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RESUMEN

El amaranto es una planta de elevado potencial agrondmico por su alto contenido nutricional y
por su capacidad de crecer en condiciones ambientales desfavorables, al poseer una alta
tolerancia a diferentes tipos de estrés (a)bidtico. La generacion de datos transcriptdmicos, asi
como la reciente secuenciacién de su genoma, constituyen herramientas utiles para evaluar el
potencial de varios genes asociados a estas propiedades. Desafortunadamente, muchos de ellos,
a pesar de mostrar marcados efectos sobre la tolerancia a estrés (a)bidtico al ser
sobreexpresados en Arabidopsis, tienen una funcién desconocida en amaranto. Sin embargo, la
utilizacion de la transformacién genética del amaranto como herramienta de estudio de estos
genes por los métodos tradicionales, es problematica, al requerir protocolos laboriosos y no
reproducibles. Ante la reciente y llamativa evidencia reportada de la transformacién por ondas
de choque submarinas, que es un método de manipulacion genética rapida, facil y eficiente en
especies recalcitrantes, bacterias, hongos, células animales y tabaco, se decidid utilizar este
método para transformar el amaranto de grano a partir de semillas con dos genes de la familia
de la sacarosa sintasa (AhSUS2 y AhSUS3). La aplicacidon de ondas de choque sobre las semillas
permitio la insercién tanto del vector vacio pB7WG2D, asi como de las construcciones con los
genes AhSUS2 y AhSUS3. El porcentaje de transformacién obtenido se encontrdé entre 1.25 y
3.75%, y fue validado por la amplificacién via PCR de los genes bar y GFP, en hojas de plantas
maduras, y por la expresion de la proteina verde fluorescente (o “GFP”, por sus siglas en inglés),
en raiz. Sin embargo, el patron de expresién de GFP fue irregular y de menor intensidad a lo
largo de la raiz en comparacién con las raices pilosas de A. hypochondriacus transformadas con
A. rhizogenes. Lo anterior, plantea la posibilidad de haber obtenido plantas mosaico. El fenotipo
de las plantas sobreexpresantes de los genes de la sacarosa sintasa tuvieron un retraso en su
desarrollo, que puede correlacionarse con la supresién de la expresién del gen AhSUS2, pero
no de AhSUS3. Tampoco se observd una correlacion directa entre los niveles de expresion de
los genes y la actividad de la sacarosa sintasa de hojas de plantas transformadas, medida in
vitro. El andlisis de la F1 mostrdé un patrén caracteristico de plantas quiméricas al no conservar
un patrén de heredabilidad del transgen a la siguiente generacion. De tal manera, que si bien
no se obtuvieron plantas completamente transformadas mediante el protocolo con ondas de
choque, éste podria ser una método exitoso de transformacién en plantas mediante el uso de
callos o células en suspensidn junto con la posibilidad de utilizar herramientas moleculares
como vectores de recombinacidn homologa o incluso junto con la nueva técnica para el uso de

CRISPR/Cas9 que permita una insercién puntual en el genoma de la planta.



ABSTRACT

Amaranth is a plant of high agronomic potential due to its high nutritional content and the
ability to tolerate (a)biotic stress. The availability of transcriptomic data and the recently
sequenced genome, have become useful tools to evaluate the potential of several amaranth
genes that might be associated with abiotic stress responses. Genetic transformation, as a tool
to study gene function, would be ideal to investigate the function of many of these identified
amaranth genes. However, transformation of amaranth by traditional methods is highly
inefficient, time-consuming and non-reproducible. A number of amaranth genes, despite
showing marked physiological effects when over expressed in Arabidopsis, still have unknown
function(s) in amaranth. Alternatively, transformation by underwater shock waves has been
reported as a fast, easy and efficient method to transform bacteria, fungi and animal cells. The
aim of this work was to test this method in order to transform amaranth seeds with two genes
of the sucrose synthase (SUS) family (AhSUS2 y AhSUS3) by means of an electrohydraulic shock
wave generator. The application of shock waves allowed the insertion of the transformation
vector (pB7WG2D) as well as the constructions with the AhSUS2 and AhSUS3 genes. The
transformation percentage was between 1.25 and 3.75%, and was validated by the PCR
amplification of the genes bar and GFP, in mature plants, and by the expression of the green
fluorescent protein (GFP) in roots. However, the pattern of GFP expression was irregular and
less intense along the root compared to the hairy roots of A. hypochondriacus transformed with
A. rhizogenes. The above raises the possibility that this transformation procedure generated
mosaic plants. The phenotype of plants overexpressing the sucrose synthase genes was
characterized by a delayed development, which correlated with the suppression of the AhSUS2
gene, but not of AhSUS3. There was also no direct correlation between the expression levels of
these genes and the in vitro SUS activity levels measured in leaves of transformed plants. The
analysis of the F1 showed a characteristic pattern of chimeric plants by being unable to inherit
the transgene to the next generation. The results showed that the shock wave method was
unable to successfully transform all the cells in the seed embryo, thereby producing chimeric
mosaic plants. A proposal for future work is based on the use of undifferentiated tissues (e.g.,
calli) or suspension cell cultures as the starting point for the generation of fully transformed
plants from individually transformed cells. Another possibility could be the use of homologous
recombination or even the highly specific CRISPR/Cas9 system to permit the precise insertion,

via this transformation technique, of a given gene in the amaranth’s genome.



I. INTRODUCCION

El amaranto es una planta dicotileddnea, herbacea anual, con metabolismo C4, clasificada
como pseudocereal (Belton y Taylor, 2002). Pertenece al género Amaranthus, que incluye
cerca de 70 especies nativas de los trdpicos y de las regiones templadas de todo el mundo, de
las cuales 40 pertenecen al continente Americano que es su centro de origen. El resto de las
especies de amaranto son de Australia, Africa, Asia y Europa (Espitia-Rangel et al., 2010).

Por su produccién de grano, Sauer (1950, 1967) reconocio tres especies principales del género
Amaranthus: A. cruentus, A. hypochondriacus y A. caudatus que son las mds importantes para
la produccién de grano. Por otro lado, se encuentran sus parientes silvestres A. hybridus L. y A.
powellii S. Wats que fueron introducidas en Europa en el siglo XVI. Otras especies son
consideradas malezas agresivas que afectan muchas zonas de produccién agricola en el mundo
(Steckel, 2007).

A. cruentus y A. hypochondriacus conforman el centro de diversidad mas importante y se
encuentran ampliamente distribuidas en México, A. cruentus en la regién sureste de México y
América Central y A. hypochondriacus en las regiones norte y centro de México (Espitia-Rangel
et al., 2012; Kulakow y Hauptli, 2018). A su vez, Amaranthus caudatus L., al ser originaria de los
Andes, esta adaptada a dias cortos y bajas temperaturas (Grubben y Van Sloten, 1981). Al
parecer, sobre la base de su cercania genética, todas descienden del amaranto maleza A.
hybridus (Kulakow y Hauptli, 2018).

Aunque el amaranto fue una de las fuentes de alimento basico en la civilizaciéon centro y
sudamericana precolonizada, su uso y cultivo cayé en el olvido después de la conquista (Espitia-
Rangel et al., 2010). Sin embargo, hoy en dia el amaranto es considerado como el cultivo de oro
del futuro (Das, 2016) y fue considerado a partir de los afios 80 por la Academia Nacional de
Ciencias de los Estados Unidos de América, como el mejor alimento de origen vegetal para
consumo humano (Ulbricht et al., 2009); por lo que tiene el potencial para convertirse en un
cultivo basico por su elevado potencial agrondmico, tanto por la produccién de grandes
voliumenes de biomasa, como por su capacidad de crecer en condiciones ambientales
desfavorables, como aquellas con baja disponibilidad de agua, altas intensidades de luz, suelos
pobres y temperaturas extremas (Espitia-Rangel et al., 2010; Délano-Frier et al., 2004, 2011).
Asimismo, es importante por su alto valor nutricional (Ulbricht et al., 2009), que lo hace ser una
fuente de alimento altamente nutritiva por su alto contenido proteico en semilla que es incluso
mayor al del trigo, arroz y maiz. Ademas, sus niveles del aminodcido lisina que es generalmente
deficiente en otros cereales, son elevados y similares a los presentes en proteinas de alta

calidad, como la caseina (Belton y Taylor, 2002). Es por lo anterior que la cadena productiva y la



derrama econdmica podrian llegar a ser tan importantes como en el maiz, trigo, sorgo, cebada,
arroz, entre otros (Espitia-Rangel et al., 2010).

Ademas, el amaranto presenta muy variadas y amplias aplicaciones tecnoldgicas, pues se puede
aprovechar integralmente toda la planta, tanto el grano como sus hojas, que también se
caracterizan por contener altos niveles de proteina, calcio, magnesio y fosforo, asi como
vitaminas. Hasta el tallo y su inflorescencia, donde el primero puede servir de forraje para los
animales y el segundo tiene un valor ornamental (Akubugwo et al., 2007; Espitia-Rangel et al.,
2010).

Y aunque existe interés por compaiiias de la industria alimenticia extranjera por incluirlo en
diversos productos (Espitia-Rangel et al., 2010), también ha surgido un interés amplio para el
uso de varios otros de sus componentes, como los péptidos biolégicamente activos derivados
de la hidrdlisis de las proteinas de semilla, los cuales se ha comprobado que tienen propiedades
promotoras para la salud. Lo anterior sugiere que su consumo puede ser benéfico en personas
con problemas de hipertensién, y/o enfermedades cardiovasculares asociadas a hiperlipidemias
y diabetes. Ofrece, el potencial de prevenir algunos tipos de cancer. Ademas, sus lipidos son
una rica fuente de tocoferoles y otros compuestos esteroidales, incluyendo escualeno, que es
un componente del aceite de las semillas, utilizado para la industria farmacéutica, nutracéutica
y cosmética (Huerta-Ocampo y Barba de la Rosa, 2011; Se-Kwon y Fatih, 2012; Martirosyan et
al., 2017).

Il. ANTECEDENTES

La sacarosa es un disacarido en el que la glucosa y la fructosa se encuentran unidos mediante
un enlace O-glicosidico. Este disacarido cumple funciones cruciales en la mayoria de las
especies vegetales, pues es el principal fotosintato que se transporta a los sitios de crecimiento
y desarrollo, asi como a érganos en los que su funcion es el almacenamiento de energia (Sturm
y Tang, 1999; Salerno y Curatti, 2003; Koch, 2004; Lemoine et al., 2013).

En plantas, la escision de la sacarosa es catalizada por dos enzimas con propiedades
completamente diferentes: las invertasas que la convierten en glucosa y fructosa, y las sacarosa
sintasas que catalizan la formacion de sacarosa en UDP-glucosa y fructosa. De modo que la
sacarosa, asi como los productos resultantes de su hidrolisis, no sdlo son sustratos para
sostener el crecimiento heterotréfico de los tejidos sino que también son importantes
moléculas de sefializacion (Roitsch, 1999), asi como eficientes moduladores de expresidn génica
gue regulan desde el metabolismo de las plantas en diferentes etapas del desarrollo hasta la
percepcion de la luz (Jang y Sheen, 1997; Wind et al., 2010; Ruan 2012).



2.1 INVERTASAS

Las invertasas son hidrolasas que escinden la sacarosa en glucosa y fructosa. Los productos
resultantes de la hidrélisis de sacarosa pueden alterar la expresion de diversos genes (Koch,
1996). Sus isoformas presentan diferentes propiedades bioquimicas dependiendo de su
localizaciéon. Las invertasas que se encuentran en el espacio extracelular (i. e., invertasas de
pared celular) y en vacuola (i. e., invertasas vacuolares) se encuentran asociadas con la
expansion y desarrollo de los tejidos, regulando la relacion érgano productor-érgano sumidero
y la descarga del floema (Roitsch et al. 1995; Tang et al. 1999; Roitsch y Gonzélez, 2005).

Por otro lado, las que se acumulan en el citoplasma (i. e., invertasas neutras o alcalinas) han
sido implicadas en procesos importantes, como el correcto desarrollo celular en los meristemos
radicular y apical, asi como el establecimiento de la floracién y la fertilidad del polen (Jia et al.,
2008; Barratt et al.,, 2009; Welham et al., 2009). Ademas, sus genes son temporal y
espacialmente expresados durante el desarrollo de la planta, y estan regulados por factores
ambientales (Sturm, 1999; Sturm y Tang, 1999).

2.2 SACAROSA SINTASAS

Las sacarosa sintasas son glicosil transferasas que catalizan la formacién de UDP-glucosa vy
fructosa. Estas enzimas sacaroliticas estan codificadas por una pequefia familia multigénica
(Komatsu et al., 2002). En plantas, las isoformas de sacarosa sintasa, usualmente tienen
aminodcidos altamente homodlogos y propiedades bioquimicas similares (Fu y Park, 1995). Sin
embargo, la funcién de cada isoforma en una familia proporciona multiples funciones que
varian de una planta a otra. Tienen, ademas, un patrén de expresién Unico a través de los
diferentes tejidos y etapas de desarrollo (Sturm y Tang, 1999).

Aunque las invertasas tienen un papel critico en el crecimiento normal de las plantas, las
sacarosa sintasas también estan claramente involucradas en una gran diversidad de funciones
(Bieniawska et al., 2017). Se encuentran principalmente en el citoplasma de las células
vegetales, y en la membrana celular (Sturm y Tang, 1999), donde han sido repetidamente
identificadas por su papel predominante en la modulacién de la entrada de carbono en el
metabolismo en células no fotosintéticas, y en la determinacidn tanto de la fuerza del sumidero
como de la carga del floema (Chourey y Nelson, 1976; Zrenner et al., 1995; Tang y Sturm, 1999;

Hévenot et al., 2005). De manera que son un determinante principal en el crecimiento de las



plantas, de acuerdo a Tang y Sturm (1999), que encontraron una relacion entre la actividad
reducida de la sacarosa sintasa y el tamafo de las raices de zanahoria, pues en ultima instancia,
las raices resultaron ser mas pequefias y las plantas presentaron un menor nimero de hojas en
relacidon a las plantas control. Otro ejemplo similar fue el realizado por D'Aoust et al. (1999)
donde plantas transgénicas de jitomate que mostraron actividad reducida de sacarosa sintasas

mostraron una reduccion del tamafio del fruto.

Del mismo modo, se ha demostrado que la regulacidn positiva de las sacarosa sintasas influye
en el crecimiento de otras plantas. En tabaco, por ejemplo, la sobreexpresion de una sacarosa
sintasa de G. hirsutum dio como resultado un aumento de la altura de las plantas (Coleman et
al., 2006). De igual modo, el trabajo de Wei et al. (2015) demostrd que lineas transgénicas de
tabaco capaces de sobreexpresar una sacarosa sintasa proveniente de Populus simonii x
Populus nigra (PsnSuSy2) presentaban un aumento en el crecimiento de la planta en
comparacion con el control. En otro estudio, plantas transgénicas de algodon sobreexpresantes
de una sacarosa sintasa de papa, aumentaron su superficie foliar; presentaban, ademas, un
desarrollo temprano y una reduccién del porcentaje de aborto de la semilla, ademas de
promover el alargamiento de las fibras (Xu et al., 2012).

Por otro lado, la sacarosa sintasa se ha relacionado también tanto en la biosintesis de la pared
celular como en la biosintesis y movilizacion del almiddn, pues se ha reportado que plantas
mutantes antisentido con actividad de sacarosa sintasa suprimida, mostraron una disminucion
en el contenido de almiddn: 62% en maiz (Chourey y Nelson, 1976); 34% -63% en papa (Zrenner
et al., 1995), y 26% en zanahoria (Tang y Sturm, 1999). Y aunque la supresion de la sacarosa
sintasa causa un efecto profundo en la produccién de almiddn, el incremento de la actividad no
altera directamente el contenido de almiddn o celulosa, lo que sugiere que, aunque la sacarosa
sintasa puede ser critica y necesaria para la biosintesis de almidén, como con los niveles de
carbohidratos, otros factores se vuelven limitantes cuando la sacarosa sintasa se esta
sobreexpresando (Xu et al., 2012).

Como ya se menciond, la sacarosa sintasa también es clave para la formacién de la pared
celular pues afecta la deposicién de celulosa. Experimentos en raices de trigo, mostraron que
una alta actividad de sacarosa sintasa (causada por hipoxia) estaba asociada con un mayor
contenido de celulosa (Albrecht y Mustroph, 2003), y en estudios con alamo, la enzima se
encontrd asociada con la generacién de pared celular secundaria mds gruesa del xilema vy, por
lo tanto, con una mayor densidad de madera (Coleman et al., 2009). Eso es similar a lo
reportado por Wei et al. (2015) para plantas de tabaco sobre expresantes de la isoforma
PsnSuSy2, las cuales presentaron un aumento en la biosintesis y deposicidon de celulosa que se

relacioné con una pared celular secundaria mas gruesa y un efecto positivo sobre la longitud de



las fibras de celulosa de la misma. También se observd una disminucion asociada en el
contenido de celulosa en plantas mutantes antisentido de sacarosa sintasa de zanahoria y
algoddn. En algoddn, por ejemplo, se demostrd que no se formaban fibras de alta celulosa si la
actividad de la sacarosa sintasa era disminuida significativamente (Tang y Sturm, 1999; Ruan et
al., 2003).

Otro papel involucrado con la actividad de la sacarosa sintasa es el implicado en la via
metabdlica del carbono durante el desarrollo de la semilla de Arabidopsis, pues Angeles-Nufiez
y Tiessen (2010, 2012) demostraron que los genes SUS2 y SUS3 modulan la homeostasis
metabodlica de la semilla de Arabidopsis. A su vez, las mutantes de SUS1 presentaron una
disminucion del contenido de almidén que se correlaciond con la disminucién de la actividad
total de la sacarosa sintasa durante la maduracion, afectando el peso seco de la semilla al inicio
de la maduracién, el cociente hexosas/sacarosa, asi como también una disminucion en la

acumulacién de 4cidos grasos (Angeles-Nufiez et al., 2014).

En varias especies de plantas, las isoformas de sacarosa sintasa se encuentran reguladas por
diversas condiciones de estrés ambiental, como la privacién de oxigeno (anoxia), deshidratacion,
bajas temperaturas, radiacion extrema, estrés osmotico, asi como respuesta a azucares y
regulaciéon por factores de transcripcidon (Baud et al., 2004; Bieniawska et al., 2007; Angeles-
Nufiez y Tiessen, 2010, 2012).

También, se ha observado que los niveles de sacarosa sintasa aumentan frente a estrés bidtico
fomentando la distribucién de carbohidratos desde las hojas hacia los tallos y raices, cuando
plantas de tabaco o dlamo fueron sometidas a dafio mecanico seguido de la aplicacidén de saliva
de insectos herbivoros. De igual forma, en Amaranthus cruentus se ha reportado que la
isoforma SuS2, estd involucrada en el proceso de tolerancia a la defoliacion, la cual podria
basarse en la acumulacién transitoria de reservas de C en tejidos no expuestos al insecto, como
tallo y raiz. Esta regulacion diferencial de expresion genética de la sacarosa sintasa bajo
diferentes tipos de estrés podria representar parte de una respuesta celular general al ajuste
del metabolismo de carbohidratos durante los procesos de aclimatacion y/o dafio en plantas
(Marafia et al., 1990; Déjardin et al., 1999; Schwachtje et al., 2002; Babst et al., 2005; Castrilldn-
Arbeldez et al., 2012).

La expresidon del gen de la sacarosa sintasa también estd asociada con al menos algunas
relaciones mutualistas en plantas, principalmente aquellas relacionadas con organismos
fijadores de nitrégeno o micorrizas. Por ejemplo, la mutacién rug4-a que reduce los niveles de
sacarosa sintasa en semillas de chicharo, también inhibe la fijacién de nitrégeno por los nédulos
(Gordon et al., 1999). Por el contrario, la ausencia de sacarosa sintasa esta relacionada con

nddulos de soya que albergan simbiontes incapaces de fijar nitrégeno (Xie et al., 2003), asi



como también la sacarosa sintasa y otras invertasas también se inducen especificamente en las

células de las raices colonizadas por micorrizas arbusculares (Blee y Anderson, 2002).

2.2.1 Sacarosa sintasa en amaranto

El analisis transcriptomico del amaranto (Délano-Frier et al., 2011), ha sido una herramienta util
para el entendimiento de muchos de los mecanismos involucrados en respuestas de defensa y
tolerancia al estrés (a)bidtico en plantas del género Amaranthus. Gracias a esta informacién, y a
la secuenciacion del genoma del amaranto (Clouse et al., 2016), fue posible detectar un grupo
de genes, involucrados en el rompimiento, movilidad, degradacién y sintesis de los
carbohidratos solubles no estructurales.

Dentro de este grupo de genes relacionados con el metabolismo de los carbohidratos se
pudieron identificar 7 diferentes isoformas de la familia de la sacarosa sintasa inducidas bajo
estrés hidrico, de las cuales se seleccionaron AhSUS2 y AhSUS3, debido a la homologia que
presentaron estas dos enzimas con respecto a las isoformas SBSS1 y SBSS2 de Beta vulgaris,
respectivamente, las cuales se ha reportado que son inducidas en condiciones de anoxia, bajas
temperaturas y dafo mecanico (Klotz y Haagenson, 2008). Ademads, estudios mds precisos
indicaron que la sacarosa sintasa 2 de Amaranthus cruentus se encuentra inducida bajo estrés
por defoliacién en raiz y tallo, mientras que la isoforma 3 no presentd ningln cambio ante este

tipo de estrés (Castrillén-Arbeldez et al., 2012; Cisneros-Hernandez, 2016).

Por otro lado, un trabajo realizado sobre la actividad enzimatica de la familia de la sacarosa
sintasa en diferentes especies de amaranto bajo diferentes grados de estrés hidrico fue el
realizado por Gonzalez-Rodriguez (2016). En este estudio, se observd un aumento en la
actividad de la sacarosa sintasa en plantas de amaranto sometidas a diferentes intensidades
de estrés hidrico (Figura 1). Asimismo, los resultados de este trabajo sugirieron que podria
haber una relacién entre la actividad de esta enzima y la capacidad de las especies a tolerar la
sequia, pues de las cuatro especies estudiadas, A. hypochondriacus fue la que presentd la
mayor actividad enzimdtica, la cual coincidié con su mayor tolerancia a este tipo de estrés,
comparada con las otras especies estudiadas, como por ejemplo A. hybridus, en la cual una

mayor susceptibilidad a la sequia coincidié con una menor actividad enzimatica de SUS.
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Figura 1. Niveles de actividad de la sacarosa sintasa (SUS) medidos como umoles de equivalentes de glucosa por
gramo de peso fresco liberados por minuto en diferentes especies de amaranto y bajo diferentes condiciones de
estrés hidrico. La actividad de SUS se midié en plantas control (C), regadas regularmente; en plantas sometidas a
estrés hidrico medio (M), con 30% de humedad residual en el suelo; en plantas sometidas a estrés hidrico severo
(S) con 10% de humedad residual en el suelo, y en plantas sometidas a un proceso de recuperacién (R), en las
cuales el riego se restaurd después de mantenerse bajo estrés hidrico severo. Los experimentos se realizaron en
plantas de A. hypochondriacus (Ahyp), A. cruentus (Acru) , A. caudatus (Acau) y A. hybridus (Ahyb),

respectivamente (Gonzalez-Rodriguez, 2016).

Debido a los antecedentes anteriores relacionados con la induccidn por estrés hidrico y en otros
tipos de estrés por parte de las isoformas de la sacarosa sintasa AhSUS2 y AhSUS3, junto con la
razén de que la sacarosa sintasa pertenece a una familia multigénica, que le confiere
importantes funciones que podrian permitir la manipulacion del metabolismo de carbohidratos
por medio de ingenieria genética (Sturm y Tang, 1999). El presente trabajo plantea, como uno
de sus objetivos principales, evaluar el potencial funcional de dos genes de la sacarosa sintasa

mediante la transformacién del amaranto por ondas de choque.



2.3 TRANSFORMACION GENETICA DE PLANTAS

La transformacién genética de plantas consiste en incorporar y expresar de manera estable, un
segmento de ADN fordneo en el genoma de una célula vegetal (Birch, 1997). Actualmente, la
lista de especies de plantas transformadas aumenta cada dia, ya que para varias plantas, como
lo citan Rivera et al. (2012), el enfoque transgénico es la mejor alternativa para aumentar la
productividad de los cultivos para proporcionar mejores cualidades nutricionales, asi como una
herramienta experimental para lograr un mejor entendimiento de los mecanismos de
resistencia a herbicidas, plagas, sequia, insectos, virus, antibidticos, alta salinidad,
modificadores de color, procesos biosintéticos o para estudios relacionados con el metabolismo,
y en el analisis de diferentes genes y proteinas, entre otros.

El problema principal de la transformacién es que el ADN es una macromolécula altamente
cargada, dificil de manipular y no puede difundirse a través de la membrana celular, que est3
formada por una capa hidrofdbica protectora de aproximadamente 10 nm que actia como una
barrera. Ademas, un método de transformacién de plantas debe garantizar el éxito de la
transferencia de genes, su integracion en el genoma vegetal y la regeneracién de las plantas. Es
importante mencionar que hasta ahora no se ha desarrollado ningin protocolo universal para
la transformacion de plantas, incluso el protocolo mas eficiente debe ser ajustado a sistemas
especificos (Cruz y Campos, 2012).

Por ello, la optimizacién de un método de transformacién implica varios requerimientos, tales
como costos bajos, simplicidad técnica, que implica las manipulaciones minimas y que
conduzcan a un gran numero de transformaciones por evento. Ademas, debe garantizar la
facilidad para regenerar las plantas transgénicas, la seguridad del operador, evitando
procedimientos o sustancias peligrosas, la capacidad para introducir de manera estable el ADN
deseado sin secuencias de vector que no sean necesarias para la integracion o expresion de
genes y la obtencion de un pequefio niUmero de copias genéticas introducidas en cada célula
(Birch, 1997; Darbani et al., 2008; Brigulla, 2010; Sood et al., 2011). Estos requerimientos han
hecho necesario desarrollar diversos métodos de transformacion alternativos (Tabla 1), que se
clasifican generalmente en transformacion indirecta, que son métodos bioldgicos que usan
bacterias, y la transformacion directa, que son métodos fisicos que se basan en la penetracidn
de la pared celular (Qayyum et al., 2009) tales como: la 1) electroporacion; 2) biobalistica; 3)
infiltracion al vacio; 4) ultrasonido y ondas de choque; 5) transformacion mediada por fibras de
carburo de silicio; 6) microinyeccidn; 7) macroinyeccién; 8) rayos laser, y 9) electroforesis (Cruz
y Campos, 2012).
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Tabla 1. Comparacién de algunos métodos para la transformacion genética de las plantas (Rivera et al., 2012).

Método Procedimiento Ventajas Desventajas Grado de eficiencia
Agrobacterium | Una bacteria patdgena introduce un | La integracion del transgen al | Varios parametros que no son | Presentan alta
spp. pldsmido que contiene un gen de | genoma es preciso y sencillo, con | faciles de manejar afectan la | eficiencia.
interés. extremos definidos. eficiencia y la regeneracién de
Herencia estable, y una expresién | la planta.
génica constante a lo largo de las | Proceso lento.
generaciones. Introduccion  de  vectores
Se pueden usar diferentes tipos de | asociados innecesarios que
células. producen expresiones
Protocolos reproducibles y eficaces | genéticas desconocidas en Ia
para muchos cultivos de | planta.
dicotiledéneas y algunas
monocotileddneas.
Electroporacidon | Los impulsos eléctricos inducen la | Se puede aplicar a protoplastos de | Protocolos laboriosos. Bajo rendimiento

permeabilizacion de la membrana
proporcionando una fuerza motriz
para el transporte iénico y molecular
a través de los poros.

plantas.

Se pueden usar diferentes tipos de
células.

Simple, rapido y barato.

A menudo requiere Ia
formacidn de protoplastos.
Depende de las caracteristicas

de transformacion.

Biobalistica

Utiliza pequefias particulas cubiertas
con genes que al ser aceleradas
penetran la pared celular.

Es un procedimiento sencillo.

La pared celular no requiere
pretratamiento.
Es independiente de las

propiedades fisiolégicas de Ia
célula.
Es posible la transformaciéon con

multiples transgenes.

electrofisioldgicas de la planta.
Costoso. Requiere un
suministro continuo de
consumibles.

El ADN puede ser dafado.
Produce multiples copias de
genes introducidos, lo que
puede conducir a efectos no
deseables.

Bajo rendimiento
de transformacion.

Infiltracion al
vacio

El vacio hace que los espacios de aire

entre células del tejido vegetal
disminuyan permitiendo la
infiltracion de bacterias como
Agrobacterium.

Simple y rapido.
Se obtienen muchas plantas
independientes transformadas.

Requiere el uso de bacterias
que pueden tener
consecuencias no deseadas.

Eficiencia media.




A

Método Procedimiento Ventajas Desventajas Grado de eficiencia
Ultrasonido vy | La cavitaciéon acustica cambia la | Simpley seguro. Costoso. Eficiencia media.
ondas de | permeabilidad de la membrana y Puede causar alteraciones en

choque facilita la absorcion del ADN. las células.

Protocolos no estandarizados.

Transformacion

Las fibras de carburo de silicio se

Facil, rapido y barato.

El dafio en las células puede

Muy baja eficiencia

mediada por | mezclan en un vértex con una | Puede ser utilizado en varias | afectar su capacidad de | (inferior a la

fibras de | suspensién de tejido y ADN que | plantas, sin limitaciones. regeneracion. biolistica).

carburo de | permite  su introduccién  por Posibles lesiones en el

silicio abrasion. operador debidas a la

inhalacién de fibras.

Microinyeccidon | Inoculacion directa de ADN en la | Permite la introduccion de | Costoso, tedioso y lento. Eficiencia de
célula de la planta a través de una | pldsmidos y cromosomas enteros. transformacion
pipeta de inyeccion. extremadamente

alta.

Macroinyeccion | Inyeccion de materiales heredables | Alta estabilidad y reproducibilidad. | Sélo una parte de la planta se | Muy baja
utilizando una jeringa hipodérmica. transforma. eficiencia.

Microrrayo de | EIl microrrayo de ldser hace un | Precision. Costoso y laborioso. Eficiente.

laser

celular
del

pared
introduccion

agujero en la
permitiendo la
ADN.

Electroforesis

Los embriones se colocan entre dos
pipetas conectadas a electrodos. El
ADN fluye a través de las células
desde el catodo hasta el anodo.

Barato y simple.

Los embriones tratados tienen
baja viabilidad para sobrevivir.

La orquidea es,
hasta ahora, la
Unica planta
transformada por
electroforesis

(Griesbach y
Hammond, 1994)




2.3.1 Transformacidén genética de amaranto

Los métodos para la transferencia de genes en plantas son diversos y permiten la
seleccion de enfoques que satisfagan las necesidades econdmicas o bioldgicas del
investigador (Cruz y Campos, 2012). El éxito en la manipulacién transgénica de amaranto
se ha reportado haciendo uso de embriones maduros de A. hypochondriacus para la
obtencién de callos generadores de embriones somaticos, empleando una cepa de
Agrobacterium tumefaciens (Jofre-Garfias et al., 1997). No obstante, el éxito reportado en
la regeneracién para obtener plantas maduras y su progenie transgénica es pobre, y el
proceso es largo y laborioso.

Por otro lado, existe un segundo reporte de transformacion en A. tricolor empleando una
cepa de A. rhizogenes por Swain et al. (2010). Sin embargo, las plantas obtenidas
mediante este método resultaron tener fenotipos aberrantes conferidos por la bacteria.
Pal et al. (2013) reportaron la obtencién de lineas germinales transgénicas utilizando
explantes de epicotilos de A. tricolor L., infectados con A. tumefaciens para generar brotes
guiméricos. Sin embargo, este trabajo contradice lo publicado por Jofre-Garfias et al.
(1997) quienes demostraron que cepas oncogénicas de amaranto no fueron capaces de
generar tumores en segmentos de explantes conteniendo al meristemo apical (Garcia-
Canales, 2015).

En 2015, Garcia-Canales retomé los procedimientos descritos por Pal et al. (2013) y Jofre-
Garfias et al. (1997) para realizar una comparacién y, ademads, aplico diferentes
metodologias para obtener un protocolo de transformacion genética de amaranto
confiable y estandarizado. Entre las estrategias utilizadas, dos fueron mediadas por A.
tumefaciens: semillas en germinacidn y flores via inmersién floral, y una por A. rhizogenes,
mediante induccidn de raices pilosas o “hairy roots”. Los resultados indicaron que sélo la
metodologia de inmersién floral y la mediada por A. rhizogenes fueron exitosas debido a
la presencia de la expresiéon de la proteina verde fluorescente (GFP) en una planta
proveniente del ensayo de inmersion floral y la expresion positiva del gen rolB en las
raices pilosas.

Finalmente, los procedimientos experimentales que involucraban confirmar Ia
reproducibilidad de los trabajos de Pal et al. (2013), usando meristemos apicales, y el de
Jofre-Garfias et al. (1997), usando tejido embrionario, no tuvieron éxito, demostrando la
poca reproducibilidad de estos protocolos.

Recientemente se utilizd con éxito la técnica de inmersion floral o “floral dip” mediante A.
tumefaciens para transformar A. reflexus (Kuluev et al., 2017) y la induccién de raices
pilosas en A. hypochondriacus por A. rhizogenes (Castellanos, resultados no publicados).
Finalmente, aunque en ambos casos se destacd una transformacion genética exitosa, los
protocolos empleados fueron largos y laboriosos. De modo que hasta el momento, ha
habido incertidumbre en cuanto a la transformacién genética del amaranto, debido a la
falta de reproducibilidad de los protocolos experimentales descritos, que han impedido la
obtencién confiable de plantas transgénicas de amaranto completas con mayor eficacia.

Ante las limitaciones de los métodos descritos anteriormente para manipular
genéticamente el amaranto, y ante la reciente y llamativa evidencia reportada para la
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transformacién por ondas de choque submarinas en bacterias, hongos, células animales y
humanas (Lauer et al., 1997; Jagadeesh et al., 2004; Magafia-Ortiz et al., 2013; Escobar-
Tovar et al., 2015; Divya Prakash et al., 2011), se plantea que las ondas de choque podrian
ser una alternativa para incrementar la posibilidad de una transformacion mas eficiente
de células vegetales, y por tanto, la obtencion de una herramienta eficaz en la
manipulacion genética del amaranto.

2.3.2 Ondas de choque

El estudio de las ondas de choque, o también llamadas ondas acusticas, se origind a
mediados del siglo XX para la desintegracion de cdlculos renales que es una de las
mayores aportaciones terapéuticas en la historia de la urologia y es el principal recurso
terapéutico en el campo de la litiasis uroldgica. Entre las ventajas del uso de ondas de
choque para la desintegracion de calculos renales (o litotricia extracorpérea) destacan la
baja morbilidad y su caracter no invasivo (Magafia-Ortiz, 2010). Ademas, las ondas de
choque pueden generarse de manera controlada en el laboratorio. Los cambios casi
instantaneos en la velocidad del fluido y la presidn producida por las ondas pueden
utilizarse para aplicaciones innovadoras en diversos campos como la medicina, la industria
y, recientemente, en las ciencias biolégicas, donde se han utilizado con éxito para la
transformacién genética de diferentes organismos (Jagadeesh et al., 2004; Rivera et al.,
2012). Para producir ondas de choque submarinas con aplicaciones biomédicas, se han
disenado dispositivos electrohidraulicos, piezoeléctricos o electromagnéticos (Cleveland et
al., 2007; Loske, 2011).

2.3.2.1 Descripcion del generador electrohidrdulico de litotricia extracorpdrea
utilizado en este trabajo

Los generadores de ondas de choque electrohidraulicas producen ondas de choque bajo el
agua por ruptura eléctrica entre dos electrodos sumergidos en agua ubicados en el foco
(F1) cercanos a un reflector metdlico paraelipsoidal. La generacién de la chispa eléctrica
de alto voltaje (15 a 30 kV) en F1, evapora y expande el fluido circundante, generando
ondas de choque que se concentran en el segundo foco F2 (Fig. 2) (Esteban-Fuertes et al.,
1994; Loske, 2017).
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Figura 2. Esquema simplificado de un generador de ondas de choque submarinas electrohidraulico. El
generador de onda se sitia en un foco F1, con un reflector elipsoidal, que concentra las ondas de choque
reflejadas en un segundo punto focal (F2) (Loske et al., 2014).

Los equipos generadores de onda de choque generan impulsos de presidn positiva y
negativa de microsegundos como los mostrados en la Figura 3. El pico de presidn positiva
puede ser tan alto como 150 MPa, con una duracién de fase de 0.5-3 ps y se efectua
durante la exposicion a la onda de choque, en donde las microburbujas contenidas en el
medio sufren una compresién forzada, obteniendo energia cinética y potencial por el pico
de presidn positivo. Casi inmediatamente después de esta compresidn, ocurre una caida
subita de presidon que puede ser de hasta -20 MPa y una duracién de fase de 2-20 ys,
donde las burbujas generalmente expanden su tamafio cientos de veces, en
aproximadamente 50 a 100 ps, después del paso de la onda de choque hasta que toda la
energia cinética se ha transformado en energia potencial. Su radio aumenta y permanece
casi estable durante una "fase tranquila" que dura entre 200 a 450 us hasta un segundo
colapso mads violento (Bailey et al., 2005; Loske, 2011). Producto de este colapso, es la
formacién de ondas de choque secundarias y pequefios chorros de liquido (o “microjets”)
con velocidades de hasta 400 m/ s (Ohl, 2002; Klaseboer et al., 2007).
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Figura 3. Esquema del perfil de presiones de una onda de choque submarina (Modificado de Loske et al.,
2014).

Las lesiones en las células, causadas por la liberacién de estos chorros de velocidad
considerable, son capaces de generar un aumento transitorio de la permeabilidad de la
membrana celular (Ohl e lkink, 2003; Arora et al., 2005). El fendmeno anterior se conoce
como cavitacidn acustica, que es la que ejerce un efecto considerable sobre la superficie
de los cdlculos renales y es el fendmeno mas importante para la transformacion celular
(Jagadeesh et al., 2004; , Loske et al., 2011). El aumento transitorio de la permeabilidad
de la membrana celular, es el que permite la absorcién de macromoléculas contenidas en
el fluido que rodea las células (Gambihler et al., 1994; Lauer et al., 1997; Ohl e lkink, 2003;
Arora et al., 2005; Zarnitsyn et al. 2008). Sin embargo, los mecanismos implicados en la
permeabilizacidn de células asistida por ondas de choque siguen siendo inciertos y sujetos
de investigacién (Loske, 2017).

2.3.2.2 Evidencias de la transformacion de células por cavitacion acustica

El uso de ondas de choque ha sido usado exitosamente para la transformacion de
diferentes tipos celulares. La primera transformacidn por ondas de choque en procariotas
fue la realizada por Jagadeesh et al. (2004) en bacterias de E. coli, donde comprobaron
que la eficiencia de transformacién obtenida por ondas de choque fue significativamente
mayor en comparacién con el método estandar de transformacién bacteriana
quimiocompetente. Posteriormente, en 2011, se logré la insercion de ADN heterélogo en
las bacterias Pseudomonas aeruginosa y Salmonella typhimurium, segun lo reportado por
Divya Prakash et al. (2011), cuyo método de transformacién fue tan eficiente como la
electroporacién, ofreciendo las ventajas de una mejor recuperacion de las células, un
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costo reducido y el hecho de que la metodologia es independiente de la fase de
crecimiento de los microorganismos.

En cuanto a células eucariotas, Magafia-Ortiz et al. (2013) utilizaron las ondas de choque
para la transformacién de hongos debido a la ineficiencia, baja reproducibilidad y lo
laborioso de los protocolos disponibles para estos organismos. La metodologia empleada
por estos autores involucré la utilizacion de un generador de onda de choque
piezoeléctrico para exponer los conidios de Aspergillus niger, Fusarium oxysporum,
Trichoderma reesei y Phanerochaete chrysosporium al ADN heterdlogo. Sus resultados
demostraron una mayor frecuencia de transformacién entre dos y cuatro 6rdenes de
magnitud en comparacidon con los métodos publicados anteriormente. Posteriormente
Escobar-Tovar et al. (2015) logran transformar un hongo recalcitrante mas por este mismo
método.

La aplicabilidad general de este nuevo método para la transferencia de ADN plasmidico
también ha sido un éxito en células de mamiferos de diferentes especies y tejidos
celulares, como las células de higado “Chang”, células de hepatoma HepG2, células Hela
de origen humano, células de fibroblastos L-M (TK-) y células de leucemia linfocitica
L1210 de ratdn, asi como células de rifion de mono CV-1 (Lauer et al.,, 1997).
Recientemente, semillas de Nicotiana benthamiana expuestas a ondas de choque
producidas por un generador piezoeléctrico lograron ser transformadas con el vector
pCAMBIA, conservando un patrén de heredabilidad del 100% para la progenie F1 (Guzman,
resultados no publicados).

I11. JUSTIFICACION

Considerando que los métodos actuales de transformacién genética de amaranto no han
tenido éxito o han resultado ser protocolos parcialmente exitosos o muy largos, en este
trabajo se propone generar un protocolo estandarizado y confiable de transformacion
genética del grano de amaranto por medio del relativamente novedoso método de
transformacién genética por ondas de choque. De ser exitoso, éste permitira evaluar el
potencial funcional de los genes AhSUS2 y AhSUS3, que son parte de la familia génica que
codifica a sacarosa sintasas que se expresan en condiciones de estrés hidrico en plantas
de amaranto de grano.

De manera que la informacidén generada podria ser aplicada en un futuro para fortalecer
programas de mejoramiento de cultivos comerciales, asi como permitir que la
transformacién genética del amaranto sea usada como herramienta basica para su
estudio.
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IV. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Demostrar la aplicabilidad de las ondas de choque como herramienta para transformar
genéticamente plantas de amaranto a partir de sus semillas.
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4.1.1 Objetivos especificos

Determinar las variables (i. e., nUmero de ondas de choque, concentracion de ADN,
concentracion del medio de seleccidon y tiempo necesario de escarificacion) que
permitan obtener la transformacién de semillas de A. hypocondriacus por ondas de
choque.

Establecer el protocolo que permita obtener mayor eficiencia en la transformacion.
La transformacion se evaluard mediante el andlisis de la expresidn de la proteina
verde fluorescente (GFP) y de la amplificacién de genes marcadores, via PCR, en
aquellas plantas capaces de crecer en medio de seleccién. Los ensayos anteriores
se utilizaran para validar la presencia del vector de expresion.

Generacion de las construcciones con los genes de interés AhSUS2 y AhSUS3, para
posteriormente transformar plantas de A. hypochondriacus utilizando un sistema
de expresidn constitutivo.

Verificar la transformacién genética de amaranto con los genes de la sacarosa
sintasa mediante el andlisis de la expresién de GFP y de secuencias propias de
estos genes, por PCR.

Analizar el fenotipo, los patrones de expresion por RT-qPCR y la actividad
enzimatica correspondiente a sacarosa sintasa, en hojas de plantas de A.
hypochondriacus transformadas.

Andlisis de semillas de la generacién F1 de las plantas transformadas, para evaluar
si la transformacién genética por ondas de choque es heredable.



V. METODOLOGIA

5.1 MATERIAL BIOLOGICO

e Semillas de Amaranthus hypochondriacus var. Gabriela, amablemente
proporcionadas por el Dr. Eduardo Espitia Rangel, curador del banco de
germoplasma de amaranto del SINAREFI.

e Células electrocompetentes Stellar de E. coli, utilizadas para la multiplicacién de los
vectores de transformacién.

5.2 ADN PLASMIDICO

Se utilizé el pldsmido pB7WG2D (Karimi et al., 2002). Este plasmido confiere resistencia a
glufosinato de amonio a partir del gen bar, que codifica a la enzima fosfinotricina acetil
transferasa de Streptomyces hygroscopicus, acoplado al promotor de expresion
constitutiva CaMV35S del virus del mosaico de la coliflor.

5.3 GENES DE SACAROSA SINTASA EN AMARANTO

Se seleccionaron dos de las siete isoformas de genes de sacarosa sintasa de amaranto
detectadas en un analisis transcriptémico previo (Délano-Frier et al., 2011). Un analisis por
medio de NCBI BLAST mostrd que las regiones codificantes de los genes AhSUS2 y AhSUS3
son altamente homdlogas a dos isoformas presentes en Beta vulgaris.

AhSUS2 presentd un 90% de identidad en su secuencia de aminoacidos con la isoforma
SBSS1, mientras que AhSUS3 mostro tener un 88% de identidad a la secuencia de
aminodacidos de la isoforma SBSS2, ambas de B. vulgaris. Estas isoformas de genes de
sacarosa sintasa han demostrado ser inducidas en condiciones de anoxia, bajas
temperaturas y dafio mecanico en betabel (Klotz y Haagenson, 2008).

5.4 CONSTRUCCION DE VECTORES DE TRANSFORMACION

5.4.1 Diseio de oligonucleétidos de los genes AhSUS2 y AhSUS3

El disefio de oligonucleétidos para la amplificacién de los genes de interés se realizd con la
ayuda del programa OligoEvaluator (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). La secuencia de
los mismos se representa a continuacién:

AhSUS2

Iniciador directo: 5'-CTTCTCCATTCATCACATTTCTCTCTC-3".
Iniciador reverso: 5'-TACACCACAATACAACGCAACAT-3".
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AhSUS3
Iniciador directo: 5'-TAGAAAAAAAAAATGGCTGGTCG-3".
Iniciador reverso: 5'-CTCATTCAAAGCATTCACCAAC-3’

5.4.2 Generacidn de la construccion del vector de expresién pB7WG2D con
el gen AhSUS2 Y AhSUS3

Para obtener la construccion del gen AhSUS2 y AhSUS3 se amplificd la secuencia
codificante completa de cada gen utilizando una mezcla de cADN de hoja, tallo y raiz en
relacién 1: 1: 1 de A. hypochondriacus como templado. La amplificacion por PCR de ambos
genes se inicidé con una desnaturalizacién primaria a 94°C por 5 min, seguida de 25 ciclos
de amplificacién con tres pasos por ciclo, un paso de desnaturalizacion a 94°C por 1 min;
un paso de alineamiento a 64°C y a 62°C por 1 min para AhSUS2 y AhSUS3,
respectivamente, y el Ultimo paso de elongacién a 72°C por 3 min, seguido por una
elongacion final a 72°C por 15 min. Los productos de amplificacidn se analizaron en un gel
de agarosa al 0.1%. El producto obtenido se ligd en el vector comercial de clonaciéon
“PCR8/GW/TOPO TA Cloning kit” siguiendo las especificaciones del fabricante (Invitrogen;
Carlsbad, CA, USA) con un tiempo de incubacion de 15 min. Posteriormente, se colocaron
9 uL de la reaccion de la clonacién con TOPOS diluida 1: 4 v/v y se mezclaron en 100 uL de
células electrocompetentes de E. coli cepa Stellar para electroporar. Estas se incubaron 1
h a 37°C en medio LB y luego en cajas Petri con medio LB y espectinomicina (100 pg/ mL) a
37°C por 16 h a 37°C.

Para confirmar la clonacidon de los genes de interés, se realizé un analisis con enzimas de
restriccién realizando una extraccion de ADN plasmido de las colonias capaces de crecer
en presencia del antibidtico. Cada cepa positiva se inoculé en 3 mL de medio LB con 100
ug/ mL de espectinomicina por 16 h, a 37°C.

Para la seleccién de las enzimas de restriccion se utilizé el programa de simulacion
SnapGene. La enzima utilizada para digerir el ADN plasmidico de AhSUS2-TOPO8 fue Xbal;
y para la construccién AhSUS3-TOPOS8 las enzimas Xbal y Xhol (Invitrogen; Carlsbad, CA,
USA). Las reacciones se llevaron a cabo bajo las especificaciones del proveedor y fueron
analizadas por electroforesis en un gel de agarosa al 0.1%.

Una vez comprobado el éxito de la clonacidn con enzimas de restriccién para las dos
construcciones de los genes de sacarosa sintasa, se purificaron los vectores
recombinantes por medio del “Kit Protocol” (Qiagen, Hilden, Alemania) para obtener la
concentracidn, pureza y calidad adecuadas para su secuenciacion realizada por el Instituto
de Biotecnologia de la UNAM (IBT-UNAM, México).

Una vez confirmada la integridad de las secuencias se realiz6 la linearizacion de los
vectores (TOPO8-AhSUS2 y TOPO8-AhSUS3) con la enzima de restriccion Bgll para inactivar
al gen de resistencia a espectinomicina y asi evitar falsos positivos para la clonacién con el
vector de salida pB7WG2D debido a la presencia de este mismo gen en este vector.
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Transcurrido este tiempo se comprobé el corte del vector por medio de una electroforesis
en gel de agarosa al 0.1%.

Seguido de esta digestion se prosiguid a realizar el método de recombinacion por el
sistema Gateway usando la reaccién LR para transferir el gen AhSUS2 y AhSUS3 de TOPOS8
al vector Gateway de salida pB7WG2D por medio de la enzima comercial LR Clonase
(Invitrogen; Carlsbad, CA, USA) siguiendo las especificaciones del fabricante, usando una
relacion 1: 1 entre el vector TOPO8 y AhSUS3 o AhSUS2 a una concentracion de 150 ng/
uL del vector de expresion.

Después de realizar la recombinacién, se transformé E. coli mediante electroporacién. Las
células se incubaron durante 4 h a 28°C en 100 plL de medio LB. Transcurrido el tiempo de
incubacién, se colocé el cultivo en placa Petri en medio LB adicionado con
espectinomicina (100 pg/ mL) y se incubaron durante 16 h a 37°C.

Para la confirmacién de la clonacién por Gateway, se extrajo DNA plasmidico a partir de
las colonias capaces de crecer en medio con espectinomicina y se realizé una digestidon
con la enzima de restriccidon Xbal para pB7WG2D-AhSUS2, y Bgll para pB7WG2D-AhSUS3,
ambas de Invitrogen. Posteriormente, se analizé el patron de bandeo por electroforesis en
un gel de agarosa al 0.1%.

5.5 MEDIO DE SELECCION PARA SEMILLAS DE AMARANTO TRANSFORMADAS

Para evitar la presencia de falsos transformantes se realizaron pruebas, previas a los
protocolos de transformacién, para establecer los limites de resistencia de las semillas de
amaranto al herbicida glufosinato de amonio de diferentes casas comerciales.

El glufosinato de amonio es un herbicida no selectivo que es utilizado como agente de
seleccion en plantas. Su mecanismo de accidn estd influido por el isémero L- de la
fosfinotricina que es el agente activo del glufosinato de amonio el cual inhibe la actividad
de la enzima glutamina sintetasa que tiene un papel crucial en la asimilacién del nitrégeno
y como resultado se alcanzan niveles toxicos de amonio en las células de la planta (Reyes
etal., 2010).

En este estudio se probaron 3 marcas de productos con glufosinato de amonio (Finale
Ultra (Bayer, NJ, USA), Basta 20S (Hoechst, Frankfurt, Alemania) y glufosinato de amonio
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a seis diferentes concentraciones (5.0, 10.0, 15.0, 20.0,
25.0, 50.0 mg/ L) mas el control positivo, en el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS)
(Murashige y Skoog, 1962).

Se utilizaron 3 réplicas por cada tratamiento que contenian 50 semillas previamente
esterilizadas y escarificadas por caja Petri. Diez dias después de la siembra se determind la
mortalidad de las plantas en las diferentes concentraciones del agente selectivo.
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5.6 TRANSFORMACION POR ONDAS DE CHOQUE

5.6.1 Descripcion del equipo experimental

Para el protocolo de transformacién desarrollado en este trabajo se empled el litotriptor
MEXILIT Il (Fig. 4) disefiado en el Laboratorio de Ondas de Choque del Centro de Fisica
Aplicada y Tecnologia Avanzada de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).
El equipo consta de un circuito de energia pulsado que proporciona pulsos multiples a una
chispa inmersa en agua (Loske y Yarger, 1991). El conjunto del electrodo de chispa se
encuentra en el punto focal de un reflector parabdlico de acero inoxidable, montado en el
fondo de un tanque de agua de vidrio de 1200 x 800 x 600 mm. La aplicacién de alta
tension (de 20 kV) a los electrodos genera una onda de choque que se propaga al agua
circundante y se refleja en el reflector. Ademas, cuenta con un sistema de
posicionamiento controlado por computadora que se coloca en la parte superior del
dispositivo (F2) para sujetar la muestra a cualquier posicién deseada dentro del tanque
(Loske, 2007).

Figura 4. Aspecto del generador electrohidraulico Mexilit Il usado en
este estudio.
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5.6.2 Preparacién de la muestra

5.6.2.1 Desinfeccidn y escarificacion de semillas

Las semillas de amaranto fueron sometidas a un proceso de desinfeccidn y escarificacion
para favorecer la entrada del ADN a las células del embridn, antes de ser sometidas a
ondas de choque. Lo anterior, para determinar el tiempo necesario de escarificacion para
evitar la muerte del embrién. De modo que en un tubo Eppendorf de 1 mL, se adicionaron
40 semillas con 1 mL de acido sulfdrico 1 N por un tiempo de 1, 3, 5y 7 min, seguidos de 4
enjuagues con agua destilada. Después, se realizd un protocolo de desinfeccidon
adicionando 1 mL de cloro al 20% por 3 min en agitacion, seguido de 3 min en reposo y
finalmente 3 min en agitacién. Una vez cumplidos estos tiempos, se realizaron 4 lavados
con 1 mL agua destilada estéril.

5.6.2.2 Protocolo de transformacion genética de semillas de amaranto

En bolsitas de propileno (1.5 cm x 1.5 cm) previamente esterilizadas con luz UV, se
colocaron 80 semillas de A. hypocondriacus previamente escarificadas y desinfectadas con
10 pL o 5 pL de ADN plasmidico a una concentracion de 1 pg/ uLy 250 ulL de agua estéril.

5.6.2.3 Estandarizacion de ondas de choque adecuadas para la transformacion con
muestras con ADN plasmidico (PB7WG2D)

En total se prepararon seis muestras con la concentracion referida de ADN (pB7WG2D) y
seis muestras sin ADN, como control negativo. Cada una de las muestras, asi como su
control negativo, fue tratada con un nimero determinado de ondas de choque. El nimero
de ondas de choque probado fue de 100, 200, 300, 400, 500 y 600 a un voltaje de 20 kV
con 0.5 Hertz.

Después del tratamiento, las semillas provenientes de las muestras tratadas con ADN
fueron sembradas en medio MS con 5 mg/ L de glufosinato de amonio Finale Ultra (Bayer,
NJ, USA) para identificar plantas transgénicas individuales. Los controles negativos fueron
sembrados en medio MS para determinar el efecto de las ondas de choque ante la
viabilidad de la semilla. La incubacion se llevé a cabo en un cuarto de crecimiento a 25°C.
Diez dias después de la siembra, las plantas con fenotipo de resistencia (plantas con hojas
verdes, de tallos largos y/o que presentaban fluorescencia de GFP) fueron trasplantadas a
macetas de 1.3 L para continuar con su desarrollo y el escrutinio de probables plantas
transformadas.
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5.6.2.4 Muestras sometidas a ondas de choque con las construcciones de AhSUS2 Y
AhSUS3

En total se prepararon ocho muestras sometidas a 100 y 200 ondas de choque con una

concentracion de 100 y 50 ng/ uL de ADN (Tabla 2) y cuatro muestras sin ADN, como
control negativo. Las ondas de choque se generaron a un voltaje de 20 kV con 0.5 Hertz.

Tabla 2. Parametros evaluados para el protocolo de transformacién de semillas de amaranto por ondas de

choque.
AhSUS2 AhSUS3
Numero de ondas | Concentracidon de | Numero de ondas Concentracion de
de choque ADN (ng/ uL) de choque ADN (ng/ uL)
100 50 100 50
100 100 100 100
200 50 200 50
200 100 200 100

Después del tratamiento, las semillas tratadas con ADN foraneo fueron sembradas en
medio MS con 9 mg/ L de glufosinato de amonio Basta 20S (Hoechst, Frankfurt, Alemania)
para identificar plantas transgénicas individuales. Los controles negativos fueron
sembrados tanto en medio MS como en medio de seleccién. La incubacién se llevd a cabo
en un cuarto de crecimiento a 25°C. Diez dias después de la siembra, las plantas que
mostraron el fenotipo de resistencia (plantas de hojas verdes y/o que presentaban
fluorescencia de GFP) fueron trasplantadas a macetas de 1.3 L para continuar con su
desarrollo y el escrutinio de probables plantas transformadas.

5.6.3 Escrutinio de probables plantas transformadas

5.6.3.1 Evaluacion de plantas capaces de crecer en el medio de seleccion y/o de
expresar la proteina verde fluorescente en hojas jovenes

Diez dias después de la siembra de las semillas sometidas a ondas de choque en medio de
seleccién con 9 mg/ L de glufosinato de amonio Basta 20S (Hoechst, Frankfurt, Alemania),
se realizd un escrutinio con el microscopio trinocular (Carl Zeiss, Mainz, Alemania) con
accesorio para Epifluorescencia LED FITC 470 nm para seleccionar las plantas que tuvieran
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actividad de la proteina verde fluorescente en hojas jovenes. Las plantas que mostraron
resistencia al medio de seleccion (plantas de hojas verdes, tallos largos) y/o que
presentaron fluorescencia debida a la GFP, fueron transplantadas a macetas de 1.3 L para
continuar su desarrollo hasta emergencia de panoja y generacién de semillas.

5.6.3.2 Extraccion de ADN total de hoja usando miniprep a base de urea

La extraccién de ADN de las plantas seleccionadas como posibles transformantes se aislo a
partir de hojas de plantulas de 5 dias por medio del protocolo de urea-fenol (Shure et
al., 1983) con las siguientes modificaciones: el tejido vegetal se pulverizé con nitrégeno
liquido. Se pesaron 100-200 mg de tejido congelado en polvo, y se adicionaron 700 uL del
buffer (urea 8.0 M, NaCl 5 M, Tris-HClI 0.5 M [pH 8], EDTA 0.5 M [pH 8] y N-
lauroilsarcosinasarcosilo al 1%) y se agitd en vortex hasta homogeneizar. Se agregaron 700
pL de una mezcla 3: 1: 1 de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico, se agité en vortex, se
centrifugd a 12,000 rpm por 10 min, y se transfirié la fase acuosa a un tubo limpio.
Posteriormente, se adicionaron 400 uL de isopropanol y la concentracidon de sal se
incrementd mediante la adicién de 40 plL de acetato de sodio 3 M. Luego, se centrifugd a
12,000 rpm por 10 min y luego se deseché el sobrenadante. Finalmente, se lavé la pastilla
con etanol 70%, se centrifugd a 12,000 rpm 5 min, se dejo secar y se re-disolvié en 30 uL
de agua desionizada.

5.6.3.3 PCR: confirmacion de los genes bar y GFP

Para detectar la insercidn del gen reportero GFP y el gen de seleccién bar en el genoma de
las plantas transgénicas, se realizaron pruebas con la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) con 150 ng/ pL de ADN de hoja.

Para el gen bar, presente en el plasmido pB7WG2D se emplearon los siguientes
oligonucledtidos selectivos para este gen:

Iniciador directo: 5° CTTCAGCAGGTGGGTGTAGA 3’
Iniciador reverso: 5 GCACCATCGTCAACCACTAC 3’

Las condiciones de la reaccion fueron: 94°C de desnaturalizacién por 4 min; seguida de 30
ciclos de amplificacion con tres pasos por ciclo, un paso de desnaturalizacién a 94°C por 30
s; un paso de alineamiento a 61°C por 30 s y el ultimo paso de elongacién a 72°C por 40 s,
seguido por una elongacion final a 72°C por 1 min. Posteriormente, los productos de
amplificacién se analizaron en un gel de agarosa al 0.1%.

Para la deteccion de GFP se emplearon los siguientes oligonucledtidos selectivos:

Iniciador directo: 5° CCACCATGGTGAAGACTAATCTTTTTCTCT 3
Iniciador reverso: 5 CCACTCGAGTTACAGCTCGTCCTTCTTGTA' 3
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Las condiciones de la reaccién fueron: 94°C de desnaturalizacion por 4 min; seguida de 30
ciclos de amplificacion con tres pasos por ciclo, un paso de desnaturalizacién a 94°C por 30
s; un paso de alineamiento a 60°C por 30 s y el ultimo paso de elongacién a 72°C por 40 s,
seguido por una elongacion final a 72°C por 1 min. Posteriormente, los productos de
amplificacién se analizaron en un gel de agarosa al 0.1%.

5.6.3.4 Expresion de la proteina verde fluorescente en raices de plantas maduras

Para verificar la expresidn de la proteina GFP en raices de las plantas que resultaron GFP-
positivas por PCR, se prosiguid a tomar una muestra de raices pequenas para poder
evaluarlas bajo un microscopio Olympus BX50 (Hamburg, Alemania) con accesorio para
epifluorescencia a 480 nm.

5.6.3.5 Medicion in vitro de la actividad enzimatica de sacarosa sintasa

La actividad enzimatica se midié por medio del protocolo de Wright et al. (1998) con
algunas modificaciones. Se pesaron 50 mg de tejido fresco molido con nitrégeno liquido, y
el tejido se resuspendié en 500 pL del buffer de extraccion (50 mM Hepes KOH pH 8; 5
mM MgCl,; 2 mM EDTA; 1 mM MnCly; 1 mM CaCly; 1 mM benzamidina; 1 mM ditiotreitol;
0.1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) que actua como inhibidor de serin y
tripsin proteasas). La muestra se mantuvo en agitacién a 1,250 rpm por 30 min a 4°C. Las
muestras se centrifugaron a 12,000 por 15 min a 4°C. Del sobrenadante obtenido, se
tomaron 250 pL para la muestra y 250 uL para el blanco. Los blancos fueron hervidos a
98°C durante 10 min. Tanto las muestras como los blancos fueron depositados en una
microplaca de 96 pozos donde se mezclaron con 200 uL del buffer de reaccién (62.5 mM
Hepes KOH pH 8; 1.25 mM MgCl,; 500 mM sacarosa y 6.25 mM UDP). La reaccidn se
incubd a 37°C por 30 min y después se detuvo incubando a 99°C por 10 min. La reaccién
analizada es la siguiente:

Sacarosa + UDP — UDP-Glucosa + Fructosa

Transcurrido el tiempo, se agregaron 20 uL de solucién glicina-NAD (glicina 166 Mm, pH
8.9; NAD 10 mM), se agitd durante 10 s y se leyd la absorbancia a 340 nm (A1). Enseguida,
se agregaron 2 uL de UDP-glucosa deshidrogenasa (UDPGH) y uridina-5-difosfoglucosa-
deshidogenasa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) y se leyd la absorbancia a 340 nm cada
2 min hasta que el incremento de absorbancia fuera constante (A2). La reaccién ocurrida
es:

UDPGDH

UDP-Glucosa ﬁ UDP-Gluconato

NAD  NADH
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La actividad de sacarosa sintasa se determind en direccion del rompimiento de sacarosa y
se analizd sobre la base de la UDP glucosa formada en la reaccion.

Para calcular la cantidad de UDP-glucosa liberada por la sacarosa sintasa, se restan las
absorbancias de los blancos de las absorbancias de las muestras, obteniendo el
incremento de absorbancia de ambos.

Dabs= DAn- DAg

El resultado de la diferencia de absorbancia correspondiente a la glucosa liberada (Aaps) se
utilizé en la siguiente formula para determinar la concentracién de UDP-glucosa:

1
pmol  _ Aabs . . Vol. extracto total {ul)

UDP-glucosa R
17.7 {1/umol) Vol extracto (ul) PF (mg)

Dénde:

17.7 = Coeficiente de extincion molar del NADPH para una placa de 96 pozos con una

profundidad de 10 mm.
Vol. extracto = Volumen del extracto ensayado en la placa (en nuestro caso, 20 plL).
Vol. extracto total = Volumen total de extracciéon de azucares (en nuestro caso, 500 pL).

PF = Peso fresco de la muestra (en nuestro caso, 50 mg).

5.6.3.6 Andlisis de expresion mediante RT-qPCR

Extraccion de ARN

El ARN total fue extraido a partir de 100-200 mg de tejido molido congelado empleando
TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante con
algunas modificaciones. Estas consistieron en la adicién de una solucién salina (citrato de
sodio 0.8 M + 1.2 M de cloruro de sodio) durante la precipitaciéon en una proporcién 1: 1
v/v con isopropanol. Posteriormente, se llevd a cabo una purificacién adicional con LiCl (8
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M) por una hora a 4°C. Todas las muestras de ARN fueron analizadas por electroforesis en
gel de agarosa-formaldehido-formamida, confirmando su integridad a través de las
bandas de ARN ribosomal y la concentracién y pureza fueron determinadas por
espectrofotometria utilizando el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington,
DE, USA).

Sintesis de ADNc

Un total de 4 ug de ARN fue usado para la sintesis del ADNc, utilizando un Oligo(dT)20,
desoxirribonucleétidos (dNTPs) y 200 unidades de la transcriptasa reversa SuperScript Il
TM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
amplificacion del gen enddgeno actina (Ah-ACT7, isotig 10321) se utilizd para corroborar la
sintesis de ADNc.

Ensayos de PCR en tiempo real (QRT-PCR)

Para los ensayos de amplificacion por RT-qPCR se utiliz6 ADNc a partir de 4 ug de ARN
total, diluido en un factor de 1: 25. Las amplificaciones se realizaron usando quimica de
deteccidn SYBR Green y se analizaron por cuatriplicado en placas de reaccién de 96 pozos
con el equipo CFX96 Touch Real-Time PCR DetectionSystem (BioRad, Hercules, CA, EUA).
Cada reaccion de PCR tuvo un volumen total de 20 pL consistiendo en 2 uL de ADNc, 8 uL
de SYBR Green Supermix, 2 pL de una solucién 2 uM de cada oligonucledtido (directo y
reverso) y 6 pL de agua desionizada destilada (dd) estéril. Para el protocolo de
amplificacidén para ambos genes, se emplearon oligonucledtidos sintetizados por Cisneros-
Hernandez (2016). El proceso consistié en una desnaturalizacién primaria a 95°C durante
60 s, seguida de 40 ciclos de amplificacion con dos pasos por ciclo, un paso de
desnaturalizacién a 95°C por 15 s y un paso de alineamiento-elongacién a 60°C por 60 s.
Las curvas de amplificacion fueron analizadas con el programa CFX Manager Software,
proporcionado por el fabricante, utilizando un valor para la linea umbral de 10 unidades
de fluorescencia relativa (RFU, por sus siglas en inglés) para la obtencién del valor de ciclo
umbral (CT por sus siglas en inglés) para cada curva de amplificacion (Cisneros-Hernandez,
2016).

El andlisis de los niveles de expresidn relativa se calcularon mediante el pardmetro 27hACT
donde:

AACT = (CT gen blanco - CT promedio de los genes de referencia)tratamiento -(CT gen blanco—
CT promedio de los genes de referencia)control (Livak y Schmittgen, 2001).
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5.6.3.7 Andlisis de herencia de la F1 de las plantas transformadas con el vector
vacio pPB7WG2D

Se sembraron 100 semillas (F1) provenientes de cada una de las plantas cuyo diagndstico
de transformacién genética resultd negativo en medio MS adicionado con 10, 8.2 y 6.6
mg/ L de glufosinato de amonio, grado reactivo. Debido a que no se obtuvieron plantas
gue sobrevivieran a estas condiciones, se realizd un analisis de PCR para los genes bar y
GFP de un total de 36 plantulas provenientes de la F1 de las plantas transformadas
identificadas como “3”, “4”, “9” y “10”; para descartar una mala seleccién por el uso de
concentraciones demasiado altas del medio de seleccidn.

VI. RESULTADOS

6.1 CONSTRUCCION DEL VECTOR CON EL GEN AhSUS2

6.1.1 Verificacién por restriccién enzimatica con Xbal, de la clonacién en el

vector TOPO 8-AhSUS2
&
>
1.-Marcador de peso molecular: 3
*] \
“MW:1 Kb Plus DNA Ladder” o B 8
= 2
Tamafio de las bandas esperadas en: z € %’ S
S = =
2.-Orientacion sentido: TOPO8-AhSUS2 1 02) <3( s 3
11.0003\
1.3330 pb 1o§ggg\\ =)
2. 1599 pb 008> =
3.418 pb 000" 3330 pb
) P 3000”7 _
3.-Orientacién  antisentido:  TOPO8-  383%— —— 1599 pb
AhSUS2 1000— ==
1.3928 pb =
pooguml 418 pb
2.1001 pb 200— —
3. 418 pb 0

Figura 5. Simulacién del patron de bandeo para la construccién “Sentido” y “Antisentido” TOPO8-AhSUS2 y
la electroforesis de confirmacion para la construcciéon en sentido de TOPO8-AhSUS2.
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6.1.2 Verificacion por restriccién enzimatica con Xbal, de la clonacién en el

vector pB7WG2D-AhSUS2
%
1.-Marcador de peso molecular: 2 § %
“MW:1 Kb Plus DNA Ladder” i 3 3
Tamafio de las bandas esperadas en: ‘;B g 8(;
o
2.-pB7WG2D- AhSUS2 $85 £
S
1. 8095 pb 1238 =
D0\ -
2.3278 pb = = 8095 pb
3.1653 - — - 3278 pb
4.418 pb 200§ 1653 pb
3.- TOPO8-AhSUS2 000
> [ p—
1. 3330 pb =
- e 418 pb
2.1599 pb “—
200— o
3.418 pb ol

Figura 6. Simulacién del patréon de bandeo para la construccidn pB7WG2D-AhSUS2 y TOPO8-AhSUS2 y la
electroforesis de confirmacion para la construccién pB7WG2D-AhSUS2.

6.2 CONSTRUCCION DEL VECTOR CON EL GEN AhSUS3

6.2.1 Verificacién por restriccién enzimatica con Xbal y Xhol, de la clonacién
en el vector TOPO8-AhSUS3

2
1.-Marcador de peso molecular: %
“MW:1 Kb Plus DNA Ladder” . g
Tamafio de las bandas esperadas en: > 2 2 e
2.-Orientacién sentido: TOPO8-AhSUS3 =3 < £

1.2197 pb 1260 ek -

2.1834 pb Vie\

3.1153 pb éggg §
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AhSUS3 =

1.3010 pb = = o

2.1153 pb j§§_ =

3.1021 pb 20— | —

Figura 7. Simulacién del patréon de bandeo para la construccion “Sentido” y “Antisentido” TOPO8-AhSUS3 y
la electroforesis de confirmacion para la construccién en sentido de TOPO8-AhSUS3.
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6.2.2 Verificacidon por restriccién enzimatica con Bgll, de la clonacién en el
vector pB7WG2D-AhSUS3

1.-Marcador de peso molecular:

“MW:1 Kb Plus DNA Ladder” §
Tamanio de las bandas esperadas en: ‘g § %’
0
2.-pB7WG2D- AhSUS3 S § g
O & -
1. 3945 pb o e
i z £ 8 3
2. 2605 pb S8 8 2
3. 2265 pb 19483 = R
4.2059 pb 8000 =
' P 7000—= = !
5. 853 pb Tl
4000 - T
6.413 pb 3000/ —
7.386 pb 2000
8.312 pb 1000 — 8
3.- TOPOS-AhSUS3 o
1.5184 pb o — i
2. 1599 pb o0 — I
3.418 pb

Figura 8. Simulacién del patréon de bandeo para la construccidn pB7WG2D-AhSUS3 y TOPO8-AhSUS3 y la
electroforesis de confirmacidn para la construccion pB7WG2D-AhSUS3.

6.3 MEDIO DE SELECCION PARA SEMILLAS DE AMARANTO TRANSFORMADAS

Para evitar la presencia de falsos transformantes, se realizaron varias pruebas previas a los
protocolos de transformacién, para establecer los limites de resistencia al herbicida
glufosinato de amonio.

Debido a la disponibilidad del compuesto a lo largo del trabajo se utilizaron tres marcas
comerciales de este compuesto, Finale® Ultra (Bayer, NJ, USA), Basta 20S (Hoechst,
Frankfurt, Alemania) y glufosinato de amonio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Los
resultados se resumen en la Tabla 3.
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Tabla 3. Concentraciones utilizadas de las diferentes marcas comerciales de glufosinato de amonio

Marca Concentracion
Finale® Ultra 5mg/L
Basta 20S 9mg/L

Para el uso del medio de seleccion con glufosinato de amonio (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) se usaron tres diferentes concentraciones (10, 8.2, y 6.6 mg/ L) para la seleccién
de las plantas F1 transformadas.

6.4 ESTANDARIZACION DEL TIEMPO DE ESCARIFICACION Y NUMERO ONDAS
DE CHOQUE ADECUADAS PARA LA TRANSFORMACION CON EL VECTOR
VACIO (pB7WG2D)

Para favorecer la entrada de ADN al embridn, las semillas de amaranto se sometieron a un
protocolo de escarificacion. Se determind que el tiempo necesario para someter las
semillas en acido sulfurico 1 N para lograr un adelgazamiento de la testa fue de 5 min,
debido a que tiempos mayores provocaron la muerte del embrién.

Una vez establecido el tiempo o6ptimo de escarificacion de las semillas (5 min), se
determind, a continuacién, el nimero de ondas de choque necesario para evitar dafos en
el embrién y lograr la transfeccion exitosa de ADN en la semilla.

Utilizando 100 y 200 ondas de choque, las semillas sembradas en medio MS sobrevivieron
sin ningun efecto en su desarrollo en comparacidn con el control. A su vez, el uso de 300y
400 ondas de choque generd plantas con fenotipos deformes debido al efecto de las
ondas en la integridad del embrién, mientras que la aplicacion de 500 ondas de choque
inhibié por completo la germinacion de las semillas.

Debido a que no se observaron problemas en el desarrollo de las plantas después de la
aplicacién de entre 100 y 200 ondas de choque, se eligidé este nimero de ondas para el
protocolo de transformacién de semillas de amaranto.
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6.5 TRANSFORMACION GENETICA DE SEMILLAS DE AMARANTO CON EL
VECTOR pB7WG2D

Se realizd un ensayo inicial con el plasmido pB7WG2D que confiere resistencia a
glufosinato de amonio, y que ademas es portador del gen reportero GFP, usando 100 y
200 ondas de choque.

Se obtuvieron tres plantas resistentes al medio de seleccién (preparado con el herbicida
“Liberty”; 5 mg/ L) y dos con actividad de GFP en hojas jovenes (Fig. 9) para plantas
germinadas de semillas sometidas a 100 ondas de choque con 100 pg/ puL de ADN. A su
vez, se obtuvieron ocho plantas resistentes al medio de seleccién (usando “Liberty”; 5
mg/ L) y 3 con actividad de GFP en hojas jovenes de plantas generadas a partir de semillas
sometidas a 200 ondas de choque y misma cantidad de ADN.

Figura 9. Expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) en hojas jovenes (A) planta control; (B) planta
generada a partir de semillas sometidas a ondas de choque. Puede observarse un patrén muy localizado y
exclusivo de expresion en hojas jévenes.

Para el analisis por PCR se utilizaron 100 ng/ puL de ADN total de hoja de las 11 plantas
resistentes al medio de seleccidn y/o que presentaron actividad de GFP. Se obtuvo un
fragmento del tamafio esperado para el gen reportero GFP de (812 pb) (Fig. 11), ademas
de un fragmento de 272 pb, correspondiente al gen de seleccidn bar en las plantas “3”,
“4”, “9” y “10”, asi como para una muestra del plasmido pB7WG2D, usado como control
positivo. (Fig. 10). Por el contrario, en la planta de amaranto no transformada o control,
asi como en el resto de las plantas analizadas, no se observé ningln producto de
amplificacion.

Debido a que 3 de las 80 plantas provenientes de las semillas sometidas a ondas de
choque resultaron positivas al amplificar bar y GFP (i. e., plantas “3”, “9” y “10”) la
eficiencia calculada para este protocolo usando 200 ondas de choque con 100 ug/ uL de
ADN fue de 1.25%. A su vez, la eficiencia para el protocolo usando 100 ondas de choque
con 100 ug/ uL de ADN, fue de 1.25% debido a que solo se obtuvo una planta positiva de
las 80 plantas analizadas.
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Figura 10. Gel de electroforesis para el analisis de los resultados de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) del gen bar para las plantas generadas a partir de semillas sometidas a 100 y 200 ondas de choque.
Carril 1 marcador de peso molecular. Carril 2 control positivo (pB7WG2D). Carril 3 control negativo (agua, sin
ADN). Carril 4 planta control no transformada. Carril 5-15 ADN gendmico de plantas resistentes al medio de
seleccion y/o GFP positivas. Este gel demuestra que las plantas “3”, “4”, “9” y “10”, portan el plasmido
pB7WG2D, ya que la amplificacién por PCR del gen de seleccidn bar resulté positiva.
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Figura 11. Gel de electroforesis para el analisis de los resultados de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) del gen GFP para las plantas generadas a partir de semillas sometidas a 100 y 200 ondas de choque.
Carril 1 marcador de peso molecular. Carril 2 control positivo (pB7WG2D). Carril 3 control negativo (agua, sin
ADN). Carril 4 planta control no transformada. Carril 5-15 ADN gendmico de plantas resistentes al medio de

seleccidon y/o GFP positivas. Este gel demuestra que las plantas “3”, “4”, “9” y “10”, portan el plasmido
pB7WG2D, ya que la amplificacidn por PCR del gen marcador GFP resultd positiva.
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Para un escrutinio mds fino de la actividad de GFP, se tomaron raices de las plantas que
resultaron positivas al amplificar los genes bar y GFP por PCR (i. e., plantas “3”, “4”, “9" y
“10”), las cuales fueron observadas a una amplificacion 20 x en un microscopio Olympus
BX50 de epifluorescencia a 480 nm. Los resultados obtenidos muestran un patrén de
fluorescencia uniforme para raices transgénicas de A. hypochondriacus transformadas
mediante A. rhizogenes, las cuales fueron usadas como control positivo. Por el contrario,
las plantas “3”, “4”, “9” y “10” presentaron una expresion de menor intensidad,
comparada con el control, al igual que “mosaicos”, o zonas que presentaron una mayor
intensidad que otras a lo largo de la raiz (Fig. 12).

Figura 12. Expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) en raiz de las plantas de amaranto capaces de
amplificar los genes bar y GFP por PCR. (A) Control negativo, raiz de planta no transformada; (B) control
positivo, raiz pilosa, transformada por A. rhizogenes; (C), (D), (E) y (F) raices de las plantas GFP positivas “3”,
“4” “9” y “10” respectivamente. Estas fueron generadas a partir de semillas sometidas a ondas de choque
para introducir ADN foraneo.

6.6 TRANSFORMACION GENETICA DE SEMILLAS DE AMARANTO CON LAS
CONSTRUCCIONES PORTADORAS DE LOS GENES DE SACAROSA SINTASA

Para la construccién con el gen AhSUS2 se obtuvieron 12 plantas resistentes al medio de
seleccidn (herbicida “Basta”, 9 mg/ L) usando 100 ondas de choque y 8 plantas usando
200 ondas de choque, de las cuales solo 5 presentaron actividad de GFP en hojas jévenes
(Fig. 13), mientras que para la transformacién con el gen AhSUS3 se obtuvieron cinco
plantas resistentes al medio de seleccién (i. e., Basta, 9 mg/ L) usando 100 ondas de
choque, una de las cuales presentaba actividad de GFP en hojas jévenes. En este caso, sélo
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se obtuvieron seis plantas resistentes al medio de seleccion usando 200 ondas de choque.

Con lo anterior, se llegd a un total de 31 plantas seleccionadas para realizar las pruebas de
reaccion en cadena de la polimerasa para el gen reportero y de seleccion.

Figura 13. Expresidon de la proteina verde fluorescente en hojas jovenes. (A) Planta control; (B) planta
generada a partir de una semilla sometida a ondas de choque. Puede observarse un patron muy localizado y
exclusivo de expresion de GFP en hojas jovenes.

Para el andlisis por PCR se utilizaron 150 ng/ uL de ADN total de hoja en cada reaccidn.
Sélo en 3 de las 31 plantas analizadas por PCR se obtuvo una amplificacién positiva. Es
decir, un fragmento del tamafio esperado para el gen reportero GFP (812 pb) (Fig. 14), y
un fragmento de 272 pb (Fig. 15) para el gen de seleccidn bar para las plantas “12”, “15” y
“18”, asi como en el control positivo (pldsmido pB7WG2D). Por el contrario, el ADN
extraido de la planta control no transformada, no mostré ninguna amplificacion en la
reaccion de PCR.

Ademas, en dos de las tres plantas positivas pudo observarse la expresion de la proteina
verde fluorescente en hojas jovenes. Sin embargo, en un analisis mas fino bajo el
microscopio Olimpus, operado a 470 nm, las tres plantas positivas presentaron actividad
del gen reportero en raiz (Fig. 16). Aunque la expresiéon de GFP fue menos intensa
comparada con el control positivo, similar al escrutinio realizadas con las plantas
transformadas con el vector vacio (Fig. 12).
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Figura 14. Geles de electroforesis para el andlisis de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) del gen
GFP en plantas generadas a partir de semillas sometidas a 100 y 200 ondas de choque. Carril 1 marcador de
peso molecular. Carril 2 control positivo (pB7WG2D). Carril 3 control negativo (agua, sin ADN). Carril 4 planta
control no transformada. Carril 5-31 ADN gendmico de plantas resistentes al medio de seleccién y/o GFP
positivas. Este gel demuestra que las plantas “12”, “15” y “18”, portan el plasmido pB7WG2D, ya que la
amplificacién por PCR del gen marcador GFP resulté positiva.
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Figura 15. Geles de electroforesis para el analisis de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del gen bar
en plantas generadas a partir de semillas sometidas a 100 y 200 ondas de choque. Carril 1 marcador de peso
molecular. Carril 2 control positivo (pB7WG2D). Carril 3 control negativo (agua, sin ADN). Carril 4 planta
control no transformada. Carril 5-31 ADN gendmico de plantas resistentes al medio de seleccion y/o GFP
positivas. Este gel demuestra que las plantas “12”, “15” y “18”, portan el plasmido pB7WG2D, ya que la
amplificacién por PCR del gen de seleccidn bar resulté positiva.

.\ B
Figura 16. Expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) en raices de plantas positivas a la amplificacion
por PCR de los genes bar y GFP. (A) Control negativo: raiz de planta no tratada; (B) control positivo, raiz

pilosa transformada por A. rhizogenes; raices de las plantas (C) “12”; (D) “15” y (E) “18”, todas ellas
generadas a partir de semillas sometidas previamente a ondas de choque.

Debido a que una de las 80 plantas sometidas a 200 ondas de choque usando AhSUS2
resultd positiva usando tanto 100 ug/ pL (i. E., planta ”18”) como 50 ug/ pL (i. e.,
planta ”15”) de ADN, la eficiencia calculada en este protocolo fue de 1.25%

38



independientemente de la concentracidn de ADN utilizada, mientras que la eficiencia para
el protocolo del gen AhSUS3 usando 100 ondas de choque con 50 ug/ uL de ADN fue
igualmente de 1.25%, debido a que sélo se obtuvo una planta positiva (planta “12”) de las
80 sometidas a este nimero de ondas de choque.

6.7 FENOTIPO DE LAS PLANTAS CONTROL Y LAS PLANTAS
TRANSFORMADAS CON LOS GENES AhSUS2 y AhSUS3 CAPACES DE
AMPLIFICAR, POR PCR, LOS GENES bar Y GFP

La Figura 17 muestra el fenotipo de las plantas obtenidas de semillas sometidas a la
transformacién con genes de la sacarosa sintasa positivas a la PCR (paneles B, Cy D) las
cuales, en general, presentaron menor longitud y grosor del tallo en relacién al control
(panel A). La planta “15” (panel C) presenté el fenotipo mas marcado, pues fue la planta
de menor crecimiento vegetativo (en términos de grosor y longitud del tallo y area foliar)
y un retraso en la floracion, que fue de dos semanas con respecto al control. A su vez, la
planta “19” (panel E) presentd un fenotipo contrastante con respecto al control y a las
demas plantas transformadas mostradas en la figura, ya que tuvo una floraciéon prematura,
asi como una mayor longitud y grosor del tallo mayor.

Figura 17. Fenotipo de la planta control comparada con plantas obtenidas de semillas sometidas a ondas de
choque para permitir la transformacion con dos genes de la sacarosa sintasa: AhSUS2 y AhSUS3. (A) Planta
control, no tranformada; (B) planta “12” transformada con el gen AhSUS3; (C) planta “15” transformada con
el gen AhSUS2; (D) planta “18” transformada con el gen AhSUS2; (E) planta “19”, en la cual la amplificacidn
por PCR de los genes marcadores y de seleccidn resultd negativa.
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6.8 ANALISIS DE LOS PATRONES DE EXPRESION POR RT- qPCR Y ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LA SACAROSA SINTASA EN HOJAS DE PLANTAS
TRANSFORMADAS

6.8.1 Niveles de actividad enzimatica in vitro de sacarosa sintasa

El analisis enzimatico realizado muy probablemente reflejé la actividad total de SUS,
derivada de las siete isoformas de la sacarosa sintasa presentes en amaranto, incluyendo
las isoformas AhSUS2 y AhSUS3 expresadas en forma constitutiva en las plantas
provenientes del tratamiento con ondas de choque (i. e., plantas “12”, “15” y “18”).

Los resultados obtenidos de la medicidn in vitro de la actividad enzimatica se muestran en

la Fig. 18. En ella, se observa que la actividad de la sacarosa sintasa para la mayoria de las

plantas se encontré en un rango entre 0.27 (planta “4”) y 0.42 umoles/ g FW (planta “27”).

Estos valores no fueron significativamente diferentes a los de las plantas control. Por otro

lado, se detectd un claro incremento de la actividad de sacarosa sintasa en las plantas “12”
y “18” positivas a la PCR (con excepcion de la planta “15”) y en la planta “19”.

Las plantas “12” y “19” presentaron un incremento significativo de casi el doble de la
actividad de sacarosa sintasa con respecto al control, mientras que la planta “18” mostrd
un incremento del doble de su actividad.
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Figura 18. Actividad de sacarosa sintasa (SUS) en hojas de 13 plantas generadas a partir de semillas de
amaranto sometidas a ondas de choque y positivas a la amplificacion por PCR de bar y/o GFP. Las barras
representan la media + DS de la actividad de SUS expresada como umoles equivalentes de glucosa por
gramo de peso fresco liberados por minuto. Sélo se encontraron cambios significativos en las plantas
control, no tratadas, y en las plantas “12”, “18” y “19”. La comparacién multiple de medias se realizdé
mediante la prueba estadistica Tukey—Kramer. Distintas letras sobre las barras representan diferencias
significativas (P < 0.05, n = 14).
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6.8.2 Analisis de expresion mediante RT-qPCR

Los ensayos enzimaticos de la sacarosa sintasa se complementaron con un andlisis de
expresion por RT-gPCR de las isoformas AhSUS2 y AhSUS3, empleadas para la
transformacién.

Para interpretar los resultados obtenidos por RT-qPCR mediante la relacion AACT, se
partié de la abundancia relativa del control para ambos genes, que fue normalizada a 1.
Por convencion, valores de abundancia relativa mayores o iguales a 2 son tomados como
una induccion de la expresién, mientras que valores menores o iguales a 0.5 indican una
represion de la expresion.

Los resultados del andlisis por RT-gPCR indicaron la expresion del gen AhSUS2 se
encontraba reprimida en las plantas transformadas “15” y “18”, mientras que los niveles
de expresion de AhSUS3 en las plantas “12” (transformada) y “19” permanecieron sin
cambios (Fig. 19).
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Figura 19. Expresion relativa de los genes de la sacarosa sintasa AhSUS2 y AhSUS3 en plantas de amaranto
transformadas (“12”, “15” y “18”) y en la planta “19”. Las barras muestran la media * DS. La linea en azul
representa el limite debajo del cual se considera que la expresidn estd reprimida. La linea roja representa la
abundancia relativa del control para ambos genes que se encuentra normalizada a 1. Las barras grises
representan a las plantas transformadas con el gen AhSUS2 y la barra negra a la planta 12 transformada con
el gen AhSUS3. Las plantas transformadas “15” y “18” presentan una expresion relativa del gen AhSUS2
reprimida, mientras que tanto la planta transformada “12” como la planta “19” que no fue positiva a la
transformacién, no presentan una diferencia en la abundancia relativa del gen AhSUS3 y AhSUS2,
respectivamente.
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6.9 ANALISIS DE LA HEREDABILIDAD DEL ADN FORANEO EN LA GENERACION F1 DE
LAS PLANTAS TRANSFORMADAS CON EL VECTOR pB7WG2D

Los resultados del andlisis de PCR para el gen marcador GFP y el gen de seleccion bar de
las semillas correspondientes a la generacion F1 de las plantas transformadas con el
vector vacio pB7WG2D fueron negativos para ambos genes (Figs. 20 y 21). De manera que
las plantas transgénicas generadas por la exposicion de semillas a ondas de choque no
mostraron un patrén de heredabilidad estable del vector pB7WG2D a la siguiente
generacién de semillas (F1).
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Figura 20. Geles de electroforesis para el andlisis de la amplificacion por PCR del gen marcador GFP en
plantulas germinadas a partir de las semillas (F1) producidas por plantas generadas orginalmente de semillas
sometidas a ondas de choque. Carril 1 marcador de peso molecular. Carril 2 control positivo (pB7WG2D).
Carril 3 control negativo (agua, sin ADN). Carril 4 planta no transformada. Carril 5-40 ADN gendmico de
plantas F1 provenientes de las plantas transformadas Gnicamente con el vector vacio (Planta “3”, “4”,79” y
“10”; ver arriba). Este gel demuestra que ninguna de las plantas analizadas, provenientes de la F1, portan el
plasmido pB7WG2D, ya que la amplificacion por PCR del gen marcador GFP resultd negativa.
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Figura 21. Geles de electroforesis para el analisis de la amplificacién por PCR del gen de seleccién bar en
plantulas germinadas a partir de las semillas (F1) producidas por plantas generadas orginalmente de semillas
sometidas a ondas de choque. Carril 1 marcador de peso molecular. Carril 2 control positivo (pB7WG2D).
Carril 3 control negativo (agua, sin ADN). Carril 4 planta no transformada. Carril 5-40 ADN gendmico de
plantas F1 provenientes de las plantas transformadas Unicamente con el vector vacio (Planta “3”, “4”,”79” y
“10”; ver arriba). Este gel demuestra que ninguna de las plantas analizadas, provenientes de la F1, portan el
plasmido pB7WG2D, ya que la amplificacion por PCR del gen de seleccién bar resultd negativa.
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VII. DISCUSION

7.1 Seleccidn de plantas de amaranto transgénicas mediante andlisis por PCR

Fue posible detectar, por PCR, plantas transformantes de amaranto que contenian el gen
de seleccidén bar, que confiere resistencia al herbicida glufosinato de amonio y el gen
marcador GFP, que codifica a la proteina verde fluorescente. Se amplificé un fragmento
especifico de 272 pb para bar y el fragmento de 812 pb para GFP, tanto en las plantas
transformadas con el vector vacio uUnicamente (Fig. 10 y 11), asi como en plantas
transformadas con construcciones disefiadas para sobre expresar los genes AhSUS2 vy
AhSUS3, codificantes de 2 isoformasas de la sacarosa sintasa presentes en amaranto de
grano, respectivamente. Estos fragmentos no pudieron detectarse en plantas control no
transformadas (Fig. 14 y 15). A pesar de que se partid de una concentracién de 150 ng de
ADN para todas las muestras, en el andlisis de PCR se obtuvieron bandas tenues, aunque
de diferente intensidad, lo que puede estar determinado por el nimero de células
transformadas y/o el nUmero de copias presentes en cada célula transformada, pues es
sabido que una estimacién de la cantidad de ADN en una banda de ADN particular esta en
funcidn de su intensidad (Lee et al., 2012).

Aungue los mecanismos precisos que dan paso a la transformacién de células por ondas
de choque permanecen desconocidos (Loske, 2017), se reconoce a la cavitacidn acustica
como el fendmeno fisico necesario para la transformacion celular (Jagadeesh et al., 2004;
Loske et al., 2011). Lo anterior, basado en reportes que describen que la cavitacién
acustica generada por la propagacion de ondas de choque en el agua provoca el colapso
de las microburbujas en el medio, emitiendo ondas de choque secundarias y pequeiios
chorros de liquido de velocidades considerables llamados “microjets” los cuales, se cree,
son los causantes de un aumento transitorio de la permeabilidad de la membrana celular,
permitiendo la entrada de macromoléculas contenidas en el fluido que rodea las células
(Gambihler et al., 1994; Lauer et al., 1997; Ohl e lkink, 2003; Arora et al., 2005; Zarnitsyn
et al., 2008). Por medio de este proceso, se ha logrado la integracion exitosa de ADN
exdgeno en células bacterianas de E. coli, P. aeruginosa y S. typhimurium (Jagadeesh et al.,
2004; Divya Prakash et al., 2011), y en hongos de diferentes géneros, como A. niger, F.
oxysporum, T. reesei, P. chrysosporium y M. fijiensis (Magana-Ortiz et al., 2013; Escobar-
Tovar et al., 2015), y en diferentes tipos de células animales (Lauer et al., 1997).

Los resultados reportados en este trabajo demuestran que la transformaciéon mediada por
ondas de choque es una herramienta eficaz para la insercion de genes heterdlogos en
semillas de amaranto. Se encontré que la eficiencia de insercién de ADN foraneo fue baja,
oscilando entre 1.25 y 3.75 %, con la ventaja de que el tiempo requerido para la
transformacién y la laboriosidad del trabajo involucrado en el proceso, se redujo en
comparacion con otros métodos. El porcentaje de eficiencia descrito en los trabajos de
transformacién genética de amaranto mas prometedores reportados hasta ahora, como el
de la transformacién de raices de A. hypochondriacus mediado por A. rhizogenes
(Castellanos, resultados no publicados), y el protocolo de transformacion de A. retroflexus
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por inmersién floral (Kuluev et al., 2017) fue entre 15.6% y 27%, y de 1.4%,
respectivamente.

Sin embargo, para el protocolo de inmersion floral, Kuluev et al. (2017) indicaron que, si
bien, éste resultd ser un método prometedor, econédmico y productivo para transformar
amaranto, fue aun necesario el uso de otro gen selectivo (hptll, que confiere resistencia a
higromicina) o la necesidad de realizar andlisis por PCR en todas las plantas tratadas, pues
se presentaron diversos problemas para la seleccion de sus transformantes, aun
realizando una doble seleccidon con higromicina combinada con la busqueda del fenotipo
deseado. Estos detalles le confieren al método cierto grado de subjetividad e incrementan
la laboriosidad del mismo.

Como se menciond anteriormente, el protocolo de transformacion de raices de A.
hypochondriacus por A. rhizogenes permitié elevar la eficiencia de transformacién entre
15.6% y 27% (Castellanos, resultados no publicados). Sin embargo, los métodos de
regeneracion de plantas completas a partir de raices pilosas de A. hypochondriacus
(Castellanos, resultados no publicados) o de brotes de células indiferenciadas para otras
especies de amaranto, permanecen sin desarrollar (Kuluev et al., 2017).

7.2 Expresion de la proteina verde fluorescente (GFP)

La presencia de la actividad del gen marcador GFP para la seleccién de plantas creciendo
en el medio de seleccién, permitid seleccionar plantas putativamente transformadas.
Curiosamente, el patron de expresion de GFP fue localizado e irregular, observandose sdlo
en hojas jévenes emergentes que aun eran fotosintéticamente inmaduras. Este patron
podria haberse presentado debido a que GFP es dificilmente detectable en hojas maduras
por la interferencia del alto contenido de clorofila que compite fuertemente al absorber
energia luminica para fluorescer en la misma longitud de excitacién usada por GFP,
evitando asi que ésta ultima pueda ser detectada (Zhou et al., 2005; Faize et al., 2010).

Para comprobar si la expresion del vector de transformacién empleado en este estudio
era uniforme en intensidad y distribucién a lo largo del tejido de raiz, se realizé un
escrutinio de la expresidon de GFP en raices de plantas GFP positivas por PCR. El patron
detallado de expresidon del vector insertado en células de la raiz, sefialéd importantes
tendencias que concordaron con los analisis de PCR. De modo que la expresién de GFP
en las raices, tanto de las plantas transformadas con el vector vacio como con las plantas
transformadas con las construcciones de la sacarosa sintasa, presentaron un patrén de
expresidon de GFP irregular y débil a lo largo de la raiz, en comparacién con las raices de A.
hypochondriacus transformadas mediante A. rhizogenes que presentaron una intensidad
mayor y uniforme de GFP, debido a la expresion constitutiva de la misma. Asimismo, el
patrén de expresion irregular, observado tanto en raices como en hojas jovenes, sugiere
gue la transformacion por ondas de choque genera una mezcla, o mosaico, de células
transformadas y no transformadas en estos tejidos. Lo anterior sugiere que las plantas
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transgénicas generadas podrian ser plantas quiméricas. Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que Soboleski et al. (2005) indicaron que cambios en la intensidad de la expresion
de GFP podrian deberse, también, a un reducido nimero de copias insertado en el ADN de
las plantas o a una disminucidon de la abundancia de ARNm de GFP en las células. En
referencia a lo anterior, el patrén variable de intensidad concuerda con evidencia
experimental que sefiala la posibilidad de la insercién de dos o hasta de mas de cuatro
inserciones de copias de ADN exdgeno mediante el uso de ondas de choque en hongos
(Escobar-Tovar et al., 2015). Lo anterior sugiere que el patréon variable de intensidad
observado en la raiz de plantas de amaranto transformadas por ondas de choque podria
haberse debido a la insercidon de varias copias cuando el embrién de las semillas fue
sometido a las ondas de choque.

Por otro lado, la ausencia de reportes de obtencion de organismos quiméricos mediante el
uso de ondas de choque se debe a que los trabajos que han publicado resultados exitosos
mediante el uso de la transformacién con este método, lo han logrado usando sélamente
células procariotas (Jagadeesh et al., 2004; Divya Prakash et al., 2011) o en el caso de
eucariotas, haciendo uso sélo de células de mamifero en suspensién o conidios de hongos
(Lauer et al., 1997; Magafia-Ortiz et al., 2013; Escobar-Tovar et al., 2015), lo que evade,
per se, la posibilidad de obtener quimeras.

7.3 Caracteristicas morfoldgicas de plantas de amaranto transgénico

La transformacion de plantas de amaranto de grano con dos genes de la sacarosa sintasa
en este trabajo, mostré que la sobreexpresidén constitutiva de los mismos generé plantas
transgénicas que se caracterizaron por una evidente disminucién del area foliar, y del
grosor y longitud del tallo, en comparacion con el control (Figura 17). Sin embargo, estos
fenotipos negativos contrastan con varios otros estudios que han mostrado que la
sobreexpresion de los genes de la sacarosa sintasa en plantas tiene un impacto positivo en
la produccién de biomasa (Goren et al., 2017), lo que concuerda con el concepto de las
enzimas de la sacarosa sintasa como determinantes principales del crecimiento de las
plantas (Tang y Sturm, 1999). En este sentido, estudios previos sobre la sobreexpresion de
genes de la sacarosa sintasa en otras plantas, reportaron un aumento en la altura de
plantas de tabaco (Coleman et al., 2006; Wei et al., 2015) y un aumento de la superficie
foliar, asi como un desarrollo temprano en plantas de papa (Xu et al., 2012).

No obstante lo anterior, en nuestras plantas transformadas de amaranto ocurrid lo
contrario. Esto sugiere que pudo haberse presentado un evento de silenciamiento de los
dos genes de la sacarosa sintasa introducidos (i. e., AhSUS2 y AhSUS3), situacion que
podria explicar, al menos parcialmente, el efecto negativo observado en el desarrollo de
las plantas de amaranto. En sintonia con esta propuesta, se describen los resultados
reportados en plantas de zanahoria silenciadas en un gen de la familia de la sacarosa
sintasa (Tang y Sturm, 1999). Este silenciamiento condujo a un efecto negativo en su
desarrollo, reduciendo no sélo el tamafio de la planta y el de sus raices, sino también en
su superficie foliar.
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7.4 Cuantificacion de la expresién génica

El método de RT-qPCR permite medir la sintesis de ARNm a partir de complejos de
transcripcién posibilitando la estimacién de la actividad transcripcional de los genes de
interés. Los resultados de la estimacién de la acumulacién de transcritos del gen AhSUS2
sugieren fuertemente que la expresiéon de este gen en las plantas transformadas,
representadas con los nimeros “15” y “18”, se encontraba reprimida, lo que sugiere que
el gen habia sido silenciado.

El fendmeno del silenciamiento génico se ha observado en muchas especies de plantas
como resultado de la sobreexpresion y en general se caracteriza por causar un efecto
contrario al deseado, es decir, la expresion disminuida de gen(es) insertado(s) en plantas
TO o en sus progenies segregantes (Pickford y Cogoni, 2003). Un factor que a menudo se
ha asociado con el silenciamiento génico es el abundante nimero de copias insertado en
las células (Stam et al., 1997). En este sentido, existe la posibilidad de que las plantas que
resultaron positivas después de los ensayos de PCR hayan presentado regiones ricas en
células con copias multiples. Lo anterior se deduce de los patrones de expresion de GFP
observados en raices y hojas jovenes. El impacto del nimero de copias en la expresion de
transgenes ha sido evaluado por varios autores, donde las secuencias repetidas se han
implicado en el silenciamiento génico (Selker, 1999). Un estudio de Xu-Gang et al. (2002),
mostrd que algunas plantas de tabaco transformadas con 355-GUS presentaron una alta
actividad del gen uidA (que codifica a la enzima GUS) en lineas de tabaco transgénicas con
una o dos copias, mientras que las plantas con tres a cuatro copias no mostraron actividad
GUS. Del mismo modo, Lechtenberg et al. (2003) encontraron que el silenciamiento del
gen uidA en construcciones reguladas por el promotor constitutivo CaMV35S insertado en
plantas transgénicas de Arabidopsis se producia cuando los genes indicadores se
encontraban repetidos en tdndem. Asimismo, Ma y Mitra (2001) demostraron que
bastaban 3 o 4 repeticiones directas de GFP impulsadas por el promotor constitutivo 35S
para inducir el silenciamiento de este gen reportero en plantas de tabaco. Por otro lado,
Iglesias et al. (1997) también propusieron como las causas de silenciamiento, el nimero
de copias y el efecto posicional de los transgenes.

Por otro lado, el uso de transgenes homélogos también se ha asociado con el
silenciamiento génico, que se conoce como “silenciamiento génico dependiente de
homologia” ( 0 “HDGS” por sus siglas en inglés) (Kooter et al., 1999). HDGS puede ocurrir a
nivel transcripcional (Meyer et al., 1993; Park et al., 1996) o postranscripcional (English et
al., 1997), dependiendo de que multiples copias de genes compartan homologia en
promotores o secuencias transcritas, respectivamente. En primer lugar, el silenciamiento
génico transcripcional (TGS) es el resultado de un bloqueo en la sintesis de ARN, es decir
que resulta de la inactivacidn del promotor, mientras que el silenciamiento génico
postranscripcional (PTGS) implica la degradacién selectiva de ARN homdlogos en el
citoplasma (Matzke et al., 2002). Este ultimo, también es conocido por servir para varios
otros fines en la planta como: i) un sistema inmunitario, basado en el reconocimiento de
ARN foradneo, que desencadena respuestas de defensa al detectar la invasion de genes
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extrafios provenientes de virus (Incarbone y Dunoyer, 2013; Pumplin y Voinnet, 2013); ii)
un mecanismo de regulacion de genes enddgenos (Cogoni y Macino, 2000; Wilson y
Doudna, 2013); y iii) un mecanismo de represién de transgenes (Gazzani et al., 2004;
Moreno et al., 2013).

Un tipo de silenciamiento génico postranscripcional dependiente de la homologia (i.e.,
PTGS) (Escobar y Dandekar, 2003), donde se ve afectada la expresién de un transgen y su
homodlogo enddgeno, se conoce como co-supresion debido a que tanto los genes
enddgenos como los transgenes se silencian (Stam et al., 1997). Dos estudios de co-
supresidon que se asemejan al realizado en este trabajo fueron los realizados por Van der
Krol et al. (1990), y Napoli et al. (1990), quienes utilizaron plantas de petunia
transformadas con el gen de la chalcona sintasa (CHS), el cual es un gen que pertenece a
una pequena familia multigénica (como la sacarosa sintasa), la cual esta relacionada con la
ruta de biosintesis de antocianinas en flores de petunia, entre otros tejidos (Flavell et al.,
1994). Ambos trabajos mostraron que un aumento en el nimero de copias de CHS bajo la
regulacion de un promotor constitutivo fuerte daba origen a una disminuciéon de la
abundancia del ARNm de los genes transgénicos e incluso de sus homélogos enddgenos,
gue se manifestd en los pétalos de las flores, los cuales lucian total o parcialmente blancos
(Van der Krol et al., 1990; Napoli et al., 1990). Estos resultados concuerdan con lo
observado en las plantas “15” y “16” transformadas con AhSUS2, que también es un gen
endogeno de plantas de amaranto, el que al ser expresado pudo haber provocado una
reduccion en la abundancia de transcritos.

Ademas, se sabe que pueden presentarse muchos niveles de co-supresion en la actividad
de transgenes debido a la variedad de patrones de pigmentacidon que presentaban las
flores de petunia (Flavell et al., 1994). Lo anterior puede contribuir a explicar el patrén
fenotipico variable obtenido en las plantas de amaranto transformadas con genes AhSUS,
mas marcado en una planta que en otra, y las variaciones en la actividad enzimatica
medida in vitro, tan diferente en ambas plantas, a pesar de haber sido transformadas con
el mismo gen AhSUS2.

Un modelo atractivo que explica el silenciamiento invocado por un efecto de transgenes
altamente expresados es el llamado “modelo umbral”, que usualmente aplica para genes
gue se encuentran sobreexpresados, como los genes de la sacarosa sintasa (AhSUS2 vy
AhSUS3) utilizados en este trabajo y que se encuentraban bajo un promotor constitutivo
fuerte, como el CaMV35S (Stam et al., 1997). En este modelo, los transgenes producen tal
cantidad de ARN que el nivel excede un umbral critico, lo que desencadena un mecanismo
gue elimina especificamente todos los ARN homadlogos independientemente de su origen
(Stam et al., 1997). Este modelo de umbral de ARN obtuvo apoyo a partir de
observaciones mediante las cuales se correlaciond con transgenes altamente expresados
(Lindbo et al., 1993; Smith et al., 1994; Goodwin et al., 1996; Elmayan y Vaucheret, 1996),
similar a la co-supresion del gen CHS en transformantes de petunia (Metzlaff et al., 1996).
A pesar de la evidencia, aun no se sabe si la reduccion de transcritos resulta de la
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inestabilidad del ARN, de la activacion de un proceso de degradacion del ARN especifico
de la secuencia o de una combinacién de ambos (Stam et al., 1997).

Un mecanismo que explica la posible degradacion del ARN puede ser mediante la
participacién de ARN polimerasas dependientes de ARN (RdRP) (Schiebel et al., 1993;
Lindbo et al.,, 1993; Dougherty y Parks, 1995) que sintetizan ARNc a partir de ARNm diana
o blanco (e. g., proveniente del transgen). Se cree que los ARNc producidos hibridizan con
los ARNm diana dando origen a ARN de doble cadena (dsRNA), el cual es reconocido y
procesado por proteinas de la familia Dicer (Hutvagner, 2001; Xie et al., 2004).
Posteriormente, los dsARN puede cargarse en un complejo de silenciamiento que
contiene Argonauta (AGO), mas un complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC),
gue daran origen a ARN interferentes pequefios (siARN) que generaran la ruptura del
ARNm del transgen y de los ARNm enddgenos homadlogos o la inhibicidon traduccional
(Vaucheret et al., 2001; Vance y Vaucheret, 2001; Escobar et al., 2003; Sontheimer, 2005;
Fabian et al., 2010; Loginova et al., 2012; Zhang et al., 2015).

7.5 Actividad enzimatica

Se podria hipotetizar que una actividad transcripcioinal de AhSUS2 reducida seria capaz de
afectar el fenotipo de la planta. Al estar reprimidos los transcritos de AhSUS2, de las
plantas “18” y “15”, seria posible generar algunas suposiciones tomando en cuenta los
resultados obtenidos de la actividad enzimatica. De modo que la planta “18” presenté un
efecto inductivo significativo en la actividad de sacarosa sintasa a pesar de que ésta no fue
acompafada por la induccion de AhSUS2. Este escenario aparentemente contradictorio
sugiere un cambio en el estado metabdlico de la planta, que al detectar una disminucidn
en la abundancia de transcritos de AhSUS2, posiblemente intentd compensar la funcion de
esta enzima aumentando la actividad del resto de las isoformas de la familia de la
sacarosa sintasa, para lograr un desarrollo normal en la planta.

La planta “15”, que también presentd represién en la acumulacién de transcritos de
AhSUS2, pero que, a diferencia de la planta “18”, mostré una actividad enzimdtica normal,
se pudo observar un fenotipo muy contrastante (Fig. 17C), caracterizado por un menor
crecimiento vegetativo (en términos de grosor y longitud del tallo, y area foliar) y un
retraso en la floracidn de dos semanas con respecto al control. Este fenotipo podria
haberse debido, en cambio, a la ausencia del efecto de compensacién por el resto de los
genes de la familia de la sacarosa sintasa para lograr un desarrollo normal, como se sugirié
en el caso de la planta “18”. Ambos escenarios son contrastantes y la razén para que se
presentaran sélo en una de las dos plantas analizadas se desconoce. Sin embargo, en
ambos casos sugiere la fuerte participacién del gen de AhSUS2 en procesos importantes
del desarrollo y maduracion de las plantas de amaranto.

A pesar de que las plantas “15” y “18” fueron transformadas con el mismo gen (AhSUS2)
bajo las mismas condiciones, éstas presentaron diferentes fenotipos y niveles de
expresiéon génica. Se sabe que la variabilidad en la expresion transgénica en
transformantes independientes de un determinado gen podria deberse a varios factores,
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incluyendo diferencias con respecto a la ubicacién cromosdmica de la insercién, el nUmero
de copias insertadas y a que el proceso de transformacién genética resulte en la
generacion de plantas quiméricas (Matzke y Matzke 1998; Kooter et al., 1999; Dominguez
et al., 2004).

Para concluir el andlisis con el gen de la sacarosa sintasa 2, se incluye la descripcién de la
planta “19” que generd resultados negativos al ser analizada por PCR, pero que presentd
un fenotipo contrastante con respecto al control por su maduracidon temprana y su alto
desarrollo vegetativo (i. e., floracion prematura, asi como longitud y grosor del tallo
significativamente mayor con respecto a la planta control). A pesar de lo anterior,
presentd un comportamiento normal en cuanto al nimero de transcritos para el gen
AhSUS2, lo cual era lo esperado en una planta aparentemente no transformada. Sin
embargo, presentd una actividad enzimatica que resulté ser casi el doble que la detectada
en las plantas control, lo que sugiere que la accién de las otras sacarosas sintasas, no
modificadas, haya sido la causante de este fenotipo que podria simplemente representar
un efecto de la variabilidad genética y/o plasticidad propia de esta especie.

Finalmente, la planta “12”, que fue transformada con el gen AhSUS3, mostrd, en forma
similar a la planta “19”, un incremento de casi el doble de la actividad enzimatica tipo
sacarosa sintasa presente en las plantas control. Como acontece con frecuencia, la alta
actividad tipo SUS no coincidiéd con una acumulacion de transcritos del gen AhSUS3, los
cuales se encontraron dentro de los valores basales. Esta situacion podria explicarse
mediante la hipdtesis de que al haber casi el doble de actividad de la sacarosa sintasa, en
comparacion con el control, la planta estaria intentando regular la expresién de los
transcritos del gen AhSUS3, lo que posiblemente involucraria un gasto mayor de energia, y
por lo tanto, la aparicidn de un fenotipo de desarrollo retardado.

Existe informacion que concuerda con la falta de correlacidn directa observada entre los
niveles de expresion de los genes y la actividad de la sacarosa sintasa observada en este
trabajo. Por ejemplo, Klotz et al. (2008) reportaron una disparidad semejante a la
observada con los niveles de transcritos de AhSUS2 y AhSUS3 y la actividad de la sacarosa
sintasa en este trabajo. De modo que observaron que en raices de plantas de betabel
sometidas a dafio mecanico, anoxia y frio se alter6 marcadamente el nivel de transcritos
de los genes de sacarosa sintasa SBBSS1 y SBBSS2, pero, en cambio, no se observé un
impacto significativo en la actividad enzimatica, cuestion que se atribuyd a mecanismos
postranscripcionales de regulaciéon. Asimismo, esta disparidad también se observé en
plantas de A. cruentus expuestas a defoliacién, donde no se encontré concordancia entre
los patrones de expresion de los genes de sacarosa sintasa AhSuS1 y AhSuS2, y los niveles
de actividad enzimdtica observada en respuesta a la defoliacién parcial. Por otro lado, la
expresion de estos genes en hoja disminuyd un dia después del dafio, pero se incrementd
a los 5 dias posttratamiento (dpt); la actividad enzimatica sufrié cambios drdsticamente
diferentes, siéndo mas alta que en los controles un dia después de la defoliacién, pero
disminuyendo a niveles casi indetectables, a los 5 dpt (Castrillén-Arbeldez et al, 2012).
Estos autores también asociaron esta disparidad entre el nivel de transcritos y de
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actividad enzimatica de SUS a la participacidon de otras isoformas de la sacarosa sintasa.
Estas propuestas tienen sentido considerando que, de forma similar a otras especies de
plantas (Barrero-Sicilia et al., 2011), los genes que codifican a enzimas tipo sacarosa
sintasa en amaranto conforman una familia de multiples genes que consiste de 7
isoformas diferentes (Délano-Frier et al., 2004), las cuales podrian, muy posiblemente,
estar reguladas diferencialmente (Marino et al., 2008). Hasta el momento no hay
evidencia experimental para apoyar esta propuesta, la cual debera ser explorada con mas
detalle en el futuro.

Otra hipdtesis que pudiera explicar la incongruencia entre resultados de la actividad
enzimatica SUS y de expresion génica por RT-gPCR incorpora dos factores fundamentales:
i) que las enzimas SUS juegan un papel clave en el desarrollo y estan altamente reguladas
(Pontis et al., 1981; Nakai et al., 1998; Déjardin et al., 1999; Ciereszko y Kleczkowksi 2002;
Hardin et al. 2004), y ii) que las plantas transgénicas soreexpresantes de AhSUS, estaban
organizadas en forma de mosaico, donde regiones ricas en células transformadas
genéticamente, se encontraban distribuidas entre zonas compuestas por células normales,
no transformadas. De modo que ambos factores podrian haber contribuido a crear un
desequilibrio metabdlico, que al ser detectado por la planta se manifestdé en una
discordancia entre los patrones de expresidon génica y de actividad enzimatica. Lo anterior,
apoyado por reportes que describen que modificaciones en enzimas clave en el desarrollo
o en la defensa de las plantas pueden llegar a tener consecuencias dramaticas para la
supervivencia de la planta (EImayan et al., 1998).

7.6 Andlisis de la generacion F1

Debido a que era altamente probable que las plantas transgénicas transformadas con el
vector vacio pB7WG2D fueran realmente plantas quiméricas, no se observo un patrén de
heredabilidad en la siguiente generacién, lo cual tuvo congruencia con lo reportado por
Wang et al. (2008) y Skarjinskaia (2003) que indicaron que las plantas quimera pueden dar
lugar a gametos y progenies no transgénicas y, por lo tanto, a la pérdida de los
transformantes (Chen, 2011) a través de la propagacién de la semilla, que es un fenémeno
ampliamente reportado (McHughen y Jordan, 1989; Landgridge et al., 1992; Ulian et al.,
1996; Joersbo et al., 1999).
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VIIl. CONCLUSIONES

e La transfeccion de ADN en semillas de amaranto escarificadas es posible usando
100 y 200 ondas de choque:

e La eficiencia de transformacion con el vector pB7WG2D (100 ug/ ulL) fue baja:
3.75% y 1.25% en semillas tratadas con 200 y 100 ondas de choque,
respectivamente.

e La eficiencia de transformacion también fue baja al transformar semillas de
amaranto con genes de sacarosa sintasa: 1.25% tanto para los genes AhSUS2
(50 y 100 ug/ puL de ADN) y AhSUS3 (50 ug/ puL de ADN) usando 200 y 100
ondas de choque, respectivamente.

e Se observd una represion de la expresidon del gen AhSUS2 en las lineas transgénicas
sobreexpresantes de este gen.

e No se observd una acumulacion de transcritos de AhSUS3 superior al nivel
detectado en plantas control en las lineas transgénicas sobreexpresantes de este
gen.

e No se encontrd una concordancia entre el patrén de expresion de AhSUS2 y
AhSUS3 vy los niveles de actividad enzimatica tipo sacarosa sintasa en las plantas
transgénicas.

e Todo indica que las plantas transgéncias obtenidas por ondas de choque son
guiméricas, formando mosaicos constituidos por regiones ricas en células
genéticamente transformadas inmersas en regiones conformadas sélo por células
normales.

e El uso de semillas como “explante” para realizar la transformacién por ondas de
choque no permite que el evento de transformacién se transmita a la generacién
siguiente.

IX. PERSPECTIVAS

Si bien no se obtuvieron plantas completamente transformadas mediante el protocolo
basado en el uso de ondas de choque, el éxito de este método en la transformacion de
plantas podria lograrse mediante el uso de otros explantes o células receptoras, como
callos o células en suspension, para evitar la posible formacién de mosaicos/plantas
quiméricas. También se abre la posibilidad de utilizar herramientas moleculares
adicionales, como vectores de recombinacion homdloga o, incluso, junto con la nueva
técnica CRISPR/Cas9, que permita una insercion puntual de secuencias génicas en el
genoma de la planta.
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