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Introduccién. En trabajos previos se lograron aislar EST’s
de C. chinense BG-3821 durante la interaccién con el
PHYVV, el andlisis de las secuencias de algunos, mostré
semejanza con genes involucrados en interacciones planta-
patdgeno y existen datos donde se relaciona su expresién con
la presencia de las fitohormonas etileno (Et) y é&cido
jasmonico (AJ) [1].

Por otra parte el silenciamiento genético mediado por virus
(VIGS) permite elucidar la funcién de genes in vivo dentro
de organismos eucariontes, plantas en nuestro caso, en
breves periodos de tiempo y sin necesidad de infraestructuras
costosas. En este campo los geminivirus representan una
herramienta biotecnoldgica factible y han sido usados en
varios sistemas [2].

En el presente trabajo se indujeron plantas de C. chinense
BG-3821 con precursores de acido jasmdnico y etileno para
analizar el comportamiento de algunos EST’s. Para el
silenciamiento se utilizé el EST denominado R100 (similar a
proteina germina), del cual se subclonaron 3 fragmentos
(535, 103 y 93 pares de bases) en el vector derivado del
PHYVV.

Metodologia.  Plantas BG-3821 fueron inducidas con
soluciones acuosas de los precursores etefon (Et) y metil
jasmonato (AJ), colectando tejido a las 0, 6, 12, 24 y 48
horas dpi y se extrajo el ARN para el andlisis northern y se
sintetiz6 ADN complementario de la muestra a las 24 horas
para ser usado como sonda molecular en los arreglos.

Para la generacion de los VIGS se sintetizaron 3 fragmentos
de (535, 103 y 93 pb) a partir de la secuencia del EST R100
y fueron subclonados en el vector derivado del PHYVV bajo
el promotor de la céapside. Una vez generadas las
construcciones, se inocularon las plantas con el virus
silvestre, con el vector y con las 3 construcciones. Una vez
hecho esto, se aisl6 ADN gendmico para probar la presencia
y movilidad del virus y los vectores. Hecho esto ultimo, se
extrajo ARN para sintetizar ADN que fue usado en el
northern virtual.

Resultados. En la figura 1 se observa la grafica de niveles de
expresién de algunos EST’s en presencia de Et y AJ.
Sefialando aqui a la clona 105 cuya secuencia es similar a

otra proteina tipo germina pero esta solo respondié al
estimulo del Et.
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Figura 1. Grafica de expresion diferencial de arreglos hechos con
metil jasmonato. Y = niveles de intensidad, X. numero de la clona.
P. S. sonda molecular de planta sana, PMej., sonda molecular de
planta inducida con MeJ y PEt, planta inducida con Etileno.
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Figura 2. Northern virtual, usando como sonda la secuencia de
R100, de plantas inoculadas con: 1. PHYVV silvestre, 2. Vector 3.

Fragmento de 535 pb, 4. Fragmento de 103 pb, 5. Fragmento de 93
pby 6. planta control (pBs SK+)

En la figura 2 se observa un decaimientode la intensidad de
la sefial en la posicion 3 con respecto a la posicién 2,
indicando degradacion del transcrito que corresponde al gen
R100.

Conclusiones. El Et regula positivamente al EST 105 cuya
secuencia es similar a otra proteina tipo germina. El
fragmento de 535 pb y que contenia un dominio conservado
(cupinas) redujo en 65% los niveles de transcritos del gen
R100 con respecto a los niveles de la planta inoculada con el
vector derivado del PHYVV.

Referencias.

1. Pieterse, C., Van Loon J. y L. (2001). Cross-talk between
plant defense signaling pathways: boost or burden?
AgroBioTechNet. Vol. 3: 1-8.

2. Carrillo, J., Shimada, H., Rivera, R. (2006). Use of
geminiviral vectors for functional genomics. Curr. Op. in
Plant Biol. Vol. 9: 209-215.


mailto:ahuitzolt_jjr@yahoo.com.mx

	1: 


