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Introduccion:

Los procesos de expresion genética y sus mecanismos de regulaciéon son temas de interés del area
de Biologia Molecular. Hace ya algunos afios, se iniciaron las investigaciones con los micro ARN.
Un micro ARN (miARN) es ARN monocatenario, que tiene una longitud de entre 21-23
nucleotidos, y que tiene la capacidad de regular la expresion de otros genes, mediante diversos
procesos. Los miARN son genes de ARN que son transcritos a partir de ADN, pero no son
traducidos a proteinas. Se ha observado que algunos de estos miARN pueden silenciar la expresién
de algunos genes.

Planteamiento del problema:
La pregunta a responder con esta investigacién es la siguiente: ¢;EI micro ARN miR1 tendra la
actividad de inducir la degradacion de un ARNm blanco?

Objetivo:

El objetivo del presente proyecto consiste en demostrar que el supuesto micro ARN miR1,
codificado en el genoma de frijol, es capaz de comportarse como un micro ARN al inducir la
degradacion de un ARNm blanco.

Hipotesis:
Si el micro ARN miR1 complementario al blanco utilizado, logra inducir la degradacién de dicho
ARN, entonces se podréa detectar su silenciamiento en las plantas experimentales.

Metodologia:

En este proyecto de investigacion se trabajara con un supuesto micro ARN Ilamado mirl, con el fin
de determinar si es capaz de comportarse como un micro ARN al inducir la degradacion de un
ARN mensajero.

Durante el proyecto se haran experimentos utilizando la planta de tabaco Nicotiana benthamiana y
la bacteria Agrobacterium tumefaciens, que sera utilizada para introducir los genes en el genoma de
la planta mencionada. Esta bacteria se eligio para infectar a las plantas a través de las heridas ya
que es muy facil trabajar con ella.

Se utilizara como ARNm blanco artificial al ARN producido por un gen modificado que codifica
para la proteina verde fluorescente (GFP) al cual se le integrara la secuencia complementaria del
miR1 sin que la proteina fluorescente pierda su funcionalidad. Esta proteina se eligié ya que es un
marcador visible facilmente rastreable en las hojas de la planta Nicotiana benthamiana.

Se introduciran los genes que codifican para el ARNm blanco y el miARN en plasmidos que se
transferiran, por separado, a la bacteria. Ademas estos plasmidos van a contener unos marcadores,
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antibidticos, para poder saber cual bacteria contiene el plasmido que codifica para GFP y miR 1.
Después las bacterias se van a introducir a las plantas por medio de perfusion.

Se van a tener dos grupos uno mutante, en el cual el micro ARN se espera induzca la degradacion
de la GFP y otro el silvestre en donde no se espera la degradacion del mensajero de la GFP ya que
en el primero el miR 1 es complementario al gen de la GFP y en el segundo no.

Variables:
Independiente:
e Inyectar el micro ARN miR1 en la planta para determinar si se induce la degradacion del
micro ARN blanco que codifica la GFP.

Dependiente:
e Lapresencia o ausencia de la fluorescencia en la planta.

Grupo control:
¢ Plantas inyectadas sélo con bacterias que contengan el gen para la proteina GFP.

Método experimental:

1. Se utilizard como ARNm blanco artificial al ARN producido por un gen modificado que
codifica para la proteina verde fluorescente (GFP) al cual se le integrard la secuencia
complementaria del miR1 sin que la proteina fluorescente pierda su funcionalidad.

2. Se introducirén los genes que codifican para el ARNm blanco y el miARN en plasmidos
gue se transferirdn, por separado, a la bacteria: Agrobacterium tumefaciens, la cual sera
utilizada para introducir los genes en el genoma de la planta: Nicotiana benthamiana.

3. Se infectaran las plantas con los dos cultivos de las bacterias transformadas con cada uno
de los genes de interés, a través de perfusion con una jeringa.

4. Después de esperar a que se dé la expresién de los genes introducidos en las células
vegetales, se detectara la fluorescencia que emita la proteina GFP. Si el miR1 es capaz de
inducir la degradacion del ARNm blanco artificial que codifica para la GFP, entonces la
fluorescencia emitida por las hojas transformadas con los dos cultivos mencionados arriba,
debera ser menor que la de las hojas infectadas solamente con el gen para la GFP.

Resultados:

Hasta el momento se han hecho los cultivos de las bacterias, una silvestre y la otra mutante. A cada
cultivo se les agregaron dos antibiéticos; esto para que solamente obtuviéramos las bacterias
deseadas, las cuales son resistentes a dichos antibi6ticos ademas de que estas ya llevan el plasmido
que tiene los genes que codifican para GFP como se menciond anteriormente. Después se
colocaron las bacterias silvestres (WT) y mutantes en un medio rico y después de un dia, se
infectaron las plantas a través de perfusion con una jeringa con las bacterias. Dias después se
determiné la expresion de la proteina GFP en las plantas. Los resultados y las conclusiones seran
presentados el dia del Congreso debido a que actualmente estan en proceso.
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