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Resumen

La papa (Solanum tuberosum) es una hortaliza muy importante, por la
cantidad de carbohidratos que aporta a la alimentacion de la poblacion en
general. EI consumo per cépita de papa en México es de 17 kilogramos, pero
las importaciones de Canada y los Estados Unidos no han dejado de
aumentar en los ultimos afios, y en 2006 llegaron a 65 000 toneladas de

papa frescay 122 000 toneladas de productos congelados.

La brotacion anormal de los tubérculos y el rayado interno de los mismos,
son sintomas de una enfermedad que esta afectando la produccion de papa

en México, en el suroeste de Estados Unidos y América Central.

Los sintomas de la enfermedad conocida como punta morada de la papa
(PMP) en México son similares a “Zebra Chip” en los Estados Unidos. Los
sintomas de la PMP se caracterizan por una disminucién notable en el
crecimiento de la planta, formacion de tubérculos aéreos y aparicion de color
morado en hojas superiores. El nombre de “Zebra Chip” que se le ha dado en
Estados Unidos se debe al manchado interno de los tubérculos en forma de
estrias. Se ha demostrado que los sintomas descritos previamente pueden
estar asociados a la presencia de fitoplasmas (Almeyda y col., 1999; Cadena
y col., 2003; Maramorosch, 1998), o bien pueden ser provocados por la
infeccion de una bacteria, cuyo nombre propuesto es el de Candidatus

Liberibacter solanacearum (Liefting y col., 2008).

X
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Diversas estrategias han sido implementadas para la eliminacion de “Zebra
Chip”, sin embargo, no existe a la fecha un tratamiento eficaz que sea capaz
de erradicar esta enfermedad. Existen limitantes en el tratamiento de
enfermedades causadas por patégenos que se desarrollan en el floema ya
gue los agentes quimicos y biolégicos usados para su control generalmente
no tienen acceso a este tejido, en particular a los elementos cribosos que
albergan el patégeno. En este trabajo, se propone la expresion de las
proteinas Defensina y Lisozima en todos los tejidos y en floema de papa
fusionadas a la proteina de floema CsPP16, que es capaz de transportarse a
larga distancia a través de dicho tejido. Se determinara si esta fusién proteica

es capaz de proporcionar resistencia contra Zebra Chip en papa.

Por otra parte existen problemas importantes en el cultivo, ya que la papa es
susceptible a bajas temperaturas, para este fin se propone la transformacién
genética de este cultivo con una construccion genética que le proveera de

resistencia a frio y sequia.

En zonas productoras de papa como el Valle de Toluca y otras regiones, las
temperaturas disminuyen bajo cero en invierno, y aun dentro del invernadero,
donde los cultivos se protegen del estrés abiotico, se obtienen tubérculos
pequefios, lo que ocasiona dafios en la productividad, asi como incremento

en los costos de produccion. Dentro de los factores importantes de estrés

XV
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gue enfrentan las plantas, son las altas y bajas temperaturas (Mora-Herrera
y col., 2005).

Para los problemas que tienen diversas plantas con frio y sequia se ha
reportado que el azucar Trehalosa es capaz de conferir a plantas resistencia

a sequiay a frio.

Se pretende utilizar la tecnologia de silenciamiento génico mediante el uso
de un RNA de interferencia para el gen antisentido que codifica para la
enzima Trehalasa (Cedillo Jiménez y col., 2012; Agreda Laguna y col., 2012)
la cual es la responsable de hidrolizar a la Trehalosa en dos moléculas de
glucosa y en este proyecto se desea la acumulacion de dicha azucar en vez

de que sea hidrolizada.

El silenciamiento de la enzima que hidroliza el azucar protector permitira
acumular a este carbohidrato, teniendo una mejor proteccion contra el estrés

abiotico.
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Summary

The potato (Solanum tuberosum) is an important crop due to, the amount of
carbohydrate that provides to the feeding of the population. The consumption
per capita of potato in Mexico is 17 kg, but it is importeds from Canada and
the United States. In recent years, such import has increased to reach 65 000
tons of fresh potato and 122 000 tons of frozen products in 2006. The
abnormal sprouting of tubers and shredded them inside, are symptoms of a
disease that is affecting potato production in Mexico, in the Southwestern
United States and Central America. The symptoms of the disease known as
purple top of potato (PMP) in Mexico are similar to "Zebra Chip" in the United
States. The symptoms of the PMP are characterized by a noticeable
decrease in the growth of the plant, aerial tubers formation and appearance
of purple on the upper leaves. The name of "Zebra Chip" which has been
given in the United States, since the tubers are spotted in the form of stretch
marks. It has been shown that the symptoms described previously may be
associated with the presence of phytoplasms (Almeyda et al., 1999; Chain et
al., 2003; Maramorosch, 1998), or it may be caused by a bacterial infection
which proposed name is Candidatus Liberibacter solanacearum (Liefting et

al., 2008).

Different strategies have been implemented for the elimination of "Zebra
Chip" disease; however, does not exist to date an effective treatment that is

capable of eradicating this disease. There are limitations in the treatment of
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diseases caused by pathogens that are developed in the phloem since
chemical and biological agents used to control generally do not have access
to this tissue, in particular to the sieve elements that contain the pathogen. In
this work, it is proposed the expression of the proteins Defensin and lysozyme
translationally fused to the phloem protein Csppl16, which is able of carrying

the fused antimicrobial proteins to the vasculature.

In producing areas of potato such as Toluca Valley in Central México,
temperatures decrease below zero in winter, and even inside the greenhouse
the winter impacts plant productivity, thus producing small tubers, and
increasing the costs of production. The extreme temperatures are the most

important stress factors faced by plants (Lal et al., 2005).

It has been described the Trehalase accumulation in plants provides
tolerance to abiotic stress. However, this sugar is hidrolized by the enzyme
Trehalasa. The use of RNA interferent technology for silencing Trehalasa
expression will be also addressed, which was described as useful for maize

drought tolerance. (Cedillo Jiménez et al., 2012; Agreda Laguna et al., 2012.
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1.- Introduccién

El tubérculo Solanum tuberosum L (papa), esta catalogado como un alimento
muy importante en el consumo en fresco y procesado, el tubérculo forma
parte de la dieta mexicana y ocupa el cuarto lugar en el consumo después
del maiz, frijol, trigo y arroz. De acuerdo con los reportes de CONAPAPA en
el 2009 de las 63 mil 919 ha anuales que se siembran en el pais, solo el 20%
de la superficie utiliza semilla calificada (registrada, certificada y habilitada).
Arellano y colaboradores en el 2010 determinaron que la semilla es el
insumo mas importante en todo cultivo, concluyendo que la disponibilidad de
semilla sana y de buena calidad es uno de los principales factores que

limitan la produccion.

En nuestro pais, Solanum tuberosum L., est4 considerado como un cultivo
importante pues su derrama econdmica representa el 1% del Producto
Interno Bruto total y el 2.6% del Producto Agropecuario del pais (ITESM,
2003). Praga Torres en el 2010 menciona en su trabajo que en paises en
desarrollo el consumo de papa por persona aumento6 de 10 kg (1961-1963) a
21.5 kg en 2003; Ademas también menciona que el consumo per capita en
comparacion con paises desarrollados es bajo comparado con paises
desarrollados, en donde el consumo anual es de 93 kg por persona (Bayer,

2008).
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Las comidas rapidas, entre las cuales tenemos a las papas fritas han tenido
gran apogeo desde la década de los 90°s, Praga en el 2008 reporta que en
México se han importado diferentes variedades de papa con expectativas
muy altas en la calidad industrial pero con susceptibilidad a enfermedades
entre las cuales se encuentran el tizon tardio, tizon temprano, enfermedades
de la raiz, virosis, etcétera (Parga, 2008). Uno de los factores mas importante
es el llamado sindrome de la punta morada de la papa (PMP) el cual ha sido
considerado como un problema fitopatolégico primordial en la producciéon de
papa en la region noreste de Meéxico; este sindrome es ocasionado por
diferentes factores bidticos, entre los primeros se encuentran los fitoplasmas
(Maramorosch, 1988), virus (Salazar, 1995), hongos (Garza,1999) vy
recientemente la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum, dicho
patégeno causa enfermedades en especies de la familia Solanaceae, como
el tomate Solanum lycopersicum L. y la papa; esta bacteria es transmitida por
el psilido Bactericera cockerelli y estos analisis se han descrito en el 2008

por Hansen y colaboradores.

Zebra Chip fue identificada en México por primera vez en 1994 en el norte de
Saltillo, Coahuila, México, los registros iniciales de la enfermedad en los
Estados Unidos se mostraron en el afio 2000 en los campos de papa en el
sur de Texas y se han identificado campos infectados de papa en varios
otros estados, incluyendo Nebraska, Colorado, Kansas, Wyoming, Nuevo
México, Arizona, Nevada y California (Munyaneza y cols., 2007, Secor y

cols. 2009) Figura 1.
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Flores y Colaboradores mencionan que a fines de los afios 90°s, se tuvieron
reportadas pérdidas del 35% en el norte de México por la baja calidad del
producto, estas pérdidas fueron consecuencias del manchado interno del
tubérculo causado por este sindrome, también provocé en el 2004 mas del
50% de pérdidas en produccion y hasta el 100% en calidad (Flores y cols.,

2008).

Figura 1.- Mapa que muestra la distribucién geografica de la enfermedad

Zebra Chip en el norte y Centro de América (Covarrubias y cols., 2011).
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Actualmente en el Noreste de México para producir papa, se requieren de
30 a 50 aplicaciones de insecticidas, con el fin de controlar los principales

virus y fitoplasmas.

Es preocupante la contingencia que puede ocasionar el uso de estos
agroquimicos ademas de representar un costo extra en la producciéon del

cultivo.

Por otro lado la sequia es una importante limitacion que ejerce el medio
ambiente sobre la produccion de este tubérculo; la sequia esta definida como
el periodo prolongado de clima anormalmente seco y es un factor que

interviene directamente en las actividades humanas (NOAA, 2003).

Hernandez y colaboradores describen que México por su localizacion
geogréfica, es sumamente vulnerable a la accién desafortunada de las
sequias. Se tiene conocimiento que desde las primeras civilizaciones
prehispanicas, se padecia en sus diferentes manifestaciones (Hernandez y
col., 1992). En la figura 2 se describen cinco areas del pais tienen sequia

severa (Figura 2).
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SEMARNAT ha publicado que se estiman mayores incrementos en sus
temperaturas entre 2020 y 2050 en los estados de Guanajuato, Estado de
México, San Luis Potosi, Tlaxcala y Veracruz, afectando sin lugar a dudas

las actividades humanas (SEMARNAT, 2009).

Leve
Fuerte

B Muy severo
W Extrermadanente severo

Figura 2.- indice de severidad de sequia meteoroldgica.
Escenario actual. INEGI

Como efecto del cambio climatico SAGARPA ha registrado eventos
desorbitantes de las sequias y heladas afectando negativamente los precios
de los alimentos y provocando crisis internacional pues nuestro pais esta
sujeto a los eventos climaticos jugando un rol de importancia para
organismos internacionales como la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), el Fondo Monetario Internacional
(FMI) y el Banco Mundial (BM) que se han preocupado por los efectos en la

poblacion con condiciones en pobreza (SAGARPA, 2012).
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Nuestro pais no puede seguir apostando a las importaciones sin
involucrarnos en la mejora y en la competitividad de la producciéon nacional
de alimentos pues esta confianza fomenta a que México se vuelva mas
vulnerable a los cambios de precios mundiales. Con estos argumentos y por
los efectos que ejerce el cambio climatico sobre la agricultura, uno de los
principales retos para el siglo XXI es la produccion suficiente de este

tubérculo.



CEDILLO JIMENEZ JESSICA CITLALLI

2.- Antecedentes

Por su gran interés agricola y econémico la papa (Solanum tuberosum L.) es
uno de los principales cultivos de cosecha a nivel mundial, sin embargo,
existen grandes pérdidas debido tanto a factores bidticos como abioticos.
Entre los factores bidticos que mas dafian a la papa se encuentran, las

plagas y los patégenos (Atkinson y col., 2001).

El uso de biotecnologia moderna aplicado a mejoramiento genético de
plantas, ofrece nuevas alternativas para el control de plagas y patégenos,
asi como para la generacién de materiales con caracteristicas agronémicas
ventajosas al lograr transferir material genético exdgeno (transgen) que le

confiera nuevas caracteristicas deseadas (Lawrence, 2002).

En plantas de papa, es posible la transformacion genética de diferentes
cultivares comerciales, a partir de segmentos de tallo y hojas desarrolladas in
vitro, anteras y de discos de microtubérculos (Gomez y col., 1997; Rodriguez

y col, 2000; Trujillo y col., 2001).

Hasta el momento, se han utlizado métodos convencionales de
mejoramiento genético y no se han podido obtener variedades comerciales

resistentes a esta bacteria. Sin embargo, la ingenieria genética ofrece una
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real oportunidad de hacerlo, insertando en la planta genes especificos para

la expresion de proteinas de interés.

En este trabajo se propone emplear los genes que codifican para las
proteinas lisozima y defensina humanas. Ambas proteinas reportan
propiedades antimicrobianas y pertenecen al sistema inmune innato en
humanos, se tiene reportado que estas proteinas protegen de infecciones
microbianas debido al mecanismo de desestabilizacion de membranas de los

patdgenos (Brul y col., 1999).

La lisozima y defensina pertenece al sistema inmune innato, este sistema es
la primera barrera inmunolégica de nuestra especie. Ambas proteinas se
sintetizan de manera constante en nuestro epitelio y se secreta en los fluidos
corporales tales como saliva, sudor, lagrimas, mucosidades y esta presente

en el aparato digestivo (Alberts y col., 2002).

Por otro lado, para proveer de tolerancia a la sequia y al frio en trabajos
anteriores se ha encontrado que la acumulacién de un azlcar (trehalosa)
permite la tolerancia a la sequia y al frio, por lo que se propuso introducir ese
gen con mayor rapidez empleando ingenieria genética, pero sin introducir
proteinas adicionales como marcadores de seleccion, tomando la propiedad

que la tolerancia a sequia es un marcador dominante.
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La Trehalosa ha demostrado ser un osmoprotector importante en una gran
variedad de organismos, se sabe que la trehalosa se acumula en altas
concentraciones en organismos tolerantes, como plantas xerdfitas, lo cual le

permite sobrevivir a la deshidratacion.

Asimismo, se emplea en criopreservacion. Se ha hipotetizado que la
trehalosa preserva membranas durante periodos de sequia, ademas

previene el desdoblamiento de proteinas (Crowe y col., 1984).



CEDILLO JIMENEZ JESSICA CITLALLI

3.- Marco teérico
3.1 Papa (Solanum tuberosum)

Descripcién

*  Planta

La papa (Solanum tuberosum) es una herbacea anual que alcanza una altura
de un metro y produce un tubérculo llamado papa, con abundante contenido
de almiddn ocupando el cuarto lugar mundial en importancia como alimento,

después del maiz, el trigo y el arroz (FAO; 2008).

Figura 3.- Planta de papa (Solanum tuberosum)
mostrando flores y frutos

* Tubérculo

Al crecer, las hojas de la planta de la papa producen almidoén, el cual se
desplaza hacia la parte final de los tallos subterrdneos, también llamados
estolones. Estos tallos sufren un engrosamiento y asi se producen unos

cuantos o hasta 20 tubérculos cerca de la superficie del suelo.

El nUmero de tubérculos que llegan a madurar depende de la disponibilidad

de humedad y nutrientes del suelo (FAO; 2008).

10
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Figura 4.- Tubérculo de papa (Solanum tuberosum) en la
parte final de los estolones.

El tubérculo puede tener formas y tamafos distintos, y por lo general pesa

hasta 300 g.

Al terminar el periodo de crecimiento, las hojas y tallos de la planta se
marchitan y los tubérculos se desprenden de los estolones. A partir de este
momento, los tubérculos funcionan como depdsito de nutrientes que permite

a la planta subsistir en el frio y posteriormente reverdecer y reproducirse.

Cada tubérculo tiene de 2 hasta 10 brotes laterales “ojos”, distribuidos en
toda la superficie. De estos ojos brotan las nuevas plantas, cuando las

condiciones vuelven a ser favorables (FAO; 2008)

Figura 5.- Brotes laterales u ojos de
papa (Solanum tuberosum) distribuidos

en la superficie del tubérculo 11
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Origen

La papa es una planta alimenticia que procede de las culturas Incasy fue
cultivada por primera vez entre los afios 8000 y 5000 a. C. En el territorio
peruano se encuentra la mayor cantidad de especies de papa conocidas en

el mundo.

Actualmente en Peru, es el principal cultivo del pais en superficie sembrada y
representa el 25% del PBI agropecuario. Es la base de la alimentacion de la
zona andina y es producido por 600 mil pequefias unidades agrarias. La
papa llega a Europa en el siglo XVI por dos vias diferentes: una fue Espafia
hacia 1570, y otra fue por las Islas Britanicas entrel588 y 1593

expandiéndose por toda Europa (FAO; 2008).

Taxonomia

Reino: Plantae, Género: Solanum, Division: Magoliophyta,
Clase: Magnoliopsida, Orden: Solanales, Familia: Solanaceas y Especie:

Tuberosum.

Figura 6.- Fotografia que muestra la
apariencia una papa coman.

12
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Morfologia
La papa es una planta herbacea, dicotiledénea, provista de un sistema aéreo
y otro subterraneo de naturaleza rizomatosa del cual se originan los

tubérculos.

Raices: son fibrosas, ramificadas, finas y largas.

Tallos: son aéreos, gruesos, fuertes y angulosos, son erguidos y con el
tiempo se van extendiendo hacia el suelo. Los tallos se originan en la yerma

del tubérculo, siendo su altura variable entre 0.5 y 1 metro.

Rizomas: son tallos subterraneos de los que surgen las raices adventicias.
Los rizomas producen unos hinchamientos denominados tubérculos, siendo

éstos ovales o redondeados.

Tubérculos: son los dérganos comestibles, estan formados por tejido
parenquimatoso, donde se acumulan reservas de almidén. En las axilas del
tubérculo se sitdan las yemas de crecimiento llamadas “ojos”, dispuestas en

espiral sobre la superficie del tubérculo.

Hojas: la nervadura de las hojas es reticulada, con una densidad mayor en la
vena central y en los bordes del limbo. Las hojas poseen tricomas también

presentes en toda la parte aérea.

Frutos: En forma de baya redondeada de color verde de 1 a 3 cm de

diametro, que se tornan amarillos al madurar.

13
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Inflorescencias: estan situadas en la extremidad del tallo y sostenidas por
un escapo floral. Es una planta autégama, y las flores son gamopétala de
color blanco, rosado o violeta. Cabe sefialar que el proceso de floracién es
complejo, ya que la planta crece predominantemente por propagacion

vegetativa (Jose F. Morales; 2006).

hoja compuesta

tallos prindipales

tallo lateral

oEER SR

Figura 7.- Morfologia de la planta mostrando
sus partes aéreas y subterraneas. Tomado de
http://www.fao.org/potato.
14



Valor nutritivo
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En la figura ocho podemos observar que el tubérculo esta comprendido por

un 25% de parte seca y entre 72-75% de agua. En cada 100 g de parte seca,

encontramos 84 g de carbohidratos, 14 g de proteinas y 0.1 g de grasa. La

FAO tiene reportado que por cada kilogramo de papa este aporta a la dieta

800 calorias y 20 g de proteinas. Asimismo un kilogramo de papa cocinada

con cascara contiene 0.9 mg de vitamina B1, 15 mg de vitamina B2, 120 mg

de vitamina C, 8 mg de fierro, 5,600 mg de potasio y 77 mg de sodio

(FAO.2008).

agua 72-75 por ciento almiddn 16-20 por ciento

proteinas 2-2,5 por ciento

fibra 1-1,8 por ciento

acidos grasos 0,15 por ciento

| (una papa cruda, con su piel, 213 g)

Minerales
Potasio 897 mg
Fisforo 121 mg
Magnesio 49mqg
Hierro 1,66 mg
Vitaminas
Vitamina C 42 mqg
Niacina 2,2mg
Vitamina B 0,62 mg
Tiamina 0,17 mg

Fuente: LS. National Nutrien! Database

Figura 8.- Contenido en vitaminas, minerales, carbohidratos, proteinas y agua de la

papa.

15
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3.2 Condiciones de cultivo

La pureza de los cultivares y la salud de los tubérculos semilla son
esenciales para obtener una buena cosecha. El tubérculo semilla debe estar
libre de enfermedades, tener buenos brotes y pesar de 30 a 40 g. El uso de
semilla comercial de buena calidad puede aumentar la produccion del 30%

al 50% (FAO., 2008).

Etapas del desarrollo del cultivo

1. Tubérculo semilla sembrado

2. Crecimiento vegetativo

3. Inicio de la produccion de tubérculos
4. Crecimiento de los tubérculos

Figura 9.- Etapas del desarrollo del cultivo de papa desde el
tubérculo sembrado hasta el crecimiento de tubérculos. Tomada
de http://www.fao.org/potato-2008/es/lapapa/cultivo.html

16
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3.3 Usos

Alimenticio: La FAO reporta que se consumi6 dos tercios de
aproximadamente 320 millones de toneladas de papa producidas en el

2005, el tubérculo se consume de en multiples formas ya sea cocido o frito.

Medicinal: Se tienen reportes del efecto médico del tubérculo y es usado
comunmente como antiespasmaédico, hemostatico, contra Ulceras gastricas,
reumatismo, picadura de insectos, forunculos, quemaduras y calculos

renales.

Usos no alimentarios: FAO reporta de manera extensa como se utiliza el
almidon por industrias como la farmacéutica, textil, de la madera y del papel,
este se usa como adhesivo, aglutinante, texturizador y relleno. Un dato
curioso es el uso del almidon para la elaboracion de platos y cubiertos
desechables sustituyendo al poliestireno, por otro lado la cascara de la papa
y desechos de almidén son licuados y utilizados para la produccién de
combustibles y etanol. Estudios realizados en Nueva Brunswick, Canada
productora de papa, ha reportado que de las 44 000 toneladas de desechos
industriales de la papa se podrian producir de 4 a 5 millones de litros de

etanol (FAO; 2008).

17
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3.4 Cultivo en México

En México la produccion de esta hortaliza es primordial. FAO reporta en 1998
la cosecha de 1.27 millones de toneladas en una superficie de 63,000 ha

(FAO. Statistical Issues).

El incremento en la poblacién nos da como resultado el aumento en la
produccion y el consumo en mayores cantidades de papa, se sabe que en
Europa se consume un promedio de 86 Kg de papa por persona y en México
es de 12 Kg dando un rendimiento de 20.2 t/ha, este aumento en la
produccion se da de manera constante pero la superficie cultivada no es la

suficiente para la magnitud necesaria.

Se sabe que el 80% de la papa que se consume en el pais es importada,
por lo que de no llegar se provocara un desabasto y eso disparara el precio

del tubérculo.

El pais no debe seguir apostando a las importaciones pues esto lo vuelve
vulnerable ante cualquier cambio climatico o estrés ambiental y estos
cambios son siempre importantes en la produccion agricola sobretodo en la

produccion de alimentos basicos como el maiz, frijol y papa.

18
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3.5 Estrés bidtico y abidtico

Las plantas en su ambiente general estan expuestas a diversos cambios
adquiriendo estrategias de adaptacion, las cuales dependen de las
condiciones climaticas y del suelo, asi como de la capacidad genética de la
planta; de tal forma que plantas diferentes pueden poseer tolerancia distinta

al mismo nivel de sequia (Diaz y Anton, 2002).

Existen varias clasificaciones de los factores de estrés. En general pueden

ser clasificados como estrés bidtico y abidtico (Brey y Weretilnyk, 2000).

El estrés abiotico, depende del agente causal, pueden dividirse en fisicos y
qguimicos. Entre los factores fisicos pueden ser por déficit o exceso de agua,
temperaturas extremas como el frio, sequia, calor y congelacién, y radiacion
UV. Entre los factores quimicos destacan la contaminacion atmosférica por

metales pesados, toxinas y carencia de elementos minerales.

El estrés bidtico es causado por la accion de otros seres vivos: animales,
plantas, microorganismos como bacterias y hongos y otros agentes

fitopatdgenos como los virus.
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3.6 Zebra Chip y efectos en papa

La determinacion del agente causal del sintoma denominado “Zebra chip®
(ZC) o “papa rayada“ se ha asociado al grupo de las alfa proteobacterias
dentro de las cuales se encuentra Candidatus Liberibacter solanacearum

(CLs) (Muyanezay col., 2007; 2009).

Las plantas muestran sintomas de clorosis o crecimiento apical con
decoloracién y hojas enrolladas, aguda disminucion de los apices de las

hojas, acortamientos de entrenudos, y retraso general del crecimiento.

Numerosos sintomas se han observado en plantas de papa afectadas por
Zebra chip, los cuales incluyen retraso en el crecimiento, quemaduras en las
hojas, clorosis, proliferaron las yemas axilares, formacion de tubérculos
aéreos, tallos retorcidos con apariencia de zigzag, nudos engrosados,
decoloracién vascular, y marchitez foliar, oscurecimiento del sistema vascular
en las porciones subterraneas de tallos, coloraciones anormales de color
café en el anillo vascular de tubérculos, necrosis a manera de pecas de los
tejidos internos del tubérculo, y oscurecimiento de rayos medulares
(Gudmestad y Secor, 2007; Munyaneza y col., 2007, 2009; Munyaneza,

2010).

Snyder y col. en 1946 describieron una necrosis observable en la seccién o
corte trasversal de tubérculos de papa como un oscurecimiento de los haces

vasculares o manchas oscuras discontinuas distribuidas en la seccion
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transversal del anillo vascular cerca del centro y que se extendian a través

de la parte final del tallo.

Los sintomas iniciales de infeccidbn son espesamiento o concentracién de
almidon ocasionado por el taponamiento de los rayos medulares y anillo
vascular en el tubérculo de papa, mas avanzada la infeccion estos anillos
medulares se van tornando mas oscuros hasta volverse de color café por la
necrosis, este sintoma es claramente visible en el corte trasversal del
tubérculo fresco (Figura 10). Los tubérculos afectados por Zebra chip rara
vez brotan, y si lo hacen, con frecuencia producen brotes en hilacha o

hilados y plantas débiles (Secor y col., 2009).

Las infecciones ocasionadas por Zebra chip reducen drasticamente la
calidad de las papas y el valor comercial en el mercado. Los costos por el
manejo de la enfermedad asi como de su vector han producido a ambos
lados de la frontera EUA-México millones de ddlares en pérdidas
(Gudmestad y Secor, 2007). En casos aislados, campos de papa infectados
con Candidatus Liberibacter solanacearum han sido causa de abandono
(Wenbin y col., 2009). En México y Guatemala, el sintoma ocasionado por
punta morada de la papa fue catalogado como la segunda enfermedad mas
importante de la papa después del tizon tardio (Cadena e Hinojosa, 1996).
La enfermedad reduce la comercializacion para la industria de productos
procesados a “papas fritas” debido a la coloracion oscura de los rayos

medulares durante el proceso de freido (Figura 11).
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Figura 10 Figura 11

Figura 10 y 11.- Necrosis observable en el corte trasversal del
tubérculo. Apariencia rallada y manifestacién de Zebra chip en las
hojas enrolladas color purpura.

3.7 Control

El control cultural abarca la rotacién de cultivos, la desinfeccion, y otras
practicas de saneamiento son importantes para prevenir la ocurrencia de la
bacteria y su diseminacioén (CAB International, 2006). EI manejo de semilla
certificada es el mejor método para evitar la infestacion de cualquier

enfermedad sistémica, el caso de Zebra chip no es la excepcion.
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En el control biolégico se han utilizado hongos contra el insecto que
transmite a la bacteria, estos tratamientos han contribuido a reducir el dafo
en plantas y los sintomas de la enfermedad ocasionada por Zebra chip
(Lacey y col., 2011). También se ha reportado al parasitoide Tamarixia
triozae controlando poblaciones de B. cockerelli con niveles de parasitismo
natural mayores del 80% en cultivos de solanaceas sin la aplicacion de
insecticidas en varias regiones de México (Bujanos y col., 2005; Bravo y

Lépez, 2007).

En el control quimico existen insecticidas para aplicacion en follaje y en
suelo que controlan estados inmaduros y adultos de B. cockerelli en el
Comité de Sanidad Vegetal del Estado de México. Page Weir y col. en 2011,
han reportado la eficacia de 11 insecticidas evaluados contra ninfas y adultos
del psilido de la papa. Las aplicaciones de Abamectina y aceite, asi como
Bifentrina han sido efectivos contra poblaciones de adultos después de tres
dias de tratamientos, mientras que moléculas tales como Thiacloprid,
Spiromesifen, Imidacloprid, Spinetoram y Azadiractina han sido reportados
como ligeramente téxicos para controlar al psilido de la papa. La mezcla de
Abamectina y aceite, Spirotetramat, Bifentrina y Spiromesifen han sido los
compuestos que controlaron mejor a los estadios ninfales (Bujanos y col.,

2005; Bravo y Lopez, 2007).
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3.8 Candidatus liberibacter

A la enfermedad se le ha asociado al grupo de las alfaproteobacterias dentro
de las cuales se encuentra Candidatus Liberibacter solanacearum (CLS)

(Muyaneza y col., 2007; 2009).

Candidatus Liberibacter solanacearum’ es una bacteria Gram negativa, no
cultivable y restringida al floema y fue identificada por primera vez en campos
de papa comerciales mexicanos en la localidad de Saltillo, Estado de
Coahuila, en el afio de 1994 y en las localidades de Pearsall y Rio Grande,
Estado de Texas en el 2000 (Secor y Rivera, 2004; Muyaneza y col., 2007;

2009).

Taxonomia

Dominio: Bacteria, Phyllum: Proteobacteria, Clase: Alphaproteobacteria,
Orden: Rhizobiales, Familia: Phyllobacteriaceae, Género: Candidatus
Liberibacter, Especie: Candidatus Liberibacter solanacearum (CAB

International, 2011).
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Morfologia

En la figura 12 observamos especies de “Candidatus Liberibacter” en
imagenes de microscopia electronica que revelan morfologia de forma de
bacilos (Tanaka y col., 2007). Bové en el 2006 describe que Candidatus
Liberibacter son bacterias Gram negativas que no pueden ser cultivadas de
manera in vitro y se encuentran en el tejido vascular de las plantas

especialmente en el floema.
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Figura 12.- Bacilos de Candidatus Liberibacter en
imagenes de microscopia electrdnica.

Candidatus Liberibacter se alberga primordialmente en Solanum tuberosum
(papa), (Liefting, 2009). Pero se ha reportado por Liefting y col., en 2009
dafios en los cultivos Solanum lycopersicum (tomate), Capsicum annuum
(chile) en condiciones de invernadero en Nueva Zelanda y amarillamiento en

Daucus carota (zanahoria) en Finlandia (Munyaneza y col., 2010).
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3.8 Bactericera cockerelli

Las liberibacterias se dispersan de plantas infectadas a plantas sanas por
injerto e insectos vectores (Bove, 2006; Tanaka y col., 2007; Almeyda Leon y
col., 2008). Se ha reportado por Hansen y col. en 2008 que B. cockerelli
(figura 13) tiene una transmision persistente y el insecto adquiere a la
bacteria por la alimentacion y posteriormente la bacteria es incorporada en la

flora intestinal.

Figura 13.- Insecto vector de liberibacterias llamado Bactericera
cockerelli en plantas de papa. Tomado de senasica.gom.mx
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3.10 Antimicrobianos

Defensina

Son péptidos pequefios de 3-6 kDa, ricos en cisteina que poseen actividad
antimicrobiana de amplio espectro contra bacterias, hongos y virus, ademas
de capacidad para neutralizar toxinas. Se trata de moléculas muy
conservadas, presentes en todos los vertebrados, existiendo también
moléculas equivalentes en invertebrados e incluso en plantas. En humanos
se diferencian dos grandes subfamilias de defensinas: alfa-defensinas y

beta-defensinas (Salvador Resino; 2010).

Figura 14.- Estimacion probable de la
forma tridimensional de las Defensinas.
Tomado de
mielartesanaldominicana.blogspot.com

* Alfa-defensinas
Salvador Resino en el 2010 describe que las alfa-defensinas (1, 2, 3y 4) las
encontramos en los neutrofilos (HNP, human neutrophil peptides). Y se ha
descrito que los leucocitos también las producen, como monocitos y
macréfagos. Las alfa-defensinas 5 y 6 (HD5 y HD6) son producidas
fundamentalmente por las células del intestino, aunque se han encontrado
también en otros tejidos como glandulas salivares, tracto genital femenino o

secreciones uretrales asociadas a infecciones.
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* Beta-defensinas

Salvador Resino describe que se han identificado 28 beta-defensinas
humanas de las cuales solo seis se expresan en células epiteliales (HBD1, 2,
3, 4, 5y 6).La HBD1 se expresa constitutivamente y las HBD2 y 3 son
inducidas por virus, bacterias. La expresion de HBD4 se da de maneta
constitutiva y se da solo en el epitelio respiratorio. HBD5 y HBD6 se expresan
especificamente en epididimo.

Igualmente las alfa y beta defensinas son encontradas en leche materna,
indicando un posible papel en proteger a los recién nacidos frente a las

infecciones. (Salvador Resino; 2010).

3.11 Lisozima

La lisozima es una enzima descubierta por Fleming, esta ubicada en el
cromosoma 12 y la podemos encontrar en lagrimas y saliva igualmente se
encuentra en el bazo, los pulmones, los leucocitos, el plasma y la leche, tiene
como funcién actuar ante las infecciones,
tiene diversos usos industriales como
controlar la presencia de bacterias y
podemos encontrarla en la clara del huevo

de la cudl es extraida para su uso industrial

(ANMAT Argentina; 2010).

Figura 15.- Estimacién probable de la forma
tridimensional de la Lisozima. Tomada de
http://www2.udec.cl/~jmartine/Capitulo5.htm
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3.12 Defensinay Lisozima como péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos son moléculas efectoras clave en la inmunidad

innata.

Generalmente contienen de 15 a 45 residuos de aminoacidos y en su gran
mayoria poseen carga positiva, ademas de que tienen la propiedad de ser
anfipaticos. Estos péptidos son secretados por células epiteliales y

leucocitos, como es el caso de los macrofagos y neutrofilos.

En la actualidad, con base en la traduccion de secuencias en programas
computacionales se han descrito mas de 800 tipos de péptidos

antimicrobianos distribuidos en los reinos animal y vegetal.

El papel principal de los péptidos antimicrobianos es la lisis directa de

microorganismos (Salud Publica Méx; 2006).
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3.13 Mecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos Defensinay

Lisozima

Lisozima

La lisozima, también llamada muramidasa, es una enzima de 14,4
kilodaltones que dafia las células bacterianas catalizando la hidrdlisis de las
uniones beta 1,4 entre los residuos de &cido N-acetilmuramico y N-acetil-D-
glucosamina en el peptidoglicano. La lisozima es abundante en numerosas

secreciones.

Su accion catalitica consiste en la ruptura del enlace glicosidico 1-4
caracteristico de los peptidoglicanos bacterianos, cuyo disacarido constitutivo

es N-acetil glucosamina-N-acetil muramico.

Defensina

La mayoria de las defensinas son moléculas anfipaticas (2 propiedades
simultdneas de las moléculas) que tienen grupos cargados positivamente de
las cadenas laterales de aminoacidos y son hidrofébicas, cadenas de
aminoacidos laterales. Esto les permite interactuar con las membranas
microbianas, con sus grupos de fosfolipidos cargados negativamente vy
cadenas de &cido graso hidréfobos. La atraccion electrostatica y el campo de
transmembrana bioeléctrica arrastran a las moléculas de péptidos hacia la
superficie y hacia dentro de la membrana, dando como resultado la
formacion de "agujeros de gusano de la membrana o poros”. (Salud Publica
Méx; 2006).
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3.14 Transporte de antimicrobianos Defensinay Lisozima en floema

mediante la proteina acarreadora CsPP16

La expresion de proteinas en floema esta dada por una proteina de floema
de Citrus aurantifolia (CsPP16) junto con un enlazador proteico o bisagra y
una proteina con actividad antimicrobiana. La proteina de fusion CsPP16
ejerce su funcion mediante movimiento simplasmico producido a través de
los plasmodesmos de la planta hasta llegar a los tubos cribosos del floema y
la proteina antimicrobiana ya sea Lisozima o Defensina actia eliminando el

microorganismo que se asienta en el floema.

Lisozima o
CsPP16 Defensina

Figura 16.- Esquema de una Defensina o Lisozima
fusionada a la proteina acarreadora CsPP16.
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3.15 Transformacidn genética de plantas

Se han utilizado métodos convencionales e ingenieria genética para
modificar organismos aumentando la productividad de cultivos, y las técnicas
utilizadas cada dia son mas rapidas y precisas. Hoy en dia podemos pasar
informacion genética entre organismos que correspondan a diferentes
especies. Estos experimentos nos han dado como resultado especies
utilizadas en la industria y como ejemplo se encuentra biorremediacion,
produccion de vacunas, o para la obtencion de bioplasticos o de
biocombustibles. Se sabe que la transformacion genética puede darse con
material genético del mismo o diferente organismo involucrando cultivos in

vitro para poder generar un mayor numero de plantas transformadas.

Las plantas transgénicas que se obtienen se someten a mejoramientos
tradicionales como el cruzamiento (reproduccion sexual) para transferir los

genes de interés a variedades de alto rendimiento.

Para la transformacién existen metodologias como la transformacion
mediada por Agrobacterium tumefaciens y métodos de transformacion

genética directos como la Biobalistica (Argen Bio; 2007).

32



CEDILLO JIMENEZ JESSICA CITLALLI

3.16 Construccion de un vector

Un vector es una porcién de ADN circular con la capacidad de replicarse y
debe mantenerse en el citoplasma de la bacteria u otro organismo y en él se
puede insertar el gen de interés, asimismo debe tener un sistema con el que
pueda identificarse a los tejidos transformados, esto se da gracias a un gen
de seleccion el cudl le va a dar una ventaja al crecer en un medio con

antibiotico o herbicida si la célula es transgénica (Argen Bio; 2007).

Gen nterés T Gen seleccion T

Figura 17.- Esquema del disefio de un vector con promotor, gen de interés,
gen de seleccién y terminador.

De igual manera el gen que va a ser transferido o transgén debe
tener una secuencia codificante que es el gen de interés y secuencias
regulatorias como los promotores (P) los cuales son responsables del
nivel de expresion y el lugar en donde se expresara dicho gen y
también deben estar compuestos de terminadores (T), que indican la

terminacion de la transcripcion (Argen Bio; 2007).
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3.17 GFP (Green Fluorescent Protein)

Existen proteinas fluorescentes las cuales se utilizan en diferentes campos
de microbiologia permitiendo visualizar mecanismos celulares que antes eran
imposibles de observar. Entre las proteinas fluorescentes tenemos a
GFP Green Fluorescent Protein que es una proteina producida por la
medusa Aequorea victoriay esta es capaz de emitir una luminiscencia en
color verde, entonces el gen que codifica esta proteina ha sido clonado y
utilizado de manera comun como un marcador en biologia molecular (Maria

P Millan; Damasia Becu; 2009).

3.18 Western immunoblot

Para ubicar a una proteina en una muestra que a su vez contenga varias
proteinas se puede realizar una técnica llamada Western immunoblot, en
este proceso se separan las proteinas dependiendo de su peso molecular
por electroforesis y después se hace uso de anticuerpos para detectar la
proteina con el uso de membranas que pueden ser de nitrocelulosa
obteniendo de manera especifica a la proteina de interés (Towbin, H y cols.

1979).
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3.19 Transformacidn genética por Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria que vive en el suelo y es capaz
de infectar a plantas por medio de alguna herida existente en tallos o raices,
esta bacteria es responsable de la produccion de tumores y a esta
enfermedad le llaman “agalla de la corona” estos tumores se forman cuando
Agrobacterium tumefaciens transfiere parte de su material genético al
hospedante y de esta manera se da la transformacién genética, Ana
Valderrama y cols. en 2005 describen que existe un fragmento llamado
ADN-T (ADN de transferencia), el cual como su nombre lo indica es
transferido a la célula vegetal donde se integra al ADN cromosémico de la
planta, esta transferencia de ADN se induce por la expresion de los genes
llamados vir y dentro del ADN-T se encuentran genes bacterianos que
intervienen en la sintesis de fitohormonas (hormonas vegetales) que causan
la proliferacion celular responsable de formar los tumores y también genes
gue participan de la sintesis de una serie de compuestos denominados
opinas, los que son secretados y utilizados como nutrientes por

Agrobacterium (Ana Valderrama y cols; 2005).
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3.20 Mecanismo que utiliza Agrobacterium para transferir ADN a

células vegetales

El mecanismo por el cual la bacteria es capaz de transferir ADN es el uso del
plasmido Ti, en este se reemplazan la secuencia original de T-DNA que porta
los genes responsables de la formacién de tumores y los genes de sintesis
de opinas, por otra secuencia que es nuestro gen de interés y por su puesto
el gen de seleccion para diferenciar a los organismos que estan 0 no

transformados (Ana Valderrama y cols. 2005).

Cytokinin

Auxin Opine

T-DNA Region
Left Border Right Border

Ti Plasmid

Opine
Catabolism
Virulance '
Region Origin of
Replication

(ORI}

Figura 18.- Esquema de un plasmido Ti con los bordes izquierdo y derecho,
region en donde se inserta el ADN de transferencia y origen de replicacién.
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El ADN que se encuentra entre los bordes izquierdo y derecho es el que

va a ser insertado en la célula transformada.

Posteriormente Agrobacterium tumefaciens con el nuevo plasmido que tiene

el gen de interés se utiliza para transformar las células vegetales (Ana

Valderrama y cols. 2005).

4

b
S
D
72\\,/\41‘

Chromosomal
DNA

Virulence
region

A. tumefaciens

Figura 19.- Esquema de la bacteria Agrobacterium tumefaciens transformada
con el plasmido Ti con su respectivo gen viry la region que dara resistencia a
espectinomicina a las bacterias transformadas.

Dentro del plasmido Ti existe una zona donde se encuentran los genes

vir que son responsables del procesamiento, corte y transferencia del

ADN-T.
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Ana Valderrama y cols. en 2005 describe que la transformacion de la planta

primeramente esta inducida al poner en contacto a la bacteria con la célula
vegetal, posteriormente el T-DNA se transfiere a la célula vegetal para
integrarse en el material genético y una vez que se ha dado la
transformacion el material genético es inoculado en medios de cultivo que ya
contienen el agente selector ya sea un antibidtico o herbicida donde las

células transformadas seran las que puedan sobrevivir en este medio

selector.
Inserged T-DNA
Agrobacterium carrying foreign gene
tumefaciens : y
bacterium : = =
, :5!. } /\
@ The plasmid .
is reinserted G
into a bacterium. © The ba"!e"um
Restriction used to insert the !}\f - £ ;/

T-DNA carrying the

::teeavage foreign gene into the
chromosome of a (® The plant cells
T-DNA plant cell.

/ are grown in
- culture.

Recombinant

€) The plasmid is removed Ti plasmid

from the bacterium, and
the T-DNA is cut by a

restriction enzyme. € The foreign DNA is
f inserted into the T-DNA

of the plasmid. @ A plant is generated from a cell
@) Foreign DNA is cut clone. All of its cells carry the
by the same enzyme. foreign gene and may express

it as a new trait.

Copyright © 2010 Pearson Education, inc.

Figura 20.- Esquema paso a paso de la transformacién de tejido de planta con
la bacteria Agrobacterium tumefaciens.
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3.21 Cultivo in vitro

Se tiene conocimiento que las células vegetales tienen una caracteristica
muy importante que les permite generar una planta completa de cualquier
explante o fragmento de la planta en un medio de cultivo adecuado con la
presencia de fitohormonas, esta caracteristica es llamada totipotencia, y las
fitohormonas mas comunes y relacionadas directamente en la estructura son
las auxinas entre las cuéles se encuentran el Acido indolacético, Acido 4-
cloroindolacético, Acido Indolbutirico y Acido fenilacético (Azcén y Talén,

2000).

Uno de los mas usados en cultivo in vitro es el acido indolbutirico (AIB), este
es de origen sintético y promueve el crecimiento de raices, ademas es
comunmente utilizado por su estabilidad, ya que es muy resistente a la

oxidacion por la luz, enzimas u otros agentes (Azcon y Talon, 2000).
3.22 Hormonas como reguladores de crecimiento

Salisbury y Ross, en 1994 describen a las hormonas como compuestos
organicos gue en pequefias cantidades fomentan, inhiben o modifican algun
proceso fisioldgico, la sintesis de estas moléculas son responsables de la
divisién celular, diferenciacion y enraizamiento (Weaver, 1990). Se tiene
reportado que las auxinas y citocininas estan en el grupo de reguladores de

crecimiento (Salisbury y Ross, 1994).
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3.23 Auxinas

Azcén y Talon, en el 2000 menciona que son las primeras hormonas que se
describieron. Su estructura es un derivado del fenol o el indol, y tienen anillos
aromaticos con dobles enlaces conjugados. Estas fueron descubiertas al

observarse una curvatura en los tallos al cortar su parte apical.

3.24 Citocininas

Estas hormonas son las responsables de la division celular, se conoce que
derivan de las adeninas, y las mas frecuentes son la 6 furfurilamino purina
(Cinetina), bencilaminopurina (BAP) y la zeatina. Azcén y Talon en 2000
describen que estas hormonas se encuentran en el xilema y en el floema
pero se trasladan muy poco en la planta y si se les encuentra en hojas son

relativamente inmoéviles.

* BAP (6 bencilaminopurina). Es la responsable de inducir la division
celular, también es capaz de incrementar la clorofila y la fotosintesis
(Davies, 1995). También promueve la brotacion lateral en diferentes

especies (Rease y Burst, 1983).
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* Cinetina (6 furfurilamino purina). Se reporta como la responsable en
inducir divisién celular, diferenciacién y crecimiento asimismo genera

callos y retrasa el envejecimiento (Azcon y Talén, 2000).

Podemos decir que esta investigacion se enfoca en la transformacion
genética de plantas de papa mediada por el método biolégico con
Agrobacterium, también la obtencidén de plantas transformadas resistentes a
frio y sequia con la generacion de explantes in vitro con un adecuado

balance de fitohormonas.
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3.25 Microscopia confocal

El microscopio confocal fue inventado en el afio 1955 por el cientifico
estadounidense Marvin Minsky al estudiar neuronas. Tiene un mecanismo,
basado en el microscopio de fluorescencia y se obtienen imagenes

tridimensionales de los tejidos analizados (Sheppard, 1993).

El microscopio confocal es muy complejo pues tiene complementos
electrénicos y de computacién los cuales son capaces de enfocar solo en un
plano de la muestra eliminando la luz que no se encuentran en el plano

enfocado.

Con el microscopio confocal se pueden observar muestras con cortes mas
gruesos ya que este permite hacer cortes Opticos finos y después se
reconstruyen en tres dimensiones todos los cortes anteriormente realizados,
las ventajas de usar microscopio confocal es el enfoque de la muestra en un
solo plano, elimina informacion de otros planos no enfocados, y al combinar
los cortes Opticos seriados podemos construir estructuras tridimensionales

con programas sofisticados de computacién (Sheppard, 1993).
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4. Justificacion

Debido a la problematica que tiene nuestro pais con la sintomatologia
provocada por Candidatus Liberibacter solanacearum sobre los cultivos de
este importante tubérculo y aprovechando las nuevas tecnologias
biotecnolégicas, se propone un sistema alternativo para la generacién de

papa mejorada para el control de esta enfermedad.

43



CEDILLO JIMENEZ JESSICA CITLALLI

5. Hipotesis

* La expresion de proteinas antimicrobianas podra disminuir la infeccion
de la bacteria causante de la enfermedad Zebra Chip en plantas de
papa.

* Se podra proveer de tolerancia a frio a plantas de papa.

6 Objetivos

6.1 Objetivo general
Realizar la transformacion genética de papa empleando construcciones
genéticas que codifican para las enzimas Defensina, Lisozima y Trehalasa
para el control de Candidatus Liberibacter solanacearum y proveer de

tolerancia a frio.

6.2 Objetivos especificos

* Generar el vector de expresion para papa con cada una de las
construcciones genéticas.

*  Transformar genéticamente papa con las construcciones genéticas via
Agrobacterium tumefaciens.

* Regenerar plantas transformadas con técnicas de propagacion in
vitro.

*  Analizar molecularmente a las plantas transformadas.
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7 Estrategia experimental

La estrategia experimental se dividi6 en tres etapas y cada etapa tiene

distintas actividades para cumplir con los objetivos propuestos.

« Amplificacién de
genes Lisozima,
Defensina y
Trehalasa

+ Transformacién de
explantes con
Agrobacterium

tumefaciens

+ Andlisis de las plantas
genéticamente
modificadas

* Clonacion de genes
en vector de entrada
pCR8 GWTOPO

ETAPA 1
ETAPA 2

* Regeneracion de
plantas transformadas

* Clonacién de genes
envector de
expresion en planta
Pb7WG2.0

: ::09883?6n in vitro
papa (Solan
) um
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8. Materiales y métodos

8.1 Etapa 1

Disefio de construcciones genéticas

Para el disefio de las construcciones de los antimicrobianos asi como el
antisentido de Trehalasa se decidié utilizar como promotor CaMV 35S del
Virus Mosaico de la coliflor el cual es un promotor constitutivo fuerte, que
causa niveles altos de expresién génica en plantas, y como terminador NOS
(nopalina sintasa de A. tumefaciens) que contiene la sefial de terminacion de

la transcripcion y dirige la poliadenilacion.

Lisozima

CaMV 35S CsPP16 Bisagra Lisozima Ter
Defensina

CaMV 35S CsPP16  Bisagra Defensina Ter

Trehalasa Antisentido

CaMV 35S Bisagra Trehalasa AS Ter

Figura 21.- Disefio de las construcciones genéticas para Defensina, Lisozima y Trehalasa AS.
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Amplificacion de genes

En el Anexo A se encuentra la secuencia y los oligos utilizados para la
amplificacion de los genes CsPP16-lisozima y AS-Trehalasa asi como la
mezcla de reaccidbn y condiciones de PCR para cada una de las

construcciones.

La bacteria Agrobacterium tumefaciens transformada con el gen Defensina
fue proporcionado por José Abraham Ramirez Pool y posteriormente
después de una extraccion de ADN plasmidico el fragmento fue confirmado

por PCR siguiendo las condiciones descritas en el Anexo B.

Clonacién de genes en el vector de entrada PCR ™ 8/GW/TOPO

Una vez que los genes que codifican para Lisozima y AS-Trehalasa fueron
amplificados, se clonaron en el vector de entrada PCR ™ 8/GW/TOPO ® TA
Cloning Kit (Figura 22), posteriormente la bacteria Escherichia coli DH5a fue
transformada con este vector mediante choque térmico y después fueron

inoculadas en medios LB/espectinomicina.

Este vector se caracteriza por permitir la seleccion de las cepas de
Escherichia coli DH5a transformadas a través de marcador de seleccion

(espectinomicina).

_ _
(& iR E _ L
[ Figura 22.- Representacion grafica del vector PCR ™
& 8/GW/TOPO ® TA Cloning con resistencia a
espectinomicina.
pCR8/GW/TOPO
2817 bp
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Las condiciones de clonacién para cada secuencia fueron las siguientes:

Se agrego6 a la reaccion TOPO los siguientes componentes: vector 0.5 pL,
solucion salina 0.5 pL, ADN que codifica al gen Trehalasa o Lisozima 2 L,
Agua 2L y se incubd por una noche a 22 °C para permitir la ligacion de cada

uno de los fragmentos.

Medios y soluciones para clonacion de fragmentos y transformacion en

células E. Coli DH 5a competentes.

Medio de cultivo para bacteria E.coli DH 5a
La bacteria E.coli DH 5a fue sembrada en el Medio LB (Luria Bertani) liquido,
la composicion de este medio y su concentracion se encuentra detallada en

Anexo C.

Compuestos utilizados para la seleccion de clonas

El antibiotico que se utiliz6 para seleccionar a las clonas positivas fue

Espectinomicina 200 mg/ml (Anexo ).
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Preparacion de células de E. coli DH 5a competentes

Se colocaron 5 mL de medio LB en un tubo de ensaye y se inocul6 una
colonia bacteriana de E.coli DH5a que fue previamente crecida en placa con
medio LB.

El tubo de ensaye se incubé de manera inclinada con agitaciéon constante
toda la noche a 37 °C. Se inoculé 1 mL del cultivo incubado anteriormente en
un matraz con 100 mL de medio LB y se incub6 a 200 rpm a 37 °C. La
solucion se incubd hasta que el cultivo alcanz6 DO (600 nm)=0.4. Esto
ocurrié aproximadamente después de 2 horas. Se transfirieron las células a
dos tubos de centrifuga (previamente esterilizados) y se incubaron en hielo

por 10 min. Se centrifug6 las células a 5000 rpm a 4°C por 10 min.

Se desechd el sobrenadante, y se colocé el tubo en hielo y resuspendié cada
pastilla celular con 20 ml de CaCl, 100mM (Anexo J) previamente frio, se
incubd en hielo durante 20 minutos y se centrifugé nuevamente a 5000 rpm a
4°C por 10 min. Se deseché el sobrenadante y resuspendié en 1ml de CaCl,
100mM previamente frio. Se homogeneiz6 y se mantuvo las células

competentes en refrigeracion a -80°C.
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Transformacion en E. coli DH5a

Una vez clonado el gen de Trehalosa o Lisozima en el plasmido
pCR®8/GW/TOPO® se prosiguid6 con la transformacion. Se coloco
cuidadosamente 25 uL de células competentes a la reaccion TOPO
previamente realizada. Los tubos con la mezcla TOPO y las células
competentes se incubaron en hielo por 30 minutos, posteriormente se
colocaron los tubos a 42°C para darle un choque de térmico por 90

segundos, los tubos se regresaron al hielo por 5 minutos.

En condicion de esterilidad, se agregaron 250 yL de medio SOC (Anexo D)
mantenido a temperatura ambiente. Se colocaron los tubos horizontalmente
en la incubadora con agitacion a 37°C por una hora. En este tiempo, el
plasmido expresard el gen de resistencia al antibiético Espectinomicina.
Luego de 1 hora de incubacibn se inocularon cajas de medio
LB/Espectinomicina 20 y 200 yL de bacteria. La bacteria fue esparcida
homogéneamente sobre la superficie del medio. Se incubaron las cajas de

manera invertida a 37°C durante toda la noche.
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Obtencion de ADN plasmidico mediante lisis alcalina.

Se utilizo el método de purificacion de lisis alcalina siguiendo el protocolo de

(Sambrook y Russell, 2001).

Se centrifug6 a temperatura ambiente y a velocidad maxima por 30 segundos
4 mL el cultivo de células E.coli DH5a que fueron transformadas, se removio
el sobrenadante dejando la pastilla libre del medio. Después se resuspendio
la pastilla en 100 pL de solucion Alcalina | previamente fria y se mezclo
vigorosamente con ayuda de vortex. Se adicionaron 200 pyL de solucién de
lisis Il recién preparada, se cerr6 el tubo y se mezclo invirtiendo el tubo cinco
veces cuidadosamente sin usar vortex. El tubo se coloc6 en hielo y se
adicion6 150 pyL de solucion alcalina Il fria, se cerrd el tubo y se invirtid el
tubo cinco veces para mezclar. Se mantuvo el tubo en hielo 3-5 minutos y se
centrifug6 a 13 000 rpm por cinco minutos a 4°C. Posteriormente se transfirio
el sobrenadante a un tubo limpio y se adicioné un volumen de fenol:
cloroformo (1:1 v/v), se mezcl6 en vortex y centrifugé a 13.000 rpm por 2 min
a 4 °C. El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y para precipitar el
ADN plasmidico adicionamos 2 voliumenes de etanol absoluto y se incubo a -
20 °C durante 20 minutos. Nuevamente se centrifugo a 13 000 rpm durante 5
minutos a 4 °C y se removio el sobrenadante. Adicionar 1 mL de etanol al 70
% y se centrifugd a 13 000 rpm por 2 minutos a 4 °C. Remover el
sobrenadante hasta que nuestra pastilla quede lo mas seca posible y

resuspender en 30 yL de agua desionizada estéril y guardar a -20 °C.
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La cuantificacion del ADN plasmidico y su integridad fueron medidas en el
equipo Nano drop (Thermo Scientific).

Digestion enzimética y separacion de productos por electroforesis.

Una vez determinada la concentraciéon y la calidad del ADN plasmidico se
prosiguid con la liberacion del fragmento de interés cortando el plasmido con
enzimas especificas o de restriccion, las cuales pueden reconocer una
secuencia caracteristica de nucleétidos dentro de una molécula de ADN y cortar el
ADN en ese punto en concreto, (sitio de restriccidon), o en un sitio no muy lejano a
este. Estos cuentan con 4 o 6 pares de bases, con las que son reconocidos. El
mecanismo del corte de ADN se realiza a través de la ruptura de dos enlaces
fosfodiéster en la doble hebra, lo que da lugar a dos extremos de DNA. Estos
pueden ser romos (cuando los enlaces rotos coinciden) o Cohesivos/escalonados

(Anexo K).

Para la liberacion del fragmento de interés se siguid la siguiente reaccién
enzimatica: en un tubo eppendorf se colocd 10 yL NE buffer 2, 30 yL de DNA
mas 60 pL de H20 y 5 pyL de la enzima EcoRI (Anexo K), mezclar
brevemente y centrifugar durante 30 segundos a 13000 rpm se deja incubar

12 horas a 37 °C.

Una vez realizada la digestion enzimatica y la cuantificacion de ADN
presentes en las muestras se continué con la separaciéon de los productos
por la técnica de electroforesis en agarosa al 1% a 50 volts durante 2 h

(Anexo J).
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Purificacién de pladsmido

Para purificar el producto de la digestion enzimatica de ADN que proviene de
un gel con ayuda de una navaja y visualizando con luz UV en un
Transiluminador (Bio DocAnalyze Biometra) se cort6 y coloco la banda en un
tubo Eppendorf, se prosigui6 con las instrucciones de QIlAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN, Alemania) agregando 200 uL de isopropanol y
dejando reposar por 5 minutos, agregar tres equivalentes al peso de la
agarosa de buffer QG, aproximadamente 800 uL e incubamos durante 10
minutos a 50 °C. Cuando la agarosa este fundida pasaremos este contenido
por una membrana para atrapar el DNA, esto se hara centrifugando 13000
rom/1 min. Se adicionaron a la membrana 750 pL de Buffer PE,
centrifugando nuevamente a 13000 rpm/1 min. El filtro se transfiri6 a un
nuevo tubo y se colocd en la membrana 35 pL de agua Milli-Q libre de
RNasas para resuspender la muestra. Se centrifugd nuevamente a 13000

rpm/min y la muestra se almacend a -20 °C.
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Determinacion de la orientacion del inserto

Después de la transformacion en el vector de entrada; se confirm0 su
correcta orientacion con enzimas de restriccion, en el caso particular del
vector pCR8/GW/TOPO, la insercion ocurre entre los sitios attL1 y attL2 del
plasmido, estos sitios son necesarios para su posterior subclonacion en el
vector de expresion. Debemos destacar que la incorporacion del inserto no
tiene una orientacion preferencial y por ende ésta debe comprobarse para
garantizar la direccidon correcta de la secuencia y esto es indispensable para
la posterior expresion del gen de interés. La correcta orientacion del inserto
5—»3" fue comprobada por medio de digestiones con pares de enzimas de
restriccion las cuales fueron determinadas usando el software NEB cutter
V2.0, estas enzimas reconocen y cortan un sitio dentro del ORF vy el vector.
Para determinar la correcta orientacion del inserto AS Trehalasa en el vector

de entrada se utilizé las siguientes enzimas: Dra-l y ECOR V.

Topo 684pb: inserto AS Trehalasa
n;: CQCI' %
Lo ﬁ_ ol 696pb: pares de bases hasta el sitio attL2 del vector
GTTRE m 171 pb Dra |l
¢ 0, N Dra-I: corta en el sitio 171pb dentro del ORF
684pb P 696pb

EcoR V: corta en el sitio 809 pb del vector

809pb ECoRV

pCR’ 8/GW/TOPO'
2817 bp 684 -171=513

809 -696=113

Entonces: 513 + 113 =626 pb

Figura 23.- Orientacion de AS Trehalasa. Representacién Este es el fragmento en pares de bases
grafica del vector de entrada y los cortes de las enzimas Dra-l | esperado por el corte de ambas enzimas.

y EcoR V determinadas por el software NEB cutter V2.0.
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Igualmente para determinar la correcta orientacion del inserto Lisozima en el

vector de entrada se utilizé las siguientes enzimas: Dra-1 y ECOR V Figura 24.

TOPO

E3 CCCT
| & KEEE

EcoR |

|

809pb ECoRV

2817 bp

927pb: inserto Lisozima

696pb: pares de bases hasta el sitio attL2
del vector

Dra-l: corta en el sitio 171pb dentro del ORF

EcoR V: corta en el sitio 809 pb del vector

927-171=756
809 - 696= 113
Entonces: 756 + 113 = 869 pb

Este es el fragmento en pares de bases
esperado por el corte de ambas enzimas.

Figura 24.- Orientacién de Lisozima. Representacion grafica del vector de entrada y los cortes de las
enzimas Dra-ly EcoR V determinadas por el software NEB cutter V2.0.

La mezcla de reaccion para ambas orientaciones de cada inserto fue la

siguiente: para 1 reaccion: Agua 3.0 yL, BSA 0.1 pL, Cutsmart 1.0 yL, RNasa

0.5 uL, EcoR V 0.2 yL, Dra 1 0.2 uL, DNA 5.00 pL (200ng).
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Digestion enzimética de vector de entrada para linealizar.

Una vez orientado el fragmento de interés AS Trehalasa y Lisozima en el
vector de entrada pCR®8/GW/TOPO® debemos someterlo a una digestion
enzimatica y como resultado tendremos una molécula lineal la cual sera

purificada nuevamente con QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Alemania).

Para cada fragmento (AS Trehalasa y Lisozima) en el vector de entrada se
preparé la siguiente reaccién enzimatica: en un tubo eppendorf se coloc6 1
ML de Buffer 3.1, 1 yL de DNA mas 7 uL de H20 y 1 uL de la enzima EcoRV
(Anexo K), mezclar brevemente y centrifugar durante 30 segundos a 13000

rpm se deja incubar ON/ 37 °C.

Una vez realizada la digestion enzimatica y para comprobar la efectividad de
la digestion, la muestra es sometida a electroforesis en agarosa al 1 % a 50

volts durante 2 h y purificamos el fragmento deseado.

Recombinacion sitio especifica Gateway® LR Clonase™ Il Enzyme Mix

Ya que obtenemos el vector de entrada clonado, linealizado y purificado, éste
es sometido a una técnica llamada LR Clonasa que estd basada en la
transferencia de fragmentos de ADN entre vectores utilizando proteinas de

recombinacion del bacteriofago lambda.
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El sistema de clonacién tiene como ventajas el transferir uno 0o mas
fragmentos de DNA dentro de diferentes tipos de vectores de manera
paralela, mantiene el marco de lectura y la orientacion del segmento de DNA
transferido, debido a su alta eficiencia minimiza la necesidad de chequeo de
colonias transformadas; cualquier vector se puede convertir en un vector
compatible con este sistema creando un vector DESTINO; el proceso de
clonacion es mas facil y rapido. Para cada fragmento (Trehalasa y Lisozima)
en el vector de entrada se prepar6 la siguiente reaccion enzimatica: en un
tubo eppendorf se colocd 1 uL de vector de entrada pCR®8/GW/TOPO®
(50ng/ pL), 3 pL vector de pb7 GW2.0 mas LR clonasa enzime mix 1 pL se

dejo incubar ON/ 22-25°C.
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Extraccion de DNA plasmidico con ZR Plasmid Miniprep

El vector resultante es transformado en E. coli DH5a por choque térmico y
sometido a extraccion de DNA plasmidico con ZR Plasmid Miniprep en el
cual se centrifugd 1,5ml de cultivo bacteriano a 13 000 rpm en un tubo
eppendorf de 1,5 ml  durante 15 - 20 segundos en una microcentrifuga y
descartamos el sobrenadante. Agregar 200 pyL de Buffer P1 (rojo) al tubo y
resuspender el pellet completamente con vortex. Después se afiadié 200 pL
de Buffer P2 (verde) y mezclar invirtiendo el tubo 2 - 4 veces lentamente.
Las células se lisaron por completo cuando la solucién tiene apariencia
clara, purpura y viscosa y esperar de 1-2 minutos. Anadir 400 uL de Buffer
P3 (amarillo) y mezclar suavemente pero a fondo. La muestra se vuelve
amarilla cuando se completa la neutralizacion. Hay que permitir que el lisado
de incubar a temperatura ambiente durante 1-2 minutos. Centrifugar durante
2 minutos. Después se colocod la columna ™ Zymo-Spin sobre un tubo
eppendorf. Se afiadi6 200 yL de Endo-Wash Buffer a la columna y se
centrifugd durante 30 segundos. Agregar 400 pL de Plasmid Wash Buffer a
la columna y centrifugar nuevamente durante 1 minuto. La columna se
transfirio en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml y luego afiadir 30 uyL de
agua destilada y centrifugar durante 30 segundos para eluir el ADN

plasmidico.
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Clonacion de genes en vector de expresion

pB2GW?7.0

LB

SmSpR

pB2WG7,0
10882 bp

Cial (6286)

Saci(t)
el 358
— ﬁ/ Spe! (1058)
\O == ‘l,_,/’f”.;m;mseq
= !

CEDILLO JIMENEZ JESSICA CITLALLI

en planta pB7 GW2.0 y

[ - > s
W D)

Eos
/ <
A
W
pPETWG2O

\ 307 B¢

\\ —

‘i\ - §
\ ? y
N\ 4 L]

\\ . 4
N F 4

N

N ¥

Ny P
Sl o
o —
CRAAN

Figura 26.- Representacion grafica de los vectores de expresion pB2WG7.0 y
pB7WG2.0 ambos con resistencia a espectinomicina y gen bar
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8.2 Etapa 2

Transformacion en Agrobacterium tumefaciens por electroporaciéon

En la electroporacion se aumenta significativamente la conductividad
eléctricay la permeabilidad de la membrana plasmatica celular mediante
un campo eléctrico aplicado externamente. Cuando el voltaje atraviesa a una
membrana plasmatica ésta excede su rigidez dieléctrica y forma poros. Una
vez que las construcciones han pasado del vector de entrada al vector de
expresion se procede a la transformacion en Agrobacterium tumefaciens.
Como primer paso se enfri6 en hielo por 15 minutos las cubetas para
electroporacion, después sacar del ultracongelador los tubos con las células
competentes de Agrobacterium GL1 (50 pL) y agregar 2 pL de plasmido a
Agrobacterium. Se esper6 a que se descongele por 5 minutos la bacteria y
hay que pipetear a Agrobacterium suavemente mezclandola con el plasmido.
Después se agregar la mezcla dentro de la celda e introducimos la celda en
el electroporador seleccionando el programa de E.coli en un voltaje
determinado por el equipo de 1800 volts, una vez que ocurrio la descarga
hay que agregar 200 pL de medio SOC y mezclar dentro de la celda
pipeteando suavemente, luego regresar cuidadosamente toda la mezcla de

medio SOC y Agrobacterium GL1 a un tubo eppendorf.
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Esto se llevd a incubar 2h a 28°C con agitacion constante y se plague6 100
uL de las bacterias en medio LB solido que previamente ha sido adicionada
con antibiéticos (Kanamicina 25mg/mL Espectinomicina 50mg/mL vy
Carbemicina 50mg/mL) e incubamos a 28°C durante 3 dias o hasta que

aparezcan las primeras colonias.

Material biolégico

Las plantulas de papa fueron proporcionadas por SENASICA (Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria), estas plantas se

encuentran certificadas y libres de patégenos.

Propagacion in vitro de papa (Solanum tuberosum)

Las plantilas fueron propagadas en medio de cultivo MS propuesto por
Murashige, T. y Shook, F; 1962, (Anexo F) posteriormente fueron sometidas
a fotoperiodo continiio de 16 h luz /8 h obscuridad a 26°C en camara de
cultivos vegetales Conviron con una intensidad de luz de 500 micromoles/

pulgada 2 y cada quince dias son cambiadas a nuevos medios.
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Protocolo de transformacion de explantes de papa con Agrobacterium

tumefaciens GL1

Una vez que las plantas han crecido en el medio MS se procedié a su

transformacién con Agrobacterium.

Se incubd Agrobacterium GL1 transformada con la construccion deseada en
20 mL de medio LB liquido con los correspondientes antibiéticos (Kanamicina
25mg/mL Espectinomicina 50mg/mL y Carbemicina 50mg/mL) en matraces
por 1-2dias /28°C. Después se paso el cultivo a tubos falcon estériles y se

centrifugaron a 14 000 rpm/15 minutos.

Se desechd el sobrenadante y resuspendid la pastilla en medio MS (estéril
por filtracion) con acetociringona (100mg/mL). Cortamos los explantes
aproximadamente 2cm con una navaja que previamente ha sido sumergida
en la mezcla de Agrobacterium GL1 con MS y acetociringona (100mg/mL) y
los colocamos en una servilleta estéril. Después los explantes se colocan en
medio Co-cultivo (Anexo G) y los colocamos en obscuridad por 25°C/48 h.
Transcurrido este tiempo los explantes se lavan con agua estéril y los
pasamos a medio SRM (Anexo G) a 28°C / 1 semana con antibiéticos
(Cefatoxima 100mg/mL, Vancomicina 100mg/mL, Meropenem 100mg/mL).
Una vez que la bacteria ha desaparecido se pasan los explantes a SRM sin
antibiotico y se deja por 4 semanas en obscuridad, posteriormente pasamos

los explantes sobrevivientes a fotoperiodo 16h luz /8h oscuridad a 26°C.
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Seleccion y Regeneracion de plantas transformadas

Una vez que los explantes han sido transformados se deben pasar a medios
de regeneracion SRM sin antibiéticos ya que Agrobacterium ya se ha
eliminado, ahora deben seleccionarse los explantes transformados con un
agente como bialaphos, y deben dejarse nuevamente por 2 semanas en

fotoperiodo 16h luz /8h oscuridad a 26°C.
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8.3 ETAPA 3

Andlisis de las plantas genéticamente modificadas

Los test de presencia de OMG se pueden disefiar teniendo en cuenta que
son dos las posibles moléculas diana: a) el ADN transgénico que ha sido
insertado, mediante técnicas biotecnoldgicas, en el genoma de una planta
natural, o b) la proteina expresada por ese ADN transgénico insertado. Las
técnicas basadas en la deteccion del ADN son las de eleccion por muchas
causas, siendo probablemente la mas importante su estabilidad, ya que

permite su deteccion incluso en productos alimentarios procesados.

Extraccion de DNA de las plantas GM

Aislamiento de DNA gendémico mediante CTAB

(Hexadeciltrimetilamonio) (Doyle & Doyle 1987)

Estos autores han usado al bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) para
aislamiento de ADN de hojas maduras. EI CTAB (Anexo H), se pega
fuertemente al DNA, desplaza las proteinas previniendo la degradacion del
DNA y solubiliza muchos polisacaridos. Ademas, funciona como detergente
que destruye las membranas al momento de moler el material vegetal (Csaikl
et al., 1998) y se remueve mediante extracciones con cloroformo (Valadez y

Kalh, 2000).

64



CEDILLO JIMENEZ JESSICA CITLALLI

El protocolo para la extraccion de DNA fue el siguiente:

Se molié 150-200 mg de tejido fresco con nitrégeno liquido hasta obtener un
polvo fino. De ser posible, tratar de moler en un solo evento y no remoler la
muestra excesivamente (esto provoca que el ADN se fraccione). Agregar 500
puL de CTAB (Anexo H) y mezclar por inversion hasta homogenizar el tejido
con la solucion amortiguadora. Se incubd los tubos a 65°C/30 minutos y se
dej6 enfriar por 10 minutos. Posteriormente se adicioné 500 pL de Fenol
Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1) y se agité por inversion 10 minutos a
temperatura ambiente. Centrifugar los tubos a 13 000 rpm por 10 minutos
obteniendo una fase acuosa (liquido color amarillo) y la fase organica (color
verde oscuro). Recuperar aproximadamente 750 uL de la fase superior
acuosa y se deposita en un nuevo tubo eppendorf 1.5mL. Se repitié el paso
al adicionar Fenol Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1) y después se agregdé
2/3 del volumen de sobrenadante obtenido con Isopropanol frio (-20°C),
mezclar por inversion suavemente e incubar a -20°C por 10 minutos para
favorecer la precipitacion del DNA, después de deseché el Isopropanol al
centrifugar los tubos a 13000 rpm por 30 minutos y precipitar el DNA. Se
Agreg6 500 uL de alcohol al 70% y después se centrifugd nuevamente 2-3
minutos 13 000 rpm Yy repetir el lavado y después dejamos secar la muestra
a temperatura ambiente hasta que la pastilla se seque. Para finalizar se
resuspendido la muestra en 30 pL en agua estéril libre de nucleasas.

Almacenar las muestras a -20°C.
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PCR para confirmar el fragmento de interés en el ADN extraido

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la
herramienta mas utilizada para la deteccion y cuantificacion de presencia de
cultivos modificados genéticamente en alimentos, plantas y raciones para el
ganado. El factor clave que determina la especificidad de la PCR es la
eleccion del fragmento o secuencia de ADN diana en el genoma de la planta

modificada sobre el que va dirigido el protocolo que empleemos.

Se usé un par de cebadores o primers para cada construccion Lisozima,

Trehalasa y Defensina.

Los primers para Lisozima amplifican un fragmento de 930pb

Oligo directo (5’)

ATGGGGATGGGAATGATGGAGGTCCATTTG

Oligo reverso (3")

CTAAACACCGCAACCTTGAACATATTGTCTGCA

Los primers para Trehalasa amplifican un fragmento de 684pb

Oligo directo (5’)

TACTTCCTGACAGTCTGCATCACCAGGAAG

Oligo reverse (37)
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ATGGTTTTAGAAATATACAGGGCAACTGG

Los primers para Defensina amplifican un fragmento de 700pb
Oligo directo (5’)

TATGCCACTTCCAGGTGTTT

Oligo reverse (37)

AAACTGGATGGCAAATAGCAC

Las PCRs se realizaron en un termociclador (Biometra). Todas las
amplificaciones se realizaron en volumenes de 12.5 pL conteniendo: 1 pL
Enzima Takara de In Vitro Gen, 1,25 pL Buffer 10X, 1 pL de dNTPs
dinucleotidos 25 mM; 1 pL de cada cebador y 1,0 uL de ADN genémico. Se
usaron como controles positivos la extracciéon de ADN plasmidico de cada

construccion.

Los productos de las PCRs se observaron después de una electroforesis (60
minutos a 50 voltios) en geles de agarosa al 1% preparados con buffer Tris
base, EDTA (&cido etilendiaminotetracetico) y Acido bérico a pH 8. Los geles
se tifieron con bromuro de etidio y se observaron a través de un

transiluminador (Biometra) con luz ultravioleta.
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Traspaso de plantas positivas in vitro a invernadero

Cuando las plantas fueron confirmadas positivas al transgen, y la planta in
vitro mostré una altura de aproximadamente de 8-10 cm y 10 - 15 raices
estas fueron lavadas con agua estéril hasta eliminar completamente al medio
de cultivo para evitar posibles contaminaciones de hongos, todo esto fue
hecho en campana de flujo laminar y colocadas en macetas (plasticas con
las medidas de 49cm de perimetro en la base X 20cm de altura) limpias con
una mezcla de Tierra: Turba: Agrolita en una concentraciéon de 2:2:1.
Posteriormente se llevaron a fotoperiodo continto de 16 h luz /8 h obscuridad
a 27°C en camara de cultivos vegetales CONVIRON con una intensidad de
luz de 500 micromoles/ pulgada 2 por ocho dias y una vez que las plantas se

adaptaron a la tierra fueron trasladadas a invernadero

Fusién de Defensina con el gen reportero GFP (Green Fluorescent

Protein)

La  construccion Defensina 16K fusionada a GFP Figura 26 fue
proporcionada por el grupo de trabajo en Agrobacterium tumefaciens GL1, el

disefio de la construccion genética fue la siguiente:

Defensina 16K + GFP

CaMV 35S CsPP16  Bisagra Defensina | GFP

Figura 26.- Construccion genética de Defensina 16k fusionada a GFP.
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Posteriormente fue utilizada para la transformacion de explantes con el
mismo protocolo utilizado anteriormente en las tres construcciones.
Subsecuentemente las plantas transformadas con Defensina 16k + GFP
fueron sometidas al mismo tratamiento desde su transformacion,
prosiguiendo con la seleccibn y regeneracion de las construcciones
anteriores. La mezcla de reaccién y las condiciones de amplificacién de GFP

en PCR se encuentran en el Anexo B.

Deteccion de la proteina GFP (Green Fluorescent Protein) fusionada a

Defensina 16K mediante Western immunoblot

Extraccion de proteina

Se pesO aproximadamente 150 mg de hojas y se colocaron en tubos
eppendorf estériles, después se lis6 la muestra colocando los tubos en
nitrogeno liquido y colocados en el equipo tissuelyser por 1 minuto,
inmediatamente se le agregd 400uL de buffer de extraccion Anexo L
Después se centrifugd 5 minutos a 1500 rpm y se rescato el sobrenadante,

este es almacenado a 4°C o congelado a -20°C hasta su posterior uso.
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Electroforesis en gel desnaturalizante (SDS-PAGE)

Para evaluar la calidad de la proteina extraida, las proteinas fueron
separadas por su peso molecular en un gel desnaturalizante de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% de acrilamida llamado separador con un
4% de gel concentrador Anexo L , una vez realizado el gel se prosiguié a
cargar las muestras ( negativo a GFP, positivo a GFP y muestra), estas
muestras fueron previamente cargadas con buffer de carga y calentadas a
95°C por 5 minutos en un tubo eppendorf ( 10uL de buffer Pt 2X + 30 uL de
muestra). Se colocaron en el gel y se aplic6 un voltaje de 100V por 2hs
aproximadamente. Una vez realizada la electroforesis, es necesario marcar
la proteina de interés para poder visualizarla, el gel no es una superficie
adecuada para poder marcar las proteinas y los anticuerpos no son retenidos
en el gel, los geles son fragiles y dificiles de manipular por tanto, es
necesario transferir las proteinas a un soporte mas adecuado como una
membrana, las membranas pueden ser de nitrocelulosa o polifluoruro de
vinilideno (PVDF), estas ultimas requieren un pretratamiento con metanol y
son las que se utilizaron durante el ensayo, Las proteinas se adhieren a la
membrana siguiendo la misma disposicion que en el gel donde las proteinas
cargadas negativamente migran hacia el polo positivo bajo el efecto de un

campo eléctrico.

El gel y la membrana se intercalan y fijan firmemente entre finas esponjas y
papel absorbente a este montaje se le conoce como “sandwich” y se

sumerge en un compartimento que contiene el tampdén de transferencia
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Anexo L donde se aplica a continuacién la corriente eléctrica a 30 Volts

durante toda la noche a 4°C.

Inmunodeteccidén

Bloqueo de la membrana

Al dia siguiente se lava la membrana 3 veces con TBS Anexo L, cada lavado
por 10 minutos y posteriormente se adiciona el primer anticuerpo en una
concentracion de 1/5000 en TBS e incubar toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente se lavamos nuevamente la membrana 3 veces con TBS y
colocamos la membrana con el segundo anticuerpo previamente preparado
en leche desnatada a una concentracién de 1/5000 y colocar 3h. Una vez
que se realizd el contacto con el segundo anticuerpo se hacen
aproximadamente 6 lavados con TBS hasta eliminar toda la leche y
proseguimos a la deteccion de la proteina mediante un procedimiento
llamado revelado. El revelado consistié en agregar 750 yL de la solucién A
(Luminol Enhancer solution) y B (Peroxide solution) del kit 1GE Healthcare.
Previamente mezclados sobre la membrana y esperar 4 minutos, después
escurrir esta solucion cuidadosamente sobre una servilleta y colocarlo en una
plataforma de revelado, en oscuridad se coloca la radiografia sobre la
membrana y después colocarlo en la solucion de revelado hasta que la
membrana cambie de color e inmediatamente lavarla con agua y pasar a la
solucion fijadora, nuevamente lavar y dejar secar la radiografia. Todo el

revelado se realizé en oscuridad.
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Microscopia confocal

Se obtuvieron cortes semifinos de papa GM de la siguiente manera: se
incrustaron en una papa hojas y tallos maduros de plantas de papa positivas
a GFP+Defensina asi mismo también fueron incrustadas hojas del control
negativo, a continuacién se hizo un corte transversal con un espesor de 60
micras en un micrétomo (modelo 1000; TAAB Ltd, http://www.taab.co.uk/) y
los cortes fueron colocados en un portaobjetos con glicerol al 50%. El
analisis de los tejidos seccionados se realiz6 mediante el escaneo laser
confocal con las siguientes condiciones: 488 nm de excitacion; 552nm de
emisiones; Ar / laser de He-Ne. Las imagenes se observaron en un objetivo

de 40X.
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9. Resultados y discusién

En este trabajo se emplearon protocolos para la transformacion genética de
papa y la regeneracion de dichos explantes transformados. Estos eventos
incluyeron 3 etapas: |I) Amplificacion de genes, clonacion en vectores de
entrada y de expresion, transformacién por electroporacion en Agrobacterium
tumefaciens GL1 y propagacion in vitro de explantes. Il) Transformacion
genética de explantes mediada por Agrobacterium tumefaciens GL1,
selecciéon y regeneracion de explantes transformados 1llI) Confirmacién de
plantas genéticamente modificadas amplificando fragmentos de interés

mediante técnicas de PCR.

Etapal

Amplificacion de genes

Se le realiz6 una extraccion de DNA plasmidico a Agrobacterium tumefaciens
transformada con el gen de Defensina 16K mediante lisis alcalina y
posteriormente el fragmento fue amplificado por la técnica de PCR Anexo B.
Una vez realizado esto fue visualizado en un transiluminador después de
someterlo a electroforesis en un gel de Agarosa al 1%. En la figura 27 se
muestra en el primer carril el ladder 1 Kb plus (Invitrogen) y de los carriles 1-
12 muestras positivas a la amplificacion del fragmento esperado de

Defensina con 720 pb.
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1kb

Figura 27.- Confirmacion de fragmento Defensina en
Agrobacterium tumefaciens por PCR, carril 1, ladder 1kb; carril
1-12,Defensina con 720pb.

Amplificacion de los genes CsPP16-lisozimay AS-Trehalasa

Se contaba con la bacteria E.coli DH5a transformada anteriormente con las
construcciones previamente disefladas y proporcionadas por el laboratorio, a
éstas se les realizo extraccion de ADN plasmidico y se verificd la presencia
del plasmido recombinante en gel de agarosa. La figura 28 muestra las
amplificaciones correctas para ambos genes con pesos aproximados de

929pb para Lisozima y 684pb para AS Trehalasa.

1K 1K

684pb

Figura 28.- Amplificacion de fragmentos por PCR. Confirmacion de fragmento esperado para
A) Lisozima con un tamafio de 929pb y B) Antisentido Trehalasa con un tamafio de 684pb.

En la figura se observa el marcador de peso molecular. de 1Kb de Invitrogen
/4



CEDILLO JIMENEZ JESSICA CITLALLI

Se realiz6 extraccion de DNA plasmidico a E.coli DH5a transformada con el
vector de ENTRADA pCR8/GW/TOPO y posteriormente se realizé extraccion
de DNA plasmidico y digestion enzimatica con Eco RI comprobando el
tamafio del fragmento en un gel de agarosa al 1% y visualizado con luz
ultravioleta. En la figura 29 se muestra la representacién del vector de
entrada y los fragmentos Lisozima y AS Trehalasa liberado con enzimas de

restriccion EcoRlI.

1Kh

Gen que codifica roro
para la Lisozima

Digestion enzimatica con
1Kb EcoRl

Gen que codifica
para el AS
Trehalasa

Digestion enzimatica con
EcoRl

Figura 29.- Representacion del vector de entrada. El vector pCR8/GW/TOPO en el cual
fueron clonados los fragmentos Lisozima y Defensina. Geles vistos en transiluminador
después de la digestion con la enzima de restriccion EcoRI, se observa el fragmento
liberado del vector para cada construccion. Para ambos geles; carril 1 ladder 1kb; carriles

de 2-6 fragmento liberado por enzimas de restriccion.
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Determinacion de la orientacion del inserto

En la Figura 30 se observa la orientacion correcta obtenida de AS Trehalasa
con un fragmento calculado en 626 pb para los cinco insertos seleccionados,
los insertos, 3, 5y 7 mostraron correcta orientacion con un tamafio de 869pb
para Lisozimay 2,4,6,8,9,10,y 11 tienen un tamafio no esperado por tanto la

orientacion es opuesta.

1kb2 3 4 5 6

, 2000
/ 100
< 4000
< 3000

— 2000 <«—— 626pb

1500
— 1000
700
~ 500
— 400
— 300
— 200

— 75

Orientacion AS Trehalasa

kb2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

<«—— 869pb

Orientacion Lisozima

Figura 30.- Orientaciones de AS Trehalasa y Lisozima en el vector de entrada. Para ambos geles;
carril 1 ladder 1kb; carriles de 2-6 fragmento orientado correctamente para AS Trehalasa con un
tamafio de 626pb. Para la orientacién en Lisozima carriles 3, 5 y 7 mostraron tamafio de 869pb

correspondiente al fragmento calculado, carriles 2, 5, 6, 8, 9, 10 y 11 orientaciones no esperadas.
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Se utilizé la enzima de restriccion EcoR V la cudl es caracterizada por hacer
un solo corte en extremos romos para que este vector se encuentre de
manera lineal y pueda ser subclonado en el vector de expresion por medio
de la técnica Gateway LR Clonasa. En la figura 31 se muestra el vector lineal
obtenido para ambos insertos y posteriormente estos fragmentos fueron

cortados directamente del gel y se purificaron.
1kb 2 1kb 2

/ 20000
10000
/ 7000
5000
4000
3000
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o
~
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1500
— 1000
- 700

500
— 400
— 300

— 200
— 75

Linearizacibn AS Trehalasa Linearizaciéon Lisozima

Figura 31.- Linearizacion de AS Trehalasa y Lisozima en el vector de entrada. Para ambos geles;

carril 1 ladder 1kb; carril 2 fragmento lineal para AS Trehalasa.
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Después de la recombinacién en el vector de expresion, Agrobacterium
tumefaciens GL1 fue transformada por electroporacion. En la figura 32 Ay C
se representa el vector de expresién usado para cada inserto y en las
imagenes B y D se muestra la confirmacién de la transformacion en
Agrobacterium tumefaciens GL1 y ésta fue hecha mediante PCR

identificando el gen de interés.

X2l (10998) Ao (l)
Smal (10889 Aali(D)
Xma! (10887) T35S 1kb (’)
Bar , —= anR2
e Xmal (638)
) R _ Smal (640)
. ccdB
"
ECORI(1307)
SmSpR s aMR1 929 pb
358
pBTWG2,0 g
10907 bp
i U S (3020
RB B
Clal (6286) 1kb O
Bar Saci{f)
\ - )355
b —b= s Spel (1058)
LB ! e — '\ attR2
< _ -/
‘y% ’ / | Xmal(1454)
\// T smaigese) 684 pb
3 BamHI (1670)
SmSpR _ T ccdB
/ " EcoRI(2323)
BamHi (2573)
pB2WG7,0
e RN
10882 bp R
——"1358
. Aatii(3024)
Apal (3030)
. Hindii (3032) D
N
RB

Figura 32.- Vectores de expresion y confirmacion de Agrobacterium transformada. En la
figura A) y C) se observa la representacion de los vectores de expresion utilizados para
cada fragmento en el vector pB7WG2.0 fue clonado con LYS y para el vector pB2WG7.0
fue clonado Trehalasa. En la figura B) y D) se observa la confirmacién de los vectores en

Agrobacterium GL1 después de su transformacion por electroporacion.
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Etapa 2 Propagacion, transformacién genética de explantes mediada
por Agrobacterium tumefaciens GL1, seleccion y regeneracion de

explantes transformados.

En la figura 33 A y B se muestran las plantas de papa que fueron
proporcionadas por SENASICA, se proporcionaron dos variedades la 690 (A)
y 578 (B) , estas se encontraban en frascos estériles y fueron propagadas
posteriormente en nuevos medios MS y en cajas Magenta y colocadas en

fotoperiodo en una camara de crecimiento para plantas marca Conviron.

Figura 33.- Plantas de papa. A papa de la variedad 690 y B variedad 576, ambas
proporcionadas por SENASICA en medio MS.
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En la figura 33 D se muestran plantas con un tamafo aproximado de 10 cm
de longitud, estas se cortarén en fragmentos de 2cm aproximadamente, los
cortes fuerdn realizados preferentemente de manera internodal como se
muestra en la figura 33C se ha demostrado que la propagaciéon de plantas a
partir de nodulos es m+as efectiva y tiene mas probabilidad de enraizamiento
y generando tallos mas resistentes conservando la potencialidad de
multiplicacion y diferenciacion celular. En este trabajo se han regenerado de
maenra eficiente plantas a partir de nodulos en poco tiempo y con

manipulacion sencilla del material vegetativo.

D

Figura 33.- Propagacion de plantas de papa. C) nddulos obtenidos de tallos de papa. D)
plantulas con una altura aproximada de 10cm seccionada para su posterior trasplante en
medios MS.
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En la figura 34 A se muestra el crecimiento de las plantulas en el dia 1, 15, y
30 dias al ser transferidas en los nuevos medios MS. Estas plantas se
mantuvieron en condiciones de esérilidad en camaras CONVIRON en

fotoperiodo contintio 16h luz y 8h oscuridad a 26°C.

Figura 34.-Propagacion de plantas. En la figura A) explantes de aproximadamente 2cm
mostrando nodulos. B) propagacion de las plantas en nuevos medios en condiciones de

fotoperiodo 16h luz/8h oscuridad a 26°C en camara Conviron.
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Transformacién genética de explantes mediada por Agrobacterium

tumefaciens GL1.

Cuando las plantulas llegaban a un tamafio de aproximadamente 8 - 10cm
eran aptas para trasnformarse. En la figura 35 se muestra que las plantas
fueron seccionadas aproximadamente dos centimetros de largo cada una.
La transformacion con un corte en el tallo de las plantas result6 ser un
procedimiento sencillo y rapido. Al evitar el sumergimiento de los explantes
en el medio con Agrobacterium tumefaciens como se indica en otros

protocolos prevenimos que la bacteria invadiera por completo a los explantes

y estos murieran en el proceso de transformacion.

Figura 35.- Transformacion de explantes. En la figura A) plantas aptas para la
transformacién, se observan verdes, con un tallo grueso y con el tamafio aproximado a 8-
10cm. B) a las plantulas se les quitan las hojas y son diseccionadas con una navaja la cual
ha sido sumergida en medio LB ( C ) que tiene Agrobacterium tumefaciens GL1
transformada y en el medio se le ha agregado acetosiringona a 140 micromolar en

condiciones de esterilidad.
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En la siguiente tabla 1 se muestra el nUmero de explantes transformados
para cada variedad de papa asi mismo el tratamiento que fue utilizado para
cada una de las variedades. De cada tallo de las plantas se obenia
aproximadamente 5 segmentos transformados de los cuéles solo habia dos
segmentos internodales. Se transformaron 160 explantes con el gen
Lisozima, para defensina obtuvimos 135 explantes transformados y para AS
Trehalasa se transformarén 125 explantes. Estas transformaciénes fueron
realizadas en diferentes sesiones, en cada sesion se transformaban
aproximadamente 25 explantes de cada variedad con cada construccion y

en cada transformacion se tenian aproximadamente 5 controles.

Numero de explantes Numero de
) transformados explantes sin
Gen Variedad
transformar
Lisozima 690 160 32
Defensina 576 135 27
AS Trehalasa 690 125 25

Tablal.- Explantes transformados. Podemos observar explantes

transformados para cada gen y explantes control o no transformados.
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Seleccidn y regeneracion de explantes transformados.

Los explantes transformados fueron colocados en un periodo de 48h en
medio Co-cultivo en oscuridad, en este tiempo el explante tiene contacto en
todo momento con Agrobacterium tumefaciens. A los medios Co-cultivo se
les coloco papel filtro para ser transferidos con mayor facilidad a otro medio,
En la figura 36 se puede observar los explantes sobre el papel filtro en el

medio de cultivo.

Figura 36.- Explantes en medio Co-cultivo. Se observan explantes sobre el papel filtro estéril

previamente colocado sobre el medio de Co-cultivo.
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Posteriormente los explantes fueron colocados en medios de seleccion con
glufosinato de amonio, En la figura 37 se observa dentro del ovalo azul
explantes muertos que no resistieron el proceso de seleccion y con la flecha
roja se indica un explante vivo en color verde. Esta seleccion se realizé por

15 dias cambiando los explantes cada 5 dias a nuevos medios.

Figura 37.- Medio de seleccion. En la figura A) se observa
~ que la mayoria de explantes han muerto pues el medio se
encuentra adicionado con el agente de seleccion
glufosinato de amonio, el explante sefialado es el Unico
explante que sobrevivié y por lo tanto podemos deducir
gue esta transformado genéticamente. Los medios fueron
complementados con antibiéticos (espectinomicina,
Vancomicina y  Meropenem para eliminar a

Agrobacterium tumefaciens, en el ovalo se observa el

crecimiento de dicha bacteria en el explante.

En la figura 37 B se muestran explantes sobrevivientes a la seleccion que
fueron pasados a medios de regeneracion, el tiempo en el que se
mantuvieron estos explantes regenerandose fue de 30 dias
aproximadamente y fueron cambiados cada 15 dias, en la imagen se
observa la aparicion de raices y los explantes tienen apariencia verde sin la
presencia de Agrobaqterium tumefaciens.

Figura 37.- Medio de regeneracion. B)
explantes que después de la seleccion han
sido colocados en medios de regeneracion
SRM, se observa que la produccién de raices,
estos medios tienen aun antibiéticos para que

no crezca Agrobacterium tumefaciens.
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En el tiempo de regeneracion se observé que seguian muriendo explantes
pues el medio también contiene agente de seleccién, podemos observar en
la imagen 37 C y D explantes muertos sefialados con flecha azul y plantas
regeneradas con la aparicion de hojas, la presencia de raices y hojas se
observé después de 15 dias de ser colocados en medio de regeneracion.
Las plantulas sobrevivientes son colocadas en medios de regeneracion sin
antibiéticos y como se muestra en la figura 37 C y D ya no hay crecimiento
de Agrobacterium tumefaciens, después de aproximadamente dos meses las
plantas ya no muestran sintomas de muerte por la bacteria y como un

meéetodo fisico y quimico se han obtenido plantas positivas a la

transformacion.

Figura 37.- Medio de regeneracion sin antibiéticos. C) y D) explantes en medio de
regeneracion sin antibiéticos en el cudl la bacteria ha sido eliminada completamente, los
medios contienen aun el agente de seleccion bialaphos y se observa explantes muertos y

plantas que claramente que han sobrevivido a este agente.
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En la siguiente tabla 2 se muestra el nimero de explantes que sobrevivieron
en cada tratamiento para Lisozima sobrevivieron 18 explantes, para

Defensina se obtuvieron 12 y para el AS Trehalasa 11 explantes.

En esta etapa los explantes no transformados que eran los controles
negativos han muerto pues al no tener el plasmido con la resistencia bar no
fueron capaces de sobrevivir en un ambiente toxico en el cual existe

glufosinato de amonio y por lo tanto murieron.

Numero de Numero de
] explantes explantes
Gen Variedad
transformados sobrevivientes
Lisozima 690 160 18
Defensina 576 135 12
AS Trehalasa 690 125 11

Tabla 2.- Explantes sobrevivientes a medios de seleccion. En la tabla se muestra 18
explantes para lisozima, 12 para Defensina y 11 para AS Trehalasa sobrevivientes a

la seleccion.
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Etapa 3

Confirmacion de plantas genéticamente modificadas

En la figura 38 observamos hojas de las plantas regeneradas y
sobrevivientes a la seleccibn con glufosinato de amonio, se pesoé
aproximadamente 200mg de hoja a las cuales se les realizd extraccion de
DNA con el método de bromuro de cetiltrimetil amonio CTAB y después al
DNA genomico obtenido se le realiz6 PCR para identificar el gen
correspondiente. Las hojas fueron obtenidas en un ambiente estéril y se
cortaron aproximadamente 2 a 3 de cada planta, inmediatamente fueron
colocadas en nitrogeno liquido antes de que empezara el marchitamiento

pues fueron recolectadas de plantas in vitro y son muy sensibles al ambiente.

Figura 38.- Muestras de hoja de plantas transformadas. Se pesaron
aproximadamente 150-200mg de hojas de las plantas resistentes al tratamiento
de seleccién con Bialaphos para su posterior extraccion de DNA por el método

CTAB. La colecta de las hojas fue en un area estéril en campana de flujo laminar
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PCR de plantas transformadas con la construccién que codifica para la

Lisozima

En la figura 39 se muestra los geles después de realizar la técnica de PCR
en las plantas sobrevivientes y regeneradas, se utilizaron como controles
positivos DNA plasmidico y fueron sometidas a extraccion y amplificacion, de
18 plantas que sobrevivieron al tratamiento con glufosinato de amonio, solo

10 plantas resultaron positivas a la amplificacion por PCR.

1kb (+)(#)()1 23456 78910 11 12131415 1kb(-) (+) 16 17 18

929pb =3

Figura 39.- Muestras positivas en prueba PCR. En la figura se muestra en el primer carril ladder de
1kb de Invitrogen, como muestras positivas se tomaron extracciones de ADN plasmidico y como
control negativo plantas no transformadas, el fragmento obtenido corresponde a Lisozima, y de 18

plantas que sobrevivieron al tratamiento de seleccion solo 11 resultaron positivas al andlisis.
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A continuacion se observa en la figura 40 que en la amplificacién del gen
Defensina se obtuvieron diez plantas positivas de doce sobrevivientes al

tratamiento de seleccioén.

1 Kb Plus DNA Ladder 1kb n 1 2 3 4 5
- - C14%) 1kb 6 7 8 9 1011 12
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Figura 40.- Plantas positivas a prueba PCR de Defensina. En la figura se muestra en el primer carril
ladder de 1kb de Invitrogen, como muestras positivas se tomaron extracciones de ADN plasmidico y
como control negativo plantas no transformadas, el fragmento obtenido corresponde a 720pb de
Defensina, y de 12 plantas que sobrevivieron al tratamiento de seleccién 10 resultaron positivas al

analisis.
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Como resultado de la amplificacién de Trehalasa AS obtuvimos cinco plantas
positivas de doce sobrevivientes al tratamiento de seleccién, observaron
diferentes fragmentos amplificados pero el fragmento buscado de 684pb si
se obtuvo entonces estas plantas se tomaron como positivas a la

transformacion.

kb (-) (+}1 2 3 4 5 kb 6 7 8 9 10 11

684 pb —>

Figura 41.- Plantas positivas al AS Trehalasa. En la figura se muestra en el primer
carril ladder de 1kb de Invitrogen, como muestras positivas se tomaron
extracciones de ADN plasmidico y como control negativo plantas no
transformadas, el fragmento obtenido corresponde a 684pb de Trehalasa, y de 12
plantas que sobrevivieron al tratamiento de seleccién 5 resultaron positivas al
andlisis.
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En la siguiente tabla se muestra el nimero de plantas positivas a la
transformacion asi como el porcentaje de transformacion. Es interesante el
porcentaje pues se obtuvo excelentes eficiencias al obtener del 4% a 7.4%
respectivamente y en reportes se obtiene como méximo 2% de eficiencia de
transformacion, incremento en el porcentaje de material transformado puede
ser a causa de la cepa Agrobacterium tumefaciens GL1 que es considerada
una cepa hipervirulenta y que con estos resultados se demuestra su

eficiencia.

Numero de Numero de Numero de Porcentaje de
, explantes explantes explantes transformacion
Gen Variedad
transformados sobrevivientes positivos ala

transformacion

Lisozima 690 160 18 11 6.87%
Defensina 576 135 12 10 7.4%

AS 690 125 11 5 4%
Trehalasa

Tabla 3.- Explantes positivos a la transformacién. Se observan los nameros
positivos al gen buscado mediante PCR y el porcentaje de transformacion

para cada construccion.
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Al saber cuales eran las plantas que fueron positivas a la transformacion y
confirmadas molecularmente; estas fueron plantadas en tierra y preparadas
para sobrevivir en condiciones de invernadero.

En la imagen 42 A y B se muestran plantas después de dos meses desde su
transformacion, estas plantas con la presencia de abundantes raices fueron
lavadas con agua estéril para eliminar todo el medio de cultivo y asi evitar
posteriores contaminaciones, después fueron colocadas en tierra estéril y

llevadas a camara Conviron por dos semanas hasta su posterior

aclimatacion.

Figura 42.- Pase de plantas a invernadero. A) y B) lavado de raices con agua estéril hasta eliminar
todo el medio de cultivo. C) y D) plantas en camara Conviron después de colocarlas en tierra. E)

planta aclimatada y lista para llevar al invernadero.
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Fusion del gen de la Defensina con el gen reportero GFP (Green

Fluorescent Protein)

En la siguiente tabla se encuentra representado el nimero de explantes
transformados con la construccion Defensina 16K fusionada a GFP en la
variedad de papa 576, el nimero de explantes transformados fue de 50 de
los cudles solo sobrevivieron 3 al tratamiento de seleccion y a su vez los tres
explantes sobrevivientes fueron positivos en la prueba molecular PCR dando
un fragmento de 700pb, esto nos da como resultado un 6% de

transformacion total.

Numero de Numero de Numero de Porcentaje de
] . explantes explantes explantes transformacion
Tratamiento Variedad
transformados sobrevivientes positivos ala

transformacion

Defensina

16K + GFP
576 50 3 3 6%

Tabla 4.- Explantes transformados con GFP. Se muestra al igual que las anteriores
construcciones el numero de explantes sobrevivientes, positivos a PCR y el

porcentaje de transformacion.
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A los explantes se les realizd extraccion de ADN gendémico y posteriormente
se confirmo el fragmento GFP con un peso aproximado de 700pb por medio
de PCR, esto mostrado en la siguiente imagen, se observa en el primer carril
el marcador de 1kb plus de INVITROGEN, en el carril 2 la muestra positiva y
en el carril 3, 4 y 5 el fragmento esperado de DEF16K + GFP en tres

explantes seleccionados y regenerados.

1kb  (+) 1 2 3
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Figura 43.- Deteccién de GFP. En la imagen se observa la amplificacion de GFP en los carriles 3, 4y

5y en el carril inicial se encuentra el ladder de 1kb y en el segundo la muestra positiva.
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Deteccion de la proteina GFP (Green Fluorescent Protein) fusionada a

Defensina 16K mediante Western blot.

Utilizando anticuerpos GFP rabbit policlonal IgG y Anti rabbit IgG HRP fue
posible visualizar la proteina GFP mediante la técnica Western blot, esta
proteina se encontraba en todo el extracto proteico extraido de la planta
positiva al transgén y esta proteina se detectd con un tamafio aproximado de
42 KDa (GFP 22KDa + CsPP16 16KDa + Def 4KDa). La asignacion de
valores del peso molecular se realiz6 tomando como referencia al marcador
comercial Marker, Amplia Gama (7-175 KDa) observando que la proteina

obtenida si corresponde al valor esperado Figura 44.

kDa
—175

Le

. —7

Figura 44.- Deteccion de GFP. En la imagen se observa la amplificaciéon de
GFP en los carriles 3, 4 y 5y en el carril inicial se encuentra el ladder de 1kb y 96

en el segundo la muestra positiva.
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Microscopia confocal

Una vez realizada la deteccion de GFP por Inmunodeteccion, se realizaron
cortes trasversales de hoja y tallo en la muestra positiva, y posteriormente
fueron observadas por la técnica de microscopia confocal, en la figura 45
observamos para ambos cortes el control negativo a GFP y las muestras
positivas observando en estas claramente la presencia de GFP por la

emision de luz por parte de la proteina verde fluorescente.

La eficiencia de transformacion con GFP como gen marcador fue alta y una
de las ventajas de usar genes reporteros es el discriminar eventos no

transgénicos al observar la expresion del gen reportero.

En este estudio se mostrd la distribucion subcelular fluorescente en
diferentes tejidos de las plantas en hojas maduras y en tallos que expresan
GFP + Defensina. la expresion de este antimicrobiano se visualizé en venas
y tricomas asi como en el tejido vascular. Se usaron plantas no
transformadas con GFP+Defensina como controles negativos ajustando de
esta manera los pardmetros de fluorescencia de GFP, en los controles

pudimos observar autofluorescencia que emite la planta.
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Control GFP-CsPP16-def GFP-CsPP16-Def

corte trasversal de hoja corte trasversal de hoja

Control GFP-CsPP16-def GFP-CsPP16-Def

corte trasversal de tallo corte trasversal de tallo

Figura 45. Imagen confocal de corte transversal de hoja y tallo de papa. A la
izquierda se muestra en control con autofluorescencia asociada a cuticula y tricoma
en la region abaxial. A la derecha se muestra un corte de papa GM expresando la
fusion GFP-Def-CsPP16, mostrando la movilizacion de la fusion proteica hacia las
venas de Ultimo orden. Se muestran tricomas con autofluorescencia similar a la
presente en el control observado en hojas y tallos.
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10. Conclusiones

En este trabajo se han transformado eficientemente plantas de papa
(Solanum tuberosum) con la cepa hipervirulenta de Agrobacterium

tumefaciens GL1.

Fue posible obtener plantas transformadas con Defensina, Lisozima y AS

Trehalasa, asimismo se ha comprobado molecularmente la insercién del gen.

Al transformar plantas con Defensina 16K + GFP se ha demostrado por PCR
la insercion del gen asi como la expresion de la proteina por la técnica de

Western blot.

Mediante el uso de microscopia de barrido laser confocal, se analizé la

distribucion subcelular de la proteina GFP + Defensina.

La expresion de péptido antimicrobiano fusionado a GFP fue localizado en el

tejido vascular, en venas y tricomas utilizando un promotor constitutivo 35S.

La expresion de péptidos antimicrobianos nos ofrece una estrategia para
mejorar la resistencia a Zebra Chip sin cambiar las propiedades del cultivo

causando en este una aceptacion para el consumo humano.
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Se ha confirmado la trasformacion de las plantas a través de la localizacion

de la proteina GFP.

Se ha obtenido un porcentaje alto en la transformacién con la cepa
Agrobacterium tumefaciens GL1, utilizando un protocolo rapido y sencillo

produciendo transformaciones exitosas.

Se ha demostrado la confiabilidad del uso de Glufosinato de amonio como

factor de seleccién en las plantas transformadas.
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11. Perspectivas a futuro

Como planes a futuro se quiere que estas plantas transformadas puedan ser
retadas contra el psilido Bactericera cockerelli responsable de la transmisién

de Candidatus Liberibacter solanacearum.
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12. Anexos

Anexo A

Secuencias y oligos para amplificaciéon de CsPP16- lisozima, Trehalasa
y Defensina
CsPP16- lisozima

Secuencia:

ATGGGGATGGGAATGATGGAGGTCCATTTGATTAGTGGTAAAGGACTTC
AAGCCCACGACCCTCTTAATAAACCAATTGACCCTTATGCTGAGATCAAC
TTCAAGGGCCAAGAACGCATGAGCAAAGTTGCTAAAAATGCAGGACCAA
ATCCATTATGGGATGAGAAATTTAAATTCCTAGCCGAGTACCCTGGGAG
CGGTGGTGACTTCCATATCTTATTCAAGGTCATGGACCATGACGCTATAG
ATGGTGATGATTACATTGGCGATGTCAAAATAGATGTCAAGAATTTATTA
GCGGAAGGAGTTAGAAAAGGAAAGTCGGAGATGCCGCCTAGAATGTAC
CATGTCTTAGCACACAAAATCCACTTCAAGGGAGAAATTGAAGTTGGAGT
GTCCTTCAAGCTGCAAGGCGGCGGGGGATGTGGAGGATGTTACCCATG
GGAAAACCTTAGCGGTGGTGGTGGTAGCGGTGGTGGTGGTAGCGGTGG
TGGTGGTAGCGGTGGTGGTGGTAGCGCTGCTGCTAAGGTTTTCGAAAG
ATGCGAACTTGCTAGAACACTTAAGAGACTTGGTATGGATGGTTATAGAG
GTATTAGCCTTGCTAATTGGATGTGCCTTGCTAAGTGGGAAAGCGGTTAT
AATACAAGAGCTACAAATTATAATGATAGAAGCACAGATTATGGTATTTTC
CAAATTAATAGCAGATATTGGAGATGCAATGATGGTAAGACACCAGGTG
CTGTTAATGCTTGCCATCTTAGCTGCAGCGCTCTTCTTCAAGATAATATT
GCTGATAATATTGCTGATGCTGTTGCTTGCGCTAAGAGAGTTGTTAGAGA
TCCACAAGGTATTAGAGCTTGGGTTGCTTGGAGAAATAGATGCCAAAATA
GAGATTGCAGACAATATGTTCAAGGTTGCGGTGTTTAG

Oligo directo (5’)
ATGGGGATGGGAATGATGGAGGTCCATTTG

Oligo reverso (3")

CTAAACACCGCAACCTTGAACATATTGTCTGCA
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Gen Trehalasa
Secuencia:

TACTTCCTGACAGTCTGCATCACCAGGAAGCCTATCCCTGCGGCATGAA
GTAATCCAGATGCCTTGAGGCTCGCCATGACTCGGAATGGTATGCATTT

AGCCACAGCGGAACGAAGTTGGAAGCAAATATGTTGCGGTTCTGTGAGT
TAGGCTTCCATTCGTGCAATAGTCAAGCCACTGTTCCATCTCAGAGTTCC
ACAAAATAGAGTCAATTGCAATATGACGTGCTTTCGAAGCATTTAAAAAA

AATTCTGAAGTCGCATTATCTCCTACGACTTTAGCCAAGGCACCAATATC
CAGCTCCATCTTAAAAAGAAATGTGTTCAAGTCCACAGGTATTATGTAAG

TGGTTGCCAATGTTGTCATGTCAGTAGATTTCCTCATCCATCGAGAGCTG
AAATCCCATCCCGATTCTGCCGTTGAAGCAATTTCGCAGTACAGTTTTTC
CTTAGCTGCCATAGATTTCAACTTCGAAGCCAGTTCCTCATCAATTGTCG

CACTTTCAGGCCTAGGTTTGTTCCACCTGGCCTGATACCGAGATAAATTA
TGGACCCGACCATGATTGTCTGCTATAGCAACATTATGAATCTCTGACAT
CCAGAAGCTATGCTCTTTAAGCAGAGAGTGGAATACTGTCCTAACAAACT
CCACATCACCAGT TGCCCTGTATATTTCTAAAACCAT

Oligo directo (5’)
TACTTCCTGACAGTCTGCATCACCAGGAAG
Oligo reverse (3)

ATGGTTTTAGAAATATACAGGGCAACTGG

Defensina

Secuencia:

ATGAGAGTTCTTTATCTTCTTTTCAGCTTCCTTTTCATTTTCCTTATGCCA
CTTCCAGGTGTTTTCGGTGGTATTGGTGATCCAGTTACATGCCTTAAGAG
CGGTGCTATTTGCCATCCAGTTTTCTGCCCAAGAAGATATAAGCAAATTG
GTACATGCGGTCTTCCAGGTACAAGATGCTGCAAGAAGAAGTAG

Oligo directo (5’) Oligo reverse (3)
TATGCCACTTCCAGGTGTTT AAACTGGATGGCAAATAGCAC
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Anexo B

Mezcla y condiciones de PCR para las construcciones Lisozima,

Defensina y Trehalasa

Condiciones de PCR

Programa de amplificacion para Lisozima

Temperatura de la tapa del termociclador 96°C

Paso Temperatura Tiempo
1 94°C 3:00 minutos
2 94°C 0:35 minutos
3 64°C 0:35 minutos
4 72°C 2:00 minutos
5 72°C 8:00 minutos
6 16°C Pausa (0:00) minutos
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Condiciones de PCR

Programa de amplificacion para Trehalasa

Temperatura de latapa del termociclador 96°C

Paso Temperatura Tiempo
1 94°C 3:00 minutos
2 94°C 0:35 minutos
3 60°C 0:35 minutos
4 72°C 2:00 minutos
5 72°C 8:00 minutos
6 12°C Pausa (0:00)

minutos
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Condiciones de PCR
Programa de amplificacién para Defensina

Temperatura de la tapa del termociclador 96°C

Paso Temperatura Tiempo
1 94°C 3:00 minutos
2 94°C 0:35 minutos
3 58°C 0:35 minutos
4 72°C 2:00 minutos
5 72°C 8:00 minutos
6 16°C Pausa (0:00) minutos

Condiciones de PCR

Programa de amplificacién para GFP

Temperatura de la tapa del termociclador 96°C

Paso Temperatura Tiempo
1 94°C 4:00 minutos
2 94°C 0:30 minutos
3 60°C 0:30 minutos
4 72°C 0:45 minutos
5 72°C 4:00 minutos
6 16°C Pausa (0:00) minutos
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Mezcla de reaccidn

Reactivo 1 Reaccidn
Buffer 10X 1.25uL
dNTPs 1.00 pL
Oligo F 5 0.25 uL
Oligo R 3 0.25 uL
Enzima Takara 0.06 pL
cDNA 1.0 pL

La mezcla de reaccion para PCR es igual para las tres construcciones y GFP
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Anexo C

Medio LB (Luria Bertani)

Para preparar 100 mL de medio:

Medio LB (Luria Bertani)

Reactivo Concentracion gr/100mL
Triptona 1qgr
Extracto de levadura 0.5¢gr
NacCl 1gr
Agarosa 1.5gr

Diluir en 100mL de agua y esterilizar en autoclave 121°C durante 20 minutos.
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Anexo D
Medio SOC
Medio SOC
Reactivo Concentracién gr/1L
Triptona 20 gr
Extracto de levadura 59r
NaCl 0.5¢gr

+ Disolver todos los elementos en 950mL de agua.

+ Agregar 10mL de KCI 250 mM a pH:7

+ Adicionar 25mL de agua y esterilizar en autoclave 121°C durante 20
minutos.

+ Una vez estéril adicionar 5mL de MgCl 2M previamente estéril.

+ Finalmente se agreg6 20mL de Glucosa 1M que fue previamente

esterilizada por filtracion.
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Anexo E

Soluciones de lisis alcalina

Solucioén Concentracion

Fenol: Cloroformo: Alcohol | (25:24:1)

Isoamilico

Etanol (CH3-CH2-OH) | Absoluto

Etanol (CH3-CH2-OH) 70 %

Solucidén de lisis alcalina 1

Glucosa (C6H1206) 50 mM

TrisHCIpH8 25 M

EDTA pH 8 (acido 10 mM

etilendiaminotetra acético)
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Soluciodn de lisis alcalina 2

Hidréxido de sodio (Na OH)

SDS (Dodecilsulfato sodico)

0.2N

1%

Solucion de lisis alcalina 3

Acetato de potasio (CH3-CO2-K)

Acido acético glacial (CH3-COOH

(C2H402)

Agua (H20)

30 mL

11.5mL

28.5mL
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Composicion de solucion 1IMS (Murashige, T.y Skoog, F; 1962)

Reactivo

Nitrato de amonio

Nitrato de potasio

Cloruro de calcio

Sulfato de magnesio

Yoduro de potasio

Acido bérico

Sulfato manganoso

Sulfato de zinc

Molibdato de sodio

Sulfato cuprico

Cloruro de cobalto

Formula

NH4NO3

KNO3

CaCl2.H20

MgS04.7H20

Kl

H3BO3

MnS0O4.7H20

ZnS04.7H20

Na2Mo0O4.2H20*

CuS04.5H20**

CoCl2.6H20**

* preparar una solucion 2.5 mg/mL

** preparar una solucion de 0.25 mg/mL

[mM]

20.6

18.8

3.0

15

0.005

0.1

0.1

0.03

0.001

0.0001

0.0001

g/L

8.25

9.5

2.2

1.85

0.0041

0.031

0.0845

0.043

0.5mL

0.5 mL

0.5 mL
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Composicion de solucion 2MS (Murashige, T.y Skoog, F; 1962)

Reactivo Férmula g/100mL
Fosfato monobasico de potasio | KH2PO4 1.7
Composicion de solucion 3MS (Murashige, T.y Skoog, F; 1962)
Reactivo Formula [mM] g/100 Ml
Sulfato Ferroso FeS04.7H20 0.1 0.139
EDTA | Na2EDTA.2H20 0.1 0.1865
Inositol  C6H1206 0.5
Glicina | NH2CH2COOH 0.01
Clorhidrato de | C8H12CINO3 5.0 mL
piridoxina
Acido nicotinico | C6H5NO2 0.5mL
Clorhidrato de tiamina | Tiamina H C| ** 0.5 mL

* Preparar una solucion que contenga 5 mg/mL

C12H18CI2N40S

** Preparar una solucion que contenga 1 mg/mL

113



CEDILLO JIMENEZ JESSICA CITLALLI

Las tres soluciones MS se esterilizan por filtracion con equipo milipore y con

me

mbrana de 0.45 o 0.22 micras previamente estéril. Mantener las soluciones

en refrigeracion a 4°C.

Para preparar 1 Litro de medio MS se necesita:

Solucién 1IMS  200mL /L

Solucién 2MS  10mL/L

Solucién 3MS 20mL/L

Disolver en 1L de agua y agregar 30 gr de Sacarosa (SIGMA).

Ajustar pH: 5.8

Agregar 3gr de Phytagel (SIGMA). Esterilizar en autoclave por 15 minutos a

121°C a 15 libras de presion.

Anexo G

Medio Co-cultivo

Para preparar 1Litro de medio:

4+ Solucién 1IMS  200mL /L + Solucién 2MS  10mL/L + Soluciéon 3MS
20mL/L

+ Disolver en 1L de agua
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Agregar 30 gr de Sacarosa. (SIGMA)

Ajustar pH: 5.8

Agregar 3gr de Phytagel (SIGMA) vy esterilizar en autoclave por 15
minutos a 121°C a 15 libras de presion.

Cuando el medio esta estéril se le agregan las siguientes
fitohormonas: Acido Indol Acético (AlA), 2 Isopentiladenin (21A)

SIGMA

100 pL de hormonas / 100mL de medio.

Medio SRM “Regeneracion”

Para preparar 1Litro de medio:

+

+ + + 0+

Solucion IMS ~ 200mL /L + Solucion 2MS  10mL/L + Solucion 3MS
20mL/L

Disolver en 1L de agua

Agregar 30 gr de Sacarosa.

Ajustar pH: 5.8

Agregar 10 gr de Phytagel y esterilizar en autoclave por 15 minutos
a 121°C a 15 libras de presion.

Cuando el medio esta estéril se le agregan la siguiente fitohormonas:
Bencilaminopurina (BAP) SIGMA

100 L de hormona / 100mL de medio.
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Medio SRM “Regeneracion” adicionado con antibiéticos

Para preparar 1Litro de medio:

+

+ + o+ 0+

Solucién IMS  200mL /L + Solucion 2MS  10mL/L + Solucion 3MS
20mL/L

Disolver en 1L de agua

Agregar 30 gr de Sacarosa.

Ajustar pH: 5.8

Agregar 10 gr de Phytagel (SIGMA) y esterilizar en autoclave por 15
minutos a 121°C a 15 libras de presion.

Cuando el medio esta estéril se le agregan la siguiente fitohormonas:
Bencilaminopurina (BAP) SIGMA ,100 pyL de hormona / 100mL de
medio.

Adicionar Vancomicina (50mg/ML), Cefatoxima (100mg/ML) y

Meropenem (100mg/ML)
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Anexo H

Solucion CTAB Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio “Buffer de

extraccion”

Para preparar 100mL de CTAB al 2%

En un matraz agregar

+ Tris 1M pH:8: 10mL
+ EDTAO5MpH:8: 4mL
+ NaCl 5N: 28mL
+ H20: 40mL

Homogenizar y adicionar
+ 2grde CTAB

+ 1gr de PVP (Polivinilpirrolidona)

+ Aforar volumen a 100mL y esterilizar por autoclave

Anexo |

Concentraciones a las que se utilizaron los antibiéticos

Espectinomicina, 100mg/mL.
Kanamicina 25mg/mL
Espectinomicina 50mg/mL
Carbemicina 50mg/mL
Acetociringona 100mg/mL
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Vancomicina 50mg/mL
Cefatoxime 100mg/mL
Meropenem 100mg/mL

Filtrar los antibiéticos con membrana de 0.45 0 0.22 micras y colocarlos en

tubos eppendorf estériles. Almacenar a -20°C

Anexo J

Soluciones

CaCl2 (Cloruro de Calcio) 100Mm

1mol 110.9gr

100mM 1000 mM Tmol = 11.09gr/1000mL

KCI (Cloruro de potasio) 250 mM

1mol  74,5513gr
1000 mM 1mol

250mM = 18.63gr/1000mL

MgCl (Cloruro de magnesio) 2M

1mol 95,211 gr

S0mL 0L Tmol

= 4.76055gr /50mL
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CsH1206 Glucosa 1M

L 1mol 180,1559gr
M T1000mL ~ 1mol

50 =9.0077gr/50mL

CsH1206 Glucosa 50 mM

50 mM 1 mol 180,155997’_9077 1000mL
MM 000 MM  tmol - 20779r/1000m

Tris 1M pH: 8

1mol 121.14 gr
1000 mL 1mol

50mL

= 6.057gr/50mL Ajustar pH con HCI

Tris HCl 25 M pH: 8

25mol 121.14 gr
1000 mL 1mol

200mL

= 605.7gr/50mL Ajustar pH con HCI

EDTA (4cido etilendiaminotetra acético) 0.5M pH: 8

0.5mol 292 gr
1000 mL 1mol

50mL = 7.3gr/50mL Ajustar pH con NaOH
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EDTA (4cido etilendiaminotetra acético) 10 mM pH: 8

1mol 292gr
1000 mM 1mol

10mM = 2.92gr/1000mL Ajustar pH con NaOH

NaOH (Hidroxido de Sodio) 0.2 N

0.2N  39,997gr

SOmL 1000 mL 1 NaOH

= 0.39gr/50mL

NaCl (Cloruro de Sodio) 5N

1N 58.44 gr
1000mL 1N NacCl

50mL

= 2.9gr/50mL

Agarosa al 1% con bromuro de etidio
Pesar 1 gr de Agarosa grado biologia molecular y diluir en 99 mL de buffer
TBE mas 1 uL de Bromuro de etidio y calentar hasta disolver los

componentes.

Buffer TBE
1 litro 10X de TBE.
Reactivo Concentracion
Tris Base | 108 g
Acido Borico | 55 g

EDTA (pH 8.0) | 40 ml
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Anexo K

Enzimas y sus sitios de corte o restriccidn

EcoRI

5 -G AATTC-3°
3'-CTTAAMNG-5-
Incubar a 37°C

EcorV

5°=-GAT |ATC-3°
3 -CTA1TAG-5"

Incubar a 37°C
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Anexo L SDS-PAGE/glycerol

Buffer de extraccién de proteina
Para 10mL de buffer agregar

2mL de Tris HCI 100mM

2mL de SDS al 2%

4mL de Glycerlol al 20%

CEDILLO JIMENEZ JESSICA CITLALLI

2mL de DTT a 200mM 6 B-mercaptoetanol al 20mM (10 L)

Buffer de transferencia
Para 200mL agregar:

15 gr de Glycina

3.02 gr de Tris base
200mL de metanol.

12% Resolving
1.0 mL de Agua
1.25mL de Glicerol al 50%

1.25mL de Resolving Gel Buffer Stock

1.9mL de 40T:3C Acrilamida
25uL de APS
2.5 uL de TEMED

4% Stacking gel

1.3mL de Agua

0.5mL de Stacking Gel Buffer Stock
0.2mL de 40T:3C Acrilamida

20uL de APS

2 uL de TEMED
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