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Resumen

Los efectos del cambio climatico, que incluyen variaciones significativas e irreversibles
en la temperatura, estan impactando la tierra y a la produccién agricola. La salinidad y
sequia de suelos son los estreses abidticos que mas dafio han causado al crecimiento
y la producciéon de alimento. En este contexto, las tecnologias de edicion genética,
como CRISPR/Cas9, junto con el estudio de genomas, adquieren un papel
fundamental para generar variedades de cultivos de importancia para el consumo
humano que sean tolerantes al estrés hidrico y salino. Entre ellos destaca Actinidia
deliciosa (kiwi), una fruta de gran importancia en Chile debido a su valor nutricional y
su contribucién al desarrollo agricola del pais. Por ello, se podrian generar plantas de

kiwi tolerantes a estrés abiotico usando CRISPR.

En esta tesis identificamos y seleccionamos tres genes candidatos a ser editados que
codificarian para ubiquitinas ligasas (AdSRFP1, AdSAP7 y AdSARP1) y un gen que
codificaria para una enzima de sintesis etileno (AdACS6,) ya que pueden actuar como
reguladores negativos (RN) en la respuesta al estrés en kiwi Hayward y que pueden
ser blanco de edicion. Se determind que los niveles de expresién de estos genes en
plantas de Actinidia deliciosa var. Hayward aumentan en respuesta al estrés por sequia
y salinidad. Ademas, se cloné el gen AASAP7 ya que presentaba los mayores niveles
de expresién y se generd un vector para su expresion en plantas. Se determind que
AdSAP7: GFP posee localizacién citoplasmética y nuclear, concordante con la funcion
ubiquitin ligasa a la que codificaria. Se finalizo la tesis con la obtencion de plantas de
tabaco transformantes para SAP7 que seran usadas para futuros ensayos funcionales

Xi



y finalizar la caracterizacién del gen. Para esto se propone un futuro ensayo crénico
con las plantas transgénicas aclimatadas en tierra. Los resultados de este estudio
permiten concluir que la estrategia empleada posibilita la identificacién y seleccion de
genes RN como potenciales candidatos a edicion génica. Esto, a su vez, abre nuevas
perspectivas para mejorar la tolerancia al estrés en cultivos agricolas y proporciona un
mayor entendimiento sobre los mecanismos de adaptacion de las plantas a

condiciones ambientales adversas.
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Abstract

The effects of climate change, which encompass significant and irreversible
temperature variations, are impacting the land and agricultural production. Soil salinity
and drought are the abiotic stresses that have caused the most damage to growth and
food production. In this context, genetic editing technologies such as CRISPR/Cas9,
coupled with genome studies, play a fundamental role in enabling the generation of
crop varieties crucial for human consumption that are stress-tolerant, particularly to
water and salinity stress. Among these, Actinidia deliciosa (kiwifruit), a fruit of great
economic significance in Chile due to its nutritional value and contribution to the
country's agricultural development, stands out. Thus, it is conceivable to engineer

kiwifruit plants tolerant to abiotic stress using CRISPR.

In this thesis, we identified and selected four candidate genes for editing that encode for
ubiquitin ligases (AdSRFP1, AdSAP7, and AdJSARP1) and the ethylene synthesis
enzyme AJACS6. These genes were chosen as potential targets due to their role as
negative regulators in the stress response of Hayward kiwifruit, and their potential
suitability for editing. It was determined that the expression levels of these genes in
Actinidia deliciosa var. Hayward plants increased in response to drought and salinity
stress. Additionally, the AASAP7 gene was cloned due to its higher expression levels,
and a vector for its expression in plants was generated. It was found that ADSAP7: GFP
had cytoplasmic and nuclear localization, consistent with its predicted function as a
ubiquitin ligase. The thesis concluded with the successful generation of transformed

tobacco plants for SAP7, which will be used for future functional assays and to
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complete the gene characterization. A future chronic assay with acclimatized transgenic
plants in soil is proposed for this purpose. The results of this study lead to the
conclusion that the employed strategy enables the identification and selection of

negative regulator genes as potential candidates for genetic editing.
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1 Introduccion

Desde el siglo pasado, los niveles de CO. han aumentado progresivamente, en
consecuencia, las temperaturas globales se han intensificado draméticamente
(Jansson y col. 2020), lo que ha favorecido la desertificacion, que se caracteriza por la
alta salinidad de suelos y por la escasez de agua en diversas zonas del mundo (Zhang
y col. 2018; Raza y col. 2019). Este fenbmeno ambiental, conocido como estrés
abiotico, amenaza gravemente la agricultura, ya que es la principal causa de pérdida
de cultivos a nivel mundial, reduciendo en promedio mas del 50% del rendimiento de

los cultivos méas importantes (Wang y col. 2003).

En Chile se pronostica para el 2050 una reduccion del 15-20% en la precipitacion anual
(Garreaud y col. 2015) lo que preocupa en el rubro agricola, pues, el pais se
caracteriza por ser un importante productor de fruta fresca, destacando A. deliciosa
(kiwi), siendo el 3er productor mundial de Kiwi, puesto que produce el 17% de este
cultivo, especialmente A. deliciosa (Bravo, 2014). El kiwi es sensible a las bajas
temperaturas (Gostincar y Yuste Pérez, 2006) y a la salinidad, estrés abidtico que
limitan el rendimiento fotosintético (Chartzoulakis y col. 1995) lo cual reduce el

crecimiento, afectando significativamente la produccién de este cultivo.

Los estreses hidrico y salino desencadenan sefiales en las plantas, lo que se traduce
en respuestas que generan cambios en la expresion y regulacién de ciertos genes
involucrados en su tolerancia (Moreno 2009). En medio de esta respuesta hay

expresion de genes que regulan negativamente la tolerancia promoviendo la muerte



celular, afectando la planta en condiciones de estrés, lo que hace interesante estudiar
su funcionalidad para una posible edicién de estos y asi favorecer la respuesta de
tolerancia en las plantas frente a estrés hidrico y salino. En este sentido, la edicion
genética conlleva editar el genoma de la planta generando variedades en poco tiempo
y sin necesidad de integrar de manera estable material genético exégeno (Metje-Spink
y col. 2019). Dentro del nuevo grupo de técnicas de edicion génica, destaca la
herramienta CRISPR/Cas9, la que se basa en la formaciéon de un complejo compuesto
por un RNA guia (RNA) y la proteina Cas9 (Hryhorowicz y col. 2017). Cas9 realiza un
corte en ambas hebras del ADN, generando extremos romos, lo que lleva a la
reparacion del corte en el ADN mediante el sistema “non-homologous end joining”
(NHEJ), donde comunmente ocurren errores tipo indel, generando una mutacion, lo
que puede llevar a la pérdida de la funcién del gen blanco afectando su marco de

lectura abierto (ORF) (Kathodia y col. 2016).

CRISPR/Cas9 se ha utllizado en diversos modelos vegetales para la mutacion o
edicion (knockout) de genes (Brooks y col. 2014), por esta razén, se podria usar en
genes reguladores negativos (RN) de respuesta a estrés originado por la sequia y la
salinidad. Por ejemplo, el gen OsRFP1 (“Orzya sativa Stress-related RING Finger
Protein 1”), se expresa tanto en raices como en hojas de arroz bajo condiciones de
estrés salino y codifica para una ubiquitin ligasa E3 que al sobreexpresarse en arroz
produce sensibilidad a estrés salino (Fang y col. 2015) por lo que se convierte en un

candidato ideal a estudiar y editar.

Asi mismo, el gen OsiSAP7 actia como un regulador negativo de la sefializacion de
estrés por ABA y confiere sensibilidad al estrés por déficit de agua. En un estudio de

Sharma y colaboradores del 2015 se vio que la sobreexpresion de este gen en plantas
2



de Arabidopsis resulté en una insensibilidad al tratamiento con ABA en la etapa de
germinacion de las semillas y una mayor sensibilidad al estrés por déficit de agua en
etapas posteriores del desarrollo, esto debido a que el acido abscisico (ABA) regula la
expresion de varios genes requeridos para tolerar al estrés. Algunos de los genes que
se sabe que responden al ABA incluyen a los ABF3 y ABF4 (Figura 1). Estos genes
codifican para factores de transcripcion bZIP (proteinas de unidon a elementos de
respuesta de proteinas basicas) que se activan en respuesta al ABA y se unen a
elementos de respuesta al ABA (ABRES) en los promotores de genes necesarios para
conferir tolerancia a estrés salino e hidrico como acuaporinas, proteinas abundantes en
la embriogénesis tardia (late embryogenesis abundant, LEA, por sus siglas del inglés),

etc. (Peleg y col. 2011).

El mecanismo de accion de SAP7 aln no se comprende completamente. Sin embargo,
se ha observado que OsiSAP7 regula negativamente la expresidbn de genes que

responden al estrés tal como lo muestra la Figura 1.
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Figura 1. Sefalizacion de estrés abidtico mediada por OsSAP7. Bajo condiciones no
estresadas y estresadas, OsSAP7 media la ubiquitinacion de reguladores positivos del estrés
abidtico, como los factores de transcripcion inducidos por ABA, ABFs. OsSAP7 esta compuesto
por dominios A20 y AN1 requeridos para la ubiquitinacion, y el NLS para la localizacién nuclear.
El dominio AN1 permite tanto la localizacién nuclear como citoplasmatica. Adaptado de Giri y
col. 2015.

Por todo lo expuesto, resulta fundamental buscar estrategias moleculares para
proteger y potenciar cultivos importantes en Chile, como el kiwi, frente al inminente

aumento de la sequia y salinidad producto del cambio climético.

Por lo cual, nos preguntamos si, ¢el desarrollo de una estrategia Biotecnolégica

basada en la edicion de genes que codifican para RN de estrés salino e hidrico en



Kiwi, variedad Hayward (Actinidia deliciosa) mejoraria la respuesta a estos tipos de

estrés?

Para ello seria fundamental la identificacion y seleccion de genes que codifican para
RN de estrés salino e hidrico en Kiwi, variedad Hayward (Actinidia deliciosa) y su

caracterizacion funcional.

La estrategia Biotecnoldgica basada en la busqueda e identificacion permitirian una
futura edicion de genes que codifican para reguladores negativos de estrés salino e

hidrico en Kiwi, variedad Hayward (Actinidia deliciosa).

1.1 Hipotesis

El genoma de kiwi variedad Hayward (Actinidia deliciosa) posee genes paralogos a
reguladores negativos de estrés salino e hidrico en plantas que se expresan bajo estas

condiciones de estrés abiobtico.

1.2  Objetivo General

Identificacién y seleccion de genes paralogos a reguladores negativos de estrés salino
e hidrico en Kiwi, variedad Hayward (Actinidia deliciosa) y su evaluacién de expresiéon

génica bajo estas codiciones.



1.3 Objetivos Especificos

OEZ1: Identificar y seleccionar genes paralogos candidatos a reguladores negativos de

la tolerancia a estrés salino e hidrico en Actinidia deliciosa (Kiwi) var. Hayward.

OE2: Determinar el nivel de expresion relativa de los genes seleccionados en plantas

de Kiwi Hayward sometidas a estrés salino e hidrico.

OE3: Obtener plantas de Nicotiana tabacum transgénicas para un gen candidato a
regulador negativo de Kiwi Hayward que se exprese significativamente en estrés salino

e hidrico.



2 Materiales y Métodos

2.1 Materiales

Reactivos: Se utilizaron reactivos adquiridos de empresas lideres y marcas
reconocidas, tales como Invitrogen, Agilent Technologies, Fermentas, Promega,

Axygen, Biorad, FAVORGEN Biotech Corporation, Merck, Takara Bio y Sigma-Aldrich.

Cepas bacterianas: Escherichia coli guimiocompetentes Mach1™-T1R, de genotipo: F
$80lacZAM15 AlacX74 hsdR(r«,my*) ArecA1398 endAl tonA (confiere resistencia al
fago T1) (Invitrogen) y Agrobacterium tumefaciens con el genotipo GV3101: C58,

plasmido Ti, GenR, RIifR, respectivamente.

2.2 Analisis bioinformaticos

Se realiz6 busqueda bibliografica de RN caracterizados funcionalmente a través del
buscador en bases de datos de proteinas del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI) de los Estados Unidos. Posteriormente, se utilizé la herramienta
de BLAST (tblastn y blastp) para buscar secuencias homdlogas en el genoma de
Actinidia chinensis cultivar Red5; seleccionando los alineamientos con una identidad y

cobertura mayor al 40%, respectivamente.



Ademas, se realizaron analisis filogenéticos de aquellas secuencias nucleotidicas que
codifican para una proteina perteneciente a la misma familia que el query en
www.phylogeny.fr en el modo "One Click" para identificar las secuencias que mostraran
una mayor homologia evolutiva. Ademas, las secuencias seleccionadas se sometieron
a un alineamiento mudltiple utilizando la herramienta Clustal Omega disponible en

www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo para identificar la conservacion de los dominios de la

proteina de referencia.

2.3 Disefio de partidores

Todos los partidores fueron disefiados utilizando las herramientas bioinformaticas
SnapGene y Primer3Plus. El andlisis de los partidores disefiados se realizé mediante la
herramienta bioinformatica Geneious Prime, la cual permitié corroborar la temperatura

de disociaciéon y descartar la presencia de homo y heterodimeros.

2.4 Métodos de cultivo y transformacion

2.4.1 Cultivo de cepas bacterianas

Para el cultivo de E. coli en medio liquido, se introdujeron células de E. coli Machl
(Invitrogen) transformados en una solucién de LB liquido (que contenia Triptona al 2%
p/v, NaCl al 0.8% p/v y Extracto de levadura al 0.5% p/v), agregando el antibi6tico de
seleccién correspondiente segun la resistencia requerida por los vectores empleados

en la transformacién celular. La incubacion del cultivo se llevé a cabo a 37 °C bajo


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo

agitacion durante 16 horas. Por otro lado, para los cultivos en medio sélido de E. coli,
se sembraron las células en placas Petri conteniendo medio LB sélido (LB liquido y
Agar-agar al 6%), suplementandolo con el antibiético de seleccion adecuado.

Posteriormente, las placas se incubaron durante 16 horas a 37 °C.

Para el caso de A. tumefaciens, se afiadieron células transformadas de A. tumefaciens
en medio LB liquido suplementado con rifampicina a una concentracion de 20 mg/L,
gentamicina a una concentracién de 50 mg/L, y el antibiético especifico requerido por
el plasmido de interés. El cultivo liquido se mantuvo en agitacion a una temperatura de
28 °C durante 20 horas. Del mismo modo, los cultivos sélidos de A. tumefaciens se
realizaron en placas Petri con medio LB solido suplementado con los antibioticos
mencionados. Las placas se incubaron a 28 °C durante 48 horas. Para preservar las
muestras tanto de E. coli como de A. tumefaciens, se prepararon alicuotas de los
cultivos liquidos mezclando 500 pL del cultivo con 300 pL de glicerol estéril al 80%, las

que se almacenaron a -80 °C.

2.4.2 Transformacion de células bacterianas quimiocompetentes

La transformacion de células de E. coli y de A. tumefaciens competentes se llevo a
cabo mediante semipermeabilizacion de su membrana a través de un golpe térmico.
Una alicuota de 50 yL de células de E. coli Machl se mezclaron con 6 pL de una
reaccion de ligacion en pCR®8 (seccion 2.4.4) o 10 uL de una reaccion de
recombinacion en pGWBS5 (seccion 2.4.8). La muestra se incubd durante 30 minutos en
hielo y luego durante 45 seg a 42°C. Posteriormente, se deposito en hielo y luego de 2

minutos se mezclé con 250 pL de LB liquido y se incubd durante 1 hora a 37°C en
9



agitacién a 200 rpm. Una alicuota de 50 pL fue luego sembrada en una placa de LB
sélido (Triptona 1% p/v, Extracto de levadura 0,5% p/v, NaCl 0,8% p/v, Agar-agar 1,6
% p/v) suplementada con el antibidtico de seleccion adecuado (Tabla 1) e incubada

durante 12-16 horas en una estufa a 37°C.

Para la transformacion de A. tumefaciens, se utilizd una alicuota de células
competentes de 100 uL que fue descongelada en hielo y luego mezclada con 300-500
ng del vector de interés. Posteriormente, esta mezcla se sometié a un golpe de frio
sumergiéndola en N2 liquido durante 5 minutos, seguido de un descongelamiento a
temperatura ambiente durante 15 minutos. A continuacion, la mezcla se incub6 en 1
mL de LB liquido a 28°C durante 6 horas. Luego, la mezcla se centrifugd durante 5
minutos a 6000 g, se eliminé el sobrenadante y el precipitado de células se
resuspendié en 100 yL de medio LB liquido. Las células resuspendidas se sembraron
en una placa Petri con medio LB sélido suplementado con Rifampicina a 10 mg/L,
Gentamicina a 50 mg/L y el antibiético de seleccion del vector incorporado (segun se
indica en la Tabla I). Las placas se incubaron a 28°C durante 36-48 horas para permitir

el crecimiento y la seleccidn de las células transformadas.

2.4.3 Obtencion de secuencia codificante de AASAP7

Se realiz6 una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con los partidores
AdSap7_clon F (5'- CAGAAAAAACCCAAAAAGAAATGTG -3) y AdSap7_clon R (5-
GCCTGATAGTCACCTGTTCGTTGC -3, disefiados en (2.3) a partir de ADNc de hojas
de Kiwi (obtenido en la seccion 2.7.4), con la enzima Q5® High-Fidelity DNA

Polymerase (NEB). Las cantidades usadas para amplificar la banda son descritas en la

10



Tabla 2. Luego, se realiz6 una PCR a la temperatura 6ptima obtenida, cuyo perfil

térmico se detalla en la tabla 6.1.

El producto de PCR se resolviéo mediante electroforesis en gel de agarosa (seccion 2.9)
para resolver el tamafio del amplicon. La banda correspondiente a =500 pb fue cortada
del gel utilizando un bisturi para su purificacion. Se utilizé el kit Wizard SV Gel Cleaning
System (Omega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, el ADN
extraido se cuantificé utilizando un espectrofotdmetro Nanovue (GE Healthcare &

Electronics) con una muestra de 2 uL, utilizando agua como blanco de referencia.

2.4.4 Clonamiento del gen AdSAP7 en el vector pCR8

La clonacién en vectores de entrada, como pCR®8/GW/TOPO® (Invitrogen), permite
amplificar y secuenciar fragmentos especificos de genes de interés para su posterior
clonacién en el vector de destino. En este estudio, se cloné la regién codificante (504
ob) del gen AdSAP7 en pCR®8/GW/TOPO® el cual cuenta con la enzima
Topoisomerasa | covalentemente unida en la secuencia CCCTT del vector. Esto
permite la insercion de los productos de PCR que poseen una adenosina libre en cada
extremo. Por otro lado, el vector posee el gen SpnR, que confiere resistencia al
antibidtico espectinomicina. Asimismo, cuenta con las areas attL1 y attL2, las cuales
flanquean la region de duplicacién en ambos lados (Figura 2). Estas areas attL1 y attL2
son clave para transferir los fragmentos duplicados presentes en este vector a
diferentes vectores de destino mediante la tecnologia Gateway® (Parr y col. 2003), la

cual se basa en la recombinacion homologa.

11



EcoR |
"
EcoR |

pCR 8/GW/TOPO
2817 bp

Figura 2. Esquema de vector pCR®8.

Antes de clonar, se realiz6 una adicion de adenilatos con Taq polimerasa en el extremo
3’ al ADN purificado desde la banda de agarosa. Esto permitié la ligacién al vector
pCR8/GWI/TOPO, que posee T sobresalientes. Es asi como 250 ng del producto de
PCR purificado fueron usados en la mezcla de reaccion detallada en la tabla 3, la cual
se prepar6 dentro de un tubo de 0,2 mL. Esta mezcla de reaccién se incubé a 72°C por
30 minutos en termociclador. Posteriormente, para la clonacién del fragmento de
interés en el vector de entrada pCR®8, el producto de PCR con adenilatos en 3’ se
mezclé con 50 ng del vector de entrada pCR®8 y 1 pL de una solucion salina (NaCl 1,2
M, MgCI2 0,06 M) en una mezcla de ligacion de 6 pL totales. La mezcla de ligacion se
incub6 a temperatura ambiente durante 2 horas, tras lo cual fue transformada en

células de E. coli Machl1 quimiocompetentes (seccién 2.4.2)
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2.4.5 Extraccion de ADN plasmidial mediante EZNA Mini Kit

Se tomaron colonias al azar desde placas LB (seccion 2.4.2) utilizando una punta
estéril las que fueron depositadas dentro de tubos de 15 mL conteniendo medio LB
liquido y el agente de seleccidén correspondiente. Los tubos se incubaron a 37°C con
agitacion constante durante 16 horas. Después de este periodo, se retird la punta con
una pinza y las muestras se centrifugaron a 10000 g durante 5 minutos. El
sobrenadante se descart6 y se extrajo el ADN plasmidial (ADNp) con el kit E.Z.N.A.®
Plasmid DNA Mini Kit | (OMEGA bio-tek), siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Finalmente, se determiné la concentracion de ADNp utilizando un
espectrofotometro Nanovue (GEHealthcare & Electronics), utilizando 2 yL de muestra y

agua como referencia en blanco.

2.4.6 Verificaciéon del inserto y su direccionalidad mediante digestion
enzimatica del ADN plasmidial

Se realizé la liberacion y verificacion del tamafio del inserto mediante una digestion

enzimédtica utilizando la enzima de restriccion EcoRI (Thermoscientific) y con la enzima

Avall (Thermoscientific) para verificar la direccionalidad. Las mezclas de reaccion se

describen en la Tabla 4. Los tubos se incubaron a 37°C durante 3 horas, y el producto

de la digestion se resolvié mediante electroforesis en gel agarosa al 1.5%.

2.4.7 Secuenciacion del vector pCR8-AdSap7

Para llevar a cabo la secuenciacion de las muestras, se extrajeron 15 pL de ADN

plasmidico de las colonias seleccionadas, con una concentracion comprendida entre
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80 y 200 ng/uL. Estas muestras se enviaron al Centro de Secuenciacién Automatica de
ADN de la Pontificia Universidad Catdlica, utilizando los partidores universales M13F y
M13R-PUC que se encuentran en el vector pCR8. La secuenciacién se llevdé a cabo
utilizando un secuenciador ABI PRISM 3100. Posteriormente, los resultados obtenidos

se analizaron utilizando el software Snapgene.

2.4.8 Clonacion de fragmento de interés en el vector de destinacion pGWB5:

Recombinacion por tecnologia Gateway®

En la Figura 3 se muestra que el vector pPGWB5 contiene los sitios de recombinacion
attR1 y attR2 que flanquean el gen letal de seleccién ccdb, situado rio arriba del gen
reportero gfp. Estos elementos se encuentran dentro de los bordes LB y RB, los cuales
delimitan la region que se insertara en el genoma de las plantas de interés. Dentro de
estos bordes, también se encuentra el gen hptll, responsable de la resistencia a la
Higromicina en plantas, mientras que el gen nptll, ubicado fuera de los bordes, confiere
resistencia a Kanamicina en bacterias (Figura 3A). La presencia de los sitios de
recombinacion en este vector permite reemplazar el gen letal ccdb por el gen SAP7

clonado previamente en pCR®8, generando la construccion AdSap7::gfp.

La tecnologia Gateway® se basa en la recombinacion sitio-especifica del fago A
(Hartley y col. 2000), utilizando secuencias de recombinacion homologas presentes
tanto en el vector de entrada (attL1 y attL2) como en el vector de destino (attR1 y
attR2). El fragmento se clona en el vector de entrada entre los sitios attL y debe estar
en la orientacioén correcta con respecto a attL1. Como se muestra en la figura 3B, las
regiones attL1 y attL2 del vector de entrada se recombinan especificamente con las

regiones attR1 y attR2, respectivamente, lo que permite reemplazar el gen letal ccdb
14



por el fragmento de interés contenido en el vector de entrada pCR®8. Después de la
recombinacion, las zonas de recombinacion en el vector de expresién se denominan

attB1 y attB2, respectivamente.

La recombinacién se llevé a cabo en una mezcla de reaccion de 10 pL que contenia
aproximadamente 150 ng del vector pCR8-AdSap7 (en 1-7 pL), aproximadamente 300
ng del vector de destino (en 1 pL), 2 yL de la enzima LR ClonasaTM Il y buffer TE para
completar los 10 pL, con un pH de 8. La mezcla se incubé durante 1 hora a
temperatura ambiente. La enzima LR Clonasa es una integrasa capaz de realizar la
recombinacion entre las regiones attL1 y attR1, asi como entre las regiones attL2 y
attR2, mediante un mecanismo de corte y ligadura de las hebras. Posteriormente, se
transformaron células quimiocompetentes de E. coli tal y como se describe en el punto
2.4.2, dejandolas crecer en medio LB solido suplementado con kanamicina 50 mg/L por
16 horas. Luego se analizaron colonias transformantes de cada vector mediante PCR
de colonias (seccién 2.8.2). Aquellas que resultaron positivas se les extrajo ADN

plasmidial (seccién 2.4.5), obteniendo el vector pSAP7: GFP.
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Figura 3. vector usado en este trabajo y recombinacion Gateway. A: Vector pGWB5. B:
esquema de la recombinacién. La enzima LR clonasa permite el intercambio del inserto desde
el vector de entrada hacia el vector de expresion, generando el clon de expresion y un

subproducto.

2.4.9 Preparacion del cultivo bacteriano de A. tumefaciens cepa GV3101 para la

transformacion de plantas de tabaco

Se dejé creciendo un precultivo de A. tumefaciens GV3101 transformada previamente
con el vector pSAP7: GFP (seccion 2.4.2) en 5 mL de LB liquido suplementado con
Rifampicina (10 mg/L), Gentamicina (50 mg/L) y Kanamicina (100 mg/L) a 28°C en
agitacion constante durante 12 horas. Luego, se tomaron 200 pL del precultivo para
inocular 30 mL de medio LB liquido suplementado con los antibiéticos Rifampicina (10

mg/L), Gentamicina (50 mg/L) y Kanamicina (100 mg/L). El cultivo se dej6 creciendo a
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28°C en agitacion constante durante 12 horas o hasta alcanzar una D.O.600 de 0,4-
0,8. Luego, el cultivo se centrifugd a 4000 g durante 10 minutos. El precipitado se
resuspendié en medio MS liquido (Medio MS con vitaminas 0,44 %, sacarosa 2%, myo-

inositol 0,01%, pH: 5,8) suplementado con acetosiringona a 200 pM.

2.5 Cultivos y transformaciones vegetales

2.5.1 Cultivo in vitro de Actinidia deliciosa

Debido a la escasez de material in vitro de Actinidia deliciosa silvestre (WT), se
procedié a realizar la multiplicacion de brotes a partir de este material. Los brotes
fueron cultivados en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) sdlido con vitaminas (MS
4,4 gr/L, sacarosa al 2%, myo-inositol al 0,01% y agar-agar al 0,7%, ajustando el pH a
5,8). Ademas, se afiadi6é 6-Benzylaminopurina (BAP) a una concentracién de 0,5 mg/L
para estimular el crecimiento (MIll, Tabla 5). Los cultivos se mantuvieron a una
temperatura de 22°C y se expusieron a un ciclo de luz de 16 horas por tres semanas.
Pasado este tiempo, las plantulas se utilizaron en el ensayo de estrés por sequia y

salinidad.

2.5.2 Cultivo, transformacién y organogénesis somatica de Nicotiana tabacum

La transformacion de tabaco se realiz6 utilizando explantes (hojas completas)
provenientes de plantulas cultivadas in vitro. Para ello, las semillas de tabaco se

esterilizaron en hipoclorito de sodio (2,6%) con 3 gotas de Tween 20, bajo una camara
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de flujo laminar, manteniendo una agitacion constante durante 10 min. Luego, se
enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril y se sembraron en frascos con medio
MS soélido. Los frascos fueron mantenidos bajo fotoperiodo 16 horas luz y 8 horas
oscuridad, durante un mes aproximadamente, hasta que aparecieron las primeras

hojas verdaderas.

Para la transformacion se tomaron explantes de hojas de 1.5 cm 2 aproximadamente,
se cortaron e incubaron durante 10 minutos con una suspension de A. tumefaciens
cepa GV3101 (2.4.9) previamente transformada con el vector pSAP7: GFP. Luego, las
hojas fueron secadas con papel absorbente estéril y se depositaron en placas de MS
sélido, que fueron incubadas en oscuridad durante 2 dias, para que la bacteria lograra
infectar las células de la planta. Después, los explantes fueron lavados con agua
destilada estéril suplementado con PPM (0,09% v/v) y Timentin (300mg/), secadas con
papel absorbente estéril y finalmente depositadas en placas Petri con Medio Nt. |
(Tabla 5). Luego de 3-4 semanas de cultivo a 22°C y fotoperiodo de 16 horas luz,
aparecieron pequefas plantulas las que fueron transferidos a Medio Nt. Il (Tabla 5),
donde se mantuvieron entre 2-4 semanas mas, para permitir su elongacién y
desarrollo. Finalmente, plantulas de entre 1 y 5 cm de longitud fueron transferidas a

frascos con Medio Nt.IlI (Tabla 5) para permitir su elongacién y enraizamiento.

2.5.3 Localizacion subcelular mediante transformacion transitoria de hojas de

N. tabacum

Para llevar a cabo la transformacion transitoria de tabaco, se seleccionaron plantas

adultas de N. tabacum wt cultivadas en tierra. Las construcciones de interés pSAP7:
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GFP, 35S: GFP y pPIF3: GFP se introdujeron en suspensiones de A. tumefaciens
(seccién 2.4.2) y se realizaron las infiltraciones en las hojas mediante el anverso de
cada una de ellas (Moreno y col. 2013). Previamente, se asperj6é agua sobre las hojas
para facilitar la apertura de las estomas. Se utiliz6 una jeringa de 5 mL sin aguja y se
aplicé una presion suave y firme para asegurar la infiltracién de una amplia regién de la
hoja. Estas infiltraciones se llevaron a cabo en medio MS liquido (seccién 2.3.9). Luego

de 3-4 dias se observo fluorescencia GFP bajo Microscopio confocal (seccion 2.10).

2.6 Ensayos de estrés por sequiay salinidad de plantulas de A. deliciosa

Se sometieron plantulas silvestres de A. deliciosa in vitro de 2 meses de edad (5-7 cm)
a estrés por salinidad mediante un tratamiento agudo en medio MS solido
suplementado con NaCl 200mM (Chartzoulakis y col. 1995) durante 0, 6, 24 y 48
horas. Se utilizaron 9 plantulas para cada tiempo, distribuidas en 3 frascos, y el tiempo
0 se utilizé como control sin NaCl. Para simular condiciones de sequia, se repiti6 la
metodologia anterior utilizando medio MS liquido suplementado de polietilenglicol 6000
(PEG) al 20% p/v. Al finalizar cada tratamiento, se recolectd tejido foliar de las
plantulas en triplicado. Posteriormente, se extrajo ARN total (Seccién 2.7.2) y se
sintetiz6 ADNc (Seccién 2.7.4) para determinar los niveles relativos de transcripcion de
los genes AdSAP7, AdACS6, AdSARP1 y AdSRFP1l bajo las condiciones de

tratamiento (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de ensayo de estrés agudo por salinidad y sequia en kiwi Hw y analisis de
niveles de expresion relativa de los genes AdSAP7, AdACS6, ADSARP1 y AdSRFP1.

2.7 Extraccion de acidos nucleicos

2.7.1 Extraccion de ADN gendémico

La obtencion de ADN gendmico a partir de hojas de N. tabacum y A. deliciosa se llevo
a cabo utilizando el procedimiento basado en el protocolo descrito por Doyle y
Doyle,1990 con algunas modificaciones y simplificaciones. Se emplearon alrededor de
50 mg de tejido vegetal, que se ftrituraron con nitrégeno liquido en morteros
esterilizados y enfriados previamente. Posteriormente, se afiadieron 2 mL de un
tampén de extraccion CTAB (Bromuro de cetil trimetilamonio (CTAB) 2%, NaCl 1,4 M,
EDTA 20 mM, PVP40 1% y Tris 100 mM pH 8), precalentado a 60°C, y se
homogeneizé la muestra. EI homogenizado se incubé a 60°C durante 15 min, con
agitacion periédica cada 5 min. A continuacién, se agreg6é una solucion fria de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se mezcl6 brevemente en un vortex y se
centrifugd a 10.000 g durante 10 min. La fase acuosa superior se transfirié a un nuevo
tubo limpio y se precipitd con isopropanol frio durante 30 min a -20°C. Tras centrifugar
a 10.000 g durante 10 min, el precipitado se lavé con etanol 75%. Finalmente, el ADN

seco se resuspendié en 50 yL de agua libre de nucleasas, luego de ser centrifugado a
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10000 g durante 5 min. Luego, el ADN fue cuantificado mediante espectrofotometria en
Nanovue a A260/A280 (para evaluar la contaminacién por proteinas en la muestra) y

A260/A230 (para evaluar la contaminacion por polisacéaridos y polifenoles).

2.7.2 Extraccion de ARN total a partir de tejido vegetal de A. deliciosa

Se utilizé el kit FavorPrep™ Plant Total RNA Mini para el aislamiento del ARN total. Se
molieron 100 gramos de tejido foliar en un mortero previamente congelado con
nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino. Luego, se afiadid cuidadosamente
nitrégeno liquido al polvo y se transfirié a un tubo eppendorf de 1.5 uL, que se colocé
inmediatamente sobre hielo y se cerrd ligeramente la tapa para evitar la pérdida de
polvo. Posteriormente, se afadieron 500 pyL de Buffer FARB-1 y 10 uL de b-
mercaptoetanol al tubo, y se aplicé una agitacién vigorosa durante 20 segundos. A
continuacion, se agregaron 50 uL de Buffer FARB-2 y se incubé la muestra a 70°C con
agitacion durante 10 minutos. Después de centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos
a 4°C, se transfirieron 400 pL del sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 L
sin transferir el sedimento del fondo. Se afiadié un 0,9% del volumen de etanol (360
ML) al tubo, y luego se transfirid el liquido a una mini columna para su purificacion
mediante centrifugacion a 14.000 rpm durante 1 minuto a 4°C. Este proceso de lavado
se repitid dos veces mas, utilizando Wash Buffer 1 y Wash Buffer 2, respectivamente.
Después de la centrifugacion final a 14.000 rpm durante 3 minutos a 4°C, la mini
columna se colocé en un tubo eppendorf de 1.5 uL, y se agregaron 25 pL de buffer de
elucién (RNase-free ddH20) en el centro de la mini columna, permitiendo que reposara
durante 2 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se centrifugé a 14.000 rpm

durante 2 minutos a 4°C, repitiendo este paso una vez més. Finalmente, la elucion final
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de ARN (50 pL) se almacené a -80°C. Para evaluar la calidad y cantidad de ARN total,
se utilizé el espectrofotometro EPOCH 2 de Biotek®. Se determind la presencia de
contaminantes mediante el calculo de los cocientes de absorcibn A260/A280 y
A260/A230. Se considerdé que, para obtener una muestra de ARN total de Optima

calidad para futuros estudios moleculares, ambos cocientes deberian aproximarse a 2.

2.7.3 Tratamiento del RNA total con DNasa |

Las muestras de ARN total, previamente cuantificadas y evaluadas en cuanto a su
pureza, fueron tratadas con DNasa | antes de realizar la técnica de RT-PCR con el fin
de eliminar cualquier posible contaminacion de ADN gendmico. Para ello, se utilizaron
3 pg de ARN total y se anadieron 50 U de DNasa | (Fermentas), 1 yL de inhibidor de
RNasa (Fermentas) y 2 uL de buffer de DNasa/MgCl2 10X (Fermentas) en un volumen
total de 20 pL. En caso necesario, se completé el volumen con agua DEPC. La mezcla
se incub6 a 37°C durante 40 minutos en un bafio termorregulado. Al finalizar, se
transfirid rapidamente a hielo y se agregé 1 yL de EDTA (50 mM) para detener la
reaccion. A continuacion, se inactivd la reaccion mediante una incubacion de 15

minutos a 70°C.

2.7.4 Sintesis de ADNc

Para llevar a cabo la sintesis del ADNc, se empled el sistema ImProm-Il Reverse
Transcription (Promega). Se tomaron 9.5 yL de ARN total previamente tratado con

DNasa | (Seccion 2.7.3) y se mezclaron con 1.5 yL del partidor Oligo-AP 10 uM (5'-

CGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTITT -3) en un tubo de 0.6 mL.
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Cada muestra se incubé a 70°C durante 5 minutos. Posteriormente, se detuvo el
programa, se colocaron los tubos en hielo y se anadieron 4 uL de agua grado de
biologia molecular (HyClone™) y 1.5 uL de la enzima de transcriptasa reversa ImProm-
Il a la mezcla de transcripcion reversa. La mezcla de transcripcion reversa constaba de
5 uL de buffer ImProm-Il 5X, 1 yL de inhibidor de RNasa (Fermentas), 1 uyl de MgClI2
50 mM y 1.5 pl de dNTPs 10 pM, completando un volumen total de 25 pL. A
continuacién, los tubos se colocaron nuevamente en el termociclador y se siguié el
programa de Transcripcion Reversa (Tabla 6.2). Finalmente, se obtuvieron 25 uL de

cada ADNCc, los cuales se almacenaron a -20°C hasta su uso posterior.

2.8 PCRYy qRT-PCR

2.8.1 PCR Convencional utilizando ADNg o ADNc como molde

Para confirmar la integridad del ADNg (Seccién 2.7.1) o ADNc obtenido (Seccion
2.7.4), se amplifico mediante PCR un fragmento del gen RNA ribosomal 18S utilizando
los partidores disefiados para A. deliciosa. En este trabajo, se llevaron a cabo las
reacciones de PCR utilizando diferentes enzimas de polimerasa. Para las reacciones
que emplearon Tag ADN polimerasa (Invitrogen), se realizaron en un volumen total de
25 L, incluyendo 1 U de Tag ADN polimerasa, 2.5 yL del correspondiente buffer, 0.5
ML de dNTPs (10 mM), 0.5 uL de los partidores sentido y antisentido especificos para
cada gen (10 pyM), y agua libre de nucleasas (HyClone™). En el caso de las reacciones
con SapphireAmp Fast PCR Master Mix (Takara), se realizaron en un volumen total de

20 pL utilizando agua libre de nucleasas (HyClone™). En todas las reacciones, se
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agregd 1 uL de ADNg o ADNc como molde. Se incluyeron controles negativos sin
molde y controles positivos especificos para cada ensayo, asegurando asi la calidad y

confiabilidad de los resultados obtenidos en este estudio.

2.8.2 PCR de colonias bacterianas

Con el objetivo de verificar preliminarmente si las colonias de E. coli y A. tumefaciens
transformadas con el vector de interés contenian el inserto deseado, se llevaron a cabo
reacciones de PCR directamente en las colonias crecidas en placas de Petri tras la
transformacion. Para ello, se utilizé una punta de micropipeta estéril para tomar una
colonia y se suspendié en un tubo Eppendorf de 0.2 mL que contenia 25 yL de la
misma mezcla de reaccién utlizada en el PCR convencional (Seccion 2.8.1).
Asimismo, se tomd nuevamente la misma colonia y se rayd en una placa Petri que
contenia medio LB suplementado con el antibiético correspondiente para permitir la
propagacion de la colonia. Finalmente, los productos de PCR fueron visualizados
mediante electroforesis en un gel de agarosa (Seccion 2.9). Aquellas colonias que
mostraron resultados positivos en el gel fueron seleccionadas para futuros estudios y

andlisis adicionales.

2.8.3 RT-PCR cuantitativo (QRT-PCR)

Para cuantificar los niveles de relativos de transcrito de los genes de interés se realizd
un RT-PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR). Para llevar a cabo la reaccion se
utilizaron 6,5 pL del Kit Forget-Me-Not EvaGreen qPCR Master Mix 2X (Biotium, USA),

0,2 pyL de partidor forward, 0,2 pyL de partidor reverse, 2,1 yL de agua libre de
24



nucleasas y 4 pL de templado (10-40 ng de ADNc), sumando un total de 13 pL por
reaccion. Las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador Mx300PTM
(Stratagene) siguiendo las condiciones térmicas especificas para la enzima (Tabla 6.4).
La cuantificacion de la expresion de los genes se llevé a cabo con tres replicas
biolégicas, correspondientes al triplicado de muestra de cada tiempo. Cada replica
biol6gica se analizé por duplicado (replica técnica). Para calcular la eficiencia de los
partidores y la expresion relativa de los genes estudiados, se utilizaron las ecuaciones
descritas por Pfaff et al. (2001). La eficiencia se calculé mediante una dilucién seriada
de ADNc que fue amplificada mediante gRT-PCR utilizando partidores disefiados para
amplificar un fragmento de 100 pb a 200 pb del gen objetivo. Se emplearon partidores
especificos para cada gen, cuyos detalles se encuentran en la Tabla 7. A continuacion,
se generd un grafico que mostraba los ciclos de amplificacién (Ct) en funcién de la
diluciéon de ADNCc utilizada. Los puntos se conectaron mediante una linea de tendencia
lineal y se determiné la pendiente de la linea. Esta pendiente se utilizé en la siguiente

formula, donde "E" representa la eficiencia del partidor:

E= 10 (-1/pendiente)

Para determinar los niveles de expresion relativa se aplicé la ecuacion propuesta por
Pfaffl et al. (2001). En esta ecuacion, "E" representa la expresion relativa, "Ct"
corresponde a los ciclos de amplificacion obtenidos para el gen de interés (gen blanco).
Se utiliz6 un gen normalizador (o housekeeping) que exhibe una expresion constante e
independiente del tratamiento aplicado. La condicion calibradora se utiliz6 como

referencia en la comparacion de expresiones relativas.
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(E gen bIﬂ,RCO)‘dCt (Ct gen blanco—Ct calibrador)

(E gen TIOT'THQII:Z(IdO?')‘aCt (Ct gen normalizader —Ct calibrador)

Expresion relativa =

Para analizar la expresion de los genes candidatos, se llevé a cabo una comparacion
inicial entre el gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y la Actina 2. Esta
comparacion se realizé utilizando la plataforma RefFinder
(http://blooge.cn/RefFinder/?type=reference), que incorpora los parametros de los
principales programas bioinforméaticos como geNorm, Normfinder, BestKeeper y el
método comparativo A-Ct. El objetivo fue determinar el gen normalizador mas
adecuado. Ademas, se utilizé la expresion en la linea silvestre (Wt) como condicion

calibradora para el analisis de expresion.

2.9 Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa con una concentracion
de 1% a 1.5%. Se emple6 un marcador de peso molecular como Gene Ruler 1Kb o
100pb (Fermentas) para determinar el tamafio de las bandas. Los geles fueron
preparados utilizando buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH 8) como
disolvente de agarosa. Las muestras se mezclaron con buffer de carga en una
proporcion de 5:1 antes de cargarlas en el gel. La electroforesis se realiz6 con una
diferencia de potencial de 90V a 110V durante 50 a 60 minutos, dependiendo del
tamafo esperado de las bandas. Posteriormente, los geles se tifieron con bromuro de

etidio durante 15 minutos, y se visualizaron utilizando un transiluminador UV (como el
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GeneGenius Classic de SynGene). Las imagenes se capturaron utilizando el software

GenSnap.

2.10 Microscopia

Se llevo a cabo una visualizacion detallada de la fluorescencia de GFP en las muestras
agroinfiltradas (seccion 2.5.3). Para ello, se recolectaron cuidadosamente muestras de
la epidermis de las hojas de tabaco, las que fueron montadas en portaobjetos. Luego,
se utilizé un microscopio confocal marca Zeiss modelo 710 y un objetivo de aumento
de 200 veces (objetivo 20x) para examinar las muestras. Se aplico6 una longitud de
onda de excitacién especifica, entre 488 y 498 nm, para resaltar la fluorescencia de

GFP.

2.11 Analisis de transgenia (genotipificacién de plantas)

Con el objetivo de genotipificar las plantas de tabaco regeneradas (seccién 2.5.2), se
amplificd gen de resistencia a la Higromicina mediante partidores especificos (Tabla 7)
La amplificacion mediante PCR se llevé a cabo siguiendo el procedimiento descrito en

la seccién 2.8.1.
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Tabla 1: Resistencia a antibiético de los vectores usados en este trabajo

Vector Gen de resistencia | Antibidtico al que Gen de Antibidtico al
en bacterias resiste en bacterias | resistenciaen gue resiste
plantas en plantas
pCR®8 SpnR Espectinomicina No aplica No aplica
pGWB5 nptll Kanamicina hptll Higromicina

Tabla 2: Mezcla de reaccion usada para amplificar el ADNc de AASAP7

Agua Destilada Nanopura 28,5 UL

Buffer de Reaccién Q5® 10 uL

dNTPS (10 pM) 1L

SAP7_ClonF (2.5 uM) 2,5uL

SAP7_ClonR (2.5 uM) 2,5 uL

ADNCc (= 60 ng/uL) 5uL

Q5® (NEB) 0,5 pL

Tabla 3: Mezcla de reaccion para adicién de adeninas a un fragmento

amplificado por PCR

Buffer Taq 10X (Promega) 2 uL

dATP (10 mM) 0,4 pL
Taq polimerasa (Promega) 0,2 uL
Producto de PCR 250 ng

Agua destilada

Ajustar volumen final a 20 pL incubar x tiempo
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Tabla 4: Mezclas de reaccién para las digestiones enziméticas

Digestion

EcoRI

Agua destilada

Hasta un volumen final de 20 pL

Buffer EcoRI (10X, Thermofisher) 2L
ADN plasmidial 500 ng
EcoRl 1L

Digestion Avall

Agua destilada

Hasta un volumen final de 20 pL

Buffer T (10X, Thermofisher) 2
ADN plasmidial 500 ng
Avall 1L

Tabla 5: Medios de cultivo de plantas de kiwi (A.d) y tabaco (N.t)

Medio Hig(::]’;:_c)i”a 2,4-D (mg/L) | IBA (mg/L) | BAP (mg/L) szg;}_‘;”
Kiwi M 111 0,5
Tabaco Nt.I 10 1 5 300

Tabaco Nt.lI 15 150-300

Tabaco Nt.III 15 150-300

* Acido 2,4-diclorofenoxiacético; **IBA: Acido indolbutirico; *BAP: 6-Benzylaminopurine
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Tabla 6: Programas de PCR

1: Perfil térmico para la amplificacion del gen AASAP7 con Q5®

Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3
Paso 1 98°C/ 30 seg. 98°C/ 5 seg. 72°C/2 min.
Paso 2 -- 67°C/10 seg. --
Paso 3 -- 72°C/20 seg. --
N° de ciclos 1 35 1
2: Transcripcion Reversa (RT)
Segmento 1 Segmento 2
Paso 1 70°C/ 5 min. 42°C/ 60 min.
Paso 2 25°C/ 5 min. 70°C/ 15 min.
N° de ciclos 1 1
3: PCR de colonias
Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3
Paso 1 94°C/ 5 min. 94°C/ 1 min. 72°C/8 min.
Paso 2 -- T°A/4A5 seg. -
Paso 3 -- 72°C/30seg-2 min. --
N° de ciclos 1 35 1
4: gRT-PCR
Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3
Paso 1 95°C/ 3 min. 95°C/10 seg. 95°C/1 min.
Paso 2 -- 60°C/ 20 seg. 60°C/ 30 seg.
Paso 3 -- -- 95°C/ 30 seg.
N° de ciclos 1 40 1
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5: PCR convencional

Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3
Paso 1 94°C/ 3-5 min. 94°C/ 45 seg. 72°C/8 min.
Paso 2 - T°A/45 seg. --
Paso 3 -- 72°C/30seg-2 min --
N° de ciclos 1 35 1
Tabla 7: Partidores utilizados durante este trabajo
Nombre Secuencia (5’-3’) Tm (°C) Tamano Descripcién
(pb)
18S F TTGATTACGTCCCTGC
CCTTT Amplifican regién del gen 18S.
62-60 196 Utilizado para verificar la
18S R ACAATGATCCTTCCG calidad del ADN y ADNCc.
CAGGT
AdGapdh F AGTGAGATTCAACCACT Gen housekeeping. Utilizado
GAGAC 58-60 97 para verificar la calidad del
TAAGGCTGTTGGCAA CDNA'y como gen
AdGapd R GGTGC normalizador.
AdNced3 F X¥ggéCTCCACCATG
58-60 126 Utilizados para qRT-PCR del
AdNced3 R | TOGGTTCCGAGAGAG gen AINCED3
GGATT
CCAAAAGCCTCCATTT -
AdACcs6 F GCAC 233 Utilizados para qRT-PCR del
AdAcs R | CACTTTTCCCATGAAT 57-61 gen AdACS6
TTTGCCAC
GCAAGAGGGATTGGA
AdSap7 F
GGTAGATACAGA 58-60 120 Utilizados para gRT-PCR del
AdSan7 R | TAACCTCCTTTGGTTT gen AdSAP7
P GTCTTTTTCCGGCG
AdSrfpl F 'I(;(i; '_II'_Cé;GCTTTGGACT
58-60 128 Utilizados para gRT-PCR del
AdSrfolr | GTGGAGCTGCGTGAT gen AJSRFP1
P AATCAC
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AdSarpl F

TAATTGCGTTGCGCT

cAcTGCCCGETTT 58-60 120 Utilizados para gRT-PCR del
AdSarpl R CGTATTACCGCCTTTG gen AdSARP1
P AGTGAG
CAGAAAAAACCCAAA
AdSap7_clon F
AACAAATETE 58-60 120 Utilizados para clonar el gen
AdSap?7 clon R GCCTGATAGTCACCT AdSAP7
pi GTTCGTTGC
TTTGTGTACGCCCGA
Hptll F CAGT
52-58 666 Gen de resistencia a
Hotll R AAGACCTGCCTGAAA Higromicina.
P CCGA
AdActin2 F Eﬁi’éﬁAGGCACCACT Gen housekeeping. Utilizado
57-59 130 para verificar la calidad del
, ATAGATGGGGACCGT cDNA'y como gen
AdActin2 R GTGACT normalizador.
CoceAcoeeTesACT Utilizado para sintesis de
Olgo AP ??;—?TCI RRRRRRRA ) i ADNc mediante RT-PCR
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3 Resultados

3.1 Seleccién de genes candidatos mediante andlisis filogenéticos y andlisis

de dominios conservados

Mediante una revision bibliografica, se seleccionaron 6 genes reconocidos como
reguladores negativos (RN), los cuales pueden causar susceptibilidad en la planta
cuando se expresan frente a un agente estresante, y han sido reportados en diferentes
plantas (Figura 5). De esta seleccién, 3 de los genes codifican para ubiquitinas ligasas
(OsSRFP1, OsSAP7 y GhSARP1), cuya funcién es enviar factores de transcripcion
necesarios para la tolerancia al estrés abiético a la degradacion (Zamudio y col. 2012;
Lee y col. 2011). Otro gen, ANACO069, pertenece a la familia de proteinas NAC (NAM,
ATAF1/2 y CUC2), una de las familias mas grandes de factores de transcripcion
especificos de plantas, que juegan un papel fundamental en la modulaciéon del

desarrollo de las plantas en respuesta a estimulos biéticos y abidticos.

Ademas, se incluy6 el gen FtMYB31, que codifica un factor de transcripcion R2R3-MYB
capaz de regular tanto de manera positiva como negativa diversos estimulos, como la
sequia modulada por el acido abscisico (ABA), hormona que promueve en plantas la
tolerancia a estrés abi6tico (REF). Por ultimo, el gen ACS6 codifica una enzima
denominada 1-aminociclopropano-1-carboxilato sintasa (ACC sintasa) en Arabidopsis
thaliana. Esta enzima es responsable de la sintesis de ACC, el precursor directo del
etileno, una hormona vegetal de gran importancia en la regulacion de diversos

procesos fisiolégicos y de desarrollo (Schellingen y col. 2014) (Tabla 8).

33



Tabla 8. Lista de genes candidatos como reguladores negativos en plantas bajo estrés.
Estos genes se expresan en respuesta a condiciones estrés abidtico y pueden generar

susceptibilidad en las plantas al ser sobreexpresados, lo que los convierte en candidatos para la

edicion genética mediante herramientas como CRISPR/Cas9 (Bermudez y col. 2016).

Gen Encontrado en Descripcion Expresion Tolerancia/ Referencia
en Estrés  Susceptibilidad

OsSRFP1 Oryza sativa Orzya sativa Stress- Fang y col. 2015;
(Arroz) related RING Finger Zafar y col. 2020.
Protein 1 () [S
ANACO069 Arabidopsis NAM-ATAF1/2 and He y col. 2016;
thaliana CUC2 (NAC) Protein 69 Zafar y col. 2020.
(+) S
FtMYB10 Tartary Buckwheat Proteina de unién al Gao y col. 2015;
(Tipo de Cereal) dominio MYB 10 Zafar y col. 2020.
(*) S
GhSARP1 Gossypium Salt-Associated Ringer Liu y col. 2016;
hirsitum (Algodén) finger Protein 1 Zafar y col. 2020
() S
OsiSAP7 Oryza sativa Stress Associated Sharma y col.
(Arroz) Protein 7. 2015; Zafar y col.
(+) S 2020.
AtACS6 Arabidopsis 1l-aminociclopropano- Benny 'y col.
thalianay 1-1 acido carboxilo 2019; Young vy
Zea Mays (Trigo) sintasa (ACC) sintasa +) s col. 2004

Luego, identificamos los genes reguladores negativos ortélogos candidatos en el
genoma de referencia Red5 de Actinidia chinensis mediante busqueda en NCBI.
Utilizamos la herramienta tblastn con las secuencias aminoacidicas de los genes
candidatos (Figura 5). Nuestros criterios de seleccion incluyeron el tamafio del gen,
que el andlisis de arboles filogenéticos arroje pocos genes ortdlogos y la identificacion
de dominios conservados homologos al gen de referencia. Los arboles filogenéticos
proporcionaron informacién relevante sobre las relaciones evolutivas de los genes
candidatos, permitiéndonos identificar posibles reguladores negativos con funciones
conservadas en distintas plantas. Mediante la plataforma de NCBI, analizamos los

dominios conservados para inferir si los candidatos seleccionados tenian
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comportamientos funcionales similares. Durante esta primera etapa, los andlisis de
homologia realizados mediante tblastn arrojaron una abundancia de informacion
engorrosa y redundante para los genes ANAC069 y MYB10, lo que llev6 a
descartarlos. Por tanto, esta tesis inicio con el estudio bioinformatico de los genes

OsSRFP1, OsSAP7, ACS6 y GhSARP1.

Basado en los arboles filogenéticos, junto con el porcentaje de similitud y cobertura, se
filtré el nimero de genes ortdlogos encontrados. Estos genes luego pasaron a una
segunda etapa de alineamiento y filogenia, pero en esta ocasion se complementé el
criterio de seleccién con andlisis de dominios conservados. En el caso del SAP7, se
observé que las 3 secuencias encontradas conservan los dominios Zf-A20 y Znf
(Figura 5) por lo que estas pasaron a la siguiente etapa.

OsSAP7 presenta el dominio A20 y AN1, involucrados en la funcién y la localizacién
subcelular de la proteina. EI dominio A20 es un dominio conservado que se encuentra
en proteinas con actividad de ubiquitin ligasa y esta implicado en la regulacion de la
degradacién de proteinas (Kato y col. 2003). El dominio AN1 es un dominio de unién al
ADN que se encuentra en proteinas que actlan como factores de transcripcion

participando en la regulacion de la expresion génica (Sharma y col. 2017)
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e zf-A20: Union a zinc finger (23-44)
e ZnF_AN1: Union Zinc finger (109-146)

Figura 5. Arbol filogenético y alineamiento de SAP7. Alineamientos y andlisis de dominios
conservados de SAP7. La estrella indica la secuencia OsiSAP7 descrita en la Tabla 8. Arbol
enraizado con proteina SAP7 de Céandida africana. 39% de identidad de SAP7 con
CEY00Acc13435_LG12, 39% de identidad de SAP7 con CEY00Acc22733_LG20 y 40% de
identidad del SAP7 con CEY00Acc24625 L G22. Todas las secuencias poseen los dominios zf-
A20y ZnF_AN1, descritos en 3.1.
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Durante el andlisis de SRFP1, se compararon 5 secuencias con la secuencia de Oryza

sativa (OsiSRFP1) y se encontré que todas ellas mostraban un alineamiento altamente

conservado. Sin embargo, una de las secuencias (CEY00Accl19614) carecia del

dominio Zf-CHY, que es fundamental para la funcion de ubiquitinacién de proteinas.

Debido a esta ausencia, se tomé la decision de descartar esa secuencia particular

(Figura 6).

SRFP1

{ CEYOO_Acc06440_L6

L— CEY00_Acc22532_L20

CEY00_Acc19615_L17

CEYB@_AcchEd40
CEYB@_Acc22332
OsSRFPL

CEYBE_Acc27241
CEYBO_Accl9sld
CEYB@_Acc19615

CEYBO_AccBE440
CEYBO_Acc22532
0sSRFPL

CEYBO_Acc27241
CEYBE_Accl9614
CEYBE_ACC19615

CEYBO_AccBE440
CEYBO_Acc22532
OsSRFPL

CEYBO_Acc27241
CEYBE_Accl9614
CEYBO_Acc19615

CEYBO_AccBE44D
CEYBO_Acc22532
OsSRFPL

CEYBO_Acc2T241
CEYBE_Accl9614
CEYBO_Acc19815

XP_032241839.1

OSSRFP1 4
1
0.37
“Cevma
CEY00_Acc27241_L24
0.7

Smmmmmemmeeemecmes e ee oo - - MGAAELCCOHL YBECVPSEER - - LCDTHIT
MA,- « ATVVDHSESPNFEPKNLLHI TSEEHEMGAAEL CSQHL YGECAFSEEF - - LCDTKIT

HPYLSGVLYILDSTSFDS - - o e m e e e e e

- - - - - PEFVPYKQELQPMEEDDTVIF

A ——
GEELFOKGYMKYECPHYRRRCRI LAPCCNE T FDCRHCHNEAKNNINVDQKHRHDIPRHQY
GEELLVKEYMYYEC THYRRRCRIRAPCCNE IFDCRHCHNEAKNN I NVDQKHRHDTPRHQY
DASRHEFGRMGF GCKHYRRRCRIRAPCCNDVFHCRHCHNEST - - - - - - - KDGHELDRHAV
ANERLDFGKMGYECKHYRRRCQIRAP CONEVEDCRHCHNEATSMLR - NPEDRHELVRQDV

QONQEDFGKSLYGCEHYRRRCKLRAPCCDQIFSCRHCHNAATSALS - NPKDHHELVRANY

VoL COTE Qe R C INCOVCNGRTFCETCKLFODDTSRQHCHGCS TCATGGREN
QQIICSLCETEQEVROTCINCGVCMGRYFCETCKLFDDOTLKEQYHCNGCGICRIGELEN
ESVICLVCOTEQPVAQVCYNCGVCMGEYFCSACKFFDDOVDREHFHOQDCGICRVGGHDN
KQVICTVCOTEQPVWVRVC THCGVIMGEYFCELCKFYT QFHCDDCEICRVGEGREN
........................ MGEYFCKICRLYDDDTSKEGQFHCDDCGICRSCEBCKN
SRVICAVCDTEQQVAHVCSKCGVKMGEYFCEICRFYEDDTSKGQFHCDDCGICRVGGLEN

PR T T R

wx wEw kooooww

FFHCNKCRECYSVLLKNSHPCVEGAMHHDCPVCFEYLFESRND)

FFHCORCRCCYSVLLKNSHPCVEGAMHHDCPYCFEFLFESRNDVTVMPCGHTIHKSCLKE
PICYEYLFDSLRETSVLRCGHTMHLQCFHE
YFRCKKCGSCYSVGLRONHVCVENSMRHHCPICYEYLFOSLKDTTVMKCGHTMHCECYHE.
YFHCKKCASCYSICLRNNHLCVEDSMKNHCPICYEYLFHSVQSVTVMKCGHTLHYDCLLE
FFHCKKCASCYSVELRONHLCVENSMKHHCP ICYEYLFDSVQSTT IMKCGHTMHYNCFQE.

AET. o % ok SEc. RE-EoEoAE X

FFHCEKC

SkEw o 1:owERE-E v %

37

208
238
177
185
88

219

CEYDE_ACcO44
CEYBO_Acc22532
DsSRFPL

CEYDO_Ace27241
CEYDE_Acc19614
CEYBE_ACC19815

CEYDO_AccBs440
CEYDO_Acc22532
0sSRFP1

CEYDO_Acc27241
CEY®8_Acclasld
CEYDB_Acc19615

|
MKEHY QY ACPLCSKSVCDMSKMWEK IDEDIAATPMPEPYQNKMIWI LCNDCGTTSEVQFH

WEKFDMOL

MFEHCQYACPLLSKSVCE QUKMVWILCHDCRTTSEVOFH
MLKHDKFSCPICSHPTFDNDKF LRALDAETEANMLHIDYMG - KGWIVCNDCROTTQVYAR
MIKHDKYCCPICSKS\WONSRTWKR IDEE TEATIMPEDYQQKKVWILCNDCNOTTEVFFH
MISQDQYRCAICSKSVWNNETAWKRLEEE TEATAMPEEYHY - EVPILCNDCNNPSKAFFH
MINQNQYRCPICSKSVVDMSRTWERLEEETEATAMPEEYHY - DVPTLCNDCNNTSRAFFH

VVAQKCPVCKSYNTRQTR - - -~ <o - mmeom 288
TLAQKCPNCKSYNTRKTR - - == e e memme e e 314
VAGHKCCHCQSHNTCRVAAPVLPA- - - - - - - - 260
TIGQKCSHCKSYNTRTIAPFVLPQ- - == == x = 269
ILGHKCGRCSSYNTRVIAGTDDDR-QPDPADQNT 188

IFGHKCSHCKSYNTRVVAGTDDNHQRPSPADONS 312

- %t % aoww

Zf-CHY: Dominio a Zinc (18-93)

RING Ubox: Ubiquitin Ligasa (146-190)

268
298
238
243
155
278



Figura 6. Arbol filogenético y alineamiento de SRFP1. Alineamientos y analisis de dominios
conservados de SRFP1. La estrella indica la secuencia OsSRFP1 descrita en la Tabla 8. Arbol
enraizado con proteina SRFP1 de Nematostella vectensis. 69% de identidad de SRFP1 con
CEYO00ACc06449_L6, 74% de identidad del SRFP1 con CEY00Acc22532_L20, 77% de
identidad del SRFP1 con CEYO00Accl19615 L17 y 68% de identidad del SRFP1 con
CEYO00Acc27241 L24. Todas las secuencias poseen los dominios zf-CHY, Zinc_Ribbon 6 y
RINNG_UBOX, descritos en 4.1, excepto la secuencia CEY00Acc19614.

Durante el analisis de ACS6, se realizaron alineamientos multiples comparando 4
secuencias con la secuencia aminoacidica de Arabidopsis thaliana (Tabla 8), lo que
reveld una alta similitud entre ellas mediante el analisis filogenético. Sin embargo, se
tomé la decision de descartar una de las secuencias debido a la falta del dominio
PLNO02450. Como resultado, solo 3 secuencias se consideraron lo suficientemente

conservadas para avanzar a la siguiente etapa del estudio (Figura 7)
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Figura 7. Arbol filogenético y alineamiento de ACS6. Alineamientos y analisis de dominios
conservados de ACS6. La estrella indica la secuencia AtACS6 (tabla 8). Arbol enraizado con
proteina ACS6 de Eriobotrya japonica. 63,52% de identidad de ACS6 con
CEY00Acc15646_LG14, 62% de identidad del ACS6 con CEY00Acc20046_LG18 y 58% de
identidad del ACS6 con CEY00Accl19838 LG18. Todas las secuencias poseen el dominio
PLN02450, descrito en 4.1, excepto la secuencia CEY00Acc09164.

Finalmente, en el caso de SARP1, se encontr6 que las 4 secuencias poseian el
dominio Ring H2-PA, que puede funcionar como una ubiquitina ligasa E3, mediando la
ubiquitinacion de la proteina dependiente de E2 (Marchler-Bauer y col. 2017). Por lo
tanto, todas estas secuencias fueron seleccionadas para avanzar a la siguiente etapa
del analisis (Figura 8).
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Figura 8. Arbol filogenético y alineamiento de SARP1. Alineamientos y analisis de dominios
conservados de SARP1. La estrella indica la secuencia GhSARP1 descrita en la Tabla 8. Arbol
enraizado con proteina SARP1 de Spiroplasma citri. 45% de identidad de SARP1 con
CEY00Acc32410_LG28, 59% de identidad del SARP1 con CEYO00Acc31756_LG28, 74% de
identidad del SARP1 con CEY00Acc02875 LG3 y 72% de identidad del SARP1 con
CEYO00Acc01630_LGZ2. Todas las secuencias poseen el dominio RING_H2-PA, descrito en 4.1.

Empleando la metodologia de discriminacion por dominios conservados, logramos
identificar 14 secuencias que podrian avanzar a la siguiente etapa de disefio de
partidores (seccidn 2.3). Aunque estas 14 secuencias son adecuadas para los ensayos
de expresion, en primera instancia se priorizé el paralogo con el mayor porcentaje de

identidad (Figuras 5 a 8), Como resultado de este proceso, se seleccionaron los
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siguientes genes como los mas apropiados para continuar con el estudio: AASRFP1
(CEY00_Accl19615) 77% de identidad del SRFP1, AdACS6 (CEY00_Acc 15646)
63,52% de identidad de ACS6, AdSAP7 (CEYO00_Acc 24625) 40% de identidad del

SAP7 y AASARP1 74% de identidad del SARP1 (CEYO00_Acc 02875) (Tabla 9).

Tabla 9. Lista de genes ortélogos en Kiwi var. chinensis seleccionados en base a analisis

bioinformaticos. * indica los genes que se utilizaron en esta tesis para el estudio de expresion

relativa.
Gene DEFINITION
SRFP1 | CEYO00_Acc06440 E3 ubiquitin-protein like 286 aa LG6
CEY00_Acc22532 E3 ubiquitin-protein like 314 aa LG20
CEY00_Acc27241 E3 ubiquitin-protein like 269 aa LG24
CEYO00_Accl19615* E3 ubiquitin-protein like 312 aa LG17
ACS6 CEY00_Acc15646* 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase 489 aa LG14
CEYO00_Acc20046 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase 489 aa LG18
CEYO00_Acc19838 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase 486 aa LG18
SAP7 CEYO00_Acc24625* | Zinc finger A20 and AN1 domain-containing stress-associated protein
CEY00_Acc13435 167 aa LG22
CEYO00_Acc22733 Zinc finger A20 and AN1 domain-containing stress-associated protein
146 aa LG12
Zinc finger A20 and AN1 domain-containing stress-associated protein
141 aa LG20
SARP1 | CEY00_Acc32410 E3 ubiquitin-protein like 164 aa LG28
CEYO00_Acc31756 E3 ubiquitin-protein like 278 aa LG28
CEYO00_Acc02875* E3 ubiquitin-protein like 275aa LG3
CEY00_Acc01630 E3 ubiquitin-protein like 332 aa LG2

3.2 Niveles de expresion de los genes AdSAP7, AdJACS6, AdSRFP1 vy
AdSARP1 en plantas de A. deliciosa var. Hayward sometidas a tratamiento
por sequiay salinidad

Para evaluar si los genes previamente seleccionados se inducen en respuesta al estrés

causado por salinidad y/o sequia, se sometieron plantas de kiwi de dos meses

cultivadas in vitro a estas condiciones estresantes (seccion 2.6). A continuacion, se
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extrajo el ARN de las hojas de las plantas (3 plantas fueron una réplica biol6gica), y se
obtuvo el ARN en triplicado para cada tiempo de tratamiento, incluido el tiempo inicial
(TO). Las muestras exhibieron un nivel satisfactorio de pureza, lo cual se reflejé en los
valores del indice 260/280, que se encontraron en un rango de 1.8 a 2.1 adecuado

para llevar a cabo los andlisis de expresion génica (Anexos).

Se realiz6 la sintesis de cDNA mediante RT-PCR (seccién 2.7.2.2) y se llevé a cabo el
analisis de expresion de los niveles relativos de transcrito de los genes AdSRFP1
(CEY00_Acc 19615), AdACS6 (CEY00 Acc 15646), AdSAP7 (CEY00 Acc 24625) y
AdSARP1 (CEYO00_Acc 02875) y AANCED3 mediante gRT-PCR (Seccion 2.8.3). El
gen ADNCEDS se utilizé6 como control positivo de los tratamientos, ya que se determiné
que su expresion se induce bajo condiciones de estrés por sequia y salinidad (Lee y

col. 2018; Wurms y col. 2023).

En este estudio, se llevd a cabo la comparacion de dos genes housekeeping
AdGAPDH y AdACTIN2, para seleccionar el gen méas estable que serviria como
normalizador en el andlisis de RT-qPCR. Para realizar esta evaluacion, se utilizé la
herramienta en linea RefFinder, una plataforma facil de usar disefiada para analizar y
seleccionar genes de referencia a partir de extensos conjuntos de datos
experimentales. RefFinder ofrece la ventaja de proporcionar los resultados de geNorm,
Normfinder, BestKeeper y los métodos comparativos Delta-Ct de manera simultanea, lo
gue la convierte en una herramienta integral para la validacion de genes de referencia.
Al final del andlisis (Figura 9), se opt6é por el gen AGAPDH, ya que fue identificado
como el gen mas estable entre los dos candidatos evaluados, lo que lo convierte en
una opcién confiable para su uso como normalizador en las posteriores mediciones de

expresion génica mediante qRT-PCR.
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Recommended comprehensive ranking GapDh Act2
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Act2 1.41

Comprehensive gene stability

1.6

1.414
1.4

1.189
1.2

0.8
08
0.4

0.2

GapDh Act2

<== Most stable genes Least stable genes ==>

Figura 9. Resultados del analisis utilizando la herramienta RefFinder para la seleccién de
genes de referencia. RefFinder combina los resultados de estos cuatro métodos y asigna un
valor de estabilidad de referencia a cada gen. Cuanto mas bajo sea el valor de RefFinder, mas
estable se considera el gen de referencia. Resultados muestran que el gen AGAPDH es el

mas estable y adecuado como gen normalizador en gRT-PCR.

Antes de realizar el andlisis de qRT-PCR, se determind la eficiencia de los partidores in
sillico (tamafio y Tm) y en un gel (Figura 20A, Anexos). En el caso del gen GAPDH se
generd un grafico de amplificacion (Figura 20C, Anexos), donde la mayoria de las
curvas se encuentran agrupadas y comienzan entre los ciclos 14 y 20. Las curvas que
inician a partir del ciclo 28 y 34 corresponden a la baja abundancia de ADNc y a los
controles negativos. Por otro lado, las curvas de disociacion (Figura 20B, Anexos)
presentaron solo un pico, lo que indicaria la presencia de un solo fragmento dentro de
las muestras. A partir de estas curvas, el programa generé una curva estandar y
calculd los valores de eficiencia para este partidor (Figura 20D, Anexos), el cual se
encuentra dentro del rango ideal (102.1%), segun lo reportado por Alba Aguayo &
Rueda, 2013 (90% - 110%). Cabe mencionar que este procedimiento se hizo para cada

uno de los partidores usados en esta etapa.
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Luego procedimos a realizar el analisis de qRT-PCR para en gen control de estrés. En
la Figura 10, se observa un marcado aumento en los niveles de expresion del gen
regulador de respuesta al estrés, ADNCED3, tanto en el grupo tratado con NaCl como
en el tratado con PEG. Es especialmente destacable que este aumento sea evidente a
las 24 horas en el grupo tratado con NaCl y desde las 6 horas en el grupo tratado con
PEG. Este resultado confirma que ambos tratamientos ejercieron un efecto inductor de
la expresion del gen ADNCEDS3 vy, por tanto, las plantas se encuentran bajo estrés

salino y por sequia.
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Figura 10. Expresion relativa del gen AANCED3 bajo estrés salino y sequia aguda.
AdNCED3 fue inducido en hojas de plantas in vitro a las 6, 24 y 48 horas después del
tratamiento PEG 6.000 al 20% p/v y 200 mM NaCl. AAGAPDH se utiliz6 como normalizador y
las 0 horas (TO, control) como calibrador. Los datos representan la media + desviacion estandar
(SD) (n = 6). Se determind la diferencia estadistica utilizando ANOVA de Brown-Forsythe y

Welch. * p < 0.05, * p > 0.01y *** p < 0.001.
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La Figura 11 muestra los niveles relativos de transcrito de los genes AdACSS6,
AdSAP7, AdSRFP1 y ADSARP1, normalizados respecto al gen AAGAPDH y calibrados
en el tiempo 0 (Control). En la Figura 11A se observa que el nivel relativo de transcrito
de AJACS6 aument6 6 y 18 veces a las 6h y 48h en el tratamiento con NaCl en
comparacion con la condicion control (T0), respectivamente mientras que el tratamiento
con PEG no mostro diferencias significativas respecto al control. Por otro lado, el gen
AdSAP7 mostré un aumento de 3.8, 2.2 y 2.8 veces en los niveles de expresion a las
6h, 24h y 48h en sequia y de 5, 2 y 3.8 veces en salinidad (Figura 11B). En cuanto al
gen AdSRFP1(Figura 11C), los niveles de expresion aumentaron significativamente,
1.8 veces a las 6h para el tratamiento con PEG y 2.2 veces a las 24h en el tratamiento
con NaCl y finalmente, el gen ADSARP1 (Figura 11D) mostré un aumento significativo
de 3 veces en los niveles de expresiéon a las 6h en PEG y un aumento de 1.5 veces a

las 6h en el tratamiento con NacCl.

Estos resultados indican que todos los genes evaluados responden significativamente
al estrés salino y a la sequia, aunque de manera diferencial. Todos son inducidos por
ambos agentes estresores, excepto el gen AJACS6, que solo lo hace en el tratamiento
con sal. Por lo tanto, se proponen estos genes como candidatos para su
caracterizacion funcional en plantas heterologas y la edicidn genética para determinar

in vivo si codifican para genes reguladores negativos al estrés por salinidad y sequia.
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Figura 11. Expresién relativa de genes bajo estrés salino y sequia aguda. A) expresion
relativa de AJACS6, B) AdSAP7, C) AdSRFP1 y D) AdSARP1 en hojas de plantas de kiwi in
vitro bajo tratamiento a las 6, 24 y 48 horas de 250 mM NaCl y PEG 6.000 al 20% p/v.
AdGAPDH se utiliz6 como normalizador y las 0 horas (Control) como calibrador. Los datos
representan la media + desviacion estandar (SD) (n = 6). Se determind la diferencia estadistica
utilizando ANOVA de Brown-Forsythe y Welch. * p < 0.05, ** p > 0.01 y *** p < 0.001.
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3.3 Clonamiento del gen AASAP7 en el vector pCR8

Para determinar la funcién in vivo de AdSAP7, uno de los genes seleccionados con
mayor nivel de expresién a las 6, 24 y 48 horas en ambos tratamientos (Figura 11B), se
decidié expresar este gen en la planta modelo Nicotiana tabacum. Para ello, se
amplifico la region codificante de AASAP7 de 504 pb de A. deliciosa a partir del ADNc
usando partidores especificos diseflados a partir de la secuencia codificante de
AdSAP7 obtenida de Kiwi Hayward. Para amplificar el gen AdSAP7 de forma precisa,

se utilizé la enzima Q5® (NEB), reconocida por su alta fidelidad y baja tasa de error.

Una vez obtenida la banda que corresponde al ADNc (seccion 2.4.3) se procedié a
clonar en el vector pCR8/GW/TOPO (seccion 2.4.4) y transformar células de E. coli
(seccion 2.4.2). Después de la transformacién, se seleccionaron las colonias y se
cultivaron en medio LB liquido suplementado con espectinomicina (100 mg/L) durante
16 horas para permitir la extraccion del ADN plasmidial (seccién 2.4.5). Posteriormente,
se verific6 el tamafio del inserto clonado en el vector mediante una digestion
enzimatica con la enzima EcoRI (seccién 2.4.6). La digestion con EcoRI, muestra la
liberacion de dos bandas: una correspondiente al inserto del tamafio esperado (=504
pb) y otra correspondiente al esqueleto del vector pCR8 (2799 pb) (Figura 12). Este
resultado sugiere que las colonias transformadas, contienen un inserto del tamafio
esperado. Luego, para verificar la direccionalidad del inserto, se realiz6 una digestion

enzimatica adicional utilizando la enzima Avall (Figura 13).
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1Kb PCRS-SAP7
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500 Ph

Figura 12. Digestion enzimética del ADN plasmidial extraido desde las colonias pCR8-
SAP7. A laizquierda se muestra el patrén de digestion esperado obtenido mediante el software
Snapgene (GSL Biotech) si las colonias poseen el inserto. A la derecha la digestion de colonias
1.5, 1.6, 2.4 y 3.5 con EcoRlI. Las flechas indican los tamafios de 3000 pb y 500 pb. 1 kb:

marcador de peso molecular GeneRuler 1 Kb DNA Ladder.

La digestion con Aval muestra que las colonias 1.5, 2.4 y 3.5 poseen una insercién del
gen en sentido, mientras que la colonia 1.6 presentd una inserciobn en antisentido
(Figura 13). Es asi como se seleccionaron las colonias 1.5, 2.4 y 3.5 para ser
secuenciadas (Centro de Secuenciacion Automatica de ADN de la Pontificia

Universidad Catoélica).
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Figura 13. Digestion enzimatica del ADN plasmidial de las colonias pCR8-SAP7 con la
enzima Avall. Patrén esperado (A) simulado mediante el software Snapgene (GSL Biotech) y
en B) el patron obtenido luego de 3 horas de incubacién de las colonias 1.5, 1.6, 2.4y 3.5 con

Avall.1 Kb: marcador de peso molecular GeneRuler 1 Kb DNA Ladder.

Los resultados de las secuenciaciones fueron analizados con el programa SnapGene,
donde se alinearon frente a las secuencias del ADSAP7 de A. chinensis var. chinensis
(Red5 _PS1 1.69.0 disponible en NCBI, seccion 2.2.1) y A. deliciosa var. Hayward
(secuenciada en el proyecto ACT192073). Las secuenciaciones de las colonias 1.5y
2.4 presentaron inserciones, gaps y mismatches, tanto en la alineacién con la
secuencia de AdSAP7 de chinensis como en Hayward. Ademas, la calidad de la
secuenciacién fue baja, por lo que fueron descartadas para posteriores andlisis. En
cuanto a la colonia 3.5, se pudo determinar que el alineamiento con la secuencia
AdSAP7 en A. deliciosa var. Hayward, mostré un 100% de similitud (Figura 14), por lo

que obtuvo pCR8-SAP7 ideal para las siguientes etapas.
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SAP7_Hayward MAEEQKWQEPEGHRLCANNCGFFGSPTTLHLCSKCYKDHCLKEQQASTAKLAVEKSLTOA 68

SAP7_Clon MAEEQKWOEPEGHRLCANNCGFFGSPTTLHLCSKCYKDHCLKEQQASTAKLAVEKSLTQA 68

SAP7_Chinensis MAEEQKWOEPEGHLLCANNCGFFGSPTTLHLCSKCYKDHCLKEQQASTAKLAVEKSLTQA 68
B e T T e Y E E T S TR s

SAP7_Hayward SSRSPSESESFGSVSSDLEISPEHKPAAAATEGEEAAVVOAASOPNRCAACRRRVGLTGF 128

SAP7_Clon SSRSPSESESFGSVSSDLEISPEHKPAAAATEGEEAAVVOQAASOPNRCAACRRRVGLTGF 128

SAP7_Chinensis SSRSPSESESFGSVSSDLEISPEHKPAAAATEGEEAAVVOAASOPNRCAACRRRVGLTGF 128
B b L S T T e

SAP7_Hayward PCRCGTTFCGSHRYPEQHACSFDYKSVGKEATAKANPYVVKAEKLEKT 167

SAP7_Clon PCRCGTTFCGSHRYPEQHACSFDYKSVGKEATAKANPVVKAEKLEKT 167

SAP7_Chinensis PCRCGTTFCGSHRYPEQHACSFDYKSVAEKEATAKANPWVVEKAEKLEKT 167

e T T R =T TR

Figura 14. Alineamiento aminoacidico de AdSAP7 de A. chinensis var. chinensis, A.
deliciosa var. Hayward y colonia 3.5 secuenciada (SAP7_Clon). SAP7_Chinensis:
Secuencia obtenida desde la base de datos NCBI (ID de acceso: Red5 PS1 1.69.0);
SAP7_Hayward: Secuencia obtenida desde proyecto Anillo (PASSA ACT 192073); SAP7_Clon:
Secuencia obtenida desde los cromatogramas correspondientes a la colonia 3.5, mediante el
software SnapGene 3.2.1 (GSL Biotech).

3.4 Generacion de un vector binario para la expresion de AdSAP7 en plantas de

tabaco

Después de verificar que la secuencia del gen AASAP7 clonada en vector pCR8 es
correcta, se realizé la recombinacion del clon 3.5 en el vector de expresion pGWB5
para obtener una proteina de fusion SAP7: GFP. Una vez completada la reaccion de
recombinaciobn entre los vectores, se transformaron células de E. coli
quimiocompetentes. A partir de las colonias transformantes obtenidas, se extrajo el
ADN plasmidial y se valid6 mediante digestion con EcoRl donde se observo la
liberacion del fragmento de 504 pb en las colonias P1.1, P2.1, P3.1, P4.1, P4.2, P5.2,
P6.1y P6.2 (Figura 15). De esta forma, se obtuvo el vector pSAP7: GFP, y las colonias
P2.1 y P4.1 fueron utlizadas para transformar la cepa GV3101 de Agrobacterium
tumefaciens (Seccion 2.4.9). Las colonias obtenidas de esta transformacion fueron

analizadas por PCR (Figura 16).
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Figura 15. Digestion enzimética del ADN plasmidial de las colonias pSAP7: GFP con la
enzima EcoRI. Patrén (A) simulado mediante el software Snapgene (GSL Biotech) esperando
las bandas de =3000 y 504 pb y B) el patrén obtenido luego incubacién de las colonias P1.1;
P2.1; P3.1; P4.1; P4.2; P5.2; P6.1 y P6.2 con la enzima EcoRIl. En cuadro rojo: colonias
seleccionadas para siguiente etapa: P2.1 y P4.1 MP: marcador de peso molecular GeneRuler 1
Kb DNA Ladder.

Figura 16. PCR de colonias de A. tumefaciens transformadas con vector pSAP7: GFP. C1-
C5: colonias analizadas mediante amplificacion del gen ADSAP7 de 500pb. C+: control positivo
de la reaccién (vector pCR8-SAP7), C-: control negativo de la reaccion (reaccion sin ADN, solo

agua). MP: marcador de peso molecular GeneRuler 100 pb DNA Ladder.

3.5 Determinar la localizaciobn subcelular de AdSAP7: GFP mediante

Transformacion transitoria de hojas de N. tabacum

Para determinar la localizacion subcelular de la proteina de fusibn AdSAP: GFP,

realizamos una transformacion transitoria de hojas de tabaco utilizando agroinfiltracion
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con la colonia P4.1 de A. tumefaciens que porta el vector pSAP7: GFP. Como control
de localizacion nuclear se utilizé el vector 35S:PIF3: GFP (Duran, 2019; Ni et al., 2013)

y de localizacion citoplasmética, la construccién 35S: GFP.

AdSAP7:GFP 35S:GFP AdSAP7:GFP

35S:PIF3

Figura 17. Localizacién subcelular de AdSAP7: GFP en hojas de tabaco. Se infiltraron hojas
de plantas de tabaco con suspensiones de A. tumefaciens que portaban el constructo AASAP7:
GFP bajo el promotor CaMV35S. Se determind la fluorescencia después de 3 dias en
microscopia confocal bajo luz de excitacion de 489 nm. (A) AASAP7: GFP se observa una
localizacion nuclear; (B) 35S: GFP control de localizacion citoplasmatica; (C) AASAP7: GFP se
observa una localizacion citoplasmatica; (D) 35S: PIF3 Control de localizacion nuclear; Barra:

50 pm.
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La Figura 17 muestra la fluorescencia de AdSAP7: GFP en hojas de tabaco
agroinfiltradas, lo que sugiere una localizacién tanto nuclear como citoplasmatica.
Tanto para AdSAP7: GFP como para 35S: GFP, se observaron regiones discretas
cercanas a la membrana celular, que corresponden a la emision de GFP en el
citoplasma (Figura 17B y 17C). Este hallazgo es consistente con la localizacion
reportada para GFP como marcador fluorescente cuando no esté fusionada con otras
proteinas (Hanson y col. 2001). También se observa que SAP7 presenta un patrén

punteado coherente con la localizacion nuclear, tal como se observa en 35S:PIF3.

3.6  Transformacidn estable de plantas de N. tabacum

La transformacion estable de tabaco se llevd a cabo de acuerdo a lo sefialado en
seccion 2.5.2. La Figura 18 presenta las diversas fases del procedimiento, abarcando
desde los explantes recién transformados junto a sus respectivos controles (A, Medio
N.t I), hasta la formacién de plantulas jévenes tras 6 semanas de cultivo (B, Medio N.t
II). Luego de 9 semanas (C, Medio N.t I}, las plantulas desarrollan raices y elongan,
alcanzando una longitud de 5 cm; en esta etapa, estan listas para ser trasplantadas al

suelo.
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AdSAP7

Figura 18. Obtencién de plantas de tabaco transgénicas para el gen AASAP7. A: Explantes
transformados y controles tras 1 semana de cultivo en Medio N.t I; B: Apariciéon de plantulas
luego de 6 semanas de cultivo (Medio Il); C: Elongacion y enraizamiento de plantulas en frascos

con Medio N.t lll tras 9 semanas de cultivo (=5 cm de altura).

3.7 Genotipificacion de las plantas de de N.tabacum transformadas con la

construccion pAdSAP7

La identificacion de las plantas transgénicas de tabaco transformadas establemente

con la construccion pGWB5/AdSAP7, se llevd a cabo mediante PCR desde ADN
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gendmico extraido de sus hojas (seccion 2.8.1). Primeramente, se amplificé el gen
18S, para comprobar la calidad del ADN extraido (Figura 19A) y luego se verificé la
transgénesis mediante la amplificacion del gen de Higromicina (Figura 19B).
Basandonos en este resultado, podemos concluir que las plantas T1, T2, T3, T5, T7,
T8, T9 y T11 han sido exitosamente transformadas, ya que el gen de resistencia a

kanamicina, nptll, se encuentra presente en las plantas analizadas.

A MP Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 Ti0 T11 T12 T13 C-

B MP Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 WT C-

600 pb

600 pb

Figura 19. Genotipificacion de las plantas de tabaco transformadas con la construccién
pAdSAP7. A: amplificacion del gen 18S en 13 lineas transformantes de tabaco con
pGWBS5/AdSAP7. Fragmento esperado; 196 pb, B: Amplificaciéon de nptll (resistencia a
Higromicina) en las mismas lineas. La imagen de abajo corresponde a la versién con relieve
que entrega el Software GeneSnap 7.12 (Syngene), incluyendo ADNg de tabaco WT y el control
negativo, con los partidores Hptll F y Hptll R (Tabla 7). Fragmento esperado: 666 pb.



4 Discusion

4.1 Seleccién de genes candidatos

El objetivo principal de este trabajo fue buscar y seleccionar genes reguladores
negativos, es decir, aquellos genes que codifican factores que inhiben la transcripcion
de genes o la actividad de reguladores positivos a sequia y salinidad (Yang y col.
2015). Mediante una revision bibliogréfica, se propusieron varios candidatos
(OsSRFP1, ANACO069, FtMYB10, GhSARP1, OsiSAP7 y ACS6) para buscar en el
genoma de Actinidia chinensis. Sin embargo, en la primera etapa, se descartaron los
genes ANACO069 y FtMYB10. La razén para esto se debe a que, al utilizar el andlisis
"tblastn" en la plataforma NCBI, una variante del programa BLAST, se encontraron
redundancias de informacion en los alineamientos y una excesiva cantidad de genes
homdlogos. Este hecho es importante destacar porque, con un alto nuimero de
homologos, no se puede considerar un gen como candidato para una futura edicién ya
que, si se mutara y se omitiera su funcion, facilmente podria ser reemplazado por otro
gen homoélogo, lo que limitaria el beneficio del trabajo en cuestion. También

descartamos los Factores de transcripcion por su funcion pleiotrépica.

Para los 4 genes seleccionados se realizaron alineamientos multiples, construccién de
arboles filogenéticos y revision de dominios conservados, ya que proporcionan
informacion valiosa sobre la funcion y evolucion de los genes y proteinas (Colcombet-
Cazenave y col. 2021). En el proceso de alineamientos multiples, las secuencias de los
4 genes fueron comparadas entre si, lo que permiti6 identificar regiones comunes y

diferencias en sus secuencias. Esto facilitd la deteccién de paralogos, que son genes
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gue provienen de una duplicacion en la misma especie y que comparten similitud en su
secuencia debido a su origen evolutivo cercano (Whittle y col. 2009). Los arboles
filogenéticos, que son representaciones graficas de la relaciébn evolutiva entre las
secuencias de los genes, ayudaron a agrupar las secuencias similares y a identificar
claramente los genes paralogos presentes en cada uno de los 4 genes seleccionados.
Finalmente, cuando se realizé una revision de dominios conservados en las secuencias
de los genes (Figuras 5 - 8), se redujo significativamente el nimero de genes
homodlogos encontrados para cada uno de los 4 genes iniciales, lo que facilitd
enormemente el trabajo posterior. Por ejemplo, en el caso del gen SRFP1, se observé
que 5 secuencias se alineaban adecuadamente con la secuencia original. No obstante,
la secuencia CEY00_Acc19614 carecia del dominio Zf-CHY (Figura 6), también
conocido como dominio Zf-C3HC4, una estructura de dedo de zinc presente en
proteinas eucariotas. Este dominio es esencial en la regulacién de la expresién génica
y en la interaccion proteina-proteina. Se caracteriza por su disposicion de dos residuos
de cisteina y dos residuos de histidina que coordinan iones de zinc, lo que estabiliza su
estructura. Los dominios zf-Chy tienen la capacidad de unirse tanto al ADN como a
proteinas, participando en procesos clave como la regulacién génica y la ubiquitinacion
para la degradacion proteica. Su versatilidad funcional los convierte en componentes
esenciales en la biologia celular y molecular (Liu y col. 2022), por lo que se decidié
descartarla. O también, en el caso del gen ACS6, que se descartd la secuencia
CEYO00_Acc09164 (Figura 7) debido a la ausencia del dominio PLN02450, que forma
parte de una familia de dominios de proteinas conservadas que incluye la enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato sintasa (ACC sintasa), responsable de la sintesis de
ACC, el precursor directo del etileno, hormona vegetal de gran importancia en la

regulacion de diversos procesos fisiolégicos y de desarrollo (Lu y col. 2020).
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Posteriormente, se selecciond el representante de cada gen que mostrara el mayor
grado de identidad en comparacién con el genoma de Actinidia deliciosa var. Hayward.
Esta seleccién se realizé en colaboracion con el Doctor Samuel Parra del proyecto
anillo (PASSA ACT 192073) lo que permitié sugerir que estos ortélogos, es decir, los
genes homologos en especies distintas, podrian tener funciones similares en kiwi. Para
corroborar esta hipétesis, se hace necesario realizar estudios in vivo, por ejemplo,
analizar cOmo se expresan estos genes en su contexto natural. Ademas, se plantea la
necesidad de expresar estos genes en una planta heteréloga, para caracterizar su

funcién (Godard y col. 2007).

4.2 Niveles de expresion de los genes AdSAP7, ADJACS6, AdSRFP1 y AdSARP
en plantas de A. deliciosa var. Hayward sometidas a tratamiento por sequia

y salinidad

Para validar nuestros resultados, utilizamos el gen ANCED3 como control positivo, ya
que estudios anteriores han demostrado que su expresion se induce bajo condiciones
de estrés por sequia y salinidad (Lee y col. 2018; Wurms y col. 2023). El gen NCED3,
codifica para la enzima 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenasa 3, que esta involucrada en
la biosintesis del acido abscisico (ABA), una hormona vegetal que juega un papel
crucial en la respuesta al estrés abiético, incluyendo la sequia y la salinidad (Luchi y
col. 2001). Esto nos permitié tener una referencia confiable y asegurar la robustez de
nuestros datos al evaluar los niveles de expresion de los genes de interés en respuesta

al estrés abiotico.
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Ademés, evaluamos los genes normalizadores AdGAPDH y AdACTIN2 para
seleccionar el mas estable como referencia en el analisis de RT-gPCR. Es importante
que un gen normalizador tenga una expresién constante, ya que su funcién es
proporcionar una referencia para comparar la expresion de otros genes de interés
(Vandesompele y col. 2002). Para evaluar la estabilidad de los genes normalizadores
en nuestros estudios de expresion génica, empleamos la herramienta en linea
RefFinder, la cual utiliza algoritmos estadisticos especificos, para evaluar la estabilidad

de los genes de referencia (Xie y col. 2023).

La eleccion de AdSAP7 se destaca como un punto crucial en este estudio. Mientras
gue los otros genes evaluados mostraron patrones de expresion variables en respuesta
al estrés salino y la sequia, AASAP7 se destacd notablemente ya que exhibié una
expresion temprana y sostenida desde las 6 hrs hasta las 48 horas en ambas
condiciones de estrés (NaCl y PEG). Este patron de expresion bajo condiciones

adversas lo posiciona como un candidato para la edicion genética.

En Sharma y col. 2015 se demostré que el gen OsiSAP7 es un regulador negativo de
la sefializacion de estrés por acido abscisico (ABA) y en la sensibilidad al estrés de
sequia en Arabidopsis. EI ABA es una hormona vegetal clave en la adaptacion de las
plantas a condiciones de estrés abibtico, como la sequia y la salinidad activando la
expresion de genes responsivos al estrés (Yamaguchi y col. 2006). Los genes
responsivos al estrés son aquellos que muestran cambios en su expresion o actividad
en respuesta a estimulos especificos, como el estrés abidtico o la presencia de
hormonas. Estos genes son regulados por factores de transcripcibn y otros
mecanismos de regulacion génica que les permiten adaptarse y responder a las

cambiantes condiciones del entorno (Sharmay col. 2015).
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En Arabidopsis OsiSAP7 regula negativamente la expresion de varios genes
responsivos al estrés, incluyendo COR47, ADH1, COR15a, RAB18 y KIN1. Estos
genes son regulados por factores de transcripcion como AREB/ABFs, que se activan
en respuesta al ABA y se unen a elementos de respuesta al ABA (ABREs) en los

promotores de dichos genes (Fujita y col. 2005; Stockinger y col. 1997).

Por lo que resulta muy interesante saber el rol del ortdlogo AdSAP7 de Actinidia
deliciosa. Para ello se decidié evaluar inicialmente su rol en la planta modelo N.

tabacum.

4.3 Clonacién de AASAP7 y obtencién de lineas transgénicas de N. tabacum para

este gen

Al clonar el ADSAP7 se obtuvo una colonia (3.5) con similitud del 100% con la
secuencia de A. deliciosa var. Hayward y una similitud de 99,4% con A. Chinensis var.
Chinensis. Respecto a A. Chinensis var. Chinensis existian 3 mutaciones silentes,
especificamente los cambios A192G, C405G y A489G, que no afectan el cddigo
aminoacidico de AdSAP7 y una mutaciéon de cambio de sentido, no sinénima por el
cambio T41G, que da como consecuencia el cambio del aminoacido Arginina por
Leucina (Figura 14). Una mutacion no sinénima implica que, las propiedades
fisicoquimicas entre estos aminoacidos son diferentes, lo que podria cambiar la
funcionalidad de la proteina (Choi y col. 2012). Esto sugiere que la funcion de la
proteina en Hayward podria ser distinta a la de Chinensis. A pesar de este hallazgo,
este estudio se enfoca en la variedad Hayward, y los resultados obtenidos

proporcionan una base para las siguientes etapas.
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Para evaluar su localizacion subcelular realizamos una transformacion transitoria de
hojas de tabaco mediante agroinfiltracion con A. tumefaciens (seccion 2.5.3). Este
método es ampliamente reconocido y empleado para evaluar construcciones de
expresion en plantas, como proteinas de fusién fluorescentes y andlisis de promotores
(Sparkes y col. 2006; Kapila y col. 1997). Los estudios previos indicaban que ciertos
dominios de la proteina SAP7, como el dominio A20 y el dominio AN1, influyen en la
funcién y la localizacion subcelular de la proteina OsiSAP7 (Woodger y col. 2003;
Sharmay col. 2015). La proteina OsiSAP7 tiene una localizacién dual en el ntcleo o en
los speckles subnucleares, dependiendo de las condiciones de estrés o del tratamiento
con inhibidores del proteasoma. Al analizar las imagenes de fluorescencia de GFP en
las células epidermales de las hojas infiltradas, observamos que la construccion
AdSAP7: GFP se ubicaba tanto en el citoplasma como en el nicleo celular, lo que
concuerda con las investigaciones previas de Sharma y col. 2015. Por otra parte, los
estudios de Giri y col. 2013 sugieren que la ubicacion de las proteinas SAP puede
variar segun la especie y la proteina especifica, lo que podria indicar una localizaciéon
citoplasméatica de esta proteina en el tabaco y no en Arabidopsis, como se ha
observado. Adicionalmente, utilizamos el gen PIF3 como control positivo nuclear para
evaluar la localizacion subcelular de nuestra construccion AASAP7: GFP en hojas de
tabaco. Estudios anteriores han demostrado que PIF3 interactia con PPK1 en el
nacleo de las células vegetales, formando un complejo trimolecular con PHYB y uno o
mas PPKs en el ndcleo, lo que indica que PIF3 se encuentra presente en esta
ubicacioén celular (Ni y col. 2017). La presencia de PIF3:GFP en el nucleo nos permitio
sugerir que SAP7:GFP también se localiza en el nucleo. No obstante, resulta crucial
realizar un ensayo de co-localizacion, utilizando un marcador especifico del citoplasma

y con una proteina nuclear asociada a otro gen marcador. Un ejemplo adecuado podria
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ser el RFP (Gonzalez 2013), que emite en un color rojizo. Esta estrategia permitiria
verificar con mayor certeza la presencia de una localizacién efectiva en el citoplasma y

nucleo de AdSAP7Y.

La transformacion estable de tabaco fue acorde a lo reportado en literatura (Moreno y
col. 2016; Heidari y col. 2018) obteniendo plantulas enraizadas a las 9 semanas post
transformacion, lo que permitié su analisis de transgenia mediante PCR de punto final.
La amplificacion del gen Higromicina (nptll) confirmé la transgénesis en 8 de las 12
plantas transformadas con la construccion pAdSAP7 lo que indica un 67% de
eficiencia, similar a lo reportado en la literatura (Heidari y col. 2018). N. tabacum, al ser
una especie modelo, presenta una alta tasa de transformacion positiva y una rapida
regeneracion debido a su alta susceptibilidad a Agrobacterium tumefaciens y su
capacidad de regenerar explantes de hojas a través de la organogénesis (Duan y col.
2016). Diversos estudios han sugerido que N. tabacum, al sobreexpresar genes de
interés, puede proporcionar informacion valiosa sobre la funciéon y regulaciéon de los
genes y proteinas en las plantas en respuesta al estrés abiético (Méndez-Mufioz y col.

2019; Yang y col. 2022).

En conclusion, el clonamiento y posterior generacion de un vector binario para la
expresion de ADSAP7 en plantas de tabaco se llevo a cabo de manera exitosa, y se
verifico la presencia del gen nptll en las plantas transgénicas establemente
transformadas. Estos resultados sientan las bases para futuros estudios sobre la

funcion de AdSAP7 en la respuesta al estrés en esta especie vegetal.

Se espera que, en un futuro cercano, las plantas de tabaco estén listas para llevar a

cabo estudios funcionales que incluyen un ensayo cronico con las plantas
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transformadas, aclimatadas en tierra (someter tabacos sobrexpresores de AdSAP7 a
elevadas concentraciones salinas y comparar la sobrevivencia respecto a las plantas
de tabaco wt), permitiran profundizar en el entendimiento de cémo AdSAP7 participa
en conferir (0 no) tolerancia al estrés en las plantas, lo que potencialmente contribuird a
desarrollar estrategias para mejorar la tolerancia de los cultivos agricolas en
condiciones ambientales desafiantes. Estos resultados proporcionan una base para
futuras investigaciones sobre la funcién de AASAP7 y su proyeccién a ser editado en

Actinidia deliciosa de codificar para un RN.
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5 Conclusiones

Seleccion de genes candidatos: En este estudio, se identificaron y seleccionaron cuatro
genes candidatos (AdSRFP1, AJACS6, AdSAP7 y AdSARP1) que podrian actuar
como reguladores negativos en la respuesta al estrés salino e hidrico en Actinidia

deliciosa var Hayward.

Expresion de genes en respuesta al estrés: Los genes AASAP7, AdACS6, ASRFP1 y
AdSARP1 se expresan tempranamente y de manera significativa en plantas de kiwi
sometidas a estrés por sequia y salinidad lo que sugiere que estos genes pueden
participar en la respuesta de la planta al estrés salino y de sequia. Entre los genes
evaluados, se destaca AdSAP7 por presentar una indiccién de su expresién tanto en

seqquia y salinidad a tiempos tempranos y tardios.

Expresion de AdJSAP7 en tabaco: El gen AdSAP7 se clon6 y se gener6é un vector
binario para su expresién en plantas de tabaco. Se determiné que la proteina de fusién
AdSAP7: GFP se podria localizar en el citoplasma y ndcleo celular lo que concuerda
con estudios de sus ortlogos en Arabidopsis. Ademas, se obtuvieron plantas
transgénicas de N. tabacum para la construccion AdSap7: GFP lo que permitira futuras

investigaciones sobre su funcién en la tolerancia al estrés.
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Anexos.

Tabla 10: Datos obtenidos de espectrofotémetro Epoch2. Control (Tiempo 0),
(Tratamiento Salino), PEG (Tratamiento Sequia).

Tratamiento Muestra Hora | Concentracion | 260/280 | 260/230
Control TO F1(3) Hoja 0 630 ng 2.039 1.915
Control TO F2(1) Hoja 0 400 ng 2.041 1.387
Control TO F3(1) Hoja 0 560 ng 2.029 1.556

NaCl NaCl 6 hpt F1(2) Hoja 6 250 ng 1.824 1.548
NaCl NaCl 6 hpt F2(2) Hoja 6 308 ng 1.974 1.542
NacCl NaCl 6 hpt F3(2) Hoja 6 420 ng 2.019 1.721
NaCl NaCl 24 hpt F1(3) Hoja | 24 384 ng 2,182 1.774
NaCl NaCl 24 hpt F2(1) Hoja | 24 800 ng 2.020 1.770
NacCl NaCl 24 hpt F3(2) Hoja | 24 405 ng 1.863 1.561
NaCl NaCl 48 hpt F1(2) Hoja | 48 1068 ng 1.868 1.618
NacCl NaCl 48 hpt F2(1) Hoja | 48 624 ng 2.108 1.880
NaCl NaCl 48 hpt F3(3) Hoja | 48 624 ng 2.026 1.753
PEG PEG 6 hpt F1(3) Hoja 6 492 ng 2.085 1.863
PEG PEG 6 hpt F2(2) Hoja 6 552 ng 2.029 1.616
PEG PEG 6 hpt F3(1) Hoja 6 1060 ng 1.963 1.539
PEG PEG 24 hpt F1(2) Hoja | 24 580 ng 1,908 1.460
PEG PEG 24 hpt F2(1) Hoja | 24 864 ng 2,077 1.393
PEG PEG 24 hpt F3(3) Hoja | 24 532 ng 1,985 1.671
PEG PEG 48 hpt F1(1) Hoja | 48 1164 ng 1.896 1.706
PEG PEG 48 hpt F2(2) Hoja | 48 760 ng 1.853 2.336
PEG PEG 48 hpt F3(2) Hoja | 48 452 ng 1.982 1.661
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Figura 20. Procedimiento y perfil del gRTPCR del gen AAGAPDH. A) Procedimiento in sillico
y en gel del partido qPCR_GAPDH. B) Curva de disociacion para el gen AAGAPDH. C) Gréfico

de amplificacion del gen. D) Curva estandar con valores eficiencia: 102.1% y RSq: 0.997.
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