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RESUMEN

Las proteinas LEA cumplen una funcion como protectoras de estructuras celulares, son
intrinsecamente desordenadas y se acumulan abundantemente durante la etapa tardia de la
embriogénesis y en respuesta a diversos tipos de estrés. Dentro de este grupo de proteinas se
encuentran las dehidrinas, caracterizadas por poseer regiones conservadas llamadas
segmentos K. Ademas, pueden contener un segmento Y, S, F y regiones ricas en histidina.
En este estudio, por medio de PCR se obtuvieron genes parciales de dehidrinas de
Leuchtenbergia principis y Opuntia ficus-indica con un marco de lectura abierto de 501 y
504 pb, respectivamente, codificantes a tres segmentos K y una regién de histidinas. Estos
genes parciales se ligaron al vector de expresion en plantas pBI121, con el que se
transformaron las cepas GV3101, GV2260 y EHAL105 de Agrobacterium tumefaciens. Se
realizaron ensayos de transformacién de explantes de hoja y peciolo de gloxinia (Sinningia
speciosa) cultivadas in vitro y de plantas de Arabidopsis thaliana. Mediante prueba
histoquimica de GUS y PCR se confirmo la transformacion de explantes de gloxinia con las
cepas GV3101 y GV2260.

ABSTRACT

LEA proteins play an important role in the protection of cellular structures; these proteins are
intrinsically unordered and abundantly accumulated during late stages of embryogenesis, and
in response to different types of stress. Dehydrins, a type of LEA proteins, are characterized
by conserved regions called K segments. Additionally, these can contain segments Y, S and
F, as well as regions rich in histidine. In this study, partial genes of dehydrins isolated from
Leuchtenbergia principis and Opuntia ficus-indica were obtained using PCR. Particularly, L.
principis and O. ficus-indica isolated genes consisted in fragments with an open reading
frame of 501 and 504 bp, respectively, and coding sequences for three K segments and a
histidine region. These partial genes were ligated to the plant expression vector pBl121,
which was used further on to transform Agrobacterium tumefaciens' GV3101, GV2260 and
EHAL05 strains. Moreover, several transformation a experiments were carried out using
Gloxinia (Sinningia speciosa) leaf and petiole explants cultivated in vitro, as well as
Arabidopsis thaliana plants. GUS and PCR were used to validate the transformation of
gloxinia for the strains GV3101 and GV2260.



1. INTRODUCCION

Las proteinas LEA se acumulan abundantemente durante la etapa tardia de la
embriogénesis. Ademas, se ha detectado su acumulacion en tejidos vegetativos en respuesta
al déficit hidrico provocado por sequia, salinidad y congelamiento, y a la aplicacion de acido
abscisico (Campos et al., 2002). Cumplen una funcién como protectoras de estructuras y
proteinas celulares. Dentro de este grupo de proteinas se encuentran las dehidrinas, las cuales,
se caracterizan por poseer al menos una region conservada llamada segmento K, importante
en la capacidad de proteccion de la proteina. Ademas, pueden contener segmentos Y,
segmentos @, un segmento S, un segmento F y regiones ricas en histidina. De acuerdo con la
presencia y disposicion de estas regiones, se han clasificado en 5 subgrupos (Strimbeck,
2017; Campbell y Close, 1997).

En diversas especies vegetales se han realizado estudios sobre la importancia de estas
proteinas y las regiones que las componen, sin embargo, existen pocos estudios sobre estas
en cactéceas. En uno de estos estudios, se identifico el gen OpsDHN proveniente de Opuntia
streptacantha del tipo SKs, es decir, contiene un segmento S y 3 segmentos K, ademas de
una region de 6 histidinas. Por medio de transformacion, este gen se sobreexpreso en plantas
de A. thaliana y se obtuvo una mayor tolerancia de la planta a condiciones de congelamiento
(Ochoa et al., 2012). Posteriormente se identificaron secuencias parciales de dehidrinas entre
los que se encuentran Leuchtenbergia principis y Opuntia ficus-indica, a las cuales contienen

tres segmentos K y una region de His (Hernandez et al., 2017).

Con base en esto, se realizaron construcciones de genes parciales de dehidrinas en un
vector de expresion en plantas para ser sobreexpresados en plantas de gloxinia (Sinningia

speciosa).



2. ANTECEDENTES
2.1. Proteinas LEA

Las proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant por sus siglas en inglés) han sido
identificadas en un amplio rango de especies vegetales. Ademas de la abundancia de estas
proteinas durante la etapa tardia de la embriogénesis de la semilla, se ha encontrado su
acumulacion en respuesta a déficit hidrico provocado por sequia, salinidad y congelamiento,
y a la aplicacion de acido abscisico (Campos et al., 2002; Cuevas y Covarrubias, 2011). Estas
proteinas se caracterizan por una alta hidrofilicidad y un alto contenido de Glicina (Gly)
(Battaglia et al., 2008). Se clasifican dentro del grupo de las hidrofilinas, pertenecientes al
grupo de las PINEs o PIDs, las cuales, carecen de una estructura tridimensional bien definida
debido a la abundancia de regiones intrinsecamente desordenadas (Cuevas y Covarrubias,
2011). Existe evidencia de que las proteinas LEA cumplen una funcion como protectoras de
estructuras y proteinas celulares durante lapsos de estrés por sequia o congelamiento
(Campos et al., 2002). Estas proteinas pueden prevenir la agregacion inducida por la
desecacion y las bajas temperaturas. Se ha propuesto que funcionan como chaperonas, como
moléculas protectoras y acttan evitando el dafio celular. Se ha sugerido que la mayoria de
las proteinas LEA existen como hélice al azar, poseen estructuras desplegadas en su
estructura nativa, y unas pocas existen como dimeros o tetrameros. Son proteinas estables al
calor y no coagulan en ebullicion (Pereira y Quiriban, 2014; Campos et al., 2002). Estas
proteinas presentan un alto nivel de desorden, sin embargo, las condiciones de disponibilidad
de agua inducen cambios conformacionales en estas proteinas llevandolas a adquirir un
mayor orden estructural, permitiéndoles asi, reconocer uno o varios ligandos para
estabilizarse. Debido a esto, las proteinas LEA son capaces de prevenir cambios estructurales
promovidos por los efectos del déficit hidrico en proteinas o enzimas que pudieran llegar a
su desnaturalizacién y consecuente agregacion, y que tiene como consecuencia una
desactivacion de estas. La capacidad protectora de las proteinas LEA de los diferentes grupos
es distinta, algunas presentan una proteccién de casi 100% mientras que otras no muestran

proteccion alguna (Cuevas y Covarrubias, 2011).

Battaglia et al., (2008) clasifico las proteinas LEA en siete grupos de acuerdo con la
similitud en la secuencia de amino&cidos, de tal forma que cada grupo se distingue por ciertos
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motivos consenso distintivos. Los grupos 1, 2, 3, 4, 6 y 7 corresponden a proteinas

hidrofilicas, mientras que las hidrofobicas se mantienen en el grupo 5.

El Grupo 1 esta representado por proteinas que contienen una proporcion muy alta de
residuos cargados que contribuyen a su alta hidrofilicidad, ademas de un alto contenido de
residuos Gly de aproximadamente 18%. Otra caracteristica de este grupo es que tienen una
estructura inestable y son bastante flexibles. Las proteinas de este grupo poseen una
homologia sustancial, especialmente en un motivo de 20 aminoacidos
(TRKEQ[L/M]GIT/EJEGY[Q/KIEMGRKGGI[L/E]). Este motivo puede estar presente en
varias copias dispuestas en tdndem. En especies vegetales han sido identificados otros dos
motivos conservados, un motivo N-terminal (TVVPGGTGGKSLEAQE[H/N]LAE) situado
hacia el extremo amino terminal del motivo de 20 aminoacidos y un segundo motivo
(D[K/E]SGGERA[A/E][E/R]EGI[E/D]IDESK[F/Y]) hacia el extremo carboxilo terminal. El
peso molecular promedio de estas proteinas es de 11.5 kDa, con un rango de 6.8 a 20.3 kDa
(Shih et al., 2008). Cabe mencionar que este grupo de proteinas LEA es el Gnico presente en
los tres dominios taxondmicos: Bacteria, Archaea y Eukarya (Battaglia et al., 2008).

Las proteinas del Grupo 2, también conocidas como dehidrinas, contienen una alta
proporcidn de aminoacidos cargados y polares, y una baja fraccion de residuos no polares e
hidrofobicos. Carecen de Triptdfano (Trp) y frecuentemente de Cisteina (Cys) (Battaglia et
al., 2008). Contienen al menos un segmento K y algunas contienen un segmento Y. Muchas
proteinas de este grupo también contienen un segmento S, segmento F (Strimbeck, 2017),
segmentos ®, y regiones ricas en His (Hara et al., 2005). De acuerdo con la presencia y
disposicion de los diferentes motivos, Campbell y Close (1997) clasificaron estas proteinas
en 5 subgrupos, YnSKn, YnKn, SKi, Kn y KiS, donde n es el nimero de repeticiones
(Campbell y Close, 1997). EI peso molecular varia de 9 a 200 kDa, de acuerdo con el nimero
de repeticiones del segmento K (Allagulova et al., 2003).

Las proteinas del Grupo 3, se caracterizan por poseer un motivo repetido de 11
aminoacidos unidos por puentes idnicos. En comparacion con otros grupos, las proteinas de
este grupo son muy diversas debido a los cambios dentro del motivo. Este grupo comprende

4 subgrupos, D-7, Dc8, GmPM8 y D-29, caracterizados por las diferentes secuencias
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consenso de las repeticiones de los motivos, tales como TAGAAKEKAXE,
KAKETKDAAAE, TKDYAGDAAQK y ®O®[E/Q]XPK[E/Q]K®X[E/D/Q] (donde @
representa un residuo hidrofilico), respectivamente. El peso molecular promedio de estas
proteinas es de 25.5 kDa, (minimo de 7.2, maximo 67.2 kDa) (Shih et al., 2008). Estas
proteinas estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal, y se presentan en semillas
maduras y en respuesta a la deshidratacion, salinidad y bajas temperaturas (Battaglia et al.,
2008).

Las proteinas del Grupo 4 estan presentes en el reino vegetal, incluidas las plantas
briofitas y vasculares, y son acumuladas en hojas en respuesta al déficit hidrico y a acido
abscisico. Estas proteinas se caracterizan por un motivo en la regién N-terminal con la
secuencia consenso  AQEKAEKMTA[R/H]DPXKEMAHERKI[E/K][A/E][K/R].  Sin
embargo, en muchas de ellas pueden distinguirse cuatro motivos adicionales. La presencia o
ausencia de los motivos 4 y 5 definen dos subgrupos dentro de la familia. EI primero de ellos
(4A) se compone de proteinas pequefias (80-124 residuos) con motivos 2 y/o 3 que flanquean
al motivo 1. El segundo subgrupo comprende proteinas mas largas (108-180 residuos), que
ademas de los tres motivos en el extremo N-terminal, pueden contener los motivos 4 y 5 en
el extremo C-terminal. (Battaglia et al., 2008). El peso molecular promedio de estas proteinas
es de 12.6 kDa, con un minimo de 8.4 y un maximo de 18.8 kDa (Shih et al., 2008).

En el Grupo 5 se mantienen todas las proteinas que contienen una proporcion
significativamente mayor de residuos hidr6fobos, por lo que este grupo incorpora proteinas
no homélogas. De acuerdo con la similitud de secuencia, Battaglia et al., (2008) las clasifico
como 5A, 5B y 5C, por las primeras proteinas descritas para este grupo, D-34, D-73 y D95,
respectivamente. Se ha reportado que se acumulan durante la etapa tardia del desarrollo de
la semilla y en respuesta a condiciones de estrés como sequia, salinidad, frio y heridas. El
peso molecular promedio para estas proteinas es de 18.1 kDa, con un minimo de 5.3 y un
méaximo de 38.5 kDa (Shih et al., 2008).

Las proteinas del Grupo 6 se distinguen por cuatro motivos, dos de los cuales, estan
muy conservados. En el primero de estos motivos se encuentra la secuencia LEDYK vy los

residuos Prolina (Pro) y Treonina (Thr) situados en las posiciones 6 y 7, respectivamente, en
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el motivo 2 muestran una conservacion del 100%. Estas proteinas carecen de residuos Cys y
Trp. Una caracteristica de este grupo de proteinas es su tamario pequefio de aproximadamente
7 a 14 kDa (Battaglia et al., 2008).

Las proteinas del grupo 7 contienen tres dominios altamente conservados, de los cuales,
el motivo 3 contiene una sefial de localizacién nuclear putativa y se encuentra situado dentro
de laregion C-terminal. Los otros dos contienen tramos de residuos de His encontrados en la
region N-terminal (Battaglia et al., 2008).

2.1.1. Dehidrinas

Las dehidrinas son el grupo mas estudiado de las proteinas LEA. Estas se caracterizan
por tener al menos un segmento K rico en Lisina (Lys), el cual consta de un motivo consenso
de 15 aminoéacidos (EKKGIMDKIKEKLPG). Se ha demostrado que la funcion del segmento
K es la de unién con membranas enriquecidas con fosfolipidos aniénicos (Koag et al., 2009).
Adicionalmente, en este grupo también se presenta el segmento Y ([V/T]D[E/Q]YGNP) en
el extremo N-terminal. Este segmento tiene secuencia similar con el sitio de union de las
chaperonas en bacterias y plantas, sin embargo, no se ha comprobado que se una a
nucleotidos (Hughes et al., 2013). Muchas proteinas de este grupo también contienen una
extension de residuos Serina (Ser), llamado segmento S, que en algunas proteinas se
encuentra fosforilada. En diversas especies, se ha visto la presencia de un intrén dentro de
este segmento (Jiménez et al., 2013). Se ha reportado que este segmento es responsable de la
capacidad de la unién con iones como calcio (Alsheikh et al., 2003) y desempefia un papel
en el transporte de la dehidrina al nicleo (Goday et al., 1994). De acuerdo con estudios
realizados por Hernandez et al., (2015), este segmento es importante para la localizacion
nuclear, sin embargo, no es esencial. En algunas proteinas también se encuentran motivos
menos conservados, conocidos como segmentos @, intercalados entre segmentos K, ricos en
aminoacidos polares como Gly o Alanina (Ala) y Pro. De acuerdo con experimentos
realizados por Hughes y Graether (2011) los segmentos @ son importantes ya que podrian
ayudar a mantener la estructura desordenada de la dehidrina. Asi también, se han descrito

otro tipo de segmentos menos comunes que permiten la union de la proteina con iones
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metalicos evitando que estos produzcan la formacién de radicales hidroxilo en plantas
expuestas a estrés hidrico; estos segmentos se caracterizan por ser regiones ricas en His (Hara
et al., 2005). Adicionalmente, recientemente se ha descrito otra secuencia conservada
(DRGLFDFLGKK), llamada Segmento F, el cual, se cree puede formar hélices anfipaticas
que podrian estar implicadas en la unién con la membrana o a proteinas. (Strimbeck, 2017).

En cactaceas existen pocos estudios de dehidrinas, por lo que solo se han identificado
en algunas especies, entre ellas se encuentran Opuntia streptacantha (Ochoa et al., 2012), y
de forma parcial en Opuntia ficus-indica y Leuchtenbergia principis (Hernandez et al.,
2017).

La dehidrina OpfiDHN presenta una secuencia parcial de 445 pb [nGmero de acceso en
NCBI: KP720561] traducida a 148 aminoacidos [nimero de acceso en NCBI: AKC92526.1].
Esta secuencia parcial presenta una serie de seis His y tres dominios repetidos formados por

el segmento K conservado (Figura 1) (Hernandez, 2017).

™
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Figura 1. Estructura 3D del fragmento de la proteina OpfiDHN. Regiones color azul
corresponden a segmentos K; region color verde indica el segmento rico en His.

La dehidrina LepDHN presenta una secuencia parcial de 493 pb [nimero de acceso en
NCBI: KP720562] traducida a 164 aminoacidos [nimero de acceso en NCBI: AKC92527.1].
Esta secuencia presenta tres dominios repetidos formados por el segmento K conservado,

ademas de un segmento de 3 His (Figura 2).
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Figura 2. Estructura 3D del fragmento de la proteina LepDHN. Regiones color azul
corresponden a segmentos K; region color verde indica el segmento rico en His.

Se han realizado diversos estudios para dilucidar los mecanismos de accion de estas
proteinas, entre ellos, Reyes et al., (2008) realizd experimentos con fragmentos de
dehidrinas, que indican la importancia del segmento K en la capacidad de proteccion de la
proteina en respuesta a estrés, al utilizar diversas formas truncadas de dehidrinas con
dominios faltantes. Al eliminar 1, 2 y 3 segmentos K de la dehidrina ERD10,y 1y 2 de la
dehidrina RcDhn5 se redujo su capacidad protectora. Asi mismo, Hughes et al., (2013)
probaron el efecto del tamafio de la dehidrina K> de Vitis riparia sobre su capacidad
crioprotectora utilizando péptidos de uno y dos segmentos K (sin segmento ®) y varios
concatémeros (Ka, Ke, Kg y Kio), concluyendo que, a mayor tamafio de la dehidrina, mayor
capacidad de proteccion, siendo la Kio, la de mayor actividad protectora, y el péptido K el de
menor actividad. Drira et al., (2013) analiz6 la implicacion de los dominios Y, S, K y @ de
la dehidrina DHN-5 de trigo con cuatro diferentes fragmentos de esta proteina (el primero
compuesto por los segmentos Y y S; el segundo por los segmentos K1, @ y K2; el tercero
por los segmentos @ y K2; y el ultimo solo con el segmento ®@). Determin6 que el segmento
K era el responsable del efecto protector a las bajas temperaturas. Con base en esto, Hara et
al., (2017) realiz6 experimentos demostrando que algunos de los residuos hidrofébicos de

estos segmentos, eran los responsables de la actividad crioprotectora.

Asi mismo, ha comprobado la importancia de las regiones ricas en His en la
localizacion nuclear (Hernandez et al., 2015). En experimentos realizados por Hara et al.,

(2005), se demostrd que estas regiones permiten la union de la proteina con iones metalicos
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evitando que estos produzcan la formacion de radicales hidroxilo en plantas expuestas a

estrés hidrico.

2.1.1.1. Las dehidrinas ante estres abidtico
Las dehidrinas desempefian un papel fundamental en la respuesta de la planta ante
diversos tipos de estrés abidtico que causan la deshidratacién celular como altas y bajas
temperaturas, sequia y salinidad (Hanin et al., 2011).

A pesar de que no se ha reportado la funcién precisa in vivo del tipo de dehidrina, in
vitro se han reportado posibles funciones especificas. Por ejemplo, dehidrinas basicas Y nSK>
son inducidas por deshidratacion o ABA. Las dehidrinas acidas de tipo YnKn, SKy y Ki
generalmente se acumulan en respuesta a la baja temperatura y las de tipo K,S responden a

deshidratacion y baja temperatura (Zhu et al., 2014).

Hanin et al., (2011) reporta la posible funcion de varias dehidrinas con base en estudios
previos. Entre ellos destacan las dehidrinas WCOR410 (del tipo SK3) de trigo, PBO/DHN5
(del tipo Ko) de cebada, CUCOR19 y CuCOR15 (de tipos SK3 y SK> respectivamente) de
citricos, que producen un aumento de la tolerancia a estrés por frio. La DHNL1 (del tipo YSK?)
de maiz aumenta la tolerancia a ABA y estrés hidrico. Las dehidrinas ERD10 y ERD14 (tipos
SKs3 y SK> respectivamente) de A. thaliana generan un aumento en la tolerancia a la
deshidratacion. La PCAG0 del durazno (tipo Y2Ksg) aumenta la tolerancia al congelamiento y
la DHN5 (tipo YSK3) de trigo produce un aumento en la tolerancia al estrés por sequia y
salinidad. Las dehidrinas BjDHN2 y BjDHN3 potencian la tolerancia al estrés por metales

disminuyendo la peroxidacion lipidica y protegiendo las membranas celulares.

Ochoa et al., (2012) transformd plantas de A. thaliana con el gen OpsDHN1. Las
plantas transgénicas que sobreexpresaron esta dehidrina tipo SK3 mostraron un aumento en
la tolerancia al estrés por congelamiento. De la misma forma, Puhakainen et al., (2004) logr6
el aumento de la tolerancia a la congelacion en plantas transgénicas de A. thaliana, mediante
la transformacion con dos construcciones formadas por dos dehidrinas diferentes (RAB18-
CORA47 y LTI29-LTI30).
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Es importante destacar que el aumento de la tolerancia a los diferentes tipos de estrés
abidtico por la sobreexpresion de dehidrinas no debe ser considerado como regla general
(Hanin et al., 2011).

2.2. Gloxinia (Sinningia speciosa Lodd.)

Gloxinia es una herbacea perene de la familia Gesneriaceae encontrada en
Sudamérica. Inicialmente fue Ilamada Gloxinia speciosa, pero en 1877 fue transferida
formalmente al género Sinningia. Esta especie es de gran valor ornamental por sus grandes
hojas ovaladas aterciopeladas y sus flores de colores llamativos le brindan un alto valor
ornamental (Xu et al., 2009).

Formas silvestres de esta especie tienen flores simétricas bilaterales de color purpura
o lavanda y raramente blanca o rosada, en cambio, las variedades cultivadas tienen flores
totalmente erectas, radialmente simétricas en colores que van del blanco al purpuray al rojo

y con frecuencia con patrones de corola inusuales (Zaitlin, 2012).

Esta especie ha sido objeto de estudios de transformacion genética mediada por
Agrobacterium (Kuo et al., 2018; Zhang et al., 2008; Li et al., 2013) y de propagacion in
vitro (Xu et al., 2009; loja y Ciulca, 2013), por lo que se han desarrollado algunos protocolos

de transformacion y regeneracion.

2.3. Transformacion genética de plantas
La transformacidn vegetal es un proceso de manipulacion genética mediante el cual se
introducen genes extrafios a las células vegetales y se integran de forma estable a los genomas
de las plantas (Zhang et al., 2006).

No existe limitacion para la transferencia de genes entre plantas de la misma especie y
especies emparentadas, inclusive es posible introducir genes de especies no relacionadas
evolutivamente, eliminando asi, las barreras de incompatibilidad sexual y fertilidad (Vasil,
2008).
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Entre los principales métodos de transformacion de plantas se encuentran la
transferencia de genes de forma indirecta mediada por Agrobacterium tumefaciens y de
forma directa por biobalistica (Vasil, 2008). Para realizar la transformacion es necesario
disponer de un gen de interés flanqueado por los elementos reguladores para su expresion,
cOmo una regidn promotora y una terminadora (Diaz y Chaparro, 2012).

La transformacion por A. tumefaciens estd basada en la utilizacion de vectores,
empleando su patogenicidad en plantas para la introduccion de genes de interés al genoma
vegetal (Veluthambi et al., 2003). EI método de biobalistica desarrollado por Sanford et al.,
(1987) consiste en el bombardeo a alta velocidad de microproyectiles de oro o tungsteno
recubiertas de ADN (Vasil, 2008).

Las plantas que han sido modificadas genéticamente por la introduccion de uno o varios
genes por técnicas moleculares que les confieren al menos una nueva caracteristica son
denominadas plantas transgénicas. La obtencion de estas plantas ha permitido el desarrollo
de nuevas variedades de plantas de interés agricola con caracteristicas como resistencia a
factores bidticos y abidticos, y aumento en calidad y rendimiento (Job, 2002). Asi mismo, ha
permitido la generacion de vacunas y otras sustancias, y la produccion de materias primas de

interés industrial (Sharma et al., 2002).

2.3.1. Agrobacterium tumefaciens como medio de transformacion genética

A. tumefaciens es una bacteria aerobia facultativa, Gram negativa, que forma colonias
circulares. Es causante de la enfermedad Agalla de la corona, la cual, afecta a un gran numero
de plantas generando importantes pérdidas econémicas. Se encuentra cominmente en la

rizésfera de la planta y solo infecta el tejido al ingresar por heridas (Seleme et al., 2006).

La formacion de la agalla se debe a que la bacteria transfiere parte de su ADN que se
integra al genoma de la planta cuando percibe ciertos compuestos fendlicos y azucares de las
células vegetales (Gelvin, 2000). Este ADN se encuentra en un plasmido, llamado plasmido
Ti o inductor de tumores (Seleme et al., 2006). EI ADN transferido, llamado T-DNA,
contiene genes que inducen la formacion de tumores y la sintesis de opinas que son

aprovechadas por la bacteria (Valderrama et al., 2005). Esta region de ADN esta delimitada

18



por secuencias de 25 pb de longitud, llamados borde izquierdo y derecho, necesarios para la

transferencia (Gelvin, 2003).

El T-DNA es exportado de la bacteria hacia la célula vegetal por la actividad de seis
grupos de genes de virulencia (genes vir) presentes en el plasmido Ti: virA, virB, virC, virD,
VirE y virG (Nester, 2015).

La proteina virA se localiza en la membrana periplasmica bacteriana. Esta es
autofosforilada en presencia de compuestos fenolicos especificos, transfiriendo un fosfato a
una proteina reguladora de respuesta, la proteina virG, (Gelvin, 2006). Una vez fosforilada
la proteina virG interactda con la caja vir, una secuencia conservada de 12 pb localizada en

la region promotora de los genes vir (Tzfira y Citovsly, 2000)

El operon virB consta de 11 marcos de lectura abiertos y codifica una estructura
transmembranal que de acuerdo con su secuencia probablemente media el paso del T-DNA
y otras proteinas Vir a la célula vegetal (Nester, 2015).

El operdn virD consta de 5 marcos de lectura abiertos. VirD1 y VirD2 son
endonucleasas que cortan una de las cadenas del plasmido Ti entre los bordes izquierdo y
derecho, dando como resultado una cadena monocatenaria del T-DNA. La proteina VirD2,
que contiene sefiales de localizacion nuclear, permanece unida al extremo 5" al T-DNA
protegiéndolo de la degradacion exonucleolitica y lo dirige hacia el nacleo de la célula
vegetal (Nester, 2015).

Asi también, la proteina virD2 cuenta con una sefial de translocacion para el
acoplamiento del T-DNA con una proteina de acoplamiento, la virD4, la cual, entrega la
cadena monocatenaria de ADN al sistema de secrecion codificado por el operdn virB (Nester,
2015).

El operdn virC consiste en dos marcos de lectura abiertos, VirC1y VirC2. Este operon
mejora el corte especifico por la endonucleasa VirD aumentando el nimero de copias de T-
DNA por célula. Ademas de esto, recluta las cadenas de T-DNA del citosol al canal de
secrecion tipo 1V (Nester, 2015).
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El operdn virE consta de tres marcos de lectura abiertos. VirE2 codifica a una proteina
de union al ADN monocatenario, protegiéndolo contra la degradacion por nucleasas, y
mantiene la integridad del extremo 3" del T-DNA antes de la integracion. El gen virEl
codifica una chaperona que evita que la proteina VIirE2 se agregue a si misma dentro de
Agrobacterium (Nester, 2015).

En los vectores usados actualmente, el T-DNA con los genes que inducen los tumores
ha sido removido para originar vectores desarmados, con los cuales, es posible introducir

genes externos a las células vegetales (Valderrama et al., 2005).

La transformacion de plantas bajo este sistema es ampliamente utilizada por su

facilidad y amplia gama de especies vegetales susceptibles (Blanco et al., 2003).

2.3.2. Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. como planta modelo
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. es una planta herbacea de la familia Brassicaceae con
una amplia distribucién natural en América del Norte, Europa y Asia. La planta mide
alrededor de 30 cm, presenta flores de 2 mm de largo, semillas maduras de 0.5 mm de
longitud, hojas cubiertas de tricomas y frutos delgados conocidos como silicuas (Meinke et
al., 1998).

En 1943, Friedrich Laibach propuso esta planta como una especie idonea para estudios
geneticos por sus caracteristicas, sin embargo, fue hasta finales de 1970 cuando se empez0 a
explorar el potencial genético de esta planta que, hasta la fecha, sigue siendo la planta de
referencia estandar para toda la biologia (Koornneef y Meinke, 2010).

A pesar de que esta planta no tiene valor econdémico, presenta varias ventajas
importantes para la investigacion. Entre ellas, destaca su tamafio pequefio, lo que hace posible
su crecimiento en un espacio reducido. Su ciclo de vida es relativamente corto, entre 6 y 8
semanas desde la germinacion hasta la aparicion de semillas maduras (Meinke et al., 1998;
Marsch y Folter, 2010; Koornneef y Meinke, 2010). Existen diferentes ecotipos adaptados a
diferentes condiciones ambientales en diversos puntos del planeta. Es diploide con un
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genoma pequefio de 125 Mb organizado en 5 cromosomas Y es facilmente transformable por
A. tumefaciens (Marsch y Folter, 2010).

Ademas de las ventajas naturales que posee, la investigacion de esta planta se ha visto
impulsada por la disponibilidad de la secuencia de su genoma. Se estima que codifica para
mas de 33,000 genes (Marsch y Folter, 2010).

2.3.2.1. Transformacion de A. thaliana mediante A. tumefaciens por
inmersién floral
El método de transformacion de A. thaliana mediante inmersion floral propuesto por
Clough y Bent (1998), es una variante del método de transformacion por infiltracion
mediante vacio (Bechtold et al., 1993). Se destaca de otros métodos de transformacion de
plantas porque no requiere de cultivo de tejidos vegetales, requiere menos trabajo, equipo
relativamente barato, pocos reactivos, no es necesaria la especializacion para llevarse a cabo,
es facilmente escalable y mantiene la estabilidad gendmica de las plantas transgénicas
(Clough y Bent, 1998; Zhang et al., 2006).

En este método, las plantas con flores de A. thaliana se sumergen en una suspension
de ceélulas de A. tumefaciens con sacarosa y un agente tensioactivo (por ejemplo, Silwet L-
77) que ayuda a la bacteria a entrar a los tejidos vegetales, eliminando la necesidad del
proceso de infiltracion a vacio. Finalmente, la semilla producida de estas plantas se germina

bajo seleccion para identificar las plantas transgénicas (Clough y Bent, 1998).

Experimentos realizados por Clough y Bent (1998) con diferentes ecotipos de A.
thaliana muestran una buena eficiencia de trasformacion en ecotipos como Ws-0, Nd-0, No-
0, Col-0; mientras que ecotipos como Ler-0, Dijon-G y Bla-2 muestran una tasa de

transformacion menor.
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3. JUSTIFICACION

Las cactaceas cuentan con una gran diversidad y son caracterizadas por su gran
tolerancia a condiciones de estrés ambiental que les brinda una alta eficiencia de adaptacion.
Dichas condiciones inducen en la planta una serie de cambios moleculares, entre los que se
encuentra la expresion de proteinas LEA, especialmente las dehidrinas. Estas proteinas han
sido ampliamente estudiadas por su participacion en la respuesta de la planta ante diversos

tipos de estrés abidtico confiriéndole a la planta una mayor tolerancia a condiciones adversas.

Se ha observado en diferentes especies vegetales, que la sobreexpresion de genes
codificantes para estas proteinas, confieren a la planta un aumento de la tolerancia a diversos
tipos de estrés. Asi tambien, se ha estudiado el papel de los segmentos de estos genes en la
respuesta de la planta identificando cuales de ellos son necesarios para la capacidad
protectora. En cactaceas, esto toma gran importancia por ser uno de los mecanismos que les
brindan la tolerancia a condiciones adversas; ademas, cabe resaltar que no existe informacion

sobre la funcionalidad de genes parciales de dehidrinas de estas plantas.

Debido a esto, es importante ampliar el conocimiento sobre la estructura y
funcionamiento de estas proteinas, para su posible aplicacion en la generacion de cultivos de

interés con mayor tolerancia a condiciones adversas.

22



4. HIPOTESIS
Es factible la incorporacion de fragmentos de genes de dehidrinas de Opuntia ficus-

indica y Leuchtenbergia principis en Gloxinia (Sinningia speciosa).

5. OBJETIVOS
5.1. General
- Transformar Gloxinia (Sinningia speciosa Lodd.) con fragmentos de genes de
dehidrinas provenientes de Opuntia ficus-indica (OpfiDHN) y Leuchtenbergia

principis (LepDHN) con Agrobacterium tumefaciens.

5.2. Especificos

- Realizar construcciones con los genes OpfiDHN y LepDHN en el vector de expresién
pBI1121 en plantas.

- Transformar Gloxinia (Sinningia speciosa Lodd.) mediante Agrobacterium
tumefaciens con las construcciones obtenidas.

- Analizar la incorporacion de los genes OpfiDHN y LepDHN en plantas transformadas

mediante prueba histoquimica de GUS y PCR.
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6. METODOLOGIA

6.1. Esquema general de la metodologia

Extraccion de ADN de O. ficus-indicay
L. principis

}

Disefio de oligonucleotidos y amplificacion de
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6.2. Obtencion de construcciones de un vector de expresion de plantas con genes
parciales de dehidrinas
6.2.1. Extraccion de ADN de cactaceas
Las plantas Leuchtenbergia principis y Opuntia ficus-indica fueron donados por el Banco
de Germoplasma in vitro de la Unidad de Biotecnologia VVegetal de la Universidad Autdnoma
de Aguascalientes. La extraccion se realizd mediante el protocolo del CTAB (Murray y
Thompson, 1980) con algunas modificaciones. Se pulveriz6 el tejido congelandolo a -80 °C
durante toda la noche y se macer6 manualmente. El tejido pulverizado se coloco6 en tubos
Eppendorf de 1.5 ml, se agregé un volumen de Buffer de lisis (Anexo A) y se agitd
manualmente durante 10 min. Posteriormente, las muestras se incubaron a 65 °C durante 10
min agitando constantemente y se incubaron en hielo durante 5 min. Se agregaron 300 ul de
NaCl 1.4 M y se dejo reposar por 10 min a temperatura ambiente. Se agregd 1 volumen de
fenol-cloroformo (1:1) y se agitd vigorosamente de forma manual, se centrifugd a 12,000
rpm durante 5 min y se recupero la fase acuosa. Se agregd 1 volumen de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1), se agitd6 manualmente hasta emulsificar, se centrifug6 a 12,000 rpm por 5
min y se recuperd la fase acuosa. Se agreg6 un volumen igual de isopropanol, se mezcl6 10
veces por inversion y se incub6 a temperatura ambiente durante 10 min, se centrifugé a
12,000 rpm durante 5 min y se elimind el sobrenadante. Posteriormente, se realizaron dos
lavados de la pastilla formada con 100 pl de etanol al 70%, centrifugando a 12,000 rpm

durante 5 min. Finalmente, se secé la pastilla y se resuspendié en 30 pl de agua.

La obtencion de ADN se verificd mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en un
fotodocumentador DyNA Light Dual Intensity UV de Labnet y se cuantifico mediante

espectrofotometria con un nanodrop Colibri Microvolume Spectrometer.

6.2.2. Obtencion de genes parciales de dehidrinas
La amplificacion de fragmentos de dehidrinas se realiz6 por PCR en un termociclador
SelectCycler I1. Se utilizaron oligonucle6tidos especificos para la amplificacion de los genes

parciales, a los cuales, se les agreg6 un coddn de inicio ATG y uno de término TAA, ademas
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de sitios de restriccion correspondientes a Xbal en el Forward y BamHI en el Reverse para

su posterior ligacion al vector de expresion.
Los oligonucleotidos utilizados fueron los siguientes:
FOpsDHN: 5’ATATCTAGAATGGAGGAGGAGGGAGATGACGAAGACS!
ROpsDHN: 5’AATGGATCCTTATGAAGGGGGTTGATCACACTCCACA3!

Se utilizo el kit GoTaq DNA Polymerase (Promega) para la reaccion. La mezcla de PCR
utilizada fue: 2.5 pl de Buffer 5x, 1.25 de MgCl2 1.5 mM, 0.5 pl de cada oligonucleotido 10
1M, 10 ng de ADN, 0.5 pl de dNTPs 10 mM, 0.062 pl de Taq Polimerasa (5 u-pl™) y se
Ilevé a un volumen de 12.5 pl con agua destilada estéril. EI programa de PCR consté de una
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 min; seguida por 30 ciclos de 3 pasos,
desnaturalizacion a 94 °C por 45 s, alineamiento a 59 °C por 30 s y extensién a 72 °C por 1.5

min; se agrego una extension final a 72 °C por 10 min.

Se realiz6 la purificacién de los fragmentos amplificados por PCR mediante el kit
comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), de acuerdo con las
especificaciones del fabricante (Anexo B).

Se comprobd la purificacion mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y se
visualiz6 bajo luz ultravioleta en un fotodocumentador DyNA Light Dual Intensity UV de
Labnet.

6.2.3. Ligacion de genes parciales de dehidrinas al vector de clonacion pGEM
T Easy
Una vez purificados los genes parciales de dehidrinas, se ligaron en el vector de clonacion
pGEM T Easy de Promega (Figura 3), mediante la siguiente mezcla de reaccion: 5 pl de 2x
Rapid Ligation Buffer T4 DNA Ligase, 1 ul de vector pGEM T Easy (50 ng), 3 pl de producto
de PCR purificado y 1 pl de T4 DNA Ligase (3 u-pl?). Se incub6 a 4 °C durante 16 h.

Las construcciones obtenidas fueron nombradas pGEM:LepDHN y pGEM:OpfiDHN.
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Figura 3. Vector de clonacion pGEM T Easy. En rojo se indica el sitio de insercion del
fragmento.

6.2.4. Preparacion de células competentes y transformacion genética de
Escherichia coli

Se prepararon células competentes por tratamiento quimico mediante el siguiente
protocolo: Se cultivd E. coli DH5-a en medio LB (Anexo C) solido a 37 °C durante 20 h. Se
tomd una colonia aislada y se sembrd en 3 ml de medio LB liquido y se incub6 por 20 h a 37
°C. Posteriormente se cultivaron 200 pl del cultivo crecido en 10 ml de medio LB liquido y
se incubd por 3 h. Pasado ese tiempo, se repartio en 10 tubos de 1.5 ml y se incubo en hielo
por 10 min. Se centrifugé a 12,000 rpm durante 20 s, se elimind el sobrenadante y se
resuspendio la pastilla en 1 ml de CaCl; 0.1 M estéril y frio. Se incub6 en hielo durante 10
min, se centrifugd a 12,000 rpm por 20 s, se elimind el sobrenadante y se resuspendio en 30
pl de CaClz 0.1 M estéril y frio.

La transformacion bacteriana se llevé a cabo por choque térmico. Se agregaron 2 pl de
las construcciones pGEM:LepDHN y pGEM:OpfiDHN a 30 ul de las células competentes
previamente preparadas. Se incubaron en hielo durante 20 min, seguido por 90 sa 42 °Cy
nuevamente en hielo por 5 min. Se agregaron 200 pl de medio LB liquido y se incubaron a
37 °C en agitacion por 45 min. Finalmente se esparcié el cultivo en medio LB solido
adicionado con Amp (100 ng-pl™t) vy se dejo en incubacién a 37 °C por 18 h.
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6.2.5. Extraccion de plasmidos de células transformadas

La extraccion de ADN plasmidico se realizé mediante el protocolo de extraccion alcalina
propuesto por Birnboim y Doly (1979). Para esto, se tomaron colonias aisladas de bacterias
E. coli anteriormente transformadas y se cultivaron en medio LB liquido adicionado con Amp
(100 ng-pl™) y se incubaron por 18 h a 37 °C en agitacion. Posteriormente se tomaron 1.5 ml
de cultivo bacteriano en un tubo Eppendorf, se centrifugd a 12,000 rpm durante 2 min y se
elimino el sobrenadante. La pastilla se resuspendid en 150 pl de solucion Birnboim | (Anexo
D1), y se colocd en hielo durante 5 min. Pasado este tiempo se agregaron 200 pl de solucién
Birnboim Il (Anexo D2), se mezclo por inversion y se incubd a temperatura ambiente por 5
min. Posteriormente se agregaron 150 pl de solucion Birnboim 1l (Anexo D3), se mezclo
vigorosamente y se incub6 en hielo por 5 min. Se centrifug6 a 12,000 rpm durante 5 min y
se recuperé el sobrenadante. Se afadieron 200 pl de fenol-cloroformo (1:1), se mezcl6
vigorosamente hasta emulsificar, se centrifug6 a 12,000 rpm por 5 min y se recupero la fase
acuosa. Se afiadieron 200 ul de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se agito, se centrifugd
a 12,000 rpm por 5 min y se recupero la fase acuosa. Se agreg6 un volumen de isopropanol,
se mezclo por inversién durante 1 min y se incubd en hielo por 5 min; se centrifugé a 12,000
rpm por 5 min y se elimind el sobrenadante. Se realiz6 un lavado con 200 pl de etanol al 70%

y se seco la pastilla para finalmente resuspender en 40 ul de agua destilada estéril.

Se verifico la extraccion de ADN plasmidico mediante electroforesis en gel de agarosa

al 1% observandolo bajo luz ultravioleta.

6.2.6. Verificacion de ligacion mediante restriccion
Se realiz6 la digestion del plasmido obtenido mediante enzimas de restriccion. Se
utilizaron las enzimas BamHI y Xbal (Jena Bioscience) que reconocen secuencias presentes
en los extremos del inserto. Para esta reaccion se prepard la siguiente mezcla: 8.3 pl de
plasmido, 1 pl de Buffer Universal 10x, 0.2 pl de enzima BamHI (10 u-pl™), 0.2 pl de enzima
Xbal (10 u-pl?) y 0.3 pl de ARNasa (20 mg-ml™?). Se incubé a 37 °C durante 30 min. La

digestion se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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6.2.7. Secuenciacion de los productos ligados y analisis bioinformatico
Las construcciones pGEM:LepDHN y pGEM:OpfiDHN fueron enviadas a secuenciar al
Laboratorio de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental del Instituto Potosino de

Investigacion Cientifica y Tecnologica (IPICyT), San Luis Potosi, México.

Con las secuencias obtenidas se realiz6 una busqueda de homdlogos con el programa
BLAST (Basic Alignment Search Tool) del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica
(NCBI) [https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi]. Ademas, se analizd la similitud con
dehidrinas presentes en A. thaliana y gloxinia mediante la herramienta BLAST de UniProt
[https://www.uniprot.org/blast/] y se realizé un alineamiento multiple de las secuencias de
aminoécidos mediante la herramienta MUSCLE con el método ClustalW del Instituto
Europeo de Bioinformatica (EMBL-EBI) [https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/].

Una vez comprobadas las secuencias, se realizo la traduccion virtual para el analisis del
marco de lectura abierto y los sitios de restriccion mediante la herramienta de Analisis de

secuencias de Addgene [http://www.addgene.org/analyze-sequence/].

Asi mismo, se realiz6 la prediccion del grado de desorden de las secuencias de

aminoacidos con la herramienta IUPred2A [https://iupred2a.elte.hu/].

6.2.8. Union de los genes parciales LepDHN y OpfiDHN
Adicionalmente, se realizé la union de ambos genes parciales por medio de restriccion y
ligacion. Para esto, se utilizaron oligonucledtidos especificos adicionando sitios de

restriccion para la enzima Hindlll. Los oligonucleétidos fueron los siguientes:
FHindlll: ATAAAGCTTGAGGAGGAGGGAGATGACGAAGAC
RHindlll: AATAAGCTTTGAAGGGGGTTGATCACACTCCACA

Para la amplificacion de los genes parciales, estos oligonucle6tidos se combinaron
con FOpsDHN y ROpsDHN para agregar los sitios de restriccion necesarios. Para el gen

parcial LepDHN se utilizaron los oligonucleétidos FOpsDHN y RHindlll afiadiendo asi, los
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sitios Xbal y Hindlll, y para el gen OpfiDHN se utilizé FHindIll y ROpsDHN agregando los
sitios Hindlll y BamHI.

La PCR se realizd en un termociclador SelectCycler utilizando el kit GoTaq DNA
Polymerase (Promega). La mezcla utilizada fue: 2.5 pl de Buffer 5x, 1.25 de MgCl; 1.5 mM,
0.2 ul de cada oligonucle6tido 10 uM, 100 ng de ADN, 0.3 pl de dNTPs 10 mM, 0.062 pl
de Taq Polimerasa (5 u-pl™?) y se llevo a un volumen de 12.5 con agua destilada estéril. El
programa de PCR constd de una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 min; seguida de
30 ciclos de 3 pasos, desnaturalizacion a 94 °C por 45 s, alineamiento a 59 °C por 30 s 'y

extension a 72 °C por 90 s; se agregd una extension final a 72 °C por 10 min.

Una vez obtenidos los fragmentos con los sitios de restriccion adicionados por medio
de los oligonucleétidos, se purificaron con el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega). Se realizo digestion de ambos genes con la enzima Hindlll mediante
la siguiente mezcla de reaccion: 2.5 pl de Buffer E 10x, 0.25 pl de BSA 10 pg -pl™, 20 pl de
producto de PCR purificado y 0.6 pl de la enzima Hindlll (10 u-pl™?). Posteriormente, se
precipito agregando 15 pl de acetato de amonio 7.5 M y 40 pl de isopropanol, se incubo por
15mina-20 °C, se centrifug6 a 12,000 rpm, se elimind el sobrenadante y se realiz6 un lavado

con etanol al 70%. Finalmente se secd la pastillay se resuspendio en 15 pl de agua inyectable.

Se realiz6 una reaccién de ligacién de ambos genes ya digeridos y purificados al
vector de clonacién pGEM T Easy (Promega) mediante la siguiente mezcla: 3 pl de LepDHN,
3 ul de OpfiDHN, 1 ul de vector de clonacion pGEM T Easy (Promega), 7.5 pl de Buffer 2x
y 1 pl de ligasa. Se dejo incubando toda la noche a 4 °C.

Se transformo E. coli DH5-a con la ligacion pGEM:LepDHN-OpfiDHN por choque
térmico y se comprobd la construccién mediante la extraccion y digestion del plasmido con
las enzimas BamHI y Xbal (Jena Bioscience). Para estas reacciones se prepararon las

siguientes mezclas:

Mezcla 1: 8.3 ul de plasmido, 1 pl de Buffer Universal 10x, 0.2 ul de enzima BamHI
(10 u-plI™h), 0.2 pl de enzima Xbal (10 u-pl™) y 0.3 pl de ARNasa (20 mg-ml™).
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Mezcla 2: 8.5 pl de plasmido, 1 pl de Buffer Universal 10x, 0.2 ul de enzima Xbal y
0.3 ul de ARNasa.

Mezcla 3: 8.5 ul de plasmido, 1 pl de Buffer Universal 10x, 0.2 ul de enzima BamHI
y 0.3 pl de ARNasa.

Cada una de las mezclas se incubaron a 37°C durante 30 min. La digestion se verificd

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% bajo luz ultravioleta.

LepDHN OpfiDHN
—] — — —

@ HPCR

LepDHN Hindlll_ A Hindlll OpfiDHN
-:I [ ] I -A- [

@ @ Digestion con Hindlll

LepDHN Hindlll Hindlll OpfiDHN A
s (] =

=

@ ﬁ Ligacion

LepDHN Hindlll OpfiDHN A
[

pGEM T Easy

Figura 4. Estrategia utilizada para la union de LepDHN y OpfiDHN. 1.- Se realiza PCR
para adicionar los sitios de restriccion Xbal y Hindlll a LepDHN, y Hindlll y BamHI a
OpfiDHN, obteniendo colas de A en los extremos 3"de cada una de las cadenas; 2.- Se digiere
con la enzima Hindlll ambos fragmentos para obtener extremos cohesivos; 3.- Se ligan
ambos fragmentos entre si por medio del sitio Hindlll y al vector pPGEM T Easy por medio

de las colas salientes de A de los genes y T del vector.
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6.2.9. Amplificacion y purificacién de los genes parciales a partir de las
construcciones pGEM:LepDHN y pGEM:OpfiDHN
Una vez que se comprobd que los insertos ligados correspondian a los genes parciales
deseados, se realiz6 PCR a partir de las construcciones obtenidas para ambos genes con los
oligonucle6tidos FOpsDHN y ROpsDHN bajo las condiciones indicadas en el Apartado
6.2.2.

6.2.10. Restriccion y purificacion de los genes parciales y del vector pBl121
Se realizd la digestion con las enzimas BamHI y Xbal (Jena Bioscience) de los genes
parciales obtenidos y del vector pBI121 (Figura 5) con la siguiente mezcla: 12 pl de ADN,
1.5 pl de Buffer Universal 10x, 0.5 pl de BamHI (10 u-pl™) y 0.5 pl de Xbal (10 u-pl?). Se
incubo a 37 °C por 30 min.

Una vez digeridos se realizd la purificacion con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-

Up System (Promega) de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

ATG TGA

RBy NOS-pro NPT Il (KanR) NOS-ter |, CaMV 35S-pro B-glucuronidasa (GUS) NOS-ter

HindlII | Pstl st | smat
Sphl BamHI SnaBI

Figura 5. Vector de expresion en plantas pBl1121 (Clontech). En letra roja se indica los
sitios de restriccién compatibles con los presentes en el inserto.

6.2.11. Ligacion de LepDHN y OpfiDHN al vector de expresion en plantas
pB1121
Una vez purificados los genes parciales digeridos, se ligaron al vector pB1121 mediante
la siguiente mezcla de reaccion: 5 pl de 2x Rapid Ligation Buffer T4 DNA Ligase, 3 pl de
vector pB1121, 1 pl de cada uno de los genes y 1 pl de T4 DNA Ligase (3 u-pl™?). Se incubd
a4 °C durante 16 h.

Las construcciones obtenidas fueron llamadas pBI1121:LepDHN y pBI1121:OpfiDHN.
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6.2.12. Transformacién genética de E. coli y obtencidon de las construcciones
Se prepararon células competentes de E. coli DH5-0 por tratamiento quimico y se
transformaron con las construcciones pBI121:LepDHN y pBI1121:0OpfiDHN mediante el

protocolo indicado en el apartado 6.2.4.

Una vez transformadas las bacterias, la extraccion de ADN plasmidico se realizo
mediante el protocolo de extraccién alcalina propuesto por Birnboim y Doly (1979) tal como
se describe en el apartado 6.2.5. EI ADN plasmidico obtenido se verificoO mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1% observandolo bajo luz ultravioleta.

6.2.13. Verificacion de construcciones pB1121:LepDHN y pBI1121:OpfiDHN
mediante restriccion y PCR
Se realizé la digestion de los plasmidos obtenidos con las enzimas BamHI y Xbal (Jena
Bioscience). Para esta reaccion se preparé la siguiente mezcla: 8.3 ul de plasmido, 1 pl de
Buffer Universal 10x, 0.2 pl de enzima BamHI (10 u-pl™?), 0.2 pl de enzima Xbal (10 u-pl™?)
y 0.3 pl de ARNasa (20 mg-ml™). Se incub6 a 37 °C durante 30 min.

Adicionalmente se comprobd la presencia del inserto mediante PCR. Se disefiaron
oligonucleotidos especificos a partir del vector pBI121 (Anexo E) con el software
PrimerSelect 5.0 de DNAStar. El fragmento amplificado por los oligonucledtidos incluye un
fragmento del promotor 35S, el sitio de insercion del gen y parte del gen GUS, por lo tanto,
amplifican una secuencia de 1,239 pb a partir del vector sin inserto y de 1,743 pb y 1,746 pb
a partir del vector con LepDHN y OpfiDHN respectivamente.

Los oligonucleotidos utilizados fueron los siguientes:
FpBI121: 5> CTTACGCAGCAGGTCTCATCA 3’
RpBI1121: 5 TGCCAGTTCAGTTCGTTGTT 3’

La PCR se llevé a cabo en un termociclador SelectCycler 1l con el kit GoTag DNA
Polymerase (Promega). La mezcla utilizada fue: 2.5 pl de Buffer 5x, 1.25 de MgCl; 1.5 mM,
0.5 ul de cada oligonucledtido 10 uM, 0.1 ul de cada construccion, 0.3 pl de dNTPs 10 mM,
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0.062 pl de Taq Polimerasa (5 u-pl™) y se llevé a un volumen de 12.5 pl con agua destilada
estéril. EI programa de PCR const6 de una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 min;
seguido por 30 ciclos de 3 pasos, desnaturalizacion a 94 °C por 45 s, alineamiento a 58 °C

por 30 s y extension a 72 °C por 2.5 min; se agreg6 una extension final a 72 °C por 10 min.

La digestion y la PCR se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

6.3. Transformacion genética de A. tumefaciens con las construcciones
pB1121:LepDHN y pBI1121:0OpfiDHN

6.3.1. Preparacion de células competentes y transformacion genética de A.
tumefaciens
La preparacion de células competentes y la transformacion genética de A. tumefaciens se
Ilevaron a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal de la Universidad de
Guadalajara a cargo de la Dra. Araceli Rodriguez Sahagun. Se utilizaron tres cepas de A.
tumefaciens: GVV3101 (pMP90), GV2260 y EHA105.

Para la preparacion de celulas competentes, se cultivaron cada una de las cepas en medio
YEB (Anexo F) liquido a temperatura ambiente durante 48 h. Se tomaron alicuotas de 1.5 ml
de cultivo crecido en tubos Eppendorf y se centrifugaron a 4,000 rpm durante 3 min a 4 °C.
Se realizaron 5 lavados, para esto, una vez centrifugado, se decant6 el sobrenadante, se
resuspendid la pastilla agitando suavemente, se agregd 1.5 ml de agua desionizada y se
centrifug6 a 4,000 rpm por 3 min a 4 °C. Al finalizar los lavados, se resuspendio la pastilla
en 70 pl de agua desionizada.

La transformacién de A. tumefaciens se realizd por medio de electroporacion en un
electroporador Eppendorf Eporator en celdas con una distancia entre placas de 2 mm, con
una tension de 2500 V, obteniendo una constante de tiempo de la curva de descarga de 5.8

ms.

Para la transformacion, se agregaron 2 ul de las construcciones pBl121:LepDHN y
pBI1121:OpfiDHN y del vector pBil21 a las células competentes previamente preparadas para

cada una de las cepas. Se mezclo suavemente y se coloco la mezcla en una celda para
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electroporacion. Se realiz6 la electroporacion y se incubé en hielo durante 3 min.
Posteriormente se agregaron 200 ul de medio LB liquido y se incub6 a temperatura ambiente
por 5 h. Finalmente, se esparcieron 100 ul del cultivo en cajas con medio LB sélido
adicionado con Kn (100 ng-pl™) y Rif (50 ng-ul™) y se dejé en incubacion a temperatura
ambiente por 48 h.

6.3.2. Verificacion de transformacion de A. tumefaciens mediante PCR
A partir de las colonias obtenidas se realizo6 PCR de colonia en un termociclador
MultiGen OptiMax Thermal Cycler. Se utilizo el kit de PCR de Invitrogen con los
oligonucleotidos FpBI121 y RpBI121 bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 5 min; seguida por 36 ciclos de 3 pasos, desnaturalizacion a 94 °C por 45
s, alineamiento a 58 °C por 30 s y extension a 72 °C por 2.5 min; se agregd una extension

final a 72 °C por 5 min.

Se realiz6 la comprobacion de la amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa

al 1% y se verifico con un fotodocumentador Carestream Gel Logic bajo luz ultravioleta.

6.4. Transformacion genética de Gloxinia y A. thaliana con A. tumefaciens

6.4.1. Propagacion de plantas de Gloxinia
Las plantulas de gloxinia (Sinningia speciosa Lodd.) fueron donadas por el Banco de
Germoplasma in vitro de la Unidad de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Autonoma
de Aguascalientes. A partir de ellas, se separaron brotes en frascos con medio MS (Anexo
G) s6lido adicionado con BA (0.5 ng-pul™t) bajo condiciones axénicas. Una vez obtenida una
mayor cantidad de brotes, estos se individualizaron en frascos para su crecimiento en medio
MS solido y se establecieron a temperatura ambiente con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h

oscuridad.
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6.4.2. Preparacion de A. tumefaciens y transformacion de Gloxinia

Se utilizaron 3 protocolos de transformacion. Para el primero de ellos, se cultivaron cada
una de las cepas de A. tumefaciens a partir de un cultivo recién sembrado en 50 ml de medio
YEB liquido suplementado con Kn (100 ng-pl™t) a temperatura ambiente. Una vez alcanzada
una ODeoo de 0.4 se centrifugd el cultivo crecido y se resuspendio en 50 ml de medio MS
liquido adicionado con acetosiringona 100 uM. Para la transformacion se cortaron hojas de
plantas de Gloxinia cultivadas in vitro, se les eliminaron los bordes y se les realizaron de 2 a
3 heridas en el envés de las hojas a lo largo de la lamina. Una vez procesados los explantes
se colocaron sobre el medio con cultivo bacteriano y acetosiringona y se mantuvieron por 30
min en oscuridad. Posteriormente, se seco el exceso de bacteria y se colocaron sobre cajas
Petri con medio MS solido y se mantuvieron por 72 h en oscuridad a 25 °C. Pasado este
tiempo, se realiz6 un lavado de los explantes con medio MS liquido adicionado con Cef (500
ng-ul) en agitacion suave en oscuridad durante 45 min. Posteriormente, los explantes se
colocaron sobre medio MS liquido adicionado con AIA (2 ng-pl™), BA (1 ng-ul™?), Kn (50
ng-ult) y Cef (250 ng-ul™). Finalmente se transfirieron los explantes a medio MS solido
adicionado con AIA (2 ng-pul™?), BA (1 ng-pl?), Kn (50 ng-ul™) y Cef (250 ng-ul ™).

El segundo protocolo de transformacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Biologia
Molecular Vegetal de la Universidad de Guadalajara. Para esto, se cultivaron las 3 cepas de
A. tumefaciens en 5 ml de medio YEB liquido adicionado con Kn (100 ng-pl™) a temperatura
ambiente y se dejo crecer por 20 h. Se centrifug6 el cultivo crecido y se resuspendio en 15
ml de medio YEB liquido adicionado con Kn (100 ng-ul™) y acetosiringona 20 pM, y se dejo
crecer toda la noche en oscuridad. Una vez obtenida una ODegoo de 0.8 se centrifugd a 6000 g
por 5 min a 4 °C y se elimind el sobrenadante. La pastilla formada fue resuspendida en 15
ml de medio MS suplementado con acetosiringona 200 uM. Para la transformacion se
cortaron hojas y peciolos de Gloxinia cultivadas in vitro. A las hojas se les realizaron de 2 a
3 heridas en el envés a lo largo de la lamina. Una vez procesados los explantes, se colocaron
sobre el medio con el cultivo bacteriano y acetosiringona y se colocaron en vacio por 4 min,
seguido de 16 min en oscuridad. Los explantes fueron sometidos a 0 o0 20 h de cocultivo.
Después de esto, se realizd un enjuague de los explantes con agua destilada estéril y 3 lavados

de 2 h cada uno con medio MS (50%) adicionado con Cef (500 ng-ul™). Se secaron los
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explantes y se colocaron sobre medio MS solido adicionado con Cef (200 ng-ul?) a 25 °C
con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad. Después de 24 h se transfirieron los explantes a
medio MS solido adicionado con BA (2 ng-ult), ANA (0.1 ng-ul?) y Kn (50 ng-ul?) y se

incubaron a 25 °C con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad.

Para el tercer protocolo de transformacion, se cultivaron las 3 cepas de A. tumefaciens
con las mismas condiciones que el protocolo 2 pero reduciendo la ODsgo a 0.5. Los explantes
se procesaron eliminando los brotes de las hojas y realizando de 2 a 3 heridas en el envés a
lo largo de la lamina. Se colocaron en medio MS adicionado con acetosiringona (200 uM) y
se mantuvieron por 15 min. Posteriormente se aplicé vacio por 5 min a 80 kPa, seguido por
10 min en oscuridad. Pasado este tiempo, se sec el exceso de bacteria y se colocaron sobre
cajas Petri con medio MS sdélido y se mantuvieron por 48 h en oscuridad a 25 °C.
Posteriormente, se realizaron 3 enjuagues con agua destilada estéril seguido por 3 lavados de
2 h con medio MS (50%) liquido adicionado con Cfx (1 pg-ul™) en agitacion suave en
oscuridad. Finalmente, se secaron los explantes y se colocaron sobre medio MS solido
adicionado con BA (1 ng-plt), ANA (0.1 ng-pl?), Cfx (200 ng-ul?) y Kn (50 ng-pl™t) y se

incubaron a temperatura ambiente con fotoperiodo de 16 h luz y 8 oscuridad.

6.4.3. Preparacion de A. tumefaciens y transformacion de A. thaliana
Simultdneamente a la transformacion de gloxinia, se realizaron ensayos de
transformacion de A. thaliana por inmersion floral. Para ello, se cultivaron cada una de las
cepas de A. tumefaciens con las construcciones pBI121:LepDHN y pBI1121:0OpfiDHN en 50
ml de medio YEB liquido suplementado con Kn (100 ng-pul™) y Rif (50 ng-plt) a 25 °C a
250 rpm y se dejo crecer toda la noche. Una vez que se obtuvo una ODsoo de 0.8 se centrifugo

a 6000 rpm por 10 min y se elimino el sobrenadante.

Se realizaron dos protocolos de transformacion. Para el primero de ellos, la pastilla
bacteriana obtenida fue resuspendida en 50 ml de medio MS a la mitad de concentracion,
adicionado con glucosa (5%) y Silwet L-77 (0.025%) o Tween 20 (0.075%). Para el segundo
protocolo, se utilizd medio MS a la mitad de concentracion, adicionado con glucosa (5%) y
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un coadyuvante agricola (Xtender de FIASA para la cepa GV3101, Kinetic de VALENT para
la cepa GV2260 e INEX-A de COSMOCEL para EHA105) al 0.05%.

Para la transformacion se utilizaron plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 de
aproximadamente 5 semanas de edad cultivadas a una temperatura de 25 °C con fotoperiodo
de 16 h luz y 8 h oscuridad. Una vez que la planta presentd botones florales se realizo la
transformacion. Para el primer protocolo de transformacion, se sumergio la parte aérea de la
planta en el medio previamente preparado (MS 0.5x, Glucosa y Silwet L-77 o Tween 20) con
la bacteria durante 10, 30 y 120 s. Para el segundo protocolo de transformacion, el medio
(MS 0.5x, Glucosa y Xtender, Kinetic o INEX-A) con la bacteria fue inyectado directamente
en los botones florales mediante una micropipeta. Finalmente, para ambos protocolos, se
colocd una bolsa de plastico sobre la planta para mantener una humedad relativa alta y se
pusieron en oscuridad durante 22 h. Pasado este tiempo se quitd la bolsa de plastico y se
coloco la planta a condiciones normales de crecimiento (fotoperiodo de 16 h luz y 8 h

oscuridad).

Siete dias después de la transformacion, para las plantas del primer protocolo se realizo

una segunda transformacion de las mismas plantas bajo las mismas condiciones.

6.4.3.1. Seleccion de semillas transformadas de A. thaliana
Después de 4 semanas aproximadamente, se colectaron las semillas obtenidas de las
plantas sometidas a transformacion. Se realiz6 la desinfeccion de las semillas mediante el
siguiente protocolo: se hizo un enjuague con agua destilada estéril, seguido por un lavado
con etanol (70%) durante 1 min agitando suavemente y un enjuague con agua. Se realiz6 un
lavado con solucion de lavado (Cloro al 50% y Tween 20 al 0.05%) durante 10 min agitando

suavemente. Finalmente, se realizaron 5 enjuagues con agua destilada estéril.

Una vez desinfectadas las semillas, se sembraron en cajas Petri con medio MS adicionado
con Kn (50 ng-ul™?) para las semillas obtenidas del primer protocolo de transformacion y con
Kn (30 ng-pl™) para las semillas del segundo protocolo. Se colocaron las cajas Petri a 4 °C
en oscuridad por 3 dias, seguido por 2 dias a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente
se colocaron en fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad.
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La transformacién se verificd de forma visual diez dias después.

6.5. Tratamiento de temperatura de congelamiento a explantes de gloxinia
presuntamente transformados con el gen LepDHN

Debido a que el callo obtenido de los explantes de Gloxinia presentaba contaminacion
por bacteria, se les realizaron lavados con medio MS a la mitad de concentracién adicionado
con Cfx (1 pg-ul™) tal como se realizaron en el protocolo de transformacion tres de Gloxinia
del Apartado 6.4.2. Debido a que no fue posible la eliminacion de la bacteria, el tejido fue
sometido a tratamiento por frio antes de la pérdida por contaminacion. Para ello, los explantes
con callo fueron sometidos a temperaturas de congelamiento para analizar la capacidad
crioprotectora del gen parcial LepDHN. Se colocé el tejido calloso a 4 °C durante 12 h,
seguido por 2 h a -20 °C y a 4 °C por 12 h. Finalmente, las plantas fueron colocadas a

condiciones normales de crecimiento para su recuperacion.

Se realiz0 la evaluacion de la tolerancia de los explantes a la temperatura de

congelamiento de forma visual después del tratamiento.

6.6. Verificacion de transformacion de explantes de gloxinia

6.6.1. Verificacion mediante prueba histoquimica de GUS
La transformacion de las explantes de Gloxinia se verificO mediante un ensayo de
expresion del gen GUS. Para esto, se colocaron los explantes presuntamente transformados
con cada cepa de A. tumefaciens con el vector pBI1121 con y sin inserto, en un tubo Eppendorf
y se agregd 1 ml de solucion de reaccion (Anexo H) y se incubd por 16 ha 37 °C. Finalmente

se realizaron lavados con etanol 70% para fijar el tejido y eliminar la clorofila.

6.6.2. Extraccion de ADN de explantes de gloxinia presuntamente
transformados
Previo a la extraccion de ADN se realizd el lavado de los explantes para eliminar

cualquier residuo de bacteria. Para ello, se realizaron 5 enjuagues con agua destilada estéril,
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seguida de dos lavados de 1 min con etanol al 70% y dos lavados con agua destilada estéril.
Después se realizaron 5 lavados de 2 h cada uno a los explantes con MS liquido a la mitad
de concentracion adicionado con Cfx (1 pg-ul™), y finalmente 5 enjuagues con agua destilada

estéril.

La extraccion de ADN de los explantes presuntamente transformados se realiz6 mediante
el protocolo de CTAB (Murray y Thompson, 1980) con algunas modificaciones. Se pulverizé
el tejido congelandolo a -80 °C durante toda la noche y se maceré manualmente. Se colocé
el tejido pulverizado en tubos Eppendorf de 1.5 ml, se agregaron 800 ul de Buffer de lisis
(Anexo A) y se mezcld por inversion. Posteriormente, las muestras se incubaron a 65 °C
durante 15 min agitando constantemente y se incubaron en hielo durante 5 min. Se agregaron
500 pl de fenol-cloroformo (1:1) y se agité vigorosamente de forma manual, se centrifugd a
12,000 rpm durante 5 min y se recuperd la fase acuosa. Se agregaron 500 pl de fenol-
cloroformo (1:1) se emulsifico y se centrifugd a 12,000 rpm por 5 min. Se agregaron 500 pl
de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se agitdé manualmente hasta emulsificar, se
centrifugd a 12,000 rpm por 5 min y se recuperd la fase acuosa. Se agrego6 un volumen igual
de isopropanol, se mezcld por inversion y se incubd a -20 °C durante 20 min, se centrifugo a
12,000 rpm durante 5 min y se eliming el sobrenadante. Posteriormente, se realizaron dos
lavados de la pastilla formada con 200 ul de etanol (70%), centrifugando a 12,000 rpm
durante 5 min. Finalmente, se secd la pastilla y se resuspendi6 en 30 pl de agua.

Cabe sefialar, que la extracciéon de ADN de los explantes transformados con la cepa
GV2260 con la construccion pBl121:LepDHN se llevd a cabo a partir del tejido calloso

sometido a tratamiento.

La extraccion de ADN se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%y se
visualizo bajo luz ultravioleta en un fotodocumentador DyNA Light Dual Intensity UV de
Labnet.
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6.6.3. Extraccion de ADN de A. tumefaciens
Se realiz6 la extraccion de ADN de cada una de las cepas de A. tumefaciens. Para ello se
creci el cultivo bacteriano en medio YEB liquido adicionado con Kn (100 ng-pl™) durante

toda la noche. Del cultivo crecido se tomaron 1.5 ml en un tubo de Eppendorf,

Para esto, se tomaron colonias aisladas de bacterias E. coli anteriormente transformadas
y se cultivaron en medio LB liquido adicionado con Amp (100 ng-pl™) y se incubaron por
18 ha 37 °C en agitacion. Posteriormente se tomaron 1.5 ml de cultivo bacteriano en un tubo
Eppendorf, se centrifug6 a 12,000 rpm durante 2 min y se elimind el sobrenadante. La pastilla
se resuspendid en 350 ul de Buffer STET (Anexo 1). Se agregaron 25 ul de lisozima (10
ug-pIh) y se incubd a 100 °C por 2 min, se enfrid en hielo y se centrifugd a 12,000 rpm por
10 min. Se recuperd el sobrenadante y se afiadié un volumen de isopropanol frio, se mezclo
por inversion y se incubo a -20 °C por 2 h. Posteriormente, se centrifugé a 12,000 rpm por
10 min, se decant0 y se lavo la pastilla con 200 pl de etanol al 70%. Se dej6 secar la pastilla

y se resuspendié en 30 pl de agua destilada estéril.

6.6.4. Verificacion de transformacion mediante PCR
Se realizdé PCR en un termociclador SelectCycler Il para comprobar la transformacion,
la ausencia de bacteria en los explantes de gloxinia presuntamente transformados y la
presencia del gen VirD1 en la bacteria. Se utilizaron los oligonucleétidos indicados en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Oligonucleédtidos utilizados para PCR para verificacion de transformacion de explantes de Gloxinia, ausencia de
bacteria en explantes y presencia del gen VirD1

: . f: Secuencia Tamaiio del
Gen (parcial) Oligonucleotidos 5.3 oroducto (pb)
" Fnpt TATTCGGCTATGACTGGGCA 616
n
P Rnpt GCCAACGCTATGTCCTGAT

FOpsDHN ATATCTAGAATGGAGGAGGAGGGAGATGACGAAGAC  LepDHN: 510y
ROpsDHN AATGGATCCTTATGAAGGGGGTTGATCACACTCCACA  OpfiDHN: 513

Dehidrina

o FOpsDHN ATATCTAGAATGGAGGAGGAGGGAGATGACGAAGAC  LepDHN: 1,836y
Dehidrina-GUS

RGUS GTTTACGCGTTGCTTCCGCCA OpfiDHN: 1,839
*355-Dehidrina-GUS FpBl121 CTTACGCAGCAGGTCTCATCA LepDHN: 1,743y
-peniarina-
RpBl121 TGCCAGTTCAGTTCGTTGTT OpfiDHN: 1,746
VirD1 FVirD1 ATGTCGCAAGGACGTAAGCCCA 450
Ir
RVirD1 GGAGTCTTTCAGCATGGAGCAA

[47

*Las cepas con el vector sin inserto amplifican la region 35S-GUS y el fragmento esperado es de 1,239 pb.



Para la PCR se utilizd el kit GoTaqg DNA Polymerase (Promega) para la reaccion. La
mezcla de PCR utilizada fue: 2.5 ul de Buffer 5x, 1.25 de MgCl; 1.5 mM, 0.2 ul de cada
oligonucleotido 10 nM, 0.5 ul de ADN, 0.3 pl de dNTPs 10 mM, 0.0625 ul de Taq
Polimerasa (5 u-pl™?) y se llevé a un volumen de 12.5 pl con agua destilada estéril. Se utilizé
el ADN obtenido de los explantes de Gloxinia con los protocolos de transformacion 2y 3, y
el obtenido de las cepas de A. tumefaciens. El programa de PCR const6 de una
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 min; seguida por 30 ciclos de 3 pasos,
desnaturalizacion a 94 °C por 45 s, alineamiento a 55 °C para los pares de oligonucle6tidos
Fntp y Rnpt, y FvirD1 y RvirD1, 58 °C para FpBI121 y RpBI121 y 59 °C para FOpsDHN y
ROpsDHN, y FOpsDHN y RGUS por 30 s y extension a 72 °C por 1.5 min; se agreg6 una

extension final a 72 °C por 10 min.

Se comprobo la amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y se
visualiz6 bajo luz ultravioleta en un fotodocumentador DyNA Light Dual Intensity UV de
Labnet.
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7. RESULTADOS

7.1. Extraccion de ADN de cactéceas

Se realizd la extraccion de ADN de L. principis y O. ficus-indica. Se obtuvo ADN a una
concentracion de 145.87 ng-ul-* para L. principis y de 207.91 ng-pl-! para O. ficus-indica
con una relacion Abszso/ Abszgo de 1.94 y 2.06 respectivamente (Figura 6).

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa de la extraccion de ADN de dos especies de
cactaceas. 1.- L. principis; 2.- O. ficus-indica.

7.2. Obtencion de genes parciales de dehidrinas de L. principis y O. ficus-indica

Se amplificaron los genes parciales con oligonucleotidos especificos con codones de
inicio y término y sitios de restriccion, obteniendo bandas de aproximadamente 500 pb
(Figura 7).

500 pb

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa de la purificacion de genes parciales de
dehidrinas de dos especies de cactaceas. M.— Marcador de peso molecular 1 kb; 1.- O.
ficus-indica; 2.- L. principis.
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7.3. Ligacién de genes parciales de dehidrinas al vector de clonacion pGEM T Easy
La ligacion de los genes parciales al vector pPGEM T Easy se comprobd por restriccion
con las enzimas BamHI y Xbal. Se obtuvieron bandas de aproximadamente 500 pb

correspondientes a cada uno de los insertos ligados (Figura 8).

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa de la digestion de dos construcciones con las
enzimas BamHI y Xbal. M.- Marcador de peso molecular 1 kb; 1.- pPGEM:LepDHN; 2.-
PGEM:OpfiDHN.

7.4. Analisis de secuencias

Se obtuvieron secuencias de 501 pb y 504 pb para LepDHN y OpfiDHN, respectivamente,
delimitadas por los codones de inicio y término. Se realizé la busqueda de homdlogos en la
base de datos de la NCBI y se encontr6 que para LepDHN gener6 un 97% de identidad para
la dehidrina de L. principis [No. de acceso AKC92527.1]. Para la secuencia obtenida de
OpfiDHN dio un 99% de identidad con O. ficus-indica [No. de acceso AKC92526.1].

Una vez comprobado esto, se realizo la traduccion virtual, obteniendo una secuencia de
166 aminoéacidos para LepDHN y 167 aminoacidos para OpfiDHN, con codones de inicio y

término, asi como los sitios de restriccion Xbal y BamHI.

En la basqueda de homdlogos en aminoacidos se encontrd una identidad del 95% y 98%
de los genes parciales LepDHN y OpfiDHN con OpsDHN [numero de acceso en NCBI:
HM581971.1], respectivamente. En cuanto a la similitud con dehidrinas de A. thaliana se

encontrd para LepDHN un 40.2% de identidad con COR47 [nimero de acceso en UniProt:
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P31168], 36.5% con ERD10 [numero de acceso en UniProt: P42759] y 39.7% con ERD14
[numero de acceso en UniProt: P42763]. Para OpfiDHN se encontrd una identidad del 39.9%
con CORA47, 34.6% con ERD10 y 37.8% con ERD14. Ademas, se encontr0 para ambas
secuencias putativas la presencia de 3 segmentos K y la region de 5 His para LepDHN y 6
His para OpfiDHN (Figura 9).

En Gloxinia no se encontraron dehidrinas reportadas, sin embargo, en Paraboea
crassifolia de la familia Gesneriaceae se encuentra la dehidrina bdnl [nimero de acceso en
UniProt: Q9SP21], por lo que es probable que en Gloxinia se encuentre una proteina similar.

Para esta proteina se encontro una identidad del 40.9% con LepDHN y 40% con OpfiDHN.

El alineamiento mdltiple de estas secuencias mostro que la similitud entre los genes
parciales LepDHN y OpfiDHN y las dehidrinas de A. thaliana y la bdnl se debe solo a los
segmentos K (Figura 10).
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I:M“IGMEEGDDEDKKKRKKEKZO
1 ATATCTA AGGAGGAGGGAGATGACGAAGACAAGRAGAAGAGGAAGAAGGAGAAG 60
21K [E K K 6 L KR E K I K E K L P G H H K E 40
61 ARNGAARAGAALGGATTGAAGGAGAAGATTAAGGAGARACTTCCAGGTCACCACARGGAA 120
419 BE E E Q@ BE D K K K D H H H H H D E E D 60
121 CAGGAAGRAGARCAAGAGGACAAGAAAAAGGATICATCATCATCATCATIGATGAAGAGGAC 180
61T N I A T E K T H V E E Vv I ¥ 8 B P S5 Y 80
181 ACCAATATAGCAACAGAGAAGACCCACGTGGAAGAGGTGATCTACTCGGAGCCATCTTAC 240
1P A P A P P P P H S E A E G[BE K K G L L 100
241 CCTGCCCCGGCCCCACCGCCACCTCATTCGGAGGCCGAAGGHGAGARAGARGGGGCTGCTT 300
1018 K I K D K L P G | H K K A BE V E H E V 120
301 GAGAAGATCAAGGACAAGCTGCCAGGTICAGCACRAGARGGCCGAGGTCGAGCACGAGGTG 360
121V P T A T 2 T V 2 E G E A Q[E K K G F L 140
361 GTCCCARCGGCCACTGCCACTGTGGCCGAGGGGGAGGCCCAGGAGARGARGGGGTTCTTG 420
141D K I K E K I P G |F H S K &2 P E E D K K 160
421 GACAAGATCAAGGAGAAGATCCCTGGUTTCCACTCTAAGGCTCCTGAGGAGGACARGRAG 480
161D V E C D Q P P S BamHt! 173
481 GATGTGGAGTGTGATCARCCCCCTT GATCOATT 519

1 { Xbal E E E G D DEDZEXKJZ XU RT ERTEKTEKTE K 20

1 ATA@(_Z‘IAQ£TG<SAGGAGGAGGGAGATGACGAAGACAAGAAGAGGAGGAAGAAGGAGAAG 60
21X EEmK G LK EBRmEKRE KD EBcEE H K E 40
61 AAAGAARAGAARGGACTGAAGGAGAAGATTAAGGAGAAACTTCCAGGOCACCACARGGAG 120
410 E E E Q E D K Q K D H H H B H H Jp E E 60
121 CAGGAAGAAGAACAAGAGGACAAGCAAAAGGATICATCATCATCATCATCATIGATGAAGAG 180
61D T N I A I E K I H V E E V I Y S E P S 80
181 GACACCAATATAGCAATAGAGAAGATCCACGTGGAAGAGGTGATCTACTCGGAGCCATCT 240
8lY P A P A P P P P H S EAZEGTE K K G L 100
241 TACCCTGCCCCGGCCCCACCGCCACCTCATTCGGAGGCCGAAGGGGAGAAGAAGGGGCTG 300
101V EVK T K DKL PGB H K K A E A E H B 120
301 CTTGAGAAGATCAAGGACAAGCTGCCAGGTIAGCACAAGRAGGCCGAGGCCGAGCACGAG 360
1217v Vv P T A T A T V A E G E A Q E K K G F 140
361 GTGGTCCCAACGGCCACTGCCACCGTGGCCGAGGGGGAGGCCCAGGAGARGAAGGGGTTE 420
41T D K I K E K I P G F H S K A P E E D K 160
421 TTGGACAAGATCRAAGGAGAAGATCCCTGGCI TCCACTCTARAGGCTCCTGAGGAGGACAAG 480
161K D V E C D Q P P S [¥ |BamHl! 174
481 AAGGATGTGGAGTGTGATCAACCCCCTTCHTAAIGATCARTT 522

Figura 9. Traduccién virtual de las secuencias obtenidas. A, Secuencia de LepDHN; B,
Secuencia de OpfiDHN. En el recuadro negro se encuentran resaltados los codones de inicio
y término; en el recuadro punteado los sitios de restriccion Xbal y BamHI; en el recuadro con
sombreado gris se encuentran resaltados los tres segmentos K; en el recuadro con lineas
diagonales se encuentra resaltado la region de His.
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AtERD1@ MAE - ---EYKNTVPEQE TPKVATEESSA- -PEIKERGMFDF LKKKE---EVKPQETTTLA

AtCOR47 MAE - - - - EYKNNVPEHE TP TVATEESPATTTEVTDRGLFDF LGKKEE - - EVKPQETTTLE
AtERD14 MAE - - - - EIKN-VPEQEVPKVATEESSA- - - EVTDRGLFDF LGKKKD- - ETKP-EETPIA
PcBDN1 MADYQHHE LKSEEPYAPTPVKIEEIDQP - - VEASDRGLFDF IGKKKDEEEEKKCDEGKFA
LepDHN = cccccciccccccncednncncnccacecccceccncccececcnccatecnccccaaa.
OPFIDHN ~  coceccmcccccmcmoti ettt ccssn st e et et s e s e n s s s e
OpsOHN MAE - -~ - EHQKGONVN- - - === == == == o s VESSDRGLFDFMKKNKESGDEKKDQEEVIA
AtERD10 SEFEMKTQISEPESFVAKHEE EEMKPTLLEQLHQKHEEEEENKPSLLOKLHRSNSSSSSS
AtCOR47 SEFDHKAQISEPELAAEHEEVKENKT TLLEELQEKTEEDEENKPSVIEKLHRSNSSSSSS
AtERD14 SEFEQVHISEPEPEV- -« csssssssnsasassnsaasns KHESLLEKLHRSDSSSSSS
PCBONL SEFDDKVQICDEKKEEPKFEVYEDPKL - - - EVSEEPKEEEKKMESLLEKLHRSNSSSSSS
LepDHN ~  cecssescesccicesscsssscssesssssssccscassassencsasssessencans
OpFiDHN = =xss=sssssssssssssssssssssssssssssssssssscssssszsszsssalzscsss
OpsOHN TEFHHKVEVSKEDKHD= = = == =v - ssnssnsannnnns ENKEGGLLHKLHRSDASSSSS
AtERD1O ;Eeeesoeexxxxsmxxvseowxwesﬂmma:xexm.eexmoo -------
AtCOR4? SDEEGEEKKEKKKKIVEG= === == = = == EEDKKGLVEKIKEKLPGHHOKTAED = = = ==« -
AtERD14 SEEEGSDGEKRKKKKEKK = === = n = n s P Srreerermeseneann
PcBONL EEEVEEGGEKKKKKK = = === vvmmnvsss GLKDKVKEKTTGOKKEEAAE = = = = = =
LepDHN MEE EGODEDKKKRKKEKK = === == = = === = EKKGLKEKIKEKLPGHHKEQE EEQEDKKKD
OpfiDHN ME £ EGDDEDKKRRKKEKK - - == v e v e v = = EKKGLKEKIKEKLPGHHKEQE EEQEDKQKD
OpsDHN DEEEGDDEDKKRRKKEKK - == = = v v = === = EKKGLKEKIKEKLPGHHKEQE EEQEDKQKD
AtERDIO ~e-ceeeeececeveeeeees VPVWTTMPAPHSVE - - DHKPEEEEKKGFMOKIKEKLP'
RLtCORAT =mvvereeevecesmemmenes DVPVSTTIPVPVSESVWEHDHPEEEKKGLVEKIKEKLP
N3 S — KPTT- - EVEVKEEEKKGFMEKLKEKLP
R — . TKCEETSVPVEKYDE - - IHTLEPEEKKGFLOKIKEKLP
LepDHN ARAHADEEDTNIATEKTHVE EVIYSEPSYPAPAPPP - - PHSEAEGEKKGLLEKIKOKLP
OpfiDHN HHARHDEEDTNI ALEK THVEEVIYSEPSYPAPAPPP - - PHSEAEGEKKGLLEKTKOKLP:
OpsDHN HAHAHHDEEDTHI ATEK THVEEVIYSEPSYPAPAPPP - - PHLEAEGEKKGLLEKIKOKLP
AtERD10 GH- SKKPEDSQUWNT TPLVETATPIA- - ---- DIPEEKKGFMDKIKEKLPGYHAKTTGE
AtCOR47 GHHDEKAEDSPAVTS TRLVWTEHPVEPT TELPVEHPE EKKGIL EKIKEKLPGYHAKTTEE
AtERD14 GH- - KKPEDGSAVAAAPVVVPPPYEE - - - - - - - AMPVEKKGILEKIKEKLPGYHPKTTVE
PcBON1 GGKKTEEVYAPPPPKEDVAEYSTAPE - -« - - - - AEGKEKKGF LOKIKEKLPGYHPKAEEE
LepDHN GQHKKAEVEHEWPTA - - - - TATVAE == == = = GEAQEKKGFLDKIKEKIPGFHSKAPEE
OpfiDHN GQHKKAEAEHEWPTA- - - - TATVAE - == - =+ GEAQEKKGFLOKIKEKIPGFHSKAPEE
OpsDHN GQHKKAEAEHEWPTA- - - - TATVAE -~ - = - -~ GEAQEKKGFLDKIKEKIPGFHFKAPEE
* HAEER ¢+ + s KAERE R+ K ¥ o *
AtERD10 - -EEKKEKVSD-- - - -~
AtCOR47 - - EVKKEKESDD- - - - -
AtERD14 - EEKKDKE = wen e -
PcBONI KEKEKREEACH« = - = -~
LepDHN == =DKKDVECOQPPS - =
Opf 10N - = - DKKDVECDQPPS - -
OpsDHN - - - DKKDVECDQPPSST

® .
.

Figura 10. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos de las dehidrinas
LepDHN, OpfiDHN, OpsDHN, bdnl y las encontradas en A. thaliana. En el recuadro
negro se encuentra resaltado el segmento S; en el recuadro con sombreado gris se encuentran
resaltados los tres segmentos K; en el recuadro con lineas diagonales se encuentra resaltado
la region de His y subrayado el segmento F.
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En cuanto a la prediccion del grado de desorden de las secuencias de aminoacidos, se

obtuvo un valor superior a 0.5 (Figura 11).
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Figura 11. Grado de desorden de las secuencias analizadas. A, Grado de desorden de
LepDHN; B, Grado de desorden de OpfiDHN.

7.5. Union de los genes parciales LepDHN y OpfiDHN
Se digirid la construccion pGEM:LepDHN-OpfiDHN con las enzimas Xbal y BamHI para
comprobar la presencia del inserto. Al digerir con ambas enzimas a la vez, se libero el inserto

ligado de 1,000 pb aproximadamente (Figura 12).
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Figura 12. Electroforesis del gel de agarosa de la digestion de la construccion. M.-
Marcador de peso molecular 1 kb; 1.- Digestion con Xbal y BamHI (Mezcla de reaccion 1);
2.- Digestion con Xbal (Mezcla de reaccion 2); 3.- Digestion con BamHI (Mezcla de reaccién
3).

7.6. Ligacion de los genes parciales al vector de expresion en plantas pBl121

La ligacion de los genes parciales LepDHN y OpfiDHN al vector pBI121 se comprob6
mediante digestion con las enzimas Xbal y BamHI obteniendo una banda por encima de las
10,000 pb correspondiente al vector pBI121 y bandas de 500pb correspondientes a cada uno
de los insertos ligados (Figura 13A). Asi mismo, se comprobd por medio de PCR con los
oligonucleotidos FpBI121 y RpBI121, obteniendo bandas de 1200 pb para el vector sin
inserto y 1700 pb aproximadamente para las construcciones realizadas (Figura 13B).

Figura 13. Comprobacion de ligacion mediante restriccion y PCR. A, Electroforesis de
digestion de las construcciones mediante las enzimas Xbal y BamHI. M.- Marcador de peso
molecular 1 kb; 1.- pBI1121:LepDHN; 2.- pBI1121:0OpfiDHN; B, Electroforesis de la PCR del
vector y de la construccion, M.- Marcador de peso molecular 1 kb; 3.- pBI121; 4.-
pBI121:LepDHN.
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7.7. Verificacion de transformacion de A. tumefaciens mediante PCR

Se transformaron las cepas GV3101, GV2260 y EHA105 de A. tumefaciens con cada una
de las construcciones y se verifico por PCR usando los oligonucledtidos FpBI1121 y RpB1121
la presencia del plasmido, obteniendo bandas de 1200 pb para las cepas con el vector pBl121
y de 1700 pb para las cepas con las construcciones pBl121:LepDHN y pBI1121:OpfiDHN
(Figura 14).

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion un fragmento a partir
del vector pB1121. M- Marcador de peso molecular 100 pb; 1y 2.- Control +; 3.- Control
negativo; 4, 5, 10 y 11.- Cepa GV3101; 6, 7, 12 y 13.- Cepa GV2260; 8, 9, 14 y 15.- Cepa
EHA105; 1, 4, 6, 8, 11, 13 y 15.- pBI121; 2, 5, 7 y 9.- pBI121:LepDHN; 10, 12 y 14.-
pBI1121:0OpfiDHN.

7.8. Transformacion genética de Gloxiniay A. thaliana mediante A. tumefaciens

7.8.1. Propagacion in vitro de plantas de Gloxinia
Se logré la induccion de la brotacion mediante el establecimiento en medio MS

adicionado con BA a una concentracion de 0.5 ng-ul™ (Figura 15).
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Figura 15. Plantas de Gloxinia obtenidas mediante propagacion in vitro. A, Brotacion de
plantas de Gloxinia; B y C, Plantas obtenidas por micropropagacion.

7.8.2. Transformacion de explantes de Gloxinia

A partir de las plantas micropropagadas se obtuvieron explantes para la transformacion.
Los resultados obtenidos en cada una de las transformaciones se presentan en la Tabla 2. Para
el primer y tercer protocolo de transformacion no se logro la regeneracion de planta (Figuras
16 y 19), mientras que para los explantes presuntamente transformados con el segundo
protocolo (Figura 17) con la cepa GVV2260 con la construccion pBl1121:LepDHN con 20 h de
cocultivo se observo generacion de tejido calloso en medio MS selectivo después de 4
semanas de la transformacion (Figura 18). Durante el proceso de seleccion, se presento
crecimiento de bacteria por lo que se realizaron lavados periddicos con medio MS a la mitad

de la concentracion adicionado con Cfx (1 ug-ul™) para la eliminacion de esta.
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Tabla 2. Ensayos de transformacion de Gloxinia

Protocolo de

Reguladores de

Tiempo de

Cepa de A.

No. de explantes

Respuesta

transformacion Vacio - crecimiento del medio cocultivo  tumefaciens Construccion i i obtenida
de regeneracion Hoja Peciolo
GVvail0l pBl121:LepDHN 30 0 -
GV3101  pBI12L:OpfiDHN 30 0 -
GVv3101 pBI121 10 0 -
14 GV2260 pBl1121:LepDHN 30 0 -
1 No AIIB‘AA((ZI I;gg '“ll_l))y 72h GV2260  pBI121:0pfiDHN 30 0 i
H GV2260 pBl121 10 0 -
EHA105 pBl1121:LepDHN 30 0 -
EHA105 pBI1121:OpfiDHN 30 0 -
EHA105 pBlI121 10 0 -
GV3101  pBI12L: LepDHN 20 20 -
GVv3101 pBI1121:OpfiDHN 45 45 -
GVv3101 pBlI121 30 30 -
GV2260 pBl121:LepDHN 20 20 -
0Oh GV2260  pBI12L:OpfiDHN 45 45 -
, . BA (2 ng-pull) y GV2260 pBIL21 30 30 i
ANA (0.1 ng-pl?) EHA105  pBIL2L:LepDHN 20 20 ;
EHA105 pB1121:0pfiDHN 45 45 -
EHA105 pBl121 30 30 -
GVv3101 pBl1121:LepDHN 10 10 -
20 h GV2260 pBl121:LepDHN 10 10 Callo
EHA105 pBl1121:L epDHN 10 10 -
GV3101  pBI12L:LepDHN 60 45 -
GVv3101 pBI1121:0pfiDHN 60 45 -
GVv3101 pBI121 30 20 -
— GV2260 pBl121:LepDHN 60 45 -
3 Si EI?A(EOI‘% li )1}1) 48 h GV2260  pBIL21:0pfiDHN 60 45 i
’ H GV2260 pBl121 30 20 -
EHA105 pBl1121:LepDHN 60 45 -
EHA105 pBI1121:0OpfiDHN 60 45 -
EHA105 pBlI121 30 20 -




Figura 16. Explantes de hoja de Gloxinia presuntamente transformados con el
protocolo 1 sometidos a seleccion. Ay D, Explantes presuntamente transformados con la
cepa GV3101; B y E, Explantes presuntamente transformados con la cepa GGV2260; Cy F,
Explantes presuntamente transformados con la cepa EHAL105; A, B y C, Explantes
presuntamente transformados con la construccion pBI121:LepDHN; D, E y F, Explantes
presuntamente transformados con la construccion pBI1121:OpfiDHN.
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Figura 17. Explantes de hoja de Gloxinia presuntamente transformados con el
protocolo 2 sometidos a seleccion. A'y D, Explantes presuntamente transformados con la
cepa GV3101; B y E, Explantes presuntamente transformados con la cepa GGV2260; Cy F,
Explantes presuntamente transformados con la cepa EHA105; A, B y C, Explantes con la
construccion pBI121:LepDHN; D, E y F, Explantes con la construccion pBI121:OpfiDHN.

Figura 18. Explante de hoja de Gloxinia con callo bajo seleccion. Explante presuntamente
transformado con el segundo protocolo de transformacion con la cepa GV2260 con la
construccion pBI121:LepDHN con 20 h de cocultivo.
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Figura 19. Explantes de hoja de Gloxinia presuntamente transformados con el
protocolo 3 sometidos a seleccion. Ay D, Explantes presuntamente transformados con la
cepa GV3101; By E, Explantes presuntamente transformados con la cepa GGV2260; Cy F,
Explantes presuntamente transformados con la cepa EHAL105; A, B y C, Explantes
presuntamente transformados con la construccion pBI121:LepDHN; D, E y F, Explantes
presuntamente transformados con la construccion pBI121:OpfiDHN.

7.8.3. Transformacion de A. thaliana y seleccion
Con las tres cepas diferentes de A. tumefaciens acarreando las construcciones de interés,
se transformaron plantas de A. thaliana. En la Tabla 3 se presentan las transformaciones
realizadas y los resultados obtenidos en cada una de ellas. Al someter a seleccion las semillas
putativamente transformadas con el primer protocolo de transformacién en medio MS con
Kn (50 ng-pl™t), no se obtuvieron plantas resistentes a dicho antibidtico, ya que las plantas

presentaron una coloracion blangquecina y no se desarrollaron (Figuras 20 y 21).
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Tabla 3. Ensayos de transformacion de A. thaliana

No. de plantas Promedio de
Protocolo de . Cepa de A. . d illas obtenidas No. de plantas
transformacion Tensoactivo tumefaciens Cogsiijuselon paaEticas a semi transformadas
transformacion por planta
GV3101 pBI121:LepDHN 60 50 0
1 Silwet L-77 GV2260 pBI121:LepDHN 60 50 0
EHA105 pBI121:LepDHN 60 50 0
GV3101 pBI121:LepDHN 30 50 0
GV3101 pBI1121:0OpfiDHN 30 50 0
5 Tween 20 GV2260 pBI121:Lep_DHN 30 50 0
GV2260 pBI1121:0OpfiDHN 30 50 0
EHA105 pBI121:LepDHN 30 50 0
EHA105 pBI1121:0OpfiDHN 30 50 0
xtender GV3101 pBI121:Lep.DHN 30 50 0
GV3101 pBI1121:0OpfiDHN 30 50 0
3 Kinetic GV2260 pBI121:Lep_DHN 30 50 0
GV2260 pBI1121:0OpfiDHN 30 50 0
INEX-A EHA105 pBI121:Lep_DHN 30 50 0
EHA105 pBI1121:0OpfiDHN 30 50 0
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Figura 20. Seleccion de plantas transformadas de A. thaliana con Silwet L-77 en medio
MS con Kn (50 ng-pll). A. Plantas transformadas con la Cepa GV3101; B. Plantas
transformadas con la cepa GV2260; C. Plantas transformadas con la cepa EHA105. D.
Control (-).
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Figura 21. Seleccion de plantas transformadas de A. thaliana con Tween 20 en medio
MS con Kn (50 ng-ul?). A, B y C. Plantas transformadas con la construccion
pBI1121:LepDHN; D, E y F. Plantas transformadas con la construccion pBI121:OpfiDHN; A
y D. Plantas transformadas con la Cepa GVV3101; B y E. Plantas transformadas con la Cepa
GV2260; C y F. Plantas transformadas con la Cepa EHA105.

Asi mismo, en la seleccion con medio MS adicionado con Kn (30 ng-pl™?) de las semillas

obtenidas de las plantas sometidas a transformacion con el segundo protocolo, tampoco se
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obtuvieron plantas transformadas, ya que estas presentaron un color blanquecino y no se

desarrollaron debido a que no presentaron resistencia al antibiotico (Figura 22).

Figura 22. Seleccion de plantas transformadas de A. thaliana con coadyuvantes
agricolas en medio MS con Kn (30 ng-pl?). A, By C. Plantas transformadas con la
construccion pBI121:LepDHN; D, E y F. Plantas transformadas con la construccién
pBI1121:0OpfiDHN; A y D. Plantas transformadas con la Cepa GV3101; B y E. Plantas
transformadas con la Cepa GV2260; C y F. Plantas transformadas con la Cepa EHA105.
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7.9. Analisis de la capacidad de crioproteccion a condiciones de congelamiento de
LepDHN
Debido a que no se logr6 el control del crecimiento bacteriano en el tejido calloso
obtenido de la transformacion de los explantes de Gloxinia, se sometieron a tratamiento de
estrés por congelamiento para analizar la capacidad crioprotectora de la dehidrina antes de la
pérdida del tejido por contaminacion. Una vez descongelado se observé muerte del tejido de
las hojas control (sin transformar) y del callo (Figura 23).

Figura 23. Explantes de hoja de Gloxinia sometidos a tratamiento por frio. A, Explantes
previos al tratamiento; B, Explantes durante el tratamiento; C, Explantes después del
tratamiento; D. Explantes transformados con la construccion pBl1121:LepDHN después del
tratamiento; E. Explantes control (-) después del tratamiento.
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7.10. Verificacion de transformacion de explantes de Gloxinia

7.10.1. Verificacion de transformacion mediante prueba histoquimica de GUS
Mediante la prueba histoquimica de GUS se obtuvo una coloracién azul en los
explantes de Gloxinia presuntamente transformados con el protocolo de transformacion 1

con las cepas GV3101 y GV2260 conteniendo solo el vector pBI121 sin inserto (Figura 24)

Figura 24. Explantes con actividad del gen GUS presuntamente transformados con el
vector pBI121 mediante el protocolo 1. A, Explante presuntamente transformado con la
cepa GV3101; B y C, Explante presuntamente transformado con la cepa GV2260.

Asi mismo, para el protocolo de transformacién 2 la prueba histoquimica de GUS
resultd positiva para los explantes transformados con las 3 cepas conteniendo el vector
pBI121 (Figura 25).

ol T R [ A -
Figura 25. Explantes con actividad del gen GUS presuntamente transformados con el
vector pBI1121 mediante el protocolo 2. Ay D, Explantes presuntamente transformados
con la cepa GV3101; By E, Explantes presuntamente transformados con la cepa GV2260; C
y F, Explantes presuntamente transformados con la cepa EHAL05.
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7.10.2. Identificacion del gen VirD1 en cepas de A. tumefaciens
Se obtuvieron bandas de aproximadamente 450 pb con los oligonucleotidos utilizados
parael gen VirD1 en las cepas GVV3101 y GV2260 para ambas construcciones y para el vector

sin inserto. No se logré la amplificacion de este gen para la cepa EHA105 (Figura 26).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

500 pb

Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa de la identificacion del gen VirD1 en cepas
de A. tumefaciens. M, Marcador de peso molecular 100 pb; 1, 2 y 3 Cepa EHA105; 4,5y 6,
Cepa GV3101; 7,8y 9, Cepa GV2260; 1, 4y 7, Cepa con construccion pBl121:LepDHN; 2,
5y 8, Cepa con construccion pBI121:0OpfiDHN; 3, 6 y 9. Cepa con el vector pBI121.

7.10.3. Verificacion de transformacion de explantes de Gloxinia mediante PCR

Para el ADN obtenido de los explantes de Gloxinia sometidos a transformacion con
el protocolo de transformacién 2 con las cepas GV3101 y GV2260 se obtuvieron bandas de
aproximadamente 600 pb para los oligonucledtidos para el gen nptll, 500 pb para la
dehidrina, 1800 pb para Dehidrina-GUS y de 1700 pb para 35S-Dehidrina-GUS solo para la
construccion pBI121:LepDHN con cocultivo de 20 h, mientras que para VirD1 no se obtuvo
banda correspondiente (Figura 27). Para los explantes en que el cocultivo fue de 0 h, no se
amplifico ninguno de los genes. Para la cepa EHA105 tampoco se logr6é amplificar ninguno

de estos genes.
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Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa de la identificacién de genes presentes en los
explantes de Gloxinia presuntamente transformados con el protocolo de
transformacion 2 con la construccion pBl121:LepDHN con 20 h de cocultivo. M1,
Marcador de peso molecular 100 pb; M2 Marcador de peso molecular 1 kb;1-5, GV3101; 6-
10, GV2260; 1 y 6. Gen nptll; 2. LepDHN; 7. OpfiDHN; 3. LepDHN-GUS; 8. OpfiDHN-
GUS; 4. 35S-LepDHN-GUS; 9. 35S-OpfiDHN-GUS; 5y 10. Gen VirD1.

Para el protocolo de transformacion 3 se obtuvieron bandas correspondientes a nptll,
dehidrina, Dehidrina-GUS y 35S-Dehidrina-GUS para los explantes transformados con las
cepas GV3101 y GV2260 con las construcciones pBl121:LepDHN y pBI121:OpfiDHN,
mientras que para VirD1 no se obtuvo banda correspondiente (Figuras 28 y 29). Al igual que
en el protocolo anterior, no se logré la amplificacion a partir de los explantes sometidos a

transformacion con la cepa EHA105.

M1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M2

2,000 pb
1,000 pb

1,500 pb

500 pb

Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa de la identificacion de genes presentes en los
explantes de Gloxinia presuntamente transformados con el protocolo de
transformacion 3 con la cepa GV3101 con las construcciones pBl121:LepDHN y
pB1121:0OpfiDHN. M1, Marcador de peso molecular 100 pb; M2 Marcador de peso
molecular 1 kb; 1y 6. Gen nptll; 2. LepDHN; 7. OpfiDHN; 3. LepDHN-GUS; 8. OpfiDHN-
GUS; 4. 35S-LepDHN-GUS; 9. 35S-OpfiDHN-GUS; 5y 10. Gen VirD1.
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Figura 29. Electroforesis en gel de agarosa de la identificacion de genes presentes en los
explantes de Gloxinia presuntamente transformados con el protocolo de
transformacién 3 con la cepa GV2260 con las construcciones pBI1121:LepDHN vy
pB1121:OpfiDHN. M1, Marcador de peso molecular 100 pb; M2 Marcador de peso
molecular 1 kb; 1y 6. Gen nptll; 2. LepDHN; 7. OpfiDHN; 3. LepDHN-GUS; 8. OpfiDHN-
GUS; 4. 35S-LepDHN-GUS; 9. 35S-OpfiDHN-GUS; 5 y 10. Gen VirD1.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Las dehidrinas son proteinas que se expresan constitutivamente a niveles bajos, sin
embargo, su expresion puede elevarse ante condiciones de estrés por sequia, frio y salinidad.
Estas proteinas se han clasificado de acuerdo con la presencia y disposicion de los segmentos
K, Y, SyF (Close, 1996; Strimbeck, 2017). En cactaceas, Ochoa et al., (2012) identificaron
la dehidrina OpsDHN proveniente de O. streptacantha. Este gen es del tipo FSK3 y presenta
una secuencia completa de 1,139 pb con un intrén de 234 pb dentro del segmento S.
Posteriormente, se identificaron genes parciales de dehidrinas de 3 especies de cactaceas mas,

L. principis, O. ficus-indica y Mammillaria bombycina (Hernandez et al., 2017).

En este trabajo se obtuvieron los genes parciales LepDHN y OpfiDHN por medio de PCR
provenientes de dos de estas cactaceas. Se cree que estos genes parciales pertenecen al grupo
FSKas, debido a la alta identidad que comparten con el gen OpsDHN, por lo que se espera que
el fragmento faltante contenga un segmento F y un segmento S. El gen parcial LepDHN tiene
un marco de lectura abierto de 501 pb que codifica a una proteina de 166 residuos de
aminoacidos. El gen parcial OpfiDHN cuenta con un marco de lectura abierto de 504 pb que

codifica para una proteina de 167 residuos de aminoacidos (Figura 9)

En las secuencias obtenidas de los genes de ambas cactaceas, se observo la presencia de
tres segmentos K, tal como Hernandez et al., (2017) lo reportaron. Estos segmentos son de
gran importancia en la capacidad protectora de la proteina ya que en condiciones de estrés
hidrico pueden formar a-hélices anfipaticas que permite la unién con membranas y proteinas
(Reyes et al., 2008; Driria et al., 2013; Yang et al., 2015; Liu et al., 2017). Asi mismo, se
encontrd una region de 6 His para O. ficus-indica y para L. principis se encontraron 5 His a
pesar de que anteriormente se habian reportado solo 3 His (Hernandez et al., 2017). Esta
region podria jugar un papel importante, pues se ha visto que participa en la union a iones
metéalicos reduciendo la toxicidad de los metales en las células vegetales ante condiciones de
estrés hidrico (Hara et al., 2005). Aunado a esto, Hernandez et al., (2015) sugiere que los

motivos ricos en His juegan un rol en la localizacion nuclear.

En la Figura 10 se muestra que las regiones de aminoacidos compartidas entre LepDHN
y OpfiDHN vy las dehidrinas ERD10, ERD14 y COR47 de A. thaliana y bdnl de la familia
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Gesneriaceae son los segmentos K, por lo que la identidad presentada solo se debe a estas

regiones.

La prediccion del grado de desorden de 1UPred2 genera un valor entre 0 y 1 para cada
residuo basado en la estimacion de energia, lo que corresponde a la probabilidad de que el
residuo sea parte de una region desordenada. Regiones con residuos de aminoécidos con
valores superiores a 0.5 son considerados desordenados (Mészaros et al., 2018). En las
secuencias de aminoacidos analizadas se obtuvieron valores superiores a 0.5 para ambos
genes parciales, por lo que son considerados proteinas desordenadas (Figura 11). Esta
caracteristica es de gran importancia ya que se cree que de esto depende su capacidad de
proteccion (Hughes et al., 2013). Esta condicion evita que se desnaturalice ante condiciones
de desecacidn o a temperaturas de congelamiento, ya que no tienen una estructura que perder
(Graether y Boddington, 2014).

Una vez comprobado esto, se ligaron al vector de expresion en plantas pBI121 y se
transformaron las cepas GV3101, GV2260 y EHAL05 de A. tumefaciens. De acuerdo con
Kuo et al., (2018) EHA105 es la cepa mas adecuada para la transformacion de Gloxinia. Con

estas cepas se realizaron ensayos de transformacion de plantas de gloxinia y A. thaliana.

Gloxinia es una especie de gran valor ornamental, sin embargo, existen pocos estudios
sobre transformacidn genética. Entre estos estudios se encuentra el realizado por Kuo et al.,
(2018), quien transformo plantas de Gloxinia mediante las cepas GVV3101 y EHA105 con el
vector pCAMBIA2301, para la estandarizacion de un protocolo de transformacion y
regeneracion; asi mismo, Zhang et al., (2008) y Li et al., (2013) transformaron gloxinia con
la cepa EHA105 con el vector pPCAMBIA13011. Una vez transformados los explantes,
comunmente se regenera el tejido mediante el uso de reguladores de crecimiento. La
aplicacion exdgena de auxinas y citoquininas en cantidades iguales inducen la generacion de
callo, mientras que la aplicacién en una mayor proporcion de auxina que de citoquinina
induce la generacion de raices y una mayor proporcion de citoquinina que de auxina induce
la generacion de brotes (Ikeuchi et al., 2013). Particularmente en Gloxinia, loja y Ciulca
(2013) reportan la generacion de brotes a partir de explantes de hojas cultivadas en medio
MS adicionado con BA (2 ng-ul™) y ANA (0.1 ng-ul™). En esta investigacion, solo se obtuvo
la generacion de callo a partir de los explantes presuntamente transformados. Xu et al., (2009)
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obtuvieron resultados similares, quienes a una concentracion de 2 ng-pl™ de BA y 0.2 ng-ul’
! de ANA reportaron la aparicion de tejido calloso. Esto podria ser explicado por lkeuchi et
al., (2013), quienes indican que en la naturaleza las heridas o infecciones por patdgenos
pueden generar este tipo de respuesta. Kuo et al., (2018) informan que la regeneracién de
explantes transformados de Gloxinia puede ser inducida a partir de hojas y peciolos en
presencia de BA (1 ng-ul) y ANA (0.1 ng-ul™). A diferencia de esto, en los explantes aqui
transformados y cultivados bajo la misma concentracién de reguladores de crecimiento, no
se logré la regeneracidn, lo cual, pudo ser consecuencia del dafio ocasionado por los lavados
con antibidtico realizados para la eliminacion de la bacteria. Se ha reportado el efecto
negativo del uso de antibioticos sobre la regeneracion, tal es el caso de los f-lactamicos como
Cefotaxima y Ceftriaxona que pueden tener una actividad biolégica importante sobre las
plantas causando una pérdida en el balance hormonal inhibiendo la generacion de brotes
(Nauerby et al., 1997; Tran y Sanan, 2015).

En cuanto a la transformacion de A. thaliana, esta se llevo a cabo por inmersion floral o
“floral dip”. Este sistema de transformacion fue desarrollado por Clough y Bent (1998) como
una alternativa a la transformacion mediante vacio. Este protocolo presenta ventajas, sin
embargo, la eficiencia de transformacion se ve reducida. Afios mas tarde, se propusieron
modificaciones para aumentar su eficiencia. La transformacion realizada se llevo a cabo
tomando en cuenta algunas de estas modificaciones; la primera de ellas fue el tiempo en que
se sumergid la planta en el cultivo bacteriano para su transformacion, ya que se mantuvieron
sumergidas por 10, 30 y 120 s. De acuerdo con Clough y Bent (1998) basta de 3 a 5 s,
mientras que otros autores mencionan desde 10 s (Zhang et al., 2006) hasta 5 min (Mara et
al., 2010). La segunda de las variantes fue la sustitucion de Silwet L-77 por Tween 20, ya
que se ha reportado que es posible la transformacion con este reactivo (Das y Joshi, 2011).
Asi también, se sustituyo Silwet L-77 por coadyuvantes de uso agricola tomando como base
lo reportado por Mireautl et al., (2014) quienes de esta forma lograron aumentar la eficiencia
de transformacion. Otra variante realizada fue la propuesta por Martinez et al., (2004),
quienes propusieron inyectar directamente el cultivo bacteriano por medio de una
micropipeta en el boton floral en lugar de que este sea sumergido. A pesar de estas
condiciones de transformacion, no se logré la obtencion de plantas de A. thaliana

transformadas, por lo cual, los posteriores analisis se llevaron a cabo solo en gloxinia.
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La transformacion de los explantes de gloxinia se comprobd por medio de prueba
histoquimica de GUS. En otros estudios, se ha reportado el uso del vector pBI121 eliminando
el gen GUS para insertar el gen de interés (Molina et al., 2009; Kumari et al., 2013). En este
caso, el gen GUS no fue eliminado, sin embargo, éste no fue funcional en las construcciones
con dehidrinas. Esto podria deberse a que ambos genes se encuentran bajo el control del
mismo promotor y terminador. Para solucionar este problema se han desarrollado estrategias
que permiten expresar dos 0 mas proteinas dentro del mismo ARNm como la insercién de
sitios IRES (Internal Ribosome Entry Site por sus siglas en inglés) entre dos genes
permitiendo la traduccion del segundo gen independiente de la estructura cap (Xu et al.,
2014); o péptidos 2A (Szymczak et al., 2012), intermedios entre dos genes bajo un mismo
marco de lectura abierto, que se autoescinde para dar lugar a dos proteinas. A diferencia de
esto, en la prueba de GUS realizada con el vector pBI121 sin inserto, si se presentd una
coloracion azul, que en caso de que este pertenezca al tejido, podria indicar la transformacion

estable de los explantes.

Los genes Vir situados dentro del plasmido Ti son importantes para la transferencia del
T-DNA a las células vegetales. Particularmente, el gen VirD1 es necesario para la incision
de los bordes izquierdo y derecho del T-DNA (Gelvin, 2003). Este gen se identificé por
medio de PCR en las cepas GV3101 y GV2260, pero no en la cepa EHA105 (Figura 25), por
lo que no es apta para ser utilizada para la transformacion. Esto podria responder la cuestion
del porque no se logro la transformacion de plantas de A. thaliana, al menos, en aquellas

plantas que fueron transformadas con esta cepa.

Un reto importante en la transformaciéon por A. tumefaciens, es la eliminacion de la
bacteria. Para esto, se ha sugerido la disminucion de la densidad bacteriana en el medio de
inoculacion. De esta forma, al reducir la cantidad de bacteria, es posible evitar el
sobrecrecimiento, ademas de que la respuesta de defensa de la planta es menor, permitiendo
una mayor eficiencia de transformacion (Zhang y Finer, 2016). En este trabajo, a pesar de la
reduccion de la densidad bacteriana en el protocolo de transformacion 3 de gloxinia, no se

logro la eliminacion total de la bacteria.

Por tal motivo, se genera la interrogante de si la coloracion azul obtenida en la prueba

histoquimica de GUS pertenece al tejido vegetal o realmente fue generada por contaminacion
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de A. tumefaciens. Para responder a esta cuestion, se realizd la amplificacion de diversos
genes presentes en el T-DNA y del gen VirD1 a partir de ADN gendmico obtenido de los
explantes. Los resultados obtenidos en las Figuras 26, 27, 28 y 29 indican que, si se logro la
transformacion de los explantes, a excepcién de aquellos que no se mantuvieron bajo
cocultivo. De acuerdo con Zhang y Finer (2016) este factor es uno de los factores importantes
durante la transformacion, pues ya que reportan que para la transformacién de girasol es
necesario un tiempo de cocultivo de hasta 15 dias. Especificamente en Gloxinia, se ha
reportado que basta con 5 dias (Kuo et al., 2018), sin embargo, en este trabajo, se logro la

transformacion con solo 20 h de cocultivo.

En el tejido calloso generado a partir de los explantes de Gloxinia se detecto la presencia
de bacteria. Aun después de realizados los lavados, no se logré eliminar la bacteria, por lo
que se optd por someter a tratamiento los explantes para analizar la capacidad de
crioproteccion del gen parcial LepDHN antes de la pérdida del tejido por la contaminacion
presentada. A causa del poco callo generado, solo se realizd un tratamiento mediante
temperaturas de congelamiento. Después de realizar el tratamiento y una vez descongelado
se observo la muerte del tejido. Esto podria indicar que el gen parcial LepDHN no es
funcional bajo las condiciones aplicadas, sin embargo, existen diversos factores que pudieron
generar esta respuesta. En cuanto a factores externos al tratamiento que pudieron influir se
encuentra el dafio generado por la contaminacion y el dafio y estrés provocado por los lavados
realizados. Con relacion al tratamiento, el tiempo en que se mantuvieron los explantes a
temperatura de congelamiento pudo haber sido mayor a la capacidad de proteccion de la
proteina. Anteriormente Herndndez (2016) identifico la sobreexpresion del gen MabDHN
bajo una temperatura de -20°C, asi mismo, Ochoa et al., (2012) reportaron la funcionalidad
del gen completo OpsDHN al someter plantas de A. thaliana transformadas a temperaturas
de -15°C durante 2 h.

Existen estudios donde se ha visto que el fragmento K es quien brinda la proteccion de la
proteina, tal como el realizado por Yang et al., (2015), quienes analizaron formas truncadas
de la dehidrina WZY2 del tipo YSK: proveniente de trigo. Al eliminar los segmentos Y y S
pero manteniendo los segmentos K, obtuvieron resultados similares en la capacidad de

proteccion ante frio y sequia comparado con la forma completa de la proteina. Entre otros
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estudios que corroboran esto se encuentra el realizado por Drira et al., (2016), que al analizar
la sobreexpresion de diversas formas truncadas de la dehidrina DHN-5 de trigo encontré que
los segmentos K aun en ausencia de otros segmentos brindan la proteccién. Debido a esto,

no se descarta la posibilidad de que los genes aqui utilizados puedan llegar a ser funcionales.
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9. CONCLUSIONES
Se amplificaron genes parciales de dehidrinas de las especies Leuchtenbergia principis y

Opuntia ficus-indica.

La traduccion virtual de los fragmentos amplificados de LepDHN y OpfiDHN mostrd la

presencia de 3 segmentos K, y una region de 5y 6 His, respectivamente

Se realizaron las construcciones pB1121:LepDHN y pBI121:OpfiDHN, con las cuales se
transformaron las cepas GVV3101, GV2260 y EHA105 de Agrobacterium tumefaciens.

Por medio de PCR con oligonucle6tidos especificos para nptll, dehidrinas y T-DNA se
comprobo la transformacion de explantes de hoja de gloxinia a partir de 20 h de cocultivo
con las cepas GV3101 y GV2260.

Por medio de inmersion floral no se lograron obtener plantas transformadas de

Arabidopsis thaliana.
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11. ANEXOS
A. Buffer de lisis para extraccion de ADN de cactaceas.

CTAB al 0.3%, NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM, Tris HC1 pHS8 0.1 M, B-mercaptoetanol al
2.4%.

B. Protocolo de purificacion con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega)

Se agrega 10 pl por cada 10 mg de Membrane Binding Solution a los productos de PCR.
Se transfiere a la columna, se incuba por 1 min y se centrifuga a 16,000 g por 1 min. Se
agregan 700 pl de Membrane Wash Solution, se centrifuga a 16,000 g por un min y se elimina
la solucion que pasa a través de la columna. Se agregan 500 pul de Membrane Wash Solution,
se centrifuga a 16,000 g por 5 min y se elimina la solucion que pasa por la columna.
Posteriormente se centrifuga por 1 min y se deja secar para eliminar cualquier residuo de
etanol. La columna se coloca sobre un tubo Eppendorf de 1.5 ml, se agrega de 30 a 50 pl de
agua libre de nucleasas y se incuba por 1 min. Finalmente, se centrifuga a 16,000 g por 1

min. Se desecha la columna y se almacena el purificado a -20 °C.

C. Medio de cultivo LB
Peptona de caseina al 1%, NaCl al 1%, Extracto de levadura al 0.5%. Para medio solido

se agrega 1.3% de agar bacterioldgico.

D. Soluciones empleadas para la extraccion de plasmidos por el método de Birnboimy
Doly (1979).

D.1. Birnboim I:
Tris HCI pH8 25 mM, EDTA pH8 10 mM, Glucosa 50 mM.

D.2. Birnboim I1:
NaOH 0.2 N, SDS 1%.

D.3. Birnboim I11:
60 ml de acetato de potasio 5 M, 11.5 ml de &cido acético glacial, 28.5 ml de H20.
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E. Caracteristicas de los oligonucleotidos FpBI121 y RpBI121 de acuerdo con el

software DNAStar

Secuencia:;

FpBI1121: 5> CTTACGCAGCAGGTCTCATCA 3°

RpBI1121: 5 TGCCAGTTCAGTTCGTTGTT 3’

52.4% y 45% de GC para FpBI121 y RpBI121 respectivamente, dTm de 2.5 °C,
temperatura optima de alineamiento de 55.2 °C, largo del producto 1239 pb.

F. Medio de cultivo YEB

0.5% de extracto de carne, 0.5% de peptona de caseina, 0.5% de sacarosa, 0.1% de
extracto de levadura y 0.05% de MgS0O4-7H-0. Se ajusta pH a 7.0.

G. Medio Murashige y Skoog (MS)

Para la preparacion del medio se utilizan las siguientes soluciones concentradas:

Solucién Concentracion Reactivo Cantidad
Solucién A (50 ml) 1000x Cloruro de calcio (CaCl; - 2H20) 22.000 g
. Yoduro de potasio (KI) 41.500 mg
SolucgER0 mi) BO00% Cloruro de cobalto (CoCl; - 6H20) 1.250 mg
Fosfato monobaésico de K (KH2 PO4) 3.400¢g
Solucién C (50 ml) 400x Ac. Bérico (HzBOz3) 0.124 ¢
Molibdato de sodio (NaMoOQ4) 0.005 g
Sulfato de magnesio (MgSQa - 7H,0) 7.400 g
L, Sulfato de manganeso (MnSOs - H20) 0.340 ¢
Solucion D (50 mi) 400x Sulfato de zinc (ZnSOs - 7H20) 0.172 g
Sulfato de cobre (CuSO4 - 5H,0) 0.500 mg
., Sulfato ferroso (FeSOa4 - 7H20) 0.557 ¢
Solucion E (100 mi) 200x EDTA disédico (NazEDTA) 0.745 g
Glicina 20.000 mg
Piridoxina HCI 5.000 mg
Solucién F (100 ml) 100x Ac. nicotinico 5.000 mg
Tiamina HCI 1.000 mg
Mio inositol 1.000 g
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Para preparar 1 litro de medio MS se agregan las siguientes soluciones previamente

preparadas:

Solucion ~ Volumen (ml)
A 1

1

2.5

2.5

5

10

mMmmOO ™

Posteriormente se agrega sacarosa (3%), Nitrato de potasio (0.19%) y Nitrato de
amonio (0.165%). Se ajusta el pH a 5.7 y se afora a 1 litro. Para medio MS solido se agrega

Agar (0.8%).

H. Solucién de reaccién para ensayo histoquimico del gen GUS.

Componente Volumen (ul)  Concentracion

Buffer de fosfatos 1M 100 100 mM
EDTA0.25 M 40 10 mM
Ferrocianuro de Potasio 5 mM 100 0.5mM
Ferricianuro de Potasio 5 mM 100 0.5 mM
Triton 10% 10 0.10%
X-gluc 40 mM 50 2.0 mM
Agua destilada 600

|. Buffer STET
Sacarosa al 8%, Tris-HCI 50 mM, EDTA 50 mM, Triton X-100 al 5%.

83



	PORTADA 
	ÍNDICE GENERAL
	ÍNDICE DE TABLAS
	ÍNDICE DE FIGURAS
	ACRÓNIMOS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	1. INTRODUCCIÓN
	2. ANTECEDENTES
	2.1. Proteínas LEA
	2.2. Gloxinia (Sinningia speciosa Lodd.)
	2.3. Transformación genética de plantas

	3. JUSTIFICACIÓN
	4. HIPÓTESIS
	5. OBJETIVOS
	5.1. General
	5.2. Específicos

	6. METODOLOGÍA
	6.1. Esquema general de la metodología
	6.2. Obtención de construcciones de un vector de expresión de plantas con genes parciales de dehidrinas
	6.3. Transformación genética de A. tumefaciens con las construcciones pBI121:LepDHN y pBI121:OpfiDHN
	6.4. Transformación genética de Gloxinia y A. thaliana con A. tumefaciens
	6.5. Tratamiento de temperatura de congelamiento a explantes de gloxinia presuntamente transformados con el gen LepDHN
	6.6. Verificación de transformación de explantes de gloxinia

	7. RESULTADOS
	7.1. Extracción de ADN de cactáceas
	7.2. Obtención de genes parciales de dehidrinas de L. principis y O. ficus-indica
	7.3. Ligación de genes parciales de dehidrinas al vector de clonación pGEM T Easy
	7.4. Análisis de secuencias
	7.5. Unión de los genes parciales LepDHN y OpfiDHN
	7.6. Ligación de los genes parciales al vector de expresión en plantas pBI121
	7.7. Verificación de transformación de A. tumefaciens mediante PCR
	7.8. Transformación genética de Gloxinia y A. thaliana mediante A. tumefaciens
	7.9. Análisis de la capacidad de crioprotección a condiciones de congelamiento de LepDHN
	7.10. Verificación de transformación de explantes de Gloxinia

	8. DISCUSIÓN DE RESULTADOS
	9. CONCLUSIONES
	10. LITERATURA CITADA
	11. ANEXOS

