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Resumen

La transformacion genética de cloroplastos ofrece ventajas con respecto a la
transformacion genética nuclear: altos niveles del transgen debido a la presencia
de ~10,000 copias del genoma, organizacion de genes en operones, incorporacion
del transgen por recombinacion homodloga en una zona precisa y conocida
evitando efectos epigenéticos, presencia de transmision uniparental lo que evita la
posible dispersion del transgen via polen y existencia de sistemas de eliminacion
del marcador de seleccion después de la transformacion. Una de las principales
rutas metabdlicas en plantas es la biosintesis de carotenoides, que son
compuestos que actian como agentes pigmentantes y nutracéuticos (por sus
propiedades anticancerigenas y porque son precursores de vitamina A). En este
trabajo se propuso la modificacion de la ruta metabdlica de los carotenoides
mediante la expresion del gen de la B-licopeno ciclasa (Lcy-b) de Tagetes erecta
en el genoma de cloroplastos de plantas de tabaco y tomate. La region codificante
de la Lcy-b fue incorporada en el vector pHK30 y regulada por el promotor RNAr
plastidico (Prrn) y una region 3’-no traducida de la subunidad (3 de la ATP sintasa
(atpB) para una eficiente trascripcion y estabilizacion de RNAm. El vector cuenta
ademas con dos secuencias de recombinaciéon homologa trnV y 3'-rps12/7, que
flanquean los genes Lcy-b y aadA. Se establecieron las condiciones y se
bombardearon explantes de Nicotiana tabacum y Lycopersicon esculentum con los
DNA plasmidicos. En el caso de tomate se bombardearon 1600 explantes y se
obtuvieron 30 brotes resistentes a espectinomicina; sin embargo, no fue posible
regenerarlos. En tabaco se bombardearon 130 explantes que permitieron la
regeneracion de 20 plantas transformadas. El andlisis Southern blot confirmé la
integracion de Lcy-b en el genoma plastidico de plantas de Nicotiana tabacum. Se
confirmé la expresion del mensajero en cloroplasto mediante el andlisis Northern
blot, encontrando la presencia de dos transcritos correspondientes al RNAmM
monocistrénico que contenia el gen Prrn (0.9 kb) y el RNAmM dicistronico que
contenia el gen aadA (2.0kb). El andlisis de las plantas transplastdmicas de
Nicotiana tabacum mostr6 cambios en la composicion de carotenoides,
confirmando el fenotipo esperado.

Palabras clave : cloroplasto, transformacion plastidica, biosintesis de
carotenoides.



Summary

Chloroplast genetic transformation offers advantages over nuclear genetic
transformation: high transgen accumulation levels (~ 10, 000 genomic copies),
genes are organized in operons, transgen integration by homologue recombination
in a precise zone of the genome, avoiding epigenetic effects, uniparental
transmission avoiding possible transgen dispersion through pollen, and existence
of various systems capable of selecting markers elimination once transformation
has taken place. In plants, one of the major metabolic pathways is carotenoids
biosynthesis, they are important compounds that act as pigmenting agents and
nutraceuticals (due to their anticarcinogenic properties and because they are
vitamin A precursors). The aim of the present work was the modification of
carotenoids pathway through the expression of the licopene (-cyclase gene (Lcy-b)
from Tagetes erecta in tobacco and tomato chloroplast genome. The coding region
of licopene (-cyclase was incorporated in pHK30 vector and regulated by a
plastidic rRNA promoter (Prrn) and a 3’-untranslated of ATP synthase [(-subunit
(atpB), for an efficient transcription and stabilization of mMRNA. Two homologue
recombination sequences trnV and 3’-rpsl2/7 flanking the Lcy-b and aadA
(spectinomicyn resistence), were also included in the transformation vector.
Conditions were established and explants from Nicotiana tabacum and
Lycopersicon esculentum were bombarded with plasmid DNA. 1600 tomato
explants were bombarded, obtaining 30 spectinomicyn resistant shoots, however it
was not possible to regenerate these explants. For tobacco, 130 explants were
bombarded, they were capable of regeneration, obtaining 20 transformated plants.
Southern blot analysis confirmed Lcy-b stable integration in the plastidic genome of
Nicotiana tabacum plants. Expression of messenger RNA was confirmed in
chloroplast by Northern blot analysis, the presence of two transcripts
corresponding to monocistronic mMRNA, containing the Prrn gene (0.9 kb) and
dicistronic mRNA containing the aadA gene (2.0 kb) was detected. The analysis of
transplastomic plants of Nicotiana tabacum demonstrated changes in carotenoid
composition, confirming the expected phenotypes.

Keywords: chloroplast, plastid transformation, carotenoid biosynthesis.
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|. INTRODUCCION

Los carotenoides son pigmentos liposolubles que aportan coloracion (rojo,
anaranjado y amarillo) a flores y frutos en diferentes etapas de desarrollo de las
plantas; sin embargo, el color es enmascarado por la clorofila en tejido vegetativo
(Bartley y Scolnik, 1995). Los carotenoides son de los compuestos naturales mas
diversos, juegan un papel fundamental en la nutricibn humana como antioxidantes
y precursores de la vitamina A; su consumo esta cada vez mas asociado con la
proteccibn contra una gran gama de enfermedades. También se utilizan
comercialmente como colorantes (pigmentos) en cosméticos, en la industria de la
alimentacién humana y animal. Por otro lado, protegen a las plantas contra el
estrés fotoxidativo (Giuliano y col., 2008). Han adquirido gran importancia por lo
que se ha estudiado la bioguimica de las rutas metabdlicas y muchos de los genes
gue participan han sido clonadas en diferentes organismos como: algas, bacterias,
hongos y plantas superiores (Sandmann, 2001; Lee y col.,, 2002). Esto ha
permitido la manipulacién de las rutas biosintéticas mediante la ingenieria
metabdlica, por lo que muchos de los genes carotenogénicos han sido expresados
en bacterias y plantas superiores, (Ye y col., 2000; Sandmann, 2001; Dharmapuri
y col., 2002; Lee y col., 2002; Naik y col., 2003).
La biotecnologia ha sido usada por afios en la manipulacion de muchos
compuestos de interés para mejorar la calidad nutrimental de los alimentos,
mejorar caracteristicas agronémicas y aumentar el valor agregado a los cultivos
(Belzile, 2002). Desde la década pasada, se ha venido manipulando el genoma de

organelos que presentan su propia constitucién genética, como las mitocondrias y



los plastidos (Johnston y col., 1988; Svab y col.,1990; Daniell y col., 1990; Bock,
2001; Maliga, 2003). Recientemente, la manipulacion del genoma de los plastidos
ha tomado gran interés porque se pueden expresar altos niveles de proteinas
recombinantes como vacunas y proteinas de interés terapéutico (Staub y col.,
2000; Tregoning y col., 2004) y porque presentan una gran variedad de ventajas
con respecto a la manipulacion del genoma nuclear, incluyendo aspectos de
bioseguridad (Ruf y col., 2001; Belzile, 2002; Maliga, 2003).

Debido a la importancia de los carotenoides como agentes nutracéuticos y a la
gran relevancia que ha tomado la manipulacién del genoma de plastidos para la
expresion de proteinas de interés farmacéutico (vacunas y proteinas terapéuticas
humanas) en este trabajo nos propusimos manipular la ruta de biosintesis de los
carotenoides mediante la expresion del gen de la B-licopeno ciclasa de Tagetes

erecta en el genoma de cloroplastos de plantas de tabaco y tomate.



Il. REVISION DE LITERATURA
A. CAROTENOIDES
1. Definicion

El nombre genérico de los carotenoides deriva de la zanahoria, Daucus
carota, ya que fue de esta hortaliza de donde se aislaron por primera vez
(Badui,1993). Los carotenoides son compuestos de cadenas hidrocarbonadas de
40 atomos de carbono que se forman por la condensacion de ocho unidades de
isopreno y pueden ser lineales o tener ciclos en uno o en los dos extremos de la
molécula (Fraser y Bramley, 2004). La caracteristica estructural mas importante de
los carotenoides es que tienen de 3 a 15 dobles enlaces conjugados,

responsables de las caracteristicas de absorcion y coloracion que presentan.

2. Clasificacion

Los carotenoides son clasificados por su estructura quimica como: (1)
carotenos, constituidos por carbono e hidrogeno y (2) oxicarotenoides o xantofilas
que tienen carbono, hidrégeno y oxigeno.
También han sido clasificados como primarios o secundarios. Los primeros son
necesarios en las funciones fotosintéticas de las plantas (B-caroteno, violaxantina
y neoxantina), mientras que los secundarios son los que se presentan en frutos y
flores (a-caroteno, [-criptoxantina, zeaxantina, anteraxantina, capsantina,

capsorubina) (Delgado-Vargas y col., 2000).



3. Ruta de biosintesis de los carotenoides

En las plantas los carotenoides se sintetizan y localizan en los plastidos. Su
biosintesis estd ligada a la sintesis de otros isoprenoides como, giberelinas,
tocoferoles y plastoquinonas. Estos compuestos se sintetizan a partir del
isopentenil pirofosfato (IPP) y del dimetilalilpirofosfato (DMAPP) y son de cinco
atomos de carbono. El IPP se sintetiza por la ruta del &cido mevalénico (MVA) a
partir del acetil-CoA (Figura 1); sin embargo, recientemente se reportd que la via
del acido mevaldnico no es la Unica para la formacion del IPP. Se ha establecido
una ruta alternativa para la sintesis de los isoprenoides, la ruta independiente del
MVA o también llamada ruta alterna de 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DOXP) que
realiza la biosintesis de compuestos como carotenoides, plastoquinonas, isopreno,
mono Yy diterpenos. Se ha confirmado que el isopreno utilizado para la biosintesis
de carotenoides en plastidos se forma mediante la ruta denominada DOXP (Logan
y col., 2000); sin embargo, se ha demostrado que ciertos isoprenoides como
esteroles, sesquiterpenos, triterpenos se forman particularmente a partir de la ruta

del MVA.

3.1. Formacion de licopeno

El isopentenil difosfato (IPP) y el dimetilalil difosfato (DMAPP) son isomeros
interconvertibles activos en la ruta de biosintesis de los isoprenoides. Como punto
inicial de la sintesis (Figura 2) se lleva a cabo la condensacién del DMAPP con el
IPP para formar una molécula de 10 &tomos de carbono, geranil pirofosfato (GPP);

la adicion de una segunda molécula de IPP genera farnesil difosfato (FPP) de 15
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Figura 1. Etapas iniciales de la ruta de biosintesi s de carotenoides . G-3-P:
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Geranilgeranil pirofosfato.



atomos de carbono. Posteriormente la incorporacion de otra molécula de IPP
produce el geranilgeranil pirofosfato (GGPP). Todas estas reacciones de
condensacion estan catalizadas por un grupo de enzimas denominadas

preniltransferasas (Fraser y col., 2002).

El primer paso en la biosintesis de carotenoides es la condensacion de dos
moléculas de GGPP involucrando los grupos fosfato para producir fitoeno,
carotenoide incoloro; esta reaccion esta catalizada por la fitoeno sintasa (Figura
2). Posteriormente se realiza la sintesis de carotenoides con color por medio de
cuatro subsecuentes desaturaciones del fitoeno. Las dos primeras las cataliza la
enzima fitoeno desaturasa (PDS) y se forma fitoflueno y {-caroteno, después la
enzima (-caroteno desaturasa cataliza las dos siguientes etapas de desaturacion
del {-caroteno a neurosporeno y posteriormente a licopeno. Cada reaccién de
desaturacion sirve para aumentar la serie de dobles enlaces conjugados que
constituye la region cromofora de los carotenoides, la cual confiere la

caracteristica de impartir color (Cunningham y col., 1998).

3.2. Ciclacion de licopeno

La ciclacion del licopeno se ha planteado como punto de regulacion
importante en la ruta de biosintesis de los carotenoides. La ciclacion en ambas
partes terminales de la cadena del licopeno da como resultado a o B-caroteno,
esta reaccion es catalizada por dos enzimas diferentes denominadas 3 o ¢-

licopeno ciclasa (Figura 3); Icy-b y Icy-e, respectivamente (Bartley y Scolnik, 1995).
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Figura 2. Ruta de biosintesis de licopeno. DMAPP: dimetilalil pirofosfato, IPI
isopentenil pirofosfato isomerasa, IPP: isopentenil pirofosfato, PT: prenil
transferasa, GPP: geranil pirofosfato, FPP: farnesil pirofosfato, GGPP:

geranilgeranil pirofosfato, PPPP: prefitoeno pirofosfato. Fuente Beyer y col., 2002.



3.3. Formacion de xantofilas

En las plantas superiores las xantofilas se forman enziméaticamente por los
productos de oxidacién de a y B-caroteno. Estos compuestos se derivan de los
carotenos que tienen grupos funcionales; las modificaciones estructurales ocurren
en la parte final de la molécula. La hidroxilacion de las posiciones 3 y 3' de los
anillos de a y B-caroteno forman la luteina y la zeaxantina, respectivamente
(Figura 3). La introduccion de grupos hidroxilo dentro de los anillos B esta
catalizada por hidroxilasas (Cunningham y col., 1998). Por ultimo, el ciclo de las
xantofilas se lleva mediante la epoxidacion de la zeaxantina para formar
violaxantina por la via anteraxantina y la desepoxidacién de la violaxantina para

generar zeaxantina (Figura 3) (Cunningham y col., 1998).

4. Funcién e importancia de los carotenoides

Los carotenoides participan en procesos importantes en las frutas, flores y
raices de las plantas; por ejemplo facilitan la polinizacion y la dispersion de las
semillas, intervienen en la fotosintesis como pigmentos accesorios en la captura
de la luz y como agentes protectores contra el exceso de luz (Ronen y col., 1999;
Bramley, 2002). En las membranas fotosintéticas de cualquier planta
generalmente existen cinco o seis carotenoides diferentes que se unen a la
clorofila y a proteinas para formar complejos especificos denominados fotosistema
| (PSI) y fotosistema 1l (PIS). El principal carotenoide en el PSI es el -caroteno
mientras que en el PSII son las xantofilas (principalmente la luteina) (Briton, 1995;

Armstron y Hearst, 1996).
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Figura 3. Ruta de biosintesis de xantofilas en plan tas. LCYB: [B-licopeno
ciclasa, LCYE: e-licopeno ciclasa, CHYB: 3-hidroxilasa, CHYE: e-hidroxilasa, VDE:

violaxantina desepoxidasa, ZEP: zeaxantina epoxidasa.



Los carotenoides son compuestos importantes en la dieta de los humanos y
animales porque presentan una amplia rama de funciones: por ejemplo son
precursores de la vitamina A, ayudan a prevenir ciertos tipos de cancer e inducen
una respuesta inmune, contribuyen en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares; por lo que son cominmente llamados “alimentos funcionales” o

nutracéuticos (Fraser y col., 2002; Del Villar-Martinez, 2003).

La demanda y el mercado de los carotenoides han cambiado drasticamente en los
ultimos afos debido a las diversas propiedades que se le han atribuido como
agentes nutracéuticos. Ademas exhiben significante actividad anticancerigena,
prevencion de enfermedades crénicas (Lee y col., 2002) y potencial antioxidante
(Amitabha y col., 2007). Recientemente el mercado de los carotenoides se ha
incrementado, proyectandose para el afio 2010 una demanda de méas de un billon

de ddlares (Del Campo y col., 2007).

5. El papel de los carotenoides en la dieta
5.1. Actividad de provitamina A

Se ha estimado que 124 millones de nifios en el mundo presentan
deficiencia de vitamina A. La UNICEF afirma que mejorando la calidad y cantidad
de vitamina A en los alimentos se podrian prevenir de 1-2 millones de muertes
anuales de nifios entre uno y cuatro afos de edad (Naik y col., 2003).
La actividad de provitamina A es una de las principales funciones de los a-
caroteno, B-caroteno y B-criptoxantina (Voutilainen y col., 2006). Son procesados

en el organismo por una enzima de tipo monooxigenasa y se convierten en retinol
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(Kiefer y col., 2001). La vitamina A (retinol) es téxica cuando es ingerida en
cantidades excesivas; sin embargo, el [3-caroteno parece estar desprovisto de
toxicidad. El consumo en dosis elevadas da una coloracion amarillo-anaranjada a
la piel (carotenodermia), es totalmente benigno y reversible (Glasziou y Mackerras,
1996). Por lo contrario la deficiencia de Vitamina A produce xeroftalmia (Rémer y
col.,, 2000). Las cataratas y degeneraciébn macular son problemas comunes,
mundialmente conocidos y hay evidencias de que una dieta rica en carotenoides
reduce su incidencia, probablemente secuestrando las especies activas de
oxigeno.

La recomendaciéon dietética en Estados Unidos de vitamina A es de 300 ug
equivalentes de retinol por dia para nifios de 1 a 3 afios de edad y 800 ug por dia
para adultos (Instituto de Medicina de Ila academia nacional;

http://www.iom.edu/Object.File/Master/7/296/0.pdf) (Giuliano y col., 2008).

5.2. Papel en la prevencion de enfermedades

La primera correlacion entre la ingesta de carotenoides y beneficios en la
salud aparecio en la literatura en los afios 70s. El consumo de frutas y vegetales
confiere proteccidn contra enfermedades debido a las propiedades antioxidantes
gue presentan los carotenoides (Persson y col.,, 2008). Recientemente las
investigaciones se han enfocado al estudio individual de cada uno de los
carotenoides en la dieta, especialmente 3-caroteno, licopeno, luteina y zeaxantina,
enfocandose principalmente en sus efectos como antioxidantes bioldgicos y como

reguladores del sistema inmune.
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El licopeno es uno de los principales carotenoides en la dieta de norteamericanos
y europeos. Sin duda es el que més ha llamado la atencion porque se ha
relacionado con la prevencion de enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos
de cancer (Paredes L6pez y col., 1999).

La ingesta de licopeno esta inversamente asociada al riesgo de muchos tipos de
cancer. Estudios in vitro e in vivo demostraron que el licopeno posee un efecto
antitumoral, recomendandolo de manera preventiva y terapéutica. Recientemente
se han iniciado ensayos clinicos con licopeno y hasta el momento los datos
disponibles imposibilitan conclusiones firmes con respecto al uso en la prevencion
y tratamiento de céancer; sin embargo, se han autorizado ensayos clinicos en

pacientes con cancer tratados con licopeno (Sereny col., 2008).

B. INGENIERIA METABOLICA DE CAROTENOIDES

Recientemente la ingenieria metabdlica ha jugado un papel fundamental en
el desarrollo de productos de calidad alimentaria, farmacéutica y nutracéutica,
(Lessard y col., 2002). Ademéas de la modificacion de la fisiologia de las plantas,
se pretende utilizar a las plantas como fabricas de bajo costo de produccién de
proteinas y vacunas con alto valor farmacéutico (Lessard y col., 2002; Ma y col.,

2003; Salay col., 2003; Tregoning y col., 2004).

La disponibilidad de un gran nimero de genes carotenogénicos y los eficientes
métodos de transformacion han permitido que las vias metabdlicas de los
carotenoides se modifiquen genéticamente en varias especies de plantas (Naik y

col., 2003). Existen diferentes reportes que muestran la manipulacion de la ruta
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biosintética de los carotenoides para mejorar la calidad nutrimental y nutracéutica,
incrementando la concentracibn de carotenoides como el [B-caroteno, la
astaxantina y las xantofilas, entre otros. Por ejemplo, para incrementar el
contenido de vitamina A (B-caroteno) Ye y col. (2000). Modificaron la ruta
biosintética de carotenoides en endospermo de arroz. Expresaron los cDNAs que
codifican para la fitoeno sintasa (psy) y B-licopeno ciclasa (Icy-b) de Narcissus
pseudonarcissus bajo el control del promotor especifico a endospermo de
glutelinas de arroz, y el gen bacteriano que codifica para la fitoeno desaturasa de
Erwinia uredovora bajo el promotor constitutivo 35S. Esta co-transformacion
permiti6 obtener diversos patrones fenotipicos y el contenido maximo de pB-
caroteno en el endospermo de arroz fue de 1.6 ug por gramo de peso seco. Por
otro lado, Mann y col. (2000) llevaron a cabo la transformacion de plantas de
tabaco con el gen de B-caroteno cetolasa bajo el control del promotor del gen de la
fitoeno desaturasa de plantas de tomate. Con esta transformacion no se detecto la
formacion de ceto-carotenoides en hojas de tabaco, esto probablemente se debid
a la baja actividad del promotor de la fitoeno desaturasa en este tejido. En las
flores se observé alto nivel de expresion con cambio de coloracion roja
especialmente por la astaxantina y otros ceto-carotenoides. Ademas los niveles de

carotenoides totales se incrementaron a 140% comparado con plantas silvestres.

Existe gran interés comercial en la produccion de carotenoides naturales para la
nutricibn humana, asi como para la producciéon de antioxidantes y colorantes
naturales, evitando con esto Ultimo la sintesis quimica de pigmentos artificiales

(Bramley, 2002; Delgado-Vargas y Paredes-Lépez, 2003). Otra de las ventajas
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gue se genera con la manipulacion de la ruta de biosintesis de los carotenoides es
que facilita el entendimiento de los mecanismos regulatorios que controlan la

carotenogénesis (Bramley, 2002).

1. Manipulacién genética nuclear de la ruta metabdl ica de carotenoides en
tomate (Lycopersicon esculentum)

Varias especies de plantas han sido modificadas genéticamente
manipulando la ruta biosintética de carotenoides, como canola (Shewmaker y col.,
1999), arroz (Ye y col., 2000) y tomate. En tomate existen varios reportes que han
modificado los niveles de carotenoides en fruto (Figura 4). El primer enfoque fue la
expresion constitutiva de la enzima fitoeno sintasa (Fraser y col., 1994), aunque se
observd un incremento del contenido de carotenoides provocd cambios
secundarios negativos en la fisiologia de las plantas, por ejemplo enanismo. Para
evitar este fenotipo, Fraser y col., en el 2002 utilizaron la misma enzima bajo el
promotor de la poligalacturonasa con una secuencia dirigida a cromoplasto y
lograron incrementar hasta 4 veces el contenido de carotenoides en frutos sin
efectos secundarios aparentes.

Rosati y col. (2000) modificaron los niveles de B-caroteno en los frutos de tomate
con el promotor del gen que codifica para la enzima fitoeno desaturasa fusionado
al gen que codifica para la B-ciclasa de Arabidopsis. Se disefiaron dos
construcciones, una para sobrexpresar Icy-b (OE) y otra en antisentido (AS). Al
analizar las transformantes se observo que las plantas que sobrexpresaron (OE)

presentaron un incremento en el contenido de -caroteno y un decremento en el

14



Nivel Relativo de Carotencides (log)
-09 08 -03 0 0.3 08 0.9 1.2 ;
1 1 L L L L L 1 1 1 1 1 L - L|C0pen0

1 L 1 1 1 1
[— B-caroteno

Control

CrB (F) Fraser y col. 2002

Crl (C) _:l Rdmer y col. 2000
|

LCYE (F) Rosati v col. 2000

CYCB (F) Ranen y col. 2000

LCYB (F) Dharmapuri y col. 2002

LCYB (F) — .
CHYB (F) | Dharmapuri y col. 2002

Enfissi y col. 2005

DXS (F)

|
DET1 (C) il Davuluri y col. 2004

DET1 {F) Davuluri y col. 2004

CRYz2 (C) Giliberto y col. 2005

I

A A A A A AdA

Figura 4. Cambios en los niveles de licopenoy  B-caroteno en frutos maduros

de tomate. Datos obtenidos de plantas de tomate transformado con las
construcciones para sobreexpresion constitutiva (C) o dirigida al fruto (F) de las
enzimas que se indican a la izquierda (referencias del lado derecho). Las flechas
indican los valores logaritmicos que corresponden a 2 -, 4 -, a 6 -, 8 - veces los

cambios.
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contenido de licopeno, mientras en las plantas transformadas con el gen en
antisentido AS presentaron un incremento en el contenido de licopeno.

Roémer y col. (2000) incrementaron los contenidos de carotenoides en tomate
transformado con el gen bacteriano (crtl) que codifica para la enzima fitoeno
desaturasa que convierte fitoeno en licopeno. La expresion de este gen en tomate
transgénico no incremento los niveles totales de carotenoides; sin embargo, el
contenido de [-caroteno incrementd en un 45% del total del contenido de
carotenoides.

Los frutos de tomate acumulan cantidades significantes de licopeno y muy pocas
cantidades de xantofilas (carotenoides oxigenados). Dharmapuri y col. (2002)
sobrexpresaron el gen que codifica para la B-licopeno ciclasa (Icy-b) y el gen de la
B-caroteno hidroxilasa (Chy-b), observaron que los frutos transformados mostraron
un significativo incremento de [(-caroteno, [B-criptoxantina y zeaxantina, y la

composicion de carotenoides no se vio alterada.

C. INGENIERIA DE CLOROPLASTOS
1. Genoma del cloroplasto

En los plastidos de las células vegetales se llevan a cabo diversos procesos
metabodlicos que ayudan a la arquitectura y funcionamiento de las células
vegetales. Estos plastidos pueden almacenar una amplia variedad de compuestos
importantes tales como: pigmentos, acidos grasos, proteinas y carbohidratos
(Maliga, 2004). Los proplastidos dan origen a diferentes tipos de plastidos,

dependiendo del estado de desarrollo y del tejido especifico de la planta se
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pueden diferenciar en: cloroplastos (contienen clorofila; fotosintesis), cromoplastos
(contienen pigmentos), amiloplastos (almacenan almidon), etioplastos (carecen de
clorofila) (Figura 5). (Hibberd y col., 1998; Mache y col., 2001). Los plastidos son
organelos semiautbnomos porque contienen la maquinaria genética requerida
para sintetizar parte de sus proteinas y son capaces de multiplicarse de manera
independiente a la divisién celular (Mache y col.,, 2001). El genoma de los
plastidos es una molécula circular de doble cadena de 120 a 180 kb con
aproximadamente 130 genes (Maliga, 2003). Los plastidos y las mitocondrias no
obedecen las leyes mendelianas y usualmente exhiben transmisién uniparental a
la siguiente generacion (Sugiura, 1992). Una caracteristica remarcable del
genoma de los plastidos es el alto nivel de ploidia, por ejemplo, una sola célula de
hoja de Arabidopsis contiene aproximadamente 120 cloroplastos y un total de
1,000 a 1,700 copias de ADN plastidico, mientras que una sola célula de hoja de
tabaco puede contener 100 cloroplastos y aproximadamente 10,000 copias del

ADN plastidico (Lutz y col., 2007).

Desde la década pasada la estructura, los sistemas de expresion génica y la
evolucion del genoma de los plastidos han sido ampliamente estudiados
empleando métodos moleculares (Sugiura, 1992; Mache y col., 2001). Esto ha
generado informacion acerca de la funcién del sistema genético de los
mecanismos regulatorios que gobiernan la cooperacién de los organelos celulares

con el compartimiento nudcleo-citoplasma (Howe y col., 2002).
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Figura 5. Proplastidos que dan origen a diferentes tipos de pléstidos.
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2. Transformacion genética de plastidos
2.1. Método de transformacién de cloroplastos

Las células de la plantas contienen el ADN en tres compartimientos
celulares: nucleo, plastidos y mitocondria (Lutz y col.,, 2007). Después de la
transformacion nuclear en plantas y la transformacién mitocondrial en levaduras, el
genoma de los cloroplastos fue el siguiente en ser manipulado por los
investigadores (Bock, 2001; Maliga, 2004). Durante muchos afos la
transformacion genética de genomas de organelos parecia imposible debido a que
la doble membrana es una poderosa barrera fisica para la liberacion del DNA
dentro del organelo, ademas no se conocia algun virus o bacteria que infectara
cloroplastos o mitocondrias que pudiera ser usado como vehiculo para transferir
genes (Maliga, 2003). Este problema desaparecio con el método de biobalistica
para la transformacion de plantas, técnica que ha sido muy atractiva para
introducir DNA dentro de las células vivientes (Maliga, 2003). La técnica de
biobalistica se considera como un sistema versétil que ha tenido aplicacion en
plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas; lo que ha estimulado el desarrollo de
la ingenieria genética. El proceso puede ser definido como la introduccion de
material genético (DNA purificado) dentro de células y tejidos a través del disparo

de microproyectiles a altas velocidades.

Este poderoso método de transformacién esta sujeto a un numero de factores
limitantes, las consideraciones técnicas incluyen; el tipo de pistola (alta o baja
presion), el tipo de particula (oro o tungsteno) y las condiciones experimentales

(distancia y presion), ademas algunos tejidos pueden ser resistentes a la
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penetracion de las particulas debido a una cuticula fuerte, paredes celulares
lignificadas o superficies irregulares (Hunold y col., 1994).

Después de que las particulas cubiertas de DNA son introducidas existen
numerosos factores que influyen en la expresién génica y subsecuentemente la
recuperacion de plantas transgénicas, estos factores estan logicamente
relacionados con la capacidad del tejido para servir como blanco en un proceso de
introduccion de DNA, resultando en la expresion y eventual integracion del DNA
fordneo. Para llevar a cabo una transformacion exitosa via bombardeo de
particulas, el plasmido (DNA) debe ser cuidadosamente disefiado y seleccionado,
ademas se debe poner especial atencion en la naturaleza, estado y receptividad
de los tejidos blancos (Finer y col., 1999).

En general las principales limitaciones del sistema son: a) la baja frecuencia de
integracion estable, que puede variar de 1% a 5% b) la baja penetracion de las
particulas c) el dafio de las células debido a la onda de choque y d) la falta de
consistencia entre las repeticiones (Birch y Franks, 1992; Mc Cabe y Christou,
1993).

El método de transformacion por biobalistica fue usado inicialmente en plantas de
tabaco para introducir un plasmido con el gen 16S ribosomal como marcador de

seleccion y la proteina ribosomal rps 12 (Svab y col., 1990; Staub y Maliga, 1992).

En 1988 Boynton y col. reportaron la transformacién por biobalistica de
cloroplastos de Chlamydomonas reinhardtii, alga verde unicelular con un solo
cloroplasto que ocupa aproximadamente el 60% del volumen total celular.

Emplearon mutantes fotosintéticamente incompetentes que presentan un defecto
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en el gen atpB, sin actividad de ATP sintasa. El gen atpB silvestre fue usado para
complementar el fenotipo mutado y se obtuvieron transformantes estables, el alelo
mutado fue reposicionado por el alelo del gen silvestre. Desde entonces han
habido progresos significativos en la ingenieria genética del cloroplasto; es
probable que en los préoximos afios se vea incrementado el interés en usos
comerciales de proteinas de alto valor terapéutico y otros productos
recombinantes que se sinteticen en el cloroplasto de chlamydomonas (Purton S.,
2007).

Otra estrategia ha sido desarrollada para la transformacion de cloroplastos como
es el método de polietilenglicol (Koop y col., 1996; Kofer y col., 1998). Nicotiana
plumaginifolia y Nicotiana tabacum han sido transformadas por el método de
polietilenglicol usando genes reporteros que estan flanqueados por secuencias

gue permiten la recombinacion homologa.

2.2. Integracion del transgen al genoma del cloropl  asto

La integracion del transgen en el genoma de los plastidos de las plantas se
lleva a cabo mediante recombinacion homologa. Los vectores utilizados para la
transformacion genética de plastidos estdn compuestos de regiones llamadas en
inglés “targeting regions”, que flanquean el gen de interés y el marcador de
seleccion. Estan dirigidas a una region especifica del genoma de los plastidos en
donde se llevara a cabo la integracion del transgen por recombinacién homéloga
(Maliga, 2003). Estas regiones son de aproximadamente 1-2 Kpb en tamafio; en la

(Figura 6) se muestra una representacion grafica de recombinacion homoéloga.
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vector para transformacion de cloroplasto

Genes mediante
biobalistica

| A aadA B

Seleccidn

Regeneracidn

Fonda adicional de
regeneracian

Proliferacian y formacidn de
raiz

Figura 6. Transformacion de cloroplastos mediante b iobalistica e integracion
del transgén por recombinacion homéloga. A la izquierda: el vector de
transformacion adherido a microparticulas de oro o tungsteno es disparado a
explantes de hoja. La hoja se corta en pequefas piezas y se pone en un medio
para regeneracion que contiene el antibiotico espectinomicina. Debido a que no
todos los cloroplastos de la célula son transformados por biobalistica (son
heteroplasticas), se realizan varias rondas adicionales de seleccion
(espectinomicina) hasta que los plastomas silvestres son eliminados. Finalmente
los brotes homoplasmicos se transfieren a medio libre de fitohormonas para
inducir la formacion de raiz. A la derecha: las letras A y B corresponden a las
secuencias de las regiones intergénicas del genoma de los plastidos (pADN). El
gen aadA se encuentra flanqueado por la region promotora y la secuencia Shine—
Dalgarno y una region 3'UTR no traducible (rojo), que le confieren estabilidad al
transgen. La integracién del transgen al plastoma ocurre por dos eventos de
recombinacion homologa (flechas punteadas). Imagen modificada de: Bock y Khan
(2004).
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2.3. Seleccion de plantas transplastémicas

En la ingenieria transplastomica se deben alterar uniformemente todas las
copias del genoma para que exista una transformacion genética estable (Lutz y
col., 2007) o sea que en todas las copias se encuentre integrado el transgen. Esto
se obtiene mediante un buen sistema de seleccion con el antibiético apropiado

(Maliga, 2003).

Una contribucion fundamental para el mejoramiento de la tecnologia de
transformacion de cloroplastos fue el desarrollo de los primeros marcadores de
resistencia a antibidticos especificos para cloroplastos. El gen bacteriano
aminoglicosido 3’- adeniltransferasa (aadA) que confiere resistencia a un numero
de antibidticos del tipo aminoglicosido que incluye espectinomicina y
estreptomicina ha sido ampliamente usado (Goldschmidt-Clermont, 1991). La
seleccion con espectinomicina produce en promedio una linea transplastémica por
cada hoja bombardeada (Maliga, 2003). Otro de los marcadores de seleccién que
han sido usados en la transformacion genética de cloroplastos es el gen neo que
confiere resistencia a kanamicina. La primera version que se utilizé del gen neo
fue ineficiente, produjo una linea transplastémica por 25 muestras bombardeadas
(Carrer y col., 1993). El gen de resistencia AphA-6 present6 relativamente alta
eficiencia de transformacion con 0.5 lineas por hoja (Huang y col., 2002). Sin
embargo, hasta la fecha el antibiético mas usado en la transformacion de
cloroplastos es la espectinomicina porque presenta una alta especificidad como
inhibidor de la traduccion en procariotas y por su bajo efecto sobre las células de

las plantas. La proteina aadA cataliza la transferencia covalente de un residuo
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AMP del ATP a la espectinomicina, por lo que convierte al antibiético en una forma
inactiva que inhibe la biosintesis de proteinas en los ribosomas (Bock y col.,
2001). Una vez llevada a cabo la transformacion del cloroplasto se asume que hay
cambios en una sola o en unas pocas copias del genoma del plastido (dentro de
un cloroplasto). Consecuentemente lineas celulares transplastomicas primarias
contienen una mezcla de genomas plastidicos transformados y no transformados;
tales células, tejidos o plantas son llamadas heteropldsmicas o heteroplastémicas
(Figura 7) y son genéticamente inestables. Para lograr estabilidad genética en las
lineas celulares transplastomica se requiere un estado homoplasmico, es decir
gue en todas las copias del genoma de todos los cloroplastos se encuentre
integrado el transgen. Este estado se puede lograr seleccionando los explantes de
dos a cuatro ciclos, bajo una presion selectiva con altas concentraciones del
antibiotico espectinomicina (Figura 7). La capacidad de seleccion del antibiético es
una caracteristica importante debido a que permite la eliminacion de copias del

genoma plastidico no modificado antes de la regeneracion de la planta.

En Clamydomonas el estado homoplasmico se puede obtener simplemente
rastreando las colonias crecidas sobre medio fresco que contenga
espectinomicina. En plantas de tabaco con una poblacion uniforme de genomas
transformados se puede obtener pasando las transformantes primarias a través de
dos a cuatros ciclos de regeneracion en un medio que contenga el antibiético

espectinomicina (Maliga y col., 2003).
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DA introducido por biobalistica

Transformacion primaria

Estado heteroplasmico

Estado homoplasmicao

Figura 7. Etapas de seleccion para una planta trans plastomica. En la
ingenieria transplastomica se deben alterar uniformemente todas las copias del
genoma para que exista una transformacion genética estable mediante un buen

sistema de seleccidn con el antibiotico apropiado.
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3. Implementacion de la tecnologia en nuevos cultiv. os

El grupo de Maliga y col. (1990) fueron los primeros en trabajar con
transformacion de cloroplastos en plantas superiores. Usando el gen del RNA
ribosomal 16S modificado para introducir una mutacion puntual que confiere
resistencia a espectinomicina 6 estreptomicina demostraron la transformacion
estable de plastidos de Nicotina tabacum.
La transformacion se llevé a cabo bombardeando hojas estériles seguido por
seleccion de lineas celulares resistentes a espectinomicina. En el genoma de
cloroplastos de plantas transformadas (llamadas también plantas
transplastémicas) el alelo modificado 16S presente en el vector de transformacion
se intercambi6 con el alelo tipo silvestre por recombinacion homéloga. Aunque la
tecnologia de transformacién de cloroplastos tiene un poco méas de 10 afios, la
transformacion de plastidos estéd disponible en pocos cultivos (Ruf y col., 2001),
como en tabaco, papa y tomate, especies que presentan sistemas de cultivo de
tejidos similares (Svab y col., 1990; Sidorov y col., 1999; Ruf y col., 2001).
Recientemente se ha Implementado la transformacion de plastidos en especies de
plantas superiores como se muestra en la Cuadro 1 (Lutz y col., 2007).
Kuchuk y col., (2005) lograron la transformacion genética de cloroplasto de
Solanacea rickii mediante el método de biolistica, llevando a cabo la seleccion de
estas plantas inmediatamente después del microbombardeo con el gen aadA,
resistente a estreptomicina y espectinomicina; evitando la presencia de lineas
mutantes. Las plantas transplastomicas de Solanacea rickii no presentaron

diferencias morfolégicas comparadas con plantas sin transformar.
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Cuadro 1. Implementacion de transformacion de plast  idos en especies de

plantas superiores .

Afio Planta Cita

1993 Tobacco (Nicotiana tabacum) | Svab y Maliga.
1999 Papa (Solanum tuberosum) Sidorov y col.
2001 Tomate (Solanum Rufy col.

lycopersicum)

2004 Soya (Glycine max) Dufourmantel y col.

2004 Algodon (Gossypium Kumar y col.
hirsutum)

2006 Lechuga (Lactuca sativa) Kanamoto y col.

2006 Coliflor (Brassica oleracea) Nugent y col.

2006 Alamo (Populus alba) Okumuray col.
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Daniell H. y col., (2004) bombardearon cotiledones y hojas de algodon con el
vector pDD-GhaphA-6/nptll, los cuales fueron seleccionados con diferentes
concentraciones de espectinomicina (25, 75 y 150 mg/L); sin embargo, no se
recuperoé ningun callo o plantas transplastomica en la etapa de seleccién debido al
efecto toxico del antibidtico sobre los explantes de algoddon. En cambio, cuando se
bombardeo callo embriogénico de algoddon con el mismo vector y como agente
selectivo kanamicina (50 mg/L) se obtuvieron lineas transplastomicas. Cabe
resaltar que se ha logrado la transformacién de plastidos via embriogénesis
somatica en otros cultivos como soya (Dufourmantel y col., 2004) y zanahoria
(Kumar y col., 2004a) usando secuencias particulares del genoma del cloroplasto.

Kanamoto y col.,, (2006) describieron el desarrollo de un sistema de
transformacion de plastido en lechuga, cv. Cisco. El vector de transformacion
contenia el gen (aadA), bajo el control de los elementos reguladores de la
expresion de cloroplasto de lechuga, flanqueado por dos secuencias adyacentes
del genoma del plastido de lechuga, permitiendo su insercion entre los genes rbcL
y accD. En promedio, por cada bombardeo obtuvieron una planta transplastémica
de lechuga. Ademéas demostraron que los cloroplastos de la hoja de la lechuga
pueden expresar el transgene que codifica para la GFP aproximadamente en un
36% de la proteina total soluble. Todas las plantas transplastémicas TO fueron
fértiles y la progenie T1 demostrd estabilidad uniforme del transgene en el genoma

del cloroplasto.
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4. Transformacién plastidica en plantas de tomate (Lycopersicon
esculentum)

Ruf y col. (2001) fueron los primeros en describir el sistema de
transformacion de plastidos de tomate (Lycopersicon esculentum) usando los
vectores pRB70, pRB94 y pRB95 que tienen los elementos necesarios para la
expresion del transgen aadA (aminoglicosido-3’-adeniltransferasa) que confiere
resistencia al antibiético espectinomicina.

Estos vectores fueron previamente probados en tabaco obteniendo una alta
eficiencia de transformacion de cloroplastos. Esto debido a que las regiones de
recombinacion homologa y los elementos regulatorios de la transcripcion y
traduccién de proteinas en cloroplastos son altamente conservados en el genoma
de los cloroplastos de algunas solanaceas, como tabaco y tomate.

El analisis molecular de las plantas transplastdmicas de tomate fue realizado
mediante analisis de PCR y de RFLP mostrando la identificacion de cloroplastos
transformados, ademas mediante analisis de inmunodeteccion por Western blot se
encontrd una expresion del 50% de la proteina recombinante.

Bock y col., 2007 reportaron la expresion del gen de la B-licopeno ciclasa de
Erwinia herbicola (crtY) usando el vector pRB96 y el promotor atpl para facilitar la
expresion del transgen en frutos de tomate, provocando la conversion de
licopeno a B-caroteno, con lo que incrementaron cuatro veces el contenido de
provitamina A en plastidos de tomate mediante la transformacion del genoma de
cloroplastos. Las plantas transplastomicas de tabaco y tomate se confirmaron por

analisis de tipo PCR y se verificaron por pruebas de doble resistencia, el medio
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contenia dos antibidticos aminoglicosidos como la espectinomicina y
estreptomicina (Bock, 20001; Svab y Maliga, 1993). El estado homoplasmico
(ausencia de alguna copia del tipo silvestre en el genoma del cloroplasto) de las
lineas transplastomicas se verific6 mediante andlisis de RFLP, asi como analisis
tipo Southern y Northen blot, generando un total de 17 lineas transplastémicas
con cuatro construcciones de transformacién y demostrando asi la viabilidad de la

ingenieria de las rutas metabdlicas importantes en plastidos no verdes.

5. Ventajas de la transformacion genética de plasti  dos

El desarrollo de la tecnologia de ingenieria de cloroplastos ofrece un gran
potencial para la biotecnologia del futuro y un gran niumero de ventajas sobre las
plantas transgénicas convencionales (generadas por transformacion del genoma
nuclear) (Bock, 2001; Maliga, 2003, 2004). En el Cuadro 2 se hace una
comparacion de las caracteristicas entre los sistemas de transformacion nuclear y

plastidica (Bock, R., 2001).

Debido a la poliploidia del sistema genético plastidico, con miles de copias del
genoma por célula, se pueden encontrar altos niveles de acumulacién de
proteinas en los cloroplastos. Los plastidos transgénicos son una buena
magquinaria para la produccién de proteinas en altos niveles, se han obtenido

niveles de expresion de mas del 40% de proteina total soluble.

De Cosa y col. (2001) sobreexpresaron la toxina (BT) de Bacillus thuringiensis en
cloroplasto de tabaco y reportaron aproximadamente de 10 a 100 veces mas

expresion de proteinas que en el genoma nuclear (Bock, 2001). Ademas, las
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Cuadro 2. Comparacion de los sistemas de transforma  cidon nuclear y

plastidica.
Genomas
Plastidico Nuclear
NuUmero de copias 10,000/célula Pocas copias
Nivel de expresion Altos Por lo general bajos
Hasta el 47% Entre 0.001%-0.1%
Genes y expresion Policistronicos Monocistronicos
(Operones)
Efectos de posicion Insercién en sitio Insercion al azar
especifico (Expresion variable)

elimina este problema

Silenciamiento génico No se ha reportado Silenciamiento, afecta la
expresion
Transferencia horizontal Herencia materna Si
Corrrecto Solo si pasa por reticulo

Plegamiento y formacién

de puentes disulfuro endoplasmatico

Glicosilacion No Si
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proteinas son mucho méas estables en los plastidos que en los compartimientos
citoplasméticos y en el nacleo debido a que en los plastidos estan limitadas las
vias de degradacion de proteinas. Por lo que, otra de las ventajas de la tecnologia
transplastémica es que la expresion del transgen es mas estable y uniforme entre

las lineas transgénicas (Maliga, 2003).

En conclusion podemos decir que, la tecnologia de transformacion de cloroplastos
es una herramienta prominente que tiene el potencial de resolver algunos
problemas técnicos asociados a tecnologias transgénicas clasicas (transformacion
nuclear) y ademas minimizar los riesgos ecolégicos clasicos sobre la liberacion de

plantas transgénicas dentro del ambiente (Bock, 2001).

Diversos estudios demuestran que el cloroplasto es el lugar celular ideal para
expresar y acumular ciertas proteinas o sus productos biosintéticos que serian de
otra manera dafiinos a la planta si fueran expresados en el citoplasma. Esto fue
demostrado con el efecto no toxico de la subunidad de la toxina B del colera
(CTB), cuando fue acumulada en grandes cantidades dentro del plastido
transgénico no provocd ningun dafio; en contraste, incluso muy pequefas
cantidades de CTB fueron téxicas cuando se expresaban en el citoplasma (Daniell
y col., 2001; Molina y col., 2004). También la trehalosa, preservativo farmacéutico,
fue muy téxico cuando se acumul6 en el citosol pero no lo fue cuando fue dividida
en compartimientos dentro de los plastidos (Lee y col., 2003).

Una ventaja mas que presenta la tecnologia de transformacion de cloroplastos es
la de obtener plantas transplastomicas libres de marcadores. Recientemente se

han desarrollado diferentes protocolos que se basan en homologia via secuencias
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repetidas, supresion por medio de recombinasas sitio-especificos de fago,
cointegracion transitoria del gen marcador y el enfoque cotransformacion-

segregacion (Lutz y col., 2007).

En los siguientes puntos se resumen las ventajas de la tecnologia transplastomica

con respecto a la tecnologia transgénica.

1. Altos niveles de expresion del transgen y acumulacion de la proteina
recombinante arriba del 40% de la proteina total soluble (esto
presumiblemente como resultado de la poliploidia del sistema genético
plastidico y/o por la alta estabilidad de proteinas foraneas).

2. La posibilidad de expresar multiples transgenes como operones debido a la
eficiente traduccion de RNA mensajeros policistronicos en plastidos.

3. La ausencia de efectos de posicion en plastidos debido a la eficiente
integracion del transgen por recombinacion homologa.

4. La ausencia de efectos epigenéticos (silenciamiento de genes).

5. Disminuye la contaminacién por polen, ya que éste sélo se transfiere por

via materna (ausencia de transmision del transgen por el polen).
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ll. JUSTIFICACION

Debido a las ventajas que presenta la manipulacion del genoma del
cloroplasto con respecto a la del genoma nuclear (altos niveles de expresion de
proteinas, expresion de multiples transgenes como operones, ausencia de efectos
de posiciéon, ausencia de efectos epigenéticos y la ausencia de transmision del
transgen via polen), asi como la gran importancia que tienen los carotenoides en
la alimentacion (como nutracéuticos por sus propiedades anticancerigenas y
precursores de la vitamina A) ha surgido gran interés en manipular la ruta
biosintética de los carotenoides mediante la expresién del gen B-licopeno ciclasa

(Icy-b) de Tagetes erecta en cloroplastos de plantas de tabaco y tomate.



IV. OBJETIVOS
A. GENERAL
Manipular la ruta biosintética de los carotenoides mediante la expresion del

gen de la B-licopeno ciclasa (Lcy-b) en cloroplastos de plantas de tabaco y tomate.

B. ESPECIFICOS
« Transformar via cloroplasto, explantes de tabaco y tomate con el gen de la

B-licopeno ciclasa.

e Seleccionar y regenerar explantes de tabaco y tomate transformados via

cloroplasto.

e Caracterizar molecularmente las plantas transplastémicas de tabaco

regeneradas.

» Caracterizar bioquimicamente los contenidos de carotenoides de las

plantas transplastomicas de tabaco.
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V. METODOLOGIA
A. MATERIALES
1. Cepas de Escherichia coli
La cepa de Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, Carlsbad CA, EUA) se

utilizé para el mantenimiento y propagacion de plasmidos.

2. Vectores de transformacion para cloroplasto

Para llevar a cabo la transformacion via cloroplasto de las plantas de tabaco
y tomate se utilizd el vector pHKB (Figura 8), el cual se construyé en nuestro
laboratorio por Sinagawa-Garcia y Paredes-Lépez (2006) (comunicacion
personal). El vector pBl426 (Figura 9) se utilizé como control, las caracteristicas

de estos plasmidos se encuentran descritas y esquematizadas en la Cuadro 3.

3. Material vegetal
Se utilizaron plantas de Nicotiana tabacum var. Xanti y Lycopersicon

esculentum cultivar Tanksley.

B. METODOS
1. Caracterizacion molecular de los vectores de tra  nsformacion

Para llevar a cabo la transformacion de cloroplasto de plantas de tabaco y
tomate primeramente se realizdé las minipreparaciones de DNA plasmidico de
pHKB y pBl1426 de acuerdo al método de Birnboim (1983) y las maxipreparaciones

con el kit de QUIAGEN (Quiagen Inc., Valencia, EUA),
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Figura 8. Representacion del plasmido pHK B utilizado en los ensayos de

transformacion de cloroplasto mediante biobalistica . En el esquema se
muestra el gen de la B-licopeno ciclasa (Icy-b), el agente selectivo aadA con
resistencia a espectinomicina, el promotor (Prrn) y dos eventos de recombinacion
homodloga trnV y 3'-rps 12/7 en donde se llevard a cabo la integracion del

transgen.

o NOS Ter

Ncol BamHlI
Xbal

Figura 9. Representacion del plasmido pBI426 utiliz  ado en los ensayos de
transformacion nuclear mediante biobalistica. En el esquema se muestra el
gen reportero (gus), con resistencia al agente selectivo (nptll), asi como el

promotor 35S y terminador NOS.
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Cuadro 3. Plasmidos utilizados en ensayos de transformacio n mediante

biobalistica.

Plasmido

Descripcion

pBl426
(Daltay col., 1991)

Plasmido basado en pUC9 que contiene la informacion
gue codifica para la proteina fusionada de GUS-NPTII
bajo el control de un promotor doble 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV) y el terminador de la

nopalino sintetasa (NOS).

pHKB
(Sinagawa-Garcia 'y
Paredes-L6pez (2006)

(comunicacion personal)

Plasmido derivado de pHK30 que contiene el gen de
seleccion aminoglicosido 3’-adeniltransferasa (aadA)
gue confiere resistencia a espectinomicina, bajo el
control del promotor RNAr plastidico (Prrn) y una
region 3’-no traducida del gen plastidico (atpB) de la
subunidad B de la ATP sintasa para una eficiente

trascripcion y estabilizacion de RNAm.
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posteriormente se llevo a cabo la caracterizacion molecular de estos plasmidos
bajo digestién con enzimas de restriccion de acuerdo a las especificaciones y a las
condiciones de manufactura (Invitrogen, Carlsbad CA, EUA). El vector PBI426 se
utilizé Unicamente para estandarizar los parametros de distancia y presion en el

sistema de transformacion por biobalistica.

2. Establecimiento del cultivo in Vitro de tomate

El cultivo in vitro de Lycopersicon esculentum cultivar Tanksley se
estableci6 a partir de segmentos de hojas que se obtuvieron de plantas de
aproximadamente 6 semanas de edad, en medio MG. Las semillas que se
utilizaron para la obtencion de estas hojas fueron a partir de frutos de tomate
maduros crecidos en invernadero. Las semillas se desinfestaron lavandolas con
etanol al 70%, después con hipoclorito de sodio comercial (Clorox) al 5.25% y
tween 20 al 0.1%. Finalmente se enjuagaron con agua destilada, el proceso se
llevé a cabo en condiciones asépticas en una campana de flujo laminar. Una vez
desinfestadas las semillas se colocaron en medio de germinacion MG (Apéndice).
Previamente a la esterilizacion se ajusté el pH del medio a 5.8 y las condiciones
de incubacion fueron: temperatura de 25°C y un fotoperiodo de 18 h luz por 6 h de

oscuridad.
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3. Establecimiento del sistema de regeneracién via organogénesis indirecta
en plantas de tomate
3.1. Induccién y mantenimiento del estado de callo

Para seleccionar la fuente de explante éptima para la produccion de callo
de Lycopersicon esculentum se evaluaron segmentos de hoja y cotiledones de
plantulas de tomate enraizadas in vitro. Estos explantes fueron colocados en
medio RMOP y SM suplementados con diferentes concentraciones de BAP o
zeatina como fuente de citocinina en combinacion con NAA o IAA como fuente de
auxina (Cuadro 4). Las condiciones de incubacion fueron: temperatura de 25°C y
un fotoperiodo de 18 h luz por 6 h de oscuridad. La respuesta de los explantes se
evalud periddicamente hasta completar un mes de exposicion al medio

(subcultivos cada 15 dias) y se eligi6 el tipo de explante formador de callo.

3.2. Produccion de brotes, enraizamiento y aclimata  cion

Los callos obtenidos de los diferentes tratamientos fueron colocados en
medio MG e incubados en las mismas condiciones para llevar a cabo la formacién
de brotes. Una vez que los brotes producidos alcanzaron una altura de 2 cm
aproximadamente, fueron separados y transferidos a medio MG sin reguladores
para la elongaciéon y produccion de raices. Las plantulas que presentaban un
sistema radical completo fueron lavadas para eliminar el fitagel, transferidas a

macetas y llevadas a invernadero donde se completo su desarrollo.



Cuadro 4. Evaluacion del efecto de auxinas (NAA o IAA) y ¢ itocininas (BAP o
Zeatina) en diferentes medios utilizados en el mant  enimiento del estado de

callo en la etapa de seleccion de las plantas de Ly  copersicon esculentum.

MEDIO RMOP g/l
Sacarosa 30
Myo-inositol 0.0001
MS Sigma (Murashige y Skoog, 1962) 4.3
Tiamina 0.001
Acido naftalenacético NAA 0.0001
6-bencilaminopurina BAP 0.001
Fitagel 2.5
pH 5.8

Medio SM g/l

MS Sigma (Murashige y 4.3
Skoog, 1962)
Sacarosa 30
Zeatina 0.002
Acido 3-indoleacético IAA 0.0001
pH 5.8
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4. Determinacion de la sensibilidad de explantes de tomate a kanamicina y
espectinomicina en relacién con la capacidad de for macion de brotes

Para establecer un sistema de transformacion en necesario contar con un
sistema de seleccién confiable que permita asegurar la recuperacion de plantas
transplastomicas; para esto es necesario determinar la sensibilidad intrinseca de
los tejidos a los agentes selectivos que se vayan a usar. Se realizaron
experimentos en los cuales se expuso el tejido a diferentes concentraciones del
antibidtico kanamicina y espectinomicina (Cuadro 5); esterilizados por filtracion y
adicionados al medio de seleccion RMOP. Las condiciones de incubacion fueron
a temperatura de 25°C y un fotoperiodo de 18 h luz por 6 h de oscuridad. Se
evalug la tasa de supervivencia de los explantes de forma semanal durante
cuatro meses. Con los resultados obtenidos de estos experimentos se
establecid la dosis letal minima para la selecciébn de los tejidos una vez
transformados. Se evalué ademas la formacion de brote tomando en cuenta el
namero producido por explante y el nimero total de explantes que presentaban
produccién de brote. Estos datos se utilizaron para calcular el indice de capacidad
de formacién de brote de acuerdo a lo reportado por Martinez-Pulido y col. (1992):
CFB = (Numero promedio de brotes por explante) X (% de explantes con brotes)/100
Los experimentos se realizaron en un disefio completamente al azar con 5
repeticiones por tratamiento. Cada repeticion consisti6 en una caja petri con 10
explantes por caja. Los datos fueron evaluados con un analisis de varianza
(ANOVA) con el paquete de disefios experimentales STATGRAPHICS Plus
version 5.1. Las medias de los tratamientos fueron separadas usando la prueba de

diferencia minima significativa (dms) (0=0.05).

42



Cuadro 5. Tratamiento para la evaluacion de la sens ibilidad de explantes de

tomate a kanamicina y espectinomicina.

Tratamiento Kanamicina Espectinomicina
mg/| mg/I
1 0 0
2 50 50
3 100 100
4 200 200
5 400 400




5. Transformacion de tabaco y tomate mediante bioba listica
5.1. Preparacion de microparticulas de oro

Para llevar a cabo la transformacion de plastidos de plantas de tabaco y
tomate se utilizé el método de transformacién por biobalistica. La preparacion de
particulas se realiz6 de acuerdo al protocolo de Daniel y col. (2004). Se pesaron
60 mg de particulas de oro de 0.6 um (Bio-Rad) en un tubo eppendorf de 1.5 ml.
Se agregd 1 ml de etanol absoluto y se mezcld en vortex por 3 min, se centrifugo
a 13,000 rpm durante 2-5 min. Se descart6 el sobrenadante y se agregd 1 ml de
etanol al 70% y se mezcld con voértex de 1-2 min. Se incubaron las particulas por
15 min a temperatura ambiente, agitando cada 3 min. Se centrifugaron 3 min a
13,000 rpm durante 2-5 min y se descartdé el sobrenadante. Se agregé 1 ml de
agua estéril y se mezclé con vortex durante 1 min. Se precipitaron las particulas a
temperatura ambiente durante 1 min. Se centrifugaron durante 2 min a 13,000
rpm y se descart6 el sobrenadante.
Estos lavados se repitieron dos veces para finalmente resuspender las particulas

en 1 ml de glicerol estéril al 50%.

5.2. Preparacion del material utilizado para el bo  mbardeo
La preparacién del material consistié en esterilizar por inmersién las mallas
de retencién, los discos de ruptura y el macroacarreador (BioRad) en etanol al

70% y se dejaron secar en ambiente estéril.



5.3. Metodologia para el bombardeo de hojas de taba co y tomate

5.3.1. Cobertura de particulas con el ADN

Se utilizaron 50 pl de particulas de oro preparadas previamente en glicerol
al 50%, se mezclaron con vértex hasta que se resuspendieron completamente y
se agregaron en orden los siguientes componentes, agitando 5 segundos entre
cada componente: 12 uyl de DNA (1pg/pl), 50 pyl de CaCl, (2M), 20 ul de
espermidina (5M), se mezclaron con vortex durante 15 min a 4C y se
centrifugaron por 20 seg. Por ultimo, las particulas precipitadas se resuspendieron
en 50 ul de etanol absoluto y se colocaron en hielo hasta su uso. Este material se

utilizé para 5 bombardeos.

5.3.2. Preparacion del material biolodgico

Se utilizaron hojas jovenes de tabaco y tomate de 6 semanas crecidas en
medio MG en condiciones de esterilidad. Las hojas fueron colocadas en medio
osmoético (apéndice) en cajas petri con la cara abaxial hacia arriba 4 h antes de

realizar el bombardeo.

5.3.3. Bombardeo de las hojas de tabaco y tomate

Se esterilizo la campana de flujo laminar y la pistola con etanol absoluto. El
procedimiento para realizar el bombardeo de las hojas de tabaco y tomate se
realizé de la siguiente manera. Se abri6 la vélvula del tanque de helio, ajustando la
presion del manémetro de salida a 1,400 psi (libras por pulgada cuadrada). Se

encendio la pistola y la bomba de vacio para realizar los disparos. Se colocaron
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los discos de ruptura de 900 psi y se depositaron 7 pl de la suspension de
microparticulas de ADN. Se colocé la caja petri con los explantes a 11 cm de
distancia y se cerr6 la camara de vacio. Se aplicé el vacio hasta que el indicador
marc6 20 mm de mercurio. Se realizé el disparo de las microparticulas con el ADN

y se retir0 la placa de petri con los explantes, todo en campana de flujo laminar.

5.4. Andlisis histologico de explantes de tabaco y tomate bombardeados con
el plasmido pBI1426

Para analizar la expresion del gen GUS en los ensayos de expresion
transitoria y en los tejidos que sobrevivieron a los procesos de seleccion se
llevaron a cabo ensayos histoquimicos basados en el método de Jefferson (1987).
Se adicionaron 500 pl de buffer de reaccion al tejido transformado con el sustrato
X-gluc (5-bromo-4-cloro-indolil glucurénido), fosfato de potasio (100 mM pH 7.0),
EDTA (10 mM pH 8.0), ferricianuro de potasio (0.5 mM) y ferrocianuro de potasio
(0.5 mM) (apéndice). El tejido transformado con el regulador se incub6 a 37C en
la oscuridad durante 24 h. Transcurrido este tiempo se retirdé la solucion y los
tejidos fueron lavados tres veces con acetona para remover posibles pigmentos
gue pudieran interferir con la visualizacion del color. Las células transformadas
fueron reconocidas facilmente por la produccion de un precipitado azul, que se

registrd como foci.

5.5. Seleccion y regeneracion de explantes transfor ~ mados
Los explantes bombardeados de tabaco y tomate se incubaron en

oscuridad durante 48 h a 24T para permitir la recu peracion del tejido. Cada
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explante se cortd en piezas de 3x3 mm aproximadamente y se depositaron en
medio RMOP suplementado con espectinomicina (500 mg/l) para inducir la
seleccidn de las plantas transplastémicas (Bock, 2001; Svab y Maliga, 1993). Los
explantes de tabaco se mantuvieron en medio de seleccion durante 4 semanas,
mientras que los explantes de tomate por 4 meses, ambos explantes se cambiaron
cada semana para permitir la aparicion de callos homoplastomicos. Después los
callos se colocaron en medio de regeneracién suplementado con la dosis
determinada del agente de seleccidén hasta la aparicion de raiz. Por ultimo, las

plantas con una raiz vigorosa se transfirieron a macetas.

6. Analisis molecular de las plantas transformadas
6.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El analisis de amplificacion del DNA del material seleccionado para
determinar la integracion de los genes introducidos se llevé a cabo usando
oligonucleétidos especificos para el gen GUS y/o Lyc-b. Los oligonucledétidos que
se utilizaron para amplificar un fragmento de aproximadamente 700 pb del gen B-
licopeno ciclasa fueron: 5 CCATATGCAAGAGTCAATAGAAAACA en la posicion
245 (Sentido) y 3' TGCTAGCGTTCTTGCCACCAT en la posicion 856 (Antisentido)
y para amplificar el gen GUS fueron: 5 AGT GTA CGT ATC ACC GTT TGT GTG
AAC 3" (Sentido) 5° ATC GCC GCT TTG GAC ATA CCA TCC GTA 3
(Antisentido). Los componentes y las condiciones de reaccion se muestran en las
Cuadros 6y 7.

Los productos obtenidos fueron analizados en geles de agarosa al 1% vy

visualizados mediante tinciéon con bromuro de etidio
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Cuadro 6. Componentes para la mezcla de reaccion pa

ra PCR.

Componente Concentracion final Volumen final ( pl)
H,O 19.2
Regulador Taq (10X) 1X 2.5
MgCl, (50mM) 2mM 1.0
dNTP's (2.5mM) 50uM 0.7
Primer 1 (10 pM) 0.2uM 0.4
Primer 2 (10 pM) 0.2uM 0.4
Tag polimerasa 5u 0.3
DNA 100 ng 0.3

Cuadro 7. Programa para la amplificacion de fragmen  tos por PCR.
Temperatura C Tiempo min
Inicio 94 10
Desnaturalizacion 94 0.45
Alineamiento 56 0.45
Sintesis 72 2
Ciclos 30
Sintesis final 72 10
Temperatura final 4 00




6.2. Analisis tipo Southern blot
La determinacion de la integracion del gen B-licopeno ciclasa en el genoma
de los cloroplastos de las plantas de tabaco se llevo a cabo mediante un analisis

tipo Southern blot (Sambrook y col., 1989).

6.2.1. Extraccién de DNA vegetal

La extraccion del DNA de los materiales seleccionados se realizé partiendo
de 0.1 gramo de tejido fresco. El tejido fue congelado con nitrégeno liquido, molido
y transferido a un tubo, posteriormente se adicionaron 800 pl de buffer de
extraccion (5M NaCl, 0.5M EDTA, 1M Tris-HCI pH 7.5, 1% de CTAB, y 1% B-
mercaptoetanol), se homogenizo y se incubd a 65T p or 30 min, posteriormente se
agregé un volumen de cloroformo-isopropanol (24:1 V/V) se agitd y se centrifugo
(12,000 rpm, por 12 min, 4C), recuperandose la fase acuosa que se extrajo
nuevamente con un volumen de cloroformo-isoamilico (24:1 V/V). Se mezclé
suavemente y se centrifugé (12,000 rpm, por 12 min, 4<C), recuperando
nuevamente la fase acuosa que se precipitdé con 500 ul de isopropanol y se
centrifugd (12,000 rpm, por 15 min, 4C). Finalmen te, se lavo con 700 pl de etanol
al 70% (v/v) y se resuspendié en 30 pl de agua estéril.

La integridad del DNA obtenido se analiz6 mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1%, visualizados con bromuro de etidio. La concentracion se calculo
por densidad 6ptica a 260 nm utilizando la siguiente férmula:

[DNA] = DO 260 X 50 X FD
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[DNA] : Concentracion de DNA (ug/ml)
DO 260 : Densidad oOptica leida a 260 nm de longitud de onda

FD : Factor de dilucion = Volumen total / Volumen de la muestra de DNA

6.2.2. Digestion de la sonda homologa y su purifica  cion de geles de agarosa

Para la preparacion de la sonda se usaron 500 ng de DNA plasmidico y se
agregaron 0.7uL de cada una de las enzimas de restriccion EcoRV y APAI en un
volumen final de reaccién de 23.4 uL. La mezcla de reaccion quedé integrada de
la siguiente forma:

5 pL de DNA plasmidico

2 pL de buffer

0.7 uL de EcoRV

0.7 uL de APAI

15 pL de H,0

Se mezclaron todos los elementos de la reaccién y se incubaron a 37C al menos
1 h y se aplicé a un gel de agarosa al 1% utilizando TAE 1X como buffer de
corrida. Para la purificacion de la sonda homadloga se cortaron las bandas de ADN
en un transiluminador (San Gabriel, CA. USA) y se transfirieron a tubos eppendorf.
Los fragmentos se purificaron de la agarosa utilizando el sistema QIAEX I

(QIAGEN, Alemania 1993) como describe el fabricante.
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6.2.3. Preparacion de las muestras de DNA y electro foresis en geles de

agarosa

Cada muestra de 5 pg de DNA genomico fue digerida con la enzima de
restriccion EcoRI durante 4 h en un volumen de 23 pl. Las muestras se cargaron
en el gel incluyendo un marcador de tamafio molecular. El gel fue corrido a 10
volts durante 16 h. EI DNA fue visualizado por exposicion del gel a luz ultravioleta
en un transiluminador (San Gabriel, CA. USA) e inmediatamente fue transferido
por capilaridad a una membrana de Nylon (Hybond N+, Amersham, Little

Chalfont, Englad).

6.2.4. Transferencia del DNA a membranas Nylon

El gel de agarosa se puso en contacto con la solucion desnaturalizante
(0.5M NaOH, 1.5M NaCl) durante 30 min y después se expuso a una solucion
neutralizante (0.5M Tris, 1.5M NacCl) durante 30 min, posteriormente el gel se lavo
con la solucién SSC 2X. El DNA se transfirié a la membrana de Nylon (Hybond N+,
Amersham, Little Chalfont, Englad) con el equipo Bio-Rad modelo 785 (BIORAD,
Paris). Se dejo transfiriendo el DNA durante dos horas, posteriormente fue fijado a
la membrana por una doble radiacion de 1,200 pjoules x100 de UV auxiliados de

un Stratalinker (Stratagene, CA, USA).

6.2.5. Marcaje de sondas radioactivas

Se utilizaron 200 ng de la sonda resuspendidos en 25 uL de agua

desionizada estéril. Se desnaturalizé a 95°C por 5 min y 5 min en hielo, luego se le
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adicion6 la mezcla de reaccibn Random Prime Labelling System (Amersham

Biosciences 2006) y se mezcl6 con 2 pl de [*P] dCTP, se incubé a 37°C por 2 h.

6.2.6. Hibridacion y exposicion

Las membranas fueron prehibridadas a 42°C con 15 ml de una solucion de
prehibridaciéon (50% formamida, 5X SSC, 5% dextran sulfato, 0.05% SDS, 5X
reactivo de Denhardt’s y 100 mg/ml de esperma de salmon desnaturalizado) por al
menos 2 h, el DNA de timo o esperma de salmdn fue desnaturalizado a 95°C por 5
min y 5 min en hielo antes de ponerlo en contacto con el buffer de prehibridacion.
La hibridacién se realizé agregando la sonda marcada con P a 42°C durante
toda la noche.

Las membranas hibridadas se lavaron primero con una solucién 4X SSPE, 0.1%
SDS y después 2X SSPE, 0.1% SDS, fueron expuestas a peliculas de rayos X

para detectar las sefales radiactivas (Kodak, Eastman Kodak, Rochester, N.Y.).

6.3. Andlisis tipo Northern blot
Para conocer la expresion de los mensajeros de Lcy-b se realizaron

analisis tipo Northern blot a partir del RNA obtenido de las plantas transformadas.

6.3.1. Extraccion de RNA

Para el analisis tipo Northern blot se procedié a aislar el RNA a partir de
hojas, las cuales se congelaron en nitrogeno liquido y se pulverizaron. Se tomaron

aproximadamente 10 g de tejido molido y se homogenizaron con 15 ml de solucion
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de TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad CA, EUA) por 5 min a temperatura ambiente. La
suspension se extrajo con 4 ml de cloroformo-isoamilico (24:1; V/V), se agitd
vigorosamente y de ahi se centrifugd a 12 000 rpm por 15 min a 4°C. El
sobrenadante se extrajo ahora con 15 ml de Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico
(25:24:1; VIVIV) y se centrifugé a 12 000 rpm por 10 min a 4°C. El sobrenadante
se extrajo con 15 ml de Cloroformo-Alcohol Isoamilico (24:1; V/V), se centrifugd a
12 000 rpm por 5 min a 4C. Finalmente, se precipit 6 con 15 ml de isopropanol por
10 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 12 000 rpm por 10 min a 4C. La
pastilla se lavd con 15 ml de etanol al 75%, se resuspendid y se centrifugé a
12000 rpm por 5 min a 4C. Se volvid a lavar la pastilla con 15 ml de etanol al
75%. Se dejo secar hasta que adquirid un color cristalino y se resuspendié con 1
ml de agua con DEPC y se transfiri6 el RNA a tubos eppendorf para su
almacenaje. La integridad de RNA se analiz6 en un gel de agarosa al 1% en
condiciones no desnaturalizantes. Se analizaron 5 pg de RNA, se corrié a 70
mVolts 400 mA por 1 hora. El gel se observé en un fotodocumentador Bio-Rad
(BIORAD, Paris). Se determind la concentracion de RNA en el equipo

NANODROP (nanoDropnd/1000 espectrophotometer, USA).

6.3.2. Digestion de la sonda homologa y su purifica  cion de geles de agarosa

Para la preparacion de la sonda se tomaron 5 ug de DNA plasmidico y se le
agregaron 0.7uL de cada una de las enzimas de restriccion Bgl 11y Hind 11l en un
volumen final de reaccion de 25 pL. La mezcla de reaccidon quedo integrada de la

siguiente forma:
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5 uL de DNA plasmidico

2 uL de Buffer

0.7 uL de EcoR |

0.7 pL de Hind 11l

16.6 pL de H,O

La mezcla se incubd a 37C al menos 1 h y se analiz 6 a un gel de agarosa al 1%
utilizando TAE 1X como buffer de corrida. Para la purificacion de los fragmentos
de DNA de la sonda homdloga se cortaron los fragmentos de agarosa en un
transiluminador (San Gabriel, CA. USA) y se transfirieron a tubos eppendorf. Los
fragmentos se purificaron de la agarosa utilizando el sistema QIAEX Il (QIAGEN,

Alemania 1993) como describe el fabricante.

6.3.3. Preparacion del gel desnaturalizante

Se mezclaron 1.2 g de agarosa con 72 ml de agua DEPC y se calent6 hasta
disolver la agarosa, se dejo enfriar a 42C y se adicionaron 10 ml de solucion
MOPS 10 X y 18.5 ml de formaldehido 37%. Se homogenizé la mezcla, se vacié

en un portageles y se dejo solidificar dentro de una campana de extraccion.

6.3.4. Preparacion de las muestras de RNA y electro foresis en geles

desnaturalizantes

Cada muestra de 10 pg de RNA se concentro en el equipo SAVANT Speed
Vac SC 110 (Instrument, Inc HolBrook, USA) y se resuspendio en 10 ul de buffer

de carga para RNA(750 ul formamida, 200 pl glicerol 50%, 150 ul 10X MOPS, 240



pl formaldehido, 130 pl de agua destilada). Se calentd la mezcla a 65°C por 5 min,
se enfrié en hielo por 5 min y se aplicé a un gel de agarosa desnaturalizante. Las
muestras se cargaron en el gel incluyendo un marcador de peso molecular tratado
de la misma manera que el resto de las muestras. El gel se corri6 a 70 volts
durante hora y media. EI RNA fue visualizado por exposicion del gel a luz
ultravioleta en un transiluminador (San Gabriel, CA. USA) e inmediatamente fue
transferido por capilaridad a una membrana de nylon (Hybond N+, Amersham,
Little Chalfont, Englad). Posteriormente fue fijado a la membrana por una doble
radiacion de 1200 pjoules x100 de UV auxiliados en un Stratalinker (Stratagene,

CA, USA).

6.3.5. Hibridacion y exposicion

Las membranas fueron prehibridadas a 42°C con 15 ml de una solucion de
prehibridacion (formamida 50%, SSC 5X, dextran sulfato 5%, SDS 0.05%, reactivo
de Denhardt’'s 5X y esperma de salmén desnaturalizado 100 mg/ml) por al menos
2 h, el DNA de timo o esperma de salmén fue desnaturalizado a 95°C por 5
minutos y 5 minutos en hielo antes de ponerlo en contacto con el buffer de
prehibridacién. La hibridacion se realiz6 durante toda la noche después de
agregar la sonda marcada con %P a 42°C .

Las membranas hibridadas se lavaron en condiciones de baja (4X SSPE, 0.1%
SDS) y alta astringencia (2X SSPE, 0.1% SDS), las membranas fueron expuestas
a peliculas de rayos X para detectar las sefiales (Kodak, Eastman Kodak,

Rochester, N.Y.).
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7. Andlisis del contenido de carotenoides en hojas de tabaco
transplastémico

Las hojas de tabaco transplastémicas se colectaron y pulverizaron para
realizar la extraccion de carotenos con el método de Kurilich (1999). En tubos
eppendorf de 2 ml, se pesaron 0.05 g de tejido y se adicionaron 500 pl de etanol-
BHT 0.1%, las muestras se colocaron a 80C por 5 min y se adicionaron 10 pul de
KOH al 80%, se mantuvieron a 80C por 10 min, se enfriaron en hielo 5 min. A
cada muestra se adicionaron 250 pul de hexano y 500 pl de agua desionizada fria
(tubo 1) y se agitaron en vortex, se centrifugaron a 12,000 rpm por 10 min a 4<T,
se tomé el sobrenadante y se colocd en un tubo nuevo (tubo 2). El tubo se
envolvié en papel aluminio para evitar la oxidacion de los carotenos, nuevamente
se adiciond 250 pl de hexano (tubo 1), se agité y se centrifugé a 12,000 rpm por
10 min a 4T, recuperando el sobrenadante y colocan dolo en otro tubo (tubo 2).
Se hizo una tercera extraccion adicionando 250 pl de hexano (tubo 1) y se agité y
se centrifugé a 12,000 rpm por 10 min a 4, recupe rando el sobrenadante y
colocandolo en el tubo 2. Al tubo 2 se adicionaron 250 pl de agua desionizada
estéril fria y se centrifug6 a 12,000 rpm por 10 min a 4C. Se recuperaron 400 ul
del sobrenadante en un tubo nuevo eppendorf (para analisis de HPLC) y 200 pl del
resto del sobrenadante en otro tubo nuevo eppendorf (para cuantificar
carotenoides totales en el espectrofotbmetro). Las muestras que contenian 400 pl
se evaporaron durante 30 min en un desecador y se resuspendieron con 200 pl de
etanol absoluto grado HPLC. Posteriormente se tomaron 100 pl de la mezcla 'y se

colocaron en un vial para determinar el contenido de luteina, B-criptoxantina y 3-
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caroteno por HPLC; los pigmentos se identificaron en base a sus caracteristicas
de absorcion y tiempo de retencion en comparacion con estandares de referencia:
luteina, B-criptoxantina y B-caroteno (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).

Se utilizé un equipo Agilent serie 1200 con detector de arreglo de diodos (Agilent,
Waldbronn, Germany), un flujo de 1.5 mi/min y una columna Symmetry C18
4.6X75 mm. Los pigmentos fueron detectados a 450 nm. La fase movil consistio
de acetonitrilo:metanol:cloruro de metilo (40:55:5 v/v/v), 0.05% de trietilamina

(TEA) y 0.1% de butilhidroxitolueno (BHT) (Hart y Scott, 1995).

7.1. Extraccion de clorofilas

Para la obtencién de clorofilas se pes6 0.5 g del material vegetal congelado
y pulverizado, se agregaron 3 ml de acetona 80% fria en condiciones de
obscuridad, se homogeniz6 la muestra, se centrifugo a 2000 rpm durante 2
minutos y el sobrenadante se colectd en un tubo Falcon de 15 ml mientras la
pastilla se lavé dos veces mas agregando 1 ml de acetona 80% y centrifugando

cada vez para recuperar los pigmentos remanentes (AOAC, 1997).

7.1.1. Determinacion de clorofilas

Se determino el contenido de clorofila a (Cl a ), clorofila b (Cl b) y clorofila
total (Cl t) mediante los valores de absorbancia del sobrenadante a 645 y 663 nm
obtenidos en un espectrofotometro BECKMAN modelo DU-640, utilizando una

celdilla de cuarzo Sargent-Welch y como blanco para calibrar el equipo se utilizo
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acetona al 80%. Las férmulas empleadas para dichas determinaciones se
presentan a continuacion:

Cla=12.7 X Aggz — 2.7 X Agas

Clb =22.9 X Agas — 4.7 X Ass3

Clt=20.2 x Agss + 8.05 X Ags3
Donde:

Ases3 €S la obasorbancia de las extracciones a 663 nm
Asas es la obsorbancia de las extracciones a 645 nm

El contenido de clorofilas esta dado en pg/0.5 g peso fresco (AOAC, 1997).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
A. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS VECTORES DE
TRANSFORMACION

Se llevo a cabo la caracterizacion molecular de los vectores de
transformacion pHKQ y pBI426 con enzimas de restriccion (Figura 10). EIl vector
pHK[ se derivé del plasmido pHK30 (Kuroda y col., 2001), el cual contenia el gen
de la B-licopeno ciclasa (Lcy-b), asi como el gen (aadA) que confiere resistencia a
espectinomicina, el promotor (Prrn) y dos sitios de recombinacién homoéloga (trnV
y 3-rps 12/7) en donde se llevara a cabo la integracion del transgen. El vector
pBl426 contenia el gen reportero (gus), asi como el agente selectivo (nptll) con
resistencia a kanamicina, el promotor 35S y el terminador NOS. EIl vector pHK[(3
fue digerido con las enzimas Eco RIy Xba | para liberar el gen de la -licopeno
ciclasa, se obtuvo un fragmento de digestion esperado de 1500 pb
aproximadamente (Figura 10a), mientras que el vector pBl426 fue digerido con las
enzimas Hind Il y Xba | obteniéndose un fragmento de 700 pb que correspondio
al promotor 35S (Figura 10b).
Recientemente se han disefiado nuevos vectores para la transformacion de
cloroplastos, que permiten la insercibn de transgenes en la region repetida
invertida del plastoma entre las secuencias trnV y 3'rps12 o trnl y trnA. Los genes
marcadores son flanqueados por los sitios blanco para Cre o Int, la P1 y phiC31
sitio-especifico de recombinasas de fagos. Cuando se ha obtenido Ila
transformacion uniforme de  todos los genomas del plastido, los genes
marcadores se pueden eliminar por Cre o Int expresado en un gene nuclear (Lutz

y col., 2007).
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1500 pp ——»

700 pp —>

Figura 10. Caracterizacion molecular de los vectore s pHKB y pBIl426 con
enzimas de restriccion. a) Carril 1: Marcador de peso molecular de 1KB; carril 2-
4: pHKp digerido con EcoRIl y Xbal. b) Carril 1: Marcador de peso molecular de

1KB; carril 2-4: pB1426 digerido con Hindlll 'y Xbal.
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B. ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO IN VITRO DE LYCOPERSICON
ESCULENTUM

Se logro establecer un sistema de cultivo in vitro en medio MG (Apéndice)
de Lycopersicon esculentum cultivar Tanksley, a partir del cultivo de segmentos de
hojas que se obtuvieron de plantas de aproximadamente seis semanas de edad.
Se obtuvo la produccion de brotes con una eficiencia de 10 a 15 brotes por
segmento de hoja de tomate, llegando hasta el establecimiento de las plantas en
invernadero. El método que se utilizé para llevar a cabo la asepsia de las semillas
mostré muy buenos resultados ya que el material no presenté contaminaciones
durante el proceso de germinacion.
El tiempo total que se necesitd para obtener una plantula de Lycopersicon
esculentum enraizada in vitro a partir de la desinfestacion fue de 3 meses
aproximadamente. Estas plantulas fueron utilizadas como fuente de explante para
los experimentos de transformacion subsecuentes (Figura 11). Con respecto a la
planta de tabaco no fue necesario establecer las condiciones de cultivo in vitro ya
que el sistema de transformacion de esta planta es de rutina (Maliga, 2004).
Rao y col., (2005) reportaron la induccion de multiples brotes a partir de explantes
de hoja de Lycopersicon esculentum cultivar MicroTom en 20-25 dias en medio
MS, suplementado con 8.9 uM de bencilaminopurina (BAP) y 1.14 uM de Acido 3-
indoleacético (IAA). La elongacion de los brotes se llevo a cabo en medio MS
suplementado con 4.9 uyM de acido 3-indolebutirico (IBA). La produccion de raices
y el desarrollo de la flor se obtuvieron en un tiempo de 7 y 13 dias,

respectivamente.
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Figura 11. Establecimiento del cultivo  in vitro de Lycopersicon esculentum.

El cultivo in vitro se estableci6 a partir de segmentos de hoja.
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C. ESTABLECIMIENTO DEL SISTEMA DE REGENERACION VIA
ORGANOGENESIS INDIRECTA EN PLANTAS DE LYCOPERSICON
ESCULENTUM
1. Induccion y mantenimiento del estado de callo

Los segmentos de cotiledones que fueron expuestos a medio RMOP
suplementado con 0.001 g/L de BAP y 0.0001 g/L de NAA y al medio SM
suplementado con 0.002 g/L de zeatina y 0.0001 g/L de IAA no mostraron
desarrollo de una estructura de callo. Solamente los segmentos de hoja expuestos
al medio RMOP suplementado con 0.001 g/L de BAP y 0.0001 g/L de NAA
tuvieron la capacidad de formar callo, los cuales presentaron una apariencia
compacta, un color verde brillante y un desarrollo normal (Figura 12). Tomando en
cuenta lo anterior, se decidié usar segmentos de hojas como fuente de explante;
ya que fueron los que mostraron formacion de callo. Ademas en la transformacién
de cloroplastos se requiere bombardear areas grandes de hojas, haciendo
impréactico el uso de cotiledones (Bock y col. 2007).
Plana y col., (2006) lograron optimizar un sistema de regeneracion de tomate en
cultivares como Campbell-28, Amalia, Lignon, y Floradle a partir de cotiledones en
medio que contenia sales Murashige y Skoog, 4 mg/L de tiamina, 100 mg/L de
mio-inositol y 3% de sacarosa. Después de dos o tres semanas, 60% de los
explantes mostraron formacion de brote, no se observé ningin cambio en las
caracteristicas morfologicas de regeneracion de la planta y fruto. Una de las
ventajas de este sistema consistié en evitar la formacion de callo y permitio la
recuperacion normal de la planta con una eficacia de 1.45 +/- 0.05 a 2.57 +/- 0.06

brotes por explante.
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Figura 12. Respuesta a la induccién del estado de ¢ allo en tejidos de hoja de
Lycopersicon esculentum. Segmentos de hoja expuestos al medio RMOP,
suplementado con suplementado con 0.001 g/L de BAP y 0.0001 g/L de NAA

tuvieron la capacidad de formar callo.



2. Produccion de brotes, enraizamiento y aclimataci  6n

Los explantes que presentaron brotacion fueron transferidos a medio MG
sin reguladores de crecimiento donde los brotes se elongaron y desarrollaron un
sistema radicular normal. Cuatro semanas fue tiempo suficiente para que las
plantulas desarrollaran un sistema radicular, dando como resultado plantulas con
apariencia fuerte y saludable (Figura 13c y 13d). Las plantulas enraizadas fueron
aclimatadas con un 100% de sobrevivencia y se mantuvieron en invernadero para
gue continuaran su ciclo de desarrollo y hasta las lltimas observaciones se

presentaban aparentemente normales (Figura 13e).

D. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DE EXPLANTES DE TOMATE A
KANAMICINA Y ESPECTINOMICINA EN RELACION CON LA CAP ACIDAD DE
FORMACION DE BROTE

A las tres semanas de exposicion al medio de regeneracibon RMOP
suplementado con las concentraciones del antibiotico kanamicina (0, 50, 100, 200
y 400 mg/L) y espectinomicina utilizadas (0, 50, 100, 200 y 400 mg/L) los
explantes mostraron diferencias significativas en su coeficiente de formacion de
brote (CFB). Los efectos del antibiético fueron notorios a partir de los primeros 15
dias, observandose una interrupciéon en la formacion de callo a concentraciones
elevadas de antibiotico (100, 200 y 400 mg/L), contrastando con el control en los
gue ya se observaba la aparicion de los primeros brotes. En la Figura 14 se
observa que existe una relacién inversa entre la concentracion del antibiético en el
medio y el indice de capacidad de formacién de brote (CFB). A 0 mg/L de

kanamicina la capacidad de formacion de brote fue de 1.7%, a 50 mg/L disminuyé
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Figura 13. Regeneracion completa de Lycopersicon esculentum via
organogénesis indirecta a partir de segmentos de ho ja. a) Obtencion del
explante inicial, b) Induccion del estado de callo, c) Produccién de brotes, d)

Enraizamiento, e) Aclimatacion.
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Kanamicina Espectinomicina

0 mg/L 0 mg/L
50 mg/L 50 mg/L
100 mg/L 100 mg/L
200 mg/L 200 mg/L
400 mg/L 400 mg/L

Figura 14. Sensibilidad de explantes de tomate al antibiotico kanamicina y

espectinomicina en relacion con la capacidad de for macién de brote.
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drasticamente a 0.32%. A 100 mg/L disminuy6 significativamente a 0.18% vy
finalmente con 200 mg/L y 400 mg/L la capacidad de formacion de brote fue de
0% en ambas concentraciones (Figura 15).

Tomando en cuenta lo anterior, se selecciond la concentracién de 50 mg/L de
kanamicina para llevar a cabo una preseleccion de los explantes transformados.
100 mg/L podria resultar una dosis toxica para el tejido en la primera etapa de
seleccion, por lo que se decidié usarla como un segundo tratamiento selectivo,
después de que los explantes se hubieran recuperado en el medio de
regeneracion. Por otro lado, a 0 mg/L de espectinomicina la capacidad de
formacion de brote fue de 1.2%, a 50 mg/L disminuy6 a 0.928%. A 100, 200 y 400
mg/L de espectinomicina no hubo diferencia significativa en la capacidad de
formacion de brote obteniéndose valores de 0.422, 0.23 y 0.324%,
respectivamente (Figura 16). En este caso, para llevar a cabo la etapa de
seleccion de los explantes transformados, se seleccioné una concentracion de
espectinomicina de 400 mg/L ya que fue la dosis mas confiable que permitid
asegurar la recuperacion de plantas transplastomicas y con una alta capacidad de

formacion de brote comparada con la concentracion de 200 mg/L.

E. TRANSFORMACION DE EXPLANTES DE TABACO Y TOMATE M EDIANTE
BIOBALISTICA

Hojas estériles de Lycopersicon esculentum cultivar Tanksley (Figura 17) y
Nicotiana tabacum var. Xanti (Figura 18) fueron bombardeadas con los vectores

pHKB y pBIl426 (materiales y métodos).
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CFB (%)

0 50 100 200 400

Concentracién de kanamicina (mg/L)

Figura 15. Sensibilidad de explantes de Lycopersicon esculentum al
antibiotico kanamicina.  Valores seguidos con la misma letra no difieren

estadisticamente a p= 0.05 de acuerdo a la prueba de diferencias minimas

significativas (dms).
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Figura 16. Sensibilidad de explantes de Lycopersicon esculentum al
antibiético espectinomicina.  Valores seguidos con la misma letra no difieren

estadisticamente a p= 0.05 de acuerdo a la prueba de diferencias minimas

significativas (dms).
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Vector pHKp con el gen Lcy-b

y vector pBI426 con el gen C——>
uidA unidos a particulas de oro

de 0.6 um

Hojas de tomate
bombardeadas

Dos dias
en medio
RMOP

/ RMOP/Espectinomicina 500 mg/L (30 4

meses) o kanamicina 50 mg/L (304

semanas)

RMOP/Kanamicina 50 mg/L

Figura 17. Esquema de la transformacion de cloropla sto en plantas de
tomate. Los vectores pHKP y pBIl426 fueron utilizados para llevar a cabo los
experimentos de biobalistica en hojas de tomate. a) Explantes bombardeados con
el plasmido pHKP seleccionados con espectinomicina. b) Brotes de explantes

bombardeados con el plasmido pBl426 seleccionados con kanamicina.
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Vector pHKp con el gen Lcy-b

y vector pBI426 con el gen C——>
uidA unidos a particulas de oro

de 0.6 um

Hojas de tabaco
bombardeadas

Dos dias
en medio

RMOP

7

RMOP/Espectinomicina 500 mg/L o
kanamicina 50 mg/L (3 0 5 semanas)

RMOP/Kanamicina 50 mg/L

Figura 18. Esquema de la transformacion de cloropla  sto en plantas de
tabaco. Los vectores pHKP y pBIl426 fueron utilizados para llevar a cabo los
experimentos de biobalistica en hojas de tabaco. a) Brotes de explantes
bombardeados con el plasmido pHKP seleccionados con espectinomicina. b)
Brotes de explantes bombardeados con el plasmido pBl426 seleccionados con

kanamicina.
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Cada evento de bombardeo consistid de 30 repeticiones con el vector pHKB y 5
repeticiones con pBI426, a una distancia de 11 cm, una presion de 900 psiy una
concentracion de ADN de 1ug/upl. Los explantes que se bombardearon con el
vector pBI426 sirvieron como control para realizar los analisis histoldgicos,
mientras que los explantes bombardeados con el vector pHKp fueron los que se
analizaron molecularmente.

Bock y col.,, (2001) reportaron que para llevar a cabo la transformacién de
cloroplasto de tomate es importante tener en cuenta: (1) el uso de las condiciones
de luz extremadamente bajas durante la etapa de seleccién (2) la extension
drastica de la fase de seleccidn primaria de tres o cuatro meses comparados con
tres 0 cinco semanas en tabaco (3) el tamafio significativamente pequefio de las
hojas expuestas al medio de cultivo durante la primera seleccion comparado con
la transformacion de plastidos de tabaco (tamafio 6ptimo de 3x3 mm) y (4) la
optimizacion de la seleccion y regeneracion de la planta.

Kuchuk y col., (2005) lograron la transformacion genética de cloroplasto de
Solanéacea rickii mediante el método de biolistica, con el gen aadA, resistente a
estreptomicina y espectinomicina. Las plantas transplastomicas de Solanacea
rickii no presentaron diferencias morfolégicas comparadas con plantas sin
transformar.

Daniell H. y col., (2004) bombardearon cotiledones y hojas de algodon con el
vector pDD-GhaphA-6/nptll, los cuales fueron seleccionados con diferentes
concentraciones de espectinomicina; sin embargo, no se recuperd ningun callo o
plantas transplastomica debido al efecto toxico del antibiotico sobre los explantes

de algoddn. En cambio, cuando se bombardeo callo embriogénico de algodén con
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el mismo vector y seleccionando con kanamicina se obtuvieron lineas
transplastémicas.

Kanamoto y col.,, (2006) describieron el desarrollo de un sistema de
transformacion de plastido en lechuga, cv. Cisco. En promedio, por cada
bombardeo obtuvieron una planta transplastémica de lechuga. Ademas
demostraron que los cloroplastos de la hoja de la lechuga pueden expresar el
transgene que codifica para la GFP aproximadamente en un 36% de la proteina
total soluble. Todas las plantas transplastémicas TO fueron fértiles y la progenie T1

demostrod estabilidad uniforme del transgene en el genoma del cloroplasto.

1. Analisis histologico de explantes de tomate y ta  baco con el plasmido
pBIl426

Una vez bombardeados los explantes de tomate y tabaco con el plasmido
pBl426 se evalu6 el nimero de foci (manchas o puntos azules) como producto de
la expresion transitoria del gen gus, la cual fue considerada como una unidad de
expresion (Hagio y col., 1995).
En la Figura 19 se observan de manera abundante y homogénea los puntos
azules (foci) sobre las hojas de tabaco y tomate como producto de la reaccion
enzimatica llevada a cabo por la enzima B-glucuronidasa.
Tomando en cuenta lo anterior, podemos decir que tanto la concentracion de DNA
del plasmido, la presion y la distancia utilizados, fueron buenas ya que los indices
de expresion transitoria obtenidos con el plasmido pBIl426 fueron altos en los

explantes de tabaco y tomate.
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Figura 19. Expresién del gen gus en explantes de to mate y tabaco. a)
Explantes de tomate sin bombardear, b) Explantes de tabaco sin bombardear, c)
Explantes de tomate bombardeados con el plasmido pBl426, d) Explantes de
tabaco bombardeados con el plasmido pBl426, e y f) Explantes de tomate y

tabaco observados con un estereoscopio bifocal, respectivamente.
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Como se ha reportado, la expresion transitoria de un gen es relativamente facil de
producirse; sin embargo, la recuperacion de transformantes estables se presenta

en porcentajes muy bajos (Russel y col., 1992).

2. Seleccion y regeneracion de explantes transforma  dos de tomate y tabaco

El proceso de seleccion de los explantes de tomate y tabaco bombardeados
con el vector pHK[ se realizd en varias etapas. En la ingenieria transplastomica se
deben alterar uniformemente todas las copias del genoma para que exista una
transformacion genética estable, o sea que en todas las copias se encuentre
integrado el transgen. Esto se obtiene mediante un buen sistema de seleccién con
el antibiético apropiado (Maliga, 2003). La primera ronda de seleccién consistié en
colocar los explantes a medio RMOP con el antibiético espectinomicina (500 mg/L)
para inducir la seleccién de las plantas transplastomicas (Bock, 2001; Svab y
Maliga, 1993), en esta etapa las células no transformadas formaron callos blancos
de bajo crecimiento, mientras que las células transformadas formaron callos
verdes con capacidad de formacion de brote. Es importante mencionar que los
explantes de tabaco se seleccionaron a una intensidad de luz de 70 uE, mientras
gue los de tomate se mantuvieron con una intensidad de luz mas baja de 25 pE
debido a que son muy sensibles a la luz en este estado (Bock y col. 2001).
Posteriormente, los explantes de la primera etapa de seleccidbn que formaron
callos verdes se colocaron en medio RMOP con espectinomicina (500 mg/L) y el
mismo tejido se colocod con espectinomicina (500 mg/L) y estreptomicina (500
mg/L) (Svab y col., 1993), esto con la finalidad de diferenciar transformantes de

posibles mutantes espontaneas (Figura 20). Las clonas transformantes fueron
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Figura 20. Seleccién y regeneracion de clonas trans  plastdmicas. (a) Los
explantes resistentes a espectinomicina regeneraron después de 4-6 semanas
después de bombardeados; (b) Las explantes verdes provenientes de la
regeneracion en medio con espectinomicina y estreptomicina indicaron la
transformacion de su genoma plastidico mientras que los explantes blancos

correspondieron a mutantes esponténeas.
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resistentes a estreptomicina y espectinomicina, mientras que las mutantes
espontaneas fueron sensibles a la estreptomicina. Durante esta etapa, los
primeros callos de tomate eran de color verde pero a los cuatro meses en
seleccion mostraron indices severos de oxidacion y no fue posible regenerar
ningln material resistente a la seleccion con el antibiético (Figura 21). Lo anterior
pudo deberse a que no se llevé a cabo una correcta integracion del transgen por el
mecanismo de recombinacion homologa. Una de las principales limitaciones en
esta tecnologia es la carencia de secuencias completas del genoma del
cloroplasto en algunas plantas de importancia econémica. Estas secuencias son
necesarias para identificar las regiones intergénicas 6ptimas donde se llevara a
cabo la integracién de transgenes por recombinacion homéloga; ademas, conocer
la regulacién de secuencias endogenas para una 6ptima expresion del transgen
(Daniell y col., 2005; Maier y Schmitz-Linneweber 2004). En plantas superiores,
cerca del 50% de cada genoma del cloroplasto, contiene regiones no codificantes
y regiones reguladoras (Saski y col., 2005; Heces y col., 2006; Daniell y col.,
2006).

Por lo mencionado anteriormente, solamente fue posible la regeneracion de los
callos verdes transformantes de tabaco que se colocaron en medio MG sin
reguladores y suplementado con Espectinomicina (500 mg/L) hasta la aparicién de
una raiz vigorosa. Las plantas regeneradas se transfirieron a maceta y se llevaron
a invernadero. Mostraron cambios fenotipicamente visibles en el color de sus
hojas, hubo pérdida de clorofila (Figura 22). Por otro lado, se logré la regeneracion
de callos de tomate y tabaco bombardeados con el vector pBI426 en medio MG

suplementado con 100 mg/L de kanamicina.
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Figura 21. Formacién de callos de tomate en medio R MOP seleccionados

con espectinomicina (500 mg/L).

Figura 22. Fenotipos de plantas de tabaco. a) Tabaco transplastémico, b)

tabaco sin transformar.
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Los callos mostraron una apariencia sana e inicios de brotacion durante los
subcultivos en presencia del antibiotico. Se transformaron 1600 explantes de
tomate con el plasmido pHKPB y se obtuvieron 30 brotes resistentes a
espectinomicina durante la primera etapa de seleccion, lo que representa el
1.87%. En las rondas posteriores de seleccién no fue posible la regeneracion de
estos explantes. En el caso de tabaco se transformaron 130 explantes y el
namero de brotes resistentes a espectinomicina durante la seleccion fue de 20, lo
gue nos da un 15.3% de eficiencia de transformacion. Los brotes seleccionados
fueron designados como tpfl, tpP2, hasta tp20. Los materiales seleccionados

fueron analizados molecularmente para comprobar la presencia del transgen.

F. ANALISIS MOLECULAR DE LAS PLANTAS TRANSFORMADAS

1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los 20 brotes de tabaco sobrevivientes a la seleccién que fueron bombardeados
con el plasmido pHK[ se analizaron mediante PCR para corroborar la presencia
del gen Lcy-b en estas plantas. En la Figura 23 se observé en los carriles 1 al 7 la
amplificaciéon de un fragmento de 700 pb correspondiente al gen Lcy-b de 7
posibles candidatas que fueron transformadas con el plasmido pHKp (tpB1, tpB2,
tpB3, tpP4, tpPs, tpP6 y tpB7), el resto de las muestras no amplificaron el gen Lcy-b
por lo que no se tomaron en cuenta para los analisis posteriores. La presencia de
estos fragmentos de manera preliminar sugiere que los materiales de donde se
obtuvo el DNA es transplastomico. Todas las muestras anteriores fueron
evaluadas posteriormente mediante un analisis tipo Southern blot para confirmar la

integracion del gen.
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1.636 pb
1.018 pb

517 pb
506 pb

Figura 23. Amplificacion del fragmento de 700 pb de 1 gen Lcy-b en plantas de

tabaco transplastémicas. Carriles 1-7) Muestras de candidatas tpf31, tpp2, tpp3,
tpp4, tpP5, tpp6 y tpB7, respectivamente, 8. Control positivo plasmido pHKp, 9.

Control negativo (agua); PM: marcador molecular 1KB (In vitrogen).
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2. Analisis tipo Southern blot

El analisis Southern blot confirmo la integracién estable del gen Lcy-b en el
genoma plastidico de plantas de Nicotiana tabacum, asi como el estado de
homoplasmia de estas plantas. En la Figura 24 se observa el mapa parcial del
genoma plastidico sin transformar como blanco para el vector pHK[. La Figura 25
muestra el autoradiograma donde se detectaron sefales positivas del carril 1 al 5,
correspondientes a la hibridacion de la sonda 16S con el plasmido pHKp. Estas
muestras presentaron bandas de 4.0 kb y 1.36 kb que correspondieron a plantas
transplastomicas, mientras que en el carril 6 se observé una banda de 3.0 kb que
correspondié a una planta sin transformar (tipo silvestre). Las muestras 1, 2, 3,4y
5 presentaron un estado homoplastémico, es decir que en el genoma de los
cloroplastos se encuentra integrado el gen Lcy-b y el gen aadA. Esto fue posible al
seleccionar los explantes en tres ciclos, bajo una presion selectiva con
espectinomicina (500 mg/L) y estreptomicina (500 mg/L).
Es importante mencionar que la muestra 1 también presenté una banda de 3.1 kb
aproximadamente que corresponde al patron de una planta tipo silvestre. La
persistencia de ésta sefial incluso después de mdultiples rondas de seleccion, se
presenta con frecuencia en lineas transplastémicas y es causada generalmente no
porque no esté presente un estado heteroplastomico, sino por la presencia de
ADN promiscuo del plastido en uno de los otros dos genomas de la célula de la
planta. Esta establecido que durante la evolucion los fragmentos grandes de DNA
del cloroplasto se han integrado en el genoma nuclear y mitocondrial por lo que el

DNA promiscuo no funcional puede producir bandas correspondientes a DNA del
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Figura 24. Mapa parcial del genoma plastidico sint  ransformar como blanco
para el vector pHK . Las lineas cruzadas indican las regiones donde se llevo la
integracién del transgen por recombinacién homodloga via LTR y RTR (por sus

siglas en inglés left targeting regions y right targeting regions).
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Figura 25. Andlisis tipo Southern blot de lineas tr  ansplastomicas de tabaco.
El ADN total fue digerido con EcoRlI y se hibridd con la sonda detectando la regiéon
del genoma del plastido que flanqueo el sitio de insercion del transgen. Carriles

1-5) Muestras tpp1, tpp2, tpP3, tpp4 y tpPs; 6. Muestra sin transformar.



tipo silvestre en el andlisis de lineas transplastémicas con estado homoplastomico

(Bock y col., 2007).

Tomando en cuenta el nimero total de hojas bombardeadas de tabaco y el
namero de plantas que resultaron positivas en el analisis Southern blot,
observamos que la eficiencia de transformacion de plantas transplastomicas de

tabaco fue de 3.8%.

3. Andlisis tipo Northern blot

La regulacion de RNAm en plastidos es un importante mecanismo
postranscripcional. Por lo tanto se evalué la acumulacion de RNAm del gen Lcy-b
en las plantas transplastémicas de tabaco (Figura 26).
En la Figura 26a que corresponde a la extraccion de RNA, se observa que las
muestras 1, 2, 3, 4, 5y 6 contienen el RNA ribosomal 23S y 16S del plastido. En la
Figura 26b se observa la sefal positiva de las cinco muestras a la hibridacion con
la sonda para [-licopeno ciclasa encontrando la presencia de RNAmM
monocistrénico que contiene el gen Prrn (0.9 kb) y el transcrito dicistronico
contiene el gen aadA (2.0kb), confirmando asi la expresion del RNAm de Lcy-b en
cloroplastos de plantas de tabaco.
De acuerdo a lo reportado por Bock y col., (2007) mencionan que este tipo de co-
transcripcion se observa comunmente en las lineas transplastomicas que cargan
genes de seleccidén y genes de interés en la misma orientacion.
Esto coincide con los resultados del analisis tipo Northern blot realizado a las

muestras de tabaco transplastdmico que se obtuvieron de la transformacion con el
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Figura 26. Acumulacion del RNAm del gen  Lcy-b en plastidos de plantas de
tabaco. Carriles 1-5) Muestras tpB1, tpp2, tpP3, tpp4 y tpp5; 6. Muestra sin

transformar (control negativo).
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plasmido pHKp, el cual contiene el gen de seleccibn aminoglicosido 3'-
adeniltransferasa (aadA) que confiere resistencia a espectinomicina, bajo el
control del promotor RNAr plastidico (Prrn) y una region 3’-no traducida del gen
plastidico (atpB) de la subunidad B de la ATP sintasa para una eficiente

trascripcion y estabilizacion de RNAm.

G. ANALISIS DEL CONTENIDO DE CAROTENOIDES EN HOJAS DE TABACO
TRANSPLASTOMICO

Para conocer los niveles de luteina, B-criptoxantina y [-caroteno en las
lineas transplastomicas de tabaco que expresaron el gen Lcy-b se llevd a cabo la
extraccion y cuantificacion del contenido de carotenoides en estas plantas y en
plantas sin transformar. Para llevar a cabo la cuantificacion de carotenoides en
estas plantas primeramente se corrieron los estandares de luteina, B-criptoxantina
y B-caroteno por HPLC. En la Figura 27 se observé el perfil cromatografico de los
estandares comerciales de luteina, B-criptoxantina y B-caroteno. Se observaron 3
picos principales con un tiempo de retencibn de 1.0, 24 y 6.1 min,
respectivamente. Posteriormente se corrieron las muestras de las plantas
transplastomicas de tabaco y una planta no transplastbmica como control
obteniéndose los cromatogramas, como se muestra en la Figura 28a y 28b,
respectivamente. Es importante mencionar que los tiempos de retencion de las
muestras analizadas correspondieron con los tiempos de retencion de los

estandares de luteina, B-criptoxantina y 3-caroteno. Una vez analizadas cada una
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Symmetry C18. a, b y c) Perfil cromatografico del estandar comercial de luteina,
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de las muestras se observo que el nivel de B-caroteno oscil6 entre 2.93 y 6.97
Mg/g de peso seco, mientras que [B-criptoxantina y luteina oscilaron entre 0.17 y
4.31 ug/gy 0.07 y 0.4 ug/g de peso seco, respectivamente (Cuadro 8).

De manera general, en la muestra tpp4 el contenido de [3-caroteno (pro-vitamina
A) incrementd casi el doble comparado con la plantas sin transformar, ademas
presento los niveles mas altos de B-criptoxantina y -caroteno en comparacion con
el resto de las muestras analizadas.

Bock y col. (2007) reportaron un incremento de cuatro veces mas los contenidos
de provitamina A en plastidos de tomate mediante la transformacion del genoma
de cloroplastos.

Nuestros resultados muestran que se establecié una relacion entre el nivel de
transcrito con respecto a la cantidad de (-caroteno, ya que se comprobo que la
muestra tpp4 fué la que presenté el nivel mas alto de transcrito de Lcy-b (Figura
26b) asi como el nivel mas alto de -caroteno (Tabla 8).

Por lo que podemos concluir que probablemente la acumulacion de pigmentos

esta enfuncion del nivel de transcrito de Lcy-b.

90



Cuadro 8. Contenido de carotenoides en hojas de tab

transplastomicas ( Mg g-1 peso seco).

extracciones de pigmentos y analisis independientes de HPLC.

aco sin transformar y

Los valores fueron medias de tres

TpB1

tpB2

tpBs

tpBa

tpBs

Planta sin

transformar

Luteina
[-criptoxantina
[-caroteno
Clorofila a
Clorofila b
Carotenoides
totales

Clorofila total

0.0923+0.0031
0.616+0.0084
4.3335+0.0459
63.45+0.0282
99.335+0.0212
5.044+0.0049

163.5+0.5656

0.076+0.0042
0.1763+0.0029
2.93+0.0424
59.83+0.0141
113.05+0.0565
3.1845+0.0035

173.26+0.0353

0.0835+0.0035
1.206+0.0028
3.998+0.0028
59.36+0.0282
114.96+0.0141
5.286+0.0007

174.545+0.0070

0.409+0.0014
4.312+0.0028
6.9725+0.0148
57.845+0.0353
36.545+0.0212
11.692+0.0007

94.655+0.0353

0.223+0.0014
3.6035+0.0021
4.95+0.0424
61.57+0.0282
66.46+0.0424
8.774+0.0021

128.35+0.0424

0.4065+ 0.0049
0.52 +0.0197
4.0435+0.0091
59.76+0.0424
78.44+0.0282
4.945+0.0353

138.3+0.2828
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VII. CONCLUSIONES

1) Se logré establecer un sistema de regeneracion via organogénesis indirecta en
plantas de Lycopersicon esculentum a partir de segmentos de hoja expuestos al
medio RMOP suplementado con 0.001 g/L de BAP y 0.0001 g¢g/L de NAA,

mostrando capacidad de formacién de callo.

2) Se logré la regeneracion de callos de tabaco bombardeados con el vector
pHK} resistentes a espectinomicina (400 mg/L) en medio MG, mientras que callos
de tomate seleccionados con espectinomicina (400 mg/L) en medio MG no
regeneraron obteniéndose indices severos de oxidacion debido a una incorrecta

integracion y expresion del transgen mediante recombinacion homoéloga .

3) Se logré la amplificacion de un fragmento de 700 pb correspondiente al gen
Lcy-b en las muestras tppl, tpPB2, tpP3, tpp4, tpp5, tpB6 y tpp7 de tabaco

transformadas con el plasmido pHK}.

4) En el analisis molecular, se comprobo la integracion de los genes.

a) Se confirmo la integracion estable del gen Lcy-b en el genoma plastidico

de plantas de Nicotiana tabacum mediante analisis tipo Southern blot

comprobandose el estado homoplastémico de éstas plantas.
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b) Se confirmé la expresion del RNAm de Lcy-b en cloroplastos de plantas
de tabaco mediante el analisis tipo Northern blot encontrando la presencia
de RNAmM monocistrénico que contiene el gen Prrn (0.9 kb) y el transcrito

dicistronico conteniendo el gen aadA (2.0kb).

5) Se logroé incrementar el contenido de (-caroteno (pro-vitamina A) en una de las

lineas de plantas transplastémicas de tabaco.
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IX. APENDICE

Medio MG gr/l
MS (Murashige y Skoog, 1962) 4.43
Sacarosa 15
Fitagel 25
pH 5.8
Medio MS-15% maltosa gr/l
Maltosa 150
MS (Murashige y Skoog, 1962) 4.4
Vit. B5 1000X 1
2.4 D 1000 mg/L 1
Fitagel 2.5
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Preparacion de solucién de reaccion de  B- glucuronidasa

Concentracion Stock Concentracion final

NaPO, (pH 7)* 1M 100 mM
EDTA (pH 7) 0.5M 10 mM
K4Fe(CN)g (fotosensible) 0.5 M 0.5 mM
Triton X-100 10% 0.1%

Esterilizar las soluciones en autoclave.

* Para preparar la solucion de fosfatos pH 7, mezclar 57.7 ml de Na,HPO, 1 M

méas 42.3 ml de NaH,PO, 1M. Llevarlo a un litro con agua desionizada. El

resultado es una solucién 0.1 M de concentracion.

La solucidon final se almacena en congelacion (-20C) hasta que se requiera

prepararlo con el X-Gluc (acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-glucurdénico).

Para preparar 50 ml de reactivo:

1.

o & D

Pesar 25 mg de X-Gluc.
Disolver con 500 pl de DMSO.
Agitar en vortex.

Adicionar al buffer.

Cubrir con aluminio y almacenar en congelacion.
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