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RESUMEN

Se produjeron plantas transgénicas de arroz Oryza sativa L., subespecie
Indica, variedad Morelos A-92 con el gen de la sacarosa fosfato sintasa de
Synechocystis. Se utilizé el sistema de produccion de callos embriogénicos a partir
de semillas maduras y la biobalistica como sistema de transformacion genética.
Semillas de arroz de la variedad Morelos A-92 previamente desinfectadas se
cultivaron en el medio de Murashige y Skoog (MS) suplementado con 2,4-D y
después de 7 dias de cultivo se obtuvieron callos embriogénicos, los cuales
fueron utilizados para ensayos de seleccion en diferentes concentraciones de
higromicina y también para ensayos de regeneracion de plantas utilizando
diferentes concentraciones de ANA y BAP. Los callos embriogénicos se
transformaron mediante biobalistica, utilizando el plasmido pCAMBIA1301 el cual
contiene el gen de higromicina fosfotransferasa que confiere resistencia a
higromicina y el gen de la B-glucoronidasa, y el plasmido pUISPSSy el cual
contiene el gen de la SPS de Synechocystis fusionado al promotor 35S. Se
encontré que una concentracion de 50 mg/L de higromicina es suficiente para
seleccionar eficientemente a los callos embriogénicos. Las condiciones 6ptimas de
regeneracion de plantas se obtuvieron con el uso de 2 mg/L de BAP y 0.5 mg/L
de ANA en el medio de regeneracion. En los eventos de transformaciéon con el
plasmido pCAMBIA1301 se obtuvo una frecuencia de transformacion del 3.8% vy
en los de co-transformacion se obtuvo el 3.1%. El analisis molecular por PCR
confirmé la integracion del transgén del gen reportero uidA y del gen SPS de
Synechocystis. Se inicié la construccion de un vector utilizando el gen de la SPS
de Synechocystis, el promotor de la subunidad pequefia de la ribulosa bi-fosfato
carboxilasa de tabaco (rbcS) y el terminador de la nopalina sintasa (Ter-nos).
Estas secuencias se extrajeron mediante PCR de los plasmidos utilizando
oligonucledtidos especificos con sitios de restriccion en los extremos y se clonaron
cada uno en el vector pGEM®-T Easy, se obtuvieron tres plasmidos con los
fragmentos clonados (pGEMrbcS, pGEMSPSSy y pGEMnos). A partir de estos
plasmidos se avanzé en la fusién del terminador nos al gen de la SPS vy la

clonacion del promotor rbcS esta en proceso.



ABSTRACT

Rice plants from the variety Morelos A-92 were transformed with the Sucrose
Phosphate Synthase gen of Synechocystis. The system of production of calli,
transformation by biolistic, shoot regeneration and generation of plants, were used
to optimize some conditions of the process. Seeds of rice were disinfected and
cultivated in MS media added with 2,4-D, for 7 days to obtain calli; these were
used for selection assays in different concentrations of hygromicin and for
regeneration using different ANA and BAP concentrations. The calli were
transformed by biolistic, using the pCAMBIA1301 plasmid which confers
hygromicin resistance and harbors the gene that encodes the B-glucuronidase,
and the pUISPSSy plasmid which contains the SPS Synechocystis gene fused to
the CaMV 35S promoter. It was found that a concentration of hygromicin 50 mg/L
is sufficient to select effectively the embryogenic calli. There were obtained shoots
at 25 days only in the media added with BAP 2 mg/L and ANA 0.5 mg/L, in the
regeneration assay. The percentage of transformation with pPCAMBIA1301 was 3.8
whereas in the co-transformation assay with pCAMBIA1301 and pUISPSSy it was
3.1%. The molecular analysis by PCR confirmed the integration of the transgenes
uidA and the SPS of Synechocystis. The construction of a vector was begun using
the SPS gen of Synechocystis, the ribulose bi-phosphate carboxilase small subunit
promoter (rbcS) and the terminator of nopaline synthase (nos). These sequences
were extracted by PCR from the plasmids using specific oligonucleotides with
restriction sites at the edges. These fragments were cloned separately in the
pGEM®-T Easy vector, obtaining three plasmids (pGEMrbcS, pGEMSPSSy y
pGEMnos). From these plasmids, the fusion of the nos terminator to the SPS gene
was performed in the correct orientation. The insertion of the rbcS promoter is in

process.
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1. INTRODUCCION

El mejoramiento genético vegetal se origind hace aproximadamente 10 000
afnos, cuando el hombre se hizo agricultor y comenzd la domesticacion de las
plantas. En el siglo XX, con la incorporacion de los cruzamientos sexuales, el
conocimiento de la biologia floral de las especies, los avances de la genética y de la
estadistica experimental y de la Biologia Molecular, se desarrollaron los métodos de

mejoramiento actualmente utilizados.

El mejoramiento genético convencional ha sido muy importante pues a él se
deben la mayoria de variedades de alto rendimiento actualmente utilizadas ademas
que tiene ventajas importantes ya que se basa en la existencia de variabilidad
genética para los caracteres que se desea mejorar y la reproducciéon sexual para la
incorporacién de los mismos. Sin embargo el aprovechamiento de la variabilidad por
métodos sexuales deriva en un problema debido a las barreras de cruzamiento entre
especies aunado al tiempo que se emplea para obtener una nueva variedad (Birch
1997).

La transformacioén genética de plantas es un conjunto de métodos no sexuales
que permite introducir en plantas, genes provenientes no sélo de otras especies
vegetales muy alejadas desde el punto de vista evolutivo, sino incluso de hongos,
virus, bacterias y animales. La transformacién genética de plantas es una tecnologia
que ademas de superar la limitacion de las barreras de cruzamiento aporta
variabilidad genética sin alterar el fondo genético previo y reduce el tiempo en la
obtencion de nuevas variedades. El uso de la ingenieria genética ha permitido
producir variedades con resistencia a plagas y enfermedades (resistencia a virus,
insectos, hongos y bacterias), tolerancia a herbicidas y a estrés abidtico (sequia,
salinidad y temperaturas), modificacion de la calidad nutritiva de los cultivos
(contenido de grasa, almidén, proteina, vitaminas y minerales), produccion de

farmacos y vacunas. Ademas ha permitido el uso de plantas transformadas en la



limpieza de suelos contaminados con metales. (Herrera-Estrella 1999, Herrera-
Estrella 2005, Kramer y Chardonnens 2000, Birch 1997).

1.1 Transformacion genética de plantas

La transformacién genética de plantas he tenido avances significativos desde
sus inicios en 1983, cuando se obtuvieron por primera vez plantas de tabaco con
resistencia a kanamicina y metotrexato, desde entonces los avances han sido

sorprendentes (Herrera-Estrella et al. 1983).

Para obtener una planta transgénica se requiere de ciertas técnicas
biotecnoldgicas como la ingenieria genética, (vector con gen de interés, marcador de
seleccion y gen reportero), el cultivo de tejidos vegetales (obtencion de explante
apropiado para la transformacion seleccién y regeneracion), técnicas microbioldgicas
(cepa bacteriana para transformarla con el vector con el fin de obtener cantidades
suficientes de plasmidos para la transformacion del explante), técnicas de biologia
molecular (para la identificacion de plantas transformadas) como son PCR,
hibridacion tipo Southern, RT-PCR, ELISA y Western y las técnicas propiamente
dichas para la insercion fisica del gen de interés en el nucleo de la célula vegetal.
(Birch 1997).

1.1.1 Cultivo de tejidos vegetales

La historia del cultivo de tejidos vegetales tiene sus bases en la teoria celular,
postulada por Schleiden en 1838 y Schwann en 1839. Sin embargo era el inicio y
Schleiden y Schwann no tenian ninguna evidencia experimental para demostrar que
las células somaticas de las plantas son capaces de dividirse y formar una planta
completa. Fueron muchos los investigadores que realizaron un sin numero de
experimentos tratando de demostrar la totipotencialidad de la célula. Sachs (1880)
resumio los resultados obtenidos en los callos, en la curacion de las heridas en
plantas y sugirid que las plantas contienen sustancias que ayudan a la formacion de

organos. En 1893 Rechinger dio un acercamiento importante al cultivo de tejidos



intentando determinar cual era el limite de proliferacion celular, él utilizé diferentes
partes de la planta y los puso en arena humedecida, sin embargo no utilizé ningun
tipo de nutrimento ni condiciones de asepsia. Los principios del cultivo celular fueron
formulados claramente nueve anos mas tarde por Haberlandt (1902), quien asumié
que no habia limites de divisibilidad en las células. El por lo tanto eligi6 trabajar con
las células y la solucion Knop (cuadro 1), suplementada con sacarosa, asparagina y
peptona. Las células continuaban vivas después de 20 a 27 dias, pero sin ninguna
division. Los resultados no fueron los esperados y después utilizando pedazos de
tubérculo de la papa descubrié que la divisién celular ocurrié en discos pequenos
(Haberlandt 1913). La investigacién subsecuente estuvo influenciada por los
experimentos de Heberlandt. Ulehla (1928) con tejidos de cactus demostré que el
contacto de un medio liquido era téxico para las células y éstas s6lo se multiplicaron
cuando los explantes fueron puestos en un medio solido. Simultaneamente Kotte
(1922) en Alemania y Robbins (1922) en los Estados Unidos, publicaron que se
podria tener éxito en el cultivo de tejidos usando células meristematicas. Kotte (1922)
tuvo éxito al cultivar extremos pequenos de raices de maiz utilizando el medio Knop
diluido y suplementado con glucosa, algunos aminoacidos y extracto de carne. Las
extremidades de la raiz se desarrollaron bien y el crecimiento fue sostenido por
largos periodos pero no se subcultivaron. Robbins (1922), logré exitosamente
subcultivos y demostro la eficacia del extracto de levadura, sin embargo, los cultivos
no sobrevivieron por largos periodos y el crecimiento disminuia gradualmente y al
final el tejido se perdia. Blumenthal y Meyer (1924) trabajaron con rebanadas de la
zanahoria y observaron la formacién de callo cuando las rebanadas fueron expuestas
al acido lactico. White (1934), utilizando el medio de Robbins y trabajando con raices
del tomate, obtuvo cultivos ilimitados. En 1946 Ball demostré que las células
meristematicas podrian dar una planta entera y con este descubrimiento se inici6 el
método de multiplicacion vegetativa, por lo que Ball es considerado el padre de la

micro propagacion.

Algunos cultivos fueron obtenidos por Gautheret (Gautheret 1935, Gautheret

1939) del cambium de Acer pseudoplatanus quien también tuvo éxito con explantes



similares de Ulmus campestre, Robinia pseudoacacia y Salix capraea, usando agar
y la solucion de Knop, adicionado con clorhidrato de glucosa y cisteina, sin embargo,
la demostracion de la totipotencialidad de las células vegetales aun no se
demostraba porque no se obtenian plantas, solo divisiones celulares. Mas adelante,
la disponibilidad del acido indolacético y de la adicion de vitamina B permitié obtener
demostraciones mas o menos simultdneas con tejidos de la raiz de zanahoria
(Nobércourt 1939, Gautheret 1939). Caplin y Steward (1948) tomando en cuenta
estudios previos, suplementaron el medio de cultivo con agua de coco y utilizando
explantes de la zanahoria obtuvieron una proliferacién mucho mas activa que la que
se observé con la auxina. Por lo tanto, estaba claro que la sustancia estimulante no
era una auxina sino una citocinina y en ese mismo afo los estudios de Skoog y Tsiu
(1948) demostraron que con la adicion de adenina y fosfatos al medio de cultivo
podian proliferar células de tejidos no meristematicas, como la medula de tabaco.
Después, usando los acidos nucleicos, llevaron al descubrimiento de la primera
citocinina (cinetina), como el producto de descomposicion del ADN de esperma de
arenques (Miller et al. 1955). La disponibilidad de cinetina a partir de esperma de
arenques aumentdé el numero de especies que podrian ser cultivadas
indefinidamente, pero quizas lo mas importante, fue el haber encontrado el equilibrio
de la auxina y la cinetina para lograr la morfogénesis a partir de callos de tabaco
(Skoog y Miller 1957).

La obtencion de embriones somaticos bipolares ademas de la formacion de
brotes y raices a partir de éstos en zanahoria, fueron los primeros resultados que
demostraban la totipotencialidad de las células publicados por Steward et al. (1958) y
Reinert (1958). EI primer cultivo de planta a gran escala fue obtenido de

suspensiones de células del Ginkgo y de Lolium (Tulecke et al. 1959).

1.1.1.1 Medios de cultivo
Para crecer, una planta necesita tomar del ambiente los elementos quimicos y
fisicos, que en la nutricibn mineral se clasifican en macro nutrimentos , que se

encuentran en concentraciones de 1000 mg/kg de materia seca mayores, y son: H,



C, O, N, K, Ca, Mg, Py S y micro nutrimentos, oligoelementos o elementos traza,
que se encuentran en concentraciones de 100mg/kg de materia seca o menores, y
son: Mo, Ni, Cu, Zn, Mn, B, Fe y CI. La planta toma de la atmosfera el didxido de
carbono, y del suelo agua y minerales y con estos elementos la genera su propio
alimento para crecer y desarrollarse. Los componentes principales de un medio de
cultivo son: una fuente de carbono, nutrimentos minerales, sustancias vitaminicas, un
agente gelificante (en el caso de medios semisdlidos) y sustancias reguladoras del
crecimiento. El balance de estos componentes permite obtener un método de
propagacion in vitro eficiente para cada especie en particular (Murashige y Skoog
1962).

Varios medios, como la solucién de Knop, fueron utilizados inicialmente para
mejorar la division celular, sin embargo, el extracto de levadura, los hidrolizados de
proteina y el agua de coco, eran requeridos con frecuencia (Heller 1953). Murashige
y Skoog (1962), desarrollaron un medio nuevo donde la concentracién de algunas
sales era 25 veces mayor que la solucion de Knop. Particularmente, los niveles de
NOs; y NH, eran mas elevados y las concentraciones de micro nutrimentos fueron
aumentadas. La formulacién del medio (MS) permiti6 un aumento posterior en el
numero de especies que podrian ser cultivadas, por lo que el medio MS es ahora el
mas ampliamente utilizado en el establecimiento de protocolos de cultivo de tejidos

vegetales. Los componentes de algunos medios se presentan en el cuadro 1.

Fuente de carbono: Aunque las plantas son autétrofas, cuando las células
vegetales se cultivan in vitro, necesitan ademas de un medio aséptico, una fuente de
carbono. La sacarosa, en concentraciones de 2 al 5% es la mas utilizada. En algunos
medios se la reemplaza por glucosa. En casos particulares, se cita el empleo de
maltosa o galactosa. También el myo-inositol (100 mg/L) suele ser incorporado a los

medios, resultando un mejor crecimiento de los cultivos (Murashige y Skoog 1962).

Nutrimentos minerales: Los medios de cultivo deben suministrar los macro y

micro nutrimentos esenciales para el crecimiento de las plantas. En general, se



destacan las concentraciones relativamente altas de nitrégeno y potasio. El nitrégeno
es suministrado en forma de amonio y/o nitrato. También se puede utilizar urea,
glutamina y caseina hidrolizada. Es fundamental que el hierro sea incorporado
conjuntamente con un agente quelante (Na;EDTA), lo que lo hace disponible en un

amplio rango de pH. .

Sustancias vitaminicas: El uso de las vitaminas en los medios de cultivos es
variable dependiendo de la especie y entre las que mas se emplean destacan la
Tiamina (B1) y la Piridoxina (B6) (Murashige y Skoog 1962).

Agentes gelificantes: Los gelificantes son incorporados a los medios de
cultivo para formar una matriz que permita la inoculacion de los explantes sobre una
superficie semi-solida. El agar (entre 0.6 y 1%) es el compuesto mas utilizado.
También pueden emplearse Phytagel (0.25-0.40%), agarosa (0.80-0.90%) y Gelrite
(0.10-0.20%) (Murashige y Skoog 1962).



Cuadro 1. Medios utilizados en el cultivo de tejidos en plantas

Las cantidades se expresan en mg/L. Modificado de Shrivastava (2007)

Componentes Murashi White Schenk - Knop Componentes Murashige- White Schenk - Knop
ge- (1963) Hildebrand (1865) Skoog (1963) Hildebrand (1865)
Skoog t (1962) t
(1962) (1972) (1972)

MgSO, x 370 720 400 250 CuSOq4 x 0.025 - 0.2 -

7H, O 5H, O

Naz SO4 - 200 - - Fez(SOu)s - 25 - -

KCI - 65 - - CoC12x 0.025 - 0.1 -
6H.0

CaCl,« 440 - 200 - KI 0.83 0.75 1.0 -

2H, O

KNO3 1900 80 2,500 250 H3BO3 6.2 1.5 5 -

Ca(NO3)2 - 300 - 1,000 NazMoO4 0.25 - 0.1 -

x4H2 0 2H,0

NHs NO3 1,650 - - - Sacarosa 30,000 20,000 30,000 -
Glucosa - - - -

NaH; PO4 - 16.5 - - Mio-Inositol 100 - 1,000 -

x H20

NH4H2PO4 - - 300 - Acido 0.5 0.5 0.5 -
Nicotinico

KH2PO4 170 - - 250  Piridoxina 0.5 0.1 0.5 -

FeSO4 27.8 - 15 - Tiamina 0.1-1 0.1 5 -

x TH20

Na; EDTA 37.3 - 20 - Ca- - 1 - -
Pantotenato

MnSQO4 x 22.3 7 10 - Glicina 2 3 - -

4H, O

ZnSOs4  « 8.6 3 0.1 - Cisteina - 1 - -

7H, O




1.1.1.2 Reguladores de crecimiento vegetal

Las plantas no sélo necesitan agua para crecer, nutrimentos del suelo, luz
solar y bioxido de carbono atmosférico, sino que al igual que los animales, necesitan
hormonas para lograr un crecimiento arménico, esto es, pequefias cantidades de
sustancias que se desplazan a través de sus fluidos regulando su crecimiento. Se
entiende por hormonas vegetales aquellas substancias que son sintetizadas en un
determinado lugar de la planta y se translocan a otro, donde actuan a muy bajas
concentraciones, regulando el crecimiento, desarrollo 6 metabolismo, a nivel de
6rgano, tejido o célula en las plantas. (Wareing y Phillips 1973). El término,
reguladores del crecimiento vegetal (RCV) es mas general y abarca a las
substancias tanto de origen natural como sintetizado en laboratorio, que determinan
respuestas a nivel de crecimiento, metabolismo 6 desarrollo en la planta. El
crecimiento de las planta es un proceso dinamico, complejo que esta rigurosamente
controlado, en el que los reguladores de crecimiento juegan un papel importante en
el control del crecimiento vegetal. La actividad fisiologica estd mediada por
reguladores, los cuales son sustancias mensajeras, la mayoria de las veces activas
en muy pequefas cantidades, en la que los lugares de sintesis y accion
generalmente son distintos siendo en algunos casos, activos en el mismo sitio de
formacion. Por lo que en general presentan un amplio espectro de accion y ademas
pueden influir en multiples procesos al mismo tiempo y en diferentes partes de la
planta (Delvin 1980, Taiz y Zaiger 2006).

Las hormonas se consideran reguladores de crecimiento que existen de
manera natural, sin embargo también existe un grupo de compuestos sintéticos que
han demostrado efecto sobre la fisiologia de las plantas y son comunmente usados
en el cultivo de tejidos por ser termoestables y mas baratos. Se conocen cinco
grupos principales de hormonas vegetales: auxinas, citocininas giberelinas, etileno y
acido abscisico. También otros compuestos son considerados como hormonas,
como las poliaminas, los jasmonatos, el acido salicilico, los brasinoesteroides y la

sistemina. (Taiz y Zaiger 2006).



En la mayoria de los casos los medios utilizados para el establecimiento de los
cultivos contienen auxinas (ANA, 2,4-D, AIA, IBA, NOA, Dicamba, Picloram) y/o
citocininas (BA, CIN, ZEA, 2iP, Thidiazurén). Las giberelinas (especialmente GA3)
son requeridas en algunas ocasiones para el cultivo de meristemos o para la

elongacion de brotes. (Taiz y Zaiger 2006).

Auxinas: La auxina es una hormona vital, que regula muchos aspectos del
desarrollo de la planta. El nombre de auxina proviene del griego "auxein" que quiere
decir crecer, la auxina natural mas comun, es el acido indol-3-acetico (IAA). Los
papeles mas importantes de la auxina en plantas son la regulacion del crecimiento,
alargamiento de brotes jovenes y del coledptilo, arquitectura y crecimiento de la raiz
y modula diversos procesos, tales como respuestas a la luz y la gravedad, asi como
el desarrollo y crecimiento del tejido vascular en el cultivo de tejidos (Davies 1995,
Wareing y Phillips 1973, Woodward y Bartel 2005). Aunque la auxina se encuentra en
toda la planta, las concentraciones mas altas se localizan en las regiones
meristematicas en crecimiento activo. Se le encuentra tanto como molécula libre o en
formas conjugadas inactivas, se une de manera covalente y forma compuestos como
el péptido acido indoacetilaspartico y los ésteres AlA-inosito y AlA-glucosa (Choen y
Bandurski 1982, Bandurski 1984, Caruso 1987, Woodward y Bartel 2005).

Los estudios sobre la presencia de compuestos involucrados en algunas
respuestas en plantas se remontan hacia 1880, cuando Darwin observd el
crecimiento de apices hacia la luz. Los experimentos de Darwin fueron retomados y
ampliados en anos posteriores por Theophil Ciesielski (Ciesielski 1872) Tiempo
después estos experimentos llevaron a la hipotesis que estos tropismos son
regulados por una auxina, que mas tarde fue descubierta como el acido indol-3-
acetico (IAA). Varios investigadores ampliaron y modificaron los experimentos de
Darwin, como Fitting en 1907, Boysen-Jensen en 1913, Paal en 1918 y Soding en
1925. Sin embargo, los trabajos de Went fueron los que determinaron que un
compuesto aislado y puesto en un gel y que se producia de manera abundante en
las puntas de coleoptilos, era el responsable de la curvatura de éstos hacia la luz

(Went 1926). Se sabe que el movimiento de los apices hacia la luz es porque la



auxina se dirige a la zona oscura de la planta, produciendo que las células de esa
zona crezcan mas que las correspondientes células que se encuentran en la zona
clara. Esto produce una curvatura de la punta de la planta hacia la luz, movimiento
que se conoce como fototropismo. En 1934 fue aislada por el investigador Kogl de

orina de humanos (Kogl y Haagen 1931).

Las auxinas se emplean en el cultivo de tejido para obtener tejido
indiferenciado (callo) a partir de tejido diferenciado. También se emplea junto con

una citocinina para obtencion de brotes a partir de callo (Skoog y Miller 1957).

Las plantas presentan otros compuestos que son estructuralmente similares al
AIA y provocan respuestas homologas a éste; se les considera hormonas auxinicas.
Una de ellas es el acido 4-cloroindolacético (4-cloro AIA), que se encuentra en
semillas jovenes de varias leguminosas (Engvild 1986). Otra, el acido fenilacético
(PAA) esta difundido entre plantas y con frecuencia es mas abundante que el IAA,
aunque es mucho menos activo para causar las respuestas tipicas del [AA
(Wightman y Lighty 1982, Leuva y Letorneau 1990). La tercera, el acido indolbutirico
(AIB) se presenta en hojas de maiz y en varias dicotiledoneas (Schneider et al. 1985,
Epstein et al. 1989).

Ciertos compuestos quimicos sintetizados en el laboratorio también causan
efectos fisioldgicos similares a las auxinas y son utilizados en el cultivo de tejidos, de
ellos, el acido a-Naftalenacético (ANA), el acido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) y el

acido 2-metil-4-clorofenoxiacético son los mas conocidos. (Taiz y Zaiger 2006).

El triptéfano es la principal molécula precursora del AIA. Tres rutas se han
sugerido para explicar su sintesis, dos dependientes del triptéfano y una dependiente
de un precursor del triptéfano. En la primera ruta, el triptéfano se convierte al acido
indolpiruvico con una reaccion de transaminacion, luego éste es convertido a
indolacetaldehido por una reaccion de descarboxilacién y el paso final implica la
oxidacion del indoleacetaldehido dando como resultado el acido indolacético. La
segunda ruta se inicia con la descarboxilacién del triptéfano dando como resultado la

triptamina. La triptamina después se oxida y se desamina para producir
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indolacetaldehido, esta molécula se oxida para producir el acido indolacético. La
tercera via es independiente del triptéfano y utiliza al indol-3-glicerol-fosfato, un

precursor de éste (Normanly et al. 1993).

Para dar inicio a la expresion de genes que responden a AlA, es necesario
destruir proteinas represoras que se unen a factores de transcripcion. En presencia
de auxinas el factor TIR1 se une al dominio Il de Aux/AIA formando un complejo, el
cual se despega y se acopla a SCF para que sea marcado mediante ubiquitinas para
su posterior destruccion en el proteosoma 26S y de esta manera se induce la
expresion de genes regulados por auxinas (Ruegger et al. 1998, Dharmasiri et al.
2005).

Citocininas: Son compuestos con una estructura que se asemeja a la
adenina y que promueven la division de célula; en combinacion con la auxina
estimula la morfogénesis en el cultivo de tejidos, y promueve la conversion de
etioplastos en los cloroplastos via el estimulo de la sintesis de la clorofila. La cinetina
fue la primera citocinina descubierta y nombrada asi debido a la capacidad de ésta
para promover la citocinesis (divisiéon de célula). La forma mas comun de citocinina
natural en plantas hoy es la zeatina, que fue aislada del maiz (Zea mays). Las
citocininas se han encontrado en casi todas las plantas, asi como en musgos,
hongos, bacterias y también en diversos procariontes. Existen mas de 200 citocininas
naturales mas un grupo de citocininas sintéticas. Las concentraciones mas altas de
citocininas en plantas se registran en areas meristematicas, raices, hojas jovenes,
frutas y semillas (Arteca 1996, Mauseth 1991, Cuervo 1992, Taiz y Zaiger 2006).

En 1941, Juan van Overbeek descubrié que el endospermo del coco también
tenia esta capacidad y demostré que otras especies de plantas tenian compuestos
que estimulaban la division celular (van Overbeek 1941). En 1954, Jablonski y Skoog
extendieron el trabajo de la demostracion de Haberlandt, de que los tejidos
vasculares contenian componentes que promovian la division celular. La primera
citocinina fue aislada de esperma de los arenques en 1955 por Miller (Miller et al.
1955). Hall y deRopp en 1955 publicaron que la cinetina se podria formar de

productos de la degradacion del ADN. La primera citocinina natural fue aislada de
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maiz en 1961 por Miller y después fue llamada zeatina (Miller 1961). Casi
simultaneamente Miller y Letham publicaron investigaciones sobre la zeatina como
un factor que inducia la division celular y mas adelante describieron sus

caracteristicas quimicas (Letham 1963).

El proceso de sintesis de la citocininas se inicia con un compuesto llamado
pirofosfato isopentil (ruta del mevalonato), el cual se isomeriza y reacciona con el
monofosfato de adenosina con la ayuda de una enzima llamada de isopentenil AMP
sintasa y resulta el 5'-fosfato isopentenil de adenosina. Este producto se puede
entonces convertir a la isopentenil adenosina por el retiro del fosfato por una
fosfatasa y convertirse después en isopentenil adenina por el retiro de la ribosa. La
Isopentil adenina se puede convertir en las tres formas principales de citocininas
naturales (Chen y Melitz 1978, McGaw 1995, Taiz y Zaiger 2006).

Las citocininas promueven la division de células en el cultivo de tejidos,
estimulando la transicion de la fase G, a mitosis y lo hacen incrementando la sintesis
de proteinas estructurales necesarias para la mitosis. La sintesis de esas proteinas
podria estimularse aumentando la formacion de ARNm, sin embargo, no se ha
observado un aumento en la sintesis de éste. Foster et al. en 1981, llegaron a la
conclusion de que las citocininas actuan especificamente en la traduccion y una de
las evidencias que se present6 fue que los ribosomas de las células tratadas con la
hormona se agrupaban en forma de poliribosomas grandes mientras que en células
no tratadas se presentaban poliribosomas pequefios y monoribosomas libres, estos
resultados han sido apoyados por estudios posteriores. (Fosket 1977, Fosket 1981,
Chen et al. 1987, Anamiev et al. 1987, Ohya y Suzuki 1988, Housa et al. 1990).

Giberelinas: Las giberelinas se descubrieron por primera vez en Japén en
plantas de arroz enfermas que alcanzaban grandes alturas, estas plantas eran
incapaces de sostenerse por si mismas y terminaban por morir debido a la
combinacién de dafos causados por la debilidad y por ataque de parasitos (Phinney
1983). Las funciones principales que se le han atribuido a las giberelinas son la
estimulacion del alargamiento del vastago por la division y el alargamiento de células.

Estimula la floracidon en respuesta a dias largos, rompe la inactividad de las semillas
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en algunas plantas que requieren la estratificacion. Ademas, estimula la produccion
enzimatica (amilasa) en los granos de cereal en la germinacion, para la movilizacion
de las reservas de la semilla. Puede causar el desarrollo (sin semillas)
partenocarpico de las frutas. Puede retrasar la senectud en hojas y frutos. (Taiz y
Zaiger 2006).

Se han identificado al menos 136 giberelinas en plantas, hongos y bacterias.
Las giberelinas son diterpenos que se sintetizan a partir de unidades de acetato de
acetil CoA, en la ruta del acido mevaldénico. Todas tienen 19 o 20 unidades de
carbono agrupadas en cuatro o cinco sistemas del anillo. Las giberelinas pueden
ser sintetizadas en tejidos jovenes y en semilla. Hay también cierta evidencia que las

hojas pueden ser la fuente de biosintesis (Sponsel 1995).

El etileno: Es una hormona gaseosa y es el unico miembro de su clase. De
todas la sustancia conocidas que intervienen en crecimiento vegetal, el etileno
presenta la estructura mas simple. Se produce en todas las plantas y se asocia
generalmente a la maduracion de la fruta, estimula el crecimiento y la diferenciacién
de brotes y de la raiz, estimula la abscisién de la hoja y de la fruta. Ademas,
estimula la apertura de la flor, asi como la senectud de ésta y de la hoja. (Taiz y
Zaiger 2006).

En 1901, Dimitry Neljubow demostr6 que el componente activo de las
emisiones del alumbrado era etileno. Doubt, en 1917, descubrié que el etileno
estimulaba la abscision. Fue hasta 1934 que Gane publicé que las plantas sintetizan
el etileno. En 1935, Crocker propuso al etileno como la hormona responsable de la
maduracion de la fruta asi como la inhibicion de los tejidos vegetativos. El etileno se
produce en todas las plantas superiores y deriva de la metionina. La produccion de
etileno varia con el tipo de tejido, especie de planta, y la etapa del desarrollo de la

misma.
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1.1.2 Métodos de transformacién genética de plantas

1.1.2.1 Transformacién mediada por Agrobacterium

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria Gram negativa de la familia
Rhizobiaceae, puede vivir saprofiticamente en el suelo durante muchos afios o
parasitando plantas. Produce en las plantas una enfermedad conocida como agalla
de la corona, el rango de huéspedes incluye a mas 600 especies, principalmente
dicotiledoneas. Chilton et al. (1977) demostraron la capacidad de Agrobacterium de
transferir ADN entre reinos diferentes al reportar la presencia de un pequefio
fragmento de ADN de la bacteria A. tumefaciens cuando aislaron tumores axénicos
de la agalla de la corona en tabaco. La capacidad patogénica de estas bacterias esta
asociada a la presencia de megaplasmidos (150-200 Kb) llamados Ti (Zaenen 1974).
Agrobacterium infecta las células transfiriéndoles parte de su plasmido, logrando de
esta manera transformar genéticamente a la célula, induciendo tumoraciones. Este
hecho, que ocasiona enfermedades graves a las plantas, ha sido aprovechado por
los cientificos para transformar plantas de interés comercial utilizando a esta
bacteria, en especifico a su plasmido para transformar células vegetales con genes
foraneos de manera exitosa. La transferencia del DNA de Agrobacterium a células
eucaridticas es el unico ejemplo conocido en la naturaleza de este tipo. (Roy et al.
2000).

La transformacion genética de plantas utilizando Agrobacterium ha tenido
grandes aplicaciones en diversos campos de la biologia vegetal, agricultura y
biotecnologia. Agrobacterium tumefaciens y sus especies relacionadas como A.
rhizogenes y A. Vitis son patégenos reconocidos de plantas y tienen la capacidad
de integrar establemente parte de su material genético dentro del genoma de su
hospedero (Tzfira y Citovsky 2000, Zupan et al. 2000).
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1.1.2.2 Biobalistica

El bombardeo con microparticulas fue una técnica desarrollada por Sanford
et al. (1987). Este sistema fue una respuesta a los problemas que se presentaban
al transformar plantas que eran recalcitrantes a la transformacion por Agrobacterium.
La técnica consiste en impregnar particulas de oro o tungsteno con los plasmidos o
ADN lineal con el gen o genes de interés, las cuales son aceleradas a alta velocidad
para penetrar la pared de la célula vegetal. En el nucleo, el ADN puede separarse del
las particulas metalicas e integrarse en el genoma de la célula (Rusel et al. 1992).
Este método ha sido ampliamente utilizado para transformar gramineas
(monocotileddneas), entre ellas el arroz (Potrykus ySpangenberg 1995, Vasil et al.
1994)

1.1.2.3 Transformacion con PEG

Para el desarrollo de esta técnica se emplea el polietilenglicoll (PEG) y el
fosfato de calcio, asi como la poli-L-ornitina, compuesto que cambian Ia
permeabilidad de los protoplastos permitiendo la entrada de ADN, esta técnica se
empleé en la transformacion de gramineas. Los protoplastos son células
desprovistas de pared celular ya sea por medios mecanicos o enzimaticos. No es
una técnica muy reproducible y por lo tanto no se ha estandarizado como una
técnica rutinaria. Sin embargo para el caso del arroz existen reportes exitosos sobre

la transformacién con este método (Morgan y Ow 1995, Potrykus 1991).

1.1.2.4 Electroporacién

La electroporacién es una técnica en la cual se utiliza una descarga eléctrica
para hacer permeables las membranas de los protoplastos para que de esta manera
pueda el ADN entrar en las células. Un pulso eléctrico de alto voltaje de duracion
corta causa la formacién de poros temporales, que permiten que las células tomen el

ADN del plasmido. El método fue aplicado originalmente a los protoplastos, pero se
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ha encontrado aplicable a las células integras e incluso a tejidos (Newell 2000, Van
y Sauders 1992).

1.1.2.5 Microinyeccion de ADN

Se emplean células inmovilizadas para introducir el ADN directamente al
inyectarlo a cada célula blanco de manera individual. Requiere de micro o
femtocapilares para su implementacion. No ha tenido gran aplicacién ya que
presenta dificultad para cultivar células individuales y su posterior regeneracion a
plantas. Esta técnica se ha empleado mas ampliamente en medicina. (Potrykus
1991)

1.1.2.6 Método de fibras de silicon carbonadas

Las fibras de silicén carbonadas se adhieren al ADN y penetran directamente
al interior de las células al aplicar agitacion mediante vortex. Esta técnica es reciente
y es no ampliamente utilizada y se esta aplicando con poco éxito. Este método es
limitado, sin embargo, en el cultivo de células en suspension las fibras pueden
penetrar facilmente. Este método presenta problemas asociados a la regeneracion
de las plantas completas. Otra desventaja es que las fibras del silicio tienen
caracteristicas similares al asbesto, por lo que debe de trabajarse con cuidado.
(Wang 1995, Newell 2000)

1.1.3 Genes y vectores para transformacion en plantas

1.1.3.1 El transgén

Un transgén esta compuesto por una secuencia codificante (region
comprendida entre los codones de iniciacién y terminacién de la traduccion) y por
secuencias reguladoras que determinan el tejido, el momento del desarrollo y el nivel
de expresion del transgén en la planta. Es necesario que el transgén disponga de un

terminador (regién no traducida en el extremo 3’ del mismo, que incluye la sefal de
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corte y poliadenilacion), la cual es necesaria para el correcto procesamiento del

transcripto correspondiente. (Gelvin 1998) (Figura 1).

La regulaciéon de la expresién del transgén es critica para obtener el nivel de
expresion deseado (Gelvin 1998). El promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor, ha sido ampliamente utilizado para expresar proteinas en plantas, debido a
que es considerado un promotor fuerte y constitutivo (se expresa de manera
abundante en todos los tejidos) (Kamo et al. 2000). Sin embargo, la utilizaciéon de
promotores especificos es mas amplia en los Ultimos afos y la investigacion se ha
centrado en la busqueda de promotores especificos que se expresen en un tejido,
6rgano o en momento determinado del ciclo de vida de la planta. Los promotores
mas empleados para la transformacion genética de plantas se enlistan en el cuadro
2.

Terminador

r— Promotor Secuenciacodificante

Figura 1. Estructura bésica de un transgén.

1.1.3.2 El vector

Para disenar el transgén, es necesario contar con un vector apropiado que
sirva de base para su construccion. Los vectores de clonacion mas utilizados derivan
de genomas virales o de plasmidos bacterianos. Un vector de clonacion tiene tres
componentes esenciales: un origen de replicacion, un gen marcador facilmente
seleccionable y sitios de restriccion (McCormac et al. 1997, Xiang et al. 1999). Lan
et al. (2008) describen alrededor de 30 vectores binarios utilizados en la actualidad
en la transformacién genética de plantas mediante Agrobacterium. Los cosmidos son
vectores hibridos, que combinan las caracteristicas ventajosas de los plasmidos
bacterianos y del fago A. Cos proviene de sitio cohesivo en referencia a las

secuencias terminales de cadena simple de 12 bases complementarias en el
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cromosoma de A maduro. El sitio cos es reconocido por el sistema de
empaquetamiento de ADN de A, que hace cortes escalonados que originan los
extremos cohesivos complementarios en el cromosoma maduro del fago. Poseen la
habilidad del plasmido para replicarse autobnomamente en las células de E. coli y la
capacidad de empaquetamiento in vitro del cromosoma de A. Contienen el origen de
replicacion y los genes de resistencia a los antibiéticos de su plasmido parental. La
principal ventaja de los césmidos como vectores, es su habilidad para insertar

fragmentos de ADN relativamente grandes (35 a 45 kb).

1.1.3.3 Genes marcadores de seleccion

Se necesita un gen que sirva para seleccionar el tejido transformado,
generalmente de un antibidtico o herbicida, el cual inhibe la division celular de células
no transformadas, permitiendo a las células que contienen el gen dividirse debido a
que alteran al agente selectivo. El agente selectivo debe ser letal para las células no
transformadas pero no debe afectar la fisiologia ni la capacidad de regeneracion de
las células transformadas; debe ser de accion rapida y los nuevos productos
facilmente metabolizados a compuestos inocuos para las células; ademas, debe ser
simple de implementar y relativamente econdémico (Park et al. 1998). Los genes

marcadores de seleccidn utilizados en plantas se enlistan en el cuadro 3.

Los marcadores de seleccion pueden dividirse en varias categorias
dependiendo del tipo de seleccién que confieran, positiva o negativa, o si la seleccion
es condicional o0 no a la presencia de sustratos externos (Miki y McHugh 2004). Los
primeros marcadores que se desarrollaron fueron los condicionales a la presencia de
antibioticos, herbicidas y compuestos quimicos, como el que conferia resistencia a
kanamicina, higromicina y el que confiere resistencia al herbicida bialafos, estos
marcadores han tenido tal impacto en la trasformacion genética de plantas que una
revision publicada por Miki y McHugh (2004) mencionan que el 90% de las
publicaciones sobre trasformacion genética de plantas utilizaban al menos uno de

estos tres.
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Los genes de la fosfomanosa isomerasa, xilosa isomerasa y el gen de la beta
glucoronidasa (manA, xylA y uidA) han sido utilizados como marcadores de
seleccion positivos no toxicos (Zhang y Puonti-Kaerlas 2000, Joersbo y Okkels
1996, Haldrup et al. 1998). Recientemente, los genes los genes ipt y pga22 que
codifican para las isopentiltransferasa, han sido utilizados como marcadores de
seleccién. Estos genes no son condicionales de la presencia de sustratos externos
sino que actuan modificando el nivel endégeno de hormonas, alterando los procesos
fisioldgicos y promueven el desarrollo de una caracteristica observable, en este caso
alteran el crecimiento del tallo; estos genes se introducen bajo el control de
promotores inducibles, para que se permita su expresion en determinadas
condiciones. (Endo etal. 2001, Zuo et al. 2002).

1.1.3.4 Genes reporteros

Para la obtencion de tejidos transformados es necesario contar primeramente
con un gen reportero, el cual servira para Indicarnos de manera visual en qué tejidos
u o6rganos de la planta transformada se expresa el gen insertado o para medir la
expresion transitoria. Los genes reporteros codifican proteinas cuya actividad
enzimatica se puede detectar facilmente utilizando los sustratos adecuados. Los mas
utilizados codifican las enzimas B-glucuronidasa, luciferasa y la proteina verde
fluorescente. Los genes reporteros mas utilizados en plantas se enlistan en el cuadro
2.
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Cuadro 2. Genes reporteros comunmente utilizados en la transformacién

genética de plantas

Gen reportero Fuente Método de Referencia
deteccion

gus/uidA (B- E. coli Histoquimico, Jefferson et al.

glucuronidasa) ;spectrofotometnco (1986)

Fluorométrico

GFP (Proteina de
fluorescencia
verde )

Aequorea victoria

Fluorescencia,
no destructiva

Haseloff y
Amos (1995)

Cat (Cloranfenicol
acetiltransferasa)

E. Coli

Ensayo radiactivo
sensitivo, semi

cuantitativo

Herrera-Estrella et
al. (1983)

Luc (Luciferasa)

Photinus pyralis

Luminiscencia

Ow et al. (1986)

luxA luxB
(Luciferasa)

Vibrio harveyi

Luminiscencia

Olsson et al. (1988)
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Cuadro 3. Genes utilizados comiUnmente como marcadores de seleccion

Gen de seleccion Agente de | Fuente Referencia
seleccion
bar Fosfinotricina acetil Herbicida Streptomyces De Block et
transferasa Basta hygroscopicus al. (1987)
Fosfinotricina,
bialafos
EPSP_ 5-_ N Glifosato Petunia hybrida Armhein et al.
grlmi?cl)zlgl:(\)/llsh|k|mato 3 (1983)
fosfato sintasa
nptll Kanamicina. Kanamicina, E. coli Beck et al.
Ant_ibic')ti_cos G418, . (1982)
aminoglicosados paromomicina,
neomicina
aphlV Higromicina Higromicina B | E. coli Van den
fosfotransferasa Elzen et al.
(1985)
dhfr Dihidrofolato | Metotrexato Plasmido R67. E. coli Fling y Elwell
reductasa (1980)
tdc Triptofano | 4-metil Catharanthus roseus Goddijn et al.
decarboxilasa triptéfano (1993)
manA  Manosa  6P- | Manosa-6P E. coli Zhang y
isomerasa Puonti-
Kaerlas
(2000)
xylA(Xilosa isomerasa) | D-Xilosa Thermoanaerobacterium | Haldrup et al
thermosulfurogenes (1998)
UidA (B-Glucuronidasa | Benziladenil-N- | E. coli Joersbo y
GUS) 3-glucoronido Okkels (1996)

Ipt(Isopentenyl
Transferasa) y pga22

Agrobacterium
tumefaciens

Endo et al.
(2001)
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1.1.1.5 Promotores

Los promotores son regiones del ADN rio-arriba de la region codificante, que
contienen secuencias especificas que son reconocidas por proteinas involucradas
con el inicio de la transcripcién, como activadores o represores, ademas de la ARN
polimerasa. La variabilidad en la expresion génica se debe a la presencia de
elementos reguladores presentes en la regidon reguladora del gen, generalmente
situados en el extremo 5’, rio arriba del sitio de unién de la ARN polimerasa (Roy et
al 2000, Teeri et al. 1986).

Los tipos de promotores usados para regular la expresiéon de un gen pueden
ser divididos en:

Promotores constitutivos. Son los que dirigen la expresion en todos los
tejidos y en general no estan influenciados por factores externos. Este tipo de
promotores han sido ampliamente utilizados en la transformacién genética de
plantas. EI mas usado es el promotor del gen 35S del virus del mosaico de la coliflor
(35S CaMV), este promotor es capaz de inducir una alta expresién del transgén tanto
en monocotiledoneas como dicotiledéneas (Odell et al. 1985). Se ha descrito que el
fragmento de 343 pb de este promotor es suficiente para activar en forma constitutiva
la transcripcidon y se utilizan diferentes versiones de éste. Si bien los promotores
constitutivos son necesarios para mantener la expresién de los genes esenciales
para el funcionamiento correcto de la célula, cuando éstos se utilizan para la
expresion de un transgén, puede que la regulacion del promotor varie, debido a que
el gen se estaria expresando en tejidos que normalmente no se expresaria o en
etapas del desarrollo que no estaria presente en plantas no transformadas, pudiendo

provocar aberraciones del fenotipo esperado. (Roy et al. 2000).

Promotores especificos de tejido. Estos dirigen la expresién de un gen en un tejido
en particular o en diferentes etapas del desarrollo. Los elementos que se encuentran
en los promotores de genes de plantas, definen la especificidad de la expresion
especifica de tejido, ya sea en tubérculos, raices, tejidos vasculares u otros tejidos

vegetativos, semillas u otros 6rganos reproductivos. Este tipo de promotores se ha
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empleado con frecuencia en la transformacién de plantas debido a que se puede
dirigir su expresion a un tejido o a un estadio de la planta. En el cuadro 4. Se enlistan

algunos promotores especificos (Kamalay 1980, Teeri et al. 1986)

La tendencia en el uso de promotores en la transformacién de plantas tiene
dos vertientes: una se inclina hacia el uso de promotores existentes en la naturaleza,
que sean vegetales, especificos y estables; la otra via ha sido la construccion de
promotores artificiales hibridos con caracteristicas especiales. Aunque se han
obtenido resultados favorables, el poco conocimiento en los sistemas de regulacion
limita su aplicacion. Los promotores mas utilizados en la transformacion genética se

enlistan en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Promotores utilizados en transformacion de plantas

Promotores Tipo Referencia

35 S (virus del mosaico de la coliflor) Constitutivo Odell et al. (1985).

nos (Nopalina sintetasa de Agrobacterium) Constitutivo Jefferson et al. (1987)

Act 1 (Actina de arroz) Constitutivo McElroy et al. (1991),
Zhang et al. (1991)

Ubi (Ubiquitina de maiz) Constitutivo Christensen et al.

(1992)

Patatina (tubérculo de papa)

Especifico tubérculo
de papa

(Liu et al. (1990)

B-faseolina de poroto

Especifico de
endospermo y
embrion

van der Geest y Hall
(1996)

a-globulina de algoddn.

Especifico de semilla

Sunilkumar et al.
(2002)

B-conglicinina de soya

Especifico de semilla

Lessard et al. (1993)

Heliantinina de girasol

Especifico de semilla

Nunberg et al.
(1994)
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1.2 El arroz

El arroz ocupa el tercer lugar entre los cereales mas producidos en el mundo
después del maiz y el trigo, representa el cultivo mas importante que sirve como
fuente de alimentacion primaria para la poblacion humana, ocupa el 15% de la
superficie cultivada del planeta, de la cual alrededor del 90% se encuentra en Asia.
Existen algunos paises que incluso atribuyen el desarrollo de su civilizacién al cultivo
del arroz. (FAO 2003).

El arroz proporciona cerca del 20% de la caloria mundial, al ser parte
importante de la alimentacion de cerca de 3 mil millones de personas tan sélo en
Asia, haciéndole el mas importante cultivo de plantas comestibles. EI consumo del
arroz excede 100 kilogramos per capita anualmente en muchos paises asiaticos, en
Africa y América Latina entre 30 y 60, mientras que en los paises desarrollados de

Europa y Estados Unidos el promedio es de 10 kilogramos (FAO 2003).

La produccién de arroz ha venido aumentando cada afo en el mundo, en 2008
la produccion fue de 683 millones de toneladas de arroz palay (equivalentes a 456
millones de toneladas de arroz elaborado), 23 millones de toneladas (3.5 %) mas
que en 2007 que fue de 643 millones de toneladas (430 millones de arroz elaborado).
El incremento se basaria en un aumento del 2.2% de la superficie, a 159 millones de
hectareas, como reaccién positiva a los precios altos y al apoyo de los gobiernos. El
prondstico de la FAO para el 2009 es que se batira un nuevo record en la produccion
mundial de arroz y para el afo 2025 la producciéon sera de un poco mas de 760
millones de toneladas de arroz elaborado, que es 40 % mas que el arroz producido
en 2007. Sin embargo, se continua con un déficit ante la demanda creciente de arroz
en los paises mas pobres del planeta. (FAO 1999, FAO 2009).

Los granos estan constituidos por 90% de almidon y sélo 10% de proteinas. A

pesar del bajo contenido proteico, su importancia nutricional se debe a la calidad, ya

que posee un elevado indice de aminoacidos esenciales (60%), superior al de otros
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granos de amplio consumo como el maiz y el trigo (40 y 43%, respectivamente)
(Eggum et al. 1980).

Las proteinas de reserva en las semillas de arroz estan constituidas por
albuminas (5%), globulinas (10%), prolaminas (5%) y gluteinas (80%) (Takaiwa et al.
1999).

El arroz (Oryza sativa L.) es una planta monocotiledonea perteneciente a la
familia Poaceae, también conocidas como gramineas, son una familia de plantas
herbaceas o muy raramente lefiosas del orden Poales (Cuadro 5). Hay veintiuna
especies silvestres en el género Oryza, nueve de ellas son tetraploides. Las especies

silvestres restantes asi como las especies cultivadas son diploides. (Klush 1997).

El género Oryza se origind probablemente por lo menos hace 130 millones de
afios como hierba silvestre en Gondwana, el continente que se dividié en partes
para convertirse en Asia, Africa, las Américas, Australia y la Antartida (Chang 1976).
Las especies actuales del género Oryza se distribuyen en todos estos continentes,
excepto en la Antartida. La domesticacion de arroces silvestres comenzd hace
aproximadamente 9,000 a 10,000 anos en los valles riberefios del sur y sureste de
Asia y China (Klush 1997, Chang et al. 976). EIl arroz asiatico cultivado ha

evolucionado en tres subespecies: Indica, Japonica y Javanica (Klush 1997).
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Cuadro 5. Clasificacién cientifica del arroz. (Cronquist 1981)

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Poales

Familia: Poaceae

Género: Oryza

Especie: O. sativa L.
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1.2.1 El arroz en México

Entre los cereales que se utilizan para la alimentacion humana en México, el
arroz ocupa el tercer lugar después de maiz y trigo, tanto en produccion como en
consumo. De la superficie sembrada, mas del 50% se realiza bajo condiciones de
temporal, de ahi la importancia que representa esta modalidad (INIFAP-CIRNO
2003).

En México el programa de mejoramiento genético de arroz emprendido por el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias (INIFAP) ha tenido
buenos resultados, se han liberado variedades importantes de arroz Indica cultivadas
en condiciones de riego y con un alto rendimiento y calidad culinaria para las
diferentes zonas con potencial para la produccién de arroz, como la variedad CICA 9,
CHIAPAS A-84, Jojutla mejorado, Morelos A70, Zapata A70, Morelos A-83, Morelos
A-88, LOMA BONITA A-92, Morelos A-92 y Morelos A-98, entre otras.

La variedad Morelos A-92 proviene de la cruza de la F1 de las lineas Jojutla
mejorado/lguala A-90* Iguala A-70/C4-63/IR-480-5-7-3/Morelos A-70*IR 480-5-7-
3/C4-63/Tepep A. La variedad Jojutla mejorado y Morelos A-70 son variedades
Indicas Mexicanas y presentan grano con buena calidad molinera y culinaria. El
genotipo Iguala A-70 es resistente el Acame y las lineas IR 480-5-7-3, C4-63 y Tepep
A son de buen habito de crecimiento y tolerantes al hongo P. orizae; estas lineas
proceden del Instituto Internacional de Investigacion en Arroz (IRRI) de Filipinas
(Salcedo-Aceves 1993). La variedad Morelos A-92 presenta mejoras con respecto a
las variedades antecesoras, su rendimiento se reporta entre 8 y 11 toneladas por
hectarea dependiendo de las condiciones, ademas, es una variedad de riego,
presenta excelente calidad molinera hasta el 60 % de grano entero, aceptable
calidad culinaria y presenta resistencia al hongo Pyricularia oryzae Cav (Salcedo-
Aceves 1993).

Los estados productores de arroz en México son: Morelos, Michoacan,

Sinaloa, Veracruz, Nayarit, Campeche y Tabasco entre otros, sin embargo, la
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produccién nacional es ampliamente rebasada por la demanda, lo que ha obligado a

importar arroz principalmente de Estados Unidos.

1.2.2 El arroz es un modelo de estudio entre los cereales

Ademas de ser un cultivo importante para el consumo humano, el arroz juega
un papel mayor como modelo en los estudios gendmicos, solo presenta 12
cromosomas y presenta el genoma mas pequefio con respecto a los otros cereales.
Mientras que el arroz tiene un genoma estimado en 420 a 450 Mb (millones de pares
de bases), el sorgo, maiz, cebada y trigo tienen genomas de 1000, 3000, 5000 y
16000 Mb, respectivamente (Kuwada 1910, Goff 1999). La secuencia del arroz
Japonica cultivar Nipponbare fue reportada por Goff et al. (2002) y por Yu et al.

(2002) para una subespecie Indica.

Los recursos genéticos del arroz descubiertos hasta ahora son variados y la
investigacion sobre ellos debe ayudar a desarrollar un futuro sostenible para la raza
humana. La informacién con que se cuenta hoy dia sobre las diferentes variedades
de arroz esta almacenada en diferentes bancos de genes nacionales o
internacionales, por ejemplo, en Genbank, http://www.gene.affrc.go.jp/.
about_en.php del National Institute of Agrobiological Sciences in japan), Rice

Researcher's committee in Japan http://www.shigen.nig.ac.jp/rice/

oryzabase/top/top.jsp, International Rice Research Institute de Filipinas

(http://wwwe.irri.org/GRC/GRChome/Home.htm). También existe Informacién para la

investigacion de la evolucion del genoma entre las especies del genero Oryza en la

Universidad de Arizona (http://www.omap.org/) (Jianzhong et al. 2008). Otro sitio

importante es (http://rice.plantbiology.msu.edu/) del Rice Genome Annotation Project,

en éste se puede encontrar el genoma de la subespecie de Nipponbare vy la

anotacion de los 12 cromosomas.

Sharma et al. (2006) realizaron un estudio comparativo entre el genoma del

arroz 'y gramineas y encontraron que el 69.8% de los genes del sorgo son
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homodlogos a genes del arroz, seguidos por la cebada (56%), el maiz (49.0%), y el
trigo (33.7%). Una region de 40 kb en el brazo largo de del cromosoma 11 fue
identificada como rica en genes de defensa; se encontré que dichos genes se
concentran en los cromosomas 1, 2y 11 y representan el 25% de un total de 37 544

genes presentes en el genoma entero. (Sharma et al. 2006).

1.2.3 Transformacion genética del arroz
La transformacion genética de arroz y la regeneracion es critica para el
desarrollo de nuevas lineas de arroz a través de estrategias biotecnoldgicas.
Estudios previos han demostrado que la frecuencia de regeneracion de las
variedades tipo Indica ha sido baja ya que son muy recalcitrantes en cultivo in vitro,
lo que limita enormemente la disponibilidad de material (Takeuchi et al. 1997, Valdez
et al. 1997). En 1996 Sivamani et al. reportan la transformaciéon de callos
embriogénicos de la variedad Indica TN1 mediante bombardeo con particulas,
utilizando medios liquidos y obteniendo el 3% de eficiencia de transformacion. En el
Laboratorio de Transformacion Genética de Plantas del CINVESTAV Unidad
Irapuato, se utilizaron callos embriogénicos derivados de semillas pero sin pasar por
un cultivo en medio liquido previo al bombardeo con el ADN, para reducir tiempos y
posibilidades de contaminacion. Valdez et al. (1998) transformaron 8 variedades de
arroz de importancia agronémica, de Centroamérica, Asia y Africa, obteniendo los
siguientes resultados:
a) Obtencién de callos embriogénicos en 5 dias.
b) Altas frecuencias de la transformacion, el porcentaje es diferente para cada
variedad. (Entre 1.7- 14.0%).
c) Capacidad de recuperar el material transgénico.
d) Se detecto expresion estable de los genes introducidos en los transformantes

primarios y en la progenie en todos los cultivares.

Este procedimiento fue optimizado en la variedad Morelos A-92 donde se

obtuvo el 14% de los callos embriogénicos bombardeados con expresion del gen
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uidA/GUS vy el 4.6% de eficiencia de transformacion (Martinez-Trujillo et al. 2003).

Los promotores utilizados en la transformacion, asi como los genes reporteros

se presentan en los cuadros 6y 7.
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Cuadro 6. Promotores utilizados en la trasformacion de arroz

(Modificado de

Vasil 1999)

Promotor Origen Funcion Referencias
35S CaMV Constitutivo Terada y Shimamoto (1990), Datta et
al. (1990), Battraw y Hall (1991),
Mitsuhara et al (1996). Valdez et al.
(1998), Lunn et al. (2003)
Emu Maiz Constitutivo Chamberlain et al (1994)
Ubiquitina Maiz Constitutivo Toki et al. (1992), Cornejo et al. (1993)
Actina Arroz Constitutivo McElroy et al. (1990), Zhang et al.
(1991)
Adhl Maiz Constitutivo Kyouzuca et al. (1993)
PEPCc Maiz Tejido verde Matsuoka et al. (1994), Datta et al.
(1996)
Pith Maiz Tejido medula Datta et al. (1998)
Pith 2 Papa Inducible por | Duan et al (1996)
herida
NOD Legumbre | Expresion Reddy et al. (1998)
selectiva
rolC Plasmido | Tejido vascular | Matsuki et al. (1989)
R1 y embriogénico
LHCP Arroz Hojas, o6rganos | Tada et al. (1991)
florales y tallo
Histona H3 Trigo Tejido Terada et al. (1993)
meristematico
Rbc-S arroz células del | Kyozuka et al. (1993)
mesdfilo
RTBV RTBV células del | Yin y Beachy (1995)
floema
Osg-6B Arroz tapetum Yokoi et al. (1997)
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Cuadro 7. Genes de interés agrondmico introducidos en arroz.
(Modificada de FAO 1999)

Gen

Método

Referencias

bar
resistencia a herbicida

Biobalistica PEG

Chistou et al. (1991)
Datta et al. (1992),
Cao et al. (1992)

Proteina de la capside del virus
de la mancha. Resistencia al
virus

Electroporacion

Hayakawa et al.
(1992)

Bt cryA (b). resistencia a

Electroporacion

Fujimoto et al. (1993)

insectos Biobalistica Wunn et al. (1996)
PEG Ghareyazie et al.
(1997), Nayak et al.
(1997)
Kitinasa Resistencia a la PEG Lin et al. (1995)

quemadura de la vaina

Corn cystatin (CC)

Eletroporacion

Irie et al. (1996)

CpTi resistencia al barrenador
del vastago

PEG

Xu et al. (1996)
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1.3 Lasacarosa en las plantas

La sacarosa ocupa una posicion central en el metabolismo de todas las
plantas, es el principal producto de la fotosintesis en la mayoria de las plantas y es
exportado de las hojas a todos los tejidos heterotréficos. El carbono fijado en el
cloroplasto sale como triosas fosfato al citoplasma, donde entra a la via de sintesis

de sacarosa. (Curatti et al. 1998).

La sacarosa, puede ser utilizada directamente por la glucdlisis o desplazarse
dentro de la planta como carbohidrato soluble via floema. Cuando es exportada a los
tejidos heterotroéficos, la sacarosa se utiliza para el mantenimiento del metabolismo,
la biosintesis de pared celular, la respiracion celular o se convierte a almidon para
almacenarla como reserva y compuesto sefal. (Sturm 1999, Kutschera y Heiderich
2002). Se conoce ampliamente que el frio induce la acumulacion rapida de
carbohidratos solubles en plantas (Levitt 1980, Pollock 1984, Wanner y Juntilla
1999), lo que reduce la deshidratacién celular durante la congelacién y puede ayudar
directamente a proteger las macromoléculas. Ademas, puede actuar como fuente
alimenticia durante la aclimatacion, y puede apoyar la recuperacion (Levitt 1980,
Trunova 1982, Klotke et al. 2004).

1.3.1 La sacarosa es sintetizada por la enzima Sacarosa Fosfato Sintasa
La sintesis de sacarosa esta confinada al citosol debido a la estricta separacién

en compartimentos de las enzimas implicadas en su sintesis.

La sacarosa fosfato sintasa (SPS, EC 2.4.1.14) cataliza la penultima reaccién
en el camino de la biosintesis de la sacarosa, a partir de UDP-glucosa (UDPGIc) y de

fructosa 6 fosfato (Fru6P) obteniendo sacarosa-6-fosfato (Suc6P). (Lunn et al. 1990).

La sintesis de la sacarosa puede ser catalizada por dos enzimas diferentes en
las plantas superiores: la sacarosa fosfato sintasa (SPS; EC 2.4.1.14), que cataliza la

reaccion:
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UDP-glucosa + Fructosa 6 fosfato <> sacarosa 6 fosfato + UDP + H*
y la sacarosa sintasa (SuSy; EC 2.4.1.13), que cataliza la reaccion:

UDP-glucosa + fructosa < sacarosa + UDP + H"

Ambas enzimas son solubles en el citoplasma y catalizan reacciones
libremente reversibles. En la reaccion donde participa la sacarosa sintasa, ésta se
orienta principalmente hacia la degradacién de sacarosa (Winter y Huber 2000),
mientras que la reaccion catalizada por la sacarosa fosfato sintasa, la remocion
rapida del fosfato de la sacarosa 6-fosfato por sacarosa fosfatasa (SPP; EC
3.1.3.24), hace que la reaccion por SPS sea practicamente irreversible (Huber y
Huber 1996). Existe evidencia que la SPS y SPP se asocian formando un complejo
multienzimatico, formando un canal metabdlico que hace mas eficiente la sintesis de

sacarosa (Echeverria et al. 1997).

1.3.2 La sintesis y degradacion de la sacarosa esta regulada y acoplada a

la sintesis de pared celular

La UDP-Glucosa junto con la Fructosa 6-fosfato son los sustratos de la SPS en
plantas. En la cianobacteria Anabaena, se ha determinado que ademas la GDP-
glucosa, TDP-glucosa y ADP-Glucosa son sustratos adecuados para la SPS (Porchia
y Salerno 1996). En Synechocystis la UDP-Glucosa y la GDP-Glucosa son sustrato
de la SPS (Curatti et al. 1998).

La SPS es una enzima altamente regulada en plantas. Ademas de la
regulaciéon alostérica por la glucosa 6-fosfato (GIc6P) y el ortofosfato (pi), en la
espinaca (Spinacia oleracea L.), la SPS de la hoja se activa por luz y es desactivada
en la oscuridad por desfosforilacion y fosforilacion respectivamente (Siegl et al. 1990,

Huber y Huber 1996). La fosforilacion de la SPS en plantas se ha reportado que se
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da en diferentes sitios de serina: en serina 158 en espinaca (Siegl et al. 1990, Huber
y Huber 1996) y serina 162 en el maiz. (Huber y Huber 1996).

Los modelos proponen que el substrato para la sintesis de la celulosa (UDP-
glucosa) esta acoplado al complejo de la sintesis de sacarosa via la enzima
Sacarosa Sintasa (SuSy) (EC 2.4.1.13), la cual degrada a la sacarosa para generar
la UDP-glucosa y la fructosa (Delmer 1999, Haigler et al. 2001). Este modelo
propone que el retiro de la fructosa de la célula es critico para la sintesis continuada
y mantenida de la celulosa, pues es sabido que la fructosa es un inhibidor fuerte de
la actividad de Sacarosa Sintasa (SuSy) (Haigler et al. 2001). La SPS proporciona
un substrato continuo para SuSy y a su vez aporta UDP-glucosa para la biosintesis
de celulosa, mientras que la SPS limita las pozas intracelulares de fructosa para
evitar la inactivacion de la SuSy. (Delmer 1999). En el contexto de la formacion de la
pared secundaria de célula, la SPS es integral, pues tiene como funcién contribuir a
la sintesis del substrato (UDP-glucosa) para la sintesis de la celulosa, asi como

mantener su fuente constante de sustrato reciclando la fructosa (Lunn et al. 2003).

1.4 La SPS de Synechocystis

Kaneko et al. (1996) determinaron la secuencia completa del genoma de
Synechocystis sp PCC 6803. Se ha identificado una proteina de 720 aminoacidos
con actividad de SPS presente en Synechocystis sp. Esta enzima tiene
caracteristicas bioquimicas reguladoras y estructura molecular distintas en
comparacion con las de las plantas (Curatti et al. 1998) EI gene de la SPS de
Synechocystis tiene 2163 bp y muestra identidad total baja con regiones
codificantes con otros genes de SPS de plantas (35-39%)(figura 2), por ejemplo,
identidad del 47% con el maiz y los genes de SPS de la espinaca (Lunn et al. 1999).
La SPS de Synechocystis sp. PCC 6803 difiere de la enzima de las plantas en ser
insensible a Glc-6-P y es inhibida débilmente por Pi (Lunn et al. 1999). Sin
embargo, una caracteristica aun mas interesante es que la SPS de Synechocystis

carece de todos los sitios conocidos del fosforilacion encontrados en la SPS de
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plantas (Lunn et al. 1999). (figura 2). Estas observaciones sugieren que la SPS de
cianobacteria no esté sujeta a la regulacién o a la inactivacién alostérica por la
fosforilacion de la proteina. Una estrategia importante para la regulacion de la
expresion genética, implica formas alternativas de una proteina que difieran en su

cinética y en sus propiedades reguladoras.
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Figura 2. Alineamiento esquematico de la secuencia de aminoacidos de la SPS de
plantas y de Synechocystis. Las flechas Indican los sitios de fosforilacion. (Tomado de
Lunn et al. 1999)

1.5 Expresion de genes de SPS en plantas

Ha sido reportada la expresion del SPS de maiz en plantas transgénicas del
tomate (Lycopersicon esculentum Mill), bajo el control del promotor de RbcS del
tabaco, y se detecté un aumento de la actividad de la SPS en las hojas y ademas
cambid el balance de fotoasimilables de almidén hacia la sacarosa (Worrell et al.
1991). El gen de la SPS del maiz expresado en las plantas de tomate transgénicas
no era regulado por luz-obscuridad, probablemente porque las cinasas de la proteina
SPS de tomate no podian fosforilar la Ser162 en la enzima del maiz (Worrell et al.
1991). Algunas lineas de éstas, y otras plantas de tomate que expresaban el SPS de
la hoja de maiz bajo control del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV), con luz y altas concentraciones de CO,, demostraron elevados indices de
fotosintesis, tasas de crecimiento relativas mas altas y un fruto mas grande (Galtier
et al. 1993, Galtier et al. 1995, Murchie et al. 1999, Laporte et al. 2001).

El gen de la SPS de Arabidopsis thaliana se ha reportado que mejora el

funcionamiento fotosintético en bajas temperaturas y aumenta la tolerancia a las
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heladas (Strand et al. 2001, Signora et al. 1998). En plantas de algodon
transformadas (Gossypium hirsutum L.) con alta actividad de la SPS mejoraron tanto
la calidad como el tamano de la fibra, mostrando con ello un alto rendimiento con
respecto a las plantas no transformadas (Haigler et al. 2000). En arboles hibridos del
alamo (Populus tremulata) con aumento en la actividad de la SPS, se demostré un

aumento en la fotosintesis y altas tasas de crecimiento (Mouillon y Hurry 2001).

En otro reporte se estudiaron plantas de tabaco (Nicotiana tabacum)
transgénicas que sobre expresaban un gen de la SPS del maiz, las que mostraron un
aumento en actividad de la SPS, acelerado el desarrollo de flores y mayor nimero de
éstas. (Baxter et al. 2003).

Park et al. (2007) sobre expresaron un gen de SPS de Arabidopsis en tabaco
y reportaron una altura mayor para las plantas transformadas respecto a las plantas
no transformadas, debido a un aumento de la transcripcion, un incremento de la
actividad enzimatica en hoja y en tejido fino del vastago, altura y crecimiento del

diametro, acumulacién de la biomasa y aumento en la longitud de la fibra.

Para investigar los efectos de expresar la SPS de cianobacterias en plantas, el
gen de la SPS de Synechocystis se ha introducido en tabaco y tomate bajo el control
del promotor de CaMV 35S y en el arroz subespecie Japonica bajo el control del
promotor del maiz Ubil; en estos casos no hubo un incremento significativo en la

sintesis de sacarosa por razones no conocidas (Lunn et al. 2003).

En la cafia de azucar (Saccharum officinarum), la fuente del 70% del azucar
del mundo, la acumulacion de sacarosa en los vastagos es dependiente de la
actividad de la SPS (Zhu et al. 1997). Varios de estos estudios son correlativos y no
prueban que la SPS es un factor que controla el crecimiento y la produccion de
estas plantas. Sin embargo, parece que la SPS puede ser un marcador bioquimico

valioso para entender en qué medida influyen las diferentes isoformas en estos
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rasgos complejos; por lo tanto, seria altamente deseable tener una mejor

comprension del control genético de la enzima en plantas de interés alimentario.

En la mayoria de los reportes de plantas transformadas, se encontré que hay
un aumento de la actividad de la SPS, asi como de aumento en biomasa. Sin
embargo, lo anterior no se ve reflejado en un aumento de sacarosa en las hojas y es
posible que las lineas transformadas no tuvieran una expresion adecuada por la
posicion del transgén en el genoma, por lo que se propone en este trabajo de
maestria establecer las condiciones para realizar la transformacion del arroz, ahora
en una variedad de importancia en México (Morelos A92) y ademas disefiar un vector

utilizando un promotor con actividad en tejido fotosintético.
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Il. HIPOTESIS

El arroz Morelos A-92 puede ser manipulado para ser transformado con el gen

de la sacarosa fosfato sintasa de Synechocystis.

[ll. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Establecer las condiciones para transformar plantas de arroz (Oryza sativa L.)

Morelos A-92 con el gen de la SPS de Synechocystis.
3.2 Objetivos especificos

a) Analizar la expresion transitoria conferida por el promotor del gen de la
subunidad pequefa de la ribulosa bifosfato carboxilasa de tabaco (rbcs) en

tejidos de arroz.

b) Establecer las condiciones 6ptimas para seleccionar callos embriogénicos

derivados de escutelo.

c) Establecer las condiciones éptimas para regenerar plantas a partir de callos

embriogénicos.

d) Generar callos embriogénicos de arroz con resistencia a higromicina y

expresion del gen reportero uidA.

e) Transformar callos embriogénicos de arroz por bombardeo y generar plantas

con la integracion del gen SPS de Synechocystis.

e) Iniciar el disefio de un vector con el promotor de la subunidad pequefa de la
RUBISCO de tabaco y el gen SPS de Synechocystis
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Plasmidos

Se utilizaron los siguientes vectores:
a) Vector que contienen el gen de la SPS de Synechocystis fusionado al

promotor 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor.

b) Vector que contiene el promotor del gen de la subunidad pequefa de ribulosa
bifosfato carboxilasa de tabaco controlando la expresion del gen uidA con el
terminador nos. Este promotor tiene las siguientes caracteristicas (Argtello
1996):

i) Capacidad de responder a sefiales luminosas

ii) Dependencia funcional del estado de desarrollo del cloroplasto.

iii) Expresion restringida a tejidos fotosintéticos, principalmente en células
del mesdfilo, pero también en el clorénquima del tallo y en partes

verdes de los érganos florales (sépalos y gineceo).

c) Vector con expresion del gen reportero uidA (GUS), para dar seguimiento a la
expresion transitoria en callos embriogénicos. Plasmido CAMBIA 1301.

(http://www.cambia.org/daisy/cambia/materials/ vectors.
4.2 Secuenciacion de vectores

Los vectores que se utilizaron en el presente trabajo fueron donados por el
CIVESTAV Unidad Irapuato. A partir de sus mapas se disefiaron oligonucleétidos

especificos para secuenciarlos y de esta manera confirmar cdmo estaban

construidos.
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Se disenaron oligonucledtidos especificos para obtener el promotor rbcS de
tabaco, el gen SPS de Synechocystis y para obtener el terminador nos. Mediante
PCR se amplificaron las regiones mencionadas y los fragmentos se clonaron por
separado en el vector pGEM-Teasy (PROMEGA).

4.3 Ligamiento de los fragmentos obtenidos por PCR en el vector pGEM-Teasy

Los fragmentos de ADN amplificados por PCR fueron clonados en el vector
pGEM-T-easy (PROMEGA) con las siguientes condiciones de reaccion:
3 ul producto de PCR.
1 ul del vector pGEM-T-easy.
2 pl de buffer 5X
3 ul de agua desionizada estéril

1ul de la enzima T4 ADN ligasa

Se incubd la reaccién durante 4 h a 16°C y después se transfirié a 4°C durante
12 horas aproximadamente. Las mezclas de reaccion se utilizaron para transformar

células competentes de E. coli.
4.4 Preparacion de células competentes

El procedimiento se realizé de acuerdo a Sambrook et al. (1989). Se utilizé la
cepa TOP-10 de E. coli (INVITROGEN), la cual es complementada con plasmidos
que codifican para un fragmento proteico faltante para que se produzca la actividad
de la enzima B-galactosidasa.

El método utilizado se describe a continuacion:
i) Usar medio YENB, el cual no lleva NaCl y permite eliminar facilmente las
sales.
ii) Inocular un litro de medio con un cultivo de E. coli de toda la noche (5-10 ml) y
cosechar a una D.O. de 0.6 a 600 nm de absorbancia. Enfriar en hielo por 5

minutos.
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i) Centrifugar a 4 000 g por 15 minutos.

iv) Remover el medio y resuspender en 100 ml de agua fria estéril. Repetir este
paso.

v) Eliminar el agua y resuspender en 20 ml de glicerol frio al 10%.

vi) Centrifugar a 4 000 g por 15 minutos.

vii) Eliminar el sobrenadante y resuspender en un volumen final de 2-3 ml de
glicerol frio al 10%. El numero de células debe ser de 2-4 X 10" por ml.
Alicuotar en tubos de centrifuga de 1 ml y pasar al congelador. Almacenar a -

70°C. Descongelar en hielo antes de su uso.
4.5. Transformacién de células competentes

Se transformaron células competentes de E. coli TOP10 con los plasmidos
construidos, utilizando un electroporador Eppendorf 2510 a 1800 V y cubetas de 100
pl.  Se transformaron células competentes de E. coli TOP10 con las mezclas de
ligacion, previamente dializadas en membranas millipore de tamafo de poro 0.22 um.
El método utilizado se describe a continuacion:

i) A 40 ul de células competentes adicionar el ADN previamente dializado.

i) Dejar en hielo por lo menos un minuto.

i) Pasar a la cubeta BIO-RAD pulser de 0.2 ml.

iv) Dar el pulso eléctrico de acuerdo a las condiciones del electroporador

v) Adicionar un mililitro de medio LB.

vi) Resuspender las células y pasar a un tubo de plastico e incubar con o sin
agitacion a 37°C por 1-3 horas. (Una con agitacién y otra sin agitacion).

vii) Plaquear las células en medio selectivo LB con carbenicilina (100 pg/ml), X-

Gal (2 mg/ml) e IPTG (100 mM).

viii) Las cajas se incuban por 20 h a 37°C.
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4.6 Aislamiento de ADN plasmidico de candidatos (colonias blancas) mediante

la técnica de Mini-Prep (Sambrook et al. 1989)

Para la seleccion de candidatos se aislé ADN a partir de colonias blancas. Las
colonias blancas son las que poseen el inserto debido a que no degradan el X-gal
porque ha quedado interrumpido el gen de la B-galactosidasa.

La técnica se describe a continuacion:

i) Inocular una colonia en medio LB con el antibiético especifico, de ser
necesario de 2 a 4 ml de medio.

i) Incubar toda la noche a 37°C con agitacion.

iii) Vaciar en un tubo eppendorf 1.5 ml y centrifugar a 12 000 g a 4°C por un
minuto.

iv) Eliminar el sobrenadante.

v) Resuspender la pastilla en 150 pl de solucién fria Birboin 1 (agitar en Vortex o
resuspender con pipeta).

vi) Adicionar 300 pl de solucion Birboin 2 (se prepara al momento), mezclar
suavemente con la mano (no usar Vortex) y dejar en hielo por 5 minutos.

vii) Adicionar 225 pul de solucién Birboin 3, agitar suavemente (no usar Vortex)
para disgregar los restos celulares. Si se usa Vortex se libera el ADN
cromosomal a la solucién y se mezcla con el ADN plasmidico, lo cual no es
conveniente. Dejar 10 minutos en hielo.

viii) Centrifugar a 12 000 g por 10 minutos a 4°C. Pasar a hielo. Recuperar el
sobrenadante.

ix) Adicionar un volumen de fenol-cloroformo, mezclar con Vortex y centrifugar a
12 000 g a 4°C por 2 minutos. Recuperar el sobrenadante.

x) Adicionar dos volumenes de etanol absoluto 6 uno de isopropanol. Refrigerar
a -20°C durante al menos una hora.

xi) Centrifugar a 12 000 g a 4°C por 20 minutos.

xii) Lavar la pastilla con un ml de etanol frio al 70%. No romper la pastilla, si se
desprende s6lo moverla suavemente. Si se rompe la pastilla, centrifugar a 10

000 g a 4°C por 5 minutos.
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xiii) Retirar el etanol con la pipeta evitando arrastrar la pastilla. Dejar secar a
temperatura ambiente.
Xiv) Resuspender en 40 ul de agua desionizada estéril. Correr 2 uyl en un gel

de agarosa para verificar el plasmido.
4.7. Andlisis de candidatos por corte con enzimas

Se analizaron los plasmidos candidatos por corte con las enzimas de
restriccion siguiendo las recomendaciones del fabricante.
La reaccidén de ligacion se realizo bajo las siguientes condiciones:
16 pl de agua destilada estéril
2 ul de buffer 3 (10X)
1 ul de plasmido

1 ul de la enzima.

Se incubaron las reacciones a 37°C durante 4 horas y posteriormente se
corrieron en un gel de agarosa al 1%. Se colocaron los geles en una camara de luz
ultravioleta y se fotografiaron utilizando una camara digital SONY Cybershot DSC-
S75 de 3.3 Mega pixeles. En las fotografias obtenidas se analizaron los fragmentos

obtenidos con base a lo esperado para cada construccion.

4.8. Aislamiento de ADN plasmidico por la técnica de polietilenglicol, para

secuenciar los pladsmidos y utilizarlos en los bombardeos

De los candidatos positivos por restriccion se aislé6 ADN plasmidico por el
método de precipitacidén con polietilenglicol (Sambrook et al. 1989) para su posterior

secuenciacion.

La técnica se describe a continuacion:
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i) Adicionar una colonia de bacteria con palillo a un matraz con 250 ml de medio
LB, con el antibiético correspondiente. Incubar de 18 a 20 horas a 37°C con
agitacion.

i) Centrifugar a 6 000 rom por 10 minutos. Eliminar el sobrenadante. La pastilla
puede ser almacenada a -20°C 6 -70°C.

i) La pastilla se resuspende en 5 ml de solucion Birboin |. Se incuba a
temperatura ambiente por 10 minutos.

iv) Se adicionan 10 ml de solucién Birboin 2 y se agita con la mano suavemente
(no usar vortex) y se deja 10 minutos en hielo. La solucion 2 se prepara al
momento ya que se precipita (0.2N de NaOH, 1% de SDS).

v) Se adicionan 7.5 ml de la solucion Birboin 3 y se agita suavemente. No agitar
con Vortex. Se deja 10 minutos en hielo.

vi) Centrifugar a 10 000 rpm a 40C por 10 minutos. Se transfiere a tubos Corning
limpios.

vii) Se adiciona un volumen de isopropanol. Se deja 10 minutos a temperatura
ambiente y luego al menos una hora a -20°C.

viii) Centrifugar a 10 000 rpm por 15 minutos.

ix) Se deja secar la pastilla para eliminar el maximo de isopropanol. La pastilla se
puede almacenar a 4°C.

Xx) Resuspender la pastilla en 3 a 6 ml de agua.

xi) Adicionar un volumen de LiCl 5M frio, mezclar bien y después centrifugar a 10
000 rpm a 4°C durante 10 minutos. El LiCl precipita al ARN de alto peso
molecular.

xii) Transferir el sobrenadante a un tubo Corning limpio, adicionar un volumen de
isopropanol y mezclar bien. Dejar 10 minutos a temperatura ambiente y una
hora a -20°C.

xiii) Centrifugar a 10 000 rpm por 10 minutos.

Xiv) Disolver la pastilla en 500y | de TE ( pH 8) 6 en agua desionizada
estéril. Se adiciona ARNasa con una concentraciéon final de 20 ug/ml. La
ARNsa debe estar libre de ADNsa.
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xv) Se adicionan 500 pl de una solucion de NaCl 1.6 M y 15% de polietilenglicol.
Se mezcla bien. Conviene adicionar suavemente para que se formen grumos
de ADN. Se deja 15 minutos a temperatura ambiente.

XVi) Centrifugar a 13 000 rpm a 4°C por 15 minutos. Remover el
sobrenadante con una pipeta. Agregar 500ul de TE (pH 8) o agua y
resuspender la pastilla.

XVii) Adicionar un volumen de Fenol-Cloroformo y centrifugar por 2 minutos a
10 000 rpm para separar las fases. Nota: conviene resuspender y separar en
dos tubos ya que la solucion queda blanquecina al extraer con fenol.

XViii) La solucion acuosa se transfiere a un tubo Eppendorf. Se adiciona 2
volumen de acetato de amonio y dos volumenes de etanol 6 bien un volumen
de isopropanol Se mezcla bien. Se refrigera a —20°C durante al menos una
hora 6 bien toda la noche.

XiX) Se centrifuga a 10 000 rpm a 40C por 15 minutos.

xX) Se lava la pastilla con etanol frio al 70% y se deja secar.

XXi) Se resuspende la pastilla en agua desionizada estéril. De preferencia
en 200pl para obtener concentraciones mayores a 1 pg/ul de ADN Sdlo si se
observa que el ADN esta muy concentrado se puede adicionar un volumen

mayor.

4.9. Generacion de callos embriogénicos

Se utilizaron semillas de arroz de la variedad Morelos-A92 (Salcedo-Aceves
1993) obsequiadas por personal del INIFAP del Campo Experimental Zacatepec del
Estado de Morelos. Para la desinfeccién de semillas se hizo un lavado inicial con
agua destilada, enseguida se lavaron con etanol al 70% por 3 minutos y cloro
comercial Cloralex® (se utiliza sin diluir ya que en la presentacién comercial viene al
6%) por 40 minutos y por ultimo se lavaron 3 veces con agua destilada estéril para

eliminar el cloro.
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Para la generacidon de callos embriogénicos derivados de semillas se utilizd
medio de induccién MS (Phytotechnology Laboratories M519), con sacarosa al 3%,
Gelrite (Merck) al 0.2% y 2,4-D (2.5 mg/L). La incubacion se llevé a cabo en la
oscuridad a 28°C durante 7 dias. Los callos embriogénicos de tamafo aproximado a

4 mm de diametro se seleccionaron para ser bombardeados.
4.10. Bombardeo

Previamente al bombardeo, los callos embriogénicos se colocaron en medio
de induccion. El protocolo que se utilizé para la preparacion de la mezcla de ADN y
los proyectiles fue el descrito por Cabrera-Ponce (2001), usando el equipo BioRad
Helium PDS-1000/He, a una presion de 900 libras/ pulgada? (psi). El bombardeo se
realizé en un primer ensayo con el vector pPCAMBIA1301 y otro con dos vectores,
uno con el gen SPS de la Synechocystis y el otro con el gen reportero GUS y
resistencia a higromicina (pCAMBIA1301 y pUISPSsy). La cantidad total de ADN que

se utilizé para 5 bombardeos fue de 20 pg.

4.11. Seleccion de callos embriogénicos y regeneracion de plantas

La seleccion de los callos embriogénicos bombardeados se llevd a cabo
utilizando el medio de inducciéon ya mencionado con diferentes concentraciones de
higromicina, tomando como referencia 50 mg/L. La seleccidon en ambos casos se
llevdo a cabo en la oscuridad a 28°C. Para la regeneracion de los callos
embriogénicos a brotes se probaron diferentes relaciones de ANA y BAP en medio
con regeneracion (MS, sacarosa 3%, gelrite (Merck) 0.2%, bencilaminopurina y acido
naftalenacético). Se cultivaron a 28°C con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8

horas de oscuridad.
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4.12. Deteccién del gen SPS de Synechocystis

La extraccion de ADN de plantas se realizé mediante el kit DNeasy Plant Maxi
kit (6) de QIAGEN siguiendo las Indicaciones del fabricante. Se utilizaron los
oligonucledtidos especificos OP-36 y OP-37 (Martinez-Trujillo 2002) para la
deteccién del gen uidA (GUS) mediante PCR. Los fragmentos obtenidos mediante
PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1%, se tifieron en una solucion de
bromuro de etidio (0.5 mg/ml); se observé en un transiluminador de luz UV (UPV) y

se fotografié con una camara SONY DCS-730 de 7 Mega pixeles.
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V. RESULTADOS

Capitulo |1

Transformacion de plantas de arroz (Oryza sativa L. subespecie
Indica) de la Variedad Morelos A-92 con el
gen de la SPS de Synechocystis

Gamaliel Valdivia Rojas,1 José Luis Cabrera Ponce” , Miguel Martinez TrujiIIo1
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Facultad de Biologia, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Ciudad Universitaria.
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RESUMEN

Plantas de arroz de la variedad Morelos A-92 fueron transformadas con el gen
de la Sacarosa Fosfato Sintasa de Synechocystis. Para la transformacién de plantas
de arroz se utilizd el sistema de produccion de callos embriogénicos, biobalistica y
regeneracion a brotes y finalmente plantas, con el propdsito de optimizar algunas de
las condiciones del proceso. Semillas de arroz de la variedad Morelos A-92
previamente desinfectadas se colocaron en medio MS adicionado con 2,4-D y al
término de 7 dias se obtuvieron callos embriogénicos, los cuales fueron utilizados
para ensayos de seleccion en diferentes concentraciones de higromicina y también
para ensayos de regeneracion utilizando diferentes relaciones de ANA y BAP. Los
callos embriogénicos se transformaron mediante biobalistica, utilizando el plasmido
pCAMBIA 1301 el cual confiere resistencia a higromicina y el plasmido pUISPSSy el
cual contiene el gen de la SPS de Synechocystis fusionado al promotor 35S. Se
encontré que una concentracion de 50 mg/L de higromicina es suficiente para
seleccionar de manera eficiente a los callos embriogénicos. En el ensayo de
regeneracion sélo se obtuvieron brotes de buen tamafio a los 25 dias en el medio
adicionado con 2 mg/L de BAP y 0.5 mg/L de ANA. El analisis molecular por PCR
confirmé la integracion de los transgénes del gen reportero uidA y del gen SPS de
Synechocystis. En la transformacién con el plasmido pCAMBIA1301 se obtuvo un
porcentaje de transformaciéon del 3.8, mientras que en la co-transformacién con
pCAMBIA1301 y pUISPSSy, se obtuvo el 3.1%.

Palabras clave: Arroz, callo embriogénico, regeneracién, transformacion.
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ABSTRACT

Rice plants from the variety Morelos A-92 were transformed with the Sucrose
Phosphate Synthase gen of Synechocystis. The system of production of calli, biolistic,
shoot regeneration and generation of plants, was used to optimize some conditions of
the process. Seeds of rice were disinfected and cultivated in MS media added with
2,4-D, for 7 days to obtain calli; these were used for selection assays in different
concentrations of hygromicin and for regeneration using different ANA and BAP
relations. The calli were transformed with biolistic, using the pCAMBIA1301 plasmid
which confers hygromicin resistance and the pUISPSSy plasmid which contains the
SPS Synechocystis gene fused to the CaMV 35S promoter. It was found that a
concentration of hygromicin 50 mg/L is sufficient to select effectively the embryogenic
calli. In the regeneration assay there were obtained shoots at 25 days only in the
media added with BAP 2 mg/L and NAA 0.5 mg/L. The molecular analysis by PCR
confirmed the integration of the transgénes uidA and the SPS of Synechocystis. The
percentage of transformation with pCAMBIA1301 was 3.8, whereas in the co-
transformation assay with pPCAMBIA1301 and pUISPSSy it was 3.1%.

Key words: rice, embryogenic calli, regeneration, transformation.

INTRODUCCION

El arroz es el cultivo de plantas comestibles mas importante del mundo y crece
bajo una amplia gama de condiciones ambientales. Para la transformacion genética
de cualquier especie de planta, es imprescindible contar con un protocolo optimizado
para la regeneracion de plantas a partir del tejido previamente transformado, por lo
que es de suma importancia ajustar adecuadamente las condiciones de manejo in
vitro de acuerdo a cada especie y variedad. Contar con un sistema eficiente de
cultivo de tejidos vegetales es importante antes de transformar cualquier especie
vegetal. La regeneracion eficiente de la planta depende de varios factores incluyendo
la composicion de los medios de cultivo y especialmente del genotipo de la planta.
En el arroz, otros factores que afectan la regeneracion de la planta a partir de callos
embriogénicos son: concentracion de gelificantes y la combinacién especifica de
reguladores del crecimiento vegetal (Tsukahara y Hirosawa 1992).

En México las variedades cultivadas son en su mayoria del tipo Indica y son
mas recalcitrantes a la trasformacioén genética con respecto a las variedades de la
subespecie Japonica. A principios de la década de los 80's se iniciaron los intentos
para transformar protoplastos de arroz por el método de polietilenglicol (Toriyama et
al. 1988, Zhang et al. 1988, Zhang y Wu 1988, Shimamoto et al. 1989). La
transformacion del arroz por biobalistica utilizando embriones maduros o callos
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embriogénicos se ha realizado con éxito tanto para Japonica como para Indica
(Christou et al. 1991, Li et al. 1993, Valdez et al. 1998). Recientemente, la
transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens ha sido utilizada con éxito
(Hiei et al. 1994, Toki 1997), sin embargo, no se ha superado la limitante de la baja
eficiencia de transformacion en la subespecie Indica mediante este sistema (Kumar
et al. 2005).

La mayor parte de los genotipos transformados han sido de la subespecie
Japonica y la fertilidad de las plantas transgénicas ha sido siempre un problema. El
éxito temprano en la produccion de plantas de arroz transgénicas fue divulgado en
1988 para las variedades de Japonica (Zhang y Wu 1988) y en 1990 para una
variedad Indica (Peng et al. 1990). Se ha utilizado callo embriogénico y la
transformacion por biobalistica en variedades Indicas que son dificiles de regenerar
obteniendo un porcentaje de entre 1 hasta el 5% (Fauquet et al. 1995). Sivamani et
al. (1996) reportan la transformacion de callos embriogénicos utilizando medios
liquidos, de una variedad Indica, TN1, mediante bombardeo con particulas
obteniendo el 3% de eficiencia de transformacion. Chen et al. (2004), probaron los
medios anteriormente utilizados y un medio basico MS buscando encontrar un medio
menos elaborado que los ya reportados. El medio basico MS para la induccién de
callos embriogénicos fue suplementado con 2 mg/L de 2,4-D y 1.0 a 2.0 mg/L de
ABA. El medio basico de regeneracion fue adicionado con 2 mg/L de 6-benciladenina
(6-BA), 0.5 mg/L de cinetina y 0.5 mg/L de ANA y reportaron que aunque no hubo
diferencias significativas entre los medios, recomiendan el medio MS suplementado
por ser el mas sencillo y barato. Sin embargo, el utilizar medios liquidos aumenta la
probabilidad de contaminacién. Con el proposito de minimizar el peligro de
contaminacién en el Laboratorio de Transformacién Genética de Plantas del
CINVESTAV Unidad Irapuato, se utilizaron callos embriogénicos derivados de
semillas pero sin pasar por un cultivo en medio liquido previo al bombardeo con el
ADN, para reducir tiempos y posibilidades de contaminaciéon. Valdez et al. (1998)
transformaron 8 variedades de importancia agronémica de arroz de Centroamérica,
Asia y Africa con los siguientes resultados: a) Obtencion de callos embriogénicos en
5 dias. b) Altas frecuencias de transformacion (entre 1.7 y 14.0%, dependiendo de
la variedad). c) Capacidad de recuperar el material transgénico y se detecto
expresion estable de los genes introducidos en los transformantes primarios y en la
progenie en todos los cultivares. Este procedimiento fue utilizado en la variedad
Morelos A-92 por Martinez-Trujillo et al. (2003) para el estudio de la expresion de un
promotor fusionado al gen reportero uidA. En los ultimos anos la transformacion de
arroz se ha enfocado a la creacién de cultivares resistentes a enfermedades, sequia
y a aumentar la produccién, por ejemplo, se sobre expresd un gen de la proteina de
Shock térmico (sHSP17.7) en plantas de arroz y se sugiere que podria aumentar la
tolerancia a la sequia (Sato y Yokoya 2008).
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron semillas de arroz Indica, de la variedad Morelos A-92 (Salcedo-
Aceves 1993) obsequiadas por el INIFAP Campo Experimental Zacatepec Morelos.

Plasmidos

Se utilizaron los siguientes vectores: a) pUISPSSy, que contiene el gen de la
Sacarosa Fosfato Sintasa (SPS) de Synechocystis fusionado al promotor 35S del
Virus del Mosaico de la Coliflor. b) pCAMBIA 1301, vector con expresién del gen
reportero uidA (GUS), para dar seguimiento a la expresion transitoria en callos
embriogénicos y que también confiere resistencia a higromicina para la seleccién de
callos embriogénicos transformados.

Induccién de callos embriogénicos

Para la desinfeccion de semillas, se hizo un lavado inicial con agua destilada,
en seguida se traté con etanol al 70% por 5 minutos, después con hipoclorito de
Sodio al 6% (Cloralex®) por 40 minutos Yy por ultimo se lavd 3 veces con agua
destilada estéril para eliminar el cloro. Para la generacion de callos embriogénicos
derivados de semillas se utilizé el medio MS (Phytotechnology Laboratories
M519)(Murashige y Skoog 1962) suplementado con sacarosa al 3%, gelrite (Merck) y
2,4-D (2.5 mg/L); este medio se conoce como de induccion. La incubacion se llevo a
cabo en la oscuridad a 28°C durante 7 dias. Los callos embriogénicos de tamafio
aproximado a 5 mm de diametro se seleccionaron para los diferentes tratamientos.

Optimizacion de la seleccion de callos embriogénicos en higromicina

Los callos embriogénicos se colocaron en el medio de induccion descrito en el
parrafo anterior y fue adicionado con diferentes concentraciones de higromicina,
tomando como referencia 30, 40, 50, 60 70 y 80 mg/L. La seleccion en ambos
casos se llevo a cabo en la oscuridad a 28°C durante 1.5 meses.

Optimizacién de la regeneracién de callos embriogénicos

Para la regeneracion de los callos embriogénicos a brotes se probaran
diferentes relaciones de ANA y BAP en medio con regeneracion (MS, sacarosa 3%,
gelrite 0.25%, (Merck), bencilaminopurina y acido naftalenacético). Se cultivaron a
28°C con un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.
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Condiciones de bombardeo

Los callos embriogénicos de aproximadamente 5 milimetros se colocaron en
medio MS adicionado con 2.5 mg/L de 2,4-D, 24 horas antes del bombardeo. Se
bombardearon los callos embriogénicos siguiendo las condiciones reportadas por
Valdez et al. (1998), usando el equipo BioRad Helium PDS-1000/He a 900 psi.
Después del bombardeo los callos embriogénicos se mantuvieron durante 3 dias en
el mismo medio. Posteriormente se les realiz6 la prueba histoquimica de GUS para
verificar la expresion fransitoria de acuerdo a Stomp (1992). Los callos se
transfirieron a medio de seleccion (MS suplementado con higromicina) y en éste se
mantuvieron durante 1.5 meses; después se realizé la deteccidon estable del gen
UidA/GUS. Los callos resistentes a higromicina se sometieron a medio de induccion
de callos embriogénicos, durante 5 dias, y al término de este periodo se colocaron en
medio de regeneracién (MS adicionado con 0.5 mg/L de ANA y 2 mg/L de BAP). Los
brotes de alrededor de 3 cm se pasaron a medio de enraizamiento (MS, 1% de
sacarosa), y una vez que tuvieron raices se pasaron a macetas con tierra.

Deteccion de transgénes

La extraccion de ADN de plantas se realizé mediante el kit DNeasy Plant Maxi
kit (QIAGEN) siguiendo las indicaciones del fabricante. Se utilizaran los
oligonucledtidos especificos OP-36 y OP-37 (Martinez-Trujillo et al. 2003) para la
deteccidon del gen uidA (GUS) mediante PCR en un termociclador Mastercycler
personal Eppendorf. La reaccién consistié en lo siguiente: 25 uL de agua desionizada
estéril, 5 yL de Buffer 10X (NH4)SOg4, 7 pL de MgCl, (25 mM), 4 yL de dNTPs (2.5
mM), oligos OP-36 y OP-37 3 pL (10 mM), 2 yL de ADN genomico de planta de
arroz transformadas (100 ng). Para la amplificacion del gen SPS de Synechaocystis se
disefiaron oligonucleotidos especificos hacia ambos extremos del gen. Se utilizaron
las siguientes condiciones: 95°C durante 4 minutos, 95°C durante 1 minuto, 60°C
durante 45 segundos, 72°C durante 90 segundos, con una extension de final de 7
minutos a 72°C, con un total de 30 ciclos.

RESULTADOS

Ensayo de regeneracion

Las semillas de arroz previamente desinfectadas fueron puestas en medio MS
adicionado con 2.5 mg/l de 2,4-D, se mantuvieron en este medio hasta que los callos
embriogénicos alcanzaron 5 milimetros (aproximadamente a los 6 dias) después
fueron transferidos a medio MS adicionado con 0.5 mg/L de ANA vy diferentes
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concentraciones de BAP. Al final de los 25 dias se encontr6 que los callos
embriogénicos que fueron sometidos a la concentracion de 2 mg/L de BAP
desarrollaron la mayor cantidad de brotes y lo suficientemente grandes para poderlos
enraizar; el 12.5% de los callos embriogénicos generaron brotes (figura 3) (cuadro 8).

Figura 3. Callos embriogénicos de arroz en diferentes concentraciones de BAP.
a) Callos embriogénicos. b) 0 mg/L. c) 2 mg/L. d) 5 mg/L. e) 7.5 mg/L. f) 10 mg/L. Sélo se
obtuvieron brotes en la concentracion de 2 mg/L.
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Cuadro 8. Efecto de la combinacion de hormonas sobre la produccion de brotes
a partir de callos embriogénicos de arroz

Combinacion de No. de % Diferenciacion No. brotes % Regeneracion
hormonas callos saludables

ANA 0.5 mg/L + O 40 0 0 0
mg/L BAP

ANA 0.5 mg/L + 2.0 40 60 5 12.5
mg/L BAP

ANA 0.5 mg/L + 5.0 40 40 2 5
mg/L BAP

ANA 0.5 mg/L + 7.5 40 70 1 25
mg/L BAP

ANA 0.5 mg/L + 10 40 20 1 2.5
mg/L BAP

Ensayos de resistencia a higromicina en callos embriogénicos de arroz

Se obtuvieron callos embriogénicos de arroz de 8 dias y se sometieron a
diferentes concentraciones de higromicina (0, 25, 50, 75 y 100 mg/L) y fueron
subcultivados cada dos semanas durante dos meses. En este ensayo se encontrd
que a una concentracion de 50 mg/L de higromicina los callos embriogénicos se
morian de una manera eficiente y uniforme; en concentraciones menores, los callos
embriogénicos todavia presentaban crecimiento y a concentraciones mayores los
callos embriogénicos presentaban una muerte rapida y presentaban un aspecto
mucilaginoso (figura 4).

Obtencion de callos embriogénicos con expresién transitoria del gen GUS y
resistencia a higromicina

Se bombardearon 208 callos embriogénicos derivados de semillas de arroz
con el vector pPCAMBIA1301, el cual contiene el gen de resistencia a higromicina y el
gen reportero uidA (GUS). Los lotes bombardeados fueron sometidos a seleccién
con higromicina 50 mg/L en medio MS co-cultivandolos cada 15 dias durante mes y
medio (figura 5). En este ensayo se observd que a las 36 horas del bombardeo los
callos embriogénicos presentaron buena expresion transitoria y que en un tiempo de
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1.5 meses en medio de seleccion con higromicina es suficiente para poder obtener
callos embriogénicos resistentes al antibiotico.

Deteccion de la expresion estable del gen uidA (GUS), regeneraciéon vy
obtencién de plantas

De los callos embriogénicos resistentes a higromicina se seleccionaron
algunos para la tincion con X-Gluc para verificar la expresién estable. Como se
observa en la figura 6, el color azul intenso de los callos embriogénicos muestra la
expresion estable. Los callos embriogénicos resistentes se trasfirieron a medio de
regeneracion por 25 dias y se obtuvieron brotes de 3 cm, los cuales se pasaron a
medio de enraizamiento y una vez enraizados fueron pasados a vasos con tierra
dentro del laboratorio para su aclimatacion; después de este paso se trasladaron a
macetas las cuales estaban sumergidas 5 cm en recipientes con agua en un
invernadero (figura 6).
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Figura 4. Callos embriogénicos sometidos a diferentes concentraciones de
higromicina (mg/L). a) Callos embriogénicos antes de ser pasados a higromicina,
b) 0, c) 25, d) 50, e) 75 y f) 100 mg/L. Los callos embriogénicos fueron cultivados
durante dos meses y transferidos a medios nuevos cada 3 semanas.
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Figura 5. Callos embriogénicos en medio MS con higromicina. A) Semillas de
arroz en MS con 2,4-D. b) Callos embriogénicos bombardeados en MS con 2,4-D, 7
dias. C) Callo embriogénico no bombardeado sometido a la tincion con X-Gluc d)
Callo embriogénico bombardeado sometido a la tincion con X-Gluc e) Control de
callos embriogénicos sin bombardear sometidos a 1.5 meses en higromicina. f)
Callos embriogénicos transformados en medio MS con higromicina durante1.5
meses.
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Figura 6. Deteccion estable de la expresion del gen uidA (GUS), regeneracion y
enraizamiento. A) Callo no transformado tedido con x-gluc. b) Callo transformado
tefiido con x-gluc. c) y d) Callos embriogénicos resistentes a higromicina en medio de
regeneracion. e) Brote en medio de enraizamiento. f) Plantas transformadas en
aclimatacion. g) Plantas en invernadero.
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Obtencion de callos embriogénicos con expresion transitoria del gen GUS y
resistencia a higromicina, co-bombardeados con pCAMBIA1301 y pUISPSSy

Se bombardearon 50 callos embriogénicos derivados de semillas de arroz con
el vector pCAMBIA1301 y pUISPSSy, el primero tiene el gen de resistencia a
higromicina y el gen reportero uidA (GUS) y el segundo tiene el gen de Sacarosa
Fosfato Sintasa de Synechocystis hacia abajo del promotor 35S. Los lotes
bombardeados fueron sometidos a seleccion con higromicina 50 mg/L en medio MS
subcultivandolos cada 15 dias durante mes y medio (figura 7). Los callos
embriogénicos resistentes a higromicina se trasfirieron a medio de regeneracion en
el cual permanecieron por 25 dias y se obtuvieron brotes de 3 cm, los cuales se
pasaron a medio de enraizamiento y una vez enraizados fueron pasados a vasos con
tierra dentro del laboratorio para su aclimatacion (figura 8).

Andlisis de la presencia del gen uidA en plantas regeneradas

Se detecto6 la presencia del transgén uidA en plantas de arroz, para lo cual se
extrajo ADN de plantas de arroz previamente bombardeadas con pCAMBIA1301,
seleccionadas en higromicina y con expresion estable de GUS y regeneradas hasta
plantas. Se demuestra por ensayos de PCR que ocho de las nueve plantas
amplifican un fragmento de 1100 pb lo que presume con alta probabilidad la
presencia del gen uidA (Figura 9) (cuadro 9).

Andlisis de la presencia de gen uidA y SPS de Synechocystis (spssy) en
plantas co-transformadas con los pldsmidos pCAMBIA1301 y pUISPSSy

Se extrajo el ADN de plantas de las plantas transformadas, y se analiz6 la

presencia del gen uidA y spssy en las dos plantas, mediante PCR, amplificando los
fragmentos esperados de 1100 pb y 2200 pb, respectivamente (figura 10) (cuadro 9).
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Figura 7. Regeneraciéon de callos embriogénicos co-transformados con
pCAMBIA1301 y pUISPSSy. a) Semillas de arroz con callos embriogénicos en MS
con 2,4-D (2.5 mg/L). b) Callos embriogénicos bombardeados en MS con 2,4-D a los
5 dias. c¢) Control en higromicina, 15 dias. d) Callos embriogénicos en MS con
higromicina 50 mg/L a los 15 dias. e) Callos embriogénicos control sin bombardear
por 2 meses en medio MS con higromicina 50 mg/L. f) Callos embriogénicos
transformados, con 2 meses en medio MS con higromicina 50 mg/L..
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Figura 8. Regeneracion de callos embriogénicos con resistencia a higromicina.
a) Callo resistente a higromicina en medio de regeneraciéon. b) Callo embriogénico
regenerando brotes. c¢) Plantas enraizadas. d) plantas transformadas en

aclimatacion.
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Figura 9. Andlisis de la presencia del gen uidA en plantas de arroz
transformadas con pCAMBIA1301. Se aislé el ADN de plantas de arroz y se realizé
una amplificacion por PCR para obtener un fragmento especifico del gen uidA (1100
pb). Los carriles muestran de izquierda a derecha los marcadores (1KB, Fermentas),
amplificacién a partir de un control negativo (arroz no transformado), amplificacién a
partir de un control positivo (0)CAMBIA1301) y amplificacion a partir de ADN de 9
plantas de arroz provenientes de regeneracion, de las cuales sélo la nimero 6 no
amplifico el fragmento esperado.
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Figura 10. Analisis de la presencia de los genes uidA y spssy en plantas co-
transformadas con pCAMBIA1301 y pUISPSSy. A) Amplificaciéon por PCR del gen
uidA. B) Amplificacion por PCR del gen spssy. M, marcador de peso molecular 1 Kb.
C- Control negativo (planta no transformada), C+ control positivo. 1y 2, amplificacion
a partir de ADN de plantas transformadas.

Cuadro 9. Nimero y frecuencia de plantas transgénicas obtenidas en el presente trabajo

Cultivar Plasmido Callos Callos r- N. Plantas Plantas Eficiencia de
bombardeados Higromicina plantas GUS+  spssy+ transformacion
obtenidas (%)
Morelos  pCAMBIA1301 208 20 9 8 3.8
A-92
Morelos pCAMBIA1301+ 64 8 2 2 2 3.1
A-92 pUISPSSy,
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DISCUSION

La SPS de la Synechocystis sp. PCC 6803 no sélo difiere de la enzima de la
planta en ser insensible a Glc-6-P y es inhibida débilmente por Pi, sino que ademas
carece de todos los sitios conocidos de fosforilacion encontrados en la SPS de
plantas, lo que hace que no esté sujeta a la regulacién o a la inactivacion alostérica
por la fosforilacién de la proteina. Este gen ya ha sido utilizado para transformar
plantas de tabaco, tomate y una variedad de la subespecie Japonica, sin un
incremento significativo en la sintesis de sacarosa (Lunn et al. 2003). No obstante lo
anterior, es conocido que la integracion de los genes es al azar y es posible que la
expresion obtenida no sea la adecuada, por lo que es conveniente realizar nuevas
pruebas al respecto y utilizar incluso nuevas variedades.

El uso de variedades de arroz de la subespecie Indica para propoésito de
transformacién con el gen de la SPS de Synechocystis, permitié establecer las
condiciones del cultivo in vitro de la variedad Morelos A-92 adaptada a las
condiciones de riego de la Republica Mexicana y obtener asi plantas con la
integracion del gen. La seleccion de callos embriogénicos fue eficiente en obtener
tejido transformado, ya que mas del 90% de las plantas obtenidas tenian integrado
ya sea el gen uidA o bien ambos. La eficiencia de transformacion (3.1%) se
encuentra dentro del rango reportado por Valdez et al. (1998), que mencionan
eficiencias entre 1.7 al 14%. El principal problema que se tuvo en la produccién de
plantas co-transformadas, tanto con el gen uidA y el gen SPS de Synechocystis
consistié en la generacion de brotes a partir de callos embriogénicos, ya que sélo 2
de los 8 callos embriogénicos con resistencia a higromicina generaron brote (cuadro
7), por lo que se debe eficientizar aiun mas este paso o bien partir de un niumero
mayor de callos embriogénicos. La integracion del gen spssy en las plantas de arroz
fue posible detectarla mediante la técnica de PCR, sin implicar técnicas de
hibridacion, lo que permite evaluar de manera mas rapida las lineas obtenidas. La
transformacion de plantas de arroz Morelos A-92 con el gen SPS de Synechocystis
permitio determinar que las condiciones utilizadas son adecuadas y que esto
permitird con la obtencion de mas lineas, iniciar una etapa de analisis de las plantas
para evaluar sus caracteristicas agronémicas

Tomados en conjunto, los datos obtenidos permitieron establecer lo siguiente:
a) Se comprobd que la generacion de callos embriogénicos en medio MS con 2,4-D
es una forma rapida de generar tejido indiferenciado susceptible de ser transformado.
b) La producciéon de brotes a partir de callos embriogénicos requiere ANA y BAP en
concentraciones de 0.5 mg/L de ANA y 2 mg/L de BAP, respectivamente. c) La
expresion estable del gen uidA es posible obtenerla en callos embriogénicos vy, d)
Fue posible obtener plantas con la integracion de los genes uidA y spssy.
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RESUMEN

En el presente trabajo se inicio la construccion de un vector utilizando el gen
de la SPS de Synechocystis, el promotor de la subunidad pequena de la ribulosa bi-
fosfato carboxilasa de tabaco (rbcS) y el terminador de la nopalina sintasa (Ter-nos).
Estas secuencias se extrajeron mediante PCR de los plasmidos utilizando
oligonucledtidos especificos con sitios de restriccion en los extremos y se clonaron
cada uno en el vector pGEM®-T Easy. Se obtuvieron tres plasmidos con los
fragmentos clonados (pGEMrbcS, pGEMSPSSy y pGEMnos). A partir de estos
plasmidos se avanzé en la fusion del terminador nos al gen de la SPS y la clonacion
del promotor rbcS esta en proceso.

Palabras clave: promotor rbcS, SPS, Synechocystis, vector
ABSTRACT

The construction of a vector was begun using the SPS gen of Synechocystis,
the ribulose bi-phosphate carboxilase small subunit promoter (rbcS) and the
terminator of nopaline synthase (nos). These sequences were extracted by PCR from
the plasmids using specific oligonucleotides with restriction sites at the edges. These
fragments were cloned separately in the pGEM®-T Easy vector, obtaining three
plasmids (pGEMrbcS, pGEMSPSSy y pGEMnos). From these plasmids, the fusion of
the nos terminator to the SPS gene was performed in the correct orientation. The
insertion of the rbcS promoter is in process.

Key words: Promoter rbcS, SPS, Synechocystis, vector
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INTRODUCCION

En la actualidad se ha utilizado un numero importante de genes para
transformar plantas, siendo los mas usados los genes reporteros, de resistencia a
antibidticos y por ultimo los genes que confieren alguna caracteristica agronémica
importante como resistencia a patégenos. La regulacién de la expresién del transgén
es critica pues del promotor depende en buena parte la fuerza y los sitios especificos
donde se expresara el gen de interés. Un gen del interés se debe expresar en un
tejido vegetal especifico y en un nivel conveniente para su propdsito previsto. (Kamo
et al. 2000).

La regulacion de la expresion del gen en plantas monocotiledéneas se ha
estudiado en el maiz y en el arroz y los estudios de expresion transitoria de uidA
(Jefferson et al. 1987) han demostrado que las monocotiledéneas que pertenecen a
los cereales exhiben niveles perceptiblemente mas altos de actividad de GUS con
promotores derivados de monocotiledéneas; por ejemplo, el gen de la actina del
arroz (Actl) o ubiquitina del maiz (Ubil) con respecto al promotor de CaMV 35S
(virus del mosaico de la coliflor). Lo anterior podria Indicar que en los cereales los
sistemas de regulacion de la expresion estan conservados (McElroy et al. 1991,
Zhang et al. 1991, Christensen et al. 1992, Odell et al. 1985).

Se ha sobre expresado un gen de la SPS de Arabidopsis en tabaco y se
reporta una altura mayor para las plantas transformadas respecto a las plantas no
transformadas, debido a un aumento de la transcripcion, un incremento de la
actividad enzimatica en hoja y en tejido fino del vastago; ademas hubo mayor altura y
crecimiento del diametro, acumulacion de la biomasa y aumento en la longitud de la
fibra (Park et al. 2007). El gen de la SPS de Synechocystis se ha introducido en
tabaco y tomate bajo el control del promotor de CaMV 35S y en el arroz subespecie
Japonica bajo el control del promotor del maiz Ubil; en estos casos no hubo un
incremento significativo en la sintesis de sacarosa por razones no conocidas (Lunn et
al. 2003.). El promotor del virus del mosaico de la coliflor (CaMV 35S) ha sido
ampliamente utilizado en la transformacién genética de plantas, sin embargo, debido
a los efectos indeseables que pudiera causar en el fenotipo de la planta se ha optado
por utilizar promotores que tengan un origen vegetal, de preferencia de la misma
familia de plantas y que sea especifico. En la actualidad se cuenta con varios
promotores especificos para la utilizaciéon en la transformacién de cereales (Kamo et
al. 2000). En el presente trabajo se utilizd el gen de la SPS de Synechocystis, el
promotor del gen rbcS de tabaco y el terminador nos, para construir un casete que
podra ser utilizado en la transformacion de plantas, con la finalidad de aumentar
significativamente la produccion de sacarosa y elevar la productividad en el arroz.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas y plasmidos

En el presente trabajo se utilizé la cepa TOP-10 de E. coli (INVITROGEN). Se
utilizaron los siguientes vectores: a) Vector que contienen el gen de la SPS de
Synechocystis fusionado al promotor 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor
(pUISPSSYy), b) Vector que contiene el promotor del gen de la subunidad pequefia de
ribulosa bifosfato carboxilasa de Tabaco (rbcS) controlando la expresion del gen uidA
con el terminador nos (Arguello 1996).

Amplificacion de los fragmentos de ADN por PCR

Se disenaron oligonucledtidos especificos para obtener el promotor rbcS de
tabaco, el gen SPS de Synechocystis y el terminador nos. Mediante PCR se
amplificaron los fragmentos utilizando el kit de Taq Polymerase High Fidelity
(INVITROGEN). Los fragmentos amplificados fueron utilizados para su clonacién en
el vector pPGEM-Teasy (PROMEGA).

Ligamiento de los fragmentos obtenidos por PCR en el vector pGEM-Teasy

Los fragmentos de ADN amplificados por PCR fueron clonados en el vector
pGEM-T-easy (PROMEGA), en las siguientes condiciones de reaccion: 3 pul de
producto de PCR, 1 ul del vector pGEM-T-easy, 2 ul de buffer 5X, 3 ul de agua
desionizada estéril y 1l de la enzima T4 ADN ligasa. La reaccion Se incubd durante
1 h a temperatura ambiente y después a 4°C durante 12 horas aproximadamente.
Las mezclas de ligacion se utilizaron para transformar células competentes.

Preparaciéon de células competentes

El procedimiento se realizé de acuerdo a Sambrook et al. (1989). Se utilizé la
cepa TOP-10 de E. coli (INVITROGEN), la cual es complementada con plasmidos
que codifican para un fragmento proteico faltante para que se dé la actividad de la
enzima p-galactosidasa.

Transformacién de células competentes

Se transformaron células competentes de E. coli TOP10 con los plasmidos
construidos, utilizando un electroporador Eppendorf 2510 a 1800 V y cubetas de 100
pl, dializando previamente las mezclas de ligacion en membranas millipore de
tamafio de poro 0.25 um. Se plaquearon las células en medio selectivo LB con
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carbenicilina (100 pg/ml), X-Gal (2 mg/ml) e IPTG (100 mM). Las cajas se incubaron
por 21 ha 37°C.

Seleccion de candidatos con los insertos en pGEM-Teasy

Para la seleccion de candidatos se aislé ADN a partir de colonias blancas. Las
colonias blancas son las que poseen el inserto debido a que no degradan el X-gal
porque ha quedado interrumpido el gen de la (B-galactosidasa. Se analizaron los
plasmidos candidatos por corte con las enzimas de restriccion con la técnica
anteriormente descrita. De los candidatos positivos por restriccion se aisl6 ADN
plasmidico por el método de precipitacién con polietilenglicol (Sambrook et al. 1989).

Construcciones en pGEM Teasy

Se obtuvieron tres construcciones, pGEMrbcS con extremos Hindlll,
pGEMSPSsy hacia el extremo 5° un sitio Hindlll y hacia 3" un sitio Bglll y pGEMnos
con sus sitios Bglll. Los plasmidos pGEMrbcS, y pGEMnos fueron digeridos
utilizando las enzimas Hindlll y Bglll, respectivamente, las digestiones fueron
corridas en un gel de agarosa y recuperadas mediante el Kit DNA Gel Extraction
(MILLIPORE). El plasmido pGEMSPSsy fue linerizado con la enzima Bglll, en
seguida fue desfosforilado mediante el Kit Calf Intestinal Alkaline phosphatase
(INVITROGEN) para evitar que el plasmido se religara. Para la ligacién del vector
pGEMSPSsy linerizado y el fragmento del terminador nos se siguieron las siguientes
condiciones: 3 ul de producto de PCR, 1 pul del vector pGEM-T-easy, 2 ul de buffer
5X, 3 ul de agua desionizada estéril y 1ul de la enzima T4 ADN ligasa. La ligacion fue
dializada en membranas de 0.025 ym (MILLIPORE). Se transformaron células de E.
coli TOP-10 de acuerdo a lo descrito anteriormente (INVITROGEN) y se sembraron
las colonias en medio LB con carbenicilina, se incubaron durante 20 h a 37°C. De las
colonias se realizo la extraccién de DNA por la técnica de Miniprep (Sambrook et al.
1989). En seguida se hizo la digestion con Bglll con las condiciones anteriormente
descritas, y se corrio la digestion en un gel de agarosa al 1.5%; de los candidatos
que presentaron el fragmento esperado se hizo la extraccion de Maxiprep (Sambrook
et al. 1989) y se mandé secuenciar para verificar la posicion del inserto. El candidato
que presentd el inserto en la posicion correcta se digirié con la enzima Hindlll, se
desfosforild y se ligd el fragmento del promotor rbcS de acuerdo a las condiciones
antes descritas.

Condiciones de bombardeo

Los callos embriogénicos de arroz, hojas de arroz, raices de arroz y hojas de
tabaco se bombardearon usando el equipo BioRad Helium PDS-1000/He a 900 psi
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siguiendo las Indicaciones de Cabrera-Ponce et al. (1995, 2001). Después del
bombardeo los tejidos se mantuvieron durante 3 dias en el mismo medio y después
se les realiz6 la prueba histoquimica de GUS para verificar la expresion transitoria de
acuerdo a Stomp (1992).

RESULTADOS

Caracterizacion de los vectores

Para la obtencion del promotor de la sub-unidad pequena de la RUBISCO
(rbcS) se partio del plasmido pBSrbcS que contiene el promotor de la subunidad
pequena de la RUBISCO de tabaco (1kb) controlando la expresion el gen reportero
uidA (GUS) (1.8 kb) y al terminador nos (0.270 Kb). Al digerir el plasmido se
encontré que con EcoRI y Hindlll se liberd un fragmento de aproximadamente 3.2 kb.
Para corroborar la identidad del fragmento se mandd secuenciar con los oligos
universal y reverso. Al alinear la secuencia en BLAST en la base de datos del
National Center of Biotechnology Information (NCBI), se encontré que corresponde al
promotor de la subunidad pequefia de la RUBISCO de tabaco (1 kb) controlando la
expresion del gen uidA (GUS) (1.8 kb) y el terminador nos (0.265 kb). (Figura 11).

f1 () on

pUC ori

Figura 11. Vector pBSrbcS. Contiene el promotor de la ribulosa bifosfato
carboxilasa de tabaco fusionado al gen reportero uidA y al terminador nos. Es un
derivado del vector comercial pBSKS (STRATAGENE).
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Para la obtencion del gen de la sacarosa fosfato sintasa de Synechocystis
(spssy) se partid del plasmido pUISPSSy, el cual tiene como base el vector de
expresion pUI235-5.1 y tiene inserto al gen sps de Synechocystis. Este plasmido se
digirié con diferentes enzimas de restriccién y se encontrdé que al cortar con EcoRI y
con Hindlll asi como Kpnl/Sphl se libera un fragmento de 2.6 kb (Figura 12). Al
comparar el tamano del fragmento liberado y el tamafo de la secuencia obtenida del
genoma del gen sps de Synechocystis previamente reportada, no corresponden ya
que la secuencia previamente reportada tiene un tamano aproximado de 2.2 kb.

Para saber si el vector pUISPSSy contenia el gen sps de Synechocystis se
disefiaron cuatro oligonucledtidos, dos a partir del sitio multiple de clonacién del
vector pUISPSSy (cuadro 10) y dos a partir de la secuencia obtenida obtenida del
genoma de Synechocystis de NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/viewer.fcqi?val=47118304&db=Nucleotide&from=
3140713&t0=3142875&view=gbwithparts&RID=VKBX49M8013)

Se secuencio el vector pUISPSSy con estos oligos y se alinearon las
secuencias en BLAST encontrando que la secuencia corresponde al gen de la
sacarosa fosfato sintasa de Synechocystis pero ademas esta flanqueado por
regiones hacia el extremo 5" por 67 pb y hacia el extremo 3" por 409 pb.

il 2 3

Figura 12. Digestion de pUISPSSy. Carril 1, digestién con EcoRI/ Hindlll. Carril 2,
digestiéon con EcoRI. En el carril 1 se muestra una banda de aproximadamente 2.6 kb
que corresponde al gen de la SPS de Synechocystis.
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Integracién del promotor rbcS, al gen sps de Synechocystis y al terminador
nos

A partir de las secuencias obtenidas del promotor rbcS se disefaron
oligonucledtidos para el promotor del gen rbcS con extremos Hindlll (Cuadro 10), los
cuales se utilizaron para amplificar la region de ADN por PCR y después clonarlo en
el vector pGEM-T Easy (PROMEGA). Después se transformaron células de
Escherichia coli TOP10 y se obtuvieron colonias blancas las cuales presentaron el
inserto; de éstas se seleccionaron 5 y se extrajo ADN por Mini-Prep (figura 14). Se
verificaron por corte con la enzima EcoRI y se observaron varios candidatos con las
bandas esperadas (figura 15).

Cuadro 10. Oligonucledtidos utilizados en el presente trabajo

y sus caracteristicas

Nombre Oligonucleétido Tamafi  Tm ©C % GC Caracteristica
o

Syl 5'- ATG AGC TAT TCA TCA AAA TAC 23 57.0 26.1 Disefiado a partir de la

AT -3' secuencia d.el gen sps de
Synechocystis

Sy2 5'- TTA AAC GGG GTC TAACAAC - 19 57.2°C 421 Disefiado a partir de la

3 secuencia del gen sps de
Synechocystis.

pull - GAT CAC CCG GGA ATT C -3' 16 55.9 56.3 Disefiado a partir de la

secuencia del sitio multiple
de clonacién pUISPSy

puI2 5'- GAC GGT ATC GAT AAG CTT -3' 18 56.0 44.4 Disefiado a partir de la
secuencia del sitio multiple
de clonacién pUISPSy

Sy3 5'- ATG AGC TAT TCA TCA AAA TAC 23 57.0 26.1 Extremo Hindlll
AT -3'

Sy4 5'- TTA AAC GGG GTC TAACAAC - 19 57.2 42.1 Extremo Bgl Il
3

Rb1 5'- GTG GGA ACG AGA TAA GGG -3" 18 58.6 55.6 Extremo Hindlll

Rb2 5- GAC CTC GCT CTT TTC TCT -3’ 18 58.3 50.0 Extremo Hindlll

nosl 5'- GAA TTT CCC CGA TCG TTC A - 19 59.8 47.4 Extremo Bglll
3

nos2 5'- CCG ATC TAG TAA CAT AGA TGA 24 60.0 41.7 Extremo Bglll
CAC -3'
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Para eliminar las regiones que flanquean al gen SPS de Synechocystis, se
disefaron dos oligos, uno con el extremo HindlIl y otro con extremo Bglll (cuadro 8).
Se amplificd el gen mediante PCR (figura 13) y se cloné en el vector pGEM-T Easy
(PROMEGA). Después se transformaron células de Escherichia coli TOP10 y se
obtuvieron colonias blancas las cuales presentaban el inserto; de éstas se
seleccionaron 5 y se extrajo el ADN por Mini-Prep (figura 14). Se verificaron las
construcciones por corte con la enzima EcoRI| y se observaron varios candidatos con
las bandas esperadas (figura 15).

Para la obtencion del terminador nos, se disefaron oligonucleétidos
especificos a partir de la secuencia obtenida del plasmido pBSrbcS. Se amplificé por
medio de PCR (figura 13) y se clon6 en el vector pGEM-T Easy (PROMEGA).
Después se transformaron células de Escherichia coli TOP10 y se obtuvieron
colonias blancas las cuales presentaban el inserto; de éstas se seccionaron 5y se
extrajo el ADN por Mini-Prep (figura 14). Se verificaron por corte con la enzima EcoRl
y se observaron varios candidatos con la banda esperada (figura 15).

A partir de las diferentes versiones de los plasmidos pGEM-T Easy se inici6 la
construccion del vector con el gen sps de Synechocystis. El plasmido pGEMSPSSy
fue digerido con la enzima Bglll para linearizarlo y en seguida fue sometido a la
desfosforilacion de extremos mediante la enzima fosfatasa (CIAP) de Invitrogen en
las condiciones recomendadas por el fabricante. Una vez desfosforilado el plasmido
se inactivo la fosfatasa con fenol-cloroformo. Este vector desfosforilado se utilizd
para la reaccion de ligaciéon con el fragmento del terminador nos previamente
extraido mediante digestién con la enzima Bglll del plasmido pGEMNOS. Para la
ligacién se utilizo la enzima ligasa T4 de Promega.

La mezcla de ligaciéon fue dializada en membranas de 0.025um (MILIPORE)
durante 40 minutos, después de la dialisis se transformaron células de Escherichia
coli TOP10 y se obtuvieron colonias blancas de las cuales se extrajo ADN por Mini-
Prep (figura 16a). Los plasmidos se verificaron por corte con la enzima Bglll y se
observd la banda de 360 pb en 4 candidatos (figura 16b). Los candidatos se
mandaron secuenciar pera verificar la posicion del inserto con respecto al gen sps.
Con esto se confirm6é que el gen sps de Synechocystis quedd fusionado al
terminador nos en la posicion correcta en uno de los candidatos.
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Figura 13. Productos de PCR. A partir de los plasmidos pUISPSSy y pBSrbcS
utilizando los oligonucledtidos especificos, se amplifico el gen de la SPS de
Synechocystis (2.1 kb) y el promotor de la rbcs de tabaco (1 kb) y el terminador nos
(365 pb).

Figura 14. Pldsmidos que contienen el inserto de los diferentes fragmentos
(spssy, rbcS y nos). Los fragmentos fueron clonados en el vector pPGEM-T Easy y
posteriormente fueron transformadas células de E. coli TOP10. ElI ADN se extrajo de
colonias blancas, las cuales tienen una alta posibilidad de portar el inserto.
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spssy beS nos

Figura 15. Seleccion de candidatos por corte con enzimas de restriccion. El
ADN fue digerido con la enzima EcoRI para liberar el fragmento. La digestion se
corri6 en un gel de agarosa al 2% y se observd en luz UV mostrando varios
candidatos de cada construccion.

Figura 16. Seleccién de candidatos con el gen sps de Synechocystis fusionado
al terminador nos. a. ADN plasmidico de colonias transformadas. b. busqueda de
candidatos por digestiéon de enzimas de restriccion, los candidatos liberan un
fragmento de 360 pb al digerir el ADN con la enzima Bgl Il.
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Expresiéon del gen uidA en tejidos de arroz

El vector pBSrbcS fue introducido por biobalistica en diferentes tejidos de
arroz y en hojas de tabaco; este vector contiene el promotor del gen rbcS de tabaco
controlando la expresion del gen uidA. También se bombardearon los mismos tejidos
con pCAMBIA1301; este vector contiene el promotor 35S del virus del mosaico de la
coliflor controlando la expresion del gen uidA. A las 36 horas después del bombardeo
se tifieron los diferentes tejidos con x-gluc y se incubaron a temperatura ambiente
por 12 horas, se les retird la solucién de x-gluc y en seguida se decoloraron con
metanol-acetona. Se colocaron en glicerol al 50% y se fotografiaron los tejidos con
una camara digital SONY Cybershot DSC-S75 de 3.3. Mega pixeles (figura 17). La
expresion transitoria conferida por el promotor de la rbcS de tabaco, en tejidos de
arroz, solo se detecté en hoja y callos embriogénicos, aunque fue baja en
comparacion con la expresion del promotor 35S. En raiz, el promotor rbcS no generé
expresion. En las hojas de tabaco la expresién conferida por rbcS fue del 5%,
comparada con la conferida por el promotor 35S. Estos resultados confirman que
rbcS es un promotor especifico de tejido y la expresion en callos embriogénicos
podria entenderse al considerar que contiene células totipotenciales. Estos
resultados coinciden con los reportados por Jefferson en 1987, quien transformo
plantas de tabaco con el promotor del gen RbcS y GUS y encontré expresion en los
tricomas, la epidermis, las células vasculares, pero la mayor expresion se localizd en
las células corticales del parénquima y cloroplastos y coloracion débil y variable en

la médula.
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Figura 17. Expresién transitoria conferida por los promotores rbcS de tabaco y
35S del Virus del Mosaico de la Coliflor. La expresion fue detectada mediante
tincion con x-gluc como se describe en materiales y métodos.
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DISCUSION

El gene de la SPS de Synechocystis se ha introducido en tabaco y tomate bajo
el control del promotor CaMV 35S y en el arroz subespecie Japonica bajo el control
del promotor del maiz Ubil; en estos casos no hubo un incremento significativo en la
sintesis de sacarosa por razones no conocidas (Lunn et al. 2003), por lo que es
conveniente utilizar promotores que expresen al gen en la manera en que ocurre
naturalmente.

El diseno del vector planteado en este trabajo se orientd a expresar el gen
SPS de Synechocystis en tejido fotosintético. La expresion conferida por el promotor
rbcS fue primeramente confirmada mediante la expresion transitoria en diferentes
tejidos, para asegurar que en las plantas transformadas la expresién fuera conducida
a tejido fotosintético (figura 17).

La caracterizacion previa del gen SPS de Synechocystis a partir de un vector
del que no se disponian datos muy precisos (pUISPSSy) hizo necesario partir de la
secuencia gendmica y eliminar una regidén que no era precisamente de este gen. La
amplificacion de los fragmentos del promotor rbcS, el terminador nos y el gen spssy y
su clonacién en el vector pGEM-Teasy se logré con éxito, lo que permitié avanzar en
la fusion del terminador nos y el gen spssy en la orientacion correcta. Este ultimo
plasmido se completara colocando el promotor rbcS arriba del gen spssy, lo que
permitira tener un casete que se podra clonar como una unidad en otros vectores
generales para incluir la resistencia a antibiético. Una posibilidad es la de integrarlo a
pCAMBIA1300, que ya tiene la resistencia a higromicina, que es el antibiético que
permite seleccionar los callos embriogénicos de arroz transformados.

Finalmente, se puede concluir que el avance en el disefno y construccién de un
vector para expresar el gen sps de Synechocystis en tejido fotosintético se avanzé
satisfactoriamente
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VI. DISCUSION GENERAL

La transformacion genética de plantas es una alternativa con relacion al
mejoramiento genético tradicional y se justifica cuando las fuentes de variacion
genética dentro de la especie no son suficientes para generar los fenotipos
deseables y con la consideracion de que la poblacion mundial se encuentra
aumentando y los alimentos y otros productos derivados de las plantas pueden llegar
a escasear (Herrera-Estrella et al. 2005). El arroz, como uno de las tres cereales
principales que son utilizados en la alimentacién en el mundo, es una de las plantas
a las cuales se le ha dedicado atencion, tanto en la secuenciacion de su genoma en
las dos subespecies conocidas (Goff et al. 2002, Yu et al. 2002), como en el
desarrollo de técnicas de cultivo y de introduccién de genes para su transformacion
(Valdez et al. 1998).

Siendo la sacarosa el principal azucar de transporte en las plantas, se ha
establecido como una estrategia interesante el incrementar la sintesis de esta
molécula para aumentar variables de interés agrondmicas, como son la produccion
de semillas y frutos. Una de las estrategias para modificar la sintesis de sacarosa ha
sido la de sobre expresar genes que codifican para las enzimas sacarosa fosfato
sintasas (SPS) de una especie en otra para evadir las respuestas de regulacion, lo
que fue realizado por Worrell et al. (1991) en tomate a partir de la SPS de maiz, sin
embargo, los resultados no tuvieron una repercusién importante debido posiblemente
a otros mecanismos de regulacion post-transcripcionales. Resultados mas
alentadores son los reportados para el algodén, Populus y Tabaco en el incremento
ya sea en la calidad de la fibra, mayor crecimiento o aumento del niumero de flores,
respectivamente (Haigler et al. 2000, Mouillon y Hurry 2001, Baxter et al. 2003).

En el arroz fue reportado primeramente un gen de sacarosa fosfato sintasa por
Valdez-Alarcén (1996), el cual fue denominado como spsl, y ha sido estudiada su
region reguladora, determinando que hay expresion en el escutelo de semillas en
germinacion y en el parénquima fotosintético de las hojas; asimismo, hay una tasa
baja de transcripcion y existen mecanismos de regulacion post-transcripcionales que
potencian la traduccion (Martinez-Trujillo et al. 2003, Martinez-Trujillo et al. 2004).
Con la secuenciacion del genoma del arroz, tanto en la subespecie Japonica como
Indica, se encontré que existen 5 genes que codifican para SPS, entre ellos spsl, sin
embargo, soélo se conoce informacion sobre su expresion para este ultimo, por lo que
pudiera haber diferentes actividades de SPS para diferentes propdsitos especificos
de tejido, del desarrollo o afectadas por diferentes condiciones ambientales.

Como una alternativa a la de sobre expresar genes de SPS de una planta en
otra, ha llamado la atencién las propiedades de la enzima SPS de Synechocystis sp.
PCC 6803, ya que difiere de las enzimas de la planta en ser insensible a Glc-6-P y
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en ser inhibida débilmente por Pi (Lunn et al. 1999), sino que ademas carece de
todos los sitios conocidos del fosforilacion encontrados en el SPS de plantas, lo que
hace que no esté sujeta a la regulacion o a la inactivacion alostérica por la
fosforilacion de la proteina, lo que supuestamente permitiria incrementar la sintesis
de sacarosa, que se canalizaria para la sintesis de otros carbohidratos complejos,
entre ellos el almacenamiento de almidén en las semillas. Este gen ya ha sido
utilizado para transformar plantas de tabaco, tomate y una variedad de la subespecie
Japonica, sin un incremento significativo en la sintesis de sacarosa (Lunn et al.
2003). No obstante lo anterior, es conocido que la integracion de los genes es al
azar y es posible que la expresién obtenida no sea la adecuada, por lo que es
conveniente realizar nuevas pruebas al respecto y utilizar incluso nuevas variedades.

En este trabajo, el uso de una variedad de arroz de la subespecie Indica para
propésito de transformacion con el gen de la SPS de Synechocystis, permitio
establecer las condiciones del cultivo in vitro de la variedad Morelos A-92 adaptada a
las condiciones de riego de la Republica Mexicana y obtener plantas con la
integracion del gen. La seleccion de callos embriogénicos fue eficiente en obtener
tejido transformado, ya que mas del 90% de las plantas obtenidas tenian integrado
ya sea el gen uidA o bien ambos. La eficiencia de transformacién (3.1%) se
encuentra dentro del rango reportado por Valdez et al. (1998) que mencionan
eficiencias entre 1.7 al 14%. El principal problema que se tuvo en la produccién de
plantas co-transformadas, tanto con el gen uidA y el gen SPS de Synechocystis
consistié en la generacion de brotes a partir de callos embriogénicos, ya que sélo 2
de los 8 callos embriogénicos con resistencia a higromicina generaron brote (cuadro
9), por lo que se debe eficientizar alun mas este paso o bien partir de un nimero
mayor de callos embriogénicos. La integracion del gen spssy en las plantas de arroz
fue posible detectarla mediante la técnica de PCR, sin implicar técnicas de
hibridacion, lo que permite evaluar de manera mas rapida las lineas obtenidas. La
transformacién de plantas de arroz Morelos A-92 con el gen SPS de Synechocystis
permitio determinar que las condiciones utilizadas son adecuadas y que esto
permitird con la obtencion de mas lineas, iniciar una etapa de analisis de las plantas
para evaluar sus caracteristicas agronémicas

El disefio de vectores ha representado una herramienta que permite colocar
los genes y las regiones reguladoras de acuerdo al propdsito que se quiere lograr.
Los vectores generales para transformar plantas han sido disefnados por laboratorios
de investigacion y principalmente por la empresa CAMBIA
(http://www.cambia.org/daisy/cambia/home.html), que tiene la particularidad de
presentar vectores de tipo binario para transformar utilizando Agrobacterium
tumefaciens como una opciéon a la biobalistica. Ademas, se cuenta con la inclusion
de genes reporteros que permiten seguir la integracion mediante el analisis de la
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expresion de manera relativamente sencilla. Sin embargo, es necesario construir
previamente los casetes especificos para integrarlos al vector general y generar un
vector con los propdsitos especificos.

En lo que respecta a las regiones reguladoras utilizadas para sobre expresar
el gene de la SPS de Synechocystis, en tabaco y tomate se ha utilizado el promotor
CaMV 35S y en el arroz subespecie Japonica también se utilizd un promotor
constitutivo, particularmente el promotor del maiz Ubil. En estos casos no hubo un
incremento significativo en la sintesis de sacarosa por razones no conocidas (Lunn et
al. 2003), por lo que es necesario explorar otras alternativas en la expresion, siendo
una de ellas el uso de promotores especificos.

En el arroz, en una variedad de la subespecie Indica (Morelos A-92) se ha
demostrado que el promotor de uno de los 5 genes de SPS confiere expresion en el
parénquima fotosintético (Martinez-Trujillo et al. 2004), lo que sugiere que una
expresion del gen SPS de Synechocystis orientada al tejido fotosintético generara
una condicion mas natural con la posibilidad de tener un mejor resultado en la
produccidon de sacarosa y en el mejoramiento de las variables agronémicas de las
plantas, particularmente la produccion de semillas.

Los genes regulados por luz se encuentran relacionados con la arquitectura de
sus promotores, que contienen los elementos que regulan su expresion tanto
cualitativa como cuantitativa. Los promotores de los genes de subunidad pequefia de
la ribulosa bi fosfato carboxilasa (rbcS) retnen el criterio de ser inducidos por luz y de
expresarse en tejido fotosintético, ya que contienen elementos de respuesta en
unidades de ADN de aproximadamente 50 bases (Arglello y Herrera-Estrella 1995).
El promotor del gen rbcS de Nicotiana tabacum fue reportado por Mazur y Chui
(1985) como una region reguladora que confiere expresion en tejido fotosintético, por
lo que fue seleccionado para el inicio de la construccion de un vector en este trabajo.

La construccion de vectores si bien es una tarea rutinaria en los laboratorios
de biologia molecular requiere de un tiempo relativamente largo con relacién a otro
tipo de técnicas de laboratorio. El disefio del vector planteado en este trabajo se
orientd a expresar el gen SPS de Synechocystis en tejido fotosintético por las
razones mencionadas en el parrafo anterior. La expresion conferida por el promotor
rbcS fue primeramente confirmada mediante la expresion transitoria en diferentes
tejidos, para asegurar que en las plantas transformadas la expresién fuera conducida
a tejido fotosintético (figura 17). La caracterizacion previa de este gen a partir de un
vector del que no se disponian datos muy precisos (pUISPSSy) hizo necesario partir
de la secuencia gendmica y eliminar una regién de mas de 400 bases que no era
precisamente de este gen. La amplificaciéon de los fragmentos del promotor rbcS, el
terminador nos y el gen spssy y su clonacion en el vector pPGEM-Teasy se logré con
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éxito, obteniendo las secuencias mencionadas sin mutaciones, ya que se utilizé una
polimerasa de alta fidelidad. Al gen spssy fue posible fusionarle el terminador nos en
la orientacién correcta, no obstante la dificultad de no contar con un marcador de
color para determinar la presencia del inserto en los plasmidos usados para
transformar las colonias. La secuenciacion de varios candidatos que tuvieron el
inserto permitié corroborar la orientacion correcta en algunos candidatos, del cual se
escogio uno. Este ultimo plasmido se completara colocando el promotor rbcS arriba
del gen spssy, lo que permitira tener un casete que se podra clonar como una unidad
en otros vectores generales para incluir la resistencia a antibiotico. Una posibilidad es
la de integrarlo a pCAMBIA1300, que ya tiene la resistencia a higromicina, que es el
antibidtico que permite seleccionar los callos embriogénicos de arroz transformados.

Tomados en conjunto, los datos obtenidos permitieron establecer lo siguiente:
a) Se comprobd que la generacion de callos embriogénicos en medio MS con 2,4-D
es una forma rapida de generar tejido indiferenciado susceptible de ser transformado.
b) La produccién de brotes a partir de callos embriogénicos requiere ANA y BAP en
concentraciones de 0.5 mg/L de ANA y 2 mg/L de BAP, respectivamente. c) La
expresion estable del gen uidA es posible obtenerla en callos embriogénicos y, d)
Fue posible obtener plantas con la integracion de los genes uidA y spssy, e) El
avance en el disefio y construccion de un vector para expresar el gen sps de
Synechocystis en tejido fotosintético avanz6 satisfactoriamente.
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The 5’ region of the sucrose-phosphate synthase gene (sps1) of the Indica rice consists of an atypical
promoter which lacks TATA box but has a putative initiator sequence overriding a second transcription
initiation site. Analysis of the transient expression of truncated versions of the sps1 promoter (from -
148 to +21) fused to the uidA reporter gene was performed. The results showed that a stretch of 22 bp
(GTGTCACCCGCCAGCCTCCCT), from -1 to +21, is sufficient to confer basal transcription activity.
These data suggest that an initiator-like sequence (TCACCC) is the responsible of this basal activity.

Key words: Core promoter, sps? gene, expression analysis.

INTRODUCTION

Transcription of structural genes is directed by the corres-
ponding promoters whose DNA sequence determines
timing, strength, direction and position of transcriptional
initiation. In eukaryotic cells, the promoter elements from
protein-coding genes are classified into two categories:
common core promoter elements, which are needed for
basal transcription initiation, and gene-specific regulatory
elements located upstream and necessary to regulate the
strength and specificity of the expression (Roeder, 1996).
The core promoter is located at or near the transcription
initiation site and a TATA box is essential in most cases,
with the TATAa/tAa/t consensus sequence located 25 to
30 bp upstream of the transcription initiation site (Nikolov
and Burley, 1997). However, an increasing number of
genes lacking a TATA box-like sequence at the expected
positions have been described in Drosophila and human
genomes (FltzGerald et al., 2006). The initiator element
(INR) is a sequence that overlaps the transcription initia-
tion site and may compensate the absence of a TATA
box (Roeder, 1991); however, when the TATA box and
the INR motif are both present, the second element de-

*Corresponding author: E-mail: codigogenetico@gmail.com.
Tel-Fax: +52 (443) 3166973

termines the position of the transcription initiation site
(Zhu et al., 1995). The consensus sequence of INR in
mammalians is a motif pyrimidine-rich
(PyPyAN(t/a)PyPy), where A is at +1 (Smale and
Baltimore, 1989). A genome comparison of humans,
mouse, rice and Arabidopsis thaliana showed that INR is
more represented in the promoters of mammals than
those from plants, and that the consensus sequence is
restricted to the positions -1/+1 (the YR rule) with Y (C or
T) at the -1 position and R (A or G) at +1(Yamamoto et
al.,, 2007). This INR consensus sequence suggests an
origin in the early evolving eukaryotes, and has also been
reported in protists (Liston and Johnson, 1999).

RNA polymerase Il is assembled in the promoter after
several general factors are recruited (Orphanides, 1996),
being the first a complex of 8 - 12 proteins associated to
the TATA binding protein (TBP), named collectively as
TFIID (Burke and Kadonaga, 1996). The primary func-
tion, either of the TATA box or the INR is to locate TFIID
in the core promoter resulting in formation of the
TFIID/DNA complex; whereas the TATA box is recog-
nized directly by the TBP (Hernandez, 1993), the INR
motif is recognized by factors associated to TBP
(TAF,150-TAF,250) (Chalkey and Verrijzer, 1999).
Some promoters lacking TATA box have substitutes
known as downstream promoter elements (DPEs) around
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Figure 1. Deletions at the Sps? core promoter gene. The arrows
indicate the 5 deletions generated in the promoter. The
transcription initiation sites (tis) are indicated with arrowheads; the
first tis is considered as +1 for convenience. A typical initiator motif
is highlighted in bold nucleotides. The pSPS1 plasmid (Martinez-
Trujillo et al., 2004) with the -2196 sps1 promoter fused to the uidA
gene (Jefferson et al., 1987) was used as a template to amplify
DNA fragments by PCR and to generate the different truncated
promoter versions. PCR fragments were cloned into the pGEM-T-
easy vector (PROMEGA) and the constructs were verified by
sequencing with the dideoxynucleotide chain termination method
(Sanger et al., 1977) using fluorescent nucleotides (ABI) and an
ABI PRISM™ DNA sequencer.

Figure 2. Expression of uidA and green fluorescent protein genes
in tobacco bombarded leaves. Tobacco leaves in MS medium
(Murashige and Skoog, 1962), were bombarded with a mix of the
plasmids containing the sps1 promoter versions fused to the uidA
gene, and the plasmid pCKGFPS65C (Reichel et al., 1996) with the
gene encoding the green fluorescent protein under the control of
the CaMV 35S promoter. A BioRad particle bombardment device
Helium-driven PDS-1000/He, at 900 psi, was used. (A) Expression
of the uidA reporter gene was visualized as blue cells after staining
the tobacco leaves with x-gluc, according to Stomp (1992). (B)
Expression of the green fluorescent protein gene was visualized as
green fluorescent cells by using a fluorescence microscope Leica
DMRE with a filter 13 (blue light exciter BP 450 - 490 nm;
beamsplitter RKP 510 nm; emitter LP 515 nm). Images were
photographed at 400X.

+30 with the consensus sequence a/gGa/tCGTG. These
elements were described first in Drosophila and are
recognized by TAF;40 (Burke and Kadonaga, 1997). This
DPE motif has been reported in plants but at a lower
frequency than in Drosophila and mammals (Yamamoto
et al., 2007). In plants, the majority of photosynthesis
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nuclear genes have TATA-less promoters suggesting that
their core promoters are activated in a better way by light
(Nakamura et al., 2002).

Sucrose is synthesized in plants by the action of
sucrose-6-phosphate synthase (SPS; EC 2.3.1.14), an
enzyme which transfers the glucosyl moiety from UDP-
glucose to fructose-6-P to produce sucrose-6-P, which is
in turn dephosphorylated by a sucrose-6-phosphate
phosphatase (SPP; EC 3.1.3.00) yielding sucrose as the
final product and making the reaction practically irrever-
sible (Huber and Huber, 1996). The sucrose phosphate
synthase gene (sps1) of the Indica rice has a TATA-less
promoter with GC-rich regions and two transcription
initiation sites (Valdez-Alarcén et al., 1996). This gene
encodes for the major SPS isoform in leaves (Castleden
et al., 2004). When the sps1 promoter region from - 2196
fused to the uidA reporter gene was used to transform
rice plants, there was expression in the mesophyll of
leaves, seed scutellum and pollen grains, and its expres-
sion in leaves was increased by light (Chavez-Barcenas
et al.,, 2000). Afterwards, Martinez-Trujillo et al. (2004)
generated 5’ deletions in the sps1 promoter fused to the
uidA reporter gene and the constructs were used to
bombard tobacco leaves; transient expression was deter-
mined in the -148 truncated promoter and it was similar to
the expression conferred by the complete promoter. In
this work, the purpose was to determine the importance
of the sequences downstream -148 in the basal expres-
sion conferred by the sps?1 promoter and to define the
minimal sequence that still confers this basal expression.

RESULTS AND DISCUSSION

To determine the essential sequences of the core
promoter involved in expression of the sps1 gene, twelve
5’ deletions were generated from -148 to +21 (Figure 1).
These deleted promoters were fused to the uidA gene
and the expression level conferred by these regions was
determined by a transient expression assay. We observ-
ed that the sps1 promoter region directs a tissue-specific
and light-regulated expression in leaves of transgenic
tobacco plants; this finding was similar to that observed in
rice plants (data not shown). We have previously used
this system to determine the strength of the spsf
promoter as compared with the CaMV 35S promoter
(Martinez-Trujillo et al., 2004).

The bombarded tobacco leaves with the different sps1
constructs were analyzed to determine the transient
expression, visualized as blue cells due to the expression
of the B-glucuronidase enzyme (Figure 2A). A construct
with the 35S constitutive promoter fused to the green
fluorescent protein gene, was also transferred to the
tobacco leaves and the expression was visualized as
green cells (Figure 2B). The ratio of blue/green fluores-
cent cells was determined to normalize the results. The
transient expression obtained for the different sps1 con-
structs are shown in Figure 3. The constructs from -148
to -1 showed
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Figure 3. Level of expression conferred by the sps? promoter versions. Plasmids containing the sps?
promoter deletions fused to the uidA gene, mixed with the plasmid containing the GFP gene fused to
the 35S promoter, were delivered into tobacco leaves as described in the legend of figure 2. Ten leaf
samples were bombarded with each plasmid mixture. The ratio of blue cells/fluorescent cells was
determined for each uidA construct. The standard errors are shown as bars.

similar expression levels, but the +21 construct had no
expression; two additional bombardment repetitions were
made with similar results.

The elimination of the sps? GC-rich motifs (from -148 to
-1), reported in mammals as sites for the Sp1 recognition
factor, did not modify the level of expression conferred by
the sps1 promoter (Figure 3), in agreement with the
finding that the Sp1 element is not associated with plant
promoters (Yamamoto et al., 2007).

It has been previously demonstrated that elimination of
the downstream region beyond +23 conserves the spst
promoter expression (Martinez-Trujillo et al., 2003),
which combined with the present results, show that the
minimal region of the sps1 promoter capable to confer
activity is  delimited  between -1 to  +21
(GTGTCACCCGCCAGCCTCCCT). As two transcription
initiation sites have been determined previously (Valdez-
Alarcon et al., 1996) (Figure 1), the observed transient
expression in the shorter construct (-1) can derive from
the second site. Taking this second site as +1, the
sequence would be -6 to +15 and the interactions of
general transcription factors as well as further binding of
the RNA polymerase Il would be possible. The precise
sequence or sequences responsible for the activity of the
-1 to +21 sps1 promoter construct might be considered
as an initiator, since the second transcription initiation site
is overlapped by pyrimidines and is a typical initiator motif
(TCACCQC) following the rule of a purine at +1 and a
pyrimidine at -1. Another rice gene with a similar initiator
(TCCAAG) is that reported for the phenylalanine
ammonia-lyase enzyme (PAL) with a function in deter-
mining the precise transcription initiation site (Zhu et al.,
1995).

The 22-pb sequence (-1 to +21 or -6 to +15) capable to
confer basal transcription activity in the sps?1 promoter is
not an isolated case, since a 15-bp sequence of the
hepatitis B virus gene, without a TATA box, was reported
to direct precise transcription initiation (Chen et al.,

1995). The possibility that a DPE may be involved in the
basal activity of the sps? promoter is low, since the
reported consensus sequence (g9/aGt/aCGTG) (Burke
and Kadonaga, 1996) is not present downstream of the
second transcription initiation site.

Our results demonstrate that a 22-bp sequence is
sufficient to confer basal expression by the sps? pro-
moter, and that the consensus initiator sequence in this
stretch possibly determines this basal activity.
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