro (paralelo). La presencia
de estos dos electrones con el mismo giro o spin representa una limitacion del

oxigeno para reaccionar con algunas sustancias. Sin embargo, si se resuelve esta



limitacion activando al oxigeno, éste puede reaccionar fuertemente con todo tipo de
sustancias. Los radicales producidos por la activacion del O2 se denominan EROs,
estas especies son mas reactivas que el Oz y en consecuencia, son mas toxicas.
(Fridovich, 1998).

La activacion del oxigeno ocurre mediante dos mecanismos (figura 1). El
primero implica la absorcion de suficiente energia quimica, luminosa o térmica
para revertir el giro de uno de los electrones. El segundo consiste en reducciones
monovalentes (transferencia de un solo electron) que se dan en reacciones

secuénciales (Rodriguez, Hamabata; 2001).

+Energia + Elactrones
= anion
1o O supeardxido
Qg
+1g +2H"
Sxico de
0, PO
-2 hidrdgeno
H, 0w+ 1€
1 e ! .
. . radical
2 OH* pidroxdlo

Figura 1. Formacion de EROs por la activacién del oxigeno molecular mediante reducciones
univalentes (+ electrones ) y por captacion de energia (+ energia ); (modificado de Rodriguez y
Hamabata, 2001).

Mediante la absorcion de energia se produce el singulete de oxigeno (102,
que involucra la redistribucion de los electrones en el mismo orbital, no hay adicion
de electrones (Figura 1). Por reducciones monovalentes sucesivas se producen el
radical superoxido (O2-), el peroxido de hidrégeno (H202), el radical hidroxilo
(OH- ; Fig.l). La incorporacion de un cuarto electrén conduce a la formacion de
agua (Apel, Hirt; 2004). Asi, el oxigeno, siendo un elemento imprescindible para la
vida, puede convertirse en una sustancia altamente deletérea por un simple

intercambio de electrones.



Produccion de EROS en la célula

La produccién de EROs es una consecuencia inevitable de la vida aerdbica.
Su produccion es considerada como una caracteristica universal de estrés (Carrillo
y Valle, 2005). Son generadas en diferentes compartimientos celulares (figura 2)
como consecuencia del funcionamiento celular defectuoso de vias metabdlicas y en
procesos fisiolégicos normales (Allen, 1995 y Apel, Hirt; 2004).

Las plantas producen activamente EROs como moléculas de sefializacion
para el control de procesos como la muerte celular programada, respuesta al estrés
abidtico y defensa contra patégenos. (Mittler, 2000). Sin embargo, son
continuamente producidas en la mitocondria, en los cloroplastos (fotosintesis) y en
los peroxisomas (Apel, Hirt; 2004 y Mittler, 2000).

En la cadena respiratoria de la mitocondria las EROs se producen cuando la
NADH deshidrogenasa y la ubiquinona reducida son capaces de transferir

electrones al O> de manera accidental, generando O2- (Carrillo, Valle; 2005).

Produccion Localizacion ERO

Fotosintesis PST o IT Cloroplasto

Respiracién TE= Mitocondria -

Clorofila excitada Cloroplasto Oz

NADPH cxidasa Membrana plasmatica

Hantina oxidasa Apoplasto

Glicolato oxidasa Peroxisoma

Acides grases (f-oxidacién) | Peroxisoma HQ Do

Oxzalato oxidasa Peroxisoma

Amino oxidasa Apoplasto

Peroxidasas y MADH Pared celular H.O, ¥ O
o, -

Figura 2. Produccion de EROs en las plantas (modificado de Mittler, 2002).
1. Fotosistema; 2. Trasporte de electrones.

En este trabajo tiene especial relevancia la cadena transportadora de
electrones de la mitocondria por lo que a continuacion se describira la estructura

mitocondrial y la de los complejos transportadores de electrones.

Estructura mitocondrial
La mitocondria es el sitio donde se lleva acabo el metabolismo oxidativo

eucariotico, se ha demostrado que este organelo contiene enzimas que regulan las



reacciones que aqui se llevan acabo, como la piruvato deshidrogenasa, enzimas del
ciclo del &cido citrico, enzimas que catalizan la oxidacién de los acidos grasos,
enzimas y proteinas que participan en el transporte de electrones y la fosforilacion
oxidativa, ademas de proporcionar energia en forma de ATP (Voet, Voet; 1995).

Las mitocondrias son cuerpos de forma variable: filamentos, bastoncillos o
esferas. EI nUmero de mitocondrias en la célula varia de unas pocas a mas de un
millar. La mitocondria esta formada por dos membranas, una membrana
mitocondrial externa y membrana mitocondrial interna (figura 3). Ambas
membranas protegen a la mitocondria y son de gran importancia para todas las

funciones que se llevan acabo dentro de ella (Alonso, 2003).

Menbrana
externa

Menbrana
interna

~ Espacio
interrmembranal

Figura 3. Representacion esquematica de la mitocondria.

La membrana externa es facilmente permeable a pequefias moléculas e
iones. La membrana interna mitocondrial se pliega sobre si misma para dar lugar a
numerosas invaginaciones llamadas crestas (Voet y Voet, 1995). Ademas, es
impermeable a la mayoria de las moléculas pequefias e iones, incluido el protén
(H*). Las Unicas especies que cruzan esta membrana son aquellas que utilizan
proteinas transportadoras especificas (Lehninger, 1993).

La membrana interna mitocondrial aloja a los componentes de la cadena
respiratoria y el complejo enzimatico responsable de la sintesis de ATP, por lo que
puede contener mas de 10 000 conjuntos de sistemas de transferencia de
electrones (cadenas respiratorias) y de moléculas de ATP sintasa, distribuidas por

toda la superficie de esta membrana (Lehninger, 1993).



Cadena mitocondrial transportadora de electrones

En plantas, la cadena mitocondrial de transporte de electrones consta de dos
rutas, una de ellas es la ruta de la citocromo oxidasa (Cit Ox) y la otra ruta es la
oxidasa alterna (AOX, figura 4).

Expracin
Inbermembaanal

Fatritm )
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Figura 4. Representacion esquematica de la cadena mitocondrial transportadora de electrones en
plantas (Disponible en Plant physiology on line: the alternative oxidase chapter 11 topic 11.3
http://3e.plantphys.net/article.php?ch=t&id=148)

La mayoria de los componentes de la cadena son proteinas integrales de
membrana, con grupos prostéticos capaces de aceptar y donar 1 o 2 electrones.
Cada componente de la cadena puede aceptar electrones del transportador
precedente y transferirlo al siguiente en una secuencia especifica (Alonso, 2003).

El NAD+ y las flavoproteinas funcionan como transportadores de electrones
unidos a hidrégenos, mientras que otros grupos transportan solo electrones, como
son: la benzoquinona hidrofébica (llamada también ubiquinona, coenzima Q o UQ)
y dos tipos diferentes de proteinas con hierro (citocromos y proteinas fierro-azufre)



(Lehninger, 1993). Las hidrogenasas estan ligadas a la poza de ubiquinona, la cual
es reducida por la entrada de electrones mediante las hidrogenasas y oxidada por la
Cit Ox y/o por la AOx. La poza de ubiquinona consiste de una parte oxidada
(ubiquinona) y una parte reducida (ubiquinol). Cuando la poza de ubiquinona se
encuentra reducida, los electrones son donados a la AOx.

Los equivalentes producidos (NADH y FADH) en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos entran en la cadena como donadores de electrones (Guzman, 1996).

La reaccion global catalizada por la cadena transportadora de electrones o
cadena respiratoria mitocondrial consiste en transportar electrones, desde el
NADH, FADH: o succinato a través de las flavoproteinas, ubiquinona y citocromos
al oxigeno (Lehninger, 1993). Los transportadores de electrones o complejos que
componen a la cadena reciben los siguientes nombres y tienen las siguientes
funciones:

Complejo I: NADH deshidrogenasa

Se compone de 16 subunidades y de varios grupos prostéticos como la
flavinmononucleétido (FMN) (Guzman, 1996). Este enorme complejo de
flavoproteina esta orientado de modo que su sitio activo mira hacia la matriz
mitocondrial para poder interaccionar con el NADH. EI NADH es un nucleétido
proveniente del ciclo del acido citrico. EI complejo | transfiere dichos electrones
por accién de la NADH deshidrogenasa a la ubiquinona. Este movimiento va
acompafado de un extrusion de protones desde la matriz mitocondrial al espacio
intermembranal (Alonso, 2003).

Complejo I1: Succinato deshidrogenasa

Es la Unica enzima del ciclo del acido citrico que esta ligado a la membrana
interna mitocondrial. Este complejo transfiere electrones del succinato a la
ubiquinona. En esta etapa no se produce translocacién de protones a través de la
membrana.

Complejo I11: Complejo bc: 0 ubiguinona-citocromo ¢ oxidoreductasa

Transporta electrones de la CoQ o ubiquinona al citocromo c. En esta etapa
hay translocacién de protones.



Complejo 1V: Citocromo ¢ oxidasa

Constituido por la enzima citocromo oxidasa (Cit Ox). Utiliza al citocromo ¢
(Cit C) como sustrato. La enzima toma 4 electrones del Cit C y los transfiere a dos

moléculas de oxigeno y hay translocacion de protones.

Oxidasa Alterna (AOx)

La AOx se encuentra presente en la mitocondria de las plantas y en algunos
hongos y protistas (Day, 1991), especificamente en la membrana interna de este
organelo celular.

La AOx de plantas es un dimero funcional (Sierra-Campos, et al; 2005),
unido de forma no covalente entre cada subunidad (forma activa: reducida) o
pueden estar unida covalentemente mediante un puente disulfuro (figura 4; forma
inactiva: oxidada. Cruz-Hernandez, Gomez-Lim; 1995). En su forma reducida, la
AOx es mas activa comparada con su forma oxidada (Umbach, Siedow; 1993;).

Su sitio activo (que contiene Fe) y su sitio regulador redox (que contiene
cisteina), estdn expuestos hacia la matriz mitocondrial (Cruz-Hernandez, Gémez-
Lim; 1995y Umbach; 1994).

En cada subunidad de la AOx proximo al carbono terminal contienen un
centro binuclear de fierro y en la proximidad del amino terminal contienen un
residuo conservado de cisteina. Este residuo de cisteina esta involucrado en la
dimerizacién de las subunidades de la AOx (figura 5).

La AOx transfiere electrones desde la ubiquinona hasta el oxigeno
generando agua como producto. Durante esta reaccion se transfirieren 4 electrones
al oxigeno. Una caracteristica importante de AOx es que no bombea protones a
través de la membrana, por tanto, la energia de flujo de electrones a través de la
AOx se pierde en forma de calor (Sierra-Campos, 2005) de tal manera que la
conservacion de la energia en forma de ATP es mucho menor cuando la AOx esta
activa (Cruz-Hernandez, Gomez-Lim; 1995). La cantidad total presente de la AOx
varia con la edad y con la capacidad de la ruta (Cruz-Hernandez, Gémez-Lim;
1995).
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Figura 5. Representacidon esquematica de la enzima. 1 Sulfuros involucrados en el sitio regulacion
(redox) vy, 2 fierros involucrados en el sitio activo. C y N indican el carbono y el nitrégeno terminal
de la proteina. AOx (modificada de Cruz-Hernandez, Gémez-Lim, 1999).

La actividad de la ruta de la AOx es resistente a los inhibidores de la ruta Cit
Ox por ejemplo al KCN, a la azida, a la antimicina A y al H202; ademas, estos
inhibidores inducen laexpresion de la enzima AOx. Sin embargo, la AOx es sensible
a algunos compuestos como el SHAM y el nOg (Moore, 1991 y Cruz-Hernandez,
Gomez-Lim; 1995).

La AOx se activa por o-cetoacidos (principalmente piruvato) a través de la
formacion de un tiohemicetal con una cisteina conservada, lo cual incrementa la
afinidad de la enzima por el ubiquinol (Umbach et al., 1994).

Algunas de las funciones de la AOx son:

e Mantener el flujo de carbono a través de la oxidacion de NADH y FADH:
cuando existen condiciones limitadas de ADP y la ruta Cit Ox esta restringida,
gracias a esto el ciclo de Krebs y la glicélisis pueden continuar y proporcionar a
la célula precursores biosintéticos (Sierra-CamposM; 2005).

e Generar calor para activar la termogénesis de flores, esto produce la
volatilizacion de compuestos aromaticos para que las flores sean mas atractivas
para ser polinizadas (Cruz-Hernandez, Gdbmez-Lim; 1995).

e La AOx en plantas también tiene una funcidon antioxidante contra el estrés

oxidativo, por que limita la formacién de las EROs. Cuando la poza de



ubiquinona se encuentra es un estado de reduccion elevado promueve la
formacion de EROs ademas de la inhibicion y/o restriccion de la ruta de la Cit
OX. Se ha propuesto que, al mantener oxidada a la poza de ubiquinona la AOx
estabiliza el estado de reduccion de la poza, evitando la formacién de EROs
(Millar, Day; 1996).

Mecanismos de defensa contra las EROs

Aln bajo condiciones Optimas de funcionamiento, no menos del 5% de los
electrones transferidos durante la fotosintesis y la respiracién van a dar al Oz y
producen EROs (Fridovich, 1998).

Los mecanismos de defensa de las células pueden eliminar estos compuestos
sin mayores dificultades; incluyen antioxidantes no enzimaticos y enzimaticos
(Buchanan, Wruissem; 2000).

El O2- es eliminado por la superdxido dismutasa (SOD). Es una familia de
metaloenzimas que catalizan la siguiente reaccién: 2 Oy + 2H* ---- O2 + H20».

Estas isoenzimas fueron encontradas en varios compartimentos celulares y
contienen como cofactores Cu2+y Zn2+, Fe2* o Mn2+ (Allen, 1995).

La catalasa (CAT) y el ascorbato (vitamina C) convierten al H202 en agua. La
ascorbato peroxidasa (APX) es el principal inactivador del H2O2 en el cloroplasto y
en el citosol de las células de las plantas (Allen, 1995). El radical OH- se elimina por
la via de la glutation peroxidasa (figura 6).

El dafio de las EROs también son eliminadas por compuestos quimicos
antioxidantes como la vitamina E y los carotenoides (figura 7).

En algunas plantas la exposicion a situaciones que generan estrés oxidativo
pueden estimular la sintesis de metabolitos antioxidantes y aumentar la actividad

de enzimas antioxidantes.



Antioxidante Abreviatura Localizacion
Ascorbato peroxidasa APK CI;Cit? MitFPer ! ApofEst?
Catalasa CAT Per
Dihidroascorbato reductasa DHAR Cit
Glutation reductasa GR Cit
Monodihidreascorbato reductasa|  MDHAR Est
Superdxide dismutasa Cu/Zn 80D |Cl,Cit, Mit, Per, Apo

Mn =00
FeB0D
" -

Figura 6. Localizacion celular de mecanismos de defensa de enzimas antioxidantes. 1. Cloroplasto
2. Citosol; 3. Mitocondria; 4. Peroxisoma; 5. Apoplasto; 6. Estroma (modificado de Buchanan,
Wruissem, 2000).

Ascorbato (witamina C) | Apoplasto, citosol, vacucla
B-carotana
Glutation reducida (GEH) | Mitocondria, citosol
Poliaminas Mucles mitocondrial, citoscl
a-tocoferol IMembrana celular

g Feaxantina Cleroplasto )

Figura 7. Localizacién celular de compuestos de defensa antioxidante (modificado de Buchanan,
Wruissem, 2000).

Estrés oxidativo en las células

El estrés oxidativo es un estado de la célula en el cual se encuentra alterado
el balance oxido-reduccion intracelular, es decir, el balance entre prooxidantes y
antioxidantes. Este desbalance se produce cuando aumenta de manera anormal la
produccion de EROs y/o por deficiencia o falla en los mecanismos antioxidantes
(Rios, 2003). En plantas las situaciones ambientales adversas, transitorias o
permanentes afectan este balance, desencadenando estrés oxidativo (Carrillo,
Valle; 2005).

Efecto del estrés oxidativo en las células

El aumento celular en la cantidad de EROs, tal que sobrepase la capacidad
de los mecanismos de defensa, produce alteraciones en el DNA nuclear y
mitocondrial, peroxidacion de lipidos de las membranas mitocondriales y
plasmatica, inactivacion de enzimas mediante catalisis metélica y alteracién de
proteinas produciendo derivados carbonilicos (Sorribas, 2003). Las moléculas

dafadas y la naturaleza del efecto dependen de la ERO y del tipo de estrés (Carrillo,



Valle; 2005). Por ejemplo, el radical O2-destruye rapidamente los complejos fierro-
azufre de las metalproteinas, con pérdida de hierro e inactivacién de la enzima
(Asada, 1999). Este radical puede actuar como un oxidante o como un agente
reductor y, por lo tanto, puede oxidar una gran variedad de moléculas como los
carbohidratos.

El H202 a su vez inactiva moléculas bioldgicas, especialmente las que
contiene grupos sulfihidrilo, grupos fierro-azufre, grupos hemo y grupos
prostéticos con cobre. Ademas reacciona con metales de transicion como el fierro
formando radicales hidroxilos, (reaccion de Haber-Weiss; Sorribas, 2003).

El radical OH- es la especie mas reactiva de todos los radicales de oxigeno, es
altamente destructivo para los lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos y proteinas
(Buchanan, Wruissem; 2000).

Estrés Abidtico

Son condiciones ambientales adversas. Surgen de un exceso 0 una
deficiencia de uno o varios fenémenos fisicos o quimicos ambientales externos:

- Alta o poca irradiacion (UV)

- Sequia

- Contaminantes Atmosféricos como: NO2, O3 0zono

- Herbicidas

- Metales pesados

- Deficiencia mineral y de nutrientes

- Bajas y altas temperaturas

- Hiperoxia (respiracion en exceso de oxigeno)

- Anoxia (Insuficiencia de aporte de oxigeno a los tejidos).

- Estrés hidrico

Todo tipo de estrés, genera como caracteristica general aumento en la
produccion de EROs. Dependiendo de la magnitud del estrés y de su duracion estas
especies pueden sobrepasar los mecanismos antioxidantes y establecer una
condicion de estrés oxidativo. De tal manera que una planta al estar expuesta a un
estrées ambiental o abiotico puede desencadenar en sus células estrés oxidativo
(Allen, 1995).



El estrés ambiental representa, en conjunto, el factor limitante mas
importante para la productividad vegetal y el rendimiento de las cosechas (Allen,
1995). Este tipo de estrés desencadena un amplio rango de respuestas, la alteracion
en la expresion génica, cambios en el metabolismo celular y cambios en el
crecimiento y rendimiento en la produccion. La duracién, la severidad y el tipo de
estrés bajo el cual se encuentran las plantas influyen en la respuesta a ese estrés.
Algunas caracteristicas de la planta como tejido, estado de desarrollo y fenotipo,
también influyen en la sensibilidad o resistencia al estrés (Buchanan, Wruissem;
2000).

De igual forma las situaciones ambientales adversas afectan diversas vias de
utilizacion de NADPH, como la inhibicion de varias enzimas claves del ciclo de
Calvin y por consiguiente disminuye el nivel de NADP* en ausencia de su aceptor
final, la cadena de transporte electrénico queda reducida (Carrillo, Valle; 2005).
Estos intermediarios reducidos pueden transferir electrones de manera accidental
al O>generando Oz (Carrillo,Valle; 2005).

El radical superdxido es el precursor de las EROs. La produccion del Oz~
tiene lugar principalmente en las mitocondrias (Sorribas, 2003), durante la cadena
transportadora de electrones. La mitocondria de la célula eucarionte es un

importante sitio de generacion de EROs en las plantas (Maxwell, 1999 y 2000).

Uso de técnicas de biologia molecular para incrementar la capacidad

de las plantas para contender con el estrés oxidativo.

Hoy en dia, la manipulacién de los acidos nucleicos (empleo de métodos
biotecnoldgicos, etc) es una practica comun para tratar y/o mejorar organismos
vivos, especialmente bacterias, hongos, plantas, etc.

En el campo de la agricultura ha surgido un interés comun en aumentar la
capacidad de las plantas para disminuir el estrés oxidativo y por sus efectos
negativos en la produccion agricola (Rodriguez, Hamabata; 2001). El incremento
en la habilidad de la planta para contender con el estrés oxidativo se puede lograr
aumentando la capacidad antioxidante de la planta o evitando la formacion del

radical superoxido. Lo primero se logra produciendo plantas transformadas que



sobre-expresen alguno de los genes de las enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPX,
etc) o bien con el gene que evita la formacion de superéxido (AOx). En la actualidad
solo se ha utilizado la primer estrategia. Desafortunadamente, solo se ha logrado
un moderado incremento en la resistencia al estrés. Por lo que seria deseable

explorar el segundo enfoque.



ANTECEDENTES INMEDIATOS

En el campo de la agricultura ha surgido un interés comun en aumentar la
capacidad de las plantas para disminuir el estrés oxidativo y sus efectos (Rodriguez,
Hamabata; 2001). Esto se debe principalmente a las pérdidas generadas por
factores ambientales (estrés abidtico). Boyer (1982) encontrd que para los cultivos
evaluados (maiz, trigo, soya, avena, cebada, etc.), cerca del 70% de estos cereales
no alcanza su maximo potencial productivo por causas imputables a los factores
abioticos del medio ambiente (Rodriguez, Hamabata; 2001).

El estrés abiotico genera un incremento en la produccion de EROs, las cuales
son las responsables, por ejemplo, de una falta de desarrollo y productividad en las
plantas. La produccion del radical superdxido constituye el primer eslabon en la
generacion de EROs y tiene lugar en las mitocondria durante la cadena
transportadora de electrones (CTE; Sorribas, 2003).

Lo reportes de (Maxwell, 1999 y 2000) sefialan a la CTE de la mitocondria
de células eucariotas como un importante sitio de generacién de EROs en las
células de las plantas. Asimismo, se establecio que la mitocondria es el principal
blanco del dafio oxidativo en condiciones de sequia (Bartoli, 2004). Ademas, las
EROs pueden causar dafio a proteinas, lipidos y DNA al conducir a la célula hacia
su muerte; por lo que es imprescindible mantener bajo control su nivel de
produccion (Cruz-Hernandez, Gomez-Lim; 1995).

Diversas evidencias han demostrado que la AOx, al mantener oxidada a la
poza de ubiquinona, evita la formacién de EROs en la mitocondria (Millar,
Day;1996 y Maxwell, 2002) durante y después de la exposicion de tejidos vegetales
a un determinado estrés (Alonso, 2003).

La expresion de esta enzima se regula a nivel de transcripcion, por lo que el
incremento en actividad de la AOx esta directamente relacionada con el incremento
en la cantidad de la proteina AOx y correlacionada, a su vez, con un incremento en

la cantidad de los transcritos correspondientes (Finnegan et al., 1999).



HIPOTESIS

La AOx es una enzima mitocondrial que evita la formacion de EROs; por lo
gue es de esperarse que plantulas con mayores niveles de expresion de esta enzima

presentaran menor dafio oxidativo causado por el estrés hidrico.



OBJETIVOS

% General

Establecer la participacion de la oxidasa alterna en la tolerancia a la sequia durante

el desarrollo de plantulas de maiz y de tabaco transgénico.

« Particular

Determinar el efecto del estrées hidrico en el desarrollo de plantulas de Zea mays y

plantas transformadas de Nicotiana tabacum.

Detectar y estimar el nivel de expresién de la AOx en Zea mays y plantas
transformadas de Nicotiana tabacum en condiciones normales de crecimiento y

bajo condiciones de estrés hidrico.



MATERIALES Y METODOS

Material Bioldgico

Maiz (Zea mays). Se utilizaron hojas de plantas de maiz tepecintle 100 y

pepitilla 49 de aproximadamente 20 dias de crecimiento en condiciones de

invernadero. De estas hojas se tomaron algunas para los siguientes tratamientos:

1.

Estrés por sequia. Se utilizaron las hojas que después de 14 dias de
crecimiento normal se les suspendio el riego por 5 dias y se recolectaron el
dia 19, contados a partir de que fueron sembradas.

Peso seco. Las hojas de las plantas control (sin ningan tipo de estrés) de
maiz y las hojas de plantas estresadas por sequia se pesaron y se
fraccionaron. Se introdujeron en cajas de aluminio previamente pesadas. Se
colocaron en una estufa al vacio a 60 °C. Las muestras se mantuvieron en
estas condiciones hasta que alcanzaron peso seco constante. Antes de
pesarlas se dejaron enfriar a temperatura ambiente en un desecador con

silica. El peso seco se calcul6 utilizando la siguiente formula:

Peso de la muestra seca

— X 100 = % de peso seco
Peso de la muestra hiimeda oCep

La determinacion se hizo por triplicado para cada lote.
Estrés por oxidantes. Se fraccionaron las hojas y se sumergieron en una

solucion 100 mM de H.O. con infiltracion al vacio por 2.5 min.

Posteriormente se dejaron escurrir y se incubaron a 25 °C por 2 h.

Tabaco (Nicotiana tabacum). Las semillas de tabaco transformadas

con una construccion conteniendo el gene de la AOx de mango bajo el promotor del

virus de la coliflor utilizadas en este trabajo fueron proporcionadas por el Dr. M. A.

Goémez Lim (CINVESTAYV, Irapuato). Se emplearon hojas de plantas de tabaco de

aproximadamente 2 meses de crecimiento. Las semillas silvestres y las de lineas



transformadas 9A, 9B, 12C y 13B, con el gene de la AOx de mango, se sembraron en
medio MS adicionado para emplearlas como control.

1. Estrés por sequia. Los mismos lotes de semillas también fueron sembradas

en el medio anterior pero adicionado con polietilenglicol (PEG) como agente

estresante debido a que este compuesto atrapa agua generando en la planta

estrés hidrico.

Métodos

Para los siguientes métodos experimentales que a continuacion se describen

se empled una centrifuga Eppendorf 5415C con un radio del rotor de 7.0 cm.

Obtencidén de la sonda especifica para la AOx

Clonacioén del inserto

Se utilizaron células competentes DH5-a y el vector (pPCR-Script Amp,
stratagene; apéndice A) con la secuencia especifica para la AOx de maiz a una
concentracion de 1 ug/ul. Las células competentes, se descongelaron en hielo y se
les adicion6 1 uL del vector bajo condiciones de ambiente estéril. Se dejo reposar en
hielo por 30 min y después se incub6 a una temperatura de 42° C por 42 s.
Inmediatamente después se colocd en hielo por 2 min. Posteriormente se le
adicionaron 400 ul de solucion SOC (LB + glucosa 1M). Se incub6 30 min a 37° C
con agitacion (250 rpm). Se centrifugd a 14 000 rpm por 2 min. Se retiraron 200
uL del sobrenadante y con el resto del sobrenadante se resuspendio la pastilla. Esta
suspension celular se plaqued en una caja de petri con medio LB selectivo con

ampicilina 100 pg/mLy se incub6 toda la noche a 37° C.

Seleccidn fenotipica y purificacion de las clonas celulares transformadas

Del cultivo anterior se seleccionaron las colonias aisladas y cada una de ellas
se inocul6 en un tubo con 3 mL de medio LB liquido selectivo con ampicilina (100
ug/mL). Se incubaron con agitaciéon (250 rpm) a 37° C durante toda la noche. Con
la finalidad de purificar y re-seleccionar las colonias transformadas, los cultivos

liquidos anteriores, por separado, se resembraron por estriado en cajas petri con



medio LB selectivo con ampicilina (100 ug/mL). Se dejaron incubando a 37° C toda
la noche. Al dia siguiente se volvieron a seleccionar las colonias aisladas y se
resembraron en medio LB liquido selectivo con ampicilina (100 pg/mL). Se dejaron

incubando a 37° C toda la noche con agitacion (250 rpm).

Purificacion del plasmido

El plasmido se aisl6 de los cultivos liquidos anteriores, utilizando el
protocolo Genelute Plasmid miniprep Kit (Marligen Biosciences). El total de las
células de cada uno de los cultivos se colect6 en un tubo eppendorf diferente,
centrifugando alicuotas de 1 mL, cada alicuota fue centrifugada por 2 min a 13000
rpm. La pastilla de células se resuspendi6 en 200 uL de solucién de resuspension, y
se anadieron 200 pL de solucién de lisis (soluciones proporcionadas por el
fabricante). El tubo se invirti6 suavemente de 5 a 6 veces y se dejo reposar 5 min a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se le anadieron 350 uL de solucion
de neutralizacion y se mezcl6 por inversion de 4 a 6 veces. Se centrifug6é 10 min a
12000 rpm. El sobrenadante se transfiri6 a una columna de purificacion y se
centrifugb 1 min a 12000 rpm. El sobrenadante resultante se elimind.
Posteriormente se le adicionaron a la columna 500 pL de solucién de lavado, se
incub6 1 min a temperatura ambiente y se centrifug6é por 1 min a 12000 rpm. El
sobrenadante resultante se elimin6. Enseguida se le adicion6 700 pL de una
soluciéon de lavado que contiene etanol y se centrifugd por 1 min a 12000 rpm. El
sobrenadante resultante se elimin6. La columna se coloc6 en un tubo colector y se
anadieron 45 uL de soluciéon de elusion se incubd 1 min a temperatura ambiente y
se centrifugd por 1 min a 12000 rpm quedando el plasmido purificado en el tubo
colector que se almacend a -20° C. De esta manera se obtuvieron diferentes tubos

colectores con el posible plasmido de interés.

Digestion del plasmido para liberar el inserto

Las enzimas de restriccion utilizadas fueron EcoRI y Not I debido a que el
plasmido contiene un sitio de restriccidon para cada enzima en el sitio de clonaciéon

donde se insert6 el DNA de la AOx. En un tubo estéril se colocaron 45 plL del



plasmido purificado, 1 uL de Not I, 1.5 uL EcoRI, 2 uL de agua estéril y 5.5 uL del
amortiguador 10X (proporcionado por el fabricante). Esta mezcla se incub6 a 37° C
alrededor de 15 h. Posteriormente se realizo una electroforesis en gel de agarosa al
1%, en el cual se corrieron las reacciones de digestion para determinar cual de estos
corresponde al inserto de AOx de acuerdo a su peso molecular de

aproximadamente 500 pb.

Purificacion del inserto

Una vez liberado el inserto de la AOx del plasmido, se purificd utilizando el
protocolo DNA Gel Extraction Kit (MILLIPORE). Se cort6 de un gel de agarosa al
1% de electroforesis la banda de DNA de interés con la ayuda de un
transiluminador de UV y una navaja de un filo nueva. El fragmento de agarosa
conteniendo el DNA de interés se coloca en la columna de purificacién. Se
centrifuga 10 min a 5000 rpm y en el sobrenadante resultante se encontr6 el

inserto purificado. Se almacen6 a —20 °C.

Marcado radiactivo del inserto: sonda

Se realiz6 empleando el protocolo Nick Translation Kit (Amersham
Biosciences). Se coloc6 en un ependorff 1 ug de DNA (inserto puro) y se le anadi6
20 uL de amortiguador (proporcionado por el fabricante), 10 pL [a32] dCTP agua
hasta completar un volumen de 100 pL y se mezcl6. Se adicion6 10 pL de enzima y
se incubd por 2 h a 15 °C. Transcurrido el tiempo se detuvo la reaccion con 10 pL de

EDTA 0.2 M pH 8.0.

Purificacion de la sonda

Se purifico la sonda marcada de los nucle6tidos no incorporados de la
siguiente manera: a un tubo de 600 pL se le hicieron tres orificios con la ayuda de
un alfiler caliente. Se rellen6 en la punta con fibra de vidrio y se coloc6 dentro de
otro tubo ependorf de 2500 pL. Se anadi6 500 pl. de Sepharosa G-10 y se

centrifugd 3 minutos a 3500 rpm. Se repitio este paso hasta que quedo lleno de



Sepharosa G-10, no dejando secar la fibra. Inmediatamente se coloc6 la sonda en el

tubo ependorff con Sepharosa y centrifugd 5 min a 3000 rpm.

Cuantificacion de la sonda marcada

Se forr6 un soporte de unicel con papel aluminio y se clavaron 4 papeles
filtro whatman de 2.4 cm de didmetro con un alfiler. Se marco cada papel filtro y se
colocaron 5 uL de la sonda en cada centro del papel. Secos los papeles dos de ellos
se transfirieron a un vaso que contenia aproximadamente 150 mL de una solucion
fria de ATC al 5 % con 20 mM de pirofosfato de sodio. Se agit6 por 2 min y se
eliminé la solucién; y se le volvio adicionar 150 mL de ATC al 5% con 20 mM de
pirofosfato de sodio frio. Transcurrido el tiempo se transfirieron los papeles filtro a
otro vaso que contenia aproximadamente 150 mL de etanol al 70% agitando por
poco tiempo. Se sacaron los dos papeles filtro de esta solucion y se dejaron secar en
el soporte de unicel. Una vez secos se procedid a la cuantificacion en frascos tipo

vial que contenian 5 mL de liquido de centelleo.

Obtencion de acidos nucléicos

Aislamiento de RNA Total

Las hojas de plantas de maiz se lavaron sumergiéndolas durante cinco
minutos en una solucién de Triton X 100, agitdndolas manualmente, transcurrido
el tiempo se enjuagaron con agua bidestilada estéril, se escurrieron y se secaron.
Las hojas de tabaco se utilizaron de manera directa, es decir, sin ningin
tratamiento previo de limpieza debido a que estaban en un medio de cultivo estéril.

La extraccion del RNA total se realiz6 empleando el reactivo TRIzol®
(Invitrogen), que es una solucién monofasica de fenol e isocianato de guanidina.
Para cada muestra se pesaron 100 mg de tejido. A esa cantidad de tejido se le
adicion6 1 ml de trizol; se homogeniz6 con un triturador de tejidos politréon y se
centrifug6 por 10 min a 12000 rpm a una temperatura de 4 °C.

Posteriormente, el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio incubandolo

por 5 min a una temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se adicion6 200 uL



de cloroformo y se agit6 por inversion. Se incub6é por 3 min a una temperatura
ambiente y se centrifugd 15 min a 12000 rpm a una temperatura de 4 °C. El
sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se le adicioné 500 uL de isopropanol
y se incub6 por 10 min a temperatura ambiente. El tubo se centrifugé por 10 min a
12000 rpm a una temperatura de 4 °C. Se elimin6 el sobrenadante y se lavd la
pastilla con 1 mL de una solucién de etanol al 75%. Se mezcl6 en vortex. A
continuacion se centrifugbé por 5 min a 7500 rpm a una temperatura de 4 °C. Se
seco la pastilla al vacio por 5 min y se resuspendié en 20 uL de amortiguador de
TE.

Aislamiento de DNA

El tratamiento previo de las muestras se realiz6 de la misma manera como se
efectu6 para la extraccion de RNA.

Se extrajo DNA empleando el reactivo DNAzol® (Invitrogen). Para cada
muestra se pesaron 50 mg de tejido. A esa cantidad de tejido se le adicion6 1 ml de
DNAzol; se homogenizo6 con un triturador de tejidos politron y se centrifug6 por 10
min a 12000 rpm a 4 °C. Posteriormente, se transfirio el sobrenadante a un tubo
limpio, se adicion6 500 uL de etanol y se agitd6 por inversién. Se incubd a
temperatura ambiente por 3 min. Se centrifug6 por 10 min a 10000 rpm a una
temperatura de 4 °C. El sobrenadante fue eliminado y la pastilla se lavo con 800 pL
una soluciéon de etanol al 75 %, seguido de una agitacién en vortex. El tubo fue
centrifugado por 2 min a 12000 rpm a 4 °C. Se elimin6 el sobrenadante y se sec6 la
pastilla al vacio por 5 min y se resuspendié en NaOH 8 mM. Se incub6 a 37° C por
15 minutos. Se centrifugd 10 min a 12000 rpm a temperatura ambiente y se

transfiri6é a un tubo limpio. Se neutralizo con 1/20 vol de Tris-HCI 1M (pH 8).

Cuantificacion de acidos nucléeicos

La cuantificacion del DNA y del RNA se realiz6 por espectrofotometria a una
Aseo, considerando que una unidad de densidad 6ptica a 260 nm equivale a 40
pg/mL de RNA o a 50 ug/mL de DNA. Se realiz6 una segunda mediciéon a una

longitud de onda de Asso para detectar la posible contaminacion con proteinas. La



relacién de absorbencia 260 a 280 debe ser del orden de 2.0 e indica el grado de

pureza del acido nucléico.

Hibridacion tipo Northern Blotting

Determinacion de la integridad del RNA total

Se realiz6 mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 % (0.6 g de
agarosa, 4 mL de amortiguador MOPS 0.2 M, 1.2 mL de formaldehido al 37 % y
34.8 mL de H.O-DEPC) en condiciones desnaturalizantes. Se adicionaron 5 pL de
bromuro de etidio para tefiirlo. El amortiguador de corrida utilizado fue MOPS
0.02 M. Las muestras de RNA (10 pL) se prepararon utilizando dos partes del
nucléico y una del amortiguador de carga (RLB 3x; 8 % v/v glicerol, 0.6 %
formaldehido, 50 % de formamida desionizada, 0.02 M de MOPS y una minima
cantidad de azul de bromofenol). Enseguida se calentaron a 65 °C por 10 min y se
dejaron enfriar en hielo por 5 min. Se separaron electroforéticamente a 110 V

constates, con dimensiones del gel de aproximadamente 8 x 8 cm.

Transferencia por capilaridad a una membrana de nylon.

Una vez fraccionado el RNA total se realizd la transferencia de las muestras a
una membrana de nylon (Hybond- N+, Amersham Pharmacia Boitech) por
capilaridad.

En un recipiente de plastico se colocd una base y alrededor de 300 ml de
amortiguador SSC 10 x (1.5 M de cloruro de sodio y 0.15 M de citrato de sodio ,
pH7, liquido de transferencia), dentro del recipiente. Sobre la base se colocaron dos
tiras de papel filtro previamente humedecidas en el liquido de transferencia, de
modo que los extremos estuvieron en contacto con este liquido. Se eliminaron las
burbujas. Después se coloco el gel invertido y se eliminaron las burbujas. Se coloco
encima del gel la membrana de nylon del mismo tamafio del gel previamente
humedecido en el liquido de transferencia. Se eliminaron las burbujas. Se coloco
arriba de la membrana dos pedazos de papel filtro del mismo tamafio del gel

previamente humedecidas en el liquido de transferencia. Se eliminaron las



burbujas. Se coloc6 encima aproximadamente 7 cm de papel periodico de igual
tamano y se coloc6 encima de este peso de aproximadamente 500 g. Después se
cubri6 con plastico adherente y dej6 transferir 8-16 horas.

Transcurrido el tiempo, se retir6 cuidadosamente la membrana, se coloco
entre dos papeles filtro y se introdujo en un horno de vacio a 80° C por dos horas
para secar la membrana. Se sometié la membrana a pulsaciones de rayos UV por 15
segundos para fijar el RNA covalentemente. Se lavé la membrana con SSC 2X
durante 15 minutos con agitaciéon constante (250 rpm) y luego 15 minutos con agua

desionizada. Posteriormente se tind la membrana con azul de metileno.

Prehibridacion e hibridaciéon de la membrana

La membrana con las muestras de RNA se colocd dentro de una bolsa de
plastico con cierre hermético (ziploc) con una solucién que contenia 1 % de BSA,
1mM de EDTA, 0.5 M de amortiguador de fosfatos pH 7.2, 7% de SDS; previamente
calentada a 50°C. Se eliminaron todas las burbujas antes de cerrarla. Enseguida se
coloco la bolsa dentro de un bafo a 50°C durante 4 horas con agitaciéon constante
(300 rpm).

Transcurrido el tiempo de prehibridacién se removié este medio y se le
adicion6 solucién de hibridacion (mismo medio empleado para prehibridar)
previamente calentada a 50°. Se adicion6 la sonda especifica para la AOx,
desnaturalizada (por ebullicion durante 5 minutos a bano maria) al medio de
hibridacion. Se dejo hibridando a 50° C por 19 horas con agitaciéon (300 rpm).

Una vez terminado el tiempo de hibridacion, se lavo dos veces la membrana
en una soluciéon que contenia SSC 8x y 0.1% SDS a 50° C durante 2 minutos con
agitacion manual. Se determiné la radioactividad antes y después del lavado. Se

expuso en una placa x-ray (kodak Photo Film) a —70°C.



Hibridacion tipo Southern Blotting

Determinacion de la integridad y purificacién del DNA

Para determinar la integridad del DNA se realiz6 mediante electroforesis en
un gel de agarosa al 1 % como se indica en el protocolo de DNA Gel Extraction Kit
(MILLIPORE) conteniendo 0.4 g de agarosa, 800 uL de amortiguador TAE
modificado (50 x) y 39.2 mL de H.O estéril. Se adicionaron 20 uL de bromuro de
etidio para tefirlo. El amortiguador de corrida utilizado fue una dilucién del
amortiguador TAE modificado (1x). La muestra de DNA se prepar6 utilizando una
parte del nucléico y dos del amortiguador de carga (TAE 3x; glicerol 60%, azul de
bromofenol y xylen cyanol 1 mg/mL). Se corri6 en una cAmara para electroforesis a
110 v constantes, con dimensiones del gel de aproximadamente 8 x 8 cm.

Determinada la integridad del acido nucléico se prosigui6 a su purificaciéon
utilizando el protocolo DNA Gel Extraction Kit (MILLIPORE). Se corta del gel de
agarosa la o las bandas de DNA de interés con la ayuda de un transiluminador de
UV y una navaja de un filo nueva. El fragmento de agarosa se coloca en la columna
de purificacién. Se centrifugé 10 min a 5000 rpm y en el sobrenadante resultante

se encuentra el inserto purificado.

Restriccion del DNA

Después de determinar la integridad del DNA y purificarlo, se digiri6 con la
enzima de restriccion Hind III, considerando que esta enzima no corta el gen que
codifica para la AOx de acuerdo con el mapa de restriccion (Se obtuvo de
http://www. vivo.colostate. edu/mapper/index.htlm). La seleccion de esta enzima
se realizd considerando principalmente a que esta estuviera disponible en el
laboratorio.

En un tubo estéril se colocaron 40 uL. de DNA purificado, 1 uL. de Hind III, 4
uL. de agua estéril y 5 pul. de Reactivo 3 10X. Esta mezcla se incub6 a 37° C
alrededor de 15 h. Posteriormente se realizé una electroforesis en gel de agarosa al

1%, para determinar su correcto fraccionamiento.



Despurinacion parcial, desnaturalizacion y neutralizacion del gel de agarosa que

contiene el DNA restringido.

Se lavo el gel que contiene las reacciones de digestion, en una solucién 0.25
M de HCI con agitacion suave constante (150 rpm) por 15 min dos veces. Se realizo
un segundo lavado con una solucién que contiene NaCl 1.5 M y NaOH 0.5 M con
agitacion suave constante por 15 min dos veces. Se le realizé6 un tercer lavado con
una solucién que contiene NaCl 1.5 M y Tris-HCl 1 M pH 8.0 con agitaciéon suave
constante (150 rpm) por 20 min. Se realizo un cuarto lavado con una solucién SSC
10X con agitacion suave constante (150 rpm) por 20 min.

La transferencia por capilaridad a membrana de nylon, la prehibridacion, la
hibridacion y la exposicion se realizaron de manera similar como se realizé en la

hibridacion tipo Northern Blotting.



RESULTADOS

Obtencion de la sonda especifica para la AOx

Para detectar la posible transgénesis de las plantas de tabaco y analizar el
efecto del estrés hidrico sobre la expresion génica de la AOx, se requiri6 de una
sonda especifica para esta enzima. Esta se obtuvo clonando un fragmento de 500
pb conteniendo una porcion del marco de lectura de la proteina, y con una
homologia del 75 % a nivel de DNA con la AOx de tabaco del vector (pPCR-Script
Amp, stratagene; apéndice A). Después de varios ciclos de seleccién fenotipica y
purificaciéon de las clonas celulares transformadas se liber6 el inserto mediante
enzimas de restriccion especificas (EcoR1 y Not1). Una vez liberado el inserto se
prosigui6 a su purificacion; el resultado de estas manipulaciones se ilustra en la

figura 8
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Figura 8. Purificacion del inserto. A. Plasmido recombinante digerido con enzimas de restriccion
(EcoR1y Not1). B. Inserto de AOx purificado.

El peso molecular del plasmido y del inserto liberado estan de acuerdo a lo
esperado (inciso A, figura 8). El fragmento de AOx purificado también muestra el
peso molecular esperado (inciso B, figura 8). Este fragmento se utilizé6 como sonda
para todos los experimentos que posteriormente se describen.

El inserto se marco radiactivamente con [a-32p]- SCTP. La tabla 1 muestra la
actividad especifica de la sonda. Debido al nimero de muestras tratadas, el
experimento se realiz6 en dos etapas y por tanto la sonda se marcdé en dos

experimentos independientes.



Tabla 1. Cuantificacion de la sonda especifica para la AOx en diferentes experimentos.
A. Porcentaje de marca radiactiva incorporada al inserto

Experimento Actividad Especifica | RendimientoA
cpm/ug de la sonda

RNA de tabaco y 1.11 X107 70.69%
maiz

DNA de tabaco y 2.55X107 38.00%
maiz

La primera columna muestra en que experimentos se emple6 cada marcaje,
la segunda columna muestra la actividad especifica de la sonda y la tercera el
porcentaje de la radiactividad incorporada. Se pude observar que en ambos
experimentos la radiactividad especifica de la sonda fue similar, y del orden de la
recomendada para este tipo de experimentos (protocolo de Nick Translation Kit,

Amersham Biosciences)

Transgénesis de los diferentes lotes de Nicotiana tabacum

La figura 9 inciso A muestra la extraccién del DNA gendémico aislado de
plantulas de tabaco modificadas con una construccion conteniendo el gene para la
AOx. Esta extraccion se realizo de manera exitosa debido a la fuerte intensidad de
las bandas, lo que nos sugiere una abundancia en cantidad de este acido nucléico.

Debido a que el DNA comprende un amplio rango de pesos moleculares, es
muy probable que contenga RNA y otras impurezas (proteinas y sales) que podrian
disminuir la actividad de las enzimas de restriccion y su efectividad en la digestion
del nucléico. El inciso B de la figura 9 se muestra la purificacion del DNA.

El inciso C de la misma figura muestra el DNA de tabaco después de haber
sido restringido por la accion de la enzima Hind III observandose el barrido de
acido nucléico caracteristico de una buena restriccion. Esta modificacion del DNA
es necesaria para generar fragmentos de DNA de diversos pesos moleculares que
van de aproximadamente 10 000 pb hasta 200 pb. Esta enzima fue seleccionada
porque el gene de AOx en maiz no contiene este sitio de restriccion y se hipotetizo
que tampoco estaria en tabaco (el gen para la AOx de tabaco no ha sido reportado).
Con lo cual el nimero de bandas de hibridacion se interpreté como el namero de
copias para el gene AOx. En este paso se confirm6 por espectrofotometria que la

cantidad de DNA restringido fue de 20 pg por muestra (datos no mostrados).
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Figura 9. Analisis del DNA de diferentes lotes transformados de Nicotiana tabacum (9A, 9B, 12C
y 13B)y uno sin transformar (S).

Experimentos similares, se realizaron con dos cultivares de maiz T100 y P49.

Los resultados obtenidos con estos materiales fueron similares a los obtenidos con
tabaco (figura 10).
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Figura 10. AnAlisis del DNA de dos lotes silvestres de Zea mays

En el inciso D de las figuras 9 y 10 observamos que para las muestras de
tabaco 9A, 9B, 12C y 13B hay una banda definida para cada una de ellas entre 4000
y 3500 pb aproximadamente que corresponde al tamafio del gene de la AOx
reportado en otras especies.

En el caso de las plantas transformadas de tabaco se esperaba que contengan
un nimero mayor de copias de AOx que él presente en la planta silvestre.

Para complementar la caracterizacion de estas plantas se cuantifico la sefial
de hibridacién por densitométria (figura 11). En el caso del tabaco, la intensidad de
la sefial de hibridacién en las plantas transgénicas fue mayor que en la silvestre. Y
entre las transgénicas el 13 B fue la que mostré mayor intensidad. Sin embargo,
para el caso de la planta silvestre de tabaco y los dos lotes de maiz el gene no pudo

ser detectado.
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Figura 11. Analisis densitométrico del fragmento que codifica para la enzima AOx en planta
silvestre (s) y en plantas transformadas de Nicotiana tabacum.

Expresion génica de la AOx en plantas transformadas de Nicotiana

tabacum bajo estrés.

Mediante una hibridacion tipo northern blot, se observé una expresion
diferencial del gen que codifica para la enzima AOx en la planta silvestre y las lineas
transformadas de tabaco (figura 12).

Se determiné que para cada una de las muestras de tabaco el aislamiento fue
el adecuado sin contaminacion aparente de DNA y proteinas (bandas de nucléicos
de PM no mayor que los RNAT y Aseo / Asgo > 1.8). La integridad del RNA total se
confirmé al observar bandas definidas y no manchas o maultiples bandas que
indican la degradacion de este nucleico (figura 12, inciso A).

Debido a que el RNA fue obtenido de tejido verde la complejidad de los
nucléicos observada en la figura 12 se debe a la presencia de rRNA de citoplasma y
de cloroplastos. Sin embargo, se puede observar que en ninguno de los casos se
observo nucléicos de menor peso molecular que el 16 S. De acuerdo con los datos
anteriores, el RNA total aislado de las muestras reunio las caracteristicas deseadas
para ser transferido a una membrana de nylon. Para evaluar la eficiencia de este

paso, la membrana se tifi6 con azul de metileno (figura 12, inciso B).
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Figura 12. Hibridaci6n tipo Northern Bloting de Nicotiana tabacum sin estrés y en condiciones de
estrés.

Se realiz6 un anélisis densitométrico (resultados que no se muestran) de la
intensidad de las bandas del RNA total en la membrana de nylon para determinar
si existen o no diferencias en concentracion del nucleico, determiniandose que no

existen tales diferencias entre las muestras.

En el inciso C de la figura 12 podemos observar las diferencias de expresion

del gen de la AOx en condiciones de estrés y sin estrés

Para poder determinar cual es la diferencia en el nivel de expresion del gene

entre las muestras se realiz6 un analisis densitométrico que se muestra en la figura

13.
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Figura 13. Analisis densitométrico de la expresion diferencial de la AOx en crecimiento A. sin
estrés, B. con estrés y C. una comparacion entre estas dos condiciones

Se considerd la expresion de la AOx en la planta silvestre en crecimiento sin
estrés (control) como el 100 %. Con base en ello se estim6 que hay una aumento
moderado (53%) para la linea transformada 13B y para las lineas transformadas
9A, 9B y 12 C existe un aumento discreto (19%, 11% y 23%) respectivamente (figura
13, inciso A).

Bajo condiciones de estrés por PEG observamos que existe un aumento
moderado (46%) para la linea transformada 9A respecto a la silvestre, un aumento
elevado para las lineas 9B y 12C (76 y 73% respectivamente) y un aumento
considerable (225%) de la linea transformada 13B (figura 13, inciso B).

Al comparar la expresién de la AOx entre condiciones de crecimiento sin
estrés y con estrés se determin6 que la linea 9A aumenta su expresion en un 27%
cuando se encuentra en estrés, la linea 9B la aumenta en un 65%, la linea 12 C la
aumenta en un 50% y la linea 13 B la aumenta en un 59% cuando se encuentran en

la misma condicion de estrés.



Una vez que se corrobor6 la transgénesis de las plantas de tabaco se
procedié a determinar la tolerancia fisiolégica de estos materiales al estrés y
conocer si existe modificacién en estas caracteristicas asociadas con la expresion
del transgen.

En el tabaco (figura 14, inciso A), la transgénesis no modifico el patrén de
desarrollo de las diversas lineas, ni existe algin cambio morfologico aparente entre
ellas. En general, las plantas transgénicas fueron mas tolerantes al estrés que las
control (comparar figura 14:A vs figura 14:B).

En condiciones de estrés, cada transgénica present6 diferente tasa de
crecimiento. En planta completa se observé que la transgénica 9A crecioé méas que la
planta control pero mucho menos que las otras lineas transgénicas. Sin embargo,
algunas de las hojas de la 9A, al momento de compararlas, crecieron tan poco como
las control (figura 15).

Por el contrario, el patron de crecimiento en condiciones de estrés de las
otras transgénicas, fue similar tanto en hoja como en planta completa. Las plantas
de tabaco que mejor crecieron en estrés fueron las 12C seguidas de las 13B y por

altimo las 9B.

A. Crecimiento sin estrés

Figura 14. Diferencias morfologicas entre plantas cultivadas de Nicotiana tabacum en A.
crecimiento normal y B. en condiciones de estrés con PEG



Silvestre

Figura 15. Diferencias morfologicas en hojas entre plantas cultivadas de Nicotiana tabacum en 1.
condicion de estrés con PEG (hojas de lado izquierdo) y 2. crecimiento normal (hojas de lado
derecho)

Expresion génica de la AOx en Zea mays

El maiz fue estresado por falta de riego y por adicién de peroxido de
hidrégeno (H.0.). A través una hibridacion tipo northern, se observé una
expresion diferencial del gen que codifica para la enzima AOx en los dos lotes de

Zea mays T100 y P 49 (figura 16).
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Figura 16. Hibridacién tipo Northern bloting de RNA total de Zea mays lote T100 y P49. en
condiciones normales de crecimiento, sequia y en estrés por peroxido de hidrogeno. A. Integridad
del RNA total, B. RNA transferido a una membrana de nylon y C. RNA total hibridado con una
sonda especifica para la AOx.

La integridad y pureza del RNA total se confirm6 al observar bandas
definidas, la diferencia de intensidades se debe al empleo de cantidad diferente de
muestra solo para verificar la integridad (figura 16, inciso A). En el inciso B de esta
misma figura se muestra la transferencia del RNA total de los diferentes lotes de
maiz a los cuales se les realiz6 un anélisis densitométrico para determinar si existe

diferencias de concentracion. Este analisis nos indico que si existe diferencia entre



las muestras T100 control y P49 control, siendo la concentraciéon de la muestra
T100 ligeramente menor.

Al realizar un analisis densitométrico de la expresion de la AOx en T100 y
P49, considerando esta expresion de cada especie en condiciones normales de
crecimiento, como el 100%. Se encontr6 que existe un aumento moderado en la
expresion de la enzima (61%) en el caso de estrés por sequia y pronunciado (147%)
en el caso de un estrés por H.O2, para la especie T100 (figura 17, inciso A). Para la
especie de P49 se encontr6 que existe un aumento moderado en la expresion tanto
para el caso de estrés por sequia (77%) como para el caso de estrés por H.O2 (55%);

figura 17, inciso B.
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Figura 17. Anélisis densitométrico de la expresion de la enzima AOx en Zea mays A.Tepecintle
100 (T100), B. Pepitilla 49 (P49) y C. una comparacion entre ambas en diferentes tipos de estrés.

Al comparar entre ambas especies (figura 17, inciso C) se determin6é que
existe mayor abundancia en la expresion (16%) en P49 cuando hay estrés por
sequia, sin embargo cuando existe un estrés por H.O2 hay mayor abundancia de la

expresion (87%) en T1oo comparado con P49.



Para determinar el efecto del estrés hidrico sobre el desarrollo de las plantas
de maiz se realiz6 un experimento de peso seco durante un estado de sequia por
cinco dias sobre la planta (figura 18).

El estrés disminuy6 la tasa de crecimiento de las plantulas de maiz. Al cabo
de trece dias de crecimiento en condiciones 6ptimas ambos lotes (T100 y P49)
presentan el mismo desarrollo; al cabo de 19 dias de crecimiento la acumulacion de
peso seco fue mayor (4%) en P49 que en T100. Sin embargo cuando ambos

cultivares son sometidos a estrés hidrico su desarrollo fue similar (< 1%).
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Figura 18. Peso seco en plantas Zea mays lotes T100 y P49 en condiciones normales y condiciones
de estrés por sequia



DISCUSION DE RESULTADOS

Previo a los experimentos aqui presentados se seleccionaron semillas
transgénicas germinandolas en medio selectivo, las plantas se autopolinizaron por
dos generaciones para obtener plantas homocigas. Los resultados en la figura 9
demuestran que las plantas provenientes de estas semillas de tabaco son
transgénicas y que el gene de la AOx se encuentra en diferentes dosis. Estas
afirmaciones se apoyan en el hecho de que el DNA genomico de las plantas
transformadas de tabaco hibrido con una sonda especifica para la AOx. El peso
molecular de la sefial de hibridacion fue de aproximadamente entre 4000 y 3500
pb, vy su intensidad fue diferente para cada transgénica (Figura 9). El namero de
copias del gene AOx presente en las plantas transgénicas respecto del control no
pudo ser calculado porque no se detect6 sefial en las planta silvestre, debido quiza a
la poca cantidad de DNA utilizado. Los experimentos no pudieron ser repetidos con
mayor cantidad de DNA por la limitacion en la fuente del DNA. Aparentemente, a
mayor dosis del gene de oxidasa alterna, mayor la tolerancia al estrés hidrico,
puesto que el desarrollo present6 menor inhibicién en las transgénicas 12C y 13B,
las cuales presentaron la mayor cantidad del transgene (Figura 14). Este
incremento en tolerancia al estrés podria deberse al hecho de que el gene de AOx
introducido se integr6 en alguna zona del genoma que le permiti6 expresarse de
forma tal que la cantidad de AOx fuese también diferente en cada caso y por tanto
ain cuando estuviera en estrés, la cantidad de derivados toxicos de oxigeno fuese
menor. Efectivamente, los niveles de expresién de la AOx fueron mayores en las
plantas con mayor cantidad del transgene (figura 13). Asimismo, la actividad de la
enzima, cuantificada en semillas transgénicas germinadas, fue mayor que en las
silvestres (datos no mostrados). Las dos senales detectadas en el RNA de las
plantas de tabaco silvestres sugieren la presencia de dos transcritos uno de los
cuales podria ser el producto de degradacién o bien dos transcritos provenientes de
dos genes o provenientes de un gene con procesamiento alternativo. El hecho de

que algo similar se observe en las plantas transgénicas sugiere que uno de los



transcritos proviene de la degradacion del otro. Para demostrar que efectivamente
la AOx proveniente del transgene es funcional, se requiere cuantificar la actividad
de la oxidasa alterna ademas de la produccion de radical superoxido en
mitocondrias aisladas de plantas transgénicas y de silvestres. Sin embargo, el hecho
de que el crecimiento de las plantas transgénicas sea menor que el de plantas
silvestres, sugiere que el estrés afecta otros procesos independientes de los que
pudiesen ser afectados por los derivados téxicos de oxigeno.

En maiz, al igual que en tabaco, el cultivar con mayor capacidad para
expresar el gene de la AOx durante el estrés hidrico (figura 16), T100, presentd
mayor tolerancia a dicho estrés (figura 18). Esta capacidad también se expreso
cuando la hoja se ret6 con H.O- una de las sustancias toxicas de oxigeno que suelen
acumularse durante el estrés en plantas de baja tolerancia al estrés, sugiriendo que

el gene es inducible por peréxido de hidrogeno.



CONCLUSIONES

Tanto los objetivos particulares como el general fueron cumplidos y los
resultados de los experimentos demuestran que plantas con una mayor capacidad
de expresion del gene de la oxidasa alterna incrementan su tolerancia al estrés.
Esta mayor capacidad puede ser adquirida (plantas transgénicas de tabaco) o

natural (maiz).
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APENDICE B

En esta seccion se describen los conceptos tedricos en los que se basan los

meétodos utilizados para el desarrollo experimental de este trabajo.

Acidos Nucléicos: ADN y ARN

Existen dos tipos de acidos nucleicos (Figura A-1): el ADN (acido
desoxirribonucleico) y el ARN (4cido ribonucleico).

Ambos nucleicos estan constituidos por la unién de numerosos monémeros
(molécula simple capaz de combinarse consigo misma o con otras similares para
formar un polimero). Los mondémeros de los acidos nucleicos son los nuclebtidos
(Figura A-1). Un nucledtido consta de un grupo fosfato (residuo de acido fosférico)
y un nucledsido. Un nucledsido esta compuesto a su vez por una base nitrogenada y
un azucar.

La base nitrogenada o nucleobases son las portadoras de la informacién
genélica; desde el punto de vista quimico, pueden ser de dos tipos: pirimidicas
como la Citosina, Timina y Uracilo (s6lo se encuentra presente en el RNA) y
purinicas (como la Adenina y Guanina).

La base nitrogenada y el aziicar estan unidos por un enlace glucosidico
(enlace covalente). Dado que el aziicar se une a un nitrégeno el enlace recibe el
nombre de N- glucosidico. Este enlace se forma entre el carbono C-1" del azacar y
el nitrégeno N-1 si la base es una pirimidina o en el nitrégeno N-9 si la base es una
purina. Los atomos del azicar se marcan como primos para diferenciarlos de los
atomos de la base.

Si el aztcar es una ribosa, el compuesto resultante es un ribonucleétido; si el
azicar es una desoxirribosa el compuesto resultante es un desoxirribonucledtido.

Por otro lado, cuando se esterifica el residuo del acido fosférico (grupo
fosfato) con uno de los grupos hidroxilo del aziicar de un nucleésido, se forma un

nucledtido. El nucledtido formado deriva su nombre del nuclebsido progenitor. La



posicién del éster fosfato se especifica por el nimero del 4tomo de carbono al que
estaba unido el grupo hidroxilo con el que se esterificd el residuo del cido fosforico

El enlace que une a los mondtmeros de los Acidos mucleicos implica la
formacién de un enlace anhidrido entre dos enlaces de 4cido fosfdrico, los unidos a
los carbonoes 3’ ¥ 5° de residuos adyacentes. EL enlace covalente que resulta es
denominado enlace fosfodiéster 3° ,5°

Loz residucs de nuclettidos de los dcidos nucleicos se numeran a partir del
extremo 5 {extremo que tiene un grupo fosfato) al extremo 7' (extremo que tiene

un grupo hidroxilo libre) {Campbell, 2004 ).

Tipo de ADN: Acido R Acido
R e e desoxirribonucleico rihonucleico
Fasfata Reszidun de acido fosfdrico
Niiclestion Azlcar 2-Desoxirribosa I Ribosa
lrmanamerao) .. D Citosina
Mucledsido Base Firiridinas Tmina | Oraei
nitrogenada ; ;
Furinas Adenina Suanina

Figura A-1 Tipes de dcidee nucléicos segin su composicién (modificade de Luque v Herrdez,

oo,

Niveles estructurales de los dcidos nucléicos
Desde el punto de vista estructural, en los 4Acidos nucleicos pueden
conziderarse varios niveles:

¢ Estructura primaria es el orden de las bases en un polinucledtido. Define la
secuencia del dcido nucleico.

s Estructura secundaria es la conformacidm tridimensional del esqueleto. Para
el DNA este nivel esta definido por la asociacion de dos cadenas
polinucleétidas. En el RNA sélo se presenta en determinadas regiones de la
molérula.

s Estructura terciario o de orden superior es la estructura que surge a partir
de los niveles primario ¥ secundario. Aqui también se incluyen las
egtructuras resultantes del superenrrollamiento del DNA v la asociacidén de

los deidos nucleicos con proteinas.



Algunas propiedades fisicoquimicas de los acidos nucleicos
Las cadenas polinucledtidas de DNA y RNA son hidrofilicas debido a la

posibilidad de formacién de enlaces de hidréogeno con el agua por parte de los
grupos fosfato e hidroxilo libres.

Los acidos nucleicos son quimicamente muy estables, en el caso del DNA por
que carece de un grupo reactivo hidroxilo 4-OH. En el caso del RNA es mas
reactivo por que tiene grupos 2°-OH reactivos (Luque, Herraez; 2001)

Al estar en presencia de acidos fuertes el ADN y el RNA se hidrolizan, lo que
nos sirve para analizar la composicién de un acido nucleico pero no su secuencia.
En cambio, en medio alcalino el RNA se hidroliza rapidamente, liberando sus
nucledtidos, pero el DNA no se hidroliza.

Las distintas bases que conforman a los acidos nucleicos absorben en el
ultravioleta a una misma longitud de onda Aseo. Esta caracteristica se utiliza para
detectar y cuantificar los acidos nucleicos (procedimiento comanmente utilizado).
Si se realiza este método de cuantificacion se recomienda realizar una segunda
medicion de la absorcion de la muestra a una A.so para detectar la posible

contaminacién con proteinas y corregir la interferencia.

Tipos de RNA

Existen tres tipos principales de RNA: mensajero (mRNA), de transferencia
(tRNA) y ribosémico (rRNA). Todos ellos tienen en comin una funcién relacionada
con la expresiéon génica.

¢ RNA mensajero
Transfiere el mensaje genético desde el nicleo al citoplasma y posteriormente
actia en el ribosoma como molde para la sintesis proteica. Constituye cuando mas
del 5-10% del RNA total.

¢ RNA de transferencia

Act@an como moléculas adaptadoras en la sintesis de proteinas. Es el
mediador entre el mensaje del mRNA y la secuencia de aminoacidos del
polipéptido que se esta sintetizando. Esta funcién depende de una doble
interaccion:

- Por un extremo de su estructura se unen al aminoacido para dar aminoacil-tRNA.



- Por el otro extremo se une con el mRNA en presencia del ribosoma, transfiriendo
el aminoéacido al péptido creciente (Campbell, 2004)

Se pueden hallar diferentes moléculas de tRNA por que al menos un tRNA se
une en una forma especifica a cada uno de los aminoacidos que componen a las
proteinas (Luque, Herraez; 2001).

¢ RNA ribosémico

Es el soporte estructural v el componente principal de los ribosomas.
Constituyen la mayor parte del RNA total, alrededor del 75% del RNA total
(Campbell, 2004)

Transmision de la informacion genética

REPLICACION
Cesoximbonucledtidos ..
(dINTPs) — oA " DNA TRANSCRIPCION
polimerasa |
_— Expresion Genética
Ribonucledtidos RNA{ mRNA
_  » z
PR RNA TRADUCCION
polimerasa FRMA
= Flujo de la "M
=) informacion aminoacidos — # PROTEINA
b genética [ﬂbgﬁmas] (IRNA)

Figura A-2. Esquematizacion del flujo de la informacién genética (modificado de Luque y
Herraez, 2001).

La informacién genética contenida en la secuencia del DNA se transmite a
las células y organismos descendientes mediante la replicacién y su expresion en
biomoléculas funcionales, por los procesos de transcripcion y traduccion (Fig. 9;
Luque, Herraez; 2001).

Replicacion. Es la duplicaciéon del DNA cromosémico progenitor para producir
una nueva molécula de DNA con la misma secuencia de bases del original. Esta

duplicacion es necesaria cada vez que una célula se divide para dar origen a las



células hijas con DNA idéntico al de su progenitor (Campbell, 2004 y Luque,
Herraez; 2001).

Transcripcion. Proceso mediante el cual se sintetiza una cadena de RNA a partir
de la informacién genética contenida en la region codificante de un DNA. La
cadena de RNA que se produce no tiene la secuencia idéntica del DNA molde a
partir del cual se sintetizd, sino que es complementaria y antiparalela a ella (Luque,
Herraez; 2001)

Traduccion. Consiste en la sintesis de proteinas mediante la unidén de
aminoacidos seglin el orden establecido por la secuencia de nucledtidos del mRNA

y el codigo genético.

Expresion Génica

La expresién génica es el proceso por medio del cual todos los organismos
procariotas y eucariotas transforman la informacién codificada en los acidos
nucleicos en las proteinas necesarias para su desarrollo y funcionamiento. En todos
los organismos, inclusive los eucariotes, el contenido del ADN de todas sus células
es idéntico. Esto quiere decir que contienen toda la informacién necesaria para la
sintesis de todas las proteinas. Pero no todos los genes se expresan al mismo
tiempo ni en todas las células. Hay s6lo un grupo de genes que se expresan en todas
las células del organismo y codifican para proteinas que son esenciales para el
funcionamiento general de las células. El resto de los genes se expresan o no en los
diferentes tipos de células, dependiendo de la funcién de la célula en un tejido
particular.También existe especificidad temporal, esto quiere decir que los
diferentes genes en una célula se encienden o se apagan en diferentes momentos de
la vida de un organismo. Ademas, la regulacion de los genes varia segin las
funciones de éstos.Mientras que las células procariotas transcriben casi todos sus
genes, las células eucariotas eligen qué genes transcribir. Cada tipo celular
eucariota expresa sblo una fraccidon de los genes que tiene, alrededor del 20%. Es
decir, s6lo el 20% de los genes que contiene el ADN se transcribe en ARN y luego se

traduce en proteinas.



Las células sintetizan solamente aquellas proteinas que necesitan. Ain mas,
pueden también regular la cantidad de proteinas que necesitan, produciendo 2, 3 o
hasta 100 copias cada vez. Las células regulan, entonces, la expresion de sus genes
mediante diferentes procesos, pero la forma mas eficiente y usual es por medio del
control transcripcional, por el cual la célula puede aumentar y disminuir la

cantidad de ARN transcripto.

La biotecnologia es el uso y manipulacion de organismos vivos, o sustancias
obtenidas a partir de ellos, para elaborar productos de valor para la humanidad.
Esta nueva técnica consiste en aislar genes de un organismo e insertarselos a otro
organismo, para producir un organismo con una nueva caracteristica o rasgo
(Crhrispeels, Sadava; 2003). Esto se logra mediante un proceso conocido como

clonacidn.

Clonacion

Un clon es un grupo grande de células, moléculas de ADN, bacterias u
organismos que surge de una célula o molécula ancestral y son idénticas a ella.
Clonacion es el proceso que le da origen a un clon.

El objetivo central de una clonacién, entre otras (figura A-3), es la
producciéon de un gran namero de copias de una regiéon de un ADN (pueden ser
fragmentos o genes). Se trata, de un proceso de clonacion tipo celular por que se
consigue gracias al empleo de células y se considera que se realiza in vivo porque se
realiza en cultivos celulares (Luque, Herraez; 2001).

La clonacién se basa en un fragmento de ADN (fuente de ADN) a clonar
llamado inserto que se une a otro DNA (vector de clonacién) formando una
molécula de DNA recombinante que se incorpora posteriormente a una célula
hospedadora o anfitriona donde tiene lugar la amplificacién por replicacién

(Luque, Herraez; 2001).
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Diagrama A-1. Objetivos dela clonacidn

Para llevar acabo una clonacidn se requiere de lo siguiente:

1. Una fuente adecuada de ADN. Las fuentes més importantes de ADN para la
clonacion son:
o ADN gendmico {cromosdmico) que contiene los genes completos ¥
s cDNA {ADN complementario) que se obtiene a partir del ARNm bajo la aceidn

de la enzima transcriptasa reversa {inversa).

Fl gen, fragmento de gen o fragmento de DNA que se quiere clonar debe ser
aigdlado de la muestra. Este posteriormente se fragmenta con enzimas de
restriceiom, para dar lugar a una mezela de fragmentos. El fragmento {inserto)
que = va a clonar se debe de separar del resto mediante al;uma téenica
adecuada, por ejemplo electroforesis en gel de agarosa {Luque y Herrez, 2001).
Se denomina enzima de restrieeiém o nucleasas de restriccién a cualquier
enzimas con capacidad de escindir o cortar los enlaces fosfodiéster de la cadena
polinucledtida de los dcidos nucleicos en secuencias especificas de estos 4cidos
llamados sitios de restriecion o reconocimiento {Lague, Herraez; 2oo1).

Las enzimas de restriceitn reconocen una secuencia de bases especifica de
ruatro a ocho pares de bases y cortan a ambas hebras de la cadena diplex, dando
lugar a extremos monohebra o echesivos que son complementarios entre sf
{Voet. Voet; 1995 v Crhrispeels, Sadava; 2003) vy adembs son atiles para iniclar la

clonacidn , entre otros procesos {Luque, Herrdez; 2001).



2. Un vector de clonacion. Un vector de clonacion es una molécula pequena

de ADN con las siguientes caracteristicas:

e Puede replicarse de manera auténoma en la célula huésped, utilizando la
maquinaria enzimatica de dicha célula.

¢ Pueden seguir su desarrollo normal a pesar de que secuencias adicionales de
ADN sean incorporadas en su material genético.

¢ No se mezclan con el ADN gendmico de la célula.

¢ Son faciles de introducir en la célula huésped, de aislar y caracterizar.

¢ Susecuencia y mapa de restriccion son conocidos.

¢ Deben de contar con genes denominados marcadores, que sirven para
identificar a las células que contienen el vector de clonacion. Cominmente se
utilizan genes de resistencia a antibi6ticos que le confieren a la célula la
capacidad para desarrollarse bajo la presencia de un antibidtico en especial.

Es conveniente que el vector posea el mayor ntmero posible de sitios de

restriccion, para insertar el fragmento de DNA que se quiera incorporar (Luque

v Herraez, 2001) en un corte del vector hecho con la misma enzima de

restriccion que se empleo para obtener el inserto. Asi, los extremos

complementarios de los dos DNAs se asocian bajo condiciones de apareamiento

de las bases y se empalman covalentemente por accion de una enzima

denominada DNA ligasa (Voet, Voel; 1995), que tiene la capacidad de formar

enlaces fosfodiéster en una cadena de ADN rota. De tal manera que la unién de

un vector de clonacién con un inserto se le denomina DNA recombinante

(rDNA) (Luque, Herraez; 2001).

Aunque existen diferentes tipos de vectores, por conveniencia solo se describiran

a los plasmidos.

Los plasmidos son moléculas de ADN (doble hebra) circular de pequeno

tamano. Estan presentes en forma libre en el citosol de muchas bacterias

principalmente. Se replican con independencia del cromosoma bacteriano

(tienen su propio origen de replicacidén). Son faciles de purificar a partir del

cultivo y permiten la incorporaciéon de insertos de un tamano méaximo de unas 10

KB.



3. Una célula hospedadora. lLas moléculas de rDNA requieren que se
introduzcan a una célula hospedadora que le ofrezca la maquinaria necesaria
para su autorreplicaciéon. Las moléculas de rDNA incorporado se replica de
acuerdo a las propiedades del plasmido. Las células procarioticas
hospedadoras, principalmente E. coli son las que se emplean con mayor
frecuencia por ser faciles de obtener, manipular, y conocer su genética (Luque,
Herraez; 2001).

4. Incorporacion del DNA recombinante a la célula hospedadora. Este
paso consiste en introducir el vector que contiene al inserto que se desea clonar
en la célula hospedara, para que ésta, al multiplicarse, origine un clon. Existen
varios métodos que dependen del tipo de célula hospedadora. Para células
procariotas cuando se desea introducir un plasmido se denomina
transformacion  (Luque, Herraez; 2001). Este proceso ocurre
espontaneamente en ciertos tipos de bacterias y se consigue artificialmente
sometiendo a la célula bacteriana a tratamientos fisicos ¥y quimicos. La célula
capta moléculas de ADN que se encuentran en el medio externo, las introduce en
su interior y las incorpora a su genoma.

5. Identificacion y seleccion de los clones resultantes. Dado el gran
numero de células empleadas en la clonacién, y la diversidad de productos que
pueden originarse, es esencial poder diferenciar que células o colonias han
incorporado realmente el DNA recombinante deseado. Para fines de este
provecto se emplearon métodos genéticos o de seleccién genotipica
basados en la deteccion y seleccion gracias a la presencia en el plasmido de genes
marcadores. Por ejemplo el gen amp codifica una B-lactamasa, sustancia capaz

de degradar a la ampicilina (Luque, Herraez; 2001).
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