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RESUMEN

La sorbitol deshidrogenasa (SDH) es la principal enzima involucrada en el metabolismo
del sorbitol en especies de la familia de las ros&ceas, tales como manzanos o duraznos.
Durante la maduracién de los frutos, SDH cataliza la oxidacién de sorbitol a fructosa, azicar
que posee una mayor sensacion de duizor que el sorbitol. Por lo tanto, SDH juega un papel
importante en el aumento de la dulzura natural de Ia fruta durante el desarrollo. Esto hace a la
SDH una candidata excelente para modular la composicion de aziicares en el fruto, dado que el
aumento de su expresién especifica en este 6rgano provocaria la oxidacion del sorbitol
remanente, que no ha sido metabolizado durante el proceso de maduracién. Con el fin de
generar una nueva variedad de manzanas con frutos més dulces, se utilizaron vectores binarios
en los que una SDH de manzana (MdSDH) se encuentra bajo el control de dos promotores
diferentes, uno constitutivo (355) y el ofro fruto-especifico (PG). En primer lugar, para
comprobar su funcionalidad, se utilizaron plantas de tomate como sisterna modelo, las cuales se
transformaron establemente con Agrobacterium tumefaciens, que portaba los vectores
nombrados anteriormente. Se eligid esta especie como sistema modelo ya que es de
crecimiento rapido y genera frutos tempranamente, en comparacién 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 afios en dar
frutos. Luego de que las plantas de tomate se transformaran, se seleccionaron en medios
suplementados con higromicina. De las plantas resistentes se hicieron extracciones de ADN
genémico y posteriormente analisis de PCR. Estos determinaron que las plantas seleccionadas
efectivamente poselan MdSDH insertado en el genoma. En segundo lugar, ensayos de
actividad enzimatica SDH mostraron que los frutos de plantas transformadas establemente
(transgénicas) con el vector 358-MdSDH, presentan una mayor actividad SDH en comparacion

con su control 358-GFP. Lo mismo ocurre con los frutos transformados transitoriamente con 35-




MdSDH o PG-MdSDH, los cuales poseen mayor actividad SDH que los frutos transformados

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

Por uitimo, se clonaron las SDH de manzana (MdSDH) y de tomate (LeSDH), bajo los
promotores 35S y PG en otro vector binario llamado PCP, el cual presenta resistencia al
herbicida BASTA y no a un antibidtico de seleccion bacteriano (kanamicina). Los vectores
generados, PCP-35S5-MdSDH-NOS, PCP-35S5-LeSDH-NOS y PCP-PG-MdJSDH-NOS, que

otorgan resistencia a la herbicida BASTA, pueden ser ufilizados 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
sorbitof 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 excelient
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. With 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 constitutive (35S) and the other fruit-specific (PG)
were used. Firstly, to test their functionality, 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 to years with the apple, making it possible to evaluate the functionality of the vectors
in the short term. 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 effectively possess MdSDH
inserted in the tomato genome. Secondly, enzyme activity assays showed that fruits of the
tomatos stably-transformed tomatos with the 355-MdSDH vector had a higher activity than their
contrel 355-GFP. Additionally, a similar increase was observed in tomato fruits transiently
transformed with 358-MdSDH and PG-MdSDH, which had greater SDH activity than their

controls (355-GFP and PG-GFP, respectively).

Furthermore, SDHs from apple (MdSDH) and tomato (LeSDH) were cloned under the
358 and PG promoters in another binary vector called PCP, which harbours resistance to the

herbicide BASTA instead of resistance to the antibiotic kanamicin. The resuiting PCP-355-
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MdSDH-NOS, PCP-35S8-LeSDH-NOS and PCP-PG-MdSDH-NOS vectors, which harbor

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

1.1 Aspectos generales del mercado

1.1.1 Produccién de manzanas en el mundo y en Chile

La produccién de manzanas (Malus x domestica) en el mundo y sus exportaciones
estan lideradas por unos pocos palses, entre los que destaca la participacion de Chile.
Especlificamente, dos tercios de las exportaciones mundiales de manzanas son controlados por
seis palses: China, Chile, Italia, Estados Unidos, Polonia y Francia (ODEPA, 2011). En el afio
2012, China lideraba el rubro con una participacion de 14,2%, seguida de Chile con un 11,4%.

En Chile, los manzanos ocupan la segunda posicion de las especies frutfcolas mas
plantadas en el pals, cubriendo cerca del 13% de la superficie fruticola nacional. Las Regiones
del Maule y de O'Higgins concentran el 60% 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 pais y, segin las Gltimas mediciones (ODEPA,
2011), se registra a la variedad Fuji como uno de los principales exponentes.

La variedad Fuji fue creada mediante el cruce entre las variedades Ralls Janet y
Delicious en 1939, por la National Fruit Research Station en Japén. En Chile, se cosecha la
variedad Fuji entre Marzo y Diciembre, y tiene la ventaja (frente a otras variedades vegelales)
de que puede ser conservada en frio por 6-8 meses bajo condiciones controladas sin sufrir
cambios considerables en sus cualidades organolépticas (Moggia y Yuri, 2003).

El afio 2011 las exportaciones de manzana fresca alcanzaron las 800 mil toneladas, las
cuales recaudaron 667 millones de dolares. Entre las variedades exportadas, la Fuji
correspondia a 63.218 toneladas que equivalia a 67 millones de délares, aproximadamente el

10% de Ia produccidn total de manzanas de exportacién del pals (ODEPA, 201 1)




Para el subsector de la agricultura, se espera que en el afio 2013 se produzca un
aumento entre el 9-10% con respecto al afio 2012 y que siga un incremento constante para los
préximos anos (ODEPA, 2012). Estas cifras generan un gran desafio para la industria fruticola
chilena, ya que debe mantener e incrementar su liderazgo hemisférico y mundial en la

exportacion de estos frutos (ODEPA, 2008).

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 fruticola de exportacion, a través de la implementacion de un
programa nacional de investigacion orientado a obtener nuevas variedades o mejorar las

actuales (www.chilepotenciazalimentaria.ci).

1.1.2 Generacion de nuevas variedades veqetales

Durante los dltimos afios, Chile ha estado interesado en la generacion de nuevas
variedades vegetales que e aseguren mayor estabilidad y un mejor posicicnamiento en el
mercado mundial. Se ha estado tramitando la adhesion de Chile a UPOV31 (International union
for the protection of new varieties of plants), el cual es un paso necesario para proteger
debidamente los derechos de los creadores de las nuevas variedades vegetales, segin
determind el Ministro de Economfa el afio 2011. El 95% de las variedades registradas en Chile
corresponden a variedades extranjeras y su utilizacidn conlleva a pagos de Royalty. Es por este
motivo que el estado chileno ha priorizado la generacién de nuevas variedades vegetales
mediante el financiamiento de proyectos nacionales. El interés se encuentra en generar
variedades de buena productividad, larga vida en poscosecha para su exportacién, un bajo
requerimiento de mano de obra y la obtencién de frutos en distintas temporadas para lograr ser
competitivos con los demas productos internacionales, ademas de generar variedades con

ventajas en sus cualidades organolépticas o nutricionales (Ministerio de Agricultura, 2011).



Hay dos maneras de obtener nuevas variedades vegetales. Por una parte, el
fitomejoramiento clasico se basa en el entrecruzamiento de variedades vegetales distintas con
caracteristicas de interés para que la progenie de estos parentales tenga las caracteristicas
deseadas. Este procedimiento estd 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
poblacién en general, al ser un mejoramiento de tipo natural. Por ofra parte, los adelantos en el
campo cientifico han permitido que se desarrollen ofros métodos para lograr los mismos
objetivos. Ultimamente se ha estado utilizando el fitomejoramiento por ingenierfa genética, en el
cual se introduce un gen de interés de un organismo en una variedad vegetal especifica, con la
finalidad de que se exprese la caracteristica deseada. Esle método, ademas de ser efectivo y
tener resultados en el corto plazo, permite una evaluacion temprana, lo que no se logra con el
fitomejoramiento clasico, teniendo una ventaja considerable sobre este método. En Chile se han
estado implementando los dos fipos de mejoramiento genético para obtener nuevas variedades
vegetales, aunque el mejoramiento por ingenieria genética se ve limitado en términos
comerciales por la actual legislacién, ya que se permite solamente [a internacién de semillas
transgenicas para su multiplicacién y posterior exportacion (SAG, Resolucién exenta 1523,

2011).

1.2. Metabolismo de aziicares en manzanas

4.2.1 Dulzor en el fruto

La calidad de un fruto es evaluada organolépticamente y depende de numerosos
factores tales como el aroma (compuestos aromaticos), el dulzor y la acidez. El dulzor es una
de las cualidades organolépticas mas apreciadas por los consuridores, y su incremento se
produce en el proceso de maduracién del fruto (Visser y cols, 1968). En esta etapa, aumenta el
contenido de hidratos de carbono sencillos y, al mismo tiempo disminuyen los 4cidos. En el fruto
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hay dos tipos de carbohidratos, los aztcares y los alcoholes de aziicar o polioles, los cuales son
la forma reducida de los azlcares (Mingjun y cols, 2012). Entre los azticares se encuentran ia
fructosa y la glucosa (simples); y la sacarosa (disacarido). Entre los policles en manzana
destacan el sorbitol y manitol; y existen otros como xilitol y ribitol (Reidel y cols, 2009).

El dulzor esta determinado por el contenido total de azticares que presenta el fruto, asi
como por el tipo de azicar y su concentracion. Se ha reportado que el rango de dulzor de los
azlcares de manzanas va desde el sorbitol, el cual es un compuesto de menor dulzor, hasta la
fructosa, la cual es un azicar de mayor dulzor. En ofras palabras, el orden de los carbohidratos
en términos de dulzor es el siguiente: sorbitol < glucosa < sacarosa < fructosa (Génard y Souty,
1986), donde sorbitol es un 10% menos dulce que la glucosa, 40% menos que la sacarosa y
60% menos que la fructosa (Burt, 2008). Por lo tanto, lo dulce que pueda llegar a ser el fruto,
depende tanto de la cantidad de aztcares que posee, como de la composicion de éstos.

Dentro de la célula, el 90% de cada azucar (glucosa, fructosa, sacarosa y sorbitol) se
encuentra en la vacuola, mas aun, la concentracion de aziicares iotales en el interior de la
célula 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 azlicares a través de la membrana plasmaética y
el tonoplasto también se incrementa con la maduracion de la manzana (Yamaki y Ino, 1992). En
conclusidn, el incremento del dulzor, que conlleva el proceso de acumulacion de azlicares es un

proceso muy regulado y que involucra variados factores.

1.2.2 Acumulacién de azlcares y su importancia fisiolégica

Los azlcares son responsables de mantener la turgencia celular que provoca el
crecimiento de los frutos y también son los responsables del incremento del dulzor en el fruto
durante la maduracién y poscosecha. Varios procesos y factores afectan la acumulacién de
azucares en el fruto, entre ellos se encuentran: la fotosintesis, biosintesis de aztcares
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translocables, transporte de azlcares por el floema, la translocacidn de az(icares desde hojas
hasta frutos (Organo sumidero) y conversidn de azicares transiocables en otros azicares que
se acumulan en las células del fruto (Kanayama y cols, 2008). Se ha reportado que la
acumulacidn de fotosintatos en las hojas disminuye la expresion de genes relacicnados a la
fotosintesis (Rolland y cols, 2002), por lo tanto la acumulacién eficiente de azucares en el fruto
contribuye 2 mantener una alta tasa fotosintética en las hojas, ya que los fotosintatos se
mueven desde las hojas hacia otros tejidos como los frutos.

Los azlcares presentes en los frutos provienen de dos fuentes: la primera es la
degradacion del almidon en el proceso de maduracion del fruto y la segunda es la incorporacion
de aztcares translocados via floema. En el primer caso, el almidén se acumula desde el
procesc de floracion, desde 1 mg/gpf hasta 25 mg/gpf transcurridos 130 dias después del
proceso de floracion (ddf). A contar del dia 150 ddf comienza e! proceso de maduracion del fruto
y el almidén es degradado mediante amilasas que hidrolizan el almidén desde el centro del fruto
hacia la periferia (Moggia y Pereira, 2006). Esto provoca el incremento del contenido de azucar
(concentracién de solutos solubles), provocando un aumento en el dulzor del fruto
(Thammawong y Arawaka, 2007). En el segundo caso, l0s azlcares provienen de una fuente
exdgena a través del floema. Este es el caso de carbohidratos tales como el sorbitol o Jla
' sacarosa, los cuales son productos de la fotosintesis, que se traslocan hasta llegar a los

organos sumideros (Reidel y cols, 2009).

1.2.3 Metabolismo del sorbitol en plantas de la familia Rosédcea

La familia de las Rosdceas comprende especies vegetales de fruto carnoso tales como
el manzano, el durazno, los nectarines, las ciruelas, entre otros. La caracteristica principal de
esta familia es que produce sorbito! como el principal fotosintato en hojas y representa el 90%
de los compuestos translocados por el floema (Teo y cols, 2008). El sorbitol, también llamado
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glucitol, es un alcohol de azucar (poliol). Al ser un azucar reducido con alta solubilidad, es
apropiado para [a franslocacion de carbono.

El sorbitol es sintetizado por la reduccion de la glucosa-6- fosfato a sorbitol-6-fosfato,

debido a la accion de la enzima aldosa-6-fosfato reductasa dependiente de NADPH (A6PR),

reaccion llevada a cabo en el citoplasma de hojas maduras, las cuales son fotosintéticamente

activas. Luego el sorbitol-6 fosfato es transformado a sorbiol por la enzima sorbitol-6-fosfato

fosfatasa (S6PP) y una vez que ha sido sintetizado, es transportado por el floema, hacia los
6rganos sumideros tales como frutos, raices y hojas idvenes (Teo y cols, 2006). La ruta de
egreso de sorbitol desde el floema hasta las células de la pulpa en frutos de manzanas, es a
través de la via apoplastica mediante transportadores especificos (Gao y cols, 2005; Zhang y
cols, 2004). El sorbitol es transportado hacia el interior de las células de drganos sumideros

donde es metabolizado répidamente a fructosa por la enzima sorbitol deshidrogenasa (SDH)

(Figura 1). Esta transformacién mantiene el gradiente de concenfracién que facilita la
franslocacion del sorbitol desde hojas hasta el fruto (érgano sumidero) (Jackson, 2003). Una
vez en las células del fruto, la fructosa es almacenada en la vacuola. Como se mencioné, el
sorbitol comprende aproximadamente el 90% del total de carbohidratos solubles en el floema, y
la mayoria es oxidada a fructosa dentro del fruto mediante 1a alta actividad que presenta la
enzima SDH (Kanayama y cols, 2008). Sin embargo, la fraccion de sorbitol que no es
metabolizada y comprende enire un 4 a 13 mg de sorbitol/gpf (3-8%; Yamada y cols, 20086;
Ohkawa y cols, 2008) tiene la potencialidad de ser metabolizado a aziicares con mas poder

edulcorante, como Ia fructosa y asi otorgarle mayor dulzor al fruto.



ORGANO SUMIDERO

Figura 1: Metabolismo del sorbitol en manzanos: El sorbitol (Sor) y la sacarosa (Sac) son sintetizados
en hojas maduras desde G6P (glucosa-6-fosfato). El sorbitol es sintetizado mediante la enzima aldosa-6-
fosfato reductasa (AG6PR) y sorbitol-6-fosfato fosfatasa (S6PP). Luego es translocado hacia el floema y es
egresado hacia la via apoplastica de 6rganos sumideros mediante transportadores especificos. En el fruto,
sorbitol es convertido a fructosa (Fruc) por la enzima sorbitol deshidrogenasa (SDH) y almacenada en la
vacuola mediante transportadores de hexosas (Hex). La sacarosa es convertida a fructosa y glucosa (Glu)
por invertasas (VIN). Modificado y traducido de Teo y cols, 2006.

1.2.4 Sorbitol deshidrogenasa (SDH)

La SDH es la principal enzima en el metabolismo del sorbitol en frutos de especies
Rosaceas, aunque también ha sido identificada en especies no Rosaceas, tales como el tomate
(Solanum lycopersicum) y Arabidopsis thaliana (Ohta y cols, 2005; Nosarzewski y cols, 2012;
Aguayo y cols, 2013). Mas aun, SDH ha sido detectada en mamiferos (humanos, Maret y Auld,
1988) (ovino, Rune y cols, 1992) y microorganismos (Bacillus subtitlis, Ng y cols, 1992). Debido
a su amplia distribucién en especies y a su importante funcién, SDH ha sido caracterizada a
nivel molecular, y se han identificado regiones conservadas en su secuencia, incluyendo un
dominio de union a zinc, sitio de union a la coenzima nicotinamida adenina dinucledtido (NAD")
y los residuos involucrados en el sitio catalitico de unién preferente a sorbitol (Ohta y cols, 2005;

Pauly y cols, 2003).

SDH cataliza la reaccién reversible de oxidacion del sorbitol a fructosa utilizando NAD*

como cofactor (Figura 2). Se ha establecido que la Km para la oxidaciéon del sorbitol por la
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enzima SDH de manzana es de 83 mM, y de 390 mM para la reduccién de la fructosa (Park y
cols, 2002). Las tasas maximas de oxidacion del sorbitol y de reduccién de la fructosa fueron
observadas a pH 9,6 y 6 respectivamente. Ademas, se ha reportado que SDH tiene Ia
capacidad de oxidar a otros polioles, como xilitol, L-arabitol, ribitol en la presencia de NAD®, y
que polioles como el galactitol, mio-inositol, D-arabitol y glicerol, no son sustratos para la
enzima purificada de manzana. La especificidad de sustrato esta regida por la configuracion
estructural que presentan las moléculas, especificamente en la configuracién quiral del C2 y C4
en los sustratos (Oura y cols, 2000). Los alcoholes de azicar que son reconocidos como
sustrato por SDH, comparien la estereoquimica quiral de C-2 (S) y C-4(R); sin embargo,
aquellos que no son reconocidos presentan una quiralidad distinta como el manitol (C-2(R), C-
4(R)) y galacfitol (C-2(S), C-4(S)). Ademas, la actividad de SDH es inhibida completamente por
metales pesados, aunque ZnSO, (0,25 mM) puede revertir esta inhibicion (Negm y Loescher,

1979).

Fructosa

NaAD™ NADIH!

it

e
I
R

L

Figura 2: Reaccidn catalizada por la Sorbitol deshidrogenasa. El sorbitol es Ia forma reducida de la
glucosa, y la fructosa es la forma oxidada del sorbitol. La enzima sorbitol deshidrogenasa (SDH) cataliza la
oxidacién de sorbitol a fructosa y simultineamente ocurre la reduccién de NAD™ a NADH.
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1.2.5 Nuevas variedades vegetales en Chile

Tal como se menciona en la seccion 1.1.2, existen dos estrategias para generar nuevas
variedades vegetales. Ambos han sido implementados en Chile. Por ejemplo, mediante
mejoramiento clasico la papa Pukara-INIA fue creada en 1993 mediante el cruce de las
variedades Cleopatra y Yagana para hacerla resistente a enfermedades, como a virus del
enroflamiento de las hojas de papas y al virus X de papa. Mientras que mediante ingenieria
genética, se estén desarrollando plantas de citricos tolerantes a salinidad INNOVA-CORFO
(204-4037, PUC). Dentro de estas iniciativas, se encuentra el proyecto Innova-CORFO titulado
“Desarrollo de pféntulas de una variedad premium de manzanas con mayor duizor mediante el
uso de herramientas biotecnol6gicas” en el cual se enmarca el presente Seminario de Titulo. El
producto de este proyecto estd dirigido a los mercados asiaticos, los cuales han estado
incrementando los volimenes importados de manzanas en los (itimos afios, especialmente de
la variedad Fuji. Entre los paises asiticos que muestran un mayor dinamismo en las
fmportaciones 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 duizor (Janick y cols, 1996), por lo cual desarrollar una variedad de manzana
més dulce es un mercado atractivo y con un gran potencial para estos palses. Para lograr el
incremento en dulzor, se propone sobre-expresar SDH especificamente en frutos para convertir
el sorbitol restante en las manzanas a fructosa, un azicar con mayor poder endulcorante

(seccibn 1.2.1).

Para lograr este objetivo global, la estrategia es ia siguiente; 1. Establecer el sistema de
regeneracion y fransformacion de manzanos, variedad Fuji, procedimiento realizado en la
Pontificia Universidad Catélica de Chile (PUC) 2. Aislar y clonar los ADNc de SDHs
caracterizadas de tomate y manzano, bajo el conirol de un promotor fruto-especifico y un
promotor constitutivo. Los vectores pCambia generados en los seminarios de titulo de Patricio
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Mandujano (2008) y Francisca Aguayo (2010), tienen clonada [a SDH de tomate (LeSDH; Ohta
y cols 2005) y manzana (MdSDH2; Park y cols, 2002), respectivamente. 3. Implementacién de
un sistema de transformacion estable y regeneracién in-vitro de plantas modelo de tomate,
variedad Micro-Tom. Esto con la finalidad de corroborar Ia funcionalidad de los promotores yde
analizar ia actividad de SDH en el fruto. 4. Transformar y regenerar pléntulas de manzano con
elflos vectores pCambia-PG-SDH y su evaluacién molecular. Aunque este seminario de tiulo
esta enfocado en punto 3, en la siguiente seccion se profundizara acerca de los vectores

pCambia (punto 2) utilizados en este trabajo.

1.3 Vectores pCambia

Los vectores utifizados en este seminario de titulo corresponden a los vectores
pCambia obtenidos de los seminarios de titulo de Francisca Aguayo (2010) y Patricio
Mandujano (2008). Estos vectores han sido muy utilizados en la transformacién de sistemas
vegetales utilizando Agrobacterium tumefaciens (Binka y cols, 2012) y son derivados de los
vectores pPZP (Hajdukiewicz y cols, 1994). Tienen varias caracteristicas, entre las que se
encuentran: elevado nimero de copias en E. coli para aitos rendimientos de ADN, presencia del
replicon pVS1 para una alta estabilidad en Agrobacterium, tamafio pequefio (7-12 kb), y
seleccion para plantas con los antibidticos higromicina o kanamicina. Los distintos vectores
pCambia obtenidos anteriormente en el laboratorio corresponden especificamente a los
derivados del vector pCambia 1302, el que segun su nomenclatura posee seleccién de plantas
por resistencia a higromicina, seleccién en bacterias por el antibidtico kanamicina, sitio de
muitiple clonamiento de pUC 18 y el gen reportero GFP bajo el control del promotor constitutivo,

35S del virus del mosaico de la colifior (www.cambia.org).
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1.3.1 Sobre-expresién fruto especifica utilizando vectores pCambia

Se ha reportado que la distribucién del sorbitol juega un pape! fundamental en el
metabolismo del carbono en la fruta y afecta sus atributos de calidad, tales como el balance
acido-dulce y la acumulacién de almidén (Teo y cols, 2006). Si SDH se encuentra clonada bajo
el promotor constitutivo 35S, se expresaria la enzima en todos los organos, reduciendo los
niveles de sorbito! en toda la planta. Se ha visto que al disminuir los niveles de sorbitol en fodos
los tejidos de una planta, éstas son de menor tamafio y generan frutos de menor calidad (Teoy
cols, 2006). Una solucién a este problema es guiar la expresion de SDH bajo un promotor fruto-
especliico, que controle la expresion del gen s6lo en este 6rgano y a un tiempo determinado. El
promotor de la poligalacturonasa del tomate (PG; Montgomery y cols. 1993) es un buen
candidato para remediar esta situacion. Esta enzima juega un papel importante en Ia
maduracién del tomate, ya que hidroliza las pectinas de la pared celular, lo que produce el
ablandamiento del fruto. Estudios previos han mostrado que 1,4 kb rio arriba de la secuencia de
esta enzima son suficientes para conferirle la fruto-especificidad (Bird y cols, 1988). Este
promotor controla la expresién de la enzima solo en el pericarpo del fruto; sin embargo, estudios
posteriores que generaron deleciones en el promotor demostraron que stlo era necesario un
fragmento truncado de 806 pb para que la expresion de un gen reportero se llevara a cabo

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

Anteriormente en nuestro laboratorio se remplazé ia secuencia del promotor constitutivo
358 por la del promotor PG de 806 pb, y se obtuvo el vector pCambia-PG (Mandujano, 2008), el
cual es un vector de expresién fruto-especifica, que expresara el gen homogénearnente en todo
el érgano. Luego con los vectores pCambia-35S y pCambia-PG se clonaron fas SDH de tomate
(LeSDH) y de manzana (MdSDH), que finalmente son las utilizadas en este trabajo para las
transiormaciones transitorias de frutos de fomate y para las transformaciones estables de
plantulas de tomate.
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1.4 Transformacién estable y transitoria de sistemas vegetales

La transformacion estable de sistemas vegetales, se refiere al evento de introducir e
integrar ADN foraneo en células vegetales y regenerar plantas transgénicas. Hay diversas
técnicas de transformacion y regeneracion, las cuales utilizan tejidos vegetales como plantulas,
cofiledones y hojas. La transformacion estable y la regeneracion de estas plantas es un proceso
laborioso y meticuloso que requiere de meses o hasta de un afio para obtener una Iinea
fransgénica. Como el gran limitante es el faclor tiempo, de manera paralela se han desarrollado
otros métodos que permiten la evaluacion de expresién de fransgenes sin pasar por todo el
proceso de la transformacion estable. Este proceso es conocido como fransformacion transitoria
mediada por Agrobacterium fumefaciens. Los t{ejidos vegetales son infilirados con una
suspension de Agrobacterium que porta una construccién génica de interés. La ventaja de este
meétodo es que no es necesario contar con un equipamiento excesivamente costoso como en la
biobalistica (Tuerck y Fromm, 1994) o elaborar protocolos complicados como los protoplastos
(Solano y cols, 1995). Este método 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 agroinfiliracion
ha sido ampliamente utilizado en especies como A. thaliana, sin embargo, en el ditimo periodo
se ha estado utilizando éste en frutos de tomate (Orzdez y cols, 2006), durazno, manzana, pera
(Spolare y cols, 2001) y hortalizas, como la lechuga, con los cuales se han obtenido altos
porcentajes de eficiencia (Wroblewski y cols, 2008). En estudios de infiltracién de frutos de
tomate con un vector que codifica para el gen reportero GUS (uidA-B-glucuronidasa) dirigidos
por el promotor 35S, se encontré que altos niveles de actividad glucuronidasa fueron detectados
en los frutos luego de sélo 4 dias transcurrida la agroinfiltracién (Orzaez y cols, 2006} (Figura 3).

En este trabajo, se implementd el sistema de transformacién transitoria en el pericarpo de frutos
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de tomate, para medir la actividad de SDH, correspondiente a uno de los objetivos de este

seminario de titulo.

Pericarpo Placenta

Figura 3: Transformacion transitoria de tomates variedad Micro-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 Agrobacterium tumefaciens. Extraido de
Orzaez y cols, 2006.

El objetivo principal del proyecto Innova-CORFO es generar una nueva variedad de
manzanos con mayor dulzor, sin embargo, la fransformaciéon de esta especie es un proceso
largo que involucra aproximadamente 4 afios. 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

rapidamente. De esa manera, se determinara tempranamente lo que ocurrira teéricamente con

el manzano.

1.4.1 Tomate como planta modelo

El tomate es una especie vegetal que ha sido utilizada para transformaciones estables
con Agrobacterium desde hace varios afios debido a las muiltiples ventajas que presenta: facil
manipulacién, ciclo de vida corto, produccion de frutos rapidamente, entre otras. Entre las
variedades utilizadas se encuentran 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 transformacion, ya que aunque pertenecen a la misma especie, presentan diferencias en sus
concentraciones enddgenas de hormonas, que las hace actuar distinto frente a los medios de
cultivo con hormonas. En tomate, se ha reportado una eficiencia relativamente alta de
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transformacién que bordea el 10%, utilizando explantes preparados segln el método flamingo
(Pozueta y cols, 2001; Saker y cols, 2008). En este trabajo se utilizaron tres variedades

distintas; Ailsa Craig, Red Cherry y el tomate enano Micro-Tom.

1.5 Vector PCP y resistencia al herbicicda BASTA

Pese a la utilidad que se ha desarrollado con los vectores pCambia, en este trabajo se
clonaron las secuencias de interés: Promotor--SDH--Terminador desde los vectores pCambila
(resistencia a kanamicina) en el vector PCP, ¢l cual presenta resistencia al herbicida BASTA.
Se realizé esta modificacion en los vectores debido a la creciente preocupacion por parte de fa
poblacién a [a seleccidon de plantas transgénicas, mediante seleccidn con antibibticos
bacterianos. Esto, debido a la posibilidad percibida de transferencia horizontal de los genes de
resistencia a olras cepas bacterianas, tales como las del intestino, una vez que se consumen
los frutos transgénicos. Para remediar este posible problema es que se clonaron las secuencias

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

Se utiliz6 el vector PCP para los clonar genes de interés correspondientes a la SDH de
manzana (MdSDH) v tomate (LeSDH). El vector PCP fue creado a parir del vector binario
pB7FWG2,0 (Clio Peirano, 2013), el cual se digirié con endonucleasas con la finalidad de
escindir un fragmento de 3589 pb, el que contenia el gen DXR (de Ia ruta carotenogénica), y de
afiadir un sitio de miiltiple clonamiento, donde se encuentran los sitics de corte de las enzimas
de restriccion Xmal y Xbal, que corresponden a las endonucleasas utilizadas en este trabajo. El
vector PCP utilizado en este seminario de itulo posee seleccibn en bacterias mediante
espectinomicina y seleccién en plantas por resistencia al herbicida BASTA, codificado por el

gen Bar (Ay y cols, 2012).
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1.6 Estrategia desarrollada

Para lograr los objetivos de este seminario de titulo, en primer lugar, se utilizaron los
vectores de expresion pCambia generados en los seminarios de titulo de Francisca Aguayo
(2010) y Patricio Mandujano (2008) para [a fransformacion estable de plantas de tomate. Se
implementd un sistema de transjonnacién estable mediante organogénesis somatica, con la
finalidad de evaluar la insercion del transgén en el genoma de las plantas seleccionadas y
mediante ensayos de actividad SDH se evalud la funcionalidad de la SDH bajo los distintos
promotores. En segundo lugar, los vectores pCambia fueron utilizados para la transformacion
transitoria de frutos de tomate, mediante el proceso de agroinfiltracién para Hevar a cabo
analisis de actividad de SDH y compararlo con \qs respectivos controles, que fueron
fransformados con pCambia-GFP o que correspondian a plantas no-transformadas. Por tltimo,
se clonaron las secuencias de interés de los vectores pCambia, correspondiente a los
constructos promotor-gen-terminador, en el vector PCP, &l cual tiene resistencia al herbicida
BASTA, y posteriormente se transformd Agrobacterium tumefaciens, con la finalidad de utifizar

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

de Titulo,

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Obtencion y andlisis de fomates transformados estable y transitoriamente con el gen
que codifica para sorbitol deshidrogenasa (SDH) obtenido de Malus x domesfica, y

clonacidn de dos SDH en el vector PCP

2.2, Objetivos Especificos

1. Obtener multiples iineas de tomates transformados establemente con vectores que

contienen el gen de sorhitol deshidrogenasa ¢ GFP (control).

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

la SDH en su genoma.

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

4. Transformar 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. MATERIALES Y METODOS
3.1 REACTIVOS

Todos los reactivos utilizados presentan una calidad apropiada para las téchicas
empleadas y fueron adquiridos en Fermentas, Promega, Invitrogen, Axygen, Merck y Phyto

Technology Laboratories.
3.2 MATERIAL BIOLOGICO

3.2.1 Cepas de Escherichia coli y Agrobacterium fumefaciens utilizadas

Las cepas utilizadas de E. coli y A. tumefaciens fueron obtenidas en los seminarios de
titulo de Francisca Aguayo (2010) y Patricio Mandujano (2008), ambos realizados en el
laboratorio de Biologia Molecular Vegetal {Universidad de Chile). Las cepas de E. coli DH5a
presentaban genotipo: supE44, AlacU169 {(@B0lacZAM15), hsdR17, recA1, endAl, gyrA98, thi-
1, relA1. Por otro lado, las cepas de A fumefaciens GV3101 presentaban genotipo: C58,
plasmido Ti curado, Gen®, Rif. Fruto de los seminarios de titulo anteriores, se contaba con E.
coli y A. tumefaciens transformados con el vector pCambia 1302 que incorporaba
independientemente uno de los siguientes constructos: 358-MdSDH, 353-LeSDH, 35S-GFP,
PG-MdSDH, PG-LeSDH 6 PG-GFP. Las cepas utilizadas para la clonacion en el vector PCP en

este seminario de titulo son las nombradas anteriormente.

3.2.2 Obtencion de frutos de tomate para ensayos de actividad SDH..

Para llevar a cabo ensayos de actividad mediante agro-infiltracion, se utilizaron tomates
{Solanum lycopersicum) adquiridos comercialmente y seleccionados por presentar un nivel bajo
de maduracion indicado por su exocarpo con coloracién verdosa y con fuerte resistencia a la

presion.
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3.2.3 Obtencidn de semillas para la transformacién estable de tomate

Se utilizaron semillas de tomate de 3 variedades distintas; Ailsa Craig, Red Cherry y Ia
variedad enanha Micro-Tom, para realizar 1as transformaciones estables con vectores de sobre-
expresion consfitutiva y fruto-especifica para la SDH de tomate, y sus respectivos controles
GFP. Las variedades Ailsa Craig y Red Cherry se obtuvieron comercialmente (Thompson y
Morgan, RU) mientras que [a variedad enana Micro-Tom se obtuvo del laboratorio de Dr. Nilo

Mejfa, Insfituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA).

3.3 TRABAJO CON BACTERIAS

Bacterias E. coli y A. tumefaciens fueron cultivadas durante 12y 24 hra 37 °Cy 28 °C
respectivamente, en medio LB liquido (1% triptona, 1% extracto de levadura, 0,8 % NaCl, pH
7.0 a 25 °C) y sdlido (mezcla anterior suplementada con 1,5% de agar) a una agitacion de 220
rpm para el caso del cultivo en medio liquido. Los antibidticos de seleccién utilizados para E.
coli fueron espectinomicina (100 mg/L) para las cepas transformadas con pCR8 o PCP. Para la
seleccidn de A. tumefaciens transformada con los vectores pCambia, se utilizaron los
antibidticos gentamicina (100 mg/L; resistencia otorgada por plasmido Ti), rifampicina (12,5
mg/L; seleccion cromosdémica de la cepa) y kanamicina (100 mg/L; resistencia otorgada por los
vectores pCambia). Para la seleccion de A. fumefaciens que fue transformada con PCP, se
utilizaron los dos primeros antibioticos, pero se reemplazé la kanamicina por espectinomicina

(100 mg/L).

18




3.3.1 Obtencién de células E. coli quimiocompetentes

Para la generacion de E. coli quimiocompetentes se utilizé el método de CaCl,. Para
esto, se realizé un pre-indculo de cuitivo (100 pL de células) en 3 ml de LB liquido
suplementado con acido nalidixico (100 mg/L). Luego, se diluyd el pre-inéculo en 100 mi de LB-
acido nalidixico y se cuitivd a 37 °C hasta alcanzar una D.O.g de 0,5. Posteriormente, las
células fueron centrifugadas (10 min, 1600 x g, 4 °C), y el sedimentc obtenido se resuspendit
en 10 ml de CaCl; 0,1 M. La mezcla fue ¢entrifugada durante 5 min en las mismas condiciones
mencionadas. Luego, se procedié a resuspender las células en 10 ml de CaCl; 0,1 M e
incubarlas en hielo por 30 min. Finalmente se centrifugaron las muestras (5 min, 1600 x g, 4
°C), resuspendiendo el sedimento formado en 2 ml de CaCl, 0,1 M y 600 il de glicerol estéril.

Alicuotas de células (200 pi) fueron almacenadas a -80 °C.

3.3.2 Transformacion de E. coli por golpe térmico

A una alicuota de E. cofi quimiccompetente descongelada en hielo, se le agregé 120 ng
de la construccion 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. Postercrmente,
las células fueron incubadas en 1 m! LB (1 hr, 37 °C, 200-250 rpm) y sembradas en LB-agar

suplementado con espectinomicina (100 mg/L).

3.3.3 Obtencién de células quimiocompetentes de A. tumefaciens

Para la generacion de células de A. fumefaciens quimiocompetentes, se dejo creciendo
5 mi de un cultivo suplementado con gentamicina (100 mg/L) y rifampicina (12,5 mg/L) en
agitacion durante 18 hr a 28 °C. Luego el indculo fue vertido en 100 mL de LB liquido
manteniendo las condiciones y las concenfraciones de antibidticos mencionadas hasta alcanzar

una D.O.g0 de 0,5. Posteriormente, las células fueron mantenidas durante 10 min en hielo y
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centrifugadas (3000 x g, 20 min, 4 °C). Se resuspendio el sedimento en 1 ml de CaCl, 20 mM

estéril y frio. Alfcuotas de células (100 pl) fueron almacenadas a -80 °C.

3.3.4 Transformacién de A. fumefaciens por golpe térmico

A una alicuota de A. fumefaciens quimiocompetente descongelada en hielo, se le
adicioné 150 ng de la construccion de ADN de interés y luego se incubd por 5 min en nitrégeno
liquido. Posteriormente, se descongeld la mezcia a temperatura ambiente durante 15 min para
luego ser incubada en medio LB a 28 °C durante toda la noche con agitacion. Finalmente, para
la seleccidn de los clones transformados con PCP, se sembraron las células en LB-agar
suplementado con espectinomicina (100 mg/L), gentamicina (100 mg/ml) y rifampicina (12,5

mg/mL}.

3.4 EXTRACCIONES DE ADN

3.4.1 Purificacidn de ADN plasmidial desde E. coli.

Para extraer ADN plasmidial desde E. coli, se dejd crecer en agitacidn durante 12 hr un
cultive de 5 mL LB suplementado con los antibiéticos apropiados (seccién 3.3). Posteriormente,
se extrajo el ADN plasmidial utilizando el kit AxyPrep™ plasmid miniprep (Axygen Biosciences)

segun las especificaciones del fabricante. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C.

3.4.2 Purificacién de ADN plasmidial de A. tumefaciens

Para extraer ADN plasmidial desde A. fumefaciens, se dejd crecer en agitacion durante
12 hr un cultivo de 5 mL suplementado con [os antibidticos apropiados (seccién 3.3). Se
tomaron 2 mL del cultivo y se cenfrifugd (7000 x g, 1 min). Luego el sedimento se agito
vigorosamente y se afiadid 100 pL de solucién 1 (50 mM glucosa, 10 mM EDTA, 25 mM TrisHCI

pH 8), se agitd y se incubd durante 5 min a temperatura armbiente. Posteriormente se afiadio 20
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KL de una solucién de lisozima (20 mg/ml), se agité vy se incubd durante 15 min a 37 °C.
Inmediatamente se adicioné 200 pl de solucién Il (0,2 N NaOH, 1% SDS), se mezcio
suavemente invirtiendo el tubo 4 veces y se incubd en hielo durante 5§ min. Se afiadio 150 pL de
solucion [Il (acetato de potasio 5 M, acido acético glacial 12%vi/v), se mezclé vigorosamente y
se incubd en hielo durante 5 min. Luego se centrifugé (12.000 x g, 5 min), el sobrenadante se
traspasd a tubos limpios y se le afiadid 400 yl. de una solucion fenolcloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1), se mezcld y posteriormente se centrifugd (12.000 x g, 5 min), y el
sobrenadante se traspaso a un tubo nuevo. Se repitio el dltimo paso dos veces, pero la segunda
vez solamente con cloroformo. Posteriormente se afadid 300 pL de isopropanol y se incubd en
hielo por 10 min. Se centrifugé (12.000 x g, 5 min) y se lavé el sedimento con 500 yL de etanol
70%. Se volvié a centrifugar en las mismas condiciones. Se dejé secar el sedimento y se
resuspendid en 50 plL de TE (10 mM TrisHC!, 1 mM EDTA) supiementado con ARNasa A (2

mg/mL).

3.4.3 Purificacién de ADN gendmico desde plantas de tomate

Para extraer ADN genémico de tomates, se siguié el protocolo descrito por Doyle y
Doyle (1987). Se molieron 100 mg de tejido previamente congelado en nitrdgeno liquido en un
tubo de 1,5 mL en presencia de 700 pL de {ampdn CTAB (CTAB 2% p/v, NaCl 1,4 M, EDTA 20
mM y Tris-HCI 100 mM pH 8). La mezcla fue calentada a 60 °C durante 30 min. Luego, se
centrifugd (15.000x g, 5 min) y se traspasé el sobrenadante a un tubo limpio. Posteriormente, se
agrego 700 yL de una mezcla cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se mezcld por inversicn
durante & min. Una vez resuspendida la muestra, se centrifugd (5.700 x g, 5 min) y se transfirié
la fase superior a un nuevo tubo de microcentrifuga. Luego, a la fase acuosa recuperada se le
agregd 650 pL de isopropanol para precipitar el ADN. Esta mezcla se incubd a -20 °C durante

30 min y se centrifugd (15.000 x g, 10 min) para luego descariar el sobrenadante. Al precipitado
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se le agregd 700 pL de etanol 70% frlo, se centrifugd (15.000 x g, 5 min,) y se eliminé el
sobrenadante. E! ADN se secd a temperatura ambiente, durante 20 min y se resuspendio en 20

UL de agua NP.

3.5 METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.5.1Cuantificacién y analisis de la calidad del ADN total

3.5.1.1 Visualizacion y cuantificacién mediante geles de agarosa

Las muestras de ADN fueron visualizadas y analizadas en geles de zgarosa de
concentracion variable (0,7% a 1,5%) dependiendo del tamafio del producto esperado. Como
marcador de peso molecular se usdé Gene Ruler™ (Fermenias®). Todos los geles fueron
preparados con tampon TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH 8) y bromuro de efidio 1
ug/mL. Las muestras fueron mezcladas con tampén de carga (Azul de bromofenol 0.25%, xilene
cianol 0.25% y glicerol 80%) en proporcién 6:1 previo a ser cargadas en el gel. La electroforesis
fue realizada a una diferencia de potencial entre 80 y 110 V durante 40 min. Los geles fueron
visualizados con un trans-iluminador UV y las imagenes captadas (GeneGenius Classic de

SynGene®) fueron evaluadas mediante Image J.

3.5.1.2 Cuantificacién y anélisis de calidad mediante especirofotémeiro.

Todas las extracciones de ADN gendmico de tomates fueron cuanfificadas (Ass) ¥
analizadas para constatar su pureza (razones Ags/Pzsc ¥ AzefAzz) Usando un
espectrofotometro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis). El valor de la relacion Ags/Azo aceptada
para extracciones puras de ADN debe estar cercano a 1.8 y 2.0, respectivamente, mientras que
para la relacion AgeofAz3p l0s valores para muesiras puras de ADN se encuentran en el rango de
1.8 y 2.2. Valores que se alejan a lo mencionado en ambos pardmetros revelan la presencia de

compuestos organicos o protelnas.
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3.5.2 Disefio de partidores especificos para la clonacidn en vector PCP

Para el disefio 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 256 y 31 nucledtidos,
incluyendo los sitios de restriccion incorporados. Todos los partidores en sentido hibridan con el
extramo 5' del promotor correspondiente {355 o PG) y a estos se les afiadid el sitio de corte
para la enzima Xmal en el extremo 5°. A su vez, todos los partidores en antisentido hibridan con
el extremo 3' del terminador NOS y tienen afiadida en el extremo 5 ¢ sitio de corte para Xbal.
Se comprobt que los sitios de corte que se utilizaron en los exfremos de los partidores no se
encontraran en el fragmento a amplificar, el cual se compone del promotor constitutivo 358 6
del promotor fruto-especifico PG, el gen de Ia sorbitol deshidrogenasa de manzana (MdSDH) o
de tomate (LeSDH) y finaimente el terminador NOS. Se escogieron estos sitios ya que se
encuentran en el sitio de miuiltiple clonamiento del vector PCP, el cual es el vector de destino.
Tanto Xmal como Xbal son sitios de corte Unico dentro del sitio de multiple clonamiento, aunque
el sifio de corte de Xbal se encuentra también en oira zona del vector que no interfiere en el

proceso de clonacién. Las secuencias de los parfidores utilizados se encuentran en Tabla Ii.

3.5.3 Reacciones de PCR

Para los procesos de clonacién, se ulilizé la enzima Pfu polimerasa, la cual exhibe
actividad exonucleasa en sentido 3"—5" impidiendo la incorporacién de nucledtidos emmdneos
durante [a polimerizacién, que [a permite ser una enzima de alta fidelidad. La mezcla contenfa 1

X tampén de reaccion suplementado con MgSQO,, 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 reaccién de 20 L.

El protocolo general para las otras reacciones de PCR realizadas, utilizaron la enzima
Taq ADN polimerasa de Invitrogen debido a su mejor rendimiento. La mezcla general se
dispuso de la siguiente manera: 1X tampén de reaccién Taq polimerasa, 0,2 mM dNTPs, 0,5 uM
de los partidores sentido y antisentido, 1 U de Taq polimerasa, ADN como molde (1 pg) y agua
NP suficiente para completar un volumen final de reaccién de 20 pL.

3.5.4 Reaccion de PCR de colonia

El PCR de colonia es una variante del PCR tradicional en que se usa como molde el
cultivo de bacterias directamente (1 ul de cultivo D.O 0,8). Se analizaron las colonias de E. coli
transformadas con las construcciones pCR8-35S-MdSDH, pCR8-35S-LeSDH, pCR8-PG-
MdSDH, PCP-35S-MdSDH, PCP-35S-LeSDH y PCP-PG-MdSDH mediante este método. En el
caso de las colonias de A. tumefaciens, se confirmaron que portaran las construcciones PCP.
La reaccion de PCR se realizé mediante el protocolo general detallado en la seccién 3.5.3.
Como controles negativos se utilizaron agua NP y cultivo bacteriano sin transformar. Como

control positivo se usd ADN plasmidial de la construccién correspondiente.

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

188 / Higro: Programa de PCR utilizado para comprobar la integridad del ADN mediante la amplificacion
de una parte del gen de la subunidad ribosomal 78S usando partidores 18S5°y 18S3’, y para confirmar la
transformacion estable de tomate a través de la amplificaciéon de un fragmento del gen hptll usando
partidores HigroF e HigroR.

Estado Paso Temperatura (°C) Tiempo N° de ciclos
1 1 95 5 min 1
1 95 40 seg
2 2 50 1 min 37
3 72 30 seg
3 1 72 10 min 1
10 o
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35SMd/ 35SLe clonacién: Programa de PCR usado para la amplificacién de los fragmentos 35S-MdSDH
0 355-LeSDH mediante Pfu polimerasa, usando el partidor en sentido 35SMDF 6 35SLeF y el antisentido
35SMDR ¢ 35SLeR. Los fragmentos fueron amplificados a partir de los vectores pCambia 1302.

Estado Paso Temperatura (°C) Tiempo N° de ciclos
1 3 95 2 min 1
1 95 1 min
2 2 53 40 seg 32
3 72 4 min 15 seg
3 1 72 10 min 1
10 w

PGMd clonacion: Programa de PCR usado para la amplificacion del fragmento PGMdSDH mediante Pfu
polimerasa usando el partidor sentido PGMDF y el partidor antisentido PGMDR. El fragmento fue
amplificado a partir del vector pCambia 1302.

Estado Paso Temperatura (°C) Tiempo N° de ciclos
1 1 95 5 min 1
1 95 1 min
2 2 56 40 seg 32
3 72 4 min 45 seg
3 1 72 10 min 1
10 o

PCR colonia: Programa de PCR utilizado para comprobar que las colonias de E. coli transformadas
contienen el inserto de interés que previamente se ligd en el vector de clonacion pCR8. Mediante este
programa es posible visualizar los fragmentos amplificados para 355-MdSDH, 35S-LeSDH y PG-MdSDH.
Para estos PCR se utilizé la enzima Taq polimerasa.

Estado Paso Temperatura (°C) Tiempo N° de ciclos
1 1 95 5 min 1
1 95 1 min
2 2 53 1 min 32
3 72 2 min 30 seg
3 1 72 10 min 1
10 =




Tabla Il. Partidores utilizados en este Seminario de Titulo.

Partidor

Secuencia Partidor (5' =2 3’)

Descripcién

35SMDF
355MDR

PGMDF

PGMDR

35SLEF
35SLER

PGLEF
PGLER

CCCGGGCGCCTTCAGTTTAGCTTCAT
TCTAGAAGTTTAATTCCCGATCTAGTAACAT

CCCGGGTAAGTACCATCACATAATTGAGACG

TCTAGACACTGATAGTTTAATTCCCGATCTA

CCCGGGGCCTTCAGTTTAGCTTCATGG
TCTAGACTCTTAGGTTTACCCGCCAA

CCCGGGTAAGTACCATCACATAATTGAGACG

TCTAGACACTGATAGTTTAATTCCCGATCTA

Disefiados para amplificar el
fragmento de ADN 355-MdSDH-
NOS. Poseen respectivamente el
sitio de corte para Xmal (partidor en
sentido) y Xbal (partidor
antisentido) subrayados. Juntos
amplifican un fragmento de 1995
pb.

Partidores disefiados para
amplificar de manera especifica el
fragmento de ADN PG-MdSDH-
NOS. Poseen respectivamente el
sitio de corte para Xmal (partidor en
sentido) y Xbal (partidor
antisentido) subrayados. Juntos
amplifican un fragmento de 2233
pb.

Partidores disefiados para
amplificar de manera especifica el
fragmento de ADN 35S-LeSDH-
NOS. Poseen respectivamente el
sitio de corte para Xmal (partidor en
sentido) y  Xbal (partidor
antisentido) subrayados. Juntos
amplifican un fragmento de 1980
pb.

Partidores disefiados para
amplificar de manera especifica el
fragmento de ADN PG-LeSDH-
NOS. Poseen respectivamente el
sitio de corte para Xmal y Xbal
subrayados. Juntos amplifican un
fragmento de 2173 pb.

188 &5
188 3"

M13 F

M13R

Higro F

Higro R

TTGATTACGTCCCTGCCCTTT

ACAATGATCCTTCCGCAGGT

GTAAAACGACGGCCAG
CAGGAAACAGCTATGAC

TTTGTGTACGCCCGACAGT
AAGACCTGCCTGAAACCGA

Partidores utilizados para verificar
la integridad del ADN. Amplifican
un fragmento de 196 pb del gen de
ARN ribosomal 18S (18S rADN).

Partidores utilizados para
secuenciar las construcciones en
pCRS.

Partidores en sentido (F) y en
antisentido (R) disefiados para
amplificar un fragmento intemo de
500 pb del gen que codifica
resistencia a Higromicina (hpt/f).
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!

MdF GGCAACTAGTAAAATGGGCAAGGGAGGC Disefiados para amplificar el ADN
de MdSDH. Juntos amplifican un

MdR GGCAGCTAGCATTTACTATAGATTAAACATG Fagrmsntode 1113 pb (MUSDHZ),
GFP5’ GAGGGTGAAGGTGATGCAAC Partidores utilizados para verificar
la insercién de GFP en el genoma
. de las plantas transformadas
GFP3 CAGGTAATGGTTGTCTGG establemente. Juntos amplifican un
fragmento interno de 510 pb de
GFP.
LeF GGCAACTAGTCTAATGGGTAAAGGAGGC Partidores  disefiados  para
amplificar e] ADNc de LeSDH.
LeR GGCAGGTGACCTTTTACAAATTAAACATGAC ;‘gg‘;;:mp"ﬁc"“ un fragmento de

3.5.5 Purificacién de ADN desde geles de agarosa

Fragmentos de ADN de interés fueron purificados a partir de geles de agarosa mediante
el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean Up System de Promega.
3.5.6 Secuenciacién

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

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

3.5.7 Clonamiento de fragmentos de interés por el sistema pCR®8

El sistema pCR®8/GW/TOPO® de Invitrogen 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 cuenta con una enzima del tipo topoisomerasa unida a la
desoxitimidina, la cual ayuda eficientemente en la ligacion de ambos ADN (vector e inserto).

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

en los extremos 3" del producto de PCR purificado (promotor-gen-terminador) obtenida con Pfu
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polimerasa (seccitn 3.5.3). Con este objetivo, se realiz6 una mezcla que contenfa: 1X tampdn,
1,5 mM MgCl;, 0,2 mM dATP, 0.5 U de Taq ADN polimerasa y 250 ng de producto PCR
purificado. La mezcla se incub6 a 72 °C durante 30 min. Luego, se realizd la reaccién de
ligacién con el vector pCR8 en una mezcla que contenfa 1 L de vector, 1 uL de de solucion
salina y 4 yL de producto de PCR. La mezcla se incub6 a 4 °C durante 10 horas y luego se
transformo E. coli (seccitn 3.3.2).

3.5.8 Digestiones enzimaticas

/
s

H
3.5.8.1 Digestiones enziméticas para la confirmacién de clones positivos

Para confirmar la identidad de los fragmentos clonados en los vectores pCR8-35S-
MdSDH, pCR8-35S8-LeSDH y pCR8-PG-MdSDH, se realizaron ensayos de restriccion con la
endonucleasa EcoRl, la cual digiere justo 5' y 3' del fragmento clonado para el caso de pCRS-
355-LeSDH. Para los ofros 2 vectores la enzima deberia digerir 3 veces, las dos mencionadas
anteriormente mas un sitio interno presente en el ADN de MdSDH2. La mezcla para cada
reaccion se realizé en un volumen final de 20 pl que contenla 1X tampén EcoRl, 1 U de enzima
EcoRl y 500 ng de ADN plasmidial. Todas las reacciones de digestién fueron incubadas a 37 °C

durante 12 hr.

3.5.8.2 Digestion enzimatica secuencial para la clonacién en vector PCP

Se utilizaron las enzimas Xmal y Xbal para clonar los fragmentos de interés en PCP.
Sin embargo, estas enzimas no eran compatibles en ninguna soluci6n tampon. Por lo tanto, se
procedié a realizar una digestién enzimatica secuencial. Primero se digirié con Xmal a 37 °C por
16 h, en un volumen total de 20 pL compuesta por 1X tamp6n Xmal, 1 U Xmatl 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 {as bandas, se comenzd la segunda digestién enzimatica con

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

utilizé para digerir el vector PCP.

3.5.9 Clonamiento de fragmentos de interés en el vector PCP

Luego de las digestiones enzimaticas con las enzimas Xmal y Xbal (seccion 3.5.8), la
ligacion de los fragmentos obtenidos se llevé a cabo utilizando ADN T4 ligasa (Promega). Cada
mezcla de reaccion contenla 150 ng del vector PCP, 50 ng de inserto, 1X tampon ligasay 1 U
de ADN T4 ligasa. Las mezclas fueron incubadas a 37 °C durante 12 hr. Luego se procedio a

fransformar E. coli (seccion 3.3.2).

3.6 ANALISIS DE EXPRESION

3.6.1 Transformacién transitoria de frutos de tomate

Los clones de A. tumefaciens portadores de los vectores pCambia PG-MdSDH, PG-
GFP, 355-MdSDH o 355-GFP fueron crecidos en medio LB liquido suplementado con los
antibidticos de seleccion hasta alcanzar D.Ogyp cercana a 0,8. Las bacterias fueron
sedimentadas mediante centrifugacion (5000 x g, 5 min) y se resuspendieron hasta una D.Ogg
de 0,8 en medio de infiltracion (MI; medio MS 1X, sacarosa 20 g/L y acetosiringona 200 pM). La
suspension obtenida se usé para agro-infiltrar frutos de tomate utilizando jeringas BD ultra-
fine™|l con aguja de 5 mm. Cada fruta se transformé transitoriamente con los distintos
constructos, inyectando suavemente 800 pL. de suspension a 3-4 mm de profundidad con el fin
de minimizar el dafio en el fruto. Para cada vector se hicieron 5 réplicas biolégicas y cada una
de éstas tenfa 3 réplicas técnicas. Los frutos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 4
dias (Orzéez y cols, 2008). Transcurrido este tiempo, se cosecharon las muestras agro-

infiltradas y se les exirajo proteinas totales,
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3.6.2 Extraccién de proteinas desde frutos de tomate

Para extraer las proteinas fotales de frutos, se sigui6 el protocolo descrito por Lo Bianco
y Rieger (1998). Para esto, se cortd una porcion de mesocarpo y se pesaron 3 g, luego se molid
en un mortero hasta obtener una pasta. Se agreg6 3 mL de la solucién 1 (Tris-HCI 0,1 M pH 9.0,
glicerol 8% viv, 2-mercaptostanol 20 mM) y se continué moliendo en presencia de la solucién.
Posteriormente se agregé 3 mL de solucién 2 (PVPP 1% piv, Tween-20 0,1% viv}) y se mezcld
bien. Se colocd una gasa sobre un tubo Falcon de 50 mL y se vertio la suspension dejando
pasar sblo a parte liquida y descartando la gasa con el resto de pulpa. Rapidamente se llevé el
tubo al hielo y posteriormente se centrifugd (14000 x g, 15 min, 4°C) descartando el sedimento y
conservando en hielo el sobrenadante, para ser utilizado inmediatamente en la cuantificacién de

proteinas totales y andlisis de actividad.

3.6.3 Cuantificacién de proteinas totales

Para fa cuantificacién de proteinas totales se ufilizé el reactivo Bradford. Para esto, se
hizo una curva de calibracién con la protefna BSA (albtimina de suero bovino) y el reactivo
Bradford. Se realizaron € estandares con diferentes concentraciones de Ia proteina (desde 0
pg/mL hasta 10 ng/uL). La mezcla contenfa 500 pL de reactivo Bradford en un volumen final de
1 mL y las muestras se midieron en el espectofotémetro (Perkin Elmer, Lamba EZ201) a una
longitud de onda de 595 nm. Una vez obtenida la curva de calibracion, se calculs la ecuacion
de la recta obtenida con los puntos analizados y ésta se utilizé para cuantificar la concentracién
de protelnas de cada extracto crudo obtenido. Para esto se hizo una mezcla de 500 HL de

reactivo Bradford, 497 pL de agua NP y 3 pL de extracto de protefnas totales.
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3.6.4 Medicién de actividad en los extractos de proteinas

Para la medicion de actividad de SDH en los extractos de proteinas, se hizo una mezcla
de solucion de actividad (Tris-HCI 0,1 M pH 9,5, sorbitol 300 mM, ZnSO, 3 pM) con el extracto
crudo de proteinas (Lo Bianco y Rieger, 1998). En la reaccion estandar, se mezcl6 445 L de
solucién de actividad, 50 pL de extracto de proteina (de concentracion variable dependiendo Ia
muestra) y 5 uL de NAD* 100 mM el cual fue agregado al final para iniciar Ia reaccién. Se midi6
en un espectofotémetro a una longitud de onda de 340 nm por 10 minutos con intervalos de 20
seg entre cada medida. Ei control positivo correspond(a a la misma reaccion, agregando 0,5 U
de ia enzima purificada SDH de oveja (Sigma) en vez del exiracto de proteina. Uno de los
controles negativos se hizo con la reaccion estandar, sin sorbitol (control negativo de sustrato),
y el ofro con la reaccion estandar sin agregar el extracto de protelnas totales (control negativo

de protelna).

3.7 CULTIVO IN VITRO Y TRANSFORMACION DE TOMATES

3.7.1 Esterilizacién y sembrado de semillas de tomate

Para la transformacion estable de tomate, se utilizaron explantes de plantulas cultivadas
in vitro. Para llevar a cabo el cultivo in vitro, se esterilizaron semillas de tomate, variedades Ailsa
Craig, Red Cherry y Micro-Tom, agitandolas durante 15 min en la solucién de esterilidad {10%
viv hipoclorito de sodio, 2 gotas de tween). Luego las semillas se lavaron 5 veces con agua
destilada estéril y se retiré el exceso de agua mediante papel absorbente previamente
autoclavado. Posteriormente, las semillas fueron sembradas en placas MS (Medio basal MS
con vitaminas, sacarosa 15 g/L, agar 6 g/, pH 5.8). Las placas se ubicaron a 25 °C bajo

fotoperiodo 16 hr luz a 2400 fux,
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3.7.2 Obtencién de explantes de tomate

3.7.2.1 Primer método de oblencién de explantes de la variedad Ailsa Craig y
Red Cherry

Plantulas de tomate de 7 dias luego de su germinacion, fueron colocadas en placas de
petri estériles con una cantidad suficiente de agua destilada. En condiciones de esterilidad los
explantes de tomate fueron preparados segiin método “flamingo” (Saker y cols, 2007; Pozueta y
cols, 2001) removiendo una de las hojas y el brote meristematico desarrollado entre ambos
cotiledones. El resto de la planta que incluye hipocotilo y una hoja del cotiledén constituyeron el

explante blanco para su posterior transformacion.

3.7.2.2 Segundo método de obtencion de explantes de la variedad Micro-Tom

Se tomaron plantulas de tomates de 8 dias desde su germinacién, se cortaron los
cotiledones y se les removié los extremos distal y proximal. Luego se cortaron transversalmente
en dos partes y estos explantes se pusieron inmediatamente en medio de co-cultivo {seccion
3.8.5) con la cara abaxial hacia abajo. Se dispuso los explantes de tomate ordenadamente en

una placa de petri para su postetior transformacion,

3.7.3 Transformacion de explantes mediante A. tumefaciens

Cultivos de A. tumefaciens portadores de los vectores pCambia 35S-GFP, 355-MdSDH,
PG-GFP, PG-MdSDH y PG-LeSDH fueron crecidos hasta alcanzar una D.Ogy de 0.2-0,3 (para
Micro-Tom) y de 0,8 (para Allsa Craig y Red cherry), y luego centrifugados (2.000 x g, 15 min).
El sedimento fue resuspendido mediante agitacién suave (150 rpm) en 20 ml de medio de co-
cultivo lfquido. Se aplicd una gota de esta solucion sobre cada explante de cotiledén (seccién

3.7.2). Se dej6 la solucién durante 15 min sobre cada uno de los explantes y luego se secaron
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usando papel absorbente estéril y se mantuvo a los explantes en medio de co-cuitivo (seccién

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

3.7.4 Regeneracién de explantes de tomate mediante organogénesis somatica.

Luego de 48 hr en medio de co-cultivo sélido, los explantes fueron transferidos a placas
petri con medio de induccién (seccién 3.7.5), y cambiados semanalmente a medio fresco
durante 7-8 semanas. Se realizaron dos controles de fransformacion: el control positivo
consistié en explantes de cotiledones sin transformar y puestos en &l medio de induccion sin &)
antibiético de seleccion higromicina, mientras que para el control negativo, explantes sin haber
sido co-cultivados con A. tumefaciens, fueron sembrados en medio de induccién suplementado
con higromicina.

Brotes verdes bien formados de 1 cm de altura fueron transferidos a frascos de plastico
con medio de elongacién y enraizamiento (seccién 3.7.5), y transferidos semanalmente a medio
fresco durante 7 semanas. Se dejé en este medio hasta que a las plantas le safieron un gran
numero de raices. Luege de 3 meses y medio, se obtuvieron plantulas de tomate con raices
suficientes para su aclimatacién a tierra. Para el cultivo en invernadero, se trasplantaron las
plantulas cultivadas in vifro a maceteros con una mezcla de tierra de hoja:vermiculita (2:1) y
condiciones de 16 hr de luz y 8 hr de oscuridad a una temperatura constante de 22 °C. Para la
aclimatacién de las plantas, éstas inicialmente fueron cubiertas con un vaso plastico con el fin
de mantener la humedad con la que estuvieron durante el cultivo in vifro y luego de 2 semanas
se le hizo pequefios agujeros en su parte superior. Luego de 4 semanas en aclimatacion, se
comenzaron a destapar las plantas gradualmente, para finalmente destaparlas por completo en
un perfodo de 2 meses.

3.7.5. Medios para el desarrolio in-vitro de plintulas de tomate
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A continuacion 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 Craig (Extraida de Aguayo, 2010) y
Red Cherry, mientras que la Tabla IV corresponde a la variedad Micro-Tom (Pino y cols, 2010).

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

Tabla lll. Composicién de medios para las variedades Ailsa Craig y Red Cherry

Medio MS Medio Mediode Mediode Medio de

Composicién Germinacion Co- Induccién  Elongacién Enraizamiento
cultivo

MS sales (g) 44 44 44 4.4 44
Sacarosa (g) 30 30 30 15 15
Agar-agar (g) T i 7 7 7
pH 57 57 5,7 5.7 57
BAP (mg) - - 1 - -
IBA (mg) - - 0,1 - 5
NAA (mg) = : . . -
Acetosiringona (uM) - 300 - - -
Higromicina (mg) - - 2,5 25 2.5
Cefotaxime (mg) - - 200 300 400

Tabla IV. Composicién de medios para la variedad enana Micro-Tom.

Medio MS Medio Medio de Medio de

Composicién Germinaciéon  Co-  Induccién  elongacion y
cultivo enraizamiento

MS sales (g) 2.2 44 44 4.4

Sacarosa (g) 15 30 30 10

Agar-agar (g) 7 7 i 7

pH 58 58 5,8 58

BAP (mg) - . 0,3 -

IBA (mg) - - - -

NAA (uM) - 0,4 - -

Acetosiringona (UM) - 100 - -

Higromicina (mg) - - 2 2,5

Cefotaxime (mg) - - 400 400
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3.7.6 Anélisis mediante PCR para confirmar plantas de tomate transgénicas

Para determinar la insercitn estable en el genoma de tomate, variedad Ailsa Craig, se
amplifico el gen de resistencia a higromicina mediante PCR. Se extrajo ADN genémico de
tomates silvestres y transformantes, y se utilizé el programa denominado Higro y los partidores
HigroF e HigroR (secciones 3.5.2 y 3.5.3). Como control negativo se utilizd ADN de tomate
silvestre y como controles positivos, se usdé ADN plasmidial. Para determinar la insercién
estable en el genoma de tomate, variedad Micro-Tom, se amplificaron ios genes MdSDH y GFP.
Como control negativo se utilizaron plantas silvestres y como control positivo se usé ADN

plasmidial.
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4. RESULTADOS

4.1. Generacién de plantas de tomate transformadas establemente

4.1.1. Primer intento de generacién de plantas transgénicas de fomate

Para realizar la transformacion estable de la planta de tomate, se utilizaron cepas de A.
tumefaciens portadoras de los vectores 355-MdSDH, 35S-GFP, PG-MdSDH y PG-GFP
obtenidos de los seminarios de titulo de Patricio Mandujano (2008) y Francisca Aguayo {(2010).
Explantes de la variedad Ailsa Craig se transformaron establemente y se sometieron al proceso
de organogénesis somatica (seccién 3.7.4). Este es un procedimiento de propagacién in-vitro

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

Para la transformacién estable, se utilizaron explantes obtenidos de cofiledones de
tomate, variedad Ailsa Craig crecidos en condiciones in vifro, 7 dias transcurrida la germinacion
(seccion 3.7.4). Cotiledones de 3 cm de longitud fueron seleccionados y preparados segin el
metodo flamingo (Saker y cols, 2007; Pozueta y cols, 2001), que se puede apreciar en la Figura
4.B.

El método flamingo implicd el corte de una de las hojas del cotiledén y el brote
meristematico desarrollado entre ambas hojas. En la Figura 4.C se presentan explantes tipo
flamingo recién transformados con A. fumefaciens portadora de los vectores de sobre-
expresion. Luego, los explantes transformados con cada vector fueron cultivados en medios
suplementados con higromicina para la seleccién de plantas que insertaron en su genoma el
transgeén, durante todo el proceso de organogénesis. Se aprecia el engrosamiento del diametro
de los explantes, lo que reflsja la accion de A. tumefaciens y de las hormonas BAP e IBA
suplementadas en el medio de cultivo (Figura 4.D). La formacién de callo se observé a partir de

la tercera semana de cultivo en este medio y transcurmida la quinta semana se observé el
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desarrollo de brotes . Explantes que desarrollaron callos de color café oscuro (signo de muerte
por higromicina) fueron descartados. Se observa la elongacién 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 WT no transformadas y sometidas al
procedimiento de regeneracion in-vifro. Estas presentaron un desarrollo similar al observado en
explantes transformantes durante el proceso de organogénesis. En cambio, como confroles
negativos de transformacion, se utilizaron plantas no transformadas (WT) y crecidas con el
antibiético de seleccion. Estas fueron drasticamente afectados por higromicina a partir de la
tercera semana de cultivo en medio de induccién (datos no mostrados) y posteriormente
murieron.

De los 4 veciores con los que se fransform6, sélo se obtuvo brotes y plantas
regeneradas de la linea PG-GFP, las cuales se observan en la Figura 4.F. El procedimiento
implicd transformar 452 pléantulas durante todo el proceso, es decir, 113 pléantulas para cada
vector. De cada plantula se obtienen dos explantes utilizando el método flamingo, por lo tanto,
corresponden a 226 explanies para cada vector. Las lineas presentaron un porcentaje de
regeneracion de alrededor de 2,21% (5 plantas), es decir, aquellos explantes que fueron
capaces de regenerar tefido en el medio in-vifro suplementado con hormonas vegetales. Sin
embargo, la linea PG-GFP fue la Unica en sobrevivir la seleccion y por lo tanto, presentar
porcentaje de transformacién, el cual fue de un 1,32% (3 plantas). El porcentaje de
regeneracion fue calculado considerando todos los explantes que regeneraron y dieron origen a
brotes con respecto al total de explantes transformados por linea. E! porcentaje de
transformacion fue calculado considerando todas las plantas regeneradas que resultaron tener
el transgén luego del proceso de fransformacion, con respecto al total de explantes

transformados por linea.
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Figura 4. Organogénesis somditica de explantes de tomate Ailsa Craig fransformados con el vector
PG-GFP mediante A, tumefaciens. A: Semillas esterilizadas en medio MS de germinacién B: Detalle de!
corte tipo flamingo realizado a cotiledones seleccionados de 7 dias. C: Explantes recién transformados
con A. fumefaciens en medio de co-culivo. D: Explantes mantenidos en medio de induccién, se ve la
formacién del callo y desarroilo de brotes en un explante de 6 semanas E: Detalle de un explante luego de
4 semanas en medio de elongacion.F: Explante de & semanas en medio de elongacion.

4.1.2. Anélisis de la insercion del transgén en tomates transgénicos: Ailsa Craiqg

Para corroborar la insercidn del gen GFP en el genoma de las 3 plantas obtenidas de Ia
linea PG-GFP, se realizd una extraccion de ADN a partir de hojas. En primer lugar, se amplificd
el gen 18S para verificar la integridad del ADN. En [a Figura 5 se muestran los geles de agarosa
obtenidos. Se observa que amplificé comrectamente el gen 188 de la planta no transformada
(WT) como el de las plantas transgénicas (Figura 5.A). Posteriormente, se amplificd un
fragmento del gen de GFP, cuyo tamafic de banda mide 500 pb aproximadamente,

cbteniéndose este fragmento para las tres plantas transformadas con el vector PG-GFP, no asl
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para la planta WT (Figura 5.B). Finalmente, para corroborar los resultados obtenidos del PCR
de GFP, se amplificé el gen de resistencia a higromicina, cuyo tamaiio de banda esperado es
510 pb (Figura 5.C). Se obtuvo amplificado en las fres plantas transformadas con el vector PG-
GFP, pero no se obtuvo amplificacién del gen en las plantas WT, como era de esperar ya que

estas plantas no poseen hptl/ en su genoma.

A. 185

B.GFP

C.hptll

#aiSia— 510 vb

Figura 5: Amplificacién de los genes 185, GFP y hptll a partir de ADN genémico de plantas de
tomate transformadas establemente con el vector PG-GFP, y obtenidas del proceso de
organogénesis somatica. Los cariles 1-3 corresponden a las fres plantas que se obtuvieron de la linea
PG-GFP. En A se muestra [a amplificacion del gen 188, el cual genera una banda de 200 pb. En B se
muestra la amplificacién del gen GFP, el cual genera una banda de 510 pb. Se visualiza para las plantas
transformadas, no asi para fa WT. En C se muestra la amplificacién def gen de resistencia a higromicina
(hptll). C-: control negativo de la reaccién de PCR, realizado con agua NP. C+: Control positivo, realizado
con el ADN plasmidial (PG-GFP).

Sin embargo, a partir de la quinta semana en medio de elongacién, las plantas
comenzaron & ponerse necréticas en algunas hojas y no sobrevivieron en este medio,
impidiendo ensayos posteriores. Debido a esto, se buscé otro método de regeneracién con la
variedad Red cherry, con la cual no se obtuvieron resultados positivos (datos nos mostrados) y

con la variedad enana de tomate, Micro-Tom.

4.1.3 Sequndo intento de generacién de plantas transgénicas de tomate

Se eligié la variedad enana Micro-Tom para realizar el proceso de transformacion
estable con los vectores 35S-MdSDH y 35S-GFP. Micro-Tom fue originalmente creado para la
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jardineria y tiene varias caracteristicas (tiles, 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 maduros a los 90 dias después de la
siembra (Hyeon-Jin Sun y cols., 2006).

Para realizar este procedimiento se siguié el método utilizado por Pino y cols., (2010).
Se eslerilizaron semillas que fueron sembradas en placas con medio MS (seccién 3.7.2.2). Se
cortaron los cotiledones de plantulas de 8 dias, se les extirpd ambos extremos y se cort6 cada
cotiteddn por la mitad, de manera que de cada pléntula se abtuvieron 4 explantes (Figura 6.A).
Se usaron también los hipocofilos de estas plantas. Los explantes una vez cortados, fueron
puestos inmediatamente en placas con medio MS suplementado con acetosiringona (seccion
3.7.5), en el caso de Ias hojas con la cara abaxial hacia abajo.

Se inocularon los explantes con la suspension de A. fumefaciens (seccidon 3.7.3). Los
explantes comenzaron a presentar engrosamiento del tejido a partir de la segunda semana. A
los 25 dfas presentaban pequefics brotes inducidos por la razén citoquininas: auxina del medio
(Figura 6.B). A los 45 dias del proceso, se evidenciaron numerosos brotes, los cuales
presentaban pequeiias hojas. Estos brotes se separaron del callo en el cual se encontraban y
se fraspasaron al medio de elongacion y enraizamiento, el cual no esta suplementado con
hormonas vegetales (Figura 6.C). A los 2 meses y medio, las plantas comenzaron a desarrollar
raices y se alargo el periodo en este medio, més del establecido en el protocolo, hasta que se
desarrollaran raices fuertes y largas (Figuras 6.D y 6.E). A ios tres meses y medio, las plantas
fueron sacadas del medio de elongacién y enraizamiento, y se traspasaron a tierra, eh el
proceso denominado aclimatacién (Figura 6.F). Este paso es critico, ya que la planta sufre un
desbalance en la humedad a la cual ha estado sometida durante todo el proceso de
regeneracion in-vitro. Fue necesario hacer este procedimiento con mucha precaucion, evitando
romper [as ralces de las plantas al sacarlas del medio MS donde estaban intrincadas. Una vez
que se traspasaron a tiema, se les colocé encima un vaso plastico transparente invertido para

40




mantener las condiciones de humedad similares a las del cuitivo in-vifro (Figura 6.F). Con el
pasc de las semanas, se hizo algunos agujeros en la parte superior del vaso hasta destapar
completamente Ias plantas cuando tenian 5 meses.

Para el proceso de transformacion se transformaron un total de 192 plantulas. De cada
planta se obtienen 4 explantes, por lo tanto se transformaron 768 explantes para las 4 lineas.
De este total, las plantas que regeneraron y dieron origen a brotes y posteriormente a pequefias
plantas, correspondieron a 7 plantas para la linea 368-MdSDH y a 10 plantas para la linea 35S-
GFP, de las cuales resultaron ser efectivamente transformantes 5 y 7 plantas respectivamente.
Como se fransformaron 192 explantes por linea, el porcentaje de regeneracion obtenido de la
linea 35S-MdSDH correspondi6 al 3,64% y el porcentaje de transformacion al 2,6%. El
porcentaje de regeneracion fue de 5,2% para la linea 355-GFP y de un 3,64% su porcentaje de
transformacion. El porcentaje de regeneracién se calculé en base a los explantes que
regeneraron con respecto al total de explantes utilizados para cada linea (192). El porcentaje de
transformacion se calculd como las plantas que poseen el transgén del total de explantes
transformados por linea (192).

Las 12 plantas transgénicas (5 de la linea 35S-MdSDH y 7 de la linea 358-GFP), se
colocaron en una camara con condiciones reguladas de luz y temperatura. Se mantuvieron bajo
fotoperiodo corto, para inducir el proceso de floracion. A los 5 meses y medio, se tenian
numerosos primordios florales. A los 6 meses comenzd el proceso de floracién (Figura 6.G), las
plantas se autopolinizaron y se obtuvieron multiples frufos en cada planta de ambas lineas
luego de 7 meses. Posteriormente, con estos frutos se hicieron extracciones de proteinas
totales y mediciones de actividad SDH (seccidn 3.6.4). Las semillas fueron recolectadas para

conservar las lineas fransgénicas (Figura 6.H).
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Figura 6. Organogénesis somatica de explantes de tomate, variedad Micro-Tom, transformados con
los vectores 35S-MdSDH y 355-GFP mediante A. tumefaciens. En A: cotiledones de 8 dias cortados y
puestos en medio de co-cultivo, previo a la inoculacion con A. fumefaciens B: Explantes de 25 dias,
presentan engrosamiento del tejido y pequefios brotes C: Explantes de 45 dias en medio de induccion, se
desarrollaron brotes sobre el callo del explante. D: Brote transferido a medio de elongacion y
enraizamiento. El brote fue transferido a los 2 meses y medio y se mantuvo en este medio por un mes,
hasta que se desarrollaron raices largas y fuertes. E: Plantula transformada de 3 meses y medio, en este
estadio las plantas fueron traspasadas a tierra. F: Planta de 4 meses, en aclimatacion, se le pone un vaso
plastico transparente sobre ella para mantener el nivel de humedad. G: Planta de 5 meses, aclimatada en
tierra, comienzan a salir los primordios florales tras estar bajo fotoperiodo corto. H: Planta de 6 meses y
medio, presenta flores, frutos maduros e inmaduros.

En la bibliografia (Pino y cols., 2010; Hyeon-Jin Sun y cols., 2006), el procedimiento
completo demora 90 dias (3 meses) hasta obtener lineas transgénicas que sean capaces de
dar semillas. En este trabajo, las plantas se obtuvieron luego de 6 meses. Este aumento en la

duracion del proceso se debe a que las plantas transformadas se dejaron un mayor tiempo en el

42



medio de enraizamiento ya que respondieron mas lentamente que las plantas sin transformar
(control positivo). Estas Ultimas presentaron raices a la semana de estar en contacto en el
medio sin fitohormonas, sin embargo, las plantas transformadas presentaron raices a las tres
semanas de estar en contacto con el medio de enraizamiento, y su crecimiento fue més lento.
Exitosamente, se obtuvieron § plantas transgénicas de la linea 358-MdSDH y 7 de la linea
control 36S-GFP. El control positivo del experimento fueron plantas no transformadas las cuales
se sometieron al proceso de regeneracion in-vitro pero sin ser sometidas a la seleccién por
antibiético. El control negativo fueron explantes no transformados los cuales se sometieron a los
medios con antibidtico de seleccion. Estos explantes se pusieron necroticos a las 2 semanas de

estar en el medio de induccién y posteriormente murieron.

4,1.4. Anadlisis molecular de tomates transgénicos: Micro-Tom

A las 12 plantas que se obtuvieron de las dos lineas (35S-MdSDH y 35S-GFP), se les
extrajo ADN a partir de hojas. Ademas, se purifico ADN de dos plantas WT que también fueron
obtenidas del procedimiento de cultivo in-vitro, sin el paso de transformacién por A. fumefaciens
(control positivo). Plantas del control negativo murieron debido al tratamiento con antibiético,
como era de esperar, y fueron descartadas. En las Figuras 7 y 8 se cbservan ios geles
obtenidos para cada linea transgénica (plantas transformadas establemente).

Para cada linea se amplifico el gen control 188, de forma de comprobar la integridad del
ADN (seccién 3.5.3). Luego se amplificé el transgén de cada linea, es decir, MdASDH para Ia
linea 358-MdSDH (Figura 7.B} y el transgén GFP para la linea 35S8-GFP (Figura 8.B).
Finalmente se realizé un PCR cruzado para cada linea, es decir, se hizo [a reaccién con los
partidores de GFP para la linea 35S-MdSDH y con los partidores MdSDH para la linea 35S-
GFP. De esta manera se corrobora que no haya habide contaminacién cruzada de las cepas de

Agrobacterium o de las lineas de plantas en el proceso regenerativo.
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Figura 7: Amplificacién de los genes 188, MdSDH y GFP a partir de ADN gendmico de las 5 plantas
de tomate fransformadas establemente con el vector 35S-MdSDH, y obtenidas del proceso de
organogénesis somatica. En A se muestra la amplificacion del gen 188, el cual genera una banda de
200 pb. En B se muestra la amplificacion del transgén MdSDH, el cual genera una banda de 1100 pb. Se
visualiza para las plantas transformadas (carriles 1-5), no asf para la WT. En C se muestra la amplificacion
del transgén GFP. Como era de esperar, no hay amplificacion, ya que las plantas no se {ransformaron con
ese vector. C-: control negativo de la reaccién de PCR, realizado con agua NP. C+: Conftrol positivo,
realizado con el ADN gendmico (para el gen 183) y plasmidial {obtenido de los vectores pCambia 358-
MdJSDH (B) 6 pCambia 355-GFP (C).
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Figura 8: Amplificacién de los genes 185, GFP y MdSDH a partir de ADN gendmico de plantas de
tomate fransformadas establemente con el vector 355-GFP, y obtenidas del proceso de
organogénesis somatica. En A se muestra la amplificacién del gen 188, el cual genera una banda de
200. En B se muestra la amplificacién del transgén GFP, el cual genera una banda de 500 pb. Se visualiza
para las plantas transformadas (cairiles 1-5), no asi para la WT. En C se muestra la amplificacion del
transgén MdSDH. Como era de esperar, no hay amplificacién, ya que las plantas no se transfoermaron con
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ese vector. C-; Conirol negativo de la reaccién de PCR con agua NP. C+: Control posifivo realizado con
ADN genémico (para el gen 18S) y plasmidial {obtenido de los vectores pCambia 355-MdSDH (C) 6
pCambia 358-GFP (B).

4.2 Medicidn de actividad SDH

Una vez obtenidas las lineas transgénicas se procedid al andlisis de los extractos
proteicos obtenidos desde frutos para medir actividad SDH. Inicialmente, este experimenfo se
llevd a cabo con frutos transformados transitoriamente, con los cuatro vectores (35S-MdSDH,
3565-GFP, PG-MdSDH y PG-GFP) ya que ain no se disponia de los frutos de las plantas
transformadas establemente (plantas transgénicas 35S-MdSDH y 35-GFP). De esta manera, se
podria tener una aproximacion de lo que ocurrirfa en los frutos de las plantas transgénicas,

sobreexpresoras constitutivamente de SDH.

4.2.1 Andlisis de actividad SDH en extractos de proteinas obtenidos de la

transformacidn transitoria de frutos de tomate

Para llevar a cabo los experimentos de transformacion transitoria y extraccion de
proteinas totales, se utilizaron tomates obtenidos comercialmente y que presentaban un bajo
nivel de maduracién (seccién 3.2.2). Primero, se demarcaron 5 tomates (réplicas biclogicas),
en 4 partes iguales, una para cada vector con el que se transformaron (seccidn 3.6.1). Luego,
se inyectd la suspension de Agrobacterium portando los vectores de interés en el pericarpo de
los frutos, verificando que la suspension entraba al fruto, ya que se tornaba mas oscuro. Luego
de 4 dfas post-infiltracion, se hizo una extraccion total de proteinas. E! extracto crudo se

centrifug6 una vez a 5000 x g (seccidn 3.6.2) para eliminar cualquier rastro de tejido de!l fruto y

con el sobrenadante se realizaron los ensayos de actividad (seccion 3.6.4).




Figura 9: Procedimiento de infiltracion de frutos de tomate. Tomates que presentaban un estadio
temprano de maduracion fueron infiltrados con las suspensiones de Agrobacterium portadora de los 4
vectores pCambia (35S5-MdSDH, 355-GFP, PG-MdSDH y PG-GFP). En A las 5 réplicas biologicas fueron
demarcados en 4 partes iguales, una para cada vector. En B se muestra la inyeccion de la suspensién de
Agrobacterium en el pericarpo de los frutos, para la cual se utilizo una jeringa de 5 mm.

Para llevar a cabo los ensayos de actividad se prepar6é una solucién de actividad que
contenia sorbitol, el cual es el sustrato de la enzima SDH (secciones 1.2.4 y 3.6.4). La solucién
se hizo a pH 9 para favorecer la oxidacién del sorbitol a fructosa y no la reaccién inversa
(Yamaguchi y cols, 1994). La reacciéon se midié en el espectrofotdémetro a 340 nm, durante 10
minutos registrando los valores cada 20 segundos. Los valores obtenidos fueron graficados

considerando 3 réplicas técnicas para cada vector con el que se infiltré cada réplica biologica.

En la Figura 10 se ven los graficos obtenidos de los analisis de actividad de los
tomates transformados transitoriamente. Se grafic la actividad de la proteina en nmol NADH
producido / mg de proteina total (PT) por minuto para cada muestra. Las muestras 35S-MdSDH
y PG-MdSDH se compararon con sus controles respectivos (35S-GFP y PG-GFP; seccion

3.6.4).
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Figura 10: Actividad SDH en los frutos de tomates comerciales transformados transitoriamente con
los vectores pCambia 35S-MdSDH, 35S-GFP, PG-MdSDH y PG-GFP. En el eje Y se muestra la
actividad SDH por minuto, medida en nmol NADH producido/mg proteina total (PT). En el eje X se
presentan las 4 muestras correspondientes a cada uno de los vectores. Se hicieron analisis estadisticos
con los que se comprobd la significancia en el aumento de actividad de las muestras transformadas con
SDH vs sus respectivos controles GFP. Se aplico test de Student no pareado, p< 0,05 (*); p<0,01 (**);
p<0,001 (***). Las barras corresponden a las desviaciones estandar (SD).
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En el grafico de la réplica biolégica 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 355-MdSDH el promedio de actividad alcanza los 80
nmol /min*mg PT mientras el promedio de su control es de 35 nmol/min*mg PT. Los controles
35S-GFP y PG-GFP poseen valores cercanos de actividad, sin embargo, las muestras 35S-
MdSDH y PG-MdSDH muestran una clara diferencia, obteniéndose mayor actividad en el
extracto de PG-MdSDH para la réplica biolégica 1. Tendencias similares fueron observadas en
las otras cuatro réplicas biologicas. La actividad que se obtiene en los controles negativos,

corresponde a la actividad basal que se produce por la SDH endégena del fruto.

Otra manera de expresar estos resultados es calculando el promedio de actividad de
todas las replicas biologicas juntas, considerando 3 réplicas técnicas 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 transgén de SDH bajo ambos promotores

(Figura 11).
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Figura 11: Actividad SDH promedio de los frutos de tomates comerciales transformados
transitoriamente con los vectores pCambia 358-MdSDH, 355-GFP, PG-MdSDH y PG-GFP. El grafico
muestra en el eje Y la actividad de SDH por minuto medida en nmol de NADH producido/mg proteinas
totales (PT). En el eje X se muestra cada vector con el que se transformé las 5 réplicas bioldgicas,
obteniéndose 3 réplicas técnicas para cada muestra. El andlisis estadistico muestra un aumento
significativo en las muestras transformadas con SDH frente a sus controles transformados con GFP. Se
realizé un test de Student no pareado pvalue < 0,05 (*); p <0,01 (**); p <0,001 (**). Las barras
corresponden a la desviacion 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 control, 355-GFP, es de 40 nmoVmin*PT. Es decir, hay un aumento
de actividad de 2.6 veces. Para el caso de la muestra PG-MJdSDH, el promedio es de 131
nmol/min*PT y la de su control PG-GFP es de 58 nmol/min*PT. Es degir, hay un aumento de 2.2

veces en la actividad SDH comparado con [a de su control GFP.

En conclusién, estos resultados nos indican que todas las muestras transformadas con
las cepas de Agrobacterium portador del transgén 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 actividad parecidos de
SDH en frutos transformados y 3) comparando MdSDH (evaluada en este seminario de titulo)
con LeSDH (evaluada por Aguayo (2010) y Mandujano (2008)) se concluye que ambas
presentan tasas de actividad parecidas con respecto a los controles y que por este motivo,

ambas son candidatas aptas para utilizar en etapas posteriores en el proyecto INNOVA.

4.2.2 Analisis de actividad SDH en extractos de proteinas obtenidos de la

transformacion estable de frutos de tomate Micro-Tom

Como se menciond en la seccion 4.1.2, se obtuvieron 5 plantas transgénicas de Ia linea
355-MdSDH y 7 plantas transgénicas de la linea control 35S-GFP. Estas plantas dieron frutos a
los 6 meses desde el proceso de transformacion, y se hicieron los experimentos de medicion de
actividad SDH con extractos de proteinas de estos frutos, Para esto, se tomaron entre 3 a 4
tomates de una misma planta, los cuales presentaban un bajo estado de maduracién,
determinada por la coloracién verdosa-amarilla, tratando de repetir las mismas condiciones que
se utilizaron en la seccion 4.2.1. Se hizo una exiraccidn de proteinas totales (Lo Bianco y
Rieger, 1998}, para fres plantas de la linea 35S-MdSDH vy tres plantas de la linea 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 réplicas
técnicas para cada planta (las que correspondian a diferentes mediciones de la misma alicuota

de extracto de proteina). Los resultados se visualizan en la Figura 12.
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Figura 12: Analisis de actividad de SDH en los tomates Micro-Tom transformados establemente con
358-MdSDH y 35S-GFP. El grafico muestra en el eje Y la actividad de SDH por minuto medida en nmol
NADH producido /mg proteinas totales (PT). La linea 35S-MdSDH esté representada por la abreviatura
Md1, Md2, Md3 correspondientes a las plantas 1, 2 y 3. Lo mismo ocurre para la linea 35S-GFP, la cual
esta representada para GFP1, GFP2 y GFP3 correspondientes a las plantas 1, 2 y 3. WT1 y WT2
corresponden a plantas de tomate silvestre. Se hizo analisis estadistico ANOVA de una via 0,05 para las 8
muestras y posteriormente se realizo la comparacion mdltiple de Dunnet para comprobar las significancias
entre las muestras. Las letras sobre las barras corresponden al anélisis estadistico. Letras distintas entre
barras muestran que existe diferencia significativa con un nivel de confianza del 95%. Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar.

En la Figura 12 se visualiza un aumento de actividad de SDH en las muestras
pertenecientes a la linea que sobreexpresa SDH constitutivamente en comparacion con las
lineas que posee en su genoma el transgén control GFP o las plantas WT. El grafico muestra
las diferencias significativas entre las distintas lineas estudiadas. Se puede apreciar que Md1
presenta un aumento significativo al compararla con todos los controles GFP y WT. Sin
embargo, las lineas Md2 y Md3 presentan sélo un aumento significativo frente a los controles

GFP1y GFP2.
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Ademas, se calcul6 el promedio de la actividad SDH de cada linea transgénica, control
y WT. Se tomaron los datos de la linea 35S-MdSDH (Md1, Md2 y Md3), se promediaron y se
obtuvieron las desviaciones estandar. Lo mismo se hizo para las plantas de la linea 35S-GFP

(GFP1, GFP2 y GFP3) y las dos plantas WT. Los resultados se presentan en la Figura 13.
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Figura 13: Analisis del promedio de actividad de SDH en los tomates Micro-Tom transformados
establemente con 355-MdSDH y 35S-GFP. El grafico muestra en el eje Y la actividad de SDH por minuto
medida en nmol NADH producido/mg proteinas totales (PT). En el eje X se muestra el promedio de cada
linea transgénica (3 plantas), por una parte 35S-MdSDH y por ofra 35S-GFP, utilizando 3 réplicas técnicas
para cada planta (9 valores para cada andlisis). Ademas se afiade el promedio de las 2 plantas WT con 3
réplicas tecnicas cada una. El andlisis estadistico muestra un aumento significativo en las muestras
transformadas con SDH frente a sus controles transformados con GFP. Las barras de error corresponden
a la desviacién estandar. Se realizo un test de Student no pareado, p< 0,05 (*); p<0,01 (**); p<0,001 (***).

En el grafico, es posible observar un aumento estadisticamente significativo de
actividad SDH en los frutos de tomate transformados establemente con el transgén MdSDH
respecto al grupo control GFP y WT. Aproximadamente, el aumento que se genera es de 1,5 a

1,8 veces entre las lineas que sobre-expresan SDH frente a sus controles, GFP y WT.

En resumen, se puede concluir que la transformacion estable y transitoria de tomates
con el gen de la Sorbitol deshidrogenasa (SDH) resulta en un aumento significativo de actividad

SDH con respecto a sus muestras controles (GFP), las cuales compartian el mismo promotor,
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que podia ser el promotor constitutivo 35S o el promotor fruto especifico PG (para el caso de las
transformaciones transitorias). Resultados muy similares se obtienen al comparar las plantas

tfransformadas establemente (transgénicas) con sus respectivos controles.

4.3 Clonacion de los fragmentos obtenidos del vector pCambia en el vector PCP

Los vectores utilizados para transformar establemente plantas de tomate vy
transitoriamente frutos de tomate, correspondfan al vector pCambia con los siguientes
constructos: 35S-MdSDH, 358-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 decidid clonar las secuencias de
interés de 4 vectores (355-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 complicaciones en la aceptacion del consumidor (Gustafson, 2008; Vila Aiub y cols,
2008; Alimentos transgénicos con resistencia a BASTA que se comercializan; soya (1996),
canola (1996), algodén (1997), maiz (2001)), ya que no posee el gen de resistencia a
higromicina (presente en pCambia), el cual es un antibiético de seleccién bacteriano.

Para llevar a cabo este objetivo, se procedi6é a hacer una extraccién de ADN plasmidial
de los cuatro vectores pCambia (datos no mostrados). Luego, se procedit con la amplificacién
de los fragmentos de interés, que comprenden promotor (35S o PG), gen (MdSDH o LeSDH) y
terminador (NOS) con los partidores disefiados en este seminario de titulo (seccion 3.5.2). La
amplificacion se llevd a cabo con la enzima Pfu polimerasa, la cual exhibe actividad
exonucleasa en sentido 3"—5" impidiendo la incorporacién de nucleétidos errdneos durante la
amplificacién. De los 4 fragmentos con los que se pretendia hacer la clonacién en el vector

PCP, se logro amplificar 3 de ellos (358-MdSDH-NOS, 35S8-LeSDH-NOS y PG-MdSDH-NOS,
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Figura 14). A pesar de numerosos intentos, no se logré amplificar el fragmento PG-LeSDH-

NOS.
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Figura 14: Amplificacién de los fragmentos promotor-gen-terminador a partir de los vectores
pCambia. Se observa el gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. (A) Se distingue la banda de 2000
pb correspondiente al tamafio esperado para los fragmentos 35S-MJdSDH-NOS, (B) 1984 pb para
355LeSDH-NOS y (C) 2200 pb para PG-MdSDH-NOCS. PM: Estandar de peso molecular. C-: control
negativo, realizado con agua NP.

Los fragmentos amplificados fueron purificados del gel (seccién 3.5.5) y se agregd una
adenina en el extremo 3" del producto de PCR (secci6n 3.5.3) para luego realizar la ligacién en
el vector pCR8 que posee una timina desapareada en el extremo 3.

Posteriormente se transformd E. coff quimiocompetentes (seccidn 3.3.2), y luego se
seleccionaron las colonias en LB suplementada con espectinomicina. Para corroborar que las

colonias resistentes presentaban los fragmentos de interés, se realizé un PCR de colonia

{seccién 3.5.4, Figura 15).
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Figura 15: PCR de colonia para verificar la presencia de pCR8-355-MJdSDH-NOS, pCR8-35S-LeSDH-
NOS y pCR8-PG-MdSDH-NOS en E. colfi. La reaccién de PCR tuvo como fin amplificar los fragmentos de
interes clonados en el vector pCR8. En la figura, 1-10 cotvesponden a 10 colonias de E. coli seleccionadas
para ios andlisis A: Amplificacion de 35S-MdSDH-NOS (2000 pb), B: Amplificacién de 35S-LeSDH-NOS
(1984 pb), C: Amplificacién de PG-MdSDH-NOS (2200 pb). PM: estandar de peso molecular. C+
commesponde a la amplificacién del fragmento a partir de ADN plasmidial obtenido del vector pCambia. C-
corresponde a la reaccian realizada con agua NP.
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A los clones positivos para el PCR de colonia, se les extrajo ADN plasmidial y
posteriormente se sometieron a un analisis de restriccion, con el fin de comprobar que el
fragmento amplificado correspondia al clonado en pCR8 y no a una amplificacién inespecifica.
La digestion se hizo utilizando la enzima EcoRl. Los patrones de bandas se ven en las Figuras

16, 17 y 18.

Figura 16: Digestién enzimatica del vector pCR8-355-MdSDH-NOS. Con el fin de analizar el fragmento
clonado en E. coli, se digirid el plasmido con la endonucleasa EcoRl. Los tamafios esperados de banda
carresponden a 2799 pb, 1279 pb y 746 pb, los cuales se distinguen en la imagen. Los nameros {1-9)
corresponden a las colonias analizadas, V: vector pCR8 sin fragmento, digerido con la enzima EcoRI.

PM 1 2 3 4 v

<— 2799pb
<— 2008 pb

Figura 17: Digestién enzimética del vector pCR8-355-LeSDH-NOS. Con el fin de analizar el fragmento
clonado en E. cofi, se digirié el plasmido con la endonucleasa EcoRl. Los tamaiios esperados de banda
corresponden a 2799 pb y 2008 ph, los cuales se distinguen en la Imagen. Los nfmeros (1-4)
comresponden a las colonias analizadas, V: vector pCR8 sin fragmento, digerido con la enzima EcoRI.
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Figura 18: Digestién enzimatica de! vector pCR8-PG-MdSDH-NOS. Con el fin de analizar el fragmento
clonado en E. coli, se digiri el plasmido con la endonucleasa EcoRI. Los tamafios esperados de banda
corresponden a 2799 pb, 1286 pb y 977 pb, los cuales se distinguen en la imagen. Los nimeros (1-2)
corresponden a las colonias analizadas, V: vector pCR8 sin fragmento, digerido con Ja enzima EcoRl.

Como muestran las Figuras 16, 17 y 18, se comprobd mediante digestién enzimatica
que el vector habla ligado correctamente con los fres fragmentos de interés. Pese a que la
amplificacion del fragmento se realizé utilizando la polimerasa Pfu, la cual es una enzima de aita
fidelidad, se comprobé mediante secuenciacién que el fragmento clonado no presentara
mutaciones o coirimientos en el marco de lectura. La secuenciacién de los ADN plasmidiales
fue realizada en Macrogen Co. (USA), usando Jos partidores M13F y M13R (seccitn 3.5.8), los
cuales se hibridan a secuencias flanqueantes al fragmento clonado. Sin embargo, estos dos
partidores no son suficientes para secuenciar fodo 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 (Figura 19.A, Tabla il). En los geles de agarosa de la Figura 19.B se ven las bandas
amplificadas por PCR al usar los partidores internos MdF - MdR o LeF- LeR, utilizando el vector

pCR8 como templado.
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Figura 19: Diagrama de hibridacién de los partidores que se utilizaron para la secuenciacion. A. Los
partidores M13F y M13R hibridan en zonas flanqueantes al fragmento clonado (Promotor-gen-terminador).
Ademas se muestran los partidores adicionales que se usaron para secuenciar el fragmento completo
(Partidores internos). Los partidores MdF y MdR amplifican el gen MdSDH mientras que los partidores
LeF y LeR amplifican el gen LeSDH. B, Verificacion de la funcionalidad de los partidores internos
mencionados, 1y 2 corresponden a dos ADN plasmidiales del amplificados por PCR 1. Con los partidores
internos LeF y LeR (para pCR8-LeSDH) y 2. Con los partidores internos MdF y MdR (para pCR8-MdSDH).
C -: corresponde al control negativo, que fue la reaccion realizada con agua NP. PM: peso molecular.

Se secuenciaron 4 clones de cada linea con los partidores M13F, M13R y MdF (para
35S-MdSDH-NOS y PG-MdSDH-NOS) y con los partidores 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 decir, tenian 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 ligacion.

Los partidores que se utilizaron para amplificar los fragmentos de los 3 vectores, fueron
disefiados con sitios de restriccién en sus extremos (seccién 3.5.2). Una vez que se comprobo
la identidad de secuencia de ADN de los clones transformados y se extrajo el ADN plasmidial,
se digirié con las enzimas de restriccion flanqueantes al fragmento. Se utilizaron las enzimas

Xmal y Xbal, las cuales tienen sitios tnicos de corte y también 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 ligacion final (Figura 20).

A PM 35S-LeSDH-NOS PCP
== “ .I' l ' d& LA 4 4—8000Pb
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Figura 20: Digestién enzimatica secuencial del vector pCR8-355-LeSDH-NOS y del vector de llegada
PCP. En A se muestra la digestion con Xmal, los tamafios esperados son de 4800 pb para el vector pCR8-
355-LeSDH-NOS y de 8000 pb para PCP. En B se muestra la segunda digestién con Xbal, los tamafios
esperados de banda para el vector pCR8-355-LeSDH-NOS son 4807 pb, 2576 pb y 1984 pb. El tamafio
esperado para el vector PCP es de 8000 pb. En C se muestra el diagrama del vector pCR8-35S-LeSDH-
NOS con los sitios de corte para ambas enzimas. Los andlisis de restriccion y diagramas de los otros dos
vectores son parecidos (datos no mostrados).

Los tamarfios de los fragmentos de interés 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 partir de geles de agarosa de la digestion enzimatica (secciéon 3.5.8).
Posteriormente, se procedio a ligar los fragmentos en el vector de llegada PCP (seccién 3.5.9),
para luego transformar E. coli con esta reaccion. Los cultivos transformados se dejaron crecer
en agitacion por 1 hr y luego se sembraron en placas, suplementadas con espectinomicina. Las
colonias crecidas en las placas con antibiético se sometieron a PCR de colonia con los
partidores 35SMDF y 35SMDR (A); 35SLEF y 35SLER (B), PGMDF y PGMDR (C); para

confirmar que poseian el fragmento de interés (Figura 21).
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Figura 21: PCR de colonia de E. coli para corroborar Ia transformacién con vector PCP-358.LeSDH-
NOS, PCP-358-MdSDH-NOS y PCP-PG-MdSDH-NOS, Las colonias de E. cofi fueron transformadas con
PCP-355-MdSDH-NOS (A), PCP-35S-LeSDH-NOS (B) y PCP-PG-MdSDH-NOS (C), y sujeto a PCR de
colonia. El tamafio de los fragmentos esperados es de 1984 pb para 358-LeSDH-NOS, 2000 pb para 358—
MdSDH-NOS, y de 2200 pb para PG-MdSDH-NOS. ¢ corresponde al control negativo de agua, C*
corresponde al control negativo de la cepa de E. cofi sin transformar, G+ conirol positivo, corresponde a
ADN extraido del vector pCR8 de cada fragmento.

A las colonias que salieron positivas para el PCR de colonia se les extrajo ADN
plasmidial y se realizé un nuevo PCR con los partidores 35SMDF y 35SMDR (B); 35SLEF y
35SLER (D); PGMDF y PGMDR (F) y un analisis de digestién, para corroborar la identidad del
fragmento clonado (Figura 22). Los geles de los vectores PCP-35S-MdSDH-NOS y PCP-355-
LeSDH-NOS presentan el mismo patrén de bandas (2000 pb aprox.) (Figura 22.A, B, C y D). El
patron de bandas obtenido para el fragmento PG-MdSDH-NOS se muestra en la Figura 22.E y
F.
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Figura 22: PCR y andlisis de restriccion de ADN plasmidial obtenido de E. coli transformadas con el
vector PCP-355-LeSDH-NOS, PCP-35S-MdSDH-NOS y PCP-PG-MdSDH-NOS. En A se muestra el
ensayo de restriccidn con las enzimas de restriccion Xbal y Xma 1, resultando el fragmento de 1984 pb
correspondiente al fragmento 35S-LeSDH-NOS. En B se muestra el PCR hecho en base al ADN
plasmidial obtenido, amplificando un fragmento esperado de 2000 pb del fragmento 355-MdSDH-NQOS. En
C se muestra la digesfién del vector PCP-35S-MdSDH-NOS con las enzimas de restriccion Xbal y Xmal,
liberando un fragmento de 2000 pb. En D se muestra el analisis de PCR para el vector PCP-355-LeSDH-
NOS, amplificando un fragmento esperado de 1984 pb. En E se muestra Ia digestion para el vector PCP-
PG-MdSDH-NOS, liberandose el fragmenic PG-MJdSDH-NOS de 2200 pb. En F se muestra el PCR
realizado para vector PCP-PG-MdSDH-NOS que ampiifica una banda de 2200 pb. VID: vector con inserto
y digerido. VI: Vector con inserfo sin digestion. V: Vector PCP sin inserto y con digestion, El C+
comesponde a la reaccion de PCR llevada a cabo con ADN plasmidial del vector pCambia
correspondiente. C- correspande a la reaccion realizada con agua NP.

Una vez comprobado mediante PCR y andlisis de restriccion que los fragmentos
estaban clonados correctamente en el vector PCP, se purificd el ADN plasmidial a partir de E.
coli y se transformd A. tumefaciens (seccién 3.3.4), para que estos vectores se puedan utilizar

posteriormente en transformaciones de especies vegetales. Una vez que se transformd A.
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tumefaciens mediante golpe térmico, se dejo creciendo el cultive 1 hora y luego la suspension
se sembrd en placas suplementadas con espectinomicina. Al cabo de dos dias se obtuvieron
numerosas colonias, de las cuales se eligieron entre 4-6 y se hizo un PCR de colonia con los

partidores 35SMDF y 35SMDR (A); 356SLEF y 35SLER (B); PGMDF y PGMDR (C) (Figura 23).
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Figura 23: PCR de colonias de A. tumefaciens transformadas con PCP-355-MdSDH-NOS, PCP-358-
LeSDH-NOS y PCP-PG-MdSDH-NOS. El tamario de los fragmentos amplificados esperados es de 1984
pb para 355-1.eSDH-NOS (A), de 2000 pb para 356S-MdSDH-NOS (B} y 2200 pb para PG-MdSDH-NOS.
Los numeros (1-4 (A), 1-6 (B, C)) corresponden a las colonias elegidas. G corresponde al control negativo
de agua, CZ corresponde al control negativo de la cepa de A. tumefaciens sin transformar, C+ corresponde
al control positivo, que es ADN plasmidial del vector pCR8 portader de los fragmenios
correspondientes.PM: Marcador de peso molecular.

Finalmente, mediante analisis de digestién, PCR convencional y PCR de colonia se
comprob6 la clonacion en el vector PCP, de [as secuencias de interés que pertenecian a los
vectores pCambia. Colonias de Agrobacierium tumefaciens fueron exitosamente transformadas
con los vectores PCP-35S-MdSDH-NOS, PCP-353-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, DISCUSION

El objetivo del proyecto en el cual se enmarca este seminario de titulo, tiene como
finalidad el incremento del dulzor en los frutos de manzanos. Para lograr este objetive, es
necesaria la sobre-expresion fruto-especifica de la enzima SDH, que oxida el sorbitol en
fructosa, un aziicar con un mayor poder edulcorante. Se requiere de la sobre-expresion fruto-
especifica, ya que se ha reportado que la sobreexpresion de SDH bajo un promotor constitutivo
producirfa manzanos de menor tamaiio y con frutos de menor calidad (Teo vy cals, 20086). Por lo
tanto, con esta estrategia se potenciaria el dulzor en el fruto, manteniendo la calidad de la
planta y Ia fruta. Con el objetivo de evaluar en el corio plazo y verificar ia funcionalidad de
vectores construidos anteriormente, se implementé y desarrolld un procedimiento de

transformacion (estable y transitoria) del sistema vegetal modelo Tomate.

Transformacion esfable de plantas de fomate: En primer fugar, se transformaron planfas de
tomates establemente con los vectores pCambia obtenidos en los seminarios de titulo de
Patricio Mandujano (2008; 35S-LeSDH y PG-LeSDH) y Francisca Aguayo {2010, 35S-MdSDH y
PG-MdJSDH). En un comienzo, se utilizd la variedad Ailsa Craig ya que se contaba con un
protocolo de transformacion generado en el laboratorio del Dr. Patricio Arce (P. Universidad
Catdlica de Chile), con el cual se habian registradc porcentajes de transformacion altos,
cercanos al 10%. Siguiendo este protocolo, se realizé el procedimiento de fransformacién de
Ailsa Craig con los 4 vectores pCambia 1302 portadores de los siguientes constructos: 35S-
MdSDH, 35S-GFP, PG-MdSDH y PG-GFP. Solamente se obtuvieron 3 plantas fransgénicas de
la Ilnea PG-GFP, las cuales fueron corroboradas por andlisis de PCR de los transgenes (Figura
5). Sin embargo, pese a los reiferados esfuerzos y miiltiples transformaciones realizadas, no fue
posible obiener plantas transgénicas de las otras 3 lineas, lo que podria haber sido causado por
numerosas causas. Hay multiples factores que infervienen en el proceso de transformacion,

entre ellos se encuentran: 1. El estadio de los explantes a transformar; este depende de Ia
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variedad a transformar, que en el caso de Ailsa Craig correspondia a plantulas de una semana
post-germinacién; 2. El inéculo de Agrobacterium que se ufiliza, generalmente se requiere que
la D.O (600 nm) se encuentre en un rango de 0,2 hasta 1,0 (se ha reportado que D.Q mas altas,
0,8-1,5, disminuyen la tasa de transformacion (Vinoth y cols, 2013); 3. El tiempo que se
mantienen a los explantes transformados en el medio de co-cultivo el cual esta suplementado
con acetosiringona (compuesto fendlico que estimula el proceso de transformacidn; Jeroen y
cols, 1993) y la concentracion de este compuesto; 4. Ademas se ha reportadc que la cepa de
Agrobacterium influye en la efectividad de la trasformacién estable (Jeroen y cols, 1993), al
igual que las concentraciones de hormonas vegetales en el proceso de regeneracién, segin [a
variedad vegetal que se fransforme (Dang Thi Van y cols, 2010). Como se observa, son varios
los factores que estan interviniendo en el proceso y posiblemente, fue mas bien una situacion
multifactorial la que generé que se redujeran [os niveles de transformacion de las plantas y que
finalmente s6lo 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 multiples factores que
pudieron haber ccasionado en conjunto este problema, se podria encontrar el estadio de los
explantes a transformar. Aunque se esterilizan y se siembran las semillas a los mismos tiempos,
la germinacion es un proceso independiente entre las semillas y no uniforme, es decir, hay
semillas que pueden germinar uno o dos dfas después que otras. Pese al intento de transformar
aquellos explantes con los mismos dias post-germinacién, se pudieron haber transformado
explantes que tenfan una diferencia de al menos un dia debido a que es practicamente
imposible diferenciarlas ya que en tamafio son iguales. Se ha reportado que esta pequefia
diferencia en el estadio de los explantes, reduce considerablemente los porcentajes de
transformacion (reduccion de hasta 30%, Pino y cols, 2010). Otro de estos multiples factores
que pudieron afectar, puede ser que la D.O cen la que se transformé no haya sido la dptima
para esta variedad. El rango de D.O de los cultivos utilizados para las transformaciones
estables de esta cepa, es bastanie amplio. Pese a que se nos recomends realizar las
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transformaciones con una D.O 0.8, hay reportes para la misma variedad en la que se utilizan
D.O entre 0,3 - 0,5 (Alvarez y cols, 2012); Otro detalle importante, es que aquellos explantes
que se transformaron de las 3 lineas no resultantes (PG-MdSDH, 35S-GFP y 35S-MdSDH), se
contaminaron rapidamente con Agrobacterium, el cual crecié vigorosamente en las placas,
formando una masa de cultivo sobre los explantes transformados y generando que el tejido se
pusiera necrético rapidamente (en 2 semanas). Una D.O no apropiada, Ia carencia de algtn
aditivo en los medios de cultivo, el estadio de los explantes y el tiempo de contacto con
Agrobacteriurn, entre ofros; pudieron ser factores que ocasionaron que de estas plantas no se
generaran fransformantes, considerando que aunque el experimento se trate de hacer igual
para las 4 lineas, éstas son independientes, y se pueden tener eslos errores en lineas por
separado. Otro factor clave en el proceso de fransformacién y que tiene directa relacion con el
inusual crecimiento de las colonias de Agrobacterium es la utilizacién del antibidtico cefotaxime
para controlar esta cepa bacteriana. Se han realizado estudios que demuestran que cefotaxime
disminuye notoriamente la diferenciacién de los brotes y que junto a otros antibisticos
{kanamicina, higromicina) muestra un efecto negativo en el crecimiento del callo, de la
regeneracion de los brotes y del porcentaje de eficiencia de regeneracion de las plantas
transformadas (Ling y cols, 1998). Es posible que las cepas de Agrobacterium hayan adquirido
resistencia a este antibidtico y que con el paso del tiempo haya sido cada vez mas dificil poder
controlario, teniendo que aumentar gradualmente la concentracion del antibiético en los medios
(desde 200 mg/L hasta 400 mg/L en el caso de la variedad Ailsa Craig y Red cherry) y
generando como consecuencia directa la disminucién y pérdida de algunos brotes

transformados.

Las 3 plantas PG-GFP fransgénicas generadas, posteriormenie murieron cuando
llevaban pocas semanas en e! medio de elongacion. Las posibles causas de esta situacién
pudieron deberse a que las condiciones establecidas no eran las adecuadas para esta variedad,

a un crecimiento inesperado de Agrobacterium en las placas que contenfan cefotaxime y/o a un
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drastico cambio en el medio en el que se encontraban, pasando de un medio enriquecido en

hormonas vegetales a un medio basal cuyo tnico suplemento era el antibidtico de seleccién.

Dado estos resultades con Alisa Craig, se procedié a transformar otra variedad con un
ciclo de vida mas corto, para asi tener en un menor tiempo plantas de tomates transgenicos. Se
eligié la variedad Red Cherry, la cual presenta un ciclo de vida de 5 meses y tomates de un
menor tamafio, consiguiendo frutos mas rapidamente que la variedad Ailsa Craig. Se siguid el
mismo protocolo que para la variedad Ailsa Craig, sin embargo, con esta variedad no se
obtuvieron transformantes. Pese a ser la misma especie vegetal, el proceso de transformacion
depende de cada variedad, ya que tienen distintas restricciones, ocasionadas por un nivel
enddgeno 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 eligio la
variedad Micro-Tom para confinuar con las transformaciones estables, ya que se habia
reportado en la literatura un proceso de transformacion simple, répido y eficiente (Pino y ¢als,
2010). Con esta variedad de tomate se lograron resultados satisfactorios. Especificamente, se
obtuvieron 5 y 7 plantas transformadas con 35S-MdSDH y con 35S-GFP (control),
respectivamente, con porcentajes de transformacion cercanos a los que aparecen en la
literatura (3,9% N: 838, Guo y cols, 2012). Se corroboré la fransgenia de estas plantas con
analisis moleculares de PCR para amplificar los genes con los que se transformé {MdSDH vy
GFP; Figura 7). Las Iineas PG-GFP y PG-MdSDH no fueron posibles de cbtener, porque los
explantes que fueron transformados presentaban un crecimiento excesivo de Agrobacterium,
cubriendo todo el explante y produciendo [a necrosis del tefido. Los motivos que pudieron
ocasionar esto, son los mismos que se mencionaron anteriormente para la variedad Ailsa Craig.
La unica caracteristica comiin entre todas estas transformaciones es que aquellos explantes
que fueron inoculados con Agrobacterium presentaban tasas mucho menores de regeneracion

que los controles positivos (los cuales siguieron el proceso de organogénesis somética, sin
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inocular previamente con Agrobacterium), lo cual también ha sido reportado en trabajos previos

(Park y cols, 2003).

Con las plantas fransgénicas generadas en este frabajo de seminario de titulo, se
realizaron andlisis de actividad de SDH, a partir de los frutos transgénicos para corroborar la

expresion y la actividad del gen, ademas de verificar la funcionalidad del promotor 35S.

Actividad SDH en frutos de tomate transformados transitoriamente: Paralelamente a la
transformacion estable de tomates, se realizaron transformaciones transitorias en frutos, con la
finalidad de comprobar la expresién y medir ia actividad de SDH en los frutos transformados.
Para estos analisis se contaron con § réplicas biolégicas (5 tomates independientes) que fueron
agroinfiltrados con una suspension de Agrobacterium que llevaba los constructos de interés en
pCambia (35S8-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 hay un incremento estadisticamente significativo
(hasta 2,2 veces) en las actividades obienidas con los vectores que tienen la SDH frente a los
que lievaban 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, que se mantiene
e incrementa levemente en el tiempo, ocasionada por la SDH endégena del fruto (Ohta y cols
2005). Sin embargo, la diferencia de actividad entre las muestras GFP y las SDH se debe a la
transformacion con MdSDH en el tejido. Por lo tanto, para obtener los valores de actividad que
se obtienen de la transformacién con SDH, es que a los valores de las actividades obtenidas
con 355-MdSDH se le debe restar el valor de 35S-GFP (basal), al igual que a PG-MJdSDH se le
debe restar el valor de PG-GFP. De esta manera, se encontro que los niveles de actividad de
SDH de extractos de protelnas totales obtenido a partir de frutos transformados con los vectores

355-MdSDH y PG-MdSDH medidos en este trabajo, variaban entre 0,06-0,07 umol/mgprot*min.
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Otro punto importante, es que las réplicas biolégicas poseen diferencias de actividad
entre ellas (Figura 10). Estas diferencias pueden deberse a la eficiencia de transformacién
utilizando el procedimiento de agroinfiltracién en frutos, y ademas a posibles diferencias en los
niveles de SDH enddgenos entre ellas, los cuales dependen del grado de madurez de cada
fruto. Por ofra parte, las reacciones se suplementaron con 3 UM de ZnSO, tal como aparece en
Negm y Loescher (1979), con la finalidad de revertir una posible inhibicién por cisteina. Para
descartar la posibilidad de un artefacto de la reaccién suplementada con Zn'* se hicieron
controles negativos, con todos los componentes de la reaccidn, excepto el extracto proteico. De
estos controles, no se obtuvo actividad, tal como se esperaba. Es posible que para llevar a cabo
la reaccion se necesitara Zn'?, ya que como se menciond en la infroduccion, este es un ién
estructural del sitio catalitico, y se ha reportado en experimentos en los cuales se purificé SDH
de tomate, que icnes de Zn*? fueron esenciales para mantener la actividad de SDH durante la
dialisis (Yamada y cols, 1998; Karlsson y Ho6g, 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 patrén con el cual
comparar y s6lo se puede plantear que la transformacion transitoria mediante agro-inyeccion,
genera un leve aumento en la actividad SDH medida, ya que sdlo una fraccion de las células
vegetales est& expresando el transgén.

Actividad SDH en frutos de tomate transformados establemente: Se realizaron andlisis
de actividad a los frutos de las plantas transformadas establemente con 35S8-MdSDH, 35S-GFP
y plantas WT, para evaluar cémo se comportaba este sistema, y si realmente se obtenia mayor
actividad SDH en una transformacion estable sobre-expresando SDH. Los extractos obtenidos
de las plantas transformadas con 35S-MdSDH presentaron mayor actividad que aquellas que
fueron fransformadas 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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nmol/mgprot*min, frente a los 80-110 nmol/mgprot*min de las plantas GFP y WT. 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 358-GFP). Los valores obtenidos para las plantas
transformadas establemente son ligeramente mayores que los encontrados para las plantas
transformadas transitoriamente con esos mismos vectores. Esto puede deberse a la variedad
que se utifizé para las mediciones. En el caso de la transformacién estable se utilizaron fomates
variedad Micro-Tom y para las mediciones transitorias se utilizé una variedad comercial,
probablemente los factores que pueden influir en estas diferencias son sus estados de
maduracion, sus niveles de hormona etileno u otros cambios a nivel molecular. Otro punto a
considerar es que en la transformacién transitoria se transforman solo algunas células
vegetales, el ADN introducido se expresa por un periodo corto de dias y no se traspasa a la
progenie. El hecho de que sélo se transformen algunas células vegetales y no estén todas
transformadas, podria disminuir los niveles de actividad al compararla con una planta que esté
homogéneamente fransformada. Las plantas transformadas establemente corresponden a esta
ultima descripcién, aunque no se puede descartar gue no se hayan formado quimeras, ya que
sdlo se obtuvo una generacion de plantas transformadas establemente. Lo mas importante, es
recalcar que en ambos casos se obtuvo un aumento significativo de actividad de las muestras
que sobre-expresaban SDH frente a aquellas que sobre-expresaban GFP, y la tasa de aumento

en ambos casos fue muy parecida, entre 1,5 a 2,2 veces.

Clonacién en PCP: Ofro de los objetivos de este trabajo, fue subclonar los genes de SDH, mas
sus promotores y ferminadores de los vectores pCambia en el vector PCP que posee
resistencia al herbicida BASTA, mejor conocido como giifosato y utilizado ampliamente para el
cultivo de plantas transgénicas en obtros pafses (Gustafson, 2008; Vila Aiub y cols, 2008:
Alimentos transgénicos con resistencia a BASTA que se comercializan; soya (1926), canola

(1996), algodon (1997), maiz (2001)). Por este motivo es que se decidié clonar los constructos
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€n un vector con resistencia a un herbicida, ya que si se llegase a obtener el producto comercial
(manzanas con mayor dulzor), serfa mas aceptable entre los consumidores de dicho frutos que
la seleccién de esas plantas se haya hecho con un herbicida que con un antibiético bacteriano,
ya que esta lltima causa cierta desconfianza en la poblacién, mientras que la seleccion con
herbicidas posee mayor aceptacién en el mercado y es la que comunmente se utiliza para
seleccionar plantas transgénicas. Para lograr la clonacion efectiva de los constructos, se
diseftaron partidores especlficos que posefan sitios de corte comunes con el vector PCP. Los
fragmentos clonados comespondian al promotor-gen-terminador, en donde el promotor podia
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 objetivo, se disefiaron 4 pares de partidores, uno para cada vector. Se
hizo de este modo, ya que no fue posible encontrar partidores comunes éptimos entre los
vectores, pese a que todos compartfan el terminador NOS y hablan so6lo dos promotores
distintos. Esto fue causado ya que las secuencias MdSDH y LeSDH presentan diferencias que
causaban uniones inespecificas con los partidores comunes que se trataron de disefiar.
Finalmente se logré clonar los tres vectores en PCP, obteniéndose PCP-35S-LeSDH-NOS,
PCP-355-MdSDH-NOS y PCP-PG-MdSDH-NOS, los cuales fueron clonados en Agrobacterium.

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. Por una parte, mediante el
uso de herramientas biotecnolégicas, se transformd establemente tomates de I3 variedad Micro-
Tom, con el gen que codifica para sorbitol deshidrogenasa de manzana. Los vectores utilizados
para la transformacion mediada por Agrobacterium correspondian a los vectores binarios
pCambia. Estos tienen clonada a SDH bajo dos promotores, uno constitutivo (358) y uno frufo
especifico (PG). Exitosamente se abtuvieron 2 lineas transgénicas, comrespondientes a 355-
MdSDH y 36S-GFP. Con estas lineas se realizaron andlisis de actividad SDH, con los cuales se
comprobé que el gen se expresa y que se obtiene una mayor actividad SDH en aquellas plantas
que fueron transformadas con el vector 355-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 abarcd, fue la transformacion transitoria de frutos de tomate
con los vectores pCambia, mediante agro-infiltracidn en el pericarpo de los frutos. Al igual que
con los frutos fransformados establemente, se midié fa actividad SDH frente a su control GFP,
enconfrando un aumento en la tasa de actividad de SDH de 1,8 veces frente a su control. Los
valores obtenidos de la transformacion estable, como de la transformacién transitoria son
comparables entre si y bastante similares, lo que indica que la técnica de agroinfiliracion es
adecuada para tener una aproximacion de los resultados que se pueden obtener de una

transformacion estable.

Como tercer punto, se realiz6 la clonacién de los constructos de interés de los vectores
pCambia, en el vector PCP, el cual tiene resisiencia al herbicida BASTA. Para lograr este
objetivo se disefiaron partidores especificos, se amplificaron las secuencias con una polimerasa
de alta fidelidad (Pfu) y posteriormente se clonaron en el vector de clonacién pCR8. Finalmente
se comprob6 la correcta clonacién de los fragmentos en PCP y se transformé Agrobacterium

tumefaciens con estos vectores.
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se comprobo la correcta clonacion de los fragmentos en PCP y se transformé Agrobacterium

tumefaciens con estos vectores.

Como proyecciones de corto y mediano plazo, se pretende generar las lineas de
tomates transgénicos restantes (PG-MdSDH y PG-GFP). Ademé&s se podrian incluir las Iineas
358-LeSDH y PG-LeSDH, ya que de esta forma se podrian comparar las SDH obtenidas desde
dos especies distintas, para determinar cua! de ellas posee una mayor actividad enzimatica y €s
la mas adecuada para transformar manzano. Aunque con los resultados de este seminario de
titulo y los trabajos anteriores (Francisca Aguayo, 2010; Patricio Mandujano, 2008) se podrla

concluir que ambas enzimas (MdSDH 6 LeSDH) son aptas para este objetivo.

Ademas, se podrian realizar Southern Blots para ver el niimero de copias con las que
se inserto el gen de SDH al genoma de las plantas transformadas establemente. Al ser una

transformacién mediada por Agrobacterium, |a insercién es aleatoria y puede ser en tandem,

Otra proyeccién del trabajo, es realizar ensayos de expresién génica (QRT-PCR), para
medir los niveles de SDH de las plantas transformadas establemente frente a las transformadas

con GFP o plantas WT.

Se podrian realizar las transformaciones posteriores de plantas, con los vectores PCP
desarrollados en este seminario de titulo, para evaluar su funcionalidad y la resistencia efectiva

al herbicida BASTA.

Finalmente, se podrian realizar ensayos de HPLC para corroborar la conversidn de sorbitol

en fructosa, en el fruto de la manzana transgénica.

Cabe destacar, que la modificacién de la ruta de los azticares mediante Ia sobre-
expresion de la enzima SDH, podria ser aplicable para cualquier miembro de Ia familia de las

Rosaceas, entre ellas se encuentran: durazno, peral, ciruelas, damascos, entre ofros, ya que
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todas estas especies fraslocan sorbitol por el floema, como el principal metabolito de ia
fotosintesis. En términos econdmicos, las exportaciones de estas especies corresponden al
40,9% del total de la fruta fresca (ODEPA, Boletin fruticola 2013), por lo que serfa muy
interesante poder ampliarse a estas especies. Para conseguir este objetivo, se podrian utilizar
los vectores pCambia con los cuales se trabajé a lo largo del proyecto INNOVA, siempre y

cuando la metodologla de transformacién estable sea conocida para las otras especies.

Cabe aclarar, que actualmente los organismos genéticamente modificados se rigen por
la resolucion exenta 1.523 det SAG (afio 2001), la cual establece que se permite solamente la
mulfiplicacién de semillas de plantas transgénicas. En este aspecto, Chile no ha aprobado el
consumo de alimentos transgénicos, ya que las normas técnicas en este punto, atin no han sido
dictadas. Por lo tanto, se requiere de un cambio de legislacién para la comercializacion y

consumo de alimentos transgénicos en el pais.
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