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Introduccion. En las plantas, el floema transporta no
solo fotoasimilados, sino también macromoléculas como
RNAs y proteinas con diversas funciones
celulares(1,2,3). Nuestro grupo de trabajo esta interesado
en proteinas con dominios de unién a RNA, como el
inhibidor de la RNasa L (RLI). Esta proteina es esencial
para todos los organismos donde se ha estudiado (4).
Recientemente se descubri6 que en levaduras esta
involucrada en la sintesis de proteinas a nivel de
terminaciéon y en el reciclaje ribosomal (5). Resultados
de nuestro grupo de trabajo demuestran que en A.
thaliana, RLI se expresa en tejido vascular. Ya que RLI
se halla intimamente relacionada con la sintesis de
proteinas y que ésta se expresa en floema, es de interés
saber cudl es su influencia en el proteoma alli presente.
El objetivo de este trabajo es analizar el cambio en la
poblacion de proteinas de la savia de pepino que resulta
de sobre-expresar o silenciar a RLI.

Metodologia. Para sobre-expresar a RLI, se extrae RNA
y se amplifica el marco abierto de lectura (ORF) de RLI
con oligos especificos. Este se liga al vector de clonacion
PCR8/GW/TOPO y después se subclona en el vector de
expresiébn  binario pB7WG2D.1. ElI vector de
silenciamiento pB7GWIWG2(1).0 (Fig 1) junto con el
vector anterior se usan para transformar A. tumefaciens.
Se crecen plantas de pepino y a las 8 semanas se
infectan con estas bacterias transformadas. Dos
semanas post-infeccion, se extrae savia de las plantas
control y de aquellas con las construcciones que sobre-
expresan y silencian RLI. La muestra de proteinas
obtenida se concentra por filtracion y se envia a un
servicio de protedbmica por duplicado para su
cuantificacion segun el protocolo de iTRAQ® por MS. Se
lleva a cabo una prueba de hipétesis multiple para validar
aquellas proteinas sobre-expresadas y aquellas
reprimidas.

Resultados. A partir de la extraccion de RNA y la
amplificacion del transcriptoma por LD-PCR, se logro
clonar el ORF de RLI (1.81 kb) por un PCR de gradiente.
El ORF se clond en un vector de expresion, y se verificd
su presencia por la amplificacion del inserto, del cual se
obtuvo su secuencia. Esta se aline6 con BLASTN y se
obtuvo una identidad del 100% con RLI de pepino. Se
obtuvieron las plantas transformadas al demostrar su

insercion en el genoma (Fig 2), se extrajo su savia, y se
envi6 a una instalacibn de proteémica para su
identificacion y cuantificacion relativa. El fenotipo de las
plantas varié con respecto al de la planta silvestre.
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VECTORES DE SOBRE-EXPRESION Y SILENCIAMIENTO
Fig. 1. Ambos vectores tienen en comun la regién p35s: un promotor
fuerte constitutivo aislado del virus del mosaico de la coliflor.
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COMPROBACION DE LA TRANSFORMACION
DE LAS PLANTAS DE PEPINO
Fig. 2 PCR con el promotor 35s. Los carriles corresponden a plantas
con construcciones que sobre-expresan RLI (Ov), que silencian a RLI
(si) y el control, ausente del promotor.

Conclusiones. El marco abierto de lectura de RLI de
pepino se logré clonar, construyéndose con éxito el
vector de sobre-expresion. También se logro transformar
pepino tanto con el vector de sobre-expresién como con
el de silenciamiento Se presentaran los perfiles de
proteinas que modificaron su expresion en las diferentes
mutantes y un modelo operativo del papel de RLI en el
tejido vascular de plantas.
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