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RESUMEN

El algod6n es una planta perteneciente al género Gossypium, y tiene importancia en la
agricultura por su fruto fibroso el cual es utilizado en industria textil para la elaboracién de
telas. Ademas los subproductos se emplean como forraje de ganado o fertilizante
agricola. De las semillas se extraen aceites, margarinas, cosméticos, jabones y glicerina.
En México, la produccién de esta planta se confina en los estados del norte, zona del
territorio nacional que ofrece las caracteristicas climaticas y de suelo propias para el
cultivo de esta planta (climas calidos con temperaturas por arriba de los 15°C). Al igual
que otras plantas, el algodén es susceptible a plagas de insectos que llevan a una
disminucion en el rendimiento de las cosechas, dentro de las que destacan aquellas

causadas por lepidépteros.

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram-positiva conocida por la produccion de
delta-endotoxinas, conocidas como insecticidas biolégicos que tiene gran importancia en
la agricultura, por su alta toxicidad contra grupos de insectos de los 6rdenes lepidéptera,
coledptera y diptera; ademas de ser biodegradable, esta proteina expresada
heterélogamente en plantas de importancia agricola han permitido controlar plagas de
insectos, ademas ofrecen la ventaja de ser inocuas al ser humano y animales, sin
embargo se ha demostrado que algunos insectos lepidopteros han desarrollado cierto
grado de resistencia a las delta-endotoxina. Actualmente, la investigacion en Bt como
agente entomocida se encuentra enfocada en la busqueda de nuevas proteinas y su
mejoramiento por ingenieria genética, que permita incrementar la toxicidad y ampliar su
espectro frente a insectos susceptibles. Nuestro grupo de investigacion desarrollé un gen

hibrido a partir de las proteinas CrylAal y CrylBal de Bt, con alta actividad insecticida.

En el presente trabajo se logr6 comprobar la expresién del gen hibrido de la delta-
endotoxina en plantas de N. benthamiana, por expresion transitoria y la posterior
evaluacion del RNAm, y aun mas favorable, se logré la obtencion de plantas de algodon
transgénicas que contiene el gen hibrido, mismas que han sido comprobadas por PCR
punto final del gen hibrido y el nUmero de inserciones del gen hibrido en el genoma de

algodédn.
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ABSTRACT

Cotton (Gossypium spp.) is an economically important plant; the fruit is employed
in the manufacture of textile fibers, while seeds are transformed in the manufacture
of oils and waxes. In Northern Mexico, cotton planting is located in areas with
warm climate (temperatures above 15 °C). Insects attack it during plant growth,
thus causing yield reduction. Lepidopteran insects are the most important and

dangerous plagues attacking the cotton.

Bacillus thuringiensis is a Gram-positive bacterium producing an insecticide protein
during sporulation. The protein accumulates in a parasporal crystal, also known as
0-endotoxins or Cry proteins. The toxins display specificity against lepidopteran,
coleopteran or dipteran insects, these proteins being biodegradable. Genetic
engineering has achieved the heterologous expression of these proteins in plants,
in order to confer resistance to insects, thus reducing the use of insecticides and
thereby increasing cotton quality. It is of note the safety of these proteins to
mammals, including humans. Despite the success in using this strategy in the last
25 years, resistance to this control method already produced resistant pests.
Nowadays, research groups are focused on the identification of novel proteins from
Bt to increase the spectrum of action of these toxins. In the present work, we
designed a hybrid gene employing CrylAal and CrylBal Bt proteins. A gene
expression vector was constructed to express this toxin in cotton plants, currently
susceptible to lepidopteran pests. The expression of the hybrid gene was
confirmed by transient expression in N. benthamiana plants, thus demonstrating

both transcription and translation of the new gene.
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INTRODUCCION

El algoddn, planta del género Gossypium incluye alrededor de 50 especies, de
éstas solo cuatro son considerados de importancia por los productores en el
campo. Como es bien sabido, su importancia econémica a nivel mundial radica en
la obtencion del fruto fibroso conocido como algodén hueso para la industria textil
en la fabricacion de telas. Asimismo, la semilla se utliza para dos fines
importantes, para la siembra y para la extraccion de aceites en la produccion de
margarinas, cosmeéticos, jabones y glicerinas, ademas de que los subproductos
generados por la planta se emplean como forraje de ganado o fertilizante agricola
(SAGARPA 2011; Nafiez 2012).

Originario de México y diversificado en todo el mundo, el algodon es una planta
que crece en zonas calidas o de temperaturas superiores a los 15 °C con
requerimientos de agua de 50 cm?® en la etapa de crecimiento, con ciclos de
produccion de 210 dias (Weiger et al., 2011). En México, la produccion de algodén
de acuerdo con el Servicio de informacién Agroalimentaria y Pesquera la
produccion de algodon en 2010, fue de 440 490 toneladas en la zona norte del
pais, considerando dos temporadas, la de otofio-invierno y algunas en primavera-

verano (Sistema producto algodon 2012).

En la década de los 80s con el auge de la biologia molecular y la expresiéon de
proteinas recombinantes, la agricultura fue uno de los ambitos mas beneficiados,
gracias a la insercion y expresion de genes en las plantas con el fin de conferirle
resistencia a plagas de insectos y proporcionarle resistencia a herbicidas, logrando
asi la disminucién en la aplicacion de quimicos que no son amigables con el medio
ambiente, y que por su efecto toxico disminuyen el rendimiento y la calidad del
fruto. Dentro de los primeros y mas importantes genes insertados en los cultivos y

expresion de forma heterdloga son los genes para conferirle resistencia a
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herbicida mediante la expresion del gen BAR, aislado de Streptomyces
hygroscopicus (Thompson et al.,, 1987). Mas utilizadas aun son las proteinas
toxicas de Bacillus thuringiensis conocidas como delta-endotoxinas para conferirle
a la planta resistencia frente al ataque de insectos patdégenos que disminuyen el

rendimiento de los cultivo. (Adang et al., 2014).

En la actualidad se conocen cerca de 70 grupos de delta-endotoxinas y méas de
200 miembros clasificados de acuerdo con el grupo de insectos a los que
presentan toxicidad y a la homologia en su secuencia de aminoacidos, conocidas
también como proteinas de tres dominios, presentan estructura globular, que
poseen un sitio de reconocimiento que les permite unirse a la membrana de las
células epiteliales del insecto y tras oligomerizarse estas proteinas, dan lugar a la
formacion de poros en la membrana de las células del epitelio del insecto, hasta
lograr la lisis de las células. Posterior a ello el contenido alcalino del intestino es
vertido en la hemolinfa para terminar causando la muerte por septicemia del

insecto (Bravo et al., 2012).

Una de las ventajas de estas toxinas es que son altamente especificas, pues solo
interaccionan con receptores en el intestino de los insectos, ademas de ser activas
a pH alcalinos, lo cual las hace inocuas para mamiferos, incluyendo al ser humano
(Soberdén & Bravo, 2007).

A partir de que se comenzo a utilizar este tipo de cultivos se ha incrementado su
uso, teniendo gran éxito a nivel mundial; sin embargo ciertas plagas de insectos
desarrollan resistencia a las proteinas que expresa la planta, como es el caso de
los insectos Lepidopteros. Un experimento en insectos a nivel de laboratorio
demostré que los insectos después de 30-36 generaciones sufren mutaciones en
los receptores del intestino de los insectos, bloqueando la unién de las deltas-
endotoxinas en las membranas de las células del epitelio intestinal del insecto y
con ello se bloquea la formacion del poro (Juarat-Fuentes & Adang 2006).

IBT. LAURA SOFIA CASTILLO ORTEGA 8



Xoconostle-Céazares (1989) desarrollé un gen hibrido a partir de las proteinas
CrylAal y CrylBal de Bacillus thuringiensis, la cual mostr6 mayor toxicidad

contra larvas de Manduca sexta.

Para este trabajo se realiz6 la regeneracion de algoddn genéticamente modificado
con el gen hibrido desarrollado por Xoconostle-Cazares (1989) para la expresion
de una delta-endotoxina de B. thuringiensis, ademas de que las plantas seran

resistentes al herbicida glufosinato de amonio.
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ANTECEDENTES

EL ALGODON

El algodon es una planta perteneciente al género Gossypium, que cuanta con
cerca de 50 especies de plantas, sin embargo se consideran como plantas de

importancia econémica las especies:

e Gossypium hirsutum
e Gossypium barbadense
e Gossypium herbaceum

e Gossypium arboreum

Su principal importancia radica en el fruto conocido como algodon hueso,
compuesto de fibras de celulosa que se utiliza en la industria textil para la
elaboracion de telas, de las especies mencionadas G hirsutum es la mas utilizada
a nivel mundial para el cultivo de la planta destacando cerca del 90 % para el
cultivo y G. barbadense que aporta cerca del 5% de produccién mundial. Ambas
especies son originarias del continente Americano, de paises como Peru para G.
barbadense, México y otros paises de América central son hogar de G. hirsutum
(SAGARPA 2011; Nafiez, 2012).

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

La planta algodonera es un arbusto pequefio de flores amarillas, con frutos en
forma de capsula, los que estan dividido en valvas que puede contener de 3 a5 de
éstas, tiene en su interior semillas rodeadas de prolongaciones filiformes de fibras
blancas y rizadas; cuando maduran, el fruto se abre y las fibras se proyectan hacia
el exterior. Estas fibras dan a la planta la apariencia estar cubierta por copos de

nieve, lo que se conoce como el algodén hueso (SAGARPA, 2011)
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Las caracteristicas morfolégicas de cada parte de la planta se describen a

continuacion.

o Raiz: las raices principales son pivotantes en suelos profundos con buen
drenaje. Las raices pueden llegar a medir hasta 2 metros de profundidad en
el suelo gracias a que son penetrantes.

o Tallo: de forma erecta, ramificada y regular, puede tener dos tipos de
ramas las vegetativas y las fructiferas.

o Hojas: son pecioladas de tamafio grande y con margenes lobulados, con
un color verde intenso.

o Flores: son dialipétalas, solitarias, péndulas y grandes.

o Fruto: lo que se conoce como algodon hueso es un fruto en capsula de
forma ovoide, que tiene de tres a cinco carpelos, que a su vez contiene de
seis a diez semillas cada uno. El algodén es una fibra que proviene de las
células epidérmicas de las semillas. La fibra puede varia de tamafio de 20 a

45 cm y de peso de 4 a 10 gramos (Sistema producto algodén, 2012).

Figura 1 Fruto de la planta de algodon (algodén hueso).
Modificado Maldonado 2009

PRODUCCION

El algodon es una planta propia de zonas calidas, o con temperaturas por arriba
de los 15°C, con una iluminacién solar adecuada y sus requerimientos de agua

son cerca de 50 cm?® cuando ha alcanzado su altura maxima (Retes et al., 2015).
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Se puede cultivar en casi cualquier tipo de suelo, sin embargo las caracteristicas
adecuadas para el crecimiento de algodon son aquellos con textura media, es
decir, franco-arenosos finos, francos, franco-limosos y franco-arcillosos gruesos,
de esta forma, no se recomienda el uso de suelos arcillosos ya que no proporciona
un adecuado drenaje como lo demandan las raices (sistema producto algodén
2012).

Para los climas secos no son recomendable los suelos livianos o con baja
cantidad de materia organica ya que no tendran retencion de agua suficiente para
el cultivo de algodén. El drenaje interno del suelo es importante, ya que debe de
evitarse el anegamiento, para no llevar a la planta a morir por anaerobiosis en la

zona de la raiz (sistema producto algodon 2012).

Otra caracteristica importante del suelo es el pH, el cual debe estar ligeramente
acido entre 6.2 y 7.2. El ciclo de produccién de algodon dura aproximadamente
210 dias, dentro de los primeros dias, la semilla brota y tres meses después la
floracion comienza, cuando esto ocurre, la flor se desprende y el capullo comienza
a crecer. Después de tres semanas el capullo alcanzara su tamafio final, y dentro
de él, las semillas se desarrollaran formando las fibras de algodon antes de que
emerjan. La floracion comienza 50 dias después de la floracion, de las semillas
saldran fibras cortas y largas de aproximadamente 3 mm que la recubriran a

manera de vello (Weiger et al., 2011; Sistema producto algodén 2012).

En México se pueden observar dos temporadas de produccion de algodén, una
gue se encuentra entre otofo-invierno y otra de primavera-verano, tanto las
caracteristicas del suelo para el cultivo de algodon, el clima y las condiciones de
humedad posiciona a México como un pais con territorio adecuado para el cultivo
de esta planta (Weiger, 2011, SAGARPA, 2011).
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APLICACIONES

Una de las principales aplicaciones de esta planta como se ha venido
mencionando es el fruto conocido como algodon hueso de abundantes fibras de
celulosa, la cual es util para la industria textil, en la elaboracion de telas,
caracterizandolas por ser ligeras, absorbentes y frescas, también pueden ser
utilizadas en la elaboracion de gasas y vendajes (figura 2).

De esta planta también se puede utilizar la cascara de la semilla para forraje de
ganado, la harina como alimento o fertilizante agricola, ademés se pueden extraer
aceites de la semilla y utilizarse en la preparacibn de margarina, cosméticos
algunos jabones y glicerina (Sistema producto algodon, 2012; SAGARPA, 2011;
Retes, 2015).

FIBRA 42% s [INDUSTRIA TEXTIL 100%

ACEITE 15%

SEMILLAS 58% (g SIEMBRA  42%

CONSUMO

FORRAJE 40%

Figura 2 Procesos industriales del fruto de algod6n hasta ser comercializado
Modificado de sistema producto algodon 2012

CULTIVO DE ALGODON EN MEXICO

Entre las décadas 60s y 70s, México se posiciond entre los paises mas
destacados en la produccion de algodon; sin embargo, por la falta de apoyo y
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sobre todo por la apertura del TLC, estuvo casi a punto de desaparecer. Tras
varios afios de recuperacion y principalmente por la adopcion de nuevas
tecnologias e innovaciones el sector productivo de algodén se ha ido reactivando
(SAGARPA 2014; SHCP 2014). En la dltima década se puede observar un

aumento en la produccion de algodon (tabla 1).

Tabla 1 Produccién de algodén en México

Afio Superficie (miles ha) Volumen de Rendimiento Valor de
produccidn (ton/ha) produccién (mdp)
(miles ton)
Sembrada Cosechada
2000 80.2 77.2 223.8 2.9 980.3
2001 91.9 88.5 276.8 31 758.5
2002 40.5 39.6 123.3 31 431.3
2003 62.9 60.6 209.6 35 1231
2004 110 109.1 3854 3.5 1761.2
2005 1295 128.2 401 3.1 1640.5
2006 117.7 116.6 447.9 3.8 2016.7
2007 111.6 108.7 378.9 3.5 1999.5
2008 104.8 99.7 365.2 3.7 1820.5
2009 72.3 72 278.5 3.9 1878
2010 120.1 112.9 440.5 3.9 4098.7
2011 198.4 193.5 746.2 3.9 7089.9
2012 155.5 155 668.7 4.3 5911.4
2013 124.8 123.4 580.4 4.7 5339.5
2014 152.3 148.4 636.6 4.3 N/D

Tomado de SHCP 2014.

En México los principales estados productores de algodén se encuentran en el

norte del pais, destacando los estados de:

e Chihuahua

e Baja california
e Coahuila

e Sonora

e Durango

e Tamaulipas
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En el afio 2012 se reporté una produccion nacional de 668.7 miles de toneladas, lo
que fue igual a 5911.3 mdp en total por los 7 estados productores de algodén
mismos que se muestran en la tabla 2 y figura 3 junto a los porcentajes de

produccion para cada uno (SHCP 2014).

Tabla 2 Estados productores de algodén en México

Volumen

Estados Miles de toneladas =~ % de Participacion = Valor mdp
Chihuahua 355 53.10% 3391.8
Baja California 152.6 22.80% 1199.5
Coahuila 75.3 11.30% 685.1
Sonora 58.9 8.80% 386
Durango 15.9 2.40% 139.9
Tamaulipas 6.1 0.90% 75.3
Sinaloa 4.9 0.70% 33.7
Total nacional 668.7 100% 5911.3

Tomado de SHCP 2014

Volumen de Produccion en 2012 (miles de ton)

E 154 - 355

Figura 3 Estados productores de algodén en México.
Tomado de SHCP 2014
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En Meéxico el cultivo de algodon transgénico comenzé en el afio de 1996,
aumentando la densidad de siembra, y con ello, un aumento en los rendimientos
de los productores y sus ingresos; aunado a ello, se logré la disminucién y/o el uso
moderado y racional de quimicos tanto plaguicidas como herbicidas, disminuyendo

a su vez los costos en aspectos de control de plagas y malezas (SAGARPA 2014).

Para el 2010 se estimoO que el uso de algodon genéticamente modificado era del
62% del total de la superficie cultivada, aumentando el rendimiento promedio por
hectarea de 3 toneladas en 1996 a 6 toneladas en 2010. El algoddn transgénico
sembrado en México principalmente expresa las proteinas Cry de B. thuringiensis
que le confiere proteccion frente a insectos principalmente lepidopteros, y el gen
de resistencia al herbicida glufosinato de amonio (SAGARPA 2014).

El uso de semillas genéticamente modificadas para el cultivo de algodén tiene
ventajas y desventajas econdmico-productivas del uso de algodén genéticamente
modificado contra el algodon convencional (tabla 3) (SAGARPA 2014).

Tabla 3 Ventajas y desventajas de la siembra de algodén OGM y convencional

actividades Algoddn genéticamente modificado Algodoén convencional

Costo de Mayor costo que el material convencional Menor costo que el material

semilla/unidad transgénico

Costo semilla/ha Menor costo que el tradicional Mayor costo que el OGM

Aplicacion de Reduccion sensible en la cantidad Mayor cantidad aplicada por ha.
insecticida aplicada por ha.

Aplicacion de Reduccion en la cantidad aplicada por Mayor cantidad aplicada por ha
herbicidas ha. Perdida de algunas plantas por

efecto del herbicida
Rendimiento/ha Incremento en mas del 40 % en Es menor en los OGM
comparacion con el algodén
convencional gracias a mayor control
fitosanitario

Instituciones que Multinacionales: Monsanto No se tiene en México un programa
generan investigacion Bayer formal de fitomejoramiento.
Modificado de SAGARPA, 2014
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PLAGAS DE INSECTOS EN ALGODON

El cultivo de algodon al convertirse en monocultivo también se ve afectada por la
presencia de insectos plaga que disminuyen en rendimiento de la produccion tanto

de la planta como del fruto.

Los dafios mayores en el rendimiento de los cultivos se han visto en presencia de

insectos como los mencionados a continuacion:

e Heliothis (Heliothis armigera)
e Gusano rosado (Pectinophora gossypiella)
e Arafia roja (Tetranychus urticae)

e Pulgones

Otras plagas de insectos que afectan el algodon pero en menor medida son las

siguientes:

e Oruga espinosa (Earias insulana)

e Mosca blanca (Bemisia tabaco)

¢ Prodemia (Spodoptera litoralis)

e Trips (Thrips angusticeps y T. tabacl)
e Gusano gris (Agrotis Segetum)

e Gardana (Spodoptera exigua)

La presencia de insectos que atacan algodon se ven influenciados en parte por la
etapa de desarrollo de la planta, sin embargo a lo largo del ciclo de vida esta es
susceptible a varios de ellos. Debido a esto es importante conferirle proteccion en
cualquier tejido de la planta asi como a cualquier edad; la figura 4 representa las
edades de la planta y los insectos que pueden atacarla y disminuir su produccion,
para fines de este proyecto se han marcado con una X roja aquellos

pertenecientes al orden Lepiddptera (Plagas de algodon, 2011)
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* 3 Agrotys ypsilon y Eragrotys sp (gusanos  38Ajabama argillacea (oruga de la hoja) #Platyedra gossypiella (lagarta rosada)
grasientos cortadores)

¥ Heliotis zea y Helicoperva *Disdercus chaquensis (chinche tintorea)

Gen Atta'y Acromyrmex (hormigas) gelotopoeon (complejo capulleras)

Frankliniella paucispinosa (trips) «Anthonomus grandis (picudo)

Aphis gossypii (pulgones) «Tetranychus telarius (arafiuela roja)

Eutinobothrus brasiliensis (broca) *Horcia nobilellus (horcias)

Ciclocephala sp (gusano blanco) «Spodoptera latisfacia (oruga militar

Elatéridos (gusano alambre) tardia)

Figura 4. Etapas de crecimiento del algoddn y los insectos que la atacan
Modificado de http://www.scribd.com/doc/32532724/PLAGAS-ALGODON

DELTA-ENDOTOXINAS DE Bacillus thuringiensis, PROTEINAS Cry.

Las proteinas Cry son sintetizadas por la bacteria Bacillus thuringiensis en la fase
de esporulacion en forma de cristales para-esporales y poseen la capacidad de
ser altamente téxicas para lepidGpteros, coledpteros y dipteros, caracterizadas por
su alta especificidad para atacar al insecto blanco y causarle la muerte (Sanahuja
et al., 2011).

Se conocen cerca de 700 genes que codifican para toxinas en B. thuringiensis
(Crickmore et al., 1989). Estos se clasifican en seis principales grupos: Crylaa
Cry2aa, cry3aa, cry3bb, crydba, esta clasificacion depende del tipo de insecto al
que atacan, y posteriormente a la similitud de la secuencia de sus aminoacidos
(Pardo-Lépez et al., 2013; Li et al., 1991; Adang et al., 2015).

Por andlisis de cristalografia se ha demostrado que todas tienen semejanza en
cuanto a su estructura terciaria, se caracterizan por ser globulares y poseer tres
dominios funcionales (Li et al., 1991; Pardo-Lépez et al., 2013), con un solo linker
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o sitio de union, razén por la que se asume la hipotesis que su funcion es la
misma. Se les considera también en el grupo de las proteinas formadoras de
poros (Parker & Feil, 2005), de las que destacan dos principales grupos, i) las
toxinas a-hélice que forman un poro transmembranal; ii) toxinas B-barril que se
insertan en la membrana para formar un poro en conformacion de barril, gracias a
la agrupacién de cada monomero de laminas beta (Li et al., 1991; Adang et al.,

2015) Los dominios de las proteinas se describen a continuacion (figura 5):

e Dominio | (N-terminal): compuesto de un conjunto de a-hélices (7-8) de las
cuales la a-hélice central es hidrofébica y esta rodeada por el resto de las
a-hélices de tipo antipatico, a este extremo o dominio se le atribuye la
actividad de insercién de las proteinas en la membrana de la celula y la
formacién del pre-poro (Li et al., 199; Pardo-Lo6pez et al., 2013; Bravo et al.,
2012).

e Dominio Il Consiste en el acomodo antiparalelo de las laminas 3 de forma
triangular con exposicion de regiones onduladas, que le dan flexibilidad.
Esta involucrado en el reconocimiento de la proteina en el intestino del
insecto (Adang et al., 2014; Bravo et al., 2012; Li et al., 199; Pardo-L6pez et
al., 2013).

e Dominio lll: Conjunto de laminas B en forma de sandwich, su funcién ain no
esta definida del todo pero se le atribuye la estabilidad y participar en la
especificidad de la proteina, asi también se encuentra involucrado en la
union al receptor del intestino de los insectos (Adang et al., 2015; Bravo et
al., 2012; Li et al., 199; Pardo-Lépez et al., 2013; Promdonkoy & Ellar,
2005).
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Figura 5 Dominios de las proteinas Cry.
A) Se puede observar la conformacion del dominio | con el 5 de a-helice en el centro. b) muestra el dominio Il
y lll'y la conformacion de laminas B-plegadas (modificado de Adang et al., 2015)

Las proteinas Cry para ser activas deben sufrir un proceso de protedlisis en el
intestino medio del insecto, y posteriormente deben interactuar en la membrana de
las células epiteliales con sus receptores especificos (Bravo & Soberén, 2007).

MECANISMO DE ACCION DE LAS PROTEINAS CRY

Para todas las proteinas de tres dominios, en este caso particular las proteinas
Cry, se ha documentado una misma estructura tridimensional, lo que sugiere que
tiene un mismo modo de accion en los insectos, si bien la mayoria de los estudios
de caracterizacion se han realizado en lepidopteros, como Manduca sexta,

principalmente (Miranda et al., 2001),

El primer paso para describir el modo de accion de las proteinas Cry comienza
con la ingestiéon de las mismas por el insecto susceptible; una vez dentro, en caso
de ser ingerido en forma de cristal, éste se solubiliza, y la proteina al entrar en

contacto con las proteasas (principalmente tripsina) se activa; se hidrolizada en
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segmentos del extremo N-terminal y C-terminal, produciendo una proteina de
alrededor de 55-65 kDa. Una vez activas las toxinas, buscan los receptores
especificos en las vellosidades de las membranas del intestino de los insectos
(figura 6) (Miranda et al., 2001; Adang et al., 2015; Pardo-Lopez et al., 2013).

Se han descrito por lo menos cuatro receptores importantes en los insectos las

cuales se enlistan a continuacion:

e Aminopeptidasa APN
e Cadherina
e Fosfatasa alcalina

e Transportador ABC

De estos receptores, las aminopeptidasas fueron los primeros receptores
identificados como aquellos que se unen a las proteinas Cry en el epitelio del
intestino de los insectos. Las fosfatasas alcalinas son abundantes, pero con baja
afinidad, mientras que las aminopeptidasas y Cadherina son mas abundantes en
el epitelio (Gémez et al., 2015; Wang et al., 2013), y presentan alta afinidad con
las proteinas Cry (Bravo et al., 2007; Miranda et al., 2001; Pardo-L6pez et al.,
2013).

Para el caso de las fosfatasas alcalinas y las aminopeptidasas, una vez que han
reconocido y unido a la proteina Cry, comenzaran a oligomerizarse para llevar a
cabo la formacion del poro en la membrana celular (Bravo et al., 2012). La muerte
del insecto ocurre por un chogue osmdético, permitiendo la salida de los
componentes del intestino e induciendo septicemia (Adang et al., 2015; Bravo et
al., 2007).

En el caso de la Cadherina, su union a las proteinas Cry activara por un lado la
oligomerizacion de proteinas Cry para la formacion del pre-poro y por otro la
activacion de la proteina G relacionada con la apoptosis celular (Maagd et al.,
2001; Adang et al., 2015).
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Figura 6 Mecanismo de accion de las proteinas Cry.
Modificado de Adang et al., 2014.

A manera de resumen, se mencionan las 6 principales etapas en la formacion del
poro para la lisis celular de las células del intestino de los insectos.

1.- Ingestion de las proteinas Cry y la solubilizacion en la luz del intestino medio

del insecto inducido por las condiciones éptimas de pH y la activacion proteolitica

2.- Los mondmeros activos de la delta-endotoxina se unen a los receptores de

membrana, para comenzar la oligomerizacion.

4.- Las proteinas unidas a los receptores de membrana estan listas para comenzar

la oligomerizacion de las toxinas y la formacién del pre-poro.

5.- El pre-poro se inserta en la membrana causando la formacion del poro y la lisis
celular (Adang et al., 2015; Maagd et al., 2003; Pardo-Lopez et al., 2013).
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RESISTENCIA DE INSECTOS A LAS TOXINAS Bt

De alguna forma u otra la sobreexposicion de los insectos a los cultivos Bt ha dado
como resultado el desarrollo de resistencia a esas toxinas volviendo a las plantas

susceptibles a su ataque (Pardo-Lopez et al., 2013).

En laboratorio se ha demostrado que los insectos pueden desarrollar resistencia a
las delta-endotoxinas en cualquiera de los pasos antes mencionados para la
formacion del poro (Ferré & Van Rie 2002; Pardo-Lépez et al.,, 2013), lo mas
recurrente es la mutaciébn en alguno de los sitios de reconocimiento de los
receptores de membrana, lo que impide que las delta-endotoxinas se unan a los
mismos y se interrumpa la oligomerizacion de las proteinas, asi como la formacién
del poro (figura 7y 8) (Ferré & Van rice 2002; Herrero et al., 2001) .

CrylAa CrylAb CrylAc CrylF Crle Crle Crle
- v .
il 1 @8@,@-@@3@5 HQQHQEQQQ

Site 1 Site 2 Site3  Site 4

Insectos susceptibles

CrylAa CrylAb CrylAc CrylAa CrylAb CrylAc
L ‘-I' 9 -' I'.- ,.
I~/ “ad
OG00M 007 el St o ol
Insectos resistentes Insectos resistentes

Figura 7 Modificacion en los sitios de reconocimiento de las proteinas Cry
Tomado de Ferré & Van rice 2002

Se ha demostrado que cantidades excesivas de tripsina o un pH inadecuado en el
intestino medio de los insectos llevara a una rapida degradacion de las delta-
endotoxinas. Adicionalmente, se puede correr el riesgo de que el sistema inmune
del insecto esté sobreactuando sobre también las degrade. En la imagen 8 se

describen los principales mecanismos de resistencia, asi como los insectos con
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los que se les relaciona, en su mayoria lepidépteros (Li et al., 2004; Maagd et al.,

2012; Pardo-LoOpez et al., 2013).

Alteraciones en la activacién de la toxina Cry:
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Figura 8. Factores que causan resistencia a las proteinas Cry en insectos.
Modificado de Adang et al., 2015.

EXPRESION DE GENES HIBRIDOS DE DELTA-ENDOTOXINAS

Con la presencia de insectos resistentes a las proteinas Cry los estudios recientes
se centran en la busqueda de nuevos y mejores agentes de control de insectos en
las plantas. En el caso de algodon principalmente contra plagas de Lepidopteros
se han desarrollado proteinas hibridas de B. thuringiensis. Estas proteinas fueron
disefiadas al unir los dominios (I, Il o Ill) de dos o tres toxinas Cry para crear una
nueva combinacion, con el fin de aumentar en la mayoria de los casos la toxicidad
hacia los insectos 0 aumentar el espectro de blancos, es decir buscar un mayor

namero de plagas susceptibles de ser controladas.
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Por ejemplo, Naimov et al. (2003) llevaron a cabo la expresiéon de una toxina
hibrida en plantas de papa a partir de CrylBa y Cryl, toxinas que actian sobre
insectos como el escarabajo de la papa (CPB; Leptinotarsa decemlineata Say),
lepidéptero de la papa (Phtorimaea operculella Ziller PTM) y el barrenador de maiz
Europeo (ECB; Ostrinia nubilalis Hiubner), y que ademas representan un serio

problema para este cultivo (Naimov et al., 2003).

Sus resultados demostraron una completa proteccion de la planta frente a las tres
insectos en estado larvario y en el caso particular de CPB en estado adulto, sin
embargo no aumenta la toxicidad, es decir la mortalidad que causa en los insectos
es semejante a la que causaria cada una de las proteinas por separado, la
principal ventaja es la insercion de un solo gen en lugar de varios que puedan

competir por su expresion dentro de la planta (Naimov et al., 2003).

Karlova et al. (2005) desarrollaron hibridos de toxinas a partir de los dominios | y I
de las proteinas CrylBa, CrylCa, CrylDa, CrylEa y CrylFb a las cuales les
intercambio el dominio Ill de CrylAc que determina la toxicidad contra Heliothis
virescens. De las proteinas evaluadas solo tres mostraron toxicidad contra este

insecto CrylCa, CrylFb, y en menos proporcion CrylBa (Karlova et al., 2005).

GEN HIiBRIDO DE LA DELTA-ENDOTOXINA DE B. thuringensis

Con base en el trabajo de la Dra Beatriz Xoconostle (Xoconostle-Cazares, 1989)
se desarroll6 el ensamblaje de dos proteinas CrylAbl y CrylAal, ambas de B.
thuringiensis variedades Berliner y Kurstaki respectivamente; ambas proteinas
pertenecen al grupo de las toxinas de tres dominios. Esta proteina presenté alta

toxicidad en bioensayos contra Manduca sexta.

Para construir el gen hibrido se realiz6 la union del dominio | y un oligopéptido de
CrylAa, seguido de un fragmento del dominio Il de CryAbl y completar el dominio

de la delta-endotoxina, seguido del dominio Il de CryAb1.
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La figura 9 muestra esta union, resaltando en color rojo la parte de CrylAal

variedad berliner y de azul Cryl1Abl variedad kurstaki

CrylAal CrylAb1l
variedad berliner Variedad kurstaki
448 a.a. 730 a.a.

Figura 9. Gen hibrido de la delta-endotoxina.

El gen hibrido de la delta-endotoxina (3534 pb) codifica para una proteina de 1176
aa tiene de longitud. El gen se redisefié para su expresion en planta, a través del
cambio de usos de codones frecuentes en algodén y maiz. El gen sintético se
obtuvo de la compafiia Genscript, y se encuentra clonado en el vector PGVO4, en
E. coli DH5a.
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JUSTIFICACION

Debido a la importancia econémica que representa el cultivo de algodén en la
industria textil, es de vital importancia disminuir los efectos negativos que pueden
causarle a la planta insectos fitopatdgenos y/o los quimicos utilizados para

contrarrestar los dafios de estos insectos sobre la planta.

En este sentido, las nuevas tecnologias de biologia molecular permiten la
insercion de genes para la expresion de proteinas recombinantes con propiedades
antagonicas contra insectos, asi como la modificacion de las mismas para

aumentar su efectividad en el control de plagas de insectos

En este trabajo se propone la generacion de algodén genéticamente modificado
resistente a estas plagas, mediante la inserciébn de un gen hibrido que codifica

para una delta-endotoxina de B. thuringiensis.
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OBJETIVO GENERAL

Generacion de algodon genéticamente modificado con un gen hibrido que codifica
para una delta-endotoxina de B. thuringiensis para controlar plagas de

lepidopteros.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener la unidad de expresién del gen hibrido con el marcador de
resistencia al herbicida glufosinato de amonio.

e Evaluar la expresion transitoria del gen hibrido de la delta-endotoxina en
N. benthamiana.

e Transformar genéticamente algoddn via Agrobacterium tumefaciens.

e Regenerar y seleccionar plantas genéticamente modificadas.

e Caracterizacion molecular de plantas genéticamente modificadas.
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METODOLOGIA

La metodologia propuesta para la transformacién de algodén se dividié en 5 partes
las cuales se describen en el siguiente diagrama; mas adelante se detalla cada

una de las actividades realizadas

Obtener unidad de expresion del gen
hibrido de la delta-endotoxina

Expresion transitoria de gen hibrido de la
delta-endotoxina.

Transformacién de algodén con
Agrobacterium tumefaciens AGL1

Regeneracion y selecciéon de plantas
genéticamente modificadas

Caracterizaciéon molecular.

Figura 10. Metodologia a seguir para la obtencion de plantas OGM de algodén
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UNIDAD DE EXPRESION DEL GEN HIBRIDO DE LA DELTA-ENDOTOXINA

Para la expresion del gen hibrido de la delta-endotoxina de B. thuringiensis, se
planted el uso del promotor constitutivo del virus del mosaico de coliflor (CMV) 35S
asi como el terminador 35S para permitir la expresion del gen en toda la planta.
Para la seleccion de las plantas transformadas, la construccion debe contener en
su secuencia al gen bar, el cual le confiere resistencia al herbicida glufosinato de
amonio. La unidad de expresion consistente en el promotor, gen estructural y

terminador. En la figura 11 se muestra el orden de los elementos en la unidad de

expresion.

MARCADCR DE
SELECCION GEN BAR

GEN HIBRIDO

Figura 11 Construccion genética para la expresion del gen hibrido

Para la clonacién del gen de interés en el vector de sobreexpresion mediante la
tecnologia de recombinacién Gateway se parte de un vector de entrada en este
caso el vector entrada el PCR8/TOPO/GW que lleva en orientacion correcta el gen
de la delta endotoxina para ser transferido al vector de sobreexpresion pB2GW?7,

gue ya contiene tanto el promotor y terminador 35S asi como el gen BAR.

INSERCION DEL GEN DE INTERES EN EL VECTOR DE ENTRADA.

Como primer paso el gen de interés se ligo al vector de entrada pCR8/TOPO/GW

el gen hibrido se obtiene de amplificacion por PCR punto final, con la enzima DNA
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polimerasa ExTaq Takara. Tanto la mezcla de reaccion asi como las condiciones

de amplificacion se muestran en las tablas 4 y 5 respectivamente

Tabla 4 Mezcla de reaccion PCR para el gen hibrido

Reactivos Cantidad
(1X)
Agua mQ estéril 5.95
Buffer Ex Taq 1pL
dNTP 1L
OLIGONUCLEOTIDO 5’ 0.5 pL
OLIGONUCLEOTIDO 3’ 0.5 pL
Taq Takara 0.05 pL
DNA molde 1puL

Vol. Total 10 L

Tabla 5 Programa de PCR punto final para amplificar el gen hibrido

PASO TEMPERATURA
Desnaturalizacion 94 °C
Desnaturalizacion 94 °C
35 ciclos Alineamiento 60 °C
Extension 72°C
Extensién final 72°C

TIEMPO

5 minutos

1 minuto

1 minuto
3:45 minutos

5 minutos

Para verificar el tamafio del producto de PCR del gen hibrido se hizo electroforesis

en gel de agarosa al 1%, a 100 V durante 40 minutos, la banda correspondiente al

tamafio esperado se purificO mediante kit Zymoclean Gel DNA recovery (Zymo

Research EE.UU.) siguiendo las indicaciones del fabricante, y se cuantifico la

concentracion de DNA empleando el equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific,

EE.UU.).

Se realizé la mezcla de topoligacion (tabla 6), y se dejo incubando a 22 °C toda la

noche. Al dia siguiente se tomé el volumen total de la topoligacion y se
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transformaron por choque térmico células competentes de E. coli TOP10
comerciales (Invitrogen, EE.UU.); para insertar el vector mas el gen hibrido, se
plaguearon 100 pL de las células transformadas en medio LB agar con

espectinomicina (Spc; 100 mg/L) y se incubo a 37 °C durante toda la noche.

Tabla 6 Mezcla de reaccion topoligacion

REACTIVOS CANTIDAD
Agua milli-Q 25 puL
Solucién salina 1L
Producto de PCR purificado [<200 ng/uL] 2 uL
Vector pCR8GWTOPO 0.5 puL
Volumen Total 6 pL

Posteriormente, con el objeto de verificar que las colonias contienen el plasmido
de interés, se tomaron colonias de las obtenidas en placa y se siembran en medio

liquido LB con Spc (100 mg/L) se incubaron durante toda la noche a 37 °C

EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO.

Para la extraccion de DNA plasmidico, se colocé el cultivo de E. coli (3-5 mL de
cultivo) en tubos de microcentrifuga y se centrifugé a 13 000 rpm durante 5
minutos, se descarté el sobrenadante, este paso se repiti6 hasta tener
empastillado todo el cultivo de la bacteria, se descartd todo el resto de medio de
cultivo, posterior a eso la pastilla celular se resuspendio en 100 pL de solucion de
lisis alcalina | (anexo-tabla 13) previamente enfriada a 4 °C, se agregaron 200 pL
de solucién de lisis alcalina Il (anexo-tabla 14) se mezcldé por inversion; las

muestras se mantuvieron en hielo por 10 minutos, y se adicionaron 150 uL de la
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solucion de lisis alcalina 1l (anexo-tablal5) previamente enfriada a 4 °C el
contenido de los tubos se mezcl6 bien y posteriormente los tubos se colocaron en
hielo de 3-5 minutos.

El lisado bacteriano se centrifugd a 13 000 rpm durante 20 minutos, el
sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo, se agregd un volumen igual de fenol

cloroformo alcohol isoamilico, se mezcl6 con vortex.

Para separar los restos celulares de los &cidos nucleicos se centrifugaron los
tubos a 13 000 rpm por 5 minutos, la fase superior se transfirié a un tubo limpio.

Los acidos nucleicos se precipitaron al agregar dos volumenes de etanol y se
colocaron a -20 °C durante toda la noche o a -80 °C por una hora, posteriormente
se centrifugaron las muestras a 13 000 rpm durante 20 minutos. Se descarto el
sobrenadante y se afiadié 1 mL de etanol al 70 % para realizar lavado y eliminar el
exceso de sales, se centrifugé a 13 000 rpm durante 5 minutos, se retird el
sobrenadante y se secoé la pastilla al fondo del tubo, hasta no tener residuos de
etanol.

Se disolvio la pastilla en 30-50 pL de ddH20 estéril y se agregd 1 puL de RNasa A
(10 mg/mL) y se incub6 a 37 °C al menos 30 minutos. Se corroboré integridad de
DNA por electroforesis en gel de agarosa al 1%, y se determiné la concentracion

de DNA con el equipo Nanodrop 2000.

VERIFICACION DE INSERTO Y ORIENTACION DEL GEN EN PCR8/TOPO/GW
POR RESTRICCION ENZIMATICA.

Para corroborar que el gen de interés estaba clonado en el vector de entrada se
realiz la digestion enzimatica con EcoRl; la digestién con esta enzima liberara al
inserto, ya que el gen hibrido esta insertado en el vector, flanqueado por sitios
EcoRI. La otra banda generada corresponderia al vector. La mezcla de reaccion

para la digestion se muestra en la tabla 7.
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Tabla 7 Reaccion de restriccion, verificacion de inserto

Reactivos Cantidad (uL)
Agua milli-Q estéril 5.8
Cutsamrt 1
BSA 1
RNasa A 0.1
Enzima EcoRI 0.1
DNA plasmidico 2
Volumen final de reaccién 10

Se incub6 a 37 °C por toda la noche, a la mafiana siguiente se analizaron los
productos de la restriccion por electroforesis en gel de agarosa al 1%, a 90 V por
40 minutos, se tomaron como positivas aquellas colonias que presentaron dos
bandas de tamafios de 3530 y 2817 pb aproximadamente, que corresponden al

inserto y al vector.

De las clonas positivas se realiz6 el analisis para la seleccién de aquellas en las
que el inserto estuviera correctamente orientado con respecto a los sitios de
recombinacién L y R, para lo cual se seleccionaron dos enzimas, una que tuviera
solo un sitio de restriccion en el inserto y no en el vector y otra que cortase una
vez en el vector y ninguna en el inserto. En este caso las enzimas seleccionadas
fueron BamHI para el corte en el inserto y Xhol (anexo-figural), la mezcla de

reaccion se muestra en la tabla 8.
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Tabla 8. Reaccion de restriccion verificar orientacion

Reactivos Cantidad (pL)
Agua milli-Q estéril 5.7
Cutsmart 1
BSA 1
RNAsa 0.1
Enzima BamHlI 0.1
Enzima Xhol 0.1
DNA plasmidico 2
Volumen de reaccién 10

Se incub6 a 37 °C por toda la noche, a la mafiana siguiente se analizaron los
productos de la restriccion por electroforesis en gel de agarosa al 1%, a 90 V por
40 minutos, se tomaron como positivas aquellas colonias que presentaron dos

bandas de tamafios de 3530 y 2817 pb aproximadamente.

SUBCLONACION EN EL VECTOR DE SOBREEXPRESION pB2WG7

De las clonas correctamente orientadas se selecciond una y se realiz6 una
restriccion para linealizar el vector pCR8/TOPO/GW con el inserto, en este caso

se utilizé la enzima EcoRV, la mezcla de reaccion se enlista en la tabla 9.
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Tabla 9 Reaccion de linealizacién

Reactivos Cantidad (uL)
Agua milli-Q estéril 5.8
Cutsamrt 2
BSA 2
RNAsa 0.2
Enzima EcoRV 0.2
DNA plasmidico 5
Volumen final de reaccién 20

Las muestras se incubaron a 37 °C durante toda la noche, los productos de la
digestion se analizaron por electroforesis, en este caso se cortdé la banda de
interés y se purificd con el sistema comercial Zymoclean Gel DNA recovery
siguiendo las indicaciones del fabricante, y se midié la concentracion en Nanodrop
2000.

Para la reaccion de clonacién, se coloco el vector pCR8/TOPO/GW-gen hibrido
linealizado y el vector pB2WG7 en una proporcion 2:1 respectivamente de acuerdo

con la concentracion (ng/pL), en la tabla 10 se muestran las cantidades de cada

reactivo.
Tabla 10 Reaccion de LR Clonasa
Reactivos Cantidad (pL)

Buffer TE pH 8 1.5
pCR8/TOPO/GW-GEN HIBRIDO [100 ng/pL] 2
pB2WG7 [100 ng/uL] 1

LR Clonasa 0.5

Volumen Total 5
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Después de incubar a 22 °C por toda la noche, el producto de la reaccién se
introdujo por transformacion en células competentes de E. coli Top 10 comerciales
por choque térmico, y se sembraron en placas de agar LB con Spc, se pic6 colonia

y se realiza miniprep.

Para corroborar las colonias positivas a pB2WG7+gen-hibrido, se realizd PCR
punto final, de las clonas positivas se selecciona una para la transformacion de A.

tumefaciens.

INSERCION DE pB2WG7+GEN-HIBRIDO EN A tumefaciens.

La cepa de A. tumefaciens que se utilizd fue AGL1, la cual se caracteriza por la
sobreexpresion de los genes VIR Dy VIR E; a células electrocompetentes de esta
bacteria se les insert6 por choque térmico el vector de sobreexpresion
pB2WG7+gen-hibrido se plaqueé en agar LB con Spc:Cb:Km (70:70:30) se
incubaron a 28 °C de 3 a 4 dias. Se pico colonia y se realiza extraccibn de DNA

plasmidico.

El inserto se corrobora por PCR punto final del gen hibrido asi como del gen bar,
las mezclas de reaccién de PCR para cada gen se realizaron de acuerdo con la
tabla 4 y las condiciones de amplificacion del gen hibrido de la delta-endotoxina se
describen en la tabla 5 y en la caso del gen bar se describen a continuacion en la
tabla 11 las condiciones de amplificacion, mientras que en la tabla 12 la secuencia

de los oligonucledtidos del gen bar,

Tabla 11 Programa de amplificacion por PCR del gen BAR.

PASO TEMPERATURA TIEMPO
Desnaturalizacion 94 °C 3 minutos
Desnaturalizacion 94 °C 30 segundos
35 ciclos Alineamiento 60 °C 30 segundos
Extension 72°C 40 segundos
Extension final 72°C 3 minutos
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Tabla 12 Secuencia de oligonucledtidos gen bar

Nombre Secuencia
Oligonucleétido 5’ ATGCCAGTTCCCGTGCTTGAAGCCGGC
Oligonucleétido 3’ TCAACTCGATCGAGGGGATCTACCATG

Las colonias positivas se crecieron en agar con Spc:Ch:Km (100:100:50 mg/L)
para posteriormente hacer cultivo liquido de una colonia y realizar la expresion
transitoria del gen en la construccion deseada y la transformacién de algodén.

Tanto las cepas de E. coli como las de A. tumefaciens que contienen plasmidos

seleccionados se conservaron en glicerol al 50 %

EXPRESION TRANSITORIA DE GEN-HIBRIDO DE DELTA-ENDOTOXINA.

CRECIMIENTO PLANTAS DE Nicotiana benthamiana

Para la expresion transitoria del gen hibrido se utilizaron plantas de Nicotiana
benthamiana, para hacerlas crecer primero se colocaron en dH20 a 4 °C durante
tres dias para quitarles el estado de dormancia, posteriormente se sembr6 cada
una en macetas con suelo, se regaron con solucion de nutrientes, se colocaron en
camara de crecimiento en fotoperiodo 16 horas luz 8 horas obscuridad a 22 °C por
dos semanas hasta observar los primeros brotes, posteriormente se llevaron a
invernadero para que crecieran, se regaron con solucién de nutrientes, hasta que

las plantas alcanzaron una edad de 8-9 semanas, con desarrollo visible de hojas.

AGROINFILTRACION DE A tumefaciens EN HOJAS DE N. benthamiana

La cepa de A. tumefaciens AGL1 que contiene el pB2WG7+gen-hibrido, se
sembré en agar LB con Spc:Ch:Km, (100:100:50), se dejo crecer de 2-3 dias a 28
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°C, posteriormente se selecciondé una colonia, se pico e inoculé en 50 mL de

medio LB con la misma concentracion de antibigticos a 28°C, 200 rpm por 36 h.

Cuando la bacteria estuvo crecida se centrifugd a 3 500 rpm a 4 °C durante 20
minutos, para concentrarla, posteriormente se resuspendio la pastilla celular en 50
mL de medio de agroinfiltraciébn (anexo-tabla 11). Se dejé en incubacion por 3

horas, a 28 °C sin agitacion.

Para inocular N. benthamiana, con la ayuda de una jeringa sin aguja que ya
contenia el medio de inoculacién con A. tumefaciens AGL1 se perfor6 suavemente
cada una de las hojas de N. benthamiana y cuidadosamente se vacio el contenido
de la jeringa en las hojas, y se observdo como la hoja fue llendndose del medio de
cultivo poco a poco, hasta quedar una mancha en toda la hoja. Con un marcador
indeleble se marcé el area en donde se colocé el medio de cultivo. Las plantas se
cubrieron con plastico adherente delgado por 16 horas y se dejaron en camara de
crecimiento en fotoperiodo 16 horas luz 8 oscuridad. Se tomaron muestras del
tejido en donde se inoculd la bacteria a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas, a cada
muestra se le extrajo RNA total para el analisis de la expresion del RNA mensajero

del gen hibrido.

EXTRACCION DE RNA DE TEJIDO DE N. benthamiana agroinfiltrado.

Para la extraccion de RNA de cada una de las muestras de tejido de N.
benthamiana se realizé con el kit Direct-zo/™ RNA MiniPrep, de 100 mg de tejido.
De las muestras se determiné la concentracion de RNA vy se verificd su integridad

por electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %.

SINTESIS DE cDNA.

Para realizar la determinacion de la expresion transitoria de la delta-endotoxina en

N. benthamiana se realizé la sintesis de cDNA a partir de RNA. Las muestras de
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RNA se ajustan a 100 ng/uL, posteriormente se realizé la mezcla descrita en la
tabla 13.

Tabla 13. Primera reaccion para sintesis de cDNA

REACTIVO CANTIDAD
RNA 10 ng/pL lpuL
Oligonucleétido dtGAGA 10 mM 1L
Oligonucleétido SmartGGG 10 mM 1L
H20 5 puL

Volumen total 8 pL

Se dej6 incubar por 5 minutos a 92 °C, posteriormente las muestras se colocaron
en hielo por 5 minutos mas y posteriormente se agregaron 12 pL de la mezcla de
reaccion; la composicion se describe en la tabla 14.

Tabla 14 Segunda reaccion de sintesis de cDNA

REACTIVO CANTIDAD

Buffer 5X de SSlli 2 uL

dNTps 10 mM 1L

DTT 0.1 mM 1puL

RNAsin OUT 0.2 uL

Reverso Transcriptasa SSlli 0.2 puL

H.0 7.6 pL

Volumen total 12 pL

Se incub6 por 2 horas a 72 °C para la sintesis de cDNA. Para corroborar
integridad del cDNA sintetizado, las muestras se analizaron por electroforesis en
gel de agarosa al 1.2 %, ademas se realizé amplificacion por PCR punto final de

los genes tanto endégeno como exdgeno.
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RT-PCR PARA LA DETECCION DE LA EXPRESION TRANSITORIA EN N.
benthamiana DEL GEN HIBRIDO DE LA DELTA-ENDOTOXINA.

La deteccién del RNAm del gen hibrido en N. benthamiana se realiz6 con el

equipo StepOne PIlusTM. El molde correspondié a las muestras de cDNA; la

reaccion de PCR en tiempo real se realiz6 usando Taqg platinum marca

(Invitrogen), asi como las sondas y oligonucleétidos especificos para el gen

hibrido y el gen endégeno COX (citocromo oxidasa).

Tabla 15. Mezcla de reaccion duplex para RT-PCR

Reactivo
Agua MiliQ estéril
Buffer 5X Taq platinum
MgCl,
dNTP’s
Oligonucledétido 5’ de gen-hibrido
Oligonucleétido 3’ gen-hibrido
Sonda de gen-hibrido
Oligonucleétido 5’ gen COX
Oligonucleétido 3’ gen COX
Sonda gen COX
ROX
Taq Platinum

cDNA

Volumen de reaccién

Cantidad 1X
2.8 uL
1.25 uL
1.5 L
0.6 pL
0.75 pL
0.75 pL
1.5 L
0.75 pL
0.75 pL
1.5 pL
0.25 pL
0.1 pL

1puL

12.5 pL
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El programa de amplificacion se describe en la tabla siguiente:

Tabla 16. Programa de amplificacién para RT-PCR

Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclo
Desnaturalizacion 95° 5 seg 40
Alineacién y extensién 66° 20 seg
Disociacion (Melt-Curve) La indicada por el equipo

Las secuencias de los oligonucleétidos y sonda tanto para el gen hibrido y el gen

enddégeno COX se describen en las tablas 17 y 18 respectivamente.

Tabla 17. Secuencia de oligonuclettidos y sonda para gen hibrido

Nombre Secuencia 5-3’

Oligonucleotido 5’ CTTCACCACCCCCTTCAACTT
Oligonucleotido 3’ GCGGGCACGAACTCGAT

Sonda gen-hibrido CACGTGTTCAACAGCGGCAACGA

Tabla 18. Secuencia de oligonucleétidos y sonda para el gen endégeno COX

Nombre Secuencia

Oligonucleétido 5’ GTATGCCACGTCGCATTCCAGA
Oligonucleétido 3’ GAATGCCCTTAGCAGTTTTGGC
Sonda COX CCAGATGCTTACGCTGG

TRANSFORMACION DE ALGODON CON A.tumefaciens CEPA AGL1

REGENERACION Y SELECCION DE PLANTAS GENETICAMENTE MODIFICADAS

La metodologia para la transformacion de las plantas de algodon se divide en 4

pasos, mismos que se describen a continuacion:
e Obtencion de embriones.
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e Agroinfeccion de embriones.
e Co-cultivo de embriones.
e Regeneracion y seleccion de plantas transformadas.

e Enraizamiento de plantas seleccionadas y regeneradas.

OBTENCION DE EXPLANTES DE MERISTEMO DE EMBRIONES DE
ALGODON

Una de las formas de transformar y regenerar plantas en un corto periodo de
tiempo es mediante la transformacion de meristemos obtenidos a partir de
embriones de semillas de algodon, para ello en este proyecto se buscé que la
bacteria A. tumefaciens infectara la zona meristematica de los embriones, con el

fin de transferir el gen de la delta-endotoxina de B. thuringiensis.

En el laboratorio se cuenta con una variedad de algoddn criollo del sureste del
pais, de la que se tomaron 100 semillas, se les retir6 el exceso de fibra de algodén
gue tuviesen y se lavaron con agua corriente, posteriormente se colocaron en
solucion de cloro comercial al 10 % por 10 minutos en agitaciobn suave, en
campana de flujo laminar se enjuagaron 4 veces con agua destilada estéril, y se
dejaron en medio de desinfeccion (Anexo-tabla 5) a 25°C durante toda la noche en

agitacion (100 rpm) para ablandar la testa.

Al dia siguiente en campana de flujo laminar las semillas se enjuagaron 2 veces
con agua estéril. Sin permitir que se secaran, se retir6 la testa de cada una de las
semillas, tratando de no maltratar la parte meristematica de los embriones. Los
explantes se colocaron en cajas Petri con papel filtro humedecido con medio de
inoculacion (Anexo-tabla 6) por 24 horas en camara de crecimiento a 25°C para
permitir que los cotiledones se despegaran del hipocotilo y asi facilitar la remocién
de los mismos. Al dia siguiente en zona de esterilidad, con ayuda de un
estereoscopio y bisturi, se retiran cuidadosamente los cotiledones dejando libre la
parte meristematica de los embriones, se colocaron en papel filtro humedecido con

3 mL de medio de inoculacion para evitar que se deshidraten.
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AGROINFECCION Y CO-CULTIVO DE EXPLANTES DE MERISTEMO.

A la par que se comenz0 a trabajar con la obtencion de embriones también se
comenzo la preparacion de A. tumefaciens AGL1 con el plasmido pB2WG7+gen-
hibrido. La bacteria se sembr6 en agar LB con antibidticos Spc:Ch:Km
(100:100:80) para seleccion y dejandola crecer por 2 o 3 dias, posteriormente de
las colonias crecidas se tomé una colonia y se inocularon 100 mL de medio LB
liquido con antibidticos Spc:Ch:Km (100:100:80) y se incubaron a 28 °C a 200 rpm

durante 28 horas.

Cuando la bacterias estuvo crecida se midié absorbancia a 660 nm, cuando se
encontré en un rango de 0.5 a 0.8, se centrifugd a 3 500 rpm durante 20 minutos a
4 °C, el pellet se resuspendido en medio de co-cultivo ajustando la concentracion

de bacteria a 0.3 de absorbancia.

Los explantes de meristemo se colocaron en el medio de inoculacion con A.
tumefaciens y se pusieron en sonicacion de 3-5 minutos (solucion triton 0.1%), se
colocaron en incubacién con agitacién ligera durante 15 minutos a 28°C. Después
se dejaron en papel absorbente estéril para retirar el exceso de medio,
posteriormente se colocaron 10 explantes en cada caja Petri que contenia papel
filtro humedecido con 2.5 mL de medio de co-cultivo, se sell6 cada una de las
cajas y se dejé en camara de crecimiento a 25°C en fotoperiodo 16 horas luz 8

horas obscuridad, de 3 a 5 dias.

Después del periodo de co-cultivo fue necesario retirar la bacteria de los
explantes; para ello se transfirieron a medio solido de induccion de brotes con
antibioticos (anexo-tabla 7), previamente enjuagados en medio de co-cultivo
adicionado con antibiético (Cb, Cf, y Tm 100:100:50), contenido en cajas magenta,
una vez cerradas y selladas se colocan en cAmara de crecimiento con fotoperiodo
de 18 horas luz y 6 horas oscuridad a una temperatura de 28 °C, por un periodo
de 3-5 dias.
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SELECCION Y REGENERACION DE PLANTAS TRANSFORMADAS

Los brotes o plantulas crecidas en medios con antibiético (antibiéticos que inhiben
el crecimiento de AGL1 en las plantas) se transfirieron a medio de seleccidon
(anexo-tabla 8) con solucion de sales de MS con vitaminas de B5 adicionado con
glufosinato de amonio (concentracion de 5 mg/L),, por lo que las plantas que
desarrollaron hojas verdades en un tiempo de 4 semanas se tomaron como

posibles positivas de transformacion.

Terminado este periodo se pasd cada uno de los explantes a medio de
enraizamiento (anexo-tabla 9). Durante 4 semanas se mantuvo en camara de
crecimiento a 25 °C, con fotoperiodo hasta que las plantas presentaran raices
crecidas en el medio, y cuando presentaron raices desarrolladas las plantas se
transfirieron a suelo (arcilla, arena y turba (peat moss) 1:1:1) para su crecimiento,
colocandolas en camara de crecimiento cubiertas con plastico transparente por
una semana en camara de crecimiento para permitir la adaptacion, y mantener

humedad constante en cada planta.

Las plantas se mantuvieron en camara de crecimiento por 3 semanas Yy
posteriormente se llevaron a invernadero en donde se riegan cada tercer dia con

solucién de nutrientes marca Miracle Grow.
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CARACTERIZACION MOLECULAR DE PLANTAS TRANSFORMADAS

EXTRACCION DE DNA GENOMICO DE TEJIDO DE PLANTAS DE ALGODON

Método empleando CTAB

De las plantas GM regeneradas y en suelo se tomaron 100 mg de tejido y se
colocd en un tubo de microcentrifuga de 2 mL para macerarlo con N2 liquido, se
afadieron 500 pL de buffer de extraccion CTAB (anexo-tabla 15) previamente
calentado, se mezcl6 y se incubd a 65°C de 20-30 min, para posteriormente dejar
enfriar a temperatura ambiente y agregar 1 volumen de fenol cloroformo alcohol
isoamilico (25:24:1), se mezclo por inversion y centrifugd a 13,000 rpm durante 10
minutos para separar las fases y transferir la fase superior a un tubo nuevo, se
agregaron 500 pl de CTAB previamente calentado a 65 °C, dejandolo incubar 15
min a esa misma temperatura; se dejo enfriar a temperatura ambiente y se
adiciond un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico, se mezclé por inversién y
se centrifug6 a 13,000 rpm durante 10 minutos. Después se tomo la fase acuosa
y se transfirié a un tubo limpio; para la precipitacion del ADN se agregaron 0.7
volumenes de isopropanol, y las muestras se colocaron a -20°C durante toda la
noche para precipitar el DNA. Al dia siguiente las muestras se centrifugaron a
13,000 rpm durante 20 minutos y se desecho el sobrenadante. Para lavar el DNA
y para retirar el exceso de sales se realiza un lavado con 1 mL de etanol al 70%,
se centrifugdé a 13 000 rpm durante 5 minutos y se retir0 el sobrenadante hasta
dejar la pastilla de DNA completamente seco, para posteriormente resuspenderlo

en agua grado biologia molecular.

Para la cuantificacion del ADN se analiz0 por espectrofotometria en Nanodrop
2000 y la integridad de cada una de las muestras se verificO6 mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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PCR PUNTO FINAL PARA LA IDENTIFICACION DEL GEN HIBRIDO DE LA
DELTA-ENDOTOXINA.

Para corroborar la presencia del gen hibrido de la delta-endotoxina se realizo
amplificacion por PCR de un fragmento de 1400 pb la mezcla de reaccién es la
misma que se describe en la tabla 4 y el programa de amplificacion es el que se

muestra en la tabla 19 y los oligonucledtidos utilizados se muestran en la tabla 20.

Tabla 19. PCR punto final, deteccién del gen en plantas transformadas

PASO TEMPERATURA TIEMPO
Desnaturalizacion 94 °C 3 minutos
Desnaturalizacion 94 °C 30 segundos
35 ciclos Alineamiento 66 °C 30 segundos
Extension 72°C 1.5 minutos
Extension final 72°C 3 minutos

Tabla 20. Oligonucleétidos gen hibrido (1400 pb)

NOMBRE SECUENCIA
MBT-FOR CTTCACCACCCCCTTCAACTT
FBT-REV TTGAAGTCGCCGTTCTTGATC

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%.
De las plantas positivas también se realizé una amplificacion del gen bar con las
mezclas de reaccion y condiciones ya descritas en las tablas 4 y 11,

respectivamente.
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DETERMINACION DEL NUMERO VARIABLE DE COPIAS DEL GEN HIBRIDO
EN EL GENOMA DE LAS PLANTAS DE ALGODON.

La determinacion del numero de copias que la bacteria A. tumefaciens pudo
insertar en las plantas de algodon genéticamente transformadas se realizo
mediante la técnica de “droplet digital polymerase chain reaction (ddPCR)” o PCR
digital con el equipo de marca comercial QX100™ Droplet Digital™ PCR System
(BioRad, Foster City CA). Para la mezcla de reaccion se siguen las indicaciones

del fabricante del equipo y de los reactivos que provee dicha marca.

Para dicho experimento se utiliz6 DNA gendmico de las plantas GM digerido con
la enzima de restriccion EcoRI por una hora a 37 °C, los oligonucle6tidos y sonda
utilizados para el gen hibrido se describen en la tabla 17 y el gen enddgeno
utilizado en algodén es SADI , el cual tiene dos copias por genoma haploide de
algodoén. El algoddn es tetraploide, los oligonucleétidos y sondas del gen SADI se

muestran en la siguiente tabla.

Tabla 21 Secuencias de oligonucledétidos y sondas del gen SADI

NOMBRE SECUENCIA

SADI-FOR CCAAAGGAGGTGCCTGTTCA
SADI-REV TTGAGGTGAGTCAGAATGTTGTTC
SADI-PROBE TCACCCACTCCATGCCGCCTCACA

Como primer paso se deben generar las gotas para la cuantificacion del namero
de copias, para ello la mezcla de reaccién que ademas ya contiene la muestra del
DNA genomico digerido con EcoRI, se colocan en una placa diseflada

especificamente para el generador de gotas, en presencia de aceite.

Posteriormente cuando las gotas han sido generadas se colocan en la placa
adecuada, y para el posterior analisis se sella y la placa se coloca a su vez en
termociclador para hacer correr el programa de PCR que se describe a

continuacion
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Tabla 22. Programa de amplificacién ddPCR.

TEMPERATURA TIEMPO
Activacion 95 °C 10 minutos
Desnaturalizacién = 94 °C 30 segundos
40 ciclos Alineamiento y 60 °C 1 minuto
extension
Inactivacion 98 °C 10 minutos

Posteriormente la placa se coloca en el lector de gotas para que los datos sean
analizados.

Para calcular la cantidad de DNA que se necesita por gota (m) que se debe utilizar

para la reaccion se utiliza la siguiente formula:

m = genoma de algodon X 1.096x10"%1pb

Se considera gue la cantidad de DNA calculado en la formula anterior es para un

genoma haploide, algodon es una planta tetraploide y con un tamafio de 2401 x
108 pb (Hendrix & Stewart, 2005; Fuguang et al, 2014).
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RESULTADOS Y DISCUSION.

UNIDAD DE EXPRESION DEL GEN QUE CODIFICA PARA LA DELTA-
ENDOTOXINA CON MARCADOR DE SELECCION RESISTENCIA A
HERBICIDA.

Hoy dia con las nuevas tecnologias en el ambito de la genética y la biologia
molecular es posible la expresion de heteréloga de proteinas, es decir la expresion
de proteinas en un organismo en el cual de manera natural no se expresa, tal es
el caso de las proteinas Cry que produce B. thuringiensis, conocidas también
como delta-endotoxinas, que se expresan en cultivos de interés agricola como el
maiz, el arroz, la papa, soya con el fin de conferirles resistencia a insectos plaga

gue ataquen a dichas plantas (Gutierrez-Galeano et al., 2015).

Para ello se llevo a cabo el aislamiento, la amplificacion y la manipulacion in vitro
del gen para insertarlo después en el genoma de algodén. En cuanto a la
manipulacion in vitro del gen podemos referirnos al cambio en el uso de codones,
de B. thuringiensis a plantas, para que el gen se exprese eficientemente en la
planta, asi como a la union del gen de interés a un promotor que permita la
adecuada expresion del gen en la planta (Anklam et al., 2002; Ganesan et al.,
2009; Gutierrrez-Galeano et al., 2015).

El promotor CaMV 35S es comunmente usado en la expresion de genes en planta
principalmente en dicotiledoneas, este promotor fue aislado del virus de mosaico
de coliflor; ademéas es un promotor fuerte y constitutivo, es decir, que permite la
expresion del gen en todos los tejidos de las plantas incluyendo frutos y raices,
ademas de que no necesitan de una activacién para su expresion (Anklam et al.,
2002; Rasul et al., 2013).

Para el caso del algodon Bt, el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
(35S CaMV) es uno de los mas utilizados para la expresion de genes en plantas,
por las razones ya espuestas (Anami et al., 2013; Ganesa et al., 2009; Chen et al.,

2013; Bajwa et al., 2014). Por ello en este trabajo se planted la expresion del gen
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hibrido bajo la regulacion de dicho promotor y del terminador 35S. Ademas, se
consideré conferirle resistencia al herbicida glufosinato de amonio, que hace
tolerante a la planta frente a este quimico. Esto permitié seleccionar en cultivo in
vitro aquellas plantas transformadas genéticamente es decir, que tienen en su
genoma el gen bar, dicho gen codifica para una enzima que degrada PPT o
glufosinato de amonio, lo que impide que las plantas mueran por una acumulacion

de amonio en sus tejidos (Anami et al., 2013; Gutierrez-Galeano et al., 2015).

Los elementos genéticos descritos fueron clonados en un vector de
sobreexpresion en plantas. En los Ultimos afios se ha empleado la tecnologia de
clonacion GATEWAY, la cual mediante la recombinacién mediada por enzimas
gue reconocen los sitios attL y attR (recombinasas; nombre comercial clonasa)
puede intercambiar el gen de interés de un vector de entrada con el un vector
destino, en este caso el vector de sobrexpresion que ya contiene el promotor y
terminador 35S (el gen de interés se posicionard en medio de estas dos

unidades), y el gen bar (Anami et al., 2013).

A continuacion se muestra en la figura 12 la obtencion del gen hibrido por PCR
punto final, con la enzima Taq Takara, la cual es capaz de colocar en el extremo 3’
del fragmento de PCR a una adenina (A) util para la ligacién de este al vector de

entrada pCR8/TOPO/GW, que contiene una T en el extremo complementario.

M.- Marcador 1 kb
™ 1t
1.- muestra 1l

i

}

2.- muestra 2 ‘ ‘
3534 pb Y

3.- muestra 3

Figura 12. PCR punto final gen-hibrido de la delta-endotoxina
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Después de la reaccién de topoligacion y la obtencion de las clonas positivas, y el
correspondiente andlisis de restriccion, se comproboé la presencia del gen hibrido
en una de las clonas recombinantes al observar un patrén de bandeo esperado de
3534 pby 2817 pb (figura 13).

M. marcador

* 3534PB
* 2817PB

1.- Muestra uno (vector vacio)
2.- Muestra dos (vector vacio)
3.- Muestra tres (vector vacio)
4.- Muestra cuatro POSITIVO

Figura 13. Patrén de restriccion de las clonas candidatas.
En el carril 4 se muestra con un simbolo + a la clona con el gen insertado. El DNA se digirié con la enzima de
restriccion EcoRl

Para la Unica clona positiva se realizé el analisis de restriccidn para corroborar la
orientacion correcta del gen en el vector de entrada con las enzimas BamHI-Xhol,
(figura 14) si el inserto estaba en sentido correcto el patrén de bandeo era uno de
4253 pb y el restante de 2098 pb.

M.- Marcador 1 kb
1.- Pladsmido digerido BamHI-Xhol

2.- Plasmido sin digerir

4253 pb

2098 pb

Figura 14. Patrén de restriccion para verificar orientacion de inserto.
En el carril 1 se muestra la digestién en orientacion correcta.
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Con el inserto en correcta sentido con respecto al promotor 35S y el terminador
35S en el vector de destino, el vector se linealizd por digestion enzimatica con
EcoRV (figura 15) se observé una sola banda de 6351 pb, se cortd y purifico, para

llevar a la reacciéon de clonasa.

M PCR8/TOPO/GW+GEN-HIBRIDO

M.- Marcador 1 kb

e — ettt
Plasmido linealizado 6351 pb
PCR8/TOPQO/GW+Gen hibrido

Figura 15 Patrén de restriccion para verificar linealizacion de vector PCR8/TOPO/GW

Posterior a la reaccion de clonasa, y la extraccion de DNA plasmidico de las
colonias seleccionadas con el posible vector de sobreexpresion, la presencia del
gen-hibrido en el vector de sobreexpresion pB2WG7 se realiz6 por PCR punto
final, para amplificar el gen-hibrido. En la figura 16 se muestran las clonas

positivas.

M.- Marcador 1 kb
1.- Control negativo
2.- Control positivo
3.- Muestra 1

4.- Muestra 2

5.- Muestra 3

6.- Muestra 4

7.- Muestra 5

8.- Muestra 6

9.- Muestra 7

10.- Muestra 8

M o2 3, 4.5 -67"7--8 910
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Figura 16. Electroforesis, PCR punto final del gen-hibrido en pB2WG7

Ademas, para corroborar que el gen se encuentra antecedido del promotor 35S
CaMV se realizé una reaccion de PCR punto final, utilizando el oligonucleétido 5°
del promotor 35S (5 GACTAGAGCCAAGCTGATCTCCTTTGCC 3’) y el
oligonucledtido reverso del terminador 35S (5° ACATGAGCGAAACCCTATAAGAAC
3). La banda esperada tuvo un tamafo de 5000 pb (figura 17).

M.- Marcador 1kb
1.- control negativo

2.- control positivo

5000 pb

Figura 17 Amplificacién por PCR punto final de promotor 35S a terminador 35S

Con los resultados de las PCRs anteriores se seleccioné una de las clonas
positivas y se empled el DNA plasmidico para realizar la insercion A. tumefaciens

AGL1 por electroporacion.

De las colonias crecidas en medio LB con antibidticos de seleccion, y después de
realizar miniprep, se corroboro la presencia del gen hibrido en A. tumefaciens y el
gen bar por PCR punto final, las bacterias positivas para el gen-hibrido y el gen
bar se muestra en las figura 18 y figura 19, respectivamente donde se muestran

los resultados de la electroforesis.
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M.- Marcador 1 kb

1.- Control negativo M- 1 2 ’3‘ 5 6 7 8'.9: %8
2.- Control positivo m

3.- Muestra 1
4.- Muestra 2
5.- Muestra 3
6.- Muestra 4
7.- Muestra 5
8.- Muestra 6
9.- Muestra 7

10.- Muestra 8

Figura 18. Electroforesis, PCR punto final de gen-hibrido en A. tumefaciens

(=) W0 K50 () (+) (%) e (-)

— — —— ) -
3534 pb

M.- Marcador 1 kb
1.- Muestra 1

2.- Muestra 2

3.- Muestra 3

4.- Muestra 4

5.- Control negativo

6.- Control positivo

Figura 19. Electroforesis PCR punto final de gen bar en A. tumefaciens
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A. tumefaciens es una bacteria capaz de transferir informacion genética a las
plantas que infecta, se ha empleado ampliamente para la transformacion de
plantas cotiledoneas y con mas reciente investigaciones a nuevas especies
vegetales y/o plantas monocotiledéneas, esto gracias a una compleja maquinaria
que le permite transferir un segmento de DNA al genoma de la planta. Este
proceso es complejo, en el que intervienen productos de los genes de virulencia
de la bacteria, asi como genes de organismo receptor. Por ingenieria genética se
han generado cepas hipervirulentas que sobreexpresan los genes que realizan la
transferencia, lo que le confieren a esta bacteria una mayor eficiencia de

transformacion (Valderrama et al., 2005).

La cepa AGL1 de A. tumefaciens que se utilizd en este trabajo sobreexpresa los
genes VirD y VirE, proteinas que ayudan a la produccién del T-DNA y se unen a
él, formando en conjunto un complejo de transferencia del segmento de T-DNA

sintetizado por la bacteria (Valderrama et al., 2005).

Bakhsh y colaboradores en 2014 hicieron pruebas para comparar diferentes tipos
de cepas de Agrobacterium y reportaron un porcentaje de regeneracion del 8.3%

en plantas de tabaco transformadas con la cepa AGL1 (Bakhsh et al., 2014).

EXPRESION TRANSITORIA DEL GEN HIBRIDO DE DELTA-ENDOTOXINA

Una de las formas de corroborar si las modificaciones previas realizadas al gen
son viables para la expresion en planta es evaluar mediante expresion transitoria
las construcciones en plantas modelo. En este trabajo utilizamos como planta
modelo a N. benthamiana, con el fin de buscar la presencia del mRNA del gen-
hibrido.
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Figura 20 Inoculacion de A. tumefaciens AGL1 en hojas de N. benthamiana

Se realiz6 una cinética de expresion del gen-hibrido a las 24, 48, 72, 96 y 120
horas después de la inoculacion de la bacteria en las hojas. Posteriormente se
detecté el RNAm mediante RT-PCR (empleando sondas Tagman). Se observo la
expresion del mRNA a partir de las 24 horas (figura 20 y 21) posteriores a la
inoculacién, un tiempo mas corto comparado con el trabajo reportado por
Mehmood y colaboradores en 2013, quienes evaluaron la expresion de una nueva
proteina Cry2Ab, bajo el promotor 35S. Ellos reportan la presencia de mRNA
hasta las 72 horas. Con estos resultados nosotros podemos entonces asumir que
la proteina puede ser expresada en planta debido a una correcta expresion de
éste a partir de las secuencias de regulacion seleccionadas y el cambio de

codones realizado, se toma al gen COX como gen endogeno (figura 22)
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M.- Marcador 1 kb
(-) control negativo
WT.- N. benthamiana WT V] () WIT 34 88 - 72 56 170
24.- muestraalas 24 h
48.- muestra alas 48 h
72.- muestraalas 72 h
96.- muestra a las 96 h
120.- muestra a las 120 h

(+) control positivo

Figura 21. RT-PCR de mRNA de gen hibrido, expresado en N. benthamiana
(Tamafio esperado: 100 pb).

M.- Marcador 1 kb
(-) control negativo
(+) control positivo
24.- muestraalas 24 h
48.- muestra a las 48 h 24 48 72 96 120(+) (-) M
72.- muestraalas 72 h
96.- muestra a las 96 h 100 pb

120.- muestra a las 120 h

Figura 22. RT-PCR de gen endégeno COX
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10 Gen endégeno
—- Gen hibrido

24 43 72 96 120
HORAS DE MUESTREO

Figura 23. Deteccion del gen-hibrido por RT-PCR

TRANSFORMACION DE ALGODON MEDIANTE A. tumefaciens.

Para la transformacion de algodén ya se han desarrollado y publicado diversos
protocolos, principalmente basados en A. tumefaciens. La planta de algodoén fue
uno de los primeros cultivos en los que se aplicd la transformacion genética

mediada por dicha bacteria (Baohong 2013).

La eficiencia de la transformacién de las plantas, asi como la regeneracién de las
mismas depende ademas del tejido con el que se esté trabajando, y de las
condiciones con las que se lleve a cabo el cultivo. Los primeros ensayos en co-
cultivo de A. tumefaciens se realizaron en explantes de hipocotilo y cotiledones,
mediante embriogénesis somatica; sin embargo, el porcentaje de regeneracion de
plantas se vio afectado por limitaciones como el largo periodo en el que se lleva a
cabo la completa regeneracion de la planta, ademas de que el cultivo de tejidos
puede inducir baja fertilidad y defectos en el desarrollo de las plantas.
(Rajasekaram et al., 1996; Chen et al., 2013).
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Al ser entonces el cuello de botella la seleccion el tejido adecuado para la
transformacion de plantas de algodon, varios grupos de investigacion reportan el
uso de diferentes tejidos para la obtencion de plantas transformadas y también
lograr que la progenie proveniente de estas posea los genes de interés. Chen y
colaboradores en 2013 desarrollaron una nueva metodologia para la
transformacion de plantas de algodon, el cual consiste en trabajar con explantes
de meristemo de embriones de las semillas de algodén inoculando directamente a
A. tumefaciens en los explantes, logrando la regeneracion de plantas y el analisis
de las plantas regeneradas asi como su progenie demostrando que los genes de
interés estaban integrados de manera estable en el genoma y que podian ser

heredados mendelianamente.

Figura 24. Meristemos de embriones de algoddn
Tomado de Chen et al., 2013

Con base en lo reportado por Chen y colaboradores en 2013, nosotros tomamos
100 semillas de algoddn, las desinfectamos y obtuvimos los embriones, a los que
les retiramos los cotiledones dejando listo el meristemo para transformar (figura
25).
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Figura 25. Obtencion de meristemos de embriones de algodon
A) Embrién de algodon; B) embriones de algodédn hidratados; C) Explante listo para el co-cultivo con
A. tumefaciens.

En el mismo protocolo descrito por Chen y colaboradores, se describen las
condiciones de crecimiento que necesita la planta, factores de vital importancia
como lo son: la temperatura de incubacion en el co-cultivo de 35 °C, sin embargo,
debido a que Agrobacterium crece a 28 °C, decidimos emplear esta temperatura.
Bajwa y colaboradores en 2014 reportaron que incubaron a una temperatura de 25
°C £ 2°C, que resulto efectiva para la transformacion de algodoén. Para la seleccion
del medio de cultivo se utilizaron las sales del medio MS (Murashige & Skoog,
1962) y la mezcla de vitaminas del medio B5, diferente a lo reportado por Chen, ya
gue ellos ocuparon tanto sales como vitaminas de B5. Esto debido a que el medio
a los 4 o 5 dias posteriores al pase de los explantes comenzaba a tornarse
amarillento, lo que indica la oxidacion de los componentes y con ello la afectacion
de los explantes en este medio. La concentracion de glucosa utilizada fue de 30
g/L como lo reporta Chen, ahora bien, ellos describen que salvo el medio de
enraizamiento pueden o no contener hormonas que favorezcan el desarrollo de las

plantas.

Para promover el crecimiento y desarrollo de las plantas adicionamos al medio de
co-cultivo el regulador de crecimiento cinetina (Bajwa et al., 2013) y en el medio de
induccion de brotes en donde ademas se adicionaron los antibiéticos necesarios
para inhibir el desarrollo de A. tumefaciens.
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Figura 26. Explantes de algodén en medio MS con antibidticos
para eliminar Agrobacterium.

Para la seleccién en medio de cultivo in vitro se utilizé la misma composicién del
medio anterior, pero ahora sin cinetina y antibiéticos, y como marcador de
seleccion utilizamos Glufosinato de amonio. La concentracion utilizada fue de 5
mg/L, y esta concentracion se mantuvo a lo largo de todo el cultivo, en la imagen

se muestran plantas en medio de seleccion que presentan hojas verdaderas.

Figura 27. Plantas en medio de seleccién

Para corroborar que las semillas utilizadas no tuvieran resistencia al marcador de
seleccion que confiere resistencia al herbicida glufosinato de amonio, se
germinaron semillas en medios conteniendo herbicida en concentraciones de

seleccion. Estas plantas después de dos semanas murieron (figura 28); este
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experimento nos permitio también establecer la concentracion de glufosinato de

amonio necesaria para la posterior seleccién de las plantas.

Figura 28. Plantas convencionales susceptibles a herbicida
en medio con glufosinato de amonio.

Posterior a la transformacion genética, las plantas que presentaron resistencia al
glufosinato de amonio en medio de cultivo por cuatro semanas, se pasaron a
medio de enraizamiento adicionado con acido indolbutirico en el medio, lo que

indujo el crecimiento de las raices en las plantas transformadas.

B w4

Figura 29. Plantas resistentes a glufosinato de amonio en medio de enraizamiento.
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Una vez que las plantas desarrollaron raices, después de aproximadamente
cuatro semanas en este medio, las plantas se pasaron a suelo prehumedecido,

donde continud su crecimiento.

Figura 30. Plantas regeneradas. Se observa la presencia de hojas verdaderas.

Cuando las plantas se establecieron en invernadero se tomd una hoja para
analisis posteriores. Se realiz6 la extraccion de DNA genomico de hojas para la
identificacion por PCR del gen que codifica para la proteina hibrida. En la figura 31
se puede observar la electroforesis con los productos de PCR obtenidos de

plantas independientes.

M- Marcador 1 Kb

1.- Planta de algodon positiva
2.- Planta de algodon positiva
3.- Planta de algod6n positiva
4.- Control positivo

5.- Planta de algodon WT

6.- Control negativo (NTC)

Figura 31. PCR punto final detectando el transgen-hibrido en algodén GM.
Tamafio esperado de la banda: 1400 pb.
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Con el objeto de corroborar la presencia simultanea del transgen que codifica para

la delta-endotoxina y la resistencia a herbicida, se realizé la deteccion del gen bar

mediante el uso de PCR en punto final, como se muestra en la figura 32. Asi es

posible observar fragmentos sintetizados del tamafio esperado, confirmando asi la

presencia del gen que codifica al marcador de seleccion.

M- Marcador 1 Kb

1.- Planta de algodon positiva
2.- Planta de algodon positiva
3.- Planta de algodon positiva
4.- Control positivo

5.- Planta de algodon WT

6.- Control negativo (NTC)

Figura 32. PCR punto final Gen bar
(Tamafio esperado 500 pb)

En la siguiente tabla se describen el nimero de explantes obtenidos en cada

etapa del proceso de transformacion y regeneracion.

Tabla 23. Rendimiento de las semillas de acuerdo con la etapa de transformacion

Etapa del cultivo
Esterilizacion de semillas

Embriones disectados completos

Cantidad de explantes
100 semillas
89

Embriones sin cotiledones o parcialmente removidos parala 83

infeccion con A. tumefaciens AGL1

Traspaso de explantes a medio con antibioticos
Traspaso a medio de seleccion

Traspaso a medio de enraizamiento

Plantas enraizadas y en suelo

Plantas regeneradas

Plantas transformadas

72
65
40
16
9
3
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e Porcentaje de la eficiencia de regeneracién.: 10.8%

e Porcentaje de la eficiencia de transformacion: 3%

De manera comparativa, Chen y colaboradores (2013) describen un porcentaje de
transformacién por arriba del 9% mientras que Bajwa (2014) describe un
porcentaje de transformacion de 1.17%. Los valores de eficiencia de

transformacion obtenidos en el presente trabajo son comparables a los reportados.

Las plantas regeneradas que se propagan en invernadero desarrollan menos
hojas y su crecimiento es mas lento. Este fendmeno de adaptacion es
caracteristico de plantas de la primera generacién provenientes de cultivo de
tejidos. Estas plantas hemicigotas producen semillas de las cuales debe
analizarse la progenie para identificar a las semillas que estan segregando la
caracteristica. Se pretende identificar a las plantas homocigotas que lleven el gen
de interés. Se han descrito cambios morfolégicos en las plantas de algodon Bt
frente a las convencionales, consistentes en cambios observados en el tamafio de
los estomas y en la presencia de tricomas (Mayee et al., SA; Xiaogang et al.,
2015). Estas diferencias no afectaron su equivalencia sustancial cuando se

evaluaron desde el punto de vista agronémico.

CARACTERIZACION MOLECULAR

Para la caracterizacion molecular de las plantas genéticamente modificadas,
ademas de identificar la presencia de los transgenes, se considerd cuantificar la
presencia del transcrito. Debido a que las plantas son muy pequefias, no se conto
con suficiente tejido para purificar RNA y de buena calidad. La extraccion de RNA
de hojas jévenes se dificultd debido a la cantidad excesiva de compuestos
fendlicos, ya sea empleando el método de tiocianato de guanidinio, método CTAB
y acetato de amonio o el sistema comercial de extraccion de RNA (RNeasy,
Qiagen). Baohong en 2013 reporté problemas similares en la extraccion de RNA a

partir de hojas jovenes de algodon, pero logrando obtener RNA a partir de hojas
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maduras. Se recomienda efectuar este ensayo cuando la planta sea mas vigorosa

y tenga mas hojas.

Por medio de una PCR punto final pudimos observar la presencia del gen hibrido
en las plantas transformadas. Para conocer el niumero de inserciones en el
genoma de las plantas de algoddn transformadas, se realiz6 un ensayo con el
PCR digital de nanogota (BioRad). Se encontr6 que la linea 3 contiene dos
inserciones, la linea 10.6 y la 1-1 posiblemente 4 o 5 inserciones. Debe hacerse
notar que estas son lineas hemicigotas, por lo cual se podria disminuir el nimero
en generaciones posteriores, a través de la cruza genética con algodén
convencional y el andlisis de sus segregantes. Los resultados de este ensayo se

muestran en la figura 33.

IME

0.1

0.01 T
NTC 3 10.6 1-1

Plantas de algoddn

Figura 33. NUmero de copias por genoma en algodon GM.

La transformacion mediante la bacteria A. tumefaciens es uno de los métodos
mediante los cuales se logra una baja insercion de copias en el genoma de las

plantas, en comparacion con las técnicas de bombardeo de particulas por ejemplo
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que es con la que un mayor niumero de copias se inserta (Baohong et al., 2013;
Kohli et al., 1998; Srivastava et al., 1999).

Determinar el nUmero de inserciones dentro del genoma dentro de la planta es de
gran ayuda para la seleccién de plantas que muestran los mejores fenotipos en
cuanto a resistencia a herbicida y resistencia a lepidopteros. Como se explicé
anteriormente, es posible (y deseable) tener un bajo niumero de transgenes
insertados, ya que la sobreexpresion podria desencadenar eventos de
silenciamiento génico, y por ello no tener la proteccion deseada en la planta (Kohli
et al., 1998; Srivastava et al., 1999). En los campos agricolas se cultivan plantas
con una o dos inserciones en el genoma de la planta, los cuales demuestran una
adecuada funcion biolégica. (Zhang et al., 2008; Yang et al., 2013). Cabe sefalar
gue la expresiéon del gen, ademas de intervenir el nimero de copias, interviene de
manera preponderante la capacidad del promotor en transcribir el mMRNA para su
posterior traduccidn en ribosomas y expresion de la caracteristica. Adicionalmente
a este hecho, se encuentra la posicidbn del gen insertado en el contexto del
genoma. Aunque se conoce que el T-DNA de Agrobacterium se inserta en
regiones de eucromatina, que son transcripcionalmente activa, se han observado
grandes diferencias en transcripcion cuando se analizan eventos independientes
de transformacion genética empleando la misma construccion. En el caso del
promotor 35S, la literatura describe su uso eficiente en una o dos copias (Zhang et
al., 2008; Yang et al., 2013).

Yang y colaboradores en 2013 llevaron a cabo la cuantificacion del niamero de
inserciones del gen NPTII (que confiere resistencia al antibiético Kanamicina).
Ellos obtuvieron del total de sus plantas transformadas y analizadas en TO que el
21.1 % contenia solo una insercion del gen, 25 % dos inserciones, 19.2 tres
inserciones del gen mientras que el 34.6 % contienen 4 o0 mas copias del gen en el
genoma del algodon. Esto concuerda con nuestros resultados pues de las 3
plantas analizadas dos de tres contienen 5 copias del gen-hibrido en el genoma de
algodon, mientras que solo una de las tres contiene 2 copias en el genoma del

algodén. En el caso de la seleccion de plantas empleando marcadores de
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resistencia, la presion de seleccion también interviene en la seleccién de plantas
con diferente niumero de inserciones. Si la planta es muy susceptible a antibiético
y/o herbicida, una concentracion alta de estos compuestos seleccionara a aquellas
plantas con mas inserciones. A pesar de que los protocolos en la literatura
describen concentraciones de herbicida suficientes para seleccionar a las
transformantes, es importante establecer la concentracion minima inhibitoria de
crecimiento para cada cultivar, con el objeto de evitar la insercion multiple en las

plantas GM.

Zhang y colaboradores en 2008, realizaron también el analisis por RT-PCR del
namero de copias insertadas en el genoma de algodon y al igual que Yang et al.,
en 2013 obtuvieron plantas con mas de 5 inserciones del gen blanco en el
genoma. Como se indic6 arriba, las siguientes generaciones pueden recombinar y
segregar independientemente las copias, y con ello, poder reducir el nimero de

copias.

Con lo anterior entonces no se descarta el uso de las plantas obtenidas en este

trabajo, las cuales se evaluaran en sus siguientes generaciones.

Asimismo, es recomendable la evaluacidén de los niveles de expresion del gen-
hibrido en la planta TO y en su progenie. De manera muy importante, es necesario
evaluar en un ensayo de efectividad biolégica, la capacidad de la plantas de

controlar a plagas de lepidopteros.

ANALISIS IN SILICO DE LA DELTA-ENDOTOXINA

Se realiz6 un analisis in silico de la estructura de la delta-endotoxina que codifica
el gen hibrido insertado en las plantas de algoddn, primeramente se buscaron las
secuencias de las proteinas origen, a las que llamamos parentales, en este caso

Cry1lAbl variedad berliner y CrylAal variedad kurstaki.
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En la siguiente figura se muestra el alineamiento de la proteina que codifica el gen
hibrido (Gen_hibridoBT) y la proteina Cryl1Abl variedad berliner (berlinerBT).

Gen_hibridoBT MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL 60
BerlinerBT MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGL 60

AR R R AR R R R KRR R R E R KRR KRR R AR IR R KRR IR R R RRRRR R RERFRRR KRR R %%

Gen_hibridoBT VDIIWGIFGPSQWDAFLVQIEQLINQRIEEFARNQATISRLEGLSNLYQIYAESFREWEAD 120
BerlinerBT VDIIWGIFGPSQWDAFLVQIEQLINQRIEEFARNQATSRLEGLSNLYQIYAESFREWEAD 120

3 3 ok 3k ok e e ok ok 3 ok i ok Ok 3 Ok i Ok ok K ok e ok i i ok K R 0k ok K Ok o e ek Ok kK ok 30k KOk Ok Ok ok Ok kOK Ok Ok K Ok R

Gen._hl'bridoBT PTNPALREEMRIQFNDMNSALTTAIPLFAVQNYQVPLLSVYVQAANLHLSVLRDVSVFGQ 180
BerlinerBT PTNPALREEMRIQFNDMNSALTTAIPLFAVQNYQVPLLSVYVQAANLHLSVLRDVSVFGQ 180
LR E RS S S S L SRS S S SR RS S S SRR R E RS R R SR SR RS S E SRS S SR RS S S
Gen_hibridoBT RWGFDAATINSRYNDLTRLIGNYTDHAVRWYNTGLERVWGPDSRDWIRYNQFRRELTLTV 240
BerlinerBT RWGFDAATINSRYNDLTRLIGNYTDHAVRWYNTGLERVWGPDSRDWIRYNQFRRELTLTV 240

AR ERR R KK R R R R KRR R ER R AR AR R R R KA R IR R R R RRRRA R A RRER R R KRR X% X

Gen_hibridoBT LDIVSLFPNYDSRTYPIRTVSQLTREIYTNPVLENFDGSFRGSAQGIEGSIRSPHLMDIL 300
BerlinerBT LDIVSLFPNYDSRTYPIRTVSQLTREIYTNPVLENFDGSFRGSAQGIEGSIRSPHLMDIL 300

3 3 o 30k ok ok ok ok 3 ok e ok Kk 30k K K 3 ok ok Ok kK 30Ok 3k ok ok ok o KOk ROk 3 30k 30K ok Ok ok ok 0K K KOk K Rk K

Gen_hibridoBT NSITIYTDAHRGEYYWSGHQIMASPVGFSGPEFTFPLYGTMGNAAPQQRIVAQLGQGVYR 360
BerlinerBT NSITIYTDAHRGEYYWSGHQIMASPVGFSGPEFTFPLYGTMGNAAPQQRIVAQLGQGVYR 360

EE R SR SR S R R R R S S R R S R R S R L R R R S R R S R S S R R R S

Gen_hibridoBT TLSSTLYRRPFNIGINNQQLSVLDGTEFAYGTSSNLPSAVYRKSGTVDSLDEIPPQNNNV 420
BerlinerBT TLSSTLYRRPFNIGINNQQLSVLDGTEFAYGTSSNLPSAVYRKSGTVDSLDEIPPQNNNV 420

LR S SRS SRR RS S SR RS SRR RS RS 2R R S R R S R R LR E S L S0

Gen_ WibAdoBT PPRQGF SHRLSHVSMFRSGFSNSSVSIIRAPTFSWQHRSAEFNNIIPSSQITQIPLTKST 480
BerlinerBT PPROGF SHRLSHVSMERSGFSNSSVS T~ == === mmmmmm e o i i i m 448

6 2 e K Rk RO K ROk K kK ok ok R KOk 5Ok KOk K

Figura 34 Alineamiento de proteina hibrida con delta-endotoxina var berliner

En la siguiente imagen se muestra la comparacion entre la delta-endotoxina y la

proteina CrylAa variedad kurstaki.
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Gen_hibridoBT PPRQGFSHRLSHVSMFRSGFSNSSVSTIRAPTF SHQHRSAEFNNIIPSSQITQIPLTKST 480
KurstakiBT oo RAPTFSWQHRSAEFNNIIPSSQITQIPLTKST 32

e S ok Ok Ok kK K R KOk 3 Kk i e ok ok ok kK R KOk KORCR K

Gen_hibridoBT NLGSGTSVVKGPGFTGGDILRRTSPGQISTLRVNITAPLSQRYRVRIRYASTTNLQFHTS 540
KurstakiBT NLGSGTSVVKGPGFTGGDILRRTSPGQISTLRVNITALLSQRYRVRIRYASTTNLQFHTS 92

3 3K 3k 3 Ok kR ke Ok ke ke ok i Ok Sk ok K K K K Ok kR R Ok i ik 0K kOROKOK kK koK R ROk R R R 30k R OK K0K 0K K OK X0k

Gen_hibridoBT IDGRPINQGNFSATMSSGSNLQSGSFRTVGFTTPFNFSNGSSVFTLSAHVFNSGNEVYID 600
KurstakiBT IDGRPINQGNFSATMSSGSNLQSGSFRTVGFTTPFNFSNGSSVFTLSAHVFENSGNEVYID 152

35 ok K 3k 3K ok ok ok 3 ok s 3 ok 3 3k ok 3k 3K K 3K K o K KOk Ok ok 3k i 3 0k 3k 3k 3K O K K ok Ok ok 3K 3k s 3k ok ok 3 ok 3K 3K K K KK X R K X

Gen_hl'f'ifidOBT RIEFVPAEVTFEAEYDLERAQKAVNELFTSSNQIGLKTDVTDYHIDQVSNLVECLSDEFC 660
Ruestakib RIEFVPAEVTFEAEYDLERAQKAVNELFTSSNQIGLKTDVTDYHIDQVSNLVECLSDEFC 212

3 3k 3k ok ok ok k ok Ok sk ok ok ook 3 sk ok R K ok KOk R ki Rk ok sk ok koK 3k ok K R R Ok 3R K K ok 3K ok R ok R R ORSORRORROR ROk R

Gen_hibridoBT LDEKQELSEKVKHAKRLSDERNLLQDPNFRGINRQLDRGWRGSTDITIQGGDDVFKENYV 720
KurstakiBT LDEKQELSEKVKHAKRLSDERNLLQDPNFRGINRQLDRGWRGSTDITIQGGDDVFKENYV 272

3 3 3 R 0K K K K KR K R R R K KR R KK R K K R K R R R R OR 30K KR K R OR KR KK R R R R OR R R R R ROKOR IO ROR R R

Gen_hibridoBT TLLGTFDECYPTYLYQKIDESKLKAYTRYQLRGYIEDSQDLEIYLIRYNAKHETVNVPGT 780
KurstakiBT TLLGTFDECYPTYLYQKIDESKLKAYTRYQLRGYIEDSQDLEIYLIRYNAKHETVNVPGT 332

EERERKKREKERRKKERKERERRERKKEKRKRERERRERRKEKREKRRRER KRR KRR RKRERKRRRERRRX

Gen_hibridoBT GSLWPLSAQSPIGKCGEPNRCAPHLEWNPDLDCSCRDGEKCAHHSHHFSLDIDVGCTDLN 840
KiiestakiBT GSLWPLSAQSPIGKCGEPNRCAPHLEWNPDLDCSCRDGEKCAHHSHHFSLDIDVGCTDLN 392

EERRKKR R KRR KKK EREKRK KK KRR R KRR EE KRR K KRR R KKK K KRR RRKEX KR KRR KRR X

Gen_hibridoBT EDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKWRDKREKLEWETNIV 900
KarstakiBE EDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKWRDKREKLEWETNIV 452

3¢ 3k 3k 3k ok 3k K Ok Sk ok K K ROk S KK 3 K KR KO OR KR ROk K Ok K 3K K K K OR 3KOK K K K R K R Ok Ok OR KOK KR KO R KOk X

Gen_hibridoBT YKEAKESVDALFVNSQYDQLQADTNIAMIHAADKRVHSIREAYLPELSVIPGVNAAIFEE 960
KurstakiBT YKEAKESVDALFVNSQYDQLQADTNIAMIHAADKRVHSIREAYLPELSVIPGVNAAIFEE 512

R R R R e e S e S R

Gen_hibridoBT LEGRIFTAFSLYDARNVIKNGDFNNGLSCHNVKGHVDVEEQNNQRSVLVLPEWEAEVSQE 1020
KurstakiBT LEGRIFTAFSLYDARNVIKNGDFNNGLSCHNVKGHVDVEEQNNQRSVLVVPEWEAEVSQE 572

ek Sk ROk Ok KK KR ROR OKOR O R KROK R OR SRR KR ROR RO XK R ORI X Rk R kX Rk X
.

Gen_hibridoBT VRVCPGRGYILRVTAYKEGYGEGCVTIHEIENNTDELKFSNCVEEEIYPNNTVTCNDYTV 1080

KurstakiBT VRVCPGRGYILRVTAYKEGYGEGCVTIHEIENNTDELKFSNCVEEEIYPNNTVTCNDYTV 632
SRR KR ORI R IR KR ROR KKK KKK R R KKK Ok KKK K

Gen_hibridoBT NQEEYGGAYTSRNRGYNEAPSVPADYASVYEEKSYTDGRRENPCEFNRGYRDYTPLPVGY 1140
Koestaldey NQEEYGGAYTSRNRGYNEAPSVPADYASVYEEKSYTDGRRENPCEFNRGYRDYTPLPVGY 692

e e e R R Ok gk e e e ik R R Sk kR RO R R R S Rk 0k koROR kR Okl ke kookoR 0 Ok ROk K I0K Ok R0k 0k 0ROk

Gen_hibridoBT VTKELEYFPETDKVWIEIGETEGTFIVDSVELLLMEE 1177

KurstakiBT VTKELEYFPETDKVRIEIGETEGTFIVDSVELLLMEE 729
RO R RR KR KR O ORORK KR ROk K KOk

Figura 35. Alineamiento de proteina hibrida con delta-endotoxina Var Kurstaki

Ahora en la siguiente imagen (figura 36) se muestra el alineamiento en donde
mostramos los sitios en los que la delta-endotoxina del gen hibrido presenta
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diferencias entre sus parentales, en este caso se asume directamente la diferencia

entre la variedad Kurstaki y berliner

Gen hibridoBT RWGFDAATINSRYNDL TRLIGNYTDHAVRIYNTGLERVIGPDSRDWIRYNQFRRELTLTV 240
BerlinerBT RWGFDAATINSRYNDL TRLIGNYTDHAVRIYNTGLERVIGPDSRDWIRYNQFRRELTLTV 240
KurstakiBT RWGFDAATINSRYNDL TRLIGNYTDYAVRIYNTGLERVWGPDSRDY ’VRYNQFRRELTLTV 240
Gen_hibridoBT LDIVSLFPNYDSRTYPIRTVSQLTREIYTNPVLENFDGSFRGSAQGIEGSIRSPHLMDIL 300
BerlinerBT LDIVSLFPNYDSRTYPIRTVSQLTREIYTNPVLENFDGSFRGSAQGIEGSIRSPHLMDIL 300
KurstakiBT LOIV.«LFSHYDSRRVPIRTVSQLTREIYTNPVLEHFDGSFRGHAQRIEQNIRQPHU DIL 3e0
Gen_hibridoBT NSITIYTDAHRGEYYWSGHQIMASPVGFSGPEFTFPLYGTMGNAAPQQRIVAQLGQGVYR 360
BerlinerBT NSITIYTDAHRGEYYWSGHQIMASPVGFSGPEFTFPLYGTMGNAAPQQRIVAQLGQGVYR 360
KurstakiBT NSITIYTDVHRGFNYWSGHQITASPVGFSGPEFAFPLFGNAGNAAPP - VLVSLTGLGIFR 359
AXAEEREEE EXEE  EXEEEEE AEEEREEER LR I R N * %k ¥k - % oo ¥
Gen_hibridoBT TLSSTLYRRPFN-IGINNQQLSVLDGTEFAYG-TSSNLPSAVYRKSGTVDSLDEIPPQNN 418
BerlinerBT TLSSTLYRRPFN-IGINNQQLSVLDGTEFAYG-TSSNLPSAVYRKSGTVDSLDEIPPQNN 418
KurstakiBT TLSSPL\1RRIILGSGPNHQELFVLDGTEFSFASL TTNLPSTIYRQRGTVDSLDVIPPQDN 419
Gen_hibridoBT NVPPRQGFSHRLSHVSIIFRSGFSNSSVSIIRAPTFSWQHRSAEFNNIIPSSQITQIPLTK 478
BerlinerBT NVPPRQGFSHRLSHVSIIFRSGLSNSSVSIIRAPMFSWIHRSAE FNNIIPSSQITQIPLTK 478
RurstakiBT SVPPRAGF SHRLSHVTIILSQAAG- ~AVYTLRAPTFSHQHRSAE FNIIPSSQITQIPLTK 477

SansieTaRT STNLGSGTSVVKGPGF TGGDILRRTSPGQISTLRVNITAPLSQRYRVRIRYASTTNLQFH 538
BerlinerBT STNLGSGTSVVKGPGF TGGDILRRTSPGQISTLRVNITAPLSQRYRVRIRYASTTNLQFH 538
KurstakiBT STNLGSGTSVVKGPGF TGGDILRRTSPGQISTLRVNITALLSQRYRVRIRYASTTNLQFH 537

FEFEEKEREREER RS R A S SRR ERRRRRR I e

Figura 36. Alineamiento de las tres delta-endotoxinas
y sitios de diferenciacion con las proteinas parentales

De estas secuencias de aminoacidos y la ayuda del servidor I-Tasser se realiz
una prediccion en 3D de la delta-endotoxina. En la siguiente figura (figura 37)
podemos observar la estructura que nos proporciond el servidor. La estructura que
se presenta es semejante a las proteinas Cry, en el caso del dominio | podemos
apreciar las a-hélices que le permitir4 a la proteina insertarse en la membrana de
las células epiteliales del intestino del insecto, el dominio Il se observan las
laminas B que estan involucradas en la union de la proteina con los receptores la
oligomerizacién, dominio Il del cual se hipotetiza que esta involucrado en el
reconocimiento del receptor, la inserciébn en la membrana, asi como en algunos

casos darle estabilidad al poro (Adang et al., 2014; Pardo et al., 2012) .
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Figura 37. Estructura de la delta-endotoxina codificada por el gen-hibrido

La proteina tiene una estructura semejante a sus parentales (figura 38a y 38b)
pero como se muestran en los alineamientos se considera que la delta-endotoxina
hibrida tiene modificaciones en las secuencias de aminoacidos que se encierran
en el rectdngulo rojo, pero la estructura aun cuando la secuencia ha cambiado
después de la hibridaciéon de la proteina no cambid, con lo que podemos suponer
gue la proteina es activa y que ademas puede contener los sitios reconocimiento

de ambos parentales.

Figura 38. Parentales para la realizacion de la delta-endotoxina hibrida
a) CrylAbl; b) CrylAal

En la figura 39 podemos ver los tres dominios de la delta-endotoxina, los cuales
son activos después del proceso de protedlisis que se lleva a cabo en el intestino
alcalino de los insectos.
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Figura 39. Tres dominios de la delta-endotoxina hibrida.

El reconocimiento entre las delta-endotoxinas y los receptores de la membrana de
los insectos se lleva a cabo mediante interacciones de estos ciertos sitios
importantes de la proteina, por lo que no se define con precision el sitio activo o el
sitio de union de estas proteinas con los receptores de las células del epitelio del

intestino de los insectos (Adang et al., 2014).
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CONCLUSIONES

Fue posible subclonar el gen sintético que codifica para la delta-endotoxina bajo la
regulacion del promotor 35S del CaMV. El vector empleado es binario y contiene
también un cassette de resistencia a herbicida, y se empled para transformar

genéticamente a dos variedades de algoddn.

La expresion transitoria del gen hibrido de la delta-endotoxina en hojas de N.
benthamiana demostré la presencia del mRNA, es decir que la unidad de

expresion generada en este trabajo es capaz de transcribirse en plantas.

El uso de la construccion disefiada para la transformacion de algodon via A.
tumefaciens permitié obtener plantas transformadas con el gen hibrido, mismas
que fueron corroboradas al evaluar el nimero variable de copias del gen en el
genoma de la planta. Asimismo, presentaron resistencia al herbicida glufosinato de
amonio. Esta caracteristica adicional es muy importante en campo, pues permite

eliminar malezas mediante la adicién de un formulado de glufosinato de amonio.

Las plantas regeneradas deberan ser evaluadas en ensayos de eficacia biologica,
para evaluar su capacidad de controlar plagas de lepidépteros en cultivos de

algododn.
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ANEXO TABLAS.

ANEXO-TABLA 1: SALES DE MEDIO MS

REACTIVOS Conc Final 1L (10x)
Cloruro de calcio (CaCl2-2H20) 0.440 g/L 449
nitrato de potasio (KNO3) 1.9¢g/L 19¢
nitrato de amonio (NH4NO3) 1.650 g/L 1659
difosfato de potasio (KH2PO4) 0.170 g/L 1749
sulfato ferroso (FeS0O4-7H20) 27.860 g/L 0.28¢g
EDTA (Na2EDTA-2H20) 37.250 mg/L 0.373 ¢
Sultato de Manganeso (MnS0O4-H20) 16.880 mg/L 0.169 g
yoduro de potasio (Kl) 0.830 mg/L 0.0083 g
Sulfato de zinc (ZnS0O4-7H20) 8.60 mg/L 0.086 g
Acido borico (H3BO3) 6.2 mg/L 0.062 g
sulfato de magnesio (MgSO4-7H20) 0.370 g/L 3.79
Cloruro de cobalto (CoCl2-:6H20) * 0.025 mg/L 0.025 ml
sulfato cuprico (CuS0O4-5H20)* 0.025 mg/L 0.025 ml
Molibdato de sodio (Na2MoO4-2H20)* 0.025 mg/L 0.025 ml
*Estas sales se agregan al medio de un Stock de 10 mg/mL.
ANEXO-TABLA 2: SOLUCION ORGANICA MEDIO B5
VITAMINAS CON. FINAL 1L (100x)

Myo- Inositol 100 mg/L 1 gramo

Tiamina-HCL 10 mg/L 0.010 gramos

Pirodoxina-HCL 1 mg/L 0.001 gramos
Ac. Nicotinico 1 mg/L 0.001 gramos

Para preparar un litro de medio se utilizo:

e 100 ml de solucion de sales de medio MS
e 10 mL de solucién de vitaminas
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ANEXO-TABLA 3: SOLUCION DE MACROSALES MEDIO B5

MACROSALES Conc. Final 1L (10X)
Sulfato de Amonio (NH4)S0O4 134 mg/L 1.34 ¢
Sulfato de Magnesio 250 mg/L 25¢g
(MgS04.7H20)
Cloruro de Calcio (CaCl2.2H20) 150 mg/L 15¢g
Nitrato de Potasio (KNO3) 2500 mg/L 25¢
Fosfato de Sodio 150 mg/L 159

(NaH2P04.H20)

ANEXO-TABLA 4: SOLUCION DE MICROSALES MEDIO B5

MICROSALES Conc. Final 1L (10X)
Sulfato de Manganeso 10 mg/L 01g
(MnS0O4.4H20)
Sulfato de Zinc (ZnSO4.7H20) 2 mg(L 0.02g
Yoduro de Potasio (KI) 0.75 mg/L 0.0075¢
Acido Borico H3BO3 3 mg/L 0.03 g
EDTA (Na2.EDTA.12H20) 37.3 mg/L 0.373 g
Sulfato Ferroso (FeS04.7H20) 27.8 mg/L 0.278 g
Cloruro de cobalto (CoCl2-6H20) 0.025 mg/L 0.025 ml
*
sulfato cuprico (CuSO4-5H20)* 0.025 mg/L 0.025 ml
Molibdato de sodio 0.025 mg/L 0.025 ml

(Na2Mo0O4-2H20)*

ANEXO-TABLA 5: MEDIO DE DESINFECCION

REACTIVO CONCENTRACION
Carbenicilina 200 mg/L
Cefotaxima 125 mg/L

Captain 50 30 mg/L

Bravo 75 30 mg/L
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ANEXO-TABLA 6: MEDIO DE INOCULACION

COMPONENTE CONCENTRACION
Macrosales B5 2/5 X
Microsales B5 1/10 X
stock de Vitaminas B5 1/10 X
Glucosa 30 g/L
MES 3.9¢g/L
pH: 5.4 ajustar con KOH
esterilizar por autoclave
GAs 0.5 mg/L.
BAP 1.67 mg/L
IBA 0.1 mg/L
TBZ 10 mg/MI

ANEXO-TABLA 7: MEDIO DE INDUCCION DE BROTES Y ANTIBIOTICOS

COMPONENTE CONCENTRACION
SOLUCION DE SALES MEDIO MS 1x
SOLUCION DE VITAMINAS B5 1X
GLUCOSA 30 g/l
pH: 5.8 con KOH
Phytagel | 4 g/L
Esterilizar por autoclave
Cinetina 1 mg/ml
Timentin 100 mg/L
Cefotaxima 200 mg/L
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ANEXO-TABLA 8: MEDIO DE REGENERACION Y SELECCION

COMPONENTE CONCENTRACION
SOLUCION DE SALES MEDIO MS 1x
SOLUCION DE VITAMINAS B5 1X
GLUCOSA 30 g/l
pH: 5.8 con KOH
Phytagel | 4 g/L

Esterilizar por autoclave

Glufosinato de amonio 5 ppm
Cinetina 1 mg/ml
Timentin 50 mg/L

Cetotaxima 50 mg/L
TBZ 30 mg/L

ANEXO-TABLA 9: MEDIO DE ENRAIZAMIENTO

COMPONENTE CONCENTRACION
SALES DE MS 1x
GLUCOSA 30 g/l
Ph 5.8 KOH
Phytagel 3¢l
Esterilizar
stock de vitaminas SBRM 2 ml/L
Myo-inositol 0.1g/L
Cisteina 10 mg/ml.
IAA 0.1 ppm
timentin 50 mg/L
cefotaxima 50 mg/L

ANEXO-TABLA 10: STOCK DE VITAMINAS SBRM

COMPONENTE CANTIDAD
Glicina 0.1 gramos
Ac. Nicotinico 0.025 gramos
Pirodixina 0.025 gramos
Tiamina 0.05 gramos
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ANEXO-TABLA 11: MEDIO DE AGROINFILTRACION

COMPONENTE CONCENTRACION
MES pH:5.6 50 mM
MgCl2 10 mM
Acetosingona 150 uM

ANEXO-TABLA 12: MEDIO LB LIQUIDO PARA A. tumefaciens

COMPONENTE CONCENTRACION
Extracto de levadura 59/L

Bactotriptona 10 g/L

NacCl 10 g/L

SOLUCIONES DE EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO

ANEXO-TABLA13: SOLUCION |

COMPONENTE CONCENTRACION
Glucosa 50 mM
Tris-HCI pH:8 25 mM
EDTA pH:8 10 mM

ANEXO-TABLA 14: SOLUCION I

COMPONENTE CONCENTRACION
SDS 10 %
NaOH 1N

La solucién se prepara media hora antes de ser utilizada.

ANEXO-TABLA 15: SOLUCION llI

COMPONENTE CANTIDAD
Acetato de potasio 5M | 30 mL
Acido acético glacial 5.75 mL.
H20 14.25 mL.
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ANEXO-TABLA15: BUFFER CTAB.

COMPONENTE CONCENTRACION
TRIS-HCI pH:8 100 mM

EDTA pH:8 20 mM

NaCl 1.4 M

CTAB 2 % (WIV)

PVP 1%

ANEXO SECUENCIAS

ANEXO-SECUENCIA1: SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA DELTA-
ENDOTOXINA.

MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGLVDIIWGIFGPS
QWDAFLVQIEQLINQRIEEFARNQAISRLEGLSNLYQIYAESFREWEADPTNPALREEMRIQFNDMNS
ALTTAIPLFAVQNYQVPLLSVYVQAANLHLSVLRDVSVFGQRWGFDAATINSRYNDLTRLIGNYTDHA
VRWYNTGLERVWGPDSRDWIRYNQFRRELTLTVLDIVSLFPNYDSRTYPIRTVSQLTREIYTNPVLENF
DGSFRGSAQGIEGSIRSPHLMDILNSITIYTDAHRGEYYWSGHQIMASPVGFSGPEFTFPLYGTMGNA
APQQRIVAQLGQGVYRTLSSTLYRRPFNIGINNQQLSVLDGTEFAYGTSSNLPSAVYRKSGTVDSLDEIP
PQNNNVPPRQGFSHRLSHVSMFRSGFSNSSVSIIRAPTFSWQHRSAEFNNIIPSSQITQIPLTKSTNLGS
GTSVVKGPGFTGGDILRRTSPGQISTLRVNITAPLSQRYRVRIRYASTTNLQFHTSIDGRPINQGNFSAT
MSSGSNLQSGSFRTVGFTTPFNFSNGSSVFTLSAHVFNSGNEVYIDRIEFVPAEVTFEAEYDLERAQKA
VNELFTSSNQIGLKTDVTDYHIDQVSNLVECLSDEFCLDEKQELSEKVKHAKRLSDERNLLODPNFRGIN
RQLDRGWRGSTDITIQGGDDVFKENYVTLLGTFDECYPTYLYQKIDESKLKAYTRYQLRGYIEDSQDLEI
YLIRYNAKHETVNVPGTGSLWPLSAQSPIGKCGEPNRCAPHLEWNPDLDCSCRDGEKCAHHSHHFSL
DIDVGCTDLNEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFLEEKPLVGEALARVKRAEKKWRDKREKLEWETN
IVYKEAKESVDALFVNSQYDQLQADTNIAMIHAADKRVHSIREAYLPELSVIPGVNAAIFEELEGRIFTAF
SLYDARNVIKNGDFNNGLSCWNVKGHVDVEEQNNQRSVLVLPEWEAEVSQEVRVCPGRGYILRVTA
YKEGYGEGCVTIHEIENNTDELKFSNCVEEEIYPNNTVTCNDYTVNQEEYGGAYTSRNRGYNEAPSVPA
DYASVYEEKSYTDGRRENPCEFNRGYRDYTPLPVGYVTKELEYFPETDKVWIEIGETEGTFIVDSVELLL
MEE
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ANEXO-SECUENCIA 2: SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DEL GEN HIiBRIDO
DE LA DELTA-ENDOTOXINA

ATGGACAACAACCCCAACATCAACGAGTGCATCCCCTACAACTGCCTGAGCAACCCCGAGGTGGAGGTGCTGGGCGGCGAGCGCATCGAGACCGGCT
ACACCCCCATCGACATCAGCCTGAGCCTGACCCAGTTCCTGCTGAGCGAGTTCGTGCCCGGCGCCGGCTTCGTGCTGGGCCTGGTGGACATCATCTGG
GGCATCTTCGGCCCCAGCCAGTGGGACGCCTTCCTGGTGCAGATCGAGCAGCTGATCAACCAGCGCATCGAGGAGTTCGCCCGCAACCAGGCCATCA
GCCGCCTGGAGGGCCTGAGCAACCTGTACCAGATCTACGCCGAGAGCTTCCGCGAGTGGGAGGCCGACCCCACCAACCCCGCCCTGCGCGAGGAGAT
GCGCATCCAGTTCAACGACATGAACAGCGCCCTGACCACCGCCATCCCCCTGTTCGCCGTGCAGAACTACCAGGTGCCCCTGCTGAGCGTGTACGTGC
AGGCCGCCAACCTGCACCTGAGCGTGCTGCGCGACGTGAGCGTGTTCGGCCAGCGCTGGGGCTTCGACGCCGCCACCATCAACAGCCGCTACAACGA
CCTGACCCGCCTGATCGGCAACTACACCGACCACGCCGTGCGCTGGTACAACACCGGCCTGGAGCGCGTGTGGGGCCCCGACAGCCGCGACTGGATC
CGCTACAACCAGTTCCGCCGCGAGCTGACCCTGACCGTGCTGGACATCGTGAGCCTGTTCCCCAACTACGACAGCCGCACCTACCCCATCCGCACCGTG
AGCCAGCTGACCCGCGAGATCTACACCAACCCCGTGCTGGAGAACTTCGACGGCAGCTTCCGCGGCAGCGCCCAGGGCATCGAGGGCAGCATCCGCA
GCCCCCACCTGATGGACATCCTGAACAGCATCACCATCTACACCGACGCCCACCGCGGCGAGTACTACTGGAGCGGCCACCAGATCATGGCCAGCCCC
GTGGGCTTCAGCGGCCCCGAGTTCACCTTCCCCCTGTACGGCACCATGGGCAACGCCGCCCCCCAGCAGCGCATCGTGGCCCAGCTGGGCCAGGGLGT
GTACCGCACCCTGAGCAGCACCCTGTACCGCCGCCCCTTCAACATCGGCATCAACAACCAGCAGCTGAGCGTGCTGGACGGCACCGAGTTCGCCTACG
GCACCAGCAGCAACCTGCCCAGCGCCGTGTACCGCAAGAGCGGCACCGTGGACAGCCTGGACGAGATCCCCCCCCAGAACAACAACGTGCCCCCCCG
CCAGGGCTTCAGCCACCGCCTGAGCCACGTGAGCATGTTCCGCAGCGGCTTCAGCAACAGCAGCGTGAGCATCATCCGCGCCCCCACCTTCAGCTGGC
AGCACCGCAGCGCCGAGTTCAACAACATCATCCCCAGCAGCCAGATCACCCAGATCCCCCTGACCAAGAGCACCAACCTGGGCAGCGGCACCAGCLGTG
GTGAAGGGCCCCGGCTTCACCGGCGGCGACATCCTGCGCCGCACCAGCCCCGGCCAGATCAGCACCCTGCGCGTGAACATCACCGCCCCCCTGAGCCA
GCGCTACCGCGTGCGCATCCGCTACGCCAGCACCACCAACCTGCAGTTCCACACCAGCATCGACGGCCGCCCCATCAACCAGGGCAACTTCAGCGCCA
CCATGAGCAGCGGCAGCAACCTGCAGAGCGGCAGCTTCCGCACCGTGGGCTTCACCACCCCCTTCAACTTCAGCAACGGCAGCAGCGTGTTCACCCTG
AGCGCCCACGTGTTCAACAGCGGCAACGAGGTGTACATCGACCGCATCGAGTTCGTGCCCGCCGAGGTGACCTTCGAGGCCGAGTACGACCTGGAGC
GCGCCCAGAAGGCCGTGAACGAGCTGTTCACCAGCAGCAACCAGATCGGCCTGAAGACCGACGTGACCGACTACCACATCGACCAGGTGAGCAACCT
GGTGGAGTGCCTGAGCGACGAGTTCTGCCTGGACGAGAAGCAGGAGCTGAGCGAGAAGGTGAAGCACGCCAAGCGCCTGAGCGACGAGCGCAACC
TGCTGCAGGACCCCAACTTCCGCGGCATCAACCGCCAGCTGGACCGCGGCTGGCGCGGCAGCACCGACATCACCATCCAGGGCGGCGACGACGTGTT
CAAGGAGAACTACGTGACCCTGCTGGGCACCTTCGACGAGTGCTACCCCACCTACCTGTACCAGAAGATCGACGAGAGCAAGCTGAAGGCCTACACCC
GCTACCAGCTGCGCGGCTACATCGAGGACAGCCAGGACCTGGAGATCTACCTGATCCGCTACAACGCCAAGCACGAGACCGTGAACGTGCCCGGCAC
CGGCAGCCTGTGGCCCCTGAGCGCCCAGAGCCCCATCGGCAAGTGCGGCGAGCCCAACCGCTGCGCCCCCCACCTGGAGTGGAACCCCGACCTGGAC
TGCAGCTGCCGCGACGGCGAGAAGTGCGCCCACCACAGCCACCACTTCAGCCTGGACATCGACGTGGGCTGCACCGACCTGAACGAGGACCTGGGCG
TGTGGGTGATCTTCAAGATCAAGACCCAGGACGGCCACGCCCGCCTGGGCAACCTGGAGTTCCTGGAGGAGAAGCCCCTGGTGGGCGAGGCCCTGG
CCCGCGTGAAGCGCGCCGAGAAGAAGTGGCGCGACAAGCGCGAGAAGCTGGAGTGGGAGACCAACATCGTGTACAAGGAGGCCAAGGAGAGCGTG
GACGCCCTGTTCGTGAACAGCCAGTACGACCAGCTGCAGGCCGACACCAACATCGCCATGATCCACGCCGCCGACAAGCGCGTGCACAGCATCCGCG
AGGCCTACCTGCCCGAGCTGAGCGTGATCCCCGGCGTGAACGCCGCCATCTTCGAGGAGCTGGAGGGCCGCATCTTCACCGCCTTCAGCCTGTACGAC
GCCCGCAACGTGATCAAGAACGGCGACTTCAACAACGGCCTGAGCTGCTGGAACGTGAAGGGCCACGTGGACGTGGAGGAGCAGAACAACCAGCGC
AGCGTGCTGGTGCTGCCCGAGTGGGAGGCCGAGGTGAGCCAGGAGGTGCGCGTGTGCCCCGGCCGCGGCTACATCCTGCGCGTGACCGCCTACAAG
GAGGGCTACGGCGAGGGCTGCGTGACCATCCACGAGATCGAGAACAACACCGACGAGCTGAAGTTCAGCAACTGCGTGGAGGAGGAGATCTACCCC
AACAACACCGTGACCTGCAACGACTACACCGTGAACCAGGAGGAGTACGGCGGCGCCTACACCAGCCGCAACCGCGGCTACAACGAGGCCCCCAGCG
TGCCCGCCGACTACGCCAGCGTGTACGAGGAGAAGAGCTACACCGACGGCCGCCGCGAGAACCCCTGCGAGTTCAACCGCGGCTACCGCGACTACAC
CCCCCTGCCCGTGGGCTACGTGACCAAGGAGCTGGAGTACTTCCCCGAGACCGACAAGGTGTGGATCGAGATCGGCGAGACCGAGGGCACCTTCATC
GTGGACAGCGTGGAGCTGCTGCTGATGGAGGAGTAG
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ANEXO-FIGURAS

VECTORES
ANEXO-FIGURA1: GEN HIBRIDO DE LA DELTA-ENDOTOXINA EN EL
VECTOR DE ENTRADA PCR8/TOPO/GW.

XholI (5612) EcoRI (672)

BamHI (1359)

PCR8TOPOGW+GEN_HIBRIDO
6351 bp

EcoRI (4224)

GEN HIBRIDO
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ANEXO-FIGURAZ2: VECTOR DE EXPRESION EN PLANTA pB2WG7 CON EL
GEN HIBRIDO DE LA DELTA ENDOTOXINA

- GEN BAR PROMOTOR CaMV 35§

____GEN-HIBRIDO

pB2WG7+GEN-HIBRIDO
12961 bp

\ TERMINADOR CaMV 358
RB
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ANEXO-FIGURA 3
Determinacion del Numero variable de copias en una planta WT de algodén

Copy Number

T
NTC Wt

Plantas de algodon
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