CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS
DEL I.P.N. UNIDAD IRAPUATO

Transformacién genética de Coffea arabica para desarrollo de resistencia a
Hypothenemus hampei

TESIS QUE PRESENTA

ILA. ELIANA VALENCIA LOZANO

Para Obtener el Grado de

Maestro en Ciencias

En la Especialidad de

Biotecnologia de Plantas

DIRECTORES DE TESIS

JORGE EUGENIO IBARRA RENDON

MIGUEL ANGEL GOMEZ LIM

IRAPUATO, GUANAJUATO, MEXICO. AGOSTO 2016



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, CONACYT, por el apoyo financiero
que me otorgo para la realizacion de este trabajo con la beca.

Al Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN Unidad Irapuato por
brindarme conocimientos, asi como todas las facilidades otorgadas para la
realizacion del posgrado.

Al Dr. Jorge Ibarra Rendon, por la asesoria y por permitirme ser parte de su grupo
de trabajo.

Al Dr. Miguel Angel Gémez Lim, por su direccion, asesoria y apoyo constante
para la realizacion de este trabajo, ademas de permitirme ser parte de su equipo
de trabajo.

A los doctores Stefan De Folter, Robert Winkler y Rafael Rivera Bustamante por
sus acertadas sugerencias durante la realizacion de este trabajo como parte del
comité tutorial.

Al Dr. José Luis Cabrera Ponce, por su sabia colaboracion y ensefianzas en
momentos criticos, que permitieron mi desarrollo profesional y personal; asi como
el valioso aporte de metodologias en los experimentos para obtencién y
transformacion de la linea embriogénica de café.



A la Bio. Ana Laura Nieves y IQA Estefania Espinoza; por sus valiosos consejos,
amistad, companiia y por hacer parte de la realizacién de esta meta.

A la IBT Anayetzi Gonzalez, Sandra Chavez, Rosa Rangel, Aaron Barraza; por su
amistad, consejos, apoyo Yy conocimientos brindados durante la realizacion de
este trabajo.

A mis amigos del Laboratorio de Plantas Tropicales y Salud Humana; Marco
Plancarte, Alejandra Aguilar, Diana, Yarely, Rafael, Alex, Uriel, Yardena, Cristian,
Maite, Fernando, Adriana y Victor; por compartir conmigo sus conocimientos y
brindarme su amistad.

A mis compafieros del Laboratorio de Bioinsecticidas; Mdnica, Sebastian, Nadin,
Rossy, Luis, Francisco, Katy, Prisilla, Leandro Gabriel Ordofiez, Yaritza Reinoso,
Juventino Tlacomulco, Javier Luevano Borroel y Margarita Rodriguez.

A Marcelina Gracia Aguilar por su apoyo en microscopia, Alicia chagolla por su
apoyo en analisis de proteinas y Humberto R. Medina por su apoyo en el uso de
nuevas técnicas moleculares.

A Dora Elia Anguiano; por todo su apoyo desde el momento de mi llegada a
México y durante todo este tiempo de mi estancia en Cinvestav.

En general a todo el personal administrativo y de apoyo del Cinvestav Unidad
Irapuato por su colaboracién que contribuy6 a llevar a cabo este proyecto.



@e}/((c eta estrella a mis /@c/reo/
ﬂdﬁgf %ﬂa/d 7 L%?/@/’@ %ﬁ*{ww

Dor ser mi malor, m(/%/m/g)m/ por ensenarme a volar tras més suerics.

Z )
ﬁ/ﬂﬁdé

;(%d O}ma,



Dedicatoria

Gratitud y Amor a Dios por permitirme llegar a la culminacion de esta meta.
A mis padres Jose y Amparo; por su apoyo incondicional,

A mis hermanos Claudia, Juan Pablo y Catalina,

A mis sobrinos Arlex David y Bebe,

A la familia Chavez,

Que me han brindado amor y un hogar el cual agradezco de corazén.



iNDICE

Dedicatoria
Agradecimientos

iNDICE GENERAL

iNDICE DE TABLAS
iNDICE DE FIGURAS

[ S ] ] 1
= 2 I 2 X O R 3
1N {0] 10T o od [ ] X [T 5
1.1 Generalidades sobre Coffea arabica L. .......c.ccoieiiiiiiiiiiiiiiiiiiniceniinnens 8
1.1.1 Importancia economica del café.......ccoeviiiiiiiiiii e 9
1.1.2 Factores que afectan la produccion de café.........ccveviiiiiciiiniannnnn. 1
1.2 Importancia econdmica de Hypothenemus hampei ...............ccccccoeeeeee.e. 11
1.2.1 Estrategias de control de la broca del café ........ccccviviiinmmmmmnnnnnnnnennnn, —12
1.3 Generalidades de Bacillus tRUINNGIENSIS .....ueeuuuuunieesiiiissiissennssssnnnnnnsssssas -13

1.3.1 Plantas modificadas genéticamente con genes cry .........ccoceeeiniiinnnn .16

1.4 Transformacion genética de Café.......uuiiiiiiiiiiiiiiiiciniinssssseeeer e 16
1. 4.1 Métodos de transformacion genética ...........cccceeveiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee s 18
1.4.2 BiobaliStiCa..uuuuiiiiiissiiirisrsssssssns e 18
1.4.3 Agro infiltracion y AQroSpray ..ueeeusssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnas 18
1.5 Cultivo in Vitro de plantas......cccceriimmimmmeeseessnsssss s s 19
1.5.1 Origen y estado fisiologico del explante.......ccvviiiiiciiiiiiiisnneeeeenreeenee 20
1.5.2 Induccion de embriogénesis somatica (ES).........cvvveeeiiiiiiiiiiiiiinn o 21

1.5.3 Efectos de fuentes de carbono y reguladores de crecimiento............... 21



Il. BT ES3 1 [ Yo 0] 23

[l ] o 0 ] 24
V. OBJETIVOS .......cooioiiiiiiiicssssssssssnnnrrr s s rr s s s s s s e s s s s s s s s s s s ssmmmmnnnnes 24
L I 7= U= | 24
4.2 Especifico y actividades .....ccuiiiiiiiinnnsnsisssssssssssssssssssssss e 24
V. MATERIALES Y METODOS .......coooiiiiiiiiiissssssssnsssnnns s ne e s e senes 25
5.1 Implementacién de la regién téxica del gen cry10Aa de Bacillus
thuringiensis serovar israelensis para transformacién genética....... 25
5.1.1 Optimizacion de geNEesS....cccuiiiirrrisissssssnnsnsssnsrnr s e 25
5.1.2 Seleccidn y caracterizacion de vectores ............cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e 26
5.1.3 Amplificacion por PCR del gen cry10Aa sintetizado ......cccccvvviiiiinnnee 27
5.1.4 Clonacion en pCR/IBGW/TOPO ... srsssn s 28
5.1.5 Recombinacidn en vector pMDCS8S.........cciiimmmmmmmeeesesssnseeeees 29
5.1.6 Golden Gate Assembly en PVXMIiNi....uuummmmmmmeeimna. 30
5.1.7 Secuenciacion del gen cry10Aa clonado en café.....cccccviviiiiicnnees 31

5.2 Establecimiento de Protocolo de cultivo in vitro para produccioén de

linea embriogénica de café ..., 31
5.2.1 Seleccidn del tipo de explante ......eeeeeceeriiiniin s 32
5.2.2 Seleccién de técnica de desinfeccion .............oooiiiiiiiiiieeeeee 32
5.2.3 Evaluacion de medios de cultivo para induccién de ES ................. 33
5.2.4 Evaluacion de medios de cultivo para produccién de ES................ 34
5.3 Establecimiento de protocolo de transformacion genética estable y
transitoria de café ... —— 35
5.3.1 Preparacion de material bioldgico para transformacion ................. 35
5.3.2 Transformacion genética mediante bombardeo de micro particulas
recubiertas de ADN ... ... 37
5.3.3 Transformacion por agroinfiltracion con A. tumefaciens en hojas de
plantas de Café......ooiie e ——————— 37

5.3.4 Transformacion por agrospray con A. tumefaciens en hojas de
plantas de Café......ooiie e —————— 39

5.3.4 Seleccion del material transformado ... ceviciceci e ceeceeeeas 41



VI.  RESULTADOS ... sssss s sssnsees 43

6.1 Implementacién de la regién téoxica del gen cry10Aa de Bacillus

thuringiensis serovar israelensis para transformacién genética.....43
6.1.1 Analisis de restriccion de la clonacion en pCR/8GW/TOPO .......... 43
6.1.2 Analisis de restriccion de la clonacion en pMDC85........................ 44
6.1.3 Analisis de restriccion de la clonacion en PVXMINi ......cccovvviniennnns 45
6.1.2 Amplificacion del gen cryT0A@ ... 46
6.1.3 Secuenciacion y prediccidon de la proteina......ccccvvrerreeeemmmnnnnnnnnnnnns 46

6.2 Establecimiento de protocolo de cultivo in vitro para produccién de
linea embriogénica de café.........cccvvrieiiii————— 48

6.2.1 Efecto en el desarrollo de callo en los diferentes medios de cultivo ...48
6.2.2 Obtencion de linea embriogénica para transformacion..........ccueeeueeee 49

6.3 Establecimiento de Protocolo de transformacion genética estable

..................................................................................................................... 53
6.3.1 Seleccion del material transformado...........ccoooooiiiiici, 53
6.3.2 Analisis de expresion de la proteina Cry 10Aa en embriones............ 57

6.4 Establecimiento de protocolo de transformacién genética transitoria

................................................................................................................... 59
6.4.1 Expresion transitoria en hojas agroinfiltradas con pMDC85 y de

hojas asperjadas PVX-mini Yy PVX-GFP.....uumimiiiiiiiisssssnnns 60
6.3.3 Analisis de expresion de la proteina Cry 10Aa .....cceevveiiiiiisiinnnnnnnnes 61
VII.  DISCUSION ...t eese e ees e e e eas s e sesse e e sse e esssssesssananns 62
VIII.  CONCLUSIONES ........cooooieeeerreeerneresssne e s eesssse e smesssnessssnesssneeas 66
IX.  PERSPECTIVAS ...t 67

X. BIBLIOGRAFIA.........cueeccirirerertrs e et sesasas s e e e e e e e ss s s s enens 68



iNDICE DE TABLAS

Tabla 1. Taxonomia de Caf@....umiririiiriiri s 8
Tabla 2. Principales ejemplos de cultivos transformados con genes cry............. 16
Tabla 3. Reactivos de PCR para amplificacion del gen cry10Aa.......ceeevvvviiiinnneee 27
Tabla 4. Reactivos de Golden Gate Assembly para clonacion del gen

(0757 02T 30
Tabla 5. Composicion de medios para induccion de embriones somaticos en
0= | 33
Tabla 6. Composicion de medios para produccion de embriones somaticos en
0= 1 34
Tabla 7. Respuesta morfogénica de genotipos de

07 | 51

Tabla 8. Eficiencia de transformacidn genética estable de café mediante
diferentes pretratamientos 0SMOLICOS. ....cuuiiiiiiimimeeeme e 53



iNDICE DE FIGURAS

Fig. 1. Dafo ocasionado por 1a broCa.......iiiinssissssssssssssssnrsssss s 12

Fig. 2. Modo de Accion de toxinas Cry a nivel molecular.......coueeieciicssssnnnnnnnnnns 15

Fig. 3. Diagrama de las regiones genomicas; transcritos y productos de la delta-

2T aTe L0100 q g F= T O A 2 - 25
Fig. 4. Clonacion del producto de PCR en el vector pCR8/Gw/TOPO.............. 28
Fig. 5. Recombinacion del vector pCR8/Gw/TOPO y pMDCB85.......ccoeevimmnnnnnnns 29
Fig. 6. Diagrama de clonacion del Golden Gate Assembly........c.ccvevviiiiinnnns 30
Fig. 7 Metodologia de agroinfiltracion y agrospray en hojas .......ceeeeeeeenninninnns 40
Fig. 8. Mapa de vector de entrada y restricCion.......ccccveviviviiiriiinnninnnn. 43
Fig. 9. Mapa de vector de salida y restriCCiON.....cuuuuiiiisrssssssssssnnnnnnnnnsssnnnseeeees 44
Fig. 10. Mapa de vector PVX-Bti y resStriCCiON.......cuermmrmeeemmmiiminnnnnsssnssssssssssnnns 45
Fig. 11. Analisis de amplificacion y clonacion del gen cry10Aa........uueeeeeeeeeenn. 46
Fig. 12. Electroferograma de |a SECUENCIACION.....eeeiiiirsssmmerrrinsssssnnrneernssssnnnes 46
Fig. 13. Estructuras tridimensionales de la delta-endotoxina Cry10A.............. 47

Fig. 14 Etapas morfologicas de los explantes de hoja de café hasta el

desarrollo del embridn SOMALICO. ..ucccveerrrriiiiiierre i ————— 49
Fig. 15. Linea embriogénica y proembriogénica para transformacion. ........... 50
Fig. 16. Seleccion del material transformado........cccveereeinniniseeee, 54

Fig. 17. Expresion de la proteina verde fluorescente en embriones 5 dias
(o (=15 o1 T=TS0 [ I 0o g1 o = e L= 10O 55

Fig. 18. Expresion de la proteina verde fluorescente en embriones 15 dias
(o (=15 o1 T=YS0 [ I 0o g1 o = e L= 10O 55

Fig. 19. Expresion de la proteina verde fluorescente en embriones
bombardeados 15 y 30 dias después del bombarde.....................ccccneeeeee. 56



Fig. 20 SDS-PAGE de proteinas extraidas de embriones..........ooeeeiviiisnnnnnnns 58
Fig. 21 Descripcion de la amplificacion realizada por cada par de oligos........ 58
Fig. 22. Amplificacion por PCR del gen cry10Aa en clonas transformadas de

Fig. 23. Expresidn transitoria en hojas agroinfiltradas pMDC85 y asperjadas
PVX-MIiNi Y PVX-GFP...cssiiiiiiiiiisiiscsccsssssssssssssss s s s s s s ss s s s s s s s s s s s s e s s s mssssssnsnnnnns 60

Fig. 24. Analisis de expresion transitoria en hojas agroinfiltradas pMDC85 vy
asperjadas PVX-mini Y PVX-GFPu....uuiiiiiiiiiissiisssssssssss s 61



RESUMEN

El cultivo de café en México y en el mundo representa un gran potencial
economico, lo cual ha determinado la busqueda constante de alternativas para
su eficiente manejo agrondmico, principalmente el componente sanitario,
logrando asi aumentos en el rendimiento del cultivo. La utilizacion de diversas
técnicas biotecnologicas que abarcan desde el cultivo in vitro hasta la
transformacion genética con genes que le confieren resistencia a plagas son
cada vez son mas aplicadas debido a las grandes ventajas que ofrecen. En la
actualidad se estan realizado pruebas con materiales de café resistentes a
plagas (Leucoptera coffeella), en los cuales los genes utilizados codifican para
proteinas Cry.

La eficiencia de la expresion de los transgenes dependera de la estrategia de
transformacion y de los genes a usar. Algunos factores limitantes en la expresion
eficiente de las proteinas recombinantes, son el mal plegamiento, deficiencia en
el uso optimo de codones, protedlisis ocurrida in-planta o por el contrario la
sobreexpresion, lo cual afectaria directamente el rendimiento y desarrollo de la
planta.

En este tesis se realizd la transformacion genética de Coffea arabica para
desarrollo de resistencia a Hypothenemus hampei, a través de la expresion de la
proteina Cry10Aa de Bacillus thuringiensis; de forma estable en embriones
somaticos de café y transitoria en hojas de las plantas in situ. La expresion se
evalué mediante la identificacion de proteinas por secuenciacion de péptidos
(MS/MS).

Dentro de la metodologia planteada para lograr nuestro objetivo, se diseid la
secuencia de genes de cry10Aa con un porcentaje de A-T oOptimo para su
expresion en café. Una vez establecido el protocolo e inducidos los embriones
somaticos, se procedié a transformarlos mediante biobalistica; comprobando



posteriormente la transformacidén con la expresion de genes reporteros y analisis
de proteinas; comprobacion que también fue usada para las plantas
agroinfiltradas y asperjadas con Agrobacterium. Los resultados obtenidos
demuestran que el café tiene la capacidad de expresar y producir la
proteinaCry710Aa, tanto en embriones como en plantas con tejidos ya
desarrollados.

En este trabajo se prevé el uso de cry710Aa como estrategia para el control de
la broca; ademas se utiliza por primera vez la técnica de agroinfiltracion y
agrospray en café; como estrategia viable para el control de una plaga de

importancia economica.

Es necesario continuar con las investigaciones; hasta lograr la regeneracion de
plantas capaces de resistir al ataque de H. hampei en etapa de maduracién de
frutos.
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ABSTRACT

Coffee cultivation in Mexico and the world has a great economic potential, which
has led to a permanent pursuit of alternatives for efficient agricultural
management; mainly the sanitation component, achieving increases in crop
yield. The use of several biotechnological techniques ranging from in vitro culture
to genetic transformation with genes that confer resistance to pests, are becoming
more commonly applied due to the great advantages they offer. Tests are
currently being applied to materials resistant to pests (Leucoptera coffella), where
the genes used are coding for Bacillus thuringiensis Cry proteins.

The expression efficiency of foreign genes will depend on the transformation
strategy and genes used. Some limiting factors are the efficient expression of
recombinant proteins; by factors such as misfolding, deficiency in optimal codon
usage, proteolysis in-planta or otherwise overexpression; which directly affects
plant yield and development.

In this thesis, the approach was the genetic transformation of Coffea arabica to
develop resistance to Hypothenemus hampei, through the expression of the
protein Cry10Aa of B. thuringiensis stably in coffee somatic embryos and
transiently directly on plant tissues in situ. The expression was evaluated by
identifying proteins by peptide sequencing (MS/MS).

Within the methodology proposed to achieve our goal, the cry70Aa gene
sequence was designed with a percentage of A-T optimal for expression in
coffee; once the protocol was established and the somatic embryos were
induced, transformation was performed by biobalistics; subsequently checking
transformation with reporter genes expression and protein analysis; a test that
was also used for agroinfiltrated plants and sprayed with Agrobacterium. The
results show that coffee has the ability to express and produce the Cry710Aa

14



protein, both in embryos and plants with developed tissues.

In this work the use of cry10Aa as a strategy for the control of coffee borer
beetle; also using for the first time the agroinfiltration and agrospray techniques

as a viable strategy for the control of a pest of economic importance.
It is necessary to continue the research line; until the achievement of

regeneration of plants able to withstand the attack of H. hampei in fruit ripening

stage.

15



LINTRODUCCION

La produccion de café en México presenta retos muy importantes para cumplir
con la demanda interna y para competir en el mercado internacional de este
producto. La principal limitante que se presenta en este momento, es el
incremento de plagas y enfermedades, en las zonas de alta produccion del pais

como Chiapas, Veracruz, Oaxaca, Puebla y Guerrero.

Una alternativa eficiente, seria la generacion de plantas de café resistentes a
estas problematicas mediante el uso de la ingenieria genética. La ingenieria
genética es una técnica que permite extraer uno o mas genes del genoma
de un organismo fuente (bacterias, hongos, plantas) y transferirla a otro
organismo receptor, donde se introduce al genoma de la planta, de manera que
el organismo receptor adquiere la capacidad de formar nuevos productos, sin

alterar sus caracteristicas originales.

Al usar esta técnica especialmente en variedades de alto rendimiento, se podria
avanzar en la solucion a estas problematicas y desarrollar variedades
mejoradas de café, que presenten resistencia o tolerancia genéticas a
enfermedades o plagas, que permitan la reduccion en el uso de agroquimicos
nocivos, una renovacion de cafetales por variedades con mayores rendimientos

y de esta manera lograr un incremento en la relacion beneficio/costo.

La obtencion de variedades mejoradas, inicia con el desarrollo de un
protocolo de cultivo in vitro que permita el desarrollo de lineas embriogénicas
aptas para transformacion, la seleccion de la técnica de transformacion que se
desea emplear para la expresion de los genes y el establecimiento de diferentes
metodologias para la regeneracion de plantas resistentes con capacidad de
expresar proteinas de interés. En nuestro caso lograr la expresion de

endotoxinas Cry de la bacteria Bacillus thuringiensis.
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Las proteinas Cry se caracterizan por ser toxinas que provocan lisis celular en
el epitelio intestinal de los insectos blanco por medio de la formacidén de poros
en las microvellosidades apicales de la membrana celular (Bravo et al., 2001;
Maagd et al., 2001), cuando se encuentran en su forma activa. Los niveles
de expresion de la toxina dependeran de la metodologia de trasformacion y
de la traduccién de la proteina realizada por la planta.

Ferré y colaboradores (2002) demostraron que modificar la codificacion sin
alterar la secuencia de aminoacidos, resulta en una expresiéon del 0.3% de
proteina total de la planta, sin embargo en técnicas como la agroinfiltracion o la
transformacién directa de cloroplasto se puede aumentar la expresion de la
proteina al 3%, debido a que la expresién en cloroplastos es similar a la de
procariontes (Maliga, 2004); ademas, cada célula contiene miles de cloroplastos
con capacidad de sostener un alto numero de copias funcionales del gen
heterélogo (Goldstein & Thomas 2004).

En café uno de los primeros reportes de transformacion genética exitosa, se
describi6 en 1995 cuando J. van Boxtel y colaboradores, transformaron por
biobalistica explantes a partir de hojas. Posteriormente se transformé C. arabica
y C. canephora con el gen cry1Ac que le confiere resistencia a Leucoptera
coffeella, minador de las hojas del cafeto, obteniendo plantas resistentes al
insecto, evaluadas con bioensayos tanto en laboratorio como en campo.
(Leroy et al., 2000; B. Perthuis et al., 2005).

Con estos antecedentes se ha demostrado que el genoma del café permite la
transformacion por metodologias convencionales de ingenieria genética. Por esta
razon se propone la aplicacion de nuevas técnicas de transformacion, las cuales
presentan una rapida expresion de las endotoxinas de B. thuringiensis después
de la aspersion de los cultivos con indculos de Agrobacterium o la infiltracién de

los mismos.
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El inoculo aplicado es una mezclas de vectores de expresion basados en
vectores con proteinas de movimiento del virus X de la papa (PVX), citoplasma
y una recombinasa. Esta técnica de agrospray se usd para la proteccion de
plantas de Nicotiana benthamiana contra larvas del gusano del tabaco Manduca
sexta (Giritch, et al. 2011). Razo6n por la cual la aplicacion de esta técnica en
cultivo de café para la expresion de endotoxinas que le confieran resistencia al
cultivo contra insectos, especificamente contra la broca del café, seria una
alternativa viable con un resultado novedoso que brindaria una estrategia de

control eficiente contra la plaga en periodos de tiempo cortos.

De acuerdo a lo anterior, en el presente trabajo se desea demostrar que el uso de
diferentes técnicas de transformacion de plantas permitira la expresion del gen
cry10Aa de B. thuringiensis serovar israelensis en Coffea arabica, como un futuro
desarrollo biotecnoldgico para el control efectivo de Hypothenemus hampei.

18



Antecedentes

1.1 Generalidades sobre Coffea arabica L.

El café pertenece a la gran familia de las rubiaceas, compuesta por 500 géneros
y mas de 6,000 especies, la mayoria de origen tropical y con amplia distribucion
geografica (Bridson, 1988). De las 103 especies descritas en el género Coffea,
41 son originarias del Africa continental, donde se distribuyen a lo largo de la
zona tropical humeda. Aproximadamente 59 se encuentran silvestres en la isla de
Madagascar, mientras que al menos tres, son originarias de las islas
Mascarenas, particularmente de Mauricius y las Islas de la Reunion (Arcilla et al.,
2003). El género Coffea incluye aproximadamente cien especies, no obstante,
cuatro de estas se mencionan como cultivadas comercialmente: C. arabica, C.
canephora, C. liberica y C. dewevrei destacandose las dos primeras, como
especies de importancia economica mundial (Alvarado, 1994) (Tabla 1).

Tabla 1. Taxonomia del café.

Taxonomia Nombre

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Sub-divisién Angiospermae

Clase Magnoliatea

Sub-clase Asteridae

Orden Rubiales

Familia Rubiaceae

Género Coffea.

Especie (s) arabica, canephora, liberica, dewevrei

Fuente: Alvarado, 1994.

Las plantas de café son arbustos que pueden llegar hasta los 12 metros, sus

inflorescencias son pareadas, sus flores hermafroditas de corolas blancas o
19



ligeramente rosadas. El estilo puede ser muy largo y sobresalir de la corola. El
fruto se ha clasificado como una drupa indehiscente, formado por dos semillas
muy caracteristicas del género. (Arcila et al., 2003).

En el desarrollo del fruto del cafeto se pueden distinguir cinco etapas (Arcila y
Jaramillo, 2003). La primera comienza una vez que el 6vulo es fecundado e inicia
el crecimiento del ovario; en la segunda, el fruto crece rapidamente en peso y
volumen, con altos requerimientos de agua; la tercera presenta una alta
demanda de nutrientes, se endurece la almendra y la disponibilidad de agua es
muy importante. Esta etapa es el periodo en el que inician los ataques de plagas
como el barrenador de la semilla del fruto debido al aumento en el porcentaje de
materia seca. Los primeros 30 dias son el periodo mas critico ya que es el

periodo en que inicia el insecto a colonizar nuevos frutos.

Finalmente el endospermo llena el grano entero y es la época de maduracion o
cambio de color del fruto, periodo en que inicia la recoleccién del grano. Si el
fruto se sobre madura, cambia su coloracion rojiza a violeta oscuro y normalmente
se seca y puede caerse, permitiendo que los estados inmaduros de la broca se
desarrollen normalmente y se conviertan en un foco permanente de nuevas
generaciones de brocas. Desde el momento de la floracion hasta la maduracion
del fruto transcurre un periodo de 180 a 330 dias en promedio, dependiendo de la
variedad y de la oferta ambiental de la region donde se encuentre el cultivo (Arcila
et al., 2007; Jaramillo et al., 2011).

1.1.1 Importancia econémica del café

El café es uno de los productos agricolas mas importantes en el mercado
mundial y uno de los cultivos tropicales perennes con mayor area cultivada en el
mundo (Berthouly y Etienne, 1999). Segun la organizacion internacional del café

(ICO), la produccion promedio mundial durante el periodo 2015/16 fue de
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143.4 millones de sacos de 60 kilogramos distribuidos entre las especies Coffea
arabica y Coffea canephora. El 75 % del café consumido en el mundo se obtiene
de Coffea arabica, cultivada en su mayoria en América Latina, con un aporte de
71.14 millones de sacos. La especie Coffea canephora representa el 25%
restante y se cultiva principalmente en Brasil, Africa y Asia, con una produccion
de 41.26 millones de sacos (ICO.org, 2016).

En México un porcentaje de produccion correspondiente a 95 % es de la especie
arabica y en un 5 % a canephora (Fira.gob, 2016). En la actualidad México
ocupa el quinto lugar con un aporte del 3.5% de la produccién mundial con un
equivalente de 273,000 toneladas (5 millones de sacos) (FAO, 2016). Esta
produccion se obtiene en una superficie de 666,375 hectareas, de la cual el 90.3
% se concentra en cinco estados: Chiapas (37.2 %), Veracruz (20.3 %), Oaxaca
(17.6 %), Puebla (8.9 %) y Guerrero (6.3%) (Fira.gob, 2016) en altitudes que
van desde los 300 hasta casi los 2,000 metros sobre el nivel del mar en zonas

que exhiben una gran variedad de climas, suelo y tipos de vegetacion.

No obstante, la elevacion mas indicada para la produccion del café se situa entre
los 600 y 1200 metros, justo en la franja de transicidn o entre las regiones

ecologicas tropical y templada.

Esta produccion nacional de café se esta viendo reducida principalmente por
periodos prolongados de sequia, presencia de la roya del cafeto (Hemileia
vastatrix) en los principales estados productores (Universal, 2016), y con una
alta repercusion econdmica al causar un dafio directo a los granos para cosecha,
la broca (Hypothenemus hampei Ferrari) (Le Pelley, 1968; Obando, 2002,
SAGARPA, 2016), estos factores deben ser controlados para lograr un incremento

en el rendimiento de la cafeticultura mexicana.
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1.1.2 Factores que afectan la produccion de café

La cafeticultura en México se ve afectada por factores fitosanitarios capaces de
ocasionar peérdidas en el rendimiento, superior al 50%. Una de ellas es la
enfermedad conocida como roya (Hemileia vastatrix), la enfermedad mas
destructiva del cafeto y la de mayor importancia econdomica a nivel mundial. Esta
enfermedad provoca la caida prematura de las hojas, propiciando la reduccion
de la capacidad fotosintética asi como el debilitamiento de los arboles y en
infecciones severas puede ocasionar muerte regresiva en ramas e incluso la
muerte de los arboles (APS, 2011).

Otro factor importante a nivel de plaga es la broca (H. hampei), colebptero que
ataca directamente el fruto del café, cuando éste alcanza el 20% de materia seca
en las primeras etapas del periodo de maduracion. Por consiguiente, ocasiona
importantes pérdidas en el rendimiento, por mermas en la calidad del grano,
debido a que se alimenta y cumple su ciclo reproductivo durante varias
generaciones en el grano (Le Pelley, 1968). Estas pérdidas pueden llegar a un
80 por ciento de la produccion y en algunos casos ocasionar pérdidas totales
(Lopez, 1994).

1.2 Importancia econémica de Hypotenemus hampei

Una de las problemas que enfrenta el sector cafetero desde 1978 es la presencia
de la Broca del Café, Hypothenemus hampei, considerada hoy en dia como la
plaga mas perjudicial del cultivo, que si no se le controla puede causar pérdidas
hasta del 80% de la produccion. Esta plaga no solo afecta la produccion sino que
disminuye la calidad, debido a la pérdida de peso de los granos, al aumento en la
cantidad de frutos vanos y a la caida de los frutos inmaduros; sobre todo cuando
no se aplican las medidas de control necesarias para contrarrestar sus efectos
nocivos (Fig. 1). Si no se controla esta plaga el dafio econdémico puede oscilar
entre los 45 a 227 kilogramos de café cereza por hectarea (SAGARPA, 2011).
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Fig. 1. Dafio ocasionado en el grano de café por la broca a) Entrada de la hembra por

el micropilo del fruto; b) Fruto completamente barrenado con posturas y larvas de primer instar.

1.2.1 Estrategias de control de la broca del café

Dentro de las estrategias de manejo y control de la broca, se ha planteado la
estrategia del Manejo Integrado de la Broca (MIB), el cual combina practicas
agronomicas, bioldgicas, genéticas, culturales y quimicas, tendientes a reducir

las poblaciones de la broca a niveles que no causen dafios econdmicos.

Dentro de las estrategias genéticas, la obtencién de plantas transgénicas de café
resistentes a la broca han sido objeto de estudio, por lo cual se ha trabajado en
identificacion y evaluacion in vitro e in vivo de proteinas insecticidas como
quitinasas y quitobiosidasas (Gdéngora, 1999), inhibidores de alfa amilasas
(Valencia et al., 2000; Gongora y Acufia, 2008) e inhibidores de aspartico
proteasas (Molina et al., 2010; Molina et al., 2011).

Para el control biolégico se han usado parasitoides como: Prorops nasuta
Waterston, Heterospilus coffeicola Schmideknecht (Le Pelley, 1968),
Cephalonomia stephanoderis Betrem, Phymastichus coffea LaSalle y hongos
entomopatogenos como Beauveria bassiana (Murphy & Moore, 1990).

Si se utilizan adecuadamente las estrategias bioldgicas, con cronogramas de
liberacion y practicas culturales como recoleccion de frutos caidos, pueden ser
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eficientes para controlar la plaga. Cuando esto no sucede se tienen que
ejecutar acciones de choque como el uso de productos quimicos como el

Endosulfan.

Este insecticida y acaricida organoclorado esta clasificado como un producto de
alta toxicidad, alto potencial de bioacumulacion y contaminacion ambiental.
Razones por las cuales su uso se encuentra limitado y/o prohibido en diferentes
paises. De igual forma, es dificil el control de la broca con insecticidas debido a
que permanece protegida la mayor parte de su vida en el interior de los frutos.
Por estas razones el uso de variedades resistentes es una estrategia de alto

potencial

1.3 Generalidades de Bacillus thuringiensis

El descubrimiento de B. thuringiensis fue en el afio de 1901 cuando el japonés S.
Ishiwata aislé un bacilo causante de una enfermedad en larvas del gusano de
seda, Bombyx mori, llamandolo sotto bacilo y en 1915 fue aislado por Ernest
Berliner en Alemania de la polila de la harina, Ephestia kuehniella. La
aplicacion como bioinsecticidas ocurrié hasta 1938 que se comercializé como
Sporeine, para combatir larvas de lepiddpteros Lymantria dispar y Ostrinia
nubilalis (Ibarra, 1986).

Dentro de su clasificacion taxonomica y morfoldgica B. thuringiensis, pertenece
a la familia Bacillaceae, presente células vegetativas en forma de bastén,
flageladas de 1-1.2 ym de ancho por 3-5 ym de largo, agrupadas en cadenas de
2-3 células, es Gram positiva aerobia estricta y esporégena.

Durante su cultivo y asociada a la formacion de esporas, sintetiza cristales de
naturaleza proteica y con propiedades insecticidas llamadas &-endotoxinas o
proteinas Cry y Cyt, activas contra insectos lepiddpteros, coledpteros,
dipteros, entre otros (Feitelson, 1998).
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Actualmente las d-endotoxinas Cry y Cyt se clasifican en Cry1 hasta Cry71 y de
Cyt1 a Cyt2 basados en la identidad de su secuencia primaria (Crickmore et al.,
1998). Otra clasificaciones son con base en la formas de los cristales
(bipiramidal, cuboidal, romboide plano, esférico o compuesto de dos tipos de
cristal) y/o de la composicion de las proteinas insecticidas del cristal y la
bioactividad contra los insectos blanco o el caso de cepas con inclusiones de

cristales separados como B. thuringiensis serovar israelensis.

Esta cepa se identifico a finales de la década de los 70 en la ribera de un rio en
Israel por lo que se denominé Bt israelensis (Bti) (Goldberg & Margalit, 1977). Su
actividad altamente toxica contra Aedes y Culex la clasifica como una cepa con
actividad contra dipteros (Tyrell, 1979). Estudios realizados por Méndez-Lopez et
al. 2003 y Hernandez et al, 2009, en el laboratorio de Bioinsecticidas del
CINVESTAYV, Irapuato, México, lograron demostrar el efecto de la cepa en
larvas de estados tempranos de Hypotenemus hampei. Este serovar se
encuentra completamente secuenciado en el plasmido pBtoxis, donde se
encuentran los genes que codifican para cry4A, cry4B, cry10a, cry11 y cyt (Berry
y Col., 2002)

La mayoria de las proteinas Cry son producidas en inclusiones cristalinas, donde
se encuentran como protoxinas de entre 70 y 130 kDa, aproximadamente (Bravo
et al., Soberon et al., 2009). Cuando éstas son activadas por proteasas se
provocan cortes en la molécula, dando como resultado una toxina de tres
dominios completamente activada con un tamafo molecular aproximado de 55 a
65 kDa (Bravo et al., 2007). En este momento la toxina Cry tiene alta afinidad
hacia receptores especificos presentes en las microvellocidades celulares del
intestino del insecto blanco (Bravo et al., 2005; De Maagd et al., 2001)

Se ha observado principalmente que la caderina funciona como receptor
primario el cual al interactuar con la toxina Cry provoca un cambio

conformacional en la proteina que deriva en la perdida de la alfa-hélice 1 en el
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Dominio |, que a su vez facilita la oligomerizacion y la formacion de un pre-poro
(Gomez et al., 2002).

Se ha documentado que una vez formado el oligdmero, este tiene alta afinidad
hacia receptores secundarios como las fosfatasas alcalinas (ALP) vy
aminopeptidasas N (APN) que permiten su insercion en la membrana celular
(Bravo et al., 2004; Bravo et al., 2007) (Fig. 2). La insercion conlleva a la
formacién de poros que permiten el paso de iones y agua, proceso que provoca
un desequilibrio osmotico y por lo tanto lisis celular y la consecuente muerte del
insecto (Gomez et al., 2002). De igual forma la ruptura de la membrana ocasiona
una severa septicemia y la muerte del insecto (Bravo et al., 2005; De Maagd et
al., 2001).

- ] Protoxin crystal

’
,.m,“w‘\ Mode of action of Cry toxins at the molecular level

Monomeric
Cry toxin

J l“hgmmm
H“ 1 Cry toxin A
‘( ¥ 1

ALP \"\ Cadherin v

Fig. 2. Modo de accién de toxinas Cry a nivel molecular; modificado a partir de Pardo-Lépez et
al. 2013. llustra la activacion de proteasas al ingresar la toxina al intestino del insecto,
separando los dominios; el dominio I, establecera las interacciones con los receptores
secundarios, fosfatasas alcalinas (ALP) o aminopeptidasas (APN) y caderinas con lo que se
inicia la insercién en la membrana celular y su posterior procesamiento. El dominio lll, se vincula
a las subunidades y esta unién a las ALP y APN desencadena un desequilibrio osmético y se

forman los poros.
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1.3.1 Plantas modificadas genéticamente con genes cry.

En el afio de 1987 se presentd el primer reporte de la insercion de genes que
codifican para delta-endotoxina de Bt en plantas de tabaco (Barton et al. 1987)
Seguido de esto se han desarrollado importantes transformaciones genéticas en
cultivos de importancia econémica a nivel mundial; algunos de estos ejemplos se
citan en la tabla 2.

Tabla 2. Principales ejemplos de cultivos transformados con genes cry.

Cultivos Gen/Toxina Orden de la plaga Referencia
transformados

Algodon cry1Ab, cryAc Lepidoptero Perlak, et al.,1991.
Maiz cry1Ab, Cry9C  Lepidoptero Koziet, et al.,1993,

Jansens, et al.,1997

Papa cry3Aa, Coleoptero y Lepidéptero  Perlak, et al.,1993
Cry1Ab Chakrabarti, et
al.,2000.
Arroz crylAc, cry1lAb  Lepiddptero Nayak, et al.,1997

Shu, et al.,2000

Café Cry1Ac Lepidoptero Leroy et al.,

2000

1.4 Transformacién genética de Café

La transformacion genética de café surge de la necesidad de desarrollar
productos que representen una ventaja competitiva para la agricultura. Para ello

se establece la caracteristica que se desea mejorar o el genotipo alternativo que
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expresara caracteristicas diferentes. Una vez establecido el objetivo de la
transformacion se selecciona el mecanismo mediante el cual se insertara el gen

de interés.

La transformacion genética de café fue descrito por primera vez por Barton et al.
(1991) que trabajo en la electroporacién de protoplastos de Coffea arabica. En el
mismo afio J. Spiral y V. Petiard intentaron transformar protoplastos por
Agrobacterium. En 1992 Feng et al., utilizando cotiledones y embriones
somaticos de C. arabica integraron un gen de resistencia a kanamicina. Sin

embargo, en ningun caso se logd regenerar plantas transgénicas.

Fue hasta 1993 cuando J. Spiral et al., utilizando un co-cultivo de Agrobacterium
rhizogenes transformaron embriones somaticos de la especie C. canephora,
logrando regenerar plantas transformadas, pero todas expresaron un patron de

raiz no viable.

En 1995 J. van Boxtel et al., lo transformaron por biobalistica, usando por primera
vez como promotor el factor de elongacion de Arabidopisis (EF-1a). Este
promotor se uso posteriormente con A. tumefaciens para la transformacion de C.
arabica y C. canephora con el gen cry1Ac que le confiere resistencia a
Leucoptera coffeella, minador de las hojas del cafeto, obteniendo mas de 100
eventos de transformacién y la regeneracion de plantas resistentes al insecto,
probadas a través de bioensayos en laboratorio y campo (Leroy et al., 2000; B.
Perthuis et al., 2005).

Otros trabajos con regeneracion eficiente de plantas transformadas de café se
generaron al usar un doble promotor de virus del mosaico de la coliflor (35S) y
bombardeo de microparticulas (Silva et al., 2006; M. Gatica-Arias; 2008;
Alburquerque et al., 2009).
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1. 4.1 Métodos de transformacion genética

Los métodos basicos para transferencia de genes al café son: electroformacion
de protoplastos; transferencia mediada por Agrobacterium y bombardeo de

microparticulas.

1.4.2 Biobalistica

Este método consiste en él envidé de microparticulas de tungsteno u oro,
recubiertas de DNA purificado, impulsadas por presion de gas (helio), dentro de
una camara conectada a una bomba de vacio, sobre el material genético que se
desea transformar a velocidades de alrededor de 300 m/s, las cuales pueden
penetrar la pared y la membrana celular e introducir el material genético en
células vivas, para su posterior expresion e incorporacion estable, ya sea en el

nucleo, cloroplasto o mitocondria (Birch y Bower, 1994).

En 1987 se establecen las bases de la balistica biologica y en 1990 se
transforman embriones de maiz y se obtienen plantas transgénicas fértiles bajo
el uso de esta técnica (Gordon- Kamm et al. 1990).

1.4.3 Agroinfiltracion y Agrospray

La transfeccion transitoria es una técnica medida por vectores virales, con los
cuales se logra la introduccion y produccion de proteinas de interés en diferentes
tipos de células y organismos. Esta metodologia esta mediada por Agrobacterium
y por una unidad de transcripcién que lleva un promotor, un terminador y una
parte de codificacidén, que se transcribiran en un nucleo, incluso sin la integracién
al ADN en un cromosoma de la planta. Tal expresion resulta en una

reprogramacion transitoria de una célula vegetal.
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Dicha reprogramacion se ha logrado y se ha convertido en una herramienta
estandar de laboratorio para la evaluacion rapida de diferentes experimentos
genéticos (Marillonnet et al., 2005).

La agroinfiltracién es una alternativa que permite la expresion de proteinas en
plantas a altos niveles y en tiempos de expresion cortos (4 a 10 dias). Dentro de
las caracteristicas de esta técnica esta el uso de vectores con genoma de ARN
de virus de plantas (Leuzinger, 2013) lo que permite una alta multiplicacion,
acumulacion y posterior distribuciéon en toda la planta del gen de interés. Para
lograr la expresion de transgenes, éstos deben de insertarse en el genoma del
virus a través de tres técnicas: 1) Reemplazo de genes no esenciales del
virus (como la envoltura) por los genes de interés; 2) Insercién de genes de
interés bajo el control de un promotor adicional y 3) Fusion de genes, donde el
gen de interés se fusiona a uno viral (Gomez Lim, 2011).

El agrospray fue una tecnologia desarrollada por Nomad Bioscience GmbH,
donde se asperja Agrobacterium con surfactantes (detergentes). Esta tecnologia
esta en etapas tempranas pero tienen un gran potencial en la agricultura y en la
manufactura de biomateriales. En la agricultura se podria “reprogramar”
transitoriamente un cultivo para ser resistente a plagas, a estrés abiodtico o
mejorar la produccién de compuestos y las plantas no serian transgénicas y el

producto se podria comercializar como una solucion para asperjar.
1.5 Cultivo in vitro de plantas

Las técnicas de cultivo in vitro de plantas involucran el aislamiento de células,
tejidos y organos en un medio de nutrientes aséptico bajo condiciones
controladas, con el objeto de obtener rapidamente multiplicacion asexual de las
células vegetales. Cualquier tejido dado, compuesto de células con un nucleo
competente es un explante potencialmente apropiado para la iniciacion de un

cultivo in vitro.
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El desarrollo de protocolos para regeneracion de plantas in vitro de café inicio en
1970 con la evaluacion y seleccion de diferentes 6rganos de la planta tales como
entrenudo jovenes (Staritsky, 1970), brotes ortotropicos (Sharp, et al. 1973),
hojas (Sondahl y Sharp, 1973) y ovulos y anteras (Lanaud, 1981) en los cuales

se observo un desarrollo de embriones, con baja frecuencia.

En 1985 Yasuda et al., estableciéo un medio de cultivo con 6-bencilaminopurina,
citocinina como unico regulador de crecimiento necesario para obtener una
mayor frecuencia embriogénica en explantes de hojas. Este medio de cultivo fue
la base para establecer las diferentes estrategias de produccion de embriones

somaticos; para estudios morfoldégicos y de transformacion genética.

Posteriores trabajos acerca de la induccion de embriones somaticos en café han
demostrado la necesidad de combinar una auxina (2,4-D) y una citocinina
(cinetina KIN o bencilaminopurina BAP) (Van Boxtel & Berthouly, 1995), siendo la
citocinina la de mayor concentracion en el medio, incrementandose la frecuencia
embriogénica al emplear 6-bencilaminopurina (Garcia y Memendez, 1987; Dufour
& Carasco, 1991; Neuenschwander y Baumann, 1992; Berthouly y Michaux-
Ferriere, 1996).

1.5.1 Origen y estado fisiolégico del explante

Diferentes estudios en café han demostrado que la induccion de embriogénesis
somatica depende del genotipo que se utilice (Sondahl et al, 1991). Esta
expresion también depende de la potencialidad celular del explante, debido
a que no se observa la misma respuesta en todos los explantes de igual
genotipo, lo que hace el sistema de produccion dependiente de un numero
importante de variables. Un ejemplo claro del efecto del genotipo se observa
entre especies C. arabica y C. canephora y entre cada una de sus respectivas
variedades (Etienne et al., 1999).
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1.5.2 Induccién de embriogénesis somatica (ES)

La embriogénesis somatica es la mas clara expresion del fendmeno de
potencialidad celular enunciado por Haberlandt en 1902, quien hizo el primer
intento de cultivar células vegetales aisladas in vitro en un medio de cultivo.
Pero White en 1934 demostré la potencialidad indefinida de crecimiento en raices
de tomate, estableciendo pautas para la diferencia entre organogénesis vy

embriogénesis somatica.

La embriogénesis somatica es un proceso biolégico por medio del cual se
obtienen embriones perfectamente organizados a partir de células somaticas,
debido a la totipotencialidad de las células vegetales para formar un nuevo
individuo genéticamente idéntico a la célula madre (Berthouly, 1997).

Estos embriones somaticos se desarrollan cumpliendo todas las fases de un
embrion cigdtico (globular, torpedo y cotiledonario en dicotiledoneas)
(Ammirato, 1983). Los embriones somaticos presentan una estructura bipolar,
con meristemos apicales y desarrollo del suspensor en extremos de un mismo
eje (Denchev et al., 1992; Solano, 2001). Ademas, los embriones somaticos se
caracterizan por no presentar conexion vascular con el tejido materno (Litz y
Jarret, 1991).

1.5.3 Efectos de fuentes de carbono y reguladores de crecimiento

Las fuentes de carbono proveen de energia a las células ademas de mantener el
potencial osmaético en el medio de cultivo. Strickland y colaboradores en 1987,
indican que la maltosa incrementa la produccion de embriones somaticos en
comparacion a la sacarosa, pero en Coffea se ha observado una mejor respuesta
al usar sacarosa. Sin embargo se ha evaluado el uso de maltosa, glucosa y
fructuosa en la induccion de embriones somaticos y la diferencia esta dada por

el genotipo (Fuentes et. al 2000).
32



Los primeros trabajos de medios de cultivo en café realizados por Yasuda en
1985 resaltan el papel de las citocininas en la produccion de embriones
somaticos. Dentro de las citocininas mas usadas en café, la bencilaminopurina
(BAP), tiene efectos positivos en la embriogénesis somatica de Coffea arabica y
del hibrido Arabusta (Dublin, 1981; Yasuda et al., 1985) mientras que los
embriones somaticos de Coffea canephora responden mejor al 2-iP  (N-
isopentenil adenina) (Hatanaka et al., 1991). Estos autores indican que las
auxinas inhiben la embriogénesis somatica en Coffea canephora.

Litz y Jarret en 1991 resaltaron el uso de auxinas en la obtencién de
embriogénesis somatica de alta frecuencia, originada principalmente por el

2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y el acido indolacético (AIA).

33



Il. JUSTIFICACION

En la actualidad el sector cafetalero nacional necesita recuperar la produccion y
alcanzar rendimientos que permitan satisfacer la demanda nacional y competir
en el mercado internacional. Con esta finalidad, se estan desarrollando
estrategias como la renovacidon de los cafetales por parte de diversas
instituciones con la finalidad de repoblar los cafetales con variedades de mayor
productividad, resistentes a plagas y enfermedades, asi como incrementar la

densidad de poblacional.

Para cumplir estas metas se requiere conocer las principales plagas y
enfermedades que limitan la produccion en México, tales como la roya del café
(Hemileia vastatrix), la cual en infecciones severas puede ocasionar la muerte
de la planta, y el barrenador del fruto (H. hampei) que en infestaciones muy

altas puede generar pérdidas hasta del 80% de la produccidn.

En el presente trabajo se plantea una estrategia para la produccion de plantas de
café resistentes a la broca, o plantas que puedan expresar esta resistencia en el
periodo de mayor ataque (120 a 150 dias después de iniciar el desarrollo del
fruto), con el uso de genes que codifican para la proteina Cry10Aa de B.
thuringiensis serovar israelensis, la cual tiene efecto toxico letal sobre las larvas
de primer instar de este insecto, siendo una alternativa para el control efectivo de

Hypothenemus hampei.
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lll. HIPOTESIS

El uso de diferentes técnicas de transformacion de plantas permitira la expresion
del gen cry10Aa de Bacillus thuringiensis en Coffea arabica, como un futuro

desarrollo biotecnoldgico para el control efectivo de Hypothenemus hampei.

IV. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL DE LA TESIS
Establecer un protocolo que permita la expresion estable o transitoria del gen
cry10Aa de B. thuringiensis en clonas transgénicas o frutos de café, para el

control de la broca, Hypothenemus hampei.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS Y ACTIVIDADES

Fase I-Implementar la regién toxica del gen cry710Aa de B. thuringiensis
serovar israelensis para transformacion genética.

1. Disenar la region toxica del gen que expresa la toxina Cry10Aa, para
sintetizarla con codones optimizados

2. Realizar la construccion de vectores para la
transformacién.

Fase Il- Establecer el Protocolo de cultivo in vitro para produccion de
linea embriogénica de café.
3. Establecer el proceso de la embriogénesis somatica de cafeé.

Fase Ill- Establecer el Protocolo de transformacion genética estable in
vitro y transformacion transitoria in situ de café.
4. Generar clonas transgénicas con el uso de embriones somaticos y

bombardeo de DNA.
5. Transformar tejidos de café por agroinfiltracion y agrospray
6. Analizar la insercion y expresion del gen heterdlogo.
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IV. MATERIALES Y METODOS

5.1 Implementacion de la regién téxica del gen cry710Aa de B. thuringiensis

serovar israelensis para transformacioén genética

5.1.1 Optimizacién de codones

La secuencia analizada ha sido la correspondiente a la encontrada en la
NC_010076 de NCBI, (Bacillus thuringiensis serovar israelensis plasmido
pBtoxis, complete sequence) la cual tiene un total de 127,923 pares de bases
(pb). La secuencia correspondiente al gene cry10Aa inicia en 39,061 pb a 41,088
pb, teniendo asi un total de 2,028 pb, codificando para una proteina de 675
aminoacidos (WP_001070502).

Esta proteina se expresa de forma silvestre hasta el codon de AAT (N). Se ha
reportado que en este coddn deberia de iniciar el ORF2, pero al analizar la
secuencia completa en el plasmido se encontré un GAP, de 48 pb, que corta y
separa la proteina, de la secuencia formadora del cristal (Hernandez, 2006)
convirtiendo a Cry10Aa en una proteina acristalifera y truncada. Esto se confirmo
con la eliminacion del GAP y la union del ORF1 y la secuencia que deberia
corresponder al ORF2 (Esta region se selecciond por ser una secuencia
conservada de Cry4Aa), logrando con ello la formacién del cristal en Cry10Aa
(Hernandez, 2006) (Fig. 3).

cryl@AA

(P_BB1573792.1

Endotoxin N [ s R delto_endotoxin_C [ 0
Endotoxin i1 [ S S

putative metal bindi.. [ |

Fig. 3. Diagrama de las regiones gendmicas, transcritos y productos de la delta- endotoxina
Cry10Aa (ORF1), descritos en NCBI, (secuencia de nucleétidos y de aminoacidos discriminados

por cada dominio) del primer marco de lectura.
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La optimizacion de codones se realizd con la secuencia de nucleétidos original
en Bti, para produccion de aminoacidos que traducen para la endotoxina. Con el
fin de establecer la optimizacibn con la mayor cantidad de codones
conservados de Bti se utilizaron tres diferentes métodos, uno de ellos manual
que permitia establecer los codones preferenciales en café, conservando parte
de los codones usados por la bacteria. Con esta estrategia se logro disminuir el
porcentaje de A-T de los genes cry de 64% al 55% establecido como 6ptimo
para la expresion de este tipo de proteinas en dicotiledéneas (Ely, 1993; Maliga,
2004). Se utilizaron dos plataformas: la de Genscript y la plataforma de
Integrated DNA technologies, donde se observo el porcentaje de frecuencia de
codones y se compardé con frecuencia de los mismos, para producir aminoacidos

codificantes para cafeina.

Los principales cambios se dieron en el nucleétido final del coddén, que codifica
para aminoacidos como Leucina, Valina, Acido aspartico, Isoleucina y en casos
muy especificos en Serina, Treonina, Arginina y Prolina. Con esto se logré
establecer la mayor frecuencia conservada y optima de codones, para producir
la endotoxina en la planta. Se seleccioné la region consenso de las diferentes
optimizaciones con el software multialin version 5.4.1 y se envio a sintetizar a
Genescript.

La secuencia final del gen que codifica para la delta endotoxina fue de un total
de 1990 pares de bases incluidos sitios de restriccion especifica Bsal para la

ligacion en el vector pMDC85 vy el vector viral PVX-mini.

5.1.2 Seleccion y caracterizacion de vectores

Se selecciond el plasmido pMDCB85, el cual es un vector para analisis de
localizacion  subcelular de proteinas (Curtis, 2003), utilizado para
transformaciones estables y agroinfiltracion de hojas (Kobayashi, et al. 1985). Es
un plasmido binario que cuenta con doble copia del promotor 35S del virus del
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mosaico de la coliflor y el terminador NOS dé A. fumefasciens, la tecnologia
Gateway (attr1, attr2), el gen hpt (higromicina fosfotransferasa) que le confiere
resistencia a higromicina en plantas, y el gen ntpll (neomicina fosfotransferasa Il)
que le confiere resistencia a kanamicina en bacterias (Curtis, 2003), el
cual fue suministrado por el Dr. Stephan De Folter y el PVX-mini y PVX-GFP por
el Ms. Marco Plancarte.

5.1.3 Amplificacién por PCR del gen cry10Aa sintetizado

La secuencia completa del gen cry710A se obtuvo mediante un analisis in silico
de la secuencia del Genebank correspondiente al ORF1 (AN: AL731825), con el
software de Snapgene (2015).

Se disefiaron iniciadores especificos para amplificar la region toxica del gen
cry10Aa, con los software Oligocalculator, AmplifX y Snapgene y se anadieron
los sitios de restriccion Bsal. Estos sitios permiten la clonacion del gen utilizando
la técnica de Golden Gate Assembly en el plasmido PVX-mini (Tabla 3).

Los oligos disefiados fueron:

Directo: 5° gGGTCTCACATGAACCCCTAC 3’
Reverso: 3’ ATCTGAGACCTCCTTGAGTGATTG &’

Tabla 3. Reactivos de PCR para amplificaciéon del gen cry10Aa

Reactivos Volumen (pl/)
Buffer 5x 5

MgCl, 1.5

dNTPS 10mM 0.5

Oligo directo 10mM (Sigma) 0.5

Oligo reverso 10 mM (Sigma) 0.5

DNA digerido (10 ng/ ul) 2

Taq DNA polimerase 10x (Invitrogen) 0.5

H,O Mili-Q estéril 39.5
Volumen Total 50
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El programa de amplificacion utilizado fue el siguiente: desnaturalizacion inicial a
94°C durante 3 min; seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante
30 segundos; alineamiento a 58°C durante 30 segundos; extension 72°C durante

2 min y un ciclo de extension final de 10 min a 72°C.

Las amplificaciones se analizaron por electroforesis en agarosa al 1% (p/v)
para verificar la presencia de una banda de 1,996 pb y posteriormente realizar
el corte y purificacion del ADN con el kit Gel DNA Recovery de Zymo
Research™.

5.1.4 Clonacion en pCR/8GW/TOPO

Después de purificar el producto de PCR del gen cry10Aa, este fue clonado
al vector pCR™8/GW/TOPO® TA Cloning®. Este vector tiene la tecnologia
Gateway® el cual cuenta con sitios AttL1 y AttL2 para clonacion especifica y
posterior recombinacion homaologa con el vector final, el pMDCB85. La resistencia
del vector es a la espectinomicina.

La ligacion del gen en el vector TOPOS8 asi como la amplificacion de éste en E.
coli se realizé bajo las condiciones recomendadas por el fabricante. Las clonas
que se obtuvieron se analizaron por electroforesis en agarosa para comprobar

la correcta clonacion de transgen (Fig. 4).

TA CLONING Insert at Insert
1 2..1977
1
[ | SmR > [on > n[]‘ s —
attL2 | | attL1
rrnB T2 terminator rrnB T1 terminator I Gen BT >
Insert
1976 bp
pCR®8/GW/TOPO®
2816 bp

Fig.4. Esquema in silico de la clonacion del producto de PCR en el vector pCR8/Gw/TOPO;

generado Snapgene.
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5.1.5 Recombinacién en vector pMDC85

Para la recombinacion homologa de los sitios GW (AttL1»> y AttR1.2) de los
plasmidos de entrada TOPOS8-cry10Aa y de salida pMCD85 se utilizé la enzima
Gateway® LR clonase™ Il Enzyme Mix,TOPO8-cry la cual garantiza que el
inserto se clone en la direccion correcta y que el marco de lectura del gen esté
en sentido para que la traduccidn sea funcional bajo el enhancer del promotor de
expresion. La reaccion de clonacion se llevd a cabo utilizando el protocolo del
fabricante.

GATEWAY I

LR CLONING | Replace Flip and insert
attR2 — attR1 attLl - aetL2

L By eI
6xHIs or M13 rev

CmR pVS1 RepA KanR HygR

pMDCS85

Entry Clone

Fig. 5. Recombinacion del vector pCR8/Gw/TOPO y pMDCS85; utilizando la enzima LR
clonasa; generado in silico en Snapgene.

5.1.6 Golden Gate Assembly en PVXmini

Conocido como el ensamble de puerta de oro (Engler et al. 2008), tiene sus
origenes en 1996, cuando por primera vez se demostré que las inserciones
multiples podrian ser clonadas en un vector principal utilizando una secuencia
especifica de reconocimiento o actividades simultaneas (la restriccion con una
enzima tipo IIS y la ligacion con T4 DNA ligasa) (Padgett, and Sorge, 1996). Este
meétodo y sus métodos derivados explotan la capacidad de las endonucleasas
de restriccion tipo 1IS (REases) para clonar el ADN fuera de la secuencia de
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reconocimiento. Los insertos y los vectores de clonacion son disefiados con un
sitio de reconocimiento tipo IS, contiguo al sitio de clonacidén, de manera que la
endonucleasa puede eliminar la secuencia de reconocimiento y clonar el inserto

en el vector principal.

Dentro de las ventajas de este método es que el numero de religaciones son
bajas porque la secuencia saliente no se reconoce por la endonucleasas y por
lo tanto no se religa o inserta en sentido opuesto y permite el ensamblaje
ordenado de multiples fragmentos simultdneamente. El sitio de restriccidn se
elimina del producto ligado, por lo que la digestion y la ligacion se pueden llevar
a cabo simultaneamente (Sanjana, et al., 2012) (Fig. 6, Tabla 4).

Linear
vector
(REase-
digested)

-5 exonuclease
— DNA polymerase

— DNA ligase \

%

Assembled
DNA

Fig. 6. Diagrama de clonacion del Golden Gate Assaembly; Tomado de https:
/lwww.neb.com/, (2016).

Transformation
and plating

Tabla 4. Reactivos de Golden Gate Assembly para clonacion del gen cry10Aa

Reactivos Volumen (/)

Plasmido PVX-mini (400 ng)
Plasmido PUC57 con Bti (100 ng)
Buffer 10X de ligacion

BSAI 1x (10 unidades )

Ligasa (3 unidades)

H,O Mili-Q estéril 14

= A N

Volumen Total 20
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Programa: 30 ciclos (2 min. a 37 °C y 3 min. a 16°C); un ciclo (5 min a 50°C) y un
ciclo (5 min a 80°C). Modificado de (Medina R. H, 2016).

5.1.7 Secuenciaciéon del gen cry10Aa clonado en café

Se tomo6 una muestra representativa de las clonas positivas y el ADN plasmidico
pMDC85-cry10Aa purificado, se secuencié en Macrogen Corp. Con los datos
obtenidos se realizdé un alineamiento de los sitios de inicio, fusion y terminacion
del transgen para corroborar su correcta clonacion en el vector de expresion
pMDC85-cry10Aa.

Por otro lado, con la misma secuencia se realizd una prediccion in silico de la
estructura tridimensional de la proteina. Para ello se utilizé el software I-TASSER
(Zhang 2008) con el que se obtuvo la prediccion de la proteina en formato “pbs” y
por ultimo se empled el software PyMOL. Con el cual se visualizo la estructura de
la proteina en tercera dimension. Se analizé la prediccion de la estructura con
respecto a la estructura tipica de la delta-endotoxina Cry10Aa, con el objetivo de
detectar posibles cambios estructurales.

5.2 Establecimiento de protocolo de cultivo in vitro para produccion
de linea embriogénica de café.

Los ensayos para establecer el protocolo optimo de obtenciéon de embriones
somaticos de café y transformacion estable se realizaron en el laboratorio de
transformacion genética en el Departamento de Ingenieria Genética Cinvestav-
Irapuato, bajo la direccion del Dr. José Luis Cabrera Ponce, con quien se
disefiaron los diferentes ensayos para la seleccién de métodos de desinfeccion,
medios de cultivo de induccion, medios de maduracion de embriones y la
transformacion genética por biobalistica de la linea embriogénica obtenida

previamente.
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5.2.1 Seleccién del tipo de explante

De las plantas de café de 8 meses de edad provenientes de Tapachula, Chiapas,
se seleccionaron muestras de hojas jévenes, la segunda o tercera hoja en
sentido descendente desde la parte apical del brote y las hojas adultas, hojas de
las partes bajas de la planta con longitudes mayores a los 7 cm. Las muestras
se tomaron de 5 variedades: Arabiga o tipica, Garnica, Oro Azteca, Maragogipe y
Bourbon. El proceso de desinfeccion de las hojas procedentes de invernadero se
tomd de la metodologia descrita por Cabrera-Ponce (2015).

1) Se ubica el desecador en la campana de extraccion de gases y se ubican las
hojas dentro, posteriormente se vierte el hipoclorito de sodio (NaOCI) 50 mly
acido clorhidrico (HCI) 50 ml y se tapa inmediatamente. Se deja el material por

15 minutos.

2) Una vez que los explantes fueron expuestos al gas, en la campana de flujo

laminar se realizan 2 lavados con agua estéril.

3) Se ubican los explantes sobre el medio de cultivo de prueba, se toman las
muestras para realizar los cortes (0.5 cm?) y se procede a cultivar (12 cortes por
caja petri).

5.2.3 Evaluaciéon de medios de cultivo para induccién de ES

Previa revision bibliografica, se seleccionaron los medios descritos por Yasuda
et al., 1985; Leroy et al., 2000, Alburquerque et al., 2009, Giridhar, et al., 2004,
Bobadilla, et al., 2013, Mukul-Lopez et al., 2012. Se realizaron modificaciones de
diferentes variables y se incluyo un control, para lograr respuestas
comparativas. Todos los medios utilizados tienen como base las sales minerales

del medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962).
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El cambio principal es en el contenido de vitaminas, reguladores de crecimiento

y agente gelificante. En la tabla 5 y 6 se muestra la composicion de los medios

de cultivo. Las condiciones de crecimiento fueron en oscuridad a 25°C.

A los medios de cultivo se les ajustd el pH a 5.8. Posteriormente los mismos se

esterilizaron en una autoclave durante 21 minutos a 121° C.

Tabla 5. Composicion de medios para induccién de embriones somaticos en café.

malta (400mg/L), caseina

(100mgfl), 2-4D
(0,5mg/l), IBA (1mgl/l),
2iP(2mg/l) , Sacarosa

3%, Gelrite 0,2%

Especie Medio Medio Induccion de Referencia
callo (MIC)
Coffea arabica, Triacontanol TRIA(4.8mg/l), BAP (0,3  Giridhar, et al., 2004.
C. Canephora mg/l)
Y2 MS, Sacarosa 2%
Gelrite 0.25% - 0,7%
Coffea arabica Yasuda - BAP “a MS; BAP (1 mg/l), Yasuda,etal., 1985.
Sacarosa 3%, Glucosa
6%, Gelrite 0.25%
Coffea arabica MIC-6 2 MS; 2,4D (0,5mg/l), Bobadilla, etal., 2013.
IBA(1mg/l), 2iP (2mg/l),
Sacarosa 3%, Gelrite
0,25% - 0,7%
Coffea arabica, MIC-L1 2 MS, vitaminas de Leroy et al 2000,
C. Canephora Yasuda, Extracto de Albuquerque et al., 2009 .
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5.2.4 Evaluacion de medios de cultivo para produccién de ES

Después de la induccion del callo proembriogénico se procedio a subcultivarlos

cada 30 dias en medios que permitieran el desarrollo y la produccion de

embriones somaticos de café.

Tabla 6. Composicion de medios para induccién de embriones somaticos en café.

C. Canephora

Extracto de malta
(800mg/L), caseina
(200mg/l),
Adenina(60mg/l), 2-4D
(1mg/l), BAP (4mg/l),
Sacarosa 3%, Gelrite
0,32%

Especie Medio Medio produccion de  Referencia
embriones (MPE)
Coffea arabica, Triacontanol Y% MS, BAP (0,9 mg/l), Giridhar, et al., 2004.
C. Canephora AIA (0,57mg/l), Tiamina
(100mg/1), Sacarosa 2%
Gelrite 0.25%
Coffea arabica Yasuda - BAP Y2 MS; 2,4D (1mg/l),KIN Yasuda, et al., 1985.
(1mg/l), L-cisteina
(40mg/l), Sacarosa 3%,
Gelrite 0.25%
Coffea arabica MPE-6 MS; 2,4D (1mg/l), Bobadilla, et al., 2013.
BAP(4mg/l), Sacarosa
3%, Gelrite 0,25%
Coffea arabica, MPE-L2 % MS, Tiamina (20mg/l), Leroy et al. 2000,

Albuquerque et al., 2009

Coffea arabica,

C. Canephora

Suspensiones

celulares

MS, L-cisteina (35mg/l),
2,4D (1mg/l),BAP (2mg/l)
- KIN (2mg/l), ANA
(0,5mg/l)

Mukul-Lopez et al., 2012
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5.3 Establecimiento de Protocolo de transformacién genética estable y

transitoria de café.

Para el bombardeo de tejido embriogénico de café, se realizaron los siguientes
pasos previos: preparacion de material bioldgico, preparacion de
microproyectiles, aislamiento y purificacion del DNA para el bombardeo,
recubrimiento del oro o tungsteno con el DNA y diseio experimental de
bombardeo.

5.3.1 Preparacion material para transformacion

1) Se seleccionaron masas proembriogénicas, previa evaluacion de viabilidad de
nucleo competente y masas embriogénicas (de 12 a 25 embriones por cada
estructura embriogénica). Se realizaron 5 experimentos, cada uno de 12 placas
mas 3 controles para un total de 75 placas (aprox. 25 estructuras embriogénicas
por caja).

La mitad del material correspondi® a masas proembriogénicas con nucleo
potencial viable (prueba con azul de Evans) y el resto a masas embriogénicas
de 12 a 25 embriones por estructura.

2) Las estructuras competentes se disectaron en segmentos de 5 mm y se

subcultivaron en el centro de la caja Petri en un area de 4 cm? en medio MPE, 3
dias antes del bombardeo, conservandose en condiciones de oscuridad a
25°C.

3) En los experimentos 001 y 005 se aplico un tratamiento osmotico de
sacarosa al 12% y manitol + sorbitol 0.2M, por 16 horas antes del bombardeo y
16 horas después (Cabrera, 2015.)
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Preparacion de microproyectiles de oro (Au)-tungsteno (W); tomado
de Cabrera-Ponce ,1997.

1. Pesar 60 mg de particulas de Auo W

2. Resuspender en 2 mL de HNO3 0.1 N y sonificar por 20 minutos
3. Centrifugar a 10,000 rpm x 2 minutos
4

. Eliminar sobrenadante y aplicar 2 mL de etanol concentrado,
sonicar brevemente.

5. Centrifugar a 10,000 rpm x 2 minutos.
6. Eliminar sobrenadante, resuspender en 1 mL de agua desionizada estéril.

7. Tomar 4 alicuotas de oro de 250 pL resuspender cada una en un tubo con
750 pL de agua desionizada estéril

8. La concentracion final de Au o W en cada uno de los tubos esde 15/ L

9. Almacenar a -20 °C

Recubrimiento del DNA a los microproyectiles de oro; tomado de Cabrera-
Ponce (1996).

Previo al aislamiento y purificacion del ADN del plasmido pMDC85+Bti y TACH-
Ctrl).

1. Mezclar a. 50 L de oro (750 ug)
b. 10 uyg de DNA
c. 50 yl de CaCl, 2.5 M
d. 20 pl de espermidina base libre 0.1 M

2. Mezclar y sonicar hasta observar que el oro se resuspenda en forma
homogénea
3. centrifugar 10 segundos a 10,000 rpm

4. lavar con 400 ul de etanol absoluto

5. centrifugar 10 segundos a 10,000 rpm

6. Eliminar sobrenadante
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7. Resuspender en 60 pl de etanol concentrado
8. Sonicar brevemente
9. Aplicar 10 pl de mezcla en las membranas Kapton (macroacarreadores)

10. Por cada disparo hay 12 ug de oro con 1.6 ug de DNA. Preparacién para 6
disparos.

Diseino experimental

Se realizaron 5 experimentos cada uno de 12 placas mas 3 controles para un
total de 75 placas (aprox. 20 estructuras competentes por caja). La mitad del
material correspondié a masas proembriogénicas con nucleo potencial viable
(comprobado por tincion con azul de Evans) y el resto a masas

embriogénicas (12 a 25 embriones por estructura).

5.3.2 Transformaciéon genética mediante bombardeo de microparticulas
recubiertas de ADN

El sistema de bombardeo de microparticulas que se utilizé en este trabajo fue el
sistema de helio de alta presion PDS 100-He, disefiado por Sanford et al. (1991).

Los parametros de bombardeo fueron; Presion de disparo: 900 psi (Rosillo et
al.; 2003) y 1,350 psi (Ribas et at., 2005). Particulas de 1.2 ym (oro) y 0.73 ym
(M10- Tugsteno); un disparo por placa, concentracion de particulas; 125 ug/por
disparo, concentracion de DNA, 1.66 pg/por disparo; evacuacion 0.07 atmosferas y
distancia recorrida por DNA/Au o W; 7 centimetros.

5.3.3 Transformacioén por agroinfiltracion con A. tumefaciens en hojas de
plantas de café

Se realizaron tres ensayos independientes por agroinfiltracion usando un in6culo
mixto de dos cultivos de Agrobacterium que albergan al vector pMDC85-Bti mas
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el plasmido PEAQ (plasmido que contiene el factor p19 — para evitar el

silenciamiento post-traduccional; producido como respuesta a la expresion de

una proteina heterdloga en la planta) y un control positivo pICH7410-GFP el
cual forma parte del sistema MagnlCON (ICON Genetics, Alemania) que
consiste en un virus desensamblado el cual requiere al plasmido con el gen de
interées (Bti o GFP), asi como a los vectores plCH14011 (Integrasa) y
pICH15879 (Citoplasma).

En el primer ensayo se evaluaron diferentes concentraciones de los dos
plasmidos, para seleccionar el tratamiento con mayor expresidon de la
proteina. Los tratamientos se dividieron en concentraciones de pMDC85-Bti:
PEAQ; 1) 1:1,2) 1:2y 3) 1:3, y se replicaron en Nicotiana benthamiana.

El tratamiento seleccionado correspondié a la relacion 1:3 (1 de pMDC85-Bti:
2 PEAQ), y con este tratamiento se realizo el ensayo final. En él se evalud la
presencia de la proteina 2, 4, 6 y 8 dias después de la agroinfiltracion de las
hojas en la planta de café. Para este ensayo se agroinfiltraron 40 hojas de
café, 20 agroinfiltradas con la relacion 1:3 de pMDC85-Bti: PEAQ y las otras 20
con el P-GFP, cada 2 dias se colectaron 10 hojas agroinfiltradas (5 de cada
plasmido) y 5 hojas sin ningun tratamiento para control negativo, sumergidas
inmediatamente en Nz liquido y procesadas para el protocolo de extraccién de

proteinas.

El in6culo mixto de las cepas con pMDC85, PEAQ, P-GFP, Integrasa
y citoplasma en Agrobacterium, se realiz6 en medio YEB mas el antibiotico
kanamicina 50 mg/L para las dos primeras y carbenicilina 100 mg/L para las tres
siguientes, se incubaron en agitacion a 200 RPM a 28°C hasta alcanzar una DO
a 600 nm de 1.2 para pMDC85-Bti y PEAQ; y de 1.5 para los otros vectores

segun la técnica de Marillonnet (2004).

Se realizaron dos mezclas 1) pMDC85-Bti y PEAQ y 2) citoplasma, integrasa y P-
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GFP; se agreg6 acetosiringona 200 uM y se dejo en incubacién por 2 horas a
temperatura ambiente, posteriormente se centrifugd la mezcla a 4,500 RPM por
20 minutos y el pellet se resuspendi6 en MES 10mM y MgSO4 10mM en una
dilucion 1:10. La agroinfiltracion se realizd previa seleccidn de hojas en la planta
de café de 18 meses (Fig. 7a). Para esto se hizo una pequefa herida en el
envés de la hoja y se realizé presion con una jeringa sin aguja con la solucion
del A. tumefaciens con los vectores de expresion, llegando a los espacios

intracelulares de la hoja. (Fig. 7b-7c).

5.3.4 Transformacién por agrospray con A. tumefaciens en hojas de

plantas de café

La técnica de agrospray es una tecnologia desarrollada por Nomad Bioscience
GmbH, donde se asperja un inoculo de Agrobacterium con los plasmidos a
utilizar, junto con surfactantes. Es una técnica que presenta alto potencial en la
agricultura. Los vectores usados forman parte del sistema MagnICON (ICON
Genetics, Alemania) descrito anteriormente. La diferencia es que el plasmido de
citoplasma se evalué con especificidad dirigida a apoplasto (pICH31340) y a
citosol (plCH28544). El plasmido que expresa la proteina Cry10Aa, esta bajo
el control de la proteina de movimiento del virus X de la papa (PVX) y el
control positivo es la misma construccion pero expresando la proteina verde

fluorescente (GFP).

Se realizd la preparacion del inéculo para las dos construcciones (protocolo
descrito en la metodologia de agroinfiltracion) y se adiciond a la mezcla de
Agrobacterium el agente surfactante: 1 ml de 0.1% de solucién de carborundum
(w/v) (Fisher Scientific, Atlanta, GA, USA, 2002) y 0,1% Silwet L-77 (Giritch, et
al., 2011). Con el inéculo final se asperjaron 40 hojas por cada construccion cada
2 dias y se colectaron 20 hojas agroinfiltradas (10 de cada plasmido, 5 con efecto
a citosol y 5 a apoplasto) y 5 hojas sin ningun tratamiento para control
negativo. Se congelaron inmediatamente en Nz liquido y se procesaron para el

protocolo de extraccion de proteinas.
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Se asperjaron 2 plantas diferentes (una para evaluar expresion dirigida a citosol
y otra para evaluar la expresion dirigida a apoplasto) y por planta 4 ramas (2
para expresion de Bti y 2 para expresion de GFP). El agrospray se aplicé previa
seleccion de hojas en la planta de café de 18 meses (Fig. 7d).

Se observan las microheridas ocasionadas después de aplicacion del inéculo
con el agente surfactante, las cuales permitiran la entrada de los vectores a

los espacios intracelulares de la hoja (Fig. 7e-7f).

K

Fig. 7. Procedimiento de agroinfiltracion y agrospray en hojas de café. Se muestra: .a) la

seleccion de las hojas a agroinfiltrar en la planta de café; b) la infiltracion del inoculo de
Agrobacterium con los vectores de transformacién; c) movimiento a través de los espacios
intracelulares de la hoja; d) Se muestra la aplicaciéon con spray del in6culo en el envés de
la hoja; e) las microheridas para entrada, y f) infiltracién del inoculo de Agrobacterium con los

vectores de transformacion a través de los espacios intracelulares de la hoja.
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5.3.4 Seleccion del material transformado

Embriones somaticos

La seleccidn de las clonas de café se realizd por la supervivencia observada en
el antibidtico y la expresion de gen reportero, los cuales son caracteristicas que
se integran de manera conjunta con el gen de interés, ya que ambos se

expresan bajo el mismo promotor en el vector de transformacion.

Después de la trasformacion, las estructuras proembriogénicas y embriogénicas
se subcultivaron en medio de produccion de embriones con 50 mg/l de
higromicina y el control con 100 mg/L de kanamicina; estas concentraciones se
determinaron después de realizar una curva de mortalidad y observar el 100 por
ciento de mortalidad en las concentraciones seleccionadas anteriormente. Las
clonas regeneradas se subcultivaron cada 15 dias. Aunque trabajos anteriores
recomiendan 100 mg/L de higromicina (Leroy et al., 2000) y 400 mg/L de
kanamicina (Alburquerque et al., 2009), en nuestro caso las dosis necesarias

fueron mas bajas.

La evaluacion con visualizacion del gen reportero se realizé a los 5, 15 y 30 dias
después del bombardeo. Las imagenes se obtuvieron usando un stereo-
microscopio de fluorescencia Leica - MZ10Fluolll (optic 0.63 Zeiss) con una
camara DC 300F (Leica Microsystems, Welzlar, Germany) con 3 filtros de GFP
para plantas (el filtro usado fue ET: CFP2) con una onda de excitacion de
470-540 nm, y onda de emisién de 525-550 nm.

Finalmente se realiz6 la extraccion de proteinas de los embriones a partir de 1 g
de material vegetal macerado en nitrégeno liquido, para lo que se usaron 3ml de
buffer de extraccion (Tris-HCI 500 mM, EDTA 50 mM, sacarosa 700 mM, KCI 100
mM, 2% de betamercaptoetanol y PMSF 2 mM a un pH 8), se agit6 la muestra en
hielo por 10 min y se agregaron 3 ml de buffer Tris saturado con fenol y se dejé 10
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min a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugd a 5000 rpm por 10

minutos.

Se recuperd la fase superior (acuosa) y se adicionaron 3 ml de buffer de
extraccion, se agitd y se centrifugd a 10,000 gravedades por 10 min. Después se
recupero la fase acuosa y a esta fase se le adicionaron 4 volumenes de solucion
de precipitacion (acetato de amonio 0.1 M en metanol) y se dejo toda la noche a -
20°C, después se centrifugd a 5,000 rpm por 10 min, se realizaron 3 lavados con
solucién de precipitacion fria y un lavado con acetona fria, se deja secar el pellet y
resuspendio en 0.1 ml de buffer EIF (Thiourea 2M, Urea 8M, Chaps 4%, Triton 2%,
DTT 50 mM) (Thiellement, 2007).

Expresiéon de GFP en hojas transformadas.

Las hojas transformadas en invernadero se evaluaron en la noche, desde el dia
dos hasta el dia ocho con lampara UV vy se realizd la extraccion de proteinas de
las muestras de hojas. Estas se maceraron, posteriormente se adicion6 el
buffer de extracciéon (Na;S205 1%, Tween 80 0.1%) en relacion 1:1, se filtro y
ajusté el pH, se incubd a 45 °C por 20 minutos y se centrifugd durante 15 min a
10,000 rpm a 4°C, se resuspendio el pellet en PBS 1x a pH 7.2 (NaCl 138 mM,
KCI 3 mM, Na;HPO4 8,1 mM, KH,PO4 1.5 mM) se dejé en agitacion toda la
noche a 4°C, se centrifugd a 10,000 RPM por 15 min y se cuantificO cada

muestra.

Se verificod la integridad de las proteinas separandolas mediante electroforesis
SDS-PAGE (Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Dodecil Sulfato Sédico)
al 10%, corrida a 110V por 1 hora. Los geles se tifieron con azul de Coomassie;
y la cuantificacion de proteina se determind por el método de Bradford (1976), la
absorbancia se ley6é a 595 nm y se utilizé una curva estandar de calibracion

de 0.1 a 2 mg/ml de albumina sérica de bovino (BSA).
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IV. RESULTADOS

6.1 Implementacién de la regién toéxica del gen cry10Aa de Bacillus

thuringiensis serovar israelensis para transformacion genética

6.1.1 Analisis de restriccion de la clonacion en pCR8/gw/topo

La secuencia correspondiente al gen cry710Aa sintetizada en el pUC57 con

un peso de 1,976 pb, amplificada y clonada en el pCR8/gw/topo se confirmo

mediante PCR y mediante digestion con la enzima EcoRlI; con la cual se deben
de obtener 3 bandas 2799 pb, 1342 pb y 616 pb, las cuales corresponden a la

liberacion y corte del gen en el plasmido clonado. Se verifico mediante un gel de

agarosa (Fig.8b) y se realizd la construccion del plasmido in silico con el

programa Snapgene (Fig. 8a).

M1) fwd

PCRE/GW/TOPO + Gen BT

M1 rev

Fig. 8. Mapa del vector de entrada y restriccion a) vector pCR8/gw/topo + Gen cry10Aa; b)
Andlisis de restriccién con enzima EcoRI (2799 pb, 1342 pb y 616 pb), Marcador de peso

molecular de Lambda DNA/EcoRI+Hindll).

S | 2799 pb
S . 1342pb
616 pb
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6.1.2 Analisis de restriccion de la Clonacién en pMDC85

La secuencia correspondiente al gen cry10Aa sintetizada en el pUC57 con
un peso de 1,976 pb, amplificaday clonada en el vector de transformacion
de plantas pMDC85, se confirm6é mediante PCR y mediante digestion con la
enzima Bsal; con la cual se deben de obtener 4 bandas: 5,526pb, 4,592pb,
1,964 pb y 727pb. La banda de 1,964 pb corresponderia al inserto del gen
cry10Aa en el plasmido clonado. Se verific6 mediante un gel de agarosa (Fig.

9b) y la construccioén del plasmido in silico con el programa Snapgene (Fig. 9a).

M P.85 P.85 P.85Bti

6000pb-

E.Clone-pMDC85+Bti 4 S 5526pb4592pb

12,809 o

1964pb (Cry10AA)

935 pb

727pb

Fig. 9. Mapa de vector de salida y restriccion. A)Vector pMDCB85 + gen cry10Aa. b) Analisis de
restriccion con la enzima Bsal M: Kb plus, P85, Plasmido sin digerir, P85d Plasmido vacio
(6001pb, 5526pb, 935 pb), y P85-Bti Plasmido Pmdc85con Bti (5526pb, 4592pb, 1964 pb,
727pb).
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6.1.3 Analisis de restriccion de la clonacion en PVX

El vector PVX se construyé con sitios especificos de reconocimiento para la
secuencia sintetizada del gen cry70Aa en el PUC57, esto permitid utilizar el
protocolo de clonacidn Golden Gate Assemblyn el cual se realiza el corte, la
ligacion y la clonacion en una sola reaccion en el termociclador. La clonacion del
gen se confirmo mediante PCR y mediante digestion con la enzima Ncol con la
cual se deben de obtener 3 bandas: 7924pb, 4861pb y 2502 pb, las cuales
cortan al gen y al plasmido indicando el sentido de clonacion del inserto. Se
verifico con la visualizacion de la digestion en el gel de agarosa (Fig.10b) y la
construccion del plasmido con los sitios de corte in silico con el programa

Snapgene (Fig.10a)

M  PVX PVX-Bti

7924pb
4861pb
2502pb

Fig. 10 Mapa del vector de PVX-Bti y restriccion a) vector PVX-mini + Gen Bti; clonado en
sentido indicando los sitios de corte con la enzima Ncol b) Analisis de restriccion con enzima
Ncol M, Marcador de peso molecular de Lambda DNA/EcoRI+Hindlll. PVX, plasmido sin digerir
y PVXBti, plasmido digerido con Ncol (7924 pb, 4861 pb y 2502 pb).
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6.1.4 Amplificacion del gen cry10Aa.

Se amplific6 como testigo positivo el plasmido PUC57, con el gen sintetizado
de cry10Aa de Bti con el programa establecido de PCR y posteriormente se
amplific6 el gen en todas las construcciones que se utilizaron para
transformacién de café (pCR8/GW/TOPO, pMDC85 y PVX).

M Puc57 Topo8 P85 PVX

Fig. 11 Analisis de amplificacién y clonacion del gen Cry10Aa. Marcador 1Kb plus, carril 1,
2, 3, amplificacion del gen de la delta endotoxina Cry10Aa en PUC57, pCR8/GW/TOPO,
pMDC85 y PVX (1.96kpb).

6.1.3 Secuenciacion del gen cry70Aa clonado en café

Se obtuvo la secuencia del gen clonado en pMDC85, y con ésta se analizaron los
sitios de inicio, fusion y terminacion del gen. Con el disefio de oligos internos que
amplificaran desde la base 491 hasta la 1366; mas el uso de los externos que
amplificaron desde la base 1 a 626 y de la 1996 a 1312; se logré obtener la
secuenciacion completa del gen cry710Aa expresado en café con un empalme del
97.8 % de la secuencia optimizada y la secuencia expresada. Sin observar
presencia de mutaciones especificas. El 2.2% faltante corresponde principalmente

a 40 nucledtidos del inicio de la secuencia que no se lograron secuenciar.
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Fig. 12. Electroferograma del inicio de la secuenciacion. (240 pb iniciales) de un producto final
de 1976 pb. secuenciadas del gen cry10Aa.

Prediccién de la proteina

Con la secuencia optimizada se realizé una prediccion de la proteina en 3D,
donde se obtuvo la estructura tridimensional desde diferentes angulos como se
observa en la Figura 13, con la cual se determiné que la optimizacion de
codones no afecta la conformacion estructural de la delta-endotoxina Cry10Aa y

que esta podria ser funcional.

Fig. 13. Estructuras tridimensionales de la delta-endotoxina Cry10Aa. Se pueden observar los 3
dominios de la proteina Cry. En color amarillo el dominio |, que consiste en un paquete de 7 a-
hélices antiparalelas, donde la hélice 5 esta rodeada por las demas, color azul, el dominio Il que
consta de 3 laminas antiparalelas acomodadas en lo que se ha llamado un B-prisma; y en verde-
lila, el dominio Il consiste de 2 laminas B antiparalelas; y en color rojo corresponde al final
conservado del dominio Il de las &-endotoxinas Cry, en nuestro corresponde a la secuencia
NIYIDKIEFIP.
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6.2 Establecimiento de Protocolo de cultivo in vitro para produccion de

linea embriogénica de café

6.2.1 Efecto en el desarrollo de callo e induccion de embriones en los

diferentes medios de cultivo.

En los experimentos realizados se evaluaron diferentes medios de -cultivo
(Yasuda et al., 1985; Leroy et al., 2000, Alburquerque et al., 2009, Giridhar, et
al., 2004, Bobadilla, et al., 2013, Mukul-Lopez et al., 2012), para inducir
formacion de callos con estructures competentes multiples, adaptados para
genotipos comerciales mexicanos (Arabigo o tipico, Garnica, Oro Azteca,
Maragogipe y Bourbon).

Se logré establecer como resultado exitoso, la induccion de embriones
somaticos descrita en el protocolo de Leroy y colaboradores (2006). (Fig. 14),
con variaciones cronologicas de subcultivos (dos meses en medio de induccion
de callo (MIC), (Fig. 14a-14b) y a los 60 dias se subcultivd al medio de
produccion de callos embriogénicos (MPE) descrito por Leroy (2006). En este
medio se observa el desarrollo de embriones a los 120 dias (Fig. 14c-14d), y una
produccion estable de masas embriogénicas a los 210 dias (Fig. 14e-14f).

El medio de Leroy, contiene diferentes fuentes de carbono, como principal
diferencia con respecto a otros medios, tales como el de Bobadilla (2013) que
solo utiliza sacarosa. Aunque estos dos medios fueron los de mejor respuesta a
la induccion de callos proembriogénicos (Fig. 14g-14h), en el de Bobadilla el
inicio de formacién de embriones fue a los 180 dias (Fig. 14i), con una diferencia

de 60 dias con respeto al medio de Leroy.

Finalmente se observo el desarrollo de masas embriogénicas a los 200 dias (fig.
14j) pero a diferencia del medio anterior se presentdé un mayor desarrollo de

callos proembriogénicos (PEM) con alta capacidad de division celular con nucleo
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viables para transformacion, pero sin una definicion estable de embriones (Fig.
14k-141.).

La variedad de mejor respuesta y de la que se obtuvo la linea embriogénica
estable, para transformacion por biobalistica fue la variedad Arabiga o Tipica.

3 Vv,’ “. :‘
o~ ir i :ﬁ y :
. Se
a b c d e f
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I »
g h i j k I

Fig. 14 Etapas morfolégicas de los explantes de hoja de café hasta el desarrollo del embrion
somatico. Respuesta en medio de Leroy (a-f), a) respuesta del explante a los 15 dias b)
desarrollo del callo, 30 dias c) subcultivo a MPE, 90 dias, d)desarrollo de embriones 120 dias,
e)180 dias, f) establecimiento de linea embriogénica, 210 dias. Respuesta en medio de
Bobadilla (g-m) g) Respuesta del explante, 15 dias, h) desarrollo del callo, 30 dias, i)
subcultivo a MPE, 90 dias, j) desarrollo de estructuras proembriogénicas 120 dias, e) desarrollo
de PEM, y embriones180 dias, f) establecimiento de linea embriogénica no estable por desarrollo

de masas proembriogénicas no definidas y bajo niumeros de embriones.

6.2.2 Obtencion de linea embriogénica para transformacion

Se establecio la variedad Arabiga o tipica como la variedad con potencial genético
para generacion de embriones somaticos de forma estable. Esto responde a las
pruebas realizadas con 4,315 explantes de hojas distribuidos en seis variedades
evaluadas en doce tratamientos de medio de -cultivos seleccionados para

producciéon de una linea embriogénica (Tabla 7); siendo el medio de Leroy en el
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cual se logro establecer la linea embriogénica, obteniendo alta produccién de
embriones con estructuras competentes definidas (Fig. 15.a-b-c ).

El medio de Bobadilla se conservé debido a la alta produccion de masas
proembriogénicas viables (Fig.15d) y el desarrollo de alguno embriones (Fig.
15e). La viabilidad se determiné mediante la prueba de tincién con azul de Evans

(Fig. 15f-15g) la cual mostr6 un desarrollo viable del nucleo celular siendo grande

y definido, razén por la cual este material también fue bombardeado.

Fig. 5. Linea embriogénica y proembriogénica para transformacién. a) Distribucién de embriones
para bombardeo con microparticulas, b-c) Estructuras embriogénicas de 12 a 25 embriones por
cada una en diferentes estados de desarrollo d) Estructuras proembriogénicas e) embrién
desarrollado en PEM f-g) tincién del ndcleo con azul de Evans (tefiido es viable — incoloro no

viable).

La frecuencia de induccion de callo fue variable para los genotipos evaluados, en
el caso de la variedad Arabiga o tipica se observo una alta plasticidad y respuesta

de induccion al presentar respuesta morfologica en siete de los doce medios con
61




un promedio de 43.6% del total de explantes evaluados. Seguida por la variedad

Garnica con 15.2% de respuesta promedio en cinco medios; la variedad Bourbon

con 17.3% en tres medios vy la variedad Oro Azteca; la cual solo presento

respuesta en el medio de Bobadilla con un 5% de respuesta del total de explantes

evaluados (Tabla 7)

Tabla 7. Respuesta morfogénica de genotipos de café, porcentaje de

12 medios de cultivos evaluados en 6 variedades de café.

Variedades

MS

Sales de Yasuda
(1985),Glucosa,
BAP

Sales de Yasuda
(1985),Glucosa,
BAP Ultrafiltrado
Sales de Yasuda
(1985), Sacarosa,
BAP Ultrafiltrado
Sales de Yasuda
(1985), Sacarosa,
BAP

Sales 4 MS, 2,4
D, IBA, 2iP +
TRIA, BAP (0,7%
Gelrite)

Sales ¥4 MS, BAP,
TRIA (0,7%
Gelrite)

Sales ¥4 MS,2,4 D,
IBA, 2iP + BAP,
TRIA (0,25%
Gelrite)

Sales 4 MS, 2,4
D, IBA, 2iP (0,7%
Gelrite)

Arabiga
%

27

4.2

32

36

Bourbon Caturra Garnica Maragogipe Oro Azteca

% % % %
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 5 0 0
0 0 0 0 0
0 0 13 0 0
0 0 0 0 0

induccién de callos en
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Sales %5 MS, BAP,

TRIA (0,25%

Gelrite) 31 2 0 14 0 0
Sales ¥4 MS, 2,4

D, IBA, 2iP

(0,25% Gelrite) 93 23 0 12 0 5

% MS,Extracto de
malta, caseina, 2-
4D, IBA, 2iP 82 27 0 32 0 0

En resumen, el protocolo descrito se puede adaptar a la variedad Arabiga o Tipica
de la siguiente manera:

1)

2)
3)

4)

o)

Uso de explantes a partir de la segunda o tercera hoja en sentido
descendente desde la parte apical del brote

Desinfeccion en hipoclorito de sodio (NaOCI) | y acido clorhidrico (HCI).

Cultivo de lo explantes al medio de induccion que contiene (2 MS,
vitaminas de Yasuda, Extracto de malta (400mg/L), caseina (100mg/l), 2-
4D (0,5mg/l), IBA (1mg/l), 2iP (2mg/l), Sacarosa 3%, Gelrite 0,2%)
durante dos meses.

Subcultivo a medio de produccion de embriones (72 MS, Tiamina (20mg/l),
Extracto de malta (800mg/L), caseina (200mg/l), Adenina (60mg/l), 2-4D
(1mg/l), BAP (4mg/l), Sacarosa 3%, Gelrite 0,32%).

Diseccion de las estructuras embriogénicas cada 15 dias y subcultivo a una
nueva placa con medio de produccion de embriones.
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6.3 Protocolo de transformacion genética estable

La obtencidon de clonas transgénicas se llevo a cabo después de dos meses en
seleccion en el medio de produccién de embriones suplementado con 50 mg/l de

higromicina (Fig. 16).

El sistema de transformacion genética estable que mayor cantidad de clonas
transgénicas fue en el medio normal, seguido del pretratamiento osmético con

manitol 2M-sorbitol 2M y finalmente sacarosa al 12%.

Tabla 8. Eficiencia de transformacion genética estable de café mediante diferentes pretratamientos

osmoticos
Tratamiento Clonas Porcentaje
osmoético (%)
MPE (Medio normal) 15/1075 1.39
Medio con Manitol 2M y 5/400 1.25
Sorbitol 2M
Medio con Sacarosa al 12% 3/400 0.75

La eficiencia de transformacion genética que se ha obtenido hasta el momento es
de 1.5 clonas transgénicas por gramo de peso fresco de estructura embriogénica.
(Tabla 8).

6.3.1 Seleccion del material transformado

Las plantas se seleccionaron con higromicina a 50 mg/L. A esta concentracion
se observo la mortalidad total del control entre los 15 y 20 dias (Fig. 16 b) y la
regeneracion de clonas a los 45 dias después del bombardeo (Fig. 16 a), las
caracteristicas de este ensayo (003-3) fueron una presion de disparo de 900
PSI, y microparticulas de oro; sin previo tratamiento osmaotico.
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Se confirmoé que el material vegetal 6ptimo para la transformaciéon son aquellos
que presentas estructuras de 12 a 25 embriones. En el ensayo 004 el cual
tuvo 45 dias en seleccion en higromicina, se observd expresion de transitoria a
estable a los 15 dias (Fig. 18 a-d) y control negativo (Fig. 18 a-d) y una clona a
la cual se le realizé6 seguimiento a los 15 y 30 dias (Fig.19 a-b-c) en el ultimo
ensayo se observo la expresion transitoria 5 dias después del bombardeo (Fig.
17 a-b) y control negativo (Fig. 17 c-d). La expresién de GFP se observo con el
filtro 3 debido a que la construccion presentaba una longitud de excitacién
470-540 nm y longitud de emision a 525-550 nm. La autofluorescencia

por clorofila fue bloqueada usando un filtro de interferencia rojo.

Fig. 16. Seleccion del material transformado a) Placa transformada con la construccion
pMDCB85-cry10a; con resistencia a higromicina (50mg/L) a 900 PSI. b) Placa control;

estructuras embriogénicas sin transformar, en higromicina (50mg/L).
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Morfologia Filtro GFP (5 dias DB

o<~ =—wQTT

Fig. 17. Expresién de la proteina verde fluorescente en embriones 5 dias después del
bombardeo. a) Vista de la morfologia de los embriones bombardeados (Filiro amarillo); b)
embriones bombardeados observados con filtro de GFP, c) vista de la morfologia de los

embriones control (campo claro) en color rojo los puntos de crecimiento embriogénico; d)

embriones control observados con filtro de GFP.

Morfologia Filtro GFP (15 dias DB)

oO<——=—wQ™T

o<~ =—wQTTT
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Fig. 18. Expresion de la proteina verde fluorescente en embriones 15 dias después del
bombardeo. a-c) vista de la morfologia de los embriones bombardeados (filtro amarillo); b-d)
embriones bombardeados observados con filtro de GFP, e) vista de la morfologia de los embriones
control (campo claro) en color rojo los puntos de crecimiento embriogénico; f) embriones control
observados con filtro de GFP.

Morfologia Filtro GFP (15 dias DB) | Filtro GFP (30 dias DB)
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Fig. 19. Expresion de la proteina verde fluorescente en embriones bombardeados 15y 30
dias después del bombardeo. a) vista de la morfologia de los embriones bombardeados (filtro
amarillo); b) embriones después de 15 dias de ser bombardeados observados con filtro de

GFP, c) embriones después de 30 dias de ser bombardeados observados con filiro de GFP.
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6.3.2 Analisis de expresion de la proteina Cry 10Aa en embriones

Se realizé la extraccion de proteinas de las clonas que presentaron resistencia a
higromocina (ensayo 003 clona 3, 003-3) y de las clonas que presentaron
expresion de GFP (004-5, 004-12, 005-6) y un control. Las bandas obtenidas a
partir de geles SDS-PAGE se analizaron por MS/MS; en la fig. 20 se observa el
patrén de bandas esperado en las clonas transformadas con la proteina Cry10Aa
diferenciales al patron de bandas del control.

M 003-3 004-5 005-6 Bti 004-12 control 003-3

100
90
80
70
60
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40
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I
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Coverage: 87.11%
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ofp [Cloning vector plV53-GFF]

1 21 4 61 81 101 121 141 161 181 201 221 238

onk
Include PSMs that are fitered Out

Coverage: 100.00%

Found Modifications: Sequence | Modfication List
c Carbarmidomethy (C) 1 11
0 Osidation (M)

o
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Fig. 20 SDS-PAGE de proteinas extraidas de embriones; carril 1, marcador de peso, carril 2-3-4
clona 003-3, 004-5, 005-6, carril 5 extracto de proteinas de Bti, carril 6 y 8 clonas 004-12, 003-3
y carril 7 control negativo. b) secuencia del la proteina Cry10Aa; donde se indica con verde los
péptidos con alta identidad y en rosa los de baja identidad; con una cobertura de 87.11%. b)
secuencia de la proteina verde fluorescente donde se indica con verde los péptidos con alta
identidad y en rosa los de baja identidad; con una cobertura del 100%; identificado en la banda

de 100 Kda. Confirmando la expresion en quimera de la endotoxina Cry10Aa.

Ademas de esta confirmacion por electroforesis de proteinas; se realizé la
extraccion de DNA de los embriones y se amplificé con un par de oligos internos
que amplificaran desde la base 491 hasta la 1366;(generando una banda de 875
pares de bases) mas el uso de oligos externos que amplifican el gen completo de
cry10Aa sintético (2000 pares de bases). (Fig. 21y 22).

REVERSE (1 ..24) Interno Forward (481 .. 496) @ [Ir:e'wo Reverse (1457 .. 1472) @ [FORWARD (1955 .. 1975)
500! 10007 15901 =
Amplified

1975 bp

Fig. 21 Descripcion de la amplificacion realizada por cada par de oligos. (Externos 1975

pb; Internos 875 pb).
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M 3-3 3-3e Ctrl Ctrl.e P85 P85e

1975pb (Amplificacion oligos externos)

800pb (Amplificacion oligos internos)

S uum

Fig. 22. Amplificacién por PCR del gen cry10Aa en clonas transformadas de café. Carril M
Kb plus, 3-3: clona 003-3 amplificada con oligos internos, 3-3e: clona 003-3 amplificada con
oligos externos, Ctrl control amplificado con oligos internos, Ctrl.e control amplificad0 con

oligos externos; P85 plasmido pMDC85, amplificado con oligos internos; P85e plasmido pMDC85,
amplificado con oligos externos.

6.4 Establecimiento de Protocolo de transformaciéon genética
transitoria

6.4.1 Expresion transitoria en hojas agroinfiltradas con pMDC85
y de hojas asperjadas PVX-mini y PVX-GFP

Se observo la expresion progresiva de la proteina verde fluorescente de las

plantas transformadas por agroinfiltracion y agrospray (Control positivo) al
exponerlas a luz ultravioleta.

La expresion se observo después del cuarto dia (Fig. 23a) y con mayor intensidad
el dia octavo (Fig. 23b-c). Al igual que las hojas asperjadas, la expresion fue
evidente al octavo dia en las hojas, con una expresiéon muy localizada (Fig. 23 d-
e). La baja distribucion de la proteina podria explicarse por el metabolismo del
café el cual se comporta de forma diferencial por tener un ciclo de vida mas

largo, en comparacion al de plantas como Nicotiana que al octavo dia tienen
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expresion en la totalidad de la hoja.

En nuestro caso se observa muy localizada la expresion, pero la viabilidad de la

técnica se comprueba con el analisis de expresion de la proteina de interés
Cry10Aa.

Fig. 23. Expresién de la proteina GFP en hojas agroinfiltradas con pMDC85 a) 4 dia, b) haz 8 dia,
c) envés 8 dia y asperjadas con PVX-GFP a) campo claro 8 dia b) luz UV 8 dia.

6.3.3 Analisis de expresién de la proteina Cry 10Aa

El analisis MS/MS de las proteinas aisladas del SDS-PAGE (Fig. 24), permite
observar una diferencia entre los controles positivos (PVX-GFP) y negativo (CTRL)
y las muestras transformadas para expresar la proteina Cry10Aa. Las plantas
transformadas con los plasmidos PVX -GFP y Pmdc85 presentan una banda de 28
kDa correspondiente a GFP (indicada con flechas verdes) y una banda sobre los
77 kDa que corresponderia a la proteina Cry10Aa (6 péptidos) (indicada con
flechas amarillas)). ElI plasmido pMDC85 presenta una banda de
aproximadamente 100 kDa (indicada con flecha naranja) la cual corresponderia a
la construccidn quimérica del plasmido donde se fusiona la proteina Cry a una cola
de 6HisGFP, esta banda coincidié con 10 péptidos de las dos proteinas.
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M PVX-GFP CTRL PVX-BTI pMDC85

Cry10Aa (77KDa) | EVYTNVNSDTFRK
TISVELPSRONPNATDLK
30 VFPFYR NKPIDK
70 TDSYmIPK
60
DLDMLK
50 MNPYQNK
40 Cry10Aa LEYNYNSHNVYImETADK
+GFP(100KDa)
NGIKANFK
30 GIDFKEDGNILGHK
25 QKNGIKANFK
20

Fig. 24. Anadlisis de integridad de proteinas en extractos de plantas mediante SDS-PAGE; de las
cuatro construcciones evaluadas; control positivo; control negativo; plasmido asperjado con Bti y
plasmido agroinfiltrado con Bti-GFP. (Tabla con péptidos identificados en bandas de 77 KDa y 100
kDa). Las flechas verdes indica la proteina GFP, las flechas amarillas a la proteina Cry10Aa y la

flecha naranja la quimera de la proteina Cry10Aa-GFP.
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IV. DISCUSION

Diferentes autores describen que la optimizacion de codones puede afectar la
conformacion y estabilidad de la proteina al igual que la funcién. En las bacterias,
los codones se traducen a un ritmo diferente que en plantas, las bacterias pueden
ser hasta 25 veces mas eficientes. Cuando se optimizan los codones se puede
aumentar la velocidad de traduccion en las plantas y lograr una mejor
expresion, pero la sobreexpresion de algunas proteinas recombinantes puede

agotar uno o mas tRNAs y limitar la expresion (Mauro, y Chappell, 2014).

En el caso de los genes cry, cuando se ha logrado una eficiente expresion en
plantas, ha sido por el aumento del contenido de pares de bases G+C, de 37% a
47,7%, con lo que se incremento la homologia entre el gen y el genoma vegetal,
sin alterar las caracteristicas de la endotoxina producida por el gen (Sardana et
al. 1996). Bajo este principio de optimizacion de codones que se realizé en el
presente trabajo, se logro expresar la proteina Cry10Aa en hojas y en embriones
de café. Se esperaria que la funcién toxica tipica de la proteina se conserve,
estableciendo con ello un control eficiente de la broca.

La generacion de lineas embriogénicas de café ha sido un proceso que se
reporta en ciclos de tiempo muy largos desde uno a dos afos, para regeneracion
de plantas completas (Alburquerque, 2009) o hasta cuatro afos para el
establecimiento de bioensayos (Leroy, 2000, Perthuis; 2005). Otro factor
importante en la transformaciéon de café es lograr la expresidn de genes

especificos en el cultivo.

A la fecha, los de trabajos reportados por Leroy (2000) y Perthuis (2005)
sobre transformacion estable con genes cry en los cuales se reporta una
expresion eficiente de proteinas y regeneracion completas de campo, son los
unicos que han llegado a la realizacion de bioensayos en campo.
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Dentro de los estudios para generar lineas embriogénicas se han evaluado
concentraciones diferenciales de reguladores de crecimiento, diferentes fuentes
de carbono, tipos de explante, analisis citogenéticos, potencial morfogénico,
histologia de la evolucién, etc. (Sondahl y Sharp, 1977; Dublin, 1981; Berthouly y
Michaux-Ferriére, 1996; Van Boxtel y Berthouly, 1996; Yasuda et al., 1985,
Quiroz-Figueroa, 2002).

Al replicar todas estas variables en los diferentes medios de cultivos,
(concentraciones de reguladores de crecimiento; fuentes de carbono,
concentraciones de agente gelificante), y simultaneamente evaluar el efecto
genotipo con 6 variedades diferentes, se logré determinar factores claves para la

obtencion de lineas embriogénicas eficientes para transformacion.

Dentro de los factores claves que permitieron obtener una linea embriogénica
sincronica y estable, en un tiempo de seis meses; se encuentran la presencia de
diferentes fuentes de carbono disponibles, la presencia de citocininas (cuatro
veces mas en relacion a auxinas), el aumento de tiempo del explante (dos

meses) en el medio de cultivo de induccion y el genotipo.

El medio que cumplié con todos los requerimientos necesarios fue el establecido
por Van Boxtel et al. en 1996 y usado por Leroy en 2000. Con resultados
replicables en este trabajo en la variedad arabiga, observando cambios
importantes en la cronologica, dejando el explante 30 dias mas que lo
establecido en el medio de induccion y conservando la integridad del callo hasta
que se inicia la observacion estable de embriones a los 210 dias después del

cultivo.

Otro factor de interés para obtencion de una linea embriogénica sincronica fue la
separacion de estructuras embriogénicas ya formadas (siete meses). Con lo
anterior se logro tener la fase globular de forma simultanea en las estructuras con

12 a 25 embriones, Optimas para la transformacion por biobalistica, logrando con
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ello la transformacién estable de la linea embriogénica.

Aunque la técnica de transformacion por biobalistica; permitié la obtencién de
clonas transgénicas. Las técnicas de agroinfiltracion y agrospray, también
evaluadas en este trabajo, se reporta por primera vez aplicada al café, como una
alternativa para obtener expresion de las proteinas Cry710Aa, en sélo ocho dias
después de la aplicacion de la aplicacion de la técnica. Con esto se logro
reprogramar las células de las plantas y posiblemente la planta completa
(aplicada en plantas de 18 meses en invernadero) de forma transitoria (sin la
integracion estable del nuevo material genético en un cromosoma de la planta).

Este proceso, al igual que las infecciones virales es rapido.

Estas técnicas han sido evaluadas en diferentes investigaciones donde se reporto
el uso de vectores basados en virus de plantas con gran éxito, ya que permiten
una modificacion muy rapida del metabolismo de las plantas a favor de ciertos
rasgos o productos que son de interés para el usuario y que se pueden producir
en altas cantidades en la planta (Giritch, et al. 2011). Debido a que estas técnicas
estan mediadas por Agrobacterium, una de las limitaciones es el hecho de que la
entrega de ADN requiere ciertos parametros constantes, que son dificiles o
imposible de aplicar en campo abierto o en gran escala.

Pero considerando que existe un considerable numero de investigaciones sobre
la transferencia de ADN mediada por Agrobacterium a células vegetales, se
desarrollan cada dia mas intentos para lograr aplicaciones industriales a gran
escala que involucran Agrobacterium como vector de ADN (Giritch, et al. 2011).

Cabe resaltar que haber logrado expresar al gen cry10Aa de B. thuringiensis
serovar israelensis en Coffea arabica, a través vectores con proteinas de
movimiento viricas (en nuestro caso la proteina del virus X de la papa, PVX) ha
sido un logro interesante, que se reporta por primera vez como estrategia para un

futuro control eficiente de una plaga de importancia econdmica como
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Hypothenemus hampei.

Se requieren a su vez de otros estudios, para validar la eficacia de la
transfeccion sin alterar procesos biolégicos de la planta, con lo que se esperaria
validar que la técnica carezca de efectos secundarios no deseados y que se

pueda aplicar en campo, para uso agricola.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se establecié un protocolo para la transformacién de Coffea arabica var.
Arabiga o tipica; que permite la expresion estable o transitoria del gen
cry10Aa de Bacillus thuringiensis; lo anterior se evaluo y valido en clonas
transgénicas y hojas de café transformadas.

Se logro generar una linea embriogénica con alto potencial genético para
ser transformada mediante bombardeo de microparticulas.

El uso de vectores con tecnologia Gateway pMDC85 y vectores
con sistema MagnICON, son una estrategia eficiente para la

transformacion y expresion de proteinas heterdlogas en plantas de café.

Las clonas transformadas presentaron una alta expresion del

gen reportero GFP y regeneracion en higromicina.

Los controles negativos presentaron una mortalidad del 100% a
concentraciones de 50 mg/L del antibiotico.
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IX. PERSPECTIVAS

Obtener plantas regeneradas a partir de las clonas transformadas, que permitan
la realizacion de bioensayos con H. hampei con el fin de validar la funcionalidad

de la proteina.

Realizar bioensayos que permitan evaluar la técnica de agrospray vy
agroinfiltracion en frutos de café y lograr establecer la cantidad de proteina

necesaria para controlar a la plaga.

Disefar plasmidos con la expresion de diferentes genes que permitan un
control tanto de hongos, para controlar enfermedades como la roya del café
(Hemileia vastatrix) y a plagas como el barrenador del fruto (Hypotenemus
hampei), desarrollando plantas competentes y resistentes a las principales
limitantes de produccion en la actualidad, logrando con ello un aumento en el

rendimiento del cultivo.
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