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RESUMEN

En la presente investigacion la fresa se transformé genéticamente con el gen PaSn
de aguacate nativo mexicano (Persea americana Mill. var. drymifolia) via A.
tumefaciens. EI cDNA del gen PaSn se aisl6 del vector pTriplEx2-PaSn por PCR. El
producto amplificado fue clonado inicialmente en el vector pBluescript KS vy
posteriormente en el vector PUCpSS para integrar el doble promotor 35SCaMV. El
cassette de expresion completo fue liberado e incorporado al vector pCAMBIA2301,
la clonacion del cDNA del gen PaSn fue confirmada por secuenciacion. La cepa
pGV2260 de A. tumefaciens se transformé con el vector pCAMBIA-PaSn y fue
utilizada para realizar los eventos de transformacién genética en fresa (Fragaria x
ananassa cv. Aromas). Dicha transformacion se realiz6 por co-cultivo con
segmentos de corona de raiz (0.5 cm) de plantulas de fresa. Los explantes fueron
cultivados en medio MS con 0.1 mg/L de acido naftalenacético y 0.5 mg/L de
benciladenina para la induccién de brotes y en medio MS con 0.05 mg/L de
benciladenina para el desarrollo de plantulas adicionados con 500 mg/L de
cefotaxima y/o el antibiético de seleccion (100 mg/L de kanamicina) en condiciones
in vitro a 25°C y 2000 lux a 16 h de fotoperiodo hasta lograr el desarrollo de plantulas
resistentes a kanamicina las cuales fueron consideradas posibles transformantes.
La transformacion se verifico por la presencia del gen PaSn por PCR y la expresion
de la R-glucuronidasa con el ensayo de GUS. Los resultados indicaron que las
plantas de fresa transformadas con A. tumefaciens (pCAMBIA-PaSn) expresaron
los genes nptll y uidA involucrados en la transformacion. Asimismo se confirmé que
el gen PaSn de aguacate nativo mexicano, clonado en el vector binario

pCAMBIA2301, fue trasferido al genoma de las plantas transformadas de fresa.

Palabras Clave: Aguacate, fresa, PaSn, snakina, transformacién genética.



ABSTRACT

In the present investigation the strawberry was genetically transformed with the gene
PaSn of native Mexican avocado (Persea americana Mill. var. drymifolia) via A.
tumefaciens. The PaSn cDNA was isolated from the vector pTriplEx2-PaSn by PCR
amplification. The amplified product was initially cloned in the vector pBluescript KS
and subsequently in the vector PUCpSS to integrate the double CaMV35S promoter.
The full expression cassette was released and incorporated into the vector
pCAMBIA2301; the cDNA cloning PaSn gene was confirmed by sequencing. Strain
pGV2260 of A. tumefaciens was transformed with the vector pPCAMBIA-PaSn and
was used to carry out the events of genetic transformation in strawberry (Fragaria x
ananassa cv. Aromas). This transformation was realized by co-culture with root
crown segments (0.5 cm) of strawberry plantlets. Explants were cultured to induce
shoot proliferation in MS medium with 0.1 mg/L of naphtalenacetic acid and 0.5 mg/L
of benzyladenine and for the development of seedlings in MS with 0.05 mg/L of
benzyladenine added with 500 mg/L of cefatoxime and/or antibiotic selection (100
mg/L of kanamycin), in conditions in vitro at 25° C and 2000 lux at 16 h photoperiod
until the development of kanamycin-resistant seedlings which were considered
possible transformants. The transformation was verified by the presence of the gene
PaSn by PCR and expression of the B-glucuronidase GUS assay. The results are
indicative that the strawberry plants transformed with A. tumefaciens (pCAMBIA-
PaSn) expressed genes nptll and uidA involved in the transformation. Also, it was
confirmed that PaSn gene of native mexican avocado, cloned in the binary vector
pCAMBIA2301, was transferred into the genome of the transformed plants of

strawberry.

Key words: Avocado, strawberry, PaSn, snakin, genetic transformation.
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|. INTRODUCCION GENERAL

Los organismos vivos incluyendo las plantas, han desarrollado diversos
mecanismos para protegerse contra la invasion por patégenos (Kovalskaya et al.,
2011), estos mecanismos incluyen la sintesis de péptidos de bajo peso molecular
con actividad antimicrobiana. Numerosos péptidos antimicrobianos (PAs) han sido
descubiertos en plantas y animales, participando como componentes clave de la
defensa innata contra microorganismos patdgenos (Balaji et al., 2012). Un gran
namero de familias de PAs de plantas han sido descritas, la mayoria de estos
péptidos son ricos en cisteinas incluyendo principalmente a las defensinas,
proteinas de transferencia de lipidos (LTP), péptidos de tipo heveina y de tipo
knotina y la familia snakinas/GASA que son péptidos de 12-cisteinas, que han sido
aislados originalmente de papa (Garcia-Olmedo et al., 2001).

Recientemente los PAs han sido sujeto de interés como candidatos primarios para
la proteccién en plantas, ya que presentan un amplio rango de actividad contra
bacterias, hongos, virus y protozoos provocando un dafio celular rapido. Estas
caracteristicas resaltan el uso potencial de los PAs en el mejoramiento de plantas
para el desarrollo de tolerancia a patégenos en los cultivos vegetales (Kovalskaya
etal., 2011.) Mediante la transformacion genética de plantas se han insertado genes
gue codifican para este tipo de péptidos obteniendo plantas transgénicas con
tolerancia a diversos microorganismos patdégenos (Garcia-Olmedo et al., 2001). La
disminucién de la susceptibilidad a la infeccion por patégenos como resultado de la
produccion de PAs en plantas transgénicas, ha sido reportada para las tioninas,
proteinas de transferencia de lipidos, defensinas, snakinas y otras proteinas
antimicrobianas que han sido aisladas de diferentes plantas como Vigna
unguiculata, Arabidopsis thaliana, Medicago sativa, Raphanus sativus, Solanum
tuberosum y Leonurus japonicus (Molina y Garcia-Olmedo 1997; Segura et al.,
1999; Gao et al., 2000; Saitoh et al., 2001; Berrocal-Lobo et al., 2002; Yuan-Li et al.,
2005; Franco et al., 2006).

1
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Diversos genes de PAs han sido expresados en plantas transgénicas de solanaceas
como Solanum tuberosum, S. lycopersicum, Nicotiana benthamiana y N. tabacum.
Las propiedades antimicrobianas de estas proteinas recombinantes se han
evaluado contra un amplio rango de bacterias y hongos fitopatdgenos en ensayos
in vitro e in vivo, demostrando su actividad antimicrobiana (Gao et al., 2000;
Berrocal-Lobo et al., 2002; Franco et al., 2006; Kovalskaya et al., 2009).

En la papa (Solanum tuberosum) se han identificado y aislado PAs, entre ellos
defensinas y snakinas/GASA. Los péptidos snakina-1 (SN1) y snakina-2 (SN2)
fueron aislados de tubérculos de papa y presentan actividad in vitro contra hongos
y bacterias fitopatégenas (Segura et al., 1999; Berrocal-Lobo et al., 2002). Asimismo
genes homoélogos a estos péptidos se han identificado y caracterizado en un gran
namero de especies, incluyendo monocotiledéneas y dicotiledéneas (Furukawa et
al., 2006). En particular se ha explorado la funcion bioldgica in vivo de la snakina-1
(StSN1) de papa y su uso potencial para el desarrollo de plantas transgénicas, con
resistencia a un amplio espectro de fitopatégenos (Almasia et al., 2008). Tal es el
caso de la sobreexpresién de StSN1 en plantas transgénicas de papa (Almasia et
al., 2008) y trigo (Faccio et al., 2011), donde se consiguio la tolerancia a Rhizoctonia
solani, Erwinia carotovora y Blumeria graminis. Por lo tanto, estos PAs podrian ser
utilizados potencialmente en la agricultura, para la proteccién de cultivos vegetales
(Barbosa et al., 2011; Nawrot et al., 2014).

Diversas investigaciones han demostrado que en aguacate se sintetizan moléculas
de defensa de diversa naturaleza quimica. Recientemente se han identificado
algunos PAs tipo defensinas y snakinas/GASA que pueden estar formando parte de
los mecanismos de defensay ser los posibles responsables de la tolerancia a ciertos
microorganismos patdgenos de esta planta (Domergue et al., 2000; Guzman-

Rodriguez et al., 2013a; Guzman-Rodriguez et al., 2013b).

2|



Programa Institucional de Maestria en Ciencias Bioldgicas

En nuestro grupo de investigacion se han identificado genes de defensa en frutos
de aguacate nativo mexicano (Persea americana Mill. var. drymifolia), uno de ellos
es el gen PaSn expresado en la semilla de aguacate, que codifica un péptido
antimicrobiano (PA) de la familia snakinas/GASA (GenBank: KC012806), el cual fue
evaluado en un sistema heter6logo presentando actividad antibacteriana contra
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, permaneciendo hasta ahora desconocida

su actividad antifungica (Guzman-Rodriguez et al., 2013a).

La expresion heteréloga es una herramienta con la que pueden generarse plantas
tolerantes a hongos, conteniendo genes que codifican diversas proteinas
antimicrobianas destacando las quitinasas, glucanasas y taumatinas (Selitrennikoff,
2001). Esta tecnologia se presenta con un alto potencial para ser utilizada en
plantas de alto valor agronémico, susceptibles a enfermedades fungicas. Tal es el
caso de fresa y otras frutillas, que presentan susceptibilidad al ataque del hongo
Botrytis cinerea, causante del moho gris, el cual afecta los cultivos durante las
etapas de cosecha y poscosecha, afectando significativamente los niveles de
produccion. Convirtiendose en una necesidad obtener plantas que muestren

resistencia genética a este tipo de patdégenos (Schestibratov y Dolgov 2005).

Por lo anterior en la presente investigacion se plante6 realizar la transformacion
genética de fresa (Fragaria x ananassa Cv. Aromas) mediante Agrobacterium
tumefaciens, con el gen de la snakina (PaSn) de aguacate nativo mexicano (P.

americana var. drymifolia).

3
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Il. MARCO TEORICO

2.1. MECANISMOS DE DEFENSA EN PLANTAS

Las plantas y los animales estan en contacto con una amplia diversidad de bacterias
y hongos, pero solo en ciertos casos esta asociacion resulta en el desarrollo de
enfermedades, esto se debe a la existencia de los sistemas de defensa (Segura et
al., 1999). El ataque de patégenos es una condicion desfavorable que generalmente
activa una serie de mecanismos de defensa en las plantas (Ordefiana-Madriz,
2002). Estos mecanismos son complejos y se pueden clasificar, de acuerdo al
momento de su expresion, en constitutivos, si estan presentes durante todo el ciclo
de vida de la planta; e inducidos, si su expresion se evidencia en mayor proporcion
ante la presencia de un patdgeno. A su vez, estas barreras pueden ser fisicas o

quimicas (Garcia-Olmedo et al., 2001; Rojas-Arias et al., 2010).

Los mecanismos de resistencia constitutivos fisicos incluyen capas gruesas de
cuticula, presencia de tricomas, deposicidn de ceras entre otros. Los mecanismos
constitutivos quimicos son compuestos toxicos que se acumulan en las células. En
conjunto estas barreras constitutivas, también denominadas preformadas,
componen la primera linea de defensa de la planta y pueden prevenir eficientemente
la invasién de muchos microorganismos en donde generalmente no se involucra
una respuesta activa del hospedante ante la presencia del patdgeno. Por otra parte
los mecanismos inducidos de defensa, se activan solamente como una respuesta
al ataque de un patodgeno. La resistencia inducida es un mecanismo activo de
defensa que involucra cambios claros en el metabolismo provocados por la
expresion diferencial de genes. Por lo tanto para que ocurra la induccion de la
defensa, es necesaria la mediacion de sistemas de reconocimiento especifico,
mediante los cuales la planta reconoce la presencia del patdégeno. Una vez que el
patdgeno ha sido reconocido se activan una serie de mecanismos mediante
cascadas de sefiales que aun no han sido completamente caracterizadas
(Ordefiana-Madriz, 2002; Rojas-Arias et al., 2010).
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Los mecanismos de defensa, que son inducidos como consecuencia del
reconocimiento, son los principales responsables de la resistencia, actuando
muchas veces en conjunto para detener el avance de patdégenos. Estos
mecanismos incluyen principalmente la muerte celular por reaccion hipersensible,
produccion de especies reactivas de oxigeno, la acumulaciéon de metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana (fitoalexinas), produccion de las
denominadas proteinas relacionadas con la patogénesis (PR), la acumulacién de
enzimas hidroliticas y la deposicion de sustancias de refuerzo que evitan el avance
del patégeno. La aparicion de una respuesta hipersensible no solamente restringe
el crecimiento del patdgeno sino también precede, y puede ser la causa directa de
la activacion de un proceso de sefializacion, que conduce a la expresion sistémica
de una coleccion de genes PR y una resistencia no especifica, reforzada y duradera
contra un amplio rango de patdgenos, conocida como respuesta sistémica adquirida
(SAR) (Ordefiana-Madriz, 2002; Rojas-Arias et al., 2010). Existe un numero elevado
de proteinas que han sido descritas como parte de los mecanismos de defensa
vegetal, agrupadas como proteinas PR de las cuales se conocen unos 17 grupos,
entre ellos las glucanasas y quitinasas (Cortés-Rodriguez et al., 2010).
Recientemente se ha indicado que animales y plantas comparten algunas
caracteristicas en sus estrategias de defensa como la existencia de una amplia
variedad de pequefios péptidos antimicrobianos que se piensa que son moléculas
efectoras de inmunidad no especifica o innata (Segura et al., 1999; Rivas-Santiago
et al., 2006).

2.2. PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS
Los PAs estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, desempefiando una
funcién de proteccion importante en los seres vivos. Son un grupo abundante y

diverso de moléculas que se producen por muchos tejidos y tipos de células en una

variedad de invertebrados, especies de plantas y animales (Brogden, 2005).
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Los PAs son producidos por los organismos como parte de la primera linea de
defensa (eucariotes) o como primera estrategia para competir por nutrientes y
espacio (procariotes), representan uno de los elementos de la inmunidad innata que
tiene un papel crucial para combatir las infecciones (Lopez-Meza et al., 2011). Son
péptidos de bajo peso molecular codificados en el genoma. Estas moléculas son
usualmente péptidos cortos (12-100 residuos de aminoé&cidos), tienen una carga
positiva (+2 a +9) aunque también hay neutros y cargados negativamente. Son
anfipaticos lo que les concede estabilidad en ambientes tanto hidrofilicos como
hidrofébicos y han sido aislados de bacterias, plantas y animales. Pueden presentar
modificaciones post-traduccionales como glicosilacion, circularizacion, amidacién
de los extremos y modificacion de aminoacidos incluyendo D-aminoacidos
(Montafio-Pérez y Vargas-Albores 2002; Powers y Hancock, 2003; Lopez-Meza et
al., 2011; de Souza-Candido et al., 2014).

Se expresan de forma constitutiva o inducida dependiendo del tipo de organismo y
tejido en el que estén presentes al momento de la infeccion y tienen un amplio
espectro de actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas, Gram
negativas, hongos, protozoos, e incluso en algunos casos antiviral y
anticancerigena (Montafio-Pérez y Vargas-Albores 2002; Powers y Hancock, 2003;
Diamond et al., 2009).

A pesar de que el caracter cationico de los PAs asociado con su tendencia a ser
anfipaticos facilite su interaccién e insercion en las paredes celulares y membranas
de fosfolipidos de los microorganismos, se han propuesto varios mecanismos que
explican su modo de accion (Rojas-Arias et al., 2010). El mecanismo general por el
gue los PAs dafian la membrana plasmatica es considerado universal y esta basado
en interacciones electrostaticas constituyendo el primer paso de accion. Una vez
que los péptidos estan en contacto con la célula bacteriana deben pasar a través de
los lipopolisacaridos o acidos teicoico y lipoteicoico para interaccionar con la

membrana.
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El segundo paso es la permeabilizacion de la membrana llevada a cabo por diversos
mecanismos basados en la formacion de poros debido a interacciones y arreglos de
los PAs, esto conduce a una lisis celular por choque osmotico. Estos mecanismos
pueden variar dependiendo de los diferentes tipos de PAs, su concentracion y el

organismo con el que interactian (Lopez-Meza et al., 2011).

Los principales mecanismos de permeabilizacion de la membrana descritos son los
modelos de barril, de alfombray de poro toroidal. Ademas se han propuesto algunos
otros como la electroporacién molecular y perforacién de balsas lipidicas (Brogden,
2005; Bechinger y Lohner 2006; Dawson y Liu 2008; Téllez y Castafio 2010;
Barbosa et al., 2011; Lopez-Meza et al., 2011). A continuacion se describen los

modelos de accion de los PAs.

1. Modelo de barril: Este modelo propone que inicialmente un grupo de
moléculas de PAs catidnicos con estructuras hélice-a interactian uno con
otro en la superficie de la membrana para formar un complejo.
Posteriormente los péptidos son orientados perpendicularmente a la
membrana permitiendo que la regién hidrofébica de los péptidos interactué
con la region hidrofébica de la bicapa, mientras la superficie hidrofilica de
los péptidos es orientada al interior formando un canal hidrofilico a lo largo
de la membrana, comportandose como un poro insertado en la misma. La
formacion de estos canales causa una alteracion en el potencial de la
membrana, provoca la salida de solutos y eventualmente resulta en la lisis

celular.
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2. Modelo de alfombra: En este modelo se propone que los PAs cationicos se
unen a los fosfolipidos de la membrana, cubriendo la bicapa como alfombra
pero sin insertarse en ella. Al comienzo de esta interaccion los péptidos se
reorientan en paralelo a la membrana, cuando los péptidos alcanzan una
concentracion critica, los mondmeros rotan y se reorientan al nucleo
hidrofébico de la membrana causando la formacioén de micelas y el colapso
de la membrana. Este modelo explica el mecanismo de accion de péptidos
con tamafo pequefio que van de 23 a 24 residuos de aminoacidos que no
cruzan la membrana plasmatica y cuyo mecanismo de accién no puede ser

explicado por el modelo de barril.

3. Modelo de poro toroidal: Este modelo explica el mecanismo de accién de
péptidos cationicos con estructura hélice-a y de los que forman enlaces
disulfuro. Inicialmente el péptido se orienta paralelamente a la membrana y
se une a la regién polar de los fosfolipidos en un estado inicialmente
inactivo. Cuando la relacion molar péptido-lipido es excedida los péptidos
son reorientados perpendicularmente al plano de la bicapa, en conjunto con
varios lipidos se invierten al interior de la region hidrofébica de la membrana.
Estos forman un complejo péptido-lipido que causa la ruptura irreversible
de la membrana. La transicion entre la etapa inactiva y activa del péptido
unido a la membrana depende de la concentracion del PA 'y la composiciéon

de fosfolipidos de la bicapa.

4. Modelo de electroporacion molecular: En este modelo, los PAs son
asociados a la membrana bacteriana generando una diferencia de
potencial. El poro es generado cuando la diferencia de potencial alcanza 0.2
V.
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5. Modelo de perforacion de balsa lipidica: Este modelo propone que la unién
de un PA anfipatico causa un desequilibrio de masa y por lo tanto un
incremento en la curvatura de la membrana que provoca suficiente fuerza
para translocarse a traves de ella, hundiéndose y generando un poro en

donde los péptidos podrian estar en ambos lados de la membrana.

Los péptidos que no actian en las membranas lo hacen en otros sitios del
citoplasma. Se ha propuesto que la translocacion a través de la membrana ocurre
por procesos relacionados a la agregacion micelar donde la alteracion es transitoria
y no ocurre permeabilizacion (Powers y Hancock, 2003). Se ha demostrado que
algunos PAs logran transportarse a través de la membrana acumulandose
intracelularmente y de esta forma interfieren en procesos celulares esenciales que
incluyen la inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos, la sintesis de proteinas, la
actividad enzimatica y la sintesis de la pared celular los cuales inducen la muerte
celular (Brogden, 2005). Algunos PAs, como la buforina Il no tienen su funcion sobre
la membrana y son capaces de traspasarla, acumularse internamente y unirse al
ADN (Powers y Hancock, 2003). Otros péptidos como PR-39, dermaseptina,
pleurocidina y péptido-1 son capaces de alterar la sintesis proteica, al interrumpir la
incorporacion de histidinas y alterar las enzimas involucradas en la sintesis proteica.
Los péptidos pirrocoricina y drosocina actiian sobre el plegamiento de las proteinas
mediante la inhibicién de chaperonas especificas de las bacterias (Téllez y Castafio,
2010).

2.2.1. Péptidos antimicrobianos de plantas

Los PAs de plantas son diversos tanto en composicién de aminoacidos como en
estructura y presentan actividad antimicrobiana de amplio espectro, han sido
aislados de raices, semillas, flores, tallos y hojas, demostrando actividad hacia
fitopatdgenos y bacterias patégenas de humanos (Barbosa et al., 2011; Nawrot et
al., 2014).
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El primer PA aislado de una especie de planta fue una purotionina de trigo (Barbosa
et al.,, 2011; Nawrot et al., 2014). Los PAs de plantas constituyen parte de los
mecanismos de defensa y pueden ser expresados constitutivamente en ciertos
tejidos (almacenamiento y reproduccién) o pueden ser inducidos en respuesta al
ataque de un patdégeno, aunque carecen de la sofisticacion de la inmunidad
adaptativa de vertebrados ofrecen una rapida proteccion contra patégenos. Ademas
se conocen algunos genes que se expresan constitutivamente produciendo
suficiente proteina (LTP4 de cebada) y al mismo tiempo pueden ser inducidos por

algunos patégenos (Segura et al., 1999).

Comparados con la produccién y accion de metabolitos secundarios, los PAs son
liberados inmediatamente después de que la infeccibn es producida, son
expresados por un solo gen y por lo tanto requiere menos biomasa y gasto de
energia. Los PAs caracterizados en plantas tienen un peso molecular en el rango
de 2 a 10 kDa, son bésicos y contienen 4, 6, 8 y 12 cisteinas que forman puentes
disulfuro, lo que les confiere estabilidad estructural y termodindmica (Thomma et al.,
2002; Lay y Anderson 2005; Lopez-Meza et al.,, 2011). La mayoria de los PAs
estudiados son el producto de proteinas que contienen un péptido sefial y una
region correspondiente al péptido maduro. La presencia, longitud y posicién relativa
de estas regiones varia entre las diferentes familias. Solo el péptido maduro es el
que interactla con el microorganismo (Lay y Anderson 2005; Lopez-Meza et al.,
2011).

El principal papel de los PAs es el de proteger a las plantas de infecciones por
patdgenos, asi que su actividad es directa y principalmente contra hongos y
bacterias aunque en algunos casos han mostrado actuar contra depredadores
animales. Cuando los PAs de diferentes familias son producidos por los mismos
tejidos actian sinérgicamente contra patdgenos lo que contribuye a aumentar la

defensa en un amplio rango de microorganismos (Padovan et al., 2010).
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Los PAs de plantas son activos contra bacterias a bajas concentraciones. El péptido
Pp-Tionina muestra actividad contra Rhizobium meliloti, Xanthomonas campestris,
Micrococcus luteus y Clavibacter michiganensis a una ICso <50ug/mL. Por otra parte
los PAs Pp-AMP1 y Pp-AMP2 de Phyllostachys pubescens tienen actividad
potencial contra varios fitopatdgenos, incluyendo Erwinia carotovora, Agrobacterium
radiobacter, A. rhizogenes, C. michiganensis y Curtobacterium flacumfaciens a
concentraciones variables que van de 13 a 25 pg/mL. Ademas el ciclopsicotrido A
de Psychotria longipes y las circulianas A y B de Chassalia parviflora muestran un
efecto antibacteriano contra patégenos humanos como Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris y
Klebsiella oxytoca en concentraciones micromolares. Hasta ahora son pocos los
reportes sobre el mecanismo de accion de los PAs de plantas sin embargo estas
moléculas tienen algunas caracteristicas importantes responsables de su actividad
antimicrobiana incluyendo su estructura anfipética, su plegamiento y carga cationica
a pH fisioldgico. En general estos PAs acttan por la formacion de poros resultando
en fugas de iones o metabolitos, despolarizacion e interrupcion del proceso de
respiracion, sintesis de biopolimeros y muerte celular. Ademas algunos estudios
han mostrado que los PAs de plantas pueden actuar en blancos especificos
(Barbosa et al., 2011).

2.2.2. Clasificacion de péptidos antimicrobianos de plantas

Numerosas familias de PAs han sido descritas y clasificadas en plantas basandose
en la homologia de su estructura primaria y el patron de puentes disulfuro (Cuadro
1). Las tioninas fueron las primeras cuya actividad contra patégenos de plantas fue
demostrada in vitro. Posteriormente varias familias de péptidos ricos en cisteinas
han sido caracterizados incluyendo las defensinas, proteinas de transferencia de
lipidos (LTP), péptidos de tipo heveina y de tipo knotina, asi como péptidos MBP-1
y un grupo de péptidos (Ib-AMP) aislados de las semillas de Impatiens balsamina
(Garcia-Olmedo et al., 2001).
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Cuadro 1. Clasificacion de péptidos antimicrobianos de plantas (Garcia-Olmedo et
al., 2001; de Souza-Candido et al., 2014; Nawrot et al., 2014).

NUMERO DE

NUMERO DE TIPOS/ ACTIVIDAD
FAMILIA PUENTES
RESIDUOS o) FUrRo SUYBFAMILIAS  ANTIMICROBIANA

LTPs 90-95 3-4 =1l Bacterias y hongos

Snakinas/GASA 61-70 6 [ =1 Bacterias y hongos

Defensinas 45-54 4 [ -1V Bacterias y hongos

Tioninas 45-47 3-4 Bacterias y hongos

Tipo heveina 43 4 I Bacterias Gram (+)
y hongos

Tipo knotina 36-37 3 | Bacterias Gram (+)
y hongos

Seferdinas 28-38 0 (lineal) =1l Bacterias y hongos

MBP-1(a i 33 2 I Bacterias y hongos

hairpinas)

Péptidos 29-31 3 L=l Bacterias Gram (+)

macrociclicos

Ib-AMPs 20 5 | Bacterias Gram (+)
y hongos

2S Albuminas 4 I Bacterias y hongos

Puroindolinas 5 =1l Bacterias y hongos

GRP =1 Bacterias y hongos

a B-Trumpet 38 2 I Hongos

Otros PAs de plantas incluyen a la familia snakinas/GASA que son péptidos de 12-
cisteinas aislados de papa; las seferdinas, que son péptidos lineales ricos en glicina
e histidina aislados de Capsella bursa-pastoris; los péptidos macrociclicos que han
sido purificados de diferentes plantas de la familia Rubiaceae en una seleccion de
compuestos anti-VIH (Garcia-Olmedo et al.,, 2001). Algunos otros PAs
recientemente reportados son las puroindolinas aisladas de endospermo de trigo;
las 2S albuminas ricas en glutamina; las proteinas ricas en glicina GRP que
comunmente se encuentran en las familias Brassicaceae, Solanaceae vy
Panicoideae; y a B-Trumpet (Ps-AFP1) un nuevo péptido aislado de Pisum sativum
(de Souza-Candido et al., 2014; Nawrot et al., 2014).
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2.3. SNAKINAS/GASA

Las snakinas constituyen una familia de PAs que muestran similitud con miembros

de proteinas de la familia GAST (gibberellic acid stimulated transcript) y GASA

(gibberellic acid stimulated in Arabidopsis), por lo que han sido clasificados como

miembros de una nueva familia nombrada snakinas/GASA (Padovan et al., 2010).

Aungue comparten ciertos motivos o dominios con venenos hemotoxicos de viboras

(desintegrinas) carecen del motivo “RGD” que es el responsable de la actividad de

éstos (Berrocal-Lobo et al., 2002). Diversos miembros de proteinas snakinas/GASA

han sido identificados en un amplio rango de especies (Cuadro 2) La identificacién

de estos genes en especies relativamente alejadas filogenéticamente destaca la

importancia de las snakinas/GASA, sugiriendo que cumplen funciones esenciales

en la planta (Nahirfiak et al., 2012).

Cuadro 2. Miembros de la familia snakinas/GASA en plantas (Nahiriiak et al., 2012).

NOMBRE COMUN GENERO Y ESPECIE GENES
Tomate Solanum lycopersicum GAST1,RSI-1
Petunia Petunia hybrida GIP1-5
Arabidopsis Arabidopsis thaliana GASA 1-15
Papa Solanum tuberosum StSN1-2
Frijol Phaseolus vulgaris FBCBP

Arroz Oryza sativa OsGASR1-2,0sGSR1
Gerbera Gerbera hybrida GEG

Fresa Fragaria ananassa FaGAST
Hayuco Fagus sylvatica FsGASA4
Maiz Zea mays ZmGSL1-10
Soya Glicine soja GSGASALl
Pimiento Capsicum annuum CaSn

Alfalfa Medicago sativa MsSN1
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Los genes de las snakinas/GASA codifican pequefas proteinas en donde tres
dominios pueden ser definidos. 1) Un péptido sefial de 18-29 residuos, 2) Una regién
variable divergente en composicién y longitud de secuencia y 3) Una regién C-
terminal de aproximadamente 60 aminoacidos conteniendo 12 residuos de cisteinas
en posiciones conservadas nombrada dominio GASA (Nahirfiak et al., 2012). A
pesar de sus caracteristicas en comun sus funciones no son completamente
definidas y se conoce poco sobre su modo de accion, pero en contraste con otros
PAs de plantas, ellos no interactian con membranas lipidicas artificiales (Caveiro et
al., 1997; Segura et al.,, 1999; Berrocal-Lobo et al., 2002). Ninguna de las
secuencias de las snakinas posee dominios o sitios activos y aunque muchos
estudios han intentado determinar sus funciones en numerosas especies de
plantas, su actividad bioquimica aun no es totalmente entendida. El hecho de que
el nimero y posicidn de las cisteinas permanece igual a lo largo de la evolucién
sugiere que estos residuos juegan un papel central y son importantes para

determinar su funcion estructural bioquimica (Nahirfiak et al., 2012).

La mayoria de los genes de snakinas/GASA son regulados por fitohormonas y
participan en rutas de sefializacion modulando respuestas y niveles hormonales. El
gen GASTL1 fue el primer miembro identificado de esta familia mostrando ser
inducido por acido giberélico (AG3). Desde entonces numerosos genes de
shakinas/GASA han sido descritos y muchos de estos son reportados
transcripcionalmente regulados por esta fitohormona. La aplicaciébn exdgena de
AG3 ha mostrado incrementar el nivel de transcripcion en 6 de los 15 genes GASA,
en los genes OsGSR1 y FaGAST asi como en los genes GEG, genes GIP y genes
OsGASR. La regulacion de genes por AG3 fue inicialmente considerada una
caracteristica definitiva de toda la familia sin embargo esta regulacién no pudo ser
probada para todos los miembros ya que en contraste, la expresion de otros genes
es inhibida por esta fitohormona (GASA5, GASA9 y GASA 11 asi como SN2) o
incluso no es afectada (StSN1, GASA10, GASA12, GASAl14 y GASA15) (Nahiriiak
et al., 2012).
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Igualmente la respuesta a acido abscisico (ABA), ha sido reportada en varios de los
genes de snakinas/GASA. La expresion de los genes GASA 2, 3y 14 es inducida
después de tratamientos con ABA y no es afectada por AG3 mientras la expresion
del gen GASA9 es inhibida por AG3 y ABA. El ABA actla como un antagonista en
la expresion de los genes GASTL, GIP1, GASA 4-7 y StSN2. De acuerdo con estos
reportes los andlisis de promotores GASA han revelado un alto numero de
elementos cis relacionados al AG3 y ABA. La participacion de otras fitohormonas
en la modulacion de la expresion de ciertos genes de snakinas/GASA, revela un
patrén de regulacion aun mas complejo para estos genes. En conjunto, estos
resultados sugieren que proteinas tipo snakinas participan en la interaccion entre
diferentes rutas de sefializacion hormonal y ademas estan involucradas en el

desarrollo de la planta y respuestas al ambiente (Nahiriiak et al., 2012).

La expresion de los genes snakinas/GASA ha sido descrita en diferentes 6rganos
de la planta, lo cual se relaciona a ciertas etapas de desarrollo. Cada miembro de
la familia es altamente especifico y restringido para definir tejidos, cada uno muestra
un patron de expresion distinto. Todos correlacionan con tejidos jévenes y 6rganos
de crecimiento activos, sugiriendo que estan involucrados en procesos celulares
como elongacion o division celular. Por ejemplo en fresa, la expresion del gen
FaGAST es alta en frutos y raices, pero muy baja en hojas y estolones y dentro del
fruto, esta expresion ha sido detectada en el receptaculo y no en aquenios, mientras
en raices se limita a las células del final de la zona de elongacion. En Arabidopsis,
la expresion de los genes GASA8 y GASAL0 fue detectada en todos los 6rganos
analizados. Las funciones asignadas de estos genes han sido principalmente
basadas en andlisis de perfil de expresion, secuencia variable N-terminal y la
caracterizacion fenotipica de plantas mutantes y transgénicas (Nahirfiak et al.,
2012).
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Por otra parte se ha demostrado que estos PAs juegan papeles importantes en
etapas de desarrollo incluyendo la formacion de la raiz, el crecimiento del tallo, el
tiempo de floracion y la maduracion del fruto. Ademas, los miembros de esta familia
han sido involucrados en respuesta a estrés biotico y abiético como la defensa
contra patégenos, la tolerancia a estrés por calor y estrés salino y oxidativo
(Nahirfak et al., 2012).

En general las snhakinas/GASA podrian actuar como integradores de sefiales
internas y ambientales participando en la homeostasis hormonal para modular el
desarrollo de plantas y la tolerancia a estrés. Se ha sugerido que participan en
respuesta a estrés regulando la homeostasis redox a través de su dominio
conservado de cisteinas ya que se ha demostrado que en algunos casos actlan
como antioxidantes, permaneciendo aun desconocido como esta actividad
antioxidante puede afectar las respuestas fisiologicas y de desarrollo (Nahirfiak et
al., 2012).

A pesar de la presencia de un péptido sefal y la falta de otras sefiales de
orientacién, no todas las proteinas snakinas son dirigidas a la pared celular y/o
matriz extracelular. Es posible que las modificaciones post-traduccionales,
interacciones electrostéaticas, enlaces covalentes para lipidos de membrana o
interaccidn con otras proteinas sean responsables de su localizacion. Por otra parte
el dominio C-terminal altamente conservado es esencial para su actividad
bioquimica y probable responsable de su estructura proteica y/o interacciones
proteicas (Nahiriiak et al., 2012).

Entre los PAs de plantas que son estabilizados por cisteinas, las snakinas/GASA no
tienen una caracterizacion estructural. Por lo tanto no hay informacién sobre su
estructura tridimensional o sus patrones de union de las cisteinas. El péptido
shakina-1 ha sido seleccionado como un prototipo para describir la prediccion in

silico de la estructura tridimensional de esta familia (Porto y Franco 2013).
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El modelo tridimensional generado por la snakina-1 fue una proteina compuesta de
una -hélice 310 y dos largas hélices-a conectadas por loops y estabilizadas por seis
puentes disulfuro (Figura 1) (Porto y Franco 2013). Hay dos clases de PAs de
plantas con una estructura compuesta de dos largas hélices-a las tioninas y las a-
hairpinas. Este grado de similitud estructural con las tioninas refuerza la idea de que
algunas clases de PAs de plantas ricos en cisteina podrian tener un ancestro en
comun. A pesar de la similitud estructural con las tioninas, los mecanismos de
accion de las snakinas todavia no estan claros. Las tioninas parecen ser capaces
de agregar e inducir fugas en vesiculas cargadas negativamente; mientras las
snakinas son capaces de agregar vesiculas de manera similar pero no pudieron

causar fugas citoplasmaticas (Porto y Franco 2013).
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Figura 1. Estructura predicha y patrones disulfuro de la snakina-1. Comparacion
entre el modelo molecular final de la snakina-1 y las estructuras de la
viscotoxina A3 (tionina) y el ECAMP1 (a- hairpina) (Porto y Franco 2013).

La familia de snakinas/GASA puede ser clasificada en tres subfamilias (I-111) en base
a los alineamientos de secuencias de aminoacidos (Figura 2). Un numero de
motivos son los que definen cada una de las tres subfamilias. La SN1y SN2 son los
anicos miembros purificados, que representan la subfamilia | y Il respectivamente,
mientras que miembros de la subfamilia 11l no han sido aislados (Berrocal-Lobo et
al., 2002).

17|



Programa Institucional de Maestria en Ciencias Bioldgicas

1 10 20 30 40 50 60
ABAATTER RARGTEARENGEP :
LsGASAII ACAAITeR ST AR N P
AtGASAl ASVAITeR RASCT oo YRON 044D
FaGAST ASKAITSR KRASG cc--‘c=cv PETASN YDV
GhGEG AASKAIIOR RASCTSeAR SR @YD EeTSENOKV S
StSN1 G I SeEESKa=SETY S KHESPSRDKKNSKGK S
LsGASAI CE IeEEeK ez eTY N KHE S PO RDKKNSKGKS){ei2
Rc153 O I SleAE SK®4=S e TY (€N KHE $ P& RDKKN SKGK SI®):
AtGASA7 / G IeleKD eOMY=SeT Y EUKHE SABRDKLS SKGTPIXe:
AtGASAS Ci ccickcv ©YKDE P& RDMKNSKGGS) (82
LsGAST1 COKlelerz «c!cv- GNI{OWCIZCY)
StSNIII ce «ccgc- CVPLGUAIGNIOECIZCY)
PhGIP1 CO)CCINSCIICVPIGIRIGNIIOICIZCY)
AtGASA4 - N TN R KL P Y ONCECY!
PmGAST1 : COCCNNCIFCVPIZGIIIGNIIOYCIZCY!
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Figura 2. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de snakinas/GASA.
Comparacion de secuencias de aminoacidos de la subfamilia 1l (Grupo
1), subfamilia | (Grupo 2) y subfamilia lll (Grupo 3). Los aminoacidos
conservados a través de todos los miembros de la familia son marcados
en negro. Los residuos que son altamente conservados relevantes para
la clasificacion de las subfamilias son marcados en gris (Berrocal-Lobo
et al., 2002).

2.3.1. Actividad antimicrobiana de la snakina-1y snakina-2

Las primeras snakinas/GASA de origen vegetal fueron caracterizadas en papa (S.
tuberosum) (Kovalskaya y Hammond, 2009), éstas comprenden a la snakina-1
(SN1) y la snakina-2 (SN2) cuyos péptidos estan asociados a la pared celular
(Nawrot et al., 2014). La SN1 fue aislada de tubérculos de papa (S. tuberosum cv.
Desire€) y es activa en concentraciones < 10uM contra hongos y bacterias
patdogenas de papa y otras especies de plantas. La SN1 causa agregacion de
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Este péptido contiene 63 aminoacidos
de los cuales 12 son cisteinas. Los patrones de expresion del gen StSN1 sugieren
gue la proteina SN1 puede ser un componente de la barrera de defensa constitutiva,
ya gue su expresion es especialmente en los 6érganos de almacenamiento y
reproduccion (tubérculos, tallos, brotes axilares, brotes florales jovenes, pétalos y

carpelos) (Segura et al., 1999).

18|



Programa Institucional de Maestria en Ciencias Bioldgicas

El gen StSN1 no responde a estimulos bidticos ni abioticos incluyendo AG3, esto
no excluye la posibilidad de que otros miembros de esta familia en la papa
respondan fuertemente a alguno de estos estimulos. La SN1 ha sido probada como
efectiva contra Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus, Fusarium solani,
Bipolaris maydis y Colletotrichum lagenarium (Segura et al., 1999) asi como C.

coccoides y Botrytis cinerea (Kovalskaya y Hammond, 2009).

Asimismo la SN2, fue aislada de tubérculos de papa (S. tuberosum cv. Jaerla), es
activa contra hongos y bacterias patdgenas de plantas y causa una agregacion
rapida de bacterias Gram positivas y Gram negativas. El gen StSN2 es expresado
en tubérculos desarrollados, tallos, flores, apices y hojas, pero no en raices o
estolones y es regulado localmente por heridas y por tratamientos con ABA. La
expresion de este gen es regulada después de la infeccidén de tubérculos de papa
con hongos y bacterias. Estas observaciones sugieren que el gen StSN2 es un
componente de barreras de defensa constitutiva e inducida. La SN2 ha sido probada
como efectiva contra C. michiganensis, R. meliloti, B. cinerea, A. flavus, B. maydis,
C. lagenarium, C. graminicola, F. solani, F. culmorum, F. oxysporum f. sp.

conglutinans y F. oxysporum f. sp. lycopersici (Berrocal-Lobo et al., 2002).

Aunque los genes StSN1 y StSN2 muestran solo un 38% de similitud en su
secuencia de aminodacidos tienen un espectro de actividad antimicrobiana similar
(Berrocal-Lobo et al., 2002). La capacidad para agregar bacterias Gram positivas y
Gram negativas, no esta correlacionada con la actividad antimicrobiana de estos

péptidos (Segura et al., 1999; Berrocal-Lobo et al., 2002).

El sinergismo entre las snakinas/GASA y otros tipos de péptidos como las
defensinas sugiere que la acumulacion de estos péptidos en un tejido dado puede
representar una barrera constitutiva efectiva y de amplio espectro contra bacterias

y hongos patogenos (Berrocal-Lobo et al., 2002; Padovan-Lara et al., 2010).
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Se ha reportado que la accion in vitro de la SN1 y la defensina PTH1 (StPTH1) de
papa es sinérgica contra C. michiganensis ademas de tener actividad contra el hogo
B. cinerea (Segura et al., 1999). La proteina SAP es una proteina hibrida que esta
conformada por los PAs SN1 y PTH1 de la papa, la proteina fue producida en E.
coli y evaluada in vitro contra organismos fitopatdogenos, presentando una alta
actividad antimicrobiana contra C. michiganensis y C. coccoides con una completa
inhibicién del crecimiento celular y germinacion de esporas respectivamente (6M).
La proteina SAP mostr6 una mayor actividad inhibitoria contra P. syringae pv.
syringae, P. syringae pv. yabaci y C. coccoides comparada con la actividad
individual de SN1 y PTH1, mientras su efecto en C. michiganensis subsp
sepedonicus fue comparado al de la PTH1 individual (Kovalskaya et al., 2009;

Kovalskaya et al., 2011).

2.3.2. Expresion heter6loga en sistemas vegetales de péptidos
snakinas/GASA

Los PAs SN1 y SN2 aislados de S. tuberosum muestran actividad in vitro contra
importantes patdgenos, por lo que han sido utilizados en el desarrollo de plantas
transgénicas para evaluar su funcion biologica in vivo. En particular la SN1 ha
presentado niveles de tolerancia a una variedad de hongos y bacterias patégenas
en plantas transgénicas (Almasia et al., 2008; Faccio et al., 2011).

Tal es el caso de plantas de papa (S. tuberosum subsp. tuberosum cv. Kennebec)
transformadas via A. tumefaciens con el gen StSN1 de S. chacoense, bajo la
regulacion del promotor 35SCaMV. Las lineas transgénicas fueron caracterizadas
molecularmente y retadas con R. solani y E. carotovora, analizando si la
sobreexpresion constitutiva in vivo producia tolerancia a la enfermedad concluyendo
qgue solo las lineas transgénicas que acumularon niveles altos de ARNm de SN1
presentaron una reduccion significativa de sintomas de la enfermedad (Almasia et
al., 2008).
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Por otra parte la evaluacion de la expresion de StSN1 de S. chacoense en plantas
de trigo transformadas por co-bombardeo con los genes bar y StSN1 contenidos en
los vectores pDM302 y pUBI-cSN1 respectivamente, presento resultados similares,
ya que las lineas transgénicas de trigo que expresaron constitutivamente el gen
StSN1 fueron desafiadas con Blumeria graminis f. sp. tritici mostrando un retraso y
una reduccion en el desarrollo de la enfermedad, comparado con la variedad tipo
silvestre, ademas de presentar una asociacion entre la tolerancia elevada al
patdgeno y niveles altos del transcrito SN1. Este trabajo es el primer reporte de

expresion de la SN1 en gramineas (Faccio et al., 2011).

Ademas de lo mencionado anteriormente, se reporté la actividad antimicrobiana de
la proteina hibrida SAP contra C. coccoides y C. michiganensis subsp sepedonicus,
la cual fusiono los genes StSN1 y PTH1 de snakina y defensina, respectivamente.
Esta proteina fue evaluada en plantas de N. benthamiana y S. tuberosum, ambas
plantas fueron significativamente mas tolerantes a la infeccion que las plantas
control (Kovalskaya et al., 2011). Otras snakinas/GASA han sido evaluadas por
sobreexpresion en plantas de alfalfa y tomate transgénicos. La expresion del gen
MsSN1 de M. sativa L. en plantas transgénicas de alfalfa increment6 la actividad
antimicrobiana contra cepas fangicas de la planta y la SN2 de S. lycopersicum cv.
Mountain, confirié tolerancia a C. michiganensis subsp. michiganensis en tomate

transgénico (Balaji y Smart, 2012; Garcia et al., 2014).

2.3.3. Snakina de aguacate

Recientemente se han identificado en aguacate nativo mexicano (P. americana Mill.
var. drymifolia) diversos genes homologos a péptidos reportados como
antimicrobianos, entre ellos el gen PaSn, que expresa una proteina de la familia
snakinas/GASA (Guzman-Rodriguez et al., 2013a).
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En base a un andlisis de secuencias expresadas (ESTs) de semilla de aguacate se
identificé6 una secuencia Unica de cDNA para una snakina que codifica un péptido
de 105 aminoé&cidos. Esta molécula comprende un péptido sefial de 26 amino&cidos
y un péptido maduro de 79 aminoacidos (Figura 3). El gen PaSn de aguacate
conserva los 12 residuos de cisteinas caracteristicos de la familia snakinas/GASA
(Figura 4).

5'CGTGCCGGGGAAGCTAATATACGCTCCAATTGTCTATCTCTACAATACCCTTTCCTCATTTCCTCCATCTGTTG
AGTTCTCCTTCTTGA ATG GCT CTG TCA AAG ACTTTCCTT GCTTTCCTT CTCTTC ACT ATC CTT GCT CTC

M A L S K T F L A F L L F T I L A L

AAT CTC ATG GAT GAT GCTCTT GGA TTT CAG TCT CAT TCG CTG CCT ACA CCT GCG GAT GAG AGA

N L M D D A L G F Q S H S L P T P A D E R
AAT CTC CTT CAA CAA ATA GAT TGC GGG ACATCT TGT TCT GCG AGG TGT CGATTG TCA TCA AGG

N L L Q Q | D C G T S C S A R C R L 8§ S R
CCT AGA CTC TGC AAG AGG GCT TGT GGG ACATGT TGT GCG AGG TGC AACTGC GTA CCATCA GGA

P R L C K R A C G T C C A R C N C v P S G
ACT GCA GGC AACTTA GAC GAG TGC CCT TGC TAC GCC AAC ATG ACT ACT CAT GGG AAC AAA CGC

T A G N L D E C B € Y A N M T T H G N K R
AAA TGT CCT TAA AAGACCTTATCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTATGCTTGCTCTGTC

K C P *%*

CTTCTTTAGTATTCTGTGAGATATCTGTAAGAGAAATAAGGATGATTTGCTCTTGAGTGTGTGAATGATGAAAA
CTGTGAGATGTGTGTAAACTTCTCTATCTGAGTAAGAGAAGTTATTCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAA3'

Figura 3. Secuencias de nucleotidos y aminoacidos del cDNA del gen PaSn de
aguacate (snakina; GenBank accession: KC012806). El péptido sefal
(marcado en gris) es seguido por la secuencia de aminoacidos del
péptido maduro (Guzman-Rodriguez et al., 2013a).

El gen PaSn se expreso en el sistema heterdlogo BVE-E6E7 (linea celular endotelial
bovina) y se evalué la actividad de las células transfectadas contra cepas de E. coli
y S. aureus, patdgenas de humanos y animales. La proteina total del medio
condicionado inhibio la viabilidad de E. coli y S. aureus en un 90.7% y 89.8%
respectivamente (100ug/mL). Estos resultados son consistentes con los reportados
para la SN1 y SN2 de papa que demuestran una actividad inhibitoria en bacterias

Gram positivas y Gram negativas (Guzman-Rodriguez et al., 2013a).
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Por lo tanto el gen de snakina de aguacate nativo mexicano podria estar involucrado
en la defensa de la planta de manera similar a los genes StSN1 y StSN2 en papa,

sugiriendo que podria conferir tolerancia a hongos fitopatégenos
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Figura 4. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de snakinas/GASA de
plantas. Los aminoacidos conservados se sefialan con un asterisco. Los
residuos de cisteinas estdn marcados en rojo. Las secuencias incluidas
en la alineacioén son las siguientes: StSN1 y StSN2 de la papa; MtGBRP1
y MtGBRP2 de Medicago truncatula; CaSN1 de Capsicum annum;
JCGAST1 y JCLTRCOR12 de Jatropha curcas; SISNP1 de Solanum
lycopersicum; FaGAST1 de Fragaria x ananassa y PaSn de aguacate
(Guzman-Rodriguez et al., 2013a).

2.4. TRANSFORMACION GENETICA DE FRESA CON GENES DE DEFENSA

La planta de fresa es octaploide (8n), un hibrido obtenido en la década de los 70’s,
de una hibridacion accidental entre las especies Fragaria virginiana y Fragaria
chiloensis (de la Fuente et al., 2006). Produce uno de los frutos mas importantes
cultivados en todo el mundo, considerado componente de la dieta de millones de
personas, con una produccion anual que se incrementa notablemente. Sin embargo,
todavia hay muchos factores que limitan el rendimiento significativo de la planta,
uno de ellos es la susceptibilidad al ataque de insectos, hongos, bacterias y virus
fitopatdogenos (Chalavi et al., 2003; Schestibratov y Dolgov 2005; de la Fuente et al.,
2006).
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Entre estos patdgenos, los hongos son la causa mas importante de los rendimientos
bajos (Chalavi et al., 2003), los hongos que son considerados el mayor obstaculo
para mantener o incrementar la produccion de la fresa, incluyen Colletotrichum spp.

y B. cinerea (Hammerschlag, 2004).

El moho gris o pudricion de la fruta, causado por B. cinerea, es una de las
enfermedades mas destructivas de la fresa, responsable de rendimientos bajos
significativos, antes y después de la cosecha. Este hongo necrotréfico ataca
diferentes 6érganos como raices, hojas, flores y frutos. Por esta razon la estrategia
mas comun usada para el control de la infeccion y la propagacion de B. cinerea es
la aplicacién regular de fungicidas durante la floracion. Sin embargo, este
procedimiento provoca muchos problemas que contribuyen negativamente al
efectivo tratamiento de esta enfermedad (Schestibratov y Dolgov 2005; Vellicce et
al., 2006). Otra dificultad encontrada en la lucha contra esta enfermedad, es la falta
de resistencia natural para el moho gris en el germoplasma de fresa, haciendo
ineficaces todos los intentos para incorporar en lineas de fresa tolerancia a esta
enfermedad. Por esta razon, la expresion de genes de otras especies de plantas en
la fresa mediante la transformacién genética, es una metodologia atractiva para

introducir resistencia a B. cinerea (Vellicce et al., 2006).

La transformacion genética ha sido descrita en diferentes cultivares de fresa sin
embargo, hay pocos estudios de fresa transgénica con resistencia a enfermedades
fungicas debido a la sobreexpresion constitutiva de proteinas de defensa
(Schestibratov y Dolgov 2005). Tal es el caso del gen de la taumatina Il que se
incorporé via Agrobacterium bajo el promotor 35SCaMV, obteniendo lineas
transgénicas de fresa que acumularon un alto nivel de proteina (taumatina Il). Estas
lineas se evaluaron contra el moho gris por infeccion con una suspension coloidal
mostrando un nivel significativo de tolerancia comparado con las plantas control,
segun lo medido por lesiones necroéticas y esporulacion del patégeno (Schestibratov
y Dolgov 2005).
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Del mismo modo, el gen RCC2 (quitinasa) de arroz y el gen pcht28 de Lycopersicum
chilense (quitinasa), fueron introducidos en plantas de fresa bajo el promotor
35SCaMV usando Agrobacterium, resultando plantas transgénicas con un
incremento en la tolerancia a Sphaerotheca humuli y Verticilium dahliae
comparadas con las plantas control. Se han utilizado otros genes para la
transformacion genética de fresa, relacionados con la defensa, (ch5B, gin2 y ap24)
que codifican proteinas quitinasas, glucanasas y tipo taumatina. Pruebas
fitopatoldgicas han mostrado que lineas transgénicas de fresa que expresan el gen
ch5B (quitinasa) provoca altos niveles de resistencia a la enfermedad del moho gris,
esta resistencia fue correlacionada con la presencia del gen foraneo y el incremento
de la actividad quitinolitica (Vellicce et al., 2006). Estos resultados demuestran que
la introduccion de genes de quitinasa en fresa es efectiva para desarrollar
resistencia contra enfermedades fangicas jugando un papel importante en los

mecanismos de defensa en fresa (Asao et al., 1997; Chalavi et al., 2003).

Recientemente se expreso el gen AtNPR1 de A. thaliana en fresa, este gen es un
regulador positivo de la resistencia de amplio espectro y de larga duracion, por su
efecto sobre la resistencia sistémica adquirida. Los resultados mostraron que este
gen incrementa la resistencia a varias enfermedades en fresa como antracnosis,
mildil polvoso y mancha angular que son causadas por diferentes hongos y
bacterias patdgenas, generando resistencia de amplio espectro (Silva et al., 2015).
Ademas de los genes de defensa se han reportado otros genes utilizados para
transformacion de fresa que confieren tolerancia a estrés salino, altas temperaturas
y congelacion usando transferencia genética por A. tumefaciens (Houde et al., 2004;
Khammuang et al., 2005; Husaini y Abdin, 2008).
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I1l. JUSTIFICACION

Los péptidos antimicrobianos como las snakinas presentan actividad antifungica, se
han aislado de diferentes plantas mostrando actividad in vitro contra importantes
hongos fitopatdgenos. Los genes que expresan estas proteinas, han sido utilizados
en el desarrollo de plantas transgénicas para evaluar su funcion biolégica in vivo,

en particular la funcion antifungica.

En aguacate nativo mexicano se determino la presencia del gen PaSn, que expresa
una snakina la cual presenta actividad antibacteriana in vitro y se desconoce Si
posee una funcion antifungica. Para evaluar esta funcion biolégica, en la presente
investigacién, como primera etapa se propone la transformacion genética de fresa
con el gen PaSn de aguacate nativo mexicano, via A. tumefaciens, como una
alternativa biotecnoldgica para la obtencion de plantas de fresa tolerantes a hongos,

principalmente a B. cinerea.
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IV. HIPOTESIS

Se obtendran plantas transgénicas de fresa (Fragaria x ananassa Cv. Aromas) con
el PA snakina (PaSn) de aguacate nativo mexicano (Persea americana Mill. var.

drymifolia) via Agrobacterium tumefaciens.
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V. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Generar plantas transgénicas de fresa con el gen de la snakina (PaSn) de aguacate

nativo mexicano (Persea americana Mill. var. drymifolia).

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar el cDNA del gen de la snakina (PaSn) de aguacate nativo mexicano (P.

americana var. drymifolia).

2. Realizar la clonacion del cDNA del gen PaSn en el vector pCAMBIA2301 y

obtener la cepa transformante de Agrobacterium tumefaciens.

3. Establecer el sistema de transformacion genética en fresa mediada por

Agrobacterium tumefaciens.

4. Comprobar la transformacion de plantas de fresa detectando la expresion del
gen marcador (nptll) y reportero (uidA), asi como la presencia del gen PaSn en

tejidos de fresa transformados.
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL GENERAL

Disefio de oligonucledtidos para
el gen PaSn

Cultivo in vitro de plantulas de
fresa

l

l

Aislamiento del gen PaSn del
vector pTriplEx2-PaSn

l

Transformacién genética
mediada por Agrobacterium
tumefaciens pCAMBIA-PaSn

Construccién del vector
pCAMBIA-PaSn

l

l

Transformacion de
Agrobacterium tumefaciens
pGV2260

Confirmacion de la
Transformacion

- Expresion  del gen nptll
(Resistencia a Kanamicina)

- Expresion del gen uidA (Ensayo
GUS)

- Amplificacion por PCR del gen
PaSn
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VIl. RESULTADOS

7.1. CLONACION DEL cDNA DEL GEN PaSn EN EL VECTOR pCAMBIA2301
Y TRANSFORMACION DE Agrobacterium tumefaciens pGVv2260

RESUMEN

El gen PaSn de aguacate nativo mexicano (Persea americana Mill. var. drymifolia),
un miembro de la familia de genes que codifican pequefias proteinas tipo
snakinas/GASA, fue clonado en el vector binario pPCAMBIA2301. El cDNA de PaSn
se aisl6 del vector pTriplEx2-PaSn por amplificacion por PCR usando
oligonucledtidos especificos que contenian los sitios de restriccibn para su
manipulacion. El producto amplificado fue clonado en el vector pBluescript KS vy
posteriormente en el vector PUCpSS para integrar el doble promotor 35SCaMV. El
cassette de expresion completo se liberé y fue incorporado al vector pPCAMBIA2301
gue contiene el gen de seleccion nptll, que proporciona resistencia a kanamicina y
el gen reportero uidA. La clonaciéon del cDNA del gen PaSn al vector pPCAMBIA2301
fue confirmada por secuenciacion. Se transformé la cepa pGV2260 de
Agrobacterium tumefaciens por choque eléctrico con la construccion pCAMBIA-
PaSn. Esta cepa fue utilizada para realizar los eventos de transformacién genética

en fresa (Fragaria x ananassa cv. Aromas).

Palabras clave: Aguacate, clonacion, Agrobacterium tumefaciens, snakina.

30|



Programa Institucional de Maestria en Ciencias Bioldgicas

INTRODUCCION

Las plantas producen una variedad de compuestos como un mecanismo de defensa
contra microorganismos patégenos, incluyendo la sintesis de péptidos de bajo peso
molecular con actividad antifingica (Selitrennikoff, 2001). Numerosos péptidos
antimicrobianos se han identificado en plantas y animales, formando parte de la
defensa innata contra la invasion de microorganismos (Lopez-Solanilla et al., 2003).
La snakina-1 (SN1) y snakina-2 (SN2) son péptidos antimicrobianos aislados de S.
tuberosum Cv. Desireé, con alta actividad in vitro contra importantes patégenos
(Segura et al., 1999; Berrocal-Lobo et al., 2002). Se han identificado y caracterizado
genes homologos que expresan este tipo de péptidos en plantas monocotiledoneas
y dicotiledoneas (Kotilainen et al., 1999; Furukawa et al., 2006), los resultados
indican que estos genes estan involucrados en diversos procesos biologicos,
incluyendo: la division celular, elongacién celular, transicion a la floraciéon, vias de
sefializacion y defensa (Berrocal-Lobo et al., 2002; Ben-Nissan et al., 2004; de la
Fuente et al., 2006; Furukawa et al., 2006; Roxrud et al., 2007). Recientemente, se
identifico y caracterizd el gen PaSn que codifica un péptido tipo snakina que fue
aislado de semilla de aguacate nativo mexicano (Persea americana Mill. var.
drymifolia). Unicamente se ha comprobado su actividad antibacteriana in vitro contra
E. coli y S. aureus por ensayos de expresién heterdloga en una linea celular
endotelial bovina (BVE-E6E7). La snakina de aguacate codifica un péptido de 105
aminoacidos que comprende un péptido sefial de 26 aminoacidos y un péptido
maduro de 79 aminoacidos (Guzman-Rodriguez et al., 2013a). Este tipo de péptidos
han sido reportados con alta actividad antifingica y se han expresado en plantas
mediante transformacion genética (Zhu et al., 2007). El gen StSN1 de papa han sido
evaluado en plantas transgénicas confiriendo tolerancia a enfermedades causadas

por bacterias y hongos (Almasia et al., 2008).
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La clonacion del cDNA del gen de la snakina (PaSn) de aguacate nativo mexicano
en el vector binario pPCAMBIA2301 se requiere para transformar una cepa de A.
tumefaciens para los eventos de transformacion genética de fresa. En esta
investigacion se obtuvo el vector binario pCAMBIA-PaSn, misma que fue utilizada

para transformar la cepa pGV2260 de A. tumefaciens

MATERIALES Y METODOS

Material Bioldgico:

- Se utilizaron muestras de hoja y semilla de aguacate nativo mexicano (P.
americana Mill. var. drymifolia) de tres meses de desarrollo colectadas en la zona
aguacatera de Tingambato, Michoacan.

- Las cepas bacterianas utilizadas fueron: A. tumefaciens pGV2260y E. coli TOP10
y XLBlue.

Extraccion de acidos nucleicos:

Las extracciones del material biolégico se realizaron a partir de 100mg de muestra
congeladas en nitrégeno liquido, para el caso del ADN se realizé mediante lisis
celular con el buffer de extraccion (100mM Tris-HCI pH 8, 50mM EDTA pH 8, 500
mM NacCl, 2% SDS (w/v), 10% PVP) modificado y la metodologia reportada por Lin
et al. (2001). El ARN fue obtenido con el buffer de extraccion (150mM Tris-Borato
pH 7.5, 50mM EDTA pH 8, 2% SDS (w/v)) y la metodologia reportada por Lopez-
Gomez y GoOmez-Lim (1992).

Disefio de oligonucledtidos:

A partir de la secuencia codificante del gen PaSn (cDNA) reportada por Guzman-
Rodriguez et al. (2013a), se disefiaron oligonucleotidos para la amplificacién del gen
de snakina de aguacate, incorporando los sitios de restriccién de las enzimas EcoRI
y BamHI para movilizar el gen en fase hasta el vector binario considerando la region

del péptido senial.
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Condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para el gen PaSn:

La PCR del gen PaSn se llevd a cabo con una mezcla de reaccion y los
componentes mostrados en el cuadro 3. Las condiciones de amplificacion fueron
las siguientes: 5min a 94°C, 30 ciclos (94°C 45 s, 62°C 30s, 72°C 1min); 72°C 7min;
4°C =, utilizando como templado ADN y cDNA de aguacate.

Cuadro 3. Componentes y concentraciones de la mezcla de reaccion para la
amplificacion por PCR del gen PaSn.

MEZCLA DE REACCION

COMPONENTES VOLUMEN
dNTPs 10 mM 0.2 uL
Buffer 10x 1puL
MgCl, 50mM 0.3 uL
Taq Polimerasa 5U/pl 0.2 uL
Oligonucledtido sentido 10 pM 1.5puL
Oligonucledétido antisentido 10 uM 1.5puL
ADN 50ng/pL 1pL
H.O Estéril 4.3 uL
Volumen final 10 pL

Sintesis de cDNA:
Para la sintesis de cDNA se utilizé el kit USB First Strand cDNA Synthesis

(Affymetrix® No. Cat. 75780) cuyas mezclas de reaccion y componentes se
presentan en el cuadro 4. Las condiciones de sintesis fueron: para la primera
cadena Pasol: 44° 60 min; Paso 2: 92°C 10 min; Paso 3: 4°C a; para la segunda
cadena 2 min a 94°C de desnaturalizacion inicial; seguido de 30 ciclos (94°C 45 s,
55°C 30s, 72°C 1min); 72°C 5min; 4°C a.

Obtencion de ADN plasmidico:

Las extracciones de ADN plasmidico se realizaron por la técnica de lisis alcalina y

la metodologia descrita por Birnboim y Doly (1979).
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Cuadro 4. Mezclas de reaccién, componentes y concentraciones para la sintesis de
cDNA del gen PaSn.

MEZCLAS DE REACCION

Sintesis : 1 cadena Sintesis : 2 cadena
Random Hexamers 75uM 2 uL Taq polimerasa 5U/ul 2 uL
ARN 1 pg/pL 1pL Random primers 75uM 1 L
Buffer RT 10x 2 uL dNTPs 10 mM 1ulL
dNTPs 10 mM 1uL MgCl> 50mM 2 uL
RNase inhibidor 10U/puL 1pL cDNA 1 cadena 3 uL
M-MLV RT 1uL Buffer Taq 10x 20 uL
H2O Estéril 12 uL H>O Estéril 21 yL

Reacciones de digestion:

Para la liberacion de los fragmentos de interés se realizaron reacciones de digestion
con las enzimas: BamHI (Invitrogen® No. Cat. 15201-049), EcoRlI (Invitrogen® No.
Cat. 15202-039) y Hindlll (Promega® No. Cat. R6041) siguiendo las

especificaciones del fabricante.

Reacciones de ligacién:

Las reacciones de ligacion se realizaron con la enzima T4 DNA Ligasa (Invitrogen®

No.Cat.15224-017) siguiendo las especificaciones del fabricante.

Células termocompetentes de E. coli:

Se prepararon células termocompetentes en medio LB (Luria Broth) sin antibiéticos
de la cepa de preferencia a una densidad 6ptica ODsoo entre 0.4-0.5. Las células se
incubaron en hielo (20min) y se centrifugaron (4000 rpm/10min), posteriormente se
resuspendieron en CaCl2 0.1 My se incubaron en hielo. Finalmente se centrifugaron
eliminando el sobrenadante para resuspender las células en CaCl2 0.1 My glicerol
al 15%.

34|



Programa Institucional de Maestria en Ciencias Bioldgicas

Transformacion de células termocompetentes (E. coli):

Las transformaciones se realizaron adicionando 5 pL de la ligacion correspondiente,
mediante choque térmico. Las células se recuperaron en medio LB liquido
incubando a 37°C a 300 rpm durante 1 h, posteriormente se incubaron a 37°C por

24 h en medios de seleccion en placa para su observacion.

Células electrocompetentes de A. tumefaciens:

Se prepararon células electrocompetentes de la cepa pGV2260 de A. tumefaciens
en un medio bajo en sales a una densidad Optica ODeoo de 0.5 y la metodologia

descrita en http://www.bio-protocol.org.

Transformaciéon de células electrocompetentes (A. tumefaciens):

La transformaciéon se realiz6 con < 1 ug de ADN mediante choque eléctrico en
cubeta de electroporacién con un pulso a un voltaje de 1800 V. Las células se
recuperaron en medio YM (Yeast Mold) y se incubaron a 28°C a 300 rpm durante 4
h, posteriormente se incubaron a 28°C por 3 dias en medios de seleccion en placa

para su observacion (http://www.bio-protocol.org).

Electroforesis en gel de agarosa:

Se llevé a cabo en una camara de electroforesis en geles de agarosa al 1.2% en

buffer TBE 0.5X tefidos con bromuro de etidio.

RESULTADOS

Disefo de oligonucledétidos:

La secuencia del cDNA del gen PaSn fue analizada con la herramienta NEBcutter
(http://www.neb.com/rebase) de England BioLabs para conocer los sitios de

restriccion presentes dentro de la secuencia.
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En la figura 5 se muestra el analisis de sitios de restriccion intersecuencia

observando la ausencia de los sitios para las enzimas BamHI y EcoRI dentro de la

secuencia codificante lo que garantizé que no hubiera interferencias por el uso de

estos sitios en el disefio de oligonucleotidos para los experimentos de clonacion.
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Figura 5. Andlisis intersecuencia del cDNA de PaSn de aguacate nativo mexicano

por NEBcutter (http://www.neb.com/rebase).

Los oligonucleétidos fueron disefiados utilizando la secuencia del cDNA de PaSn

de aguacate (Figura 6) y los sitios de restriccion de las enzimas BamHI y EcoRI

requeridos para la clonacién del gen de la snakina en el vector pBluescript KS como

se muestra en el cuadro 5.

5 ATGGCTCTGTCAAAGACTTTCCTTGCTTTCCTTCTCTTCACTATC
CTTGCTCTCAATCTCATGGATGATGCTCTTGGATTTCAGTCTCATT
CGCTGCCTACACCTGCGGATGAGAGAAATCTCCTTCAACAAATAG
ATTGCGGGACATCTTGTTCTGCGAGGTGTCGATTGTCATCAAGGC
CTAGACTCTGCAAGAGGGCTTGTGGGACATGTTGTGCGAGGTGC
AACTGCGTACCATCAGGAACTGCAGGCAACTTAGACGAGTGCCC
TTGCTACGCCAACATGACTACTCATGGGAACAAACGCAAATGTCC
TTAA 3

Figura 6. Secuencia de nucleottidos del cDNA de PaSn de aguacate. Los nucledétidos

utilizados para el disefio de los oligonucleotidos estdn marcados en gris.
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Cuadro 5. Oligonucledtidos disefiados para la amplificaciéon por PCR del gen PaSn,
en negritas los sitios de restriccion incorporados.

Sentido 5- GAATTCATGGCTCTGTCAAAGACTTTCCTT -3’
Antisentido 5- GGATCCTTAAGGACATTTGCGTTTGTTCCC -3

Verificacion de oligonucledtidos:

Se realizaron extracciones de ADN y ARN de hoja y semilla de aguacate
respectivamente (Figura 7), el ARN fue empleado para la sintesis de cDNA. Para
confirmar la funcionalidad de los oligonucleétidos disefiados, se realizé una
amplificacion por PCR a partir del ADN resultando fragmentos de aproximadamente
500pb que corresponden a la secuencia gendémica del gen y fragmentos de
aproximadamente 318pb a partir de cDNA, que corresponde a la secuencia del
mensajero reportada para este gen por Guzman-Rodriguez et al. (2013a) (Figura
8). De esta forma se garantiz6 que los oligonucleétidos disefiados amplificaban el
gen de la snakina (PaSn).

10000 pb

1500 pb

500 pb

Figura 7. Extraccion de acidos nucleicos de aguacate A) ADN de hoja de aguacate.
1: Marcador de tamafio molecular 1Kb (Vivantis® VC 1kb DNA Ladder
Cat. NL1409); 2 y 3: Muestras de hoja de aguacate. B) ARN de semilla
de aguacate. 1-6 Muestras de semilla de aguacate.
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Figura 8. Amplificacion por PCR del gen PaSn A) A partir de ADN de aguacate 1:
Marcador de tamafio molecular 100pb (Invitrogen® Tracklt 100pb DNA
Ladder Cat. 10488-058); 2: Control negativo; 3-6: Productos de PCR B)
A partir de cDNA de aguacate 1: Marcador de tamafo molecular 100pb;
2: Control negativo; 3-5: Productos de PCR

Amplificacion del gen PaSn:

El gen de la snakina de aguacate inicialmente se encontraba clonado en el vector
pTriplEx2-PaSn. Con el fin de generar los nuevos sitios de restriccion y clonar el
gen se realizé una amplificacion por PCR a partir de ADN plasmidico (pTriplEx2-
PaSn), resultando fragmentos de aproximadamente 318pb que corresponden a la
secuencia reportada para el cDNA del gen PaSn (Figura 9). Los productos de PCR
fueron purificados con el kit Gel DNA Recovery (Zymoclean™ No. Cat. D4002) y se
utilizaron para la clonaciéon en el vector pBluescript KS.

Clonacién del gen PaSn en el vector pBluescript KS:

La clonacion del cDNA del gen PaSn aislado del vector pTriplEx2-PaSn se realiz6
en el sitio de clonaciéon multiple del vector pBluescript KS (Anexo I), por reacciones

de digestion (BamHI y EcoRl) y ligacion al vector.
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Se transformaron células competentes de E. coli TOP10 con el vector pBluescript-
PaSn y se evaluaron en medio selectivo (LB/Cb/X-Gal) con 100mg/L de
carbenicilina (Cb) y escrutinio de colonias blancas y azules, lo que permitié la
identificacion directa de colonias positivas. Se selecciond una colonia positiva y se
analizé por PCR en colonia en donde se observé un fragmento de aproximadamente

318pb que corresponde a la secuencia de interés (Figura 10).

Construccion del cassette de expresion PUCpSS-PaSn:

Se realizé una digestion de ADN plasmidico de la construccion pBluescript-PaSn
con las enzimas EcoRIl y BamHI de la clona seleccionada para liberar el fragmento
de la snakina (Figura 11), el cual fue incorporado por ligacién al vector PUCpSS con
la finalidad de integrar las secuencias regulatorias del doble promotor 35SCaMV y
el terminador PoliA CaMV (Figura 12).

Figura 9. Amplificacion por PCR del gen PaSn del vector pTriplEx2-PaSn. 1:
Marcador de tamafo molecular 100pb (Invitrogen® Tracklt 100pb DNA
Ladder Cat. 10488-058); 2 y 3: Productos de PCR; 4 y 5: Productos de
PCR purificados.
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400 pb

Figura 10. Amplificacion del gen PaSn por PCR en colonia de E. coli. 1: Marcador
de tamafio molecular 100pb (Invitrogen® Tracklt 100pb DNA Ladder Cat.
10488-058); 2: Control negativo; 4: Producto de PCR.

Figura 11. Digestion de ADN plasmidico. 1: Marcador de tamafio molecular 100pb
(Invitrogen® Tracklt 100pb DNA Ladder Cat. 10488-058); 2 y 3: ADN de
la construccion pBluescript-PaSn de la clona seleccionada.
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Figura 12. Mapa del vector PUCpSS. (Incorporaciéon del gen PaSn al vector
PUCPSS).

Construccion del vector pPCAMBIA- PaSn:

Se realizé una digestién de DNA plasmidico de la construccion PUCpSS-PaSn con
la enzima Hindlll, liberando el cassette completo, que se incorpord por ligacion al
sitio de clonacion multiple del vector binario pPCAMBIA2301(Anexo 1), portador del
gen uidA que codifica la proteina 3-glucuronidasa y el gen de seleccion nptll, que

confiere resistencia a kanamicina (Kan).

Se transformaron células competentes de E. coli XLBlue con la construccién
pCAMBIA-PaSn y se evaluaron en medio selectivo (LB/Kan/X-Gal) con 50 mg/L de
Kan y escrutinio de colonias blancas y azules, lo que permitié la identificacion directa
de colonias positivas Se analizaron cuatro colonias positivas por PCR en colonia
para los genes PaSn y uidA. En la figura 13 se puede observar que solo una de las
colonias analizadas amplificé dos fragmentos de aproximadamente 318 y 900 pb
gue corresponden a las secuencias de los genes PaSn y uidA respectivamente. Se
aisl6 esta clona para realizar una extraccion de ADN plasmidico de la construccién

pCAMBIA-PaSn para la transformacion de la cepa de A. tumefaciens.
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Figura 13. Amplificacién por PCR en colonia de E. coli. A) Amplificacion del gen
PaSn. 1: Marcador de tamafio molecular 100pb (Invitrogen® Tracklt
100pb DNA Ladder Cat. 10488-058); 2: Control negativo; 3-6: Productos
de PCR. B) Amplificacion del gen uidA. 1: Marca Marcador de tamafio
molecular 100pb; 2: Control negativo; 3-6: Productos de PCR.

Transformacion de A. tumefaciens con el vector pCAMBIA-PaSnh:

Se transformaron células competentes de A. tumefaciens pGV2260 con la
construccion pCAMBIA-PaSn y se evaluaron en medio selectivo (YM/Cb/Rf/Kan)
con 50 mg/L de Kan, 100 mg/L de Cb y 100 mg/L de rifampicina (Rf) lo que permitio
el crecimiento de colonias positivas (Figura 14). Se analizaron todas las colonias
positivas (3-14) por PCR en colonia para los genes PaSn y uidA con el fin de
seleccionar aquella que llevara integro el vector pPCAMBIA-PaSn. En la figura 15 se
puede observar que cuatro de las colonias analizadas amplificaron dos fragmentos
de aproximadamente 318 y 900 pb que corresponden a las secuencias de los genes
PaSn y uidA respectivamente. Se aisldé una de las clonas que resultaron positivas
para ambos genes (12). Asegurando de esta forma la presencia del gen de interés
y el gen reportero y con ello la transformacion de A. tumefaciens con el vector
binario. La representacion de la region ADN-T del vector pCAMBIA-PaSn se

muestra en la figura 16.
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Figura 14. Células transformadas de A. tumefaciens pGV2260 en medio selectivo
(YM/Cb/Rf/Kn). A) Control negativo; B) Células transformadas con el
vector pCAMBIA-PaSn.

1 23456 789101 1213 14 1 23456 78910113 14
" - i ; i ) : Y

Figura 15. Amplificacion por PCR en colonia de A. tumefaciens. A) Amplificacion del
gen PaSn. 1: Marcador de tamafio molecular 100pb (Invitrogen® Tracklt
100pb DNA Ladder Cat. 10488-058); 2: Control negativo; 3-14: Productos
de PCR B) Amplificacion del gen uidA. 1: Marcador de tamafio molecular
100pb; 2: Control negativo; 3-14: Productos de PCR.
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Secuenciacion:

La clonacion del gen PaSn en el vector pCAMBIA2301 se confirm6 por
secuenciacion de la construccion pCAMBIA-PaSn realizada por los servicios
gendmicos del LANGEBIO (CINVESTAV Campus Guanajuato) por el método
Sanger a partir de ADN plasmidico purificado con el kit ZR ADN Sequencing Clean-
up (Zymo Research ™ No. Cat. D4050S). En los resultados proporcionados se
identifico la secuencia del gen de la snakina de aguacate (Figura 17) confirmando

de esta manera su clonacion.

BD

H Tag

PoliA CaMV M Cat

HindIll Hindlll

Figura 16. Estructura de la region ADN-T de la construccion pCAMBIA-PaSn. BI:
borde izquierdo; nptll: neomicina fosfotransferasa; PaSn: snakina de
aguacate; uidA (GUS): B-glucuronidasa; BD: borde derecho.

1 M v E H D T L VvV Y S K N I
1 AAGCAAGTGGATTGATGTGATACATGGTGGAGCACGACACTCTCGTCTACTCCAAGAATA
21 K b T Vv s E D O R A I E T F ©Q QQ R V I S
61 TCAAAGATACAGTCTCAGAAGACCAGAGGGCTATTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATAT
41 G N L L G F H C P A I C H F I E R T V E
121 CGGGAAACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCGAAAGGACAGTAG
61 K E b G F ¥ K ¢C H H C D K G K A I V O D
181 AAAAGGAAGATGGCTTCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCGTTCAAG
81 A S T D s G p K D G P P P T R N I V E K
241 ATGCCTCTACCGACAGTGGTCCCAAAGATGGACCCCCACCCACGAGGAACATCGTGGAAA
101 E DV P T T S S K Q VvV D *
301 AAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACG
361 TAAGGGATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCTATATAAGGAAGTT
421 CATTTCATTTGGAGAGGACCTCGAGAATTCGCCCTTGAATCATGGCTCTGTCAAAGACTT

Figura 17. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos del cDNA del gen PaSn de
aguacate identificada por secuenciacién de la construccion pCAMBIA-
PaSn.

44 |



Programa Institucional de Maestria en Ciencias Bioldgicas

CONCLUSION

Se clon6 el cDNA del gen PaSn de aguacate nativo mexicano en el vector
pCAMBIA2301, consiguiendo la construccion pCAMBIA-PaSn utilizada para la
transformacion de la cepa pGV2260 de A. tumefaciens, la cual fue utilizada para los

eventos de transformacién genética de fresa.
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7.2. TRANSFORMACION DE PLANTAS DE FRESA (Fragaria X
ananassacv. Aromas) CON EL GEN DE SNAKINA (PaSn) DE AGUACATE
NATIVO MEXICANO (Persea americana var. drymifolia).

RESUMEN

Las plantas de fresa (Fragaria x ananassa Cv. Aromas) fueron transformadas con
el cDNA del gen de snakina de aguacate (PaSn) bajo el control de un doble promotor
35SCaMV utilizando el método de transformacidon genética mediado por
Agrobacterium tumefaciens. La infeccion se realizé con la cepa pGV2260 de A.
tumefaciens con el vector binario pCAMBIA-PaSn. El co-cultivo se llevéd a cabo con
segmentos de corona de raiz (0.5 cm) de plantulas de fresa. Los explantes de fresa
se regeneraron bajo cultivo in vitro inicialmente en medio MS inductor de brotes
(MIB) [0.5 mg/L de &cido naftalenacético (ANA), 0.1 mg/L de benciladenina (BA), 30
g/L de sacarosa y 4 g /L de phytagel] adicionado con 500 mg/L de cefotaxima,
incubados a 25°C y 2000 lux a 16 h de fotoperiodo. Después de 30 dias de cultivo,
los brotes regenerados fueron individualizados y cultivados con el antibiético de
seleccién (100 mg/L de kanamicina). Los brotes resistentes fueron cultivados en
medio MS para el desarrollo de plantulas (MDP) (0.05 mg/L de BA) con el antibiético
de seleccion, hasta lograr el desarrollo de plantulas resistentes. La transformacién
se verifico por la presencia del gen PaSn por PCR, obteniendo un fragmento
especifico de ADN correspondiente al gen PaSn, por otro lado se realizé el ensayo
histoquimico de GUS donde se pudo observar la expresion de la 3-glucuronidasa.
Con la medicién indirecta de la expresion de los genes nptll y uidA, asi como la
determinacién de la presencia del gen PaSn, se verifico la transformacion genética

de la fresa.

Palabras clave: Transformacién genética, Agrobacterium tumefaciens, fresa.
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INTRODUCCION

La transformacion genética es una estrategia que actualmente se utiliza en la
mayoria de los programas de fitomejoramiento, ya que tiene la capacidad de
introducir y expresar genes en plantas logrando producir plantas transgénicas con
caracteristicas comerciales importantes. Las plantas transgénicas han sido muy
Utiles para el estudio de la sobreexpresion de genes de defensa en la planta,
evaluacion de promotores inducibles por patégenos, bioensayos de
hipersensibilidad para facilitar la clonacién y andlisis funcional de nuevos genes
(Chévez-Camacho et al., 2002; Valderrama Fonseca et al., 2005). Recientemente
se han identificado y clonado numerosos genes involucrados en la respuesta de
defensa de las plantas ante la infeccién por hongos, éstos incluyen genes que
expresan enzimas hidroliticas, proteinas antifingicas y péptidos antimicrobianos
que son toxicos para los patdgenos o que reducen su crecimiento in situ (Punja,
2001). Por medio de la transformacion genética se han generado plantas resistentes
a hongos, incorporando genes que codifican enzimas como las quitinasas y
glucanasas (Grover y Gowthaman 2003). Dicha actividad se ha podido observar en
plantas transgénicas de Nicotiana tabacum, Agrostis palustris, Saintpaulia ionantha,
Triticum aestivum y Oriza sativa, con genes que codifican para estas enzimas (Zhu
et al., 1994; Anand et al., 2003; Ram y Mohandas 2003; Wang et al., 2003; Sridevi
et al., 2008). En fresa también se ha logrado incorporar estos y otros tipos de genes
que confieren resistencia a hongos fitopatégenos importantes como Sphaerotheca
humuli, Verticilium dahliae, Colletotrichum y Botrytis cinerea (Asao et al., 1997;
Chalavi y Tabaeizadeh 2003; Schestibratov y Dolgov 2005; Vellicce et al., 2006;
Silva et al., 2015). El incremento de la tolerancia en plantas a enfermedades
ocasionadas por hongos se ha logrado siguiendo la introduccién de genes que
codifican PAs como las defensinas, proteinas de transferencia de lipidos, tioninas y
snakinas (Grover y Gowthaman 2003; Hammerschlag, 2004; Faccio et al., 2011,
Garcia et al., 2014).
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En esta investigacion se logré obtener plantas de fresa transformadas con el cDNA
de snakina de aguacate (PaSn) via A. tumefaciens (pCAMBIA-PaSn). La
confirmacion de la transformacién se hizo mediante la seleccibn de plantas
resistentes a kanamicina, la determinacion de la actividad de la R-glucuronidasa y

la validacion de la presencia del gen PaSn.

MATERIALES Y METODOS

Material Biolégico:

- Se utilizaron plantas de fresa (Fragaria x ananassa Cv. Aromas) establecidas bajo
cultivo in vitro, las cuales previo a esta investigacién se establecieron a partir de
meristemos de estolones de plantas cultivadas en invernadero y mantenidas bajo
subcultivos en medio MS (Murashige y Skoog, 1962), siguiendo el método reportado

para induccién de brotes de fresa (Biswas et al., 2010).

- Se utilizé la cepa de A. tumefaciens pGV2260 transformada con el plasmido
pCAMBIA-PaSn que contiene la secuencia del cDNA de la snakina de aguacate
(PasSn), ademas del gen reportero uidA y el gen de seleccion nptll, todos bajo el

control del promotor 35SCaMV.

Medios vy condiciones de cultivo in vitro del material vegetal:

- El medio para inducir la formacién de brotes (MIB) en segmentos de la corona de
la raiz de plantulas de fresa fue MS suplementado con 0.5 mg/L de &cido
naftalenacético (ANA), 0.1 mg/L de benciladenina (BA), 30 g/L de sacarosay 4 g/L
de phytagel.

- El medio para el desarrollo de plantulas de fresa fue MS (MDP) suplementado con
0.05 mg/L de benciladenina (BA), 30 g/L de sacarosa y 4 g/L de phytagel (Biswas
et al., 2010).

- Las condiciones de incubacién para el cultivo in vitro de explantes, brotes y

plantulas de fresa fueron las siguientes: 25°C y 2000 lux a 16 h de fotoperiodo.
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Transformacion genética mediada por A. tumefaciens:

- Cultivo bacteriano: La cepa de A. tumefaciens que contenia el plasmido pCAMBIA-
PaSn se crecio en medio YM liquido, adicionado con 50 mg/L de Kan, 100 mg/L de
Rf y 100 mg/L de Cb a 28°C, en agitacion a 210 rpm, hasta que la suspension

bacteriana alcanzé una densidad 6ptica (ODsoo) de 0.5.

- Inoculacién: Segmentos de la corona de la raiz de aproximadamente 0.5 cm de
plantulas de fresa se inocularon en presencia de A. tumefaciens en condiciones de
oscuridad en medio YM liquido, conteniendo 100 pM de acetosiringona. Los
explantes se punzaron con un bisturi y se inocularon durante 1 h (Droste et al.,
2000).

- Después de la inoculacion con la bacteria, los explantes se colocaron en medio
MS sdlido en condiciones de oscuridad a 28°C sin enjuague previo, con el fin de
permitir la interaccion explante-bacteria por 24 h. Posteriormente los explantes se
colocaron en el medio MIB, conteniendo 500 mg/L de cefotaxima para eliminar la
bacteria, incubandose en condiciones de cultivo hasta conseguir la formacion de

brotes.

Seleccién de transformantes:

- Para la eleccion de la concentracion letal del antibidtico de seleccién, se cultivaron
explantes de la corona de la raiz de plantas de fresa no transformada, por 30 dias
en el medio MIB con diferentes dosis de kanamicina (0, 50, 100 y 200 mg/L). Se
determind el porcentaje de mortalidad y sintomas del efecto del antibiético de

seleccion.

- Los brotes desarrollados en los explantes infectados con A. tumefaciens fueron
individualizados y cultivados por 30 dias en el medio MDP, conteniendo la
concentracion letal de kanamicina y 500 mg/L de cefatoxima, para seleccionar
brotes o plantulas. De las plantulas sobrevivientes se obtuvo el tejido para la

verificacion de la transformacion genética.
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Ensayo histoquimico GUS (ensayo de la R-glucuronidasa):

Para detectar la actividad del gen uidA se realizé un ensayo histoquimico basado
en el método de Jefferson (1987). Se utilizaron diferentes explantes (hoja y peciolo)
de las plantas de fresa resistentes a kanamicina en 500 ul de solucion de tincién
con el sustrato X-Gluc y se incubaron durante toda la noche a 37°C. La reaccion se

evalu6 con ayuda de un microscopio.

PCR para determinar la presencia del transgen:

La deteccién del cDNA del gen PaSn que codifica para la snakina de aguacate, se
realiz6 por PCR a partir de ADN de las plantas de fresa resistentes a kanamicina
gue resultaron positivas en el ensayo de GUS con el kit REDExtract-N-Amp-Plant
PCR (Sigma Aldrich®). Las condiciones y oligonucleétidos utilizados para la
amplificacion del gen son las mencionadas en materiales y métodos del apartado

anterior (7.1).

RESULTADOS

Eleccion de la concentracion letal de kanamicina:

La determinacion de la concentraciéon del antibitico para la seleccién de brotes se
realiz6 a partir de brotes regenerados de la corona de la raiz de plantulas in vitro de
fresa no transformadas, cultivados en MIB con diferentes concentraciones de
kanamicina (0, 50, 100 y 200 mg/L). La supervivencia de los brotes de fresa se
evalué a los 30 dias, determinando que a partir de la dosis de 50 mg/L, éstos
mostraron clorosis pero menos del 50% de mortalidad a esta concentraciéon. Sin
embargo, los brotes cultivados en 100 mg/L de kanamicina, observaron un dafo
significativo del explante, presentando clorosis inicial a los 15 dias de cultivo y
necrosis generalizada a los 30 dias, logrando un 100% de mortalidad en los
explantes. Esta misma respuesta fue observada en la concentracion de 200 mg/L
por lo tanto se determin6 que la concentraciéon de 100 mg/L de kanamicina era la

adecuada para la seleccién de las transformantes (Figura 18).
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Figura 18. Brotes de fresa sin transformar en medio MIB con diferentes
concentraciones de kanamicina: A) 0, B) 50, C) 100, y D) 200 mg/L.

Induccioén de brotes:

Después de que los explantes de fresa estuvieron bajo el co-cultivo con A.
tumefaciens incubados en medio MS por 24 h (Figura 19A) y cultivados en medio
MIB con cefotaxima por 30 dias, se observo la respuesta a la formacion de brotes,
sin el crecimiento de la bacteria (Figura 19B). En los explantes se produjeron en
promedio 7.5 brotes, los cuales desarrollaron hojas a los 30 dias de cultivo (Figura
19C). Se realizaron cuatro eventos de transformacion con 50 explantes de fresa por

cada evento, cultivando en el medio de seleccién un total de 200 explantes de fresa.

Seleccién de brotes de fresa transformados:

Después de 30 dias de cultivo en MIB con 100 mg/mL de kanamicina, solamente un
10% de los explantes sobrevivieron, de éstos se formaron brotes en un promedio
de 5 brotes/explante, los que fueron individualizados y subcultivados por 30 dias
mas en medio MIB con 100 mg/L de kanamicina. En este periodo se seleccionaron
20 brotes resistentes al antibiotico de seleccidon que no mostraron sintomas de

clorosis o necrosis (Figura 19D).
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Figura 19. Imagenes representativas del método de transformacion genética de
fresa por A. tumefaciens: A) Explantes de fresa durante el co-cultivo por
24h con A. tumefaciens (MS); B) Formacién de brotes en explantes de
fresa co-cultivados con A. tumefaciens, después de 30 dias en MIB (MS
+ 0.5 mg/L de ANA + 0.1 mg/L BA + 500 mg/L cefotaxima); C) Brotes
regenerados en segmentos de la corona de la raiz de plantulas de fresa
(30 dias de cultivo); D) Brotes de fresa resistentes a kanamicina (100
mg/L) (30 dias de cultivo); E) Plantula de fresa resistente a kanamicina
en medio MDP + kanamicina (30 dias de cultivo); F) Plantula de fresa
resistente a kanamicina en medio MDP + 1 mg/L de GA3

Los brotes resistentes a kanamicina fueron cultivados en medio MDP con
kanamicina por 30 dias, consiguiendo la formacién de raices y el crecimiento de
plantulas resistentes a kanamicina, obteniendo un total de 20 plantulas
consideradas como transformantes. El crecimiento de éstas plantulas se observé
disminuido hasta en un 50% comparandolas con las plantulas control no
transformadas, presentando un diametro de la roseta de 0.5 cm, con una alta

proliferacion de hojas, también de menor tamafio.
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Cada plantula fue individualizada y mantenida hasta por 90 dias en medio MDP con
kanamicina observando un crecimiento reducido (Figura 19E). Con el propésito de
obtener plantulas con un crecimiento y tamafio Optimos para las pruebas de
verificacion de la transformacion, éstas fueron cultivadas en medio MDP adicionado
con 0.1 mg/L de acido giberélico (GA3), consiguiendo estimular el crecimiento de
las plantulas hasta el tamafio de las plantulas control no transformadas, presentado
un diametro de la roseta de 4.5 cm y un 6ptimo namero y tamafio de hojas y raices
a los 45 dias de cultivo (Figura 19F). De estas plantulas se obtuvo el material para

el ensayo histoquimico de GUS y la amplificacién por PCR.

Verificacion de la transformacion genética en plantulas de fresa:

- Ensayo histoquimico GUS

Diferentes explantes (hoja y peciolo) de las plantulas de fresa seleccionadas que
crecieron en 100 mg/mL de kanamicina fueron sometidos al ensayo histoquimico de
GUS. En este ensayo se observo la coloracion azul caracteristica que indica la
expresion del gen reportero. La tincion se observo principalmente en las células que
rodean a los hidatodos de hojas de fresa (Figura 20A) y en células de peciolo (Figura
20B). De esta forma se determind la actividad de la B glucuronidasa expresada por
el gen reportero uidA, sugiriendo el éxito de la transformacion genética con A.
tumefaciens pCAMBIA-PaSnh.

- Amplificacién del gen PaSn por PCR

La evaluacion de la presencia del gen PaSn por PCR se llevé a cabo en cuatro
plantulas de fresa de 120 dias de cultivo en medio MDP, seleccionadas por
resistencia a kanamicina y con expresion de la 3 glucuronidasa. Esta evaluacion
mostré que tres de las cuatro plantas analizadas amplificaron un fragmento de
aproximadamente 318pb que corresponden a la secuencia reportada para el cDNA
del gen PaSn (Figura 21), confirmando que el gen PaSn fue trasferido al genoma

de estas plantas de fresa.
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Figura 20. Expresion de la R-glucuronidasa en plantulas de fresa transformadas. A)
Segmento de hoja. B) Segmento de peciolo.

Figura 21. Amplificacion por PCR directo del gen PaSn del ADN de plantas de fresa
transformadas con A. tumefaciens. 1: Marcador de tamafio molecular
100pb (Invitrogen® Tracklt 100pb DNA Ladder Cat. 10488-058); 2:
Control positivo (ADN plasmidico pTriplEx2-PaSn); 3: Control negativo
(Fresa no transformada); 4-7: Productos de PCR
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CONCLUSION

Se obtuvieron plantas de fresa transformantes via A. tumefaciens. La
transformacion fue confirmada mediante la seleccibn de plantas resistentes a
kanamicina, la determinacion de la actividad de la R-glucuronidasa y la validacién
de la presencia del gen PaSn.
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VIII. DISCUSION GENERAL

La transformacion genética es un método util para producir nuevos materiales ya
que puede hacer uso de genes aislados de un gran numero de especies
(Schestibratov y Dolgov, 2005), constituyendo asi una herramienta para estudios
bésicos que permiten conocer y/o profundizar acerca de la estructura y funcion de

genes especificos.

En la presente investigacion se obtuvieron plantas transgénicas de fresa
transformadas con la secuencia del gen de snakina (PaSn) de aguacate nativo
mexicano, bajo el control de un doble promotor 35S via Agrobacterium tumefaciens.
Este gen es un miembro de la familia snakina/GASA aislado de aguacate nativo
mexicano que ha sido previamente implicado en resistencia a enfermedades

bacterianas (Guzman-Rodriguez et al., 2013a).

La transformacion genética mediada por A. tumefaciens ha sido extensamente
usada como vehiculo para transferir genes en un amplio rango de plantas
dicotiledoneas (Nehra et al.,, 1990) y el éxito con la produccion de plantas
transgénicas usando transferencia de genes por este método depende
principalmente de la disponibilidad de regeneracidén de brotes a partir de un tejido
especifico, la susceptibilidad del cultivo a A. tumefaciens y la sensibilidad de los

tejidos a los antibiéticos utilizados para la seleccion.

Por lo tanto la disponibilidad de sistemas de regeneracion y propagacion junto con
la susceptibilidad a la infeccion por A. tumefaciens hace que la fresa sea adecuada
para estudios de transformacion genética, ademas de que la propagacion clonal de
fresa proporciona una ventaja adicional para la transferencia estable de genes
asociados con rasgos agrondmicos deseables para genotipos importantes
comercialmente (Vellicce et al., 2003), por lo que el desarrollo de técnicas de
transformacién para fresa ya ha sido reportado (James et al., 1990; Nehra et al.,
1990; Jimenez-Bermudez et al., 2002; Agius et al., 2003).
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Regeneracion in vitro de plantas de fresa

La regeneracion de brotes de fresa (F. x ananassa Cv. Aromas) fue posible a través
del uso de explantes de corona de raiz y no de discos de hoja como en la mayoria
de los reportes de transformacion en fresa. En el medio MS adicionado con 0.1 mg/L
de ANAy 0.5 mg/L de BA, se indujo a la formacién de brotes a los 30 dias del cultivo,
obteniendo en promedio 7.5 brotes/explante. Lo anterior confirmé lo reportado por
Biswas et al., (2010), quienes establecieron estas concentraciones de auxina y
citocinina como Optima en la produccion de brotes de fresa. La formacién de raices
en los brotes micropropagados de fresa fue obtenida, al cultivarlos en MS con 0.05
mg/L de BA, desarrollando plantulas de 4.5 cm de didmetro de la roseta, con un

Optimo namero y tamafo de hojas y raices a los 45 dias del cultivo.

Con el establecimiento de este protocolo de la micropropagacion de fresa Cv.
Aromas, a partir de segmentos de coronas de raiz, se aseguroé la regeneraciéon de
brotes y formacién de plantulas transformadas, siguiendo el método de
transformacion genética con A. tumefaciens, sometiendo los explantes a la infeccion

con la técnica de co-cultivo.

Obtencién de la CL de kanamicina para plantulas de fresa

Para la seleccion positiva de plantas transgénicas durante el periodo de
regeneracion de brotes y desarrollo de plantulas, es necesario el uso de una
concentracion letal (CL) del antibiético de seleccion, que en esta investigacion es
kanamicina. Con la expresion del gen nptll, el gen marcador del vector binario
pCAMBIA-PaSnh utilizado en esta investigacion, las células transformadas sintetizan
la enzima neomicin fosfotransferasa, la cual inactiva al antibiotico y las plantulas
transgénicas pueden sobrevivir en el medio de cultivo con kanamicina (Vega et al.,
1999).
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Las plantulas sin transformar de fresa Cv. Aromas presentaron un 100% de
mortalidad desde la concentracion de 100 mg/L de kanamicina, por lo tanto esta
concentracion fue utlizada en el medio de seleccion de transfomantes. Esta
concentracion de antibidtico se encuentra dentro del rango reportado para la
seleccion de plantas de fresa transformadas, que esta entre 50 y 450 mg/L de

kanamicina (Lopez y Chaparro, 2007).

Obtencién de plantas de transgénicas de fresa

Una vez que se realizo la construccion del vector binario con el gen de la snakina
(PaSn) y se obtuvo la cepa de A. tumefaciens (pGV2260 con el vector binario
pCAMBIA-PaSn) para la transformacion de fresa, los explantes de fresa fueron
infectados con el método de co-cultivo, los cuales posteriormente fueron cultivados
en el medio inductor de brotes con kanamicina para las seleccién de lineas
transformadas. Del total de explantes de segmentos de corona de raiz de fresa,
tratados con A. tumefaciens, un 22% de los brotes regenerados fueron resistentes
a kanamicina, indicativo de la insercion del plasmido pCAMBIA-PaSn, que como ya

se menciono se debe a la presencia del gen nptll.

Cada linea resistente a kanamicina fue micropropagada para obtener un mayor
namero de plantulas, las que fueron sometidas al andlisis de confirmacién de la

transformacion genética.

Confirmacion de la transformaciéon genética en plantas de fresa

Primeramente, las lineas seleccionadas en el medio con kanamicina, fueron
sometidas al ensayo histoquimico GUS que refleja la expresion de la R3-
glucuronidasa, indicativo de la expresion del gen reportero uidA, que también se
encuentra en el vector de transformacion. Los tejidos ensayados dieron la prueba
positiva (coloracién azul), observando que al menos un 75% de las lineas mostraron

la expresion del gen correspondiente.
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Aunque la expresion esta regulada por el doble promotor 35S (expresion
constitutiva), en los ensayos de GUS solamente pudo observarse la coloracion azul
en cierto tipo células, como las que rodean los hidatodos (en la periferia de las
hojas), en la base de la hoja y de forma mas generaliza en los peciolos. Solo los
tejidos de una de las lineas seleccionadas mostraron la expresion fuerte, Las
diferencias en los niveles de expresion se puede deber a la manera aleatoria en la
gue es insertado al genoma el fragmento de T-DNA que a su vez contiene el cDNA.
Esto podria explicar porque la actividad de B-glucuronidasa fue diferencial

dependiente de las lineas seleccionadas (Garcia-Reyes et al., 2010).

La presencia del transgen (PaSn) se comprob6 por PCR en las lineas resistentes a
kanamicina y que dieron positiva la expresion del gene uidA, lo que indica que la
transformacion genética con la construccion obtenida via A. tumefaciens, fue

exitosa al menos en algunas de las lineas transformadas de fresa Cv. Aromas.

Debido a que el gen FaGAST (miembro de la familia snakinas/GASA) esta reportado
en el genoma de fresa (de la Fuente et al., 2006), se realiz6 un estudio para
comprobar que la amplificacion del transgen PaSn fuera especifica. La homologia
de este gen con otras proteinas de la misma familia se encuentra en un rango entre
51% a 62% de similitud a nivel de aminoacidos. Sin embargo cuando solo la regién
C terminal es comparada, la similitud incrementa de un 80 a 75% (de la Fuente et
al., 2006) como lo observado en el alineamiento de secuencias de aminoacidos de
este gen con el de PaSn (Figura 22). En dicho alineamiento también se puede
observar que se carece de homologia o similitud en la regiéon N terminal (péptido
sefial) de ambos genes, fundamentando de esta forma que la posibilidad de una
amplificacion de FaGAST con los oligonucleotidos disefiados para PaSn no puede
ser posible. Para descartar esta posibilidad se hizo una amplificacion por PCR en
ADN y ADNCc de fresa control, en donde no hubo ningun producto amplificado como
resultado (datos no mostrados), quedando descartada la idea de una amplificacion

de FaGAST en las lineas resistentes a kanamicina consideradas transformantes.
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Figura 22. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de snakina de aguacate
(PaSn) y snakina de fresa (FaGAST). Los amino&cidos conservados se
indican con un asterisco en la secuencia consenso.

Cabe destacar que es importante el seguimiento de la caracterizacion molecular
para conocer el nimero de copias del transgen y revelar los niveles de expresion.
Ademas, otro aspecto importante a considerar es evaluacion del genotipo mostrado
de las lineas transgénicas ya que Almasia et al. (2008) sugieren que la expresion
constitutiva de snakina-1 no parece alterar la fisiologia de plantas transgénicas de
papa ya que no mostraron genotipos diferentes al tipo silvestre en condiciones de
invernadero y contrario a esto la expresion de FaGAST caus0 en Fragaria vesca
transgénica un retraso en el crecimiento de la planta y una reduccién del tamafio en
el fruto en comparacion con las plantas control respondiendo a la aplicacion
exdgena de giberelina, incrementando los niveles de transcripcidn en frutos de fresa
a diferencia de lo reportado para snakina-1 y snakina-2 que no responden a
estimulos por giberelinas (de la Fuente et al. 2006). Las plantas transgénicas de
fresa Cv. Aromas con el gen PaSn mostraron un comportamiento similar a la de
Fragaria vesca, presentando un retraso en el crecimiento de las plantulas in vitro, el
cual fue revertido con la aplicacion de &cido giberélico (0.1 mg/L GAS3), lo cual

sugiere que este gen responde a estimulos por giberelinas.

La generacidon de plantas transformadas de fresa Cv. Aromas con el gen de la
snakina (PaSn) de aguacate nativo mexicano, es la primera etapa para continuar
con los estudios de expresion de este péptido antimicrobiano y confirmar su funcion
antifungica, determinando los niveles de expresion del gen y la tolerancia a B.

cinerea, el principal hongo causante de pérdidas en la produccion de fresa.
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IX. CONCLUSION

Se obtuvo la construccion pCAMBIA-PaSn por la clonacion del gen PaSn de
aguacate nativo mexicano (P. americana var. drymifolia), esta construccion fue
transferida a la cepa pGV2260 de A. tumefaciens. Con esta cepa se transformaron
las plantas de fresa (Fragaria x ananassa Cv. Aromas) las cuales fueron analizadas
mostrando la expresion de los genes nptll y uidA, asi como la presencia del gen
PaSn.
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X. PERSPECTIVAS

Para evaluar la funcion antifingica del gen PaSn en las plantas transgénicas de
fresa, es recomendable la caracterizacion molecular de las transformantes
analizando el numero de copias y los niveles de expresion en las diferentes
generaciones para asegurar la estabilidad del transgen. Posteriormente, éstas
deben ser sometidas a ensayos de tolerancia in vitro contra hongos fitopatdégenos

como B. cinerea.
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XII. ANEXOS

Anexo |. Vector pBluescript KS.

Nael (334)

M13u (100.0%

T7 promotor (100.0%

Sac| (658)
Sacll (665)
Eag| (671)
Scal (2527 Not| (671)
SK (100.0%

Xba'iﬂibeta-galactosidase alpha peptide
" Spe | (684)

pBluescript KS plus

L

2958 bp

BamHI (690)
Smal (698)
AspEl (2047 Pst 1 (708)

{4\ Ecorl (708)

i\l EcoRV (716)
i 4HindIll (720)

",I'H la | (727)
pUC ori I

i KS (100.0%)
I
I

'.I Sal | (735)
Xhol (741)
Apal (754)
Acc65l (756)
pn | (760)
I3 promotor (94.1%)

M13r (100.0%)
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Anexo Il. Vector binario p-CAMBIA2301.

GUS First Exon
Catalase Infron
qusA176
35S promoter gusA-354
LAC Z ALPHA gusA350
MCS qusA478
CAMVISS o @ Cgl [ gusA-648
/ - QUsATTY
y gusA Second Exon
NPTII [ \ L QusA-952
gusA1099
pCAMBIA2301 )
POLYASITE by ' gusA-1256
TBORDER (L) gusA1403
qusA-1400
kanamycin (R) \ / qusA-1351
gusA1701
4 NOS polyA
pBR322 ori T-BORDER (R)
pBR322 bom site pVS1 Sta

pVS1-REP
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Anexo lll. Medios de cultivo y soluciones.

- Medio LB
1L
Tryptona 10 g
NaCl (cloruro de sodio) 1049
Extracto de levadura 59
Agar bacterioldgico 15¢
- Medio YM
1L
Manitol 109
MgSOas-7H20 (sulfato de magnesio
heptahidratado) 200 mg
K2HPO4-3H20 (fosfato de potasio
dibasico trihidratado) 500 mg
Extracto de levadura 400 mg
NaCl (cloruro de sodio) 100 mg
Agar bacteriolégico 159
- Solucion de tincion (ensayo GUS)
5ml
Buffer 5X 1mi
MeOH (metanol) 1ml
H20 3ml
X-Gluc 5 mg
Buffer 5X 10 ml
Buffer de fosfatos 9 ml
EDTA 0.5M 1ml
Ka Fe(CN)s (ferrocianuro potasico) 10.6 mg
Ks Fe(CN)s (ferricianuro potasico) 8.2 mg
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Buffer de fosfatos pH 7.0 10 ml
NaH2PO4 (fosfato monosadico) 3.9ml
NazHPO4 (fosfato disédico) 6.1 ml
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