CONCLUSIONES

1. Bl cDNA de la trehalasa de alfalfa codifica para 553 ammodcidos, y su homologia entre fas
trehalasas reportadas es mas cercana a la trehalasa de soya.

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

3. La expresion del RINAas para trehalasa disminuyé la actividad de esta enzima en las plantas

wansgénicas de tabaco.

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

especies.

5. El promotor +d29A 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 sitre.

7. La expresion transgénica del RNAas eliminé la auxotrofia para sacarosa del cultivo de
plantas de tabaco fr giro.

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

de sacatosa.
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EcoRI - §2 - G'AATT C

EcoRT 70 - G'AATT C
SacT- 109 G AGCT'C

Nl - 127 - A TGCA'T

PGEM-T Easy
3015 bp z

S

¥

Mapa 1. Vector pGEMT Easy vector para clonacion de productos de PCR (PROMEGA, Inc.).
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HindIIl 234 A'AGCT T
Szel- 250 - G AGCT'C
BamHI - 252 - G’GATC C
EcoRI- 285 - G'AATT C

3 J/ EroRI - 301 - G'AATT C
Nsil- 345 - A TGCA'T
\ Xbal - 346 - T'CTAG_A
5

PCR 2.1-TOPO
3908 bp

Mapa 2. Vector TOPO TA pCR2.1 pata clonacién de productos de PCR (Invitrogen, Inc).
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HindIII .1 A'AGCT T

sprl 11 G CATG'C

PsI- 17 C TGCA G

EcoRV _ 764 - GAT'ATC

Xbal - 866 - T'CTAG_A

BamHI - 872 - G'GATC C

Xmal 877-C'CCGG_G

Smal 879 - CCC'GGG
EcoRV - 1453 - GAT'ATC
EcoRV - 1684 - GAT'ATC
Sacl - 2766 - G_AGCT'C
NI 2808 A TGCA'T
EcoRI - 3033 - G'AATT _C

Nefl 13951- A TGCA'T
EcoRV - 13773 - GAT'ATC
EcoRV _ 13647 - GAT'ATC
Sphl 13180 G CAl1GC
A 12823 € TGCA G

SpkrI 12180 G CATG'C

EcoRV - 4105 - GAT'ATC
Netl-4179 - A TGCAT

EcoRV - 8642 - GAT'ATC
Psil T995 - C_ TGLA'G EcoRV - 6341 - GAT'ATC

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

EcoRI 218 G'AATT C
Sacl- 257 G_AGCT'C
NSl 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 trchalasa de alfalfa, en el vector pGEM-T Easy Vector (Promega ™).
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HindIII - 234 - A'AGCT T

Sacl- 280 G_AGCT'C

BamHI - 252 - G'GATC_C
EcoRI - 283 - G'AATT C
EcoRI - 477 G'AATT C
NsiL - 756 - A_TGCA'T

TOPO 3 TRE
5301 bp

Nsil - 1274 - A TGCA'T

Hindlll 1640 A’AGCT_T
Xbal - 1645 - TCTAG A
EcoRI - 1682 G'AATT C
EcoRI 1694 - G'AATT C
Nsid 1738 A TGCA'T
Xpal - 1739 T'CTAG A

Mapa 5. Plismido pTOPO-3TRE resultante de la clonacién del producto del protocolo
3°RACE de 1.2 Kb del extremo 3 del cIDNA de ka trehalasa de alfalfa, en el vector TOPO TA

pCR2.1 (Invitrogen, Inc.).
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Hind[lT 234 A'AGCT T

Sacl- 250 - G AGCT'C
BamHI 251 G'GATC C
EroR1 183 - G'AATT C

EcoRI 1009 - G'AATT C
Nsil 1053 - A_TGCA'T

TOPO 5 TRE . Xbal - 1054 TCTAG A

Mapa 6. Plasmido pTOPO-5TRE resultante de la clonacion del producto del protocolo
GeneRacer de 0.5 Kb det extremo 5 del ¢cDINA de la trehalasa de alfalfa, en el vector TOPO
'TA pCR2.1 (Invitogen, Inc.).
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HindIII - 234 - A'AGCT T
Sacl 250 - G AGCT'C
BamHI - 252 - G'GATC _C
EcoRI - 283 G'AATT C
HindIII - 295 - A'TAGCT T

TOPQ RD29A Xbal - 1239 - T'CTAG A
4858 bp Nl 1295 - A TOCATT

Xbal - 1296 - TCTAG A

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

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

Xbal - 14837 - T'CTAG_A ;{ml -11- C'CCGG G
Spel - 14209 - A'CTAG T / mal - 13 - CCC'GGG
HindIII - 13893 - A'AGCT T

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

prd29-GUsS
14837 bp

Mapa 8. Plismido prd29-GUS, producto de la clonacién de la secuencia promotora td29A de
Athaliana en los sitios HindIII-Xbal del vector pBI-121, sustituyendo la secuencia promotora
358 CaMV.
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Hind[ll 234 - A'AGCT T
Sacl - 350 - G AGCT'C

BamHI- 257 G'GATC C

EcoR1 283 - G'AATT C

EcoRI 552 G'AATT C

Ns 831- A TGCAT
FeoRl 916 - G AATT C
Nsil- 960 - A TGCA'T

Xbal - 961 - TCTAG_A

Topo TRES60s

Mapa 9. Plasmido TOPO-TRE560s, ptoducto de la clonacion en sentido Sacl-Xbal del
fragmento de PCR de 560 pb de la secuencia interna de Ia trehalasa de alfalfa.
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Hindl - 234 - A'AGCT T
Sacl 250 G_AGCT'C

BamHI - 252 - G'GATC_C
EcoRI 183 G'AATT C
NsiI - 310 - A TGCA'T

EcoRT 581 G'AAIT C

EcoR1 - 916 - G'AATT C
N5l - 960 - A TGCA™T
Xbal - 961 - TCTAG A

Mapa 10, Plismido TOPO-TRES60s, producte de la clonacién en sentido SacI-Xbal del
fragmento de PCR de 560 pb de Ia secuencia interna de la trehalasa de alfalfa.
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Xhol -8

EcoR] - 41

EcoRl - 333

EcoRI - 601

Spel - 626
BamHI - 632
Sacl - 642
EcoRf - 90¢

Xbal - 13500
Hindlil - 12635

pBI-TreAS
13504 bp

Mapa 11. Plismido pBI:TREas producto de la clonacion de la seguencia TRE de 560 pb de la
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

EcoRI - 13542 - G'AATT C

EcoRI 13274 - G'AATT C

EcoRI - 12982 - G'AATT C

Xnol 12949 C'TCGA G

Xbal - 12937 - T'CTAG A
Spel - 12309 A'CTAG T
HirdIII - 11993 - A'AGCT_T

FcoRI - 267 - G'AATT C

prd29-TreAS
13583 bp

Mapa 12. Plismido prd29:TREas, producto de la clonacién en antisentido de la secuencia TRE
de 560 pb de la trehalasa de alfalfa, en los sitos Xbal-Sacl del plasmido prd29:GUS,
sustituyendo la secuencia del gen GUS.

79



TTATTACTGGGATTCTTATTGCGTAATTAGGGGGTTGTTGGCGAGTAAAATGTATAAGACTGCTAAATCTATT
GTCACCAATCTCATTTCATTGATTGAGGAATACGEGTTTGTGCTTAATGGTGCTAGAGCTTACTACACTAACA
GA

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

ACCAATCTCATTTCATTGATTGAGGAATACGGGTTTGTGCTTAAT GGTGCTAGAGCATACTACACTAACAGGA
GCCAGCCTCCCCTTTTARGCGCTATGATTTATGAGATATACGCTAGGACTGGTGATATAGAATTAGT TAAAAG
GTCTCTGCCTGCACTACTGAARAGAGCACGAGTTTTGGAATTCAGATATACATAAAGTGAACATTTCGGATGCT
CAAGGTTGCACTCGCACCTTARATCGCTATTAT GCAAGGTGGCGACAAACCAAGGCCAGAATCGTCCACAATGG
ACARAGGCATCTGCTTCCAAGT TCAGGACTGTTTCAGAAAAACAACATTTTXACCGTGAACTAGCATCAGCTGC
TGAATCAGGATGGGATTTCAGCACAAGAT GGATGRGACACCCTCCTAACTTCACAACATTGTCTACAACATCA
GIGATACCTGTTGATTTAAATGCATTTCTACTTGGGATGGAACTTAATATTGCCTTCTTTGCAAATGTTACTG
GAGATAATAGGACTGCTGAACACTTCCTGCAAATTTCCGATGT TAGARAGGAGGCAATTAACTCGGTTTTCTG
GAATGCAAACATGAACCAATGGCTTGATTCCTGGCTCAGCAATACCACACATGAGAAGGTTCAAGTTTGGGAT
ACCCTGCACCAGAATCAAAATGTATTTGCTTCCAATTTTGTTCCTTTGT GGAT GAAGCCATTTTACTCAGATG
CTTTGCTAGTGAGTAATGTTCTCGAAAGT CTCARAACCTCTGGCCTGCTTCGTGCTGCTGGAGTTGCARCTTC
TTTGAGTGATTCAGGACAGCAGTGGGACTTCCCGAATGGTTGGGCTCCACTTCAACACATGTTAGTTGAAGGT
CTTGTAAARTCAGGGTTGGAAGAAGCAAGGTCGTTGGCTGAAGARATTGCCATARAGATGGATCACAACCAATT
ATATCGTTTACAAAAAANCAGGTGTAATGCATGAAARAGTTTGACGT GGRACATTGCGGAGAATTTGGAGGTGG
GGGTGAATATGTACCCCAGACTGGTTTTGGCTGGTCAAATGGAGT TGTGCTGGCATTCTTGGAGGAGTTTGGG
TCGCCCGAAGAT CGTAARATAGAATGCTAATGTGCTAAAARATGAAAGGTACAATAAGTTTGGTATGCTTTAA
GAATTTACTTAGTAMATCAATTTTTCCACAAGTGGGTGAAGARAAAATTGTTTATAATTGCTTGCTTGAARAGC
TACTTGTTAAAAGCTATAAATAARGCAGAGATAATGAAGAACTTGATTGGCGAAAAAARANAAAAARARRAADR
AAAARAARAARAARAAAAAGRAARABARAARAAMGCTTCTAGAGTCGACACCATTAAGCACAAACCCGARGGGC
GAATTC

Secuenda 2. Extremo 3’ de la secuencia del cDNA de 1a trehalasa de alfalfa

GGACRCTGACATGGACT GANGGAGTAGARAATTCTTTCTTGTTGGTATTGATTTTGCATTGTTCTCTTCATTC
CTCATTGGTGGRAAGGAAGCAAGGAGGGGGAACATTGAARAGACATTCCAAGCAAAGCAAACAAAAGTCCGCCA
CTTTGCTTCAAGTCAACTGCCGACTCTACAGTGACAGCATCAACTATGGACGACGACGTGAAGCCTTCAACTC
CACTCGTATCCTTTCTCGARAATTCTCCARCACACCGCATTCAACACATTCGGCAATCACAATTTCGATCCTAA
ARCCTACGTCGATTTACCTCTCAAATTCCCCCTTTCCGATACGGATCACGCTTTCCAGAATCTTCCTAARTCC
TCGACTGGTTCAGTGTCCGTTCATGAT TTGAATCGTTTTATAGAARCTTATTTTGATGGTGCAGGTGATGATC
TCGTGTACTCTGATCCAGAGGATTTTGTCCCTGAGCCTCAGGGTTTTT TGCCTARAGT ARAAAACCCTGAGGT
CAGAGCATGGGCGATTAAGGTTCATTCTCTTTGGAAAAACTTGAGTAGGRAAGTATCCACTGAGGTCARGACT
CACCCTAACTACCATACTCTGCTTCCTGTTCCTGGTTCTGTTGTTATCCCTGGTTCGCGATTTCGTGAAGTAT
ATTACTGGGATTCCTACTGGGTAATTAGGGGGTTGTTGGCGAGT ARARTGT

Secuencia 3. Extremo 5 de la secuencia del cDNA de la trehalasa de alfalfa.
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PROTOCOLOS

Extraccion de DNA plasmidico a pequeiia escala por lisis alcalina

a) Levantar una colonia transformante y crecerla en medio LB (Tifco, Inc.) liquido con
aatibiotico de seleccién 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 pastilla bacteriana en 100 pl de Solucion 1 (glucosa 50mM, Trs-HCl
25mM pH 8.6, EDTA 10 mM pH 8.0).

d) Agregar 200 pl de Solucién II NaOH 0.2N, SDS 1%) y mezclar suavemente por
inversién.

€) 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) Centrifugar a 14,000 rpm durante 20 min a 4°C. Descartar sobrenadante.

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

1} Resuspender la pasiilla en 50 pl de agua desionizada esténil Almacenar a —20°C.

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

a} Homogenizacién de tepdo. Utithzando un homogenizador o Polytron,
homogenizar 50-100 mg de tejido en 1 ml de TtiReagent.

b} Separacion de fases. Incubar el homogenizado por 5 min. a tempetatura ambiente,
para permitir una completa disociacion de los complejos de nucleoproteinas. Posteriormente,
afiadit 200 i de cloroformo por ml de TriReagent y agitar por 15 sep. Incubar Iz mezcla
resultante a temperatura ambiente durante 2-15 min, y centrifugar a 12,000 g pot 15 min a 4°C.
Después de centrifugar, la mezcla se separa en una fase inferior roja de fenol:cloroformo, la

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

c) Preapitacion de RNA. Traasferir ha fase acuosa a un wbo nuevo y precipitar el
RNA con isopropanol. Para remover las proteoglicanos y polisacaridos que contaminan la
muestra de RINA, anadir a la fase acuosa 250pl de isopropanol, seguido de 250l 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 a 12,000g por 8 min a 4-25°C. Esta modificacién precipita el RNA, mientras que los
polisacaridos y proteoglicanos se mantienen en forma soluble.

d) Lavado del RNA. Remover el sobrenadante y lavar la pastlla 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% pot cada ml de TtriReagent utilizado en la homogenizacion. Sila pastilla de RNA se acumula
en la pared del tubo y tene tendencia a flotar, sedimentar la pastilla a 12,000g.

¢) Solubilizacion de RNA. Remover el etanol del favado y secar la pastilla de RNA al
aite de 3-5 min. Es importante no secar completamente la pastilla de RNA, ya que esto disminuye
su solubilidad. No seque la pastilla por centrifugacion al vacio. Disuelva el RNA en agua o SDS
0.5% pipeteando un poco, e incubar por 10-15 min a 55-60°C. El agua o la solicién de SDS
atilizadas deben ser libres de RINasas, tratadas con dietil pirocarbonato (DEPC).

2.-. Extraccion de DNA genémico.
a). Molet 3 gr de tejido en nitrdgeno liquido y transferir 2 un tubo Falcon de 50 ml.

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

c) agregar 6 ml de fenol:cloroformo (1:1; v/v) y mezclar suavemente.

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

€) Tomar la fase acuosa y transferirla a 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) Centtifugar a 8,000 rpm por 30 min a 4°C.

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

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

dejar secar al aire por 5 min.
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2 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 Ia noche.

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

Sintesis de secuencias nucleotidicas: 3' RACE.

1. Mancjo de RNA. Udlizar RNA total en bucnas condiciones. Trabajar con
puntillas ¥ tubos esteriles en un drea mpia, y utilizar guantes para evitar contaminar con
RNasa.

2. Sintesis de cadena complementaria. Udlizar de 1 a 5 pg 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 ptimer PCR
utilizando el oligo especifico para la secuencia y el oligo 18HXS.

4. PCR semianidado. Utdlizar de 1 pl de producto de PCR obtenido para una
reaccién semianidada wtilizando un oligo especifico mis interno de la secuencia y el oligo
18HXS.

5. Clonar ¢l producto de PCR en un vector de clenacién.

Transformacién de material vegetal.

1.~ Preparacion de particulas de Tungsteno.

La técnica utlizada fue de acuerdo a Tomes e# 4/, 1995, y modificada por Cabrera ef 2/,
1997, como sigue:

a) Pesar 60 mg de particulas de tungsteno.

b) Resuspender en 2 ml de HNO, 0.1N y sonicar por 20 min,

c) Centrifugar a 10,000 rpm por 2 min.

d) Eliminar el sobrenadante y aplicar 2 ml de etanol absoluto, sonicar brevemente.
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e) Centrifugar a 10,000 rpm por 2 min.

f) Eliminar cl 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
desionizada estéril en cada unod e los tubos.

h) La conecntracion final de tuasgteno en cada uao de los tubos es de 15pg/pl

i) Almacenar a -20°C.

2.- Recubrimiento de particulas de tungsteno con DINA.
La técnica vtlizada fue de acuerdo a Tomes ¢f &, 1995, y modificada por Cabrera ¢ af,

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

3.- Regeneracién de transformantes,

Los explantes bombardeados con el DNA se colocaron para su diferenciacién en medio
IBA (MS [Murashige y Skooge], Sac [sacatosa] 2%, BAP [bencil amino purtna] 1.5uM, Kan
fkanamicina} 100ug/ml), y se mantuvieron a 25°C con fotopetiodo de 16 hts huz/8 hrs oscuridad,
pot 5 semanas cuando se obtuvo la diferenciacion del tejido en brotes. Dichos brotes se pasaron
2 medio IBA (MS 0.5X, Sac2%, IBA [dddo indol butirico] 2uM, Kan 100ug/ml) para la
diferenciacién del sistema radicular. Una vez regenerada la planta pot 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
extraccibn MES (MES [KOH] 0.1M pH 6.3, PMSF 2mM, EDTA 2mM) (Sambrook y Russell,
2001).

b) centrifugar pot 20 min 2 12,000 rpm a 4°C.

<) preparat en un tubo de 1.5 mi la siguiente reaccién:
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700 pl de buffer de ensayo (MES [KOH] 50mM pH 6.3)
100 ul de trehalosa 100 mM

200 pl de extracto protéico vegetal
d) incubar la mezcla de reaccion pot 30 min a 37°C y detener la reaccién por
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 produccion de glucosa con el sistema GO-

Assay (SIGMA).
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