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2 RESUMEN

La embriogénesis somatica es un proceso unico en plantas. En ¢él, células somaticas
diferenciadas pueden formar nuevos embriones, de los cudles es posible regenerar plantas.
Durante la embriogénesis somatica del maiz las células son sometidas a concentraciones
elevadas de fitoreguladores, provocando la reprogramacion de su destino celular en un
periodo de tiempo corto. Se ha propuesto que algunos mecanismos regulatorios
involucrados en la induccion de la embriogénesis somatica podrian ser mediados por RNAs
pequefios (sSRNAs). Se ha estudiado extensivamente el papel de los sSRNAs durante el
desarrollo, crecimiento y respuestas a condiciones adversas de las plantas.

Para la correcta biogénesis y funcionamiento de las vias de regulacion por sRNAs en
plantas es necesaria la participacion de las proteinas Dicer-like (DCL), quienes desempeiian
un papel central en el procesamiento de los precursores de SRNAs para generar RNAs de
doble cadena (dsRNAs) de 21-24 nt de longitud. Una vez generados los diplex de sRNAs
por las proteinas DCL es necesaria su asociacion a una proteina Argonauta (AGO), quien
conformard el complejo efector del silenciamiento genético mediado por sSRNAs.

El presente trabajo se enfocd en la identificacion de distintas proteinas DCL y AGO durante
el proceso de embriogénesis somatica de maiz. Se estandarizd el enriquecimiento de
proteinas de alto peso molecular en los extractos para poder visualizar mejor las bandas
detectadas por los anticuerpos: AtAGOI1, AtDCL1 y AtDCL3. Se realizaron inmuno
réplicas tipo western blot y se visualizd un patron de bandeo reproducible para dichos
anticuerpos. Se encontré6 que los anticuerpos AtDCL1 y AtDCL3 no eran capaces de
identificar a sus ortdélogos en maiz, ya que no se observo ninguna banda en el tamafio
molecular esperado. El andlisis con AtAGO1 indicod que existen varias proteinas de tamafio
esperado identificadas con el anticuerpo, por lo que posteriormente se estandarizd la
purificacion de proteinas para llevar a cabo un correcto isoelectroenfoque y electroforésis
en dos dimensiones, con la finalidad de identificar a proteinas AGO1 en embriogénesis
somatica de maiz mediante inmuno deteccion con AtAGOI1 y posterior espectrometria de
masas. Finalmente, se visualizaron sefiales que podrian corresponder a un ortdlogo de

AtAGO1 en maiz basandose en el punto isoeléctrico y peso molecular.



3 INTRODUCCION

3.1 Maiz.

El maiz, junto con otras plantas cultivadas, ha sido el sustento principal de varias
civilizaciones de Mesoamérica y de sus precursores. Debido a sus cualidades alimenticias
para la produccion de proteina animal, el consumo humano y el uso industrial, hoy en dia es
uno de los productos més importantes en los mercados internacionales. Su relevancia
econdomica y social ha superado a la de otros cultivos, como son el arroz y el trigo.
Adicionalmente, el cultivo y transformacion del maiz es fuente de empleo y alimento para
un nimero importante de personas en el mundo (Ortega ef al., 2013; FIRA, 2016).

Se prevé que durante el ciclo comercial 2016/17 se logre el nivel de produccién mundial
mas alto de la historia (Figura 1). Para este periodo se pronostica que se obtendran 1,025.6
millones de toneladas de maiz. Lo anterior representa un aumento esperado de 6.9 por
ciento con respecto a la produccion de 2015/16. En particular, se esperan crecimientos
considerables en la produccion de maiz en Estados Unidos, Brasil, Argentina, Ucrania,
entre otros (FIRA, 2016).

Polanco y Flores (2008) mencionan que en México ninguna otra planta cultivada tiene tanta
importancia como el maiz. Se siembra en todos los estados, climas y altitudes, pero tiene
ademas importantes valores culturales, simbolicos y espirituales. Por su extraordinaria
plasticidad genética, las etnias prehistoricas pudieron adaptarlo a una gran diversidad de
condiciones de clima, altitud y latitud, y a partir del siglo XX esta plasticidad genética ha
sido estudiada ampliamente (Ortega et al., 2013).

El genoma del maiz se dio a conocer en el afio 2009 por Schnable y colaboradores, y
aunque no ha sido explorada a profundidad la vasta diversidad que éste posee, es utilizado

extensivamente como modelo en estudios basicos de biologia y genética.
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Figura 1. Producciéon mundial de maiz, 2006/07 — 2016/17 (millones de toneladas). *Estimado.
Fuente: USDA.

Todos los tipos cultivados de maiz se clasifican como Zea mays ssp. mays. La evidencia
botanica, genética y citologica indica que existe un origen comun para todos estos tipos de
maiz. La mayoria de los investigadores coincide en que este cultivo se desarrolld a partir de
una planta anual llamada teocintle (Zea spp.); sin embargo, existen otros que se inclinan por
que el maiz se origind como un maiz salvaje que ahora esta extinto (Cai, 2006).
Botanicamente, el maiz pertenece a la familia de las gramineas o poaceas (Poaceae) y es
una planta anual con un sistema extenso de raices fibroso y con un solo tallo que mide de 1
a 4 m de longitud. El grano se desarrolla en las mazorcas y cada una de éstas contiene de

300 a 1000 granos (Cai, 2006; Paliwal et al., 2001)

3.1.1 Reproduccion sexual del maiz.

El maiz, como excepcion entre todos los cereales importantes, tiene inflorescencias
masculinas y femeninas separadas que se forman sobre la misma planta. En la parte
superior de la planta se desarrolla la inflorescencia masculina o panoja, con una espiga
central prominente y varias ramificaciones laterales que producen abundantes granos de
polen, encargados de fecundar el 6rgano femenino o mazorca, que se forma mas abajo a

partir de dos yemas laterales en la axila de las hojas en la mitad superior de la planta.



El polen (gametofito masculino o microgametofito) es una estructura trinuclear; tiene una
célula vegetativa y dos gametos masculinos (nucleos espermaticos). La polinizacion de
maiz consiste en la llegada de un grano de polen a los estigmas, que son conductos largos y
estrechos, cada uno de los cuales termina en la base de un o6vulo. Los estigmas se
encuentran cubiertos por pelos o tricomas (estructuras encargadas de retener al polen). El
grano de polen germina inmediatamente después de alojarse en los estigmas, generando asi
el tubo polinico para posteriormente fertilizar al dvulo, que se encuentra dentro del saco

embrionario (Pessino & Ortiz, 2010; Paliwal et al., 2001).

@-Mloroespora ()
lMitosis

Microgametofito (n)
(grano de polen)

Nucleos

Espermaticos Nucleo

‘egetativo

Megagametofito (n)

Mitosis
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Figura 2. Modelo de Reproduccion sexual de maiz. Se muestran las inflorescencias femeninas
(mazorca) y masculina (panoja) (izquierda); el proceso de doble fertilizacion a nivel de gametos
(centro) y la semilla de maiz (derecha) (Modificado de Walbot & Evans, 2003).

La polinizacién es la primera de las etapas para la formacion de la semilla. La siguiente
etapa es el desarrollo del tubo polinico que se extiende hasta el saco embrionario. La tercera
etapa es la doble fertilizacion, que es un proceso de fecundacidén caracteristico de
angiospermas (Figura 2). En la fecundacion, participan los dos nucleos espermaéticos, uno

de ellos se combina con el nicleo del gameto femenino para dar un cigoto diploide y el



segundo nucleo se fusiona con los nucleos polares del megagametofito para formar un
nucleo triploide (3n), que se dividird para formar un tejido triploide llamado endospermo,
que servird como nutrimento para el embridon durante su desarrollo hasta semilla madura

(Becraft, 2007; Paliwal et al., 2001).

3.2 Embriogénesis cigotica.

La embriogénesis cigotica es una etapa de desarrollo que inicia a partir de la fertilizacion y
formacion del cigoto (que es unicelular), y continlia durante etapas coordinadas para formar
un embriéon maduro (estructura multicelular), que estard preservado dentro de la semilla
(Yang & Zhang, 2010). Esta etapa es muy importante porque en ella se forman los
meristemos y primordios que dan lugar a los 6rganos vegetativos que se diferenciaran en la
planta madura (Goldberg et al., 1994).

En el maiz se han caracterizado diversas fases de desarrollo durante la embriogénesis

cigotica (Figura 3).

CIGOTO TRANSICION COLEOPTILAR HOJA 1

Figura 3. Modelo de embriogénesis cigética en Z. Mays. Diferentes etapas caracterizadas en maiz
(Modificado de Nardmann & Werr, 2009).

La primera fase es llamada etapa proembrionaria, donde las primeras divisiones celulares
del cigoto (que es diploide) son asimétricas y dan origen a una célula apical que se
desarrollara en el embridn, y una célula basal que formara al suspensor. La siguiente etapa
es la de transicion, donde el embrion y el suspensor se alargan mediante mas divisiones

celulares. Las células originadas a partir de la célula apical son pequefas y ricas en
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citoplasma, mientras que las células del suspensor son largas y vacuolizadas. Después,
comienza a ser aparente el meristemo apical en secciones de los embriones en etapa
coleoptilar, asi como una pequefia protuberancia que es donde emerge la punta del
coleoptilo. Al final de la etapa coleoptilar, el escutelo se alarga apical, basal y lateralmente.
Las etapas tardias de la embriogénesis se nombran acorde al nimero de hojas, que van
desde la 1 hasta la 6. La ultima fase de la embriogénesis es la maduracion, donde productos
como lipidos acumulados en el escutelo aumentan y conforman una parte significativa del
embrion, mientras que el suspensor es degradado mediante apoptosis (Nardmann & Werr,

2009).

3.3 Embriogénesis somatica.

Alternativamente a la embriogénesis cigotica, una planta puede ser derivada de una o un
grupo de células somaticas. Este proceso de regeneracion es conocido como embriogénesis
somatica. En términos generales, la embriogénesis somadtica es un proceso de desarrollo por
el cual células somaticas diferenciadas, bajo las condiciones de induccién adecuadas,
generan células embriogénicas indiferenciadas (Yang & Zhang, 2010). Cuando una especie
vegetal es cultivada sobre un medio sintético, los explantes de los cuales se parte para
iniciar el cultivo in vitro se van a desdiferenciar para proliferar en forma de células con la
capacidad de generar embriones somaticos, a este camulo de células indiferenciadas se les
denomina callos embriogénicos (Bai et al, 2000).

La embriogénesis somatica juega un papel importante en la propagacion clonal
(Jakubekova et al., 2011). Los embriones tienen un origen celular tnico, aunque por lo
general se desarrollan a partir de masas multicelulares proembriogénicas, esto permite
obtener plantas que conservan el genotipo (Garrocho-Villegas et al. 2012). Cuando se
integra con los programas convencionales de mejoramiento y técnicas de biologia celular y
molecular, la embriogénesis somatica se convierte en una herramienta valiosa para el
mejoramiento genético de cultivos comerciales, dado que los callos embriogénicos son mas
susceptibles a la transformacion (Gonzéalez et al., 2012). Ademads, el desarrollo de
embriones somaticos se asemeja mucho al de embriones cigoticos, tanto morfoldgica como
fisiologicamente, por lo que la embriogénesis somatica se utiliza ampliamente como un
sistema experimental para examinar los acontecimientos fisioldgicos, bioquimicos y

morfoldgicos durante la embriogénesis cigotica. De igual forma, los sistemas de cultivo de
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tejidos de embriogénesis somatica pueden ser utilizados como sistemas modelo para
examinar los mecanismos que regulan la expresion de genes y otros eventos moleculares
(Zimmerman, 1993).

Un paso clave en la induccidon de embriogénesis somatica, es la modulacién de factores
fisicos y quimicos especificos que cambian la via de desarrollo. Se ha visto que los
reguladores de crecimiento y el estrés tienen un papel crucial en la cascada de sefiales
transducidas para una reprogramacion de la expresion genética, seguida de una serie de
divisiones celulares que puede inducir tanto a un callo desorganizado como a un
crecimiento polarizado que lleve a la embriogénesis somatica (Yang & Zhang, 2010).

Una de las limitaciones que se ha visto en este proceso es que la capacidad de producir
callos embriogénicos parece ser dependiente del genotipo y tejido. Estas disparidades entre
la capacidad embriogénica podrian reflejar las diferencias entre el funcionamiento de
elementos clave en las vias embriogénicas (Merkle et al.,1995). En el maiz, el tipo de
explante y el fondo genético de la variedad son determinantes en el establecimiento de
cultivos embriogénicos. Los embriones inmaduros, cosechados en un periodo entre 12 y 18
dias después de la polinizacion, son los mejores explantes para el establecimiento de
cultivos embriogénicos, debido a que los callos que se obtienen de estos tejidos muestran
una alta eficiencia de regeneracion (Garrocho-Villegas ef al. 2012).

Existe un medio de cultivo capaz de mejorar la formacion, crecimiento y diferenciacion de
callos embriogénicos, que originalmente fue reportado en arroz (Chih-Ching et al., 1975).
Este es conocido como medio N6 y contiene (NH4),SO4 combinado con KNOs a bajas
concentraciones. Dicho medio ha pasado por numerosas mejoras para la regeneracion del
maiz mediante embriogénesis somatica. Actualmente, las vitaminas del medio N6 se han
sustituido por una combinacion de fuentes de nitrégeno y vitaminas llamada “coctel 207,
que ha mostrado un incremento en la eficiencia para la regeneracion de embriones
(Garrocho-Villegas et al., 2012).

Para la iniciacioén y propagacion de callos embriogénicos, se usan hormonas que regulan la
reprogramacion del desarrollo. En este sentido, las auxinas y citocininas son los mejores
reguladores, ya que estan relacionadas con la regulacion de la division y diferenciacion

celular (Jakubekova et al., 2011).
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Las auxinas se refieren a un grupo importante de fitohormonas que estan implicadas en la
mayor parte de los cambios debidos al crecimiento durante el ciclo de vida de una planta.
Estas no solo pueden tener una influencia directa en el crecimiento celular, sino que
controlan numerosos y diversos aspectos del desarrollo de una planta (Teale ef al., 2006).
El 4acido 3-indolacético (IAA) es la auxina predominante en plantas; sin embargo, existen
derivados sintéticos de auxinas que también son muy usados, tal es el caso del acido 2,4-
diclorofenoxiacético. El efecto de la auxina en el crecimiento de la planta depende del tipo
de auxina aplicada y de su concentracion. Las auxinas influyen en aspectos de la division
celular, elongacion de las células y diferenciacion; la manera exacta en la que estan
involucradas en cada proceso no es completamente entendido (Teale et al., 2006).

Las citocininas (CK) naturales son derivados de adenina que cargan ya sea un derivado
isoprenoide o un derivado aromatico. En ambos grupos existen pequefias variaciones dentro
de la estructura de la cadena, como la ausencia o presencia de grupos hidroxilo, ademas de
sus respectivas isomerias; y el efecto fisiologico de muchas de estas variaciones no ha sido
elucidado. Su biosintesis y homeostasis estd finamente controlada por factores internos y
externos, como otras fitohormonas y fuentes de nitrogeno inorganico (Mok, 2001;
Sakakibara, 20006).

Las citocininas desempeflan un papel crucial en la regulacion de la proliferacion y
diferenciacion de células de planta, y también controlan varios procesos en el crecimiento y
desarrollo de las plantas, como el retraso de la senescencia, transduccion de sefales
nutricionales y el incremento de la productividad del cultivo (Sakakibara, 2006).

Estudios en plantas y en tejidos de las mismas han demostrado que existe sinergismo,
antagonismo e interacciones aditivas ente auxinas y citocininas. Ambas hormonas tienen
funciones coordinadas como mensajeros a larga distancia, asi como sefiales locales; son
sintetizadas y actian en varios sitios en el cuerpo de la planta; sin embargo, la
diferenciacion fisioldgica y los mecanismos de las sefiales de este sistema dual no han sido
completamente elucidados, ya que el modo de interaccion entre ellas es frecuentemente

dependiente de la especie de la planta y el tipo de tejido (Coenen, 1997; Sakakibara, 2006).

En la embriogénesis somatica, las auxinas tienen un rol fundamental ya que son capaces de

alterar el programa genético fisiologico de los tejidos de explante. Las células responden a
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las auxinas, se reprograman y comienzan a dividirse. Se sabe que la aplicacion de ciertas
auxinas causa la hipermetilacion del DNA, sugiriendo que este mecanismo epigenético es
pivote para la reprogramacion y desdiferenciacion de células (Machakova et.al., 2008). Sin
importar la naturaleza de la auxina, ésta es percibida por receptores celulares para
desencadenar una cascada de transduccion de sefiales con un efecto fisioldgico marcado:
una expansion celular, aumento de la division, desdiferenciacion y/u organogénesis,
dependiendo de la concentracion de la auxina aplicada.

En el laboratorio de cultivo de tejidos del Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Quimica de UNAM, se ha desarrollado un protocolo de embriogénesis somatica indirecta
(figura 4). Se utilizan embriones inmaduros de maiz cosechados en un periodo entre 14 y
18 dias después de la polinizacion para generar la induccion de cultivos de callos
embriogénicos. Para la iniciacion y la propagacion se utiliza medio N6, el cual tiene la
capacidad de mejorar la formacion, crecimiento y diferenciacion de callos embriogénicos al
ser enriquecido con auxinas sintéticas como el acido 2,4-diclofenoxiacético (2,4-D) y
condiciones de oscuridad. Transcurridos 7 dias después de la induccién, se subcultivan los
embriones en medio N6 con cinetina, una citocinina que en conjunto con el 2,4-D potencia
la division celular y proliferacion de callos embriogénicos. En este medio, se realizan los
subcultivos cada dos semanas. Estos cultivos pueden mantenerse en proliferacion hasta por
dos afios y regenerar una planta al retirarse la auxina, la cinetina y exponiendo los tejidos a

la luz (Jakubekova et al., 2011).
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Figura 4. Esquema de la induccién, propagacion y regeneracion en embriogénesis somatica

de maiz (Jakubekova et al., 2011).

Se ha propuesto que uno de los posibles mecanismos regulatorios involucrados en la
induccion de la embriogénesis somatica es el mediado por RNAs pequenos (sRNAs);
quienes se han evidenciado como moléculas clave en el desarrollo, crecimiento y respuestas
a condiciones adversas de las plantas (Ramachandran & Chen, 2008; Katiyar-Agarwal &

Jin, 2010).
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3.4 RNAs pequeiios (SRNASs)

Los RNAs pequeiios (sSRNAs) de plantas son moléculas de 19 a 27 nucleétidos que se

originan de precursores de RNA de cadena sencilla con estructura tallo-asa (hpRNA) o de

RNA de doble cadena (dsRNAs) (Cardenas Monroy et al., 2016). Estos transcritos juegan

un papel crucial en una gran variedad de procesos de regulacion bioldgica, incluyendo el

desarrollo y defensa de la planta, ademas de modificaciones epigenéticas (Simon &

Meyers., 2011).

Los sRNAs en plantas pueden ser clasificados principalmente en: microRNAs (miRNAs);

RNAs pequetios interferentes heterocromaticos (hc-siRNAs); RNAs pequeios interferentes

producidos en fase (phasiRNAs); y RNAs pequefos interferentes derivados de transcritos

naturales antisentido (NAT-siRNAs). Estas categorias son definidas de acuerdo su origen y

biogénesis (Tabla 1; Chen, 2009; Axtell, 2013).

Tabla 1. Principales clases de sRNAs en plantas.

naturales antisentido

inducidos por estrés

Clase Descripcion Tamaiio Origen Genémico Funcion
miRNAs microRNAs 21 nt Genes MIR Regulacion de la
estabilidad del mRNA
y su traduccién
phasiRNAs RNAs pequefios de 21 nt Loci PHAS Regulacion
interferencia en fase postranscripcional
RNAs pequefios de Regulacion
hc-siRNAs interferencia 24 nt Secuencias repetidas y| postranscripcional
heterocromaticos transposones (modificacién de la
cromatina)
RNAs pequefios de Transcritos
NAT-siRNAs interferencia 21022nt bidireccionales Regulacion de genes

de respuesta a estrés.
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Conceptualmente, todos los eventos regulatorios mediados por cualquier SRNA pueden
considerarse como el evento final de varios pasos consecutivos: la biogénesis del SRNA, la
seleccion de la cadena efectora (en los casos donde el precursor es dsRNA), la
incorporacion de la cadena seleccionada en una proteina Argonauta (AGO), la
identificacion del blanco y el silenciamiento (Czech & Hannon, 2011).

La biogénesis de la mayoria de las clases de sSRNAs, incluyendo microRNAs y a muchos
siRNAs, requiere la accion de proteinas de la familia RNasa III, como Dicer o Dicer-like
(DCL). Sin embargo, algunas clases de sRNAs en animales, incluyendo a los RNAs
asociados a PIWI (piRNAs) y siRNAs secundarios en gusano, no son derivados de
precursores de dsRNA y son producidos mediante mecanismos de biogénesis

independientes de la familia de enzimas RNasa III (Brennecke, 2007).

Posteriormente a su produccion, los sRNAs se incorporan con una proteina AGO
especifica, que funciona como el elemento central en el complejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC) (Czech & Hannon, 2011).

Entonces, el sistema de silenciamiento genético mediado por sSRNAs es un sistema en el
cual el SRNA es guiado a través de AGO en el complejo RISC para ejercer la actividad de
silenciamiento. Mientras que AGO ejerce la actividad enzimatica de silenciamiento, el
sRNA dirige el complejo a los RNAs blanco por complementariedad (Chen, 2009). La
funcion reguladora que ejerce RISC se basa en el reconocimiento de transcritos especificos
mediante un reconocimiento RNA-RNA perfecto o parcialmente imperfecto (Tang, 2005).
Algunas subclases de SRNAs requieren para su biogénesis o funcion otras enzimas como
las RNA polimerasas dependientes de RNA (RDRs), algunas proteinas de unién a dsRNA o
chaperonas (Chen, 2009). Una vez que el complejo RISC encuentra al RNA blanco se
llevara a cabo el silenciamiento por uno de tres mecanismos: escision del mRNA blanco,
represion traduccional o represion transcripcional mediante la metilacion del DNA o

modificaciones de histonas (Figura 5; Lee et al., 2012).
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Figura 5. Mecanismos de silenciamiento genético por RNAs pequeiios. Los RNAs pequefios se
encuentran unidos a una proteina Argonauta formando el complejo de silenciamiento inducido por
RNA (RISC). Para la regulacion génica, RISC puede (1) Realizar un corte endonucleolitico al
mRNA blanco, (2) Reprimir la traduccion del mRNA o (3) Reprimir la transcripcion del gen blanco
a través de modificaciones en la cromatina, como la metilacion del DNA mediante RdDM
(Modificado de Lee ef al., 2012).

La regulacion mediada por miRNAs es fundamentalmente a través de la escision del
mRNA blanco y/o su represion traduccional (eventos a nivel postranscripcional), mientras
que los siRNAs pueden regular a nivel post-transcripcional o transcripcional. (Lee, Li &
Meyers, 2012).

La biogénesis de miRNAs es un proceso de multiples pasos que incluyen la transcripcion,
el procesamiento, modificacion y la carga en RISC (Figura 6). Un gen MIR es transcrito
por la Polimerasa II en un pri-miRNA, al cual se le agrega un cap y, ademas, es
poliadenilado. Este pri-miRNA es procesado en un precursor stem-loop (llamado pre-
miRNA) por una proteina DCL, usualmente DCL1 en Arabidopsis (Park et al. 2002;
Reinhart et al. 2002). El pre-miRNA posteriormente es procesado por DCL1 en un daplex
de miRNA-5P/miRNA-3P. DCL1 actia con otras dos proteinas: HYL1 (una proteina de
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union a RNA de doble cadena) y SE (una proteina dedo de zinc) (Han et al. 2004). Una
proteina nuclear de union a RNA, DDL, que interactia con DCL1, promueve (pero no es
esencial para ello) la acumulacién de miRNA. El daplex miRNA-5P/miRNA-3P es
metilado por HEN1 (Yu et al. 2005). Una de las cadenas del duplex es cargada en una
proteina AGO formando el miRISC (Baumberger & Baulcombe, 2005). El miRNA es
exportado del nucleo al citoplasma a través de factores de exportacion que incluyen a la
proteina HASTY (Park et al., 2005). Finalmente, la familia de exonuclesas SDN1 degrada

miRNAs de cadena sencilla para limitar sus niveles basales (Chen, 2009).
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Figura 6. Biogénesis y degradacion de miRNAs. Un gen de planta de microRNA (MIR) esté
localizado entre dos genes codificantes. El gen MIR es transcrito en un pri-miRNA, se le agrega un
cap y es poliadenilado. El pri-miRNA es procesado en pre-miRNA, el cual es posteriormente
procesado en el duplex miRNA-5P/miRNA-3P. El duplex es metilado por HEN1 y el miRNA-5P es
cargado en el complejo AGO1. El complejo heterodimérico de union a cap (CBP) y la proteina de
uniéon a RNA DDL promueven la biogénesis del miRNA pero no son esenciales. DDL, DAWDLE;
DCL1, DICER-LIKEI; SE, SERRATE; HYL1, HYPONASTIC LEAVESI; AGO1, ARGONAUTEI;
SDN, SMALL RNA DEGRADING NUCLEASE (Chen, 2009).
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3.5 Proteinas Dicer-like (DCL)

En plantas, el procesamiento de los dSRNAs o hpRNAs para producir sSRNAs lo realizan
enzimas denominadas Dicer-like (DCL) por su homologia con Dicer, las enzimas
encontradas en mamiferos como responsables de la biogénesis de sRNAs (Finnegan &
Matzke, 2003). Las DCL son endonucleasas (RNasa Tipo III) que act@ian sobre dsRNAs
para producir dsRNAs pequefios de 21-24 nt de longitud con 2 o 3 nucledtidos
sobresalientes en cada cadena en el extremo 3" (Chen, 2009).

Se clasifican dentro de la subfamilia de enzimas Dicer, las cuales tienen varios dominios
caracteristicos: dos dominios RNasa III (RNasa Illa y RNasa IIIb), un dominio de unién a
RNA de doble cadena (dsRBD), un dominio PAZ (Piwi Argonauta Zwille) y un dominio
helicasa. (Figura 7; Gan et al., 2008; Cardenas Monroy et al., 2016). Mutaciones en el
dominio helicasa de DCL1 en Arabidopsis thaliana (AtDCL1) mostraron su relevancia para
el procesamiento de algunos pri-miRNAs in vivo y que existe una dependencia de ATP in
vitro; por lo que el dominio helicasa parece tener funciones parecidas a las de una
traslocasa que requiere ATP para los multiples cortes a lo largo de los dsRNA. Los
dominios RNasa III contienen residuos cataliticos (lisinas altamente conservadas), por lo
que es el lugar donde ocurre el procesamiento para cortar los precursores de sSRNAs. Las
proteinas DCL adoptan estructuras tipo hacha (Hatchet-like), en la que el dominio PAZ es
indispensable para el reconocimiento de los extremos 3’ de los dsSRNAs para su posterior
procesamiento en duplex de sSRNAs. El dominio PAZ se encuentra involucrado en la union
de los extremos 3’ del dsRNA y el posicionamiento de la molécula en el centro de
procesamiento RNasa III. Recientemente, se ha obtenido evidencia de que la distancia entre
PAZ y el centro de procesamiento define el tamafio en los productos de corte del dsSRNA, lo
que explica el porqué cada una de las proteinas DCL en plantas genera dsRNAs con
longitudes especificas. Por ultimo, el dominio dsRBD se encuentra en el extremo carboxilo
terminal, adoptando una estructura tipo “binding pocket” para crear una interfase de union
entre la proteina y el dsRNA (Figura 7; Pare & Hobman, 2007; Cardenas Monroy et al.,
2016).

En relacion con animales y hongos, las plantas presentan una expansion de la familia DCL,
reflejando una mayor versatilidad en la implementacién del silenciamiento por mRNA.

(Mukherjee et al., 2013)
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Analisis bioquimicos y genéticos muestran especificidad y redundancia en las funciones de
DCLs durante el metabolismo de sRNAs. En Arabidopsis thaliana se han identificado
cuatro genes correspondientes a DCL (DCL1-4). Las proteinas DCL parecen ser
especificas para procesar un tipo particular de precursor de SRNA. Estudios de mutaciones
multiples y puntuales muestran que AtDCL2, AtDCL3 y AtDCL4 mantienen una relacion
jerarquica dada por las distintas afinidades que presentan para distintos sustratos de dsSRNA
y ésta depende del tamafio del dsSRNA y la identidad del nucledtido 5° del duplex. AtDCL4
procesa dsRNA largos sin preferencia clara por el nucledtido del extremo 5°, mientras que
AtDCL3 procesa preferencialmente dsSRNA cortos con extremos 5’ de adenina y uracilo
(Liu et al., 2009; Qin et al., 2010). En algunos casos de mutantes de DCLs, como AtDCL1
y la correspondiente de arroz, OsDCL1, se generan fenotipos letales (Song et al., 2007).

Otros estudios muestran que las DCLs se expresan de manera ubicua en todos los tejidos,
pero lo hacen de manera diferencial en las distintas etapas del desarrollo y en respuesta a
estrés ambiental. En Arabidopsis, AtDCLs 1, 2 y 4 muestran patrones similares de
expresion durante el desarrollo de las hojas y del tallo. Ademas, la respuesta de la expresion
de las DCLs a la sequia, frio y salinidad es diferente, por lo que podrian tener mecanismos
regulatorios especializados en respuesta a los diferentes tipos de estrés abioticos (Liu et al.,

2009).
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Figura 7. Modelo estructural de Dicer-like (DCL). A, Dominios caracteristicos de DCLI en
Arabidopsis thaliana. B, Arreglo espacial de los dominios de DCL1 para formar el centro de
procesamiento de RNasa Il y el dominio “Regla” de separacion entre PAZ y RNasa III. C,
Ubicacion del sustrato de RNA en el centro de procesamiento de DCL1 (Cardenas Monroy et al.,
2016).

3.6 Proteinas Argonauta (AGO)

Las proteinas Argonauta (AGO) juegan un papel crucial en todas las vias de regulacion
mediadas por sSRNAs en plantas. Los diferentes tipos de SRNAs se asocian con diferentes
miembros de la familia AGO. En eucariontes, la familia de proteinas tipo AGO puede ser
dividida en 3 grupos; los miembros del grupo 1 se unen a miRNAs y siRNAs, y son
conocidas como proteinas AGO, los miembros del grupo 2 se unen a RNAs asociados a
PIWI (piRNAs) y se conocen como proteinas PIWI, los miembros del grupo 3 han sido
descritos unicamente en gusanos, donde se unen a siRNAs secundarios (Vaucheret, 2008).

El numero y la diversidad de las AGO varia entre diferentes organismos; por ejemplo, el
genoma de Arabidopsis thaliana reveld la presencia de 10 genes que correspondian a
proteinas del grupo AGO. Todas las proteinas AGO contienen un dominio PAZ, uno MID
y otro PIWI. Estan divididas en clados con base en su relacion filogenética y en su

capacidad para unirse a RNAs pequefios (Vaucheret, 2008). La organizaciéon de los
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dominios cataliticos y de union a RNA juegan un papel crucial en el reconocimiento
especifico de SRNAs (Singh, 2015).

Mediante cristalografia de Rayos X de AGO a partir de Thermus thermophilus (TtAGO) y
Pyrococcus furious (PFAGO) se determind que la proteina posee una estructura bilobular
(Figura 8). El l6bulo PAZ se encuentra compuesto por el extremo amino terminal y el
dominio PAZ, mientras que el 16bulo PIWI se encuentra conformado por los dominios MID
y PIWI. El dominio MID ancla el extremo 5’ fosfato del SRNA, mientras que el dominio
PAZ reconoce el extremo 3’ terminal del mismo. El dominio PIWI adopta una estructura
doblada similar a la de las enzimas RNasaH y muestra activiad endonucleasa, dicha
actividad es llevada a cabo por un sitio activo que generalmente consta de un motivo Asp-
Asp-His (DDH). Las proteinas AGO interactlian a través de sus dominios PIWI con
proteinas GW (repetidas glicina-triptofano) (Wang et al., 2009; Swarts et al., 2014;
Vaucheret, 2008).

-

Argonauta 1 A. thaliana (1048 aa)

B

1 2 Nucleacion 3 Propagacion
sRNA mRNA
(Cadena guia) Blanco

MID MID MID

Figura 8. Modelo estructural de Argonauta (AGO). A, Dominios caracteristicos de AGO1 en
Arabidopsis thaliana. PAZ y PIWI se encuentran conservados en todas las AGO, mientras que los
MID y Gly solo estan presentes en algunos miembros de la familia en plantas. B, Funcionamiento
del complejo AGO-sRNA en el reconocimiento de su RNA blanco de silenciamiento (Cardenas
Monroy et al., 2016)
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La presencia de un motivo DDH no implica necesariamente una actividad de escision
“slicer”. De manera reciproca, la ausencia de éste no impide a la proteina tener esta
actividad. Por otro lado, también es posible generar represion traduccional de los RNA
blanco mediante mecanismos que ain no son bien entendidos (Vaucheret, 2008).

Cuando el complejo AGO/sRNA reconoce a un RNA blanco por complementariedad, se
forma el complejo ternario. En este complejo, el apareamiento entre el RNA blanco y el
sRNA comienza desde el extremo 5° del sSRNA que permanece unido al dominio MID,
propiciando un cambio conformacional en el dominio PAZ para liberar el extremo 3’ del
sRNA y asi permitir la propagacion del apareamiento SRNA-RNA (Figura §; Wang et al.,
2009). Este proceso se conoce como nucleaciéon y permite posicionar al RNA en el sitio
activo del dominio PIWI. La presencia de dos cationes divalentes unidos al motivo DDH

propicia el debido silenciamiento del RNA blanco (Swarts et al., 2014).

3.6.1 Algunas funciones de las proteinas AGO de plantas.

Andlisis filogenéticos agrupan a las proteinas AGO de plantas en tres clados (Figura 9).
Arabidopsis thaliana presenta la siguiente distribucion de sus diez miembros en los tres
clados: AtAGO1, AtAGOS5 y AtAGOI10 en el primer clado; AtAGO2, AtAGO3 y AtAGO7
en el segundo clado; y AtAGO4, AtAGO6, AtAGOS8 y AtAGO9 en el tercero (Vaucheret,
2008).

AGO2
Figura 9. Clasificacion filogenética de
AGO3
las proteinas AGO de Arabidopsis
- AGO7 . .
thaliana en 3 clados. Las secuencias de
A AGOS las proteinas fueron alineadas usando
_+7 AGO10 Multialin. PAM indica el punto de
-AGO1 mutacion aceptado (Vaucheret, 2008).
= —— AGO4
AGOS8
o
— AGO9
AGO6
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Clado 1.

AGOL. Se considera el miembro fundador de la familia AGO y fue descubierto a través de
la identificacion de mutantes de Arabidopsis que exhibian defectos pleiotropicos en el
desarrollo (Bohmert et al., 1998).

Un indicio de que AGOI tiene un papel en la via de miRNA fue mostrado por la polaridad
en los defectos de oOrganos pertenecientes a las mutantes agol/. En estas mutantes, la
acumulacion de miRNAs es reducida y, reciprocamente, la acumulacion del mRNA blanco
del miRNA se incrementa, indicando que AGO1 es necesaria para mantener la integridad
de la via de miRNAs. Diferentes ensayos de inmunoprecipitacion indican que AGO1 se une
a miRNAs, los cuales son procesados por DCL1, y a diferentes clases de siRNAs. AGO1
preferentemente se asocia con sSRNAs que tienen un uracilo 5’ terminal. Debido a que la
mayoria de los miRNAs tienen un uracilo 5’ terminal, AGO1 es la AGO mas importante en
la via de miRNAs (Montgomery et al., 2008)

La localizacion celular de AGO1 parece ser dindmica. De hecho, precursores de miRNAs y
otras proteinas involucradas en la biogénesis de miRNAs como SERRATE (SE),
HYPNONASTIC LEAVES (HYL1) y DCL1 se localizan en los cuerpos D, los cuales
contienen también a AGOI. Esto sugiere que la biogénesis de miRNAs y su accion esta
ligada, por lo menos en algunos casos. Sin embargo, AGOI media el silenciamiento de
RNAs virales citoplasmaticos, lo que indica que también actia en el citoplasma (Song et
al.,2007)

Debido a que AGOI1 tiene un rol importante, su expresion se mantiene bajo estricto
chequeo. La homeostasis de AGO1 es llevada, en parte, a través de la regulacion por
miR168 que tiene como blanco al mRNA de AGOI. Esta retroalimentacion mantiene un
balance correcto de los niveles normales de miRNA (Vaucheret, 2006). AGOIl es
normalmente limitada y el nivel de AGO1 se mantiene en equilibrio gracias al efecto doble
de miR168 en el mRNA de AGOIl y la proteina AGO1 en la expresion de miR168
(Vaucheret, 2004).

AGOL10 es el pardlogo mas cercano a AGO1. Analisis de mutantes simples agol y agol0
muestran que existen funciones redundantes entre estas dos proteinas, por lo menos en
algunos aspectos de desarrollo. Las dobles mutantes nulas agol:agol0 son letales (Lynn,

1999).
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AGO1 y AGO10 actiian redundantemente durante el desarrollo post-embrionario. Debido a
que AGOI1 actta en las vias de miRNA y siRNA, es posible que AGO10 también participe
en éstas, al menos en algunos tejidos (Takeda et al., 2008).

AGOS es el pardlogo mas cercano a AGO1 después de AGO10. Se localiza en el ntcleo y
en el citoplasma. Ensayos de inmunoprecipitaciéon indican que AGOS se asocia
preferentemente con RNAs pequeiios con citosina 5’-terminal. miR169 es uno de los pocos
miRNAs que tienen un 5°C (Takeda et al., 2008).

Clado 2

AGQO7. Ensayos de inmunoprecipitacion indican que AGO7 se asocia preferentemente con
miR390, el cual guia su unidn al precursor de tasiRNAs TAS3. Se une a sitios duales de
miR390 en el precursor pero ejerce la escision Unicamente en el sitio 3’ (Montgomery et
al., 2008).

AGO2 y AGO3. Son las unicas AGO de Arabidopsis que carecen de un motivo DDH en su
dominio PIWI (Baumberger, 2005). En cambio, AGO2 y AGO3 tienen un motivo
degenerado DDD similar al de las enzimas RNasaH en bacteria. Son muy similares entre si,
lo cual sugiere que surgieron de una reciente duplicacién, ya que ambos genes estan
organizados en tdndem con solo 3kb de separacion entre el codon de paro de AGO2 y el de
inicio de AGO3. Por lo cual es probable que ambas proteinas tengan actividades similares
y/o funciones redundantes (Lobbes et al., 2006).

Clado 3.

AGO4. Ensayos de inmunoprecipitacion revelaron que AGO4 se asocia preferentemente
con sRNAs de 24 nt que contienen una adenosina en su extremo 5’ terminal. Algunos
miRNAs que tienen adenosina en el 5° (como miR172 y miR390) se pueden asociar con
AGOL1 y AGO4. Sin embargo, la relevancia bioldgica no esta clara, ya que las mutantes de
ago4 no muestran un fenotipo claro cuando se trata de regular miR172 o miR390 (Mi et al.,
2008; Qi et al., 2006).

AGQO6. Andlisis de acumulacion de sRNAs enddgenos y metilacion de DNA de los
blancos correspondientes revelaron que AGO6 actiia especificamente en las vias de
silenciamiento mediadas por siRNAs y que su actividad es parcialmente redundante con la

de AGO4 (Zheng, 2007).
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AGO8 y AGO9. Son muy similares en secuencia y estan separados uno de otro por 50kb,
lo que sugiere que se duplicaron recientemente. Por tanto, es posible que ambas tengan
actividades similares y que los dos genes actuen redundantemente. El mRNA de AGOS8 se
expresa a bajos niveles en todos los tejidos de Arabidopsis y muestra un desplazamiento de
marco de lectura inducido por splicing, lo que sugiere que es un pseudogen (Takeda, 2008).
En contraste, el mensajero de AGO9 es expresado a mayores niveles, sin embargo, sus

funciones también son desconocidas (Takeda, 2008; Katiyar-Agarwal, 2007).
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4 ANTECEDENTES

En plantas, el papel de los sRNAs durante el desarrollo, crecimiento y respuesta a
condiciones adversas ha sido extensivamente estudiado. En el laboratorio, se ha abordado la
funcion de los sSRNAs en la embriogénesis somatica de maiz, particularmente durante la
induccién de callos embriogénicos, el subcultivo prolongado de estos y la regeneracion de
plantas por esta via. Se ha observado que el tiempo de subcultivo puede influir en el patron
de expresion de sRNAs especificos y en la estimulacion para la regeneracion de plantas
(Dinkova y Alejandri-Ramirez, 2014). Al analizar las etapas de induccion, establecimiento
y proliferacion prolongada de callos embriogénicos, se encontrd6 que hay cambios
importantes en las poblaciones correspondientes a miRNAs y hc-siRNAs en las
transiciones de induccion (de embrion inmaduro a callos de un mes) y establecimiento
(entre callos de un mes a cuatro meses de subcultivo), mientras que los cambios observados
durante la proliferacion ya establecida suelen ser menores durante el primer ano de
subcultivo (Alejandri-Ramirez, datos no publicados).

Una manera de explicar el cambio observado en las poblaciones de sSRNAs podria ser a
través de la expresion de la maquinaria de biogénesis. Se ha visto que un cambio en la
expresion de esta maquinaria podria desencadenar una expresion diferencial de SRNAs; por
lo que un aumento en la expresion de la maquinaria de biogénesis y funcionamiento de las
vias de sRNAs podria dar como resultado un aumento en las poblaciones de sRNAs
asociados a estas vias (Nobuta et al., 2008).

El analisis in silico del genoma reportado para maiz (version 2.0) arrojo la presencia de 5
DCLs y 24 AGOs, algunas involucradas en la via de biogénesis de siRNAs y otras en la via
de miRNAs, acorde a la clasificacion reportada para la planta modelo Arabidopsis thaliana
(Judrez-Gonzélez, 2015). Se analiz6 la expresion a nivel de RNA de algunas proteinas DCL
y AGO, donde se vio que los patrones de expresion para ZmDCL1, ZmDCL3 y ZmAGOl1
presentaban un aumento progresivo de su expresion durante la induccion y establecimiento
de callos embriogénicos de maiz. Utilizando un anticuerpo contra AGO1 de Arabidopsis se
observo la presencia de varias bandas correspondientes a la masa molecular esperada para
los ortdlogos predichos in silico (Figura 10). En este trabajo, se analizaron extractos de

diferentes tejidos, incluyendo embrién inmaduro y callos embriogénicos de diferentes
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edades de subcultivo. Aunque las proteinas Argonauta son dificiles de detectar debido a su

propensa degradacion y poca abundancia, se logré observar que hay patrones diferenciales

en la induccion de embriogénesis somatica y en germinaciéon de maiz. Acorde a lo

mostrado en la figura 10, fue posible observar proteinas tipo AGO1 en maiz (ZmAGO]1a-f;

Tabla 2). Los patrones de bandas en callos embriogénicos parecen corresponder a las

AGOla/c/d. Debido a que el anticuerpo utilizado no es especifico para maiz., cabe la

posibilidad de que no todas las bandas representen a proteinas AGOI, por lo que seria

importante estudiar la reproducibilidad en los patrones detectados mediante inmunoblot e

identificar las proteinas mediante espectrometria de masas. Asi mismo, seria importante

evaluar los niveles de proteina de ZmDCL1 y ZmDCL3, ya que estos no fueron evaluados.

Tabla 2. Pesos moleculares esperados para proteinas AGO1 en maiz. El peso molecular

se calculé usando el software ExXPASY Compute pl/Mw.

genBank Acc Proteina No. aa. Peso Molecular (kDa)
AQK79604 ZmAGO1a 1079 118.4
AQK45569 ZmAGO1b 968 108.33
ONM14924 ZmAGO1c 1104 122.74
AQK67374 ZmAGO1d 1007 111.73
AQK53962 ZmAGO1 (hipotética) 384 425
AQK95696 ZmAGO1f (AGO106) 1093 119.75
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Figura 10. Acumulaciéon de AGO1 durante la induccion y proliferacion de callos
embriogénicos de maiz Tuxpeiio. Western Blot utilizando 40 pg de proteina (Ap: Plantulas de
arabidospsis 15 dias; EJyo,: Ejes de maiz con 12h de germinacion; EI: Embrion inmaduro; Callos
embriogénicos de 1 (C1), 4 (C4), 10 (C10), 18 (C18) y 22 (C22) meses de cultivo. El subindice “T”
indica que las muestras corresponden a maiz variedad Tuxpenio (VS-535). Anti-AGO1 (1:10000) en
buffer TBS-TT. Se utilizd anti-HSP70 como control constitutivo. Juarez-Gonzalez V.T., 2015.
Tesis de Maestria.

5 HIPOTESIS.

- Durante la induccién y propagacion de callos embriogénicos de maiz cambia los
niveles/presencia de las diferentes proteinas DCL y AGO responsables de las diferentes
vias de biogénesis y funcionamiento de SRNAs.

- Existen diferentes isoformas de la proteina AGO1 de maiz (ZmAGO1) que corresponden
al ortélogo AtAGO1 y cuya presencia cambia durante diferentes etapas de la embriogénesis

somatica.

6 OBJETIVOS.

6.1 Objetivo General.

- Evaluar la presencia a nivel proteina de DCL1, DCL3 e isoformas de AGO1 en

callos embriogénicos de maiz.
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6.2 Objetivos particulares.

- Estandarizar un método de fraccionamiento de proteinas enriquecidas en alto peso
molecular integras util para la identificacion de DCL y AGO en callos
embriogénicos de maiz.

- Estandarizar de manera reproducible la identificacion de proteinas DCL y AGO
mediante inmuno réplicas tipo western blot en callos embriogénicos de maiz.

- Localizar isoformas de AGO1 en maiz mediante separacion de proteinas en dos

dimensiones e inmuno réplicas tipo western blot en callos embriogénicos de maiz.

7 MATERIALES Y METODOS.

7.1 Material Biologico.

Los callos embriogénicos fueron proporcionados por laboratorio de cultivo de tejidos del

Departamento de Bioquimica de la Facultad de Quimica de UNAM.

7.2  Extraccidn de proteinas.

Amortiguador de extraccion* (Juarez-Gonzalez, 2015):
50 mM TRIS-HCI (pH:7.5)

5 mM MgCl,

150 mM NaCl

10% Glicerol

*Agregar al momento de usar:

5 mM Ditiotreitol (DTT)

0.1% IGEPAL CA-630 (SIGMA-ALDRICH)

1% MG132 (SIGMA-ALDRICH)

1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)

1 Tableta de Complete, Mini EDTA-free (1 tableta/10 mL buffer).

Se macerd 1.0 g de muestra congelada a -70°C en un mortero hasta formar un polvo fino
blanco, la muestra se mantuvo congelada durante todo el proceso con nitrégeno liquido. Se

colocd el polvo en tubos de 1.5 mL (hasta llegar aproximadamente a la marca de 0.5 del
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tubo) y se agregaron 0.2 mL de buffer de extraccion. Se mezclé en vortex para
homegenizar y se agregd buffer en los tubos que era necesario. Se centrifugd a 12,000 rpm
por 20 min a 4°C. Las muestras se colocaron en hielo y se recuperd el sobrenadante

distribuyéndolo en alicuotas de 0.2 mL, que se almacenaron a -70°C.

7.3  Concentracioén de proteina.

Se llevé a cabo mediante el uso de Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Devices de 50k
(nimero de catdlogo: UFC805024). Se centrifugé a 7000 x g durante 20 min. Antes de
concentrar, el volumen de muestra que se depositd en cada unidad fue superior a 1.5 mL y
no mayor a 2.5 mL. Durante la centrifugacion se tuvo cuidado de que el volumen no

disminuyera a menos de 200 pL.

7.4  Cuantificacion de proteinas por método Bradford.

Estandar. Se utilizé un estandar de alblimina de suero bovino (BSA) en agua destilada
desionizada (H,Odd); (1.0 pg/uL)

Curva estandar. Se realizaron 7 diluciones, cada una con 2, 5, 8, 10, 12, 15y 20 uL de
estandar BSA (1.0ug/uL) respectivamente, afiadiendo el volumen necesario de H,Odd para
completar 800uL. Se agregaron 200uL de reactivo concentrado de Bradford (BioRad), se
mezcld e incubd a temperatura ambiente (TA) por al menos 5Smin. Se cuantificd la
absorbancia a 595nm.

Cuantificacién de muestras. Se agreg6 1.0 uL de extracto total de proteinas a 799 uL de
H,0dd. Se adicionaron 200 pL de reactivo concentrado de Bradford (BioRad), se mezcl6 e

incub6 a TA por al menos 5 min. Se cuantificé la absorbancia A 595nm.

7.5 Electroforesis.
Soluciones:
= Solucion I. Por cada 100.0 mL:

-30.0 g de Acrilamida
-0.8 g de Bis-Acrilamida
*Agregar HOdd cbp 100.0 mL; filtrar a través de filtro de 2 um de diametro.

=  Solucion II. Por cada 100.0 mL:

-9.07 g TRIS-Hcl (pH: 8.8)
-0.2 g Sodio duodecil sulfato (SDS)
*Agregar H,Odd cbp 100.0 mL
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= Solucion III. Por cada 100.0 mL:

-3.03 g TRIS-HCI (pH: 6.8)
-0.2 g SDS
* Agregar H,Odd cbp 100.0 mL

= Buffer de carga de proteinas (5X; 20 mL)

-240 mM Trizma base

-0.8% SDS

-40.0% glicerol

-0.08% azul de bromofenol

*Agregar antes de usar:

-5.0% B-mercaptoetanol

Preparacion del geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 7% (SDS-PAGE).
= Gel de resolucion pH 8.8

2.6 mL Soluciéon I

5.5 mL Solucioén 11

2.9 mL H,0Odd

80.0 uL Persulfato de amonio (APS; 10%)

7.0 uL Tetrametiletilendiamina (TEMED)
= Gel concentrador pH 6.8

830.0 uL Solucién 1

2.5 mL Solucién III

1.6 mL H,Odd

60.0 uL. APS (10%)

7.0 uL TEMED
= Buffer de corrida (10X; 1L)

-30.3 g Trizma base

- 144.0 g Glicina

-5% SDS

Se mezclaron los componentes del gel de resolucion y se vaciaron entre las placas de vidrio
del sistema MiniProtean de BioRad™. Una vez polimerizado, se agregé la solucion de gel
concentrador. Se cargd en cada pozo la proteina de cada muestra y se separaron con buffer

de corrida por aproximadamente 120 min a 100 V.
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7.6 Inmunodeteccion mediante western blot.

=  Buffer TBS 10X

-24.0 g Trizma base

-88.0 g NaCl

*Disolver en 900.0 mL de H,Odd

*Ajustar pH: 7.6 y agregar H,Odd cbp 1.0 L

=  Buffer TBS-TT

-15.0 mL TBS 10X

-0.15 mL Tritén x-100

3.75 mL Tween 20 (10%)
*Agregar HOdd cbp 150 mL

=  Buffer de Transferencia
-100 mL Metanol

-100 mL Buffer de corrida

*Agregar HOdd cbp 1L

Las proteinas en los geles se transfirieron a membrana de Fluoruro de Polivinilideno
(PDVF; Millipore), previamente activada en metanol, mediante un sistema htmedo
(BioRad) a 25V durante 16h a 4°C.

En tubo falcon de 50.0mL, se prepararon 35.0mL de solucion de bloqueo al 5% (1.75 g de
leche Svelty®) en buffer TBS-TT. Se colocd la membrana en el tubo con la solucion de
bloqueo y se incubd a TA por una hora en agitacion. Se desecho la solucion de bloqueo y se
lavo con buffer TBS-TT. Se disolvieron los anticuerpos primarios en buffer TBS-TT: anti-
AtAGO1 1:5000 (Agrisera #AS09 527); anti-AtDCL 1:1000 (Agrisera #AS12 2102) y anti-
AtDCL3 1:1000 (Agrisera #AS12 2013). Se incub6 durante 1h a TA y en agitacion. Se
recuperd el anticuerpo primario y se lavo 3 veces en agitacion a TA por 5 min con buffer
TBS-TT. Se disolvi6 el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano (HRP)
en buffer TBS-TT 1:10000 (US Biological #11904-46Q) y se incubd en agitacion por 1h a
TA. Se recupero6 el anticuerpo secundario y la membrana se enjuago6 3 veces en agitacion a
TA por 5 minutos con buffer TBS-TT. Por ultimo, se visualizaron las membranas
utilizando el sustrato Luminata Classico Western HRP (Millipore) y con ayuda del software
ChemiDoc ™ (BioRad), mediante un método de canales multiples y secuencias de

imagenes a lo largo de 2 minutos de exposicion.
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7.7 Purificacion de proteinas para isoelectroenfoque

=  Solucion de isoelectroenfoque (IEF):

-8 M urea

-2 M tiourea

-4% m/v CHAPS
-2% v/v Triton X-100
-50 mM DTT

La purificacion se llevo a cabo mediante el kit de purificacion para 2D (2-D CleanUp kit)
de GE Healthcare.

En un tubo de 1.5 mL se colocaron 100 pL del extracto concentrado. Se anadieron 300 pL
de la solucion precipitante, se agitd vigorosamente y se incubd a 4°C por 15 min.
Posteriormente se afiadieron 300 pL del coprecipitante, se agité suavemente y se centrifugd
a 8000 x g durante 10 minutos. Después de la centrifugacion, se removid el sobrenadante
para afiadir nuevamente coprecipitante en una cantidad que cubriera al pellet obtenido sin
perturbarlo. Se centrifugd durante 5 minutos y se descartd el sobrenadante. Posterior a la
centrifugacion, al pellet se le afiadi6 H,Odd lo suficiente para cubrirlo y se agitd
suavemente. Se afiadié 1 mL de buffer de lavado y 5 pL de aditivo de lavado. Los tubos se
incubaron a -20°C durante 4h agitando de 20-30s cada 15 min. Transcurrido este tiempo los
tubos se centrifugaron por 10 min a 8000 x g. Terminada la centrifugacion se descart6 el
sobrenadante y se dejo secar el pellet (no mas de 5 minutos). Se resuspendio en 30 pL de

solucion IEF.

7.8 Electroforesis de dos dimensiones.

= Buffer SDS

-Tris 50 mM pH 8.8
-6 M urea

-30% Glicerol

-4% SDS

Para el isoelectroenfoque se calcul6 el volumen de cada muestra necesario para cargar 200
pg de proteina previamente purificada y fue depositado en un tubo de microcentrifuga de
1.5 mL. Cada volumen fue completado a 130 pL con solucién IEF. Se afiadieron 1.5 pL de

anfolinas y se mezclaron bien con micropipeta. A continuacion, se centrifugaron por 5
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minutos a 15,000 rpm a TA. El sobrenadante se distribuyéo a lo largo del carril
correspondiente en la bandeja de isoelectroenfoque. Se tomaron tiras de gel de
poliacrilamida de 7cm con un gradiente inmovilizado de pH (IPG) en un intervalo de 4-7,
se separaron de su protector y se colocaron boca abajo sobre cada muestra en la bandeja. Se
coloc6 ImL de aceite mineral sobre cada tira. La bandeja se colocd en la unidad de
isoelectroenfoque Protean 112 IEF Cell. Se program¢é rehidratacion activa (12h, 20 °C),
seguida del protocolo de separacion pre-cargado en el equipo. Al terminar el
isoelectroenfoque, las tiras IPG se retiraron de la charola y se les retird el exceso de aceite
mineral. Posteriormente a cada tira se le aplicaron dos lavados, cada uno con 1.0mL de
ditioteritol al 2% m/v en buffer SDS, seguidos de dos lavados con yodoacetamida al 2.5%
en buffer SDS a resguardo de la luz.

Para la segunda dimension, se elabor6 un gel SDS-PAGE. Las tiras se colocaron sobre la
superficie del gel concentrador y se sellé con una solucion de agarosa 0.5% m/v en buffer
de corrida SDS-PAGE y trazas de azul de bromofenol, para poder ver el frente de corrida
durante la separacion electroforética, que se llevo a cabo aproximadamente durante 120

min a 80V. Al terminar la corrida los geles se tifieron en Coomassie coloidal.
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8 RESULTADOS

8.1 Identificacion de DCL1 y DCL3 mediante inmuno réplicas tipo western blot.

Se extrajo proteina total de diferentes tejidos con base en el protocolo establecido por
Juarez-Gonzalez (2015) para obtener proteinas DCL y AGO en el extracto. Para cuantificar
la cantidad de proteina obtenida en cada muestra se construyeron curvas patrén con
albumina de suero bovino (BSA). A continuacién, se muestra el ejemplo de un grafico

obtenido:
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Figura 11. Ejemplo de curva patron para la cuantificacion de proteina.

Con la ecuacion de la recta obtenida, se calculd la concentracion de proteina en cada
extracto por el método de Bradford por triplicado. En la tabla 3, se muestran las

concentraciones obtenidas en cada extracto de esta primera parte.

TABLA 3. Concentracion de proteina en diferentes extractos.

Muestra Concentracion
Hg/ KL Desv. STD
Plantula de Arabidopsis 15 dias (PI-At) 2.421 0.019
Callo de Arabidopsis 3 meses (C-At) 1.465 0.100
Hoja de maiz 11 dias (H-Zm) 1.894 0.019
Ejes de maiz 24h (E24-Zm) 3.155 0.043
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Raiz de maiz 11 dias (R-Zm) 1.004 0.062
Embrién inmaduro maiz (EI-Zm) 8.331 0.041
Callo de maiz 8 meses (C-Zm) 2.679 0.015
Antera de maiz (A-Zm) 4.731 0.032
Polen de maiz (Po-Zm) 3.169 0.093

Con el objetivo de verificar si la integridad de las proteinas extraidas era Optima, se
llevaron a cabo separaciones electroforéticas de una dimension. En la figura 12 se muestra

un ejemplo de los geles que se realizaron para este paso.
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Figura 12. Muestras utilizadas. Gel SDS (PAGE) 7% (PI-At: Plantula arabidopsis 15 dias; C-At:
Callo de Arabidopsis 3 meses; H-Zm: Hoja de maiz; E24-Zm: Eje de maiz 24h; R-Zm: Raiz de
maiz; EI: Embrion inmaduro de maiz; C-Zm: Callo de maiz 8 meses). Tincion con azul de
Coomasie. Se cargo el equivalente a 20 pg de proteina total en cada pozo.
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Se observo que la mayoria de los extractos contaba con una buena calidad de proteina; a
excepcion del obtenido a partir de raiz de maiz, que a pesar de que el método de Bradford
indica que si hay proteina, no se alcanza a ver ninguna banda. Esto puede deberse a que la
extraccion se llevo a cabo con el tejido de raiz completo, no con las puntas que, de acuerdo
con la literatura, es la parte del tejido que contiene la mayor cantidad de proteina, mientras
que el resto no tiene una cantidad significativa; ademas de que la proteina que podria haber
estado presente en el extracto pudo ser de muy bajo peso molecular, por lo que no se
visualiz6 en el gel, ya que éste no muestra la proteina por debajo de 37 kDa. Se observaron
bandas de alto peso molecular (entre 75 y 250 kDa) en el resto de los tejidos analizados; sin
embargo, las bandas con mejor definicion se encontraban en los tejidos de plantula de
Arabidopsis, embrion inmaduro de maiz y callo embriogénico de maiz.

Se eligieron extractos que se consideré mostraban mayor cantidad de proteinas de alto peso
molecular en el gel de una dimension, y se probaron mediante inmuno réplicas tipo western
blot con los diferentes anticuerpos.

En la figura 13, se muestra uno de los inmunoblots obtenidos con el anticuerpo anti-
AtDCLI; ésta proteina tiene un peso de alrededor de 213 kDa en Arabidopsis thaliana. En
el inmunoblot aparece una banda de alto peso molecular entre 100-150 kDa, lo cual podria
coincidir con el peso esperado del otrologo en maiz, que tiene un peso de alrededor de
146.02 kDa. Sin embargo, en el tejido control de Arabidopsis no se logro observar una
sefnal por encima de 200 kDa, que es donde se esperaria encontrar una sefial mas intensa.
Existen sefiales por debajo de 75 kDa en el control, que podrian deberse a que la proteina se
estd degradando en el extracto y una parte mas pequefia (que contiene el motivo) estd dando
la sefal; no obstante, al no contar con una sefial contundente y cercana al peso en el control
positivo, este resultado no es claro.

En la figura 14 se encuentra uno de los inmunoblots obtenidos con el anticuerpo anti-
AtDCLS3. En este caso tampoco se observa una sefial contundente en el tejido control, que
deberia estar alrededor de 117 kDa. En maiz, el ortdlogo ZmDCL3 tiene un peso de
66.44kDa, pero tampoco es claro el resultado debido a que en esa zona en el callo
embriogénico existen algunas bandas cercanas a este peso. Por otro lado, en antera se
visualiza una banda cercana a ese peso sin las inespecificidades o degradaciones como en el

caso del callo, lo cual podria ser un resultado interesante.
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Figura 13. Inmuno deteccion Anti-
AtDCL1 (1:1000). 80 pg de proteina
de cada tejido (Pl-At: Plantula
arabidopsis 15 dias; Po-Zm: Polen de
maiz; A-Zm: Antera de maiz; E24-Zm:
Eje de maiz 24h; EI: Embrion
inmaduro de maiz; C-Zm: Callo de
maiz 8§ meses). Gel SDS-Page al 7%
transferido a membrana de Fluoruro de
Polivinilideno Se bloqueo6 1h con leche

baja en grasa en buffer TBS-TT.

Figura 14. Inmuno deteccion Anti-
AtDCL3 (1:1000). 80 pg de proteina
de cada tejido (PI-At: Plantula
arabidopsis 15 dias; Po-Zm: Polen de
maiz; A-Zm: Antera de maiz; C-Zm:
Callo de maiz 8 meses; EI: Embrion
inmaduro de maiz; E24-Zm: Eje de
maiz 24h). Gel SDS-Page al 7%
transferido a membrana de Fluoruro
de Polivinilideno. Se bloque6 1h con
leche baja en grasa en buffer TBS-
TT.
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De manera destacable, se encontrd6 que habia sefiales intensas en ambos tejidos de callo
embriogénico de maiz alrededor de 150 kDa en las detecciones con ambos anticuerpos. En
el caso de ZmDCL1, como ya se menciond, la sefal seria congruente con su peso
molecular; por el contrario, en el inmunoblot para ZmDCL3 (que tiene un peso menor), no
deberia identificar una banda en tan alto peso molecular. Se decidi6 revisar que los epitopes
de los anticuerpos se encontraran dentro de la secuencia reportada para las proteinas en
EnsemblPlants (Figuras 15-18). Se realiz6 un alineamiento utilizando ClustalW y se gener6
un archivo gréfico. Se vio que la secuencia del epitope para AtDCL3 no se encuentra en la
secuencia de ZmDCL3 (Figura 16), por tanto, las sefales que se ven en el inmunoblot no
son debidas a la presencia de esta proteina. En el caso del epitope para AtDCL1 se vio que
si existe una coincidencia de secuencia en ZmDCL1 y aunque no es total, se considera
suficiente para que pudiera existir una sefial en el inmunoblot; sin embargo, al no contar
con el control no es claro cudl podria ser la identidad de la proteina que el anticuerpo contra
AtDCL1 esta identificando. Por otro lado, este mismo anticuerpo tiene una secuencia de 3
aminoacidos de coincidencia con ZmDCL3, que no se consideran suficientes para una
adecuada deteccion (Figura 17), pero que quiza podria estar causando alguna senal en el
inmunoblot y que por alguna razén se esta reconociendo. Para el momento en el que se
habian obteniendo estos resultados, fue reportado en la pagina de Agrisera (fabricante de
los anticuerpos) que no habia especificidad del anticuerpo de AtDCLI1 ni del de AtDCL3 en
maiz (Anexos), por lo que se decidié no continuar con el intento, a pesar de que, con base
en los alineamientos realizados, seria posible detectar ZmDCLI1 con el anticuerpo contra

AtDCLI.
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ZmDCL1 (GRMZM2G040762) INEGGPAHAKRFVYAVRVNTSDSGWTDEC IGEPMPSVKKAKDSAAVLLLELLNRNYRGKP 1304
AtDCL1 VKEGGPAHAKRFTFGVRVNTSDRGWTDEC IGEPMPSVKKAKDSAAVLLLELLNKTFS=== 1909
EpitopeDCL1] @ =ccccccccccccccccccccccccccaa- CEPMPSVKKAKD======mcmcacaaaaax 12

AXEXXEXXXEXX

Figura 15. Alineamiento del epitope del anticuerpo Anti-AtDCL1 con las secuencias de

AtDCL1 y ZmDCLI.

ZMDCL3 3 ==cccccccccccccccccccccccccccccccscccsccsssscssscsesse——————— 0
AtDCL3 MHSSLEPEKMEEGGGSNSLKRKFSEIDGDQNLDSVSSPMMTDSNGSYELKVYEVAKNRNI 60
EpitopeDCL3 MHSSLEPEKMEC====ceccccccccccccccccccccccccccccccncaameaamae 12

Figura 16. Alineamiento del epitope del anticuerpo Anti-AtDCL3 con las secuencias de

AtDCL3 y ZmDCL3.

ZmDCL3 VKVKLSKGGPRISLYESCKKLOWPMPTFEFVKVEPSVCSSSCGSSQKVAPQGFAFASTIT 550
AtDCL3 GPINMKKGGPRGTLHEFCKKHLWPMPTFDTSEEKSRTPFEFIDGG-EKRTSFSSFTSTIT 1536
EpitopeDCL]1 =-ccccccccccccccccea- CEPMPSVKKAKD===ceccccccccccccccccaaana" 12

E 2 % Y .
- .. .

Figura 17. Alineamiento del epitope del anticuerpo Anti-AtDCL1 con las secuencias de

AtDCL3 y ZmDCL3.

EpitopeDCL3 @ =ec;cccccccccccccccccccccccccccccccccce- MHSSLEPEK == === === ——- 9
AtDCL1 SYRVLSSKTLADVVEALIGVYYVEGGKIAANHLMKWIGIHVEDDPDEVDGTLKNVNVPES 1552
ZmDCL1 (GRMZM2G040762) CYRVLSSKTLADVVEALIGVYYVAGGKIATNHLMKWIGINAELDPQEIPS-SKPYNIPES 958

Figura 18. Alineamiento del epitope del anticuerpo Anti-AtDCL3 con las secuencias de

AtDCL1 y ZmDCLI1.

8.2 Identificacion de AGO1 mediante electroforésis 2D e inmuno réplicas tipo
western blot.

Con el objetivo de mejorar la calidad de las inmuno detecciones para la identificacion de
AGOl, se estandarizd un método de enriquecimiento de las proteinas de alto peso
molecular en las muestras. Se utilizaron columnas (Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter
Devices) de 10 y 50k con las cuales, al centrifugar, se logré obtener muestras con
concentraciones que superaban a los extractos iniciales de plantula de Arabidopsis y callo
embriogénico de maiz de 8 meses, que fueron obtenidos en una nueva ocasion (tabla 4). Se

verifico que la calidad de la proteina se conservara después del proceso mediante la
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separacion en geles de electroforesis, evidenciandose que el proceso no dafiaba la

integridad de la proteina.

TABLA 4. Concentracion obtenida con columnas de enriquecimiento.

Muestra Concentracion (Hg/HL) Desv. STD
Plantula de Arabidopsis (15 dias) 1.342 0.066
Callo de maiz (8 meses) 2.502 0.023
Arabidopsis 10k 5.503 0.132
Arabidopsis 50k 17.852 0.067
Callo 10k 3.657 0.019
Callo 50k 9.808 0.081

En la figura 19, a la izquierda se observan las separaciones electroforéticas llevadas a cabo
con los extractos originales, éstas muestran que en la extraccion se obtuvo proteina integra
de ambos tejidos. A la derecha se encuentran los extractos obtenidos con las columnas de
10 y 50k, las cuales dejan ver que con ambas la integridad se conserva; sin embargo, se
decidi6 trabajar con las de 50k debido a que las concentraciones obtenidas eran superiores y
el enriquecimiento de proteinas de alto peso molecular parece lograrse mejor a partir de

ellas.
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Figura 19. Geles SDS (PAGE) 7% con proteina antes y después de la prueba de
enriquecimiento. Se cargé el equivalente a 30 pug de proteina en cada pozo. Izquierda: Extracto de
plantula de arabidopsis y de callo embriogénico de maiz de 8 meses. Derecha: Extractos después de

la concentracion mediante columnas de 10k y 50k.

Una vez confirmado el estado 6ptimo de los extractos, se prosiguid con una inmuno
deteccion tipo western blot contra AtAGO1 y se encontrd una mejora en la visualizacion de
la membrana, que ademas conservaba el patron observado en los antecedentes, ya que se
observan bandas entre 100-150 kDa en los tejidos de maiz; ademas en el tejido control se
observa una banda contundente que coincide con el rango esperado para el peso de
AtAGOI1 (figura 20).

Después de obtener este extracto, el siguiente paso fue realizar una electroforésis en dos
dimensiones para facilitar la identificacion de la presunta proteina AGO1 mediante
espectrometria de masas; por tanto, se necesitaba que estos extractos fueran adecuados para
realizar un isoelectroenfoque, ya que el buffer en el que se encontraban posee sales que

pueden interferir para llevar a cabo este proceso con éxito.
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Figura 20. Inmuno deteccion Anti-AtAGO1 1:5000. Se cargd el equivalente a 70 pg de proteina
total de cada extracto (Pl-At: plantula de Arabidopsis; C-Zm: callo embriogénico de miz; 10k y
50k: columna de extraccion con las cuales fueron obtenidos). Gel SDS-Page al 7% transferido a

membrana de Fluoruro de Polivinilideno. Se bloqued 1h con leche baja en grasa en buffer TBS-TT.

Finalmente se logr6 purificar el extracto con ayuda de un kit de purificacion para 2D (2-D
CleanUp kit; GE Healthcare), con el que se lograron obtener geles en dos dimensiones a
partir de las dos muestras.

Para la primer dimension, se utilizaron tiras de 7 cm con un rango de pH de 4-7, dado que
la mayor cantidad de proteinas del maiz se encuentran en este rango. Se obtuvieron
patrones electroforéticos reproducibles, que ademas dejan ver que la focalizacion se lleva a
cabo de manera Optima gracias al paso de purificacion estandarizado.

Finalmente se llevd a cabo una inmuno réplica tipo western blot en ambos geles, donde se
obtuvieron sefiales positivas que indicaban la posible presencia de proteinas Argonauta.

En la figura 21B, en Arabidopsis se observan varias sefiales en peso molecular alto que
podrian corresponder a la proteina buscada, por lo que varias de estas podrian ser tomadas
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para la prueba; sin embargo, las mas interesantes serian las cercanas al pI de 6 (se observan
algunas alrededor de 5.8) donde también se encuentran las sefiales obtenidas en maiz
(figura 22). En la figura 22B, se observa una sefial contundente en callo casi al mismo nivel
que en Arabidopsis, con un pl de alrededor de 5.8, por lo que seria el punto candidato a
identificacion por espectrometria de masas.

A. B.

4 5 6 7
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150
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75

37

Figura 21. A: Separacion electroforética 2D del extracto purificado de plantula de Arabidopsis
thaliana. En la parte superior se muestran los rangos de pH de la primera dimension; B: Inmuno
réplica en gel 2D de Arabidopsis thaliana. Se bloqued 1h con leche baja en grasa en buffer TBS-
TT. Anti-AGO1 (1:5000)
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Figura 22. A: Separacion electroforética 2D del extracto purificado de Callo embriogénico de
maiz de 8 meses. En la parte superior se muestran los rangos de pH de la primera dimension; B:
Inmuno réplica en gel 2D de Callo embriogénico de maiz de 8 meses. Se bloqued 1h con leche baja

en grasa en buffer TBS-TT. Anti-AGO1 (1:5000)

47



Hasta el momento no ha sido posible realizar la identificacion mediante espectrometria de
masas por problemas técnicos. Sin embargo, la estandarizacion de la metodologia permite
que la identificacion se pueda realizar una vez que el equipo indicado se encuentre en
funcionamiento.

De acuerdo con la literatura, el punto isoeléctrico de las proteinas Argonauta se encuentra
alrededor de 9. En los inmunoblots obtenidos, se pueden ver sefales intensas cercanas al
punto isoeléctrico de 6, lo que podria estar hablando de modificaciones postraduccionales
que modifiquen el punto isoeléctrico de las presuntas isoformas de la proteina AGO. Por
otro lado, de manera interesante, también se observa una sefial contundente que se
aglomera hacia la derecha de ambas inmuno réplicas, indicando que podrian existir
proteinas que son identificadas con el anticuerpo pero que no se alcanzan a distribuir en la

primera dimension debido al rango de pH que se esté utilizando.
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9 DISCUSION DE RESULTADOS

La embriogénesis somatica ha adquirido relevancia durante los ultimos afios, ya que es un
fenomeno central en procesos biotecnologicos como la micropropagacion, que permite
rengenerar plantas a partir de una pequeia cantidad de tejido; ademads, ha sido propuesta
como la mejor via de regeneracion en la crioconservacion y transformacion de plantas
(Celestino et al., 2005).

La caracterizacion de elementos regulatorios en el proceso de desdiferenciacion celular que
ocurre en la embriogénesis somatica, ha involucrado a distintos mecanismos, dentro de los
cuales destaca el mediado por sRNAs, que estan implicados durante la induccién de
embriones somaticos en diversas especies (Lin et al., 2013; Yang et al., 2013). Identificar
los elementos requeridos para la actividad de las vias de regulacion mediadas por SRNAs
durante la embriogénesis somatica es esencial para comprender su funcionamiento; en
especial cuando se trabaja con modelos diferentes a Arabidopsis thaliana, donde muchas de
las vias ya han sido caracterizadas. Existen reportes en especies mas relacionadas con maiz,
por ejemplo, el arroz, donde se ha visto una mayor diversificacion de las vias, puesto que se
ha encontrado una cantidad superior de secuencias pertenecientes a familias de proteinas
DCL, RDR y AGO de las que se conocen en Arabidopsis (Langham et al., 2004; Gaut,
2001).

Mediante un analisis in silico del genoma reportado para maiz, Judrez Gonzalez report6 en
el 2015 la presencia de 5 DCLs y 24 AGOs, algunas involucradas en la via de siRNAs,
otras en la via de miRNAs, acorde a la clasificacion reportada para la planta modelo
Arabidopsis thaliana. El presente trabajo se centrd en la identificacion de tres enzimas
indispensables para el funcionamiento de algunas vias de regulacion mediadas por sSRNAs,
reportadas en dicho anélisis, mediante inmuno réplicas tipo western blot.

La identificacion de las proteinas ZmDCL1 y ZmDCL3 no pudo llevarse a cabo, ya que los
anticuerpos con los que se contaba en el laboratorio no son especificos para maiz. Se
evaluaron distintos tejidos, en los cudles se obtuvieron diversas sefales, donde la obtenida
en el tejido de callo embriogénico de maiz resultaba prometedora al ser reproducible,
intensa y encontrarse cerca del peso molecular esperado para ZmDCL1; sin embargo, en el

extracto correspondiente al tejido control de Arabidopsis no fue posible obtener ninguna
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senal contundente. Aunque es posible que los diferentes tejidos utilizados, plantula en
Arabidopsis y callo embriogénico en maiz, presentaran distintos niveles de la proteina
DCLI1, sera necesario establecer un control positivo para seguir evaluando la utilidad de
este anticuerpo en maiz. El alineamiento que se llevo a cabo dejo claro que la identificacion
de ZmDCL3 no es posible con el anticuerpo anti-AtDCL3, ya que su secuencia de
aminodcidos es inexistente en la proteina de maiz. ZmDCL3 es una proteina requerida para
la produccion de he-siRNAs; su presencia en los diferentes tiempos de subcultivo supondria
la existencia de poblaciones de hc-siRNAs de 24 nt, que a su vez podrian indicar una via
RdDM activa, lo cual tiene sentido dado que una vez que los embriones inmaduros se
someten al estrés producido por la manipulacion y la induccion mediante el tratamiento con
el 2,4-D, es necesario el aumento en la produccion de hc-siRNAs para disminuir la
expresion de elementos transponibles que pudiesen estar activos después de la
reprogramacion generalizada que sufren las células (Liu et al., 2017). Por lo anterior, la
identificacion de esta proteina en los distintos tiempos de subcultivo seria de gran
trascendencia, pero para ello es necesario generar un anticuerpo que sea especifico para
maiz, con lo que se podria evaluar la presencia de esta enzima de manera adecuada.

En el caso de ZmDCLI, con base en el alineamiento que se llevo a cabo, parece ser posible
que el anticuerpo anti-AtDCLI reconozca a su ortdélogo en maiz. Sin embargo, debido a la
falta de sefal ya mencionada en el control positivo (Arabidopsis), no fue posible comparar
la sefial observada para callo embriogénico de maiz y se requiere de una identificacion
adicional para corroborar la utilidad del anticuerpo. Dado que en los inmunoblots contra
DCL1 y DCL3 se encuentra una banda que podria corresponder al peso molecular tedrico
de ZmDCL1, se puede pensar que el anticuerpo contra AtDCL3 también podria estar
reconociendo a ZmDCLI1. Esto estaria apoyando la presencia de algunos aminodcidos que
comparten DCL1 y DCL3. Dados los resultados obtenidos, también seria recomendable la
generacion de un anticuerpo especifico para la identificacion de ZmDCL1, que ayude al
estudio de la expresion de esta proteina durante el proceso de embriogénesis somatica.

Por otro lado, el andlisis de secuencias para Argonauta en maiz realizado por Juarez-
Gonzalez (2015), indic6 que hay 4 genes cuyos transcritos tienen todas las caracteristicas
necesarias para traducirse y conformar una proteina tipo AGO!1 funcional. En ese mismo

trabajo, se analiz6 el nivel de proteinas de tipo AGO1 en los distintos tiempos de subcultivo
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utilizando el anticuerpo contra AGO1 de Arabidopsis. Dependiendo del tejido, se
encontraron presuntas bandas correspondientes a ZmAGOc/e y ZmAGO1la acorde a su
masa molecular tedrica. Posteriormente, se publico la homologia entre proteinas Argonauta
de diferentes especies de plantas, confirmando el agrupamiento de los 4 genes de maiz en el
clado de AGO1 (Zhang et al., 2015). Con el protocolo de enriquecimiento de proteinas de
alto peso molecular estandarizado en este trabajo, se logré una mejora significativa en la
visualizacion de las membranas de las inmuno réplicas llevadas a cabo, lo cual es algo
novedoso ya que, revisando literatura, no ha sido reportado algin método como el
mencionado que ayude a mejorar la identificacion de proteinas AGO o DCL en
inmunoblots.

El llevar a cabo electroforésis de dos dimensiones e inmuno detecciones que puedan estar
identificando proteinas AGO también es algo innovador, ya que, en primera instancia, el
extraer proteinas Argonauta en maiz es dificil debido a que su inestabilidad complica su
extraccion, aunado a esto, un paso de purificacion para llevar a cabo isoelectroenfoques
puede comprometer ain mas su integridad y su posterior identificacion, por lo que si
resultase que las bandas candidatas son proteinas argonautas; no s6lo se habran identificado
pardlogos de AtAGO1 en maiz a nivel protéico; sino que, ademas, se habrd logrado
estandarizar un protocolo de extraccidon de proteinas Argonauta en maiz para su posterior
focalizacion en una electroforésis de dos dimensiones que nos ayudara a identificarlas
mediante espectrometria de masas.

Tomando en cuenta que las sefiales encontradas en los inmunoblots realizados, tanto para
Arabidopsis como para maiz, se encuentran en un punto isoeléctrico diferente al tedrico
esperado de las proteinas AGO, es posible que estas proteinas sufran modificaciones
postraduccionales o que su asociacion con sRNAs cambie sus caracteristicas. Existen
algunos estudios que identifican fosforilaciones en proteinas AGO de humano, y estos
eventos estan implicados en la localizacion celular de estas proteinas o en la regulacion de
la unién a sRNAs; sin embargo, no hay evidencia clara in vivo sobre la modulacion de la
actividad de las proteinas AGO mediante fosforilacion (Meister, 2013). En plantas,
tampoco existen reportes que muestren este tipo de regulacion de las AGO mediante
modificaciones postraduccionales, por lo que, si se logra identificar este tipo de

modificacidn, seria un paso importante para su estudio en plantas.
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10 CONCLUSIONES.

Los anticuerpos contra AtDCL1 y AtDCL3 no muestran la especificidad requerida para
identificar los ortdlogos correspondientes en maiz; sin embargo, ambos anticuerpos
reconocen una proteina de peso molecular similar al esperado para ZmDCLI en las

muestras de callo embriogénico y seria interesante conocer su identidad.

El enriquecimiento de proteinas de alto peso molecular estandarizado en este trabajo
conserva la integridad del extracto proteico y de proteinas Argonauta, ademas de

concentrarlo.

La purificacion mediante el 2-D CleanUp kit de GE Healthcare da como resultado un

extracto que es apto para un correcto isoelectroenfoque.

El anticuerpo contra AtAGO1 tiene un patron reproducible en muestras de callos
embriogénicos de maiz de 8 meses; ademas en los geles de dos dimensiones se observan
senales que podrian corresponder a ortologos de AtAGO1 en maiz acorde a la comparacion

con el patrén de senales correspondientes en Arabidopsis.

11 PERSPECTIVAS.

Realizar la identificaciéon mediante espectrometria de masas de las sefiales identificadas

mediante anti-AtAGO]1 en electroforésis de dos dimensiones para proteinas de maiz.

Obtener anticuerpos que sean especificos para maiz de DCL1 y DCL3 para lograr la
identificacion de estas proteinas.

Llevar a cabo electroforésis en dos dimensiones con tiras con un rango de pH de 3-10 que
permitan que todas las proteinas alcancen su punto isoeléctrico y verificar si existe una

sefal cercana a 9 mediante inmuno réplicas tipo western blot.
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12 ANEXOS

This product is for research use only (not for diagnostic or therapeutic use)

(A

Serd

Antibodies

Agri

contact: support@agrisera.com

Agrisera AB | Box 57 | SE-91121 Véannas | Sweden | +46 035 33000 | www.agrisera.com

product AS12 2102

DCL1 | Dicer-like protein 1

product information

Background

Immunogen
Host

Clonality
Purity

Format
Quantity
Reconstitution

Storage

Tested applications

Related products

Additional information

DCL1 (EC=8.1.26) is a ribonuclease (RNase) Ill involved in RNA-mediated post-transcriptional gene silencing
(PTGS). Functions in the microRNAs (miRNAs) biogenesis pathway by cleaving primary miRNAs (pri-miRNAs) and
precursor miRNAs (pre-miRNAs).
Synonymes: Protein ABNORMAL SUSPENSOR 1, Protein CARPEL FACTORY, Protein SHORT, INTEGUMENTS 1,
Protein SUSPENSOR 1.
LH-conjugated synthetic peptide derived from Arabidopsis thaliana DCL1 sequence, Q9SP32 , At1g01040
Rabbit
Polyclonal
Affinity purified serum
Lyophilized
100 pg
For reconstitution add 50 pl of sterile water.
Store lyophilized/reconstituted at -20°C; once reconstituted make aliquots to avoid repeated freeze-thaw cycles.
Please, remember to spin tubes briefly prior to opening them to avoid any losses that might occur from lyophilized
material adhering to the cap or sides of the tubes.
RIP (RNA immunoprecipitation assay), Western Blot (WB)
AS15 3100 | anti-DCL2 | Dicer-like protein 2, rabbit antibodies
AS12 2103 | anti-DCL3 | Dicer-like protein 3, rabbit antibodies
AS15 3105 | anti-DCL4 | Dicer-like protein 4
Plant protein extraction buffer
Secondary antibodies

Freezing and re-using of diluted anti-DCL1 antibodies is not recommended and will contribute to non-conclusive
results.

Application information

Recommended dilution

Expected | apparent
Mw

Confirmed reactivity
Predicted reactivity
Not reactive in
Additional information

Selected references

1: 1000 with standard ECL (WB)
213 kDa

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Zea mays

Recommend protein load is from 40-50 pg/well (using 1.5 mm spacers helps to obtain wider wells)

Su et al. (2017). The Protein Phosphatase 4 and SMEK1 Complex Dephosphorylates HYL1 to Promote miRNA
Biogenesis by Antagonizing the MAPK Cascade in Arabidopsis. Dev Cell. 2017 Jun 5;41(5):527-539.e5. doi:
10.1016/j.devcel.2017.05.008.

Yoshikawa (2016). Pre-microRNA processing activity in nuclear extracts from Arabidopsis suspension cells. J Plant
Res. 2016 Nov 24. [Epub ahead of print]

Li et al. (2016). Intron Lariat RNA Inhibits MicroRNA Biogenesis by Sequestering the Dicing Complex in Arabidopsis.
PLoS Genet. 2016 Nov 21;12(11):e1006422. doi: 10.1371/journal.pgen.1006422. eCollection 2016.
Francisco-Mangilet et al. (2015). THO2, core member of the THO/TREX complex, is required for micro RNA
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Agrisera®

Antibodies

This product is for research use only (not for diagnostic or therapeutic use) contact: support@agrisera.com

Agrisera AB | Box 57 | SE-91121 Vannas | Sweden | +46 035 33000 | www.agrisera.com

product AS12 2103
DCL3 | Dicer-like protein 3

product information

Background DCL3 (EC=3.1.26) is a ribonuclease (RNase) Ill involved in RNA-mediated post-transcriptional gene silencing
(PTGS). Functions in the microRNAs (miRNAs) biogenesis pathway by cleaving primary miRNAs (pri-miRNAs) and
precursor miRNAs (pre-miRNAs). Synonymes: Endoribonuclease Dicer homolog 3.

Immunogen 1 KLH-conjugated synthetic peptide derived from Arabidopsis thaliana DCL3 sequence, QILXW?7 , At3043920
Host | Rabbit
Clonality | Polyclonal
Purity I Affinity purified serum
Format || Lyophilized
Quantity | 200 pg
Reconstitution | For reconstitution add 200 pl of sterile water.

Storage store lyophilized/reconstituted at -20°C; once reconstituted make aliquots to avoid repeated freeze-thaw cycles.
Please, remember to spin tubes briefly prior to opening them to avoid any losses that might occur from lyophilized
material adhering to the cap or sides of the tubes.
Tested applications | western blot (WB)

Related products AS12 2102 | anti-DCL1 | Dicer-like protein 1, rabbit antibodies

AS15 3100 | anti-DCL2 | Endoribonuclease Dicer homolog 2, rabbit antibodies
AS15 3105 | anti-DCL4 | Dicer-like protein 4, rabbit antibodies

collection of antibodies to proteins involved in microRNA metabolism

Plant protein extraction buffer

Secondary antibodies
Application information

Recommended dilution 1: 1000 with standard ECL (WB)

Expected | apparent
MW 117 kDa

Predicted reactivity Arabidopsis thaliana

Not reactive in Zea mays

Additional information

|

Confirmed reactivity | Arabidopsis thaliana
|
I Recommend protein load is from 40-50 pg/well (using 1.5 mm spacers helps to obtain wider wells)
|

Selected references to be added when available, antibody released in August 2012.
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Agrisera®

Antibodies

This product is for research use only (not for diagnostic or therapeutic use) contact: support@agrisera.com

Agrisera AB | Box 57 | SE-91121 Vannas | Sweden | +46 035 33000 | www.agrisera.com

product AS09 527
AGO1 | Argonaute 1

product information

Background I AGO1 belongs to a group of argonaute proteins which are catalytic component of the RNA-incudes silencing
complex (RISC). This protein complex is responsible for the gene silencing (RNAi).

Immunogen N-terminal peptide of Arabidopsis thaliana AGO1 004379, At1g48410

Host Rabbit

Clonality Polyclonal

Format Lyophilized

Quantity 50 ug

|
|
|
Purity 1 Affinity purified serum
|
1
Reconstitution l

For reconstitution add 50 pl of sterile water.

Storage Store lyophilized/reconstituted at -20°C; once reconstituted make aliquots to avoid repeated freeze-thaw cycles.
Please, remember to spin tubes briefly prior to opening them to avoid any losses that might occur from lyophilized
material adhering to the cap or sides of the tubes.

Tested applications | Western Blot (WB)

Related products AS09 527-ALP | Anti-AGO1 | Argonaute 1 (40 pg, ALP-conjugated)
ASQ9 527B | Anti-AGO1 | Argonaute 1 (40 pg, Biotin conjugated)
AS09 527-HRP | Anti-AGO1 | Argonaute 1 (40 ug, HRP-conjugated)
AS14 2776 | Anti-AGO1 | Argonaute 1 (Chlamydomonas), rabbit antibody
ASQ9 527P | AGOT1 | Argonaute 1 | Blocking peptide

AS13 3682 | Anti-AGO2 | Aargonaute 2, rabbit antibody

AS09 617 | Anti-AGO4 | Argonaute 4, rabbit antibody

AS10 671 | Anti-AGOS5 | Argonaute 5, rabbit antibody

AS10 672 | Anti-AGOS6 | Argonaute 6, rabbit antibody

AS10 673 | Anti-AGO9 | Argonaute 9, rabbit antibody

AS15 3071 | Anti-AGO10 | Argonaute 10, rabbit antibody
Collection of antibodies to micro RNA

Plant protein extraction buffer

Secondary antibodies

Additional information Antibody binds microRNA and tasiRNAs, preference for 21nt miRNAs with 5'U.

To detect AGO1 in Nicotiana benthamiana, please inquire.

Application information
Recommended dilution [| 1:5000 - 1: 10 000 (WB)

Expected | apparent
mw 116.4 | 130 kDa

Confirmed reactivity Arabidopsis thaliana, Nicotiana benthamiana

Brassica pekinensis, Capsella rubella, Malus domestica, Pisum sativum, Ricinus communis, Solanum tuberosum,
Zea mays, Vitis vinifera

Predicted reactivity

Not reactive in Chlamydomonas reinhardtii

expressed the highest. Use of proteasome inhibitors as MG132 can help to stabilize AGO proteins during extraction

Additional information AGO expression may be tissue specific and using floral tissue is recommended where most of the AGOs are
procedure.
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