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RESUMEN

Las proteinas dulces Taumatina (Tau) y Brazeina (Bra), son proteinas no
toxicas, las cuales son 2.000 a 3.000 veces mas dulces que la sacarosa y 10
veces mas dulces que la Stevia, pero con la ventaja de tener un sabor similar a
la sacarosa. En la actualidad, se han utillizado como edulcorantes vy
potenciadores naturales del sabor en diferentes alimentos. Al igual que la
Stevia, no aporta calorias y es un alimento apto para diabéticos. Por estas
razones, la expresion de Tau y Bra, podria ser una estrategia Util para mejorar
el sabor de frutos, haciéndolos mas dulces, sin afiadir calorias y carbohidratos.
Ademas, también se ha descrito que estas proteinas son similares a proteinas
con actividad anti patdégenos (taumatina) o a péptidos antimicrobianos
(brazeina) en plantas, lo que las hace también atractivas para ésta aplicacion

biotecnoldgica.

En el contexto de este trabajo y con el fin de expresar los genes tau y bra en
frutos, se generaron los vectores pPG-taubra, pPG-tau, pPG-bra, 35SCaMV-tau
y 35SCaMV-bra, tres con promotor fruto especifico y dos con promotor
constitutivo. En la presente memoria de titulo, se analizé la funcionalidad de los
vectores a través de la transformacion transitoria de frutos de tomate y hojas de
tabaco. Se obtuvo que 4 de los 5 vectores son funcionales para expresar el
transgen. Luego, se prosiguio con la transformacion estable de tomate y tabaco,

con dichos vectores de expresion. Durante esta memoria de titulo, se

xi



estandarizé con éxito la transformacién de tomate usando hojas como explantes

y se comparé con la transformacion estable a partir de explantes de cotiledon.

La correcta transformacion y expresion de los transgenes tau y bra fue
evaluada por PCR y RT-PCR, respectivamente en lineas de tomate y tabaco, se
obtuvo 5 y 2 lineas de tomate transgénicas (por PCR) para taubra y bra,
respectivamente. En tabaco se obtuvo 4 lineas transgénicas que expresan el

transgen tau y 4 lineas transgénicas que expresan bra.
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ABSTRACT

“Stable transformation of Solanum lycoperscum and Nicotiana

tabacum with the genes of the sweet proteins Thaumatin and Brazzein.”

The sweet proteins Thaumatin (Tau) and Brazzein (Bra), are non-toxic
proteins, of 2,000 to 3,000 fold sweeter than sucrose and 10 times sweeter than
stevia but with the advantage of having a more similar flavor to sucrose. At
present, they have been used as sweeteners and natural flavor enhancers in
different foods. As proteins they do not provide calories and are suitable for
diabetics. For these reasons, the expression of Tau and Bra could be a useful
strategy to improve fruit flavor, making it sweeter, without adding calories and
carbohydrates. In addition, these proteins are similar to proteins with anti-
pathogenic activity (thaumatin) or antimicrobial peptides (brazeine) in plants,

which makes them also attractive for biotechnological applications in this field.

In the context of this work and in order to express the tau and bra genes,
they were generated five expression vectors for these proteins, pPG-taubra,
pPG-tau, pPG-bra, 35SCaMV-tau and 35SCaMV-bra, were generated. Three of
them with a fruit specific promoter and two with a constitutive promoter. In the

present thesis, the functionality of these vectors was achieved through the
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transient transformation of tomato fruits and tobacco leaves. We obtained that
four of the five vectors were functional permitting the expression of the
transgene. Then, the stable transformation of tomato and tobacco was carried
out to express the transgenes in fruits and leaves, respectively. During this
thesis, tomato transformation using leaves as explants was successfully

standardized and compared with stable transformation from cotyledon explants.

The correct transformation and expression of the tau and bra transgenes was
evaluated by PCR and RT-PCR, respectively. In conclusion five and two
transgenic tomato plants for the fusion protein taubra and bra were obtained (by
PCR). Also, four transgenic tobacco lines each, for tau and bra which express

the transgene (by RT-PCR), were obtained.
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1. INTRODUCCION

1.1 Proteinas dulces

Las proteinas dulces, son aquellas proteinas que al ser ingeridas por
primates superiores (incluyendo al humano), son percibidas con un sabor dulce,
a través del sentido del gusto (Menco et al., 1993). Dentro de este grupo de
proteinas las mas estudiadas son: taumatina, brazeina, monelina, mabinlina,
pentadina, curculina y miraculina. La mayoria de estas proteinas presentan una
estructura cuaternaria de hetero u homo dimeros o tetrameros. Destacandose
asi, las proteinas taumatina y brazeina, las cuales presentan una estructura
monomeérica (Caldwell et al., 1998; de Vos et al., 1985). Al ser monomeros,
tienen la ventaja de poder ser expresadas de manera heterdloga mas
facilmente, ya que no deben ensamblarse entre si, con uno 0 mas monomeros,
iguales o diferentes, dejando afuera la posibilidad de un mal ensamblaje, lo cual

podria conllevar a la pérdida de su funcién, como en este caso ser dulces.

1.1.1 Taumatina

La taumatina es una proteina proveniente de los arilos del katemfe
(Thaumatococcus danielli), el cual es un arbusto de Africa occidental. La
estructura de la taumatina (fig. 1) esta compuesta principalmente por hojas B y
un pequeno “loop” que es estabilizado por 8 puentes disulfuros. Ademas, posee

207 residuos de aminoacidos y una masa molecular de 22,2 kDa (de Vos et al.,



1985; Ogata et al., 1992). En cuanto al dulzor la taumatina es la segunda mas
dulce después de la monelina, siendo 3.000 veces mas dulce que la sacarosa,
en base al peso, es decir, 1 gramo de taumatina es 3.000 veces mas dulce que

1 gramo de sacarosa (Ogata et al.,1987).

Por otro lado, la taumatina no sélo es una proteina dulce, si no que posee
gran similitud con las proteinas relacionadas a patdogenos (PR), las cuales, tal
como dice su nombre, son proteinas involucradas en el sistema de defensa
contra patdgenos en plantas. La taumatina especificamente posee similitud con
las proteinas PR-5 o también conocidas como proteinas tipo taumatina (TLP),
las cuales se asemejan en su peso molecular, poseen aproximadamente 54
residuos de aminoéacidos idénticos y un alto contenido de cisteina (Pierpoint et
al., 1987). Las TLP son inducidas frente al estrés bibtico y abiético, debido a
gue poseen actividad anti fangica (Vigers et al., 1992; Wang et al., 2010) y
también la capacidad de adaptar las células de la planta ante la presencia de
estrés osmoético o estrés hidrico (Singh et al.,, 1987). Cabe destacar que, al
contrario de la taumatina, las proteinas TLP, no reaccionan frente a los
anticuerpos anti taumatina ni poseen la capacidad de ser percibidas como

proteinas dulces



Figura 1: Taumatina. A) Baya africana katemfe; Thaumatococcus daniellii. B) Estructura de
la proteina Taumatina. PDB: 1RQW. En rojo “loop” estabilizado por 8 puentes disulfuros, en

amarillo estructura en hoja 3.

1.1.2 Brazeina

La brazeina es una proteina proveniente de la baya africana Pentadiplandra
brazzeana, es la proteina mas pequefia de esta familia de proteinas dulces; es
un mondémero de un peso molecular de 6,5 kDa y 54 residuos de amino acidos
(Caldwell et al., 1998). Ademas, es la Unica de las proteinas dulces mantiene su
estructura (fig. 2) de forma estable cuando es calentada a 98°C por un tiempo
de 2 horas. También tiene una estabilidad estructural en un rango de pH desde
2,5 a 8,0 debido a la presencia de cuatro puentes disulfuros presentes en su
estructura (Caldwell et al., 1998). En cuanto al dulzor de la proteina brazeina es

2.000 veces mas dulce gue la sacarosa en base al peso (Caldwell et al., 1998;



Nagata et al., 2013). Todas estas caracteristicas hacen de esta proteina una
excelente candidata para ser expresada en frutos para mejorar su sabor,

aumentando su dulzor.

Por otro lado, la brazeina podria tener una funciébn de péptido
antimicrobiano, ya que posee un motivo en su estructura llamado “y-Loop”, el
cual fue identificado en las proteinas conocidas como defensinas, las cuales
presentan funcion antimicrobiana contra bacterias y hongos (Dias et al., 2015).
Esto se sostiene, ya que la brazeina posee otro motivo en su estructura,
conocido como motivo de alfa-beta estabilizado por cisteina o “CSaf3”, el cual es
una combinacion de la estructura secundaria de a-hélice con hoja-p que esta
estabilizado por cuatro puentes disulfuro formado entre ocho cisteinas. En
contraste con otras proteinas de este tipo, la brazeina posee una estructura de
a-hélice adicional (Nagata et al., 2013). EI motivo “CSaf” es comunmente
relacionado como el pliegue de los pequefios péptidos o proteinas que poseen
actividad antibacteriana en animales y contra hongos en plantas, como es el

caso actual (Dias et al., 2015).



Figura 2: Brazeina. A) Baya africana: Pentadiplandra brazzeana. B) Estructura de la
proteina brazeina. PDB: 2BRZ. En verde estructura a-hélice, en amarillo, naranjo y azul

estructura de hoja .

1.1.3 Senfalizacién proteinas dulces

El mecanismo por el cual estas proteinas se sienten dulces aun no esta
completamente descrito, pero se conoce que la familia de receptores T1 (T1R)
es la que se encarga de detectar el sabor dulce en los mamiferos. Las
moléculas sabrosas o0 estimulantes del gusto son reconocidas por los
receptores T1R que estan acoplados a proteina G (Hoon et al., 1999). Es
importante destacar que estos receptores actian de diferentes formas, segun el
tipo de molécula “dulce” con el que interactuan, ya que en presencia de
azlUcares como la sacarosa se activa la adenilato ciclasa, provocando un
aumento en el AMPc y consumo de i6n Ca*?. Por otra parte, cuando esta familia

de receptores interactla con edulcorantes artificiales como la sacarina, la



respuesta del receptor acoplado a proteina G cambia, activAndose la fosfolipasa
C y ésto provoca el aumento de los niveles de IP3 vy la liberacién del i6n Ca*?

(Bernhardt et al., 1996).

Las proteinas dulces son reconocidas por los TIR2-T1R3, pertenecientes a
esta misma familia de T1R (Li et al., 2002). Es factible que el reconocimiento de
estas proteinas dulces con los receptores sea a través de la estructura que se
conoce como “sweet fingers” o dedos dulces en espafiol. Sin embargo, esta
unién no es capaz de explicar el por qué las proteinas dulces son miles de
veces mas dulces que los edulcorantes de baja masa molecular (Spadaccini et
al., 2003). Por ello, se han postulado otras hipétesis sobre cémo interactian
estas proteinas con sus receptores, ergo es factible que, las proteinas dulces
interactian con un sitio secundario de union en la superficie del receptor,
conocido como un “macro modelo” (Temussi et al., 2002). También se ha
postulado un “micro modelo” en donde residuos claves que se encuentran en el
sitio activo del receptor se unen a residuos de las proteinas dulces (Morini et al.,

2005).

El receptor humano T1R3, posee un sitio rico en cisteina de este receptor,
es muy necesario para la interaccion con la proteina dulce taumatina (Ohta et

al., 2011). Ademas, se conoce que existen otros 5 residuos de aminoacidos en



este sitio rico en cisteina del receptor T1R3, que son criticos en la respuesta de
dulzor frente a la proteina dulce taumatina (Masuda et al., 2013). Es por esto
gue la estructura y secuencia de las proteinas dulces estd estrechamente

relacionada con su capacidad de interactuar con los receptores de dulzor.

1.2 Mejoramiento genético y cultivo in vitro

1.2.1 Tomates S. lycopersicum var. Microtom

El tomate (Solanum lycopersicum) es una hortaliza ampliamente utilizada
tanto como alimento y como modelo vegetal en la investigacion cientifica. Su
importancia como recurso alimenticio se debe a su valor nutritivo, mientras que
su facilidad de ser cultivada y un ciclo de vida corto lo posicionan como un buen
modelo de estudio. Es por esto que el tomate ha sido sujeto de manipulacion
genética y utilizado como un modelo vegetal para el estudio de la expresion de

proteinas, ya sea en la planta completa o en frutos (Kimura et al., 2008).

Particularmente, en el area de la investigacion cientifica el tomate variedad
Microtom posee ventajas respecto a los tomates de produccidén industrial.
Dentro de las ventajas que presenta, esta su capacidad de crecer en altas
densidades de plantas (1.357 plantas por metro cuadrado), posee un ciclo de

vida corto (70-90 dias, desde la siembra hasta la obtencion de frutos de tomate



maduros), posee un genoma diploide relativamente pequefio y bien conocido,

de alrededor de 950 Mb y se puede auto-polinizar (Meissner et al.,1997).

Se ha descrito que para llevar a cabo el proceso de regeneracion in vitro del
tomate variedad Microtom, por medio de organogénesis somatica, desde
explantes, es necesario la utilizacion de un medio nutritivo base, denominado
medio Murashige & Skoog (con vitaminas, myo-inositol y sacarosa afiadido),
suplementado con distintas hormonas, estas promueven el proceso de
organogeénesis somatica. Se ha reportado que la combinacion de hormonas
para llevar a cabo el proceso de organogénesis somatica en tomate es
mediante la utilizaciéon de una auxinas y citoquininas (Park et al., 2003). Las
auxinas influyen en ciertos aspectos de la planta, como es la division celular, la
elongacion y la diferenciacion celular, provocando la aparicibn de raices
adventicias. Las citoquininas cumplen la funcién de promover la division celular
de tejidos no meristematicos, es decir, de tejidos que no poseen una division
celular activa y se encuentran mas bien diferenciadas. La funcién de las
fitohormonas es concentracién dependiente (Strnad et al., 2001; Teale et al.,

2006).



En el caso de los explantes de hoja, se ha usado una combinacion entre las
hormonas acido indol-3-butirico (IBA, auxina) y 6-bencil aminopurina (BAP,
citoquinina) para inducir el proceso de organogénesis (Park et al., 2003). Para
inducir el proceso de organogénesis, a partir de tejido de cotiledones, se ha

descrito la utilizacion de BAP, la cual es una citoquinina (Pino et al., 2010).

La transformacion genética del tomate, mediadas por Agrobacterium
tumefaciens, posee una eficiencia de hasta un 80% de plantas transgénicas
verificadas por PCR a partir de explantes de cotiledén (Meissner et al., 1997) y
a una eficiencia de un 40% - 60% de plantas transgénicas verificadas por PCR
a partir de explantes de hoja, también en transformaciones mediadas por A.
tumefaciens (Sun et al., 2006). Por lo tanto, sumando las caracteristicas
relacionadas a un ciclo de vida corto, un genoma conocido, una buena
eficiencia de transformacién para el estudio de plantas transgénicas y los
reportes de la expresion de proteinas dulces en plantas y frutos de tomates, es
gue esta planta se presenta como un excelente modelo para el estudio de la
expresion de las proteinas de interés de esta memoria de titulo de forma fruto-

especifica.



1.2.2 Tabacos

El tabaco (Nicotiana tabacum) ha sido ampliamente utilizada como modelo
para la investigacion basica e ingenieria genética de células vegetales. Es una
planta facil de manipular in vitro, de facil regeneracién y organogénesis
somatica desde explantes de hoja (Fisher et al., 1995). Es una planta con un
genoma ampliamente caracterizado, anfidiploide o tetraploide, ya que contiene
un conjunto diploide de cada especie parental, (2n=4x=48) (Renny-Byfield et al.,
2011; Zimmerman et al., 1977). Las plantas de tabaco también se puede auto-
polinizar, para obtener lineas transgénicas homocigotas y finalmente se puede
transformar con una eficiencia de hasta un 40 — 60% a partir de explantes de
hoja, en transformaciones mediadas por A. tumefaciens (Burow et al., 1990;

Fisher et al., 1995).

El cultivo in vitro de tabaco, la regeneracion de tejido y la transformacion
mediante A. tumefaciens a partir de explantes de hoja, se encuentran descritos
y estandarizados desde los afios 80. Para ello, se utiliza un medio base (macro
y micronutrientes), suplementado con vitaminas, mio-inositol y sacarosa
ademas de hormonas para la induccion de brotes. Para ello, se suplementa el
medio base con la citoquinina BAP y la auxina IBA, que en las concentraciones
adecuadas inducen la formacion de brotes a partir de explantes de hoja de

tabaco (Horsch et al., 1985; Klee et al., 1987).
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Por lo tanto, sumando las caracteristicas relacionadas a un genoma
conocido, una buena eficiencia de transformacion para el estudio de plantas
transgénicas y su facil manipulacion en cultivos in vitro, es que esta planta se
presenta como un excelente modelo para el estudio de la expresion de las

proteinas dulces y también conocer la localizacion de éstas.

1.3 Expresion de la proteina taumatina y brazeina en modelos vegetales.
En base a los antecedentes planteados se ha desarrollado el proyecto:
“Sweet kiwi: plantulas de kiwi para la produccion de un endulzante natural y
frutos mas dulces bajos en calorias”, VIU Fondef N° 14E049, en el cual se
enmarca esta memoria de titulo. La produccion de frutos de kiwi mas dulces
mediante el uso de ingenieria genética busca la generacion de variedades de
frutos mas dulces sin adicionar calorias. Ademas, la purificacion de las
proteinas desde plantas modelo que expresen estas proteinas dulces se
presenta también como una buena alternativa para la purificacion de las

proteinas y su uso comercial.

Como objetivo del proyecto VIU Fondef N° 14E049 y también de esta
memoria de titulo, se propone obtener plantas transgénicas de tomate
(Solanum lycopersicum) y plantas de tabaco (Nicotiana tabacum), dado que la

obtencién de frutos de kiwi demora aproximadamente de 3 a 5 afios. Es asi

11



como se podra determinar en menor tiempo si la expresion de estas proteinas
es viable en frutos y hojas respectivamente. Para abordar este objetivo, se
usara un sistema bicistronico en el cual ambos genes, el de la taumatina y
brazeina, se expresan bajo el mismo promotor, simultdneamente y en igual
proporcién. Para ello, entre la secuencia codificante de ambos genes se incluy6
la secuencia del péptido 2A de aproximadamente 20 aminoé&cidos. Este péptido
se basa en el sistema viral 2A, el cual ha demostrado ser un sistema mas
eficiente que los usados comunmente en la co-expresion de 2 proteinas
simultaneamente (Ha et al., 2010). El clivaje de este péptido es co-traduccional,
es decir, que al momento en que se traduce este ARNm en el ribosoma ocurre
la separacion de las proteinas mediante la prevencion de la formacion de un
enlace peptidico normal entre la glicina y prolina que se encuentran en el
extremo C-terminal de este péptido 2A, lo que resulta en un salto del ribosoma
al siguiente coddén , y el péptido naciente se escinde entre la Gly y Pro,
guedando la glicina unido al C-terminal de la proteina rio arriba del transcrito, y
el residuo de prolina unido al N-terminal de la proteina rio abajo del transcrito

(Donnelly et al., 2001).
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En el Centro de Biologia Molecular Vegetal, se cuentan con cinco vectores
para realizar esta memoria, de los cuales, tres son para la transformacion
transitoria y estable de tomate (y que seran usados también para kiwi en un
futuro) y los restantes para la transformacion transitoria y estable de tabaco (fig.
3). Los vectores dirigidos a la transformacion transitoria y estable de tomate
poseen un promotor fruto-especifico, el cual es el promotor del gen de la
poligalacturonidasa de kiwi (pPG) (Wang et al., 2000). En cambio, los vectores
dirigidos a la transformacion transitoria y estable de tabaco poseen el promotor
constitutivo y fuerte 35SCaMV y un gen reportero GFP, con el cual se genera

una proteina de fusion TAU::GFP y BRA::GFP.
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2A Brazeina T

PGSM-TAUBRA
Ml Promotor : T Tomate !
i Ad.pPG i PMDC110M-TAU Transformacién i
| transitoria y estable. |
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B.
Promotor GEP T
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Transformacion

Promotor . transitoria y estable.
358 Brazeina GFP T PGWES-BRA

: PGWB5-TAU Tabaco

Figura 3. Construcciones. A) Se muestran las construcciones que poseen promotor fruto-
especifico para la transformacion transitoria y estable de tomate. B) Se muestran los vectores
con promotor 35SCaMV y gen reportero GFP, dirigidos a la transformacién transitoria y estable
de tabaco.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Transformar plantas de tomate y tabaco, con el transgen de las proteinas

dulces taumatina y brazeina y analizar molecularmente las plantas obtenidas.

Objetivos especificos
1. Evaluar la funcionalidad de las construcciones que expresan las proteinas
dulces taumatina y brazeina mediante transformacion transitoria en frutos de

tomate y hojas de tabaco.

2. Transformar y obtener plantas transgénicas de tomate y tabaco para los

genes de las proteinas dulces taumatina y brazeina.

3. Evaluar molecularmente la expresion del transgen a nivel transcripcional

en plantas de tabaco transgénicas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos

Los reactivos utilizados se adquirieron segun las técnicas de biologia
molecular requeridas y fueron escogidas de acuerdo a los estandares de
calidad necesarios. Estos productos fueron obtenidos de empresas y marcas
registradas como Invitrogen, Agilent Technologies, Fermentas, Promega,
Axygen, New England Biolabs, Biorad, Merck, US Biological, MO BIO

Laboratories Inc., Sigma-Aldrich y Phyto Technology Laboratories.

2.2 Material biologico

2.2.1 Materia vegetal

Se utilizaron semillas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum) variedad
Microtom, con las que se contaban en el laboratorio. Estas fueron sembradas
en condiciones de invernadero e in vitro en el Centro de Biologia Molecular
Vegetal de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, para luego ser
usados como material vegetal para la transformaciéon mediante Agrobacterium

tumefaciens cepa EHA105 (Rif.F).

También se utilizaron semillas de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum

cultivar Xanthi NN), con las que se contaban en el laboratorio, las cuales se
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sembraron en condiciones de invernadero e in vitro, para ser usadas en la
transformacion mediante el uso de Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101

(Rif?, Gen").

2.2.2 Cepas bacterianas y vectores utilizados

2.2.2.a Cepas bacterianas
Las cepas bacterianas utilizadas fueron células de Agrobacterium
tumefaciens EHA105 (Rif) y GV3101 (Rif?, Gen®), ya transformadas con los

vectores que poseen los genes de interés.

2.2.2.b Vectores utilizados
Los vectores utilizados en este proyecto fueron disefiados y construidos por

el equipo de trabajo del proyecto VIU Fondef N° 14E049.

e pGWBS8M-taubra. Esta construccion proviene del vector PGWBS el cual se
encuentra modificado, debido a que se eliminé toda la region de
recombinacién Gateway, para insertarse la construccion pPG::Taubra. Posee
un promotor fruto especifico, correspondiente al promotor del gen que
codifica para la enzima poligalacturonidasa del kiwi (pPG) (Wang et al.,

2000). También tiene un sistema bicistrénico, en donde se encuentran los
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genes de taumatina y brazeina, separados por la secuencia del péptido 2A
(Ha et al., 2010). Este vector confiere resistencia a higromicina y kanamicina

en plantas.

pMDC110M-tau. Esta construccién posee el gen para taumatina, bajo el
promotor fruto especifico de kiwi pPG. La construccion se encuentra inserta
en el vector pMDC110, el cual fue modificado y no posee en el extremo 3’ la
secuencia del gen reportero GFP. Este vector también confiere resistencia a

higromicina y kanamicina en plantas.

pMDC110M-bra. Esta construccion es similar a la anterior. La diferencia

radica solamente en que ésta posee el gen para la proteina brazeina.

pGWBb5-tau. Esta construccion posee el gen para la proteina taumatina, se
encuentra inserto en el vector pPGWBS5, el cual posee el promotor 35CaMV de
expresion constitutiva para plantas, y fusionado en el extremo 3’ al gen que
codifica para GFP. Confiere también resistencia a kanamicina e higromicina

en plantas.

pGWBb5-bra. Esta construccién es similar a la anterior, pero posee el gen

de la proteina brazeina.
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Se utilizaron las construcciones pG8M-taubra, pMDC110M-tau vy
pMDC110M-bra insertas en A. tumefaciens EHA105 (Rif%) para transformar
plantas de tomates (Solanum lycopersicum) variedad Micro-tom y las
construcciones pGWB5-tau y pGWB5-bra insertas en A. tumefaciens GV3101

para transformar plantas de tabaco (Nicotiana tabacum).

2.3 Métodos de cultivo y transformacion

2.3.1 Cultivos bacterianos de A. tumefaciens EHA105 y GV3101

Para generar los cultivos de A. tumefaciens EHA105, se cultivaron estas
bacterias en medio LB liquido (Triptona 1% p/v, NaCl 0.8% p/v, extracto de
levadura 0,5% p/v) suplementado con rifampicina 10 mg/L (antibiético que
permite la seleccion cromosémica en esta cepa), mas el antibidtico de seleccién

del plasmido de interés (kanamicina), durante 20 horas a 28°C.

Para los cultivos de A. tumefaciens GV3101, se utilizé medio LB liquido
suplementado con rifampicina 10 mg/L y gentamicina 50 mg/L, mas el
antibidtico de seleccion del plasmido de interés (kanamicina), durante 20 horas

a 28°C.

Ambas cepas bacterianas se alicuotaron para su almacenamiento a -80°C,

en una mezcla de 800 pL de cada cultivo con 200 L de glicerol 85% estéril.
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2.3.2 Cultivo de A. tumefaciens para la transformacion de tomate vr.
Microtom y tabaco

Se dej6 creciendo A. tumefaciens EHA105 y GV3101 transformada con los
vectores de interés en medio LB liquido suplementado con los antibiticos
correspondientes, en agitacion constante a 28°C hasta alcanzar una D.O.gq de
0,2-0,4. Posteriormente, se centrifugd el cultivo a 2000xg durante 15 minutos y
el sedimento obtenido se resuspendié en medio MS liquido suplementado con
Acetosiringona 100 uM [Medio Murashige & Skoog Basal Medium with vitamins
(PhytoTechnology Laboratories®) mas sacarosa 2%]. Finalmente, se midid
nuevamente la D.O.gp para corroborar que ésta se mantuviera en los

parametros deseados.
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2.3.3 Cultivo y transformacion de tomate Microtom

2.3.3.1 Cultivo de tomate Microtom

Para el cultivo in vitro de tomate Microtom, se esterilizan semillas de esta
variedad superficialmente durante 15 minutos mediante la agitacion en una
solucion de hipoclorito de sodio comercial al 30% més 2-4 gotas de Tween 20.
Se realizaron 4-5 lavados con agua estéril y se secaron las semillas sobre papel
absorbente estéril. Luego, las semillas se sembraron sobre medio de
germinacion (Tabla 1) y se incubaron en una camara de cultivo a fotoperiodo de
16 horas luz a 25°C. Las plantulas obtenidas por este medio fueron utilizadas

como material vegetal para las transformaciones.

2.3.3.2 Transformacion de tomate Microtom

2.3.3.2.1 Transformacidn estable desde explantes de cotiledones

El protocolo de transformacién y organogénesis de tomate Microtom fue
modificado a partir de Pino et al., (2010), el cual fue estandarizado previamente
en el Centro de Biologia Molecular Vegetal de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile (CBMV). El contenido de los medios de cultivo se detalla
en la Tabla I. El protocolo indica que se colectan los cotiledones de plantulas de
8 — 10 dias de edad desde su germinacién, crecidas in vitro. Para ello, se

remueven los extremos distal y proximal y se cortan de forma transversal a la
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nervadura del cotiledon, obteniéndose finalmente dos explantes desde un
cotiledon. Estos explantes son depositados en una solucion de A. tumefaciens
transformadas con el gen de interés (seccion 2.3.2) durante 15 — 20 minutos,
luego se traspasaron a medio de co-cultivo-C (Tabla 1) y se mantuvieron
durante dos dias en oscuridad a 25°C en la camara de cultivo. Posterior a los 2
dias de incubacion en medio de co-cultivo, los explantes transformados se
lavaron 3 — 5 veces con agua estéril mas 1 -2 lavados con medio MS liquido
(medio MS con vitaminas sin sacarosa), con el objetivo de eliminar el exceso de
A. tumefaciens. Posteriormente secados sobre papel absorbente estéril. Los
explantes lavados son depositados en el primer medio, que induce la formacion
de callos o MI-C (Tabla I), con su cara abaxial en contacto con el medio, hasta
la aparicion de brotes a partir de los callos desarrollados por los explantes, lo
cual sucede generalmente a partir del segundo mes de cultivo. Los callos que
desarrollaron brotes son transferidos a un medio de elongacion de brotes o Mll-
C (Tabla I), el cual no contiene hormonas, hasta que los brotes midan 3 cm
aproximadamente y por lo menos tengan 4 hojas. Se cortaron brotes con estas
caracteristicas del callo para luego ser traspasados a medio de Enraizamiento o

MIII-C (Tabla I).

2.3.3.2.2 Transformacidn estable desde explantes de hojas
El protocolo de transformacion y organogénesis somatica de tomate

Microtom fue modificado a partir de Cruz-mendivil et al., (2011), y estandarizado
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bajo las condiciones de trabajo en el CBMV. El contenido de los medios de
cultivo se detalla en la tabla Il. Primero se colectaron las hojas de plantulas de
tomate de 15 - 20 dias de edad crecidas in vitro y cortadas en trozos de 1 cm?
aproximadamente. Los explantes fueron tratados al igual que en la seccion
2.3.3.2.1, con la diferencia que se usaron los medios de la tabla Il, es decir, los
medios de co-cultivo-H, MI-H, MII-H y MIlI-H. Se utilizé como control positivo del
proceso de regeneracion, explantes de hojas sin transformar tratadas con los

mismos medios de cultivo, pero sin el agente de seleccion (higromicina).

2.3.3.3 Transformacion transitoria de frutos de tomate

En el protocolo de transformacion transitoria de frutos de tomate, se utilizaron
tomates hidroponicos comerciales, en un estadio de baja madurez, en donde el
epicarpio presenta una coloracion verde-rojiza. Los tomates fueron
transformados con una solucién de A. tumefaciens que porta el gen de interés
(seccién 2.3.2), mediante la técnica de agro-infiltracion (Kopertekh et al., 2005).
Para este procedimiento se infiltré la solucién de A. tumefaciens mediante una
jeringa de 1 mL cuyo extremo, provisto de aguja, fue incorporado en la zona del
mesocarpio y endocarpio carnoso del tomate, aplicando simultaneamente una
presidon leve y sostenida en la region de origen de la infiltracion. La
intensificacion del color rojo-verde del epicarpio fue indicativo de una agro-

infiltracién exitosa.
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Cada tomate utilizado fue identificado y rotulado adecuadamente. Se
realizaron tres infiltraciones (tres réplicas técnicas) por construccion. Ademas,
estos fueron mantenidos en condiciones de oscuridad, en un ambiente entre
22/25°C. Para el analisis molecular, el tejido fue colectado luego de 3 a 4 dias

post-infiltracion.

2.3.4 Cultivo y transformacioén de tabaco

2.3.4.1 Cultivo de tabaco

Para la obtencién in vitro de plantulas de Nicotiana tabacum (tabaco), las
semillas silvestres almacenadas en la coleccion de semillas del CBMV fueron
esterilizadas de acuerdo al procedimiento descrito por Fisher et al., (1995). De
acuerdo a este método, las semillas se esterilizaron superficialmente durante 20
minutos mediante agitacion en una solucién de cloro 10% v/v y Tween-20 0,1%
v/v. Luego de cinco enjuagues con agua destilada estéril, se sembraron las
semillas en frascos con medio de germinaciéon de tabaco (tabla Ill) y luego se
incubaron en una camara de cultivo de 16 h luz a 25°C durante
aproximadamente 3 semanas. Las plantulas obtenidas por este medio fueron
utilizadas como material vegetal para las transformaciones y/o para su traspaso

a cultivo en tierra.
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2.3.4.2 Transformacién estable de tabaco

El protocolo de transformacion de tabaco fue modificado a partir de lo
descrito por Horsch et al., (1985) y Klee et al., (1987), el cual fue estandarizado
previamente en el CBMV. El contenido de los medios de cultivo utilizados esta

descrito en la tabla Ill.

Primero, las hojas completas de las plantulas de tabaco cultivadas in vitro de
4 semanas de edad aproximadamente, fueron colectadas en condiciones de
esterilidad y fueron sumergidas en una solucion de A. tumefaciens
transformadas con el gen de interés (seccion 2.3.2) durante 15 - 20 minutos.
Posteriormente, los explantes se secaron en papel absorbente estéril y se
cultivaron duramte 3 dias en medio de co-cultivo (Tala Ill), en oscuridad. Luego,
los explantes se lavaron con agua destilada estéril suplementada con
cefotaxime (300 mg/L) para eliminar remanentes de la suspension de A.
tumefaciens y se secaron con papel absorbente estéril. Asi los explantes fueron
depositados en el medio que induce la formacion de callos o MI-T (Tabla IlI)
durante 3 — 4 semanas. Transcurrido este tiempo, aquellos explantes donde se
observo la aparicién de brotes fueron separados y transferidos a medio MII-T
(Tabla 11), donde se mantuvieron por 2-4 semanas adicionales para promover la
elongacion y enraizamiento de los brotes. Luego, las plantulas enraizadas
fueron traspasadas a tierra (seccion 2.3.4.1) y aclimatadas durante

aproximadamente 2 semanas. La aclimatacién consistié en la cobertura de la
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planta con un capuchén de plastico transparente totalmente cerrado, al cual se
le realizaron aberturas desde la primera semana hasta descubrir

completamente al final la segunda semana.

2.3.4.3 Transformacién transitoria de tabaco

En el protocolo de transformacién transitoria de hojas de tabaco, se utilizaron
plantas de tabaco adultas, de alrededor 12 semanas de edad, cultivadas en
condiciones de invernadero (seccion 2.3.4.1). También, se utilizd una solucién
de A. tumefaciens transformada con el gen de interés (seccién 2.3.2). Cada
hoja de la planta utilizada fue previamente asperjada con agua para facilitar la
apertura estomatica. La técnica de agro-infiltracion (Kopertekh et al., 2005) se
realizo utilizando una jeringa de 5 mL cuyo extremo, desprovisto de aguja, fue
incorporado en la zona abaxial del tejido foliar aplicando simultaneamente una
presion leve y sostenida en la region de origen de la infiltracion. La
intensificacion del color verde de la hoja fue indicativo de una agro-infiltracion

exitosa.

Cada hoja utilizada fue identificada y rotulada adecuadamente. Se realizaron
3 infiltraciones por construccion (réplicas técnicas). Las plantas utilizadas fueron
mantenidas en condiciones de invernadero. El tejido fue colectado luego de 3 a

4 dias post-infiltracion.
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Tabla I: Medios para cultivo in vitro y organogénesis somatica a partir de explantes de
cotiledon de Solanum lycopersicum (tomate). MS: Medio sélido Murashige &Skoog; NAA:
acido 1-naftalenacético, BAP: 6-bencil aminopurina; IBA: acido indol-2-butirico; Acetosiringona:
para promover la infeccion del A. tumefaciens a los explantes de cotiledén; higromicina, como
agente de seleccién y timentin, como antibiético para controlar el crecimiento de A. tumefaciens.

Cultivo in vitro
(Cotiledon) Acetosiringona| NAA |[BAP| IBA |Timentin|Higromicina
S. lycopersicum

Medio germinacion

(MS 1x; Sacarosa
1,5%)

Co-Cultivo-C
0,4

(MS 1x; Sacarosa 100 uM uM - - - -
3%)

MI-C

(MS 1x; Sacarosa - - UM - 450 mg/L 2 mg/L
3%)

MII-C

(MS 1x; Sacarosa - - - - 450 mg/L| 2 -5mg/L
1,5%)

MiIl-C
0,5

(MS 0,5x; Sacarosa mg/L 450 mg/L 5 mg/L
1,5%)
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Tabla Il: Medios para cultivo in vitro y organogénesis somatica a partir de explantes
de Hoja de Solanum lycopersicum (tomate). MS: Medio solido Murashige &Skoog; NAA:
acido 1-naftalenacético, BAP: 6-bencil aminopurina; IBA: acido indol-2-butirico; Acetosiringona:
para promover la infeccion del A. tumefaciens a los explantes de hoja. Higromicina, como
agente de seleccién y timentin, como antibiético para controlar el crecimiento de A. tumefaciens.

Cultivo in vitro
(Hoja)

S. lycopersicum

Acetosiringona

NAA

BAP

IBA

Timentin

Higromicina

Medio germinacion

(MS 1x; Sacarosa
1,5%)

Medio
Co-Cultivo-H

(MS 1x; Sacarosa
3%)

100 pM

0,1pM

mg/L

MI-H

(MS 1x; Sacarosa
3%)

mg/L

0,1

mg/L

300 mg/L

5 mg/L

MiIl-H

(MS 1x; Sacarosa
1,5%)

300 mg/L

5 mg/L

Mill-H

(MS 0,5x; Sacarosa
1,5%)

0,5

mg/L

300 mg/L

5 mg/L
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Tabla Ill: Medios para cultivo in vitro de Nicotiana tabacum (tabaco). MS: Medio sélido
Murashige &Skoog; BAP: 6-bencil aminopurina; IBA: &cido indol-2-butirico. Higromicina, como
agente de seleccion y cefotaxime, como antibiotico para controlar el crecimiento de A.
tumefaciens.

Cultivo in vitro
BAP IBA Cefotaxime | Higromicina
N. tabacum

Medio germinacion

(MS 1x; Sacarosa 1%)

Medio
Co-Cultivo-T - - - -
(MS 1x; Sacarosa 1%)

MI-T

5mg/L | 1 mg/L 300 mg/L 10 mg/L
(MS 1x; Sacarosa 1%)

MII-T

- - 150 - 300 mg/L | 10 - 15 mg/L
(MS 1x; Sacarosa 1%)

29



2.4 Métodos de biologia molecular

2.4.1 Extraccion ARN

El protocolo de extracciéon de ARN vegetal fue modificado a partir de Chang
et al., (1993). Se utilizaron aproximadamente 150 mg de tejido vegetal, que se
pulverizaron en morteros estériles, en presencia de nitrégeno liquido. Luego se
agregd 1 mL tampdn CTAB (cetil trimetil amonio 2%, polivinilpirrolidona al 2%,
NaCl 2 M, EDTA 25 mM y Tris pH 8 100 mM) y 4 uL de B-mercaptoetanol. Se
traspasd el homogeneizado a un tubo Eppendorf de 2,0 mL, se mezclé
vigorosamente durante 15 segundos en vortex para posteriormente incubar la
mezcla 10 minutos a 65°C. Se dej6 enfriar, se agregdé 1 mL de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) frio y se agitd vigorosamente durante 15
segundos, tras los cuales se centrifugd por 15 minutos a 12.000xg a 4°C. Se
rescatd la fase acuosa y se volvié a agregar 1 volumen de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1) frio. Se agitdé vigorosamente y se centrifugd 15 minutos a
12.000xg a 4°C. Concluida la centrifugacion se rescatd la fase acuosa y se
precipitdo el ARN con 0,5 volumen de LiCl 10 M frio y se incub6 a 4°C durante
toda la noche. Luego, se centrifugd durante 15 minutos a 12.000xg a 4°C y se
lavé el precipitado obtenido con etanol 70% v/v en agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC). Se agité suavemente y se centrifugd durante 5
minutos a 7.500xg a 4°C. Finalmente el ARN se sec0O a temperatura ambiente y

resuspendio en 20 pL de agua tratada con DEPC.
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La concentracion y pureza de las muestras se cuantificaron en un
espectrofotémetro (NanoVue™). Con el fin de determinar la integridad de las
muestras de ARN extraido, se carg6 1 ug de ARN en geles de agarosa (seccién

2.4.2).

2.4.2 Electroforesis en geles de agarosa

La integridad de los &cidos nucleicos extraidos fue verificada mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1 6 2 %, dependiendo del tamafio
esperado de las bandas. Se utilizo el tampon de corrida TAE 1X (Tris-acetato
40mM, EDTA 1mM), y un tampon de carga 6X para las muestras (0,25% azul
de bromofenol, 0,25% xilencianol, 15% glicerol) en la proporcion 5:1. Para la
migracion electroforética se aplicaron entre 80 y 100 voltios (dependiendo del
tamafo de la camara de electroforesis) durante 45 minutos para separar
moléculas de ADN y 70 voltios durante 20 minutos para ARN. Posteriormente,
los geles de agarosa fueron tefiidos durante 20 minutos en una solucion de
bromuro de etidio 20 mg/L, se visualizaron las bandas bajo luz UV en un
transiluminador DarkRoom Multigenius Syngene® y se analizaron a través del

programa Gene Snap® de Syngene®.
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2.4.3 Sintesis de ADNc (RT)

Con el fin de sintetizar la hebra de ADN complementaria al ARN mensajero
de tomate o tabaco, se prepararon reacciones de transcripcion reversa (RT)
utilizando la enzima RT Improm Il (Promega). En primer lugar, se incubo el ARN
con DNAsa | con el propdsito de eliminar remanentes de ADN gendmico
presentes en la muestra debido al proceso de extraccion de ARN. Para esto en
cada reaccion se utilizaron entre 3 a 5 pg de ARN de alta pureza y se incubaron
con 1 pL de DNasa I, 1 pL de Inhibidor de RNAsa y 2 pL de tampon de la
DNAsa |, en agua libre de nucleasas en un volumen de reaccion de 20 pL,
durante 40 min, a 37°C en el termociclador. Luego, la reaccion se detuvo
agregando 1 pL de EDTA 50 mM e incubando a 65°C durante 10 minutos con el

fin de inactivar la DNAsa |.

Para la sintesis del ADNc, se incubaron 9 uL del RNA tratado con DNAsa | con

1,5 uL de oligo AP 10 pM (5-CGCCACGCGTCGACTAGTAC

[TTTTTTTTTTTTTTTT -3’) y 8,3 yL de una mezcla de RT en agua libre de
nucleasas (0,5 pL de Inhibidor de RNasa, 1 pL de dNTPs 10 mM, 2,8 uL de
MgCl, 25 mM, y 4 pL de tampoén 5x de la RT Improm Il en tubos de 0,2 mL
durante 5 minutos a 70°C, en el programa de PCR “RT-PCR” (Tabla II). Luego,
se detuvo la reaccion y los tubos se incubaron durante 5 minutos en hielo, tras
lo cual se le agregd a cada uno 1,2 pL de RT Improm Il, y se continud con el
programa “RT-PCR” (Tabla IV). Finalmente se obtuvieron 20 pL finales de cada

muestra de ADNc.
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2.4.4 Extraccion ADN genémico de tomate y tabaco

La extraccién del ADN gendmico de plantas se realiz6 siguiendo una
modificacion del método descrito inicialmente por Doyle & Doyle (1987).
Aproximadamente 200 mg de tejido de hoja se pulverizaron en morteros en
presencia de nitrégeno liquido y se les agregé 600 pL del tampon CTAB
(Bromuro de cetil trimetilamonio al 2%, NaCl 1,4 M, EDTA 20mM y Tris 100 mM
pH 8) precalentado a 60°C y 4 uL de B-mercaptoetanol. La mezcla se transfirié
a un tubo Eppendorf de 2 mL y se incubd con agitacion ocasional durante 20
min. a 60°C. Luego se adicion6 400 pL de una solucién de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1), se centrifug6é a 13.000 rpm durante 10 min. y la fase acuosa
superior (donde se encuentra soluble el ADN) se precipitd con un volumen de
isopropanol durante 10 min. a -80°C (o a -20°C durante 1 hora). Luego de una
centrifugacion a 13.000 rpm durante 10 min. se obtuvo el precipitado de ADN, el
cual fue lavado con etanol 75% (en agua libre de nucleasas), secado y
resuspendido en 50 pL de agua libre de nucleasas. La integridad y pureza del
DNA obtenido se verific6 mediante electroforesis en geles de agarosa. Su

concentracién se determiné mediante espectrofotometria (NanoVue™).

2.4.5 Amplificacién por PCR

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo para amplificar los genes

estudiados en este trabajo desde el ADN genémico de la planta, y de este modo
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verificar la presencia del inserto en las plantas trasformadas. También se
realizaron amplificaciones por PCR desde ADNc (RT-PCR). Cada reaccion de
PCR se llevo a cabo en mezclas de 25 pL en agua libre de nucleasas con 1 U
de ADN polimerasa Taq, 1x del tampon de la Tag ADN polimerasa, MgCl, 2 mM
(solo cuando fue requerido), dNTPs 200 uM, 200 nM de partidor en sentido, 200
nM de partidor en antisentido y 1-2 uL de DNA o ADNc. En todas las reacciones
de PCR se realiz6 en paralelo una reaccién de control negativo, carente de
ADN, y cuando fue posible, se realiz6 también una reaccion de control positivo,

utilizando un ADN previamente verificado.

En el caso de las reacciones de PCR para la verificacion de la correcta
sintesis del ADNc, se incluy6 un control para cada una de las reacciones. Este
control consistidé en realizar una reaccion de PCR utilizando una cantidad
equivalente de RNA proveniente desde el tratamiento con DNasa I, con el fin de
asegurar la ausencia de ADN genomico en los ADNc sintetizados. Todos los
productos de PCR se verificaron mediante electroforesis en geles de agarosa.
El programa general de PCR se detalla en la Tabla IV. La temperatura de
apareamiento es especifica para cada par de los partidores usados y se ajusté
de acuerdo a la temperatura de disociacion teorica de cada partidor. El tiempo
de extension depende a su vez del tamafio del fragmento a amplificar y se

estima en 1 minuto por cada 1.000 pb a amplificar.
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Tabla IV. Programas PCR

1. PCR

Paso Temperatura®°C | Tiempo Numero de ciclos
Desnaturacion 94 5min. 1

Inicial

Desnaturacion 94 40seg.

Apareamiento Tm-5 40seg. 30-35

Extension 72 1min/kb

Extension Final 72 10min. 1

2. RT-PCR

Paso Temperatura®°C | Tiempo Numero de ciclos
Incubacién inicial 70 5min 1

Apareamiento 25 5min 1

Extension 42 60min 1

Inactivacion 70 15min 1
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3. RESULTADOS

3.1 Transformacioén transitoria

3.1.1 Transformacién transitoria de frutos de S. lycopersicum

La transformacién transitoria de frutos de tomate se realizd mediante
agroinfiltracion con A. tumefaciens cepa EHA105 segun la seccion 2.3.3.3, con
el fin de evaluar que los vectores expresan el transgen de taubra, taumatina y
brazeina, para los vectores pG8M-taubra, pMDC110M-tau y pMDC110M-bra
respectivamente. Para evaluar la expresion del transgen en frutos de tomates
transformados transitoriamente, se infiltraron los frutos de tomate con
Agrobacterium tumefaciens, con el transgen correspondiente (fig. 4a), en 3
réplicas biolégicas para cada uno. Luego de 3 dias se colectd y congel6 el tejido
infiltrado y se realiz6 la extraccion de ARN (seccidon 2.4.1), obteniéndose un
ARN en el cual se puede observar la presencia de 4 bandas, las que
corresponden al ARN ribosomal principalmente (fig. 4b), comprobando que la
calidad del ARN es adecuada, por lo cual se prosiguio con la sintesis de ADNc

y finalmente con las reacciones de PCR (seccion 2.4.3).

Se observa que los vectores con el transgen taubra (fig. 4c¢) y brazeina (fig.
4e) expresan el transgen, observandose amplicones del tamafio esperado y
correspondiente para cada uno. Por el contrario, el transgen taumatina no se

logr6 amplificar (fig. 4d), a pesar de que el ADNc sintetizado para todas las
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muestras se encuentra en buenas condiciones, ya que se puede amplificar un
gen endoégeno como el gen de psy 1 de tomate. El amplicon para este gen en el

tamano esperado en todas las muestras (fig. 4f).

A. Esquema agroinfiltracién tomate

]

e Extraccion Sintesis ADNc
|:> B ’::>

B. ARN tomate C. taubra D. taumatina
Taubra Tau Bra
1kb - wt + tb 1kb 100pb - wt + tau 100pb

1000 pb 900 ps
o >
933 pb

750 pb PP(700 pb

724 pb
E. brazeina F. psy tomate
100pb - wt + bra  100pb 1Kb - wt tb tau bra

200 pb 1500 pb 1257 06
3—* SRR
100 pb

156 pb( 1000 pb

Figura 4. Expresioén de los transgenes taubra, taumatina y brazeina en frutos de
tomates transformados transitoriamente. A) Esquema de la agroinfiltracion de frutos de
tomate, en donde primero se infiltra el tomate con el A. tumefaciens, luego se extrae el ARN y
finalmente se realiza la reaccién de RT-PCR, para comprobar que el transgen se expresa. B)
ARN de tomate en gel de agarosa 2% en TAE DEPC 1X. C) RT-PCR realizado a partir de ADNc
extraido de frutos de tomates infiltrados para el transgen taubra (construccién que posee ambos
genes, el de taumatina y brazeina). D) RT-PCR realizado a partir de ADNc extraido de frutos de
tomates infiltrados para el transgen taumatina. E) RT-PCR realizado a partir de ADNc extraido
de frutos de tomates infiltrados para el transgen brazeina. F) RT-PCR realizado a partir de
ADNCc extraido de frutos de tomates para el gen psy 1 de tomate. - : control negativo, agua; wt:
control negativo ADNc de S. lycopersicum; + : control positivo DNA plasmidial del vector
correspondiente; flechas rojas, tamafio bandas ladder; flechas azules, tamafio amplicon
esperado. tb: taubra, tau: taumatina, bra: brazeina, wt: wild type.
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3.1.2 Transformacidn transitoria de hojas de N. tabacum

La transformacion transitoria de hojas de tabaco se realizé segun se
describe en la seccién 2.3.4.3, con el fin de evaluar que los vectores pPGWB5-
tau y pGWB5-bra, donde los genes estan dirigidos por el promotor 35SCaMV,

expresan el transgen de taumatina y brazeina, respectivamente.

Para evaluar la expresion del transgen a nivel transcripcional en hojas de
tabaco, se infiltraron las hojas en la zona abaxial con A. tumefaciens que
contiene el vector con el transgen correspondiente, en 3 réplicas biologicas para
cada uno (fig. 5a). Luego de 3 dias se colectd y congel6 el tejido infiltrado y se
realizo la extraccion de ARN (seccion 2.4.1), obteniéndose un ARN de buena
calidad (fig. 5b), el cual se encontraba integro, con un bajo nivel de degradacién
y un patron de bandas adecuado. Por ello, se procedié a sintetizar el ADNc y
finalmente se realizaron las reacciones de PCR correspondientes (RT-PCR,
seccion 2.4.3). De esta forma se comprobd que los vectores con el transgen
taumatina (fig. 5¢c) y brazeina (fig. 5d) expresan el transgen, observandose el
amplicon correspondiente al tamafio esperado para cada uno (fig. 5). Ademas,
se evaluo la calidad del ADNc sintetizado, mediante la amplificacién del gen psy
enddgeno de tabaco. En la figura fig. 5e se muestra el amplicén de 246 pb para
este gen en el tamafio esperado en todas las muestras, indicando que ADNc se

encuentra en buenas condiciones.
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Extraccion ARN

SlmeSiSADNc l:>
C.

ARN tabaco psy tabaco
taumatina brazeina 100 bp B wt TAU BRA

300 bp

200 bp

D. E.

taumatina brazeina
100 bp - wt + M 100 bp 100 pb - wt + M 100pb

800 bp 200 bp

—— 156 b
724 bp —_ P
—> e
600 bp 100 bp

Figura 5: Expresion de los transgenes taumatina y brazeina en hojas de tabaco
agroinfiltradas. (A) Esquema de la agroinfiltracion de hojas de tabaco, en donde primero se
infiltra la hoja con A. tumefaciens, luego se extrae el ARN y finalmente se realiza la reaccién de
RT-PCR, para comprobar que el transgen se expresa. (B) ARN de hojas de tabacos
agroinfiltradas en gel de agarosa 2% en TAE DEPC 1X. (C) RT-PCR realizado a partir de ADNc
extraido de hojas de tabacos infiltradas para el transgen taumatina. (D) RT-PCR realizado a
partir de ADNc extraido de hojas de tabaco infiltradas para el transgen brazeina. (E) RT-PCR
realizado a partir de ADNc extraido de hojas de tabaco para el gen psy 1 de tabaco. - : control
negativo, agua; wt: control negativo ADNc de S. lycopersicum; + : control positivo DNA
plasmidial del vector correspondiente-; flechas rojas, tamafio bandas ladder; flechas azules,
tamafio amplicén esperado para el gen correspondiente. tau: taumatina, bra: brazeina, wt: wild

type.

Posteriormente se determind la localizacion subcelular de estas proteinas
dulces considerando que en las construcciones pGWB5-tua y pGWB5-bra cada
gen se encuentra fusionado a GFP. Para ello, se transformaron transitoriamente
hojas de tabaco mediante agroinfiltracion como se indic6 previamente. Luego
de 3 dias de infiltracidén, se tomaron las muestras y se visualizé en microscopio

de epiflurescencia. Se observd la expresién de estas proteinas TAUMATINA
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(TAU) vy BRAZEINA (BRA), ya que se visualizd la emisién de la proteina
fluorescente verde (GFP), para las hojas de tabaco transformadas con el
transgen (fig. 6). Especificamente, se observé que la proteina dulce TAU se
localiza en el citoplasma y BRA se localiz6 en el citoplasma y en el nucleo, al

igual que lo hace GFP cuando no esta unido a otra proteina.

Campoclaro Clorofila

WT

GFP

TAU

BRA

Figura 6: Expresion y localizacién de las proteinas dulces. En la primera columna, se
observa el campo claro de cada muestra observada bajo microscopia de epifluorescencia. En la
segunda columna se ve la emisién de luz de la clorofila a 573-648 nm. En la tercera columna se
observa la emisién de luz de GFP a 510-555 nm y en la dltima columna se observa la
superposicion entre la emision de la clorofila y GFP. Desde la primera fila hacia abajo se puede
observar, WT: hojas de tabaco wild type infiltradas con medio MS-T liquido, GFP: hojas de
tabaco infiltradas con vector pGWB5 vacio, que posee el transgen de gfp bajo el promotor
35SCaMV. TAU: hojas de tabaco infiltradas con el transgen taumatina y BRA: hojas de tabaco
infiltradas con el transgen brazeina.
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3.2 Estandarizacion del cultivo in vitro desde explantes de hoja de S.
lycopersicum

El cultivo in vitro de explantes de hojas de tomate, se realiz6 segun el
protocolo descrito por Cruz-mendivil et al.,, (2011) y fue modificado para
adaptarse a las condiciones de trabajo del CBMV. Las modificacion realizada
fue reemplazar la hormona vegetal IAA por IBA, manteniéndose la
concentracion de ésta en 0,1 mg/L, y la concentracién de BAP 2 mg/L indicada

por el protocolo Cruz-mendivil et al., (2011).

Se realiz6 el cultivo in vitro de los explantes de hojas de tomate, segun se
describe en la seccion 2.3.3.2.2, obteniendo inicialmente una eficiencia en la
regeneracion de tejido de 1,57 brotes por explante (fig. 7). En la primera etapa
todos los explantes en el medio de co-cultivo-H engrosaron. Luego, en el medio
de induccion de callos y brotes (medio MI-H), s6lo un 77% de los explantes
logré formar callo y a partir de esos, se obtuvieron brotes en donde cada callo
presentaba un promedio de dos brotes, obteniéndose un porcentaje de
formacion de brotes de unos 15,7 brotes/10 explantes iniciales. Finalmente, en
el medio MII-H y MIlI-H, todos los brotes elongaron y enraizaron, por lo que la
eficiencia final de la regeneracion de tejido a partir de explantes de hoja de
tomate fue de un 157%, lo cual quiere decir que se regeneran 1,57 plantas, en
promedio, a partir de 1 explante de hoja de tomate, el cual corresponde a una

porcion de hoja menor a 1 cm?.
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e Explantes de hojas de tomate
N° de explantes iniciales de 10 (Co-cultivo-H)
hojas de tomate

v 5

15,7

e Callos formados (MI-H)

¢ Brotes desde los callos (MlI-H)

N° de plantas regeneradas de
tomate

e Plantas enraizadas (Mlll-H)

15,7

Figura 7: Eficiencia de regeneracion de tejido desde explantes de hoja de tomate.
Rendimiento y eficiencia de la organogénesis somatica; los nUmeros corresponden a la cantidad
de explantes, callos, brotes y plantas segun corresponda. Se indican los medios de cultivo
utilizados en cada etapa co-cultivo, MI-H, Mll-H y MIII-H.

3.3 Transformacioén estable

3.3.1 Transformacién estable de S. lycopersicum con los genes taubra, tau
y bra.

Para la transformacion de explantes de hoja S. lycopersicum mediante A.
tumefaciens, se utiliz6 la cepa EHA105, previamente transformadas con los
vectores correspondientes (2.2.2.b). La regeneraciéon de plantas transformantes
de tomate se realiz6 segun se describe en la seccion 2.3.3.2, en donde se
utilizaron dos métodos de regeneracion de tejido. El primero desde explantes de
cotiledéon (seccién 2.3.3.2.1) y el segundo desde explantes de hoja (seccion
2.3.3.2.2). En el caso de la organogénesis somatica desde explantes de

cotiledén no se obtuvieron plantas transgénicas, aunque este protocolo ha sido
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utilizado exitosamente por otros integrantes en el laboratorio (fig. 8). La primera
etapa de la regeneracion de plantas transformantes de tomate a partir de
explantes de cotileddn se inicié con el medio de co-cultivo-C (suplementado con
la hormona NAA) (fig. 8a). En esta etapa se aprecia un leve engrosamiento de
los explantes de cotileddén post infeccibn con A. tumefaciens. Luego estos
explantes se transfirieron al medio de induccién de callos y brotes o medio MI-
C, el cual utiliza s6lo BAP. En este medio los explantes de cotiledén tardaron
entre 6 — 10 semanas en la formacion de callos con brotes (fig. 8b). Luego estos
brotes se transfirieron al medio de elongacion MII-C (fig. 8c), en el cual el brote
formado crece hasta alcanzar aproximadamente 3 — 4 cm. Este proceso tardé 4
meses, para luego ser transferidos a la Ultima etapa de enraizamiento, o medio
MIII-C. Lamentablemente en esta ultima etapa no se obtuvieron plantas que
desarrollaran raiz en este medio lo que es indicativo que no eran transgénicas

(fig. 8d).
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‘ ‘f F
6 — 10 semanas 4 meses .
D)

A) B) Q) -

Etapa: Co-Cultivo-C Etapa: MI-C Etapa: MII-C Etapa: MlII-C
NAA BAP - IBA

Figura 8: Regeneracién de tejido desde explantes de cotiledén de S. lycopersicum. A)
Etapa de co-cultivo en medio MS-C suplementado con NAA, la cual tuvo una duracion de 3 dias
y ocurre la infeccién de las células de los explantes por parte del A. tumefaciens. B) Etapa de
induccioén de callos y brotes en medio MS-C suplementado con BAP, la cual tuvo una duracion
de 6 — 10 semanas. C) Etapa de elongacion de brotes de tomate, medio MS-C sin hormonas,
esta etapa durd aproximadamente 4 meses. D) Etapa de enraizamiento de brotes elongados,
medio MS-C suplementado con IBA; las plantas al no ser transgénica no enraizaron en este
medio. Circulo azul indica el callo con brote formado; Todos los medios se encontraban
suplementados con higromicina para seleccionar las plantas transformantes.

Para el caso de la transformaciéon y organogénesis somatica desde
explantes de hoja de S. lycopersicum, la primera etapa de regeneracion de
tejido se realizé en el medio co-cultivo-H (fig. 9a), el cual se suplement6é con
una combinacion hormonal de 0,1 uM de NAA y 2 mg/L de BAP mientras eran
infectados por 3 dias con A. tumefaciens. Luego, se depositaron estos
explantes en el medio de induccion de callos y brotes, o medio MI-H (fig. 9b), el
cual fue suplementado con una combinacién de hormonas 0,1 mg/L IBA/ 2 mg/L
BAP. En esta etapa la apariciéon de callos con brotes tardé alrededor de 4 — 6
semanas. Luego los brotes formados se transfirieron a un medio de elongacion

de brotes o MII-H (fig. 9¢), el cual se encuentra libre de hormonas. Los brotes

tardaron 3 — 4 meses para alcanzar un tamafio de 3 — 4 cm para ser
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transferidos al medio de enraizamiento o medio MIlI-H (fig. 9d), en donde las
posibles plantas transformantes enraizaron, en presencia de IBA y del agente
de seleccion higromicina. Las plantas transformantes fueron seleccionadas en

base a la capacidad de sobrevivir en medio MS-T, suplementados con 10 mg/L

del antibidtico higromicina en el MI-H y MI-C.

e

. 4-6 semanas 3-4 meses 3-4 semanas
A) B) Q) D)
Etapa: Co-Cultivo-H Etapa: MI-H Etapa: MII-H Etapa: MllI-H
NAA/BAP BAP/IBA - IBA

Figura 9: Regeneracion de tejido desde explantes de hoja de S. lycopersicum
transformadas con A. tumefaciens. A) Etapa de co-cultivo, la cual tuvo una duracién de 3
dias y ocurre la infeccién de las células de los explantes por parte de A. tumefaciens, medio
MS-H supementado con NAA/BAP. B) Etapa de induccién de callos y brotes, la cual tuvo una
duracién de 4 — 6 semanas, medio MS-H suplementado con IBA/BAP. C) Etapa de elongacion
de brotes de tomate, medio MS-H sin hormonas, esta etapa duré entre 3 - 4 meses. D) Etapa de
enraizamiento de brotes elongados, medio MS-H suplementado con IBA. Se aprecia el
desarrollo de raices. El circulo azul indica el callo con brote formado; Todos los medios se
encontraban suplementados con higromicina para seleccionar las plantas transformantes.

Una vez que las plantas se encontraban en el MIll-H, se analiz6
molecularmente un total de 20 plantulas transformadas con el transgen taubra,
2 con el transgen brazeina y una con el transgen taumatina. Cabe destacar que
se cuenta con mas plantas transformantes para el transgen taubra, pero no

para brazeina y taumatina.
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Se realiz6 la extraccion de ADNg (seccion 2.4.4) y posteriormente una PCR
convencional para determinar la transgénesis en las plantas transformantes. En
la fig.10, se muestran los resultados obtenidos de las PCR, en donde se
obtuvieron 5 lineas transgénicas para el transgen taubra, denominadas tb1l, th2,
tb3, th4 y tb5 (fig. 10b), 2 lineas para el transgen brazeina, denominadas bra 1y

bra 2 (fig. 10c) y ninguna para el transgen taumatina (fig. 10d).

A. Esquema

Extraccion
ADNg

B. taubra

1000 pb

—_
750 pb

C. brazeina
100pb - wt + bral bra2 100pb

200 pb
pﬁ 156 pb
100 pba

D. taumatina

100pb - wt + tau 100pb
800 pb

—_—> 724 pb
~a N
pb

Figura 10: Andlisis molecular de lineas transgénicas de S. lycopersicum. A) Esquema
del procedimiento del andlisis molecular por PCR de las plantas transformantes de S.
lycopersicum, en donde se extrajo el ADNg y luego se le realizé una PCR para el trangen. B)
PCR realizado a partir de ADNg extraido de hojas de tomate transformantes para el transgen
taubra. C) PCR realizado a partir de ADNg extraido de hojas de tomate transformantes para el
transgen brazeina. D) PCR realizado a partir de ADNg extraido de hojas de tomate
transformantes para el transgen taumatina. - : control negativo, agua; wt: control negativo ADNc
de S. lycopersicum; + : control positivo ADN plasmidial del vector correspondiente; flechas rojas,
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tamafio bandas ladder; flechas azules, tamafio esperado del amplicon para el gen
correspondiente.

3.3.2 Transformacion estable de N. tabacum con las construcciones
pGWB5-tau y pGWB5-bra

Para la transformacion de explantes de hoja de N. tabacum mediante A.
tumefaciens, se utilizé la cepa GV3101, previamente transformadas con los
vectores correspondientes (2.2.2.b). La organogénesis somatica a partir de
explantes de N. tabacum se realiz6 segun se describe en la seccién 2.3.4.1. La
figura 8a muestra, la etapa de co-cultivo en que los explantes de hojas se
infectaron por el A. tumefaciens en un medio libre de hormonas. Luego, los
explantes fueron transferidos al medio de induccion de callos y brotes 0 medio
MI-T (fig. 11b), el cual fue suplementado por una combinacion de hormonas 1
mg/L IBA/ 5 mg/L BAP. Luego de aproximadamente 1 mes, se inici0 la
regeneracion de brotes transformantes, los que se transfirieron al medio de
elongacion/enraizamiento o medio MII-T (fig. 11c y 11d), el cual se encontraba
libre de hormonas. Las plantas tardaron de 4 — 6 semanas en elongar y
enraizar. Las plantas transformantes fueron seleccionadas en base a la
capacidad de sobrevivir en medio MS-T, suplementado con el antibiotico
higromicina (10 mg/L), el que se mantuvo durante todos los medios de cultivo

siguientes.
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4 —6.semanas

A)

Etapa: Co-Cultivo-T

Etapa: MI-T
BAP/IBA

Etapa: MII-T

Etapa: MII-T

Figura 11: Regeneracion de tejido desde explantes de hoja de N. tabacum
tranformadas con A. tumefaciens. A) Etapa de co-cultivo, la cual tuvo una duraciéon de 3 dias
y ocurre la infeccién de las células de los explantes por parte del A. tumefaciens, medio MS-T
sin hormonas. B) Etapa de induccién de callos y brotes, la cual tuvo una duracién de 4
semanas, medio MS-T suplementado con IBA/BAP. C) Etapa de elongacion y enraizamiento de
brotes de tabaco, dur6 de 4 - 6 semanas en el medio MS-T sin hormonas. El circulo azul indica
el callo con brote formado; Todos los medios se encontraban suplementados con higromicina
para seleccionar las plantas transformantes.

Una vez enraizadas las plantas, estas se pasaron a tierra en maceteros y se
aclimataron en el invernadero. Se analizaron cuatro plantas transformantes para
cada transgen, de las cuales se verificO mediante PCR la correcta
transformacion de estas plantas. Para esto se realizo la extraccion de ADNg
(seccidn 2.4.4) y posteriormente una PCR (seccidon 2.4.5) para determinar la
transgénesis. En la fig.9 se muestran los resultados de las PCR, en donde se
obtuvieron cuatro lineas transgénicas para el transgen taumatina, denominadas
tau 1, tau 2, tau 3 y tau 4 (fig. 12b) y cuatro lineas transgénicas para el transgen

brazeina, denominadas bra 1, bra 2, bra 3 y bra 4 (fig. 12c).
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A. Esquema

Extraccion
ADNg

B. taumatina

1kb - wt + tau 1 tau2 tau3 taud
1000 pb 724 pb
<«
—
750 pb

C. brazeina

100pb - wt + bra1 bra 2 bra3 brad
200 pb.

100 pb

Figura 12: Analisis molecular de lineas transgénicas de N. tabacum. A) Esquema del
analisis molecular de las plantas transformantes de N. tabacum, de extraccion del ADNg a las
posibles lineas transgénicas y una PCR convencional para el trangen. B) PCR realizada a partir
de ADNg extraido de hojas de tabaco transformantes para el transgen taumatina. C) PCR de
ADNg extraido de hojas de tabaco transformantes para el transgen brazeina. - : control
negativo, agua; wt: control negativo ADNc de S. lycopersicum; + : control positivo (vector);
flechas rojas: tamafio bandas ladder; flechas azules, tamafio amplicon esperado para el gen
correspondiente.

3.4 Expresion del transgen en plantas de N. tabacum transgénicas

Para evaluar la expresion del transgen taumatina y brazeina en hojas de
tabaco transgénicos se colecté y congeld el tejido de los tabacos transgénicos y
se realizé la extraccion de ARN (seccion 2.4.1, fig. 13a), obteniéndose un ARN
de buena calidad (fig. 13b), el cual se encontraba con un bajo nivel de
degradacion y un patrén de bandas adecuado. A partir de esta preparacion, se
procedio a sintetizar el ADNc (2.4.3) y las reacciones de PCR correspondientes

(RT-PCR, seccion 2.4.5).
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Todas las lineas transgénicas de taumatina y brazeina expresaron en
transgen a nivel de ARNm (fig. 13). Las plantas transgénicas que poseen el
transgen de taumatina presentaron el amplicon del tamafio esperado de 724 pb
(fig. 13c). Lo mismo se aprecia en las plantas transgénicas que poseen el
transgen de brazeina (fig. 13d). Ademas, se evalu6 la calidad el ADNc
sintetizado mediante la amplificacion del gen psy enddgeno (fig. 13e), indicando

que el ADNc se encuentra integro.

A. Esquema B. ARN tabaco
Taul tau2 tau3 taud bral bra2 bra3 brad

Ext 2 Sintesis
Xtraccion ADNc PCR

1000pb _1 kb - wt + taul tau2 tau3  taud 1kb

C. taumatina

724 pb
<
—
750 pb
D. brazeina
100pb - wt + bral bra2 bra3 brad 100 pb
200 pb
156 pb
100 pb

E. psy tabaco

100pb - wt + bral bra 2 bra3 bra4 taul tau 2 tau3 taud 100 pb
300 pb.

246 pb
<«
200 pb'

Figura 13: Expresion del transgen en hojas de tabaco transgénicos. (A) Esquema del
experimento en hojas de tabaco, en donde primero se colecta y congela el tejido, para luego
extraer el ARN y finalmente se realiza la reaccion de RT-PCR, para comprobar que el transgen
se esta expresando. (B) ARN de hojas de tabacos transgénicos en gel de agarosa 2% en TAE
DEPC 1X. (C) RT-PCR realizado a partir de ADNc extraido de hojas de tabacos transgénicos
para el transgen taumatina. (D) RT-PCR realizado a partir de ADNc extraido de hojas de tabaco
transgénicos para el transgen brazeina. (E) RT-PCR realizado a partir de ADNc extraido de
hojas de tabaco para el gen psy 1 de tabaco. - : control negativo, agua; wt: control negativo
ADNc de S. lycopersicum; + : control positivo ADN plasmidial del vector correspondiente;
flechas rojas, tamafio bandas ladder; flechas azules, tamafio amplicon esperado para el gen
correspondiente.
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4. DISCUSION
El objetivo de este trabajo se centr6 en obtener plantulas de tomate y tabaco
transgénicos, transformados con los vectores de expresion que se contaban en
el CBMV (Fig. 3). Para esto se evalud la funcionalidad de los vectores de
expresion dirigidos por un promotor fruto-especifico, los cuales se evaluaron en
frutos de tomate comercial, mientras que los vectores de expresién dirigidos por

un promotor constitutivo fueron evaluados en hojas de tabaco.

Se ha demostrado que en frutos de tomate la expresion maxima ocurre a los
3-4 dias post infiltracion y decae alrededor de los 9 dias post infiltracion (Orzaez
et al., 2006). Por este motivo se realizé el muestreo de los frutos a los 3 dias
post-infiltracion y por consiguiente la extraccion de ARN, desde el tejido
previamente congelado. Esta etapa fue limitante en este trabajo, debido a que
la extraccion de ARN desde frutos suele contener altos niveles de polisacéaridos,
los cuales interfieren la cuantificacion del ARN extraido (Davis et al., 2006; Asif
et al.,, 2000) y afectan la sintesis de ADNc, ya que en esta aplicacion se
requiere de un ARN integro, de alta calidad y que se encuentre libre de
contaminantes o interferentes para la reaccion. Para ello se utilizé un protocolo
previamente estandarizado en el grupo de investigacion y descrito en la seccién
2.4.1, que contiene el detergente cationico CTAB y posee una mayor
concentracion de cloruro de sodio, lo cual disminuye la co-precipitacion del ARN
con polisacaridos (Crowley et al., 2003). De esta forma, se obtuvo un ARN de

mayor calidad y sin interferentes para la posterior sintesis de ADNc. La pureza
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del ARN se evalué midiendo la absorbancia a A260/230 nm, obteniéndose una
razén cercana a 2. Ademas, se analizo la integridad del ARN extraido (fig. 4b),
en donde en un gel de agarosa en condicion no desnaturante, se observa un
patrén de 4 bandas, las cuales podrian corresponder a las subunidades
ribosomales nuclear, de cloroplastos y de rubisco. Finalmente, se verificd la
integridad del ADNc mediante un RT-PCR para las muestras de tomate
agroinfiltradas (fig. 4f). Todas las muestras analizadas amplificaron el gen de
psy enddgeno de tomate, el cual se us6 como control de la calidad e integridad
del ADNc. Ademas, se obtuvo que 2 de los 3 vectores de expresion dirigidos
por un promotor fruto-especifico, expresaron las proteinas dulces a nivel
transcripcional, estos vectores son el pGWB8M-taubra (fig. 4c) y pMDC110M-
bra (fig. 4e), que poseen el transgen taumatina-brazeina y brazeina,

respectivamente.

No se observo la expresion del transgen taumatina y se puede deber a
varias condiciones. Los vectores se secuenciaron antes del ensayo para
corroborar que no tuvieran mutaciones puntuales que afectaran la expresion del
transgen, dejando fuera esta posibilidad como una de las razones de este
resultado. A ello se suma que la integridad del ARN extraido fue analizada y se
amplificé el gen enddégeno psy. También se verificO que los partidores eran
funcionales ya que amplificaron los controles positivos que corresponden a los

vectores que contienen el gen tau. Por lo que puede ser que el promotor
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constitutivo CaMV-35S que dirige el gen de seleccion para higromicina, afectara
la especificidad espacial y temporal del promotor PG tal como se reporté para
otros promotores tejido especifico, en donde este promotor impide la expresion
de otros promotores que se encuentran en el vector de expresion (Yoo et al.,
2005; Zheng et al., 2007). Este resultado sugiere por tanto que la construccion
de PG:tau puede generar complicaciones al ser usada para la transformacién

estable en tomates.

En tabaco, se ha reportado que la expresion maxima post-infiltracion con A.
tumefaciens ocurre a los 3 - 4 dias (Kopertekh et al., 2005), por lo que se

procedio de igual forma que con la de frutos de tomate.

La integridad del ARN extraido desde hojas de tabaco tambiéen se valido
mediante una electroforesis en gel de agarosa (fig. 5b). Luego, el RT-PCR
muestra que el ADNc sintetizado result6 integro, ya que se puede observar el
tamafo esperado del amplicon del gen psy enddgeno de tabaco, al igual que la
expresion de los transgenes para las proteinas dulces taumatina (pGWB5-tau) y
brazeina (pGWB5-bra). Este resultado demuestra la correcta constitucion de
ambas construcciones que permiten la expresion de los genes taumatina y

brazeina.
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Mediante la transformacién transitoria de hojas de tabaco se observo la
expresion y localizacion subcelular de las proteinas de fusion TAU::GFP Y
BRA::GFP (fig. 6), las cuales se expresaron y localizaron en el citoplasma y en
el nucleo y citoplasma, respectivamente. Para el caso de ambas proteinas se
esperaba que localizaran solo en citoplasma. Por lo que este resultado sugiere
gue la localizacién nuclear de BRA sea un efecto secundario debido a su
pequefio tamafio. BRA estd conformada por 54 residuos de aminoéacidos y tiene
un peso molecular de 6,5 kDa (Caldwell et al., 1998), y por esto pudo haber sido
“arrastrada” al nacleo por la proteina GFP que tiene un tamafio de 26,9 kDa,

considerando que GFP localiza en el citoplasma y nucleo (Chiu et al., 1996).

Para la obtencién de tomates transgénicos, a partir de un protocolo de
transformacion mediado por A. tumefaciens y regeneracion in vitro, es preciso
tomar en cuenta una gran cantidad de variables que pueden afectar
directamente la eficiencia de la transformacion. Algunas variables son la
variedad de la planta utilizada, el tipo y edad del explante utilizado, el tipo de
hormonas utilizadas en los medios de induccion y regeneracion, la
concentracion de A. tumefaciens utilizado para la transformacién, entre otras
(Cortina et al., 2004). Uno de los factores mas importantes que determinan la
frecuencia de transformacién es el genotipo de la variedad de tomate que se
esta transformando (Pino et al., 2010). Ejemplo de esto ultimo se evidencia en

Pino et al. (2010) en donde se obtuvo una frecuencia de transformacion de casi
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un 40% (calculada segun el total de eventos de transformacion independientes
dividido por el total de explantes transformados), utilizando la induccién de

organogénesis por BAP en una variedad de tomate Microtom mutante.

En nuestro equipo de trabajo anteriormente se realizé la transformacion de
explantes de cotiledon mediante A. tumefaciens utilizando un protocolo
modificado de Pino et al. (2010) (Arias, 2015, seccion 2.3.3.2.1), obteniendo
una eficiencia de transformacion del 2%. En esta memoria de titulo, no fue
posible obtener plantas transgénicas a partir de explantes de cotiledon. A pesar
de esto, se observo el proceso de regeneracion de tejido de posibles plantas
transformantes desde explantes de cotiledon (fig. 8), en donde en la etapa de
enraizamiento o MIII-C, el anico brote elongado que llegdé hasta este medio no
genero raiz a pesar de haber suplementado el medio con la auxina IBA que
induce la generacion de raices adventicias (Ludwig-Mdaller et al.,, 2005). Es
decir, no gener6 aquellas raices que no provienen de la radicula del embrién,
sino que se originan en cualquier otro tejido de la planta, como el tallo, siendo la
hormona IBA la mas efectiva para esta funcion (Ludwig-Mdiller et al., 2005).
Esto se debe a la presencia de higromicina, que es el agente de seleccion de
plantulas posiblemente transformantes, inhibiendo el crecimiento y desarrollo de

plantas que no son transformantes.
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En paralelo, se estandarizdé el método de transformacion a partir de hojas
plantas in vitro de tomate basado en el protocolo de Cruz-mendivil et al. (2011).
La eficiencia de regeneracion de tejido de explantes silvestres en medio sin
antibidtico de seleccién (fig. 7), fue de un 157% lo que significa que por cada
explante de hoja se generaron 1,6 plantas de tomate enraizadas. En dicho
protocolo, se us6 una combinacion de auxina (que promueve la division celular
de tejido no meristematico) y de citoquinina. Para el proceso de transformacion
de explantes con A. tumefaciens la combinacion de la auxina IBA y la
citoquinina BAP a la concentracion utilizada permite la induccion de callo y
consiguiente formacion de brotes en S. lycopersicum. Se ha descrito que la
combinacion con mejores resultados en induccién de callos fue IAA y BAP
(Cruz-mendivil et al., 2011). Para adaptar este procedimiento a las condiciones
de trabajo del CBMV, se utilizo la combinacion de IBA y BAP, obteniéndose una
alta eficiencia de regeneracion de tejido silvestre (157%, fig. 7). La etapa de
elongacion del brote fue la que gener6 mas inconvenientes en el periodo de
transformacion debido a que la presencia del agente de seleccion (5 mg/L de
higromicina) provocaba un gran retraso en la elongacion de los brotes. Dado
gue esto fue observado anteriormente en nuestro equipo de trabajo, se
soluciond eliminando la seleccién con antibidtico en esta etapa para permitir la
elongacion correcta de brotes, restituyendo el suplemento con higromicina una
vez que los brotes elongaran. Los brotes que elongaron se transfirieron al
medio MIlI-H, para inducir el enraizamiento. En este medio se volvio a incluir la

seleccién con antibidtico para asi evitar la aparicion de falsos positivos en la
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transformacion de las plantas de tomates, seleccionando las plantulas que

generaron raiz en este medio para los siguientes analisis moleculares.

Las ventajas presentadas por este protocolo de transformacion a partir de
explantes de hoja comparado con el de cotiledén son: 1.- la cantidad de
explantes iniciales para la transformacion. Se pueden obtener 30 explantes
desde una planta de tomate generada in vitro con un mes de edad, ya que
posee por lo menos posee 10 — 15 hojas que pueden ser transformadas por
este método mientras que desde cotiledones solo hay dos por planta. 2.- El
tamano de los explantes. Los explantes de cotiledén son mucho mas pequefios
gue los que se pueden obtener desde hoja, lo que hace una recuperacion del
tejido mas eficiente desde hoja, evitando la fatiga y muerte de los explantes por

el proceso de transformacion y generacion de heridas en éstos.

Para la obtencién de plantas de tabaco transgénicas y regeneracion de
tejido, el medio de cultivo se suplementé con una combinacion de hormonas
BAP (5 mg/L) e IBA (1 mg/L) (fig 11), en donde la concentracibn mayor de
citoquinina favorece la formacién de brotes desde explantes de hoja de tabaco
infectados con A. tumefaciens (Horsch et al., 1985; Klee et al., 1987). Este
protocolo estandarizd, en la década de los anos 80’s y también en nuestro
equipo de trabajo, utilizadose habitualmente para la obtencion de plantas de
tabaco transgénicas. Por ello, el protocolo no presenté grandes complicaciones

para transformar y obtener plantas de tabaco transgénicas, en donde la
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seleccion con antibidtico no generd retrasos en la elongacion y formacion de

raices en las posibles plantas de tabaco transformantes.

Si se compara los procesos de organogénesis somatica de tomate y tabaco,
la organogénesis de tabaco es directa, dado que la combinacion de citoquina en
conjunto de auxina, descritas como BAP e IBA producen la induccion de brotes
desde el explante de hoja de tabaco (Gill et al., 1993). En tomate, se produce
una organogénesis indirecta, debido a que primero se debe formar una
estructura de callo y luego desde ésta se forman los brotes de tomate (fig. 8 y 9)

(Robaglia et al., 2013).

En plantas transformantes de tomate se realizaron analisis moleculares a
partir de ADNg desde hojas. Puesto que las plantulas de tomates no alcanzaron
a presentar frutos, no se pudo realizar un andlisis de la expresion de los genes
de interés a nivel transcripcional considerando que el promotor corresponde al
gen que codifica para la enzima poligalacturonasa del kiwi (pPG) (Wang et al.,
2000), que se expresa exclusivamente en frutos. Mediante PCR determinamos
gue las 5 plantas transgénicas presentan el transgen taumatina-brazeina (fig.
10b), al igual que las 2 plantas lineas analizadas para brazeina (fig. 10c), lo que
hace un 100% de efectividad. Sin embargo, ninguna linea fue transgénica para

taumatina (fig. 10d). Este ultimo resultado coincide con la imposibilidad de
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evaluar la expresion transitoria de taumatina, sugiriendo que existi6 una
anomalia desconocida en la construccién del vector, que pudo causar este

fenédbmeno

En tabaco, todas las plantas transformantes analizadas poseian el transgen
amplificado por PCR (fig. 12). Esto indica que la seleccion durante el proceso
de regeneracion de tejido fue exitosa, evitando la aparicion de falsos positivos
en las plantas transformantes. Ademas, un 100 % de los tabacos analizados
presentaron la expresion del transgen a nivel ARNm (fig. 13), por lo cual se

confirmd la transgenia de los tabacos.
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5. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones de esta memoria de titulo son:

- Resultoé que cuatro de las cinco construcciones con las que se contaban
en el CBMV, expresaron a nivel transcripcional los transgenes de taumatina y
brazeina, dos en frutos de tomate y las restantes dos en hojas de tabaco,
transformados transitoriamente mediante A. tumefaciens. Las siguientes
construcciones expresaron su respectivo transgen: pPG-taubra, pPG-bra,

35SCaMV-tau y 35SCaMV-bra.

- Se obtuvieron cinco y dos lineas transgénicas de plantas de S.
lycopersicum transgénicas para el transgen taumatina-brazeina y brazeina,

respectivamente.

- Se obtuvieron 4 lineas transgénicas de plantas de N.tabacum para los

transgenes brazeina y taumatina.

- La expresion a nivel transcripcional de brazeina y taumatina en lineas

transgénicas, resulté en un 100 % de las plantas transgénicas analizadas.

- La localizacion de estas proteinas recombinantes dulces en hojas de

tabaco, es citoplasmatica.

Por lo tanto, los genes de las proteinas dulces taumatina y brazeina se
pueden insertar en otras variedades de plantas, tanto para mejorar el sabor de
frutos (tomate) o para analizar las propiedades contra el estrés bidtico en

plantas (tabaco), cumpliéndose asi los objetivos de esta memoria de titulo.
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