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RESUMEN

La sorbitol deshidrogenasa (SDH) es la principal enzima involucrada en el mefabolismo

del  sorbitol  en  especies  de  la  familia  de  las  rosaceas,  tales  como  manzanos  o  duraznos.

Durante  la  maduraci6n  de  los  frutos,  SDH  ca{aliza  la  oxidaci6n  de  sorbitol  a fructosa,  azticar

que  posee  iina  mayor sensaci6n  de  dulzor que  el  sorbitol.  Par  lo tanto,  SDH  juega  un  papel

importante en el aumento de la dulzura natural de la fruta durante el desarrollo.  Esto hace a la

SDH una candidata excelente para modular la composici6n de azticares en el fn]to, dado que el

aumento  de  su  expresi6n   especlfica  en   este  6rgano  provocaria   la  oxidaci6n  del   sorbitol

remanente,  que  no  ha  sido  metabolizado  durante  el  proceso  de  maduraci6n.  Con  el  fin  de

generar una nueva van.edad de manzanas con frutos mas diilce§, se utilizaron vectores binarios

en  los  que  una  SDH  de  manzana  (Mdsom  se  encuentra  bajo  el  control  de dos  promotores

diferentes,   lino   constitutivo   (35S)   y   el   otro   fruto-espec[fico   (PG).      En   primer   lugar,   para

comprobar su funcionalidad, se iitilizaron plantas de tomate como sistema modelo, las cuales se

transformaron   establemente   con   Agrobacfen.urn   fumefac/.ens,    que   portaba   los   vectores

nombrados   anteriormente.   Se   eljgi6   esta   especie   como   sistema   modelo   ya   que   es   de

crecimiento  fapido  y genera  frutos tempranamente,  en  comparaci6n  con  el  manzano.  De esta

manera  se  pudo  evaluar  la  funcionalidad  de  los  vectores  en  el  corto  plazo,  al  contraste  de

haberlo  realizado  inmediatamente  en  el  manzano,  el  cual  se  demora  entre  4-5  afros  en  dar

frutos.  Luego  de  qiie  las  plantas  de  tomate  se  transformaran,  se  seleccionaron  en  medios

suplementados  con  higromicina.  De  las  plantas  resistentes  se  hicieron  extracciones  de  ADN

gen6mico y posteriormente anali§is de PCR.  Estos determinaron que las plantas selecoionadas

efectivamente   poselan   MdsDH  insertado  en   el   genoma.   En   segundo   lugar,   ensayos   de

actividad  enzimatica  SDH  mostraron  que  los  frutos  de  plantas  transformadas  establemente

(transgenicas) con el vector 35S-MdsDH,  presentan una mayor actividad SDH en comparaci6n

con su control 35S-GFP.  Lo mismo ocurre con los frutos transformados transitoriamente con 35-



MdsDH  o  PG-MdsDH,  los  cuales  poseen  mayor activjdad  SDH  que  los rfutos  transformados

con los vectores controles (35S-GFP a PG-GFP, respectivamente).

Por ultimo,  se clonaron las SDH de manzana (MdsDm y de tomate (Lesofty,  bajo los

promotores  35S  y  PG  en  otro  vector  binan.o  llamado  PCP,  el  cual  presenta  resistencia  al

herbicida  BASTA  y  no  a  un  antibi6tico  de  selecci6n  bacteriano  (kanamicina).   Los  vectore§

generados,    PCP-35S-MdsDH-NOS.    PCP-35S-LesDH-NOS   y   Pop-PG-MdsDH-NOS,    que

otorgan resistencia a la herbicida BASTA, pueden ser utilizados en trabajos futuros.
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ABSTRACT

Sorbitol dehydrogenase (SDH) is the main enzyme involved in the metabolism of sorbitol

in Rosaceae fruit species, such as apples and peaches. This enzyme catalyses the oxidation of

sorbitol to fructose,  a sugar which is sweeter than sorbitol. Thus, SDH plays an important role in

naturally   increasing   fruit   sweetness   during   development.   This   makes   SDH   an   excellent

candidate  for  modulating  the  composition  of  sugars  in  the  fruit,  given  that  its  specific  over-

expression  in  this  organ  would  lead  to  the  oxidation  of the  sorbitol  which  is  not  metabolized

during  the  ripening  process.  Win the  aim  of developing  a  new variety of apples with  sweeter

fruits, previously-generated binary vectors in which apple SDH (MdsDH) has been cloned under

the  control  of two  different  promoters,  one  constitu{ive  (35S)  and  the  other rfuit-specific  (PG)

were  used.  Firstly,  to test their functjonality,  tomato  plants were used  as  a  model system;  they

were  stably  transformed   using  Agrobacterium  tumefaciens   harbouring   these  vectors.   This

species was chosen as a model system because it is fast growing and produces fruits in months,

compared fo years with the apple,  making  it possible to evaluate the functionality of the vectors

in  the  short tern.  After the  stable  transformation  of tomato  plants,  the  potential  transformants

were   selected   on   media   containing   hygromycin.   Genomic   DNA   was   extracted   from   the

hygromycin-resistant plants and  PCR analysis determined that they effectl.vely possess MdsDH

inserted  jn  the  tomato  genome.  Secondly,  enzyme  activity  assays  showed  that  fruits  of the

tomatos stably-transformed tomatos with the 35S-MdsDH vector had a higher activfty than their

control   35S-GFP.   Additionally,   a  similar  increase  was  observed   in  tomato  fruits  transiently

transformed  with   35S-MdsDH   and   F'G-MdsDH,   which   had  greater  SDH   activity  than  their

controls (35S-GFP and PG-GFP, respectively).

Furthermore,  SDHs from  apple  (MdsDH)  and  tomato  (LesDH)  were  cloned  under tlie

35S  and  PG  promoters  in  another binary vector called  PCP,  which  harbours  resistance to  the

herbicide  BASTA  instead  of  resistance  to  the  antibiotic  kanamicin.  The  resulting  PCP-35S-
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MdsDH-NOS,    PCP-35S-LesDH-NOS    and    PCP-PG-MdsDH-NOS    vectors,    which    harbor

resistance to the herbicide BASTA, can be used in future research.

xviii



1. INTRODUCC16N

1.1 ASBectos aerterales del mercado

1.1.1 Produc¢i6n de manzanas eii e] mundo v en Chile

La  producci6n  de  manzanas  (Ma/us x  domesfi.ca)  en  el  mundo  y  sus  exportaciones

estan   lideradas   por  unos  pocos   palses,   entre   los  que  destaca  la   participaci6n  de  Chile.

Espec[ficamente, dos tercios de las exportaciones mundiales de manzanas son controlados por

seis palses:  China,  Chile,  ltalia,  Estados Unidos,  Polonia y Francia (ODEPA, 2011).   En el afio

2012, China lideraba el rubro con una participaci6n de 14,2%, seguida de Chile con un 11,4%.

En  Chile,  los  manzanos  ocupan  la  segunda  posjci6n  de  las  especies  frutrcolas  mss

plantadas en el pals,  cubriendo cerca del  13% de la superficie frut[cola nacional.  Las Regiones

del Maule y de O`Higgins concentran el 60°/a y 28,8%, respectivamente de la superficie plantada

con esta especie (ODEPA, 2011). Los manzanos rojos, por su parte, representan cerca del 80%

de  las  plantaciones  de  manzanos  totales  del  pals  y,  segtln  las  tlltimas  mediciones  (ODEPA,

2011 ), se registra a la variedad Filji como uno de los principales exponentes.

La  variedad  Fuji  fue  creada  mediante  el  cruce  entre  las  van.edades  Ralls  Janet  y

Delicious  en  1939,  por  la  National  Fruit  Research  Station  en  Japan.  En  Chile,  se  cosecha  la

variedad  Fuji  entre  Marzo y  Diciembre,  y tiene  la ventaja (frente a otras variedades vegetales)

de  que  puede  ser  conservada  en  frfo  par  6no  meses  bajo  condiciones  controladas  sin  sufrir

cambios considerables en sus cualidades organol6pticas (Moggia y Yuri, 2003).

EI afro 2011  Ias expohaciones de manzana fresca alcanzaron las 800 mil toneladas,  las

cuales   recaudaron   667   millones   de   d6Iares.    Entre   las   variedades   exportadas,    Ia   Fuji

correspondla a 63.218 toneladas que equivalfa a 67  millones de d6Iares,  aproximadamente el

10% de la producci6n total de manzanas de exportaci6n del pals (ODEPA, 2011 ).



Para  el  subsector  de  la  agricultura,  se  espera  que  en  el  afio  2013  se  produzca  un

aumento entre el 9-10% con respecto al afro 2012 y que siga un incremento constante para los

pr6ximos afios (ODEPA, 2012).  Estas cifras generan un gran desaflo para la industria frut[cola

chilena,   ya   que   debe   mantener  e   incrementar  su   liderazgo   hemisferico   y   mundial   en   la

exportaci6n de estos frutos (ODEPA, 2009).

Con este fin surge la necesidad de generar nuevas y mejores variedades de frutas. A la

fecha,   han   sido  creados  varios  consorcios  con   el  objetivo  de  aumentar  la   rentabilidad  y

competitividad  de  la  industria  frutrcola  de  exportaci6n,  a  traves  de  la  implementaci6n  de  un

programa  nacional  de  investigaci6n  orientado  a  obtener  nuevas  variedades  o  mejorar  las

actuales (www. ch ilepotenciaalimentaria.cl).

1.1.2 Generaci6n de nLlevas variedades veqetales

Durante  los  tlltimos  afios,  Chile  ha  estado  interesado  en  la  generaci6n  de  nuevas

variedades  vegetales  que  le  aseguren  mayor  estabilidad  y  un  mejor  posicionamiento  en  el

mercado mundial. Se ha estado tramitando la adhesion de Chile a UPOV91  (International union

for  the  protection  of  new  van`eties  of  plants),  el  cual  es  un  paso  necesario  para  proteger

debidamente   los  derechos  de  lcis  creadores  de   las  nuevas  van.edades  vegetales,   segtin

determin6 el Ministro de Economra el afro 2011.  El 95% de las variedades registradas en Chile

corresponden a variedades extranjeras y su utilizaci6n conlleva a pagos de Royalty. Es por este

motivo  que  el  esfado  chileno  ha  priorizado  la  generaci6n  de  nuevas  variedades  vegetales

mediante  el  financiamiento  de  proyectos   nacionales.   El   intefes  se  encuentra  en   generar

variedades  de  buena  productividad,  Iarga  vida  en  poscosecha  para  su  exportaci6n,  un  bajo

reqilerimiento de mano de obra y la obtenci6n de frutos en distintas temporadas para lograr ser

competitivos  con  los  demas  productos  intemacionales,  ademas  de  generar  variedades  con

ventajas en sus ciialidades organol6pticas o nutricionales (Ministerio de Agricultura, 2011 ).
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Hay   dos   maneras   de   obtener   nuevas   variedades   vegetales.   Por   una   parfe,   el

fitomei.oramiento clasico se basa en el entrecruzamiento de variedades vegetales distintas   con

caracteristicas  de  intefes  para  que  la  progenie  de  estos  parentales tenga  las  caracteristicas

deseadas.  Este procedimiento esta sujeto a  la compatibilidad  sexual de  las variedades y tiene

como  ventajas  que  es  un  proceso  con  buenos  resultados  a  largo  plazo,  y  aceptado  por  la

poblaci6n en general,  al ser un mejoramiento de tipo natural.  Por otra parte,  los adelantos en el

campo  cientlfico  han  permitido  que  se  desarrollen  otros  metodos  para  lograr  los  mismos

objetivos.  Ultimamente se ha estado utilizando el fitomejoramiento por ingenierfa gen6tica, en el

cual se introduce un gen de intetes de un organismo en iina variedad vegetal especlfica, con la

finalidad de que se exprese la caracteristica deseada.  Este metodo,  ademas de ser efectivo y

tener resultados en el corto plazo,  permite una evaluaci6n temprana,  lo que no se logra con el

fitomejoramiento clasico, teniendo una ventaja considerable sabre este metodo. En Chile se nan

estado implementando los dos tipos de mejoramiento genetico para obtener nuevas variedades

vegeta[es,   aunc]ue   el   mejoramiento   por   ingenierra   genetica   se   ve   limitado   en   terminos

comerctales  por la  actual  legislaci6n,  ya  que  se  permite solamente  la  internaci6n  de  semillas

transgenicas  para  su  multiplicaci6n  y  posten.or  exportact6n  (SAG,   Resoluci6n  exenta   1523,

2011 ).

1.2. Metabolismo de azticares en manzanas

1.2.1 Dulzor en el fruto

La  calidad  de  un  fruto  es  evaluada  organolepticamente  y  depende  de  numerosos

factores tales como  el  aroma (compuestos aromaticos),  el dulzor y la  acidez.  El  diilzor es una

de  las  cualidades  organol6pticas  mss  apreciadas  par los  consumidores,  y  su  incremento  se

produce en el proceso de maduraci6n del fruto ovisser y cols,1968).  En esta etapa, aumenta el

contenido de hidratos de carbono sencillos y, al mismo tiempo disminuyen ]os acidos. En el fruto
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hay dos tipos de carbohidratos,  los aztlcares y los alcoholes de aztlcar o polioles, los cuales son

la forma  reducida de  los azucares (Mingjun y cols,  2012).  Entre los aztlcares se encuentran  la

fructosa  y  la  glucosa  (simples);  y  la  sacarosa  (disacarido).   Entre  los  polioles  en  manzana

desfacan el sorbitol y manitol; y existen otros como xilitol y ribitol (Reidel y cols, 2009).

El dulzor esta determinado par el contenido total de aztlcares que presenta el fruto,  asl

como  por el tipo de aztlcar y su concentraci6n.  Se ha  reportado que el Tango de dulzor de los

aztlcares de manzanas va desde el sorbitol, el cual es un compuesto de menor dulzor, hasta la

fructosa, la cual es un aztlcar de mayor dulzor. En otras palabras, el orden de los carbohidratos

en terminos de dulzor es el §iguiente: sorbitol < glucosa < sacarosa < fructosa (G6nard y Souty,

1996),  donde sorbitol es  un  10%  menos  dulce  que la glucosa,  40%  menos que  la  sacarosa y

60%  menos que la fructosa (Burt,  2006).  Por lo tanto.  Io dulce que pueda  llegar a ser el fruto,

depende tanto de la cantidad de azucares que posee, como de la composici6n de 6stos.

Dentro de la  celula,  el  90%  de  cada aztlcar (glucosa,  fructosa,  sacarosa y sorbitol)  se

encuentra  en  la  vacuola,  mas  atln,  la  concentraci6n  de  aztlcares  totales  en  el  interior  de  la

celula es de 326 mM  en  la fruta de manzana inmadura y de 937 mM  en  la fruta madura.  A su

vez, se ha estudiado que la permeabilidad a los azLlcares a traves de la membrana plasmatica y

el tonoplasto tambien se incrementa con la maduraci6n de la manzana (Yamaki y lno,1992).  En

conclusion, el incremento del dulzor, que conlleva el proceso de acumulaci6n de azacares es un

proceso muy regulado y que involucra variados factores.

1.2.2 Actimulaci6n de azricares v su imDortancia flsiol6aica

Los  azticares  son   responsables  de   mantener  la  turgencia  celular  qiie   provoca  el

crecimiento  de  los frutos y tambien son  los responsables del  incremento del dulzor en  el fnjto

durante  la  maduraci6n  y  poscosecha.  Varios  procesos  y factores  afectan  la  acumulaci6n  de

azdcares  en   el   fruto,   entre   ellos   se   encuentran:   la  fotoslntesis,   bioslntesis   de   azdcares
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translocables,  transporte de azdcares por el floema,  Ia translocaci6n  de azacares desde hojas

hasta frutos (6rgano sumidero) y conversion de aztlcares translocables en otros azucares que

se  acumulan  en  las  celulas  del  fruto  (Kanayama  y  cols,   2008).   Se  ha  reportado  que  la

acumulaci6n  de  fotosintatos  en  las  hojas  disminuye  la  expresi6n  de  genes  relacionados  a  la

fotosrntesis (Rolland y cols, 2002),  por lo tanto la acumulaci6n eficiente de azucares en el fruto

contribuye  a  mantener  una  alta  tasa  fotosintetica  en  las  hojas,  ya  que  los  fotosintatos  se

mueven desde las hojas hacia otros tejidos como los frutos.

Los  azticares  presentes  en  los  frutos  provienen  de  dos  fuentes:   la  primera  es  la

degradaci6n del almid6n en el proceso de maduraci6n del fruto y la segunda es la incorporaci6n

de  azacares  translocados  via  floema.   En  el  pn.mer  caso,  el  almid6n  se  acumula  desde  el

proceso  de  floraci6n,  desde  1  mg/gpf  hasta  25  mg/gpf  transcurridos  130  di.as  despues  del

proceso de floraci6n (ddt). A contar del dfa 150 ddf comienza el proceso de maduraci6n del fruto

y el almid6n es degradado mediante amilasas que hidrolizan el almid6n desde el centro del fruto

hacia la periferia (Moggia y Pereira, 2006).  Esto provoca el incremento del contenido de aztlcar

(concentraci6n    de   solutos    solubles),    provocando    un    aumento    en    el    dulzor   del    fruto

(Thammawong  y Arawaka,  2007).  En  el  segundo  caso,  Ios  azucares  provienen  de  una fuente

ex6gena  a  traves  del  floema.  Este  es  el  caso  de  carbohidratos  tales  como  el  sorbitol  o  la

sacarosa,  los  cuales  son  productos  de  la  fotosfntesis,  que  se  traslocan  hasta  llegar  a  los

6rganos sumideros (Reidel y cols, 2009).

1.2.3 Metabo]ismo del sorbitol en Dlantas de la familia Rosacea

La familia de las Rosaceas comprende e§pecies vegetales de fruto camoso tales coma

el  manzano,  el  durazno,  los  nectarines.  Ias ciruelas,  entre  otros.  La  caracteristica  principal  de

esta familia es que  produce sorbitol como el  principal fotosintato en  hoj.as y represenfa el 90%

de  los compuestos translocados por el floema ITeo y cols,  2006).  El sorbitol,  tambien  llamado
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glucitol,  es  un  alcohol  de  az`lcar  (poliou.  AI  ser  un  aztlcar  reducido  con  alta  solubilidad,  es

apropiado para la translocaci6n de carboro.

El sorbitol es sintetizado por la  reducci6n de  la Qlucosa€- fosfato a sorbitol€fosfato,

debido  a  la  acci6n  de  la  enzima  aldosaJ5Lfosfato  reductasa  dependiente  de  NADpli  (A6PR),

reacci6n llevada a cabo en  el citoplasma de hojas maduras,  las cuales son fotosinteticamente

activas.  Luego  el  sorbitolrf5  fosfato  es transformado  a  sorbitol  por la  enzima  sorbitol€rfesfato

fosfatasa  (S6PP\  y una vez que  ha sido sintetizado,  es transportado  por el  floema,  hacia  los

6rganos  sumideros  tales  como ffutos,  rafces  y  hQjas j6venes  ITeo  y  cols,  2006).  La  ruta  de

egreso de sorbitol desde el floema hasta las celulas de fa pulpa en frutos de manzanas, es a

trav6s  de  la vFa  apoplastica  mediante transportadores especlficos  (Gao y cols,  2005;  Zhang  y

cols,  2004).  El  sorbitol  es  transportado  hacia  el  interior  de  las  celulas  de  6rganos  sumideros

donde  es  metabolizado  fapidamente  a  fructosa  por  la  enzirna  sorbitol  deshidrocienasa  /SDH)

(Figura   1).   Esta   transformaci6n   mantiene   el   gradiente   de   concentracich   que   facilita   la

translocaci6n  del  sorbitol  desde  hQjas  hasta  el  fruto  (6rgano  sumidero)  (Jackson,  2003).  Una

vez  en  las  celulas  del  fruto,  la  fructosa  es  almacenada  en  la  vacuola.  Como se  mencion6,  el

ssorbitol comprende aproximadamente el 90% del total de carbohidratos solubles en el floema, y

la  mayorla  es  oxidada  a  fructosa  dentro  del  fruto  mediante  la  alta  actividad  que  presenta  la

enzima  SDH   (Kanayama  y  cols,   2008).   Sin   embargo,   fa  fracci6n   de  sorbitol  que   no  es

mmetabolizada  y  comprende  entre  un  4  a  13  mg  de  sorbitol/gpf   (3-8%;  Yamada y  cols,  2006;

Ohkawa  y  cols,  2008)  tiene  la  potencialidad  de  ser  metabolizado  a  azticares  con  mss  poder

edulcorante, como la fructosa y asl otorgarie mayor dulzor al fruto.



Flgura 1 :  Metal)o[ismo eel sorbitol en lnanzarice:  E[ sorbitol  (Sor) y La sacarosa (Sac) son sintetizados
en  hQias rnaduras desde G6P (glucosat5-fosfato).  El  8orbitol es siritetizado mediante fa enzima aldosa-6-
fosfato reductasa  (A6PR) y sorbitolJ5Jfosfato fosfatasa (S6PP).  Luego es trans[ocado hacia el floema y es
egresado hacia la \/ia apoplastica de 6rganos sumideros mediante transportadores especificos.  En el fruto.
8orbitol es convertido a fructosa  lf rue) por la enzima sorbitol deshidrogenasa (SDH) y almacenade en fa
vacuola mediante transportadores de hexosas (Heio.  La sacarosa es oonvertida a fructosa y glucesa (Glu)
por invertasas (VIN). Modmcado y traducido de Teo y cots, 2006.

1.24 Sorbltol desliidroaenasa /SDH)

La  SDH  es  la  principal  enzima  en  el  metabolismo  del  sorbjtol  en  frutos  de  especies

Rosaceas, aunque tambien ha sido jdentificada en especies no Rosaceas, tales como el tomate

(So/anum /ycopers;.cwm/  y Arab/.Oops/.s  I"a//ana  (Ohta  y  cols,  2005;  Nosarzewski  y cols,  2012;

Aguayo y cols, 2013).  Mss atin,  SDH  ha sido detectada en mamlferos (humanos,  Maret y Auld,

1988) (ovino,  Rune y cols,1992) y microorganismos (Baa/.//us subf/.I//.s,  Ng y cols,1992).  Debido

a  su  amp[ia  distribuci6n  en  especjes  y  a  su  impoTtante funci6n,  SDH  ha  sido  caracterizada  a

nivel  molecular,  y  se  nan  identificado  regiones  conservadas  en  su  secuencja,  incluyendo  un

dominio de  union  a zinc,  sitio de  union  a  la coenzima nicotinamida adenjna  dinucle6tido  (NAD+)

y los residuos involucrados en el sitio catalitjco de union preferente a sorbitol (Oh fa y cols, 2005;

Pauly y cols, 2003).

SDH   cataliza la reacci6n reversible de oxidaci6n del sorbitol a fructosa utilizando NAD+

como  cofactor  (Figura  2).  Se  ha  esfablecido  que  la  Kin  para  la  oxidaci6n  del  sorbitol  por  la
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enzima SDH de manzana es de 83 mM,  y de 390 mM para  la reducci6n de la fructosa  (Park y

cols,  2002).  Las tasas maximas de  oxidaci6n  del  sorbitol  y  de  reducci6n  de  la fructosa fueron

observadas  a  pH   9,6  y  6  respectivamente.  Ademas,   se   ha   reportado  que   SDH  tiene  la

capacidad de  oxidar a otros polioles,  como xilitol,  L-arabitol,  ribitol en  la  presencia de NAD+,  y

que  poljoles  como  el  galactitol,   mio-jnositol,   D-arabitol  y  glicerol,   no  son  sustratos  para  la

enzima  purificada  de  mamzana.  La  especifictdad  de  sustrato  esfa  regida  por  la  configuraci6n

estructural que presentan las mol6culas, especificamente en la configuraci6n quiral del C2 y C4

en  los  sustratos  (Oura  y  cols,  2000).  Los  alcoholes  de  azticar  que  son  reconocidos  como

sustrato  par  SDH,  comparten  la  estereoqu[mica  quiral  de  C-2  (S)  y  C4(R);   sin  embargo,

aquellos que no son reconocidos presentan una quiralidad distinta coma el  manitol  (C-2(R),  C-

4(R)) y galactitol (C-2(S),  C4(S)). Ademas,  la actividad de SDH es inhibida complefamente por

metales  pesados,  aunque Zns04  (0,25  mM)  pllede  revertir esta  inhibici6n  (Negm  y  Loescher,

1979).

C6

Sorbitol Fi
N^DT                 N^DI I

llC,

Frllc[osa

E
A

Figilra  2:  Reacci6n  cata[izada  por la  Sorbitol  deshidrogenasa.  EI sorbitol es  la forma  reducicla  de  la

8}#d=:.%nyJ:gr3£:faefsJ%tfo°sT;six+#£:edae|:°nrt:!t::.uL£::Zrjemd:;i;bn't3:dN#ra°%eAng#(SDH)CataHzala
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1.2.5 NtJevas variedades veaetales en Chile

Tal como se menciona en la secci6n 1.1.2, existen dos estrategias para generar nuevas

vari.edades   vegetales.   Ambos   han   sido   implementados   en   Chile.   Por   ejemplo,   mediante

mejoramiento  clasico  la  papa   Pukara-lNIA  fue  creada  en   1993  mediante  el  cruce  de  las

variedades  Cleopatra  y  Yagana  para  hacerla  resistente  a  enfermedades,  como  al  virus  del

enrollamiento  de  las  hojas  de  papas  y  al  virus X  de  papa.  Mientras  que  mediante  ingenier[a

genetica,  se  estan  desarrollando  plantas  de  c[tricos  tolerantes  a  saljnidad  INNOVA-CORFO

(2044037,  PUC).  Dentro de estas iniciativas,  se encuentra el proyecto  lnnova-CORFO titulado

"Desarrollo de plantulas de una variedad premium de manzanas con mayor dulzor mediante el

uso de fie/ram/.enfas a/.ofeono/6g/.cas" en el cual se enmarca el presente Seminario de TItulo. EI

producto  de  este  proyecto  esta  dirigido  a   los  mercados  asiaticos,   los  cuales  ham  estado

incrementando los voltimenes importados de manzanas en  los  Dltimos afros,  especialmente de

la  variedad   Fuji.   Entre   los   paises   asiaticos   que   muestran   iin   mayor  dinamismo   en   las

importaciones   de   manzanas   a   nivel   general,   se   encuentran   India.   Vietnam,   Tailandia   e

Indonesia (ODEPA,  2011).  Estudios de mercado  indican que consumidores asiaticos  prefieren

frutos de  mayor dulzor (Janick y cols,  1996),  por lo  cual  desarrollar una variedad de  manzana

mss  dulce es  iin  mercado atractivo y con  un  gran  potencial  para  estos  palses.    Para  lograr el

incremento en dulzor, se propone sobre-expresar SDH espec[ficamente en frutos para convertir

el  sorbitol  resfante  en  las  manzanas  a  fructosa,  un  aztlcar  con  mayor  poder  endulcorante

(secci6n  1.2.1).

Para ]ograr este objetivo global, la estrategia es la sjguiente: 1. Establecer el sistema de

regeneraci6n  y  transformaci6n  de  manzanos,  variedad   Fuji,   procedimiento  realizado  en  la

Pontificia   Universidad   Cat6lica   de   Chile   (PUC)   2.   AIslar   y   clonar   los   ADNc   de   SDHs

caracterizadas  de  tomate  y  manzano,  bajo  el  control  de  un  promotor  fruto-especifico  y  un

promotor constitutivo.  Los vectores  pcambia generados en  los seminarios  de tltulo de  Patricio
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Mandujano (2008) y Francisca Aguayo (2010), tienen clonada la SDH de tomate (LesDH; Ohta

y cols 2005) y manzana  (MdsDH2;  Park y cols,  2002),  respectivamente.  3.  Implementaci6n de

un  sistema  de  transformaci6n  estable  y  regeneraci6n  in-vitro  de  plantas  modelo  de  tomate,

variedad Micro-Tom. Esto con  la finalidad de corroborar la funcionalidad de los promotores y de

analizar la actividad de SDH  en el fruto. 4. Transformar y regenerar plantulas de manzano con

evlos  vectores  pcambia-PG-SDH  y su  evalilaci6n  molecular.  Aunque  este seminan.o  de tftiilo

esta  enfocado  en  pilnto  3,  en  la  siguiente  secci6n  se  profundizafa  acerca  de  los  vectores

pcambia (punto 2) utilizados en e§te trabajo.

1J3 Vectores Dcambiia

Los  vectores   utilizados   en   este   seminario   de  tltulo   corresponden   a   los  vectores

pcambia   obtenidos   de   los   seminarios   de   tltulo   de   Francisca   Aguayo   (2010)   y   PatTjcio

Mandujano  (2008).  Estos  vectores  nan  sido  muy  utilizados  en  la  transformacidn  de  sistemas

vegetales  utilizando  Agrobacten.urn  fumefac/.ens  (Binka  y  cols,  2012)  y  son  clerivados  de  los

vectores  PPZP  (Hajdukiewicz  y  cols,   1994).  Tienen  varias  caracterJsticas,  entre  las  que  se

encuentran: elevado numero de copia§ en E. co//. para altos rendimientos de ADN, presencia del

replic6n  pvsl   para  una  alta  estabilidad  en  Agrobacfen.urn,   tamaho  pequefio  (7-12  kb),  y

selecci6n  para  plantas  con  los  antibi6ticc)s  higromicina  o  kanamicina.  Los  distintos  vectores

pcambia   obtenidos   anteriormente   en   el   laboratorio   corresponden   especificamente   a   los

derivados del vector pcambia 1302, el que segtln su nomenclatura posee selecci6n de plantas

par  resistencia  a  higromicina,   selecci6n  en  bacten.as  por  el  antibi6tico  kanamicina.  sitio  de

multiple clonamiento de PUC 18 y el gen reportero GFP bajo el control del promotor constitutivo,

35S de[ virus del mosaico de la coliflor (\Arww.cambia.org),

10



1.3.1 Sobreexpresi6n fruto eel)ecifica Litilizando vectores pcambia

Se  ha  reportado  que   la  distribuci6n  del  scirbitol  juega  un  papel  fundamental  en  el

metabolismo  del  carbono  en  la  frufa  y  afecta  sus  atributos  de  calidad,  tales  como  e[ balance

acido-dulce y la acumulaci6n de almid6n  (Teo y cols,  2006).  Si SDH se encuentra clonada bajo

el  promoter  constitutivo  35S,  se  expresarla  la  enzima  en  todos  los  6rganos,  I.educiendo  los

niveles de sorbitol en toda la planta. Se ha vista que al disminuir los niveles de sorbitol en todos

los tejidos de una planta, esfas son de menor famafto y generan frutos de menor calidad (Teo y

cols, 2006).  Una soluci6n a este problema es guiar la expresi6n de SDH bajo un promoter fruto-

especffico, que controle la expresi6n del gen solo en este 6rgano y a un tiempo determinado.  EI

promotor  de   la  poligalacturonasa  del  tomate  (PG;   Montgomery  y  cols.   1993)  es  un   buen

candidate   para   remediar   esta   situaci6n.   Esta   enzima  juega   un   papel   importante   en   la

maduraci6n  del  tomate,  ya  que  hidroliza  las  pectinas  de  la  pared  celular,  lo  que  produce  el

ablandamiento del fruto.  Estudios previos nan mostrado que 1,4 kb rlo arriba de la secuencia de

esfa  enzima  son  suficientes   para  conferirle   la  fruto-especificidad   (Bird  y  cols,   1988).   Este

promoter controla la expresi6n de la enzima solo en el pericarpo del fruto; sin embargo, estudios

posteriores  que  generaron  deleciones  en  el  promotor demostraron  que  solo  era  necesario  un

fragmento  truncado  de  806  pb  para  que  la  expresi6n  de  un  gen  reportero  se  llevara  a  cabo

uniformemente en todo el fruto (Montgomery y cols,  1993).

Anteriormente en nuestro laboratorio se remplaz6 la secuencia del promoter constitutivo

35S por la del promoter PG de 806 pb, y se obtllvo el vector pcambia-PG (Mandujano, 2008), el

cual es un vector de expresi6n fruto-especlfica, que expresafa el gen homogeneamente en todo

e] 6rgano. Luego con los vectores pcambia-35S y pcambia-PG se clonaron las SDH de tomate

(LesDH)  y  de  manzana  (MdsDH),  que  finalmente  son  las  utilizadas  en  este  trabajo  para  las

transformaciones  transitorias  de  frutos  de  toma{e  y  para  las  transformaciones  estables  de

plantulas de tomate.
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1.4 Transfomaci6n estable v tran§itoria de sistemas veaefales

La transformaci6n  estable  de  sistemas vegetales,  se  refiere  al  evento de  introducir e

integrar  ADN  foraneo  en  celulas  vegefales  y  regenerar  plantas  transg6nicas.  Hay  diversas

tecnicas de transformaci6n y regeneraci6n,  las cuales utilizan tejidos vegetales como plantulas,

cotiledones y hojas. La transformaci6n estable y la regeneraci6n de estas plantas es un proceso

laborioso  y  meticuloso  que  requiere  de  meses  o  hasta  de  un  afro  para  obtener  una  IJnea

transgenica. Coma el gran limitante es el factor tiempo, de manera paralela se han desarrollado

otros  metodos  que  permiten  la  evaluaci6n  de  expresi6n  de  transgenes  sin  pasar  por todo  el

proceso de la transfomaci6n estable. Este proceso es conocido como transformaci6n transitoria

mediada   por  Agrobacfen'um   {umefac/.ens.   Los   tejidos   vegetales   son   infiltrados   con   una

suspension de AgrobacfeH.urn que porta una construcci6n genica de intefes. La ventaja de este

metodo es que no es necesario contar con un equipamiento excesivamente costoso como en la

biobal[stica  (Tuerck y  Fromm,  1994)  a  elaborar protocolos complicados como  los  protoplastos

(Solano  y  cols,  1995).  Este  metodo  es  simple,  eficiente  y  efectivo  (Yang  y  cols,  2000),  y  los

genes   que   son   codificados   por  el   plasmidio   se   transcriben   directamente,   sin   tener  que

integrarse en el genoma de la planta (Levy y cols, 2005).  El procedimiento de la agroinfiltraci6n

ha sido ampliamente utilizado en  especies como A.  ffra//.ana,  sin embargo,  en el  tiltimo periodo

se ha estado utilizando este en frutos de tomate (Orzaez y cols, 2006), durazno. manzana, pera

(Spolare  y  cols,  2001)  y  hortalizas,  coma  la  lechuga,  con  los  cuales  se  han  obtenido  altos

porcentajes  de  eficiencia  (Wroblewski  y  cols,  2006).  En  estudios  de  infiltraci6n  de  frutos  de

tomate con  un vector que  codifica  para  el  gen  reportero GUS  (u/.dA-a-glucuronidasa)  dirigidos

por el promoter 35S, se encontr6 que altos niveles de actividad glucuronidasa fueron detectados

en los frutos luego de s6lo 4 d[as transcurrida la agroinfiltraci6n (Orzaez y cols, 2006) (Figura 3).

En este trabajo, se implement6 el sistema de transformaci6n transitoria en el pericarpo de frutos

12



de  tomate,  para  medjr  la  actividad  de  SDH,  correspondiente  a  uno  de  los  ob]etivos  de  este

seminario de titulo.

Pericarpo Placenta

Figura  3:  Transfomaci6n  transitoria  de  tomates  variedad  lv]icro-Tom.    En  la  figura  se
muestran  los tejidos que fueron agroinfiltrados con los genes que codifican para GuS.  Se logra
apreciar actividad de  la glucuronidasa en  la parte que  bordea  la  placenta  y en el  pericarpo del
fruto,  zona  en  la  cual  se  deposita  la  suspension  de  Agrobacterfum  fomefaci.one.  Extraido  de
Orzaez y cols, 2006.

El  objetivo  principal  del  proyecto  lnnova-CORFO  es  generar  una  nueva  variedad  de

manzanos  con  mayor dulzor,  sin  embargo,  Ia  transtormaci6n  de  esta  especie  es  un  proceso

largo que involucra aproximadamente 4 aflos.  Por este motivo es que se ha elegido el tomate,

como  planta  modelo  ya  que  posee  un  ciclo  de  vida  mas  corto  y  genera  frutos  de  tomates

fapidamente.  De esa manera, se determinafa tempranamente lo que ocurrifa tedricamente con

el manzano.

1 A.1 Tomato como Dlanta modolo

El tomate es una especie vegetal que ha sjdo utilizada para transformaciones estables

con Agrobacfen.urn desde  hace varios aflos det)ido a  las  mdltiples venfajas  que  presenta:  facil

manipulaci6n,  ciclo  de  vida  corto,  producci6n  de  frutos  fapidamente,  entre  otras.  Entre  las

variedades  utilizadas  se  enouentran  Ailsa  Craig,  Pusa  Ruby,  Arka  vikas,  Sioux  y  Micro-Tom

(Sharma y cols,  2009;  Sun y cols,  2006).  Cada variedad de tomate tiene un protocolo diferente

de transformaci6n, ya que aunque pertenecen a la misma especie, presentan djferencias en sus

concentraciones end6genas de hormonas,  que las hace actuar distjnto frente a  los medios de

cultivo   con   hormonas.   En   tomate,   se   ha   reportado   una   eficiencia   relativamente   alta   de
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transformaci6n  que bordea  el  10%,  utilizando  explantes  preparados segun  el  metodo flamingo

(Pozueta  y  cols,  2001;  Saker  y  cols,  2008).   En  este  trabajo  se  utilizaron  tres  variedades

distintas; AIlsa Craig, Red Cheny y el tomate enano Micro-Tom.

1.5  Vector PCP v rosistencia al herbicida BASTA

Pese a la utilidad que se ha desarrollado con los vectores pcambia, en este trabajo se

clonaron  las  secuencias de  intefes:  Promoter-SDH-Terminador desde  los vectores  pcambia

(resistencia  a  kanamicina)  en  el  vector PCP,  el  cual  presenta  resistencia  al  herbicida  BASTA.

Se realiz6 esta modificaci6n en los vectores debido a la creciente preocupaci6n par parte de la

poblaci6n   a   la   selecci6n   de   plantas   transg6nicas]   medjante   selecci6n   con   antibi6ticos

bacter].anos.  Esto,  debido a la posibilidad  percibida de transferencia liorizontal de los genes de

resistencia a otras cepas bacterianas,  tales como las del intestino,  una vez que se consumen

los frutos transgenicos. Para remediar este posible problema es que se clonaron las secuencias

de intefes en un vector con resistencia a herbicida (BASTA).

Se utiliz6 el vector Pop para los clonar genes de intefes correspondientes a la SDH de

manzana  (MdsDH)  y  tomate  (LesDH).  EI  vector  PCP  fue  creado  a  partir del  vector  binario

p87FWG2,0  (Clio  Peirano,  2013),  el  cual  se  digiri6  con  endonucleasas  con  la  finalidad  de

escindir un fragmento de 3599 pb, el que contenra el gen DXR (de la ruta carotenogenica), y de

afiadir un sitio de multiple clonamiento,  donde se encuentran los sitios de corfe de las enzimas

de restricci6n Xmal y Xbal, que corresponden a las endonucleasas utilizadas en este trabajo.  EI

vector  PCP  iitilizado  en   este  seminario  de  tftulo   posee  selecci6n   en   bacterias   mediante

espectinomicina  y  selecci6n  en  plantas  par resistencia  al  herbicida  BASTA,  codificado  por  el

gen Bar (Ay y cols, 2012).
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16  Estrateaia desarrollada

Para  lograr  los  objetivos  de  este  seminario  de tltulo,  en  primer  lugar,  se  utilizaron  los

vectores  de  expresi6n  pcambia  generados  en  los  seminarios  de  titulo  de  Francisca  Aguayo

(2010)  y  Patn.cio  Mandujano  (2008)  para  la  transformaci6n  estable  de  plantas  de  tomate.  Se

implements  un  sistema  de  transfomaci6n  esfable  mediante  organogenesis  somatl'ca,  con  la

finalidad  de  evaluar  la  inserci6n  del  transgen  en  el  genoma  de  las  plantas  seleccionadas  y

mediante  ensayos  de  actividad  SDH  se  evalu6  la  funcionalidad  de  la  SDH  bajo  los  distintos

promotores.   En  segundo  lugar,  Ios vectores pcambia fueron  utilizados para  la transformaci6n

:::,::t,:r'adedea::vt,::dded:a::t:'r::amn::r:;,opr::nst\udser::rp°:::|t:asc'::np;:s:'e:::afu=r::

transfomados con pcambia-GFP o que correspondfan a plantas no-transfomadas. Por tlltimo,

se   clonaron   las   secuencias   de   intefes.  de   los  vectores   pcambia,   coITespondiente   a   los

constructos  promoter-gen-terminador,  en  el  vector  PCP,  el  cual  tiene  resistencia  al  herbicida

BASTA,  y posteriormente se transform6 Agrobacferfum fumefac/.ens,  con  la finalidad de  utilizar

estos vectores en experimentos posteriores.
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Dados los antecedentes expuestos, a continuaci6n se presenfan los objetivos de este Seminario

de Tltulo.

2. OBJETIVOS

2.1. Obieti\/a General

Obtenci6n  y  analisis  de tomates transfomados estable y transitoriamente con  el  gen

que  codifica  para  sorbitol  deshidrogenasa  (SDH)  obtenido  de  Ma/us  x  domesfr.ca,  y

clonaci6n de dos SDH en el vector Pep

212.Obieti`/osEsl.ecificos

1.   Obtener  mtiltiples  l[neas  de  tomates  transformados  establemente  con  vectores  qiie

contienen el gen de sorbitol deshidrogenasa 6 GFP (control).

2.   Analizar si las plantas seleccionadas del proceso de organog6nesis contienen el.gen de

la SDH en su genoma.

3.   Realizar ensayos se actividad SDH de las plantas transformadas  establemente.

4.  Tran§formar transitoriamente frutos de tomate con  vectores que contienen el  gen  de  la

Sorbitol  deshidrogenasa  6  GFP  (control)  y  realizar ensayos  se  actividad  SDH  de  estos

frutos.

5.  Clonar el gen de la Sorbitol deshidrogenasa en el vector PCP, que presenta resistencia al

herbicida BASTA.
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3. rv]ATERIALEs y lvlETODos

3.1 REACTIVOS

Todos   los   reactivos   utilizados   presen{an   una  calidad   apropiada   para   las  tecnicas

empleadas  y  fueron  adquiridos  en  Fermentas,  Promega,  lnvitrogen,  Axygen,  Merck  y  Phyto

Technology Laboratories.

3.2  MATERIAL BloL6G[CO

3.2.1 CeDas de Escherichia coli v Agrobacterium tumefaciens Liti]izadas

Las cepas utilizadas de E.  co//. y A.  !umerao/.ens fueron  obtenidas en  los seminarios de

tltulo   de   Francisca  Aguayo   (2010)   y   Patricio   Mandujano   (2008),   ambos   realizados   en   el

laboratorio  de  Biologra  Molecular Vegetal  (Universidad  de  Chile).  Las  cepas  de  E.  co//. DH5a

presentaban genotipo:  supE44, A/acu169 (q)80/aczAM15),  hsdR17,  recA1,  endA1,  gyrA96,  ih/.-

1,  re/A1.   Por  otro  lado,   las  cepas  de  A.   fumefac/.ens  GV3101   presentaban  genotipo:  C58,

plasmido Ti curado, GenR.  Rip.  Fruto de los seminarios de tftulo anteriores,  se contaba con  E.

oo/i.   y   A.    !umefac/.ens   transfomados    con    el   vector   pcambia    1302   que   incorporaba

independientemente  uno  de  los  siguientes  constructos:  35S-MdsDH,  35S-LesDli,  35S-GFP,

PG-MdsDH,  PG-LesDH 6 PG-GFP.  Las cepas utilizadas para la clonaci6n en el vector PCP en

este seminario de tltulo son las nombradas anteriormente.

3.2.2 0btenci6n de frutos de tomate Dara ensavos de actividad SDH..

Para llevar a cabo ensayos de actividad mediante agro-infiltraci6n, se utilizaron tomates

(So/ant/in /ycopers/-or/in) adquiridos comercialmente y se[eccionados por presentar un nivel bajo

de maduraci6n  indicado  par su exocarpo con  coloraci6n verdosa y con fuerte resistencia a la

presi6n.
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3.2.3 0btenci6n de semil[as Dara la traTlsformaci6n estable de tomate

Se utilizaron semillas de tomate de 3 variedades distintas; Ailsa Craig, Red Cherry y la

variedad enana Micro-Tom,  para realLzar las transformaciones estables con vectores de sobre-

expresi6n  constitutiva  y  fruto-especlfica  para  la  SDH  de  toma{e,  y  sus  respectivos  controles

GFP.  Las  variedades  Ailsa  Craig  y  Red  Cherry  se  obtuvieron  comercialmente  (Thompson  y

Morgan,  RU)  mientras  que  la variedad  enana  Micro-Tom  se obtuvo  del  laboratorio de  Dr.  Nilo

Mejfa, Instituto de lnvestigaciones Agropecuarias (lNIA).

3.3 TRABAJO CON BACTERIAS

Bacterias E.  co/i. y A.  fumefac/ens fueron cultivadas durante  12 y 24 hr a 37 °C y 28 °C

respectivamenfe,  en  medio  LB  l[quido  (1%  triptona,  1%  extracto  de  levadura,  0,8  0/o  Nacl,  pH

7.0 a 25  °C) y s6lido (mezcla anterior suplementada con  1,5% de agar) a una agitaci6n de 220

rpm  para  el  caso  del cultivo en  medio  llquido.  Los  antl.bi6ticos  de  selecci6n  utilizados  para  E.

co//. fueron espectinomicina (100 mg/L) para las cepas transformadas con pCR8 o PCP.  Para la

selecci6n   de  A.   fumefact.ens   transformada   con   los   vectores   pcambia,   se   utilizaron   los

antibi6ticos  gentamicina  (100  mg/L;  resistencia  otorgada  por  plasmido  Ti),    n.fampicina  (12,5

mg/L; selecci6n cromos6mica de la cepa) y kanamicina (100 mg/L;  resistencia otorgada por los

vectores  pcambia).  Para  la  selecci6n  de A.  {umefac/.ens  que  fue transformada  con  PCP.  se

utilizaron  los  dos  primeros  antibi6ticos,  pero se  reemplaz6  la  kanamicina  por espectinomicina

(100 mg/L).
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3.3.10btenci6n de celulas E. co//. auimjocomi)etentes

Para  la  generaci6n  de  E.  co/i. qiiimiocompetentes  se  utiliz6  el  metodo  de  Cac12.  Para

esto,   se   realiz6   un   pre-in6culo   de   cultivo   (100   |JL   de   celulas)   en   3   ml   de   LB   IJquido

suplementado con acido nalidlxico (100 mg/L).  Luego, se diluy6 el pre-in6culo en 100 ml de LB-

acido  nalidJxico  y  se  cultiv6  a  37  °C  hasta  alcanzar  una  D.O.Boo  de  0,5.  Posteriormente,  las

celulas fueron centrifugadas  (10  min,  1600 x g,  4 °C).  y el sedimento obtenido se resuspendi6

en  10 ml de Cac12 0,1  M.  La mezcla fue centrifugada durante 5 min en las mismas condiciones

mencionadas.   Luego,   se  procedi6  a   resuspender  las  celulas  en   10  ml  de  Cac12  0,1   M  e

incubarlas  en  hielo  por 30  m[n.  Finalmenfe se centrifugaron  las  muestras  (5  min,  1600 x g,  4

°C),  resuspendiendo el sedimento formado en 2 ml de Cac12 0,1  M y 600  ul de glicerol esteril.

Allcuotas de c6lulas (200 iJl) fueron almacenadas a -80 °C.

3.3,2 Transformaci6n de E. co// I]or aolDe t6rmico

A una al[cuota de E.  co//. quimiocompetente descongelada en hielo, se le agreg6120 ng

de  la  construcci6n de ADN  deseada,  incubando  la  mezcla  en  hielo durante  15  min.  Luego,  se

incubaron las muestras a 42 °C durante 30 seg para volver a ponerlas en hielo. Posteriormente,

Ias celulas fueron  incubadas en  1  ml  LB  (1  hr,  37  °C,  200-250  rpm)  y  sembradas en  LB-agar

suplementado con espectinomicina (100 mg/L).

3.3.3 0btenci6n de ce]ulas quimjocompetentes de A. fomefac/.eps

Para la generaci6n de c6lulas de A.  fumerac/.ens quimiocompetentes, se dej6 creciendo

5  ml  de  un  cultivo  suplementado  con  gentamicina  (100    mg/L)  y  rifampicina  (12,5  mgfl.)  en

agifaci6n   durante   18  hr  a  28  °C.   Luego  el   in6culo  fue  vertido  en   100   mL  de   LB   llquido

manteniendo las condiciones y las concentraciones de antibi6tjcos mencionadas hasta alcanzar

una  D.O.coo  de  0,5.  Posteriormente,  las  celulas fueron  mantenidas  durante  10  min  en  hielo  y

19



centrifugadas (3000 x g, 20 min, 4  °C).  Se resiispendi6 el sedimento en  1  ml de Cac12 20  mM

est6ril y frro. Al[cuotas de celulas (100 ul) fueron almacenadas a -80 °C.

3.3.4 Transformaci6n de A. fz/meraci.eps Dor golDe t6rmico

A  una  alfcuota  de  A.   {umefac/-ens  quimiocompetente  descongelada  en  hielo,  se  le

adicion6150 ng de la construcci6n de ADN de intefes y luego se incub6 por 5 min en nitr6geno

llquido.  Posteriormente,  se descongel6 la mezcla a temperatura ambiente durante  15 min  para

luego ser incubada en medio LB a 28 °C durante toda la noche con agitaci6n.  Finalmente,  para

la  selecci6n  de  los  clones  transfomados  con   Pop,  se  sembraron  las  celiilas  en  LB-agar

suplementado  con  espectinomicina  (100  mg/L),  gentamicina  (100  mg/ml)  y  rifampicina  (12,5

mg/mL).

3.4  EXTRACC]ONES DE ADN

3.4.1   Puriflcaci6n de ADN Dlasmidial desde I. co/t..

Para extraer ADN plasmidial desde E.  co//., se dej6 crecer en agitaci6n durante 12 hr un

cultivo de 5 mL LB suplementado con los antibi6ticos apropiados (secci6n 3.3).  Posteriormente,

se extrajo el ADN  plasmidial utilizando el kit Axyprep" plasmid miniprep (Axygen  Biosciences)

segtin las especificaciones del fabn.cante. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C.

3.4.2 Purificacz6n de ADN Dlasmidial de A. twnefaci`ens

Para extraer ADN plasmidial desde A. fumerac/.ens, se dej6 crecer en agitaci6n durante

12  lir  un  cultivo  de  5  mL  suplementado  con   los  antibi6ticos  apropiados  (secci6n  3.3).   Se

tomaron  2  mL  del  cultivo  y  se  centn.fug6  (7000  x  g,   1     min).   Luego  el  sedimento  se  agit6

vigorosamente y se afladi6100 uL de solllci6n I (50 mM glucosa,10 mM EDTA, 25 mM TrisHCI

pH 8), se agit6 y se incub6 durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se anadi6 20
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uL  de  una  soluci6n  de  lisozima  (20  mg/mL),  se  agit6  y  se  incub6  durante  15  min  a  37  °C.

Inmediatamente   se   adicion6   200   HL   de  soluci6n   11   (0,2   N   NaoH,   1%   SDS),   se   mezcl6

suavemente invirtiendo el tubo 4 veces y se incub6 en hielo durante 5 min. Se afladi6150 pL de

soluci6n  Ill  (acetate de potasio 5 M,  acido ac6tico glacial  12%v/v),  se mezcl6 vigorosamente y

se incub6 en  hielo durante 5 min.  Luego se centrifug6 (12.000 x g,  5  min),  el sobrenadante se

traspas6  a  tubos  limpios  y  se   le  afiadi6  400   uL  de  una  solilci6n  fenovcloroformo/alcoliol

isoamilico  (25:24:1),   se  mezcl6  y  posteriormente  se  centrifug6  (12.000  x  g,     5  min),   y  el

sobrenadante se traspas6 a un tubo nuevo. Se repiti6 el tiltimo paso dos veces. pero la segunda

vez solamente con cloroformo.  Posteriormente se afladi6 300 uL de isopropanol y se incub6 en

hielo por 10 min. Se centrifug6 (12.000 x g, 5 min) y se lava el sedimento con 500 Ill de etanol

70%.  Se  volvi6  a  centrifugar  en  las  mismas  condiciones.  Se  dej6  secar  el  sedimento  y  se

re§uspendi6  en  50  iJL de TE  (10  mM  TrisHcl,1  mM  EDTA) suplementado con  ARNasa A   (2

mg/mL).

3.4.3 Purificaci6n de ADN aen6mjco desde plantas de tomate

Para  extraer  ADN  gen6mico  de  tomates,  se  sigui6  el  protocolo  descrito  par  Doyle  y

Doyle (1987).  Se molieron  100  mg de tejido previamente congelado en  nitr6geno l[quido en  un

tubo de 1,5 mL en presencia de 700 uL de tamp6n CTAB (CTAB 2% p/v,  Nacl 1,4 M,  EDTA 20

mM  y  Tris-Hcl  100  mM  pH  8).  La  mezcla  fue  calentada  a  60  °C  durante  30  min.  Luego,  se

centrifug6 (15.000x g, 5 min) y se traspas6 el sobrenadante a un tubo limpio. Posteriormente, se

agreg6  700  uL  de  una  mezcla  cloroformo:alcohol  isoamilico  (24:1)  y  se  mezcl6  por inversion

durante 5 min.  Una vez resuspendida la muestra, se centrifug6 (5.700 x g, 5 min) y se transfiri6

la fase superior a un nuevo tubo de microcentr[fuga.  Luego,  a la fase acuosa recuperada se le

agreg6 650 uL de isopropanol  para precipitar el ADN.  Esta  mezcla se incub6 a -20 °C durante

30 min y se centrifugd (15.000 x g,10 min) para luego descartar el sobrenadante. Al precipitado
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se  le  agreg6  700  uL  de  etanol  70%  frfo,  se  centrifug6  (15.000  x  g,  5  min,)  y  se  elimin6  el

sobrenadante. EI ADN se sec6 a temperatura ambiente, durante 20 min y se resuspendi6 en 20

Ill de agua NP.

3.5  mETODos DE BIOLOGiA MOLECuLAR

3.5.1Cuantificaci6n v analisis de la calidad del ADN total

3.5.1.1  Visualizaci6n y ouantificaci6n mediante geles de agarosa

Las  muestras  de  ADN  fueron  visualizadas  y  analizadas  en  geles  de  agarosa  de

concentraci6n  variable  (0,7%  a  1,5%)  dependiendo  del famafio  del  producto esperado.  Como

marcador  de  peso  moleciilar  se  us6  Gene  Ruler"  (Fermentas®).  Todos  los  geles  fueron

preparados con tampon TAE IX (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1  mM, pH 8) y bromuro de etidio 1

ug/mL. Las muestras fueron mezcladas con famp6n de carga (Azul de bromofenol 0.25%, xilene

cianol 0.25% y glicerol 80%) en proporci6n 6:1  previo a ser cargada§ en el gel.  La electroforesis

fue realizada a  una diferencia de potencial entre 80 y  110 V diirante 40  min.  Los geles fueron

visiializados  con  un  trams-iluminador  UV  y  las  imagenes  captadas  (GeneGenius  Classic  de

SynGene9 fueron evaluadas mediante Image J.

3.5.1.2 Cuant.ificaci6n y analisis de calidad mediante espectrofot6metro.

Todas  las  extracciones  de  ADN  gen6mico  de  tomates  fueron  cuantificadas  (A2co)  y

analizadas     para     constatar     su     Pureza     (razones     A26o/A28o     y     A26alA2co)     usando     lln

espectrofot6metro  (NanoDrop®  ND-1000  UV-VIs).  El  valor  de  la  relaci6n  A26o/A28o  aceptada

para extracciones puras de ADN debe estar cercano a 1.8 y 2.0, respectivamente, mientras que

Para la relaci6n A26o/A230 1oS valores para muestras puras de ADN se encuentran en el rango de

1.8 y 2.2. Valores que se alejan a lo mencionado en ambos parametros revelan la presencia de

compuestos organicos o prote[nas.
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3.5.2 Diseilo de I)artidores esDeoificos Data [a clonac]6n en vector Pep

Para  el  diseflo  de  partidores se usaron  las secuencias de  los  clones  obtenidos  de  los

seminarios de titulo de Francisca Aguayo (2010) y Patricio Mandujano (2008),  correspondientes

a  los  vectores  pcambia  1302  que  llevaban  los  fragmentos  35S-MdsDH,  35S-LesDH,  PG-

MdsDH  o  PG-LesDH.  Se disefiaron 4  pares  de  partidores,  para cada  uno de  los 4 vectores

mencionados.   Los   partidores   presentan   una   longitud   variable   entre   25   y   31   nucle6tidos,

incluyendo los sitios de restricci6n incorporados. Todos los partidores en sentido hibr].dan con el

extremo  5'  del  promoter corre§pondiente  (35S  o  PG)  y a  estos  se  les  afiadi6  el sitio  de corfe

para la enzima Xmal en el extremo 5'. A su vez, todos los partidores en antisentido hibridan con

el extremo 3' del teminador NOS y tienen afiadida en el extremo 5' el sitjo de corte para Xbal.

Se comprob6 que  los sitios de corte que se  utilizaron  en  los  extremos  de los  partidores  no se

encontraran  en  el fragmento  a  amplificar,  el  cual  se  compone del  promoter constitutivo 35S  6

del promoter fruto-especlfico PG,  el gen de la sorbitol deshidrogenasa de manzana (MdsDH) o

de  tomate  (LesDH)  y  finalmente  el  terminador  NOS.  Se  escogieron  estos  sitios  ya  que  se

encuentran en  el sitio de mtiltjple clonamiento  del vector PCP,  el cual  es el vector de destino.

Tanto Xmal como Xbal son sitios de corte tlnico den{ro del sitio de multiple clonamiento, aunque

el  sitio  de corte  de Xbal  se  encuentra tambien  en  otra zona  del  vector que  no  interfiere  en  el

proceso de clonaci6n. Las secuencias de los partidores utilizados §e encuentran en Tabla 11.

3.5.3 Reacclone§ de PCR

Para  los  procesos  de  clonaci6n,  se  utiliz6  Ia  enzima  Pfu  polimerasa,  la  cual  exhibe

actividad  exonucleasa  en  sentido  3'+5.  impidiendo  la  incorporaci6n  de  nucle6tidos  erfoneos

durante la polimerizaci6n,   que la permite ser una enzima de alta fidelidad.  La mezcla conten[a 1

X tampon  de  reacci6n  suplementado  con  Mgs04,  0,2  mM  dNTPs,  0,5  uM  de  los  partidores
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sentido y antisentido,  1  ul de ADN,  1  U de Pfu polimerasa recombinante (Fermentas) y agua NP

suficiente para completar un volumen final de reacci6n de 20 uL.

El  protocolo general  para las otras  reacoiones de  PCR  realizadas,   utilizaron  la enzima

Taq  ADN   polimerasa  de   lnvitrogen   debido  a  su   mejor  rendimiento.   La   mezcla  general  se

dispuso de la siguiente manera:  1X tampon de reacoi6n Taq polimerasa, 0,2 mM dNTPs, 0,5 HM

de los partidores sentido y antisentido,  1  U de Taq polimerasa, ADN como molde (1  ug) y agua

NP suficiente para completar un volumen final de reacct6n de 20 uL.

3.5.4 Reacci6n do PCR do colonia

EI  PCR  de  colonia  es  una  variante  del  PCR  tradicional  en  que  se  usa  como  molde el

cultivo de bacterias directamente (1  ijl de cultivo  D.0 0,8).  Se analizaron  las colonias de E.  co/i.

transformada§   con    las   construcciones   pCR8-35S-MdsDH,    pCR8-35S-LesDH,    pCR8-PG-

MdsDH,  PCP-35S-MdsDH,  Pep-35S-LesDH y Pop-PG-MdsDH  mediante este metodo.  En el

caso de  las colonias de A.  tw77efac/'ens,  se confirmaron que  portaran  las construcciones  PCP.

La  reacci6n  de  PCR  se  realjz6  mediante  el  protocolo  general  detallado  en  la  secci6n  3.5.3.

Como  controles  negativos  se  utilizaron  agua  NP  y  cultivo  bacteriano  sin  transfomar.  Como

control positivo se us6 ADN plasmidial de la construcci6n correspondiente.

Tabla I. Programas de PCR utilizados para el desarrollo de este Seminario de TItulo

18S / Higro:  Programa de PCR utilizado para comprobar la integridad del ADN   mediante la amplificaci6n
de una parte del gen de le subunidad ribosomal  78S usando partldores 18S5'y 18S3', y para confirmar la
transformaci6n  eatable  de  tomato  a  trav6s  de  la  amplificaci6n  de  un  fragmento  del  gen  Apt//  usando
partidores HigroF e HigroR.

.....EiiiL±.±    Tiempo       N° de cic|os
1 1 95 5min 1

2
1 95 40 sea

372 50 1min

3 72 30 sea
3 1 72 10 min 1

10
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35SIvld/ 35SLe clonaci6n:  Programa de PCR usado para la amplificaci6n de los fragmentos 35S-MdsDH
o 35S-LesDH  mediaute Pfu  polimerasa,  usando el partidor en sentido 35SMDF 6 35SLeF y el antisentido
35SMDR 6 35SLeR. Lee fragmentos fueron amplificados a partir de los vectores pcamhia 1302.

Estado F'aso                  Temperatura  (°C)                   Tiempo                         N°  de  ciclos

1 1 95 2min 1

2
1 95 1min

322 53 40 sea
3 72 4 min 15 sea

3 1 72 10  min 1

10

PGMd clonaci6n:  Programa de PCR usado para la amplificacf6n del hagmento PGMdsDH mediante Pfu
polimerasa   usando   el   partidor  sentido   PGMDF   y   el   partldor  antisentido   PGMDR.   El   fragmento  fue
amplificado a partir del vector pcambia 1302.

IIIIIEiii=IIIIIIEii2_ ran-.I.T]-rfeil]fii!lm                    -[a. il.I.                        LIEI=fmTi].

1 1 95 5min 1

2
1 95 1min

322 56 40 sea
3 72 4 min 45 sea

3 1 72 10  min 1

10

PCR  colonia:  Programa  de  PCR  utilizado  para  comprobar  que  las  colonias  de  E.  co/i'  transformadas
contlenen  el  inserto  de  intefes  que  previamente  Se  lig6  en  el  vector de  clonaci6n  pCR8.  Mediante  este
programa es posible visualizar los fragmentos amplificados para 35S-MdsDH,  35S-LesDH y PG-MdsDH.
Para estos PCR se utiliz6 la enzima Taq polimerasa.

.±........±.±.±  Node c`clos
1 1 95 5min 1

2
1 95 1m n

322 53 1m n
3 72 2 min 30 sea

3 1 72 10  min 1

10
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Tabla 11, Partidores utilizados en este Seminario de T[tulo.

Partidor Secuencia Partidor  (5' + 3') Descripci6n

35SMDF CCCGGGCGCCITCAGIITAGCITCAT
Disehadce      para      amplificar     elfragmentodeADN35S-MdsDr+NOSPoseenrespectivamentoel

35SMDF`PGMDF TCTAGAAGTITAATTCCCGATCTAGTAACATCCCGGGTAAGTACCATCACATAAITGAGACG sitiodecorteparaxma/(partldorensentido)ytoo/(partidorantisentido)sLibrayados.Juntasampljficanunfragmeutode1995pb.Parfedoresdiseffado8paraamplificardemaneraespeclficaelfragmentodeADNPG"dsDH-NOS.Poeeenrespectivamenteel

PGMDR35SLEF TCTAGACACTGATAGTTTAATTCCCGATCTACCCGGGGCCTTCAGlllAGCITCATGG sitio de corte pare X/rna/ (partidor ensentido)yXZ>a/(partidorantisentido)subrayado8.Juntosamplificanunfragmentode2233pb.PartidoTesdisehadceparaamplificardemaneraespeeifeaelfragmentodeADN35S-LesDl+NOS.Poseenrespectivarnenteel

35SLERPGLEF TCTAGACTCTTAGGiTrAcccGccAACCCGGGTAAGTACCATCACATAATTGAGACG side de corte para Xma/ (partidor ensontido)yXba/(partidorantisentldo)subrayados.Juntasamplfficanunfragmeutode1980pb.PartidoresdisefladosparaamplificardemaneTaespectficaelfragmentodeADNPG-LesDH-

PGLER TCTAGACACTGATAGllTMTTCCCGATCTA NOS.   Poseen   respectivamente   ela.itlodecottepareXm8IyXbalsubrayados.Juntosamplificanunfrogmentode2173pb.

18S 5, TTGAITACGTCCCTGCCCTTT                          r Partidore8   utilizados   pare   verificarfairitegridaddolADN.Amplifican

18S 3,M13F ACAATGATCCTTCCGCAGGTGTAAAACGACGGCCAG un fragmento de  196 pb del gen deARNribosomal18S(18S[ADN).Partidoresutilizadosparesecuenciarlasconstrucctonesen

M13RHigroF CAGGAAACAGCTATGACllTGTGTACGCCCGACAGT pCR&Partidores   en   sentido   (F)   y   enantjsentido(F`)disefiadospapaamplificarunfragmentolntemode

Higro R MGACCTGCCTGAAACCGA 500    pb    del    gen    que    codifeafesistonctaaHisromicina(Apt/0.

26



GGCAACTAGTAAAATGGGCAAGGGAGGC

GGCAGCTAGCAIITACTATAGATTAAACATG

GAGGGTGAAGGTGATGCAAC

CAGGTAATGGITGTCTGG

GGCAACTAGTCTAATGGGTAAAGGAGGC

GGCAGGTGACCIThACAAAITAAACATGAC

Dis8nados  paTa  amplificar  el  ADN
de   AWSDH.   Juntce   amplifican   iin
fragmento de 11 19 pb (Mc7SDHa.

Partidores  util.mados  pars  vchficar
la  insorci6n  de GFP en  el genoma
de     las     plantas     transformada8
establemente. Juntos amplifican  un
frogmento   interro   de   510   pt>   de
GFP.

Partidores          diseflados          para
amplificar    el    ADNc    d®    LesDH.
Juntos  amplifican  un  fragmento  de
1072 pb.

3.5.5 Purificaci6n de ADN desde q®les do aqarosa

Fragmentos de ADN de intefes fueron purificados a partir de geles de agarosa mediante

el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean Up System de Promega.

3.5.6 Secuenciaci6n

La  secuenciaci6n  de  los  ADN   plasmidiales  fue  realizada  en   Macrogen   Co.   (USA),

usando los partidores M13F, M13R,  MdF,  MdR,  LeF y LeR (secci6n 3.5.4).

3.5.7 Clo.narmiJ¢mto de fragmentos de intore8 col el sistoma DCR®8

El  sistema  pCR®8/GWITOPO®  de  lnvitrogen   permite  clonar  productos  de   PCR  que

contengan en su extremo terminal 3'desoxiadenosina (A) debido al apareamiento de bases que

ocurre  con  la  desoxitimidina  desapareada  que  posee  el  vector  en  su  sitio  de  clonamiento.

Ademas,  este  vector  de  2,8  kb  ciienta  con  una  enzima  del  tipo  topoisomerasa  unida  a  la

desoxitimidina,  la cual ayuda efictentemente en la ligaci6n de ambos ADN (vector e inserto).

Pare  utilizar este sistema,  fue necesario agregar en forma  previa  una  adenina terminal

en  los extremos 3'  del producto de PCR purificado (promotongen-teminador) obtenida con Pfu
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polimerasa (secci6n  3.5.3).  Con este objetivo,  se realiz6 una mezcla que contenla:  1X tampch,

1,5  mM  Mgc12,  02  mM  dATP,  0.5  U  de  Taq  ADN  polimerasa  y  250  ng  de  producto  PCR

purificado.  La  mezcla  se  incubd  a  72  °C  durante  30  min.  Luego,  se  realize  la  reacci6n  de

ligaci6n  con  el vector pCR8  en  una  mezcla que contenra  1  uL de vector,  1  uL de de soluci6n

salina  y 4  uL  de  producto  de  PCR.  La  mezcla  se  incub6  a  4  °C  durante  10  lioras y  luego se

transform6 E co/i (secci6n 3.32).

358 Diaestiones enzimatjcas
`

}

I

3.5.8.1  Digestiones enzimaticas para la confirmaci6n de clones positivos

Para  confirmar  la  identidad  de  los  fragmentos  clonados  en  los  vectores  pCR8-35S-

MdsDH,  pCR8-35S-LesDH  y  pCR8-PG-MdsDH,  se  realizaron  ensayos  de  restricci6n  con  la

endonucleasa EcoRI,  le cual digiere justo 5. y 3' del fragmento clonado  para el caso de  pCR8-

335S-LesDH.  Para los otros 2 vectores fa enzima deberFa digerir 3 veces,  las dos mencionadas

anteriormente  mas  un  sitio  intemo  presente  en  el  ADN  de  MctsDfJ2.  La  mezcla  para  cada

reacci6n se realiz6 en un volumen final de 20 ul que contenra  lx tampon EcoRl,  1  U de enzima

EcoRI y 500 ng de ADN plasmidial. fodas las reacciones de digesti6n fueron incubaclas a 37 °C

durante 12 hr.

3.5.8.2 Digestion enzimatica seouencial pare la clonaci6n en vector PCP

Se  utilizaron  las  enzimas Xmal  y Xbal  para  clonar  los fragmentos  de  intefes  en  PCP.

Sin embargo,  estas enzimas no eran compatibles en  ninguna soluci6n tampon.  Por lo tanto,  se

procedi6 a realizar una digesti6n enzimatica seciiencial. Primero se digiri6 con Xmal a 37 °C por

16 h, en un volumen total de 20 lil compllesta par lx tampon Xmal,  1  U Xmal y 500 ng de ADN

plasmidial.  Posteriormente las muestras se resolvieron en un gel y las bandas correspondientes

al vector linearizado se  purificaron  mediante el  kit Wizard® SV Gel and  PCR Clean  Up System

de Promega.  Una vez purificadas las bandas,  se comenz6 la segunda digestl.6n enzimatica con

Xba[ a 37 °C, durante 8 hr, en un volumen total de 20 HL que contenia  lx tampon  React2,  1  U
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Xbal  y  500  ng  de ADN  de  la  muestra  purificada anteriormente.  Este  mismo  procedimiento  se

utiliz6 para digerir el vector Pop.

3.5.9 C[onamiento de fragmentos de iritepes en el vector PCP

Luego de las digestiones enzimaticas con  las enzimas Xmal  y Xbal  (secci6n  3.5.8),  la

ligaci6n de los fragmentos obtenidos se llev6 a cabo utilizando ADN T4 ligasa (Promega).  Cada

mezcla de reacci6n contenfa  150 ng del vector PCP,  50 ng de inserto,1X tampon  ligasa y 1  U

de ADN T4 ligasa.  Las  mezclas fueron  incubadas a 37 °C durante  12  hr.  Luego se procedi6 a

transformar E.  co//. (secci6n 3.3.2).

3.6 ANALIS[S DE EXPRES16N

3.6.1 Transformaci6n transitoria de frutos de tomate

Los  clones  de A.  fumeracr.ens  portadores  de  los  vectores  pcambia  PG-MdsDH,  PG-

GFP,  35S-MdsDH  a  35S-GFP  fueron  crecidos  en  medio  LB  liquido  suplementado  con  los

antibi6ticos   de   selecci6n    hasta   alcanzar   D.06oo   cercana   a   0,8.    Las    bacterias   fueron

sedimentadas mediante centrifugaci6n (5000 x g,  5 min) y se resuspendieron hasta una D.06oo

de 0,8 en medio de infiltraci6n (Ml; medio MS IX, sacarosa 20 g/L y acetosiringona 200 uM).  La

suspension  obtenida  se  us6  para  agro-jnfiltrar  frutos  de  tomate  utilizando  jeringas  BD  u]tra-

fine"ll   con   aguja   de  5   mm.   Cada  fruta  se  transfoml6  transitoriamente   con   los   distintos

constructos,  !nyectando suavemente 800 Ill de suspension a 34 mm de profundidad con el fin

de minimizar el dafio en el fruto,  Para cada vector se hicieron  5 feplicas  bio[6gicas y cada una

de estas tenra 3 feplicas tecnicas. Los frutos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 4

dfas  (Orzaez  y  cols,  2006).  Transcurrido  esfe  tiempo,   se  cosecharon   las  muestras  agro-

infiltradas y se les extrajo prote[nas totales.
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3.6.2 Extraccj6n do DroteTrias desde fuJtos de tomato

Para extraer las protefnas tofales de frutos, se sigui6 el protocolo descrito por Lo Bianco

y Rieger (1998).  Para esto, se cort6 iina porci6n de mesocarpo y se pesaron 3 g, luego se moli6

en un mortero hasta obtener una pasta. Se agreg6 3 mL de la soluci6n 1  (Tris-Hcl 0.1  M pH 9.0,

gljcerol 8% v/v, 2-mercaptoetanol 20  mM) y se contjnu6 moliendo en  presencia de 'a soluci6n.

Posteriormente se agreg6 3 mL de soluci6n 2 (PVPP  1%  p/v,  Tween-20 0,1% v/v) y se mezcl6

bien.  Se  colocd  una  gasa  sobre  un  tubo  Falcon  de  50  mL  y  se  verti6  la  suspensi6n  dejando

pasar s6lo la parte lfquida y descartando la gasa con el resto de pulpa.  Rapidamente se llev6 el

tubo al hielo y posteriormente se centrifug6 (14000 x g,  15 min, 4°C) de§cartando el sedimento y

conservando en hielo el sobrenadante, para ser utilizado inmediatamente en la cuantificaci6n de

proteinas tofales y analisis de actividad.

3J53 Cuantificaci6n de Droteinas tofales

Para la cuantificaci6n  de  proternas totales se  utiliz6 el  reactivo Bradford.  Para esto,  se

hizo  una  curva  de  calibraci6n  con  la  protefna  BSA  (albtlmina  de  suero  bovino)  y  el  reactivo

Bradford.  Se  realizaron  6  estandares con  diferentes concentraciones  de  la  proterna  (desde  0

Llg/mL hasta  10 ng/uL).  La mezcla contenla 500 Ill de reactivo Bradford en un volumen final de

1  mL y  las  muestras se  midieron  en  el espectofot6metro  (Perkin  Elmer,  Lamba EZ201)  a  una

longitud de onda de 595 nm.   Una vez obtenida la curva de calibraci6n,  se calcul6 la ecuaci6n

de la recta obtenida con los puntos analizados y 6sta se utiliz6 para cuantificar la concentraci6n

de  protelnas  de  cada  extracto  crudo  obtenido.  Para  esto  se  hizo  una  mezcla  de  500  HL de

reactivo Bradford, 497 LiL de agua NP y 3 uL de extracto de protelnas totales.
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3.6.4 Medici6n de activjdad en los e)ctractos de Drote[nas

Para la medici6n de actividad de SDH en los extractos de protefnas, se hizo una mezcla

de soluci6n de actividad (Tris-Hcl 0,1  M pH  9,5,  sorbitol 300 mM, Zns04 3  HM) con el extracto

crudo de protelnas (Lo  Bianco y Rieger,1998).  En  la  reacci6n  estandar,  se mezcl6 445 uL de

soluci6n de actividad, 50 uL de extracto de proteina (de concenti.aci6n variable dependiendo la

mues{ra) y 5 lil de NAD+ 100 mM el cual fue agregado al final para iniciar la reacci6n.  Se midi6

en  un espectofot6metro a una longitud de onda de 340 nm par 10 minutes con intervalos de 20

seg entre cada medida.  El control positivo correspondla a la misma reacci6n,  agregando 0,5  U

de  la  enzima  purificada  SDH  de  oveja  (Sigma)  en  vez  del  extracto  de  proteina.  Uno  de  los

controles negativos se hizo con  la reacci6n estandar,  sin sorbitol (control negativo de su§trato),

y el otro con  la reacci6n estandar sin  agregar el extracto de protefnas totales (control negativo

de protelna).

3.7 CuLTIVO IN VITRO Y TIIANSFORMAC]6N DE TOMATES

3.7.1  Esterilizaci6n v sembrado de semi[]as de tomate

Para la transfomiaci6n estable de tomate, se utilizaron explantes de plantulas cultivadas

/.n v/-fro. Para llevar a cabo el cultivo /.n wlro, se esterilizaron §emillas de tomate, variedades Ailsa

Craig,  Red  Cherry y Micro-Tom,  agitandolas durante  15 min  en  la soluci6n de esterilidad (10%

v/v  hipoclorito  de  sodio,  2  gotas  de tween).  Luego  las  semillas  se  lavaron  5  veces  con  agua

destilada   estenl   y  se   retir6   el   exceso   de   agua   mediante   papel   absorbente   previamente

autoclavado.  Posteriormente,  Ias  semillas  fueron  sembradas  en  placas  MS  (Medic  basal  MS

con  vitaminas,  sacarosa  15  g/L,  agar  6  g/L,  pH  5.8).  Las  placas  se  ubicaron  a  25  °C  bajo

fotoperlodo 16 hr luz a 2400 lux.
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3.7.2 0btenci6n de exDlante§ de tomate

3.7.2.1  Primer m6todo de obtenci6n de explantes de la variedad Ailsa Craig y

Red  Cheny

Plantulas de tomate de 7 dfas luego de su germinaci6n, fueron colocadas en  placas de

petri  est6riles con  una cantl.dad suficiente de agua destilada.  En  condiciones de esterilidad  los

explantes de tomate fueron preparados segtln metodo "flamingo" (Saker y cols, 2007; Pozueta y

cols,  2001)  removiendo  una  de  las  hoi.as  y  el  brote  meristematico  desarrollado  entre  ambos

co{i]edones.  El resto de la planta que incluye hipocotilo y una hoja del cotiled6n constituyeron el

explante blanco para su posterior transformaci6n.

3.7.2.2 Segundo m6todo de obtenc;ion de explantes de la variedad Micro-Tom

Se  tomaron  plantulas  de  tomates  de  8  dlas  desde  su  germinaci6n,  se  cortaron  los

cotiledones y se les removi6 los extremos distal y proximal.  Luego se cortaron transversalmente

en dos  parfes y estos explantes se  pusieron  inmediafamente en  media de co¢ultivo (secci6n

3.8.5)  con  la care abaxial  hacia abajo.  Se dispuso  los explantes de tomato ordenadamente en

una placa de petri para su posterior transformaci6n.

3.7.3 Transformaci6n de exDlantes medlante A. fumefac/eps

Cultivos de A. 1umefac/-ens portadores de los vectores pcambia 35S-GFP, 35S-MdsDH,

PG-GFP,  PG-MdsDH y PG-LesDH fueron crecidos hasta alcanzar una D.08oo de 0.2-0,3 (para

Micro-Tom) y de 0,8 (para Ailsa Craig y Red cherry),  y luego centrifugados (2.000 x g,15 min).

El sedimento fue resuspendido mediante agitaci6n  suave (150 rpm) en 20  ml de medio de co-

cultivo  lfquido.  Se aplic6 una gota de esta  soluci6n  sobre cada  explante de cotl.led6n  (secci6n

3.7.2).  Se dej6 la soluci6n  durante 15 min sobre cada uno de los explantes y luego se secaron
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usando papel absorbente esteri.I y se mantuvo a  los explantes en  medio de co-cultivo (secci6n

3.7.5)  durante 48 hr en oscuridad a 25 °C.

3.74 Reqeneraci6n de exDlantes de tomate mediante oraanoa6nesis somatica.

Luego de 48 hr en medio de co-cultivo s6lido,  los explantes fueron transferidos a placas

petri  con  media  de  inducci6n  (secci6n  3.7.5),  y  cambiados  semanalmente  a  medio  fresco

durante  7no   semanas.   Se   realizaron   dos   controles  de  transformaci6n:   el   control   Dositivo

consisti6 en explantes de cotiledones sin transformar y puestos en el medio de inducci6n sin el

antibi6tico de selecci6n  hisrornieina,  mientras que para el control neaativo,  explantes sin  haber

sido co-cultivados con A.  fumefacierls, fueron sembrados en  medio de inducci6n siiplementado

con hisromicina.

Brotes verdes bien formados de 1  cm de altura fueron transferidos a frascos de plastico

con medio de elongaci6n y enraizamiento (secci6n 3.7.5), y transferidos semanalmente a medio

fresco durante 7 semanas.  Se dej6 en este medio hasta que a las planfas le salieron un gran

nnmero de  rafoes.  Lilego de 3  meses y medio,  se obtuvieron  plantulas de tomate con  rafoes

suficientes  pare  su  aclimataci6n  a  tiema`  Para  el  cultivo  en  invernadero,  se  trasplantaron  las

plantulas  oultivadas  in  vifro  a  maceteros  con  una  mezcla  de  tierra  de  hQja:vermiculita  (2:1)  y

ccondiciones de 16 hr de luz y 8 hr de oscuridad a una temperatura constante de 22 °C.  Para fa

aaclimataci6n de  las  plantas,  estas inicialmente fueron  cubiertas con  un vaso plastico con  el fin

de mantener la humedad con la que estuvieron durante el oultivo jn Vlmcl y luego cle 2 semanas

se  le  hizo  pequefios agi+jeros  en  su  parte superior.  Luego  de 4  semanas en  aclirnataci6n,  se

comenzaron a destapar las plantas gradualmente, para finalmente destaparlas por complete en

un pertode de 2 meses.

3.75. Medios Bara el desarrollo /h-vi&ro de plantulas de tomato
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A  continuaci6n  se  presenta  dos  Tablas  que  resumen  todos  los  componentes  de  los

distintos  medios  en   los  que  se  desarrollaron   las  plantas  de  tomate  de   las  3  variedades

descritas.  La  Tabla  Ill  corresponde  a  las variedades Ailsa  Crajg  (Extraida  de Aguayo,  2010)  y

Red Cherry,  mjentras que la Tabla lv corresponde a la variedad  Micro-Tom (Pino y cols, 2010).

Las cantidades se han asignado para un volumen de 1  L.

Tabla 111. Composlc]6n de medfos pare las varledades Ailsa Cralg y Red Cherry

Composici6n
Medio MS

Germinaci6n
Mediode      Mediode           Mediode
lnducci6n    Elongaci6n    Enraizamiento

MS sales (g)
Sacarosa (g)
Agar-agar (g)
pH

BAP (mg)
IBA (mg)
NAA (mg)
Acetosiringona (LJM)
Higromicina (mg)
Cefotaxime (mg)

300

Table IV. Composlci6n de medios para la varjedad ®nana Micro-Tom.

Composici6n
Medio MS

Germinaci6n
Medio de         Medio de
lnducci6n      elongaci6n y

enraizamiento
MS sales (g)
Sacarosa (g)
Agar-agar (g)
pH

BAP (mg)
IBA (mg)
NM (uM)
Acetosiringona (uM)
Higromicina (mg)
Cefotaxime (mg)
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3.7.6  Analisis mediante PCR Dara confimar plantas de tomato transa6nicas

Para de{erminar la inserci6n estable en  el genoma  de tomate,  variedad Ailsa Craig,  se

amplific6  el  gen  de  resistencia  a  higromicina  mediante  PCR.  Se  extrajo  ADN  gen6mico  de

tomates silvestres y transformantes,  y se utiliz6 el programa denominado Higro y los partidores

HigroF  e  HigroR  (secciones  3.5.2  y  3.5.3).  Como  control  negativo  se  utmz6  ADN  de  tomate

si[vestre  y  como  controles  positivos,   se  us6  ADN   plasmidial.   Para  determinar  la  inserci6n

estable en el genoma de tomate, variedad Micro-Tom, se amplificaron los genes MdsDH y GFP.

Como  control  negativo  se  utilizaron  plantas  silvestres  y  como  control  positivo  se  u§6  ADN

plasmidial.
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4. RESULTADOS

4.1. Generaci6n de plantas de tomato transfomadas establemente

4.1.1. Primer intento de qeneraci6n deplantas transgenicas de tomato

Para realizar la transformaci6n estable de la planta de tomate, se utilizaron cepas de A.

twnerac/.ens   portadoras   de   los   vectores   35S-MdsDH,   35S-GFP,   PG-MdsDH   y   PG-GFP

obtenidos de los seminarios de tltulo de Patricio Mandujano (2008) y Francisca Aguayo (2010).

Explantes de la variedad Ailsa Craig se transformaron establemente y se sometieron al proceso

de  organogenesis  somatica  (secci6n  3.7.4).  Este  es  un  procedimiento  de  propagaci6n  /.n-v7.fro

que permite generar brotes de plantas a partir de un tejido diferenciado, tales como las hojas.

Para  la  transformaci6n  estable.  se  utilizaron  explantes  obtenidos  de  cotiledones  de

tomate, variedad Ailsa Craig crecidos en condjciones /.n v/.fro,  7 dfas transcurrida la gerrninaci6n

(secci6n  3.7.4).  Cotiledones  de  3  cm  de  longitud  fueron  seleccionados  y  preparados segtln  el

metodo flamingo (Saker y cols, 2007;  Pozueta y cols, 2001), que se puede apreciar en la Figura

4.a.

El  m6todo  flamingo   implic6  el  corte  de   una  de   las   hojas  del  cotiled6n   y  el   brote

meristematico  desarrollado  entre  ambas  hoj.as.  En  la  Figura  4.C  se  presentan  explantes  tipo

flamingo   reci6n   transformados   con   A.   fumefact.ens   portadora   de   los   vectores   de  sobre-

expresi6n.  Luego,  los  explantes  transformados  con  cada  vector  fueron  cultivados  en  medios

suplemenfados  con  higromicina  para  la  selecci6n  de  plantas  que  jnsertaron  en  su  genoma  el

transgen, durante todo el proceso de organogenesis. Se aprecia el engrosamiento del diametro

de  los  explantes,  lo  qiie  refleja  la  acci6n  de  A.  fumerac/.ens  y  de  las  hormonas  BAP  e  IBA

suplementadas en el medio de cultivo (Figura 4.D).   La fomaci6n de callo se observ6 a partir de

la  tercera  semana  de  cultivo  en  este  medio  y  transcurrida  la  quin fa  semana  se  observ6  el
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desarrollo de brotes .  Explantes que desarrollaron callos de color care oscuro (signo de muerte

par higromicina) fueron descartados. Se observa la elongaci6n de los brotes avanzada la cuarta

semana  de cultivo  en  medio  sin fitohormonas  (Figura  4.E).  Se  transfirieron  estos  explantes  a

frascos con medio MS suplementado con IBA para favorecer el enraizamiento.

Como  control  positivo  se  utilizaron   plantulas  V\/T  no  transformadas  y  sometidas  al

procedimiento de regeneraci6n /.n-vffro.  Estas presentaron un desarrollo similar al observado en

explantes  transformantes  durante  el  proceso  de  organogenesis.  En  cambio,  como  controles

negativos  de  tran§fomaci6n,  se  utilizaron  plantas  no  transformadas  (V\/T)  y  crecidas  con  el

antibi6tico  de  selecct6n.  Estas  fueron  dfasticamente  afectados  por  higromicina  a  partir  de  la

tercera  semana  de  cultivo  en  medio  de  inducci6n  (dates  no  mostrado§)  y  posteriormente

murieron.

De   los  4  vectores   con   los   que   se   transform6,   solo   se   obtuvo   brotes   y   planfas

regeneradas  de  la  llnea  PG-GFP,  las  cuales  se  observan  en  la  Figura  4.F.  El  procedimiento

implic6  transformar 452  plantulas  durante  todo  el  proceso,  es  decir,113  plantiilas  para  cada

vector.  De cada plantula se obtienen  dos explantes  utilizando el  metodo flamingo,  por lo tanto,

corresponden  a  226  explantes  para  cada  vector.   La§  lfneas  presentaron  un  porcentai.e  de

regeneraci6n  de  alrededor  de  2,21%  (5  plantas).   es  decir,  aquellos  explantes  que  fueron

capaces  de  regenerar tejido  en  el  medio  /.n-v/fro  suplementado  con  hormonas  vegetales`  Sin

embargo,  la  lrnea  PG-GFP  fue  la  dnica  en  sobrevivir  la  selecci6n  y  por  lo  tanto,  presentar

porcentaje   de   transfomaci6n,   el   cual   fue   de   un   1,32%   (3   plantas).   El   porcenfaje   de

regeneraci6n fue calculado considerando todos los explantes que regeneraron y dieron origen a

brotes   con   respecto   al   tofal   de   explantes   transformados   por   llnea.    EI   porcentaje   de

transformaci6n fue calculado considerando todas  las  plantas  regeneradas que resultaron  tener

el   transg6n   luego   del   proceso   de   transformaci6n,   con   respecto   al   total   de   explantes

transformados por llnea.
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FIgura 4. Organog6nesls somatica de explantes de tomato AIlsa Craig transformados con el vector
PG-GFP mediante A. tun]efaofens. A: Semillas esterilizadas en medio MS de germinaci6n 8: Detalle del
corte tipo  flamingo  realizado  a  cotiledories  seleocionados  de 7  dias.  C:  Explantes  recien  transformados
con  A,  ftrmefacfens en  media  de  ccLcultivo.  D:  Explantes  mantenidos  en  media  de  indticci6n,  se  ve  fa
formaci6n del callo y desarrollo de brotes en un explante de 6 semanas E: Detalle de un explante luego de
4 semanas en medio de elongacidri.F: Explante de 5 semanas en medio de elongaci6n.

4.12.     An5[lsis de la jnserei6n del transden en tomates transa6nicos: Ailsa craia

Para corroborar la inserci6n del gen GFP en el genoma de las 3 plantas obtenidas de la

llnea PG-GFP, se realize una extracci6n de ADN a partir de hojas.  En primer lugar, se amplific6

el gen 18S pare verificar la integridad del ADN. En la Figura 5 se muestran los geles de agarosa

obtenidos.  Se  observa  que  amplific6  correctamente  el  gen  18S  de  la  planta  no  transformada

(V\/I)   como   el   de   las   plantas   transg6nicas   (Figura   5.A).   Posteriormente,   se   amplific6   un

fragmenfo   del   gen   de   GFP,   cuyo   famafto   de   banda   mide   500   pb   aproximadamente,

obteni6ndose este fragmento para las tres plantas transfomadas con el vector PG-GFP, no asl
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para  la  planta WT (Figura  5.a).  Finalmente.  para  corroborar los  resultados  obtenidos  del  PCR

de GFP,  se amplific6 el gen  de  resistencia a  higromicina,  cuyo tamaflo de  banda esperado es

510 pb (Figura 5,C).  Se obtuvo amplificado en la§ tres plantas transformadas con el vector PG-

GFP,  pero no se obtuvo amplificaci6n del gen en las plantas WT, como era de esperar ya que

estas plantas no poseen Apt// en su genoma.

PM             1               2               3           WT            C-            C+

A. 18S

B.GFP

C.hptll

•ffiLE¥_`ngt ffi, _ `_i ffiRT 200 pb
i' #RE

I---
`         `L-`::

''€

f-:::r

500 Db

510 pb

Figure  5: Ampfificaci6n  de  los  genes  18S,  GFP y  hpt]l  a  partir de ADN  gen6mico  de  plantas  de
tomate   transformadas   estab[emente   con   el   vector   PG-GFP,   y   obtenidas   del   proceso   de
organog6nesls 8omatica.   Los carrwes 1-3 corresponden a las tres plantas que se obtwieron de la linea
PG-GFP.  En A se muestra  la amplificaci6n del gen  18S,  el cilal  genera  una  banda de 200  pb.  En  a  se
muestra [a amplificacl.6n del gen GFP, el oval genei.a una banda de 510 pb. Se visualiza para las p]antas
transformadas,  no asi  pare [a WT.  En C se muestra ]a amplificaci6n  de[ gen de resistencia a higromicina
(hptll). C-: control negativo de la reacci6n de PCR. realizado con agua NP. C+: Control positivo.  realizado
con el ADN p[asmidial (PG-GFP).

Sin  embargo,   a   partir  de   la  quinta   semana  en   medio  de  elongaci6n,   las  plantas

comenzaron   a   ponerse   necr6ticas   en   algunas   hojas  y   no   sobrevivieron   en   este   medio,

impidiendo ensayos posteriores.  Debido a esto,  se busc6 otro metodo de regeneraci6n con  la

variedad Red cherry, con  la cual no se obfuvieron  resultados positivos (dates nos mostrados) y

con la variedad enana de tomate, Micro-Tom.

4.13     Seaundo intento de aeneracf6n de Dlantas transaenicas de tomate

Se  eligj6  la  variedad  enana  Micro-Tom  para  realizar  el  proceso  de  transfomiaci6n

estable con  los vectores 35S-MdsDH y 35S-GFP.  Micro-Tom fue originalmente creado para la
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jardinerla y tiene varias caracteristl.cas atiles,  como su  pequefio tamafio que  las  hace crecer a

una  alta  densidad,  pueden  dar semillas si  estan  bajo  fotoperiodo  corto  con  luz fluorescente  y

tienen  un ciclo  de vida  corto que  permite obtener frutos madiiros  a  los 90  dfas despues de  la

siembra (Hyeon-Jin Sun y cols., 2006).

Para  realizar este procedimiento se siguj6 el  m6todo  utiljzado  por Pjno y cols.,  (2010).

Se es{erilizaron  semillas que fueron  sembradas en  places con  medjo MS  (secci6n  3.7.2.2).  Se

cortaron los cotiledones de plantu[as de 8 dlas, se les extirp6 ambos extremos y se cort6 cada

cotiled6n por la mitad,  de manera que de cada plantula se obtuvieron 4 explantes (Figura 6.A).

Se  usaron  tambi6n  los  hipocotilos  de  estas  plantas.  Los  explantes  una  vez  cortados,  fueron

puestos  inmediatamente  en  placas  con  medio  MS  suplementado  con  acetosiringona  (secci6n

3.7.5), en el caso de las hojas con la cara abaxial hacia abajo.

Se  inocularon  los  explantes  con  la  suspension  de A.  £umerac/.ens (secci6n  3.7.3).  Los

explantes comenzaron a presentar engrosamiento del tejido a partir de la segunda semana. A

los 25 dfas presentaban pequefios brotes inducidos por la raz6n citoquininas: auxina del medio

(Figura   6.8).   A   los  45   dlas   del   proceso,   se  evidenciaron   numerosos   brotes,   los   cuales

presentaban pequefias hojas.  Estos brotes se separaron del callo en el cual se encontraban y

se  traspasaron  al  medio  de  elongaci6n  y  enraizamiento,  el  cual  no  esta  suplementado  con

hormonas vegetales (Figura 6.C). A los 2 meses y medio,  Ias plantas comenzaron a desarrollar

rafces y se alarg6 el periodo en este medio, mss del establecido en el protocolo, hasta que se

desarrollaran ralces fuertes y largas (Figuras 6.D y 6.E). A los tres meses y medio,  las plantas

fueron  sacadas  del  medio  de  elongaci6n  y  enraizamiento,  y  se  traspasaron  a  tierra,  en  el

proceso denominado aclimafaci6n  (Figura 6.F).  Este  paso  es crltico,  ya que la  planta sufre  un

desbalance   en   la   humedad   a   la   cual   ha   estado   sometida   durante   todo   el   proceso   de

regeneraci6n /.n-v/.fro.  Fue necesario hacer este procedimiento con mucha precauci6n,  evitando

romper las rarces de  las plantas al sacarlas del medio MS donde estaban  intrincadas.  Una vez

que se traspasaron  a tierra,  se les coloc6 encima  un  vaso  plastico transparente  invertido para
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mantener las  condicjones  de  humedad  similares  a  las  del  cultivo  /.n-vt.fro  (Figura  6.F).  Con  el

paso de  las semanas,  se  hizo algunos agujeros en  la parte superior del vaso  hasta destapar

completamente las plantas cuando tenlan 5 meses.

Para el proceso de transformaci6n se transformaron un total de  192 plantulas.  De cada

plan fa se obtjenen 4  explantes,  por lo tanto se transformaron  768 explantes para  las 4  lJneas.

De este total, las plantas que regeneraron y dieron origen a brotes y posteriormente a pequefias

plantas, correspondieron a 7 plantas para la l[nea 35S-MdsDH y a 10 plantas para la llnea 35S-

GFP; de las cuales resultaron ser efectivamente transformantes 5 y 7 plantas respectivamente.

Como se transformaron  192 explantes  por l[nea,  el  porcentaje de  regeneraci6n  obtenido de la

I[nea   35S-MdsDH   correspondi6   al   3,64%   y   el   porcentaje   de   transformaci6n   al   2,6%.   EI

porcentaje de regeneraci6n fue de 5,2% para la lfnea 35S-GFP y de un 3,64% su porcentaje de

transfomaci6n.   El   porcentaje   de   regeneraci6n   se   calcul6   en   base   a   los   explantes   que

regeneraron con respecto al total de explantes utilizados para cada llnea (192).  EI porcentaje de

transformaci6n  se  calcul6  como  las  plantas  que  poseen  el  transgen  del  total  de  explantes

transformados por lrnea (192).

Las  12  plantas transgenicas  (5 de  la  linea 35S-MdsDH  y 7 de la linea 35S€FP),  se

colocaron en una camara con condiciones reguladas de luz y temperatura. Se mantuvieron bajo

fotoperiodo  coho,  para  inducir  el  proceso  de  floracidn.  A  los  5  meses  y  medio,  se  tenian

numerosos primordios florales. A lo§ 6 meses comenz6 el proceso de floraci6n (Figura 6.G), las

plantas  se  autopolinizaron  y  se  obtuvieron  mtlltiples  frutos  en  cada  planta  de  ambas  lineas

luego  de  7  meses.   Posteriormente,  con  estos  frutos  se  hicieron  extracciones  de  protelnas

totales y  mediciones  de  actividad  SDH  (secei6n  3.6.4).  Las semillas  fueron  recolectadas  para

conservar las llneas transgenicas (Figura 6.H).
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Figure 6. Organog6ne8is somatica de explantes de tomato, variedad Micro-Tom, transfomadce con
loo vectore8 35S-WldsDH y 35S¢FP medtante A. fymofac/one. En A: cotiledones de 8 dlas corfados y
puestos  en  media  de  cx>cultivo,  previo  a  la  inoculaci6n  con  A.  fomefac/'ens    8:  Explantes  de  25  dias,
presentan engrosamiento del tejido y pequeftos brotes C:  Explantes de 45 dlas en medio de induoci6n, se
desarrollaron   brotes   sabre   el   callo   del   explante.   D:   Brote   tTansferido   a   medio   de   elongaci6n   y
enraizamiento.  El  brote fue transferido a  los 2  meses y medio y se  mantuvo  en este  medio  pot un  mes,
ha§ta que se desarrollaron raices larga8 y fuertes.  E:  Plantula transformada de 3 meses y medio, en este
estadio las plantas fiieron traspasadas a tierra.  F: Planta de 4 meses, en aclimataci6n, se le pone un vaso
plastico transparente sobre ella para mantener el nivel de humedad. G:  Planta de 5 meses, aclimatada en
tiema,  comienzan a  salir los  primordios torales tras estar bajo fotoperiodo corto.  H:  Planta de 6 meses y
medio, presenta flares, frutos maduros e inmaduros.

En  la  bibliografla  (Pino  y  cols.,  2010;  Hyeonlin  Sun  y  cols„  2006),  el  procedimiento

completo demora  90 dias  (3  meses)  hasta obtener I(neas transgenjcas que sean capaces de

dar semillas.  En  este trabajo,  las plantas se obtuvieron  luego de 6  meses.  Este aumento en  la

duraci6n del proceso se debe a que las plantas transformadas se dejaron un mayor tiempo en el
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medio de enraizamiento ya que respondieron  mas  lentamente que las  plantas sin transfomar

(control  positivo).  Estas  tlltimas  presentaron  rafces  a  la  semana  de  estar  en  contacto  en  el

medio sin fitohormonas,  sin embargo,  las plantas transfomadas presentaron raJces a las tres

semanas de estar en contacto con el medio de enraizamiento.  y su crecimiento fue mss lento.

Exitosamente,  se  obtuvieron  5  plantas  transg6nicas  de  la  llnea  35S-MdsDH  y  7  de  la  linea

control 35S-GFP. El control positivo del experimento fueron plan fas no transformadas las cuales

se  sometl.eron  al  proceso  de  regeneraci6n  /-n-v/.fro  pero  sin  ser  sometidas  a  la  selecci6n  por

antibi6tico.  El control negativo fueron explantes no transformados los cuales se sometieron a los

medios con antibi6tico de selecci6n. Estos explantes se pusieron necr6ticos a las 2 semanas de

estar en el medio de inducci6n y posteriormente murieron.

4.1.4.      Analisis molecLIlar de tomates transa6nicos: IV[icro-Tom

A las  12  plantas que se obtuvieron  de las dos lfneas (35S-MdsDH y 35S-GFP),  se les

extrajo ADN a partir de hoja§. Ademas, se purific6 ADN de dos plantas WT que tambien fueron

obtenidas del procedimiento de cultivo /.n-v/.fro, sin el paso de transformacj6n par A.  fumerac/.ens

(control  positivo).  Plantas  del  control  negativo  murieron  debido  al  tratamiento  con  antibi6tico,

como  era  de  esperar.  y  fueron  descahadas.  En  las  Figuras  7  y  8  se  observan  los  geles

obtenidos para cada llnea transgenica (plantas transformadas establemente).

Para cada lfnea se amplific6 el gen control 18S, de forma de comprobar la integridad del

ADN  (secci6n  3.5.3).  Luego  se  amplific6  el  transg6n  de  cada  lrnea,  es  decir,  MdsDH  para  la

linea   35S-MdsDH   (Figura   7.8)  y   el   transg6n   GFP   para  la   llnea  35S-GFP   (Figura   8.a).

Finalmente  se  realiz6  iin  PCR  cruzado  para  cada  llnea,  es  decir,  se  hizo  la  reacci6n  con  los

partjdores  de  GFP  para  la  llnea  35S-MdsDH  y  con  los  partidores  MdsDH  para  la  lfnea  35S-

GFP. De esta manera se corrobora que no llaya habido contaminaci6n cruzada de las cepas de

Agrobacferium o de las l[neas de plantas en el proceso regenerativo.
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FiguTa 7: Amplificaci6n de los genes 18S, MdsDH y GFP a paTtir de ADN gen6mico de fas 5 plantas
de  tomate  trarisforlT)adas  establemente  con  e]  vector  35S-IV]dsDII,  y  obtcnidas  del  proceso  do
organog6nesis somatica.  En A se  muestra  la amplificaci6n del  gen  18S,  el cua[ genera una  banda  de
200 pb. Eri a se muestra la amplificaci6n del transgen MdsDH, el cual genera una banda de 1100 pb. Se
visualize para las plantas transformadas (carTiles 1-5), no asf para la VVT. En C se muestra la amplificaci6n
del transgen GFP. Coma era de esperar, no hay amplificacion. ya qLle las plantas no se transformaron con
ese  vector.  C-:  control  negativo  de  la  reacci6n  de  PCR.  realizado  con  agua  NP.  C+:  Control  positivo,
realizado con  el ADN  gen6mico  (para el  gen  18S) y plasmidial  (obtenido  de los vectores  pcambia 35S-
MdsDH (a) 6 pcambia 35S-GFP (C).
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Figura 8: Amplificacl6n de los genes 18S, GFP y lv[dsDli a partir de ADN gen6mico de planta§ de
tomate   transformadas   establemente   con   el   vector   35SCFP,   y   obtenidas   del   proceso   de
organog6nesis somat..ca.  En A se muestra la amp[ificaci6n  del  gen  18S,  el oual  genera  una  banda de
200. En a se muestra la amplificaci6n del transg6n GFP. el cual genera una banda de 500 pb. Se visualiza
para  las  plantas transformadas  (carriles  1€),  no  asi  para  la WT.  En  C  se  muestra  la amplificaci6n  del
transgen MdsDH. Como era de esperar, no hay ampTificaci6n, ya qile Tas plantas no se transfomiaron con
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ese vector.  C-:  Control negativo de  la  reacci6n  de PCF` con  agua  NP.  C+:  Control  positivo  realizado  con
ADN  gen6mico  (para  el  gen  18S)  y  I)lasmidial  (obtenido  de  los  vectores  pcambia  35S-MdsDH  (C)  6
pcambia 35S-GFP (a).

4.2 lvledici6n de actividad SDH

Una  vez  obtenida§  las  lrnea§  transgenicas  se  procedi6  al  analisis  de  los  extractos

proteicos obtenidos desde friltos para medir actividad  SDH.  Inicialmente,  este  experimento  se

llev6  a cabo  con  frutos transformados transitorl.amente,  con  los  cuatro vectores  (35S-MdsDH,

35S-GFP,  PG-MdsDH  y  PG-GFP)  ya  que  ann  no  se  disponla  de  los  frutos  de  las  plantas

transformadas esfablemente (plantas transg6nicas 35S-MdsDH y 35-GFP). De esta manera, se

podr[a  tener  una  aproximaci6n  de  lo  qiie  ocurriria  en  los  frutos  de  las  plantas  transg6nicas,

sobreexpresoras constitutivamente de SDH.

42.1   Analisis  de  actividad  SDH  en   extractos  de  proteinas  obtenidos  de  fa

transfomaci6n transitoria de frutos de tomato

Para  llevar  a  cabo  los  experimentos  de  transformaci6n  transitoria  y  extracci6n  de

protefnas  tofales,  se  utilizaron  tomates  obtenidos  comercialmente  y  que  presentaban  un  bajo

nivel  de  maduraci6n  (secci6n  3.2.2).  Pn.mere,  se  demarcaron  5  tomates  (feplicas  biol6gicas),

en 4 partes iguales,  una para cada vector con  el  que se transformaron  (secci6n 3.6.1).  Luego,

se inyect6 la suspension de Agrobacferi.urn portando los vectores de intetes en el pericarpo de

los frutos, verificando que la suspension entraba al fruto,  ya que se tomaba mas oscuro.  Luego

de  4  d[as  post-infiltraci6n,  se  hizo  una  extracci6n  total  de  protefnas.   El  extracto  crudo  se

centrifug6 una vez a 5000 x g (secoi6n 3.6.2) para eliminar cualquier rastro de tejido del fruto y

con el sobrenadante se realjzaron los ensayos de actividad (secci6n 3.6.4).
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Figura  9:  Procedimiento  de  infiltracj6n  de frutos  do tomato.   Tomates  que  presentaban  un  estadio
temprano  de  maduracl6n  fueron  infiltrados  con  las  suspensiones  de  Agrobacferfum  portadora  de  los  4
vectores pcambfa (35S-MdsDH, 35S-GFP,  PG-MdsDH y PG-GFP).  En A Ias 5 feplicas bjol6gicas fueron
demarcados en 4 partes iguales, una pare cada vector. En a se muestra la inyecci6n de la 8uspensi6n de
Agrobecfen.urn en el pericarpo de los frutos, para la oral se utiliz6 una jeringa de 5 mm.

Para  llevar a cabo  los ensayos de actividad  se  prepar6  una  soluci6n  de actividad  que

contenfa sorbitol,  el cual es el sustrato de la enzima SDH (secciones  1.2.4 y 3.6.4).  La soluci6n

se  hjzo  a  pH  9  para  favorecer  la  oxidaci6n  del  sorbitol  a  fructosa  y  no  la  reacci6n  inversa

(Yamaguchi y cols,  1994).  La  reacci6n  se  midi6 en el espectrofotometro a  340  nm,  durante  10

minutos  registrando  los  valores  cada  20  segundos.  Los  valores  obtenidos  fueron  graficados

considerando 3 replicas tecnicas para cada vector con el qiie se infiltr6 cada replica biologica.

En  la  Figura   10  se  ven   los  graficos  obtenidos  de  los  analisis  de  actividad  de  los

tomates transformados  transitoriamente.  Se grafic6  la  actividad  de  la  protelna  en  nmol  NADH

producido / mg de prote[na total (PT) por minute para cada muestra.  Las muestras 35S-MdsDH

y  PG-MdsDH  se  compararon  con  sus  controles  respectivos  (35S-GFP  y  PG-GFP;  secci6n

3.6.4).
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Figura 10: Actividad SDH en los frutos de tomates comerclale8 transformados transitoriamonte con
los  vectores  pcambia  35S"dsDl1,  35SJ3FP,  PG"dsDH  y  PG-GFP.  En  el  eje  Y  se  muestra  la
actividad  SDH  por  minuto,  medida  en  nmol  NADH  produa.do/mg  proteina  total  (Pl).  En  el  eje  X  se
presentan  las 4 muestras correspondientes a cada  uno de  los vectores.  Se  hicieron  analisis estadistlcos
con los que se comprob6 la significancta en el aumento de actividad de las muestras transfomadas con
SDH vs  sus  respectivos controles  GFP.  Se  aplic6  test de Student no  pareado,  p<  0,05  (7;    p<0,01  (1;
p<0,001  (~). Las bamas corresponden a las desviaciones esfandar (SD).
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En  el  gfafico  de  la  replica  biol6gica  1  se  aprecia  que  las  muestras  infiltradas  con  los

vectores  35S-MdsDH  y  PG-MdsDH  tienen  una  actividad  significativamente  mayor  que  sus

controles  respectivos;  para  el  caso  de  35S-MdsDH  el  promedio  de  actividad  alcanza  los  80

nmol /min*mg  PT mientras el  promedio de su  control  es de  35  nmovmin*mg  PT.  Los controles

35S-GFP  y  PG-GFP  poseen  valores  cercanos  de  actividad,  sin  embargo,  las  milestras  35S-

MdsDH  y  PG-MdsDH  muestran  una  clara  diferencia,  obteniendose  mayor  actividad  en  el

extracto de PG-MdsDH  para  la replica biol6gica  1.  Tendencias similares fueron  observadas en

las  otras  cuatro  replicas  biol6gicas.  La  actividad  que  se  obtiene  en  los  controles  negativos,

corresponde a la actividad basal que se produce por la SDH end6gena del fruto.

Otra  manera  de expresar estos  resultados  es calculando  el  promedio de actividad  de

todas  las  feplieas  biol6gicas  juntas,  considerando  3  replicas  tecnicas  para  cada  uno  de  los

extractos.  De esta manera se puede concluir mas fehacientemente el aumento de actividad de

aquellas muestras que fueron transformadas con el transg6n de  SDH  bajo ambos  promotores

(Figura  11).

aesMdsDH 35sGFFi  pGMdsDH   pGGFp

Figura   11:   Actividad   SDH   promedio   de   lee   fmos   d®   tomates   comerciales   transfomados
transitoriamerfee con loo vectones pcambla 35S"dsDH, 35SCFP,  PC"dsDH y PGCFP.  El gTafico
muestra  en  el  eje Y Ia  actividad  de  SDH  por minuto  medida  en  nmol  de  NADH  producido/mg  protelnas
totales  (PT).  En  el  eje  X  se  muestra  coda  vector  con  el  que  se  transform6  las  5  feplicas  blo]6gicas,
obteni6ndose   3   replicas   teonicas   para   cada   muestra.   El   analisis   esfadistl.co   muestra   iin   aumento
significativo en  las  muestras  transformada§ con  SDH frente a  sus controles transfomiados  con  GFP.  Se
realiz6  un  test  de  Student  no  pareado  pvalue  <  0,05  (*);   p  <0,01   (*);     p  <0,001   (|.   Las  barras
corresponden a la desviaci6n estandar.
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El promedio de actividad  SDH  en  la  muestra 35S-MdsDH  es de  107 nmol/min*PT y el

promedio de su respectivo contrcil,  35S-GFP,  es de 40 nmovmin*PT.  Es decir,  hay un aumento

de  activjdad  de  2`6  veces.  Para  el  caso  de  la  muestra  PG-MdsDH,  el  promedio  es  de  131

nmol/min*PT y la de su control PG-GFP es de 58 nmol/min*PT. Es decir, hay un aumento de 2.2

veces en la actividad SDH comparado con la de su control GFP.

En conclusion, estos resultados nos indican que todas las muestras transformaclas con

las  cepas  de  Agrobacferriun?  portador  del  transgen  que  codifica  para  SDH,  presentan  mayor

actividad SDH.  En resumen, fue posible determinar que:  1 ) Los vectores son funcionales, 2) Los

promotores 35S y  PG son  promotores fuertes que  producen  niveles de actividacl  parecidos de

SSDH  en frutos transformados y 3)  comparando MdsDH  (e\raluada  en  este seminario de tltuto)

con   LesDH   (evaluada  por  Aguayo   (2010)   y  Mandi+jano   (2008))  se  concfuye  que  ambas

ppresentan  tasas  de  actividad  parecidas  con  respecto  a  los  controles  y  que  por este  motivo,

ambas son candidatas aptas para utilizar en etapas posterieres en el proyecto INNOVA

4`22  AriJttl  d.  tcflwld.d  8DH  on  odrctoe  d®  DrotBfm.  otrfenJdcl  de  la

(rarLsformacj6n estable de frutos de tomate Mioro-Tom

Como se mencion6 en la secci6n 4.1.2, se obtuvieron 5 planfas transgenicas de la llnea

35S-MdsDH y 7 plantas transgenicas de la llnea control 35S-GFP.  Estas plantas dieron frutos a

los 6 meses desde el proceso de transformaci6n, y se hicieron los expen.mentos de medici6n de

actividad  SDH con  extractos  de  protefnas de estos frutos.  Para esto,  se tomaron  en{re 3 a 4

tomates   de   una   misma   planta,   los   cuales   presentaban   un   bajo   estado   de   maduraci6n,

determinada par la coloraci6n verdosa-amarilla, tratando de repetir las mismas condiciones que

se  utilizaron  en  la  secci6n  4.2.1.  Se  hizo  una  extracci6n  de  proteinas  totales  (Lo  Bianco  y

Rieger,  1998),  para  tres  plantas  de  la  llnea  35S-MdsDH  y  tres  plantas  de  la  lfnea  35S-GFP,

elegidas por ser las de mayor tamafio y que presentaban mayor cantidad de frutos al momento
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del  analisis,  por  lo  tanto,  se  hicieron  6  analisis  de  actividad  independientes,  con  tres  replicas

tecnicas para cada planta (las que correspond[an a diferentes mediciones de la misma allcuota

de extracto de protefna).  Los resultados se visualizan en la Figura 12.

§  S  ¢A €*  gr €atfo  §  st

Figure 12: Anall8Is de actjvidad do SDH on lee tomate8 Micro-Tom transformados ostabl®m®nte con
35S-MdsDH y 35SCFP.   El gfafico muestra en el eje Y la actividad de SDH  por minuto medida en nmol
NADH  producido  /mg  proteinas  tofales  (PT).  La  linca  35S-MdsDH  esfa  representada  par  la  abrevl.atura
Mdl ,  Md2,  Md3 correspondientes a las plantas  1, 2 y 3.  Lo  mismo ocurre para la  linea 35SCFP,  la oral
esta  representada  para  GFP1.  GFP2  y  GFP3  correspondientes  a  las  plantas  1,  2  y  3.  WTl   y  W12
corresponden a plantas de tomato silvestre. Se hizo analisis esfadistico ANOVA de una via 0,05 para las 8
miiestras y posten-omente se realiz6 Ia comparacj6n mdltiple de Dunnct pare comprobar las significanci.as
entre las muestras.  Las letras sobre  las barras corresponden al analisis estadistioo.  Lctras distintas entre
barras mue8tran que existe diferencja significativa con un nivel de confianza del 95%.  Las bamas de error
corresponden a la desviaci6n estandar.

En   la   Figura   12   se  visualiza   un   aumento   de  actividad   de   SDH   en   las   muestras

pertenecientes  a  la  llnea  que  sobreexpresa  SDH  constitutivamente  en  comparaci6n  con  las

llneas que poses en  su  genoma el transgen control  GFP o las  plantas WT.  E[ gfafico muestra

las  diferencjas  significativas entre  las  distintas  llneas  estudiadas.  Se  puede  apreciar que  Mdl

presenta   un   aumento  significativo  al  compararla  con  todos  [os  controles  GFP  y  WT.   Sin

embargo,  las  lfneas  Md2  y  Md3  presentan  solo un  aumento significativo  frente  a  los controles

GFpl  y GFP2.
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Ademas,  se calcul6 el  promedio de la actividad  SDH  de cada llnea transg6nica,  control

y WT.  Se tomaron  los  datos de  la  llnea  35S-MdsDH  (Mdl ,  Md2  y  Md3),  se  promediaron  y se

obtuvieron  las desviaciones estandar.  Lo  mismo se  hizo  para  las  plantas de  la  llnea  35S-GFP

(GFP1, GFP2 y GFP3) y las dos plantas WT. Los resultados se presentan en la Figura 13.

35§Md SDH        35SGFP                WT

Figura  13:  Anallsis  del  promedio  de  actividad  de  SDH  en  lee  toma€es  Ivlicro-Tom  tran8formados
establemente con 35S-Iy]dsDH y 35SJ3FP.  El gfafico miiestra en el eje Y la actividad de SDH por mjnuto
medida en  nmol  NADH  producido/mg proteinas tctales (PT).  En el eje X se muestra el promedio de cada
linea transgenica (3 plantas), pot una parte 35S-MdsDH y pop otra 35S-GFP, utilizando 3 feplicas teciiicas
papa cada planta (9 valores para cada analisis). Ademas se affade el promedio de las 2 plantas WT con 3
teplicas  t6cnicas  cada  una.   El  analisis  estadistieo  muestra  un  aumento  sign-rficativo  en  las  muestras
transformadas con SDH frente a sus controles transformados con GFP.  La§ bamas de error corresponden
a la de8viaci6n estandar. Se realiz6 un test de Student no pareado, p< 0,05 (.);  p<0.01  (|;   p<0,001  (-).

En   el   grafico,   es   posible   observar   un   aumento   estadlsticamente   significativo   de

actividad  SDH  en  los  frutos  de  tomate  transformados  establemente  con  el  transgen  MdsDH

respecto al grupo control GFP y WT. Aproxjmadamente,  el aumento que se genera es de  1,5 a

1,8 veces entre las lineas que sobreexpresan SDH frente a sus controles, GFP y WT.

En  resumen,  se  puede  concluir que  la  transformaci6n  estable  y transitoria  de tomates

con el gen de la Sorbitol desrijdrogenasa (SDH) resulfa en un aumento significativo de activjdad

SDH con  respecto a sus muestras controles (GFP),  las cuales oompa"an  el mismo promotor,
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que pod fa ser el promotor constitutivo 35S a el promotor fruto especlfico PG (para el caso de las

transformaciones  transitorias).  Resultados  muy  similares  se  obtienen  al  comparar  las  plantas

transformadas establemente (transgenicas) con sus respectivos controles.

4.3   Clonaci6n de los fraamentos obtenjdos del vector Dcambia en el vectoi. PCP

Los    vectores    utilizados    pare    transformar    establemente    plantas    de    tomate    y

transitoriamente   frutos   de   tomate,   correspondlan   al   vector   pcambia   con   los   siguientes

constructos:  35S-MdsDH,   35S-GFP,   PG-MdsDH,  y  PG-GFP  (Seminario  de  titulo:  Aguayo,

2010).  Ademas  en  este  trabajo  se  utilizaron  otros  2  vectores,   PG-LesDH  y  35S-LesDH,

obtenidos en el trabajo de seminario de titulo de Patricio Mandujano (2008).  Sin embargo, pese

a la utilidad que hemos obtenido con los vectores pcambia, se decidi6 clonar las secuencias de

intefes de 4 vectores (35S-MdsDH, 35S-LesDH, PG-MdsDH, y PG-LesDH) en el vector PCP el

cual  presenta  el  gen  de  resistencia  al  herbicida  BASTA.  De esta  manera  es  probable  que  no

presente  comp]icaciones  en  la  aceptaci6n  del  consLimidor (Gustafson,  2008;  Vila AIub  y  cols.

2008;  Alimenfos  transgenicos  con  resistencia  a  BASTA  que  se  comercializan;  soya  (1996),

canola   (1996),   algod6n   (1997),   malz   (2001)),   ya   que   no   posee  el   gen   de   resistencia   a

higromicina (presente en pcambia), el cual es un antibi6tico de selecci6n bacteriano.

Para llevar a cabo este objetivo, §e procedi6 a hacer una extracci6n de ADN plasmidial

de los cuafro vectores pcambia (datos no mostrados).  Luego, se procedi6 con  la amplificaci6n

de los fragmentos de intefes. que comprenden  promotor (35S o PG), gen (MdsDH o LesDH) y

terminador (NOS)  con  los  paTtidore§  disefiados en este seminario  de tltillo  (secci6n  3.5,2).  La

amplificaci6n   se   llev6   a   cabo   con   la   enzima   Pfu   polimerasa,   la   cual   exhibe   actividad

exonucleasa  en  sentido  3'+5.  impidiendo  la incoTporaci6n  de  nucle6tidos erfoneos durante  la

amplificaci6n.  De  los  4  fragmentos  con  los  que  se  pretendra  hacer  la  clonaci6n  en  el  vector

PCP,  se  logr6  amplificar 3  de  ellos  (35S-MdsDH-NOS,  35S-LesDH-NOS y  PG-MdsDH-NOS,
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Figura  14).  A  pesar  de  numerosos  intentos,  no  se  logr6  amplificar  el  fragmento  PG-LesDH-

NOS.
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Figura  14:  Ampl)ficaci6n  de  los  fragmentos  promotongen-terminador  a  partir  de  Ice  vectores
pcambia.  Se observa el gel de agarosa tejiido con bromuro de etidio. (A) Se distingiie la banda de 2000
pb  comespondiente  al  tamafio  esperado  para   los  fragmentos  35S-MdsDH-NOS,   (a)   1984  pb  papa
35SLesDH-NOS  y  (C)  2200  pb  para  PG-MdsDH-NOS.  PM:  Estandar  de  peso  molecular.  C-:  control
negativo, realizado con agua NP.

Los fragmentos amplificados fueron  purificados del gel (secci6n 3.5.5) y se agreg6 una

adenina en el extreme 3. del prodilcto de PCR (secci6n 3.5.3) para luego realizar [a ligaci6n en

el vector pCR8 que posee una timina desapareada en el extremo 3'.

Posteriormente  se  transform6  E.  co//. quimiocompetentes  (secci6n  3.3.2),  y  luego  se

seleccionaron  las  colonias  en  LB  suplementada con  espectinomicina.  Para  corroborar que  las

colonias  resi§tentes  presentaban  los  fragmentos  de  intefes,  se  realiz6  un  PCR  de  colonia

(secci6n 3.5.4,  Figura  15).

PM             1                2                 3                4                5                6              7                8                 9             C+            C-

A.. `.           i                €",i   -=±¥   =::=±   iife:a           -2ooopb

PM                1              2             3              4              5             6              7              8              9             10            C+        C-

B.`TFbe.¥|E|.:i_~th                "  -\-rd`rfe# ch„`r'itngife        +  ,984pb

PM                   1               2               3              4                5             6             7            8           9         10              C+        C-

c.:,8E    __`4- aeL±!¥ ±            + 22Oopb

Figura 15: PCR de colonia para veriflcar la presencia de pCFt8€5S-lvldsDH-NOS, pCR8i}5S-LesDH-
NOS y pCFt8-PG-MdsDli-NOS en E. co//.. La reacci6n de PCR tuvo como fin amplificar los fragmentos de
intefes clonados en el vector pCR8. En la figura,1-10 corresponden a 10 colonias de E. co/i. seleccionadas
para  los ana]isis A: Amplificaci6n  de 35S-MdsDH-NOS  (2000  pb),  a: Amplificaci6n  de 35S-LesDl+NOS
(1984   pb).   C:   Amplificaci6n   de   PG-MdsDH-NOS   (2200   pb).   PIVI:   estandar   de   peso   molecular.   C+
corresponde a la ampljficaci6n del hagmento a partir de ADN plasmidial obtenido del vector pcambia.  C-
corresponde a la reacci6n realizada con agua NP.

53



A   los   clones   positivos   para   el   PCR   de   colonia,   se   les   extrajo  ADN   pla§midial   y

posteriormente  se  sometieron  a  un  analisis  de  restricci6n,  con  el  fin  de  comprobar  que  el

fragmento amplificado correspond[a al clonado en  pCR8 y no a una amplificaci6n  inespeclfica.

La digestion se hizo utilizando la enzima EcoRI.  Los patrones de bandas se ven en las Figuras

16,17 y  18.

PM       1              2             3           4            5            6            7              8         9            Vnm!!.It
i 2799 pb

-1279pb
746 pb

Figura 16: Digesti6n enzimatica del vector pCRBJ35S-MdsDH-NOS. Con el fin de analizar el fragmento
clonado en E.  co//.,  se digiri6 el  plasmido con la endonucleasa EcoRl.  Los tamafios esperados de  banda
corresponden a 2799  pb,  1279  pb y 746  pb,  los cuales  se  distinguen  en  la  inagen.  Los  ntimeros  (1-9)
coiTesponden a las colonias analizadas. V: vector pCR8 sin fragmento, digerido con la enzjma EcoRl.

PM             1                 2                3                   4               V

I `¥- =J i i-i ire   rfe

*¥:=    -  2799pb
-  2008pb

Figura 17: Digestion enzimatica del vector pCFt8€5S-LesDH-NOS. Con el fin de analizar el hagmento
clonado en E.  co/i.,  se digin.6 el  plasmido con  la endonucleasa EcoRl.  Los tamaiios esperados de banda
corresponden   a  2799   pb  y  2008   pb,   los   cuales   se   distinguen   en   la   lmagen.   Los   ndmeros   (14)
corresponden a las colonias analizadas. V: vector pCR8 sin tragmento, digerido con la enzima EcoRl.
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Figure 18: Digest]6n enzimatica del vector pCR8-PG-MdsDli-MOS.  Con el fin de analizar el fragmento
clonado en E.  co//'.  se digiri6 el plasmido con  la  endonucleasa EcoRl.  Los famafros esperados de banda
corTesponden  a 2799  pb,  1286  pb y 977  pb.  Ios cuales  se  distinguen  en  la  imagen.  Los  ndmeros  (1-2)
coiTesponden a las colonias analizadas. V: vector pCR8 sin fragmento, digerido con la enzima EcoRl.

Como  muestran  las  Figuras  16,  17  y  18,  se  comprob6  mediante  digestion  enzimatica

que  el  vector habfa  ligado  correctamente  con  los  tres  fragmentos  de  intetes.  Pese  a  que  la

amplificaci6n del fragmento se realiz6 utilizando la poljmerasa Pfu, la cual es una enzima de alta

fidelidad,   se   comprob6   mediante  secuenciaci6n   qile   el   fragmento  clonado   no   presentara

mutaciones o  corrimientos  en  el  marco  de  lectura.  La secuenciaci6n  de  los ADN  plasmidiales

fue realizada en  Macrogen Co.  (USA), usando los partidores M13F y M13R (secci6n 3.5.6),  los

cuales  se  hibridan  a  secuencias  flanqueantes  al  fragmento  clonado.  Sin  embargo,  estos  dos

par[idores no son suficientes para secuenciar todo el fragmento, el cual mide entre 2000 a 2200

pb.   Para  esto,  se  utilizaron  dos  partidores  intemos  (MdF  y  LeF)  que  hibridan  en  la  zona

intermedia (Figure 19.A, Tabla 11).  En  los geles de agarosa de la Figure 19.8 se ven las bandas

amplificadas por PCR al usar los partidores intemos MdF - MdR a LeF- LeR,  utilizando el vector

pCR8 como templado.
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Figure 19:  Diagrama de riibridaci6n de Ice partidores que so utilLzairon para la secuenciaci6n. A. Los
pahidores M13F y M13R hibridan en zonas flanqueantes al fragmento clonado (Promotongen-terminaclor).
Ademas  se  miiestran  log  partidores  adicionales  que  se  usaron  para  secuenciar  el  fragmento  complete
(Partidores  intemos).  Los  partidores   MdF y  MdR  amplifican  el  gen  MdsDH  mientras  que  los  partidores
LeF  y  LeR  amplifican   el  gen   LesDH.   a,   Verificaci6n   de  la  funcionalidad   de   log  partidores   intemos
mencionados,1  y 2 corresponden a dos ADN plasmidiales del amplificados par PCFi 1. Con los partidores
intemos LeF y LeR (pare pCR8-LesDH) y 2. Con los partidores intemos MdF y MdR (para pCR8-MdsDH).
C -: corresponde al control negativo, que fue la reacci6n realizada con ague NP. PM: peso molecular.

Se  secuenciaron  4  clones  de  cada  llnea  con  los  partidores  M13F,  M13R  y  MdF  (para

35S-MdsDH-NOS  y  PG-MdsDH-NOS)  y  con  los  partldores  M13F,  M13R  y  LeF  (para  35S-

LesDH-NOS).    Al  menos  uno  de  los  clones  no  presentaba  mutaciones  ni  corrimientos  en  el

marco  de  lectura,  es  decjr,  ten`an  un  porcentaje  de  identidad  del  100%  con  la  secuencia

obtenida  de  los  vectores  pcambia  (datos  no  mostrados)  y  estos  fueron  seleccionados  para

continuar con la digestion enzimatica y posterior ligaci6n.

Los partidores que se utilizaron para amplificar los fragmentos de los 3 vectores, fueron

disefiados con  sitios de restricci6n en  sus extremos (secci6n 3.5.2).  Una vez que se comprob6

la  identidad  de secuencia de ADN  de los clones transfomado§ y se extrajo el ADN  plasmidial,

se  digiri6  con  las  enzimas  de  restricci6n  flanqueante§  al  fragmento.  Se  utilizaron  las  enzimas

Xmal y Xbal,  las cuales tienen sitios tinicos de corte y tambjen cortan el vector de destino PCP.
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Primero  se  digiri6  pCR8-35S-LesDH-NOS  y  PCP  con  Xmal  y  luego  con  Xbal,  ambas  cortan

dejando extremos cohesivos, lo cual facilita la ligaci6n final (Figura 20).

A.

a.

PM     35S-LesDH-NOS

EE E EE EE

PCP

JJ*  4-*   ti     -8000Pb
- 48oo Pb

PM          35SLe          PCP

--:=-+ 8000 Pb
- 4807 Pb

=--r --------  2576 Pb
i--_--              -1984 Pb

Xbal-
Xbar-*rm

Figure 20: Digestion enzimatica secuencial del vector pCR8i!5S+esDl1-MOS y del vector do llegada
PCP. En A se muestra la digestion con Xmal, los famaftce esperado§ son de 4800 pb para el vector pCR8-
35S-LesDH-NOS y de 8000 pb para PCP.  En 8   se muestra la segunda digestion con Xbal,  los tamafios
esperados de banda  pare  el vector pCR8-35S-LesDH-NOS son 4807 pb]  2576  pb y  1984 pb.  El tamafio
esperado pare el vector PCP es de 80cO pb.   En C se muestra el diagrama del vector pCF`8-35S-LesDH-
NOS con los Sitios de corte para ambas enzimas. Los analisis de restrioci6n y diagramas de los otros dos
vectores son pareoidos (dates no mostrados).

Los tamaflos de  los fragmentos de  interes  correspondian  a  1984  pb  para  35S-LesDH-

NOS,  2000  pb  para  35S-MdsDH-NOS  y  2200  pb  para  el  fragmento  PG-MdsDH-NOS.  Estos

fueron  purificados  a  partjr  de  geles  de  agarosa  de  la  digestion  enzimatica  (secci6n  3.5.8).

Posteriormente,  se procedi6 a  ligar los fragmentos en el vector de llegada PCP (secci6n 3.5.9),

pare  luego transformar E.  co//. con  esfa  reacci6n.  Los cultivos transformados se dejaron  crecer

en agitaci6n por 1  hr y luego se sembraron en placas,  suplementadas con espectlnomicina.  Las

colonias  crecidas  en  las  placas  con  antlbi6tico  se  sometieron  a     PCR  de  colonja  con  los

partidores  35SMDF  y  35SMDR  (A);   35SLEF  y  35SLER   (8);   PGMDF  y   PGMDR   (C);   para

confirmar que pose fan el fragmento de intefes (Figura 21 ).
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Figura 21: PCR de colonia de E. co/J. para corroborar la transformac]6n con vector PCP45S-LesDH-
NOS,  Pep-35S-lvldsDH-NOS y PCP-PG.MdsDH-NOS.  Las colonias de E.  co/; fueron transformadas con
PCP-35S-MdsDH-NOS  tA),  PCP-35S-LesDH-NOS  (a) y  PCP-PG-MdsDH-NOS  (C),  y sujeto  a  PCR de

ffii%njari.:]5%T;fi:ede22°osofr;gnp:::°Sp%S.Med=:°HS.RSog:`c9-prc:rbr5:ap:n3d5es:Te£:rr:Y::6a2t9lv°o°£:E::a:5c%
corresponde al control negative de la cepa de E.  co/i. sin transformar,  C+: control positive,  corresponde a
ADN extraido del vector pCR8 de cada fragmento.

A  Ias  colonias  que  salieron   positivas  para  el   PCR  de  colonia  se  les  extrajo  ADN

plasmidial  y se  realiz6  un  nuevo  PCR  con  los  partidore§  35SMDF  y  35SMDR  (8);  35SLEF  y

35SLER (D);  PGMDF y PGMDR (F) y un analisis de digesti6n,  para corroborar la identidad del

fragmento  clonado  (Figura 22).  Los geles de  los vectores  PCP-35S-MdsDH-NOS y  PCP-35S-

LesDH-NOS presentan el mismo patron de bandas (2000 pb aprox.) (Figura 22.A,  a, C y D). EI

patron de bandas obtenido para el fragmento PG-MdsDH-NOS se miiestra en la  Figura 22.E y

F.
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Fjgura 22: PCR y analisjs de re8tricci6n de ADN plasmidial obtenido de E. co/i. transformadas con el
vector  PCP45S-LesDH-MOS,  PCP€5S-lvldsDH-NOS  y  Pep-PG-lvldsDH-MOS.    En  A  se  miiestra  el
ensayo de  restricci6n  con  las enzimas  de restricci6n Xbal y Xma  I,  resultando  el fragmento  de  1984  pb
correspondiente  al  fragmento  35S-LesDH-NOS.   En   a  se  muestra  el   PCR  hecho  en  base  al  ADN
plasmidial obtenido, amplificando un fragmento esperado de 2000 pb del fragmento 35S-MdsDl+NOS.  En
C se muestra la digestion del vector PCP-35S-MdsDH-NOS con  las erraimas de restriccidn Xbal y Xmal,
liberando un fragmento de 2000 pb. En D se muestra el analisis de PCR para el vector PCP-35S-LesDli-
NOS. amplificando un fragmento esperado de 1984 pb,  En E se muestra la digestion para e[ vector PCP-
PG-MdsDl+NOS,  libefandose  el  fragmento  PG-MdsDH-NOS  de  2200  pb.   En  F  se  muestra  el  PCR
realizado para vector Pop-PG-MdsDH-NOS que amplifica una banda de 2200 pb. VID: vector con inserto
y  digerido.   Vl:  Vector  con   iriserto  sin   digesti6n.   V:  Vector  PCP   sin   inserto  y  con  digesti6n.   EI   C+
corresponde   a   la   reacci6n   de   PCR   llevada   a   cabo   con   ADN   plasmidial   del   vector   pcambia
correspondiente. C- corresponde a la reacci6n realizada con agua NP.

Una  vez  comprobado   mediante  PCR  y  analisis  de   restricci6n  que  los  fragmentos

esfaban  clonados correctamente en el vector PCP,  se  purific6 el ADN  pla§midial a partir de E.

co//. y se transform6 A.  fumerac/.ens (secci6n 3.3.4), para que estos vectores se puedan utilizar

posteriormente  en  transformaciones  de  especies  vegetales.  Una  vez  que  se  transform6  A.
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fumefac/.ens mediante golpe termico,  se dej6 creciendo el cultivo  1  hora y luego  la suspension

se sembr6  en  placas  suplementadas  con  espectinomicina.  Al  cabo  de dos  dlas  se obtuvieron

numerosas colonia§,  de  las cuales  se eligieron entre 4fi  y se  hizo un  PCR de colonia con  los

partidores 35SMDF y 35SMDR (A); 35SLEF y 35SLER (8); PGMDF y PGMDR (C) (Figura 23).

PM              1                2              3           4               C--          C C+

A. 35S-LesDH-

NOS

nd=5=t-            ._ _   __-_  _-___I Jtr-

{ =, ife qu ife rs ng + 1984 pb

PM           1           2              3           4            5             6              C-I         c-2        c+

B. 35s-MdsDli-  EF=~L=
NOS

1prteEBP-
u,;"

PM            1            2            3            4             5              6             C-1         C-I        C+

c. pG-MdsDli-     fegRE

NOS
} RE TtiFxp asLJ--'se

1   _=±,

+ 2000 pb

- 2200 pb

Figure 23: PCR de co]onias de A. fomefac/.ens tTansfomadas con PCP€5S-IvldsDH-NOS, Pcpe5S-
LesDH-NOS y PCP-PG-IvldsDH-NOS.   El tamafio de los fragmentos amplificados esperados es de 1984

::s::!aF.3;9:S-£ife¥§.:`d?e#A±6n):)reoT2n:e:g:aptp::nodp:a::aaifsspgl:o:;;::i:Og:*:£c;;n8s-1:£O:=p:bgfnai%a;I:£+T±s*D::e}:ai:S:
al    control    positivo,    que    es    ADN    plasmidial    del    vector    pCR8    portador    de    los    fragmentus
correspondientes. PM: Marcador de peso mo[ecu[ar.

Finalmente,  mediante  analisis  de  digesti6n,  PCR  convencional  y  PCR  de  colonia  se

comprob6  la  clonaci6n  en  el vector  PCP,  de  las  secuencias  de  intefes  que  pertenec[an  a  los

vectores pcambia. Colonias de Agrobacferi.urn fumefact.ens fueron exitosamente transformadas

con  los  vectores  PCP-35S-MdsDH-NOS,  Pop-35S-LesDH-NOS  y  PCP-PG-MdsDH-NOS.  Se

hicieron alicuotas de estos cultivos y se guardaron a -80 °C para experimentos futuros.
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5. DISCUS16N

El  objetivo  del  proyecto  en  el  cual  se  enmarca  este  seminario  de  tltulo,  tiene  como

finalidad  el  incremento  del  dulzor  en  los  frutos  de  manzanos.  Para  lograr  este  objetivo,  es

necesaria  la  sobre-expresi6n  fruto-especlfica  de  la  enzima  SDH,   que  oxida  el  sorbitol  en

fructosa,  un aztlcar con  un  mayor poder edulcorante.  Se requiere de la sobre€xpresi6n fruto-

especifica, ya que se ha reportado que la sobreexpresi6n de SDH bajo un promotor constitiitivo

producir[a manzanos de menor tamafio y con frutos de menor calidad (Teo y cols, 2006).  Par lo

tanto,  con  esta  estrategia  se  potenciarla  el  dulzor  en  el  fruto,  manteniendo  la  calidad  de  la

planta  y  la  fruta.  Con  el  objetivo  de  evaluar  en  el  corto  plazo  y  verificar  la  funcionalidad  de

vectores   constnJidos    anteriormenfe,    se    implement6   y    desarroll6    un    procedimiento    de

transformaci6n (estable y transiton.a) del  sistema vegetal modelo Tomate.

rransfom]ac/.6n  esfab/e  de  p/anfas  de  fomafe..  En  primer  lugar,  se  transformaron  plantas  de

tomates  establemente  con  los  vectores  pcambia  obtenidos  en  los  seminarios  de  tftulo  de

Patricio Mandujano (2008; 35S-LesDH y PG-LesDH) y Francisca Aguayo (2010, 35S-MdsDH y

PG-MdsDH).  En  un  comienzo,  se  utiliz6  Ia  variedad  Ailsa  Craig  ya  que  se  confaba  con  un

protocolo  de  transformaci6n  generado  en  el  laboratorio  del  Dr.  Patricio  Arce  (P.  Universidad

Cat6lica  de  Chile),   con  el  cual  se  hablan   registrado  porcentajes  de  transformaci6n  altos.

cercanos  al  10%.  Siguiendo  este  protocolo,  se  realiz6  el  procedimiento  de  transformaci6n  de

Ailsa  Craig  con  los  4  vectores  pcambia  1302  porfadores  de  los  siguientes  constructos:  35S-

MdsDH, 35S-GFP,  PG-MdsDH y PG-GFP. Solamente se obtuvieron 3 plantas transgenicas de

la lJnea PG-GFP,  Ias cuales fueron corroboradas por analisis de PCR de los transgenes (Figura

5). Sin embargo. pese a los rejterados esfilerzos y mtlltiples transfomaciones realizadas, no fLie

posible obtener plantas transgenicas de las otras 3 llneas, lo que podrfa haber sido causado por

numerosas  causas.  Hay  multiples  factores  que  intervienen  en  el  proceso  de  transformaci6n,

entre  ellos  se  encuentran:  1.  El  estadio  de  los  explantes  a  transformar;  este  depende  de  la
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variedad a transformar, que en el caso de AIlsa Craig correspondla a plantulas de una semana

post-germinaci6n;  2.  El  in6culo de Agrobacferi.urn que se utiliza.  generalmente se requiere que

la D.O (600 nm) se enciientre en un Tango de 0,2 hasta 1,0 (se ha reportado que D.O mas alfas,

0,8-1,5,   disminuyen   la  tasa  de  transformaci6n   ovinoth  y  cols,   2013);   3.   El  tiempo  que  se

mantienen  a  los explantes transformados en  el  medjo  de co-cultivo el cual  esta  suplementado

con  acetosiringona  (compuesto  fen6lico  que  estimula  el  proceso  de  transformaci6n;  Jeroen  y

cols,1993) y la concentraci6n de este compuesto; 4. Ademas se ha reportado que la cepa de

Agrobacferi.urn  influye  en  la  efectividad  de  la  trasformaci6n  esfable  (Jeroen  y  cols,  1993),  al

igual que las concentraciones de hormonas vegetales en el proceso de regeneraci6n, segtln la

variedad vegetal que se transforme (Dang Thi Van y cols, 2010).  Como se ob§erva, son varios

los factores que estan  interviniendo en  el  proceso  y posiblemente,  fue mss  bien  una situaci6n

multifacton.al la que gener6 que se rediljeran los niveles de transformaci6n de las plantas y que

finalmente solo se obtuvieran transformantes de una sola linea (el que fue de un  1,32% para los

tomates  transformados  con  PG-GFP,  variedad  AIlsa  Craig).  Entre  los  mtlltiples  factores  que

pudieron  haber oca§ionado  en  conjunto  este  problema,  se  podrra  encontrar el  estadio  de  los

explantes a transformar. Aunque se esterilizan y se siembran las semillas a los mismos tiempos,

la  germinaci6n  es  un  proceso  independiente  entre  las  semillas  y  no  uniforme,  es  decir,  hay

semillas que pueden germinar uno o dos dfas despues que otras.  Pese al intento de transformar

aquellos  explantes  con  los  mismos  dias  post-germinaci6n,  se  pudieron  haber  transformado

explantes  que  tenJan  una  diferencia  de  al  memos  un  d[a  debido  a  que  es  pfacticamente

imposible  diferenciarlas  ya  que  en  tamafio  son  iguales.  Se  ha  repor[ado  que  esta  pequefia

diferencia   en   el   estadio   de   los   explantes,   reduce   considerablemente   los   porcentajes  de

transfomact6n  (reducci6n  de hasta 30%,  Pino y cols,  2010).  Otro de estos mtiltiples factores

que  pudieron  afectar,  puede  ser que  la  D.O  con  la  que se  transform6  no  haya  sido  la 6ptima

para  esta  variedad.   EI   rango  de  D.O  de  los  cultivos  utilizados  para  las  transformaciones

estables  de  esta  cepa,   es  bastante  amplio.   Pese  a  que  se  nos  recomend6  realizar  las
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transformaciones  con  una  D.0  0.8,  hay  reporfes  para  la  misma variedad  en  la  que se  utilizan

D.O  entre  0,3 -0,5  (Alvarez y cols,  2012);  Otro  defalle importante,  es que  aquellos  explantes

que se transformaron de las 3 lfneas no resultantes (PG-MdsDH, 35S-GFP y 35S-MdsDH), se

contaminaron  fapidamente  con  Agrobacten.urn,  el  cual  creci6  vigorosamente  en  las  placas,

formando una masa de cultivo sobre los explantes transformados y generando que el tejido se

pusiera  necr6tico  fapidamente  (en  2  semanas).  Una  D.O  no  apropiada,  la  carencia  de  algan

aditivo  en   los  medios  de  cultivo,  el  estadio  de  los  explantes  y  el  tiempo  de  contacto  con

Agrobaofen.urn,  entre otros;  pudieron ser factores que ocasionaron que de esfas planfas no se

generaran  transfomantes,  considerando  que  aunque  el  experimento  se  trate  de  hacer  igual

para  las  4  I[neas,  estas  son  independientes,  y  se  pueden  tener estos  errores  en  lrneas  par

separado.  Otro factor clave en el proceso de transformaci6n  y que tiene direcfa relaci6n con el

inusual crecimiento de las colonias de Agrobacfen.urn es la iltilizaci6n del antibi6tico cefotaxime

para controlar esta cepa bacteriana. Se ham realizado estudios que demuestran que cefotaxime

disminuye   notoriamente   la   diferenciaci6n   de   los   brotes   y   que  junto   a   otros   antibi6ticos

(kanamicina,   higromicina)   muestra   un   efecto   negativo   en   el   crecimiento   del   callo.   de   la

regeneraci6n  de  los  brotes  y  del  porcentaje  de  eficiencia  de  regeneraci6n  de  las  plantas

transformadas (Ling y cols,  1998).  Es posible que las cepas de Agrobacfen.urn hayan adquirido

resistencia a este antibi6tico y que con el paso del tiempo haya sido cada vez mas difrcil poder

controlarlo, teniendo que aumentar gradualmente la concentraci6n del antibi6tico en los medics

(desde  200  mg/L  hasta  400  mg/L  en  el  caso  de  la  variedad  Ailsa  Craig  y  Red  cheny)  y

generando    como    consecuencia    directa    la    disminuci6n    y    p6rdida    de    algunos    brotes

transformados.

Las   3   plantas   PG-GFP   transg6njcas   generadas,   posteriormente   murieron   cuando

llevaban  pocas  semanas  en  el  medio  de  elongaci6n.  Las  posibles  causas  de  esta  situaci6n

pudieron deberse a que las condiciones establecidas no eran las adecuadas para esta variedad,

a un crecimiento ine§perado de Agrobacfen.urn en las placas que contenran cefotaxime y/o a un
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dfastico  cambio  en  el  medio  en  el  que se  encontraban,  pasando  de  un  medio  enriquecido  en

hormonas vegetales a un medio basal cuyo unico suplemento era el antibi6tico de selecci6n.

Dado estos resultados con Alisa Craig,  se procedi6 a transformar otra variedad con  un

ciclo de vida mss corto, para asl tener en un menor tiempo plantas de tomates transg6nicos. Se

eligi6  Ia variedad  Red  Cherry,  la  cual  presenta  un  ciclo  de  vida  de  5  meses y tomates  de  un

menor tamafio,  consiguiendo frutos  mas  fapidamente que  la variedad Ailsa  Craig.  Se sigui6  el

mjsmo  protocolo  que  para  la  variedad  AIlsa  Craig,  sin  embargo,  con  esta  variedad  no  se

obtuvieron transfomantes.  Pese a ser la misma especie vegetal, el proceso de transformaci6n

depende  de  cada  variedad,  ya  que  tienen  disti.ntas  restn.cciones,  ocasionadas  par  un  njvel

end6geno distinto de hormonas vegetales,  el explante seleccionado para transformar y la edad

del  tejido  de  donde  se  obtenga  el  explante  (Sharma  y  cols,  2009).  Finalmente,  se  eligi6  la

variedad   Micro-Tom   para   continuar  con   las  transformaciones   esfables,   ya   que   se   habia

reportado en  la  literatura  un  proceso de transfomaci6n  simple,  fapido y eficiente (Plno  y cols,

2010).  Con  esta variedad  de tomate se  lograron  resultados satisfactorios.  Espec[ficamente,  se

obtuvieron    5   y   7    plantas   transfoiiTiadas    con    35S-MdsDH    y   con    35S-GFP    (control),

respectivamente,   con   porcentajes   de  transformaci6n   cercano§   a   [os  que  aparecen   en   la

literatura  (3,90/o  N:  838,  Guo  y  cols,  2012).  Se  corrobor6  la  transgenia  de  estas  plantas  con

analisis  moleculares  de  PCR  para  amplificar los  genes  con  los  que  se  tTansform6  (MdsDH  y

GFP;  Figura  7).  Las  llneas  PG-GFP  y  PG-MdsDH  no  fueron  posibles  de  obtener,  porque  los

explantes  que  fueron  transformados  presentaban  un  crecimiento  excesivo  de ,4grobacferi.urn,

cubriendo  todo  el  explante  y  produciendo  la  necrosis  del  tejido.   Los  motivos  que  pudieron

ocasionar esto, son los mismos que se mencionaron anteriormente para la variedad Ailsa Craig.

La  tinica  caracteristica  comtin  entre todas estas transformaciones es que aquellos  explantes

que fueron inoculados con AgrobacfeH.urn presenfaban tasas mucho menores de regeneraci6n

que  los  controles  positivos  (los  cuales  siguieron  el  proceso  de  organogenesis  somatica,  sin
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inocular previamente con Agrobacfer/.urn),  lo cual tambien ha sido reportado en trabajos previos

(Park y cols, 2003).

Con  las  plantas  transg6nicas  generadas  en  este  trabajo  de  seminario  de  tltu[o,  se

realizaron  analisis  de actividad  de  SDH,  a  partir de  los frutos transgenicos  para  corroborar la

expresi6n y la actividad del gen, ademas de verificar la funcionalidad del promotor 35S.

Actividad SDH en rfutos de tomato transformados transitoriamente: Paralelamerite a la

transformaci6n estable de tomates, se realizaron transformaciones transitorias en frutos, con la

finalidad  de comprobar la  expresi6n  y  medir la actividad  de SDH  en  los frutos  transformados.

Para estos analisis se contaron con 5 replicas biol6gicas (5 tomates independientes) que fueron

agroinfiltrados con  una suspension de Agrobaofen.urn que llevaba los constructos de intefes en

pcambia  (35S-MdsDH,  35S-GFP,  PG-MdsDH  y PG-GFP),  es  decir,  utilizando el  gen  SDH  de

manzana  (MdsDH)  y  sus  respectivos  controles  (GFP).   Los  resultados  obtenidos  son  muy

alentadores  al  objetivo  del  proyecto,  ya  que  llay  un  incremento  estadlsticamente  significativo

(hasta 2,2 veces) en las actividades obtenidas con los vectores que tienen la SDH frente a los

que  llevaban  GFP  (la  cual  no  deberfa  dar  un  incremento  pronunciado;  Figuras  10  y  11).  En

todas  las muestras, tanto  en  los extractos agroinfiltrados con SDH  como de GFP,  se muestra

actividad SDH. Los extractos obtenidos de GFP muestran una actividad basal, qLle se mantiene

e incrementa  levemente en  el tiempo,  ocasionada  por la SDH  end6gena del rfuto (Ohta y cols

2005).  Sin embargo,  la diferencia de actividad entre las muestras GFP y las SDH se debe a la

transformaci6n con MdsDH en el tejido.  Por lo tanto,  para obtener los valores de actividad que

se  obtienen  de  la transformaci6n  con  SDH,  es que  a  los valores  de  las  actividades  obtenidas

con 35S-MdsDH se le debe restar el valor de 35S-GFP (basal), al igual que a PG-MdsDH se le

debe restar el valor de PG-GFP.  De esta manera,  se encontfo que los niveles de actividad de

SDH de extractos de proternas totales obtenido a partir de frutos transformados con los vectores

35S-MdsDH y PG-MdsDH medidos en este trabajo, variaban entre 0,06-0,07 ijmovmgprot*min.
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Otro  punto  importante,  es  que  las  replicas  biol6gicas  poseen  diferencias  de  activjdad

entre  ellas  (Figura  10).  Estas  diferencias  pueden  deberse  a  la  eficiencia  de  transformaci6n

utmzando el procedimiento de agroinfiltraci6n en frutos,  y ademas a posibles diferencias en los

niveles de  SDH  end6genos entre ellas,  los  cliales dependen  del  grado  de  madurez de  cada

fruto.  Por otra parte,  las reacciones se suplemenfaron con 3 LIM de Zns04, tal como aparece en

Negm  y   Loescher (1979),  con  la finalidad de revertir una  posible inhibTci6n  por cisteina.    Para

descartar  la  posibilidad  de  un  artefacto  de  la  reacci6n  suplementada  con  Zn+2'  se  hicieron

controles negativos. con todos los componentes de la reacci6n, excepto el extracto proteico.  De

estcis controles, no se obtuvo actividad, hal como se esperaba.  Es posible que para llevar a cabo

la  reacci6n  se  necesitara  Zn+2,  ya  que  coma  se  mencion6  en  la  introducci6n,  este  es  un  i6n

estructural del sitio catalltico, y se ha reportado   en experimentos en los cuales se purific6 SDH

de tomate,  que  iones de Zn+2 fueron  esenciales  para  mantener la actividad de  SDH  durante la

dialisis (Yamada y cols,1998; Karlsson y  H66g,1993; Ohta y cols, 2005).

Aunque  se  ha  determinado  que  existe  un  aumento  de  actividad  SDH  en  los  frutos

transformados   transitoriamente,   esta   al   parecer  no   es  tan   grande.   Al   no   existir  trabajos

relacionados  con  el  aumento  de  actividad  SDH  en  plantas,  no  existe  un  patr6n  con  el  cual

comparar y s6lo  se  puede  plantear que  la  transformaci6n  transitoria  mediante agro-inyecci6n,

genera  un  leve aumento en  la  actividad  SDH  medida,  ya  que solo  una fracci6n  de  las c6lulas

vegetales esfa expresando el transgen.

Actividad SDH en frutos de tomate transformados establemente: Se reatiizaror\ ar\avistis

de actividad a los frutos de las plantas transformadas establemente con 35S-MdsDH, 35S-GFP

y plantas WT, para evaluar c6mo se compohaba este sistema, y si realmente se obtenla mayor

actividad SDH en una transfomaci6n estable sabre-expresando SDH.  Los extractos obtenidos

de las plantas transformadas con 35S-MdsDH  presentaron  mayor actividad  que aquellas que

fueron  transformadas  con  35S-GFP,  y  que  las  plantas  controles  WT  (Figuras  12  y  13).    Los

niveles   de   actividad   para   las   plantas   35S-MdsDH   se   encontraban   entre   los   160-200
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nmoymgprot*min,  frente  a  los  80-110  nmol/mgprot*min  de  las  plantas  GFP  y  VVT.   De  esta

manera,  se obtuvo  una  actividad  neta que  variaba  entre  los  90-100  nmol/mgprot*min  (valores

obtenidos de 35S-MdsDH  menos su control 35S-GFP).  Los valores obtenidos para las plantas

transformadas  establemente  son  ligeramente  mayores  que  los  encontrados  para  las  plantas

transformadas transitorjamente con  esos mismos vectores.  Esto puede  deberse a  la variedad

que se utilize para las mediciones.  En el caso de la transformaci6n estable se utilizaron tomates

variedad   Micro-Tom   y   para   las   mediciones  transitorias  se   utiliz6   una   variedad   comercial,

probablemente   los   factores   que   pueden   influir  en   estas   diferencias  son   sus   estados  de

maduraci6n,  sus  niveles  de  hormona  etileno  u  otros  cambios  a  nivel  molecular.  Otro  punto a

considerar   es   que   en   la   transformaci6n   transitoria   se   transforman   s6lo   algunas   c6lulas

vegetales,  el  ADN  introducido se expresa por un  periodo corto de dJas y no se traspasa a la

progenie.  El  hecho  de  que  s6lo  se  transfomien  algunas  celulas  vegetales  y  no  esten  todas

transformadas,  podrfa disminuir los niveles de actividad al compararla con  una planta que este

homogeneamente transformada.  Las plantas transformadas establemente corresponden a esta

tlltima descripci6n,  aunque  no se puede descartar que no se hayan formado quimeras,  ya que

s6lo se obtuvo una generaci6n de plantas transformadas establemente. Lo mss imporfante. es

recalcar que en ambos casos se obtuvo un aumento significativo de actividad de las muestras

que sobre-expresaban SDH frente a aquellas que sobrerexpresaban GFP, y la tasa de aumenfo

en ambos casos fue muy parecida, entre 1,5 a 2,2 veces.

C/onac/.6n en Pop.. Otro de los objetivos de este trabajo, fue subclonar los genes de SDH, mas

sLls   promotores   y   terminadores   de   los   vectores   pcambia   en   el  vector   PCP   que   posee

resistencia al  herbicida  BASTA,  mejor conocido como glifosato y utmzado ampliamente pare el

cultivo  de  planfas  transg6nicas  en  otros  palses  (Gustafson,   2008;  Vila  Aiub  y  cols,   2008;

Alimentos  hansgenicos  con  resistencia  a  BASTA  que  se  comercializan;  soya  (1996),  canola

(1996),  algod6n (1997),  malz (2001)).  Por este mo{ivo es que se decidi6 clonar los con§tructos
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en un vector con resistencia a un herbicida, ya que si se llegase a obtener el producto comercial

(manzanas con mayor dulzor), serla mas aceptable entre los consumidores de dicho frutos que

la selecci6n de esas plantas se haya hecho con un herbicida que con un antibi6tico bacteriano,

ya  que esta  tlltima  causa  cierta  desconfianza  en  la  poblaci6n,  mientras  que  la  selecci6n  con

herbicidas  posee  mayor  aceptaci6n  en  el  mercado  y  es  la  que  comt}nmente  se  utiliza  para

seleccionar  plantas  transgenicas.   Para  lograr  la  clonaci6n   efectiva  de  los  constructos,   se

disefiaron  partjdores  especlflcos  que  pose[an  sitios  de corte comunes con  el vector Pop.  Los

fragmentos  clonados  correspondlan  al  promoter-gen-terminador,  en  donde  el  promoter  pod fa

ser 35S o PG, el gen era MdsDH 6 LesDH y el terminador NOS. Se trataron de amplificar los 4

fragmentos  por  PCR:  35S-MdsDH-NOS,  35S-LesDH-NOS,   PG-MdsDH-NOS  y  PG-LesDH-

NOS.  Para  lograr este objetjvo,  se diseflaron  4  pares  de  partidores,  lino  para  cada  vector.  Se

hizo  de  este  modo,  ya  que  no  fue  posible  encontrar  partjdores  comunes  6ptimos  entre  los

vectores,  pese  a  que  todos  compartfan  el  terminador  NOS  y  hablan  s6lo  dos  promotores

distintos.  Esto fue causado ya que las secuencias MdsDH y LesDH  presentan diferencias que

causaban   uniones   inespecfficas  con   los   partidores  comunes  que  se   trataron   de  disefiar.

Finalmente  se  logr6  clonar  los  tres  vectores  en  Pop,  obteniendose  PCP-35S-LesDH-NOS,

PCP-35S-MdsDH-NOS y PCP-PG-MdsDH-NOS,  los cuales fueron clonados en Agrobacferi.urn.

Las colonias positivas fueron guardadas a -80°C para trabajos futuros.
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6. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

Este  seminario  de titulo se  dividi6  en  tres  ejes principales.  For una  parte,  mediante  el

uso de herramienfas biotecnol6gicas, se transform6 esfablemente tomates de la variedad Micro-

Tom, con el gen que codifica para sorbitol deshidrogenasa de manzana.  Los vectores utilizados

para  la  transformaci6n   mediada  por  Agrobacten.urn  correspondfan  a  los  vectores  binarios

pcambia.  Estos tienen  clonada a SDH  bajo dos promotores,  uno constitutivo (35S) y uno fruto

espec[fico  (PG).  Exitosamente  se  obtuvieron  2  llneas  transg6nicas,  correspondientes  a  35S-

MdsDH y 35S-GFP. Con estas lineas se realizaron analisis de actividad SDH, con los cuales se

comprob6 que el gen se expresa y que se obtiene una mayor actividad SDH en aquellas plantas

que fueron transformadas con el vector 35S-MdsDH. La tasa de aumento de actividad SDH que

se obtuvo fue de 1,8 -2,2 veces frente a las muestras controles.

El segundo punto que se abarc6,  fue la transformaci6n transitoria de frutos de tomate

con  los vectores pcambia,  mediante agro-infiltraci6n  en  el pericarpo de  los frutos.  Al igual que

con los frutos transformados establemenfe,  se midi6  la actividad  SDH frente a su control GFP,

encontrando  un aumento en  la tasa de actividad  de SDH de  1,8 veces frente a su control.  Los

valores  obtenidos  de  la  transformaci6n  estable,   como  de  la  transformaci6n  transitoria  son

comparables  entre  sf  y  bastante  §imilares,  lo  que  indica  que  la  tecnica  de  agroinfiltraci6n  es

adecuada  pare  tener  una  aproximaci6n  de  los  resultados  que  se  plieden  obtener  de  una

transformaci6n estab le.

Como tercer punto, se realize la clonaci6n de los constructos de interes de los vectores

pcambia,  en  el  vector  Pop,  el  cual  tiene  resistencia  al  herbicida  BASTA.  Para  lograr  este

objetivo se disefiaron partidores especlficos, se amplificaron las secuencias con una polimerasa

de al{a fidelidad (Pfu) y posteriormente se clonaron en el vector de clonaci6n pCR8.  Finalmente

se comprob6  la correcta clonaci6n  de los fragmentos en  PCP  y se transform6 Agrobacten.urn

fumefact.ens con estos vectores.
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se comprob6 la  correcta clonacidn  de los fragmentos en  Pop  y se transform6 Agrobaofen.urn

fumofac/.ens con estos vectores.

Como  proyecciones  de  corto  y  mediano  plazo,  se  pretende  generar  las  lfneas  de

tomates transgenicos  resfantes  (PG-MdsDH y  PG-GFP).  Ademas se podrian  incluir las  llneas

35S-LesDH y PG-LesDH, ya que de esta foma se podrlan comparar las SDH obtenidas desde

dos especies distintas, para determinar cual de ella§ posee una mayor actividad enzimatica y es

la  mas adecuada  para  transformar marizano.  Aunque  con  los  resultados de este seminan.o de

titulo  y  los  trabajos  anteriores  (Francisca  Aguayo,  2010;  Patricio  Manduj.ano,  2008)  §e  podrJa

concliiir que ambas enzimas (MdsDH 6 LesDH) son aptas para este objetivo.

Ademas, se podr[an realizar Southern BIots para ver el ntlmero de copias con las que

se  insert6  el  gen  de  SDH  al  genoma  de  las  plantas  transformadas  establemente.  Al  ser  una

transformaci6n mediada par AgrobacfeH.I/in, la inserci6n es aleatoria y puede ser en tandem.

Otra proyecci6n del trabaj.o,  es realizar ensayos de expresi6n genica (qRT-PCR),  para

medir los niveles de SDH de las plantas transformadas establemente frente a las transformadas

con GFP o plan{as WT.

Se podrlan realizar las transformaciones posteriores de plantas,  con los vectores PCP

desarrollados en este seminario de tltulo,  para evaluar su funcionalidad y la resistencia efectiva

al herbicida BASTA.

Finalmente, se podrfan realjzar ensayos de HPLC para corroborar la conversion de sorbitol

en fructosa, en el fruto de la manzana transg6nica.

Cabe  destacar,  que  la  modificaci6n  de  la  ruta  de  los  aztlcares  mediante  la  sobre-

expresi6n  de  la enzima SDH,  podrfa  ser aplicable  para cualquier miembro de  la familia de las

Rosaceas,  entre ellas se encuentran:  durazno,  peral,  ciruelas,  damascos,  entre otros,  ya  que

70



todas  estas  especies  traslocan  sorbitol  por  el  floema,   como  el  principal  metabolito  de  la

fotoslntesis.  En  terminos  econ6micos,  las  exportaciones  de  estas  especies  corresponden  al

40,9%   del  total  de  la  fruta  fresca  (ODEPA,   Bolet[n  frut[cola  2013),   por  lo  que  ser[a  muy

interesante  poder ampliarse a  estas especies.  Para conseguir este objetivo,  se  podrlan  utilizar

los  vectores  pcambia  con  los  cuales  se  trabaj6  a  lo  largo  del  proyecto  lNNOVA,  siempre  y

cuando la metodologla de transformaci6n estable sea conocida para las otras especies.

Cabe aclarar, que actiialmente los organismos gen6ticamente modificados se rigen por

la resoluci6n  exenta  1.523 del SAG  (affo 2001),  la cual establece que se pemite solamente la

multiplicaci6n  de  semillas  de  plantas transgenicas.  En  este  aspecto,  Chile  no  ha  aprobado  el

consumo de alimentos transgenicos, ya que las normas tecnicas en este purito, atln no han sido

dicfadas.  Por  lo  tanto,  se  requiere  de  un  cambio  de  legislaci6n  para  la  comercializaci6n  y

consumo de aljmentos transgenicos en el pars.
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