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RESUMEN

El desarrollo de variedades de cultivos agricolas con una mejor capacidad de
autodefensa a condiciones ambientales adversas y una mayot produccién son algunos de los
objetivos de la tecnologia de manipulacién genética de plantas. A mediados de los 90, se dio
inicio a la obtencién de plantas tolerantes a sequia, basados en incrementar por medio
Ingenieria Genética la concentracidn del azicar trehalosa, conocida como uno de los
mejores osmoprotectores en la naturaleza. Actualmente la importanca de este azicar es
doble, ya que ademas de su capacidad de inducir tolerancia a estrés, también incrementa la
capacidad fotosintética de la planta. Debido a que la actividad trehalasa end6gena ha limitado
los intentos por controlar esta ruta mediante transgenesis de plantas, en nuestro proyecto
establecimos que al inhibir dicha actividad por medio de un antisentido para dicha enzima, el
incremento de trehalosa provocado por ello, conduciria a los fenotipos reportados
relacionados con un mcremento en Ia productividad y la tolerancia a sequia.

Dirigiendo como punto final nuestra estrategia al cultive de la alfalfa, clonamos la
secuencia de su enzima trehalasa. En base a la homologia entre otras trehalasas, se amplificé
pot PCR una region conservada a partir de la cual se obtuvo el cDNA completo mediante
los protocolos de IRACE y GeneRacer. La caracterizacion de la misma por secuenciacion,
indica que el gen codifica para una proteina de 553 aminoacidos, con mayor homologia a la
secuencia de soya. A parur de este cDNA disefiamos una estrategia de inhibicaén por RNA
antisentido que se probd en un modelo de tabaco. Las lineas transformantes obtenidas por
biobalistica, ademas de presentar una disminucién promedio de 50% en su actividad de
trehalasa, tuvieron también un mejor comportamiento en desarrollo y vigorosidad 7 vitre,
aun en medio carente de sacarosa como fuente de carbono, lo cual indica una mejor
capacidad fotosintética en estas plantas. Las lineas transgénicas control, fueron incapaces de
desarrollarse normalmente y permanecer en medio carente de sacarosa. Las plantas con el
antisentido, mostraron también un patrén diferente del comportamiento de azicares,
acumulando un exceso de glucosa, a diferencia de las plantas control. Estos resultados de
incremento en la capacidad de desarrollo y la anulacion de auxotrofia por sacatosa i v,
nos indican que la inhibicién de la enzima de tabaco con la secuencia de alfalfa es exitosa
para la obtencion de fenotipos mejorados en crecimiento y desarrollo. Ademas, representa

una tecnologia potencial para la seleccion de plantas transgenicas iz vy,



INTRODUCCION

La alfalfa es el ptincipal forraje en nuestro pais, tanto por su superficie de siembra
como por su volumen de produccién, calidad y grado de utilizacién en las dietas del hato
lechero. Al igual que diversos cultivos de cardcter industrial, alimenticio o forrajero, la
principal imitante para su produccion agricola en diversas regiones es ¢l agua de nego, ya
que la alfalfa, por ser un cultivo perenne que demanda riego durante todo el afio, ba sido
clasificada como un cultvo con alta demanda hidrica y a la vez como ineficiente en el uso del
agua. Es pot esto, que la obtencién de variedades con caracteristicas agronémicas mejoradas
€s un area impottante de aplicacidon de la ingenieria genética de plantas. En el caso particular,
nos ocupa la implementacion de una estrategia que confiera a la planta un desarrollo normal

o mejorado bajo condiciones no optimas de disponibilidad de agua

Al igual que diversos otganismos anhidrobiGticos, las plantas utilizan diferentes
estrategias para tolerar y sobrevivir a situaciones similares de estrés, como lo son la
producciéon y acumulacion de metabolitos como la prolina y la trehalosa, y proteinas de
membrana como la acuaponna, asi como la activacion de rutas moleculares entre las que se
encuentra la expresion de genes de respuesta a estrés. Dichas estrategias le otorgan a la
planta mecanismos estructurales, moleculares y bioquimicos de defensa, o bien la lievan a un
estado de supresion metabolica que le permite resistir determinados periodos de sequia y
restablecerse prontamente cuando el agua esti disponible. Una de las estrategias que
deseamos evaluat pata atacar este problema en alfalfa es inctementar la concentracién del
azlcar trehalosa.

En los ultimos afios la atencién hacia la trehalosa ha sido muy significativa a raiz de que
se descubre que es una moléculz que impacta en la regulacién de la fotosintesis. Esta
demostrado que, en plantas de tabaco, el incremento en la concentrzcién normal de
trehalosa en una planta conduce a elevar su capacidad fotosintética (Pilon-Smits e @/, 1998).
Sin embargo, al igual que en plantas de papa, esta estrategia indujo fenotipos con
modificaciones morfologicas aberrantes en cuanto a la estatura de la planta y la deformacion

de tubérculos (Goddijn ¢ 4/, 1997). Independientemente de su efecto, normalmente en las



plantas la concentraciéon de trehalosa es regulada por degradacién mediada por la enzima
trehalasa.

En base a todo lo anterior el incremento en la concentraciéon de trehalosa tiene dos
repercusiones que pueden ser positivas para una planta: tolerancia a estrés € incrementc en
su ptroduccion. A partir de estos conocimientos, es del interés de algunos grupos de
investigacion, el establecer metodologias para la manipulacion del metabolismo de la
trehalosa y aprovechar sus efectos benéficos.

Hemos iniciado un proyecto global para evaluar los beneficios de la acumulacion de este
azicar en plantas de alfalfa. Como una primera fase de dicho proyecto, se desarrollé el
presente trabajo de tesis enfocado particularmente a establecer un modelo en tabaco para
inducir fenotipos con mejor comportamiento en su desarrollo inducido por medio de un

incremento en la concentracion de trehalosa, al inhibir la sintesis de la enzima trehalasa que
Ia degrada.



ANTECEDENTES

La alfalfa (Medicago sativa).

La alfalfa es una leguminosa que pertenece al género Medicago, y es la principal especie
forrajera cultivada en el mundo. El centro de diversidad primario de la alfalfa estuvo en el
medio odente y fue introducida a la region del centro de México durante la conquista
espafiola (Salinas, 2000). En la regiones productoras de ganado lechero, son comunes
rendimientos anuales de forraje seco superiores a 20 tons/ha. En zonas como la Comarca
Lagunera la alfalfa es el poncipal forraje, tanto por su superficie (3,500 ha) como por su
volumen de produccion, calidad y grado de utilizacion en las dietas del hato lechero regional
(Cueto y Quiroga, 2000).

Debido a su importancia, la alfalfa es un cultivo con gran potencial de mejoramiento
mediante ingenieria genética, y de hecho se han establecido las metodologias para su
transformacion, y se ha manipulada con diferentes objetivos. A la fecha diversos trabajos
publicados reportan informacion de este cultivo sobre la caracterizacion de genes y
secuencias promotoras y reguladoras (Mandaci y Dobres, 1997), su caracterizacion como
bioreactor para la produccidén de proteinas de interés mndustrial (Austin, & @, 1994), el
mejoramiento en su valor nutricional (Tabe, e 42/, 1995), el mejoramiento en su
digestibilidad, en la eficiencia de nodulacién y en la resistencia a patdgenos (Dixon, ef 4/,
1996), la tolerancia al congelamiento (McKersie, ¢f 2/, 1993) y la produccion de anticuerpos
orales (Wigdorovitz, ¢ g/, 1999).

Por otra parte, al igual que otros cultivos de importancia agricola, la principal limitante
para la produccién agropecuara en las diversas regiones del norte del pais, es ¢l agua de
riego, ya que la alfalfa por ser un cultivo perenne que demanda riego durante todo el afio se
clasificé como un ¢cultivo con alta demanda hidrica y a la vez como ineficiente en el uso del
agua (Quiroga y Contreras, 2000).



Estrés abidtico y la respuesta en la expresion de genes.

Las plantas crecen en un ambiente inconstante que frecuentemente les impone
dificultades en el crecimiento y el desarrollo. Entre los diversos factores ambicntales
adversos con los que se encuentran las plantas terrestres estan las temperaturas extremas y el
estrés osmotico que resulta de condiciones de alta sahnidad o petiodos de sequia- En el
habitat natural de las plantas, los factores adversos casi nunca se presentan solos. Por
ejemplo, €l estrés 0smotico que se presenta en verano estd muchas veces acompafiado por el
estrés por altas temperaturas, y 2 su vez las bajas temperaturas llevan consigo un estrés
osmotco, debido a que se dificulta la absorcion y el transporte del agua. Los eventos
tempranos de la adaptacion vegetal a estos tipos de estrés ambiental son la deteccidn y
subsecuente traduccién de sefiales para activar diversas respuestas fisiologicas y metabolicas,
incluyendo la expresion de genes en respuesta a estrés (Xiong ¢f a/., 1999).

El hecho de que Ia respuesta fisiologica al esués se origine a partit de cambios en la
expresion geneética ha dado lugar a la clonacion y caracterizacion de diversos genes inducida
por estos tipos de estrés. Los productos de estos genes se clasifican en dos grupos: aquellos
que protegen directamente contra el estrés ambiental y aquellos que regulan la expresion y la
traduccion de sefizles en la respuesta al estrés. El pomer grupo incluye proteinas cuya
funcién es proteger a la célula de la deshidratacion, tales como las enzimas requeridas para la
biosintesis de varios osmoprotectores, proteinas anticongelantes, chaperonas y enzimas de
destoxificacién. El segundo grupo de productos genéticos incluye factores de transcripcion,
proteinas cinasas y enzimas involucradas en el metabolismo del fosfoinositidinol. A la fecha,
la manipulacién genética de plantas para mejorar la tolerancia de las mismas al estrés
unicamente se ha basado en transferur genes que codifican para proteinas del primer grupo

(Kasuga ef al, 1999).

Ingenieria Genética de Plantas para Conferir Caracteristicas de Importancia
Agronémica.
La habilidad de movilizar DNA hacia un organismo y por lo tanto alterar su fenotipo,

es central tanto para la biologia molecular como para la biologia aplicada. La transformaciéon
genética de plantas se presenta de manera nataral (Hooykaas y Schilperoort, 1992), y los



cientificos han logrado llevaria a cabo desde mediados de los atos 70. Los métodos mas
comunes para introducir DNA 2 las células vegetales utilizan la bactena Agwbaterizm
tumefaczens o microproyectiles de tungsteno propulsados a gran velocidad (Birch, 1997;
Hansen y Wright, 1999). Esta tecnologia de transfotacion de plantas ofrece una gama de
oportunidades para la investigacion cientifica bésica y pata la modificacién de cultivos
agricolas (Bent, 2000).

Por otra parte, la manipulacion de rutas metabolicas, es un arte que hasta hace pocos
anos se desarrollaba Unicamente en microorganismos, pero gue ahora se esta volviendo
comun en plantas transgénicas. Gracias al gran impulso de la Genémica se han descubierto
nuevos genes de plantas relacionados al metabolismo, y de la mano con el mejoramiento en
la eficiencia de transformacion de plantas, esta tecnologia se utiliza para generar cultivos con
nuevas caractetisticas de importancia agronomica. Dichas caracteristicas incluyen el
mejoramiento en la calidad del alimento tanto para el humano como para animales, la
produccion en plantas de farmacos y moléculas de utilidad industrial, y la habilidad de las
plantas para defenderse por si mismas de los patogenos y de las condiciones de estrés
abiético (Kinney, 1998).

Manipulacién genética para inhibir la expresiéon de genes: silenciamiento de genes
por RNA antisentido.

El wso de silenciamiento de genes en plantas es una herramienta poderosa en la
transformacion vegeral Desde un punto de vista aplicado, el silenciamiento de genes se
present6 como un obstaculo y se convirtio en un problema para la expresion satisfactoria de
transgenes. Pero mieniras las compaiias biotecnalogicas luchan por encontrar medios pata
evitar el silenciamiento, en el area de la ciencia basica este se ha convertido en un fenémeno
dc interés, ya que no solo sc trata de una respuesta de la planta a los transgenes, sino que
abre una puerta al entendimiento de los mecanismos que las plantas utilizan de manera
natural para modificar la expresion génica con secuencias homélogas de icidos nucleicos,
tanto en ¢l nicleo 2 nivel de DNA como también en el citoplasma como mecanismo de
control para la sobreproduccién de RNA mensajeros o de la replicacién del RNA de
patogenos (Matzke y Matzke, 1995). El uso del silenciamiento de genes es un mecanismo de



control implicado en la resistencia a virus, el mantenimiento del genoma y el control del
desarrollo (Voinnet y Baulcombe, 1997). Dicho silenciamiento puede lievarse a cabo a través
de un bloqueo de la transcmpcion del transgen (silenciamiento transcripcional de genes,
TGS) o a través de una degradacion especifica del RNA del mismo (silenciamiento
postranscripcional de genes, PTGS).

El silenciamiento postranscripcional se descubrid inicialmente en plantas
transgénicas de petunia que sobre expresaban el gen de la chalcona sintasa (chs), y donde
el objetivo del trabajo era la obtencién de plantas con una pigmentacion purpura mas
profunda (Jorgensen er al., 1994). Sin embargo, el resuitado fue inesperado, ya que se
obtuvieron plantas completamente blancas debido a que tanto el transgen chs como el gea
end6geno chs se habian inactivado. Esto es, mediante el fenémeno de cosupresién, en
donde tanto el gen introducido como ¢l gen endégeno homélogo se suprimen de manera
coordinada (Matzke y Matzke, 1993). Cuando los RNAs del] transgen son homélogos a
los RNAs codificados por genes endogenos, ambos tipos de RNA son degradados, en un
fendmeno referido como cosupresion (Fagard et al., 2000). A raiz de que se demostrd que
un RNA antisentido transcrito a partir de una transgen podia regular de manera negativa
la expresion de genes eucariotas, numerosos estudios han aprovechado este fenémeno. Lo
que se espera es que el RNA antisentido (RNAas) hibride con el RNA mensajero
(RNAm) blanco, para formar un RNA mactivo de doble cadena que la célula. elimina
rapidamente (Dougherty y Parks, 1995).

Aunque el PTGS se describié inicialmente ¢n plantas transgénicas, actualmente se
sabe que mecanismos similares se presenian en gran variedad de organismos, como en ¢l
caso de represion en Newrospora crassa, y el RNA de interferencia (RNAI) en
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster y en raton, y existe evidencia genética
de que ¢s un mecanismo molecular commin muy conservado. A pesar de que pueden
diferir algunas especificidades del mecanismo de silenciamiento entre los diferentes
reinos, el dsRNA parece ser un iniciador universal de la interferencia por RNA (RNAi)
(Escobar ef al., 2001). Pot otta parte, la interferencia mediada por dsRNA ¢s un medio
efectivo para dilucidar la funcién de genes en muchos organismos (Chuang y Meyerovitz,
2000).



Estrategias para inducir la expresién de transgenes en respuesta a estrés: el promotor
rd29A.

El andlisis de la expresiéon de genes que se inducen por deshidratactén en Arabidepsis
thaliana mdican que existen al menos cuatro rutas de seiiales independientes que se encienden
por estrés en tespuesta 2 la deshidratacién. Dos son dependientes de acido absisico (ABA) y
dos independientes del mismo. Una de las dos rutas dependientes de ABA se sobrelapa con
una tuta inducible por frio (Kasuga, ef 4, 1999). Con esta ruta se inducen varios genes,
incluyendo el 74294, que comparten una secuencia consenso en su regién promotora, la cual
es indispensable pata inducir su expresién como respuesta a estrés pot frio y deshidratacion.
Esta secuencia (TACCGACAT) se denominada elemento de respuesta a deshidratacion
(DRE), y se encuentra también en las regiones promotoras de otros genes nducibles por
estrés (Liua ef a/, 1998).

Ya se han identificado los genes de .Ambidapsis thaliara que codifican para las proteinas de
union al elemento DRE: DREIA y DREILB. La expresion constitutiva de estos genes en
plantas transgénicas de Arabidopsis bajo el control del promotor 35S del vitus del mosaico
de la coliflor (CaMV), ocasiona una fuerte expresion constitutiva de los genes induados por
esirés, y un incremento en la tolerancia a estrés por congelamiento, salinidad y sequia (L 2
al., 1998). Sin embargo, la sobre expresion de estos genes resulto en un crecimiento muy
pobte de las plantas transgénicas bajo condiciones normales. Para contrarrestar este efecto
negativo de la expresion del gen DREIA, este se expresd bajo la regulacion del mismo
elemento DRE del promotor td29A. De esta manera, al inducir la expresion de DRE1A
unicamente bajo condiciones de estrés, se anularon los efectos negativos y ademas confiné
una tolerancia a condiciones de estrés, ain mayor que la conferida con la expresion del gen

con el promotor del CaMV (Kasuga ef #/, 1999).

Regulacion del metabolismo del carbono: deteccion, sefializacion y distribucion.

Distribuidos ampliamente en la naturaleza, los carbohidratos representan, sobre la base
de masa, la clase mas abundante de biomoléculas organicas sobre la tierra. Los carbohidratos,

también conocidos como sacaridos, comprenden los aziicares simples, sus polimeros y otros



detivados azicar, y se clasifican de acuerdo al mimero de unidades monomeéricas que
conticnen en monosacirdos, disaciridos, oligosaciridos y polisacaridos. 1.2 mayor parte de
estos carbohidratos se acumulan como resultado de la fotosintesis, proceso mediante el cual
ciertos organismos convierten la energia solar en energia quimica e incorporan el biéxido de

carbono atmosférico en forma de catbohidratos.

Los carbohidratos desempefian varios papeles cruaales en los organismos vivos. Son
moléculas reducidas parcialmente, las cuales producen, por oxidacion, la energia necesaria
para conducir los procesos metabolicos; en esta forma los carbohidratos pueden actuar
como moléculas para el almacenamiento de la energia. Los catbohidratos poliméricos
realizan una gama de funciones. Por ejemplo, se les encuentra en las patedes celulares y los
recubnimientos protectores de muchos organismos. Los carbohidratos adosados a las
membranas de las células desempefian un papel en el reconocimiento celular en los procesos
de comunicacién de céhila a célula. Ademads, se encuentran derivados de los azicares en
numerosas moléculas biol6gicas, como antibiéticos, coenzimas y acidos nucléicos (Horton, e
al., 1993).

Practicamente todas las plantas superiores convierten el carbono recientemente fijado en
almidén o en sacarosa, La sacarosa y algunos oligosacdridos derivados de ésta son formas de
carbohidratos que se transiocan y transportan a través del floema hacia los 61ganos de las
plantas que no son fotosintéticos. Estos se llaman organos "vertedero", e incluyen las raices,
las semillas y las bojas j6venes en desarrollo. Asi, en la terminologia comun, los 6rganos
"vertedero” obtienen sacarosa de las hojas "fuente". Algunos carbohidratos se retiencn en la
hojas fuente dutante el dia, cuando no hay fotosiatesis, el almidén se degrada, se convierte
en sacarosa y se utiliza como combustible metabolico pata las propias hojas fuente y otros
érganos de la planta. La sacarosa se sintetiza en el citosol a partit de las triosas fosfato
(gliceraldehido 3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato) que se originan ya sea directamente del

cclo reductor de pentosas fosfato (ciclo RPP) o menos directamente del aimidén (Horton, e#
a., 1993).

La sacarosa, ademas de que es la forma de transporte de carbohidratos en muchas
plantas, también es una molécula movil de sedalizacién importante. Las sefiales mediadas por

azicares se mntegran con una amplia variedad de rutas de sefalizacion para proveer una



distribucion balanceada de metabolitos pata el crecimiento, almacenaje y otras actividades.
Las sefiales mediadas por sacarosa inducen la expresion de genes involucrados en los
ptocesos de almacenaje y reprime la expresion de genes que codifican a componentes de la
fotosintesis para modular el suplemento y asimilacion del fotosintato, y también modulan la
floracién, el ciclo celular, la respuesta a estrés y otras actividades celulares (Bevan ef 4/, 2002).

Trehalosa: metabolismo y funcién,

La trehalosa (a-D-glucopiranosil, 1-1-a-D-glucopitanosida) es un disacirido no reductor
constituido por dos moléculas de glicosa unidas en un enlace a—glucosidico 1-1. Este azicar
se descubri6 originalmente en 1832 por Wiggers en la cascarilla de centeno. Posteriormente,
el quimico francés Berthelot encontré este azicar en el iehals (un mana del desierto de Asia
menor que es producido por el gorgojo del trigo Larinus midificans) y la llamé trehalosa
(Nwaka y Holzer, 1998).

La biosintesis de la erehalosa comprende dos pasos. En el ptimero, 1a enzima trehalosa-6-
fosfato sintasa (TPS) (Glucosa-UDP: D-glucosa-6-fosfato-1-glucosiltransferasa) transfiere un
tesiduo ghucosil de una glicosa-UDP 2 una glucosa-6-fosfato, para producir una molécula de
trehalosa-6-fosfato (t6p). En el segundo paso, este compuesto se convierte a trehalosa y
fosforo morganico (Pi) por la trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP) (trehalosa-G-fosfato
fosfohidrolasa) (Cabib y Leloir, 1958). Por otra parte, la hidrélisis de la trehalosa se puede
llevar a cabo de diferentes maneras: en Euglna gracilis y Pichia fermentans por medio de la
trehalosa fosforilasa; en FEscherichia coli por la fosforilacion y la subsecuente hidrélisis por
medio de la trehalosa-6-fosfato hidrolasa; y en plantas, hongos, anmmales y bactenas, la
trehalosa se degrada por la enzima wehalasa (en Goddijn y Smeekens, 1998).

La trehalosa se encuentra presente en diversos otganismos como bacterias, hongos ¢
msectos (Elbein, 1964), pero en el caso de las plantas solamente se ha encontrado
acumulacién del azticar en plantas vasculares inferiores como Selaginella lepidophylia, v la
angiosperma Mymthammus flabellifoka (Crowe ef al, 1992) ambas llamadas “plantas de la
resutreccion” (Muller es 4/, 1995). Aunque se reporta que la ruta biosintética de la trehalosa
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se encuentra presente en todos los reinos, su baja concentracién en plantas vasculares se
debe a la presencia de la enzima tehalasa enddgena (Goddin y Smeekens, 1998). Dicha
enzima también degrada el disacarido que se deriva de los organismos asociados en la

rizofera, por lo que en leguminosas existe una mayor actividad (Aeschbacher ez a4, 1999).

La trehalosa era cominmente considerada solo como un compuesto de reserva de
catbohidratos, y aunque recientemente se ha demostrado su funcién como un agente
protector para mantener estructuras vitales en el citosol bajo condiciones de esttés, los
mecanismos por los cuales confiere dicha proteccién no estin bien entendidos. Se postuia
que dicho mecanismo de proteccién contra estrés por calor y desecacion es a través de la
estabilizacién de la estructura proteica y las membranas lipidicas (Aeschbacher ef 4/, 1999;
Blizquez ¢/ al., 1998).

Maaipulacién genética de la biosintesis de trehalosa en plantas.

A raiz de que se observd que las lamadas "plantas de la resurreccién” muestran una
elevada tolerancia a sequia, se hipotetiz6 que la introduccién de Ia capacidad para sintetizar
trebalosa en cultivos vegetales podria mejorar su comportamiento bajo dichas condiciones
de estrés (Pilon-Smits ¢f 4/, 1998). Con el prop6sito de mtroducir esta ruta biosintética en
plantas, se desarrollaton plantas transgénicas de papa (Solanum tuberosuri), tabaco (Nicotiana
tabaccwm) (Romero et al, 1997; Goddin ef o/, 1997), y Arabidopsis (De Virgilio e7 @/, 1993),
mediante la introduccion y expresién de los genes codificantes para las enzimas TPS y TPP
(ors4 y/o otsB) de Escherichia coli (Kassen ¢t al., 1994) y levaduras, respectivamente. En el
ptimero de los casos se mtrodujo solamente el gen de la TPS, mientras que en el segundo
trabajo, se mtrodujeron ambos genes o254 y o£sB, pero en ninguno de los casos se obtuvo un

mcremento significativo en la concnetracion de trehalosa.

En base a los reportes referentes a la presencia de actividad trehalasa en gran variedad
de plantas, particularmente en nédulos radiculares de legumbres (Miiller ef 4/, 1992), se
estudi6 el efecto de la inhibicion de trehalasa vtilizando el inhibidot especifico Validamicina
A. Se encontrd no solamente que la inhibicién de dicha enzima permitia una acumulacion de

trehalosa en las plantas, sino que, a pesar de lo que se creia, la capacidad para sintetizar
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trehalosa no estd restringida a clertas especies tolerantes a sequia, y se encuentra también en
angiospetmas. Esta conclusién se derivé como resultado de la inhibicion de la enzima
trehalasa con Validamicina A en plantas silvestres de tabaco, en donde ocasioné un
cremento en la concentracion de trehalosa. Ademas de que tanto en plantas transgénicas
para Ia TPS como en plantas silvestres se enconttd un icremento en la tolerancia a sequia
(Goddijn ¢f al., 1997; Pilon-Smits ¢f al., 1998).

Sin embargo, en los ttabajos donde se sobre expresan los genes TPS y TPP,
induciendo a la acumulacion de trehalosa, se conduce a efectos pleiotrépicos que inchiyen
alteraciones en el crecimiento y en el metabolismo bajo condiciones de crecimiento normal.
Recientemente se reportd la manipulacién genética del arroz para la sobreproduccién de la
enzima bifuncional TPSP (fusion de TPS y TPP) de Escherichia coli (Gatg et al., 2002; Jang ez
al., 2003). Durante el estrés abiodtico, estas plantas transgénicas de arroz tuvieron un
incremento en su acumulacién de trehalosa y mostraron altos niveles de tolerancia a estrés
por salmidad, sequia y baja temperatura, sin presentar una inhibicion en su crecimiento, ya
que al parecer las monocotiledoneas son m4s tolerantes a la trehalosa que las dicotiledoneas

(Garcia ef al,, 1997).

Aunado a los resultados obtenidos en cuanto 2 adqusicion de tolerancia a sequia e
incremento en la acumulacion de trehalosa, en los diversos trabajos realizados se han
encontrado hallazgos que posicionan a este azuicar y su intermediario (t6p) como probables
moléculas sefializadoras en el metabolismo de la planta. Los fenotipos obtenidos mdican que
las plantas que acumulan trehalosa presentan un incremento considerable en su capacidad
fotosintética, incrementando asi la produccién de su biomasa, y sus hojas tienen una mejor

capacidad para retener el agua (Pilon-Smits e7 2/, 1998).

El cultivo de la alfalfa, al ignal que otros cultivos de importancia agronémica en nuestro pais, estd
sometido al estrés impuesto por el medio ambiente adverso, como en el caso del estrés debido al déficit de agua
que puede presemiarse en regiones de temporal, lo que tmplica una disminucion de productividad. En la
naturaleza, uno de los mecanismos de defensa contra los efectos delevéreas del estrés por sequia, es la sintesis
del azgicar trehalosa, que hasia bace pocos anos Se creia presente solamente en organismos menores. A partir
del interés despertado por esta ruta biesimtética, se dio imicio a diversos irabajos para implementar este

mecanismo en plantas mediante ingenteria genética, y aungue pudieron observarse ciertos grados d tolrancia
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al esirés, la acumulaciin del apicar por sobreexpresiin de las ensimas encargadas de su sinfesis no fue
considerable, debide a la presencia endigena de la actividad bidrolitica de la enzima trebalasa. La
acumulacion de trehalosa en plantas ya sea por sobreexpresion de genes de sintesis o por la inbibicidn quimica
de la enzima irchalasa, conduce no solawente a niveles de toleramcia a estrés osmidtico, simo que,
sorpresivamente, mejora el comporiamicnto fotosintético de la planta induciéndola a un mefor desarrolio y
productividad. Es por esto que es importante el establecer una metodologia para la inbibicidn de la ensima
trebalasa con el propsite de obtener dichos fenotipos en cullivos agricolas importantes.
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HIPOTESIS

El incremento de la concentracion de trehalosa en plantas induce una mayot actividad
fotosintética. Los niveles de tichalosa en las plantas son regulados por degradacion
enzimatica mediada por la trehalasa. La inhibicion quimica de la enzima trehalasa permite Ia
acumulacién de trehalosa. Por lo tanto  es posible que la inhibicion de la engima trebalasa por
transgénests de RINA antisentido mejore la actividad fotosintética y desarrollo de la planta.
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OBJETIVOS

Objetivo General,

Determinar si la expresion transgénica de un RNA anusentdo para trehalasa

mejora el crecimiento y desarrollo de las plantas transgénicas.

Objetivos Especificos.
i. Clonar el DNA complementario (cDNA) de la enzima trehalasa de alfalfa.

2. Clonar la secuencia promotora rd29A de Arabidopsis thaliana.

3. Clonar la secuencia antisentido del cDNA de la trehalasa de alfalfa bajo el control del
promotor inducible rd29A (rd29A-TREas) y del promotor constituavo 355 CaMV
(35S-TREas).

4. Obtener plantas transgénicas de tabaco para los genes rtd29A-TREas y 35S8-TREas, asi
como para sus respectivos controles (rd29A:GUS y 358:GUS).

5. Cuantificar la actividad enzimdtica de trchalasa en las plantas transgénicas bajo

condicionales normales 7 #fro.

6. Analizar las lineas transgénicas en cuanto a crecimiento y desatrollo i v,
7. Analizar la auxotrofia por sacarosa comiun en plantas de tabaco propagadas 7z wim,

asi como el comportamiento de sus azdcares.
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MATERIAL Y METODOS

Ya que el principal objetivo es evaluar en tabaco una estrategia para mejorar la
capacidad de crecamiento y desarrollo por medio de la inhibicion de la enzima trehalasa
mediante RNA antisentido, se clond para ello el cDNA de la trehalasa de alfalfa y se expreso
su secuencia antisentido en plantas de tabaco, tanto de manera consttutiva con el promotor
358, como de manera inducible por estrés osmotico con el promotor rd29A. La informacion
de los mapas plasmidicos y las secuencias tnanipuladas en el desarrollo de esta metodologia
se describen en los Anexos I y II, respectivamente, asi como las técnicas, protocolos y
solucionies citados de Protocolos (Anexo III).

En la construccién de los plismidos recombinantes, los procesos de restticcion
enzimitica por endonucleasa y la higacién de DNA, asi como en el caso de los sistemas de
sintesis de cDNA (AM-RT Avian Enhanced"™ SIGMA y GeneRacer™ Invitrogen, Inc.) se
Ievaron a cabo sigwendo las instrucciones y recomendaciones de los fabricantes de las
diferentes enzimas y reactivos utilizados. Las enzimas de digestién manipuladas son New
Englan Biolabs, Inc. Los productos de digestion de DNA utilizados para la subclonacion, se
purificaron a partir de un gel de agarosa/TAE (200mM Tuds, 5.7% 4cido acético, SmM
EDTA pH8.0) mediante la extraccion con un volumen de fenokcloroformo y precipitacion
con isopropanol

Los plasmidos obtenidos de la ligacion de fragmentos, se introdujeron por choque
térmico a células calcio competentes de E. ek DH5a, JM109 o One Shot"™ (Invitrogen)
(Sambrook y Russell, 2000), seleccionadas en medio LB con antibiético. La extraccién y
putificacién de DNA plasmidico a pequefia escala se realizé con el protocolo de Birnboim
por lisis alcalina (Sambrook y Russell, 2000), mientras que la extraccion a mediana escala
(midipreparacion) se tealiz6 con el sistema de purificacién Nucleo Bond™® (Clontech, Inc.).

La secuenciacion de los fragmentos obtenidos por RT-PCR, 3'RACE y
GeneRacer™, se realizd en el Laboratorio de Quimica del DNA del CINVESTAV-Irapuato,
a partir de una midipreparacién. La sintesis de oligonucleotidos se solicitd de manera
indistinta a Genosys-SIGMA y Opeton-Quiagen.
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Clonacion y analisis del DNA complementario (cDNA) de la enzima trehalasa de
alfalfa.

Con €l fin de obtener la secuencia antsentdo de 2 enzima wrehalasa de alfalfa
requerida para la estrategia propuesta de inhibicion, se procedio a clonar el cDNA de la
misma. Debido a que dicha secuencia de cDNA no esta reportada para alfalfa, se procedié
micialmente a amplificar un fragmento intemno de ésta mediante la técnica de RT-PCR. Para
este  fin  se  utlizaron  los  oligonudedtidos  degenerados Tre300 5
TATTAYTGGGATTICYTATTGG 3' y Tte351 5' CTGTTASTRTATRAWGCTCT 3, que
fueron disefiados en base a una regién conservada entre las secuencias codificantes
reportadas en el banco de dates (Entrez, NCBI) para la enzima trehalasa de Arabidopsis
(Arabidopsis thatiana; acceso AAF22127), papa (Solanum iuberosum, acceso A67882) y soya
(Glycine max; acceso AAD22970). El alineamiento de las secuencias se hizo utilizando el
método Clustal (SoftWare DNA Star).

Amplificacién de la secuenciz interna del cDNA de la trehalasa de alfalfa.

La amplificacién del cDNA se realizé con el sistema AMV-RT'® Enhanced Avian
(SIGMA), partiendo de 1 pug de RNA total extraido de tejido total de plantulas de alfalfa
(variedad CUF-101) germinadas ## vifro en medio MS™ (Mutashige y Skooge mezcla de sales.
SIGMA) segiin el protocolo de Tti Reagent"™. Las semilias fueron propotcionadas por el
CELALA/INIFAP. Postetiormente, el RNA extraido se analizé por electroforésis en gel de
agarosa 1%/TBE (90mM Tris, 90mM icido bérico, 2mM EDTA pH 8.0)/DEPC y se tifié
con bromuro de etidio, para visulazar su calidad (Sambrook y Russell, 2001) en un
transiluminador de luz UV EPI-Chemi Darkroom™ (UVP Laboratory Products).

Posteriormente, se realizaron mediciones en un espectrofotémetro UV-vis MINT 1240

(Shimadzu, Inc.), para determinar la cantidad de RNA mediante Abs,,,,., y la concentracién
de RNA se ajust6 2 500ng/pl en todas las muestras.

Para ]a reaccion de RT se utihizaron las condiciones indicadas por el fabricante,
utilizando el oligo d[T]™® (SIGMA). Posterior a la sintesis de cDNA, se llevé a cabo la
amplificacién por PCR en un termociclador PTC-100™ (M] Research, Inc.), utilizando los
oligos degenerados Tre300 y Tre351 (Tabla 1).

! Anexo I
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Tabla 1. Componentes de reaccidon y condiciones de amplificacién para el fragmento
interno de la trehalasa de alfalfa a partir de cDNA.

REACCION CONDICIONES
cDNA
dNTPs 10mM 1x (94°C 3 min)

oligo Tre300 100ng/pt 5x (94°C 1 min; 55°C 1 min; 72°C 1 min)

oligo Tre351 100ng/pul 30x (94°C 1 min; 50°C 1 min; 72°C 1 min)
Taq 1x (72°C 8 min)
buffer PCR 10x

agua

volumen

Posteriormente, la secuencia interna obtenida por RT-PCR fue clonada en el vector
pGEM-T Easy Vector'™® (Promega, Inc. Mapa 1)°, originando el plasmido pGEM-TRE, que
fue purificado para su caracterizacion enzimatca con EwRI y para su posterior
secuenciacion. En base a la secuencia obtenida, se disefiaron oligonucledtidos especificos
para amplificar los extremos 3' y 5' del cDNA.

Cbtencion del extremo 3' del cDNA de 1a trehalasa de alfalfa,

Para el protocolo de 3’RACE’ se utilizé el cDNA sintetizado anteriormente. Con este
cDNA se procedié a una primera amplificacién por PCR, utilizando los oligos especificos
3Tre300 (5-ACCAATCICATTICATTGAT-3) y S5TI8HXS (5-GTCGACTCTAG
AAGCIT];;-3") (Tabla 2).

A esta amplificacién siguid un PCR semianidado, vulizando los oligos especificos
3Tre320 (5'-CGGGTITGTGCITAATGGTG-3") y 5T18HXS (Tabla 3). La secuencia
amplificada se cloné en el vector TOPO TA pCR21™ (lavitrogen, Inc. Mapa 2)*,
originando el plismido TOPO-3Tre, el cual fue purificado para su caracterizacién enzimatica
EoRI y su posterior secuenciacion y manipulacion.

2 Anexo
* Anexo HI
* Anexo [
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Tabla 2. Componentes de reaccion y condiciones de amplificacién para el primer PCR del
protocolo 3’RACE para la trehalasa de alfalfa.

REACCION CONDICIONES
cDNA 3.0 ut
dNTPs 10mM 1.0 1x (94°C 3 min)

oligo 3Tre300 100ng/d 1.0l 5z (94°C 1 min; 42°C 1 min; 72°C 3 min)

oligo ST18HXS 100ng/ul 1.0 pl 30x (94°C 1 min; 50°C 1 min; 72°C 3 min)
Tag 1.0 pl 1z (72°C 8 min)

buffer PCR 10x 1.0
agua 420
volumen 50.0 pi

Tabla 3. Componentes de reaccién y condiciones de amplificaciéon para el PCR
semianidado del protocolo 3RACE pam la trehalasa de alfalfa.

REACCION CONDICIONES
producto de PCR 3.0 ul
DNTPs 10mM 1.0l 1x (94°C 3 min)

oligo Tre320 100ng/pl 1.0 ul 5% (94°C 1 min; 45°C 1 min; 72°C 75 seg)

oligo 5T18HXS 1000g/pl 1.0 ul 30x (94°C 1 min; 57°C 1 min; 72°C 75 seg)
Taq 1.0 ul 1x (72°C 8 min)
buffer PCR 10x 1.0 pl

agua 42.0
volumen 50.0 pl

Obtencién del extremo 5' del cDNA de s trehalasa de alfalfa.

Para la obtencién del extremo 5' del cDNA de la trehalasa de alfalfa se utlizé el
sistema GeneRacer™, el cual se basa en la obtencién de moléculas completas de RNA
mensajero y su subsecuente modificacién en el extremo 5'. Para ello, el RNA total de la
muestra es sometido a una desfosforilacion en su extremo 5' con lo que se excluye del
proceso a las molécnlas truncadas; en seguida, los RNAm completos son decapitados

(temocién de la estructura CAP) y posteriormente ligados por su extremo 5' al oligo de RNA
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Gene Racer™.  En este protocolo se partid de 3ug del RNA toral manejado con
anterioridad, signiendo las indicaciones del fabricante para la desfosforilacion del RNA, la
remocion de la estructura CAP y su subsecuente ligacion. A partir de este RNAm
modificado, se procedi6 a la sintesis de la cadena complementaria (cDNA) utilizando el
sisterna AMV-RT™ (SIGMA) el cual se utilizé como templado en $a amplificacién por PCR
utilizando los oligos GeneRacer5™ (5-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3) y
5Tte350 (5-AAACCCGTATTCCTCAATCA-3) (Tabla 4).

Tabla 4, Componentes de reaccién y condiciones de amplificacién para el PCR del
protocolo GeneRacer para la trchalasa de alfalfa.

REACCION CONDICIONES
<DNA 3.0
dNTPs 10mM 1.0l 1x (94°C 3 min)

oligo 5Tre350 100ng/pl 1.0 5% (94°C 1 min; 45°C 1 min; 72°C 75 seg)

oligo GR5" 100ng/pl 1.0u 30x (94°C 1 min; 57°C 1 min; 72°C 75 seg)
Taq 1.0l 1x (72°C 8 min)
buffer PCR 10x 1.0l

agua 420 pl
volumen 50.0 pi

La secuencia amplificada se cloné en el vector TOPO TA pCR2.1%%, dando lugar al
plismido TOPO-5T'e, el cual fuc purificado para su caracterizacién enzimatica con EcwRIT y

s5u posterior secueniciacion y manipulacion.

isis estructural de la secuencia del cDONA de la trehalasa de 4
Después de obtener la secuencia completa de cDNA de trehalasa de alfalfa, se
procedié a su analisis, para lo cual se llev6 a cabo un alineamiento de la misma con las
secuencias reportadas anteriormente para Arabidapsis, soya y papa, y con la de arroz
recientemente reportada (acceso AAG13442), utilizando el método Clustal (DNA Star). De
esta manera se determiné el porcentaje de homologia entre especies y se ubicaron las
fregiones consetvadas entre las mismas, lo que pertnite llevar a cabo una genealogia de las

mismas.
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alisis de expresion_espacial del gen de la tr a de alfalfa.

Posterior al andlisis de la estructura de la secuencia, procedimos a hacer un anilisis de
expresion espacial de este gen en plantas de alfalfa, para lo cual se extrajo RNA total segun el
método del TriReagent™™ de los diferentes 61ganos por separado (flor, F; brote apical, BA;
hoja, H; nodo, N; intemodo, 1; y raiz, R). Posterior al anabsis cualitativo por ¢lectroforesis en
agarosa 1%/TBE DEPC (SIGMA), se procedio a determinar la concentracién de RNA por
medio de espectrofotometria a AbsSy,., Las muestras se ajustaron a una concentracion de
Tpg/pl, v se llevé a cabo la sintesis de cDNA con el sistema AMV-RTY (SIGMA),
utilizando 1 pg de RNA total. A partir del cDNA obtenido, se realiz6 la amplificacién de un
fragmento de 560 pb de la secuencia de la trehalasa, utilizando los oligos especificos 3Tte300
y TreNsiRw (5-TTGATITAAATGCATTTCTACCCGGG-3'), segin se muestra (Tabla 5).

Tabla 5. Componentes de reaccién y condiciones de amplificacién para el fmgmemo de
560 pb de la trehalasa de alfalfa.

REACCION CONDICIONES
cDNA 3.0 pl
dNTPs 10mM 1.0 1x (94°C 3 min)

oligo 3Tre320 100ng/ut 1.0l 35x (94°C 1 tmin; 52°C 1 min; 72°C 30 seg)

oligo ST18HXS 100ng/yd 1.0 pl 1x (72°C 8 min)
Tagq 1.0 pl
buffer PCR 10x 1.0 pl

agua 420 ul
volumen 50.0

Como control de Ja expresiéon se amplificé un fragmento del gen de la B-tubulina de
alfalfa, con el par de oligos disefiados a partir de la secuencia reportada (Acceso AJ319667):
MS b-tubFw (5-GAACTCACACAGCAAATGTGGG-3) y MS b-tubRw (5“AGATCGT
TCATGTTGCTCTCCG-3'), segiin se muestra en la Tabla 6. Estos oligos amplifican una
secuencia de 400 pb de dicho gen.
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Tabla 6. Componentes de reaccién y condiciones de amplificacion para la secuencia de la
-tubulina.

REACCION CONDICIONES

producto de PCR 3.0 pi
dNTPs 10mM 10 1x (94°C 3 min)
oligo b-tubFw 100ng/ul 1.0 ul 35z (94°C 1 min; 52°C 1 min; 72°C 30 seg)

oligo b-tubRw 100ng/pt 1.0 pl 1x (72°C 8 min)
Taq 1.0 ud
buffer PCR 10x 1.0

agua 420l
volumen 50.0 ut

Clonacién de la secuencia promotora td29A de Arabidopsis thaliana en un vector de
expresion en plantas.

Para poder dirigir la expresién del antisentido de trehalasa de manera inducible pot
condiciones de estrés osmotico y evitar asi los efectos adversos teportados como resultado
de la acumulacion constitutiva de la trehalosa, se procedié a clonar la secuencia promotora

del gen de respuesta a estrés rd29.4 de A. thaluana.

Amplificacion de la secuencia promotora rd29A.
Para el fin propuesto, se amplifico por PCR la secuencia promotora rd29A4 a partir de

DNA genémico extraido® de tejido foliar de plintulas de Arabidopsis germinadas 7 vifrs en
medio MS. Las semillas fueron proporcionadas por el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM-Cuernavaca. Para la amplificacion se disefiaton los oligos Frd29Hind (5™
AAGCTTGGAGGAGCCATAGATGCA-3) y Red29Xba (5-TCTAGATTTTTITICTTIC
CAATAG-3"), en base 2 la secuencia promotora reportada (acceso 1D13044). Este par de
oligos amplifican el fragmento comprendido del nucleétido 4563 al 5504, y lo flanquean con
los sittos HindlI1 y Xbal.

* Anexo Il
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La secnencia amplificada no contiene Ja secuencia del elemento de respuesta a ABA
de la secuencia promotora completa. El producto de PCR de la reaccién mostrada en la

Tabla 7, se cloné en el vector TOPO TA pCR2.1™ para dar lugar al plasmido TOPO-rd29.

Tabla 7. Componentes de reaccién y condiciones de amplificacion para la secuencia
promotora rd29A a partir de DNA genémico de A thakana.

REACCION CONDICIONES
DNA genomico 1.0u
dNTPs 10mM 1.0 ui 1x (94°C 3 min)

oligo Frd29Hind 100ag/id 1.0 1l 35x (94°C 1 min; gradiente de 50- 52-54 y

oligo Rrd29Xba 100ng/ul 1.0 56°C 1 min; 72°C 75 seg)
Taq 10l 1x (72°C 8 min)

buffer PCR 10x 1.0
agua 42.0 Wi
volumen 50.0 w

Clonacién del promotor rd29A en un vector de expresién en plactas.
Posteriormente la secuencia promotora rd29A se liberd del vector TOPOrd29

mediante una digestion enzimatica con las endonucleasas HindlIl y Xbal, y se subcloné en
los mismos sitios del vector pBI-121** (Clontech, Inc. Mapa 5)°. En dicho vector, rd29A
sustituye al promotor 355 CaMV, dando lugar a la construccdn prd29A:GUS.

Clonacion de la secuencia de Ja trehalasa ¢n antisentido bajo el control de los
promotores 358 CaMV y rd29A.

Para expresar en plantas la secuencia de trehalasz en antisentido bajo los promotores
358 y rd29A, se selecciond primeramente un fragmento interno de 560 pb de la secuencia,
que incluye pequeiias regiones conservadas entre las diferentes trehalasas de plantas.

¢ Anexo |
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Amplificacion de la secuencia trebalasa a utilizarse como antisentido.
Para obtener los vectores para la inhibicion de la expresion de la trehalasa por

antisentido en plantas, sc diseié un par de oligonucleétidos que amplifican el fragmento
interno seleccionado, y lo flanqueado con los sitios Sal (en el extremo 5% y Xbal (en el
extremo 3). Esta secuencia se amplificé segiin la reaccion de la Tabla 8, a partir de DNA
plasmidico del vector TOPO-3Tre.

El producto de PCR fue clonado en el vector TOPO TA pCR2.1™, dando lugar 2
los plasmidos TOPO-tre560s y TOPO-tre560as, debido a la insercion del fragmento en
ambos sentidos deptro del vector. La direccion del fragmento se determiné mediante
digestion Ny, con respecto a los sitios Sad y Xb4l del plasmido {(direccion sentdo: Sac-Xba;
direccion antisentido: Xba-Sac).

Tabla 8. Componentes de reaccién y condicones de amplificacién para el fragmento
intetno de 560 pb de la trehalasa de alfalfa.

REACCION CONDICIONES
plismido 3Tre 10ng/pl 1.0 ul
dNTPs 10mM 1.0l ix (94°C 3 min)

oligo 3Tre300  100ng/ul 1.0 pl 35z (94°C 1 min; 56°C 1 min; 72°C 75 seg)
oligo TreNsiRw 1000g/pd 104 | 1z (72°C 8 min)

Tag 1.0 ul
buffer PCR 10x 1.0l

agua 420 pl
volumen 50.0 ul

expresion en plantas.

Para dirigit la secuencia de trehalasa en ofientacion antisentido en los plismidos con
los promotores 358 (pBI-121) y td29A (prd29A:GUS), dicho fragmento de trehalasa se
libers del vector TOPO Tre560s mediante digestién Sad-X44l, y se subelond en los mismos
sitios de restriccidon Xbal y Sal de dichos plismidos, dando lgar a los plasmidos
p35S:TreAS y prd29:TreAS. En ambos vectores, el fragmento antisentido sustituye al gen
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GUS y es precedido por la regién NOS ter (tegién terminadora del gen de la nopalina

Sintasa).

Obtencion de plantas transgénicas de tabaco para las construcciones
rd29A:TREas y 355:TREas, y sus respectivos controles: rd29A:GUS y 35S:GUS.

Para obtener plantas transgénicas de tabaco (IN. Zebacum L. cv Xhanti) que expresen el
anusentido de la enzima trehalasa, bajo el control de los promotores 35S y rd29A, los
plismidos p35S-TREas y prd29A:TREas se integraron mediante biobalistica a explantes de
tabaco creciendo en cultivo axénico (proporcionadas por el CINVESTAV-Irapuato). Con el
objetivo de evaluar las lineas transformantes, tanto en la actividad enzimaitica trehalasa como
en su fenotipo de crecimiento y desarrollo, se obtuvieron también lineas transgénicas
controles de tabaco, que ltevan los plismidos pBI-121 (355:GUS) y prd29A:GUS.

Prepatacion y bombardeo de micro pacticulas con DNA.
Para el bombardeo de las particulas/DNA se utilizé el sistema de Helio de alia

presiéa PDS 1000-He™, La preparacion de las particulas de tungsteno, el recubrimiento con
el DNA y los parimetros de bombardeo (Tabla 9), se realizaron segun el protocolo
publicado por Cabrera e o/ (1997)’, utilizando 6 cajas por cada construccién de DNA
bombardeada.

Tabla 9. Parimetros de bombardeo de particulas de DNA en la transformacion de tabaco con
las construcciones p35S:TREas, ptd29:TREas, p358:GUS y prd29:GUS.

Presion de bombardeo 800 psi

Numero de disparos por placa 1

Tamafio de particulas M10 (0.73 pmy)
Concentracion de particulas 125 pg/disparo
Concentracién de DNA 1.67 pg/disparo
Vacio 0.07 Atmosferas
Distancia recorrida por particulas 7.0 cm

7 Anexo 11
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Regeneracion y cultivo de tejidos de plantas transformanges.
La regeneraciéon de las plantas transgénicas se llevé a cabo segun el protocolo de

Hetrera y Simpson (1988)° utilizando Kanamicina 200mg/L como agente de seleccién.
Tanto la regeneracion como la propagacion 7 vro de las lineas transformantes, se llevaron a
cabo en el Laboratorio de Transformacion de Plantas del CINVESTAV /Irapuato, y en ¢l
Laboratotio de Manipulacion Genética de la FCB/UANL.

Deteccion de los transgenes en las lineas transformantes.

Después de obtener plantas por seleccién a kanamicina a partr del bombardeo de las
diferentes construcciones manipuladas, se procedi6 a detectar Ja integracién de los transgenes
en el genoma de las plantas mediante amplificacién por PCR de las secuencias TREas y
GUS. Para ello, se utilizaron los oligonuclestidos 3Tre300 y TreNsiRw que amplifican la
secuencia TREas, y se diseié el par de oligos GUS-Fw (5-ATGCAT
GATATCTACCCGCTTCGCGT-3") y GUS Rw (5-CCCGGGTTGTTTGCCTCCCTG
CTGCG-3’) para amplificar una secuencia interna de 1.0 Xb del gen GUS. A partir de DNA
gendmico extraido de las diferentes lincas transgénicas, se llevaron a cabo las reacciones de

PCR segiin se indican en las Tablas 10 y 11, respectivamente.

Tabla 10. Componentes de reaccén y condiciones de amplificacién para el transgen
TREas de 560 pb en las lineas transgénicas para ¢l antisentido.

REACCION CONDICIONES
DNA genémico 1.0l
dNTPs 10mM 1.0 ix (94°C 3 min)

oligo 3Tre300  100ng/pl 1.0 pl 35% (94°C 1 min; 53°C 1 mun; 72°C 45 seg)

oligo TreNsiRw 100ng/pl 1.0 ul 1x (72°C 8 min)
Taq 1.0 d
buffer PCR 10x 10w

agua 420
volumen 50.0

3 Anexo II1
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Tabla 11. Componentes de teaccion y condiciones de amplificacion para una secuencia
interna de 1.0 Kb del transgen GUS en las lineas transgénicas control.

REACCION CONDICIONES
DNA genémico 1.0
dNTPs 10mM 1.0l 1x (94°C 3 min)

oligo GUS Fw  100ng/pl 1.0 pl 35x (94°C 1 min; 54°C 1 min; 72°C 1 min)

oligo GUS Rw 100ng/pl 1.0 pd 1z (72°C 8 min)
Taq 10
buffer PCR 10x 1.0
agua 4201
volumen 50.0

Determinacién de la actividad trehalasa en plantas.

Para evaluar si la estrategia de inhibicion por antisentido disminuye la actividad
trehalasa en las lineas transgenicas, se realizd un ensayo enzimatico para cuantificar la
cantidad de glucosa obtenida de una solucion J0mM de trehalosa pura (SIGMA) por medio
de la enzima trehalasa presente en el extracto vegetal (Dalqyist, 1964)’. Para determinar a
produccién de glucosa se utilizé el sistema GO Assay’® (SIGMA)". La cuantificacién de
glucosa se realizé en un espectrofotometro UV-vis MINI 1240™ (Shimadzu, Inc) a
Absgy,. La cantidad de glicosa se ajust6é a la concentracion de proteina del extracto

cuantificada segiin el método Bradford.

Para este ensayo, tanto a las lineas 358:TREas como 2 las lineas rd29A:TREas, asi
como a las de sus respectivos controles y a plantas de tabaco silvestre, todas de Ja misma
edad y mantenidas /7 wir, se les evalud su actividad enzimatica trehalasa. Los extractos
vegetales preparados para dichos ensayos se obtuvieron a partir de 1 gr de tejido vegetal

Como control positivo de estas reacciones se utilizo trehalasa porcina pura (SIGMA).

® Anexo 111
1 Anexo I
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Anjlisis del desarrollo, auxotrofia por sacarosa y comportamiento de azicares de las
lineas transgénicas n viiro.

Con el fin de evaluar si la expresion del antisentido conduce a cambios significativos
en ¢l desarrollo de la planta, se observé i vitr e} desarrollo de plantas de las diferentes lineas
transgénicas y de tabaco silvestre. Los parametros a observar y comparar fueron la diferencia

en velocidad de crecimiento y la diferencia en vigorosidad.

Con el fin de evaluar si la expresion del antisentido confiere a las plantas de tabaco un
mejor desarrollo iz #trv en ausencia de sacarosa (fuente de catbono comiin necesaria en
cultivo de tejidos de tabaco por sn auxotrofia in #/m), se observo el desarrollo de plantas de
las diferentes lineas transgénicas asi como de tabaco silvestre, por un perdodo de 4 semanas
en €} mismo medio de cultivo. Los patametros a observar y comparar fueron la diferencia en

velocidad de crecimiento y la diferencia en vigorosidad.

Por otra parte, en un ensayo prehminar, para observar diferencias en el
comportamiento de aziicares, se llevd a cabo un ensayo de cromatografia en capa fina (TLC,
por sus siglas en inglés Thin Layer Chromatography), para lo cual se siguié el protocolo
propuesto por Haer (1969)", utlizando placas preparativas de silica preadsorbente
Uniplate™® de 250um de grosor (Alltech, Inc.). Se utilizaron estindares de glucosa, maltosa,
sacarosa y/o trehalosa ai 0.1% (Research Organics, Inc.)

Finalmente, en otro ensayo preliminat pata evaluar la auxotrofia a sacarosa, se
procedi6é a diferenciar plantas a partic de tejido foliar de dos lineas transgénicas para
antisentido y una linea control transgénica, en medio IBA sin sacarosa, con incubacidén
normal 2 26°C y fotoperiodo de 16 hotas luz/8 hrs oscuridad.

" Anexo [
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RESULTADOS

Clonacion y anilisis del DNA complementario (cDNA) de 1a enzima trehalasa de alfalfa.
Puesto que se desconocia la secuencia del cDNA de trehalasa de alfalfa, procedimos

micialmente a analizar secuendias pucleotidicas de las trehalasas de plantas ya reportadas en las

bancos de secuencias de DNA, con el fin de identificar una region conservada entre ellas que nos

permitiera el disefio de oligonucleétidos para su amplificacion.

partir de alfalfa.

Como se mmestra en la Figura 1, se compararon las secuencias codificantes de las
trehalasas de papa, soya y A thakana, mediante el método Clustal del programa MegAlign™®, y se
encontrd una regién que es la mas conservada entre dichas especies. En dicho alineamiento, las
secuencias de cada especie se posicionan en base a su homologia y se indica el namero de
nucleétido correspondiente a2 cada una de ellas. Como se observa en las bases nucleotidicas
marcadas en color rojo, se tienen dos regiones de aproximadamente 20 nucledtidos con mayor
homologia que el resto de la secuencia mostrada. Dichas regiones nos permitieron ¢l disenio de
oligonucledtidos degenerados que se indican en color azul, y que amplifican 146 pb de la

secuencia.

En base al alineamiento antetior se disefaron los oligos Tre300 (5-TATTAYTG
GGATTCYTATTGG-3") y Ttre351 (5-CIGTTASTRTATRAWGCTCT-3), que se utihizaron
para amplificar esta regién a partir de RNA de alfalfa mediante una reaccién de RT-PCR. Para
esto inicialmente se obtuvo RNA total de plantas completas de alfalfa germinadas iz s
(vardedad CUF-101) con el protocolo del TriReagent ™. En la Figura 2 se observa el RNA
punificado de alfalfa, donde son evidentes los RNA obosomales 28S y 188, lo cual indica que se

obtuvo RNA en buenas condiciones.
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SOYA 605 CGCGAGGTTT ATTACTGGGA TTCCTATTGG GTTATTAGGE 644
PAPA 711 ABGGAGGTTT ATTATTGGGA TTCTTATTGG GTAARTARAGGG 750
ARABIDOPSIS 676 AGAGAAGTCT ATTACTGGGA TTCTTATTGG GTCATCARAG 715
CONSENSO GA GT T ATTA TGGGA TTC TATIGG GT AT A
Qligo Tre300 5't attaytggga ttecytattgg gt

SOoYa 645 GCCTGCTGGC CAGTCAAATG CATGACACAG CTARGGCTAT 684
PAPA 751 GTTTGTTAGC AAGCAARATG TATGRAACTG CAAARAGGGAT 790
ARABIDOPSIS 716 GACTTATGAC GAGTCAAATG TTCACTACCG CCAAAGGTTT 755
CONSENSO sz T T C AG JAATG AC G C AAAG T wes
SOYA 685 TGTCACCBAT CTCATTTCCT TGATAGATAA ATATGGCTTT 724
PAPA 791 TGTGACTAAT CTGGTTTCTC TGATAGATCA ATTTGGTTAT 830
ARABIDOPSIS 756 AGTGACGAAT TTGTGGAGAC TTATGGITAC GCTTTGAACG 795
CONSENSQ G AC AAT T TATGT T G
SOYA 725 GTTCTTAATG GGGCTAGAGC TTIACTACACT AACAGGAGCC 764
PAPA 831 GTTCTTRACG GTGCRAGAGC ATACTACAGT AACAGRAGTC 870
ARABIDOPSIS 796 GCTTTGAACG GTGCTAGAGC TTATTATACT AACAGAAGCC 835
CONSENSO GTTAA G G GC AGAGC TA TA A T AACAG AG C ...
cadena complementaria 3' TCTCG AT AT T A TTGIC &’

Oligo

Tre351 3' tctegwatratrtsa ttgtc 5'

Figura 1. Homologia entre las secuendas codificantes de trehalasas de origen vegetal
reportadas: soya (nt 605-764), papa (nt 711- 870), Arabidopsis (nt 676-835). En rojo se
muestra los nucleotidos consenso. En azul se muestra la secuencia de los oligonucle6tidos
degenerados para amplificar la secuencia de 146 pb comprendida entre ambas regiones
consetvadas. nt = nucleotido, pb = par de base nucleotidica.

Figura 2. Extraccién de RNA total de alfalfa (variedad
CUF-101), con el reactivo TtiReagent. Lineas 1-3: 5ul de
muesira de tres extracciones independientes.

1t pg de este RNA fue utilizado para la reaccion de RT-PCR utilizando los

oligonucledtidos Tte300 y Tre350. Inicialmente, el producto de la reaccion de la transcripcidn
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reversa se sometid a una reaccién de PCR utilizando un gradiente de tempetaturas en el paso de
hibridacién de los oligos (Figura 3A). Con este procedimiento se observd la amplificacién de un
fragmento de cerca de 150 pb a 52 y 54°C, el cual cotresponde 2l tamafio esperado de la regién
consetvada eatre las diferentes trehalasas. En base a este experimento seleccionamos la
temperatura de 54°C para hacer una nueva amplificacién de la regién (Figura 3B) logrando

amplificar nuevamente un fragmento del tamafio esperado de 150 pb.

B1 2 3

Figura 3. Amplificacion por RT-PCR de un fragmento interno del cDNA de la trehalasa
de alfalfa. A, PCR de gradientes de temperatura: carril 1, marcador 125 pb (BioLine);
carril 2, marcador 1 Kb (GIBCO); carrles 3-8, producto de amplificacion PCR en
gradienie de las temperaturas 62°C, 60°C, 58°C, 56°C, 54°C y 52°C, respectivamente. B,
PCR 2 temperatura 54°C: carril 1, marcador 125 pb; carriles 2 y 3, productio PCR.

El producto de PCR amplificado se ligd en el vector de clonacion pGEM-T Easy Vector,
para obtener el plismido pGEM-TRE' (Mapa 5). Este plismido se caracterizé mediante digestion
enzimatica EcoRl, como se observa en la Figura 3, donde se muestra el fragmento de PCR de
150 pb liberado del vector TOPO pCRZ.IMR de 3.9 Kb. A dicho plasmido se le determino la
secuencia nucleotidica para corroborar que realmente se trataba de la secuencia de trehalasa. El
resultado confirmd que el producto de PCR amplificado era homdlogo a los cDNAs de trehalasa
ya reporiados (Secuencia 1)°.

! Anexo 1
2 Anexo i
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Figura 4. Caracterizacién del plasmido pGEM-TRE 3.0 ﬁ
mediante digestibn enzimatica EaRI. catrl 1, plasmido
pGEM-TRE digerido con E@RL banda superor
cotrespondiente al plismido, banda infetior de 150pb
cotrespondiente al fragmento de PCR clonado; carml 2, 459 pb
plasmido pTRE sin digerit; linea 3) marcador de 1 kb.

Obtencién del extremo 3' del cDNA de la trebalasa de alfalfa.

Después de obtenet la secuencia interna del cDNA de la trehalasa de alfalfa, se procedic a
amplificar los extremos del mismo. Para ello se siguié la estrategia de 3' RACE (Rapid
Amplification of cDNA Ends), como se muestra en la Figura 5.

5 Alineamiento de secuencias de trehalasa de plantas poliA 3'

—_— €«
Tre300 Tre35]

RT-PCR de RNA de alfaifa

5 Secuencia de trehalasa de Alfalfa poliA 3'
150 pb (
PCR
5 3Tre300 STIS8HXS
PCR semianidado
5 3Tre320 STI8HXS

Figura 5. Esquema de las estrategias 3' RACE para Ia obtencion del extremo 3' del cDNA de
la trehalasa de alfalfa. En rojo: longitud consenso de las secuencas de las trehalasas de
planta. Caja en diagonales: region conservada de 146 pb. En verde oscuro: regién conservada
de 146 pb amplificada en alfalfa. En azul claro: estrategia 3’'RACE. Linea imntermitente:
longitud esperada. Flechas: corresponden a la posicién de los oligos disefiados.
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Para seguir la estrategia 3' RACE, se disefiaron los oligonucleotidos especificos a pattir de
la secuencia interna de 146 pb obtenida (segin se muestra en la Figura 5), 3Tre300 (5'-
ACCAATCTCATTTCATTGAT-3) y 3Tre320 (5-CGGGTITGTGCTTAATGGTG-3", y un
oligo para hibridar a Ia cadena de PoliA 5T18HXS (5-GTCGACTCTAG AAGC[T},s-3).

Apartir del ¢cDNA amplificado con el oligonucledtido dT[23]"® en la reaccién de
transcripcion reversa con el sistema AMV-RT, se obtuvo en una primera reaccién de PCR con
los oligos 3Tre300 y 5T18HXS una amplificacion de DNA no especifica, como se observa en la
Figuta 6A, con una temperatura de 50°C de alineamiento de oligonucleétidos y un tiempo de
sintesis de DNA de 3 min. A partir de este producto de amplificacion, se prosiguid con una
reacci6n de PCR semianidada con los oligos 3Tte320 y 5T18HXS y una temperatura de

alineamiento de 57°C. Con este procedimiento se obtuvo un fragmento de aproximadamente 1.2
Kb (Figura 6B).

A1 2 3 45 B1 2 3 4 5
Figura 6. Amplificacon del extremo 3' del
¢DNA de trehalasa mediante 3' RACE. A,
Primer PCR; carril 1, marcador 1 kb; carmil 2,
control sin Taq; carril 3, control sin cDNA; 4y
5, cDNA. B. Amplificacién semianidada para
3RACE: camil 1, 1kb; carnl 2, control sin Taq; 3
y 4, producto de PCR; y 5, control sin DNA.

El producto de PCR de 1.2 kb se clono en ¢l plismido TOPO TA pCR2.1, resultando el
plasmido TOPO 3Tre (Mapa 6), el cual se caracterizé por digestién enzimitica EwRI, como se
muestra en la Figura 7, donde se observa ia liberacion del fragmento clonado de 1.2 Kb y la
banda de 3.9 Kb correspondiente al vector. Este plismido se sometié a secuenciacién, de donde
la secuencia nucleotidica (Secuencia 2)* del fragmento clonado resulté ser homdloga a las
secuencias de trehalasas reportadas para soya y Arabidopsis, e incluye la regiéon 3’ no traducible
(3UTR) del RNAm (RNA mensajero).

* Anexo [
* Anexo Il
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Figura 7. Caracterizacién del plasmido TOPO-3TRE
€ mediante digestibn enzimdtica EmRL Cardl 1,
marcador de 1 kb; cartil 2, plasmido TOPO-3TRE sin
digerir; carril 3, plismido TOPO-3TRE digeride con
l2 enzima ExRI: banda superior correspondiente al
€= plismido, banda inferior de 1.2 Kb corsespondiente al
fragmento de PCR clonado

Obtencién del extremo 5' del cDNA de la trehalasa de alfaifa.
Finalmente, para obtener el extremo 5 del cDNA, se utilizé el sistema GeneRacer MR el

cual esta basado en sl sistema RACE, pero sustituye la adicion de bases al exttemo 5' del cDNA,
coft un paso de ligaciéon de un oligonucleotido de RNA en el extremo 5' de los RNAm a los
cuales se les ha removido la estructura 5'CAP, asegurando la obtencién de RNA mensajeros de
longitud completa. A partir del RNA modificado con este sistema se obtuvo una bandz de 0.5 kb
en la primera amplificacién de PCR (Figura 8), udlizando los GeneRacer5' ™ (5-CGACTGGA
GCACGAGGACACTGA-3") y 5Tre350 (5-AAACCCGTATTCCTCAATCA-3).

Este fragmento amplificado fue clomado en el vector TOPO TA pCR2.1™, dando lugar
al plismido TOPO 5Tre (Mapa 7)°. La secuencia del producto amplificado y clonado, presenta
homologia con las trehalasas de origen vegetal reportadas (Secuencia 3)°.

Figura 8. Amplificacién del extremo 5' del cDNA de
trehalasa de alfalfa, mediante o sistema Gene Racer.
cartil 1, marcador de 200 lineas Bioline; carril 2, cDNA
producto de PCR; carril 3, control negativo de la 500 pb
reaccion. —>

.
&

+ A

([ %3
*

3 Anexo |
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Anilisis estructural de la secuencia del cDNA de la trehalasa de alfalfa.
A partir de las secuencias del cDNA de la trehalasa de alfalfa (MSTRE; MS: Medirago

sativa, TRE: trehalasa) amplificada mediante los protocolos de RT-PCR, 3'RACE y GeneRacer, se
procedié a obtener un contingente con la secuencia completa, identficando la secuencia
codificante y sus regiones 5' y 3' no traducibles (Figura 9A y B), con ayuda del programa
MegAlign™®. La secuencia codificante obtenida se analizé y se compard con las secuencias

reportadas.
5 UTR SECUENCIA CODIFICANTE P UTR
180 nt 1664 nt

Figura 9. Estructura del ¢cDNA de la enzima trehalasa de alfalfa. Region 5° no
traducible (promedio de 180 nt) en rosa, secuencia codificante (1664 nt), y regién 3’ no
traducible (variable de 200, 270 y 310 nt) en verde. Se indica la sehal de poliadenilacién
a los 135 ot del 3’UTR. La barra verde indica la longitud de secuencia con homologia
entre las clonas obtenidas, mientras que las lineas punteadas indican regiones no

homalogas.

a) Homologia de la secuencia de aminodcides con las trehalasas de planta reporiadas.

Con el fin de observar el grade de conservacion de la enzima trehalasa de alfalfa con las
trehalasas de origen vegetal reportadas, se realizo un alineamiento, utlizando el método Clustal
(DNA Star), de las secuencias de Arabidopsis (acceso AAF22127), papa (acceso A67882), arroz
(acceso AAG13442) y soya {acceso AAD2297()), y se determiné una homologia del 74%, con

dominios conservados entre ellas, como se muestra en la Figura 10.
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b) Genealogia de la trebalasa de alfaifa.
Con el programa ESE (NCBI) se determiné que la trehalasa de alfalfa estdi mas
emparentada con Ia de soya (ambas leguminosas), y mis alejada 4 las de arroz y papa (Figura 11).

Alfalfa
| E Soya
Asrahidopsis

Trehalosa !
] Papa

1 Astoz

Figura 11. Diagrama de Ia relacién filogenética que presenta la secuencia codificante de
la enzima trehalasa de alfalfa con relacdon a las secuencias reportadas para las
trehalasas de origen vegetal.

Andlisis de expresion espacial del gen de la trehalasa de alfalfa.

Después de analizar la estructura de la secuencia, se procedié al anilisis de expresion
espacial de la trehalasa en alfalfa, mediante un ensayo de RT-PCR con el sistema AMV . fy——
sintesis de cDNA se realizé con 1ug de RNA total extraido segim el método del TriReagent™ de
los siguientes organos por separado: flor (F), brote apical (BA), hoja (H), nodo (N), internodo (1)
y raiz (R), el cual fue analizado por electroforésis en gel de agarosa 1%/TBE DEPC, segun se
muestra en la Figura 12.

123456

Figum 12. Extraccidén de RNA total de los diferentes
étganos de alfalfa (variedad CUP-101), con el reactivo
TriReagent™R. carnl: 1, flor; 2, brote apical; 3, hoja; 4,
nodo; 5, internodo y 6, ratz. Se cargaron 3ul de muestra
por carril.
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Utllizando los oligos especificos 3Tre300 y TreNsiRw (5'-TTGATTTAAATGC
ATTTCTACCCGGG-3'), se procedio a la amplificacién por PCR de un fragmento de 560 pb
correspondiente a la trehalasa como se observa en la Figura 13A. Al mismo tiempo, como control
de la expresién se amplifico un fragmento de 400 pb del gen de la §-tubulina de alfalfa (Figura
13B), con el par de oligos MS b-tubFw (5-GAACTCACACAGCAAATGTGGG-3) y MS b-
tubRw (5-AGATCGTTCATGTTGCTCTCCG-3"). Mientras que podemos obsetvar que la
expresion de la B-tubulina es uniforme en los diferentes organos de la planta (Figura 13B), el
nivel de expresion de la trehalasa es diferente entre los mismos, siendo casi nulo en la flor, y muy
fuerte en el tallo (tanto en el nodo como en el internodo). La expresion radicular asi como la del
menstemo apical (brote apical) es baja, y la de hoja es moderada. Se observa una banda a 600 pb,
que no es producto de contaminacion de DNA en la muestra de DNA, ya que se realizo un PCR
utilizando el RNA total como templado y no hubo amplificacién de bandas (Datos no
mostrados).

A 1 2 3 45 6 7 8 B1 2 3 45 6 7 8

400pb
B S D U ) "

Figura 13. Expresion espacial de la trehalasa de alfalfa. carrl: 1, flor; 2, brote apical; 3,
hoja; 4, nodo; 5, intemnodo; 6, miz; 7, control con RNA y 8, marcador de 200 pb
(BioLine). A: RT-PCR para el fragmento de 560 pb de trehalasa. B: RT-PCR para un
fragmento de 400 pb del gen de la 3-tubulina de alfalfa.

Clonacion del la secuencia promotora rd29A de A. thaliana y su funcionalidad en tabaco.
Con el fin de dirigir la expresion del antisentido de trchalasa bajo condiciones de estrés

osmotico, se amplificé y cloné el promotor rd29A de A. Zhaliana en un vector para expresion en
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plantas. Como se mencioné, esti tepotiada la actividad de este promotor tanto en condiciones de
salinidad, como de sequia y bajas temperaturas (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 1992).

Amplificacién y clonacién del promotor rd29A4 de Arabidopsis thakiana..

Para amplificar la secuenca promotora rd29A, se extrajo inicialmente DNA genémico
(Figura 14) de plantas Arabidopsis genminadas # »#rv. Para amplificar esta secuencia se disefiaron
en base a la secuencia reporitada para el gen (Acceso D13044), los oligos Frd29Hind (5'-
AAGCTTGGAGGAGCCATAGATGCA-3) y Rrd29Xba (5-TCTAGATTTTTITCTTTCC
AATAG-3)., los cuales amplifican la secuencia y la flanquean con los sitios de restriccién
enzimatica Hind[ll y Xbal. Inicialmente se Hevé a cabo una amplificacién por PCR con un
gradiente de temperaturas de hibridacion de los oligos, que va de 50 2 62°C, y con un tempo de
extensién de 1 min 30 seg. La mejor amplificacién se obtuvo a 50°C (Figura 15).

Figura 14. DNA genémico de Arabidgpsis
thaliana. carril: 1, 0.5 ug de DNA; 2, 100 g de
DNA; y 3, marcador de 200 pb (BioLine).

Figura 15. Amplificacién por PCR en gradiente
de temperatura de la secuenca promotora
+d29A de Arabidopsis thaliana. carl 1, matrcador
1 kb; camiles 2- 8, producto de amplificacion
PCR en gradiente de las temperamras 62°C,
60°C, 58°C, 56°C, 54°C, 52°C y 50°C,
respectivamente.
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El producto amplificado a la temperatura de 50°C se cloné en el vector TOPO TA pCR
2.1™ v se caractenizé por digestion enzimitica EwRI (Figura 16). Se obruvo solamente una clona
con inserto, denominada TOPO-1rd29A (Mapa 8)’, como se observa en la linea 9, donde se
muestra la banda correspondiente al vector (3.9Kb) y Ia correspondiente 2 rd29A (1.0 Kb).

Figura 16. Caractenzacién por digestion enzimitica de la
ligacién del producto de amplificacion rd29A en TOPO pCR
2.1. linea 1) marcador de 200 lineas (Bioline); lincas 2
plasmido TOPO-rd29A con inserto liberado, y linea 3)
plasmido p("R2.1 lineanzado sin inserto,

pCR2.1

rD29A

Clonacién del promotor 74294 de A. thaliana en un vector de resion en plantas.

Para dinigir con el promotor rd29A ia expresion del anusentido de trehalasa en tabaco, se

procedié a subclonar la secuencia promotota en el plasmido de expresion en plaatas pBI-121™.
Este plismido (segin se muestra en el Mapa 5)° lleva el gen reportero GUS (B-glucoronidasa de
Escherichia cof) bajo el conrrol del promotor 35S del vitus del mosaico de la coliffor (CaMV), vy la
region terminadora del gen nopalina sintasa (NOS ter) de Ia bacteria Agmbacterinum tumefaciens.
Para dicho fin, se procedi6 a liberar la secuencia promotora rd29A del plismido TOPOrd29A,
mediante una doble digestién enzimdtica HindIII/BamHI  (Figura 17A). El fragmento
correspondiente, de 1.0 Kb, se punfico a partr del gel de agarosa mediante extraccién
fenol:cloroformo (Figura 16B), y se lig en los sitios comrespondientes en el vector pBI-121 =
sustituyendo al promotor 358 CaMV. Previamente, se siguio con el vector pBI-121 el mismo
tratamiento de digestion enzimitica y punficacion de fragmento que se siguié para el plasmido
TOPO rd29A (Figura 17)-

" Anexo |
® Anexo I
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pBI
Figura 17. Caracterizaciones enzimmiticas y purificaciones
fenol:cloroformo de los fragmentos cotrespondientes al vector
pBI-121 sin la secuencia promotora 35S CaMV, y la secuencia
promotora rd29A, obtenidos mediante doble digestion
enzimatica Hind111/BamHI de los plasmidos pBI-121 y TOPO- 358
rd29A, respectivamente. A. Digestiones Hindl1l/BamHI cardl 1,
marcador de 200 pb; 2, digestion del plismido pBI-121; y 3,
digestion del plasmido TOPO-rd29A. B. caeril 1 y 2, fragmento
correspondiente al plismido pBI-121 sin 35S; lineas 3 y 4, A
fragmento correspondiente al promotor rd29A; y 5, marcador
200pb (BioLine).

Postetiormente, ambos fragmentos purificados, se sometieron a ligacién enzimitica, y
con el producto de ligacién se transformaron bacterias calciocompetentes JM109. El DNA
plasmidico de las clonas obtenidas por resistencia a ampicilina (100 mg/ml) se analizé por
digestién enzimitica HindI11/Xbal (Figura 18), obteniéndose asi la construccién prd29A:GUS

(Mapa 9)°.

123
2BI ’ A" (.
Figura ~ 18.  Caracterizacién  enzimatica
- HindIl1/Xbal del plasmido prd29A:GUS. caril
1, marcador de 200 pb (BioLine); lineas 2 y 3,
doble digestién enzimitica HindlIl/Xbal del

rd294 plasmido prd29A:GUS.
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Clonacién del cDNA de Ia trehalasa en antisentido bajo el control del promotor rd29A
(rd29A:TREas) y del promotor 355 CaMV (35S:TREas).

Con el fin de obtener una secuencia de la trehalasa de alfalfa para insertar en otientacién
antisentido en los plasmidos con los promotores 35S y rd29A, se amplificé primeramente un
fragmento de 560pb que incluyen las regiones internas mds conservadas entre las diferentes
trehalasas de plantas, y que es flanqueado por los sitios Sad (en el extremo 57) y Xbal (en el
extremo 3'). Esta secuencia se amplific a partir de DNA plasmidico del vector TOPO-3Tre,
utlizando los oligos especificos 3Tre300 (B-TATTACTGGGATTCTTATIGGGT-3) y
TreNsiR (5-TTGATTTAAATGCATTTCTACCCGGG-3).

El producto de PCR amplificado (Figura 19A) fue clonado en el vector TOPO TA
pCR2.1™, dando lugar a los plismidos TOPO-tre560s (Mapa 10)"* y TOPO-tre560as (Mapa
11)", de los cuales se muestra su caracterizacién por digestién enzimitica EmR1 (Figura 19B). La
direccion de la inserci6n se verificé mediante digestién enzimatica Nyl, como se muestra en Ia
Figura 20, en donde se muestra el patron del plasmido TOPO-Tre560s (sentido Sac-Xba) y del
plismido TOPO Tte560as (antisentido Sac-Xba), debido 2 que el oligo TreNsiR lleva integrado
un sitio de corte N+ y el vector TOPO TA pCR2.1 lleva otro junto al sitio Xéal, el plismido con
el fragmento en odentacion sentido se lineariza para dar una banda de 4.5 Kb, mientras que el

plismido con el fragmento en antisentido libera la secuencia de 560 pb y el vector de 3.9 Kb.

Figura 19. Amplificacién y clonacion de una secuencia de
trehalasa de alfalfa para utlizar en la construccién del
antisentido.

A: Carrll 1, marcador de 200 pb (BioLine); carniles 2 y 3,
producto de amplificacién por PCR de un fragmento de
560 pb de la secuencia de trehalasa de alfalfa.

B. Catnl 1) marcador de 200 phb; camles 2 y 3,
caracterizacién por digestion enzimatica Xbal/Sad del
plasmido Topo Tre560.

"% Anexo I
' Anexo I
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Figura 20. Caracterizacion enzimitica Nel para determinac

el sentido de la insercion del fragmento TRE en el vector

TOPO TA pCR2.1 Carril: 1, marcador de 200 pb; linea 2y

3, caracterizacion por digestidn enzimatica Nsd del

plismido Topo Tre560s; Icarriless 4-6, caracterizacién por

digestion Nl del plasmido TOPO Tre560as. La banda de
«—~as1 3.0 Kb corresponde al plismido sin digerir.

Para dirigir la orientacion antisentido en los plismidos con los promotores 35S (pBI-121)
y td29A (prd29A:GUS), el fragmento de trehalasa de 560 pb se liber6 del vector TOPO-tre560s
mediante digestion Sad-Xbhal (Figura 21A, carril 4), se purificé mediante extraccion
fenokcloroformo (Figura 21B, carril 4), y se subcloné en los sitios de restriccion Xbal y Sad de
dichos plismidos previamente digeridos y purificados (Figura 21 A y B, carriles 2 y 3). De este
proceditniento se derivan los plismidos finales p35S:TREas (Mapa 12)* y prd29A:TREas (Mapa
13)® En ambos vectores, el fragmento antisentido sustituye al gen GUS de 1.8 Kb que es
liberado (Figura 21A, carriles 2 y 3).

A 1234 B12 34
Figura 21. Digestiones enzimaticas Xbal/Sad y Ilas
purificaciones  fenol:cloroformo  de  los  fragmentos
correspondientes a2 los plismidos pBI-121, prd29A:GUS y
TOPO-Tre560. A. Digestiones X#al/Sad cartil 1, marcador de
200 pb; 2, digestibn del plasmido pBI-121; 3, digestion del
plismido prd29A:GUS; y 4, digestion del plismido TOPO-
rd29A. B. Caril 1, marcador 200pb; 2, fragmento
correspondiente al plismido pBI-121 sin GUS; linea 2,
fragmento cotrespondiente al plasmido prd29A:GUS sin GUS; y
linea 3, fragmento cotrespondiente al antisentido de 560 pb.

2 Anexo |
Anexo |
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Obtencion de plantas transgénicas de tabaco para las construcciones td29A:TreAS y
355:TreAS, y sus respectivos controles (rd29A:GUS y 358:GUS).

Para finalmente evaluar la estrategia de inhibicién por antisentido en plantas, se
transformaron por biobalistica explantes de tabaco (N. Zbawm L. cv Xhant) con las
construcciones para el antisentido, p358:TREas y prd29A:TRFEas, y con sus controles, p355:GUS
(pBI-121) y prd29A:GUS, sigutendo los parimetros de bombardeo indicados. Se bombardearon
un total de 6 cajas de explantes por cada construccién de DNA.

Los explantes bombardeados se diferenciaron y seleccionaron en medio IBA™
Kan200mg/L, a 25°C y fotopedodo de 16:8, por 5 semanas. Los brotes obtenidos se
transfirieron a medio IBA" Kan200ug/ml para la diferenciacién del sistema radicular. Las plantas
regetieradas se tnantuvieron y propagaron en medio MS Sac2% Kan 200mg/L.

1as lineas mantenidas de cada construccién de DNA son:

Construccidén Lineas Construccion Lineas
p35S:TREas 10,12,18,27,32y 39 prd29A:TREas 44,45,70,73 y 74
p35S8:GUS 131,150,155y 162  prd29A:GUS 170,171,172y 177

Detecciéon de le presencia del transgen en las plantas transgénicas.

Para determinar la presencia de los transgenes de la trebalasa antisentido (TREas) y de
GUS, se realiz6 la deteccién de estas secuencias por PCR a partir de DNA genémico de las lineas
transgénicas. Como se observa en la Figura 21, en las lineas transgénicas para el antisentido, tanto
con el promotor 355 como con el rd29A, se obsetva la amplificacion del fragmento TREas de
alfalfa (Figura 22A). De igual modo se observa la amplificacién del fragmento GUS en las lineas

transgénicas control (Figura 22B).

'* Anexo IV
' Anexo IV
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Figura 22. Deteccién del transgen por PCR. A. Deteccion de TREas. Carriles: 1, marcador
de 200 pb (BioLine); 2, linea #32; 3, #45; 4, #74; 5, plasmido TOPO-3TRE; 6, tabaco
silvestre; y 7, control negativo de la reaccién. B. Deteccidén de GUS. Cartiles: 1, marcador de
200 pb; 2, #131; 3, #150; 4, #170; 5, #172; 6, plasmido pBI-121; 7, tabaco silvestre; y 8,
control negativo de la reaccion.

En los ensayos siguientes, se tomaron de las lineas transgénicas obtenidas las mas
represeatativas de los fenotipos a analizar, siendo estas la #18 y #32 para p355:TREas, #47 y
#70 para prd29:TREas; #131 y #150 para p35S:GUS, y #170 y #172 para prd29:GUS.

Determinacién de la actividad trehalasa en plantas.

Ya que necesitamos evaluar si la expresion del RNA antisentido de trehalasa de alfalfa
disminuye la actividad trehalasa en las lineas transgénicas de tabaco, se realizé un ensayo
enzimatico para cuantificar la cantidad de glucosa que se produce al desdoblar trehalosa pura
(SIGMA) por medio de la enzima trehalasa presente en el extracto de las plantas. El experimento
se desarrollo con las lineas transgénicas para el antisentido: p35S:TREas#32 y prd29:-TREas#45;
asi como con sus respectivos controles: p35S:TREas#150 y prd29:TREas#171.

El extracto obtenido con buffer MES a partir de 0.35 mg de tejido de individuos de la
misma edad, fue utilizado como solucién enzimitica de trehalasa en una reaccién con 10mM de
trehalosa pura. Después de la reaccién de hidrolisis de trehalosa a 37°C se cuantifico la cantidad
de glucosa producida a partir del desdoblamiento de la trehalosa, con el sistema GO Assay. En
base a la curva estandar de glucosa, se determiné por absorbancia a 540nm la cantidad de glucosa
en las reacciones. Se cuaatificé la concentracién de proteinas en el extracto para ajustar la

concentracion de glucosa a 0.1mg de proteina. Dentro del ensayo se incluyeron una reaccién con



0.25U de trehalasa porcina pura (control positivo) y una reaccién con buffer de extraccién,
sustituyendo la solucion enzimatica (control negativo).

Como se observa en la Figura 23, a simple vista y segun el dato de Absorbancia sefialado,
la reaccion colonimétrica evidencia el incremento en la concentracion de ghicosa de las reacciones
correspondientes a a cutva estandar de glucosa (tubos 1-3). El control positivo de trehalasa pura
{tubo 9) produce un cambio intenso de color, en contraste con en el control negativo donde la
sefial es nula (tubo 8). Las lineas transgénicas con el antisentido de la trehalasa (tubos 5y 7.
Absorbancias de 0.35 y 0.44) muestran una intensidad menor que sus respectivos controles
(tubos 4 y 6. Absorbancias de 0.7 y 1.0), indicativo de una disminucion en la actividad de
trehalasa endogena. Con el propasito de establecer una comparacion mas real, se determiné la
concentraciéon de protefnas en los extractos, y se normalizaron los valores en base a esto Los
resultados se muestran en la Figura 24. Cabe recordar que una mayor concentracién de glucosa
refleja una mayor actuvidad enzimatica. Al analizar la grafica observamos que en las lineas
transgénicas con el promoror 35S, hay una disminucion de sefial de color y una disminucion del
49% de produccion de glicosa del control al antisentido, mientras que, de modo semejante, para
las lineas con el promotor rd29A, se observa una disminucion del 55% de degradacién de
trehalosa del control al antisentido. Como se observa en la Figuta 24, si se promedian los valores
de glicosa entre las lineas transgénicas control y las antisentido, se tiene aproximadamente un
52% de disminucion de la actividad trehalasa dependiente del transgen TREas.

Tubo 1 Z 3 4 5 6 7 8 9

Abs. 000 068 127 070 0.35 100 044 000 156

Figura 23. Actividad enzimatica trehalasa en las plantas transgénicas antisentido y sus controles.
Ensayo colorimétrico de cuantificacion de glucosa producida por la hidrdlisis de trehalosa
mediante la enzima trehalasa presente en las lineas transgénicas. Tubos 1-3, curva estindar de
glucosa de 0.0, 40.0 y 80.0 mg, respectivamente; tubo 4, linea 150 control con p35S:GUS; tubo 5,
linea 32 antisentido con p35S:TREas; mbo 6, linea 171 control con prd29A:TREas; tubo 7, linea
45 antisenttdo con prd29A:TREas; tubo 8, control megativo con buffer de extraccién como
extracto enzimauco; y 9, control positiva con 0.25 unidades de trehalasa porcina pura.
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Figura 24 Actividad de trehalasa en funcion de la concentracion de proteinas del extracto
vegetal Produccon de glucosa en mg a partir del desdoblamiento de trehalosa mediante la
enzima trchalasa presente en 100ug de proteina de las lineas tmnsgemcas con el
antisentido. El eje X representa la curva estandar, la muestra de reaccion de cada linea
transgénica y sus controles. El eje Y representa la cantidad de glucosa en mg. En letras
rojas se anota la cantidad de glucosa en mg. Columnas: 1-3, curva estindar, 0, 40 y 80 mg
de gluocosa respectivamente; 4, linea p35S-TREas#32; 5, p355:GUS#150; 6
prd29:-TREas#45; 7, prd29A:GUS#170; 8, buffer MES; y 9, trehalasa pura.

>

Anilisis del desatrollo, auxotrofia por sacarosa y comportamiento de aziicares de las
lineas transgénicas in vifro.
Dentro de los anilisis llevados a cabo en las plantas transgénicas obtenidas a partir de la

regeneracion y seleccién de transformantes, se llevé a cabo la observacion de fenotipos

morfolégicos y de desarrollo.

A) E/ antisentido de trehalasa bajo el promotor rd29.4 induce un desarrollo radicnlar temprano.

Algunas de las lineas obtenidas de la construccion prd29A:TREas durante su proceso de
diferenciacién en medio inductor de brote (bencil aminopurina BAP), presentaron un desarrollo
radicular temprano (Figura 25A) en medio carente de hormonas inductoras (acido indolbutirico
IBA, en nuestro caso), mientras que ninguna de las lineas de las demas construcciones dio un

patrén patecido. A pesar de que las lineas de la construccién p355:TREas se espeta que también



inhiban trehalasa, no presentaron dicho patrén (Figura 25B), al igual que las lineas transgénicas

control.

wreous - BERE - s ~0- o R

Figura 25. Diferencia en fenotipos de lineas transgénicas para el antisentido de trehalasa
durante el proceso de diferenciacién de tejido a tallo (medio MS Sac 2% BAP 1.5uM). A. Lineas
45 ( derecha) y 75 (izquierda) de la construccién prd29:TREas. Las raices tempranas se sefialan
en flechas rojas. B) Lineas 10 ( derecha) y 39 (izquierda) de la construccién p355:TREas. No se
presenta el desarrollo radicular temprano.

B) La transgénesis con RINA antisentido para trehalasa elimina la anxotrofia para sacarosa in viiro.

Es conocido que el cultivo de tejido de tabaco /7 vifro requiere, ademis de luz, la presencia
de sacarosa como fuente de carbono, es decir, el cultivo es auxotrofico # zifro. Puesto que esta
reportado que un incremento en la concentracién de trehalosa pude incrementar Iz actividad
fotosintética, era posible que las plantas transgénicas para el antisentido pudieran crecet ## vy en
ausencia de sacarosa. Las plantas completamente desarrolladas y establecidas, presentan un
comportamiento notorio en cuanto a heterotrofia para sacarosa (fueate de carbono) v, ya
que las lineas control (pBI-358:GUS y pBI-rd29A:GUS) no progresan y mueren en medio carente
de sacarosa (comportamiento conocido en cultivo de tejidos de tabaco), mientras que las lineas
que se espera inhiban trehalasa (p35S:TREas y prd29A:TREas), pueden sobrevivir sin sacarosa e
incluso presentan un desarrollo vigoroso y sin clotosis en el mismo medio de cultivo sin hacer
transplantes (Figura 26 A y B), incluso despugés de tres meses de incubacién, sin mostrar deterioro
o clotosis. Los controles en medio sin sacarosa se vuelven cloréticos y mueren (Figuras 26 D y

E).
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Figura 26. Eliminacién de auxotrofia por sacarosa en las lineas transgénicas con ¢l RNA
antisentido de trehalasa. Diferencia a los tres meses de desarrollo de las lineas transgénicas
para el antisentido de trehalasa y de las de sus controles, en medio normal (MS Sac 2%) y en
medio carente de sacarosa (MS). A. linea pBI-rd29A:Tas#45 en MS sin sacarosa; B, linea
pBI-35S:Tas#39 en MS sin sacarosa; C, linea pBI-355:GUS#139 en MS Sac 2%; D, linea
pBI-rd29A:GUS#177 en MS sin sacarosa; y E, linea pBI-rd29A:GUS#177 en MS Sac 2%.

C) E/ RNA antisentido de trebalasa induce un mejor crecimiento en las plantas transgénicas.

En las Figuras 27 A y B se observan las diferencias en la veloadad y vigorosidad en
desatrollo de apices de 2cm de longitud colocados en los medios de cultivo a probar (MS y MS
sac2%) en un periodo de 2 semanas. Las lineas transgénicas con el antisentido de trehalasa
muestran la capacidad de crecer en medio sin sacarosa con la misma vigorosidad y casi la misma
rapidez que en medio con este aziicar. Mientras tanto, las lineas controles son incapaces de
desarrollarse normalmente. Ademds, puede observarse que ain en medio con sacarosa las lineas
con el antisentido tienen una mayor velocidad de crecimiento y vigorosidad que sus respectivos
controles. No obstante haberse detectado la presencia del transgen antisentido para la linea
transgénica #27 que lleva TREas bajo el promotor 358, no muestra el mismo fenotipo de
desarrollo que las otras lineas transgénicas para el antisentido (Figura 27C).
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Figura 27. Diferencia a las tres semanas de desarrollo de las lincas transgénicas para el
antisentido de trehalasa y de las de sus controles, en medio normal (MS Sac 2%) y en medio
carente de sacarosa (MS). Foto A. Lineas transgénicas con el promotor rd29A: linea 44 de
prd29A:TREas en medio sin sacatosa (1) y con sacarosa (2), linea 171 del control prd29A:GUS
en medio sin sacarosa (3) y con sacarosa (4). Foto B. Lineas transgénicas con el promotor
constitutivo 358: linea 39 de p358:TREas en medio sin sacarosa (1) y con sacarosa (2), linea 131
del control p35S:GUS en medio sin sacarosa (3) y con sacarosa (4). Foto C. Linea transgénica 27
de p35S:TREas en medio sin sacarosa (1) y con sacarosa (2).

D) Las plantas transgénicas para el RNA antisentido de trebalasa acumulan glucosa.

Ya que las lineas transgénicas para el antisentido son capaces de sobrevivir en medio sin
fuente de carbono, procedimos 2 analizar el comportamiento de azicares circulantes, mediante
un apdlisis de cromatografia de capa fina, utilizando el extracto vegetal. Incluyendo aziicares
comerciales como estandares, procedimos a una primera cromatografia utilizando los extractos de
las lineas antisentido #32 y #45, asi como de sus controles #150 y #172. La placa cromatogrifica
fue revelada, como se obsetva en la Figura 28, donde se muestran las marcas de los azicates en
los estindares (carriles 1 al 5) y en los extractos vegetales (cartiles 6 al 9). En las lineas
transgénicas antisentido (carriles 7 y 9) pudimos obsetvar una sefial que correspondiente al aziicar

glucosa que no se observa en las lineas transgénicas control (cartiles 6 y 8).
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Figura 28. Acumulacién de glucosa en las lineas transgénicas para el aatisentido.
Cromatografia en capa fina de extracto de azucares vegetales de las lineas transgénicas. Carriles: 1,
estandar glucosa 0.1%; 2, estindar maltosa 0.1%, 3, estindar sacarosa 0.1%; 4, estindar trehalosa
0.1%; 5, mezcla de soluciones estindar; 6, prd29:GUS#172; 7, prd29:-TREas#45; 8,
p35S:GUS#150; v 9, p35S: TREas#32.

Con el fin de determinar si la acumulacién de glucosa observada en las lineas antisentido
podria ser diferente cuando la planta crece en medio carente de sacarosa, procedimos a comparar
el extracto de una linea antisentido creciendo en medio con sacarosa, con el extracto de una
planta de la misma linea creciendo en medio sin este azicar. Como se observa en la Figura 26, la
linea antisentido #45 presenta una acumulacién de ghicosa solamente cuando crece en presencia
de sacarosa (carril 6), es decir, solamente cuando crece en presencia de carbono, y que al igual que
en las lineas transgénicas controles (carriles 7 y 8) y en tabaco silvestre (carril 9), no se muestra
acumulacion de ghucosa en esta planta cuando carece de dicha fuente (carril 5).
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Figura 29. Acumulacién de glucosa en las lineas transgénicas para el antisentido en medio sin
sacarosa. Cromatografia en capa fina del extracto de azicares vegetales de las lineas transgénicas.
Carriles: 1, estindar glucosa 0.1%; 2, estandar maltosa 0.1%; 3, estindar sacarosa 0.1%; 4, estindar
trehalosa 0.1%; 5, prd29:TREas#45 sin sacarosa; 6, prd29-TREas#45 con sacatosa; 7,
prd29:GUS#170 sin sacarosa; 8, prd29:GUS#170 con sacarosa; y 9, tabaco silvestre con sacarosa.

Finalmente procedimos a realizar una dltima cromatografia en Ia que se incluyeron las
lineas transgénicas para el antisentido #27 y #70, junto con la linea antisentido #45 y los
controles transgénicos #150 y #172. De estas lineas se obtuvo extracto de plantas en medio con
y sin sacarosa. Podemos de nuevo observar en la Figura 27, que cuando el medio es
suplementado con sacarosa como fuente de carbono, Ias lineas transgénicas antisentido #45 y
#70 acumulan ghicosa (carriles 6 y 8), a diferencia de los coniroles (carriles 10 y 12), mientras que
en ninguno de los extractos existe acumulacion del monosacirido cuando crecen en medio
carente sacarosa. Al igual que en el fenotipo de desarrollo y auxotrofia por sacarosa, se muestra
que la linea antisentido p35S:TREas#27 tampoco presenta el fenotipo de acumulacion de glucosa
aan en medio suplementado con fuente de carbono (carriles 4 y 5).

0150697
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Figura 30. Cromatografia en capa fina del extracto de aziicares vegetales de las lineas
transgénicas. Carriles: 1) estandar glucosa 0.1%, 2) estandar sacarosa 0.1%, 3) estandar trehalosa 0.1%,
4) p35S: TREas#27 con sacarosa, 5) p358:TREas#27 sin sacarosa, 6) prd29:TREas#45 con sacarosa,
7) prd29:-TREas#45 sin sacarosa, 8) prd29:TREas#70 con sacarosa, 9) prd29:TREas#70 sin sacarosa,
10) p35S:GUS#H150 con sacarosa, 11) p35S:GUS#150 sin sacarosa, 12) prd29:GUS#170 con sacarosa,
y 13) prd29:GUS#170 sin sacarosa

E) Es posible utilizar la inbibicion de Ja enzima trebalasa como un nnevo marcador de seleccion para
obtener plantas transgénicas?.

Uno de los problemas que las plantas transgénicas afrontan para su aprobacion, es el uso
de genes de resistencia antibiéticos y herbicidas como marcadores de seleccion. Puesto que las
plantulas con el antisentido de trehalasa son capaces de crecer en medio carente de sacarosa, nos
preguntamos si el RNA antisentido de trehalasa podria sostener la regeneracién de brotes en
ausencia de sacarosa, y que en un momento dado pudiera ser utilizado como marcador de
seleccién. Por ultimo, para darnos una idea de si la restitucion de heterotrofia por sacarosa s vitro
para tabaco por medio de esta tecnologia de inhibicién por antisentido de Ia trehalasa permite la
regeneracion de plantas a partir de tejido en medio carente de sacatosa, se colocaron explantes de
las lineas transgénicas para el antisentido p35S:TREas#18 y prd29:TREas#45, sai como del
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control transgénico p355:GUS#150 en medio de induccién de brotes sin sacarosa (IBA). Como
se observa en la Figura 31 que las lineas antisentido (Figura 31 A y B) permiten la regeneracién de
algunos brotes, mientras que la linea control no (Figura 31C). Aunque las construcciones
antisentido condujeron a la obtencién de algunos brotes, probablemente la adicién de una

cantidad minima de sacarosa conduciria a una mayor eficiencia en el sistema.

Figura 31. Regeneracién de brotes a partir de explantes de lineas
transgénicasen medio IBA sin sacarosa. Explantes de las diferentes lineas
transgénicas, p35S:GUS#150 (A); prd29:TREas#45. (B); y p35S:TREas#18
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DISCUSION

Clonacion y caracterizacion del cDNA de 1a trehalasa de alfalfa.

Aunque en plantas superiores la trehalosa esta en muy bajas concentraciones la enzima
trehalasa que la degrada es ficil de detectar (Kendall ¢7 4/, 1990). Se cree que la actividad de la
trehalasa protege a las plantas de los efectos téxicos de la trehalosa que puede encontrarse en el
suelo o durante su asociacidn con hongos, bacterias e insectos. Ya que los efectos de alteracion
en ¢l crecimiento (Goddin ¢ 44, 1997), acumulaciéon de almidén (Wingler et al, 2000) y
alteracién de los patrones de carbohidratos solubles (Maller et al, 2001) provocados por la
acumulacidn de trehalosa, se mcrementan al inhibit quimicamente la actividad trehalasa, la
inhibicién por antiseatido de esta enzima se postulé como una estrategia idénea tanto para
obtener plantas mejoradas por la via de la acumulacién de trehalosa, como para saber el papel
que este metabolito desempefia en el desarrollo de Ia planta y como es regulado.

Para enfocamos en cultivos de importancia agronomica, decidimos probar inicialmente
en tzabaco un modelo de inhibicion por antisentido de la trehalasa, utlizando una secuencia
proveniente de alfalfa. Este cultivo, ademas de ser el forraje mas importante en las regiones
lecheras de nuestro pais, se conoce como una especie con alta demanda de riego, y con fuerte
acuvidad trehalasa, segiin se reporta para las leguminosas (Miiller ¢# 2, 1994). Aunque desde
1969 se detectd la actividad trehalasa por primera vez en cania de azicar (en Goddijn y van
Dun, 1999), hasta Ia fecha son pocas las secuencias que se reportan para las trehalasas de
origen vegetal, siendo las primeras la de soya, de 557 aminoacidos, (Aeschbacher ¢f 4/, 1999) y
papa de 581 aac (Smeckens, 1998), scguidas de Ja de Arabidopsis de 556 aac (Miller ¢ 2/,
2001) y mas recientemente la secuencia de arroz de 563 aac (Buell e 4/, 2003). Al inicio de este
trabajo sc¢ contaba en la base de datos con las sccuencias de trebalasa de soya, papa y
Arabidopsis, con las cuales se detectaron regiones homdlogas que nos sirvieron en la
amphficacion de una regién de la secuencia de alfalfa. En dichas secuencias encontramos
solamente dos pequefias regiones con homologia suficiente para disefiar un par de
oligonucléotidos que nos permitieron amplificar un fragmento iaterno de 146 pb, que es el mas
conservado no solo entre las especies vegetales reportadas, sino también entre bacteras,
hongos y nemdrodos, por lo que probablemente se trate del sitio catalitico de ka enzima. A
partir de este fragmento génico fue posible obtener la secuencia completa de la trehalasa de
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alfalfa, contribuyendo asi con el conocimiento de una nueva secuencia codificante de trehalasa.
Esta secuencia codifica para una enzira de 553 aminoacidos, que presenta una gran homologia
con la secuencia de soya, y es menos homologa a las secuencias de artoz y papa. El andlisis de
la secuencia de varias clonas mostraron una secuencia idéntica en la regién codificante del
cDNA pero varias diferencias significativas en las regiones no traducibles (UTR 5’ y 3°). Esto
mdica que pudiese existir mis de un gen para la trehalasa de alfalfa.

Inhibicion de la actividad trehalasa de tabaco por medio de la expresién de un RNA
antisentido de la trehalasa de alfalfa.

Para probar nuestro modelo de inhibicién por RNA antisentido de la actividad de Ia
enzima trehalasa utilizamos uno de los sistemas tipicos de transformacion que es el tabaco, con
el que se obtuvieron plantas transgénicas de tabaco que exptresaron un antisentido de la
ttehalasa de alfalfa. Dicha secuenda incluyé la region mas conservada entre las especies
teportadas, por lo que se esperaba que el transctito producido hibridara con el RNAm
endégeno de la trehalasa y desencadenara el silenciamiento postranscripcional de este gen.
Efectivamente, al evaluar la actividad enzimdtica de estas plantas, se observé una disminucién
de hasta el 50% de la actividad trehalasa. Esto indica que podemos utilizar este RNAas para
inhibir la expresién del gen de la trehalasa de otras especies. A pesar de que la inhibicién de la
actividad trehalasa fue unicamente de un 50% se observaron fenotipos muy interesantes que
cotrelacionaron con los fenotipos que estan reportados al alterar el metabolismo de la
trehalosa. Serd interesante el probar algunas otras estrategias, como pot ejemplo la supresion
mediada por RNA de interferencia (RNAI) que actualmente es uno de los procedimientos mas
efectivos de inhibiciéon postranscripcional (Thakur, 2002). Este fenomeno es ut proceso de
degradacién de RNA desencadenado por un RNA exdgeno de doble cadena (dsRNA) cuya
secuencia es homologa al transcrito del gen blanco. Este RNA exégeno se digiere en RINAs
pequedios de interferencia (SRNAi) que se unen formando un complejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC), el cual hace blanco y degrada a los transcritos del gen endogeno.
Este sistema lo probaremos en nuestro modelo para determinar si una mayor inhibicion del

mensajero mejora la capacidad fotosintética.
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Efectos de la expresion del RNA antisentido de ttehalasa en el patron de crecimiento
de plantas transgénicas de tabaco iz vitro.

La clonacién y funcionalidad de los genes de diversas especies vegetales que son
necesarios pata la sintesis de trehalosa demuestran que esta ruta biosintética se encuentra
distribuida amphamente en el reino vegetal, aunque su funcion precisa se desconoce. Conocido
como uno de los mejores osmoprotectores naturales en ofganismos menotes, la
sobreproduccién de este metabolito fue la estrategia que divetsos grupos de investigacion
tomaron para conferit tolerancia a sequia en plantas transgénicas. Como resultado se
obtuvieron defectos morfologicos en el crecimiento y la alteracién del metabolismo que son
consistentes con cambios en la distribucién del carbono entre los tejidos fuente y de desecho,
conduciendo a la propuesta de que algunos etapas del metabolismo de la trehalosa estin
implicadas en la setializacién de azicares.

Aungue no evalvamos acumulacion de trehalosa, nos basamaos en el hecho de que si la
mhibicion quimica de la trehalasa conduce en plantas silvestres a una acumulacién minima de
trehalosa y a fenotipos caracteristicos, nuestra estrategia de inhibicton por antisentido de dicha
actividad también permitira cierto nivel de acumulacidn del azicar- Después de determinar que
las plantas con el antisentido de trehalasa disminuyen Iz actividad enzimatica, evaluamos los
fenotipos inducidos por la acemulacion de trehalosa esperada.

a) Induccion de raites tempranas en la regeneracion de transformantes.

Inicialmente, el antisentido de trehalasa bajo el promotor rd29A indujo en la
regeneracion de brotes una produccién de raices tempranas que no se observé en el
antisentido constitutivo. Aunque desconocemos cual es el mecanismo efector que indujo este
promotor zn i, sabemos que la respuesta de expresion es mucho mayor que la del promotor
35S bajo diferentes tipos de estrés en cultivo celular de tabaco i #iw (datos no mostrados),
por lo que pudiese alcanzarse una mayor mhibicion de actividad trehalasa en cierta etapa clave
del desarrollo de la planta donde dicha respuesta podtia ser inducida.

b) Fotosintesis y desarrollp.
En los intentos por sobreproducir trehalosa en plantas para explotar su potencial como
osmoprotectot, las plantas transgénicas obtenidas presentan un crecimiento truncado y un

sistema radicular completamente deformado. Las posibles explicaciones para estas alteraciones
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pudieran ser el cambio en el metabolismo de la planta debido a un agotamiento de UDP-
glucosa o de las reservas de fosfatos, o bien que el metabolismo de Ia trehalosa es una seftal en
la asimilacion y distribucién de azacares. De los trabajos mencionados, se tenen resultados que
indican que la trehalosa pudiera interferir con la distribucion de carbohidratos, y afectar la
expresion de genes mediada por estos, a través de dos mecanismos hipotétcos. Ya sea
funcionando como un anilogo de la sacarosa, 6 por la liberacion de glucosa a pattir de su
desdoblamiento, con lo que estaria desempeniando un papel en la modulacion del metabolismo
7, por lo tanto, en el desarrollo de la planta (Smeckens, 1998). Se sabe que la trehalosa
interfiere con la regulacién de genes mediada por catbohidratos en cebada (Wagner ef 4/,
1986), soya (Muller ef «/, 1998) y Arabidopsis (Wingler ¢f al, 2000).

Por largo tiempo, uno de los objetivos ptincipales de los cientificos ha sido mejorar la
fotsintesis para maximizar la productividad de los cultivos. Las plantas producen carbohidratos
en los tejidos fotosintéticamente activos. A partir de estos drganos fuente, los carbohidratos se
distrbuyen entre los Grganos vertedero en un proceso de distribucion. La produccién y
distribucion de carbohidratos en la planta requieren una regulacion coordinada entre los tejidos
fuente y los tejidos vertedero. A nivel de proteina, las enzimas clave involucradas en el
metabolismo de carbohidratos cstin sujetas al control de metabolitos. En general, la
acumulacion de azucates en los Organos fuente da como resultado la represion de los genes
wnvolucrados en la fotosintesis, mientras que en los tejidos vertedero se inducen los genes para
el almacenamiento y utilizacion. El agotamiento de los azicares revierte esta situacion. Los
catbohidratos pueden afcctar de manera directa la expresion de varios genes y controlar los
procesos de desarrollo de las plantas, tales como el verdor y expansion de los cotiledones,
desarrolio del tallo y la transicién floral Se cree que dichas regulaciones se ejercen en tres
pasos diferentes: (1) por un catabolito de hexosas, (2) por la fosforilacién de glucosa por medio
de la hexzocinasa, y (3) sensando la glucosa, la sacarosa o metabolitos similares antes de que
sean metabolizados. Se sugiere que la trehalosa actiia como un andlogo de la sacarosa en la
expresion de genes regulados por sacarosa (Miiller ef 4/, 1999). Estos datos se apoyan con el
hecho de que en soya la trehalosa afecta enzimas que degradan sacarosa (sacarosa sintasa e
invertasas) (Muller ef #., 1998), y al igual que ésta induce enzimas involucradas en la
acumnulacién de catbohidratos de almacén en los tejidos fotosintéticos (Wingler, 2002).

En el presente trabajo, las lineas transgénicas para el antisentido tuvieron ## z#re un

compottamiento mejorado en cuanto a velocidad de desatrollo, verdor y vigorosidad, en
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comparacién de sus controles transgénicos. Considerando que Ia trehalosa que se acumula en
respuesta la inhibicion de la actividad trehalasa, por RNA antisentdo, pudiera afectar la
expresion de genes involuctados con dichos comportamientos, nuestros resultados son
consistentes con la hipétesis de que la modificacién genética del mecanismo de la trehalosa
afecta la capacidad fotosintética pot medio de senalizacion de azicares. Un modelo de esta
hipétesis se centra en la t6p, y2 que en levaduras juega un papel en el control de la glicélisis y la
sefializaci6n de azicates a través de su interaccién con la hexocinasa, un potente sensor de
azicares en levaduras y plantas. En base a que la top interactia con la hexocinasa modificando
la percepcién del contenido de glucosa, se desarrollaron trabajos en los que en plantas
transgénicas que sobrexpresan la TPS (y acumulan t6p), se¢ incrementan los niveles
fotosintéticos, debido a que se percibe un déficit de carbéon, mientras que las plantas que sobre
expresan TPP disminuyen sus niveles de t6p, lo que conduce a la planta a sensar un exceso de
glucosa y de ahi a disminuir la expresion de genes relacionados con la fotosintesis (Blizquez ¢/
@, 1993, en Paul ¢ al., 2001). No obstante estos descubrimientos, los fenotipos encontrados
en los diferentes trabajos llevados a cabo con el objetivo de acumular trehalosa para inducir
una respucsta especifica, son semejantes entre ellos; ya sea que se trate de inducir la biosintesis
secuenciada de tGp y trehalosa, o por medio de la inhibicién de la actividad trehalasa, ya sea
quimicamente 0 por RNA antisentido. En esta altima via, que es la que nos ocupa, es
importante analizar cual setia el metabolito efector de dichos mecanismos de sensado de
azicares, ya que al inhibir la trehalasa, se obtiene el aziicar trehalosa sin necesidad de acumular
el precursor t6p en cantidad superior a la presente en el estado activo de la trehalasa. En dado
caso, setia oportuno profundizar en un mecanismo de retencién y liberacién de los catabolitos
UDP-glucosa y glucosa-G-fosfato.

Como se observa en las lineas transgénicas para el antisentido de trehalasa, existe una
acumulacién de ghicosa que 1o esta presente en las lineas control Aunque desconocemos el
origen de este metabolito en la planta, se piensa en que al mejorar su capacidad fotosintética se
induce una mejor fijacion de CO, y un mejor control del fiujo de la glucosa en el sistema. En
Sacharomyces cerevisiae la anulacién del gen TPS7 que codifica para la enzima trehalosa-6-fosfato
sintasa en este otganismo, impide que la levaduta crezca en gluicosa. Se piensa que este
fenotipo es el resultado de la desregulacién de la glicélisis, ya que se cree que este mecanismo

opera con un principio autocatalitico. El ATP se consume para dirgir el catabolismo de la
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glucosa antes de que sea recuperado por un metabolismo siguiente. Cuando el abastecimiento
de glucosa incrementa de manera repentina, la glicolisis tiende a utilizar ATP mas ripidamente
de lo que puede ser generado, provocando que el sistema se bloquee. Al parecer, la TPS se
tequiere pata restringir el flujo de glucosa a la glicolisis, previniendo el ahogamiento del
sistema. Aunque no esti claro como la TPS centrola la glicdlisis, se piensa que el control esta
dado en un paso micial catalizado por la hexocnasa (HXS) (Eastmond y Graham, 2003;
Eastmond ¢t a/., 2003).

¢RNAas como un marcador de seleccion dc plantas transgénicas?

Como s¢ describié en los resultados, aun y cuando se realizd unicamente un
experimento, el RNAas para trehalasa indujo la regeneracion de brotes. Este hecho da la pauta
pata que la inhibicion de la expresion de la enzima trehalasa se convierta en una nueva
Tecnologia de Seleccién de plantas transgénicas. Esta capacidad de tegencracion en ausencia
de una fuente de carbono (sacarosa) se explica no solo por un incremento en la capacidad
fotosintética de la célula vegetal, lo cual se traduce a produccién de biomasa y mejor utilizacién
de nutrientes, sino también al sensado y sefializacion de azicares, que aunque no esta bien
dilucidado, esta involucrado en el control del crecimiento y el desatrollo de la planta durante su
ciclo entero de vida. Durante la germinacién y desarrollo temprano, los aziicares pueden
teprimir o inducir la movilizacién de nuttientes, la elongacién del hipocotlo, el verdor de los
cotiledones, la expansion y desarrollo del tallo, e inducir la diferenciacion de los tejidos
menstematicos (Rolland ¢f &/, 2002). Aunque la eficiencia de regeneracion fue baja en el ensayo
preliminar elaborado, es un mdicio covsistente con las respucstas obtenidas en la manipulacion
de esta ruta biosintética- Para afinar esta tecnologia, se requiere la optimizacién del sistema de
seleccién, el cual tendra que ser optimizado con cantidades minimas de sacarosa, y
estandarizando la cantidad segim el cultivo a manipular.
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CONCLUSIONES

1. El cDNA de la trehalasa de alfalfa codifica para 553 aminoacidos, y su homologia entre las
trehalasas reportadas €s mas cetcana a la trehalasa de soya.

2. La trehalasa se expresa mayormente en tallo y hojas en alfalfa.

3. La expresion del RNAas para trehalasa disminuy6 la actividad de esta enzima en las plantas

tansgénicas de tabaco.

4. El RNAas de alfalfa puede ser utilizado para inhibir la expresion de trehalasa de otras

especies.

5. El promotor rd29A de Arabidopsis thaliana funciond adecuadamente para la expresion de
RNAas.

6. La expresion transgénica del RNAas mejord la capacidad de crecimiento de las plantas de

tabaco in vitro.

7. La expresion transgénica del RNAas eliminé la auxotrofia para sacarosa del cultvo de
plantas de tabaco & ziro.

8. La expresion transgénica del RINAas permite la regeneracion de brotes de tabaco en ausencia

de sacarosa.
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EcoRI - 52 - G'AATT C

EcoRT 70 - G'AATT C
Sac1- 109 G AGCT'C
Nsil - 127 - A TGCA'T

Mapa 1. Vector pGEMT Easy vector pata clonacion de productos de PCR (PROMEGA, Inc.).
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HindIII 234 A'AGCT T
Secl- 2580 - G AGCT'C
BamHI - 252 - G'GATC C
EcoRI - 283 - G'AATT_C

A : EcoRI - 301 - G'AATT C
” 4 Nsil - 345 - A TGCA'T
\ Xbal - 346 - TCTAG_A
X
\ Y

PCR 2.1-TOPO
3808 bp

Mapa 2. Vector TOPO TA pCR2.1 para clonacién de productos de PCR (Invitrogen, Inc).
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HindIl -1 A'AGCI_T

sphl 11 G CATG'C

B-17 C TGCA G

BcoRV - 764 - GAT'ATC

Xbol - 866 - TCTAG A

BawHI - 872 - G'GATC C

Xmal 877 - C'CCGG_G

Smal 879 - CCC'GGG
EcoRV - 1453 - GAT'ATC
EcoRV - 1684 - GAT'ATC
Sucl - 2766 - G_AGCT'C
Nel 2898 A TGCAT
EcoRI - 3033 - G'AATT_C

Nl 13951 - A TGCA'T

FeoRV - 13773 - GAT'ATC
EcoRV - 13647 - GAT'ATC
Sphl 13180 & CA1GC
Ad 12828 € TGCA G

Sprl 12180 G CATG'C

EcoRY - 4105 - GAT'ATC
Nol-4179 - A_TGCAT

EcoRV - 8642 - GAT'ATC
Psi1 7995 - C_TGCA'G EcoRV - 6841 - GAT'ATC

Mapa 3. Vector para expresion en plantas pBI-121 (Clontech, Inc.).
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EcoRI - 52 - G'AATT C

EcoRI 218 G’AATT C

Szel- 257 G_AGCT'C
Nsil 275 A_TGCA'T

Mapa 4. Plismido pGEM-TRE resultante de la clonacién del fragmento de PCR de 150 pb de
la secuencia interna de la trehalasa de alfalfa, en el vector pGEM-T Easy Vector (Promega ™).
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HindIII - 234 - A'AGCT T

Sacl- 250 G_AGCI'C

BamHl - 252 - G'GATC_C
EcoRI - 283 - G'AATT C
EcoRI - 477 G'AATT C
Nsil-756 - A TGCA'T

TOPO 3 TRE

Nsil - 1274 - A TGCA'T

HindIIL 1640 A’AGCI_T
Xbal - 1645 - T'CTAG_A
EcoRI - 1682 G'AATT C
EcoRI 1694 - G'AATT C
Nsil 1738 A TGCA'T
Xval - 1739 T'CTAG A

Mapa 5. Plismido pTOPO-3TRE resultante de la clonacion del producto del protocolo
3RACE de 1.2 Kb del extremo 3’ del cDNA de la trehalasa de alfalfa, en el vector TOPO TA

pCR2.1 (Invitrogen, Inc.).
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HisdIIl 234 A’AGCT T

Sacl- 250 - G AGCT'C
BamMI 252 - G'GATC C
EcoRI 283 - G'AATT _C

EcoRT 1009 - G'AATT_C
NsiT 1053 - A TGCATT

TOPO 5 TRE Xbal - 1054 TCTAG A

Mapa 6. Plismido pTOPO-5TRE resultante de la clonacion del producto del protocolo
GeneRacer de 0.5 Kb del extremo 5 del cDNA de la trehalasa de alfalfa, en el vector TOPO
TA pCR2.1 (Invitrogen, Inc.).
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HindIMl - 234 - A'AGCT T
Sacl 250 - G AGCT'C
BamHI - 252 - G'GATC C
EcoRI - 283 G'AATT C
Hind]II - 295 - A'TAGCT T

TOPO RD29A Xbol - 1239 - T'CTAG A
EcoRI 1251 - G'AATT C

Nsil - 1295 - A TGCA'T

Xbal - 1296 - TCTAG A

Mapa 7. Plismido TOPO-RD29, producto de la clonacién del fragmento de PCR de h

secuencia promotora rd29A de A. thaliana en el vector TOPO TA pCR2.1 (Invitrogen *¥).
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BamHI - 6 - G'GATC C
Xmal - 11 - C'CCGL G

Xbol - 14837 - T'CTAG_A o
e AL, Smal - 13 - CCC'GGG

Spel - 14209 - A'CTAG T
HindIIl - 13893 - A'AGCT T

Sael - 1900 - G_AGCT'C
EcoRI - 2167 - G'AATT_C

prd29-GUS
14837 bp

Mapa 8. Plasmido prd29-GUS, producto de la clonacién de la secuencia promotora 1d29A de
Athabiana en los sitios HindII1-Xbal del vector pBI-121, sustituyendo la secuencia promotora
358 CaMV.
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HindIIT 234 - A'AGCT T
Sacl - 250 - G AGCT'C
BamH1 - 252 G'GATC C
EcoRI 283 - G'AATT C

EcoRI 332 G'AATT C

Ns 831- A TGCAT
EcoRI 916 - G AATT C
Nsil - 960 - A TGCA'T
Xbal - 961 - T'CTAG_A

Topo TRES80s

Mapa 9. Plasmido TOPO-TRES560s, ptoducto de la clonacién en seatido Sacl-Xbal del
fragmento de PCR de 560 pb de la secuencia interna de Ia trehalasa de alfalfa.
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Hindlll - 234 - A'AGCT T

SacI 250 G_AGCI'C

BamHl - 252 - G'GATC _C
EcoRI 283 G'AAIT C

Nsil - 310 - A_TGCA'T
EcoRI 581 G'AATT C

EcoRI - 916 - G'AATT C
NsiL-960 - A TGCA'T
Xbal - 961 - TCTAG A

Topo TRES560as
4523 bp

Mapa 10. Plasmido TOPO-TRES60s, producto de la clonacién en sentido Sacl-Xbal del
fragmento de PCR de 560 pb de la secuencia interna de Iz trehalasa de alfalfa.
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Xhol -8

EcoRI - 41

EcoRI - 333

EcoRI - 601
Spel - 626
BamH| - 632
Sacl - 642

Xbal - 13500
Hindlil - 12635

pBI-TreAS
13504 bp

Mapa 11. Plismido pBI:TREas producto de la clonacién de la seguencia TRE de 560 pb de Ia
trehalasa de alfalfa en los sitios Xbal-Sacl del vector pBI-121, sustituyendo el gen GUS.
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Sacl 13583 G _AGCT'C
BamHI - 13573 - G'GATC C
Spel - 13567 - A'CTAG. T
BeoR1I - 13542 - G'AATT C
EeoRI 13274 - G'AATT C
EcoRI - 12982 - G'AATT_C
Xnol 12949 C'TCGA G
Xbal - 12937 - T'CTAG A
Spel - 12309 A'CTAG T
HindIII - 11993 - A'AGCT_T

EcoRI - 267 - G'AATT_C

prd29-TreAS
13583 bp

Mapa 12. Plasmido prd29:TREas, producto de la clonacion en antisentido de la secuencia TRE
de 560 pb de la trehalasa de alfalfa, en los sitios Xbal-Sacl del plasmido prd29:GUS,
sustituyendo la secuencia del gen GUS.
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TTATTACTGGGATTCTTATTGGGTAATTAGGGGGTTGT TGGCGAGTARARTGTATAAGACTGCTAAARTCTATT
GTCACCAATCTCATTTCATTGATTGAGGAATACGGGTTTGTGCTTARTGGTGCTAGAGCTTACTACACTAACA
GA

Secuencia 1. Fragmento de 148 pb de la secuencia interna del cDNA de la trehalesa de alfalfa.

ACCAATCTCATTTCATTGATTGAGGAATACGGGTTTGTGCTTAATGGTGCTAGAGCATACTACACTAACAGGA
GCCAGCCTCCCCTTTTAAGCGCTATGATTTATGAGATATACGCTAGGACTGGTGATATAGAATTAGTTAARAG
GICTCTGCCTGCACTACTGAARGAGCACGAGT TTTGGAATTCAGATATACATAAAGTGAACATTTCGGATGCT
CAAGGTTGCACTCGCACCTTAAATCGCTATTATGCAAGGTGGGACAAACCAAGGCCAGAATCGTCCACAATGG
ACAAGGCATCTGCTTCCAAGTTCAGGACTGTTTCAGAAAARACAACATTTTXACCGTGAACTAGCATCAGCTGC
TGAATCAGGATGGGATTTCAGCACAAGATGGATGAGACACCCTCCTAACTTCACAACATTGTCTACAACATCA
GTGATACCTGTTGATTTRAATGCATTT CTACTTGGGATGGAACTTAATATTGCCTTCTTTGCARATGTTACTG
GAGATAATAGGACTGCTGAACACTTCCTGCAAATTTCCGATGTTAGAARGGAGGCRATTAACTCGGTTTTCTG
GAATGCARACATGAACCAATGGCTTGATTCCTGGCTCAGCAATACCACACATGAGAAGGTTCAAGTTTGGGAT
ACCCTGCACCAGAATCAARAATGTATTTGCTTCCAATTTTGTTCCTTTGT GGATGAAGCCATTTTACTCAGATG
CTTTGCTAGTGAGTAATGTTCTCGRAAAGT CTCAAAACCTCTGGCCTGCTTCGTGCTGCTGGAGTTGCARCTTC
TTTGAGTGATTCAGGACAGCAGTGGGACTTCCCGAATGGTTGGGCTCCACTTCAACACATGTTAGTTGAAGGC
CTTGTAAAATCAGGGTTGGAAGAAGCAAGGTCGTTGGCTGAAGARATTGCCATAARGATGGATCACAACCAATT
ATATCGTTTACAAAAANNACAGGTGTAATGCATGAARRAGTTTGACGTGGARCATTGCGGAGAATTTGGAGGT GG
GGGTGAATATGTACCCCAGACTGGTTTTGGCTGGTCAAATGGAGTTGTGCTGGCATTCTTGGAGGAGTTTIGGG
TGGCCCGAAGATCGTAARATAGAATGCTARTGTGCTABRARAATGAAAGGTACAATAAGTTTGGTATGCTTTRA
GAATTTACTTAGTAAATCAATTTTTCCACAAGTGGGTGARGARAAATTGTTTATAATTGCTTGCTTGAARAGC
TACTTGTTAAAAGCTATAAATAARGCAGAGATAATGARGAACTTGATTGGCGAAAAARRARAAAARRARAAAR
AMAPAARAAAAAAAAARAGRARRAAARAAAAAAGCTTCTAGAGTCGACACCATTAAGCACAAACCCGARGGGC
GAATTC

Secuencia 2. Extremo 3’ de la secuencia del cDNA de la trehalasa de aifalfa.

GGACACTGACATGGACT GANGGAGTAGARAATTCTTTCTTGTTGGCATTGATTITGCATTGTTCTCTTCATTC
CTCATTGGTGGAAGGAAGCARGGAGGGGGAACATTGAAAAGACATTCCAAGCAARGCARACAAAAGTCCGCCA
CTTTGCTTCAAGTCAACTGCCGACTCTACAGTGACAGCATCAACTATGGACGACGACGTGAAGCCTTCAACTC
CACTCGTATCCTTTCTCGRAATTCTCCARCACACCGCATTCAACACATTCGGCAATCACAATTTCGATCCTAA
AACCTACGTCGATTTACCTCTCAAATTCCCCCTTTCCGATACGGATCACGCTTTCCAGRATCTTCCTAAATCC
TCGACTGGTTCAGTGTCCGTTCATGATTTGAATCGTTTTATAGAAACTTATTTTGATGGTGCAGGTGATGATC
TCGTGTACTCTGATCCAGAGGATTTTGTCCCTGAGCCTGAGGGTTTTTTGCCTAAAGTARAARACCCTGAGGT
CAGAGCATGGGCGATTAAGGTTCATTCTCTTTGGAAAAACTTGAGTAGGRAAGTATCCACTGAGGTCAAGACT
CACCCTAACTACCATACTCTGCTTCCTGTTCCTGGTTCTGTTGTTATCCCTGGT TCGCGATTTCGTGAAGTAT
ATTACTGGGATTCCTACTGGGTAATTAGGGGGTTGTTGGCGAGTARAATGT

Secuencia 3. Extremo 5’ de la secuencia del cDNA de 1a trehalasa de aifalfa.
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PROTOCOLOS

Extraccion de DNA plasmidico a pequeiia escala por lisis alcalina

a) Levantar una colonia transformante y crecetla en medio LB (Tifco, Inc.) liquido con
antibitico de seleccion a 37°C 200 rpm durante toda la noche.

b) recuperar la pastilla bacteriana por centrifugacion a 14,000 rpm durante 5 seg.

¢) resuspender la pasdlla bacteriana en 100 wl de Solucién 1 (glacosa 50mM, Trs-HCI
25mM pH 8.6, EDTA 10 mM pH 8.0).

d) Agregar 200 pl de Solucién IT (NaOH 0.2N, SDS 1%) y mezclar suavemente por
inversion.

e) Agregar 150 pl de Solucion 11 (acetato de potasio 3M, acido acético glacial 12%) y
mezclar por agitacion.

f) Decantar sobrenadante en un tubo nuevo y agregar 1 vol de isopropanol. Incubar 2
min a temperatura ambiente.

g) Centnfugar a 14,000 rpm duraate 20 min a 4°C. Descartar sobrenadante.

h) Lavar pastilla con 1 ml de etanol 70% y remover el exceso de alcohol. Dejar secar al
aire 2 min.

1) Resuspender la pasiilla en 50 pul de agua desionizada estéril Almacenar 2 —20°C.

Extraccion de acidos nucléicos de origen vegetal
1.- Extraccién de RNA total mediante TriReagent®

a) Homogenizacién de tejido. Uthzando un homogenizador o Polytron,
homogenizar 50-100 mg de tejido en 1 ml de TriReagent.

b) Separacion de fases. Incubar el homogenizado por 5 min. a temperatura ambieate,
para permitir una completa disociacién de los compiejos de nucleoproteinas. Postetiormente,
afiadir 200 Wl de cloroformo por ml de TrReagent y agitar por 15 sep. Incubar la mezcla
resultante a temperatura ambiente durante 2-15 min, y centrifugar a 12,000 g por 15 min a 4°C.
Después de centrifugar, la mezcla se separa en una fase inferior roja de fenol:cloroformo, la

interfase, y la fase acuosa superior incolora. El volumen de la fase acuosa es cerca del 60% del
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volumen de TriReagent utilizado para la homogenizacion.

) Precipitaciéon de RNA. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y precipitar el
RNA con isopropanol. Para remover las proteoglicanos y polisaciridos que contaminan la
muestra de RNA, anadir a la fase acuosa 250l de isopropanol, seguido de 250pl de una solucién
de alta salinidad para precipitacién (0.8M de citrato de sodio y 1.2M de NaCl) por ml de
TriReagent utilizado. Mzeclar la solucion e incubar de 5-10 min a temperatura ambiente, y
centrifugar 2 12,000g pot 8 min a 4-25°C. Esta modificacion precipita el RNA, mientras que los
polisacaridos y proteoglicanos se mantienen en forma soluble.

d) Lavado del RNA. Remover el sobrenadante y lavat la pastilla de RNA con etanol
al 75% en vortex y centrifugar a 7,500g por 5 min a 4-25°C. Agregar al menos 1 ml de etanol al
75% por cada ml de TriReagent utilizado en la homogenizacién. Sila pastilla de RNA se acumuia
en la pared del tubo y tene tendencia a flotar, sedimentar la pastiia a 12,000g.

€) Solubilizacion de RNA. Remover el etanol del lavado y secar la pastilla de RNA al
aite de 3-5 min. Es importante no secar completamente lIa pastilla de RNA, ya que esto disminuye
su solubilidad. No seque la pastilla por centrifugaci6én al vacio. Disuelva el RINA en agua o SDS
0.5% pipeteando un poco, e incubar por 10-15 min a 55-60°C. El agua o la solucion de SDS
utilizadas deben ser libres de RNasas, tratadas con dietil pitocarbonato (DEPC).

2.-. Extraccion de DNA genomico.

4). Moler 3 gr de tejido en nitrégeno liquido y transferir a2 un tubo Falcon de 50 ml

b) Agregar 9 ml de buffer NTES (100mM NaCl, 100mM Tas pH 7.5, 160mM EDTA
pH 8.0, 1% SDS). Y mezclar snavemente.

c) agregar G ml de fenol:cloroformo (1:1; v/v) y mezclar suavemente.

d) Centrifugar a 8,000 rpta por 20 min a 4°C.

¢) Tomar la fase acuosa y transferirla 2 un tubo nuevo. Agregar 0.1 vol de acetato de
sodio 2M (pH 4.8) y 1 vol de isopropanol. Mezclar e incubar 30 min a —20°C.

f) Centrifugar a 8,000 rpm por 30 min a 4°C.

e) Recuperar el sobrenadante y agregar 2 vol de etanol Incubar 30 min a ~20°C, y
precipite por centrifugacion.

f) Enjuagar la pasulla con 1-2 ml de etanol 70%. Remover el excedente de alcohol y

dejar secar al aire por 5 min.
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g) Disolver la pastilla en 2.5 ml de agua y agregar 2.5 ml de cloruro de litio 4M. Mezclar
bien e incubar en hielo toda la noche.

h) Centrifugar 2 8,000 rpm por 10 min a 4°C.
D) recupere la pastilla y enjuage en 2 ml de etanol 70%,
) disolver la pastilla en 2 ml de agua destonizada esténl

Sintesis de secuencias nucleotidicas: 3' RACE.

1. Manejo de RNA. Utdlizar RNA total en buenas condiciones. Trabajar con
puntillas y tubos esteriles en un drea limpia, y utilizar guantes para evitar contaminar con
RNasa.

2. Sintesis de cadena complementaria. Udlizar de 1 a 5 pug de RNA total, y llevar a

cabo la sintesis por transcripcién reversa, utilizando el sistema Avian Enhanced RT
(SIGMA), utilizando el oligo d[T]23.

3. Primer PCR. Utilizar 3 ul del cDNA obtenido para llevar a cabo el primer PCR
utilizando el oligo especifico para la secuencia y el oligo 18HXS.

4. PCR_semianidado. Utilizar de 1 ul de producto de PCR obtenido para una
teaccion semianidada utilizando un oligo especifico mas interno de Ia secuencia y el oligo
18HXS.

5. Clonar <l producto de PCR en un vector de clonacién.

Transformacién de material vegetal
- Preparacion de parti de T
La técnica utilizada fue de acuerdo a Tomes ez 2/, 1995, y modificada por Cabrera ¢7 o/,
1997, como sigue:
a) Pesar 60 mg de particulas de tungsteno.
b) Resuspender en 2 mt de HNO, 0.1N y sonicar por 20 min.
c) Centrifugar a 10,000 rpm por 2 min.

d) Ehminar el sobrenadante y zplicar 2 ml de etanol absoluto, sonicar brevemente.
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e) Centrfugar a 10,000 rpm por 2 min.

f) Elminar el sobrenadante y resuspender en 1 ml de agua desionizada estéril

g Tomar 4 alicuotas de tungsteno de 250 pl, resuspender en 750 pl de agua
destonizada estéril en cada unod e los tubos.

h) La conecntracion final de tunsgteno en cada uno de los tubos es de 15pg/ul

i) Almacenar a -20°C.

2.- Recubrimiento de particulas de tungsteno con DNA.
La técnica utilizada fue de acuerdo a Tomes ef 4/, 1995, y modificada por Cabrera e al,

1997, como sigue:
)  Pesar 60 mg de particulas de tungsteno.
k) Resuspender en 2 ml de HNO3 0.1N y somicar por 20 min.
) Centafugar a 10,000 tpm por 2 min.

3.- Regeneracién de transformantes.

Los explantes bombardeados con ¢l DNA se colocaron para su diferenciacién en medio
IBA (MS [Murashige y Skooge], Sac [sacatosa] 2%, BAP [bencil amino purina] 1.5uM, Kan
fkanamicina] 100ug/ml), y se mantuvieron a 25°C con fotopetiodo de 16 hrs luz/8 hrs oscuridad,
por 5 semanas cuando se obtuvo la diferenciacion del tejido en brotes. Dichos brotes se pasaron
2 medio IBA (MS 0.5X, Sac2%, IBA [acido indol butrico] 2uM, Kan 100ug/ml) para la
diferenciacién del sistema radicular. Una vez regenerada la planta por completo, se mantuvieron
en medio MS Sac2% Kan 100ug/ml, en €l cual se propagaron vegetativamente hasta obtener

suficientes individuos de cada linea transformante.

Determinacion de la actividad trehalasa en plantas,

a) Congelar 1 gr de muestra en nitrégeno liquido y moler. Disolver en 4 ml de buffer
extraccion MES (MES [KOH] 0.1M pH 6.3, PMSF 2mM, EDTA 2mM) (Sambrook y Russell,
2001).

b) centuifugar por 20 min a 12,000 rpm a 4°C.

<) preparat en un tubo de 1.5 ml la siguiente reaccion:
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700 pl de buffer de ensayo (MES [KOH] 50mM pH 6.3)
100 wl de trehalosa 100 mM
200 pl de extracto protéico vegetal
d) incubar la mezcla de reaccién por 30 min a 37°C y detener la reaccion pot
calentamiento a 70°C durante 10 min.
e) centrifugar por 20 min a 12,000 rpm a 4°C
f) recuperar el sobrenadante y cuantificar la produccién de glucosa con el sistema GO-

Assay (SIGMA).
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