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RESUMEN 

Fibrilarina (FBL) es una de las nucleoproteínas más estudiadas, está involucrada en 

diversos procesos celulares como la biogénesis ribosomal, ensamble de la transcripción 

basal, remodelación de la cromatina, procesamiento de snoRNAy snRNA. Además, una de 

sus funciones principales es el procesamiento del pre-RNA con metilaciones 2’O. Su 

secuencia es conservada a lo largo de la evolución. Estructuralmente, FBL está dividida en 

dos dominios, el N-terminal y el dominio metiltransferasa. El dominio N-terminal está 

dividido en dos regiones, la región GAR y la regio BCO, con una señal de localización 

nuclear (NoLS) y una función no identificada, respectivamente. El dominio metiltransferasa 

tiene una región de unión a RNA y una región α-helice. A pesar de que, la secuencia de 

aminoácidos y la estructura secundaria de FBL es altamente conservada, el dominio Gar 

varía considerablemente de eucariotas a arqueas. 

FBL es una metiltransferasa dependiente de S-adenosil-L-metionina, esto quiere decir que 

aparte de metilar ribosomas también es capaz de metilar a la histona H2A. 

Interesantemente, Arabidopsis thaliana tiene 2 copias del gen de FBL, y ha sido demostrado 

que el silenciamiento de estos genes afecta el crecimiento y desarrollo de plantas. Trabajos 

anteriores han demostrado que FBL es requerida para completar el ciclo de infección de 

diversos virus de (+)ssRNA probados en plantas silenciadas. De hecho, la mayoría de estos 

virus, en general, interactúan con FBL. El papel de FBL in virología aun o es definida, así 

que, se necesitan más estudios. 

Por otro lado, la sobreexpresión de FBL genera errores en el patrón de metilación afectando 

la fidelidad de la traducción y el inicio de la transcripción. En cáncer, Se puede detectar una 

sobreexpresión de FBL ya que la proteína p53 que es un regulador negativo de FBL está 

mutada. 

En este Proyecto nos enfocamos principalmente en la construcción de vectores que 

orqueste el silenciamiento de FBL vía RNAi en plantas con la asistencia de Agrobacterium 

tumefaciens para la transformación. Discos foliares de 2 meses de edad fueron 

transformados y fue posibles observar 21 días posteriores a la transformación, una 
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diferencia fenotípica entre los discos foliares no transformados. Este efecto podría deberse 

a la disminución en la cantidad de proteína FBL que fue corroborada por Western Blot. 
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ABSTRACT 

Fibrillarin (FBL) is one of the most studied nucleoproteins, since it is involved in multiple 

cellular processes such as ribosomal biogenesis, basal transcription assembly, chromatin 

remodeling, snoRNA processing and snRNA to name a few. Although, the main function is 

the processing of pre-rRNA with 2´O methylations. Its sequence is conserved throughout 

evolution. Structurally, FBL is divided into two domains, the N-terminal Domain and the 

Methyltransferase Domain. The N-terminal domain is divided into two regions, the GAR 

region and the BCO region, with a nucleolar localization signal (NoLS) and an undefined 

function, respectively. The methyltransferase has an RNA binding region and the α-helix 

region. Despite the amino acid sequence and secondary structure of FBL is highly 

conserved, the GAR domain varies considerably from Eukaryotes to Archaebacteria.  

FBL is a methyltransferase-dependent S-adenosyl-L-methionine, this means that apart from 

methylating ribosomes it also methylates the histone H2A.  

Interestingly, Arabidopsis thaliana has two copies of the FBL gene, and it has been shown 

that silencing one of these genes affects the growth and development of plants. Previous 

works has demonstrated that FBL is required to complete the infective-cycle of several 

(+)ssRNA viruses by testing the infectivity on FBL silenced plants. In fact, among these 

viruses, in general, interact with FBL. The roll of FBL in virology isn´t yet defined, so more 

studies needs to be done.  

Besides, the overexpression of FBL generates errors in the methylation pattern affecting the 

fidelity of the translation and the initiation of the transcription. In cancer, an overexpression 

of FBL can be detected since p53 protein that is a negative regulator of FBL is mutated.  

This proyect focused primarily in the construction of vectors that orchestrate the silencing of 

FBL via RNAi in plants systems with the assistance of Agrobacterium tumefaciens as 

transformation vector. 2 months old foliar disks were transformed and it was possible to 

visualize throughout 21 days post-transformation, the phenotypic difference between foliar 

disks not-transformed. This effect might be due the decrease in the amount of FBL protein 

which was corroborated by Western Blot. 
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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 

 

Fibrilarina es una de las nucleoproteínas más estudiadas, ya que interviene en diversos 

procesos celulares como: la biogénesis ribosomal, ensamble de la transcripción basal, 

remodelamiento de la cromatina, procesamiento del snoRNA y snRNA por mencionar 

algunos. Su función principal es la metilación y procesamiento del pre rRNA, es una proteína 

qué es conservada a lo largo de la evolución. Estructuralmente fibrilarina está dividida en 

dos dominios, el Dominio N-terminal y el Dominio Metiltransferasa. El dominio N-terminal 

está dividido en dos regiones, la región GAR y la región BCO. La región GAR tiene la 

característica de tener una señal nucleolar, la región BCO aún no tiene una función definida. 

El Dominio metiltransferasa está dividido en dos regiones, región de unión a ARN y la región 

α-hélice. En general, la secuencia de aminoácidos y estructura secundaria de fibrilarina es 

altamente conservada. El dominio GAR varía considerablemente de Eucariontes a 

Arquebacterias. 

Fibrilarina es una S-adenosil-L-metionina dependiente de metiltransferasa, esto quiere decir 

que aparte de metilar ribosomas (18s y 28s) de igual manera metila moléculas como DNA, 

RNA y proteínas, como es el caso de la histona H2A (Loza Muller et al., 2015). 

En plantas como Arabidopsis thaliana se sabe que existen dos copias del gen de fibrilarina, 

y se ha demostrado que el silenciamiento de uno de estos genes afecta el crecimiento y 

desarrollo de las plantas. De igual manera el silenciamiento de dicha proteína en platas de 

N. benthamiana que posteriormente han sido infectadas con virus, mostraron una 

resistencia ante ellos, los análisis realizados a estas plantas demostraron que el dominio 

GAR posiblemente interactúa con las proteínas virales ayudándolas a diseminarse por la 

planta (Kim et al., 2007). Aún no se sabe cuál es el mecanismo por el cual los virus 

interaccionan con fibrilarina a pesar de que tiene un papel importante en la diseminación 

viral. 

En contra parte, la sobre expresión de fibrilarina, genera errores en el patrón de metilación 

generando errores en la fidelidad de la traducción, así como en el inicio de la trascripción 



  

   2  

 

                       Capítulo I 

(Virginie Marcel et al., 2013). En células cancerígenas se puede apreciar una sobre 

expresión de fibrilarina ya que la proteína p53 que es un regulador negativo de fibrilarina se 

encuentra mutada permitiendo la sobre expresión de esta. 

En este proyecto se generó la construcción de vectores que permitirán el silenciamiento de 

fibrilarina en N. tabacum utilizando Agrobacterium tumefaciens como vector de 

transformación. Discos foliares fueron transformados y fue posible monitorear el 

silenciamiento de fibrilarina, 21día posteriores a la transformación, en ese punto fue posible 

observar una diferencia fenotípica a diferencia de los controles, atribuida a la disminución 

en la expresión lo cual fue corroborado mediante Western bot. Sin embargo, es preciso 

llegar a la regeneración de plantas para realizar estudios donde la actividad sea acentuada. 
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ANTECEDENTES 

1 EL NUCLÉOLO 

El nucléolo es un subdominio nucleolar en el cual se ensamblan las unidades ribosomales 

en células eucariotas, fue observado por primera vez hace 200 años, los nucléolos se 

ensamblan alrededor de grupos de genes de DNA ribosómico repetidos en tándem y los 

RNA ribosómicos 28S, 18S y 5.8S (rRNA) se transcriben como un precursor único, que se 

procesa y ensambla con el rRNA 5S en subunidades ribosómicas. Aunque el nucléolo se 

asocia principalmente con la biogénesis de los ribosomas, varias líneas de evidencia ahora 

muestran que tiene funciones adicionales. El nucléolo desmonta en inicio de la mitosis, sus 

componentes se dispersan en varias partes de la célula y el re-ensamble ocurre en la 

telofase. El ensamble de los ribosomas ocurre durante con el inicio de la transcripción del 

pre-mRNA.   

El proceso de ensamble de las subunidades de los ribosomas requiere en un principio de 

la transcripción de os genes de rDNA por la RNA pol I, estos genes están organizados en 

regiones nucleares organizadas (NORs), que están localizadas en los cromosomas 

acrocentricos. El rRNA precursor 47s es cortado subsecuentemente por el rRNA 28s 

maduro, 18s y 5.8s, post-transcripcionalmente modificados por la interacción de pequeñas 

ribonucleoproteínas nucleares (snoRNPs) y factores de procesamiento proteico y, 

finalmente ensamblados por algunas proteínas ribosomales antes de interaccionar con la 

maquinaria de exportación y transporte al citoplasma. Análisis bioinformáticos han 

demostrado que alrededor del 30% de las proteínas presentes en el núcleo están 

involucradas en el procesamiento de los ribosomas, sin embargo, otras proteínas nucleares 

están consideradas en otros procesos como control del ciclo celular, replicación del DNA y 

reparación de DNA (François-Michel Boisver, 2007) 

 

1.1 ESTRUCTURA NUCLEAR 

La estructura nuclear es altamente variable y depende del tipo y actividad que realiza la 

célula en el cual el nucléolo está incluido.  El nucléolo puede ser dividido en tres tipos de 
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clases de acuerdo con la distribución de los componentes de las ribonucleoproteinas: 

nucléolo reticulado, nucléolo compactado, y nucléolo en forma de anillo (Thiry y Goessens, 

1996). 

Todos los nucléolos activos tienen dos componentes ribonucleoproteicos (RNP) que 

contienen precursores de la subunidad ribosomal: componente fibrilar denso y componente 

granular.  El nucléolo reticular contiene redes de hebras formadas por el componente fibrilar 

denso y componente granular. En el nucléolo compacto existe una distribución 

relativamente uniforme de las estructuras de RNP y una ausencia de intersticios.  Nucléolo 

en forma de anillo tiene un anillo periférico de componentes RNP alrededor de una zona 

central, es decir carece de tales estructuras, pero contiene DNA y proteínas. Las células 

que contienen nucléolos en forma de anillo generalmente tienen una baja tasa de síntesis 

ribosomal. 

 

2 FIBRILARINA 

El nucléolo es la estructura más grande dentro de la célula su función más importante es la 

biogénesis ribosomal, este proceso involucra la transcripción de rDNA proveniente del rRNA 

y el ensamblado por proteínas ribosomales. El nucléolo está conformado por: centro fibrilar 

(FCs), componente fibrilar denso (DFC) y un componente granular. Entre las proteínas 

nucleares (NOP), la fibrilarina es una proteína altamente conservada en su función y 

secuencia a lo largo de la evolución. Normalmente la fibrilarina puede ser detectada durante 

la interface en la zona de transición entre FC y DFC, donde ocurre la transcripción del rDNA, 

y en el DFC donde el procesamiento del rRNA tiene lugar en células eucariotas, por lo cual 

la fibrilarina es utilizada como un marcador molecular de la actividad transcripcional de la 

RNA polimerasa I. Dependiendo del organismo tiene un rango de masa de entre 34KDa y 

38KDa y es originalmente descrita en el nucléolo (Christensen et al., 1977). 

 

2.1 ESTRUCTURA DE LA FIBRILARINA 

La fibrilarina está dividida en dos grandes dominios: el dominio N-terminal y un dominio 

MTase. El dominio N-terminal está dividido en dos regiones: el dominio GAR con alrededor 
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de 77 aminoácidos y la región espaciadora con 66 aminoácidos. El dominio GAR es el 

responsable de la interacción entre diferentes células y proteínas virales y tiene una señal 

de retención nucleolar. (Snaar et al., 2000) concluyó que el dominio GAR dirige la proteína 

al núcleo y está involucrado en la retención en el nucléolo. Sin embargo, para la localización 

nucleolar, se requiere el motivo de unión a RNA. Por otra parte, esta región no es requerida 

para la localización de la fibrilarina en cuerpos cajales (CBs).  El dominio GAR de fibrilarina 

de humanos y fibrilarina de Arabidopsis es necesario para la localización nuclear de la 

proteína (Pih et al., 2000; levitskii et al., 2004) y es metilado en varios residuos de arginina. 

La fibrilarina ha sido descrita como sustrato de la metilación de arginina por la enzima 

arginina N-metiltransferasa1 (PRMT). 

El dominio Mtase está dividido en dos regiones: región R o ventral con 87 aminoácidos y 

una región de 95 aminoácidos ricos en estructura α-hélice. Dentro de la región R, está el 

motivo de unión a RNA GCVYAVCF específico de proteínas. El dominio C terminal es 

caracterizado por su estructura conservada compuesta por siete  hojas beta y alfa hélice, y 

tres aminoácidos conservados. 

 

2.2 LOCALIZACIÓN DE LA FIBRILARINA Y CICLO CELULAR 

La fibrilarina, así como otras proteínas nucleares es altamente dinámica, debido al flujo de 

moléculas requeridas para el proceso de la biogénesis ribosomal. El estudio de la dinámica 

de la fibrilarina se ha llevo a cabo marcando la proteína con proteína verde fluorescente 

siguiendo la recuperación de la fluorescencia después de experimentos de foto blanqueo. 

Las observaciones de dicho experimento muestran un rápido intercambio entre la fibrilarina 

en el nucléolo y el nucleoplasma, también muestran ligeras diferencias cinéticas 

dependiendo de la localización de la fibrilarina (Phair and Misteli, 2000; Snaar et al., 2000). 

Bajo estas condiciones, las moléculas de la fibrilarina están presentes en CB y el nucléolo 

solo por corto tiempo. 

La abundancia y localización de la fibrilarina durante mitosis ha sido estudiada a detalle en 

varios modelos, la fibrilarina está localizada en el cuerpo fibrilar denso (DFC) del núcleo 

durante la interface y su concentración puede duplicar de G1 a G2 (Cerdido and Medina, 

1995). 
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2.3 INTERACCIÓN DE LA FIBRILARINA CON PROTEÍNAS VIRALES 

La fibrilarina es una proteína esencial para la vida ya que es requerida para múltiples 

funciones de la célula. En las plantas el efecto de silenciamiento de la expresión de la 

fibrilarina sugiere que, la fibrilarina está involucrada únicamente en el movimiento de los 

virus (Sang et, al 2007) 

Las proteínas virales de diversas plantas, son capaces de generar proteínas de movimiento 

que pueden localizarse en el núcleo y co-localizarse en el nucléolo donde se encuentra la 

fibrilarina. Algunas de estas proteínas pueden interactuar directamente con la fibrilarina, se 

requiere de dichas interacciones para facilitar las diferentes funciones de los virus. Estas 

proteínas pueden llegar al nucléolo donde se encuentra la fibrilarina y reclutarla para poder 

llevar las proteínas virales al citoplasma tal como lo hace ORF3 del virus GRV (Kim et al., 

2007a, Kim et al., 2007b, Canetta et al., 2008). 

Este fenómeno se ha repetido con otros virus como PVA (virus de la papa A) donde la 

fibrilarina interactúa con la proteína de movimiento VPg, la cual tiene una localización 

nuclear y nucleolar, cuyo agotamiento reduce la acumulación de PVA (Rajamaki et al 2009). 

Sin embargo, numerosos estudios correlativos han indicado que el nucléolo puede jugar un 

papel importante en el ciclo de infección de los virus. (Martínez and Daròs, 2014; Rossi et 

al., 2014; Taliansky et al., 2010). 

 

3 CLONACIÓN POR LA TECNOLOGÍA GATEWAY 

La tecnología Gateway es un método de clonación universal basada en la recombinación 

sitio-especifica del bacteriófago lambda (landy, 1989), para facilitar la integración en 

cromosoma de E. coli y el intercambio de la vía de lítica a lisogénica. La tecnología Gateway 

provee una rápida y eficiente manera de clonar secuencias de DNA en diferentes sistemas 

de vectores, para un análisis funcional o expresión de proteínas (Hartley et al., 2000). La 

integración de Lambda en el cromosoma de E. coli ocurre a través de la recombinación de 

DNA intermolecular que está mediada por una mezcla de proteínas de recombinación 

codificadas por lambda y E. coli (es decir, la mezcla de enzimas Clonase ™). La 
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recombinación ocurre entre sitios de unión específicos (att) en las moléculas de DNA que 

interactúan. La recombinación es conservativa y no requiere síntesis de DNA. Los 

segmentos de DNA flanqueados con sitios de recombinación son cambiados, después de 

la recombinación, los sitios att son secuencias hibridas compuestas de cada vector parental 

o previo, por ejemplo, los sitios attL están compuestos de secuencias provenientes de sitios 

attB y attP. La recombinación puede ocurrir entre DNA de cualquier tipología. 

 

La recombinación lambda ocurre entre sitios específicos de adhesión ((“attachment” (att)): 

attB para E. coli y AttP para Lambda. Los sitios att sirven como sitios de unión para 

proteínas de recombinación. Así mismo la recombinación de lambda es catalizada por un 

mix de enzimas que se unen a secuencias especificas (sitios att), reunir los sitios objetivo, 

escindirlos y unir covalentemente el DNA. Las proteínas de recombinación involucradas en 

la reacción difieren dependiendo de si lambda utiliza la vía lítica o lisogénica. 

Tabla 1 Estrategias de recombinación de la tecnología Gateway 

 

La tecnología Gateway usa el sistema de recombinación de lambda para facilitarla 

transferencia de secuencias heterólogas de DNA a diferentes vectores y está basada en 

dos reacciones de recombinación, reacción BP y reacción LR. 

 

Reacción BP: facilita la reacción de recombinación del sustrato de attB (producto de attB-

PCR) con el sustrato attP (vector donador) para crear attL secuencia que está en el vector 

de entrada. Esta reacción está catalizada por B P clonasa. 

 

Reacción LR: facilita la recombinación del sustrato attL (clona de entrada) con el sustrato 

attR (vector destino) para crear attB contenida en la clona de expresión. Esta reacción esta 

catalizada por LR clonasa. 
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3.1 MECANISMOS DE EDICIÓN DEL GENOMA 

3.1.1 CRISPR Cas9 

La tecnología CRISPR está basada en el sistema de defensa de las bacterias, es la manera 

que ellas evitan ser dañadas por los fagos. En el 2012 se utilizó el mecanismo que utilizan 

las bacterias como sistema inmune para generar una herramienta de edición, generando 

un RNA guía, el cual contendría la secuencia blanco del gen a editar.  La proteína Cas 9 

tiene la capacidad de cortar la doble hebra del DNA ya que cuenta con dos dominios, uno 

con actividad de DNAsa y el otro con actividad de RNAsaH, esto quiere decir que corta DNA 

unido a RNA. Cas 9 reconoce secuencias específicas para poder realizar un corte, estos 

sitios son conocidos como PAM (Jennifer Doudna et al 2012). El gRNA que lleva la 

secuencia especifica del gen, buscará su complementariedad dentro del genoma, una vez 

encontrado la proteína Cas 9 podrá realizar el corte, este daño generado al DNA deberá o 

no ser reparado. En plantas se ha demostrado que es posible dirigir cortes en el genoma, 

tal es el caso de N. benthamiana que en un trabajo de Matsuo de 2019, donde utilizo esta 

técnica para mutar una proteína involucrada en el proceso de RNAi en plantas, con el 

objetivo de generar plantas las cuales sean capaces de producir en masa proteínas 

recombinantes.  

 

Figura 1 Mecanismo CRISPR Cas. Esquema del mecanismo de corte de DNA por Cas9. En rojo se observan 

los sitios PAM, secuencias adyacentes al punto de corte. En amarillo observamos el gRNA que guiara el corte
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JUSTIFICACIÓN 

Bajos niveles de fibrilarina en células vegetales, provocan un deterioro en el desarrollo 

vegetal generando plantas enanas, así mismo, bajos niveles de expresión de la fibrilarina 

en células vegetales han sido relacionado con el impedimento de la diseminación viral. Por 

lo que, el presente trabajo tiene como objetivo generar las herramientas para el 

silenciamiento de fibrilarina en N. tabacum que permita estudiar la interacción de fibrilarina 

con proteínas virales.
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OBJETIVO GENERAL 

 Silenciar fibrilarina en Nicotiana tabacum. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Transformar N. tabacum SR-1 con A. tumefaciens LB4404 potador del vector de 

silenciamiento. 

 Evaluar de manera transitoria el silenciamiento en explantes transformados con 

vector de silenciamiento. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
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CAPÍTULO II 

MATERIALES Y MÉTODOS 

4 DISEÑO DE INICIADORES 

Los iniciadores para amplificar la secuencias de Ntfib1, Ntfib2 y Fibsi fueron diseñados con 

base a la secuencia cds, que se encuentra en la base de datos del National Center of 

Biotechnology  information (NCBI).  Se diseñaron los cebadores con las cajas parciales con 

12 pb de attB1 (AA AAA GCA GGC TNN) y attB2 (A GAA AGC TGG GTN) junto con los 

iniciadores NtFibsi_Fwd, NtFibsi_Rvs, Ntfi1_Fwd, Ntfib1_Rvs, Ntfib2_Fwd, Ntfib2_Rvs 

respectivamente. 

 

5 AMPLIFICACIÓN Y CLONACIÓN DE FIBSI EN PDONRTM221 MEDIANTE LA 

REACCIÓN BP 

A partir del vector pGEM::Ccfib el cual fue utilizado para la amplificación de Fibsi. El vector 

donador pDONR™221 de 4761 pb (Gateway® pDONR™ Vectors, Invitrogen, cat. No. 

12536-017, Carlsbad, CA) fue utilizado para clonación de Fibsi. La clonación se realizó 

mediante recombinación sitio específica con la tecnología Gateway®. Se diseñaron los 

cebadores con las cajas parciales con 12 pb de attB1 (AA AAA GCA GGC TNN) y attB2 (A 

GAA AGC TGG GTN) junto con los iniciadores Fibsi_Fwd y Fibsi_Rvs, respectivamente. Se 

utilizó como templete para una segunda PCR con las cajas completas con 29 pb de attB1 

(G GGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC T) y attB2 (GGG GAC CAC TTT GTA 

CAA GAA AGC TGG GT) que recombinan con las cajas parciales de 12 pb. Se purificó una 

banda que correspondiera a 228 pb y se clonó en pDONR™221 por recombinación sitio 

específica mediante la reacción BP con las cajas attB del gen Fibsi y las cajas attP del 

vector donador. Se transformó el vector con células competentes de E. coli cepa DH5α en 

medio LB suplementado con kanamicina en 50 mg/mL se verificó la presencia del inserto 

por PCR. 
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6 CLONACIÓN DE PDONR™221::FIBSI EN PK7GWIWG2 MEDIANTE LA REACCIÓN 

LR 

El vector binario pK7GWIWG2 (I) de 13599 pb (Plant System Biology) se utilizó para la 

clonación de Fibsi mediante la reacción LR. La recombinación sitio específica se estableció 

entre el pDONR™221:::Fibsi y el vector pK7GWIWG2 con las cajas attL y attR, 

respectivamente. Se transformaron células de E. coli cepa DH5α en medio LB 

suplementado con kanamicina y se analizó la presencia del inserto por PCR y enzimas de 

restricción. 

 

7 TRANSFORMACIÓN DE AGROBACTERIUM CON PK7GWIWG2:::FIBSI 

Se transformó la cepa EHA105 de Agrobacterium en el vector binario pK7GWIWG2::Fibsi 

por el método de choque térmico [ CITATION Wan06 \l 2058 ] 

8 ANÁLISIS DE LA SECUENCIA DE NTFIB1 Y NTFIB2 

Se analizó la secuencia de Ntfib reportada en la base de datos del National Center of 

Biotechnology information (NCBI). A partir de esta información ambas secuencias fueron 

alineadas con el fin de encontrar una región que diferenciara una de la otra.  

 

9 CLONACIÓN DE NTFIB1 Y NTFIB2 EN PDONR™221 MEDIANTE LA REACCIÓN BP 

El vector donador pDONR™221 de 4761 pb (Gateway® pDONR™ Vectors, Invitrogen, cat. 

No. 12536-017, Carlsbad, CA) fue utilizado para clonación de Ntfib1 y Ntfib2. La clonación 

se realizó mediante recombinación sitio específica con la tecnología Gateway®. Se 

diseñaron los cebadores con las cajas parciales con 12 pb de attB1 (AA AAA GCA GGC 

TNN) y attB2 (A GAA AGC TGG GTN) junto con los iniciadores Ntfib1FW, Ntfib1RV, 

Ntfib2FW, Ntfib2RV respectivamente. Se utilizó como templete para una segunda PCR con 

las cajas completas con 29 pb de attB1 (G GGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC 

T) y attB2 (GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GT) que recombinan con las 

cajas parciales de 12 pb. 
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10 TRANSFORMACIÓN DE NICOTIANA TABACUM POR AGROINFILTRACIÓN 

La transformación de N. tabacum se realizó mediante la técnica de agroinfiltración. Se utilizó 

la cepa EHA105 (resistente a rifampicina) de Agrobacterium ya transformada con el vector 

binario pK7GWIWG2::Fibsi (resistente a espectinomicina) para infectar el genotipo SR-1 de 

Nicotiana tabacum por agroinfiltración. El crecimiento de Agrobacterium transformado con 

pK7GWIWG2::Fibsi se mantendrá mediante rifampicina (100 mg L-1) y espectinomicina (50 

mg L-1). Los explantes se colocarán en cajas Petri con medio de precultivo a 25°C bajo 

fotoperiodo de 18 horas de luz por 24 horas. Se traspasaron los explantes de las placas 

con medio de precultivo a los medios de cocultivo líquido con bacterias suplementado con 

Acetosiringona (100 𝜇𝑀). Colocar los explantes a una presión de 40 cm Hg constantes 

durante 5 min. Retirar la presión y repetir, dejando 3 minutos de reposo sin presión. Se 

retiran los explantes y se colocan en placas con medio de cocultivo (Acetosiringona 100 

𝜇𝑀) durante 3 días en un régimen de 18 horas de luz y a temperatura ambiente. 

 

11  LAVADOS Y SELECCIÓN 

 
Se lavaron los explantes con timentina (200 mg L-1) y cefataxima (100 mg L-1) en una 

solución al 0.9% (p/v) de NaCl. Posterior a los lavados, se transfieren los explantes en 

medio de selección suplementado con kanamicina (100 mg L-1) y timentina (200 mg L-1). Se 

transfieren los explantes a un medio de selección fresco nuevo cada dos semanas en un 

régimen de 18 horas de luz a temperatura ambiente (CLEMENTE, 2006). 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2 Medios de transformación de A. tumefaciens 
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12 ANÁLISIS DE PLANTAS TRANSFORMADAS 

 
Las plantas infectadas se analizaron por su fenotipo, por la acumulación de mRNA de Fibsi 

por Western Blot.  

13 ESTRATEGIA CRISPR CAS9 

 
Se analizó en el genoma de Nicotiana tabacum con el programa CRISPR Direct con el 

objetivo de encontrar gRNAs que permitieran generar líneas de plantas con una sola copia 

del gen de fibrilarina. Dichos gRNAs fueron clonados en vector pHSN6I01 (13088 pb). 

14 AMPLIFICACIÓN DE GRNAS 

 
Se diseñaron los cebadores bajo los sitios de restricción de BsaI tanto para 5’-3’. Estos 

sitios permitirán clonar los gRNAs en el vector pHSN6I01 (13088 pb) bajo la técnica Golden 

Gate Cloning. 

 

15 CLONACIÓN DE GRNAS EN PHSN6I01 (13088 PB) 

 
El vector donador pHSN6I01 (13088 pb) (Addgene núm. cat 50587) fue utilizado para 

clonación de gRNA_Ntfib1 y rRNA_Ntfib2. La clonación se realizó mediante Golden Gate 

Cloning, método en el cual se explotan la capacidad de las endonucleasas de restricción 

de Tipo IIS (REases) para escindir el DNA fuera de la secuencia de reconocimiento. Los 

insertos y los vectores de clonación están diseñados para colocar el sitio de reconocimiento 

de Tipo IIS en un lugar distal al sitio de escisión, de tal manera que la IAS Tipo IIS pueda 

eliminar la secuencia de reconocimiento del ensamblaje. 
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CAPÍTULO III 

RESULTADOS 

 

16 CONSTRUCCIÓN DE VECTOR DE SILENCIAMIENTO FIBSI 

 
A partir de la secuencia de la fibrilarina de Capsicum chinense se realizó un análisis de la 

secuencia para encontrar un fragmento específico de la fibrilarina para plantas. Dicho 

fragmento fue encontrado en el dominio N-terminal con un tamaño 170 pb. (figura 2). Así 

mismo se realizó un alineamiento con Ntfib1 y Ntfib2 observando la presencia de esta firma 

(Fibsi) en ambos genes. Con esta firma se espera silenciar ambos genes dentro del genoma 

de N. tabacum. 

A) 
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B) 

 

Figura 2 Análisis in sillico de la secuencia de fibrilarina en Capsicum. . A) En azul se observan secuencias 

inespecíficas de fibrilarina; en verde se observa secuencia especifica de fibrilarina en plantas de un tamaño de 

170 pb. B) Alineamiento de Fibsi contra Ntfib1 y Ntfib2. 

17 DISEÑO DE OLIGOS 

 
Se diseñaron oligos para la amplificación de la secuencia Fibsi la cual tiene un largo de 170 

pb y se encuentra en el dominio N-terminal de fibrilarina específicamente en la región BCO, 

las cajas attB fueron agregadas (figura 3).  Esta secuencia se encuentra en ambos genes 

de fibrilarina. 

 

Figura 3 Diseño de oligos para la amplificación de Fibsi. Los oligos fueron diseñados a partir de la secuencia 

encontrada, con una TM de 60°. Las cajas attB fueron agregadas. 
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18 FLANQUEO DE FIBSI CON LAS CAJAS ATTB 

 
La clonación de Fibsi en el plásmido donador pDONRTM 221 se realizó mediante la 

tecnología de Gateway®. Se amplificó Fibsi con las cajas parciales de 12 pb attb, donde se 

puede observar, una banda cercana al marcador de 194 pb, que puede corresponder a los 

170 pb de Fibsi, más los 24 pb de ambas cajas parciales de attB. Posteriormente se realizó 

una segunda PCR al fragmento amplificado con los oligos universales de attB (figura 4). 

 

19 REACCIÓN BP 

 
Se realizó la reacción BP de la tecnología Gateway Cloning Technology mediante la 

recombinación del NtFib flanqueado con las terminaciones attB y el vector donador; 

pDONRTM 221 (4761 pb). El producto de la recombinación se transformó en células 

competentes de E. coli cepa DH5𝛼 en placas con medio LB suplementado con kanamicina. 

Se realizó PCR de colonias posibles con la construcción con los oligos de Fibsi y se notó 

una banda de aproximadamente 170pb (figura 5). La construcción generada fue mandada 

a secuenciar y dicha secuencia corresponde a Fibsi (figura 6). 

Figura 4 Flanqueo de la secuencia Fibsi. a) Amplificación con las cajas parciales attB en Fibsi 

(194 pb); b) Amplificación con las cajas completas attB en Fibsi (252 pb) 
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Figura 5 Extracción de DNA plasmidico y PCR de clonas seleccionadas. a) extracción de DNA plasmidico donde 

se pudo observar diferentes alturas, tomando las de aproximadamente 4774 que corresponderían a 

Fibsi+pDONR. b) Amplificación de clonas seleccionadas con oligos Fibsi_Fwd y Fibsi_Rvs. 

 

 

Figura 6 Secuenciación Fibsi. Resultados de la secuenciación de las clonas seleccionadas, donde se pudo 

observar la correcta clonación de este fragmento. 

 

20 REACCION LR 

Se realizó la reacción LR de la tecnología Gateway Cloning Technology mediante la 

recombinación de pDONR::Fibsi flanqueado con las terminaciones attB y el vector binario 
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pK7GWIWG2(I) (13599 pb). El producto de la recombinación se transformó en células 

competentes de E. coli cepa DH5𝛼 en placas con medio LB suplementado con kanamicina.  

Se realizó PCR en colonia y se pudo observar la amplificación de una banda de 

aproximadamente 256pb correspondientes a Fibsi (figura 7). Para corroborar la correcta 

recombinación en sentido y anti-sentido del fragmento Fibsi, se diseñaron oligos del T35s 

y P35s, estos oligos en pK7GWIWG2(I) amplificarán una banda de 4283pb. Se realizó PCR 

de pK7GWIWG2(I)::Fibsi y se puedo observar una banda de aproximadamente 1359pb 

(figura 8), que corresponderían a la correcta clonación en sentido y anti-sentido del 

fragmento Fibsi. Una vez confirmada la clonación de Fibsi mediante PCR, el producto de la 

recombinación fue transformado en células competentes de agrobacterium cepa LBA4404 

en placas de medio YEB suplementado con rifampicina y espectomicina. Se realizó PCR 

en colonia. Se pudo observar la amplificación de un fragmento de aproximadamente 170pb 

que pudiera corresponder a Fibsi (figura 9). 

 

Figura 7 Reacción LR. Amplificación de secuencia Fibsi en colonia seleccionada con oligos Ntfibsi_Fwr y 

Ntfibsi_Rvs, donde se puede observar un fragmento de aproximadamente 256 pb correspondientes a Fibsi. 
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Figura 8 Amplificación de pK7GWIWG2::Fibsi. Amplificación del fragmento que va del P35s a T35s para corroborar la 

correcta inserción de Fibsi en sentido y anti-sentido, donde se pudo observar una banda de aproximadamente 1359pb 
correspondientes a la inserción de Fibsi en pK7GWIWG2(I). A) fragmento que amplifican los oligos T35s y P35s en 
pK7GWIWG2(I) (4283pb). B) fragmento que amplifican los oligos P35s y T35s en pK7GWIWG2::Fibsi. (1359pb). 

Figura 9 PCR en colonia. Se transformó el producto de la recombinación en células competentes de agrobacterium cepa 

LBA4404 y posteriormente se realizó una PCR y se puede observar la amplificación de una banda de aproximadamente 170 

pb que corresponden a Fibsi. ( (- vector pK7GWIWG2 vacio) 1,2,3,4,5,6,7 colonias seleccionadas). 
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21 TRANSFORMACIÓN DE NICOTIANA TABACUM POR AGROINFILTRACIÓN 

 
Se transformaron explantes in vitro de N. tabacum con el genotipo SR-1 mediante A. 

tumefaciens LBA4404 con el vector pK7GWIWG2::Fibsi y pK7GWIWG2 por agroinfiltración 

mediante el protocolo de Clemente(2006). 

 

Se realizó solo un evento de transformación. Se prepararon tres cajas con 35 discos foliares 

de N. tabacum SR-1 silvestre para posteriormente ser inoculados con la bacteria portadora 

de pK7GWIWG2::Fibsi y pK7GWIWG2 respectivamente. Se creció el cultivo de 

Agrobacterium cepa LB4404 transformada con el vector pK7GWIWG2::Fibsi y vector vacío, 

se re suspendió el paquete celular con 50 mL de medio de cocultivo liquido suplementado 

con acetosiringona (100mg/mL) en hielo, seguidamente se procedió a la agro infiltración 

(materiales y métodos). Finalizado el tratamiento se observaron los explantes 

transformados durante los primeros tres días, no se contamino por bacteria, no hubo cambio 

de color ni cambio en la morfología. 

 

Pasados los tres días se procedió a las etapas “lavado y selección” donde los explantes 

fueron desinfectados de los restos de bacterias. 

 

A partir del día 11 se puede observar una diferencia en el fenotipo con respecto al control 

(figura 10), vector vacío y pK/GWIWG2::Fibsi, esta diferencia marcada entre el control y 

pK7GWIWG2::Fibsi sugiere el silenciamiento de fibrilarina. 

Un cambio más notorio se observa a los 21 días posteriores a la agroinfiltración, los discos 

foliares transformados con pK7GWIWG2::Fibsi mostraron más zonas necróticas y una 

disminución en tamaño a diferencia del vector vacío y control, sugiriendo nuevamente que 

este efecto es debido a la disminución de la expresión de fibrilarina, se utilizó como 

referencia y a manera de normalizar los colores en las fotos una serie de círculos en 

diferentes tonalidades de verde (figura 12). 

Se verifico que 100 mg/mL de kanamicina permitiera la selección de los explantes 

transgénicos según clemente (2006), por tanto, se evaluó durante 2 semanas el efecto del 

antibiótico sobre plantas silvestres de N. tabacum. En la figura11 se observa dos cajas Petri 
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con explantes silvestres de N. tabacum en medio MS y 100 mg/mL de kanamicina durante 

dos semanas. En el día 0 se observó un coloramiento verde fuerte en la mayoría de los 

explantes y con una apariencia lisa a diferencia del día 12, donde el coloramiento es 

amarillento o café, al igual que con apariencia rugosa. Ente efecto en las hojas tratadas con 

kanamicina era esperado, por lo que se concluye que 100 mg/mL de antibiótico permite 

seleccionar plantas transgénicas. 

42 días posteriores a la agroinfiltración, se puedo observar ya la inducción de callo, existe 

una evidente diferencia entre pK7GWIWG2 y pK7GWIWG2::fibsi, tanto en la viabilidad de 

los explantes, color y numero de callos generados, haciendo evidente un cambio 

posiblemente debido al silenciamiento de fibrilarina (figura 13).  

 

Figura 10 Periodo de infección con A. tumefaciens a explantes silvestres de N. tabacum 
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Figura 11 Efecto de la kanamicina en explantes silvestres de N. tabacum. Explantes silvestres de tabaco 
enriquecidos con medio MS y 100 mg/Ml de Kanamicina durante 2 semanas.  
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Figura 12 Monitoreo de la agroinfiltración día 21. En este punto es posible observar una diferencia en los 

explantes transformados con pK7GWIWG2::Fibsi. Se utilizaron discos en degrade verde, con el fin de tener una 

comparativa de color entre los explantes y normalizar al fotografiar. 

 

 

 

 

22 EVALUACION DE LA EXPRESION DE FIBRILARINA EN EXPLANTES INFECTADOS 

CON A. TUMEFACIENS 

 
Para evaluar si las diferencias observadas eran producto del silenciamiento de fibrilarina se 

realizó un western blot, para esto proteína total fue extraída de explantes 27 días posteriores 

a la agroinfiltración, esto se realizó con amortiguador PBS 1X (8 gr NaCl, 0.2 gr KCl, 1.44 

gr NA2HPO4, 0.2 gr KH2PO4, pH 7.4) posteriormente 10µ de cada extracto fueron 

cargados (pK7GWIWG2::Fibsi, pK7GWIWG2, control) en gel de acrilamida 12%. 

Seguidamente las proteínas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa y 

bloqueadas con 3% de BSA en PBS a temperatura ambiente por 1 hora. Después fue 

Figura 13 Cultivo organogénico indirecto. . Explantes de tabaco 42 días posteriores a infección con A. tumefaciens 
con pK7GWIWG2::Fibsi y vector vacío en medio MS enriquecido con ANA, BAP y Kanamicina. 
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incubada con anti-Fib (1/3000) por 2 horas a temperatura ambiente y una cuarta hora con 

anticuerpo secundario (1:4000) 2 horas a temperatura ambiente, con tres lavados entre 

incubaciones y revelado. En el WB se pudo observar una disminución en la señal en el 

extracto correspondiente a pK7GWIWG2::Fibsi (figura 14) sugiriendo que la disminución de 

señal se debe al efecto del silenciamiento de la fibrilarina, de igual manera como se puede 

observar en la figura existe una diferencia en el fenotipo de los explantes.   

 

 

 

Figura 14 Inmunodetección de fibrilarina. A) perfil de proteínas de explantes transformados y control (Wt), como 

testigo positivo se utilizó Hsfib recombinante. B) Inmundeteccion de fibrilarina. 
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23 ANÁLISIS DE LAS SECUENCIAS DE NTFIB1 Y NTFIB2 

 
A partir de la secuencia de fibrilarina en Nicotiana tabacum reportada en National Center of 

Biotechnology information (NCBI) con número de accesión AB207972.1, se realizó una 

búsqueda dentro del genoma de N. tabacum con el fin de encontrar el número de copias 

del gen de fibrilarina. Se encontró una secuencia la cual fue alineado con las Fib2 

reportadas, confirmando que esta secuencia corresponde a una posible Ntfib2 (figura 15). 

Estas secuencias Ntfib1 y Ntfib2 fueron alineadas con el fin de encontrar una región 

característica o “firma”. Esta firma será utilizada para la generación de un shRNA para el 

silenciamiento de dichos genes. En este análisis se pudo observar un fragmento de 27 pb 

localizado en Ntfib1, este fragmento no se encuentra en Ntfib2. De igual modo se analizó 

secuencia de Ntfib2 encontrando una secuencia de 64 pb, dichas firmas fueron encontradas 

en el dominio GAR (figura 16).  

 

 

Figura 15 Alineamiento Ntfib1 y Ntfib2. Alineamiento de Ntfib1 y Ntfib2 donde se puede observar que la mayor 

diferencia en secuencia se encuentra dentro del dominio GAR, en rojo se puede observar un fragmento de 27pb 
localizado en Ntfib1 y no en Ntfib2. 
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A)                                                                      B) 

 

Figura 16 Análisis del dominio GAR de Ntfib1. Se realizó un análisis de la región GAR en ambos genes de 

fibrilarina para identificar una secuencia que nos pudiera servir para guiar un silenciamiento específico de Nfib1 

y Ntfib2, tomando en cuenta que el mayor cambio en la secuencia de nucleótidos se encuentra en la región 

GAR. A) En azul se pueden observar las secuencias inespecíficas para Ntfib1, en verde se observa la secuencia 

firma de Ntfib1. B) En azul se puede observar las secuencias inespecíficas para Ntfib2, en verde se observa la 

secuencia firma para para Ntfib2. 

 

Figura 17 Diseño de oligos. En la tabla se observan las secuencias seleccionadas flanqueadas con las cajas 

attB que permitirán la recombinación en el vector destino. Estos cebadores tienen una Tm de 60°. Estos 

cebadores son complementarios en el centro, lo que quiere decir que no se necesita un templado de DNA para 

la amplificación de la secuencia. 

 

 

 



  

   29  

 

                     Capítulo III 

24 FLANQUEO DE LAS FIRMAS DE FIB1 Y FIB2 CON LAS CAJAS ATTB 

 
La clonación de Fib1 y Fib2 en el plásmido donador pDONR 221 se realizó mediante la 

tecnología de Gateway®. Se amplificó Fib1 y Fib2 con las cajas parciales de 12 pb attb, 

donde se puede observar una banda de aproximadamente 40 pb correspondiente a Fib1 y 

una banda de aproximadamente de 76 pb que corresponderían a Fib2. Posteriormente se 

realizó una segunda PCR al fragmento amplificado con los oligos universales de attB (figura 

18). 

 

 

 

25 REACCION BP 

 
Se realizó la reacción BP de la tecnología Gateway Cloning Technology mediante la 

recombinación de Fib1 y Fib2 flanqueados con las terminaciones attB y el vector donador; 

pDONRTM 221 (4761 pb). El producto de la recombinación se transformó en células 

competentes de E. coli cepa DH5𝛼 en placas con medio LB suplementado con kanamicina. 

Las clonas generadas fueron digeridas con EcoRV con el fin de linearizar, se usó como 

control pDNOR::Fibsi, construcción que ha sido corroborada por secuenciación. Se pudo 

observar en el carril 4 una banda de aproximadamente 3921 pb que correspondería 

pDNOR::Fib2 (figura 19). 

Figura 18 Carril 1 amplificación de firma fib1 (51pb), carril 2 pcr de fib1 con oligos universales (103pb), carril 4 
amplificación de fib2 (88pb), carril 5 pcr de fib2 con oligos universales (140pb). 
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26 ESTRATEGIA CRISPR CAS9: ANÁLISIS DEL GENOMA DE NICOTIANA TABACUM 

 
Se analizó el genoma de Nicotiana tabacum, encontrando dos copias del gen de fibrilarina, 

las cuales fueron analizadas mediante Boxshade, y como se puede observar ambos genes 

son funcionales ya que cuentan con los dominios característicos de fibrilarina (GAR,BCO, 

Mtase) y sitio catalítico reportado(figura 20). De igual manera dichos genes fueron 

analizados con sus homólogos en Arabidopsis thaliana y observamos en dominio metil 

transferasa como era de esperarse, conservado (figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 Extracción de DNA plasmidico y digestión de clonas. A) Extracción de DNA plasmidico donde 

no se pudo observar correctamente la altura del plásmido, B) Digestión de clonas seleccionadas con 
EcoRV, donde se pudo observar una banda de aproximadamente 3921 pb que corresponderían a 
pDNOR::Fib2. 
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Figura 20 Boxshade. Alineamiento de los genes de fibrilarina encontrados en el genoma de Nicotiana tabacum, 

donde podemos observar en azul el dominio GAR, rojo sitio catalítico y en naranja dominio metil transferasa. 
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27 DISEÑO Y AMPLIFICACIÓN DE GRNAS 

 
Se utilizó el programa CRISPR Direct para la selección de guías. Los guías seleccionados 

serán flanqueados bajo la enzima de restricción BsaI la cual es una enzima del tipo II. Para 

la amplificación de los guías se optó por generar oligos complementarios en centro y 

amplificaran 31 pb respectivamente para gRNA_fib1 ygRNA_fib2. (figura 22). Para 

gRNA_fib1 abarca de la base 121 a la 143 y se encuentra en el dominio GAR, para 

gRNA_fib2 abarca de la base 142 a la 164 y de igual manera se encuentra en domio GAR, 

cabe mencionar que en GAR se encuentra la mayor divergencia y para lograr líneas con un 

solo gen GAR sería el blanco ideal para diferenciarlas.   

 

Figura 21 Boxshade. Alineamiento de los genes de fibrilarina en N. tabacum con sus homólogos en A. 

thaliana donde podemos observar el dominio metil transferasa conservado. En azul se observa el dominio 

GAR, rojo sitio catalítico y en naranja dominio metil transferasa. 
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28 CLONACIÓN DE GRNAS 

 
Se seleccionó el vector pHSN6I01 de Addgene ya que cuenta con promotor de RNA 

pequeños AtU6, RNA scalfold, gen de dCAS bajo el promotor 35s y está diseñado para ser 

clonado bajo sitios de restricción del tipo II(BsaI).  

Los gRNAs fueron amplificados mediante la técnica de PCR durante 20 ciclos, El producto 

de la reacción se transformó en células competentes de E. coli cepa DH5𝛼 en placas con 

medio LB suplementado con kanamicina. Para corroborar la correcta clonación las clonas 

fueron digeridas bajo la enzima de restricción XbaI que corta en un punto dentro, en la 

imagen (A y B) se puede observar una banda de aproximadamente 13088 pb 

correspondiente al vector pHSN6I01 y otra banda de aproximadamente 11800 

correspondiente al vector pHSN6I01::gRNA que ha sido clonado bajo la técnica de Golden 

Gate Assembly kit de NEB® en la cual sufre una pérdida de aproximadamente 1200 pb y 

adicionando 20 pb correspondientes al gRNA (figura 23). 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 Clonación de gRNA. A) Digestión del constructo pHSN6I01::gRNAfib1, se observa una banda de 

aproximadamente 11863 pb correspondientes a la construcción. B) Digestión del constructo pHSN6I01::gRN 
Afib2 

Figura 22 Selección de gRNAs. A) En negro se observa la secuencias de 20 pb seleccionada para bloquear la 
elongación de NtFib1; B) Se resalta en rojo los 3 posibles guías a seleccionar indicando de igual manera el match 
dentro del genoma. 
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CAPÍTULO IV 

DISCUSIÓN 

En la mayoría de las plantas existen al menos dos genes de fibrilarina. En A. thaliana ambos 

genes tienen niveles altos de expresión en células transcripcionalmente activas. Existe una 

diferencia importante entre fibrilarina de A. thaliana, Atfi2 muestra actividad de ribonucleasa 

no observada en Atfib1 (Rodríguez-Corona et al., 2019) así como una habilidad diferente 

de interacción con fosfoinocitidos. Así mismo el silenciamiento de fibrilarina en N. 

benthamiana la cual cuenta con un gen de fibrilarina (Nbfib2) ha generado fenotipos enanos 

y necróticos (Kim et al., 2007). Además, se ha demostrado que TGB1 interactúa con Nbfib2 

tal interacción tiene como rol principal la interacción célula a célula. Por lo tanto, en este 

trabajo se planteó como objetivo el silenciamiento de fibrilarina en N. benthamiana, ya que 

la reducción de la expresión de un gen da como resultado un fenotipo mutante, tal defecto 

esencialmente imita la pérdida parcial o completa de un gen (Prelich et al., 2012). 

Para el silenciamiento de fibrilarina, se realizó la búsqueda de una firma, la cual se 

encuentre presente en genes de fibrilarina en plantas, dicha firma (Fibsi) se encuentra en 

todas las secuencias de fibrilarina en plantas, a diferencia con lo realizado en el trabajo de 

Kim en el 2007 donde se utilizaron 425 pb para silenciar el gen, Fibsi se encuentra al final 

del dominio GAR y parte del dominio BCO. 

 

 Las firmas encontradas en las secuencias de NtFib1 y NtFib2 permitirán hacer especifico 

el silenciamiento, así como la posibilidad de generar anticuerpos específicos para estos 

genes. Así mismo, permitirán saber la función de cada ge, se propone la posibilidad de 

funciones diferentes ya que en el trabajo de Rodríguez-Corona en 2019, propone una 

actividad de RNAasa para AtFib2 que AtFib1 no mostro, así como una diferencia en la 

afinidad con fosfolípidos. La generación de herramientas que permitan la generación de 

plantas mutantes, permitirá tener más información sobre la funcionalidad y la relación que 

tiene fibrilarina con el crecimiento y desarrollo de los organismos. De igual manera la 

generación de estas herramientas permitirá a su vez probar in vivo, cual es el rol de 

fibrilarina en la diseminación viral, ya que se sabe que la fibrilarina interactúa o colocaliza 

con diversas proteínas virales. 
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La generación de un vector binario con la expresión de Fibsi bajo el promotor 35s mediante 

la tecnología Gateway, incluyo la generación de un clon de entrada, pDONR::Fibsi, el cual 

puede recombinarse con una vasta variedad de vectores con diferentes aplicaciones.  Así 

mismo se encontraron firmas especificas en las secuencias de codificas los genes, las 

Ntfib1 se encontró una firma de 27 pb, este fragmento es exclusivo de fib1 ya que no se 

encuentra en fib2, para Ntfib2 se encontró una firma de 84pb, ambas firmas generaron una 

vector binario bajo el promotor 35s mediante la tecnología Gateway, las cuales incluyeron 

un clon de entrada, pDONR::Ntfib1 y pDONR::Ntfib2. 

 

La transformación de especies de Nicotiana mediante Agrobacterium tumefaciens 

utilizando discos foliares como explantes ha servido como herramienta eficiente para 

análisis rápido de transgenes.  En el presente trabajo se pudo monitorear el silenciamiento 

de manera transitoria en explantes foliares de 21 días posteriores a la agroinfiltración, los 

cuales en un corto periodo de tiempo mostraban un cambio en el fenotipo con respecto al 

control. Dichos explantes fueron analizados mediante Western Blot y fue posible observar 

una disminución en la señal en los explantes transformados con el vector binario con el 

transgen Fibsi.   

 

Así mismo se generó una estrategia para la deleción de genes mediante la tecnología 

CRISPR dCas, para esto se generaron gRNA con el software Crispr direct (Naito Y et al., 

2015) estos gRNA están diseñados para ser complementarios en GAR ya que es la región 

que más difiere entre los genes, para gRNAfib1 se encontró  2 off-targets, 1 en un RNA no 

codificante y otro en la secuencia de fib2, para gRNAfib2 no se encontró off-target, se 

decidió utilizar dCAS ya que a diferencia de CAS9 no generara cortes en el DNA, este corte 

al ser realizado dentro de la región GAR no aseguraría la deleción de dichos genes, dCAS 

en cambio bloqueara por impedimento estérico la elongación de la transcripción de los 

genes.  Se generaron vectores binarios con los gRNA diseñados (gRNAfib1, gRNAfib2), el 

vector all-in-one cuneta con promotor de RNAs pequeños AtU6 y RNA scalfold.  La 

posibilidad de generar plantas con deleción y silenciamiento de los genes de fibrilarina 

habré la posibilidad de un mayor entendimiento sobre las funciones que ejercen, así como 

la importancia en el desarrollo celular. 
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CAPÍTULO V 

CONCLUSIONES 

La fibrilarina es una proteína nuclear altamente conservada, la cual se encuentra distribuida 

en el nucléolo (componente fibrilar y y componente fibrilar denso), además está presente 

en cuerpos CBs. esta localización se ve conservada en tre plantas y animales. En células 

eucariotas, fibrilarina es una proteína altamente conservada, presentando el menor 

porcentaje de similitud dentro del dominio GAR, dominio que se ha relacionado con el 

comportamiento dinámico de esta proteína. 

 

En análisis realizado en las secuencias de fibrilarina en N. tabacum, mostro que era posible 

identificar firmas características que permitirían el silenciamiento especifico de los genes, 

así como una posible generación de anticuerpos específicos. Así mismo el análisis de 

múltiples secuencias de fibrilarina en plantas permitió encontrar una firma característica de 

fibrilarina en plantas. Así mismo, fue posible generar gRNAs específicos, con un porcentaje 

de off-target nulo.  

 

Se pudo probar la construcción generada pK7GWIWG2::Fibsi, la cual mostro resultados 

positivos, ya que fue posible observar una disminución en la señal de expresión de 

fibrilarina. 

 De igual manera se logró clonar los gRNAs para la edición del genoma de N. tabacum a 
través de la tecnología CRISPR cas. 
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PERSPECTIVAS 

 

 El vector Pk7GWIWG2::Fibsi generado en este trabajo servirán como una 

herramienta para el estudio de fibrilarina de plantas, en particular con la interacción 

viral. 

 

 Los vectores pDNOR::Fib1 y pDNOR::Fib2, podrán ser recombinados el vector 

binario Pk7GWIWG2 para su utilización en el estudio de fibrilarina en plantas, en 

particular, saber si los genes tienen uno una misma función. 

 

 

 Los vectores generados pHSN1::gRNAfib1 y pHSN1::gRNAfib2, podrán ser 

utilizados para la edición del genoma de N. tabacum. 

 

 

  Las metodologías establecidas y desarrolladas en este trabajo podrán ser 

implementadas a futuro en los siguientes trabajos de tesis del grupo de 

investigación, como es el caso de la búsqueda y análisis de secuencias de la 

fibrilarina en plantas y el vector binario de silenciamiento de la fibrilarina de N. 

tabacum 
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ANEXOS 

ANEXO I. CÉLULAS COMPETENTES (DH5𝜶) 

 

1. Incubar E. coli a 37℃ por 16 horas en placas de agar LB. 

2. Transferir una colonia a 3 mL de medio LB e incubar a 37℃ con agitación constante 

a 200 rpm toda la noche (12-16 horas). 

3. Transferir 0.5 mL de cultivo a 50 ml de medio LB e incubar a 37℃ con agitación 

hasta que la densidad óptica a 590 nm sea de 0.3 a 0.4, durante 3-4 horas. 

4. Transferir 50 mL de células a un tubo de propileno fio y estéril y mantenerlo por 10 

min a 4℃ . 

5. Centrifugar a 4500 rpm por 10 min. 

6. Decantar el sobrenadante y re suspender el paquete celular en 25 mL de CaCl2 

estéril y frio (0.1 M). 

7. Incubar el tubo en hielo durante 10 min a 4℃. 

8. Centrifugar a 4500 rpm por 10 min a 4℃, decantar el sobrenadante. 

9. Re suspender el paquete celular en 1-2 mL de CaCl2 estéril y frio (0.1 M). 

Las células competentes pueden ser usadas inmediatamente o almacenadas por 24-48 

horas a 4℃. 
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ANEXO II. MÉTODO DE EXTRACCIÓN DE PLÁSMIDO 

 
1. Partir de 2 mL de cultivo incubado toda la noche en LB-ampicilina. 

2. Centrifugar a 4500 rpm por 5 min. Remover el sobrenadante por aspiración con pipeta. 

3. Re suspender el precipitado en 100 𝜇𝐿 solución I+1 RNAasa (10 mg/mL). 

4. Agregar 100 𝜇𝐿 solución II fresca. Mezclar por inversión de tubos (15 veces). Dejar 5 

min a temperatura ambiente. 

5. Agregar 300 𝜇𝐿 solución III. Mezclar por inversión de tubos (15 veces), y dejar 5 min a 

temperatura ambiente. 

6. Centrifugar a 12000 rpm por 5 min. 

7. Transferir sobrenadante a tubo nuevo y agregar 100 𝜇𝐿 de fenol y 100 𝜇𝐿 de 

cloroformo. Mezclar por inversión. 

8. Centrifugar a 12000 rpm por 5 min. Tomar el sobrenadante con pipeta. 

9. Agregar 2.5 veces el volumen de etanol al 100% he incubar durante 2 horas a -20℃ 

10. Centrifugar a 12000 rpm y decantar. 

11. Lavar el precipitado con 100 𝜇𝐿 de etanol al 75%. Centrifugar brevemente y retirar el 

sobrenadante con pipeta. 

12. Dejar secar el precipitado y re suspender en 30 de H2O. 

 

Solución 

I II III 

Glucosa 50 mm 

Tris/Base (pH 8) 25 mm 

EDTA (pH 8) 10 mm 

NaOH 0.2 N 

SDS 1% (W/V) 

Nota: preparar al instante. 

Acetato de potasio 3M 

Ac. Acético 

Agua destilada 
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 ANEXO III.  PDONR™221 (4761 PB) INVITROGEN 
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ANEXO IV. REACCIÓN BP, INVITROGEN 

 

1. Agrega los siguientes componentes a un tubo de 1.5 mL a 

temperatura ambiente y mezcla: 

 

 
 

 

2. Retira la enzima Gateway® BP Clonase® II y descongela en hielo. 

3. Vortex la enzima Gateway® BP Clonase® II brevemente 2 veces. 

4. Agrega 2 𝜇𝐿 de la enzima Gateway® BP Clonase® II a la muestra. 

5. Incuba la reacción a 25℃ por 1 hora. 

6. Agrega 1 𝜇𝐿 de la proteinasa K e incuba durante 10 min a 37℃. 
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ANEXO V. PK7GWIWG2(I) (13599 PB) 
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ANEXO VI. PHSN6I01 (11088 PB) 
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ANEXO VII. REACCIÓN LR, INVITROGEN 

 

1. Agrega los siguientes componentes a un tubo de 1.5 mL a 

temperatura ambiente y mezcla: 
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ANEXO VIII. TRANSFORMACIÓN DE NICOTIANA TABACUM POR 

AGROINFILTRACIÓN  

1. Preparación de los explantes de hoja. 

1.1. Selecciona hojas de 5 a 10 cm de 1 a 2 meses de crecimiento en condiciones de 

invernadero. 

1.2. Coloca las hojas seleccionadas en un vaso de precipitado con agua destilada por 20 a 

30 min. 

1.3. Retira el agua y cubre las hojas en una solución con 10% de cloro suplementado con 

1 gota de Tween-20 por cada 50 ml. Deja en contacto a las hojas con la solución por 10 

min. Enjuaga 5 veces con agua destilada. 

2. Preparación del cultivo de Agrobacterium. 

2.1. Inicia un cultivo de 2 mL de A. tumefaciens en medio YEP suplementado con rifampicina 

(100 mg L-1) y espectinomicina (50 mg L-1). Incuba las células a 28℃ en agitación 

constante. Permite que el cultivo llegue a la saturación. 

2.2. Sub-cultiva los 2 mL de cultivo a 50 mL de medio YEP suplementado con los 

antibióticos apropiados. Cultiva las células por 6 a 8 horas. 

2.3. Recolecta las células por centrifugación (3000-4000g). 

2.4. Suspende la pastilla celular a una OD600 final de 0.5 a 1.0 en medio de cocultivo 

líquido. Coloca el inoculo en hielo hasta estar listo para su uso. 

3. Transformación de la planta 

3.1. Transfiere el inoculo preparado de Agrobacterium en cajas Petri. Inocula los explantes 

de precultivo por 30 min. 

3.2. Seguido del paso de inoculación, coloca brevemente los explantes en papel filtro estéril 

y posiciónalos adaxial hacia arriba del medio solidificado con 0.8% de agar. 

3.3. Cocultiva los explantes a 24℃, a un régimen de 18 horas de luz por 3 días. 

3.4. Seguido de los 3 días de cocultivo, transfiere los explantes a medio de regeneración 

suplementado con el agente de selección apropiado. Cultivalos explantes a un régimen de 

18 horas de luz. Transfiere los explantes a un medio de regeneración cada 2 semanas. 

3.5. Los callos se formaran después de 2 semanas de selección. 
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3.6. Corta los brotes de forma individual una vez que hayan alcanzado una longitud de 3 

mm y transfiérelos al medio de enraizamiento suplementado con el agente de selección 

apropiado. 
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