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Resumen

1. RESUMEN

El DNA es una molécula que contiene la informacién genética de los
organismos. Para la expresion de esta informacidbn es necesaria la
transcripcion de estos genes a moléculas de RNA mensajero (MRNA) y su
posterior traducciéon a moléculas de polipéptidos. Tanto la traduccion como la
transcripcion son procesos fuertemente regulados, ya que de ambos depende
el desarrollo y la sobrevivencia de los organismos, asi como su capacidad de
respuesta a la condiciones externas.

El paso més complejo de la traduccion es la fase de iniciacién y estd mediado
por factores de iniciacion, elF. Uno de los primeros pasos en el proceso de
traduccién y de los mas regulados es la interaccién del factor elF4E con el CAP
del mRNA. Las plantas tienen una segunda forma (isoforma) del elF4E,
llamada elFiso4E. Se ha encontrado que las isoformas elF4E y elFiso4E se
expresan diferencialmente durante la germinacion. En los ejes de semillas
quiescentes, la isoforma elFiso4E es mucho mas abundante que elF4E y
mantiene asi sus niveles durante toda la germinacion. Mediante ensayos de
traduccioén in vitro de los mensajes almacenados de maiz se demostré que los
patrones de proteinas sintetizadas son diferentes dependiendo de la presencia
de elF4E o elFiso4E en el sistema. Esto sugiere que las isoformas de elF4E
juegan un papel fundamental para definir el patron de proteinas sintetizadas
durante la germinacion del maiz. Sin embargo, ha sido dificil estudiar la funcién
de elFiso4E o elF4E durante este proceso, ya que no se cuenta con mutantes
para los genes correspondientes a estas proteinas en maiz. Una alternativa a
la mutacion, que ha resultado muy util, para estudiar la funcion de genes en
una amplia gama de organismos es el silenciamiento por RNA interferente
(RNAI).

De esta manera, el proyecto tuvo como objetivo obtener callos de maiz
transformados con un vector hpRNA para elFiso4E que permita silenciar la
expresion del gen que codifica para la proteina correspondiente. Para cubrir el
objetivo se clond en sentido y anti-sentido del gen elFiso4E de Zea mays L. en
el vector pMCG161. Se transformaron callos embriogénicos de maiz por
bombardeo con el vector generado y se evalud el silenciamiento del factor
elFiso4E en callo transformado.

Se concluyd que se logro la transformacion de callo embriogénico de maiz tipo
Il variedad costefio con el vector pMCG161-iso4E-as. Mediante la amplificacion
del gen bar en callos de maiz transformado resistente a glufosinato de amonio,
se concluyé que dicho tejido contenia células transformantes, no obstante a
nivel de callo embriogénico transformado no se pudo detectar el silenciamiento
del factor elFiso4E.
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2. ANTECEDENTES

Una de las areas de mayor importancia para comprender el funcionamiento de
los seres vivos es la regulacion de la expresion de sus genes. EI DNA es la
molécula que contiene la informacion genética en los organismos y su
expresion implica la transcripcion de esta informacion a moléculas de RNA
mensajero  (MRNA). Posteriormente, esta informacion es decodificada a
moléculas de polipéptidos, las cuales llevan cabo la funcién del gen

correspondiente.

La traduccion de mRNA a proteina se puede dividir en tres distintas fases;
iniciacion, elongacion y terminacion. El paso mas complejo es la fase de
iniciacién e involucra un gran numero de factores reguladores. Asimismo,
aungue este evento debe ocurrir tanto en procariontes como en eucariontes,
existen variaciones importantes en el mecanismo dadas por la separacién

espacial-temporal de la transcripcion y la traduccion en los eucariontes.

2. 1. Mecanismos de Inicio de la traduccién

2.1.1 Iniciacion de la traduccion en procariontes

El proceso de inicio de la traduccion fue elucidado durante los afios 1960 y
1970 mediante estudios bioquimicos que utilizaban aminoacidos marcados
radioactivamente y lisados fraccionados derivados de células de bacterias y de

mamiferos.

En procariontes, la transcripciéon esta acoplada temporalmente y espacialmente
a la traduccion , permitiendo el inicio de la sintesis de proteinas en mRNA que
aun estan siendo transcritos. Estos mMRNA son usualmente policistronicos,
poseyendo multiples sefiales de iniciacion y terminacion de la sintesis de
proteinas. El reconocimiento del mRNA por el ribosoma ocurre mediante la
secuencia Shine-Dalgarno ubicada 10 bases rio arriba del codon de inicio, la
cual es complementaria a una secuencia en el extremo 3’ del RNA ribosomal

16S, que forma parte de la subunidad pequefia 30S del ribosoma. El inicio de la
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traduccién en procariontes requiere de tres factores de inicio de la traduccion;
IF1, IF2 e IF3 (Hinnebusch et al, 2000).

El mecanismo de inicio de la traduccion en procariontes comienza con la
disociacion de la subunidad 70S, la cual esta formada por las subunidades 30S
y 50S en un equilibrio dinamico. El factor IF3 se une establemente a la
subunidad ribosomal 30S y previene su re-asociacién con la subunidad 50S. La
subunidad 30S unida a IF3 se une subsecuentemente a IF1 y a IF2-GTP
(Hinnebusch et al, 2000).

Posterior a esto, tanto fMet-tRNA como el mMRNA se unen a la subunidad 30S
para formar un complejo relativamente estable que se unir4 a otro de estos
complejos. El complejo ternario que se forma sufre un cambio conformacional
que genera un complejo de iniciacion 30S mas estable. A pesar de que no
existe un orden en la union del complejo, ciertos MRNA prefieren un
mecanismo de ensamblaje sobre otro. La unién de fMet-tRNA es promovida y
acelerada por IF2 e IF3. El IF2 detecta el Unico grupo formilmetionil del tRNA
iniciador, de esta manera sOlo se une a fMet-tRNA y no a los tRNA
aminoacilados implicados en la elongacién. El complejo de iniciacion 30S se
une a la subunidad 50S para formar el complejo 70S que contiene mRNA, fMet-
tRNA e IF2-GTP. El ribosoma 70S cataliza la reaccion de una GTPasa que
resulta en una rapida liberacion de IF2-GDP. ElI complejo de iniciacion 70S
resultante es competente para entrar a la fase de elongacion (Hinnebusch et al,
2000).

Cerca de 90% de los mRNA bacterianos inician la sintesis de proteinas en el
coddn AUG,; otros en los codones GUG (8%) y UUG (1%). Estos tres codones
son llamados candnicos, basandose en la no discriminacion de ellos por IF3.
Otros codones como AUU son llamados no canodnicos, ya que los discrimina
IF3 y son utilizados mucho menos frecuentemente. Una vez reconocido el
coddén de inicio se da paso a la elongacion y terminacién de la sintesis de
proteinas (Hinnebusch et al, 2000).
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2.1.2 Iniciacién de la traduccién en eucariontes

A diferencia de los procariontes, el mRNA de eucariontes debe sufrir
procesamientos post-transcripcionales como son la adicion del capuchon en el
extremo 5: CAP (m7GpppX, donde X es cualquier nucledétido); la adicién de
una cola de poliadeninas en el extremo 3': poly(A); y la remocién de secuencias
intronicas. EI mMRNA maduro es monocistrénico, pero contiene dos regiones
importantes que no son traducibles (UTR) y que estan en cada extremo de la
molécula: 5’UTR y 3'UTR, flanqueando la regién codificadora del mRNA (ORF).
Todos los MRNA eucarioticos (excepto aquéllos presentes en organelos) tienen
en su extremo 5’ el CAP y no contienen una secuencia Shine-Dalgarno. En la
mayoria de los eucariontes (pero no en plantas y hongos) la pendltima base (X)
es también metilada en la posicion 2’hidroxilo de la ribosa y la estructura de
CAP resultante es llamada CAP 1; cuando la posicion no estd metilada se
llama CAP 0. El CAP facilita la traduccion del mRNA y también es importante
para otros procesos, incluyendo la remocién de intrones y la estabilidad del
propio MRNA. La cola de poly(A) en el extremo 3’, varia en longitud desde 50
bases de largo en levaduras a mas de 200 bases de largo en eucariontes
superiores. Este elemento juega un papel importante en la estabilidad del
MRNA y en la eficiencia de la traduccion (Gingras et al, 1999). El inicio de la
sintesis de proteinas en todos los organismos empieza con las subunidades
ribosomales separadas (Figura 1). Durante la etapa de iniciacion de la
traduccion en eucariontes, el reclutamiento de un mRNA hacia el ribosoma es
mediado por al menos 10 factores de iniciacion (elF). Este grado de
complejidad refleja los mudltiples pasos en el proceso y los elaborados
mecanismos para su regulacion (Merrick et al, 1996). El mRNA, por lo general,
es reconocido por la maquinaria de traduccion mediante el factor elF4E que se
une a la region 5’ CAP. El elF4E , mediante su interaccion con el factor elF4G,
una molécula de anclaje, forma el complejo elF4F. Posteriormente, elF4G es
capaz de reclutar al elF3, que se encuentra unido a la subunidad ribosomal
pequefa 40S, a elF4A y elF4B, helicasas capaces de desenrollar estructuras
secundarias presentes en la region 5’UTR del mRNA, mediante su actividad de
ATPasa. El tRNA iniciador aminoacilado forma un complejo ternario con el

factor elF2 y GTP que se une a la subunidad 40S (Gingras et al, 1999).
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Unidn de elF1A y elF3 wE ﬂ AUG
Unidon de el complejo el F4F
—_ al mRNA
Met ()
’_@FI AUG
c 4 . Union de elF1, ell5, ATP
Jomplejo ternario el F2 - z
¥y &l complejo | ternario

Desenrollado [eIF4B

Acoplamiento de la
subunidad 408 al
mRNA

Escaneo

ATP  ADP+P,

Unibén de las subunidades
ribosomales y la liberacién de

factores de iniciacion
eIF5B
6 ~AUG

Figura 1.Esquema general del inicio de la traduccién en eucariontes. El factor elF4E reconoce
la estructura 5’'Cap y mediante su interaccion con el factor elF4G forma el complejo elF4F
posibilitando el reclutamiento de la subunidad ribosomal 40S. El tRNA de iniciacién forma, un
complejo ternario con el elF2 y GTP. El factor elF3 forma un complejo multimérico con el
elF4G, elF1A, elF2-tRNAmet y elF5 para el escaneado de la region 5’UTR del mRNA hasta
encontrar un codon de inicio AUG. La interaccion de elF4G con la proteina de unién a PolyA
(PABP) garantiza la circularizacion del mRNA. Una vez encontrado el codon de inicio de la
traduccion AUG, el complejo de iniciaciéon activado permite la interaccion del factor elF5 con el
factor elF2 y se activa la hidrdlisis de GTP unido a este factor. La hidrdlisis de GTP promueve
la liberacion de algunos factores de iniciacion y permite la union de la subunidad 60S para
formar el ribosoma 80S.
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La presencia otros elF como elF1 y elF5 facilitan la union del tRNA iniciador al
sitio P y es excluido del sitio A ribosomal. Ademas, el tRNA iniciador tiene una
secuencia y estructura Unica que no se encuentra en los tRNA de elongacion,
éstas propiedades permiten que interaccione con el factor elF2. Finalmente, la
interaccion del mRNA con el complejo elF4F también contribuye a su
estabilidad, a través de la interaccion entre elF4G y la proteina de unién a
poly(A) (PABP), garantizando la circulaciéon del mRNA e incrementando su

eficiencia de traduccion. (Figura 2; Robaglia et al, 2006).

Figura 2. Esquema del inicio de la traduccion en plantas. Se reclutan los factores de inicio de la
traduccion gracias al factor elF4G que sirve como molécula de anclaje para la proteina PABP y
de elF4E, presentando circularizacién del mRNA, incrementando la eficiencia de la traduccion.
Este mismo factor sirve de anclaje para el complejo elF3, de tal forma que se reclutan todos los
factores de inicio de la traduccidn y asi poder iniciar la sintesis de proteinas. Modificado de
Robaglia et al, 2006)

2.1.2.1 El Factor elF4E

El factor elF4F es un complejo de unién al CAP que consiste de elF4E, elFAG y
elF4A. De todos los factores, el CAP es reconocido Unicamente por elF4E. La
gran mayoria de los organismos eucariontes, a excepcion de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, tienen multiples isoformas de este factor que estan
altamente conservadas: existen tres en mamiferos, llamadas elF4E-1, 4EHP y
elF4E-3; tres en plantas, elF4E, elFiso4E, nCBP; cinco en C. elegans; dos en

Danio rerio; dos en Xenopus; dos en Schizosaccharomyces pombe; dos en
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Leishmania y ocho en Drosophila (Joshi. et al, 2005). Algunas isoformas de
elF4E estan restringidas a ciertos grupos filogenéticos, por ejemplo elFiso4E
que solo se encuentra en plantas (Browning et al, 1992; Browning 1996). De
todos los organismos que presentan varias proteinas elF4E, so6lo una isoforma
es expresada constitutivamente y parece ser la responsable del papel general
dentro de la traduccion. Esta isoforma es representada como elF4E-1 en
Drosophila, elF4E-1 en mamiferos, elF4E en plantas, IFE-3 en C. elegans
(Hernandez et al, 2005). Se ha propuesto que las otras isoformas de elF4E son
activas en tejidos particulares o que unen ciertos mMRNA. Esto les conferiria una
considerable versatilidad en su actividad o una funcidn completamente
diferente, como se ha demostrado para elF4E-8/d4EHP en Drosophila (Cho et
al, 2005).

Una forma de regulacion que se ha observado para elF4E es la fosforilacion.
Se propone gque esta modificacion estabiliza la interaccion entre elF4E y elF4G
y también su union al mMRNA (Pestova et al, 2000; Gingras et al, 1999).

En organismos eucariontes diferentes a las plantas, ademas de elF4G, existen
otras proteinas que interaccionan con elF4E y regulan su actividad. Entre
éstas, se encuentra el factor 4E-BP (proteina de unién a 4E). La interaccién del
4E-BP con elF4E ocurre en el mismo sitio donde lo hace elF4G. Por lo tanto,
elF4E es secuestrado por 4E-BP afectando la formacién de complejos de
iniciacion y por ende la traduccion. Cuando la célula requiere elevar los niveles
de traduccién, como por ejemplo durante el crecimiento y division celular, 4E-
BP es fosforilada por una via de traduccion de sefales que responde a insulina
y a factores de crecimiento. La proteina fosforilada pierde afinidad por elF4E,

liberandolo para el inicio de la traduccion (Gingras et al., 1999)

2.1.2.2 Iniciacién de la traduccion en plantas

El proceso de iniciacion de la traduccion es similar en todos los eucariontes; no
obstante existen diferencias en los factores de iniciaciébn entre mamiferos,
plantas y levaduras. Las diferencias mas notables entre plantas y otros
eucariontes se dan a nivel de los factores de iniciacion elF4E, elF4G, elF3,
elF4B y elF2.
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El factor elF3 es el mas complejo de los factores de iniciacion. Se han
encontrado dos subunidades que son Unicas para elF3 de plantas y que no
tienen proteinas ortdlogas en el complejo de mamiferos. Aun no se conoce el
papel de éstas dos subunidades pero se cree que probablemente son un

blanco para la regulacién (Burks et al, 2001).

Cada uno de los factores de iniciacion, excepto el elF4B, muestra un alto grado
de conservacion entre eucariontes. El elF4B es una proteina de union a RNA
que estimula la actividad del complejo elF4F. Los distintos mRNA muestran
diferentes preferencias hacia elF4F o elFiso4F en presencia de diferentes
formas de elF4B (Browning, 2004). Se sabe que los elF4B de plantas y
mamiferos estan altamente fosforilados, sugiriendo que esta fosforilacion juega

un papel regulatorio en la iniciacion de la traduccion (Le et al, 2000).

El factor elF2 de plantas no difiere mucho en composicién, ni en secuencia de
aminoéacidos del de otros eucariontes. Este factor estd formado por tres
subunidades; la fosforilacion de la subunidad elF2a en mamiferos y levaduras
por un grupo de cinasas, activa una via de sefalizacibn que previene el
recambio de elF2-GDP por elF2-GTP realizado con ayuda del factor elF2B
(Hinnebusch et al, 2000). De esta manera, la célula puede apagar la sintesis de
proteinas en condiciones adversas. En plantas se ha reportado la existencia de
una cinasa con actividad similar, PKR (proteina cinasa dependiente de RNA de
doble cadena) la cual fosforila elF2 y parece tener un rol en patogenicidad viral
(Bilgin et al, 2003)

El factor elFiso4F tiene actividad in vitro similar al complejo elF4F. Sin
embargo, las subunidades elF4G y elFiso4G son sustancialmente diferentes en
masa molecular, 180 kDa contra 86 kDa (Browning, 1996) La subunidad
elFiso4G carece de una porcion considerable en el dominio N-terminal cuando
se le compara con elF4G. Esto sugiere que su papel en la regulaciéon de la

traduccion es muy diferente (Gallie et al, 2001).
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2.1.2.3 El Factor elF4E en plantas

El complejo elF4F en plantas consiste en una subunidad elF4E de 26 kDa y
una subunidad elF4G de aproximadamente 220 kDa. El segundo complejo
llamado elFiso4F contiene una subunidad elFiso4E de 28 kDa y otra subunidad
de elFiso4G de 86 kDa (Browning et al, 1992). A pesar de que elF4F y
elFiso4F tienen la misma actividad durante la traduccién in vitro , un gran
namero de estudios sugieren que los dos complejos podrian tener diferente
funcioén in vivo. Primero, elFiso4F tiene menor afinidad por analogos de CAP
monometilados que por los analogos dimetilados, mientras que la preferencia

de afinidad para elF4F es el reciproco (Revisado en Carberry y Goss, 1991).

Segundo, elFiso4F tiene una preferencia de union a RNA con estructura lineal
cerca del CAP, mientras que la union por elF4F es sensible a la posicion y
secuencia de estructuras tipo tallo-asa cerca del CAP. Tercero, elFiso4F tiene
un estrecho pH oOptimo (7.6) de union a m7GpppG, mientras que elF4F no
tiene diferencia en el rango fisiolégico de pH (6.8-7.6) (Carberry et al, 1991).
Cuarto, se ha observado que elFiso4F traduce preferencialmente mRNA con
colas 5'Cap-3'poly(A) que no tienen en el extremo 5’ una region UTR larga y
estructurada (Kawaguchi et al, 2002) Por ultimo, los factores elF4E y elFiso4E
de diferentes especies de plantas son expresados diferencialmente en tejidos
y/o en diferente estado del desarrollo (Tabla 1), lo que sugiere un grado de

diversidad funcional.
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Tabla 1. Localizacion y patron de expresion de los factores de inicio de la traduccién elFiso4E y
elFAE de distintas plantas.

Especie Proteina Localizacién y patron de expresion Fuente
A. thaliana At elF4E MRNA expresado en todos los tejidos, | Rodriguez et al,
excepto en algunas células de raiz 1998
A. thaliana At elFiso4E mRNA enriquecido en flores y tejidos | Rodriguez et al,
jévenes 1998
T. aestivum | Ta elF4E Proteina constitutivamente expresada | Gallie et al, 1998
(Trigo) durante desarrollo de semilla, con baja
expresion durante las primeras etapas.
Después de 5-7 dias post-germinacion su
nivel decrece en hojas pero se mantiene
en escutelo y raiz.
T. aestivum | Ta elFiso4E Expresion de la proteina constante | Gallie et al, 1998
(Trigo) durante el desarrollo medio y alto de la
semilla. Después de 5-7 dias post-
germinacién su nivel decrece en hojas
pero se mantiene en escutelo y raiz.
Z. mays Zm elF4E mRNA expresado altamente en células | Manjunath et al,
(maiz) con altas tasas de division celular, como | 1999.
hojas inmaduras y endospermo.
Z. mays Zm elFiso4dE | mMRNA altamente expresado en células | Manjunath et al,
(maiz) con altas tasas de divisién celular, como | 1999.
raiz, hojas inmaduras y endospermo.

Ruud et al (1998) describieron una nueva proteina de union a CAP en plantas
(nCBP), la cual también presenta afinidad diferente por estructuras CAP
metiladas. Esta proteina tiene ortdlogos en animales y estd altamente
conservada (Ruud et al, 1998)..

La presencia de diferentes proteinas de tipo elF4E estd ampliamente
distribuida entre los organismos eucariontes, a excepcion de la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Desde hace tiempo se ha planteado que las
diferentes isoformas podrian participar en mecanismos de regulacion
especificos de traduccion en dependencia del momento de desarrollo, tipo de
tejido, o respuesta a un estimulo externo del organismo. Algunos estudios
recientes han abierto nuevas perspectivas sobre esta hipo6tesis al encontrar

funciones particulares para algunas de las isoformas de elF4E en la regulacion
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de la traduccion de algunos mRNA especificos (Dinkova et al., 2005; Cho et al.,
2005).

2.1.3. La germinacion de maiz como modelo para el estudio de la

regulacion mediada por elF4E.

2.1.3.1 Generalidades del maiz

El maiz (Zea mays L.) es una planta monocotiledonea, anual, herbacea y
monoica, cuyas células poseen 2n cromosomas; con un gran desarrollo
vegetativo que puede alcanzar hasta los 5 m de altura (el promedio es de 2 a
2.5 m). Es muy robusta, de tallo nudoso y macizo, con 15 a 30 hojas alargadas
y abrasadoras ( 4 a 10 cm de ancho por 35 a 50 cm de largo), de borde aspero,
finamente ciliado y algo ondulado. Posee un sistema radicular fasciculado
bastante extenso formado por tres tipos de raices: primarias, secundarias o
principales y aéreas o adventicias (Castafieda, 1990).

El maiz posee flores masculinas y femeninas. Las flores masculinas se
agrupan en una panicula (penachos o pendones) terminal y las femeninas se
relinen en varias espigas (panojas) que nacen de las axilas de las hojas del
tercio medio de la planta (Castafieda, 1990). El fruto del maiz (grano) lo
describe Reyes (1980) como una cariopside formada por la cubierta o
pericarpio (6% del peso del grano), el endospermo (80%) y el embrion (14%).
Tiene de 50-70% de carbohidratos en la semilla secada al aire contra 5% de
lipidos. El porcentaje restante es de proteinas divididos en 31% de proteina

total de gluteina, 14% de albumina y 48% de prolamina (Moreno, 2003)

Un estudio a gran escala ha revelado que el genoma de maiz contiene
aproximadamente 56 000 genes, el 7.5% del genoma. Mas de la mitad del
genoma (58%) estda compuesto de todo tipo de elementos repetidos,
principalmente retroelementos y transposones de DNA. Existen secuencias
desconocidas que ocupan el espacio entre estos elementos repetidos y
regiones codificantes identificables, el restante 34.5%. A pesar de que un tercio

de los genes del maiz estan organizados en tandem, menos de la mitad estan
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presentes como dos copias ortélogas, indicando una gran pérdida de genes
duplicados durante el proceso de diploidizacién seguido de la hibridizacion de
dos progenitores (Yu et al, 2006; Messing et al, 2006).

En México, la gran diversidad de ambientes ha traido como consecuencia la
diversidad de tipos, razas y variedades de maiz adaptados practicamente a
todas las condiciones que se pueden presentar en el pais. Debido a esto, se
puede encontrar maiz cultivado desde las costas de ambos océanos hasta mas
de 3000 metros sobre el nivel del mar, con las temperaturas medias
mensuales, durante su ciclo vegetativo, de 28° C en las zonas mas calidas y de

12° C o menos en las zonas mas frias.

2.1.3.2 La germinacion en maiz

La germinacién de las semillas puede definirse como la serie de cambios
morfologicos y bioquimicos que conllevan a la transformacion de un embrion en
plantula. Algunas semillas son capaces de germinar inmediatamente después
de haber completado su desarrollo, inclusive antes del tiempo normal de
cosecha. Sin embargo, luego de que el crecimiento del embrion se detiene y el
contenido de humedad disminuye, las semillas de muchas especies
habitualmente atraviesan por un periodo de inactividad o latencia. Durante esta
etapa, el embrion mantiene una minima respiracién y es cuando esta mejor
capacitado para resistir las condiciones desfavorables del medio. El proceso de
germinacion es esencialmente la reiniciacion del crecimiento del embrién una
vez superado el periodo de latencia y cuando las condiciones de temperatura,

luz, disponibilidad de oxigeno y agua son las adecuadas (Moreno, 2003).

Independientemente del tiempo entre la madurez de la semilla y la reactivacion
del crecimiento, la germinacion se puede caracterizar por su patron trifasico. La
fase | de imbibicion, es un proceso fisico cuya fuerza directriz esta determinada
por la diferencia de potencial agua entre la semilla y el sustrato que la rodea.
Es independiente de la actividad metabdlica de la semilla. Una vez incorporada
una cierta cantidad de agua, que varia segun la especie, comienza la fase Il de

activacion metabdlica. Durante esta fase en la que predominan los procesos
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catabdlicos, se activan las enzimas para el desdoblamiento y movilizacion de
las reservas (almacenadas ya sea en el embridén, endospermo o perispermo)
hacia el eje embrionario donde el tejido quiescente se vuelve metabdlicamente
activo. La fase Ill de crecimiento o germinacion propiamente dicha se inicia al
producirse elongacion celular y division celular. ElI primer signo de que la
germinacion se ha completado es la evidencia de la emergencia de la radicula
gue ha atravesado el tejido que la rodea (Moreno, 2003)

En una etapa temprana de la germinacion, inmediata a la imbibicidn, se detecta
la sintesis de proteinas. Este es uno de los eventos mas importantes y de
ocurrencia temprana durante la germinacion de las semillas. En los embriones
de semillas maduras se encuentran todos los componentes requeridos para el
proceso de sintesis de proteinas incluyendo un grupo de mRNA especificos,
almacenados en el eje embrionario en estado quiescente. Sin embargo, no hay
polisomas formados. La traduccion de estos mensajes ocurre de manera
diferencial, ya que algunos de ellos son traducidos en etapas muy tempranas
de la germinacion, mientras que otros se traducen en etapas mas tardias a
pesar de estar presentes desde el inicio del proceso. Esta traduccién diferencial
sugiere la regulacién de este proceso. La transcripcion de genes, se observa
en una etapa posterior a la del inicio de la traduccion. Se considera que a
medida que avanza el proceso germinativo, la sintesis de proteinas se hace
mas dependiente de la transcripcion de mRNA de novo. Algunos de estos
nuevos mensajeros codifican para proteinas codificadas en los mensajeros
almacenados, pero muchos codifican para productos diferentes, probablemente
esenciales para la division celular y el crecimiento posterior de la plantula. En
las semillas de maiz la sintesis replicativa de DNA inicia alrededor de las 15
horas de germinacion, y precede a la protrucion de la radicula. Sin embargo, la
germinacion no es producto de la division celular, sino de la elongacion celular
de la radicula, la cual causa la ruptura de la testa. Finalmente la division celular
es el evento mas tardio de la germinacion. El reinicio de la proliferacién celular
se presenta Unicamente en las zonas meristematicas del embrién, y constituye
un evento tardio que ocurre normalmente en maiz alrededor de 24 — 36 horas

de germinacion (Moreno, 2003).
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Debido a la traduccion diferencial de mRNA durante la germinacion de maiz,
este proceso es utilizado como modelo de estudio a nivel de control

traduccional.

2.1.3.3 El control traduccional en la germinacion

En maiz el gen elF4E, de 922 pb, codifica para un marco de lectura abierto de
218 aminoéacidos (21.9 kDa). El gen elFiso4E, de 1166 pb, codifica para un
marco abierto de lectura de 216 aminoéacidos (21.7 kDa). Entre las secuencias
de aminoacidos de elFiso4E, conocidas en plantas, los rangos de identidad
varian entre 62 y 78%. La identidad entre elFiso4E y elF4E en maiz es de 45-
50% (Manjunath et al.,, 1999). Se ha encontrado que las isoformas elF4E y
elFiso4E se expresan diferencialmente durante la germinacion. En los ejes de
semillas quiescentes, la isoforma elFiso4E es mucho méas abundante que
elF4E y mantiene asi sus niveles durante toda la germinacion (Dinkova et al.,
2000). En cambio, la isoforma elF4E incrementa su concentracion (tanto de
proteina como del mensajero) hacia el final de la germinacién. Mediante
ensayos de traduccion in vitro de los mensajes almacenados de maiz, se
demostr6 que los patrones de proteinas sintetizadas son diferentes
dependiendo de la presencia de elF4E o elFiso4E en el sistema (Dinkova et al.,
2003). Esto sugiere que las isoformas de elF4E juegan un papel importante
para definir el patron de proteinas sintetizadas durante la germinacion del maiz.
Sin embargo, ha sido dificil estudiar la funcién de elFiso4E o elF4E in vivo
durante la germinacion de maiz, ya que no se cuenta con mutantes para éstas

isoformas.

Una aproximacién para la determinacion de funciones tanto de genes como de
sus respectivas proteinas es el reducir o silenciar la expresion de un gen de tal
manera que esto induce un fenotipo mutante que es indicativo de la funciéon de
dicho gen. La mutagénesis insercional es una poderosa herramienta para este
tipo de estudios y estd basada en transposones/inserciones de T-DNA. Sin
embargo, este método es limitado por el tiempo requerido para saturar el
genoma, por fenotipos letales y esta restringido a pocas especies de plantas.

Ademas, es complicado debido a la redundancia genética causada por familias
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multigénicas y poliploidia Una alternativa a la mutagénesis insercional que ha
sido ampliamente utilizada es el silenciamiento por RNA interferente (RNAI)
(Travella et al., 2006).

2.2. Silenciamiento por RNA de interferencia

2.2.1 Historia del silenciamiento en plantas

El silenciamiento por RNA de interferencia es el proceso por el cual se inhibe
de manera especifica la expresion de un gen, a través de la degradacion del
RNA mensajero de ese gen, evitando asi la sintesis de proteina. Dado que el
flujo de informacion genética se interrumpe a nivel de sintesis de proteina, éste

es un mecanismo de silenciamiento génico a nivel post-transcripcional.

El fendmeno de interferencia por RNA, descubierto en 1998 en el nematodo
Caenorhabditis elegans, esta relacionado mecanisticamente a los fenédmenos
de silenciamiento génico reportados inicialmente en plantas en 1990, conocidos
como  “co-supresion”,  “silenciamiento  génico  postranscripcional” 0
“silenciamiento postranscripcional inducido por virus”. El que este mecanismo
se encuentre en diversos organismos eucariontes, desde protistas y hongos,
hasta plantas, invertebrados y mamiferos, indica que es un mecanismo
ancestral conservado evolutivamente. Una de las creencias originales sobre la
funcién de este mecanismo es el de defensa viral, sin embargo, ahora se sabe
que este mecanismo no solo defiende a las plantas en contra de virus sino
también protege al genoma de transposones, regula la expresion genética
(Baulcombe, 2004) y juega un papel en el remodelado de cromatina (Qi et al.,
2005)
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2.2.2 Mecanismos de silenciamiento en plantas

En plantas existen 3 mecanismos de silenciamiento por RNA. El primero
comprende el silenciamiento post-transcripcional (PTGS) de genes mediado
por pequefios RNA de interferencia (siRNA) de aproximadamente 21 pb que
son procesados de RNA de doble cadena (dsRNA). En el segundo mecanismo
intervienen una clase de pequefios RNA endbgenos, microRNA (miRNA) de
21-24 pb de longitud. Tanto los mMIRNA como los siRNA regulan negativamente
la expresion genica a través del apareamiento de las bases con mRNA blanco,

dando una degradacién de mRNA o la inhibicion de la traduccion o ambos.

El tercer mecanismo de silenciamiento es el silenciamiento transcripcional de
genes (TGS) que esta asociado a las modificaciones de la cromatina dirigidas
por siRNA incluyendo la metilacién del DNA y las modificaciones de histonas
(Qi et al., 2005; Baulcombe, 2004).

2.2.2.1 Mecanismo de silenciamiento por RNA de interferencia

El silenciamiento por RNA de interferencia (RNAIi) estd basado en la
degradacion secuencia-especifica de RNA, debida a la formacion de moléculas
de RNA de doble cadena (dsRNA) homodlogas en secuencia al gen blanco. Este
método de RNAI permite silenciar uno, varios o todos los miembros de una
familia multigénica o copias de genes homdlogos en poliploides, mediante
secuencias blanco que son Unicas o compartidas por diversos genes (Travella
et al., 2006).

Este tipo de silenciamiento persiste durante la divisién celular y es heredado a
las siguientes generaciones, ademas, se ha demostrado un alto grado de
eficiencia en la interferencia de expresion de genes en diferentes sistemas de
plantas, como: Petunia hybrida, Arabidopsis thaliana, Papaver somniferum, ,
Coffea arabica, Oryza sativa, Tricum aestivum y Torenia hybrida (Jorgesen et
al., 1996; Chuang et al., 2000; Wesley et al., 2001; Stoutjesdijk et al., 2002;
Allen et al., 2004; Fukusaki et al., 2004; Lee et al., 2004; Ogita et al., 2004; Miki
et al., 2005; Travella et al., 2006)
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El mecanismo por el cual un gen se silencia por RNA de interferencia es
utilizando la maquinaria de defensa viral de la planta (Fusaro et al., 2006).
Comienza con la transcripcion de un gen por una RNA polimerasa Il ( Xie et al.,
2004) que dard como resultado un RNA precursor con una estructura
secundaria en forma de tallo-asa. Los precursores son reconocidos Yy
procesados a pequeiios RNA interferentes de doble cadena (SiRNA) por
enzimas tipo dicer (DCLS).

Las proteinas DCL forman parte de la familia de RNasas clase Ill. En
Arabidopsis thaliana se han descrito cuatro DCL; DCL1-4. Estas actlian en
mecanismos distintos y producen siRNA o miRNA de diferentes longitudes
(Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de las proteinas DCL presentes en plantas.

Proteina | Dominios y motivos Mecanismo siRNA | Funcién

DCL1 RNasa lll mMiRNA 21 pb RNasa Il (Park et al.,
Union a dsRNA nat-siRNA 2002)
DEAD-box helicasa
PAZ

DCL2 RNasa lll nat-siRNA 22 pb RNasa Il (Xie et al.,
Union a dsRNA Silenciamiento por 2004)
PAZ RNAI

DCL3 RNasa lll Remodelaje de 24 pb RNasa Il (Xie et al,
DEAD-box helicasa cromatina, 2004)
PAZ mediante

metilacion de DNA
y modificacion de
histonas por RNA.

DCL4 RNasa lll ta-siRNA 21 pb RNasa Il (Dunoyer et al.,
Unién a dsRNA Silenciamiento por 2005)
DEAD-box helicasa RNAI
PAZ

En el silenciamiento por RNA de interferencia mayoritariamente se producen
fragmentos de 21 pb, aunque también de 22 y 24 pb (Fusaro el al, 2006).
Fusaro demostré que los Unicos fragmentos que son responsables de este tipo
de silenciamiento, son los de 21 y 22 pb, producidos por DCL4 y DCL2
respectivamente ( Fusaro et al., 2006).

Las enzimas DCL realizan el corte en el dSRNA en compaiiia de una proteina

de unidon a dsRNA, R2D2 (Figura 3). Como resultado se liberan duplex
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asimétricos de RNA, dejando 2 pb desapareados en el extremo 3’ de cada
hebra. Dependiendo de la fuerza del apareamiento que queda en cada extremo
del dsRNA, dicer se posiciona en el extremo menos estable y R2D2 en el otro
(Vaucheret, 2006). Estos duplex de siRNA son metilados por la enzima hua
enhancer 1 (HEN 1) (Li et al., 2005). HEN 1 es una S-adenosil metionina metil
transferasa que metila en el extremo 2’ hidroxilo de los duplex de siRNA, una
reaccion aparentemente especifica del reino vegetal (Brodersen y Voinnet,
2006). Las enzimas DCL y HEN 1 estan en nudcleo, una vez que los duplex de
siRNA son metilados, éstos son exportados a citoplasma por HASTY, un
ortblogo de exportina 5, EXP5, en mamiferos (Park et al., 2005). Se ha
sugerido que estos siRNA no solo se exportan a citoplasma por HASTY sino
también por otras vias como la asociacion con AGO1 (Vaucheret, 2006).

Una vez en el citoplasma los siRNA son llevados a un complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISC), donde una de las proteinas efectoras
es argonauta (AGO1) (Figura 3). Las proteinas, AGO, también llamadas PPD
por sus dominios canénicos PAZ y PIWI, estan altamente conservados entre
diferentes reinos y actian en la mayoria de las vias de los pequefios RNA.
RISC es un complejo efector que guia hacia una degradacion del mRNA blanco
0 a la inhibicién de la traduccion. El duplex de siRNA contiene una hebra guia y
otra pasajera, para que la proteina AGO tome la hebra guia depende del
dominio PAZ que se une a los 2 pb sobresalientes en el extremo 3’ del siRNA.
El extremo 5 de la hebra se estabiliza por un catidon divalente que esta
localizado en el dominio PIWI (Vaucheret, 2006).

Antes de gue el mRNA blanco y la hebra guia se hibriden en RISC, la hebra
pasajera del siRNA es degradada entre los nucleétidos 10 y 11 de la hebra
guia. La actividad de cortador de la proteina AGO, que degrada tanto la hebra
pasajera como el mRNA blanco, resulta de un dominio RNasa H que lleva a

cabo un ataque nucleolitico (Vazquez, 2006).
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Figura 3. Mecanismo de silenciamiento por RNA de interferencia en plantas. La RNA
polimerasa Il transcribe un gen que forma un RNA de doble cadena (dsRNA) en forma de tallo-
asa, el cual es reconocido y procesado por RNasa de clase Ill; DCL2, DCL3,DCL4. Estas
enzimas producen fragmentos de dsRNA de 22, 24 y 21 pb, respectivamente. Estos
fragmentos son metilados por la enzima HEN1 y son transportados a citoplasma por el
transportador HASTY. Una vez en citoplasma son procesados en RISC, por la enzima AGO1;
la cual elije la hebra guia que se hibridard al mMRNA blanco, una vez hibridada AGO1 degrada
al mMRNA, por ende se inhibe la traduccion de ese gen.

En Arabidopsis thaliana se han descrito 10 proteinas de la familia
ARGONAUTA. AGO 1 tiene la actividad de endonucleasa cortador que degrada
el mMRNA hibridado al siRNA. La evidencia sugiere que AGO1 y AGO10 (la mas
relacionada con AGO1) tienen funciones redundantes, no obstante AGOZ2,
AGO3, AGO5 y AGOY7 tienen los residuos funcionales para la actividad de
cortador ( Baumberger et al., 2005).

Una vez degradado el mRNA blanco, en algunos organismos el silenciamiento
es amplificado. En plantas y C. elegans este fenbmeno es conocido como
“transitivity”, el cual incrementa la cantidad inicial de siRNA mediante la
produccion de nuevos siRNA correspondientes a las secuencias localizadas en

el exterior de las regiones blanco primarias de un transcrito. En C. elegans y en
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Arabidopsis, este fendmeno requiere de la accion de RNA polimerasas
dependientes de RNA (RdRp). La ocurrencia de este fendbmeno en plantas,
parece depender del transcrito: algunos mRNA emplean este proceso, otros no.
La razon por la cual existe esta disparidad aun se desconoce, pero podria estar
relacionada con la accesibilidad del transcrito y su localizacion subcelular
(Himber et al, 2003).

El silenciamiento por RNA autbnomo estad muy documentado en plantas, donde
la activacion del silenciamiento causa degradacion secuencia-especifica del
transcrito blanco en tejidos localizados en el exterior de la zona de inicio.
Evidencia indirecta indica que el silenciamiento por RNA se mueve a través de
grandes distancias, se disemina de célula a célula a través del plasmodesmo
(poros membranales que conectan células adyacentes) se disemina en un
namero constante de 10-15 células adyacentes (Wassenegger et al, 2006).
Este movimiento extensivo estad asociado con la sintesis de novo de siRNA
secundarios producidos por “transitivity” (Himber et al, 2003). Este mecanismo
esta basado en la amplificacion del dsRNA por la RNA polimerasa RDR6
generando asi siRNA secundarios, exclusivamente de 21 nt. Otra molécula que
contribuye a la extension del silenciamiento, aunque no al grado de RDR®6, es
la RNA helicasa SDES3 (Voinnet, 2005).

El modelo planteado por Himber (Himber et al, 2003) para el movimiento de
célula a célula del silenciamiento por RNA en plantas (Figura 4) propone que la
iniciacion local del silenciamiento produce siRNA primarios de 21 y 24 nt. Estos
SsiRNA se pueden mover a 10-15 células adyacentes, independientemente de la
presencia del transcrito homologo en esas células. La ola inicial de movimiento
tiene dos posibles resultados. Uno es la sintesis de siRNA secundarios de 21 nt
mediante la accién de RDR6, SDE3 y DCL4 usando el transcrito homologo
como base, los cuales a su vez se pueden mover a 10-15 células adyacentes
para iniciar el mismo proceso nuevamente, derivando en un movimiento
extensivo. El segundo resultado posible es el que el silenciamiento no se
moviera debido a la falta de transcritos homadlogos que funcionen como base
para RDR6, SDE3 y DCL4. Esto no permitiria la nueva producciéon de siRNA de

21 nty el movimiento pararia (Himber et al, 2003).
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Figura 4. Modelo reiterativo del movimiento célula-célula del silenciamiento por RNA. El
movimiento de corto alcance puede ser iniciado de una sola célula y se disemina de 10-15
células. Es independiente de transcritos homologos en la célula receptora, no requiere de la
actividad de RDR6 ni de SDE3 ni de la acumulacion de siRNA de 24 pb en el sitio de activacién
del silenciamiento. El movimiento célula-célula de largo alcance es dependiente de RDR6 y
SDE3, quienes usan transcritos homologos como base para producir nuevos dsRNA, esta
molécula es procesada en siRNA secundarios que son exclusivamente de 21 pb.

Dado que el fendbmeno de interferencia por RNA resulta en el silenciamiento
eficiente y especifico de la expresion de un gen dado, recientemente se ha
implementado su uso en una amplia gama de especies para reducir la
expresion de genes de interés, y definir asi su funcion. Con base en la
secuencia de DNA de un gen, se puede sintetizar un RNA de doble cadena que
bloqueé de manera potente y especifica la expresion de un gen. En plantas,
varios grupos de investigacion se han dado a la tarea de desarrollar vectores
de expresion que produzcan cantidades elevadas y constantes de RNA
interferente, con el fin de mantener activa la respuesta de interferencia por
RNA. Asi se puede inhibir de manera estable la expresibn de genes. La
estructura de los precursores de miRNA sirvio de base para disefiar RNA en
horquilla, que se transcribe a partir de vectores de expresion, el cual tiene

estructura de tallo-asa que es reconocida y procesada por la maquinaria de
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RNAI. De esta manera se ha podido silenciar de manera potente y estable la

expresion de genes (Watson et al, 2005).

2.2.3 Metodologias para el silenciamiento por RNAI

En la actualidad existen tres métodos de insercion para el RNAi: por infeccion
viral, por bombardeo de particulas, y por infeccion con Agrobacterium
tumefaciens. Cuando se bombardean tejidos de plantas con particulas de oro o
tungsteno forradas de dsRNA o siRNA, se puede producir el silenciamiento
transitorio del gen blanco. Igualmente, este tipo de construcciones al ser
introducidas al T-DNA de Agrobacterium tumefaciens y al ser inyectadas a los
espacios intracelulares de hojas, producen silenciamiento del gen blanco.
Ambos métodos generan silenciamiento transitorio que usualmente dura no
mas de varios dias. Por otra parte, las secuencias exdgenas pueden ser
insertadas en ciertos espacios del genoma de un virus sin destruir su
capacidad infectiva. Estas secuencias insertadas por infeccion, seran blanco de
la maquinaria de RNAIi de la planta. Esta habilidad de los virus de cargar e
inducir RNAI en contra de secuencias exogenas se ha utilizado como una

herramienta llamada VIGS (Silenciamiento génico inducido por virus).

Las primeras construcciones que se utilizaron para generar RNAI fueron las
construcciones que sobre-expresaban secuencias en sentido y antisentido del
gen blanco y eran insertados establemente en las plantas. Actualmente, el
RNAIi puede ser inducido mas eficientemente utilizando transgenes que
expresen tanto el sentido como el antisentido en una estructura de tallo-asa
que asemeja al precursor de siRNA (hpRNA). Usualmente el transgen esta bajo
el control de un promotor constitutivo por lo que la amplificacién del RNA sera
expresada en la mayoria de las células de plantas, donde se replicara y
producira siRNA. La simplicidad de los transgenes de tipo hpRNA ha hecho

gue esta ultima herramienta sea la mas utilizada (Tabla 3).

El transgen hpRNA esta compuesto simplemente de un promotor de plantas y
un terminador; en medio de éstos existe una secuencia inversamente repetida

del gen de interés con un espaciador entre ellas. EI RNA transcrito de dicha
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construccion se hibrida con ella misma y forma una estructura secundaria en
forma de tallo-asa (hpRNA). El espaciador es necesario para la estabilidad del
hpRNA y no esta envuelto en la produccion de RNAI. Se utilizan secuencias de
intrones, especialmente porque se ha reportado que aumentan la eficacia del

silenciamiento (Smith et al., 2000)

Tabla 3. Ejemplos de genes silenciados por transformacion con transgenes hpRNAs.

Gen Proteina Especie Tamafio del Fenotipo Ref.
gen blanco
(pb)
PPO Polifenol Tabaco 572 Oxidacion Wesley et al.,
oxidasa reducida 2001
CHS Chalcone Arabidopsis 741 Reduccién de Wesley et al.,
sintetasa pigmantacién 2001
FLC1 | Represordela | Arabidopsis 400 Floracion Wesley et al.,
floracion temprana 2001
SAD1 | Estearoil-ACP Algodén 514 Alteracion de la | Wesley et al.,
composicién del | 2001
aceite de semilla
CBL Cistationina Arabidopsis 1146 Biosintesis Levin et al., 2000
liasa alterada

La mayoria de las construcciones hpRNA se han utlizado en plantas
dicotiledoneas y estan expresadas bajo el promotor fuerte y constitutivo CaMV
35S (promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor). No obstante, se han
utilizado promotores especificos de semilla, como el promotor de lectina y han
demostrado ser altamente eficientes en genes expresados en semillas. La
mayoria de los fragmentos de genes insertados al vector hpRNA han sido de
entre 300 y 800 pb, aunque fragmentos pequefios de 98 pb, también han sido
exitosos (Watson et al., 2005; Helliwell et al., 2005 )

Los vectores hpRNA ofrecen ventajas sobre otros métodos (Tabla 4), debido a

ello la herramienta que se utilizé para este trabajo fue la de hpRNA.

En la actualidad existen diversos vectores de expresion que permiten silenciar
un gen de interés, tanto para sistemas hpRNA como para VIGS ( Figura 5). Los
vectores hpRNA de manera general contienen en su secuencia genes de
seleccion, promotores fuertes y regiones de clonacion multiples que permiten
insertar la secuencia del gen de interés en sentido y antisentido, teniendo entre
ambos un intrén. Usualmente se utiliza el promotor CaMV 35S como promotor

fuerte en vectores para transformar plantas desde 1986 (Pietrzak et al., 1986).
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Tabla 4. Ventajas y desventajas de métodos de expresion utilizados en el silenciamiento

por RNAI.

Método de | Transformacion Ventajas Desventajas

expresion

Transitoria | Bombardeo Réapido; amplia gama de Limitado a las células de la
especies superficie; el silenciamiento

no persiste.
Infiltracién por Rapido; facil de aplicar; No probado en la mayoria
Agrobacterium bajo costo de las especies.
Induccién de Rapido; facil de usar; se Limitacion del rango del
silenciamiento por | puede aplicar a plantas hospedero; depende de la
virus (VIGS) adultas habilidad de infeccion de la
clona, puede haber sintomas
de la infeccién.

Estable Amplicones Amplia variedad de Puede tener restricciones
huéspedes; seleccion de del tamafio del fragmento
tejidos; sin sintomas del inserto; necesita de un
virales; especificidad de sistema eficiente de
tejido controlada por transformacion.
promotores.

Transgenes No restringida por la Necesita de un sistema
hpRNA variedad de huéspedes; eficiente de transformacién
heredable; seleccion de
tejidos; rango de
silenciamiento

En la actualidad existen diversos vectores de expresion que permiten silenciar
un gen de interés, tanto para sistemas hpRNA como para VIGS (Figura 5). Los
vectores hpRNA de manera general contienen en su secuencia genes de
seleccion, promotores fuertes y regiones de clonacion multiples que permiten
insertar la secuencia del gen de interés en sentido y antisentido, teniendo entre
ambos un intrén. Usualmente se utiliza el promotor CaMV 35S como promotor

fuerte en vectores para transformar plantas desde 1986 (Pietrzak et al., 1986).

El promotor CaMV 35S se ha utilizado en unién con intrones, ya que se ha
demostrado que cuando un intron se localiza en una region a transcribirse,
produce un aumento en la expresion a partir del promotor y otras regiones
codificantes (Callis et al., 1987). Posterior al promotor o promotor-intron se
localiza un sitio multiple de clonacién el cual permite insertar el fragmento de
secuencia del gen a silenciar en sentido (de 5’ a 3’), continua un intron que al
transcribirse formara el asa del hpRNA, y después se localiza otro sitio multiple
de clonaciéon que permitird insertar el fragmento de secuencia del gen a
silenciar en antisentido (de 3’ a 5’). Como genes de seleccion se utilizan genes
resistencia a antibioticos,

que codifican proteinas que confieren como

kanamicina, o a herbicidas, como glufosinato de amonio.
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Figura 5. Ejemplo de construcciones de DNA para el silenciamiento de genes por RNA.
(a,b) Sistema de silenciamiento inducido por virus (VIGS). Dos plasmidos T-DNA que
contienen una parte del genoma del virus de tabaco, TRV, el segundo contiene la secuencia
blanco del gen a silenciar. Ambos son propagados en Agrobacterium y son infectados en tejido
de plantas. Cuando una planta es inoculada con Agrobacterium que contiene este plasmido, el
DNA entre el borde izquierdo (BI) y el borde derecho (BD) es transferido a las células de la
planta y es transcrito bajo el control del promotor 35S. La RNA polimerasa dependiente de RNA
(RARP) viral es traducida del transcrito que en su tiempo replicara el transcrito a RNA viral
infeccioso. (c) Sistema VIGS del virus del mosaico del tabaco (TMV) con la secuencia del gen a
silenciar en sentido y antisentido. Con este sistema, el DNA plasmidico es propagado en E.coli
y transcritos in vitro utilizando la T7 polimerasa para generar RNA infeccioso. El RNA o el virus
armado con la proteina de envoltura (PE) es inoculado directamente a las plantas. (d) Un
plasmido T-DNA tipico para la expresion de hpRNAs en plantas. El plasmido puede ser
introducido a las células de plantas por bombardeo o por transformacién mediada por
Agrobacterium. Este vector se puede utilizar para generar transformantes estables gracias al
gen de seleccion.

2.3. Transformacion de maiz

Los cereales no son rutinariamente susceptibles para la transferencia de genes
usando bacterias del género Agrobacterium, debido a que éstos sintetizan un
grupo de metabolitos toxicos; el DIBOA y DIMBOA, que son benzoxazinoides, a
los cuales se les ha implicado en la inmunidad contra insectos y bacterias.
Estos metabolitos se encuentran en las células unidos a glucosa; cuando la
planta sufre dafio tisular estos glucésidos reaccionan con la enzima beta
glucoronidasa liberando los dos compuestos toxicos para ciertas cepas de
Agrobacterium que son muy utilizadas como herramientas biotecnoldgicas para
la transformacion de plantas. Debido a esto se ha dificultado el uso de esta

herramienta para transformar cereales como el maiz (Anaya et al., 2006).
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Varias tecnologias se han usado para la introduccion de DNA exdgeno en
especies monocotiledoneas con el fin de obtener plantas transformadas y
regeneradas; la micro-inyeccion, electroporacién, Agrobacterium tumefaciens.
Estos métodos presentaron desventajas que los hicieron poco practicos. De la
necesidad de tener un método Optimo de transformacién es que surge la
biobalistica (Klein et al., 1993).

La tecnologia de bombardeo fue concebida por John Sanford en 1984, para la
introduccion de DNA al interior de las células vegetales intactas. Esto involucra
la aceleracién de microparticulas cubiertas de DNA (tungsteno u oro) por un
mecanismo de explosion (pistola de presion) o por estallido de gas (diéxido de
carbono, nitrégeno o helio) dando la suficiente aceleracion para penetrar la
pared celular; esto constituye el fundamento esencial de la biobalistica o
bombardeo con microparticulas como también se le conoce (Klein et al, 1988)

En la técnica de bombardeo a células de maiz, es muy utilizado el callo de
maiz, el cual ha probado tener grandes capacidades regenenerativas y gran
facilidad de transformacion. Se trata de un tejido desdiferenciado a partir de
embriones somaticos durante la desdiferenciacion se obtienen varios tipos de
callo: Callo tipo I, callo tipo Il y callo rizogénico. El callo de maiz tipo Il es
friable, embriogénico, de crecimiento rapido con la presencia de numerosos
embriones somaticos globulares (cuyo desarrollo es muy similar al cigotico)
adheridos al callo por medio del suspensor; de color blanco amarillento, como
fue observado por Green et al, 1975. Este tipo de callo mantiene su capacidad
tanto embriogénica como regenerativa por periodos largos; aproximadamente
de un ano (Green et al, 1975) y es el material idoneo para realizar la

transformaciéon por bombardeo.
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3. HIPOTESIS

Si se utiliza la transformacion por bombardeo en callos embriogénicos de maiz
se podra establecer el sistema de RNA interferente para el factor elFiso4E de
maiz mediante la expresion estable de un vector que contenga una secuencia

del gen en sentido y antisentido.
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4. OBJETIVO GENERAL

Transformar callos de maiz con un vector hpRNA para elFiso4E que permita

silenciar su expresion.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Clonar en sentido y anti-sentido un fragmento del gen elFiso4E de
Zea mays L. en el vector pMCG161

e Transformar callos embriogénicos de maiz por bombardeo con el

vector de silenciamiento pMCG161-iso4E-as.

e Evaluar el silenciamiento del factor elFiso4E en callo embriogénico

de maiz transformado.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Material Biologico

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron semillas de maiz de dos
variedades diferentes. Para la obtencién de RNA y amplificacion del fragmento
de elFiso4E a clonar en el vector de silenciamiento se utilizaron ejes
embrionarios de semillas de la variedad Chalquefio. Para la obtencion de callos
embriogénicos tipo Il de maiz que se utlizaron en la transformaciéon por
bombardeo se emple6 la variedad Costefio. Los callos embriogénicos fueron
proporcionados por el laboratorio de cultivo de tejidos del Departamento de

Bioquimica de la Facultad de Quimica, UNAM.

5.1.1 Obtencién de ejes embrionarios de maiz

Se germinan las semillas de maiz colocandolas entre dos algodones humedos,
con el eje embrionario hacia arriba. Se incuban en una camara de incubacion a
28-30°C. Después de 24 horas se extrae el eje embrionario con una navaja

teniendo cuidado de no romper el eje embrionario (Figura 6).

Endospermo

Figura 6. Fotografia de una semilla de maiz sefialando el eje embrionario.
5.1.2 Obtencién de callos embriogénicos de maiz
Se utilizaron embriones inmaduros de maiz (Zea mays L. variedad Costefio) de

15 a 18 dias después de la polinizacién. Las mazorcas se dividieron en

fragmentos de 6 a 8 cm eliminando los extremos tanto superior como inferior.
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Los fragmentos se colocaron en etanol al 70% durante 1 minuto. Transcurrido
ese tiempo se enjuagaron 4 veces con agua desionizada estéril y se colocaron
en una mezcla desinfectante que consistié en hipoclorito de sodio al 50% mas
cinco gotas de un detergente suave (Tween-20) mas 15 gotas de una solucién
coloidal de plata (Microdin®) por cada 250 mL. Los fragmentos se mantuvieron
en dicha mezcla durante 15 minutos en agitacion constante. Finalmente, se

realizaron 4 enjuagues de 4 minutos cada uno con agua desionizada estéril.

A partir de los fragmentos de la mazorca desinfectados se disectaron los
embriones inmaduros inoculando frascos con 30 mL de medio nutritivo Ne-
induccion (Ver Apéndice 3). Los embriones se colocaron con el eje embrionario
en contacto con el medio y se mantuvieron dos semanas en un cuarto de
incubacion con ambiente controlado en condiciones de oscuridad a una
temperatura de 25+ 2 °C. Los callos se proliferaron en medio de cultivo Ng-p.
En el primer subcultivo se elimind tanto el tejido madre como el oxidado y en

los posteriores se eliminé el tejido oxidado.

5.2 Disefio de cebadores

Para el presente trabajo se disefiaron cebadores especificos de maiz para
amplificar distintos genes o regiones del genoma del maiz o del vector
PMCG161-iso4E-as (Ver Apéndice 2).

5.2.1 Cebadores para elFiso4E

Se disefaron cebadores para amplificar una regién de aproximadamente 650
pb a partir del cDNA del gen que codifica para la proteina elFiso4E en maiz
haciendo un alineamiento entre la secuencia del gen de elFiso4E y elF4E,
ambos de maiz. Lo anterior con el fin de que solo se amplifique
especificamente la isoforma elFiso4E y ademas que este fragmento tenga la
menor homologia a elF4E para que el silenciamiento sea especifico para el
factor elFiso4E. Ademaés, estos cebadores contienen en sus extremos sitios
que son identificados por enzimas de restriccion. En el extremo 5’ del cebador

sentido (Forward; FW) se afiadieron los sitios correspondientes a Spel y Ascl,
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mientras que en el cebador en antisentido (Reverse; RV) se afiadieron los sitios
correspondientes a Avrll y Sgfl (Figura 7). Estos sitios son necesarios para
clonar el fragmento de elFiso4E en sentido y antisentido dentro del vector de
silenciamiento pMCG161 (Figura 9).

Ascl Avrll Sofl

Spel
~ 626 3
elFiso4E

Zmiso4E-A > 4+—

Zmiso4E-B

Figura 7. Diagrama del disefio del inserto elFiso4E flanqueado por las enzimas de restriccion
Spel, Ascl, Avrll y Sgfl. Zmiso4E-A y Zmiso4E-B son los cebadores disefiados para amplificar

el inserto.

5.3 Obtencién de acidos nucleicos
5.3.1 Extraccién de RNA TOTAL

La extraccion de RNA total se realiz6 a partir de ejes embrionarios de maiz
germinados por 24 horas. Se sigui6 la técnica recomendada por el fabricante
para el reactivo de Trizol (Invitrogen Carlbad CA, USA). A continuacién se
describe la técnica. Se pesaron 100 mg de tejido de eje embrionario de maiz y
se pulverizaron en un mortero, previamente lavado, esterilizado y enfriado a -20
°C; el tejido se pulverizd adicionando nitrégeno liquido. Una vez pulverizado
hasta lograr un polvo muy fino, se colocé el tejido en un tubo eppendorff de 1.5
mL y se le agregaron 1 mL de Trizol (reactivo monofasico de fenol e
isotiocianato de guanidina). La mezcla se agitdé con vortex hasta la total
resuspension. Se incubo6 por 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugo
a 12 000 x g durante 10 minutos a 4 °C, se colecto la fase acuosa cuidando de
no tomar la capa superior que contenia restos lipidicos. Se adicion6 0.2 mL de
cloroformo y se agitdé vigorosamente por 15 segundos, posteriormente se
incub6 a temperatura ambiente por 2 0 3 minutos. Se centrifugd a 12 000 x g
por 15 minutos a 4°C, la fase acuosa (incolora y en la parte superior que
contiene el RNA) se transfirié a un tubo nuevo. Esta extraccion con cloroformo

se llevo a cabo para eliminar proteinas y DNA. Se precipitd el RNA adicionando
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0.5 mL de alcohol isopropilico, y se dejé incubar a temperatura ambiente por 10

minutos.

Se centrifug6 a 12 000 x g durante 10 minutos a 4°C, el RNA forma un
precipitado gelatinoso. Se removié el sobrenadante y se lavo el precipitado una
vez con 1 mL de etanol al 75%. Se centrifug6é a 7 500 x g durante 5 minutos a
4°C, se decantd y se dej6 secar al aire. Se resuspendié el RNA en agua con
DEPC (Dietil pirocarbonato).

Finalmente se corrié una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en TBE 1X
(Tris-base 89 mM, acido bérico 89 mM y EDTA 2 mM) con bromuro de etidio,
para observar la integridad y pureza del RNA. El RNA se almacen6 a -70 °C
hasta su uso.

5.3.2 Extraccién de DNA gendmico

Para el asilamiento de DNA genomico se utilizo la técnica de CTAB (Ausubel et
al, 2000). Antes de comenzar el procedimiento, se afiadieron 2-mercaptoetanol
a la solucion de extraccion CTAB (Ver apéndice 1) para una concentracion final
de 2% (v/v). Se calentd esta solucion y la de CTAB/NaCl a 65°C. Se requieren
400 pL de solucién de extraccién y 50 pL de CTAB/NaCl para 100 mg de tejido
fresco. Se homogeneizd con N2 liquido y se coloc6é en un tubo resistente a
solventes. Se afadieron la solucion de extraccion y la de CTAB/NaClI caliente al
tejido pulverizado y se agito fuertemente. Se incubd por 60 minutos a 64°C con
agitacion ocasional. Se extrajo con un volumen igual de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1) mezclando bien por inversion. Se centrifugd 5 minutos a 7500
g a 4°C y se recupero la fase superior. Se afiadieron 1/10 de volumen de la
solucién CTAB/NaCl a 65 °C a la fase superior y se mezcld bien por inversion.
Nuevamente se extrajo con un volumen igual de cloroformo/alcohol isoamilico

(24:1), se centrifugd a 7500g por 5 minutos.

A la fase superior se le afiadieron 1 volumen de la solucion de precipitacion
CTAB, se mezclé bien por inversion. Se centrifug6 a 500 g a 4°C por cinco

minutos. Se colecto el sobrenadante y se precipitd el acido nucleico afiadiendo
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300 uL de isopropanol frio; se mezclo bien y se dejo incubar 2 horas a -20°C.
Posterior a esta incubacion se centrifugd la muestra a 7500 g por 15 minutos a
4°C. Se lavo el precipitado con etanol al 70%, centrifugando a 7500 g por 15
minutos, y se dejo secar al aire. Una vez completamente seco se resuspendi6

en 50 uL de agua desionizada estéril.

5.3.3 Purificacion de DNA plasmidico

Se dejo crecer cada una de las clonas seleccionadas en cajas con antibiético
en 5 mL de medio LB con el antibidtico de seleccion durante toda la noche en
agitacién. Se puso la solucion Il (Ver Apéndice 1) en hielo, se prepard la
solucion 1l 'y se preparod fenol-cloroformo-isoamilico (24:24:1). Se centrifugé la
suspension celular a 3000 g durante 5 minutos. Se resuspendié el precipitado
en 100 pL de la solucién | (con voértex hasta su total resuspension) y se
transfirido a un tubo eppendorff. Se agregaron 200 uL de la solucién 1l fresca, se
mezclé perfectamente por inversion y se dejé reposar 5 minutos en hielo. Se
agregaron 150 pL de la solucion 11l fria, se mezclo por inversion y se dejé 10
minutos en hielo. Se centrifugd a 14 000 g 10 minutos a 4°C y el sobrenadante
se transfirid6 a un tubo nuevo. Se agregaron 40 uL de Tris-HCI 1M (pH 8.0) y
400 pL de fenol-cloroformo-isoamilico, se agité en vortex por 15 segundos.

Se centrifugé a 14 000 g por 2 minutos y se recupero la fase superior. Se
agregaron 1 mL de etanol al 100% frio, se mezcld por inversion y se incubd 1
hora a -20°C; en este paso se precipita el DNA. Se centrifugd a 14 000 g a 4°C
por 10 minutos, se decant6 y se lavd con 400 pL de etanol al 70%. Se decant6
el etanol y se dejo secar el precipitado por aproximadamente una hora y se

resuspendio en 30 ul de agua desionizada.

5.3.4 Purificacion de DNA a partir de gel de agarosa

La extraccion de DNA a partir del gel de agarosa se realizd siguiendo la
metodologia recomendada para el sistema QIAquick Gel Extraction (QUIAGEN
USA) que se describe a continuacion. Se extrajo el fragmento de DNA

visualizado por tincion con bromuro de etidio del gel con una navaja limpia, se
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coloco en un tubo eppendorff y se peso (el peso no debe ser mayor de 400 mg
por columna) Se agregaron 300 uL de de Amortiguador QG por cada 100 mg
de gel y se incubd a 50°C por aproximadamente 10 min o hasta que estuviera
perfectamente disuelto el gel, agitando de vez en cuando para homogenizar la
suspension. Una vez que se disolvi6 completamente se agregaron 100 uL de
iospropanol por cada 100 mg de gel, se mezclé perfectamente y se colocé en
una columna previamente insertada al tubo colector. Se centrifug6é a 12 000 g
durante 1 minuto y se descarté el eluato. Se colocé la columna en el tubo
colector y se lavo adicionando 0.75 mL de Amortiguador PE y se centrifugo por
1 minuto a 12 000 g.

Se coloco la columna en un tubo nuevo y se eluy6 el DNA en 100 uL de agua
estéril, dejando reposar 5 minutos antes de centrifugar 2 minutos a 12000 g.

Para concentrar el DNA se coloco en el tubo en el concentrador a vacié marca
SpeedVac y se dejo secar. Posterior a esto se resuspendié en 25-30 uL de

agua esteéril.

5.3.5 Cuantificacién de acidos nucleicos

Para cuantificar RNA o DNA se tomaron 1 pL de la suspensién que contiene el
acido nucleico y se diluyé en 99 pyL de agua estéril. Se colocaron los 100 pL
finales en una celda de cuarzo y se midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 260 y 280 nm. A 260 nm el DNA o
RNA presente en la muestra absorbe, mientras que a 280 nm absorben las
proteinas, por lo cual la relacion 260/280 es un indicativo de la pureza de la
muestra (1.9-2.0 es una relacion de pureza aceptable).El célculo de la
concentracion se realiza a partir de la relacion 1 de absorbancia a 260 nm
equivale a 50 pg/mL de DNA o 40 pg/mL de RNA.
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5.4 Amplificacién por lareaccion en cadena de la polimerasa

5.4.1 Amplificacion de elFiso4E mediante RT-PCR con gradiente de

temperatura

Para la transcripcion-reversa del RNA (RT) y la amplificacién por la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) se siguié el protocolo de un paso con el
sistema “Superscript One.Step RT-PCR with Platinum Taq“ de Invitrogen
Carlbad CA, USA utilizando un termociclador marca Eppendorff, modelo Master
Cycler, el cual permite realizar la amplificacién con un gradiente de temperatura
para el paso de alineamiento de los cebadores. La ventaja de este gradiente es
establecer cual es la temperatura Optima para el alineamiento de ciertos
cebadores durante el PCR. El equipo proveé de un archivo que contiene una
hoja de célculo para obtener la temperatura exacta de cada columna de la
placa de calentamiento, el gradiente necesario para ello y asi poder realizar un
gradiente de temperatura de alineamiento. Se obtuvo de la secuencia de los
cebadores la temperatura de alineamiento probable, la cual seria de 60.5°C a
65.5°C y con ayuda de esa hoja de calculo se obtuvo el gradiente necesario
para obtener 5 diferentes temperaturas: 53.5°C, 56.1°C, 58.8°C, 61.5°C y
64.0°C.

Una vez obtenido el gradiente se fijaron las condiciones en el termociclador

para llevar a cabo el RT-PCR:

A: Sintesis de cDNA y | B: Amplificacién por PCR C: Extension
pre-desnaturalizacion final
1 ciclo de: 36 ciclos de: 1 ciclo de:
50°C por 30 minutos Desnaturalizacion, 94°C por 15 |72°C por 10
94°C por 2 minutos segundos minutos
Alineamiento, Temp: 58 Grad:10
Extensién, 72°C por 1 minuto

Se prepararon 5 tubos de PCR y se afiadieron a cada tubo, colocado sobre
hielo, los siguientes componentes de reaccién que se mezclaron suavemente y

se colocaron en el termociclador para que iniciara el procedimiento de RT-PCR:
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Componente Volumen/ 25pL
2X Mezcla de Reaccién 12.5 uL
MgSO4 (50mM) 0.4pL
RNA (200ng/pL) 1.0 pL
Mezcla de cebadores (10uM) 0.5uL
Mezcla RT/ Platinum Taq 0.5uL
Agua + DEPC 10.1puL

Finalmente se analizo el producto de RT-PCR realizando una electroforesis en
gel de agarosa al 1.5% en TBE 1X con bromuro de etidio, para observar a que
temperatura se obtiene la mayor cantidad de fragmento y si éste es del peso
esperado, lo que indicaria que se trata del inserto deseado.

5.4.2 Reamplificacién de elFiso4E mediante PCR

Una vez obtenida la mejor temperatura de alineamiento para amplificar el
inserto elFiso4E (61.5°C) se realizo un PCR del producto de RT-PCR obtenido.
El PCR se realizé de la siguiente manera ajustando las condiciones en el

termociclador:

1 ciclo de: 42°C por 3 minutos
30 ciclos de: | 94°C por 15 segundos
61.5°C por 1 minuto
72°C por 1 minuto

1 ciclo de: 72°C por 10 minutos
Almacenaje | 4°C

Se prepararon 2 tubos de PCR y se afiadieron a cada tubo, colocado sobre
hielo, los siguientes componentes de reaccion, se mezclaron suavemente y se

colocaron en el termociclador para que iniciara el procedimiento de PCR

Componente Volumen/ 100pL
10X Amortiguador de reaccion 10.0 pL
MgSO04 (50mM) 6.0 uL
dNTP’s (10mM) 8.0 pL
DNA (200ng/pL) 5.0 uL
Mezcla de cebadores (10uM) 2.0 uL
Taq Polimerasa Invitrogen 2.5uL
Agua 66.5uL
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Finalmente se analizo el producto de PCR realizando una electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% en TBE 1X con bromuro de etidio, para observar si el
fragmento obtenido es del peso esperado, lo que indicaria que se trata del

inserto deseado.

5.5 Digestion de DNA con enzimas de restriccion

Las digestiones de DNA plasmidico se realizaron en 20 ul de volumen final
utilizando 5-10 pug de DNA plasmidico. A un tubo eppendorff se agregaron los

siguientes reactivos:

Componente Cantidad
DNA plasmidico 5-10 pg
10X amortiguador de reacciéon 1X
Agua estéril c.b.p. 20 uL
Enzima de restriccion 0.13 unidades
Volumen total 20 uL

El orden de adicién es el siguiente: agua estéril, amortiguador de reaccion,
DNA y por ultimo se adicioné la enzima de restriccion. Todo esto se adiciono en
frio y una vez adicionada la enzima de restriccion se incubd al menos 16 hrs a
37°C. Una vez transcurrido ese tiempo se corridé una muestra del DNA digerido

en un gel de agarosa para comprobar la digestion.

5.6 Clonacion de DNA

5.6.1 Clonacién del inserto de elFiso4E en el vector pGEM-T.

La clonacién del inserto elFiso4E obtenido por PCR se realiz6 de manera

directa en el vector pGEM-T (Promega) (Figura 8).
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Figura 8. Vector pGEM-T (Promega). Se muestra el sitio multiple de clonacién y la cola de
timinas que permitird que se inserte el fragmento elFiso4E. Se muestra la region codificante
para los dos marcadores de seleccién; ampicilina y el gen lacZ.

Para esto se agregaron colas de adenina en ambos extremos del inserto
elFiso4E purificado a partir del gel de agarosa mediante el procedimiento
descrito para el sistema pGEM-T Vector de Promega, el cual se describe a
continuacion. Una vez purificado el inserto, se tomaron 2 pL de éste y se
adicion6é 1puL de Amortiguador de reaccion 10 X para Taqg DNA Polimerasa
junto con 1 pL de MgCL, 25 mM y 5 unidades de la enzima Taq DNA
polimerasa. Se agregaron agua desionizada hasta un volumen final de 10 pL.
Se incubd a 70°C por 30 minutos. Posteriormente se procedido a la ligacion
recomendada para el sistema pGEM-T Vector (Promega) preparando la

siguiente reaccion:

Reaccion de ligacién
Amortiguador de ligacién rapida 2X 5ulL
pGEM-T vector (50 ng) lulL
Inserto elFiso4E 2uL
T4 DNA ligasa (3 unidades/uL) lul
Agua desionizada c.b.p. 10uL

Se mezclaron los componentes de reaccion y se incubé dos horas a
temperatura ambiente. Con la reaccidon se transformaron células de E.coli
(DH50) mediante el procedimiento descrito para el sistema pGEM-T
(Promega). Para ello se prepararon placas con medio LB/ampicilina/IPTG/ X-
Gal (Apéndice). Se afadieron 5 pL de la reaccion de ligacion a un tubo
eppendorff estéril de 1.5 mL en hielo. Se afadieron 100 pL de células

competentes, se mezclo suavemente y se colocaron en hielo por 20 minutos.
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Posterior a esto, se colocaron en un bafio de agua a 42°C por 50 segundos e
inmediatamente se colocaron en hielo por dos minutos. Se adicioné 950 mL de
medio LB a los tubos y se dejaron incubar a 37°C en agitacién por 1.5 hrs. Se
centrifugd la suspension celular a 3000 g por dos minutos y se resuspendio6 el
boton en 100 pL. Se sembraron los 100 pL en una caja con medio
LB/ampicilina/IPTG/ X-Gal y se dejaron incubar por 24 horas. Las colonias que
crecieron fueron las transformadas. Las que contenian el vector con el inserto

fueron blancas, mientras que las que no lo contenian fueron azules.

5.6.2 Clonacién del inserto elFiso4E en el vector pMCG161

El vector de silenciamiento que se utilizé es el pMCG161 debido a que es
especifico para silenciar por RNAi en maiz (Figura 9). Este vector contiene el
promotor CaMV 35S (Promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor) unido a
un intron Adhl, intron del gen que codifica para la enzima alcohol
deshidrogenasa de maiz. Posterior a este intron se localizan dos sitios de corte
para las enzimas de restriccion Ascl y Avrll, ambos permiten insertar la
secuencia del gen a silenciar en sentido (5’ a 3’). Continua un intrén de arroz,
waxy-a, y después se localizan otros dos sitios de corte para las enzimas de
restriccién Sgfl y Spel, ambos permiten insertar la secuencia del gen a silenciar

en antisentido (3’ a 5).

Este vector contiene el gen de seleccion bar con un promotor UBI-1, promotor y
primer intron del gen que codifica para la ubiquitina del maiz. El gen bar
confiere resistencia al herbicida glufosinato de amonio (PPT) producido por
Streptomyces hygroscopicus. EI PPT es herbicida de contacto de amplio
espectro, con baja toxicidad y poca permanencia en suelo. Este herbicida es un
potente inhibidor de la glutamina sintetasa (GS), Unica enzima en plantas que
puede destoxificar el amonio liberado por la reduccion de nitrato, la
degradacion de aminoéacidos y la fotorespiracion. La inhibicion de la GS por
PPT causa acumulacién rapida de amonio que lleva a necrosis y muerte
celular. El PPT es sintetizado quimica y comercialmente con el nombre de

BASTA. El gen bar fue clonado de S. hygroscopicus y codifica a una
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fosfinocitrin acetiltransferasa (PAT) que acetila el grupo NH2 libre de el PPT

haciéndolo inactivo.

:;1‘ ia LBl infron-promoter

85U 2
MCG161
(18185 bp)
Cahly 355
Adhl intron

Figura 9. Esquema del vector pMCG161.

Se clono el inserto elFiso4E en sentido y antisentido en el vector pMCG161 de
la siguiente manera: Se obtuvo DNA del inserto purificado de la digestion con
las enzimas de restriccion Avrll y Ascl a partir del vector pPGEM-T que contiene
el inserto y también se obtuvo DNA plasmidico del vector pMCG161 digerido
con las mismas enzimas de restriccion. Se llevo a cabo la reaccion de ligacién

en la cual se agregaron los siguientes reactivos:

Reaccion de ligacién
Amortiguador de ligacién 10 pL
DNA vector (50 ng) 6 pL
DNA Inserto elFiso4E 0.5 pL
T4 DNA ligasa (3 unidades/uL) lplL
Agua desionizada c.b.p. 20 pL

Se dej6 incubar esta mezcla a temperatura ambiente por 2 horas y se hizo la
transformacion de igual manera que la descrita para la clonacion en el vector
pPpGEM-T. Para la clonacion en antisentido se utilizo el inserto obtenido de la
digestion con las enzimas Spel y Sgfl del vector pGEM-T que contiene el
inserto y también se obtuvo DNA plasmidico digerido con las mismas enzimas

de una clona positiva de la clonacion anterior la cual contenia el vector
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pMCG161 con el inserto en sentido. La reaccion de ligacion vy la

transformacion se hizo de igual forma que la clonacion en sentido.

5.7 Bombardeo de callos embriogénicos de maiz

5.7.1 Preparacion de las particulas de tungsteno (Guerrero-Andrade,1998)

Se pesaron 60 mg de particulas de tungsteno de 0.4 um de diametro (M5)
colocandose en un tubo de centrifuga de 15 mL. Después se afadieron 2 mL
de acido nitrico 0.1 M y se sonic6 en hielo durante 20 min. Posteriormente se
elimind el acido nitrico agregdndose 1 mL de agua desionizada estéril; la
muestra se transfirid a un tubo de 2 mL de capacidad y se sonicO brevemente.
Las microparticulas se centrifugaron de 10 a 30 segundos a una velocidad de
10 000 g. Se elimind el agua y se agregaron 1 mL de etanol absoluto y se
sonic6 brevemente. Se centrifugaron las microparticulas de 10 a 30 segundos a
10 000 g. El etanol se eliming, se agregaron 1 mL de agua desionizada estéril y
se sonic6 brevemente. Se colocaron 200 uyL de la suspension en un tubo
eppendorff. Después se afadieron 750 pL de agua desionizada estéril a cada

tubo, finalmente se almacenaron los tubos a -20°C.

5.7.2 Adsorcion del DNA plasmidico a las microparticulas (Klein et al.,
1988)

En tubos eppendorff se colocaron 50 pL de la suspensién de microparticulas de
tungsteno, después se adicionaron los siguientes reactivos uno a uno, agitando
bien la suspension entre cada reactivo. Se adicionaron 5 pL de DNA (1 pguL™),
50 pL de cloruro de calcio 2.5 M, 20 pL de espermidina 0.1 M, esta mezcla se
agitdé con vortex durante 5 minutos. Posteriormente se centrifugd de 5 a 10
segundos, se eliminaron 100 pL de sobrenadante y se resuspendieron las

microparticulas en el volumen restante.
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5.7.3 Bombardeo de callos embriogénicos de maiz con pistola de baja

presion.

Se tomaron callos embriogénicos de 12 dias después del subcultivo, los cuales
fueron colocados un dia antes en cajas petri de 50 mm x 17 mm con 10 mL de
medio Ne-p gelificados con 3.0 mg L™ de Gellan® (Ver Apéndice ). Se colocé
una porcion extendida de aproximadamente 1 g de callo embriogénico de 1 cm
de didmetro en el centro de la caja petri. Se tomaron 5 uL de la solucién de
microparticulas cubiertas con el DNA plasmidico y se colocaron en el centro
del filtro de bombardeo. EI bombardeo se llevé a cabo con una presion de helio
de 8 bar a una distancia de 13 cm entre el filtro y el tejido blanco, en un vacié
de -21 pulgadas de Hg. Una vez bombardeados los callos se sellaron las cajas
petri y se mantuvieron en incubacién a temperatura controlada de 25+ 1 °Cy

fotoperiodo de 16 hrs luz (29 pem/s?) y 8 hrs oscuridad.

5.7.4 Seleccion positiva de callos transformados con glufosinato de
amonio (Basta®)

Los callos bombardeados permanecieron en el medio Ng-p gelificado con 3.0
mg de Gellan® durante una semana (Periodo de recuperacién). Una vez
transcurrido este periodo , fueron colocados en medio de seleccion, el cual
consistio en medio Ng-p + 3 mg L™ de Basta® para la seleccion de las células

tranformadas.

Los callos se subcultivaron cada dos semanas, quitando en cada subcultivo las
zonas necrosadas del tejido, y se mantuvieron en incubacién a temperatura
controlada de 25 + 1 °C y fotoperiodo de 16 hrs luz (29 pem/s?) y 8 hrs
oscuridad. Los callos permanecieron en selecciéon en las condiciones antes

descritas, durante tres meses.
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5.7.5. Regeneraciéon de plantas de maiz a partir de callos embriogénicos

transformados

Una vez terminada la seleccion de callos transformados con glufosinato de
amonio por tres meses, los callos se subcultivan dos veces en medio Ng-p mas
3 mg/L de Basta® pero con la concentracion de auxina sintética 2,4-D y la
citocinina cinetina a la mitad. Las condiciones de fotoperiodo y temperatura

permanecieron igual.

En el caso del tercer subcultivo, se omitié por completo ambos reguladores de
crecimiento manteniendo la misma concentracién del agente de seleccién. De
esta etapa en adelante se realizé la separacién de las plantas con medidas de
4-6 cm del resto del callo. Para el cuarto subcultivo, se utilizo el medio MS (Ver
Apéndice), el cual contiene menos cantidad de carbohidratos y mayor fuente de
nitrdgeno, se omitieron los reguladores de crecimiento y la concentracion del
agente de seleccion Basta® se disminuyo a la mitad, es decir, 1.5 mg/L. En el
quinto subcultivo se utilizé el medio MS sin reguladores de crecimiento y sin el
agente de seleccion. Se procedio a individualizar las plantas con el objeto de

permitir el desarrollo de raices.

5.8 Inmunodeteccion del factor elFiso4E

5.8.1. Extraccion de proteina total

En la extraccion de proteina total se utilizaron 100 mg de callo embriogénico de
maiz fresco, que se coloca en un tubo eppendorf . El tejido se macer6 en N,
liquido con la ayuda de un pistilo. Una vez pulverizado se agregaron 20 uL de
amortiguador de extraccion ( 100 mM KCI, 20 mM HEPES pH 7.6, 0.2 nM
EDTA, 10% glicerol) y se macero en este amortiguador. Se centrifug6 a 14 000
g por 10 minutos a 4°C. Se recuperd en sobrenadante y se tomaron una

alicuota de 1 uL para la cuantificacion de proteina total.
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5.8.2 Cuantificacion de proteina total

La cuantificacion se llevé a cabo utilizando el kit Bio-Rad protein assay (Bio-
Rad), brevemente, preparar estandares para la curva de calibracién de
Albumina (0.2-1 mg/mL). En celdas de plastico para espectrofotometro
adicionar 25 pL de estandar de Albumina y agregar 125 uL de reactivo A y
agitar vigorosamente. Adicionar 1 mL de reactivo B y agitar inmediatamente.
Esperar 15 minutos a que la reaccién se lleve a cabo por completo y leer en un

espectrofotometro a 750 nm. La reaccion es estable por una hora.

5.8.3 SDS-PAGE

La separacion de las proteinas se realizé por SDS-PAGE. Se prepararon geles
al 12.5% (Ver apéndice 1). Se tom6 una alicuota equivalente a 40 ug de
proteina total, se le agregaron 10 uL de amortiguador de carga (Ver apéndice
2) y se dejo hervir durante 5 minutos. Se dejo enfriar y se carg6 en el gel, el
cual se corrié a 100 V hasta que el frente de corrida se salio del gel.

Una vez realizado esto, el gel se puede tefiir con Azul de Coomassie o bien

transferirlo a una membrana para después realizar la inmunodeteccion.

5.8.4 Inmunodeteccién

Para realizar la inmunodeteccion se utilizé un anticuerpo policlonal producido
en conejo dirigido contra el complejo elFiso4F purificado de trigo. Una vez
obtenido el gel de SDS-PAGE se transfiere a una membrana PVDF Immobilon-
P (Millipore) en camara humeda utilizando amortiguador de transferencia y

corriéndolo a 100 V durante una hora en frio.

Una vez realizada la transferencia se dejo secar la membrana a temperatura
ambiente Se lavo durante 15 minutos en agitacion con PBS 1X (Ver apéndice).
Después se dejo bloquear la membrana una hora o toda la noche con una
solucién de leche descremada Svelty® al 5% preparada en PBS 1X + Tween
20 0.1%. Se decantdé la solucion de bloqueo y se afiadieron el primer

anticuerpo, anti-elFiso4F, a una dilucion 1:4000 preparado en leche desnatada
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al 5% preparada en PBS 1X + Tween 20 0.1%. Se dej6 incubar durante una
hora a temperatura ambiente. Una vez cumplido este tiempo se lavd la
membrana por 15 minutos con PBS 1X, después 15 minutos con PBS 1X + 1M

NaCl, y por ultimo 15 minutos con PBS 1X.

Se agregaron en segundo anticuerpo, anti-lgG de conejo acoplado a HRP, a
una dilucién 1:5000 preparado en leche descremada Svelty® al 5% preparada
en PBS 1X + Tween 20 0.1%. Se dejé incubar durante una hora a temperatura
ambiente.

Una vez cumplido este tiempo se lavé la membrana por 15 minutos con PBS
1X, después 15 minutos con PBS 1X + 1M NaCl, después 15 minutos con PBS
1X.Se revel6 utilizando el kit de inmunodeteccién Millipore Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate, el cual contiene reactivo de luminol y el
sustrato de la peroxidasa, los cuales al estar en contacto con la HPR conjugado
al anticuerpo secundario oxidara el luminol y dara una sefial de luz visible la

cual revelara una pelicula.
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6. RESULTADOS

6.1 Amplificacion de una secuencia de elFiso4E de maiz.

En maiz existen 3 miembros de la familia elF4E: elF4E, elFiso4E, y nCBP.
Entre estos, nCBP es el miembro que mas difiere en secuencia (32 % de
identidad con elF4E), por lo que se realiz6 el andlisis entre elF4E y elFiso4E
para seleccionar la secuencia que se utilizara en el apagado de elFiso4E.
(Figura 10). Acorde al alineamiento se identificaron los sitios homadlogos entre
ambas secuencias y se seleccion6 un fragmento con la menor homologia
posible, de tal manera que este fragmento al ser procesado por la maquinaria

del RNAI fuese especifico para el silenciamiento de la isoforma elFiso4E.

Una vez seleccionado el fragmento se disefiaron los cebadores especificos
para amplificar dicho fragmento. Ambos cebadores contienen las secuencias
reconocidas por las enzimas de restriccion necesarias para la posterior
clonacion en el vector pMCG161. Los cebadores que se disefiaron se muestran

en la figura 11.

Spel Ascl Zmiso4E-FW

Zmiso4E-A  ACT AGT GGC GCG CC A AGCTTC ACC GGC AGT
Zmiso4E-B GCG ATC GCC CTA GG G AAA GTC GGC GAC GAT

Sefl Avrll Zmiso4E-RV

Figura 11. Cebadores disefiados para amplificar elFiso4E. Ambos cebadores contienen sitios
de corte para enzimas de restriccion. El cebador en sentido (Zmiso4E-FW) contiene los sitios
de corte para Spel y Ascl y el cebador en antisentido (Zmiso4E-RV) contiene los sitios de corte
para Sgfl y Avrll.

Los cebadores se utilizaron para amplificar el fragmento de elFiso4E mediante
un RT-PCR a partir de RNA total de ejes embrionarios de maiz con 24 horas de

germinacion.
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Figura 10. Alineamiento de las secuencias elF4E y elFiso4E de maiz. Los nucleétidos sombreados en gris claro indican secuencias homologas para ambos genes. Los

nucledtidos sombreados en gris oscuro indican el inicio y el fin del inserto que se seleccioné para su amplificacién. Las flechas indican el fragmento, aproximadamente
de 650 pb, que se selecciondé para amplificar

47



Resultados

El RT-PCR se realiz6 con gradiente de temperatura de alineamiento. Este
ensayo permitié saber a qué temperatura de alineamiento estos cebadores se
unen con mayor eficiencia al DNA blanco y por lo tanto al haber mayor cantidad
unida mayor sera la amplificacion del fragmento. Se probaron cinco
temperaturas: 53.5°C, 56.1°C, 58.8°C, 61.5°C y 64.0°C. Una vez realizado el
RT-PCR se corrié en un gel de agarosa con los productos de la reaccion. Como
se puede observar en la figura 12, en las cinco temperaturas se observé la
banda a la altura de ~ 650 pb lo que nos indica la amplificacion del fragmento
elFiso4E que se deseaba. A partir de estos resultados se eligio la temperatura

de alineamiento para posteriores PCR; que seria de 61.5°C.

53.5 56.1 58.8 615 64.0

— -

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de RT-PCR indicando las
diferentes temperaturas de alineamiento. Se utilizé una escalera de 100 pb (Invitrogen) como
marcador de peso molecular que permite diferenciar la banda con peso de 600 pb.

Una vez obtenida la suficiente cantidad del fragmento elFiso4E mediante
reamplificacion y adhesion de adeninas (ver Métodos) se clond en el vector
PGEM-T vector®, esto con el fin de evitar la continua reamplificacion del
fragmento mediante PCR ya que una vez obtenida una clona de E.coli que
contiene el vector con el fragmento se puede obtener gran cantidad del mismo.
Ademas de esta ventaja, al clonarlo en este vector se puede mandar a
secuenciar antes de clonarlo en el vector de silenciamiento pMCG161. Se
siguid el protocolo de ligacion y transformacion dado por el fabricante y se
obtuvieron clonas de E.coli transformadas, lo cual se verificO extrayendo DNA
plasmidico de cada una y haciendo un PCR para amplificar el fragmento
elFiso4E. Las clonas gue se transformaron correctamente y contienen el vector

PGEM-T-iso4E con el fragmento amplificaron una banda de 650 pb, lo que
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indica la presencia del fragmento elFiso4E. Como se observa en la figura 13
las tres clonas seleccionadas contienen el vector pGEM-T —iso4E con el

fragmento elFiso4E.

MPM C- Cl €2 C3
-

SE

00.ph — “

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion del fragmento elFiso4E
mediante PCR de las clonas obtenidas en la transformacion con el vector pGEM-T-iso4E. El
control negativo (C-) es el vector pPGEM-T. C1, C2, C3 son las tres clonas obtenidas donde se
puede observar la amplificacion del fragmento elFiso4E de aproximadamente 650 pb.

Ademas de verificar la transformacion por PCR se realizaron digestiones del
DNA plasmidico de cada una de las clonas con las cuatro enzimas de
restriccion que flanquean al fragmento elFiso4E, mismas que se ocuparon para
la clonacion en el vector pMCG161. Se digirio6 el DNA con dos mezclas de
enzimas de restriccion, la primera con Ascl y Avrll y la segunda con Spel y
Sgfl. Una vez digerido el DNA se corrié un gel de agarosa para visualizar si al
digerir con ambas mezclas de enzimas se liberaba el fragmento elFiso4E.
Como se observa en la figura 14 los DNA plasmidicos de las clonas 1y 2
liberaron el fragmento al ser digeridos con ambas mezclas de enzimas,
mientras que el DNA de la clona 3 no liber6 el fragmento al ser digerido por la
mezcla de enzimas de Spel y Sgfl. Debido a lo anterior se eligio la clona 1 para
obtener el fragmento elFiso4E digerido con las enzimas apropiadas para su

clonacion en pMCG161.
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12216 pb

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa de la digestion del DNA plasmidico obtenido a partir
de las clonas transformadas con pGEM-T-iso4E. 1.1 y 1.2 corresponden a DNA de la clona 1
digerido con Avrll-Ascl y Spel-Sgfl respectivamente. 2.1 y 2.2 corresponden a DNA de la clona
2 digerido con Avrll-Ascl y Spel-Sgfl respectivamente. 3.1 y 3.2 corresponden a DNA de la
clona 3 digerido con Avrll-Ascl y Spel-Sgfl respectivamente. Se selecciond la clona 1 para el
trabajo posterior.

Una vez clonado el fragmento elFiso4dE en el vector pGEM-T® se mando
secuenciar el fragmento verificando que la region clonada corresponde a el gen
elFiso4E de maiz(Figura 15), se compard con la secuencia reportada del gen
elFiso4dE de maiz (No. De acceso AF076955) y se obtuvo una identidad de
98%. No se obtuvo una identidad del 100% debido posiblemente a que el gen
amplificado sea una de las multiples copias de ese gen en el genoma de maiz y
esta sea la secuencia original para este gen, ademas de que partimos del
genoma de maiz variedad chalquefio y no del repostado en las bases de datos

de maiz.

6.2 Clonacién en sentido y anti-sentido del gen elFiso4E de Zea mays L.
en el vector pMCG161 .

Para la clonacién en sentido lo primero que se realizo fue crecer la clona de
E.coli que contiene el vector pMCG161 en presencia de cloranfenicol, ya que
este vector le confiere resistencia a este antibidtico. De este cultivo se extrajo
DNA plasmidico, el cual se digirié con las enzimas Avrll y Ascl. El fragmento
digerido se purifico del gel de agarosa, al igual que el DNA plasmidico de la
clona 1 de E.coli que contiene el vector pGEM-T-iso4E digerido con las mismas

enzimas para realizar la ligacion y la posterior transformacion.
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CAAGCTT CACCGECAGTGEACCTTCT GET ACGACATCCAGACSAAGACCAAGT CCEEEEC
Lt rrerrererererteererreervnrenrrntrenrrnrnninl
AFD76955 269 CAAGCTTCACCGGCACTGEACCT TCTGET ACGACATCCAGACGAAGACCAAGT COGGEES
elFstdE 121  TGCGTGGGGCACCTCCCTCARAARAGGCCTACACCT TCGACACCGT TGAGGAGT TCT GGAG
prrrrrrerrerrerrerrrrrerreerenrnerrerenrenreninnrnnrenrennnl
AFD76955 329 TECETGGGGECACCTCCCTCAAARAGGCOCTACACCT FCGACACCET TEAGGAGT TCT GEAGS
elFiso4E 181 CATETAT GAT CAGATTTTTCOGT CCAAGCAACGCTET CTEEEAGTZOTGATTTTCATCTATT
frrerreerenererenrrnrrnernr et prnerenrr revrenroenrnenrernrnn
AFD76955389 CATGTATGATCAGATTTTITCGTCCAAGCAAGT TGT CTGEGAATGCTGATT TTCATCTATT
elFspdEz24l CAAGGCTGGAGTAGAGCCAAMATGGEAAGACCCAGAGTGT GCAAAT GGT GECAAALT GEAC
Pt reerrrrerrerreerepreererreererreereerenrrernnl
AFD760955 949 CAAGGCTGGAGTAGAGCCAAAATGEGAAGACCCAGAGTGTGCARAT GET GEGCAAATGGAD
E:[qu'E 301 TETCCCATGCAACAGAAAGGCAACCTTTGAGACCATEGTGECTT GAAACETTEATZECTCT
Frrnrrernernernnrnvrrvrrerrnpreprnprnpirnernetreereetreernernnl
AFD760955509 TGTCCCATGCAACAGAAAGCCAACCTTTGAGACCATGTEECTT CAMACGTTGATGSCTCT
elFstIE361 TATTGGECAGCASTTCCAT CARAACAGESCACATT TCT SCAATTSTTSOTAGT STCOGTSE
prornrrereeererr reerreerer o verepreerertreprerreereerenrrernnl
AFD76955 569 TATTGGGGAGCAGTTTGATGAAACAGAGGACATT TGTGGAATTGTTGCTAGT GTCOGTGC
EIHME-‘!E 1 AAGAGGAGAT AAGCT GECATTATGEACT AGGACT SGCCAGCAAT GAAGCT GTCCAGET ARA
firrnrrneneeneenernnrrnrrnrrnpreprnprnptrnernntrnrreetrnernrnnl
AFD7E055 629 AAGACCAGATAAGCTGECATTATECACTACCACT SCCAGCAAT CAACSCT STCCAGET AN
glFiso4E 481 CATTGGCAAGAAGT GEAAGGATGTGAT CGACTACAACGACAAGAT CACGTACACTTTCCA
fTernrernrteernn ey et eerenreerrnrrerenrenrnnl
AFDVH955 689 CATTGGCAAGAAGT GGAAGGATGT CAT CGACTACAACGACAAGAT CACGT ACACT TTCCA
EIFIED4E 541 TEACGACT CTAAGAGAGACAAGCCCAGCAGAGETGEECEETACACCECET AAGCT GGACS
fTernrererreernnreerrerenrrerrrererrveee e verenrrrernnl
AFD76955 749 TGACGACTCTAAGAGAGACAAGCCCAGCAGAGGTGEECEETACACCETGTARGCT GGACS
elFstdEsD1 TCAAAAAGECCGTTGCT TTEGAT TGEAAT T GEAGAGCGEEAGGT-GEEATTTTCTTCTGE
| I 11 T O
AFD7H0955 809 TCAAGAAGGCCGTTGOTTTGGATTGGAAGT GGAGAGT - GGAGGTGGGGATTTTCT TCT GG
elFisodEss50 GATCETCECCGACTTTC 576
Ternrernernernnnl
AF076930 868 GATCGTCGCCGACTTTC 8684
Scere = 1128 bits (5&9), Expect = 0.0
Identities = 607/617 (98%), Gaps = 2/617 (0%)

strandsPlus/Plus

Figura 15. Alineamiento de la secuencia del fragmento elFiso4E clonado en el vector pGEM-T y

la secuencia reportada para el factor elFiso4dE de maiz (AF076955). Tienen un 98% de
identidad.

La seleccién se realizé6 en medio LB con cloranfenicol, obteniéndose 12 clonas

que posiblemente tenian el plasmido pMCG161 con el fragmento elFiso4E en
sentido (pMCG161-s).

Para evaluar si las clonas contenian el vector recombinante y para discernir si
el fragmento se encuentra en sentido y/o antisentido se analizé la secuencia
tanto del fragmento elFiso4E como del vector pMCG161, buscando los sitios de
corte adecuados para enzimas de restriccion. El andlisis arroj6 que ambas
secuencias tenian un solo sitio de corte para la enzima de restriccion Hindlll

(Figura 16a), lo cual nos permitié discernir si en el vector presente en las clonas
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estaba insertado el fragmento en sentido y/o antisentido. Utilizando el programa

Chromas Pro se pudo predecir el nimero y el tamafio de la bandas esperadas

(Figura 16b).

(@)

Ascl rAvm
0 100 200 300 400 500 600 l
l Hindlll Sgf
S
fragmento elFiso4E
rAscl (Spel
0 2000 4000 [ 6000 8000 10000 12000 14000
Avrll
Sgfl
pMCG161
(b)
pMCG161-s
Hindlll (Spel
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
Awrll Hindlll
Ascl

Sgfl

Fragmentos esperados 2529 Hindlll - Hindlll

12179
pMCG161-iso4E-as
Hindlll
rAvrII Spel
0 2000 4000 6000 8000 L 10000 12000 14000
Hindlll Avill Hindlll
'Ascl 'Ascl

Sofl
Fragmentos esperados 754 Hindlll - Hindlll

2403 Hindlll - Hindlll
12179

Figura 16. Prediccion de secuencia del vector pMCG161-s y pMCG161-iso4E-as y fragmentos
esperados al digerir éstos con la enzima Hindlll. (a) Esquemas de secuencias del fragmento
elFiso4E y el vector pMCG161 mostrando sitios de corte para las enzimas de restriccion Ascl,
Auvrll, Spel, Sgfl y Hindlll.(b) Prediccion de secuencia de los vectores pMCG161-s y pMCG161-
iso4E-as mostrando que al digerirse con la enzima Hindlll el vector pMCG161-s tendra 2

fragmentos y el vector pMCG161-iso4E-as tendra tres fragmentos.
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Después de este analisis se obtuvo DNA plasmidico de las 12 clonas obtenidas
en la clonacion en sentido. Se digirio este DNA con la enzima Hindlll y se corrid
un gel de agarosa con el producto de la digestion. Como se puede observar en
la figura 17, 11 de las 12 clonas obtenidas presentan dos fragmentos, uno de
12 179 pb y otro de 2 529 pb, lo que nos indica que esas 11 clonas tienen el
vector pMCG161-s. También se puede observar un control donde el vector
PMCG161 es digerido y éste sélo presenta un banda de 12 179, que indica que
solo se linearizo el vector y que no contiene el fragmento elFiso4E.

Cl0 €11 *Cl12

12 216 ph

3054 pb
2036 ph|

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa de la digestion de las clonas generadas en la
transformaciéon con el vector pMCG161-s con la enzima de restriccién Hindlll. El control
negativo (C-) es la digestion del vector pMCG161. C1-12 son las digestiones de las clonas
generadas.

Para verificar este resultado se seleccionaron tres clonas positivas, la clona 1,
4 y 5, y se digirieron con las dos enzimas de restriccibn que permitieron su
insercion al vector pMCG161, Avrll y Ascl. Esto permiti6 comprobar si se
encontraba el fragmento elFiso4E en el DNA plasmidico extraido de cada
clona. En la figura 18 se puede observar que el DNA plasmidico de las tres
clonas seleccionadas al ser digerido con ambas enzimas de restriccion libera

un fragmento del tamafio del elFiso4E.

Al ver este resultado se seleccioné la clona 4 para la clonacién en antisentido.
Para ello se digiri6 el DNA plasmidico de pMCG161-iso4E-s con las enzimas
Spel y Sdfl, linearizando el vector. y pGEM-T-iso4E con las mismas enzimas
de restriccion, purificando ambos fragmentos del gel de agarosa y procediendo

a la ligacién y transformacion
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa de las digestiones con Avrll y Ascl de las clonas
C1,C4 y C5 obtenidas en la transformacion con el vector pMCG161-iso4E-s. El control negativo
es el vector pMCG161. El control positivo es el vector pPGEM-T-iso4E.

La seleccion se realizd en presencia de cloranfenicol obteniéndose 3 clonas
gue posiblemente contenian el plasmido pMCG161 tanto en “sentido”, como en
“anti-sentido”(pMCG161-iso4E-as). La figura 19 muestra el DNA plasmidico
extraido de cada clona y digerido con Hindlll. Las digestiones presentaron tres
fragmentos, uno de 12 179 pb, otro de 2 403 pb y otro de 754 pb lo que nos
indica que las 3 clonas contienen el vector pMCG161-iso4E-as.

pMCG161-iso4E
sense antisense
MPM  pMCG161 c1 2 3 MPM

3054 ph

2 036 ph) 2072 pb

1018 pb

Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa de las digestiones con Hindlll de las clonas
obtenidas en la transformacion con el vector pMCG161-iso4E-as. El vector pMCG161 presenta
una banda en 12 179 pb. El vector pMCG161-s presenta dos bandas: 12 179 pb y 2 529 pb.
Las clonas C1-3 presentan tres bandas: 754, 2403 y 12179 pb.

Para verificar este resultado se seleccion6 la clona 2 y se digirié6 con las dos
enzimas de restriccion que permitieron su insercion al vector pMCG161-s, Spel
y Sgfl. Esto permiti6 comprobar si se encontraba el fragmento elFiso4E en

54



Resultados

antisentido en el DNA plasmidico extraido de la clona. En la figura 20 se puede
observar que el DNA plasmidico de la clona 2 al ser digerido con ambas
enzimas de restriccion libera el fragmento elFiso4E.

MPM C2 PpGEM-T
is04E

%
-

-
2072 pb -
600 pb we—

——

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa de las digestiones con Spel y Sgfl de la clona 2
obtenida en la transformacion con el vector pMCG161-iso4E-as. El control positivo es el vector
pPGEM-T-iso4E. Ambas digestiones liberan el fragmento elFiso4E de 650 pb.

6.3 Transformacion de callos embriogénicos de maiz con el vector de

silenciamiento pMCG161-iso4E-as.

Una vez que se verifico que esta clona contenia el vector pMCG161-iso4E-as,
es decir que contiene el fragmento elFiso4E en sentido y en antisentido se
mando secuenciar con cebadores especificos para secuenciar el fragmento
elFiso4E en sentido (pMCG161-S) y en antisentido (pMCG161-AS; Ver
Apéndice. Tabla de cebadores) Una vez verificadas las secuencias en ambos
sentidos se crecidé en un volumen grande de medio LB mas cloranfenicol y se
extrajo el DNA plasmidico, de igual manera se creci6 el vector pMCG161. Se
midié su concentracion y se ajusté a 1 ug/pL. Debido a las dificultades que aun
presentan los protocolos para transformar maiz con Agrobacterium se decidio
emplear la biobalistica para lograr el objetivo de introducir el vector pMCG161-
iso4E-as empleando el protocolo de bombardeo establecido por Guerrero-
Andrade (1998).

Se bombardearon 80 cajas petri con callo embriogénico de maiz (Figura 21), 40
cajas con el vector pMCG161-iso4E-as (KO) y 40 cajas con el vector pMCG161
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(MOCK). Se bombardearon callos con el vector pMCG161 con el fin de poder
evaluar cambios debidos al procedimiento y/o inherentes a la presencia de
vector y no al silenciamiento de elFiso4E. Una vez que se bombardearon los
callos embriogénicos de maiz se dejaron en recuperacién por una semana en

condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo

Después se coloco el callo de dos cajas petri en un frasco con medio que
contenia agente selectivo (glufosinato de amonio) a una concentracion de 3
mg/L. Ademas de tener en cultivo el callo transformado con el vector
pMCG161-iso4E-as y pMCG161, se colocaron 5 frascos con callo
embriogénico de maiz no transformado en medio de seleccion (CS), esto con el
fin de observar la muerte del callo no transformado en medio de seleccién. Este
control nos indicaria la actividad del agente selectivo, glufosinato de amonio.
Ademas de este control se colocaron 2 frascos con callo embriogénico de maiz
no transformado en medio sin agente selectivo (WT), con el fin de evaluar la
calidad del medio, las condiciones de crecimiento y el manejo adecuado de los
callos.

Los subcultivos se realizaron cada dos semanas. Al finalizar las primeras dos
semanas en seleccion , se observaron zonas necrosadas de color café
presentando oxidacién, lo que indica que en esas células hay muerte celular ya
que no expresaron el gen de seleccion bar . En contraste, en el mismo callo se
apreciaron zonas de color blanco amarillento y zonas conformadas por
embriones que presentaron un color verde, lo que indico la viabilidad del callo
sefialando que dichas células si lograron incorporar el gen de seleccion bar
(Figura 22).
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En cada subcultivo se eliminaban las zonas de necrosis y/o oxidadas y se
colocaba el callo viable en medio con agente selectivo, disgregandolo lo mas
posible, para que con ello hubiera una mayor superficie de contacto entre el

callo y el agente selectivo.

Figura 21. Callos embriogénicos de maiz bombardeados con el vector pMCG161-iso4E-as (
KO) y el vector pMCG161 (MOCK)

Figura 22.Callo embriogénico de 16 dias en seleccion con 3 mg/L de glufosinato de amonio. ZO

indica zonas oxidadas y/o necrosadas y ZV indica zonas viables

La seleccién se mantuvo durante tres meses, se observaba que los callos
MOCK y KO tenian cada vez menos zonas de necrosis y/o oxidadas lo que
indic6 que se estaba haciendo una seleccion adecuada y que el callo
transformado que habia integrado el vector a su genoma tenia la capacidad de
crecer en presencia del agente selectivo glufosinato de amonio. No sucedié asi
en el control CS, el cual, al ser callo no transformado cultivado en medio con
agente selectivo, no crecia y en cada subcultivo se eliminaba gran parte del

tejido que presentaba necrosis y oxidacion. También se observo que el control
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WT tenia una gran tasa de crecimiento y no tenia zonas de necrosis 0 muerte

celular (Figura 23).

Fig. 23. Seleccion de callo transformado al dia 67.. Se observa un enriquecimiento de callo
viable tanto en el callo KO como en el MOCK. El CS se observa tejido necrosado con pérdida
de morfologia normal. Se observa el crecimiento de los callos transformados a una menor tasa
gue el control WT y se observa un nulo crecimiento del control CS.

Durante el proceso de seleccidbn en cada subcultivo se conté el niumero de
frascos que se mantenian en cultivo, mostrando asi la tasa de crecimiento o

muerte, segun el caso (Grafica 1).
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Grafica 1. Seleccion positiva de callos transformados. Numero de frascos en cultivo en cada
uno de los subcultivos realizados.
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6.4 Andlisis molecular de los callos transformados

Una vez transcurrido el periodo de seleccién en callo se analizé si éste tenia
insertado al genoma el vector pMCG161-iso4E-as o el vector pMCG161, segun
fuese el caso. El hecho de que el callo transformado seleccionado en presencia
de un agente selectivo mostrara crecimiento y proliferacion daba evidencia
fisiologica de que el callo transformante contenia el vector pMCG161-iso4E-as
0 pPMCG161 integrado a su genoma, no obstante se corroboré este hecho con
evidencia molecular de la integracion de este vector al genoma de dicho callo.
Para comprobar la insercion se realizé un RT-PCR para detectar la expresion
del RNA mensajero del gen bar en callos transformados a los 90 dias en
seleccion utilizando el mRNA de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenada
(GA3PDH) como control de carga (Figura 24). Se puede observar que los
callos transformados tanto con la construccion pMCG181-iso4E-as (KO) y los
callos transformados con el vector pMCG161 (MOCK) expresaron el mRNA del

gen bar, lo que indicaba la presencia del vector integrado a su genoma.

Eje Cwt MOCK KO MPM

600 pb

Fig. 24. Insercion del vector pMCG161-iso4E-as al genoma del callo transformado. RT-PCR del
gen bar (banda de peso aprox. 300 pb) para RNA total de callo WT, de callo transformado
MOCK, de callo transformado KO y RNA total de eje de maiz con 24 horas de germinacion.
Como control de carga se utiliz6 GA3PDH.

Teniendo evidencia molecular de la integracion del vector al genoma del callo
transformado se evalud el silenciamiento del factor elFiso4E producido por
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dicho vector. Para ello se realiz6 una inmunodeteccion del factor elFiso4E
utilizando un anticuerpo anti-elFiso4F de trigo. Como primer paso se comprobo
si dichos anticuerpos podrian reconocer el factor en una muestra de proteina
total de callo embriogénico de maiz, ya que se sabia que podian reconocer el
factor en proteina total de eje de maiz (Dinkova et al, 2000). Como se observa
en la figura 25, se puede detectar el factor elFiso4E en proteina total de callo

de maiz, el cual pesa aproximadamente 28 kDa.

Callo Eje
10ug 5Sug 10ug 5Sug

eIFiso4E " 28 kDa

Figura 25. Inmunodeteccion del factor elFiso4E en callo embriogénico de maiz. Se utilizé
proteina total de eje de maiz y de callo embriogénico de maiz .Se detecté con el anticuerpo

anti-elFiso4F.

Ya que se probo que el anticuerpo podia detectar el factor elFiso4E en callo, se
realizd una inmunodeteccion del factor en callo de maiz transformado (Fig. 26).
Utilizando como controles negativos del silenciamiento proteina total de eje de
maiz, proteina total de callo WT y proteina total de callo MOCK. Se observé la
misma intensidad de sefial tanto para los controles negativos como para el
callo KO, lo que indicaria la presencia en igual cantidad o una disminucién no
detectable del factor elFiso4E en el callo transformado con la construccion
pMCG161-iso4E-as.

Cwt MOCK KO Eje

elFiso4E m ‘ 28 kDa

Figura 26. Inmunodeteccion del factor elFiso4E en callo transformado. Se utilizaron 40 ug de
proteina total de eje de maiz , de callo WT (Cwt),de eje de maiz (Eje), de callo MOCK y de
callo KO. Se detect6 con anticuerpo anti-elFiso4F.

Dado que las condiciones de este método no podrian detectar minimos grados
de silenciamiento se evalu6 el decaimiento del mRNA de elFiso4E mediante un
RT-PCR semicuantitativo. Se extrajo RNA total de callo transformado MOCK y
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KO de 45 dias en medio de seleccion, con el fin de realizar el RT-PCR semi-

cuantitativo( Figura 27).

Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa de RNA total de callo MOCK y KO. Se muestran 4
extracciones de RNA total para observar la integridad de los RNAs 25S y 18S.

En la figura 28a se muestra el RT-PCR semicuantitativo donde se evalua la
cantidad de RNA mensajero para elFiso4E y elF4E, asi como para la proteina
ribosomal S6 como control de carga. Se observé que para ambos factores
existe la misma cantidad de mensajero tanto en callo transformado KO, como
en el control negativo MOCK, lo que indica que a nivel de callo no se observa
un silenciamiento de elFiso4E. Para comprobar este resultado se realizd otro
RT-PCR semicuantitativo (Figura 28b) disminuyendo el numero de ciclos y
utilizando el MRNA de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa como control
de carga (GA3PDH). Sin embargo, al igual que en el caso anterior no se

detecto disminucién en el mMRNA de elFiso4E

(@)

MP  MOCK KO wt MOCK Wt MOCK KO Wt
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(b)
elFiso4E elF4E GA3PDH
MP MOCK KO MOCK KO MOCK KO
[
Lo
. g ——
600 pb —

Figura 28. Evaluacion del decaimiento del mensajero del factor elFiso4E.(a) RT-PCR
semicuantitativo evaluando al factor elFiso4E y elF4E de RNA total de callo WT, MOCK y KO.
En ambos casos no se observa un decaimiento del mRNA en el callo KO comparado con el
control negativo MOCK. EIl control de carga fue la proteina ribosomal S6. (b) RT-PCR
semicuantitativo evaluando al factor elFiso4E y elF4E de RNA total de callo WT, MOCK y KO.
En ambos casos no se observa un decaimiento del mRNA en el callo KO comparado con el
control negativo MOCK. El control de carga fue la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
(GA3PDH).

6.5 Regeneracién de plantas a partir del callo de maiz transformado

A partir de la resistencia sostenida de los callos transformados, asi como de la
expresion del RNA mensajero correspondiente a bar, se infiere una integracion
estable del vector pMCG161-as (KO) y pMCG161 (MOCK). Por lo cual se
prosiguid a regenerar plantas de maiz de estos callos. Como se observa en la
figura 29 el callo embriogénico pas6é de un tejido desdiferenciado a uno
diferenciado mostrando cambios morfolégicos evidentes como presencia de
tejido verde oscuro, apicalidad y generacion de sistema radicular (29a). A
medida que estas plantulas crecian se regeneraban por completo. No se
observaron cambios fenotipicos evidentes en la morfologia de las plantas KO

regeneradas.
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(@)

KO

(b)

Figura 29. Regeneracion de plantulas a partir de callo transformante. (a) callo transformante de
90 dias en seleccion (d90-S) comparado con el callo de 15 dias en medio de regeneracion
(d15-R). (b) Fotografia de plantulas regeneradas de callo MOCK y KO.

En este periodo de regeneracion el callo estaba en medio con agente selectivo
y se evalud este proceso contando el nimero de embriones germinados por
bombardeo de cada uno de los callos transformados (MOCK y KO), estos
resultados se presentan en la grafica 2. Se observa un menor nimero de
embriones germinados del callo transformado KO en comparacién con el callo

transformado MOCK.
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Grafica 2. Regeneracion de plantulas transformadas. Nimero de embriones germinados

por bombardeo.
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7. DISCUSION

El inicio de la traduccion es un proceso complejo y altamente regulado ya que
de él depende el desarrollo y la sobrevivencia de los organismos, asi como su
capacidad de respuesta a las condiciones externas (Gingras et al., 1999). El
factor de inicio de la traduccion elFiso4E, exclusivo de plantas, es un elemento
esencial en este proceso debido a su union con el CAP de los mRNA a
traducirse, uno de los primeros pasos del inicio de la traduccién al igual que de
los mas regulados (Browning, 1996). Aunado a esto, este factor se expresa
diferencialmente al inicio de la germinacion en ejes de maiz, etapa donde hay
sintesis de proteinas a partir de mensajeros almacenados en la semilla
quiescente. Estudios in vitro sugieren que este factor tiene una unidn selectiva
al CAP de ciertos mRNA, lo que origina una traduccion diferencial de proteinas
en presencia de este factor, lo cual conlleva a pensar que elFiso4E regula la
traduccidon seleccionando los mensajeros a traducir en ciertas condiciones y

etapas del desarrollo de la planta (Dinkova et al., 2000).

Una de las opciones metodoldgicas para estudiar la funcidén de proteinas in vivo
es aguélla donde se generan organismos mutantes que no expresan dicha
proteina o donde se disminuye en un gran porcentaje su expresion, es decir, el

silenciamiento de la proteina.

En este trabajo se eligio utilizar RNA de interferencia debido a que es un
método ampliamente utilizado en plantas, relativamente rapido y se han
reportado silenciamientos en maiz de hasta 80% para genes especificos. Se
utilizé un vector disefiado para inducir silenciamiento por este método, el vector

pMCG161, particularmente utilizado en maiz (McGinnis et al, 2005)

Para llevar a cabo el silenciamiento del factor elFiso4E de manera especifica y
no de otra isoforma se realizé un andlisis comparativo entre la secuencia de
nucleodtidos del factor elFiso4E y elF4E (el factor nCBP tiene solo un 32% de
identidad con elFiso4E debido a ello no se tomé en cuenta para el analisis) y se

eligio una region de 650 pb donde la homologia entre los dos factores fuera la
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menor posible (Figura 10). A pesar de esto en la regidn seleccionada hay
porciones altamente homodlogas entre las dos isoformas. Por ello se realizd el
ensayo de generar fragmentos de 21-24 nt desde los extremos del fragmento ,
de manera similar a lo que se produciria a partir de la accion de la enzima Dicer
en el mecanismo de RNA interferente enddégeno de la planta, observandose
una muy baja probabilidad de generar fragmentos que induzcan silenciamiento
de elF4E.

Se logro con éxito la clonacion del fragmento del gen elFiso4E en el vector de
silenciamiento pMCG161 (Figura 24) corroborando esto mediante
secuenciacion. Una vez obtenido el vector pMCG161-iso4E-as se transformo
con esta construccién callo embriogénico de maiz tipo Il. Se transformé este
tejido debido a que en todas las transformaciones para generar plantas de maiz
mutantes se utiliza callo embriogénico de tal forma que al regenerar este callo
transformado dara origen a una planta con todas sus células transformantes
(Green, 2007; McGinnis et al.,2005). Ademas, el callo embriogénico de maiz
tipo Il tiene una alta tasa de regeneracion y presenta una mayor eficiencia de
transformacion (Callis et al., 1987). En este trabajo se utiliza callo embriogénico
de maiz generado a partir de una variedad 100% mexicana (Costefio), no
existen reportes donde se utilice este callo para la generacion de plantas

mutantes que contengan silenciado un gen.

Se transformé este tejido utilizando la técnica de bombardeo de particulas de
tungsteno forradas con DNA plasmidico. Esta técnica es la mas utilizada para
transformar maiz y otros cereales debido a que el callo de maiz es un tejido
recalcitrante y la técnica de bombardeo ha permitido transformar con éxito este
tipo de tejidos (Klein y Fitzpatrick-McElligott,1993; May et al., 2003; Till et al.,
2004). Una desventaja de esta técnica es que se transforman mayoritariamente
las células superficiales que se bombardean y la seleccién por el herbicida
glufosinato de amonio no es muy contundente ya que es un herbicida de
contacto y el callo no se puede disgregar lo suficiente para formar una
monocapa que esté en contacto directo con el agente de seleccion, dando
como resultado escapes durante la seleccion. Por esta razoén, el tiempo de

seleccidn para los callos transformantes es bastante prolongado.
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Esta metodologia permite insertar aleatoriamente el vector al genoma de maiz
en mas de una ocasion, teniendo multicopias en el genoma. Existen reportes
donde un tercio de las plantas de maiz transformantes, generadas por
bombardeo, contienen una sola copia del vector insertada al genoma, mientras
los dos tercios restantes tienen multicopias (McGinnis et al., 2007). Se ha
observado en A. thaliana que es mas eficiente el silenciamiento cuando solo
existe una copia del vector insertado al genoma, no obstante no se ha
comprobado esto en maiz (Kerschen et al., 2004). En el callo de maiz
transformado no se pudo evaluar el nUmero de copias insertadas debido a que
es un tejido heterogéneo, donde existen células transformadas con diferentes
ndamero de copias del vector, esto no nos permitiria evaluar el numero de

copias presentes en cada una de ellas.

Una vez que se bombarded el callo embriogénico de maiz con el vector
PMCG161-iso4E-as y con el vector pMCG161 se realiz6 la seleccion en
presencia del agente selectivo glufosinato de amonio, como se observa en la
grafica 1, el control de seleccion murié casi al terminar los 90 dias de seleccion,
por lo tanto se podria presumir que el callo sobreviviente a ese mismo tiempo
de seleccion era callo que contenia en su totalidad células transformadas o un

gran porcentaje de ellas lo era.

En ningln reporte previo se han descrito estudios o analisis molecular a nivel
de callos transformadas, todos los estudios reportados han realizado el
escrutinio de transformantes a nivel de plantas regeneradas, evaluando
diferentes generaciones de ellas. También el silenciamiento mediante RNAI
utilizando vectores del tipo pMCG161, se ha evaluado a nivel de planta y no de
callo, dada la heterogeneidad del sistema (Klein y Fitzpatrick-McElligott,1993;
May et al., 2003; Till et al., 2004). No obstante, se decidié probar si este callo

transformado tenia silenciado el factor elFiso4E.

Lo primero que se evalu6 fue la presencia del vector en el genoma del callo
transformado mediante un RT-PCR del gen bar, el cual confiere la resistencia

al agente selectivo glufosinato de amonio. Se demostré6 que tanto el callo
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transformado con la construccion pMCG161-iso4E-as como con pMCG161
tenian insertados dichos vectores al genoma (Figura 24). Una vez evaluada la
insercion se decidié evaluar el silenciamiento mediante la inmunodeteccion del
factor elFiso4E. Para ello se utilizé un anticuerpo policlonal contra el complejo
elFiso4F extraido de trigo. La inmunodeteccién (Figura 26) no muestra
evidencia del silenciamiento de este factor en el callo transformado con la
construccion pMCG161-iso4E-as. Esto se puede deber a que éste es un
anticuerpo policlonal contra un complejo, y que tanto elF4E como elFiso4E
pueden compartir epitopes que reconozca el mismo anticuerpo, dando asi
falsos positivos. Unido a esto, estos dos factores tienen una diferencia de peso
de solo 3 kDa, diferencia dificil de separar en un gel de SDS-PAGE. Debido a
esto, no se descarté la posibilidad que el callo transformado tuviera silenciado
el factor elFiso4E.

Otra manera de evaluar el silenciamiento de una proteina es medir el nivel de
decaimiento del mRNA blanco debido a la maquinaria de RNAI. Para ello se
realiz6 un RT-PCR semicuantitativo, de callo en 45 dias en seleccion, a fin de
evaluar la cantidad de mRNA de elFiso4E y de elF4E debido a que este ultimo

seria un blanco secundario del silenciamiento dada su homologia con elFiso4E.

Los callos transformados con el vector de silenciamiento pMCG161-iso4E-as
no mostraron decaimiento del mensajero de elFiso4E o de elF4E respecto al
control, transformado con el vector pMCG161 vacio (Figura 28). Esto puede
deberse a que un porcentaje del callo transformado no sean o fueran células
transformadas, lo que enmascararia el efecto de silenciamiento de las células

que si lo son.

El andlisis realizado a nivel de callo no es concluyente respecto al
silenciamiento de elFiso4E mediante la técnica de RNAI. Dada la resistencia al
herbicida y la expresion del gen bar a partir del mismo vector en los
transformantes, la transformacion fue positiva y existe una alta probabilidad de
que el transgene se haya insertado en el genoma de las células

transformantes. Debido a esto se decidi6 continuar con la regeneracion.
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En la etapa de regeneracion se observdé una disminucion en el niamero de
embriones germinados del callo transformado con la construcciéon pMCG161-
isodE-as en comparacion con el callo transformado con el vector pMCG161
(Grafica 2). El inicio de la etapa de regeneracion en cultivo in vitro es la etapa
gue mas se asemeja a la germinacion de la semilla, el que existan diferencias
en la tasa de regeneracion del callo transformado, sugiere que pueda ser
debido al silenciamiento del factor elFiso4E en las células transformadas donde
esta comprometida la germinacion. Esto concuerda con estudios hechos a nivel
de germinacion, donde se ha observado que este factor se expresa
diferencialmente en las primeras etapas de la germinacion, indicando su

importancia y quizas su dependencia en esta etapa (Dinkova et al, 2000)

Existen varias posibilidades acorde a los resultados obtenidos hasta este
momento con los callos transformados. Una, que ya hemos mencionado es que
el silenciamiento no se ha podido evidenciar por la heterogeneidad del tejido
analizado. Otra, que a pesar de que el transgen se haya insertado
establemente al genoma, una baja expresion del siRNA, a pesar de su
promotor constitutivo, impida un silenciamiento efectivo. Estudios recientes en
materia del silenciamiento por RNAi en maiz han indicado que ciertos genes
son susceptibles a un silenciamiento por RNAI experimental muy efectivo,
mientras que otros son refractarios (McGinnis et al, 2007). No se ha encontrado
una correlacion para este fendmeno pero es probable que sea algo inherente a
cada secuencia. Una tercera posibilidad es que los callos transformadas con un
silenciamiento efectivo presenten baja tasa de regeneracién, lo cual es

sugerido por el Grafico 2.

Las perspectivas de este proyecto son identificar las plantas transgénicas
mediante su resistencia al herbicida glufosinato de amonio y corroborarlo
mediante un PCR del gen bar. Una vez identificadas las plantas transformadas,
se evaluara el grado de silenciamiento del factor blanco primario, elFiso4E, y
del blanco secundario, elF4E. Evaluando posibles cambios fenotipicos durante
su desarrollo hasta la obtencion de semillas. Estas semillas se podran utilizar
en experimentos para elucidar mejor el papel de este factor en el inicio de la

traduccion.
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8. CONCLUSIONES

e Se logro la transformacion de callo embriogénico de maiz tipo Il variedad
Costefio con el vector pMCG161-iso4E-as.

e Mediante la amplificacién del gen bar en callos de maiz transformado
resistente a glufosinato de amonio se concluy6 que dicho tejido contenia
células transformadas.

e A nivel de callo embriogénico transformado no se puede detectar el

silenciamiento del factor elFiso4E.
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Apéndice

APENDICE 1

REACTIVOS Y SOLUCIONES
REACTIVOS UTILIZADOS EN LA TRANSFORMACION DE CELULAS E.coli COMPETENTES

1. IPTG solucion sol. de almacenamiento
1.2 gr de IPTG disueltos en un volumen final de 50 mL, filtrar para esterilizar y guardar
a4°C

2. X-Gal ( 5-Bromo-4-Cloro- 3- indolil-B-D-galactdsido)
Disolver 100 mg en 2 mL de N,N’-dimetil-formamida. Cubrir con aluminio y guardar a -
20°C

3. Medio LB (1L)
10 g de Bacto-triptona
5 g de extracto de levadura
5 g de NaCL

4. Placas de LB/ampicilina/IPTG/X-Gal
Agregar 15 g de agar a un litro de medio LB, esterilizar en autoclave. Dejar que el
medio se enfrié a 50 °C y afiadir ampicilina a una concentracion final de 100 pg/mL,
suplementar con 0.5 mM de IPTG y 80 pg/mL de X-Gal. Mezclar bien y vaciar en placas
petri estériles.

REACTIVOS EMPLEADOS PARA LA OBTENCION DE DNA PLASMIDICO (MINIPREPS)
Solucién |

glucosa50 mM

Tris-HCI 25 mM, pH 8.0

EDTA 10 mM, pH 8.0

Esterilizar con autoclave

Solucién i
NaOH 0.2 N
SDS 1%
Preparar al momento de utilizarla
Solucion 1l
Acetato de potasio 5 M 60 mL
Acido acético glacial 11.5mL
Agua 28.5mL
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SOLUCIONES PARA LA EXTRACCION DE DNA POR CTAB

Solucién de extraccion CTAB
CTAB 2%
Tris-HCI 100 mM, pH 8

EDTA 20 mM, pH8
NaCl 1.4 M

Solucién de precipitacion CTAB
CTAB 1%

Tris-HCI 50 mM, pH 8

EDTA 10 mM, pH8

CTAB/NaCl

CTAB 10%
NaCl 0.7M

Agitar fuertemente y calentarlo a 65°C hasta su completa disolucién.

SOLUCIONES PARA INMUNODETECCION

Soluciones para SDS-PAGE

Solucién |. Soluciéon de mondémeros al 30%
Acrilamida 309
Bis acrilamida 0.8g
Aforar a 100 mL con agua bidestilada y filtrar

Solucién Il. Amortiguador separador.

Tris HCI 0.76 M
SDS 0.2 %
Solucién Ill. Amortiguador apilador
Tris HCI 0.25 M
SDS 0.2%
GEL SEPARADOR
No. De geles 1 2
Agua (mL) 1.375 2.75
Sol. Il (mL) 1 2
Sol. I (mL) 1.625 3.25
PSA 20% (uL) 25 50
TEMED (uL) 25 5
GEL APILADOR
No. De geles 1 2
Agua (mL) 1 2
Sol. Il (mL) 0.444 0.888
Sol. | (mL) 0.3 0.6
PSA 20% (uL) 20 30
TEMED (uL) 5 5

77

Apéndice



Amortiguador de carga

Sol 1l 1.25 mL
SDS 10% 2mL
Glicerol 1mL
Beta-mercapto 0.5mL

Azul de bromofenol 0.25 mL
Aforar a 100 mL

Amortiguador de corrida 1X

Tris HCI 30

Glicina 14.4 g

SDS 1g
Aforar a 1L

Amortiguador de transferencia

Amortiguador de corrida 1X + 20 % de metanol
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Apéndice

APENDICE 2
TABLA DE CEBADORES

1 Zmiso4E-A | ACTAGTGGCGCGCCAAGCTTCACCGGCAGT
2 Zmiso4E-B | GCGATCGCCCTAGGGAAAGTCGGCGACGAT
3| PMCG161S GCTTTCCTGGACCCGTGCAGC

4 | PMCG161AS ACCGAAACCGGCGGTAAGGA

5 Bar-A ACAGCGACCACGCTCTTGAA

6 Bar-B TGCACCATCGTCAACCACTA

7| GA3SPDH-A CCTTGACCGCAGCCTTGATCCTACATC

8| GA3PDH-B ACCCATCCTCGTTTCCTCCGTCTAG

9 S6-A TGATGCTCTGGGTGAGGAGTTAAA

[EEY
o

S6-B

TTCCTTCAGCCTCTGGGCAAGAAG
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APENDICE 3

MEDIOS PARA CULTIVO DE TEJIDO IN VITRO
MEDIO DE CULTIVO N6-p MODIFICADO (Chue et al., 1975)

a) Soluciones de macro y micronutrientes

Solucién |: Nitratos

COMPUESTO SOL. DE ALMACENAMIENTO
100X (g/L)
(NH,)2S0q4 Nitrato de amonio 46.3
KNO3 Nitrato de potasio 283

Solucién II: Sulfatos

COMPUESTO SOL. DE ALMACENAMIENTO
100X (g/L)

MnSO, - H,O Sulfato de manganeso 0.334

MgSO, - 7H,0 Sulfato de magnesio 18.5

ZnS0O, - 7TH,0O Sulfato de zinc 0.15

Solucion 1l1: Halégenos

Apéndice

COMPUESTO SOL. DE ALMACENAMIENTO 100X
(g/L)

Kl Yoduro de potasio 0.08

CacCl, - 2H,0 Cloruro de calcio 16.6

Solucién 4: Fosfato, acido bérico

COMPUESTO SOL. DE ALMACENAMIENTO 100X
(g/L)

KH,PO, Fosfato de potasio 40

HsBO3 Acido borico 0.16

Solucién 5: Quelantes

COMPUESTO SOL. DE ALMACENAMIENTO
100X (g/L)

FeSO, - 7H,O Sulfato ferroso 2.78

C14H4N,09Nay-H,0 EDTA 3.75

Todas las soluciones deben ser diluidas a una concentracién 10X
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b) Fuente de carbono

COMPUESTO g/L
C1oH2011 30
(sacarosa)

¢) Reguladores de crecimiento

Apéndice

REGULADOR SOL. DE ALMACENAMIENTO | Tomar para 1 L de medio
(mg/ 100 mL)
2,4-D (4cido 10 20 mL
diclofenoxiacetico)
Cinetina 10 1mL

d) Aminoacidos

COMPUESTO

SOL. DE ALMACENAMIENTO
(mg/100 mL)

Tomar para 1 L de medio

Adenina

100

10 mL

Caseina

200 mg

Prolina

29

e) Vitaminas

COMPUESTO

Tomar para 1 L de medio

coctel 20

(patente en tramite)

10 mL

MEDIO MS

a) Soluciones de macro y micronutrientes

Solucién I: Nitratos

COMPUESTO

SOL.

DE ALMACENAMIENTO
100X (g/L)

(NH4)2SO4

Nitrato de amonio

46.3

KNO;

Nitrato de potasio

283

Solucién IlI: Sulfatos

COMPUESTO SOL. DE ALMACENAMIENTO
100X (g/L)

MnSO, - H,O Sulfato de manganeso 0.334

MgSO, - 7H,0 Sulfato de magnesio 18.5

ZnS0O, - 7TH,0 Sulfato de zinc 0.15
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Solucién 1l; Halégenos

COMPUESTO SOL. DE ALMACENAMIENTO
100X (g/L)

Kl Yoduro de potasio 0.08

CaCl, - 2H,0 Cloruro de calcio 16.6

Solucién 4: Fosfato, acido bérico

COMPUESTO SOL. DE ALMACENAMIENTO
100X (g/L)

KH,PO, Fosfato de potasio 40

HsBO3 Acido borico 0.16

Solucién 5: Quelantes

COMPUESTO SOL. DE ALMACENAMIENTO
100X (g/L)

FeSO, - 7H,O Sulfato ferroso 2.78

C14H4N,019Nay-H,0 EDTA 3.75

Todas las soluciones deben ser diluidas a una concentracién 10X

b) Fuente de carbono

COMPUESTO g/L
C1oH2011 30
(sacarosa)

d) Aminoéacidos

COMPUESTO SOL. DE ALMACENAMIENTO Tomar para 1 L de medio
(mg/100 mL)

Glicina 100 10 mL

e) Vitaminas

COMPUESTO Tomar para 1 L de medio

Vit R2 10 mL
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