%ﬁi
2N

i

QD% UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

EL USO DEL RNA ANTISENTIDO COMO UN METODO PARA

FACULTAD DE CIENCIAS
BECCI0N ESCOLAR

T E § 1 S

QUE PARA OBTENER EL  TITULO DE

B I O L O G O

P R E S E N 1 A

JUAN MANUEL ESTEVEZ PALMAS

Director: de Tesls: Dra. Patricia Leon Mejla

” MEXICO, D.F. 1996

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



1 WO EW ) )

TR
E

A3

3

» %2
v

Oy

R

VNIVERSDAD NAQJONAL

AVEXMA DE
Mexico

M. en C. Virginia Abrin Bawle.

Jefe de la Divisidn de Estudios Profesionales de la
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis:
EL USO DEL RNA ANTISENTIDO CONO UN METODO PARA INHUBIR LA EXPRESION DEI, GEN
DEF-1 EN PLANTAS DE Arabidopsis thaliana.

realizado por Juan Manuel Estévez Palmas,

con nimero de cuenta 8608911-1 » pasante de la carrera de Biologfa.

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atentamente

Propictario M. en C., Felipe Cruz Garcia.

Disector de Tesi j
Pr:)piel;xl: o Dra. Patricia Ledn Mejia. m
7

Propieasio  Dr. Luis Felipe Jiménez Garcfa. Ladad

Suplenie  Biol. Resalinda Tapia Lépez,

Suplente M. en C. Victor Wx\é\&br\kblﬁﬁ HE%IIS L’@_ (&g ~

o ' .‘rrx,.llf.l.r_v.

[

»

*

CQURDTL . 0N GENERAL
DE BICGLOGIA



AGRADADECIMIENTOS:

Agradezco a mis abuelos, la sra. Albertina y al hombre que mas admiro al sr.
Tereso Estévez Fuentas.

Agradezco a mis padres: Sra. Angela y alSr. Felipe.
Agradezco a mis tios: el sr. Juan Estévez y al sr. Tomas Estévez.

Agradezco a la Dra. Patricia Leon Mejia por trabajar en su grupo y por la
insistencia de escribir esta tesis.

Agradezco al Dr. Mario Rocha

Agradezco a los raevisores de gsla tesis:
M. en C. Felipe Cruz Garcia.

Dr. Luis Felipe Jiménez Garcla

Biol. Rosalinda Tapia Lopez.

M. en C. Victor Valdes Lopez.

Agredezco a mis compafieros de laboratario: Cristina, Ana lilia, Jacquelin,
Lupina, Lidia, Lucero, Elda, Elda Patricia, Gabriefa, Alejandro, Helena, Berenice, Martha

Agradezco a: Gilberto, Norberto Santillan, Guillermo, Agustin Garcfa, Cesar
Herndndez, Victor, Eduardo, Cristina, Gabriela, Rafael Didz, Serglo Casas, Ricardo
Grande, Gabriela Fuentes, Magdalena, por su aniistad y compefarismo,

Agradezco al Sr. Eladio Estévez y a Alejandro por los caballos.

Agradezco a las secretarias Silviay a la sr. Hemandez de setvicios escolares da
la Facultad de Clencias.

Agradezco a los que me faltarén, que son muchos.



INDICE:

RESUMEN
INTRODUCCION

FOTOSINTESIS
Plastidos:Cloroplasto
Reacciones dependientes de fuz (Fase luminosa)
Reacciones no dependientes de Tuz ( IFase obscura)
PlantasC4 y CAM
RNA ANTISENTIDO
TRANSFORMACION EN PLANTAS
Sistema Agrobacterinm tumefaciens
Vectores para transformacion
Otros métodos de transformacion

ANTECEDENTES

aislamiento y caracterizacion de la planta def-1.
JUSTIFICACION
OBJETIVOS

Objetivo general.
Objetivos particulares.

MATERIAL
METODOS

RESULTADOS
DISCUSION
CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

Pag.

(]

[= IR I S Y

o—
—

13
13
15
16

18

38

39



RESUMEN

Las plantas, algas verdes y algunas bacterias son organismos capaces
de utilizar la energia luminosa para convertir el didéxido de carbono a
carhohidratos durante la fotosintesis. BEn plantas superiores la fotosintesis se
lleva a cabo en los cloroplastos, los cuales se originan a partir de organclos
indiferenciados llamados proplistidos. La diferenciacion de proplistido a
cloroplasto es un proceso altamente complejo, que involuera la expresidn de
genes tanto del genoma nuclear como del genoma plastidico en respuesta a
sefiales de desarrollo y ambientales, Usando ¢l T-DNA de Agrohacterium
tumefaciens se generd una coleccion de mutantes en Arabidopsis  thaeliana,
de donde una mutante albina recesiva fué seleccionada y denominada def-1.
Estudios de microscopin elecirdnica mostrarén que esta mmtante presenta un
desarrollo alterado del cloroplasto. El anilisis de la secuencia de aminodcidos
del producto codificado por ¢l gen DEF-1 sugirié que este es transportado al
cloroplasto. Aunque la funcidn especifica del gen DEF-I ain no se conoce,
este gen codifica para una proteina nueva conservada en la evolucion entre
bacterias fotosintéticas y plantas superiores.

Es posible que la proteina DEF-1 pueda jugar un papel importante en ¢l
desarrollo del cloroplasto. Por lo que nos interesa hacer estudios en plantas
silvetres, inhibiendo la expresién del gen DEF-J en diferentes ctapas del
desarrollo de la planta. La estrategia que se ha planteado utilizar es a través
de la tecnologia del RNA antisentido bajo la expresion de un promotor
inducible por calor, proveniente de A. thalianu. Esta tecnologia se basa en
bloquear o reducir el flujo de informacién DNA vin RNAm a proteina,

En este trabajo se presenta el andlisis de plantas transgénicas que
expresan diferentes regiones del ¢DNA del gen DEF-1 en antisentido, bujo la
expresion de un promotor constilituvo fuerte, el 33S; proveniente del virus
del mosaico de la coliflor (CMV). La generacién de plantas con las
construcciones en antisentido en este trabajo fueron usando el sistema de
transformacidn de raices in A, thaliaua (ecotipo RLD). Las plantas
transgénicas generadas presentan un rango amplio de fenotipos desde
plantas albinas hasta plantas casi verdes. También se observé un patrén
variegado en la hoja, el cual comunmente presentaba en el borde de la hoja
un fenotipo albino. El andlisis de las plantas generadas con los diferentes
antisentidos muestran que regiones cortas de DNA son mis efectivas para
inhibir ta expresion del gen DEF-!. Estudios preliminares de microscopia
electrénica de los cloroplastos de tejido albino de lfas plantas transgénicas
generadas muestran que los cloroplasto de estas planlas no es nonmal,



INTRODUCCION

Todas las formas de vida en el universo requieren energia para su
crecimiento y mantenimiento. Los organismos como las plantas superiores,
las algas y cierto tipo de bacterias capturan la energia de la luz solar y la
utilizan para la sintesis de alimento. Los animales obticuen la energia
comiendo plantas u otros animales los cuales a veces han comido plantas. Por
ende, la Gitima fuente de toda energia metabdlica en nuestro planeta es el
sol, y la fotosintesis es escencial para el mantenimiento de toda forma de
vida sobre la tierra. (Hall y Rao, 1994).

FOTOSINTESIS

Fotosintesis literalmente significa 'sintesis utilizando Juz" (Taiz L. y
Zeiger B 1991). Se ha definido como el proceso mediante el cual la energia
luminosa es capturada y convertida en energia quimica. Desde el punto de
vista quimico, la via principal de la fotosintesis es la conversién de dioxido
de carbono a carbohidratos y la liberacién de oxigeno como producto final de
1a} proceso, de acuerdo a la siguiente reaccién general:

. . LUZ SOLAR .
6 H>0 + 6 CO,p Cghyp05 +6 0,

Sin embargo, debido a que una gran cantidad de las bacterias
fotosintéticas (bacterias verdes y pirpuras) llevan a cabo una fotosfntesis
anoxigénica (en ausencia de oxigeno) la cual fué descrita inicialmente por
Cornelis Van Niel (1935), quien con estudios comparativos percibié un
patrén comin y propuso una ecuiacién mds general que la descrita
anteriormente qne  es:

LUZ SOLAR ]
COZ + 2 H2A (Cqu) n +2A +H 20

Donde H20 es un reductor general y A su producto oxidado.

PLASTIDOS.

Los plistidos son orginelos autareplicables rodeados por una envaltura
compredida de una membrana interna y una externa las cuales estin
separadas por un espacio de alrededor de 10-20 nm. Los plistidos contienen
un genoma el cual aparece como fibras en una matiz libre en la region del
estronta. Bl estrama contiene numerosos ribosomas fos cuales pueden estar
acomodados individualmente o en poliribosomas. Los plistidos son

2



probablemente el mejor nombrado de todos los orginelos celulares, por que
su nombre indica, la plasticidad tanto de su estructura y su funcion
(Thomson y Whatley, 1980). Estos orginclos se encuentran solamente en
células de los eucariotes fotosintéticos en una varicdad de tipos, tamaios,
formas y funcidn. Las funciones que adquicren dependen del tipo de célula
vegetal en la cual se encuentren. Las diferencias estructurales y funcionales
involucran cambios significativos en la expresién genética tanto en ef genoma
nuclear como en el plastidico,

Los pldstidos que se han desciito se han clasificado en:

a) Erioplastos: plistidos que estan presentes en fas  células de
cotiledones y en hojas de plantas crecidas en continda osbcuridad. Los
clioplastos son caraclerizados por tener uno o mds cuerpos prolamelares
cristalinos,

b) Cromoplastos: Plistidos que acwmulan pigmento. Estos pueden ser de
color rojo, anaranjado y amarillo debido a la presencia de carotenoides.
Comdnmente s¢ encuentran en pétalos de flores, frutos y ciertas rafces tales
como zanahoria,

¢) Amiloplastos: son plistidos que carecen de clorofila y contienen
granos de alimidon. Los amiloplastos se encuentran en muchos diferentes
tipos de células, por ejemplo en tejidos de almacenamiento, cotiledones,
endospermo, tubérculos y raices. En raices estos organelos parecen estar
asaciados con geotropismo (Thomson y Whatley, 1980).

d) Elaioplastos: estos plistidos se encuentran donde se  sintetizan
lipidos.

¢) proteinoplastos o proteoplastos: se encuentran donde se  sintetizan
proteinas

f) Cloroplastos; A continuacién se considera en detalle la estructura de
los cloroplastos, porque son los organclos donde se llevan a cabo todos los
procesos primarios (captacion de luz, transferencia de electrones para la
sintesis de NADPH y ATP, etc.) y la mayoria de los procesos secundarios
(sintesis de compuestos de 3 carbonos fosforilados a partir de la
incorporacién de CO2, etc.) de la fotosintesis. En las plantas superiores, ia
mayorfa de los cloroplastos estdn localizados en células del meséfilo de las
hojas. El nimero de cloroplastos por célula varia aproximadamente emtre [ y
100 dependiendo de la especic y de las condiciones de crecimiento, tales
como la luz, La formas tipicas de estos organelos son esféricas, aplanadas o
céncavas. El tamafo aproximado de estos organclos cs de 4 a 10 nm de
didmetro, En la figura #1 se muestra la estructura de los cloroplastos. Estos
constan de una membrana externa y una membrana interna separadas por
un espacio intermembranal, Prologanciones de la membrana interna forman
unas estructuras a manera de sacos aplanados llamados tilacoides, una pila
de estos sacos constituyen lo que se conoce como grana, Los diferentes
granas estdn conectados por regiones membranosas llamadas lamelas del
estroma,



La membrana interna rodea al estroma el cual se encuentran las enzimas
requeridas en el ciclo de Calvin.

Las membranas tilacoideas contienen la maquinaria transductora de energia:
las proteinas captadoras de luz (clorofilas, elc.), los centros de reaccidn, las
cadenas de transporte electronico y la ATP sinfetasa (Stryer, 1988),

Figura #1. Esta figura muestra un cloroplato silvestre de A, rthalianu. ME,
membrana externa; ML, membrana interna; LE, lamela del estroma; E, estroma; G,
grana.

E! genoma cloroplistico en plantas ¢s una moléculas de DNA de cadena
doble y circular. Este genoma contiene una gran cantidad de adeninas y
timinas alrededor de un 61-64 %, lo cual sugicre un alto contenido de
secuencias no codificantes, EI DNA cloropldstico no esta asociado a histonas y
tiene un tamaiio variable; por ejemplo, en algas de 81 a 275 kb, en plantas
monocotiledonias de 111 a 182 kb, y en plantas dicotiledontas de 117 a 165
kb (Lawlor, 1993). La variacion principal del tamafio se debe a la presencia o
ausencia de secuencias repetidas invertidas del genoma. En la mayoria de las
plantas superiores la secuencia invertida repetida es 22 a 2G kb, dentro de la
cual se localizan los genes para los RNA ribosomales. En plantas tales como
chicharo y frijol el DNA cloropldstico carece de esta secuencia invertida
repetida. Los cloroplastos son alamente poliploides, por ejemplo en trigo
tiene mds de 300 copias de DNA por cloroplasto. La cantidad de DNA por
cloroplasto ademis de variar con la especie. varia con el estado de desarrollo
de la hoja y del estado de desarrollo del cloroplasto.
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En la actualidad se tiene la secuencia completa del DNA plastidico de
tabaco y Ia caracterizacion de muchos sus genes. Los genes de estos orgdnelos
se ha clasificado en tres categorias:

1) genes que estin involucrados en el procesamiento de la informacidn
genética, estos genes codifican para tres subunidades de la RNA polimerasa
cloropldstica, RNAs ribosomales, (RNAs, proteinas ribosomales y proteinas
que participan en la traduccion.

2) genes que codifican para proteinas involucradas en Ia fotosintesis, por
ejemplo Ia subunidad grande de la enzima ribulos 1,5 bifosfato carboxilasa/
oxigenasa (rubisco) y varias subunidades de cada complejo proteico
involucrado en el transporte de electrones. (Fotosistema | y 11, complejo
citocromo y ATP sintetasa).

3) genes para un complejo NADH oxireductasa y 18 marcos de lectura
abiertos de funcion no conocida (Dennis er al., 1993).

El desarrollo de los plistidos es a partic de unas  estructuras incoloras
relativamente indiferenciadas Hamadas proplistidos los cuales se encuentran
en rafz, en meristemos, en embriones, en endospermo y en hojas jovenes. La
diferenciacion de estos organelos es un proceso complejo, que involucr
expresién coordinada de genes tanto del gendma nuclear como del gendma
plastidico en respuesta a seiiales de desarrollo y ambientales, (Mullet, 1988;
Taylor, 1889). Thomson, (1980) ha propuesto un modelo para ¢l desarrollo
del cloroplasto (Figura # 2).

PIGMENTOS FOTOSINTETICOS

La fotosintesis empieza con la absorcidn de la luz por moléculas
especializadas llamadas pigmentos fotasintéticos y por ende se desencadena
una seric de reacciones que finalmente conducen a la formacion de nuevas
fuentes de carbono. Los pigmentos totosintéticos capturan la luz en paquetes
de energia conocidos como cuantos. En plantas y algas los principales
pigmentos en la caplacién de luz son las clorofilas y en bacterias
fotosintéticas son las bacterioclorofilas. Otras moléculas como los
carotenoides y las ficobilinas son conocidos como pigmettos accesorios,
puesto que la energia de Inz absorbida puede ser transferido a clorofilas. Las
clorofilas, los carotenoides y ficobilinas absorben luz entre el violeta y parte
del rojo del espectro visible ( 400 a 700 nm). Por otro lado la
bacterjoclorofilas tiene picos maximos de absorbacia en el infrarrojo del
espectro clectromagnético de  radiacidon. Los pigmentos absorben en
diferentes partes del espectro y su combinacion hace posible que un
organismo pueda absorber luz de diferentes longitudes de onda. En [a tabla
#1, se observa que los organismos fotosintéticos contienen mids de un tipo de
pigmento, cada uno con una funcidn especifica.

Quimicamente todas las clorofilas son caracterizadas par un anillo de
porfirina. El micleo polar de la pofirina esta compuesto de un anillo
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tetrapirrdlico y un dtomo de magnesio, donde el dtomo de magnesio ubicado
en el centro del anillo esta unido a cuatro dtomos de nitrdgeno de los anillos
pirroles. Solamente Ja clorofila a y b tienen fitol ( un terpenoide lipofilico de
cadena larga), unido al anillo de porfirina (Dennis y Turpin, 1993). La
clorofila a y b difieren en un grupo sustituyente del anillo 1T de ta pofirina,
la clorofila a tiene un grupo metilo (-CH3) mientras que la clorofila b tiene un
grupo formile (-CHQO).

« ) '
“\\.\ CM /’/

"~ .
T
K 3,9
PA A
,‘ﬂ
(O a7
Qg

Figura #2. Modelo del desarrollo del cloroplasto. Estadios del desarrollo del
cloroplasto: (1) Eo, Eoplasto; (2) A, amiloplasto; (3) PA, pléastido ameboide; (4) PP,
plastido pregranala; (5) CM, cloroplasto maduro, y vias interralacionadas con el
desarrollo del mismo, Et, etioplasto; Cr, cromoplasto. Cso, Cloroplasto seneciendo;
Cse, Cloroplasto seneciente (tomado de Thamson y Whatley, 1980)
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CLORDFILAS BACTCAIOCLOROFILAS > \\,\"\‘,

& &
A >

ORGANISMO abcd a b c de g r&@ '\\q@\

EUCARIONTES

MusgosHelechos

y plantas con - -

semillas o 1

Algas verdes B ] + el

Euglenidos I ] 4 -

Diatomeas t o e - +

Dinoflagelados e e + -

Algas cafes B + -

Algas rojas R + —

PROCABIONTES

Cianobacteria 4 e me e 4 4+

Proclorofitas e I 4 -

Bacteria purpura Fo ot e wm owe 4 -

sulfurosa

Bactena purpura F o b me am wm 4 -

no sulfurosa

Bacteria verde t w5t Ot e + -

Heliobacteria Il L S + -

Tabla #1. Distribucion de clorofilas y otros pigmentos fotosintéticos. + indica presencia
k ‘ Y 5
y - aunsencia de pigmentos.

FASES DE LA FOTOSISNTESIS

En 1905 ¢l fisidlogo vegetal Blackman propuso que la fotosintesis es un
mecanismo de dos pasos, un primer paso que involucra reacciones
fotoguimicas y un segundo paso que involucra reacciones no fotoguimicas, A
partir de entonces Ja fotosintesis se ha dividido en dos fases:

I- REACCIONES DEPENDIENTES DE LUZ (FASE LUMINOSA):

En la fotosintesis denominada oxigénica (Hevada a cabo en presencia de
oxigeno) los cventos bioguimicos de las reacciones Inminosas dan como
resuftado la lormacion de un agente reductor fuerte (NADPH2), la generacidén
de 07 como producto de la ruptura del H20 yla formacion de ATP
(fipgura#3). Este dltimo esta acoplada al ujo de electrones de H20 y NADPt a
través de una cadena de transportadores de eclectrones localizado en la
membrana del tilacoide. Los electrones son transferidos de un potencial
redox sulicientemente positivo para oxidar agua a un potencial redox
suficientemente negativo para veducir NADP*. La hidrolisis del F20
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produce H+ y 02 dentro del espacio tilacoidal, El transporte de electrones del
Fotosistema Il al Fotosistema T también ayunda a Ja Jormacién de un
gradiente de protones, por involucrar la moléculn de plastoquinona (Q) y
citocromos en el proceso. El Fotosistema | reduce NADPY, usando H*Y en e
estrom para producir NADPH. Comwo resultado, el pH del espacio tilacoidal es
mds bajo que el pH del estroma, Hega ser tan bajo como pH 4.0 (Campbell,
1991). La formacién de ATP es dirigida por una fuerza promotriz, es decir,
cuando Ia concentracion de H* es mas grande en el espacio tilacoidal que en
¢l estroma (debido a la reduccion del NADPH), os protones tienen a salir, a
través de un complejo proteico Hamado ATP-sintetasa, la cual lHeva la
catilisis de ATP a partir de ADP + Pi.

estroma
luz 2H* luz F
NAPHP
ADP + Pi
estroma
ATP
H+

Figura 3. Resumen de las reacciones dependientes de luz que ocurren en ¢l
titacoide. PS 11, fotosistema I1 (absorbe longitudes de onda de 680 nm); PS I,
fotosistema 1 (absorbe longitudes de onda de 700 nm); PC, piastocianina; Q,
plastoquinona; QHpy, plastoquinol (plastoquinona reducida); Fr, ferredoxina; FNR,
ferredoxina NADP* oxidoreductasa.

2-REACCIONES NO DEPENDIENTES DE LUZ(FASE OSCURA}).

La funcidn de las reacciones no dependientes de luz es la fijacion del
diaxido de carbono atmosférico a una moléeula aceptora para Ia formacién de
carbohidratos (u otros componentes). La formacién de los hidratos de

8



catbono y la regeneracion de 1a molécula aceptora, se da mediante una series
de reacciones ciclicas conocidas como ciclo de Calvin, en el eual se utiliza el
ATP y ¢l NADPH generados en las reacciones dependientes de luz, (ver figura
#4A):

Segin Hall y Rao (1994), la fijacién del CO2 hasta la formaeidn de
carbohidratos  se puede considerar que se lleva et cuatro fases (figura #4 B).
I.- FASE DE CARBOXILACION: Esta fase consiste en adicion de C02 en ¢l
segundo carbono de la ribulosa bifosfato (aziicar de 5 carbonos), para formar
dos moléculas de dcido fosfoglicerico (AFG) compuesto de tres carbonos. La
reaccién es catalizada por la enzima ribulosa 1,5 Dbifosfato
carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO).

2.- FASE DE REDUCCION: Esta fase el dcido fosfoglicerico (AFG) es convertido
en triosas fosfato. Esta reaccion se lleva a cabo en dos pasos: primero a partir
de AFG sc genera 1-3 difosfoglicerato, catalizada por la  enzima
fosofoglicerato kinasa, Ia cual utiliza ATP generado en las reacciones de la
fase luminosa. Et segundo paso es ia produccion de gliceraldehido 3-fosfato
(G3F), a partir de 1-3 difosfoglicerato, catalizado por la enzima gliceraldehido
3-fosfato dehidrogenasa, dependiente de NADPH2.

3.- FASE DE REGENERACION: In esta fase Ia molécuia aceptorn RuBP es
regerada a partir de las moléculas de gliceraldheido-3-fosfato, mediante una
seric de reacciones que involucran la formacién de aziicares fosfatados de 3-
4-.5-,6- y 7 carbonos.

4.,- FASE DE SINTESIS DE PRODUCTOS: De las scis moléculas de gliceraldehido
3-fosfato (G3F), producidos en [a fase de reduccién, 5 son usadas para la
regeneracion de la ribulosa-1,5-bifosfato. Mientras que una molécula de
gliceraldehfdo 3-fosfato (G3F) y una wmoiécula de DHAP pueden ser
combinadas via la enzima fructosa bifosfato aldosa, para producir fructosa-
1,6 bifosfato, Esta fructosa-1,6 bifosfato es desfosforilado producir fructosa-
6-fosfato (F6F) e isomerizada a glucosa-6-fosfato (G6F) y finalmente a
glucosa-1-fosfato (GIF). La glucosa-1-fosfato es un precorsor para la
formacién de polisacariodos de almacenamiento (Matitews, et al. 1990). Cabe
mencionar que lipidos, dcidos grasos, aminodcidos y dcidos carbédxilicos se ha
demostrado que son simétizados durante la fijacion fotosintética de CO3.



e - TN
‘@ QD Q:,' RuBp
s
ILA
Cal C (. t (
303410 ¢ taty L3 s AFG ¢
. b I « FASEDE
] REOUCCI
6 3-F oirogﬂc_gi'(qﬂsc_ Ly Cqly .‘L' . Trinsa
3 Ribulosas,5-blfostatoe5C GATP Newosa P
3 M0 12 £0P 3 friosa '
3ATP - N
- L rigsi
S Ribulose-5-fosfatos5e G 1-3-Bltostogicerato = 3C Ca €y C s | 1emrosa e draseoe
6 NADPH Pentosi P | REGENERA
6 RADP Cc Iriosal i
ap C$< 7 Heptosa P 5
5 Gae /8 leenldehldo 3 mmn =3¢ (':5 (lzs T s | pup
4 c C C Runp
t o3p evRewa C3
. FASE DE
COVALEENSD éIEITESIS
Frutosa 1,6-bifostato=6C "“"'—') Ghicoss =6C
R i g
A B

Figura 4. A muestra el esquema del ciclo de Kalvin, B muestra las cuatro fases de las
reacciones no dependientes de uz.

PLANTAS C4.

El proceso descrito en la seccién anterior se conoce como fotosintesis
tipo C3, debido a la formacion de dos moléculas de 3 carbonos durante la
asimilacion inicial de didxido carbono.

Otro tipo de fotosintesis es la que se conoce como C4. Las plantas que la
presentan son tipicas de regiones tropicales y semiaridas, tal es el caso de la
caiia de azdcar y maiz. En plantas C4 la ultraestructura de las hojas es muy
caracteristica. En un corte transversal de las hojas de estas plantas se
observa una ecxtensa vascularizacidn, con una anillo de células llamadas
células del parenquima vascular rodeando cada vena y un anillo exterior de
células denominadas como células del meséfilo, rodeando las células del
parénquima vascular, Este arreglo anatémico se conoce como anatomia Kranz.
La fijacién del CO2 en estas plantas es en dos pasos. Inicialmente, el CO2
atmosférico es fijado en ¢l citosol de las células del meséfilo por la enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) para formar una molécula de dcido
dicatboxilico (oxalacetato), de cuatro carbonos (de aqui el nombre C4), En
algunas especies el oxalacetato se convierte en malato por medio de la
enzima malato deshidrogenasa dependicnte de NADP*. El malato se desplaza
hacia las células del parenguima vascular donde se descarboxila dentro de
los cloroplastos por medio de una enzima milico dependiente de NADP*. El
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CO2 liberado entra al Ciclo de Calvin por fa reaccion habitual presentado en
C3. Ll piruvato formado en esta reaccion de descarboxilacion retorna a las
células del mesdfilo. Par dltimo se gencra el fosfoenolpiruvato a partir de
piruvato, por una reaccidn llevada a cabo por la cnzima piruvato-Pi-
diquinasa. (Stryer, 1988).

PLANTAS CAM (Metabolismo dcido de las Crasulaceas).

Estas plantas son caracteristicas de regiones desérticas. Los estomas
estdn abiertos de woche y la difusion del CO2 atmosférico hacia los tejidos de
la planta es, por tamo, exclusivamente nocturna. fin estas plans tanto fa
PEP carboxilasa y rubisco estan presentes en todas las células que conticnen
cloroplastos, Las actividades de estas enzimas son reguladas cn tiempo, mas
que en cspacio. La PEP carboxilasa es mas activa en la oscuridad, pero menos
activa en la luz, mientras que la rubisco es activa unicamente en la luz. Por
tama, Ja fijacién del CO72 durante Ja noche llega hasta la formacién de dcido
milico y durante ¢i dia ¢l CO2 es incorporado al ciclo de Calvin (Denais, er al.,
1990). Los eventos de carboxilacién y descaboxilacion de plantas C4y CAM
son similares, pero ellos operan bajo difercntes principios anatdmicos,
fisioldgicos y bioquimicos.

RNA_ANTISENTIDO

El término "RNA antisentido” en un contexto general ha sido definido
como ¢l RNA que interfiere con la expresion de otro RNA (LEguchi et al.,
1991), Los genes que sintetizan Jos RNA antisentido son designados como
genes antisentidos (Green ef al., 1986). Los RNA antisentidos contienen una
secuencia que es complementarin a RNAm de un gen blanco, y la unidén de los
dos RNAs puede ocurrir por apareamiento de bases, formando un duplex de
RNA: RNAm afectando la expresidn del gen blanco(Green, et al., 1986).

Las interacciones RNA:RNA han mostrado un papel clave en roles tanto
estructurales como enzimdticos en varios aspectos celulares, incluyendo la
transcripeién, la traduccién, el procesamiento del RNA y la regulacion de la
replicacién del DNA (Eguchi er al., 1991). La regulacién por antisentido fué
primero descubierta durante estudios de replicacion de el plismido ColEl de
Escherichia coli . Subsecuentemente, muchos otros ejemplos de regulacion
por RNA antisentido han sido observado especialimente en procariotes como
son: transposicion de Tn 10, la expresion de porinas, la regulacion de la
reproduccién de lagos y autoregulacion de la sintesis proteica del receptor de
cAMP (Eguchi ¢r al., 1991 y Green ¢ al., 1986). En eucariotes la existencia de
regulacion por RNA antisentido de forma natural ain no ha sido demostrada
{ Green et al,, 19806). Sin embargo, se ha observado que células eucaridticas

H



conticnen RNAs los cuales son complementarios a porciones de RNAs
mensajeros conocidos ( Van der Krol er al., 1988). En trabajos hechos por
Klaper er al., 1989 reporta la presencia de RNAs complementarios a RNAm de
la dihidrofolato timidilato-reductasa del pardsito leishmania. Tosic et al.,
1990 ha reportado RNAs complementarios a el gen de Ia proteina bisica
mietina. Para ¢! caso de plantas se dispone solamente de una evidencia
circunstancial Ia presencia de que ocurra RNA antisentido de forma natural (
Mol er al., 1990).

La capacidad del RNA antisentido para inhibir la expresion de un gen
especifico de mumera natural, ha conducido al desarrallo de estrategias para
regular la  expresion artificialmente de  genes. El RNA  antsentido
complementario a un RNAm de un gen blanco se puede sintetizar in vivo y
puede ser usado para inhibir la expresion del gen blanco. Ll uso del RNA
antisentido se ha incrementado para el estudio de regulacion genética y para
conocer funciones de genes Gnto en sistemas procaridticos como eucarioticos.
Izant y Weintranb (1984), fueron los primeros en demostrar en células
encaridticas la inhibién de la expresién con construcciones en antisentido . En
plantas el primer reporte de regulacion de la expressién genética por RNA
antisentido artificial, fué hecho por Ecker y Davis (19806); ellos reportan Ia
inhibicién transitoria de la actividad de la enzima cloranfenicol acetil
transferasa (CAT) en protoplastos de zanahoria por co-introduccidn de genes
CAT en sentido y antisentido. También se¢ ha demostrado inhibicion genética
estable y heredable, como el caso de la inhibicién de la expresion del gene de
la nopalina sintetasn (nos), en plantas de tabaco transformadas con
construcciones en sentido y antisentido (Rothstein er al., 1987).

Se ha estudiado el efecto de diferentes regiones de un gen en
antisentido, Sandler er al,, (1988), reportaron que Ia region 3' del gen de Ja
enzima nopalina sintetasa fué la mds efectiva para tener los mds allos
niveles de inhibicidn en la actividad de la enzima. En otros casos como el
reportado por Cannon e al., (1990), han demostrado que eon una secuencia
de 41 pares de bases de la regién 5' (incluye el codén de inicio la traduccion)
del gen de GUS (enzima f-glucoronidasa) en plantas transgénicas de
Nicotiana  plumbaginifolia . es posible inhibir efecientemente la actividad de
la enzima.

La tecnologia del RNA antisentido ha sido aplicada para generar plantas
transgénicas con reducidos niveles de enzimas claves en la fotosintesis tanto
C3 como C4. (Furbank y ‘Taylor. 1995). El primer antisentido hecho en
fotosintesis, fue reportado por Rodermel er al. (1988), quien transformoé
plantas de tabaco con la secuencia completa del gen de la subunidad pequeiia
de rubisco en antisentido, usando un promotor constitutivo, A partir de
entonces se ha incrementado el wso del RNA antisentido para inhibir o
reducir la expresion de enzimas fotosintéticas, tales como la rubisco activasa
(Mate er al, 1983), la fructosa-1,6-bifosfatasa (Kosmann, er al, 1994},
gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa (Price, e al.,, 1995) fosforibulocinasa
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(PRK) y la anidrasa carbénica (Price, er al, 1994). Recientemente proteinas

de membrana, tales como el translocador de Pi (fosfato inorginico)
(Riesmeier, er al, 1993) y proteinas de la membrana del tilacoide, como
ATPasa (Price, et al, 1995). y un polipéptido de 10 kD del fotosistema I han
también sido manipulados por la estrategin del RNA antisentido (Stockhaus,
et al., 1990).

Aunque se¢ asume que fa inhibicion de la expresidn genética por
antisentido, es debido a la formacidn de un duplex de RNA, ain no se
conacen bien los procesos posteriores a la formacién del duplex. Existen
evidencias que sugieren que la inhibicion de la expresion gendlica es debido
a que no se Heva a cabo la raduccién del RNAm, estas son: En muchos casos
el RNA antisentido que abarca la regién del inicio de la traduccién de un gen,
es la region mds efectiva en bloquear la expresion genética, como en E. coli
(Colman, et al., 1985) y en huevos de Xenophus leavis (Melton, D. 1985), (en
este Altimo caso los huevos fuerén microinyectados con RNA antisentido),
sugirio que los ribosomas no se unen por el supuesto RNA duplex. Qura
evidencia que se presemtd en cultivos de células de mamiferos, es que el RNA
duplex formado en el micleo no fue transportado al citoplasma (Kim and
Wold, 1985). Una tercera evidencia es la encontrada en Dyctyostelium donde
el RNA duplex formade en el micleo fue altamente inestable y ripidamente
degradado (Crowly er al., 1985).

TRANSFORMACION EN PLANTAS

Para estudios de regulacién genédtica, ha sido de mucha importancia Ia
generacién de organismos (ransgénicos, esto se ha logtado mediante métodos
de transferencia de genes. Estos métodos hacen factible la introduccién de
DNA a células vepetales y a través de cllos se ha podido hacer
transformacion estable (es decir, que el gen o genes introducidos a un
organismo se incorpora a su gendma) y (ransformacién transitoria (el gen o
los genes introducidos no se incorporan al gendma del arganismo).

Existen dos sistemas de trasferencia de DNA a las células vegetales:
a) transferencia mediada por patégenos del género Agrobacterium 'y virus.
b) transferencia directa de genes.

TRANSFORMACION DE CELULAS VEGETALES MEDIANTE A. mumefaciens,

A tumefaciens en una bacteria gram negaliva que vive en el suelo, In
la naturaleza esta bacteria infecta a la mayoria plantas dicotilenodeas. La
infeccion en la forma natural se da en zonas heridas de la planta, provocando
un crecimiento desordenado y la desdiferenciacion de las células en la region
afectadala, que da como resultado fa formacién de un tumor. Esta
enfermedad es conocida como fa agalla del cuello. La respuesta patogénica en
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la planta es el resultado de la expresidn de ciertos genes transferidos de la
bacteria hacia el genoma vegetal.

La capacidad de transformacién de las células vegetales se debe a la
presencia de un plismido que contiene la bacteria, Hamado plismido Ti (por
inductor de tumores) de un tamaiio de alrededor de 200 kb, Este plismido
tiene dos regiones involucradas en la formacién de los tmmores, la que
constituye el segmento de DNA, que se transfiere al genoma vegetal, llamado
el T-DNA y la region vir. Bl T-DNA esta delimitado por dos secuencias
directas repetidas (de aproximadamente 25 bp) Hamadas borde izquierdo y
borde derecho, también contiene genes que codifican para factores de
crecimiento vegetales, como son auxina y citoquininas. La sobreproduccién
de estos factores da como resultado un prolifereacion celular neopldsica y la
formacion del tumor. La regién vir es de aproximadamente 40 kb e incluyc 8
operones lamados virA, virB, virC, virD, virE, virF, virG y vir H, Los genes de
estos operones codifican para enzimas relacionadas con la excision, la
transferencia y probablmente para la integracidn del T-DNA al genoma de Ia
célula vegetal. Por otra parte, ¢n el genoma de la bacteria contiene los genes
denominados chv (chvA y chvB), los cnales estan involucrados en la adhesion
del A, rumefaciens a la pared de las célujas vegetales. EL gen chv B codifica
para una proteina involucrada en la formacién de un B-1,2 glucano ciclico,
mientras que el gene chvA codifica para uwna proteina de transporte
localizada en la superficie de {a membrana que es necesaria para el
transporte del f§-1,2 glucano dentro del periplasma

La interaccion eatre fa bacteria y la célula vegetal muy probablemente
es a través de receptores especificos, localizados tanto en la planta como en
la bacteria. Cuando una planta ha una sufrido herida, esta secreta exhudados,
compuestos fendlicos tales como acetosyringona (4-acetil,2,6-dimetoxifenol)
y a-hidroxiacetosyringona, que son reconocidos por los productos de los
genes virA y virG. Estos a su vez acttian como activadores de la transcripeion
del resto de los genes vir. El gen virD codifica una endonucleasa que corta en
el borde derecho del T-DNA. A partir de este cxtremo se genera
unidireccionalmente una hebra monocatenaria del T-DNA. Esta se transporta
al interior de Ja célula vegetal, por un mecanismo que aparentemente es
andlogo a la conjugacién en bacterias. Ei T-DNA wansferido va recubierto de
protefnas que se unen a DNA de la cadena senciila, estas son las proteinas
codificadas por el gen virli2, tleva covalentemente en su extremo 5° la
protefna virD2; la cual probablemente funciona como un "piloto”, dirigiendo
el complejo DNA-protefna (complejo T) hacia el micleo de Ia célula vegetal,
sitio donde se integra el T-DNA en el genoma nuclear de la célula vegetal, Sin
embargo existe un reporte de T-DNA integrado en el genoma cloroplitico. Se
ha observado que la insercion del T-DNA en el genoma nuclear parcce ser
azarosa en una o mds copias. No se ha observado que se¢ requiera una
secuencia nucleotidica especifica, no obstante los sitios donde se inserta el 1-
DNA en ¢l genoma nuclear son ricos en adenina y timinas.
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VECTORES DE TRANSFORMACION.

A partic  de la informacion descrita en la seccion anterior se¢ sabe due
el T-DNA y no otras partes del pldsmido Ti se integra al genoma de la planta,
que el sistema de transferecia esta determinado por los genes vir y genes
chv, y que fas secuencias direclas repetidas de los bordes izquierdo y
derecho son las unicas secuencias esenciales para transferiv el T-DNA, se han
desarroflado dos sistemas de vectores para la (ransformacion de plantas
utilizando ¢l T-DNA cstos son:

{- Vectores conitegrados o sistema c¢iy en el cual nuevos genes son
introducidos via recombinacion homologa dentro de un T-DNA modificado
presente en el Plismido Ti.

Los vectores cointegrados son construidos a partir de un plimdio Ti, al
cual se le ha deletado en el T-DNA fos genes implicados en la biosisntesis de
hormonas, sustituyendo por el vector bacteriano pBR322. Ll T-DNA en estos
plismidos modificado como es el pGV3850, solo conserva los bordes del T-
DNA original y el gen de la nopalina sintetasa (nos), que s¢ emplea como
marcador para idemtificar células que adquieren el T-DNA. La insercién del
pBR322 en la regién T-DNA de este vector, crea un segmento de homologia
para que se pueda dar la cointegracion ( por recombinacién homologa) de
cualquier vehiculo derivado del pBR322 que porte el DNA de interes (vector
intermediario cointegrado). De esta forma, la informacién genética que se
desea transferir a ta plantas queda convenientemente situada entre los
bordes del T-DNA. Para mobilizar los vectores intermedios de E. coli a la cepa
de A, tmefaciens  que lleva ¢l pGV3850, se usa un sistema de conjugacion
bacteriana. Puesto que los vectores relacionados con el plismido pbr322 no
pueden replicarse en A, tumefaciens y solamente se establecen en las
bacterias se se recombinan con el plismido Ti, los exconjugantes que
contienen cointegrados pueden aislarse fdcilmente seleccionando para la
resistencia a un antibiético presente en el vector intermediario, pero ausente
en el plasmido Ti.

2-. Sistema binario. Este sistema derivé de la observacién de que el T-DNA
no requiere estar fisicamente unido a la region vir del plismido Ti para ser
transferido eficientemente a las plantas. El sistema binario consta de dos
clementos: Primero un plismido Ti auxiliar del que se ha eliminado el T-DNA
y el cual porta los genes de la region vir, los cuales actuan en trans sobre ¢l
otro elemento. LBl segundo clemento, es una amplia gama de vectores de
clonaciéon que Heva genes marcadores de seleccidn para bacterias y una
regién flangueada por los bordes derechio e izquierdo del T-DNA dispuestos
en Ja polaridad adecuada. Dentro de esta regién se encuentran genes de
seleccién para plantas y un region de clonacién multiple (polylinker) en cual
sc clonan los genes que se desean insertar en el genoma de la planta.

El sistema de vectores binarios posee varias ventajas sobre el de los
vectores conintegrados. Una de ellas, tal vez la mds importante, e¢s la elevada
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eficiencia con que se introducen en A, tumefuciens los plismidos con las
construcciones de interés, lo que contrasta con la baja eficiencia de formacion
de cointegrados. Otra convesiencia, es que permite construir plismidos de
tamaiio relativamente pequeios facilitando las manipulaciones previas al
proceso de transferencia a las células vegetales.

TRANSFORMACION DIRECTA DE DNA:

A través de los aios, se¢ han desarrollado diferentes técnicas para la
introduccion de DNA de forma directa. Esto es principalmente, debido a la
baja suceptibilidad de las plantas monocotiledoneas de ser infectadas por el
genero Agrobacterium. El comiin denominador de las téenicas de
transferencia directa, es que prescinden de vectores bioldgicos (virus,
Agrobacteirum) para introducir informacidn genética exogena a la células
vegetales. Esto se logra por medio de vias quimicas o fisicas. Estas técnicas
permiten Ia transformacion de plantas tanto de monocotileddneas como
dicotiledéneas y el uso de cualquier vector utilizable en sistemnas vegetables.
Entre las técnicas desacrolladas para la transferencia directa de DNA
destacan los siguientes:

Trasforni cién Quimic;

Se trata de un método a través de la co-incubacion del DNA con la
presencia de sustancias quimicas como polietilenglicol (PEG). Cuando las
condiciones de transformacién son dptimas. las frecuencias de
transformacion pueden exceder el 2 % de los protoplastos totales, en especies
como tabaco. Las coundiciones dptimas para la transformacién deben ser
determinadas dependiendo de lIa especie vegetal del cual procedan los
protoplasto

En este método se usa un campo eléctrico para perneabilizar de
manera reversible la membrana cetular. La explicacion de lo méis aceptado
sobre este método es que la membrana actda como un capacitor eléctrico
incapdz de pasar corriente, entonces el campo clétrico provoca
membrana se formen poros que permiten la entrada de DNA
moléculas a la célula vegetal. Al parecer el cerrado de estos poros se da
manera natural. Mediante este método se puede obtener una frecuencia de
transformacidon hasta del 60 %.

Microinyeccidn

Conceptualmente es ¢l método mais directo para la introduccion de DNA
en céhulas. La microinyeccion en protoplastos vegetales se basa en las

10



técnicas de microinyeccion desarrolladas para célutas animales, sia cmbargo,
en plantas no se ha obtenido el exito que se esperaba. Una de tas desventajas
en el uso de esta técnica es que la inyeccidn puede disminuir la viabilidad de
la célula.

Transformacion mediada _por_tiposomas

Este método consiste en encapsular el DNA en membranas artificiales
lamadas liposomas y su transferencia a protoplastos se realiza por un
proceso de fusién de los liposomas con los protoplastes mediado por
polietilenglicol. Las frecuencias de transformacion en células vegetales som

muy bajas (10-5) .

Biobalistica

En este sistema el DNA es introducido al citoplasma celutar a través de
la pared celular, en fa superficic de wna partfcula diminuta de metal. Esta
particulas son aceleradas a altas velocidades, a través de una pistola de
microproyectiles lo que las hace capaces de penetrar por varias capas
celulares y transformar aquella célula donde queda alojada la particula.

INFILTRACION:

Este método consiste en lo siguiente: En un contenedor con medio liquido
el cual contiene A. tumefuciens se embebe tejido vegetal (plantas completas,
semillas), se hace vacio en el contenedor esto con el propésito de sacar el gas
de los espacios intersticiales, después de un cierto tiempo se quita bruscamente
el vacio, permitiendo que el medio con el A. rumefaciens penctre en los tejidos
y asi poder infectar a las células vegetales. Mediante este método se puede
tener transformacién estable en menos tienipo que a wavés del método de
infeccién de raices por A, tumefaciens, ademds en este método generalinente
no sc maneja cultivo de tejidos,



ANTECEDENTES

Usando el T-DNA de A. tumerfaciens  se generd un coleceidn de
mutantes en Arabidopsis thaliane., (Feldmann y Marks. 1987, Felmann, 1991).
De esta coleccién se ha seleccionado una planta denomina def-1. Esta
mutante presenta las siguientes caractleristicas: ¢s recesiva, presenta un
fenotipo albino (dicho fenotipo esta asociado a la presencia del T-DNA). En
estudios de microscopia electronica demostrarén gue fa mutacion provoca un
desarrollo anormal del cloroptasto (Figura #5).

Figura 5. Microscopia electrénica de pldstidos de la planta def-1. l, en este panel se
observa un ndmero reducido de tilacoides (TR). B este panel muestra el tipo de
plistido mas frecuente encontrado en las hojas, donde observa que las membranas de
los tilacoides esta asociada a un tipo vesiculas (V).
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Se ha clonado y secuenciado el gen DEF-1 el cual codifica para un marco
de lectura abierto de 717 aa, que se traduce en una proteina de 77 kd. Se ha
cicontrado que el producto del gen DEF-] cuenta con una secuencia que
comparten proteinas transportadas al cloroplasto. Estas incluyen una alta
frecuencia de serinas (Ser) 25% y alanina (Ala) 9% dentro de los primeros 60
aminodcidos y la presencia de la secuencia de aminodcidos "MASS" en el
amino terminal. Eslas caracteristicas sugieren que la proteina DEF-1 pudiera
ser transportada a cloroplasto.

Se ha comparado la secuencia de aminodcidos del gen DEF-1 con el
banco de secucncias encontradas en ¢l banco de genes (Gene Bank) usando el
programa GCG de la Universidad de Wizconsin. Esta comparacién mostré
similitud con un marco abierto de lectura denaminado C2814, que se
encuentra  codificada en el operdn fotosintético puf de Rhodobacter
capsulartus. El aoperén puf es parte de un supra-operdn donde esta la
mayorfa de los genes fotosintéticos de Ia bacteria R capsulanes. La  similitud
encontrada a lo largo de estas protefnas DEF-1 y C2814 es de 54 % de
identidad, lo que sugicre que estos genes tienen funciones similares,
También se ha encontrade una similitud mids baja con enzimas denominadas
transcetolasas; enzimas que transficren un grupo cetol a un aceptor aldheido,
Estas enzimas son claves en la parte no oxidativa de la via de las pentosas
fosfato encontrada en bacterias, animales y plantas. En plantas, las
transcetolasas también juegan un papel importante en la regenecracion del
ciclo de Calvin. La similitnd encontrada entre DEF-I y una secucncia
consenso, derivada de la comparacidn entre miltiples transcelolasas es de 23
% identidad en 630 a.a

Se han analizado la expresion del gen DEF-I bajo diferentes condiciones
de luz. Los resultados de estos andlisis nmestran que el transcrito es
positivamente regulado por luz, Sin embargo el transcrito DEF-1 es detectade
en bajas cantidades en plantas crecidas en oscuridad también se ha
detectado en bajas cantidades en raices que no han sido expuestas a la luz.



JUSTIFICACION.,

El andlisis de mutantes es una herramienta poderosa para identificar
genes que juegan un papel importante en procesos biolégicos complejos,
como el desarrollo del cloroplasto. Con el andlisis de la planta def-1, es
posible contribuir al entendimiento del desarrollo del cloroplasto en plantas
superiores,

Uno de los objetivos que se han planteado a futuro en la caracterizacién
de la mutante albina def-1, es conocer la funcién de la proteina y la
regulacién del gen. Para ello se ha decidido hacer estudios en plantas
silvetres, inhibiendo la expresion del gen DEF-1 en diferentes etapas del
desarrollo de la planta, 1 través de la estrategia del RNA antisentido bajo la
expresion de un promotor inducible por calor. Pero se ha demostrado que
existe variabilidad en la eficiencia de inhibicién de la expresion genética
mediante la estrategfa del RNA antisentido, ya que en algunos casos ha sido
posible inhibir eficientemente la expresion de un gen; sin embargo, en otros
casos no se ha tan eficiente la inhibicion de la expresién genética. Es por ello
que en este trabajo se decidié probar la estrategia del RNA antisentido bajo
la expresién de un promotor constitutivo, para saber si es posible inhibir la
expresion del gen DEF-] eficientemente.
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OBJETINOS

OBJETIVO GENERA:

Probar la estrategia del RNA antisentido bajo la expresion de un promotor
fuerte conslitutivo para inhibir la expresién del gen DEF-].

OBJETIVOS PARTICULARES:

Hacer construciones en antisentido con diferentes regiones del cDNA del gen
DEF-] bajo la expressién del promotor 358S.

Estandarizar los métodos de transformacidn: Infeccién de raices e Infiltracién
por vacio,

Generar plantas transgénicas de Arabidopsis  thaliana wansformadas con fas
construcciones en antisentidos

Analizar las plantas transgénicas generadas con los antisentidos

[3%]



MATERIAL

El material usado en este trabajo fue el siguiente:

MEDIOS:
Medios _para_cultivo_de bacterias:

Medio LB,

Para medio liquido {(por 1)
Bacto-triptona 10 g
Extracto de levadura 5.
NaCl 10 g.
Para medio sélido (por 1)
Se agrega agar 15g.

awtoclavear a 120 °C por 20 minutos.

antibidticos utilizados.

kanamicina 50 pg/mi (sigma)
ampicilina 100 pg/ml (sigma)

Medio YM, (Para cultivo de Agrobacterium tumefaciens)
YM sélido 11.1 gt (GIBCO BRL)
autoclavear a 120 °C por 20 minutos,
antibidticos wtilizados

kanamicina S0 pg/ml (Sigma)
rifampicina 100 pg/ml (Sigma),

Los medios_para_cultive de tejidos soun_los siguientes:

MEDIO DE GERMINACION (GM):
1X mezela de sales de Murashige and Skoog (MS) (Sigma)
1 % de Sacarosa (Sigma)
0.5 g/l de MES (dcido 2 -[N- Morfolino) etanosulfonico)  (Sigma)
Iml/l Vitaminas B-5 1000 X

Vitaminas B-5 1000X (para 10 mls)

! g mio-inositol

0.1 g tiamina HCl

10 mg dcido nicotinico

10 mg piridoxina HCl
ajustar pl{ a 5.7 con KOH I N
0.5% de Agarosa (Gibca BRL) ¢ 0.8 % de Fitagar (GIBCO)
autoclavear 20 minutos a 1200C
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Para germinar semillas de plantas infiltradas por vacio se adiciond
kanamicina 50 pg/ml (Sigma)

MEDIO DE INDUCCION DE CALLOS (CIM):
IX de Medio Gamborg's BS con 2 % de sacarosa (Sigma)
0.5 g/l de MES (Sigma)
I ml/t Vitaminas B-5 1000 X,
ajustar pH a 5.7 con KOH | N .
0.5% de Agarosa (Gibco BRL) ¢ 0.8 % de Fitagar (GIBCO)
autoclavear 20 minutos a 120 °C
a temeperatura de aproximadamente 55 OC aiadir:
0.5 mg/l de dcido 24-dictorofenoxincético (24 D).
0.05 mg/l de kinetina
0.05 mg/t de 6-benzilaminopurine (BAP).

MEDIO DE INDUCCION DE BROTES (SIM).
1X de Medio Gamborg’s BS con 2 % de sacarosa (Sigma)
0.5 g/l de MES (Sigma)
I miA Vitaminas B-5 {000 X.
ajustar pH a 5.7 con KOH I N.
0.5 % de agarosa de (Gibco BRL) 0 0.8 % de Fitagar (GIBCO)
autoclavear 20 minutos a 120 °C
a temperatura de aproximadamente 55 ©C aiiadis:
5 mg/l de (2-isopentenil) adenina (2iP).

antibidticos
kanamicina 50 pg/ml (Sigma)
claforan (Cefotaxima) 350 pg/ml

MEDIO INFILTRACION;
1/2 X sales de Murashige-Skoog
1 6 1/2 X de vitaminas B5 1000X.
5 % de sacarosa
0.5 g/l de MES
pH 5.7 con KOH IN
0.044 M de Benzilaminopurina.

CEPAS BACTERIANAS:

E. coli CMK Preparacion  (Sambrook, er al., 1989)
E. coli pRK 2013
Agrobacterium nmefaciens: cepit CS8CI  (Deblaere, et al. 1985)

cepa L.BA4404



pBluescript F23
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figura # 6. Esquema del plismido pBluescriptlF23. Este pldsmido conticne el ¢DNA del gen DEF-1,
sitios de restriccién: K, Kpn I; He, Hine IT; T, Hind 1; X, Xba 1; B, Bgl 11; EV, Eca RV; El, EcoRI, S;
Sma I, Bm, Bam H1. péptido de tridnsito a cloroplasto (1:T2). Coddn de inicio de Ta traduccién (ATG).

X 5 X
b B mm K a
[ I
Uind 141 S'M'Cir_,._.. Eco R

0S
355 05 Lac

plac
B.1 @’

Plant Kan ¥

@ B.D.

BIN 19 .3X 3558. NOS

Bact Kun ¥

Figusa # 7. Esquema del plismido Binl9 3X355-NOS. Este plismida conticne el promotor 35S
wiplicado (3X358), Sitio maltiple de clonacidn (SMC), con log sitios de restriceién: Xb, Xba I,
B, Bam HI; Sm, Sma 1: Xm, Xma 1; K, Kpnl; Sa. Sac L Nos, tesminador NOS; B.1. borde

izquierdo, B.D. borde derecho, genes de resistencia a kanamicina (Plant Kan ¥y Bact Kan ).




PLASMIDOS
pBluescript23 (Figurait 6)
B19 3X355-NOS (Figura # 7)
ENZIMAS y AMORTIGUADORES
(Distribuidas por Boheringer)

Enzimas de restriccidn, Amortiguadores
Kpn | L
Xba 1 I
Spe 1 H
Eco RV B
Eco Rl H
Sma | A
Hind 1l B
Hine 11 reactivo 2
Bgl 11 H
Bam Hl B
olra enzimas.
Klenow
ligasa

MARCADOR DE PESO MECULAR.

lambda Pst I.




SUSTRATO INHERTE PARA CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS.
Metro-Mix 350

SEMILLAS.
Ecotipos de A, thaliana WS y RLD

CUARTO DE CRECIMIENTO

Coundiciones: Fotoperido 18 trs luz, 6 hrs oscuridad. Temperatura 24°C,
6000 luxes.
CUARTO DE CULTIVO:

Condictones: Fotoperido 18 hrs tuz, 6 hrs oscurtdad. Temperatura 24°C.
6000 luxes.

METODOS

METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR:

REACCIONES DE DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION.
Las digestiones de DNA fueron hechas en un volumen de 20 ul de la
siguente manera:

DNA (cantidad variable)

RNAsa (10 mg/mi) 0.5 ut (Preparacién ver Sumbrook et.al. 1989)
Buffer 10X 1/10 de volumen

Enzima 5 a 10 unidades

H20 volumen variable

REACCION DE POLIMERIZACION:
Para polimerizar los extremos cobesivos de DNA, se hizé una reaccion
de polimerizacién con la enzima Klenow, en un volumen de 40 pl.

DNA digerido cantidad variable
Buffer 10X 1/10 de volumen
dNTPs  (10mM) Sul

Klenow 1 unidad

se incubd a 37 °C por una hora. Después se hizd una extraccion con
fenol-cloroformoe. Ef DNA se precipité con con /10 de acetato de sodio 3 M
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pH 5.0 y 2.5 volimenes de etanol absoluto, temperatura de -20 °C por dos
horas. EI DNA se obtuvé por centrifugacién 1400 rpm durante 10 minntos,
Este se resuspendid en agua.

REACCIONES DE LIGACION.
Las ligaciones fueron hechas de la siguiente manera:

ligacitn control
vector cantidad variable misma cantidad que en
(100-500 ng) I higacidn,
fragmento de DNA exceso de 5 a 10 moles
de veces que cl veclor.
amortiguador  5X 1110 del volumen final 110
ligasa I unidad 1 unidad
agua volumen variable volumen variable
volumen final 20 pd 20 ud

Las reacciones se incubardn a 14°C toda fa noche.

MINIPREPARACIONES DE DNA,
Las minipreparaciones de DNA fuerdn hechas por el método descrito
por Sambrook el ar., 1989.

ELECTROFORESIS:

Para checar el DNA digerido se hicicréon geles de agarosa al 1%. Los
fragmentos de DNA para las clonaciones se purificaron en geles de agarosa
bajo punto de fusion.

Ambos tipos de geles sc¢ preparan con el amortiguador TAE (Tris-
acetato/EDTA) 0.5 X (Sambrook el ar., 1989).

TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES POR CLORURO D]
CALCIO:

Se tomarén 10 pl de la reaccion de ligacidn, se aiadio 90 pl de
amortignador de transformacién 2X. Se descongelarén 100ul de células
competentes en hielo, a las cuales se les aiiadio los 100 pul de la mezcla de
ligacion. Esta mezcla se dejé en hiclo por 40 minutos, posteriormente se pasa
a temperatura ambiente por 10 minutos. Se diluyerdén las células en | ml de
medio LB (sin antibidticos), se inecubd 60 minutos a 37 9C. Se plaquearén 100
pl de cultivo en medio LB sdlido con awibidtico. Las cajas se incuban a 37 oC
toda la noche.

AMORTIGUADOR DE TRANSFORMACION 2X:

KCl 200 mM
MgCl 100 mM
CaCl 60 mM
Polietilenglicol (PEG) al3 % PV

26



CRUZA TRIPARENTAL:

La introducién de los pldsmidos a cepas de A, rtumefaciens se hizé a
wavés de cruzas triparentales. Debido que estas cepas no ticnen los genes de
transferencia, se utlizé la cepa ayudadora de E. coli 2013,

- Agrobacterium  tumefucies  (cepa LBA4404 y CS8CI)  cepa receptora

- E coli (CMK) cepa donadora
- E. coli pRK 2013, cepa ayudadora

Se cultiva cada una de las cepas en medio LB liquido (con sus
respectivos antibioticos). En una caja con medio LB sdlido sin antibidtico, se
coloca una gota (5 pl) del cultivo de la cepa pRK 2013 y sobre esta se colocd
otra gota (5 pl) de cultivo la cepa CMK se deja secar, posteriormente sc
incuba a 37°C por dos loras. Después aiadir una gota (5 pl) de cultivo de A.
tumefacieny se sobre las cepas de E. coli, deja secar y se incubd a 300C
durante 2 horas. Las células que crecierdn en la caja se rasparén con uha asa
de siembra y se hizé una dilucién en un ml de medio LB, De esta dilucion se
tomaron 100 gl para plaquear en una caju con medio LB sdlido con los
antibidticos Kanamicina 50g/ml y Rifanpicina 100 pg/ml. las caja se
incubarén a 30 °C, por dos dias para obtener colonias aisladas. Una vez
oblenida las colonias se hicerdn minipreparaciones de DNA.

ESTERILIZACION DE SEMILLAS

Las semillas se pusierén en agua destilada al menos 10 minutos.
Después se quitd el agua y se agregd etanol 100 % un minuto. Posteriornicnie
se quitd el etanol y se agregd hipoclorito de Sodio (Cloralex) al 50 % con wna
gota de Triton durante 5§ minutos en agitacion constante. Por dltimo las
semillas se lavarén con agua destilada al menos 6 veces.



RESULTRDOS

A continuacién se presentan los resultados de este trabajo en el
siguiente orden:

1.- CONSTRUCCIONES EN ANTISENTIDO

CONSTRUCCION EN ANTISENTIDO DE UN ANTISENTIDO CON EL ¢DNA DEL GEN
DEF-1.

En la figura #8 Muestra de manera resumida la estrategfa que sc sigid
para construccion del amtisentido con el cDNA completo del gen DEF-1. A
continuacién se explica con mds detalle los resultados obtenidos. Ln la figura
#9 se muestra los patrones de digestiones obtenidos en Ja construecion del
antisentido antes mencionado. El pldsmido pBluescript F23 se digirié con las
enzimas de restriccion Kpnly Spel, a wavés de esta digestion se obtuvierén
dos fragmentos: un fragmento de 2300 pb, cual corresponde al de ¢DNA
(F23-C) del gen DEF-1, el owo fragmento de 3000 pb corresponde al vector
pBluescript (Figura 9A).

Para clonar e} fragmemto F23-C en antisentide en el vector Bin 19
3X355-NOS, este se digerié con las enzimas de restriccién Xba 'y Kpn 1. En la
figura 9B se muestra el vector digerido.

Una vez linearizado ¢l vector binario se hizé la reaccion de ligacion con
el fragmento F23-C. Para saber si el fragmento F23-C se ligh en el vector
binario en antisentido, se aislé DNA d¢ plismido ( Sambrook, er al., 1989) de
las trausformantes. EI DNA se digirié con las enzimas Hind Iy Eco Rl En la
figura 9 C, se muestra ¢l DNA digerido y las clona posibles. En algunos clonas
se observa una banda de 2300 pb, la cual corresponde al fragmento F23-C
que ha sido ligado en antisentido, las otras dos bandas corresponden al
vector (10000 pb) y al promotor 35S (1100 pb) . El plismido que lleva el
fragmento  F23C en antisentido se ha denominado Binl9 antiF23-C (la figura
14A.)

El pldsmido Binl9 antif’23-C se introdujo a la cepa de A. tumefaciens
C58CI, a través de una cruza triparental. Algunas veces los pldsmidos
introducidos A. tumefaciens tienen rearreglos. Para checar la integridad del
plismido introducido se aisld DNA de plasmido de A. mmefacciens, con el
cual se transformd células competentes. De las transformates se hicieron
minipreparaciones DNA, el cual fue digerido con las enzimas Hind HI y Eco
RI. En la figura #9 D, muestra ¢l DNA digerido donde se observa la banda
esperada de 2300 pb que corresponde 4l fragmento F23-C, es sugiere que cl
fraigmento clonado en antisentido no ha sufride reareglos,
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FIGURA # 8. ESTRATEGIA SEGUIDA EN LA CONSTRUCCION DEL UN ANTISENTIDO CON
cDNA COMPLETO DEL GEN DEF-1.
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Figura #9. Muestra los patrones de las digestiones obtenidos en la construccion del
antisentido con el cDNA del gen DEF-1. A (1), plasmido pBluescript F23 digerido con
Kpn Ly Spe 1. B (1), plasmido Bin 193X355-NOS digerido con Kpn L'y Xba 1. C (1 -5) DNA
digerido con Hind 11y Eco Rl obtenido de miniprepaciones en a ligacion del fragmento
F23-C y el vector binario. (1}, plismido Binl9 antiF23-C digerido con Hind 111y Eco R}
M, marcador lamda Pst 1.




CONSTRUCION EN ANTISENTIDO DEL CON EL FRAGMENTO DE 750 pb DE LA
REGION §' DEL ¢DNA DEL GEN DEF-1.

En Ja figura #10 se muestra una manera reswnida la estrategfa que se
sigud para la construccién def antisentido de la region 5 del gen DEF-I. A
continuacidn se describe con mds detalle los resultados. En la figura #11 sc
muestran los patrones de fas digestiones oblenidos en la construccion antes
mencionada. Para obtener la region §' (F23-5'), ¢l plismido pBluescript F23
se digirié con la enzimas de restriccidn Eco RV y Sma I Esta digestion liberd
dos fragamentos: un fragmento de 3750 pb (en el cual se encuentra los 750
pb de la regién 5') y un fragmento de 1550 pb corresponde al resto del cDNA
del gen DEF-I. En la figura 10 A, se muestran los resultados antes
mencionados.

Para subclonar la region F23-5' en los sitios Xba I'y Kpn I del vector
binario, el fragmento de 3750 pb se religé sobre si mismo. A partir de céiulas
transformates se aislé DNA (Sambrook, er al. 1989), este se digerié con las
enzimas Hind 1.y Bam {1 . En la figura 1 8 se muestra el DNA digerido,
donde se observa una banda de aproximadamente 3000 pb que corresponde
al vector pBluescript y una segunda banda de 750 pb corresponde al
fragmento 123-5'. El pldsmido pBluescript que contiene los 750 pb de Ia
regién 5' en sentido, se ha denominado pBF23-§'

E! plismido pBF23-5' se digirié con las enzimas Kpn 'y Spe I (el sitio
de restriccion de Spe I es compatible con el sitio de restriccion de Kpn 1). Una
vez obtenido el fragmento F23-5', se hizé una reaccion de ligacion para
clonar el {ragmento F23-5' al vector binario digerido con Kpn [ y Xba l. A
partic de células transformantes, se aislé DNA de plismido (Sambrook, et al.
1989), el cual se digerié con la enzima Hind Il En la figura 11 C, se muestra
las dos bandas esperadas una de ellas tcorrespode al vector binario y el
terminador nos de un tamaio aproximado de 10250 pb y uma segunda banda
de un tamaiio de 1850 pb, la cual conticne el prowmotor 35S tres veces y la
regién F-25'. Estos resultados corroboran que el fragmento F23-5' se clono en
antisentido. EI plasmido generado con con la region 5' del cDNA del gen DEF-]
en antisentido se ha denominado Bin 19 antiF23-5' (figura #14B).

Posteriormente con ¢l pldsmido Binl9 antiF23-5' se transformé a la
cepa de A, rumefacies  CS58CI a través de una cruza triparental, Para
corroborar que la construccién no haya sufrido rearregios se aisté plismido
contenido en A, rumefacies, el cual se transformé células competentes. A
partiv de las transformante se hicieron minipreparaciones de DNA
(Sambrook, e al. 1989), este DNA se digerio con la enzima Hind 111, En la
figura 11 D, se muestra el gel donde se corrio el DNA digerido. Se observan
dos banda una de un tamaiio de 1850 pb. Ia cual corresponde al fragmento
F23-5" y al promotor 358, o que sugiere que no hubo reaglos en el pliasmido
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Figura # 10. ESTRATEGIA SEGUIDA EN LA CONSTRUCCION DEI ANTISENTIDO CON
LA REGION 5 DEL ¢DNA DEL GEN DEF-1.
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Figura #11. Muestra los patrones de las digestiones obtenidos en la construccion del
antisentido con la region 5 del cDNA  del gen DEF-1. A (1), pldsmido pBluescript F23
digerido con Kpu 'y Spe L. I3 (1-4), DNA digerido con Hind [I1'y Bam HI obtenido de
miniprepaciones en la ligacion del fragmento pBF23-5'. C (1-2) DNA digerido con Hind
It oblenido de miniprepaciones en la ligacién del fragmenta [23-5' y el vector binario.
D(1-2), pliismido Binl9 antiF23-5" digerido con Hiwd 1. M, marcador lamda Pst L.




CONSTRUCCION DE UN ANTISENTIDO CON LA REGION 3' (650 pb) DEL ¢DNA
GEN DEL DEF-1.

En Ia figura #12, se resume la estrategia que se seguid para la
generacion del antisentido hecho con la region 3' del gen DEF-1. En la figura
#13. se muestra los patrones de digestion obtenidos en la construccidn antes
mencionada,  El ptdsmido pBluescript 23 se digerié con las enzimas Hine 'y
Bgl 11. La digestién sec checé en un gel (figura 13A), donde se observan dos
bandas: una banda de 3650 pb, ia cual conticne at vector pBlueseript y a ta
regién 3° (F23-3) del ¢cDNA det gen DEF-T1, la otra banda corresponde a un
fragmento de 1650 pb el cual contiene al resto det cDNA del gen DEF-1.

Para clonar el fragmemto F23-3' en los sitios de restriccion Kpn Iy Xab
I del vector binario. Se religo el (ragmento de 3650 pb, el cual fue
polimerizado en los extremo 5' salientes de Bgl I, para obtener extremos
razudarados. Para saber si se religo el plismido en los extremos razurados
Hine 11'y Bgl 1l (polimerizado), se aislo DNA de las clonas obtenidas de Ia
transformacién con las ligaciones. EL DNA se digird con las enzimas de
restriccién Kpn 1y Xba 1. En la figura 13 B, muestra que efectivamente hubo
ligacién sobre si mismo del plismido, ya que se observan las dos bandas
esperadas, una que corresponde a F23-3' de un tamaio de 650 pb y la otra
banda de un tamafio de aproximadamente 3000 pb cosresponde al vector
pBluescript, El plismido bluescript que contiene ta clona F23-3' en sentido se
ha denominado pB F23-3"

Para introducir la regién 3° del gen DEF-1 en el vector BIN 193X35S-
NOS (lincarizade con las enzimas Xhaly Kpn D, el plismido pB F-23-3' fue
digerido con las enzimas de restriccion Kpn 1y Xba 1 de tal digestion se
obtuvé el fragmento de 650 pb, Se hizé Ia reaccién de ligacién. De las
transformantes obtenidas con las ligaciones se aislé DNA, dicho DNA sc
digerié con las enzimas Hind 1l y Eco Rl De tales digestiones, como puede
verse en la figura 13 C. puede hay clonas que presentan las dos bandas
esperadas, una de ellas con un tamafio de 1750 que corresponde al
fragmento F23-3' y al vector. Estos datos corroboran que el fragmento F23-3'
s¢ clono en antisentido. El plismido gencrado se ha denominado Binl9
antiF23-3" (Figura #14).

Una vez hecha la construccién Bin 19 antiF23-3', esta se paso a través
de una cruza wipavental, a la cepa de A. tumefaciens CS58 CI. Para checar la
integridad de la construccién una vez dentro de A, tmefaciens, se aislé DNA
pldsmido, con ¢l cual fué transformado en células competenes. A partir de las
transformantes obtenidas se hicieron minipreparaciones de DNA  de
ptdsmido, el cual fué digevido con tas enzimas Hind 111y Eco Rl. En la figura
13 D, se observa el patrén de la digestion en donde se observan las dos
bandas esperadas. Una de 1750 pb que corresponde al fragmento F23.3' y el
promotor 35S y otra banda que corresponde al vector binario. Estos
resultados demostrard que wo hubo rearreglos.
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Figura # 12. ESTRATEGIA SEGUIDA EN LA CONSTRUCCION DEL ANTISENTIDO CON LA
REGION 3'DEL cDNA DEL GEN DEF-1
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Figura #13. Muestra los patrones de las digestiones obtenidos en la construccion del
antisentido con la regién 3' del cDNA del gen DEF-1. A (1), plasmido pBluescript F23
digerido con Kpn 1y Xba I B (1), DNA digerido con Kpin 1y Xba | obtenido de
miniprepaciones en {a ligacion del fragmento pB23-3'. C (1 -3) DNA digerido con Hind
Iy Eco Rl obtenido de miniprepaciones en fa ligacion del fragmento F23-3' y el vector
binario. D(1), plasmido Binl9 antiF23-5" digerido con Hind Hl'y Fco RI' M, marcador
lamda st L
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2. ESTANDARIZACION DE LOS METODOS DE
TRANSFORMACTION.,

INFECCION DE RAICES:

En los primeros ensayos de transformacion de A, rthaliana ecotipo WS,
con las construcciones en antisentido y el vector Bin 19 3X35S-NOS utilizado
como control. Se utilizd un protocolo de transformacién medificado al
desarrollado  por Valvekens er al.. (1998). Con el seguimicuto de este
protocolo no se logro obtener transformacidn. A partir de entonces se decidid
modificar pardmetros al protocolo de transformacion utlizado. Los
pardmetros modificados asi como los resultados obtenidos se describen a
coutinuacidn:

EL CAMBIO DE FITAGAR A AGAROSA.,

Las siguientes comparaciones fuerdn hechas a dos semanas de
crecimiento de las plantas. En las primeras transformaciones se utilizaba
fitagar a una concentracién del 0.8 %, bajo estas condiciones las raices crecian
largas (aproximadamente de 6 a 7 cm) y delgadas. Estas rafces se
transformardn y uno hubo regeneracién de brotes. Cuando se hizo el cambio a
agarosa { BIO-RAD) a una concentracién de 0.7 %, la eficiencia de germinacién
fue baja, las rafces eran muy cortas (entre } y 2 cm) y con muchas
vellosidades, ademds de la parte foliar era muy amarillosa, Esto
posiblemente se debio a que la agarosa de esta marca no es Sptima para
cultivo de tejidos por las impurezas. Entonces, se decidié wtilizar agarosa de
marca Gibco BRL a una concentracion de 0.5 %, en estas condiciones la raices
crecieron aproximadamente de 4 a 5 cm, la parte foliar ya no era amarillosa,
ademds las rafces crecian gruesas. Con con estos cambios se obtuivo
regeneracion de plantas, a partir de entonces se decidid utilizar agarosa para
los medios CIM y SIM.

EL CAMBIO DE CEPA DE Agrabacterinm tunirefaciens:

En los primeros ensayos de transformacion la cepa de A, tumefaciens
que se utilizaba para infectar las rafces de A. rhaliana fue la LABA4404, con
esta cepa no se logro obtener transformacién. Cuando se utilizd la cepa C58 Cl
se Jogrd obtener transformacién de las plantas.

EL CAMBIO DE ECOTIPO DE Arahidopsiy  thaliana:

Inicialmente se habfa decididd transformar el ecotipo WS, pues es el
ccotipo de donde se generd la planta def-/. Cuando se infectardn raices de
plantas WS, unicamente se logro una baja efiencia de tranformacién, algunas
veces solo se oblenia fa regeneracion de callos pero una muy baja formacion
de brotes y mucho menos la regeneracion de plantas transgénicas. Dado este
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INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DEE KANAMICINA:

Uno de pasos criticos en la regencracion de brotes fue fa concentracion
de kanamicina, incialmente se wtilizé una concentracion de 50 pg/ml. Con
esta concentracion no se logrd la regeneracidon de brotes, por lo que se
decidié bajar la concentracion a 30 pg/ mi, lograndose asi obtener
regeneracién de brotes y plantas transgénicas.

INFLUENCIA DE LA ACETOSYRINGONA:

Une de los  compuestos que secreta A, twemefaciens  cnorespuesta i una
herida ¢s la acetosyringona, este compuesto induce los genes de virnlencia de
Actunmiefaciens,  por lo tanto muchos jrotocolos recomiendan  utilizar
aceotosyringona en el medio donde crece A, rwmefaviens para aumentar la
efiencia de transformacién. En este caso se decidio utilizar en algunas
ensayos de transformacidn acetosyringona a una a upa concentracidn de
50uM. Al comparar la cfiencia de wansformacién con y sin acetosyringona,
no se notarén grandes diferencias, lo que indica que al menos en nuestra
condiciéon no es un factor critico para la cficiencia de transformacidn.

INFLUENCIA DEL ACIDO INDOLACETICO:

En muchos protocolos de transformacion para A thaliona, en el medio
de induccion de brotes (SIM) se wtiliza las hormonas 2iP y dcido indolacético,
Sin embargo muchos protocolos sugieren no utilizar el dcido indolacético. En
este caso cuando no se utilizo deido indolacético se obtuvd regeneracion de
brotes y plantas transgenicas.

INFLUENCIA DE LOS ANTIBIOTICOS PARA CONTROLAR EL
SOBRECRECIMIENTO DE A tmefuciens.:

Otros de factores importantes en la regeneracion de callos y brotes, es
controlar el sobrecrecimiento de A. romefaciens. en las primeras
transformaciones se utilizé carbeneciling a una concentracion de 500ug/ mi,
su efecto sin embargo, no fue tan eficiente pues en algunos casos habfa un
sobrecrecimiento de A, rumefaciens; lo que creemos que impedia la
regeneracion de los brotes, pues los brotes se tormaban fendlicos (de color
cafe). En transformaciones posteriores se utilizo Claforan (cefataxima) a una
concetracidn de 350 pg/ml, los resultados que se obtuvierén fueron buenos
pues se logrd controlar ¢l sobrecrecimiento de A tumefaciens. Para tener
mejores resultados los callos y brotes se caumbiaban a medio SIM nuevo
aproximadamente 2 a3 semanas ya que el Claforan se degrada en la
presencia de luz.

En la figura #15, se¢ resumen los rasultados obtenidos a través de la
estandarizacion del método mencionado.
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FIGURA # 15. TRANSFORMACION DE Arabidopsis thaliana ( ECOTIPO RLD), A
TRAVES DEL METODO : INFECCION DE RAICES.
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En la figura #15, se resumen los rasultados aobtenidos a través de Ia
estandarizacién del método mencionado.

TRANSFORMACION in planta A TRAVES DE
INFILTRACION POR VACIO.

Como se menciond anteriormente, se decidié estandarizar el método de
transformacidn, infiltracion por vacio, por las ventajas que se han
mencionado. Los resultados obtenidos para transformar plantas de A.
thaliana fueron los siguientes:

En los ensayos hechos para probar el método de transformacién, se
utitizarén los ecotipos de A. thaliana WS Y RLD. Los plismidos utilizados
fuerén Binl9-GUS-NOS ( Jefferson, 1987), Bin 19 antiF23-C, Bin 19 antiF23-
5'. Bin 19 antilF23-3' y Bin 193X358-NOS, todos estos plismidos llevan el gen
de resistencia a kanamicina., Las plantas se crecierén en macetas, cuando se
formaba la primera inflorescencia (aproximadamente entre la segunda
semana y la tercera) esta fué cortada, esto con el propdsito de inducir la
formacion de inflorescencias secundarias. Al quinto dia después de haber
cortado a inflorescencia Ins plantas fuerén puestas en medio de infiltracién
para hacer un vacio de 15 pulgadas de mercutio por 10 minutos. Las plantas
infiltradas se crecierén hasta obtener semillas las cnales fueron germinadas
en medio GM con kanamicina 50 pghnl para seleccionar las (ransformantes.
Hasta el momento las plantulas germinadas en medio con seleccién a
kanamicina no lograrén sobrevivir, lo que sugicre que no son plantas
transgénicas.

En la figuraft 16 se resume la estrategia gencrada en la estandarizacidn
del método mencionado mencionado,

3. ANALISIS DE LAS PLANTAs TRANSGENICAS.

Una vez establecida las condiciones para generar plantas transgénicas a
través del método de infeccidn de raices por A. tumefaciens, se generarén
plantas transgénicas con las construcciones en antisentido y el vector
Bin193X355-NOS utilizado como coatrol.

Dando que hasta el momento no contamos con un método efectivo para
aislar dcidos nucléicos de mwuestras tan pequeiias, como es el caso de las
plantas transgénicas generadas, para hacer estudios moleculares que nos
permitan apoyar mas los resultados obtenidos. el andlisis de las plantas
hasta ¢t momento ha sido a nivel fenotipico.

También en este trabajo se la microscopia clectrénica de los
cloroplastos de plantas que expresan Binl9 antiF23-3'.

33



Figura # 16. TRANSFORMACION DE Arabidopsis thaliaia, A TRAVES
DEL METODO: INFILTRACION 'OR VACIO.

GERMINACION Y CRECIMIENTO EN MACETAS

%

CORTAR EL ESCAPO CUANDO APARECE LA
PRIMERA INFLORESCENCIA.
(2-3 SEMANAS)

CULTIVO DE Agrobacterium tumefaciens EN
MEDIO YM (kanamicina 50 pg/ml, rifampicina
100 pg/ml,OBTENER LAS BACTERIAS POR
CENTRIFUGACION Y RESUSPENDER EN
MEDIO DE INFILTRACION

(24 lus antes infilar)

TRANSFORMAR AL 5"DIA
DESPUES DE HABIER
CORTADOQ EL ESCAPO.
DESPUES CUBRIR LAS
MACETAS (Tres dias)

'

OBTENCION DE SEMILLAS

¢

SELECCION DE TRANSFORMANTES:
GERMINACION EN MEDIO GM CON
KANAMICINA 50 yig/ml

'

ANALISIS DE LAS TRANSFORMANTES




Anilisis fenotipico de las plantas (ransgenicas:

Hasta el momento se han obtemido fenotipos variables. Se han generado
plantas las cuales presentan un gradiente de fenotipos, plantas totalmente
albinas, plantas amarillosas hasta plantas verdes. En la Figura #17, se
muestran  plantas con el gradiente de fenotipos generados por los
antisentidos.

El andlisis hecho en las plantas de A. thaliana generadas con cada uma
de las diferentes construcciones, mostré que las regiones cortas del gen DEF-
I se obtienen plantas totalmente albinas a diferencia de la secuencia
completa del gen. En la figura #18, se muestran  fotografias donde se
observan plantas con los niveles miiximos de inhibion en cada antisentido.

En varias plantas transgénicas s¢ presentd un patron de variegacidn,
Este patrén se caracteriza por presentar [os bordes de las hojas tejido albino.
En la figura #19 se muestran plantas con el patrdn de variegacion
encontrado.

Los primeros estudios de microscopia clectranica del cloroplasto de las
plantas transgénicas que presentan un fenotipo albino, muestran que los
cloroplastos en estas plantas no son normales. Estos cloroplastos son muy
semejantes a los que se observan en la planta def-I. En la figura # 20 se
muestran cloroplastos de plantas que expresan ¢l antisentido antiF23-3',



PANEL 1 PANEL 2 PANEL 3

Figura #17. Muestra un amplio rango de fenotipos generados por las construcciones
en antisentido. En el panel 1) plantas totalmente albinas, Panel 2) plantas
amarillosas y Panel 3) plantas verdes. Estas plantas fuerdn generadas a través del

meétodo de infeccidon de raices.
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Bin 19 antiF23-3' Rin 19 antiF23-5' Bin 19 antiF23-C

Figura #18. La transformacién de cada construccién generd un rango de fenotipos,
aqui se muestran las plantas que presentan los niveles maximos de inhibicidn.
Estas plantas fuerén generadas a través del método de infeccién de raices.
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Figura #19. Muestra el patrén variegado presentado en hojas de plantas
transgénicas generadas con los antisentidos. En la mayoria de los casos los bordes

de la hoja presenta tejido albino. Estas plantas fuer6n generadas a través del
método de infeccion de raices.
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Figura # 20. Muestra plastidos de Arabidopsis thaliana transformadas con el
antisentido Bin19 antil23-3'. Estos plistidos tomados de tejido albino son
semejantes a los encontrados en la planta def-1 . Aumento 54000 X




DISCUSION

La generacion de plantas trangénicas que expresan los diferentes
antisentidos fue utilizando el método de infeccién de raices. En los primeros
ensayos de transformacién se utilizd un protocolo modificado al desarrollado
por Valvekens, er al., 1988. En este caso no se tuvieron buenos resultados.
Muchos de los problemas encontrados para la vegeneracidn plantas fueron
resueltos cuando se modificaron varios [actores tales, como el cambio de
ecotipo de A. thaliana, ¢l cambio de cepa de A, rumefaciens , el cambio de
fitagar a agarosa en los medios de cultivo, la concentracidn de Kanamicion,
las hormonas wutilizadas en el medio SIM, el antibidtico para controlar el
sobrecremiento de A. tumefaciens en la regeneracién de brotes. Cuando se
hicieron estos cambios en el proceso de regencracion (en el medio SIM), una
de la evidencias que indica la formacién de brotes, fue el colot verde de los
callos. Dias después se observarén plantas con fenotipos diferentes dado por
el efecto del antisentido. Aunque el método de infeccién es uno de los
métodos mds wtilizados, para tener transformacion estable, actualmente el
método de infiltracion por vacio se han utilizado pava transformacién de
varins especies de plantas, mediante el cual se han obtenido buenos
resultados. Las ventajas de este método son el tener plantas transgénicas en
menos tiempo que el método de infeccidn. ademds no se maneja cultivo de
tejidos. En este trabajo se realizaron ensayos para la transformacién in plama
de A, thaliana, pevo hasta el momento no se ha logrado obtener plantas
transgénicas. Esto posiblemente se debe a factores gue no han sido
controlades en nuestro sistema. Uno de los pasos criticos en la
transformacién por este método es el momento en cual se infiltra despies de
cortar el escapo.Tal vez el tiempo que estamos infiltrando no sea el adecuado.
Otra de las causas son las medidas de Mereurio, pues posiblemnete no sea
sufiente vacio para sacar el aire de los espacios intercelulares, por lo que no
penetra el A.  umefaciens, aunque cabe aclarar que altas medidas de
Mercurio son daiinas para la planta. Owo factor importante es el tiempo de
vacio, se han probado tiempos de 10 minutos, quiza en nuestro sistema no
sean sufiente el tiempo, por lo que también pueda influir en la
transformacion de las plantas. Algunos autores recomiendan utlizar
detergente (slweet), esto con el propésito de dafiar un poco las pares
celulares, sin embargo muchas veces resulta ser perjudicial para las plantas,
En este trabajo no se ha utilizado ningiin tipo de detergente. Por lo que serin
bueno probar detergentes como el slweet.

La tecnologin del RNA antisentido ha sido utlizado para inhibir [a
expresion de genes en baclerias, animales y plantas. En este trabajo se han
generado plantas que expresan diferentes regiones del gen DEF-! en
antisentido bajo la expresién del promotor (triplicado) constitutivo 358, el
cual se ha probado que se expresa en toda la planta. El propdsito de triplicar
el promotor 35S fué para aumentar los niveles de transcripeién de los
antisentidos, y asi tener niveles altos de inhibicidn. Sin embargo, Guerincau,



et al.,, (1994) en experimentos de antisentidos hechos con el gen de la B-
glucoronidasa (GUS) bajo la expresion de promotor 35S (individual) y 358
duplicado utilizando el sistema de protoplastos tabaco, demuestvan que la
actividad de GUS en ambos casos Tue 14.0 y 12.0 % respectivamnte,
indicando que no es necesario un exceso de RNA antisentido para inhibir la
expresién de un gen.

En reportes de antisentidos artificiales hechos en plantas se obtiene un
rango de imhibicién de la expresién genética, desde una inhibicién cercana al
100 % hasta cercana al 0 %. En este trabajo las plantas generadas con los
diferentes antisentidos muestran un rango de fenotipos ( figura #17), lo cual
sugiere que hay un rango de inhibicién de la expresion del DEF-1, en plantas
plantas albinas cercana al 100 %, mientras que en plantas verdes podria ser
cercano al 0 %. Hofgen, er al., (1994), generan diferentes fenotipos en plantas
de tabaco, cuando inhiben la expresion del gen la enzima glutamato-I-
semialdehydo aminotransferasa (enzima requerida para biosintesis de
clorofilas) por RNA antisentido. Los diferentes fenotipos observados en
transformantes independientes son atribuidos a diversos factores lales como
el ndmero de copias de T-DNA insertado en el genoma vegetal, el niimero de
copias que ticne gen blanco, el lugar donde se inserte el T-DNA, es posible
que se inserte cerca de un aumentador de la transcripeion (enhancer), o si se
inserta cerca de un elemento que disminuya la transcripcion (silencer).
También es atribuido a los diferentes promotores utilizados ( Mol, et.
al.,1990).

Otro de los aspectos que provocan diferentes niveles de inhibicidn. Es
hecho que diferentes regiones antisentido de un  gen inhiben
diferencialmente fa expresién genética. Por ejemplo, Sandler, ¢t al., (1988)
demuestran en plantas de tabaco que ia secuencia mas efectiva para inhibir
la expresién del gen NOS (nopalina sintasa) bajo la expresién del promotor
Cab 22 R, es la regién 3. En contraste a la regién 5' o la regién completa,
parecen no ser tan cfectiva. También van der Krol, et al., (1990} demuestran
que la regién 3" del gen de la chalcona sintasa, son capaces de inhibir la
pigmentacion de las flores en petunia. En otros experimentos hechos en
plantas de tabaco ha demostrado que una secuencia de 41 pares que incluye
el codén de inicio del gen GUS fué suficiente para inhibir [00% expresion de
GUS ( Cannon, et al., 1990). Los resultados mostrados en fa figura 18
muestran plantas tolalmente albinas con los antisentidos Binl9 antiF23-5' y
Bin 19 antiF23-3', a diferencia de las plantas generadas con el antisentido
generado con la secuencia completa del gen DEF-I. donde no se generé
plantas albinas, lo cual suguicre que las regiones 3 y §' en orientacién del
gen DEF-1 son mas efectivas para inhibir la expresion de este gen. Es posible
que la secuencia completa del RNA antisentido pueda tener una estructura fa
cual impida cficientemenete la hibridacion con el RMAm (Sandler, et
al.,1988) del gene DEF-1.



Uno de los aspectos que comunmente se presenta en hojas de plantas
que expresan los RNA antisentido, son los patrones de variegacién. Hofgen, et
al,, (1994) generéd plantas con un patron de variegacidn en hojas de tabaco.
En este trabajo también se ha generado un patrdon de variegacion en plantas
que expresan los antisentidos ( figura #19). La explicacion que se da a este
efecto, es el hecho de que las células de los bordes son mds viejas por lo
tanto son mds suceptibles al efecto de RNA antisentido.

Se ha generado plantas con el vector Bin 19 3X358-NOS ¢l cual ha sido
wtilizado como control. Los resultados que se esperaban era que las planta
generadas fueran verdes. La mayorfa de la plantas generadas fucron
totalmente verdes, sin embargo algunas plantas llegaron ser amarillosas. Lste
efecto del fenotipo, posiblemente se deba a que el T-DNA haya alterado la
expresion de un gen, el cual se vea manifestado en el fenotipo amarilloso,
También es posible que los cloroplastos hayan sufrido fotoxidacidn, pues
posiblemente las plantas transgénicas se sensibles a la luz,

Zhang, er al 1992, han reportado que el RNA antisentido y RNA en
sentido del gene AKR  (gen involucrado en ¢l desarrollo del cloroplasto)
bloguea la diferenciacidn del cloroplasto en A, tahalina. En nuestro caso, los
estudios preliminares de la microscopia electrénica revelan que el cloroplasto
no es normal. Se observan un tipo de vesiculas, las cuales también se
encuentran en plistidos de la plantas DEF-1. También es notable las ausencia
de estructuras como los tilacoides y granas. Estos resultados sugieren que el
RNA antisentido del gen DEF-/ bloquea la diferenciacién det cloroplasto.
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CINCLUSDIN.

Se han establecido las condiciones para la transfornmacion del ecotipo
RLD de A. thaliana, mediante la infeccidn de raices por A. tumefuciens.,

Las plantas obtenidas muestran un amplio rango de fenotipos, plantas
totalmente albinas hasta plantas casi normales. Estos resultados pueden ser
explicados con los niveles de inhibicion de la expresion del gen DEF-1,

En varias plantas que expresan los antisentidos se ha observado un
patrén de variegacién en la hoja, el cual comunmente se observé que los
bordes de las hojas presentan tejido albino.

Las plantas que expresan los antisentidos Binl9 antiF23-5' y Bin 19
antiF23-3', son mds efectivas para producir fenotipos albinos, esto puede
indicar que en el caso del gen DEF-/ una region corta tanto de la regién 5' y
3' puede ser mis efectiva en la inhibicién de In expressién del gen DEF-1.

Aunque hasta el momento no se cuenta con andlisis a nivel molecular,
los resultados obtenidos en este trabajo tanto de los fenotipos albinos, como
de los cloroplastos alterados, suguicren que es posible inhibir eficientemente
la expresién del gen DEF-1 en plantas de Arabidopsis thaliana, mediante la
estrategia del RNA antisentido,
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