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mayor grado de silenciamiento a las 48 horas posterior a la transformacién
al analizar la reduccién del transcrito de la PLC. Sin embargo, fue posible
observar que existe una reducciéon en el nivel del transcrito durante todos
los tiempos con los niveles de expresion de los protoplastos testigo. Debido
a esto consideramos que la obtencién, transformacion y silenciamiento en
protoplastos de C. arabica constituye una buena herramienta biotecnolégica

para evaluar la funcién de uno 0 mas genes.
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aumentado grandemente, como resultado del corto tiempo en que se puede
evaluar la funcién del gen en estudio. Por lo tanto, en este trabajo para el
silenciamiento de la fosfolipasa C (PLC), se disefio un vector plasmidico que
contiene una fragmento de 281 pb de longitud de la PLC para realizar la
transformacién de los protoplastos de C. arabica obtenidos a partir de

células en suspension.






contenido de ARN en plantas que presentan silenciamiento post-
transcripcional han revelado la presencia de productos intermediarios de la
degradacién del ARN blanco. Durante el silenciamiento del gen de la
glucanasa se encontraron intermediarios de degradacién de ARN de mayor
tamano asi como de menor tamano, los ARN de mayor tamarfio surgen a
partir de un procesado aberrante, mientras que los pequefios ARN
corresponden a los subfragmentos del ARNm blanco, lo que sugiere que
ocurre un corte inicial tipo endonucleolitico en el ARN seguido de un corte
exonucleolitico (van Eldik et al., 1998).

Por otra parte, el silenciamiento de los genes que codifican para la chalcona
sintasa permiti6 observar la presencia de regiones internas
complementarias por apareamiento de bases en estos genes, lo que origind
la formacién de estructuras de ARN de doble cadena y por consiguiente la
degradacion del ARN blanco (Metzlaff et al., 1997). En trabajos sobre
silenciamiento por ARNi se ha observado la acumulacién de pequefas
moléculas de ARN de 20 a 25 nt (siARN) en sentido y antisentido; esta
presencia sugirié que primero ocurre la formacién de dsARN (ARN de doble
cadena) y luego la degradacion del ARN (Hamilton y Baulcombe, 1999). Sin
embargo, la pregunta era ¢{coémo se llevaba a cabo la formacion de estas
estructuras de dobie cadena?. Lo que se pudo observar en estos trabajos
fue que la presencia de ARN polimerasas era necesaria para que ocurriera
el silenciamiento (Dalmay et al., 2000; Mourrain et al., 2000). Estudios de
silenciamiento en Drosophila revelaron que los pequefios SiARN
aparecieron a partir del ARN de doble cadena inyectado, el cual sirvié para
la degradacion de moléculas de ARN homoélogos (Bernstein et al., 2001;
Elbashir et al., 2001; Zamore et al., 2000).






Dicer

ARNm blanco

Qmsc

Cortey degnadaciéon del ARNm blanco
Figura 1.4. Ruta general de ARN de silenciamiento (Modificado de Agrawal et al., 2003)

A través de estudios bioquimicos, genéticos y el uso de mutantes
defectuosos en el silenciamiento de genes, se han podido descubrir los
componentes moleculares esenciales y comunes en los procesos
silenciamiento por ARNi. Entre estos se encuentran genes que codifican
para las proteinas ARNsas tipo 1l (Dicer en animales y “Dicer-like” en
plantas) que pertenecen a una familia de genes y degradan ARN de doble
cadena (dsARN) para producir siARNs y por (o tanto iniciar el mecanismo de
silenciamiento por ARNi.

Dominio Dominio de unién
de unién al dsARN? 2 ARN
l 1
[ | T T
Necesario para & procesamiento Reconoce Unién al dsARN y son necesarios
del dsARN ol extremo 5’ terminal para la dimerizacién intramolecular
del siARN durante {a actividad catalitica

Figura 1.2. Organizacién general de los dominios en la ARNsa tipo I}l (Tomado de Naqvi et al.,
2009).






Las ARNs polimerasas dependientes de ARN de cadena sencilla (RDRs)
son otra clase de moléculas que participan en el silenciamiento. En A.
thaliana se conocen seis proteinas, las cuales estan involucradas en la
diseminacién del silenciamiento mediante la generaciébn de siARNs
secundarios. En principio se pensaba que las RDRs se encontraban
solamente en las plantas (Dalmay et al., 2000). Sin embargo, este tipo de
polimerasa también se ha identificado en hongos y en C. elegans (Naqvi et
al., 2009). Asi mismo, se han identificado proteinas con capacidad de
adicionar grupos metilo a los siARNs como HEN1 (HUA ENHANCERH1); otro
tipo de ARN polimerasas identificadas son las ARN polimerasas nucleares
IV y V, las cuales participan silenciando genes a través de la modificacion
de la heterocromatina (Pontes et al., 2009) y finalmente el complejo efector
de la ribonucleoproteina RISC (Sunkar et al., 2007).

1.3 COMPONENTES DEL COMPLEJO EFECTOR DENOMINADO RISC

El mecanismo de ARN de interferencia inicia con el procesado de la doble
cadena de ARN (dsARN) para dar lugar a la formacién de pequefios ARNs
(microARNs o siARNs) mediante la actividad de una ARNsa tipo |l llamada
Dicer (Meister y Tuschl, 2004). RISC es un complejo formado por proteinas
y pequeifios ARNs el cual es necesario para degradar ARN mensajero
blanco o para reprimir la traduccién hasta proteina. Se han realizado
estudios para determinar cuales son los componentes moleculares de este
complejo y los primeros resultados han arrojado que el complejo esta
constituido por prnteinas ~~~~nautas y moléculas pequefas de ARN de 19-
30 nt, las ales guian a dlejor areall  el«¢ 2del ARNm blanco.
Otros estudios han mencionado que ademas de las proteinas argonautas, el
complejo puede contener helicasas, nucleasas y proteinas que unen ARN
(Meister y Tuschl, 2004). MacRae y colaboradores (2008), demostraron






En A. thaliana, los pequefios ARNs de 21 a 24 nucleétidos (nt) de longitud
funcionan tanto a nivel transcripcional, mediante la metilacion del ADN, asi
como a nivel post- transcripcional, a través de la degradacion del ARN
mensajero blanco. En plantas se han identificado los siguientes tipos de
pequenios ARN: microARN (miARN), trans-acting siARN (ta-siARN), nat-
siARN (natural antisense) y los siARN (Vaucheret, 2006; Zhang et al.,
2007).

Los microARNs son pequeiios ARNs enddgenos que son producidos por
genes MIR y regulan genes distintos a su locus de origen y por lo tanto, la
regulacion a través de estos pequeiios ARN es referido como un
heterosilenciamiento (Vaucheret, 2006).

Asi mismo, los miARNs parecen ser procesados a partir de un precursor
tipo tallo-asa con una complementariedad imperfecta en sus bases y cuyo
tamafio es aproximadamente de 70 nt, mientras que el microARN maduro
de 21 nt reprime la expresion del gen por unién al extremo 3'UTR del ARN
mensajero blanco (Bartel, 2004). Luego del descubrimiento de los pequefios
ARNs con capacidad regulatoria, varios grupos de investigacion
emprendieron la busqueda de mas moléculas similares; el éxito fue
impresionante ya que fue posible obtener ARNs de 21 a 24 nt en varias
especies, como gusanos, mariposas, ratones, humanos y plantas. A partir
de este descubrimiento, los ARNs pequefios que presentaban caracteristica
a lin-4 y let-7, dos de los primeros miARNs descubiertos, fueron
colectivamente llamados microARNs, mientras que aquellos que no cubrian
estos requisitos fueron denominados como siARNs y se asumié que surgian
de moléculas de ARN de mayor tamafo. Las dos vias de biogénesis de
pequefios ARNs (miARNs) en animales y plantas se esquematizan en la
figura 1.4 (Vaucheret, 2006).
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Ademas de la ruta de biogénesis candnica establecida para los microARNs
donde se ha observado la participacion de Drosha y Pasha, se ha
determinado que en animales existe una ruta alternativa para la biogénesis
de estos pequefios ARNs. En esta ruta, las secuencias intronicas son
capaces de generar microARNs llamados mirtrons. En la figura 1.5 se
muestra tanto la ruta canénica para la biogénesis de microARNs asi como la
ruta alternativa del mirtron.

Figura 1.5. Rutas de biogénesis de los microARNs. A) Ruta candnica de biogénesis B) Ruta de
los mirtron para la biogénesis de microARNs (Tomado de Naqvi et al., 2009).
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como Dicer y fue localizada en el nucleo (Kurihara y Watanabe, 2004; Park
et al., 2002). La DCL1 interactia con HYL1 para hacer ambos cortes dentro
del precursor de miARN para liberar el miARN/miARN duplex (Han et al.,
2004; Hiraguri et al., 2005), entonces el miARN maduro es metilado por
HEN1 como en los siARNs (Li y Ding, 2005; Yu y Kumar, 2003). La
metilacion probablemente protege a estos pequefios ARNs de Ila
degradacion y la poliuridinacién; sin embargo, no se sabe si este proceso
ocurre en otros reinos. Al igual que DCL1, HYL1 y HEN1 estan localizadas
en el nucleo, sugiriendo que el procesado del miARN es esencialmente
nuclear (Park et al., 2005).

Los miARN de animales y plantas, se asocian con una proteina Argonauta
que forma parte del complejo ribonucleoproteina RISC (ARN-induced
silencing complex); no obstante, la mayoria de los miARN en animales
guian la represion de sus blancos seguido de una desestabilizaciéon del ARN
mensajero (Bagga et al., 2005; Lim et al., 2005), mientras que todos los
miARNs probados en plantas guian el corte del ARN mensajero (ARNm)
catalizado por la proteina Argonauta AGO1 (Kasschau et al,, 2003; Llave et
al., 2002).

A diferencia de los miARNs en animales, que solo muestran
complementariedad limitada con su blanco en el extremo 5’ del miARN, los
miARNs en plantas muestran un alto grado de complementariedad con sus
blanco asi como lo hacen los siARN (Ambros, 2004; Kim, 2005).

Estudios en plantas han revelado que la gran mayoria de los pequefios ARN
endogenos, cis-acting siARN de 24 nt de longitud, son procesados por DCL-
3 a partir de la heterocromatina, los transposones y elementos repetidos
(Xie et al., 2004). Por su parte los miARNs que derivan de los genes MIR
son procesados por DCL1, mientras que los trans-acting siARN son
procesados por DCL-4 a partir de los genes TAS (Allen et al, 2005;
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se unen a su blanco para realizar el corte (Gasciolli et al., 2005; Yoshikawa
et al, 2005). Al igual que los miARNs, los ta-siARNs son metilados por
HEN1 y presentan un alto grado de complementariedad con sus blancos (Li
y Ding, 2005); por otra parte se ha observado que algunos ta-siARNs
pueden actuar en el nucleo sugerido por su alta complementariedad con el
intrdn de un pre-mARN, el cual codific= ''"~9 proteina que contiene un
dominio de unién a FAD (Vazquez et al., zuu-,).

Finalmente, los cis-acting siARNs son una clase adicional de pequefos
ARNs enddgenos cuya funcién es la regulacion de la expresion de genes en
forma especifica. En A. thaliana, se ha observado la interaccion y el
apareamiento entre dos transcritos; u~~ -~ !~= transcritos se expresa en
forma constitutiva y el otro es induc 1 cesamiento de estas
moléculas, se ha detectado la participacion de una ARNsa DCL2 (Borsani et
al., 2005). Cuando ambos transcritos estan presentes, un nat-siARNs
estable de 24 nt surge de la region de complementariedad correspondiente
al gen inducido; asi también se ha observ...o la participaciéon de varias
enzimas en su biogénesis (DCL2, NRPD1a, RDR6 y SGS3; figura 1.7).

Posteriormente, los nat-siARNs de 24 nt guian el corte del transcrito
constitutivo y se establece una etapa para la producciéon secuencial de
siARNs de 21 nt de longitud a través de la DCL1 y un corte posterior del
transcrito constitutivo (Borsani et al., 2005; Wang et al., 2005). Sin embargo,
en un estudio realizado en plantas de A. thaliana sometidas a estrés salino,
la produccién de nat-siARN de 21 nt no parece ser necesaria para controlar
la expresion del transcrito constitutivo; esto fue comprobado a partir del
resultado obtenido con mutantes en dc/7 que acumulan nat-siARN de 24 nt
de longitud pero no nat-siARN de 21 nt, ya que los niveles del transcrito
fueron similares al control. A diferencia de los ta-siARNs que tienen la
funcion de cortar diferentes transcritos, los nat-siARNs Onicamente cortan
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Recientemente se han descubierto otras clases de pequeiios ARN: los rasi-
ARNs (Repeat-associated short interfering ARNs) que son siARNs cuyo
tamaio oscila entre 24 y 26 nt de longitud y son formados por eventos de
transcripcion descontrolados en loci de retrotransposones; asi mismo, se ha
observado que son generados por la dicer DCL3 y al igual que los tasiARNs
estos también requieren de una ARN polimerasa dependiente de ARN para
amplificar la sefial (Pal-Bhadra et al,, 2004; Saito et al., 2006).

Por su parte, los scan ARNs (scnARN) son siARNs de un tamafio de 29 nt y
fueron detectados a partir del protozoarin Tetrahymena thermophila.
Durante el proceso de conjugacié de cow protozoario, los scnARNs
derivan de los micronucleos y son elimi aspués de la formacion de
los macrontcleos; en esta etapa se necesita de una proteina argonauta
Twil (Mochizuki y Gorovsky, 2004). Los IsiARNs (long siARNs) son
pequefios ARNs de 30-40 nt de long y son inducidos en respuesta a una
infeccion bacterial. Esta clase de IsiARNs fueron descubiertos en
Arabidopsis y se observd que era necesaria la participacién de otras
proteinas: DCL1, DCL4, proteinas argonautas, RDR6, HYL1y HEN1
(Katiyar-Agarwal et al., 2006).

Oftra clase de siARNs identificadc - Onicamente en animales y C. elegans,
son los 21U-ARN vy los piARNs. Los piARNs caen en dos tamaiios de 24-48
y 29-31 nt de longitud y a diferenria da Ia regulacién postranscripcional
negativa de los siARNs y los 5, los piARNs proporcionan
estabilidad al ARN mensajero blanco y probablemente mejoran la traduccién
(Mochizuki y Gorovsky, 2004). Mientras, los 21U-ARNs fueron encontrados
en dos regiones del cromosoma IV de C. elegans por Ruby y colaboradores
(2006). Estos resultados dieron pie a la hipétesis de que estos pequefios
ARNSs, por tener similaridad a los siARNs en plantas y a los scnARNs en la
mosca, pueden modificar al oxigeno en su posicién 2’ o 3', pueden estar
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desencadenado por dsARN. Estas moléculas de dsARNs pueden tener
diferentes fuentes; pueden ser intermediarios provenientes de la replicacion
viral, pueden ser ARNs aberrantes o ARNs de cadena sencilla procesados a
dsARN por una ARN polimerasa dependiente de ARN.

Los virus de plantas son patégenos pobremente controlados y se
desconoce con exactitud las bases que dan lugar a la aparicion de la
enfermedad, por lo tanto son objetivo de numerosos estudios. Sin embargo,
esto se complica aun mas si se considera que existen virus de ARN y ADN
y que pueden ser monopartitas y bipartitas. En el caso de los virus de ARN
se ha sugerido que la molécula de dsARN resulta de la accién de ARN
polimerasas dependientes de ARN que utilizan al virus de ARN como
templete y en esta etapa desencadenan el sistema del ARN de
interferencia. El Tomato mosaic virus (ToMV) es un virus de ARN de cadena
sencilla que pertenece al genero Tobamovirus; su genoma codifica para dos
proteinas replicasas (130 kD y 180 kD) directamente de su genoma de
ARN, una proteina denominada de movimiento y una proteina de cubierta.
En este virus, la proteina de 130 kD presenta un dominio similar a ARN
polimerasa dependiente de ARN y un nivel elevado de acumulacion de
aproximadamente 10 veces a la proteina de 180 kD (Kubota et al., 2003).

Una pregunta que surgié después de estas observaciones fue ¢cémo los
virus de ADN podian desencadenar ARN de interferencia? Los geminivirus
son particulas virales (18X20 nm) que pueden contener uno o dos genomas
de ADN de cadena simple en forma circular de 2.7 kb (Stanley y Gay, 1983).
La familia geminiviridae se ha clasificado en base a la organizacion de su
genoma en Begomovirus, Mastrevirus, Curtovirus y Topocuvirus. La
mayoria del género begomovirus, tienen dos componentes denominados
ADN-A y ADN-B, los cuales son necesarios para la infectividad; sin
embargo, también se han encontrado begomovirus con un solo componente
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cubierta son indispensables en algunos virus durante un proceso de
infeccion. Los genes de la cubierta AV1 del Tomato golden mosaic virus y
del virus Cabbage leaf curl virus han sido utilizados para introducir insertos
de tamafio entre 100-800 pares de bases. Entre los genes que se han
silenciado utilizando este sistema se encuentran los que codifican para la
fitoeno desaturasa (PDS), la cual es necesaria para la sintesis de pigmentos
de tipo carotenoide y las que codifican para el complejo magnesio quelatasa
(Chlly el cual es importante para la producciéon de clorofila (Peele et al.,
2001; Turnage et al., 2002; Vanitharani et al., 2005).

1.6 IMPORTANCIA DEL ARN DE INTERFERENCIA (ARNi)

Durante mucho tiempo, el objetivo de los investigadores ha sido conocer la
funcidn de los genes que conforman a los genomas. Sin embargo, 1a funcion
asignada a una mayoria de genes se ha realizado a través de su homologia
con genes previamente caracterizados. Una de las herramientas recién
descubiertas que pudiera utilizarse para la evaluacion de las funciones de

los genes es el mecanismo de ARN de interferencia (ARNi).

El ARNi ha revolucionado el estudio de la funcién de los genes vy
actualmente esta siendo explorado como una herramienta terapéutica. Por
ejemplo, el ARNi se ha utilizado para identificar productos genéticos
esenciales para el crecimiento celular y de manera especifica para la
degradacion de un producto oncogénico (Wilda et al., 2002). También se ha
utilizado el ARNi para prevenir infecciones virales por HIV y HCV en cultivos
celulares y en animales (Park et al., 2005). Estas observaciones abren la
posibilidad de realizar estudios sobre nuevos genes en tratamientos contra
el cancer y antivirales usando siARN o shARN (short hairpin).

Asi mismo, a través de procesos de este tipo se regula la expresion de una
multitud de genes en una gran variedad de organismos eucariotas en
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Por otra parte, la eficiencia de los siARNs es mayor que los pequefios ARNs
en antisentido. Una de las ventajas de los siARNs es que estos pueden
aparearse completamente con su ARNm blanco. Al respecto han surgido
diferentes programas de coémputo de empresas particulares que
proporcionan guias para realizar el disefio y posteriormente realizar la
sintesis de los siARNs (Ui-Tei et al., 2004). Otra forma de obtener siARNs
es a través de la sintesis in vitro; para ello se degrada ARN de doble hebra
mediante la Dicer de igual manera como ocurre en la célula. Esta forma
presenta una ventaja ya que es posible obtener un mayor nimero de
siARNs que cubren una regién mayor de siARN y por lo tanto mejoran la
eficiencia (Yang et al., 2002). Otro enfoque es utilizar la polimerasa T7 para
realizar la transcripcion de siARNs partiendo de templados de ADN
pequefios que codifican para siARNs bajo el promotor T7 (Milligan et al.,
1987).

Célula

RISC Corte endonucleolidco

¥OH ¥P  ARNm blanco

i

1 Degradacion

o A o ot S T T S g o DS S S G PR D i T S

Figura 1.9. Modelo esquematico del ARN de interferencia utilizando siARN sintéticos. Una vez
introducido el siARN sintético es fosforilado por una cinasa, luego desnaturalizado por una
helicasa para asociarse con el complejo RISC. La hebra antisentido del siARN guia al complejo
hacia su blanco, resultando la degradacién del ARNm blanco (Tomado de Colbere-Garapin et
al., 2005).
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la separacion de la secuencia en sentido de la antisentido del gen. Al
respecto se menciond que la eficiencia se debia al intrén, el cual facilitaba el
plegamiento de estas dos hebras formando asi dsARN para iniciar el
silenciamiento (Smith et al., 2000; Wesley et al., 2001; Xiong et al., 2005).

Debido al avance en el conocimiento sobre el ARNi, se ha podido evaluar
cudl es la funcién de los genes dentro de los diversos procesos celulares y
la manera de realizar esta evaluacién puede ser a través del uso de
vectores que transcriban constructos de ARN tallo-asa o mediante las
moléculas efectoras de siARN que pueden obtenerse por sintesis in vitro
como previamente se menciono o a través de sintesis quimica. De manera
general, el uso de siARNs en sistemas animales es una forma que permite
controlar la expresion de genes de manera transitoria, ya que el uso de
moléculas de ARN de més de 30 nt de longitud desencadenan una
respuesta de degradacion inespecifica de ARN. Sin embargo, a pesar de
que el siARNs en plantas no es muy utilizado, es posible regular la
expresion de genes en forma transitoria transformando modelos celulares
como los protoplastos, por lo tanto el interés por esta forma de silenciar un
gen esta creciendo. El objetivo de este trabajo fue establecer un protocolo
para la obtencion de un modelo celular que permita estudiar la funcién de la
PLC mediante el mecanismo de ARN de interferencia.

26






1.10 JUSTIFICACION

La fosfolipasa C (PLC) es una enzima que participa en la via de
sefializacidon mediada por fosfoinositidos, en animales estad ampliamente
estudiada y se ha reportado que existen varias isoenzimas. En plantas poco
se conoce sobre estas y se ha sugerido que los genes identificados hasta
ahora pertenecen a una sola familia. El problema aumenta mas ya que se
desconocen los mecanismos que regulan la funcién de esta enzima. No
obstante, se sabe que participa en la transduccion de senales de diversos
factores ambientales, como son sequia, ataque por patégenos, salinidad
entre otros. Utilizando como modelo suspensiones celulares de Coffea
arabica se desea conocer los mecanismos de regulacion y el como participa
en la conversion de seiales externas en internas y producir una respuesta
celular. Hasta este momento en el grupo de trabajo se conoce la secuencia
del sitio catalico de esta enzima. En este estudio se pretendié utilizar un
fragmento de esta region para el establecimiento de un protocolo basado en
protoplastos de C. arabica para realizar el silenciamiento de la PLC por ARN
de interferencia debido a que es un sistema de silenciamiento transitorio y
que nos permitira determinar la respuesta de los protoplastos a diferentes
condiciones ambientales de una manera controlada en funcion del tiempo.
Este trabajo, sentara las bases para analizar cudl es la funcién de esta
fosfolipasa C, considerando que en el futuro sera necesario confrontar los
resultados obtenidos en el sistema de protoplastos de suspensiones
celulares con un sistema de protoplastos de meséfilo (tejido organizado) por
ejemplo, y poder determinar si la respuesta en estos modelos es diferente
una vez que se haya silenciado al gen de la PLC. Dado que el
silenciamiento estd basado en la secuencia codificante de la regién del sitio
catalitico podria esperarse que en los tejidos desdiferenciados se vea una

respuesta diferente de aquellos donde hay un grado de organizacion y en
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diacilglicerol (DAG) a través de la hidrdlisis del fosfatidil 4, 5 bifosfato (PIP,).
Las PLCs son reguladas por un gran nimero de factores ambientales como
son: la osmolaridad, la salinidad, el estrés oxidativo, los metales y los
patégenos.

2.2 COMPOSICION DE LA MEMBRANA CELULAR

Las membranas son una barrera fisica tipo bicapa que separa el contenido
celular del exterior y el contenido de los organelos del citoplasma. También
son sitios en los cuales pueden ocurrir diversas reacciones quimicas. La
membrana plasmatica presenta una funcion en diversos procesos como la
organizacion, la expansion y la maduracién celular. Las membranas
celulares estan constituidas por lipidos, proteinas y carbohidratos (Conn et
al., 2001).

Las membranas de las células vegetales, consisten de lipidos, proteinas y
carbohidratos en una proporcion molecular de aproximadamente 40:40:20.
Esta mezcla lipidica contiene fosfolipidos, glicolipidos y esteroles de la
misma manera que en animales. Asi mismo, los fosfolipidos son los lipidos
mas abundantes y se caracterizan por tener una cabeza polar cargada y
una cola hidrofébica hidrocarbonada, mientras que las proteinas pueden ser
periféricas e integrales. Los lipidos no se encuentran fijos por enlaces
covalentes sino que son unidades mdviles, por lo tanto las membranas
pueden asumir diferentes formas sin alterar las interacciones hidrofébicas
que estabilizan su estructura. Estudios realizados sobre fosfolipidos en la
bicapa han permitido revelar que estas moléculas pueden difundirse
lateralmente, rotar, flexionar su extremo carbonado y experimentar un
cambio de posicion tipo flip-flop (Staehelin y Newcomb, 2000).
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para incrementar o reducir el flujo de iones, el transporte membranal, la

formacion de vesiculas y los procesos de endo y exocitosis (Cowan, 2006).

La hidrdlisis de los fosfolipidos de las membranas es realizada por un grupo
de enzimas denominadas fosfolipasas, las cuales participan en procesos de
sefalizacién produciendo segundos mensajeros y productos lipidicos
intermediarios como los lisofosfolipidos. Estas enzimas han sido clasificadas
como fosfolipasas A (PLA), C (PLC) y D (PLD) (Wang, 2005).

Un analisis detallado del genoma de A. thaliana revel6é la presencia de
numerosos genes que participan en la via de sefalizacion de
fosfatidilinositol (Lin et al., 2004). Entre estos se encuentran genes que
codifican para fosfatidilinositol fosfatasas, fosfatidilinositol fosfato cinasas,
fosfolipasas, inositol polifosfato fosfatasas e inositol polifosfato cinasas. Lin
y colaboradores (2004) analizaron el perfil de expresion en tejidos tratados
con auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico, brasinoesteroides,
acido salicilico, acido jasmoénico o factores como la temperatura, salinidad y
sequia, confirmando que estos genes relacionados a la ruta de
fosfoinositidos fueron diferencialmente expresados, pero que las diferentes
isoformas fueron expresadas en tejidos y/o ambientes especificos.

Las fosfolipasas especificas para fosfoinositidos (PI-PLC) estan
intimamente involucradas en las respuestas mediadas por citocininas (Repp
et al., 2004), mientras que las fosfolipasas A (PLA2) estan relacionadas con
la elongacion celular mediada por auxinas y en la biosintesis de acido
jasmonico (Lee et al., 2003; Ryu, 2004; Scherer, 2002). La actividad de la
PLD se ve afectada en presencia de acido absicico (ABA) y por etileno, lo
que permitid sugerir una posible funcién en las rutas de sefalizacion de
ABA y etileno (Fan et al., 1997).
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animales, el IP; permite la liberacién de calcio del reticulo endoplasmico,
mientras que en plantas se ha sugerido que el IP; puede ser fosforilado
hasta IPs (Lemtiri-Chlieh et al, 2003) e IPs y liberar calcio a partir de
vacuola, mitocondria y cloroplasto (Zonia y Munnik, 2006). Mientras que el
DAG en animales es capaz activar a la proteina cinasa (PKC), en plantas es
fosforilado por la DAG cinasa para dar lugar al segundo mensajero
importante el acido fosfatidico (van Leeuwen et al., 2004).

PIP; (3,5) «—— PI5P

S
A
<
&
< PI3K (lil)  Pl4K (lll) PIP5K (1) PLCZ DAGK
PI3P «— Pl — PI4P — PIP,(4,5) ——*>DAG— PA
l PIP, 5PTasa
PIP, (3, 4)
IPK2 IPK3/6

IPs (1,2,3,4,5,6) «—IP; (1,3,4, 56) +——IP;(1,4,5)

IP5PTasa

Inositol«—— P «——IP»(1, 4)

Figura 2.1. Intermediarios de la ruta de fosfoinositidos en plantas. IP, inositol fosfato; IP PTasa,
inositol fosfato fosfatasa; PLC, fosfolipasa C; DAG, diacilglicerol; DAGK, diacilglicerol cinasa;
PA 4acido fosfatidico; PIP, fosfatidilinositol fosfato; PI4P, fosfatidilinositol-4-fosfato; PI3P,
fosfatidilinositol-3-fosfato; PISP, fosfatidilinositol-5-fosfato; PIPy(4,5), fosfatidilinositol-4,-5-
bifosfato; PIPK, fosfatidilinositol-fosfato-cinasa (Tomado de Boss et al., 2008).
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La PLA, y la PLA,; hidrolizan al fosfolipido para producir acidos grasos libres
y lisofosfolipidos (Balsinde et al., 1999). La PLC hidroliza el enlace éster
glicerofosfato para producir DAG y un grupo polar (Wang, 2001). La PLD
hidroliza el enlace fosfodiestérico terminal de los fosfolipidos a &cido
fosfatidico (PA) y una cabeza polar soluble en agua. Estas fosfolipasas
pueden ser divididas en sub familias basado en la similitud de sus
secuencias, propiedades bioquimicas y en su funcion biolégica (Wang,
2001).

2.5 FOSFOLIAPASAS C ESPECIFICAS PARA FOSFOINOSITIDOS (PI-
PLC)

De acuerdo a la selectividad hacia el sustrato y a la funciéon celular, las
fosfolipasas C pueden dividirse en tres clases: a) fosfolipasas especificas
para fosfoinositidos; b) fosfolipasas no especificas, referidas como PC-PLC,
que hidrolizan al fosfolipido de membrana fosfatidil colina y c) fosfolipasas
glicosil-fosfatidilinositol-PLC (Wang, 2001). En animales, las fosfolipasas
especificas para fosfoinositidos (PI-PLC), estan involucradas en respuesta a
hormonas y a diversos estimulos. Asi mismo, se ha podido detectar la
presencia de estas PI-PLC en plantas lo que permite suponer que presentan

funciones similares en los vegetales.

Hasta el momento en animales se han identificado 13 isoenzimas de la PLC
(figura 2.3), cuya clasificacién se ha realizado tomando en cuenta su
estructura y mecanismo de activacion. Estas se han agrupado en seis
clases, clase B (4), clase y (2), clase & (3), clase € (1), clase { (1) (Saunders
et al., 2002) y clase n (2) (Hwang et al., 2005).
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hidrélisis del PIP,. La PLC-¢, puede estar involucrada en la ruta de
sefializacion mediada por ™~ a través del dominio RasGEF en la regién N-

terminal y dos dominios asuuiados a Ras en la region C-terminal.

La estructura de las fosfo” sas de las plantas tiene un parecido con la
PLC-¢ de los mamiferos dado que carece de un dominio PH en su extremo
N-terminal. La ma,..ia de las fosfolipasas son expresadas en varios tejidos
y presentan por lo tanto div i funciones en las respuestas celulares. De
igual manera, las PLCs son reg'--1s por mecanismos diferentes por
ejemplo, la PLC-$ es regulada por ..... familia de proteinas G, la PLC-y es
regulada por fosforilacién en tirosin  lebecchi y Pentyala, 2000) y la PLC-¢
por Gay, y Ras (Song et al., 2001).

2.6 GENES QUE CODIFICAN PARA PLC DE PLANTAS

En el genoma de A. thaliana, se han identificado 9 genes con homologia a
PI-PLC. Todos estos genes se expresan en diversos tejidos de la planta,
pero los péptidos codificados por AtPLC8 y AtPLC9 son inactivos debido a
una sustitucion de aminoacidos en el dominio Y. Mientras que el analisis
realizado en la secuencia de ADNc de AtPLC7 reflejé que el transcrito
puede presentar un corte y empalme, lo que daria origen a una proteina
potenciaimente inactiva. Por lo tanto son 6 los genes (AtPLC1-8) que
cadifican para la PI-PLC en A. thaliana (Hunt et al., 2004). Sin embargo, en
un trabajo mas reciente se logré aislar un ADNc completo que codifica para
AtPLC7 (Numero de accesion en GenBank NM_115452) y estos autores
mencionan que lo mas problable es que este ADNc codifique una proteina
activa (Tasma et al., 2008).

En Solanum tuberosum se han identificado tres genes que codifican para
PI-PLC: StPLC1, StPLC2 y StPLCS3, estas secuencias mostraron los
dominios cataliticos X y Y y el dominio C2, de igual manera estas enzimas
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para la fertilizacion, puesto que los fenotipos observados presentaron un
crecimiento apical alterado, una modificacion en la estructura del
citoesqueleto y una deslocalizacién del crecimiento de la punta del tubo
polinico y una variacion en el gradiente de calcio citosélico.

2.7 FUNCION DE LAS FOSFOLIPASAS C

En animales el metabolismo de los fosfoinositidos esta involucrado en varios
procesos celulares como: secrecion de hormonas, la transduccién de
sefales por neurotransmisores, el crecimiento celular, el trafico vesicular, la
regulacién de la funcién de canales idnicos y la regulacién del citoesqueleto
(Fukami, 2002; Nakahara et al., 2005).

En plantas, la actividad de las PLC fue primeramente identificada en
membrana plasmatica de raiz de avena (Tate et al., 1989), posteriormente
fue identificada en otras especies vegetales (Cho et al., 1995; Melin et al.,
1992). Por lo tanto es posible suponer que las PI-PLC identificadas en
plantas, al igual que en animales, presenten funciones importantes. Las PI-
PLC estan involucradas en respuestas relacionadas a una gran variedad de
estimulos, incluyendo estrés ambiental (Legendre et al., 1993), gravedad
(Perera et al., 1999), ataque por patégenos (Stevenson et al., 2000),
polinizacion (Wang, 2001), estrés por aluminio (Martinez-Estévez et al,
2003), en la via de sefalizacion mediada por acido abscisico (Lee et al.,
2003; Mills et al.,, 2004; Sanchez y Chua, 2001) y la muerte celular en
tomate mediada por aluminio (Yakimova et al., 2007).

Asi mismo, Tasma y colaboradores (2008) observaron como los 9 genes de
las diferentes fosfolipasas en A. thaliana se expresaban diferencialmente
dependiendo del tipo de estimulo aplicado (salinidad, ABA, nutrientes, frio y
deshidratacién) y que esta expresion diferencial también ocurre en los
diferentes 6rganos de la planta (tallo, flores y raices). Sin embargo, la
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Figura 2.4. Efecto del aluminio en la transduccién de senales mediada por fosfoinositidos
(Tomado de Ramos-Diaz et al., 2007).

En éste modelo, el aluminio puede competir por los canales de calcio y
magnesio u otros iones (Rengel y Robinson, 1989; Ryan et al., 1995),
modificar la actividad de la PLC por interacciéon con PIP, o por interaccién
directa con la enzima PLC (Martinez-Estévez et al., 2003; Verstraeten et al.,
2003). También puede afectar los niveles de otros lipidos como PIP, (Liu et
al., 2005). Asi mismo, el A** puede afectar a otras cascadas de sefiales
como las que involucran a las proteinas cinasas activadas por mitégenos,
MAPKs (Arroyo-Serralta et al., 2005; Osawa y Matsumoto, 2001) y también
afectar la actividad de algunas enzimas relacionadas con el ciclo celular
como a la cinasa dependiente de ciclina (Valadez-Gonzalez et al., 2007).

Echevarria-Machado y colaboradores (2005) demostraron que por su
caracter de moléculas con carga positiva las poliaminas putrescina,
espermina y espermidina pueden interaccionar con los fosfolipidos de las
membranas y afectar en forma diferencial a cada uno de los componentes
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poros temporales en la membrana plasmatica mediante la aplicaciéon de una
corriente eléctrica.

La transformacion transitoria es utilizada para la evaluacion de la funcién de
genes en rutas metabdlicas durante periodos cortos de tiempo (Barandiaran
et al., 1998; Ferrer et al.,, 2000). Este sistema de transformacién no
involucra la incorporacion del material genético en el genoma de la planta y
es de gran utilidad en especies vegetales que son recalcitrantes y por lo
tanto dificiles de transformar (Spolaore et al., 2001).

3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Amplificacion del dominio catalitico de la PLC

A partir de un fragmento de ADNc de 926 pb que codifica para el dominio
catalitico de la fosfolipasa C (Sanchez-Cach et al.,, 2008), se amplifico un
fragmento de 281 pb por PCR y se cloné en el vector pENTR/D TOPO, los
cebadores utilizados para la amplificacion (FPLC y RPLC) y el tamafio del
fragmento clonado se muestran en la figura y cuadro 3.1. Al cebador
forward FPLC se le agregoé la secuencia CACC para dirigir la clonacion en el
vector pENTR/D TOPO. Se realizé la secuenciacion del fragmento clonado
para confirmar que lo que se cloné fue el tamafio y la secuencia de la PLC.
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Cuadro 3.1. Cebadores utilizados para la amplificacién y clonacion del
fragmento de 281 pb en pENTR.

Tamafio del
Cebador Secuencia 5-—'3 Longitud producto esperado
FPLC1 GGTTGTCGGGTGATTGAATTGGACATA 27 nt
RPLC1 CATGTTAAATGCAACCATCTGAGCTCC 27 nt 926 pb
FPLC CACCCAAACCACCTAAGGAGTACC 24 nt
RPLC CCCAGCATGAATTGCAATTAGGCG 24 nt 281 pb
WRKYS5’ GCAGAGGAGGAGAAGCTTCTAG 22 nt
WRKY3’ CTTCTCCAACCACAGGAATTCATC 24 nt 150 pb
Ftubulina1 ~ ATGAGAGAGTGCATCTCCATCC 22 nt
Rtubulina1  ATGAGCTGCTCAGGGTGGA 19 nt 278 pb
M13F GTAAAACGACGGCCAG 16 nt
M13R CAGGAAACAGCTATGAC 17 nt 600 pb

3.2.2 Vector de entrada (pENTR /D-TOPO)

El producto de PCR fue clonado en el vector pENTR/D-TOPO de acuerdo al
procedimiento proporcionado por el proveedor (ENTR™ Directional TOPO®
Cloning Kits, Invitrogen). El producto de la ligacion fue introducido a células
competentes de E. coli DH5a por el método de electroporacion. Las células
de E. coli fueron crecidas después de la electroporacién en medio SOC
(triptona 2 %, extracto de levadura 0.5 %, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl;
10 mM, MgS0O,4 10 mM y glucosa 20 mM) a 37°C por 30 minutos y luego se
plaquearon 100 pL de la suspension celular de E. coli en cajas petri con
agar LB (triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L y agar 15
g/L) adicionadas con kanamicina (50 pyg/mL) y se incubaron por 24 horas a
37°C. Posteriormente se seleccionaron 10 colonias de las placas que
presentaron crecimiento y estas fueron crecidas en medio LB liquido con
kanamicina (50 pg/mL) a 37°C por 24 horas. Posteriormente mediante PCR
en colonia se seleccionaron las colonias que presentaban el fragmento

clonado de 281 pb. Finalmente las colonias que amplificaron el fragmento
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Figura 3.3. Mapa del vector destino pTDT-ARNi. BD, borde derecho; BI, borde izquierdo; attR1
y attR2, secuencias de recombinacion; CAMV35S, Cauliflower mosaic virus promotor
constitutivo; TDT, proteina roja fluorescente de tomate; NOS ter, terminador nopalina sintasa;
NOS promotor, promotor nopalina sintasa; E9 ter, rbcs-E9 terminador.

3.24 Obtencion del constructo de silenciamiento pTDT-ARNi-PLC
mediante recombinacion

Para obtener el constructo de ARNi de interferencia (pTDT-ARNI-PLC), se
realizdé la mezcla de los vectores (pENTR y pTDT-ARNi) previamente
purificados. La mezcla de reaccion se realizd6 como lo indica el manual del
proveedor (pENTR™ Directional TOPO® Cloning Kits, Invitrogen). La
mezcla consistié en lo siguiente: 60 ng/uL del vector de entrada (pENTR D
TOPOQ), 176 ng/uL del vector destino (pTDT-ARNI), 3 yL de buffer TE (Tris-
HCI 10 mM, EDTA 1.0 mM pH 8.0) y 2 uL de la enzima LR Clonasa Mix
(Invitrogen). Esta reaccién fue incubada a 25°C por 1h, la reacciéon se
finalizd agregando 1 uL de la proteinasa K (2 pg/uL) e incubando a 37°C por
10 min.
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adicionado con el antibidtico espectinomicina y se le extrajo el ADN
plasmidico con el estuche comercial GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit,
Fermentas (Birnboim y Doly, 1979).

Sentido Intrén Antisentido

Figura 3.5. Andlisis de la orientacién del fragmento de la PLC en clonas de E. coli. Sentido,
FPLC y WRKYS5'; Antisentido, FPLC y WRKY3’ (Ver cuadro 3.1).

3.2.6 Secuenciacion del fragmento clonado

De las clonas de E.coli DH5a que dieron positivo al analisis de orientacion
(Ver figura 3.5), una fue selecionada y se le extrajo el ADN plasmidico
(pTDT-ARNI-PLC) con el estuche comercial GeneJET™ Plasmid Miniprep
Kit, Fermentas. Posteriormente se determiné la concentracion y se envio a
secuenciar al Instituto de Biotecnologia (UNAM) en Cuernavaca Morelos en
un equipo de secuenciacion Perkin Eimer/Applied Biosystems Modelo 3730.

3.2.7 Condiciones de cultivo de las suspensiones celulares de C.
arabica L.

Las células en suspension de C. arabica L fueron cultivadas cada 14 dias
en medio MS (sacarosa 30 g/L, 140 puM cisteina HCI, 560 pM mio-inositol,
30 pM tiamina HCI, 13.6 pM acido 2,4 dicloro-fenoxiacético y 4.4 uM de 6-
bencil-aminopurina) modificado a la mitad de la fuerza ibnica (Martinez-
Estevéz et al, 2001). Las suspensiones celulares fueron cultivadas en
condiciones de oscuridad a 25 °C y una agitacion de 100 rpm.
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3.2.9 Evaluacion de la concentracion de polietilenglicol (PEG) sobre la
viabilidad de los protoplastos

Se trataron 10 x10° protoplastos con diferentes concentraciones de PEG
(10, 15y 20, 25 y 30%). La mezcla de reaccion fue la siguiente: protoplastos
100 pL (10 x 10%), 50 pL de agua bidestilada y el volumen de PEG fue
ajustado hasta alcanzar las concentraciones mencionadas anteriormente.
Esta mezcla fue incubada durante 15 minutos a temperatura ambiente y la
reaccion fue finalizada agregando 700 uL de medio de aislamiento de
protoplastos. Luego esta mezcla fue centrifugada a 70 x g por 10 minutos y
los protoplastos fueron observados al microscopio y cuantificados mediante

una camara Neubauer.

3.2.10 Evaluacién de la viabilidad de los protoplastos

La evaluacion de la viabilidad de los protoplastos se realizo por el método
de Liu y colaboradores (2008) el cual consiste en mezclar 25 pL de una
solucion de diacetato de fluoresceina (5 mg/mL de acetona) con 2 mL de
medio de aislamiento de protoplastos. Posteriormente se tomaron 250 pL de
la mezcla anterior y se mezclaron nuevamente con 250 pL de una
suspension de protoplastos (10 x 10°%). Esta Ultima fue incubada a
temperatura ambiente durante 15 minutos en oscuridad y los protoplastos
viables presentaron formas circulares y de color verde al ser observados al
microscopio de fluorescencia (Axioplan, Zeiss) a 490-514 nm.
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cargados en un gel de agarosa al 1%, corridos por 35 minutos y observados
en el fotodocumentador de Bio-Rad.

3.2.13 Transformacion de protoplastos con polietilenglicol (PEG) 3,350

La transformacién de los protoplastos se realizé siguiendo el procedimiento
descrito por Yoo y colaboradores (2007) y Zhai y colaboradores (2009) con
modificaciones. En breve se tomaron 100 pL de la suspension de
protoplastos (10 x 106), se centrifugaron por 5 minutos a 60 x g y se
resuspendieron en 100 uL de medio C100s (400 mM sorbitol, 15 g/L CaCl,.
2H,0, 1 g/lL MES, pH 5.7). A la suspension anterior se le afadieron 50 L
de pléasmido (1 pg/ul) y se agité suavemente y la mezcla se incubd a
temperatura ambiente por 10 minutos. Esta cantidad de plasmido para la
transformacién fue seleccionada de acuerdo a lo reportado por Bart y
colaboradores (2006). Después de este tiempo se le agregaron gota a gota
150 pL de una solucién de polietilenglicol al 40 % (p/v) en medio C100s pH
7.0 y se incubé por 15 minutos con una agitaciéon suave cada 5 minutos. La
reaccion se detuvo afadiendo 700 pL de solucion de aislamiento de
protoplastos y fue centrifugada a 60 x g por 10 minutos, para separar los
protoplastos de la mezcla anterior. El sobrenadante fue removido con una
pipeta automatica. Los protoplastos se resuspendieron en medio de
aislamiento de protoplastos sin enzimas hidroliticas e inmediatamente
incubados en oscuridad, muestreados a las 24, 48 y 72 horas después de la
transformacién y observados al microscopio de fluorescencia (Axioplan,
Zeiss) a 554-581 nm. El porcentaje de transformacion aproximada fue del
25% determinada por conted al microscopio. Las condiciones finales para la
separacion de los protoplastos transformados se tomaron en base a los
resultados obtenidos en donde se separaron los protoplastos tratados con
PEG y que se describe en la seccién de resultados (seccion 3.3.7).
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3.3.5 Obtencién de protoplastos a partir de suspensiones celulares

Como se menciond en el apartado de Materiales y Métodos, los
protoplastos fueron obtenidos a partir de células en suspension de 16 dias
del ciclo de cultivo de C. arabica (ver figura 3.10A). Este dia se eligié en
base a resuitados anteriores de nuestro laboratorio en donde se realizé una
curva de cultivo de las suspensiones celulares y se determiné que el pico de
mayor actividad enzimatica de la PLC esta entre los dias 14 y 16 del ciclo de
cultivo (Dr. Manuel Martinez, comunicacién personal). Asi mismo Sanchez-
Cach y colaboradores (2008) extrajeron el ARN de suspensiones celulares
del dia 16 del ciclo de cultivo para la realizacion de la RT-PCR en la cual se
obtuvo el ADNc que codifica para la region catalitica de la PLC de C.
arabica. Después de que las suspensiones celulares de café se incubaron
en una solucién con enzimas hidroliticas de la pared celular, los
protoplastos fueron separados, lavados y resuspendidos en medio de

aislamiento sin enzimr ro " 2 muestran en la figura
3.10. Es importu.ic I vivrin que w wdlar we v 0fAS oo ..wbacion con
las enzimas | algu : yes;

sin embargo, las células se mantuvieron en presenc’~ e las enzimas hasta
por 18 horas para la liberacion completa de ios protopl ... . Las
concentraciones de enzimas hidroliticas y el tiempo de incubacién con las

mismas fueron tomados en parte a lo reportado por Ramirez-Benitez y

colaboradores (2C~~" 1 personal de los autores. Despuées
C. « 18 horas ¢ - - -—--.varon protoplastos completamente
I y redondos (v e d o 2n 3 obtencién _ _ los

protoplastos fue de 2.5 a ? 81N ~alilas/m| . Al mieman tiampo se separd
una cantidad de protoplas wieron et ) dc...e fueron
aislados pero sin enzimas hidroliticas en donde se monitoreé la viabilidad y
se pudo observar que permanecian viables en un 60% hasta por 20 dias, al
ser analizados con el reactivo FDA,
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Figura 3. 11. Viabilidad de protoplastos con diacetato de fluoresceina. A) Protoplastos de C.
arabica expuestas a FDA durante 15 minutos, concentrados por centrifugacion a 70 x g
durante 6 minutos a 25°C y observados en microscopio de fluorescencia, B) Protoplastos
testigo sin FDA centrifugados a 70 x g durante 6 minutos a 25°C y observados al microscopio
de campo claro

3.3.7 Evaluacion de la concentracion de PEG sobre la viabilidad de los
protoplastos

Con la finalidad de evaluar cual era la concentracion mas adecuada del
PEG para los experimentos de transformacion, se utilizaron células de 16
dias del ciclo de cultivo para la obtencién de protoplastos. Estos se trataron
con diferentes concentraciones de PEG como se menciono en Materiales y
Métodos. Los resultados obtenidos de los tratamientos permitieron detectar
gue al aumentar la concentracion de PEG el numero de protoplastos se ve
reducido. Se decidi6 trabajar con la concentracién de 20 % de PEG porque
proporciond mejores resultados de transformacion (figura 3.12A). Asi
mismo, se observo que las concentraciones mas altas de PEG deshidratan
con mayor rapidez que las de menor concentracion en un tiempo de
exposicion de 15 minutos.
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Los cebadores utilizados para amplificar a fa PLC fueron RPLC1 y FPLCA1
(cuadro 3.1) y para la tubulina fueron Ftubulina 1 y Rtubulina 1 (cuadro 3.1).
Los resultados de la amplificacion se muestran en la figura 3. 14. En esta se
puede observar la amplificaciéon del fragmento de 926 que pb corresponde a
la PLC y el fragmento de 250 pb que corresponde a la tubulina. Con estos
resultados se determind que 5 X 10° protoplastos son suficientes para
extraer ARN y amplificar ala PLC y al testigo interno de tubulina.

RT-PCR

M1 2 34

800 pb
400pb

200 pb

Figura 3. 14. Amplificacién del dominio catalitico de la fosfolipasa C y de la tubulina a partir de
ARN extraido de protoplastos de C. arabica recién aislados. Carril 1 y 2 amplificacién de la PLC
con los cebadores FPLC1 y RPLC1; carril 3 y 4 amplificacién de la tubulina con los cebadores
Ftubulina y Rtubulina; M, marcador de peso molecular.

3.3.9 Transformacion de protoplastos con polietilenglicol (PEG) 3350

Después de determinar las condiciones adecuadas para realizar la
transformacion y de evaluar la cantidad de protoplastos necesarios para la
extraccion de ARN, se realiz6 el experimento de silenciamiento de la PLC
utilizando el constructo plasmidico pTDT-ARNI-PLC. Los protoplastos fueron
transformados con PEG como se menciond en la seccion de Materiales y
Métodos. Los resultados se muestran en la figura 3.15 en esta se puede

detectar la fluorescencia emitida por la proteina roja fluorescente codificada

84






Transformado con el

Testigo con PEG vector TDT-ARNi-PLC

Camnn alarn T Campbo claro Fluorascancia
24 h
Transformado con el vector 48h
vacio
Campo claro Fluorescencia
72h

Figura 3. 15. Transformacion de protoplastos con el constructo pTDT-ARNi-PLC por el método
de PEG. A) Protoplastos tratados con PEG al 20% sin el vector de pTDT-ARNi-PLC vy
observados al microscopio de fluorescencia a las 24, 48, 72 hrs B) Protoplastos tratados con
PEG y el vector vacio; C), D) y E) Protoplastos transformados con PEG al 20 % y el constructo
pTDT-ARNI-PLC y monitoreados de la misma manera que los protoplastos del iniciso A y B.

Por otra parte, para evaluar si el fragmento de 281 pb obtenido del dominio
catalitico de la PLC fue capaz de desencadenar silenciamiento de este gen,
se extrajo ARN a partir de protoplastos testigos y transformados en los
tiempos de 24, 48 y 72 horas. Los resultados de ia RT-PCR se muestran en
la figura 3.16, en la que se puede ver el nivel del transcrito de la PLC en
protoplastos testigo y el silenciamiento en protoplastos transformados. El
nivel del transcrito en los protoplastos testigo no presenté cambio alguno al

ser analizados en los tiempos de 24, 48 y 72 horas, mientras que en los
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La introduccién de material genético es una de los pasos limitantes para la
transformacién y por consiguiente de la mejora de genética de algunas
especies vegetales. Los métodos de transformacién que mas se emplean
en la introduccién de ADN en células de protoplastos se encuentran, la
electroporacién (Hidaka y Omura, 1993), el uso de Agrobacterium (Binns,
1991) y el PEG (Mazarei et al., 2008). El método de transformacién basado
en PEG se ha aplicado en una gran cantidad de trabajos que involucran
protoplastos de varias especies vegetales como son maiz (Maas y Werr,
1989), arroz (Chen et al., 2006), Arabidopsis thaliana (Zhai et al., 2009). Se
ha sugerido que el PEG realiza su funcién como agente de transformacion a
través de la desestabilizacion y la produccién de poros en la membrana
plasmatica (Diaz et al., 2004).

Son varios los parametros que determinan el éxito de la transformacién con
PEG en protoplastos, pero entre los mas relevantes podemos mencionar, la
concentracion de PEG, la velocidad de centrifugacion y la composicién del
medio de mantenimiento después de la transformaciéon. Al respecto
nosotros consideramos que los factores de mayor impacto en la
transformaciéon de C. arabica son el medio de cultivo, la concentracion de
PEG, la velocidad de centrifugacion y el volumen de la mezcla de
transformacién. La mayoria de los reportes han utilizado concentraciones de
PEG que se encuentran entre 20-25% y tiempos de incubacion con este
mismo de 10 a 30 minutos (Ignacimuthu et al., 2000). El tamafo de la
molécula de PEG es otro parametro de consideracion en la transformacion,
dos de los mas usados son el de 4,000 (Mazarei et al., 2008) y el de 3,350
(Zhai et al., 2009). Sin embargo es importante sefalar que en estos trabajos
los protoplastos aislados fueron de tejido organizado (plantulas, hojas y
raices). Si bien es cierto que en nuestro sistema estamos hablando de
protoplastos de suspensiones celulares, o sea tejido desdiferenciado y por
lo tanto no necesariamente se pueden comparar las condiciones de
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medio de cultivo elaborado por Ramirez-Benitez y colaboradores (2009) con
algunas modificaciones, lograndose obtener una viabilidad del 90 %.
Posiblemente esta viabilidad registrada se deba a las condiciones de
osmolaridad de nuestro medio de cultivo que fue de aproximadamente de
600 mOsm o también a la diferencia en la composicion de los fosfolipidos
de las membranas plasmaticas de las especies (Staehelin y Newcomb,
2000). En este mismo medio fue posible mantener viables a los protoplastos
por mas de 20 dias sin la aplicacion de tratamiento alguno. Para nuestro
conocimiento es el primer reporte que menciona el mantenimiento de los
protoplastos por este periodo de tiempo. Los protoplastos mantenidos
viables en estas condiciones, permitirian realizar experimentos que

demanden tiempos mayores de 10 dias.

La evaluacion de diferentes velocidades de centrifugacion nos permitio
conocer |la fuerza necesaria para precipitar a los protoplastos sin reducir su
numero significativamente durante el procedimiento de transformacion. Son
variables las velocidades y tiempos de centrifugacion que reportan los
protocolos de tranformacion, los valores se encuentran entre 40-300 xg por
2-7 minutos (Chen et al., 2006; Mazarei et al., 2008; Zhai et al., 2009). Por
lo tanto decidimos evaluar diferentes velocidades de centrifugacion
manteniendo constante el tiempo de centrifugacion a 6 minutos (figura
3.13). A partir de este analisis se selecion6 la velocidad de 70 g por 6
minutos en todo el proceso de transformacion, como puede apreciarse

nuestros resultados concuerdan con los reportados por otros grupos de

investigacion.

Una vez que se logro el establecimiento de las condiciones de
transformacion por PEG y la construccion del vector pTDT-ARNI-PLC, se
realizo el experimento de ARNi de la PLC. Para el cual se transformaron 10

x10° protoplastos con 20% de PEG y se evaluod el silenciamiento en los
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los protoplastos transformados con el vector vacio pTDT-ARNi. Estos
resultados aunque alentadores, deben de tomarse con precaucion, ya que
seria necesario realizar otros experimentos como es determinar el
porcentaje de transformacién de los protoplastos o tener imagenes de varios
protoplastos en donde se vea la fluorescencia de la proteina roja
fluorescente para estar completamente seguros de que hubo un
silenciamiento de la PLC. Nuestros resultados sugieren la trasformacion de
los protoplastos aisiados de suspensiones celulares con el vector pTDT-
ARNi-PLC, el cual es similar al empleado por Miki y Shimamoto (2004)
quienes utilizan un vector derivado del pANDA para la transformacion
transitoria de hojas o protoplastos de arroz.

Por otra parte, al analizar el experimento de transformacién transitoria para
saber si la PLC fue silenciada o no se extrajo ARN de protoplastos testigos
y ftransformados. Los resultados obtenidos al realizar RT-PCR
semicuantitativo indican una reduccién mayor en el nivel del transcrito de la
PLC a las 48 horas (figura 3.16B) después de la transformacién cuando se
compard con los protoplastos testigos (figura 3.16A). Es posible apreciar en
estas figuras que existe de manera general una reduccion en el transcrito de
la PLC en todos los tiempos cuando se comparé con los protoplatos testigo.
Los tiempos seleccionados para evaluar el silenciamiento fueron tomados
del trabajo de Zhai y colaboradores (2009). A pesar que estos autores no
utilizaron ADN plasmidico para producir ARN de doble cadena de tipo
“harpin loop”, en su lugar sintetizaron in vitro ARN de doble cadena,
observaron un incremento en el transcrito del gen ECS1 a partir de las 72
horas y fue mas notorio a las 96 horas. En el presente trabajo se observd
que los protoplastos después de ser tratados con el PEG no sobrevivian por
96 horas, por lo que no se utilizd este tiempo de transformacion. También es
importante recalcar que el trabajo de Zhai y colaboradores (2009) fue
realizado utilizando protoplastos aislados de plantulas de Arabidopsis que
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o ElI fragmento de 281 pb fue adecuado para inducir ARNi en
protoplastos de C. arabica y de acuerdo a los resultados de la figura
3.16 el tiempo en donde se detecto una reduccién en el transcrito

de la PLC fue de 48 horas después de la transformacion.

En resumen los resultados obtenidos con el vector de ARNi, permiten
sugerir que el tamano del fragmento de 281 pb fue suficiente para inducir el
silenciamiento de la PLC en los protoplastos de C. arabica. Por lo tanto, los
protoplastos de suspensiones celulares pueden utilizarse como un modelo
celular en experimentos de ARNi. Si bien nuestros resultados sugieren el
silenciamiento de la PLC, estos deberan de tomarse con la precaucion
adecuada y tomando en cuenta que al ser protoplastos de tejido no
diferenciado, algunas de las preguntas de biologia celular que involucran

diferenciacion no pueden ser contestadas con este modelo de estudio.

Con este modelo de transformacion de protoplastos se podrian contestar

preguntas como son:

¢ Qué pasa con la actividad de otras fosfolipasas cuando se tenga el
silenciamiento transitorio de la PLC?

¢ Hay proteinas de la via de transduccion de sefiales de fosfolipidos que se
regulan en respuesta al silenciamiento por ARNi de la PLC?

¢ Se puede ver el efecto toxico del aluminio en protoplastos silenciados por
el ARNi?
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