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RESUMEN

Diversos son los ejemplos de situaciones en las que se desearia tener sistemas de
produccion de biofarmacos mas baratos, rentables y eficientes por su alta demanda en la
sociedad. Al respecto, la modificacion genética de cloroplastos representa una valiosa
alternativa en la produccion de proteinas con aplicaciones terapéuticas al reducir
considerablemente los costos de produccion que son inherentes a los procesos
convencionales de fermentacion, purificacion y almacenamiento en frio.

Al ser organelos semiautonomos, los cloroplastos contienen la maquinaria metabdlica
necesaria para llevar a cabo la replicacion, transcripcion y traduccion de los genes
codificados en su genoma y de genes exdgenos que puedan introducirse mediante alguna
técnica de modificacion genética, como la biobalistica. Sin embargo, la mayoria de las
investigaciones sobre modificacion genética de cloroplastos se han realizado en Nicotiana
tabacum que contiene altas concentraciones de alcaloides y toxinas.

En este trabajo se realizd el disefio y construccion de un vector especifico para la
modificacion genética de Medicago sativa (alfalfa) y el establecimiento de un protocolo de
regeneracion para los tejidos de esta planta. Alfalfa es una especie vegetal inocua para
seres humanos y animales, por lo que la expresion de proteinas terapéuticas en sus
cloroplastos seria una mejora considerable con respecto al modelo convencional de tabaco.
Para la construccion del vector especifico de transformacion de alfalfa se utilizé la regién
psSbA — trnH de M. truncatula, en la cual se insertd un sitio de clonacion multiple con 19 sitios
de restriccion unicos. De estos sitios, EcoRV fue utilizado para insertar el gen aadA que
confiere resistencia a espectinomicina y/o estreptomicina a las especies sensibles a estos
antibioticos. La regién psbA — trnH es altamente conservada entre las diferentes especies de
leguminosas y podria usarse efectivamente en la modificacién genética de muchas de ellas.
El vector también tendria la versatilidad para utilizarse como vector de extensién, haciendo
que un grupo o conjunto de genes exdgenos puedan ser expresados con solo insertarlos
corriente abajo del codén de término del gen psbA sin la necesidad de utilizar un promotor
adicional al del gen psbA.

El protocolo de regeneracién propuesto podria emplearse para la formacién y propagacion
de callos en medio MS con &cido 2,4-diclorofenéxiacético (2,4-D) y bencilaminopurina (BAP)
a partir de los tejidos no modificados. El tejido calloso disgregado podria ser utilizado para
bombardear con el vector construido y obtener, a partir de estos, brotes resistentes a

espectinomicina en medio MS con 2,4-D y cinetina.
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ABSTRACT

There are several examples of situations in which systems would be cheaper, profitable and
efficient for biopharmaceuticals production, due to its high demand in society. In this regard,
chloroplasts genetic modification represents a valuable alternative in the production of
proteins with therapeutic applications, significantly reducing the production costs that are
inherent to fermentation, purification and conventional cold storage processes.

As semi-autonomous organelles, chloroplasts contain the necessary metabolic machinery to
carry out replication, transcription and translation of genes encoded in its genome and
exogenous genes, which can be introduced by a modification technique like biolistic.
However, most research on genetic modification of chloroplasts has been made in the
tobacco plant (Nicotiana tabacum), which contains high concentrations of alkaloids and
toxins.

In this work, it was completed the design and construction of a specific vector for alfalfa
genetic modification (M. sativa) and the establishment of a tissue regeneration protocol for
this plant. Alfalfa is a safe plant species for humans and animals, so that the expression of
therapeutic proteins within it represents a considerable improvement over the conventional
tobacco model.

For the construction of the specific transformation vector it was used the alfalfa (M.
truncatula) psbA — trnH region, which was inserted into a multiple cloning site (MCS) with 19
unique restriction sites. Of these sites, EcCoRV was used to insert the aadA gene that confers
resistance to spectinomycin and / or streptomycin to susceptible species to these antibiotics.
PsbA — trnH is highly conserved among different legume species and could be effectively
used in genetic modification of many of them. The vector would also have the versatility to be
used as a extension vector, making it possible that a group or set of exogenous genes be
expressed by simply inserting the codon downstream end of the psbA gene without the need
for an additional psbA gene promoter.

The regeneration protocol could also be used to grow callus on MS medium with 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2.4-D) and benzylaminopurine (BAP) from non modified tissue,
and to acquire somatic embryos in MS medium with 2.4-D and kinetin to obtain genetically

modified non chimeric plants.
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1. INTRODUCCION.

Una de las areas de mayor impacto de la Biotecnologia, no solo desde el punto de
vista tecnoldgico sino econdmico y social, es la produccién de proteinas recombinantes
(heterdlogas) con aplicaciones terapéuticas, ya que estas pueden producirse en grandes
cantidades de forma segura y continua y con ello abastecer la gran demanda de estas para
el tratamiento de diversas enfermedades.

En sus inicios, la produccién de proteinas recombinantes se limitd al empleo de la
ingenieria genética para manipular el material genético contenido en el citoplasma celular de
algunas bacterias, levaduras y células animales, y aun en la actualidad la mayoria de las
proteinas recombinantes disponibles comercialmente son producidas usando sistemas
eucarioticos y procaridticos tradicionales, incluyendo aquellas de uso terapéutico humano y
animal (Huang y McDonald, 2009). Sin embargo, en los ultimos afios el empleo de células
vegetales y de los plastidos contenidos en ellas, en especial los cloroplastos, han cobrado
importancia como medio de produccion de proteinas recombinantes debido a que estos
ultimos son centros biosintéticos trascendentales que ademas de llevar a cabo el proceso de
la fotosintesis son responsables de la produccién de importantes compuestos como
proteinas, aminoacidos, carbohidratos complejos, acidos grasos y pigmentos (McBride y
Stalker, 2006). Mediante la modificacion in vitro del genoma de cloroplastos se puede lograr
la expresion de diversas proteinas con primordiales aplicaciones terapéuticas en la medicina;
tema de interés de la presente tesis.

Dentro de los beneficios inherentes a la expresion de transgenes insertados en el
genoma de cloroplastos se pueden enfatizar los altos niveles de expresion, que en algunos
casos son superiores al 70% de la proteina soluble total en plantas (Oey et al., 2009), la
ausencia del silenciamiento de genes y de la variacion de los efectos de posicion (Maliga,
2003), la habilidad para expresar diversos genes a partir de un unico promotor (De Cosa et
al., 2001), la herencia genética uniparental de los plastidos, la prevencion de la transmision
de DNA exdogeno mediante el polen, la integracién de genes mediante el proceso de
recombinacion homologa y la eliminacion de interacciones adversas en el citoplasma
(Heifetz, 2000; McBride y Stalker, 2006).

Una célula vegetal tipica puede contener aproximadamente 100 cloroplastos con
cerca de 100 copias idénticas del genoma plastidial dentro de cada uno de estos, dando un

posible total de hasta 10,000 genomas idénticos por célula (James et al., 2005; Maliga, 2003;
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Heifetz, 2000) lo que hace a la modificacion genética de cloroplastos un sistema de
expresiéon sumamente rentable y prometedor.

La modificacion del genoma del cloroplasto, como ultimo fin, tiene diversas ventajas y
aplicaciones con respecto a la modificacion nuclear y a la modificacion de células no
vegetales, pero para lograr esa modificacién plastidial es necesario desarrollar antes tres
areas de investigacion: 1) el disefio y construccion de un vector transformante especifico que
contenga las secuencias de ADN consideradas como necesarias para lograr la modificacion
del genoma del cloroplasto, asi como para la posible expresiéon de la proteina de interés
(promotor y terminador); 2) el desarrollo de un protocolo de cultivo de tejidos vegetales que
permita la regeneraciéon de las células que han sido modificadas genéticamente; en esta
segunda area es posible obtener diversos resultados, desde células que pueden crecer en
medios de cultivo liquidos, hasta plantas completas, quiméricas o no quiméricas, con
cloroplastos cuyo genoma ha sido modificado y; 3) propiamente el establecimiento de la
metodologia de transformacion genética por bombardeo de microparticulas para la especie
vegetal en cuestion, en este caso alfalfa

Por lo anterior, los temas centrales a tratar en los antecedentes abarcan aspectos
relacionados con el genoma del cloroplasto y el disefio y construccion de un vector
transformante, aspectos relacionados con el cultivo de tejidos, asi como aspectos

relacionados con las técnicas de modificacion genética de cloroplastos.
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2. ANTECEDENTES.

Las células de algas y plantas terrestres contienen cloroplastos con genomas
circulares autorreplicativos que pueden variar en tamafio desde 50 hasta 290 kb y una sola
célula vegetal puede contener hasta 10,000 copias de un mismo genoma debido al numero
de cloroplastos contenidos en ella (Maliga, 2003). Estos cloroplastos tienen un sistema activo
de recombinacion homologa, y como consecuencia de ello el genoma se encuentra en un
continuo estado de intercambio inter e intramolecular, facilitando asi la precisa integracién
dirigida de secuencias de DNA exdgeno que luego se propagan a todas las copias del
genoma de ese y de los demas cloroplastos de la célula (Heifetz, 2000). De esta forma la
sobreexpresion de proteinas recombinantes dentro de células cuyo genoma plastidial ha sido
modificado (células transplastomicas) ofrece entonces una alternativa atractiva en
comparacion con los sistemas convencionales en relacion con los costos de produccion

inherentes a esta actividad al emplear a las plantas como biorreactores (James et al., 2005).

2.1. Proteinas recombinantes (Heterélogas).

Las proteinas recombinantes o heter6logas son aquellas expresadas a partir de una
molécula de ADN artificial disefiada y construida in vitro por la uniéon de secuencias de ADN
de dos o0 mas origenes diferentes. Al introducir esta molécula artificial en una célula huésped
se puede producir en ella una modificacion genética transitoria o0 permanente que permite la
expresion de la proteina recombinante.

Como se menciond anteriormente, durante algun tiempo, la produccién de proteinas
recombinantes se limitd al uso de algunas bacterias, levaduras y células animales, y aun
actualmente la mayoria de estas proteinas, incluyendo aquellas de uso terapéutico humano y
animal, son producidas usando sistemas eucaridticos y procariéticos tradicionales. Estos
sistemas tradicionales incluyen células animales (45%), particularmente células de Ovario de
Hamster Chino (CHO), levaduras (15%), células de insecto (sistemas de baculovirus, aunque
de forma poco extendida) o cultivos bacterianos (40%), principalmente de Escherichia coli
(Huang y McDonald, 2009). Con el paso del tiempo las células vegetales y los plastidos
contenidos en ellas, como los cloroplastos, amiloplastos y cromoplastos, han cobrado
importancia debido a los beneficios que conlleva la induccién de la expresion genética en

estas células y sus organelos. Hoy en dia existen mas de 300 reportes de proteinas con
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aplicacion terapéutica producidas en plantas (anticuerpos, fragmentos uUnicos de cadena
variable (scFv), antigenos, vacunas, hormonas, factores de crecimiento y proteinas
componentes de la sangre humana) (Huang y McDonald, 2009), por otra parte un gran
numero de genes heterdlogos han sido expresados especificamente en cloroplastos de
plantas superiores, incluyendo proteinas reporteras para monitorear la eficiencia de
elementos regulatorios, proteinas con aplicaciones agrondmicas, como resistencia a
herbicidas, resistencia a patégenos, proteinas con aplicaciones terapéuticas, como vacunas
y anticuerpos y otra gran variedad de enzimas heterdlogas (Koop et al., 2007).

El numero de proteinas recombinantes usadas con aplicaciones terapéuticas se ha
incrementado considerablemente en los ultimos 20 afos. Muchas de estas aplicaciones
comprenden glicoproteinas complejas y anticuerpos con relativamente altas necesidades de
produccién. Estas necesidades han guiado al desarrollo de una amplia variedad de mejoras
en la tecnologia de expresion de proteinas, particularmente en sistemas de cultivo de células
de mamifero y microbianos. Ha sido solo durante los pasados 25 afios que las plantas se
han usado para la producciéon de proteinas recombinantes especificas.

En 2002 habia cerca de 155 proteinas terapéuticas aprobadas en Europa y Estados
Unidos, y en la actualidad hay mas de 200 péptidos y proteinas terapéuticas aprobadas en la
lista de la FDA. Solo el mercado de las enzimas de uso industrial alcanzé un valor
economico de 2 billones de dolares en el 2000, mientras que aquellas de aplicacion
terapéutica en 1996 llegaban a los 2.3 billones de dolares (Koop et al., 2007). La realidad
hoy es que en 2009 el mercado para los productos proteinicos biofarmacéuticos alcanzé los
50 billones de dolares estimandose para el 2010 en 100 billones de délares (Huang y
McDonald, 2009).

Se sabe que existen diversos modelos de expresion de proteinas recombinantes,
tanto eucariéticos como procarioticos, y que cada uno de estos modelos tiene ventajas y
desventajas dependiendo del tipo y estructura de la proteina a expresar, pero en general la
seleccion de alguno de los modelos se basa en el costo de produccion y en la capacidad de
los modelos para sintetizar las proteinas y llevar a cabo eventos o modificaciones
postraduccionales necesarias para el correcto plegamiento y funcion de la proteina.

Los cloroplastos no pueden llevar a cabo todo tipo de modificaciones post-
traduccionales (Ma et al., 2003), pero debido a la interrelacion existente entre los diversos
compartimientos celulares como el nucleo, la mitocondria y los mismos plastidos, se pueden

obtener proteinas complejas de una manera aceptable.
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2.2, Cloroplastos.

Los plastidos como los cloroplastos en plantas superiores son organelos
semiautbnomos que cuentan con su propia maquinaria de replicacion, transcripcidn y
traduccion (Maliga, 2003), son capaces de llevar a cabo el proceso de la fotosintesis, y de
sintetizar compuestos como aminoacidos, carbohidratos complejos, acidos grasos y
pigmentos, ademas de proteinas, por lo que al modificar su genoma es posible sintetizar
proteinas recombinantes aprovechando su maquinaria de replicacién, transcripcion y
traduccion (McBride y Stalker, 2006).

A pesar de lo anterior, la modificacién de genomas plastidiales es rutina solo en la
planta del tabaco y del alga Chlamydomonas reinhardtii. La modificacibn de genomas
plastidiales en otras especies, si bien ha sido desmostrado para algunas como lechuga
(Lelivelt et al., 2005), soya (Moravec et al., 2007), papa y jitomate (Jiang et al., 2007), entre
otros, el establecimiento de protocolos de transformacién asi como la obtencién de niveles
de expresion similares a los obtenidos con la planta del tabaco aun se encuentra en
discusién y desarrollo.

Sabemos que en las plantas se encuentran mitocondrias y que estos organelos
también tienen su propio genoma, pero en contraste con estos la organizacion del genoma y
capacidad codificante en plastidos exhibe relativamente pequefas variaciones
interespecificas en regiones codificantes (James, 2005), esto se debe a que los genomas de
los cloroplastos a lo largo de las diferentes especies de plantas son altamente conservados.

El genoma del cloroplasto, altamente conservado en diversas especies contiene
cerca de 120 a 130 genes densamente empacados en dos regiones invertidas repetidas o en
copias de dos regiones unicas (Lilly et al., 2001 en James et al., 2005). Estos genes caen
dentro de dos categorias: (i) genes relacionados con el proceso de la fotosintesis y (ii) genes
del sistema genético que comprenden la sintesis de rRNAs, tRNAs, proteinas ribosomales y
subunidades de la RNA polimerasa. Sin embargo, la gran mayoria de las proteinas
plastidiales se encuentran codificadas en el nucleo (Fligge, 2001)

Los plastidos también exhiben un particular arreglo y expresiéon de los genes,
presentando caracteristicas Unicas que son una mezcla de funciones procaridticas y
eucarioticas. Por ejemplo, los genes plastidiales se organizan en operones y son co-

expresados para producir mMRNAs policistronicos. Aun mas, la regulacién en la expresion de
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los genes ocurre a varios niveles, incluyendo la transcripcién, el procesamiento y estabilidad
del RNA, asi como la traduccion y procesos postraduccionales (James et al., 2005).

El nimero de copias de genes codificadas en dos regiones invertidas repetidas de las
plantas superiores alcanza cerca de las 20,000 copias, resultando en altos niveles de
expresion de los transgenes. La expresion de algunas proteinas exogenas ha llegado a ser
del 70% de la proteina soluble total (Oey et al., 2009).

2.3. Producciéon de compuestos de interés terapéutico en plantas.

Desde principios de los afios 90 se han producido compuestos de interés terapéutico
como diferentes antigenos vacunales en plantas transgénicas y se ha comprobado que son
capaces de desarrollar una respuesta inmune frente a importantes patégenos humanos o
animales. Algunas de ellas estan en fase clinica de estudio y, en concreto, la vacuna frente
al virus Norwalk en 2002 se encontraba pendiente de aprobacion para uso comercial en
EEUU (Farran et al., 2002). La produccion de vacunas en plantas tiene las siguientes
ventajas frente a los sistemas tradicionales de administracion de virus muertos o atenuados:
mayor seguridad biolégica, ya que las plantas no se contaminan con patdégenos humanos o
animales; la planta podria administrarse de forma sencilla por via oral en forma de unidosis
encapsulada, evitando el empleo de agujas y jeringas; no se requiere el mantenimiento de
una cadena de frio para la conservacion de la vacuna; sistema econémico de produccion y
facilmente escalable con las técnicas agricolas convencionales; posibilidad de producir

vacunas multicomponentes (Farran et al., 2002).

2.4. Expresion de proteinas en Células Vegetales.

Después de que la hormona de crecimiento fuera producida por vez primera en
células de tabaco en 1986, muchas otras proteinas, incluso de origen humano, han sido
obtenidas de células vegetales (Barta et al., 1986; Staub et al., 2000).

En 1989 la IgG1 (ester fosfonato) fue el primer anticuerpo expresado en células de
tabaco, demostrando de esta manera que las plantas podian ensamblar proteinas complejas
(Ma et al., 2003).
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La autenticidad estructural de las proteinas recombinantes expresadas en plantas se
confirmé en 1992, cuando las plantas fueron usadas por primera vez en la produccion de una
vacuna experimental: el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBV) (Hugh et al.,
1992). Posteriormente se comprobaria que la vacuna producida en células de tabaco era
capaz de conferir respuesta inmunoldgica después de ser inyectada en ratones (Ma et al.,
2003).

Mas recientemente las células vegetales han sido utilizadas para producir enzimas a
nivel industrial, proteinas técnicas con aplicaciones en investigacion, proteinas de la leche
empleadas como suplementos nutricionales y nuevos polimeros proteinicos con aplicaciones

tanto médicas como industriales (Ma et al., 2003).

Algunos antigenos virales que han sido expresados exitosamente en cloroplastos de plantas

superiores se anotan a continuacion:

Tabla 1. Antigenos virales y bacterianos expresados exitosamente en cloroplastos.

Antigeno Enfermedad relacionada al Especie en la que Referencia
patégeno se expreso
A27L Infeccion por virux Orthopox Tabaco Rigano et al., 2009
HPV 16 L1 Cancer cervical papilomavirus Tabaco Fernandez et al., 2008
2L.21:CTB Infeccion parvovirus canino Tabaco Molina et al., 2004
Pr559%9 Infeccién por VIH Tabaco Scotti et al., 2009
P24 Infeccion por VIH Tabaco McCabe et al., 2008
P24 P24:Nef Infeccion por VIH Tabaco Zhou et al., 2008
VP6 Infeccion por rotavirus Tabaco Birch-Machin et al., 2004
LTB-ST Inf. E coli Ent. Tabaco Rosales et al., 2009
CTB Colera Tabaco Daniell et al., 2001
CTB-AMA Colera-Malaria Tabaco Davoodi-Semiromi et al., 2010
F1-V Plaga Tabaco Arlen et al., 2007,2008
TetC Tetanos Tabaco Tregoning et al., 2003, 2005
OspA Lyme Tabaco Glenz et al., 2006; Hening et al.,
2007
ESAT6 Tuberculosis LTB Tabaco Rigano et al., 2004




Construccioén de un vector para modificacién genética de cloroplastos de alfalfa y estudios para la

regeneracioén in vitro de la planta

2.5. Aspectos Genéticos de la Expresion de Proteinas en Plantas.

Uno de los objetivos de la expresion de proteinas en plantas es la produccion con
altos rendimientos. Para alcanzar altos niveles de expresion, el disefio de los vectores debe
optimizar todos los estados de la expresion del gen, desde la transcripcion hasta la
estabilidad de la proteina. Los vectores de expresion son estructuras quiméricas en las que
el transgen se encuentra flanqueado por varios elementos regulatorios que son reconocidos
por las plantas. Para altos niveles de transcripcién, los dos elementos mas importantes son
el promotor y el sitio de poliadenilacién, los cuales, en modificacion nuclear a menudo se
derivan de los transcritos 19S y 35S del virus de mosaico de coliflor (CaMV) (Ma et al.,
2003).

El CaMV 35S es el promotor mas popular en la modificacion de plantas
dicotiledonias. Es un promotor constitutivo muy fuerte, sin embargo, tiene un baja actividad
en plantas monocotiledonias. La presencia de un intrén en la regiéon no transcrita 5 del
vector ha demostrado potenciar la actividad de la transcripcién en plantas monocotiledonias
(Ma et al., 2003).

Los promotores que permiten la expresién de los transgenes bajo condiciones
ambientales particulares de desarrollo y de tejidos tienen un amplio potencial de aplicacion,
por ejemplo, incrementos de estabilidad de las proteinas y la eliminacién de la acumulacién
de proteinas en o6rganos vegetativos. Promotores inducibles, que responden a estimulos
internos y externos fisicos y quimicos, pueden ser utilizados para restringir o potenciar la
expresion de un transgene (Ma et al., 2003).

En modificacion nuclear, factores que tienen influencia sobre la expresion genética en
células vegetales pueden ser no controlados mediante el disefio del vector, lo cual puede
guiar a la expresion variable de los transgenes y, en algunos casos, hasta su inactivacion.
Estos factores incluyen la posicidon de integracién del transgen en la célula modificada, la
estructura de los locus transgénicos, el numero de copias del gen y la presencia de copias
rearregladas o truncas de genes. Diversas estrategias han sido adoptadas en un intento por
minimizar la variacidén de la expresion transgénica, incluyendo recientemente el uso de genes
que suprimen el silenciamiento de genes. Estudios preliminares, han indicado que la
cotransformacion de plantas con transgenes primarios y un supresor viral del silenciamiento
de genes, incrementa notablemente los niveles de expresion. La habilidad de insertar

transgenes de copia unica dentro de localizaciones precisas dentro del nucleo de la célula
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vegetal puede eliminar los efectos de posicionamiento y los problemas asociados a la
estructura del locus (Ma et al., 2003).

El tabaco se ha constituido a lo largo de la corta historia de la modificacién genética
en plantas, en el sistema modelo de cultivo y es la planta mas utilizada para llevar a cabo la
produccidén de proteinas recombinantes en laboratorio, pero al contener alcaloides en su
estructura bioquimica, no es aceptada con facilidad a pesar de que las proteinas expresadas
pueden purificarse. Por lo anterior es necesario buscar otros sistemas de expresion que, al
igual que tabaco, tengan altos rendimientos y una relativa facilidad para realizar
modificaciones en su genoma, pero sin contener los alcaloides que contiene tabaco.

En el caso de plantas cuyo genoma plastidial ha sido modificado, estas reciben el
nombre de plantas transplantémicas y se modifican mediante biobalistica. La ingenieria
genética de los cloroplastos ofrece un gran nimero de beneficios, incluyendo un alto nivel de
expresion de los transgenes, la posibilidad de incorporar diversos genes en un solo evento
de modificaciéon, mantenimiento de los transgenes via herencia materna, inexistente
silenciamiento de genes, efectos de posicién y pleiotropicos y también se evita la

incorporaciéon de DNA indeseado.

2.6. Métodos utilizados para la transformaciéon genética de cloroplastos.

La tecnologia basica de la transformacion genética de cloroplastos fue desarrolla
originalmente para Chlamydomonas reinhardtii (James et al., 2005), y muchas de las
técnicas empleadas, como la transferencia de ADN via bombardeo de particulas han sido
aplicadas directamente a las plantas. Sin embargo, hay diferencias bioloégicas entre los
plastidos contenidos en un alga unicelular y una célula vegetal, las cuales incluyen el tamafio
de los genomas y genes presentes, el numero de copias del genoma presentes por célula y
el numero de nucléidos por plastido, la morfologia de las células y el tipo de tejido.

En cloroplastos dos métodos basicos se han empleado para la modificacion de su
genoma, la biobalistica (Svab y Maliga, 1993) y el tratamiento de protoplastos con
polietilenglicol (PEG) (Lelivelt, 2005). En biobalistica se asume que el DNA transformante
entra al genoma mediante el impacto mecanico de proyectiles de oro o tungsteno cubiertos
con este DNA transformante, mientras que el mecanismo que sigue la transformacién de los
cloroplastos mediante el tratamiento de protoplastos con polietilenglicol (PEG) es aun

desconocido (Koop et al., 2007).
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2.7. Vectores para la transformacién genética de cloroplastos.

Los plasmidos son moléculas de DNA extracromosomico que tienen todos los
elementos para replicarse en una célula u organelo, pero no se replican de manera
auténoma. La mayoria estan constituidos por un DNA bicatenario circular cerrado de tamafio
muy variable (1 a >200 Kb), que se puede aislar de una bacteria en forma superenrollada. Se
encuentran en una gran variedad de especies bacterianas, pero suelen tener un rango de
huésped estrecho. Los plasmidos contienen con frecuencia genes que codifican enzimas
utiles para el sistema de expresion huésped como genes de resistencia a antibidticos, de
degradacién de compuestos organicos, de toxinas, y de produccion de enzimas de
restriccion y modificacién, entre otros.

El disefio del plasmido depende del propdsito y del experimento especifico, y la
manera de expresar los genes puede ser transitoria 0 permanente. La expresion transitoria
indica que el vector se ha incorporado a la célula pero no en su genoma, mientras que la
expresion permanente sugiere la incorporacién de un fragmento o todo el vector en el
genoma de la célula, o en su caso del cloroplasto. Para que un fragmento de DNA, que
contendra los genes que se desean introducir y expresar, se inserte en el genoma del
cloroplasto, se necesita que exista homologia entre las regiones que flanquean a estos
genes y una region del genoma del cloroplasto.

En cloroplastos, el tamafio de estas secuencias homodlogas debe tener una longitud
de aproximadamente 1 kb (en cada flanco de los genes a introducir) ya que secuencias mas
pequeinas pueden reducir la eficiencia en la recombinacion (Koop et al., 2007). Los cassettes
de expresién en los vectores de transformacion de cloroplastos requieren elementos
regulatorios, como promotores, regiones 5’ no traducidas o 5° UTRs por sus siglas en inglés,
sitios de unién al ribosoma o RBS por sus siglas en inglés y regiones 3’ no traducidas o
3'UTRs, que son compatibles con la maquinaria de expresiéon del genoma plastidial. Un
sistema de expresidn heterdlogo puede también ser utilizado, y comprende el empleo de una
RNA polimerasa heterdloga (normalmente expresada desde el nucleo). Diversas
modificaciones consisten en una caja rio abajo para hacer mas eficiente la traduccion, la
incorporacion de etiquetas que permiten una facil purificacion y la estabilidad de las
proteinas y sitios de corte de las proteinas, si se requiere de modificaciones posteriores

como producto terminado.
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2.8. Elementos de control para la expresion en cloroplastos.

Diversos factores se deben considerar en el disefio y construcciéon de vectores para
modificacion genética y en su mayoria se fundamentan en los mecanismos de transcripciéon y

traduccion de los genes.

2.8.1. Transcripcién y regulacion transcripcional en cloroplastos.

Para los eventos de transcripcion el cloroplasto posee dos polimerasas diferentes: a)
la RNA polimerasa codificada por el nudcleo (NEP por su acrénimo en inglés; nuclear
encoded polymerase) y; b) la RNA polimerasa codificada por el plastido (PEP por su
acronimo en inglés; plastid encoded polymerase). La naturaleza procariota del cloroplasto le
permite sintetizar RNA monocistronico o policistrénico a partir de promotores fuertes que
dirigen la expresién de uno o varios genes sin necesidad de tener mas que un solo promotor.
Es importante para la expresion de proteinas recombinantes en cloroplastos la optimizacién
de los cassettes de expresidn, consistente en la utilizacion de las secuencias regulatorias
apropiadas tanto en el extremo 5 como en el 3’ de estos cassettes y los promotores
derivados de genes endogenos de cloroplastos, con o sin sus regiones nativas no transcritas
5 y 3’, han probado su utilidad para la expresién constitutiva de genes heterdlogos en
cloroplastos de plantas superiores (Heifetz, 2000). Dentro del grupo de promotores mas
ampliamente utilizados se encuentran los correspondientes a los genes de psbA, 16S rRNA
(rrn), rbcL, trnV y rps16 (Daniell et al., 1998; Koop et al., 1996; Svab y Maliga, 1993; Carrer
et al., 1993; Serino y Maliga, 1997; Maliga et al., 1993; Staub et al. 1993, 1994 y 1995). En el
presente trabajo se emplea el gen de resistencia a espectinomicina aadA como gen de
seleccion, y éste contiene el promotor Prrn del gen rrn16 (Staub y Maliga, 1994).

Diferentes genes pueden contener promotores reconocidos por PEP, por NEP o por
ambas RNA polimerasas, y aunque no se ha detectado hasta el momento una notoria
diferencia entre la eficiencia en la transcripcion, se sabe que PEP juega un papel mayoritario
en hojas y cloroplastos maduros (Cahoon et al., 2004; Zoschke et al., 2007), presentando a
PEP como un objetivo de importancia en la regulacion de las sefiales de transcripcion,

incluido el control de la éxido-reduccion en cloroplastos (Bock, 2007).

11
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Un gran numero de diferentes elementos regulatorios han sido probados en la
expresion de genes heterélogos en cloroplastos de plantas superiores (tabla 2), pero solo
unos cuantos son usados continuamente en vectores de expresion para cloroplastos, por
ejemplo, el promotor plastidial constitutivo fuerte del rRNA 16S, que también es usado en
combinacién con la regiéon no transcrita T7G10-5-UTR viral (Staub et al., 2000; Kuroda y
Maliga, 2001), o alternativamente con el sitio de unién a ribosomas (rbs) sintético de 18

pares de bases de la region no transcrita rbcL-5’-UTR (Svab y Maliga, 1993).

Tabla 2. Elementos reguladores de la transcripcién usados en cloroplastos de plantas superiores

Elementos reguladores de la transcripcién Referencia
Promotores
16S rRNA Svab y Maliga, 1993
psbA Staub y Maliga, 1993
T7G10°° McBride et al., 1994
clpP Sriraman et al., 1998
trch Newell et al., 2003
rbcL Herz et al., 2005
PHSb.d Buhot et al., 2006
atpl Wourbs et al., 2007
Regiones 5" no transcritas
rbcL (rbs) Svab y Maliga, 1993
psbA Staub y Maliga, 1993
T7G10b Staub et al., 2000
atpB Kuroda y Maliga, 2002
clpP Kuroda y Maliga, 2002
rpl22 Herz et al., 2005
psbC Herz et al., 2005
psaB Herz et al., 2005
IREScp148b Herz et al., 2005
atpl Wourbs et al., 2007
Regiones 3’ no transcritas
psbA Staub y Maliga, 1993
Rps16 Zoubenko et al., 1994
rbcL Eibl et al., 1999
Rpl32 Eibl et al., 1999
rrnB Newell et al., 2003
Tab Buhot et al., 2006

a Elementos de control de la expresién usados en varias combinaciones (No hay ejemplos presentes en esta tabla).

b Elementos reguladores de origen diferente al cloroplasto: trc (E. coli), PHS (E. coli groE, promotor por choque térmico),

T7G10 (promotor del gen 10 del fago T7), IREScp148 (sitio interno de union al ribosoma de la proteina de la capside de
tobamovirus, Ta (E. coli, atenuador de treonina).

¢ Require de T7-RNA polimerasa.

d Require de un factor de transcripcion quimérico.
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Los elementos de control regulados por luz del gen psbA (promotor y regiones 5’UTR
y 3'UTR) también son usados frecuentemente (Staub y Maliga, 1993; Fernandez-San Millan,
2003) y han demostrado tener influencia en altos niveles de expresion. Por otra parte, muy
altos niveles de expresién se han obtenido con el sistema del fago T7 (promotor y 5°-UTR), el
cual se relaciona en gran medida con la NEP que es codificada en nucleo y después
importada al cloroplasto (McBride et al., 1994), pero también con vectores de extension que
se encuentran bajo el control de promotores endogenos fuertes (Staub y Maliga, 1995; Herz
et al., 2005).

2.9. Regeneracion de tejidos Vegetales.

La aplicacion de las diferentes técnicas de modificacion genética requiere a su vez de
técnicas que permitan regenerar los tejidos vegetales que han sido modificados, de esta se
pueden obtener desde lineas celulares que pueden crecer en suspension dentro de
reactores bioldgicos disefiados para tal efecto hasta plantas completas quiméricas o no
quiméricas en las que se expresan el gen o genes que se han insertado al modificar su
genoma.

En el caso de la biobalistica, antes de aplicar esta técnica a cualquier tejido, es
necesario realizar experimentos de regeneracion que permitan determinar las condiciones
bajo las cuales los tejidos sometidos a la técnica son capaces de regenerar la planta
completa.

Se sabe que en las especies vegetales las células de algunos 6érganos mantienen su
capacidad para dividirse cuando son separadas de la planta y cultivadas in vitro. Si se acepta
que estas células son totipotentes, entonces seria posible dirigir a dichas células hacia
diferentes rutas morfogenéticas mediante su desarrollo en medios sintéticos con condiciones
adecuadas de cultivo. Esta es una de las premisas que sustentan los estudios de
diferenciacién y desarrollo aprovechando las ventajas del cultivo de tejidos vegetales.

Al realizar investigaciones en este tema se aportan los conocimientos necesarios
para llevar a cabo el crecimiento en medios de cultivo artificiales de células vegetales, tejidos
y 6rganos aislados de una planta madre. Los conocimientos incluyen técnicas y métodos
usados en fisiologia vegetal y con fines practicos diversos. En el caso, del presente trabajo,

es necesario el establecimiento de las condiciones de regeneracién de tejidos que seran
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empleadas para obtener lineas transplastémicas generadas a partir de la modificacion

genética del genoma plastidial de células de alfalfa mediante la técnica de biobalistica.

2.9.1. Reguladores de crecimiento vegetal.

Los reguladores de crecimiento son los principales elementos a considerar en el
establecimiento de un protocolo para la regeneracion de tejidos.

Went y Thiman (Hurtado, 1997) definieron a las hormonas de crecimiento como
“sustancias que siendo producidas en una parte de un organismo son transferidas a otra y en
ésta influencian un proceso fisiolégico especifico”. De esta forma los reguladores de
crecimiento estimulan, inhiben o modifican de algun modo cualquier proceso fisiolégico en
las plantas. Se sabe que la mayor parte de la actividad fisiolégica de las plantas, si no en su
totalidad, estd mediada por los reguladores de crecimiento (Devlin, 1980) y actualmente se
reconocen cinco tipos basicos de sistemas quimicos de reguladores de crecimiento vegetal
(Leopold y Kriedemann, 1975):

a) Promotores del crecimiento: auxinas, citocininas y giberelinas.

b) Inhibidores del crecimiento: acido abscisico.

c) Efectores del desarrollo, maduracién y envejecimiento de todas las plantas:

etileno.

También existen otras hormonas como los brasinosteroides que juegan un papel esencial en
el crecimiento y desarrollo, participando en procesos de expansion, division y diferenciacion
celular en los tejidos jévenes de las plantas en crecimiento (Seeta, 2002), o las
estringolactonas, que aunque no se catalogan como hormonas tienen relevancia en la
germinacion de semillas y en la relacion simbiotica entre las raices de algunas plantas y
hongos micorrizicos (Xiaonan, 2010).

De las cinco clases regulatorias de crecimiento vegetal (fitohormonas), las auxinas y
las giberelinas estimulan principalmente la elongacion celular, mientras que las citocininas
estimulan la division celular.

Cada sistema es diferente a los demas en sus caracteristicas quimicas y en la
capacidad de inducir respuestas de crecimiento, pero también en su capacidad de influir en
muchos aspectos del crecimiento, de la diferenciacion y en muy diversos fendmenos del

desarrollo de las plantas, promoviéndolos o inhibiéndolos (Leopold y Kriedemann, 1975).
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En esta tesis solo se abordaran los reguladores que corresponden a los promotores
de crecimiento vegetal (auxinas y citocininas) debido a que son mayoritariamente usados en

trabajos de regeneracion de tejidos vegetales.

2.9.1.1. Auxinas.

Las auxinas estan universalmente presentes en las plantas superiores (Wareing y
Phillips, 1973) y de forma natural las concentraciones mas altas de auxinas se encuentran en
los apices de crecimiento (apices de coledptilos, yemas y apices de hojas), sin embargo,
también se encuentran auxinas ampliamente distribuidas por toda la planta que sin duda
provienen de regiones meristematicas (Devlin, 1980). Se distribuyen de diversas maneras
entre las células de las plantas, pero se ha encontrado que la falta de oxigeno afecta su
transporte y que éste se incrementa con la luz, siendo sensible también a la temperatura
(Torrey, 1976).

Como promotores del crecimiento, las auxinas participan ampliamente en la
organizacién de los procesos vegetales, incluyendo la regulacion de las proporciones del
crecimiento diferencial y la regulacién de fendmenos de diferenciacion, los cuales son
estimulados o inhibidos segun la concentracién auxinica presente en la célula o estructura
vegetal. Los principales efectos de las auxinas son el alargamiento y la divisién celular, la
formacion de brotes, raices, tejido calloso, la respiracién, dominancia apical, embriogénesis,
entre otros.

Se ha comprobado que las auxinas actuan de modo diverso en el crecimiento por
alargamiento celular, como es incrementando el contenido osmodtico de la célula y la
permeabilidad del agua, reduciendo la presion de la pared y aumentando la sintesis de ARN,
proteinas especificas (enzimas) y aun de la misma pared celular, lo que provoca un aumento
en la plasticidad de la pared celular, que trae como consecuencia su extension y con ello un
crecimiento por alargamiento (Devlin, 1980). En algunos casos las auxinas en explantes
provocan la rapida divisién de células del parénquima, lo que promueve una hinchazén del
tejido que se conoce como callo. En cultivo de tejidos in vitro es necesario inducir la
formacion de callo, teniendo en cuenta que la produccion de callo esta intimamente ligada a
la concentracién y tipo de auxina empleada (Devlin, 1980). Existen auxinas, como el acido

2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), que son usadas en altas concentraciones para la iniciacion
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de este tejido (callo), debido a que suprimen la morfogénesis y dan por resultado la rapida
proliferacion de células de tipo calloso necesarias para el cultivo de tejidos in vitro.

En ausencia de citocininas las auxinas provocan el alargamiento celular en los tejidos
cultivados, pero en presencia de estas se obtiene una division celular mediada por
citocininas. Sin embargo, un exceso de auxinas puede suprimir esta divisién y el crecimiento
celular (Bidwell, 1979).

2.9.1.2. Citocininas.

Este nombre reciben las sustancias que pueden estimular principalmente la division
celular y la citocinesis. Casi todas las citocininas conocidas, tanto naturales como sintéticas,
son derivados de la adenina. Estos promotores pueden afectar a las células
parenquimatosas revirtiéndolas a un estado organizado (meristematico), por otra parte, se
incrementa notoriamente la masa celular, formando callos mas rapidamente (Hurtado, 1997)
si se conjuga el uso de auxinas con citocininas, pero no solo eso, la combinacion controlada
de ambas puede determinar la ruta que seguira la diferenciacion celular.

Como sucede con los demas reguladores de crecimiento, las citocininas tienen un
intervalo amplio de efectos regulatorios. Estas promueven la divisidn celular y el efecto tiene
lugar con concentraciones tan bajas como 5x10™"'M; generalmente inhiben el crecimiento de
las raices, pudiendo estimular en muy bajas concentraciones (5x10®M) la iniciacion del
crecimiento de raices laterales, ademas inhiben la elongacion del tallo, pero estimulan el
alargamiento de las hojas. Actuan en el retraso de la senescencia, en la dominancia apical y
tienen un papel fundamental en la organogénesis, ya que pueden ser inducidas yemas en
tejidos in vitro de callos, hojas, raices, cotiledones o piezas de tallo (Hurtado 1997).

Para que tenga lugar la division celular debe suceder una cadena de hechos (sintesis
de ADN, mitosis y citocinesis), en los cuales la presencia de las citocininas es necesaria para
la mitosis. Pero si la citocinina se encuentra presente en elevadas concentraciones puede

volverse limitante, por lo menos en uno de los tres pasos necesarios para la divisién.

2.10. Regeneracion de tejidos de alfalfa.

La transformacidon genética de plantas ha sido uno de los principales avances en

biotecnologia y sus contribuciones a la produccion de plantas mejoradas, cultivos mejorados
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Y, en consecuencia, a la disponibilidad de alimentos en todo el mundo ha sido ampliamente
reconocida. Sin embargo, en ciertas plantas la regeneracién ha sido dificil de lograr, como es
el caso de alfalfa. Sin embargo las caracteristicas forrajeras de esta planta la hacen un
objetivo de interés para modificacién genética y regeneracion.

La transformacion de alfalfa se ha visto obstaculizada por dos grandes limitaciones:
las restricciones impuestas por el método de transformacion y la pobre regeneracién de
células y tejidos de cultivos de muchas variedades de alfalfa. La primera limitacion se
produce porque la alfalfa se transforma en la actualidad principalmente mediante el uso de
Agrobacterium tumefaciens. Agrobacterium exhibe especificidad por el hospedador y solo
ciertas cepas de Agrobacterium infectaran algunos genotipos de alfalfa. Como resultado, la
capacidad de transformar la alfalfa es bastante limitada. La segunda inhibicién principal de la
transformacion de alfalfa es su pobre frecuencia de regeneracion. Solo unas pocas
variedades exhiben regeneracion, incluso modesta, y las variedades de élite que brindan un
desarrollo superior en el campo son notoriamente pobres regeneradores. La combinacion de
estos dos problemas ha creado un obstaculo considerable para lograr la transformacion de la
planta (Buising et al., 1994).

Se ha determinado que hay nueve fuentes principales de germoplasma de alfalfa: M.
falcata, Ladak, M. varia, Turkestan, flamenco, chilena, peruana, India y Africa. El cultivo de
tejidos del explante de origen, como los cotiledones maduros e hipocotilos, demuestra que
la frecuencia de regeneracion de diversos genotipos en la mayoria de los cultivos es de solo
un 10 por ciento (Seitz y Bingham, 1988). Los esfuerzos de regeneracién han incluido
intentos de propagacion asexual manteneniendo genotipos individuales que poseen el rasgo
de regeneracién. Pero este tipo de regeneracidn no es practico si intervienen muchos
genotipos. Ademas, los investigadores creen que la embriogénesis somatica en la alfalfa es
heredable y es controlada por relativamente pocos genes. Esfuerzos por mejorar la
regeneracion, por tanto, se han dirigido hacia el aislamiento del control genético de la
embriogénesis y a los programas de cria de la planta (Hernandez y Christie, 1989). Sin
embargo, por otra parte Villegas en 1991 logré regenerar efectivamente embriones a partir
de peciolos de alfalfa (Medicago sativa L.) empleando 2,4-D y cinetina como reguladores de
crecimiento, pero estos peciolos no habian sido previamente sometidos a un protocolo de

modificacion genética.
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3. JUSTIFICACION.

Al expresar genes exogenos en cloroplastos es posible evitar altos costos de
produccién inherentes a las operaciones de fermentacion, purificacion y almacenamiento de
ciertas proteinas terapéuticas. La planta de tabaco (Nicotiana tabacum) es el modelo de
expresion mas utilizado y en ella se han logrado niveles de expresion superiores al 70% de
la proteina soluble total, sin embargo esta planta contiene un elevado porcentaje de
alcaloides y toxinas que han impedido en cierta forma que la mayoria de las proteinas

terapéuticas expresadas en ella no lleguen al mercado.

En virtud de lo anterior resulta de particular importancia el desarrollo de metodologias
que conlleven a poder realizar la modificacién genética de cloroplastos de otras especies, de
forma rutinaria. En el presente trabajo se propone la construccién de vectores para realizar la
modificacion genética de cloroplastos de alfalfa que pudieran servir para la produccién de
proteinas heterdlogas en esta planta, asi como estudios para la regeneracidon de la planta

por cultivo in vitro.
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4. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Construir un vector especifico para modificaciéon genética de cloroplastos de alfalfa y
realizar estudios para el establecimiento de un protocolo de regeneracion in vitro de la

planta.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Disefar y construir un vector para transformar genéticamente cloroplastos de alfalfa
que dirijan la integracion de los transgenes en la regidén psbA — trnH.

2. Insertar el cassette de expresion del gen aadA en el polilinker del vector de
transformacion para ser utilizado como marcador de seleccion.

3. Evaluar la respuesta de diferentes tejidos de alfalfa in vitro para la regeneracién de la
planta completa.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1. MATERIALES.

5.1.1. Reactivos.

Los reactivos utilizados fueron: agarosa grado Biologia Molecular, triptona para medio
de cultivo, extracto de levadura, cloruro de sodio (NaCl), mezcla basal de sales Murashige
and Skoog, acido 2,4-diclorofeniloxiacético (2,4-D), 6-bencilaminopurina (BAP), sacarosa,
nitrato de potasio (KNO3), Sulfato de Magnesio (MgSO4), fosfato acido de potasio
(KH2PO4), Nitrato de calcio (CaNO3) y Agar-Agar grado bacteriolégico, mismos que fueron
provistos por: Becton-Dickinson (EUA), J. T. Baker (EUA), DIBICO (México), Hycel de México
(México), SIGMA (EUA), Alta Pureza Maquiladora (México), Vivantis (Malasia), High Purity
Standars (EUA). Enzimas de restriccién, marcadores de peso molecular, DNA polimerasas,
T4 DNA ligasa, T4 DNA polimerasa y S1 nucleasa fueron adquiridas de Fermentas,

Novagen, Promega y Roche.

5.1.2. Medios de cultivo para bacterias y tejidos vegetales.

Medio LB (Luria-Bertani). Triptona (1%w/v), extracto de levadura (0.5%w/v), NaCl
(1%w/v). El pH se ajustd a 7.0 con NaOH 5 M. El medio se esterilizé en autoclave por
20 min a 121°C y 15 psi.

Medio 2xYT. Triptona (1.6%w/v), extracto de levadura (1%w/v), NaCl (0.5% wi/v). El
pH se ajusté a 7.0 con NaOH 5 M. El medio se esterilizé en autoclave por 20 min a
121°C y 15 psi.

Medio MS (Murashige and Skoog). Mezcla basal de sales (0.43%w/v), sacarosa

(3%w/v), agar (0.7%w/v). El pH se ajustd a 5.9 con HCI 0.5 N. El medio se esterilizé

en autoclave por 20 min a 121°C y 15 psi.
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Medio Knop. Sulfato de magnesio (MgS0O,.7H,0 200 mg/L), nitrato de potasio (KNO;
200 mg/L), fosfato acido de potasio (KH,PO, 200 mg/L), cloruro de calcio (CaCl, 374
mg/L)

Medio MSB5. Mezcla basal de sales (0.43%w/v), sacarosa (3%w/v), agar (0.7%w/v),
solucion de vitaminas Gamborg B5 (0.1%v/v). El pH se ajusté a 5.9 con HCI 0.5 N. El

medio se esterilizé en autoclave por 20 min a 121°C y 15 psi.

Medios MS con auxinas y citocininas. Medio MSB5 con acido 24-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y/o benzilaminopurina (BAP) a las concentraciones que

aparecen en la tabla 3.

Tabla 3. Medios MS complementados con sacarosa (10g/L), vitamina B5, Agar (7g/L), 2,4-D y BAP a diferentes

concentraciones.

Medios de cultivo Concentraciones de auxinas (2,4-D) y

MS citocininas (BAP)
2,4-D (mg/L) BAP (mg/L)

A 0.0 0.0
B 0.5 0.0
Cc 1.0 0.0
D 1.5 0.0
E 0.0 0.1
F 0.0 0.2
G 0.0 0.4
H 0.5 0.1
1 0.5 0.2
J 0.5 0.4
K 1.0 0.1
L 1.0 0.2
M 1.0 0.4
N 1.5 0.1
o 1.5 0.2
P 1.5 0.4
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5.1.3. Cepas bacterianas.

Las cepas bacterianas se crecieron en medio LB o 2xYT en placas de Petri con 20
mL de medio solido. Para su mantenimiento por periodos prolongados se mantuvieron en

congelacion a -70°C.

» Escherichia coli DH5a. Genotipo: F- endAl hsdRJ7 (r-, mit) supE44 thi-J
ArecAlgyrA96 relAl deoR A(lacZYA-argF)U169 480dlacZAM15 (Grant et al.,
1990).

5.1.4. Plasmidos.

pBlueScript KS I

Este es un vector comercial de 3.0 kb. Esta integrado por un fragmento del gen lacZ,
el cual tiene encriptado un sitio de clonacion multiple (MCS) y su expresién es controlada por
el promotor Plac. El fragmento del gen lacZ codifica para la -galactosidasa. El plasmido
contiene promotores T3 y T7 que proceden del fago T3 y T7 respectivamente y que
interrumpen el gen lacZ, situandose en los flancos del MCS. Contiene también el origen de
replicacién de los plasmidos de la serie pUC. Contiene ademas un gen de resistencia a

Ampicilina que permite seleccionar las bacterias que han sido modificadas.

pLCV2-GFP/aadA

El plasmido pLCV2-GFP/aadA se construyé en parte por nuestro grupo de
investigacion para la modificacion genética de cloroplastos de lechuga. Este plasmido
contiene 2253 pb del DNA plastidial que corresponde a los genes frnl-trnA de lechuga
insertadas dentro del esqueleto del plasmido comercial pCR2.1 (Invitrogen). Este plasmido
contiene ademas de un casete para la expresion de GFP, un casete de expresion para aadA
en el cual la expresidn es controlada con el promotor Prnn y el terminador TpsbA. Este ultimo

casete puede ser escindido utilizando la enzima Ascl.
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5.1.5. Iniciadores.

Seis iniciadores fueron empleados durante el desarrollo de este trabajo experimental
y fueron adquiridos de MWG|Operon (EUA) (tabla 4). Los iniciadores FMG1, FMG2 y FMG3

fueron disefados para el desarrollo de este trabajo.

Tabla 4. Iniciadores para amplificacion y secuenciacién de plasmidos.

Iniciadores Secuencia
T7F 5'— TAATACGACTCACTATAGGG - 3'
FMG1 5" - TAGGCGCGCCGGAAACAATATTATTTCTGGTGCC - 3°
FMG2 5" - CTAGCGCGCCATTTATTAGCTTTATTAACAAC - 3’
FMG3 5 — GTATCAGCACTATGGCTTTC - 3
M13 F 5 — GTTTTCCCAGTCACGAC - 3’
M13 R 5 — CAGGAAACAGCTATGAC - %

5.2. METODOS.

5.2.1. Extraccion de ADN de células vegetales.

La extraccion de ADN de células vegetales se realiz6 con el Kit ChargeSwitch® gDNA
Plant de Invitrogen de acuerdo con las indicaciones de uso del fabricante. Antes de iniciar la
extraccion de ADN se enfrio el buffer N5 en hielo, posteriormente se colocaron 100 mg de
hojas de alfalfa en un mortero con pistilo y se adicionaron 100 mL de nitrégeno liquido y se
dej6é evaporar. Posteriormente se pulverizo el tejido hasta formar un talco seco que se colocd
en un tubo de 1.5 mL. A temperatura ambiente se adicion6 1 mL del buffer de lisis Charge
Switch (L18) y 2 yL de RNAsa A y se homogeneizé la mezcla. Se adicionaron 100 pL de
SDS al 10% por cada mililitro del lisado de la planta y se incubd la muestra por 5 min,
posteriormente se adicionaron 400 pl del buffer de precipitacion (N5) y se mezclé por
inversion para después centrifugar a maxima velocidad por 5 min a temperatura ambiente. El
sobrenadante se transfirié a un tubo de 1.5 mL estéril. Para continuar con la extraccion se

resuspendieron las perlas magnéticas del Kit (ChargeSwitch magnetic beads) en su buffer de
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almacenamiento, después se agregaron 100 pL del detergente (D1) y 40 uyL de perlas
magnéticas a aproximadamente 1.2 mL de lisado que se mezclaron por pipeteo sin formar
burbujas. La mezcla se incubd a temperatura ambiente por 1 min. El tubo con la mezcla se
coloco en el MagnaRack™ del kit hasta que se formé un pellet. Este pellet contiene a las
perlas magnéticas con el ADN adherido sobre su superficie. El sobrenadante se descarto
con una pipeta y el tubo con el pellet se quité del MagnaRackTM, se adicion6é 1 mL del buffer
de lavado (W12) y se mezcl6 la nueva solucion sin formar burbujas. La solucién se colocé
nuevamente en el Magn::lRackT'\’I y por duplicado se lavé con el buffer de lavado (W12). El
tubo con el pellet se quité del MagnaRackT'\’I y se agregaron 150 pL del buffer de elucién
(EB), posteriormente se incubd por 1 min a temperatura ambiente. Se colocé nuevamente el

tubo en el MagnaRack™ y se extrajo el sobrenadante que contenia el ADN.

5.2.2. Amplificacion de la secuencia homéloga por la técnica de PCR.

Se emplearon las enzimas Taq DNA polimerasa (Fermentas) y KOD Hot Start DNA
polimerasa (NOVAGEN) para amplificar la region psbA — trnH del cloroplasto de la planta de
alfalfa. En ambos casos se siguieron las recomendaciones sugeridas por el fabricante. En el
caso de Taq DNA polimerasa se colocaron en tubo para PCR 10 uL del buffer para PCR
10X, 2 yL de dNTPs 2 mM, 3 pL de MgCl, 10 mM, 5 pL de cada primer 10 uM, de 1 a 20 uL
de DNA molde, de 0.2 a 0.5 pL de Taq DNA polimerasa (5 U/uL) y agua desionizada estéril
para 100 pL. La reaccion se llevd a cabo en un termociclador MULTIGENE™ MINI TC-020-
24 (Labnet) por 30 a 35 ciclos de PCR. La temperatura de desnaturalizacion fue de 94°C por
45 s, la de alineacion de iniciadores de 55°C por 30 s y la de amplificacion de las cadenas de
72°C por 1min 30s. En el caso de KOD Hot Start DNA polimerasa, se colocaron en un tubo
para PCR 5 uL del buffer para la KOD 10X, 3 pL de MgSO, 25 mM, 5 yL de dNTPs 2 mM,
1.5 uL de cada iniciador 10 mM, 1-5 yL de DNA molde, 1 pL de KOD Hot Start DNA
polimerasa (1 U/uL) y agua desionizada estéril para 50 pL. La reaccion se llevo a cabo en un
termociclador MULTIGENE™ MINI TC-020-24 (Labnet) por 30 a 35 ciclos de PCR. La
temperatura de desnaturalizaciéon fue de 94°C por 45 s, la de alineacion de iniciadores de

55°C por 30 g y la de amplificacion de las cadenas de 72°C por 1 min 10 s.
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5.2.3. Preparacion de células quimicamente competentes.

Se sembré una colonia de E. coli en tubo de ensayo con 5 mL de medio de cultivo
liquido 2xYT y se mantuvo en agitacion constante a 200 rpm durante 16 h y a 37°C.
Posteriormente un matraz con 50 mL de medio de cultivo liquido 2xYT fue inoculado con 1
mL del cultivo mencionado y se mantuvo en agitacion constante durante 4-5 h a 230 rpm y
37°C (OD 600 nm= 0.4-0.6), al término de este tiempo el matraz se incubo en hielo durante
20 minutos y las células se cosecharon por centrifugacion a 7,000 rpm por 6-10 min. El
sobrenadante se desechd y las células se resuspendieron en cloruro de calcio 0.1 M estéril
para ser cosechadas nuevamente mediante una centrifugacion a 7,000 rpm por 6 min. El
sobrenadante se descartd y las células se volvieron a resuspender por segunda ocasion,
esta vez en 15 mL de CaCL;, 0.1 M para centrifugarse por ultima vez a 7,000rpm por 6 min.
El paquete celular obtenido se resuspendié una ultima ocasion en 4.5 mL de CaCl2 y se
hicieron alicuotas de 100 pL con glicerol al 15%. Las células se sometieron a modificacion

con pBsKSII para verificar su competencia quimica (Sambrook et al., 2001).

5.2.4. Transformacion de E. coli DH5a por choque térmico.

Alicuotas de 100 pL de células mantenidas en congelacion se mezclaron con 1 a 3 pL
de DNA plasmidico y se incubaron en hielo por 5 min. Transcurrido este tiempo se inocularon
por extension con varilla en cajas Petri preincubadas a 37°C con los antibidticos necesarios.
Las cajas se incubaron a 37°C hasta que el crecimiento de colonias fue el idoneo para su
uso (Pope, 1996).

5.2.5. Extraccion de ADN bacteriano a pequeina escala.

La extraccidon de ADN de células bacterianas se hizo de 2 maneras distintas. La
primera se realizé con el QlAprep® Spin Miniprep Kit de QIAGEN, bajo las indicaciones del
fabricante.

Para la extraccion con el QIAprep® Spin Miniprep Kit de QIAGEN se inocularon
células de E. coli en un tubo con 5mL de medio LB y el antibioético necesario para después

incubar por 14-16 h a 37°C y agitacion constante de 200 rpm. Pasado este tiempo se
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colectaron las células por centrifugacién a 18000g por 30 s. Se descarté el sobrenadante vy el
pellet formado se resuspendié en 250 yL de buffer P1, después se agregaron 250 uL de
buffer P2, se mezclé las solucion y se incubd por 5 min a temperatura ambiente, finalmente
también se adicionaron 350 pL de buffer N3 y se volvid a mezclar por inversion hasta tener
una solucion homogénea. La solucion se centrifugé por 10 min a 18000g y se colecté el
sobrenadante para ser depositado en una columna QIlAprep. Se incub6é a temperatura
ambiente por 1 min y se centrifugd nuevamente por 30 s a 18000g. La columna QlAprep se
lavé con 0.5 mL de buffer PB y 0.75 mL de buffer PE, centrifugando por 30 segundos a
18000g entre cada lavado y descartando los filtrados. Se centrifugd por 1 min adicional
después del ultimo lavado para eliminar cualquier residuo de etanol. Para eluir el DNA se
colocd la columna QlAprep en un tubo de 1.5 mL estéril y se adicionaron de 20 a 50 yL de
buffer de elucién o agua MilliQ estéril en la columna, dejando incubar por 1 min antes de

centrifugar por 1 min a 18000g. El filtrado contiene el DNA plasmidico bacteriano.

La segunda manera se realiz6 aplicando el protocolo de extraccion descrito por
Ausubel y col. en 2003. Se inocularon células E. coli en un tubo con 5 mL de medio 2xYT y
los antibidticos necesarios, mismo que se mantuvo en incubacion a 37°C y agitacion
constante por 14 a 16 h, después del tiempo de incubacion las células se cosecharon por
centrifugacion a 18,000g a partir de 2 a 4 mL del caldo de cultivo en tubos de 1.5 mL, el
sobrenadante se descart6 y las células se resuspendieron en 100 yL de Solucién de Lisis
Alcalina | fria, posteriormente se adicionaron 200 pyL de Solucién de Lisis Alcalina Il, se
mezclan por inversion del tubo 5 veces y se incuba por 5 min a temperatura ambiente,
finalmente se agregaron 150 pL de la Solucion de Lisis Alcalina 11l y nuevamente se mezclé
invirtiendo el tubo varias veces hasta homogenizar. El lisado celular se centrifugd a 18,0009
por 5 minutos a 4°C en una microcentrifuga y el sobrenadante se recolecté en un tubo de 1.5
mL nuevo. Los acidos nucleicos se precipitaron adicionando al sobrenadante 2 volumenes
de etanol a temperatura ambiente y mezclando por inversion. La precipitacién de los acidos
nucleicos se realizé centrifugando a 18,000g por 10 min. Se removié el sobrenadante por
decantacion y se adiciond 1 mL de etanol al 70% en agua. El tubo se invirtié varias veces
para después centrifugar a 18,000g por 2 min. El sobrenadante fue descartado y se dejo
secar el tubo por 10 min en posicidn invertida. Finalmente los acidos nucleicos se

resuspendieron en 50 yL de EB o TE.
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5.2.6. Extraccion de ADN bacteriano a mediana escala.

Para la extraccion con el HiSpeed® Plasmid Midi Kit se inocularon células E. coli en
un matraz con 50 mL de medio 2xYT con los antibioticos necesarios. Las células se
colectaron por centrifugacion a 6000g por 15 min, se descarté el medio gastado y se
resuspendio el pellet en 6 ml de buffer P1, posteriormente se agregaron 6 mL de buffer P2
mezclando por inversion y finalmente se agregaron 6 mL de buffer P3 previamente enfriado
mezclando por inversion. El lisado se colocd en una jeringa QlAfilter y se incub6 por 10 min a
temperatura ambiente al tiempo que se equilibré6 una columna HiSpeed Midi con 4 mL de
buffer QBT. EIl pistén del embolo fue colocado y el lisado se filtr6 en la columna HiSpeed
Midi, dejando que el liquido filtrara por gravedad. La columna se lavé con 20 mL de buffer
QC y el DNA se eluy6é con 5 mL de buffer QF hacia un tubo de 15 mL estéril. EI ADN se
precipité con 3.5 mL de isopropanol mezclando e incubando a temperatura ambiente por 5
min. La solucién se filtré con un QlAprecipitator de QIAGEN y se obtuvo el ADN plasmidico

con 0.5 mL de buffer de elucidn o agua MilliQ estéril.

5.2.7. Secuencia utilizada para la el disefio in silico del vector de transformacion.

Se empled el genoma del cloroplasto de Medicago truncatula (NC 003119) para
seleccionar una secuencia homodloga (psbA — trnH) que sirviera como sitio de inserciéon de
genes exogenos en cuatro variedades de alfalfa (M. sativa L., M. sativa variedad Cuf, M.
sativa variedad Moapa y M. truncatula). En la secuencia homdloga se insertd un sitio de

clonacidon multiple que sirvié para incorporar el gen de resistencia a espectinomicina aadA.

5.2.8. Construccion del vector transformante.

Se empled el genoma del cloroplasto de Medicago truncatula (NC 003119) para
seleccionar una secuencia homoéloga que sirviera como sitio de insercion de genes exdégenos
en cuatro variedades de alfalfa (M. sativa L., M. sativa variedad Cuf, M. sativa variedad
Moapa y M. truncatula). En la secuencia homéloga se inserté un sitio de clonacion multiple

que sirvio para incorporar el gen de resistencia a espectinomicina aadA.
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5.2.9. Digestion de ADN con enzimas de restriccion.

Las enzimas de restriccion empleadas fueron con Eco32| (EcoRV), Smal, BssHlII
(Paul), Ndel, Bcul (Spel), BamHI, Sacl, Kpnl, Xhol, Pacl y Sgsl (Ascl), mismas que se
usaron bajo las condiciones de reaccion sugeridas por los fabricantes (Fermentas y Biolabs).
Los volumenes de reaccion variaron de los 20 a los 50 yL pero siempre manteniendo la
relacion de concentraciones sugerida por los fabricantes. La cantidad de enzima empleada
vario dependiendo del volumen de reaccion, pero en su mayoria fue de 0.5 a 3 yl de enzima
(1-5 U/pL).

5.2.10. Ligacion de fragmentos de ADN.

La ligacién de insertos en el interior de los vectores empleados se realiz6 con la
enzima T4 DNA Ligasa de Fermentas. Los volumenes de trabajo fueron de 20 pL y se
siguieron las condiciones de reaccion sugeridas por el fabricante. El buffer de reaccién 10X,
apropiado para esta enzima, contenia (66 mM Tris-HCI pH 7.5, 5 mM MgCl,;, 5 mM DTT, 1
mM ATP). La relacién molar entre el inserto y el vector varié de 1:1 a 4:1 M. Los tubos de

reaccion fueron incubados de 14 a 16 h. a 4°C.

5.2.11. Andlisis cualitativo de bandas de ADN a partir de geles de agarosa.

Los fragmentos y plamidos de ADN obtenidos al realizar reacciones de amplificacion
por PCR, reacciones de restriccion y reacciones de ligaciéon se analizaron por elctroforesis en
gel de agarosa y se documentaron en un fotodocumentador Gel Logic 440 marca Kodak.
Para el caso de fragmentos de ADN menores a 500pb la concentracion de agarosa fue de 1
a 1.5% (w/v), mientras que para cadenas de ADN mayores se empled una concentracion de
0.7% (wl/v). Los geles se corrieron en una solucion TBE a 90 V de forma horizontal. El
tamafio de los fragmentos se estimé por comparacién con un estandar de peso molecular de
100 a 10000pb o de 100 a 20000pb.
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5.2.12. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa.

Los fragmentos de ADN que requirieron ser y purificados de fragmentos de distinto
tamafio se sometieron a electroforesis en geles de agarosa de bajo punto de fusién marca
Nalgene a concentraciones de 0.7 a 1.0% (w/v) y se purificaron con el kit illustra™ GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification de GE Healthcare, siguiendo las indicaciones sugeridas
por el fabricante. Basicamente se corté con un bisturi estéril la banda del gel que
correspondié al fragmento de ADN de interés, misma que se peso y se disolvié con el buffer
de captura Type 3 a 60°C por 15 a 20 min. La solucion se adicioné a una columna GFX
Microspin y se incubd por 1 min a temperatura ambiente para después centrifugarse a
16000g por 30 s. Este paso se repitio hasta agotar la solucion. El filtrado se descartd y la
columna fue lavada con 500 uL del buffer Type 1. La columna se centrifugd nuevamente a
16000g por 30 s. Finalmente el ADN se eluy6é en 20 a 40 pL del buffer de elucion o agua
MilliQ estéril centrifugando a 16000g por 1min.

5.2.13. Secuenciacion de plasmidos.

Las secuencias amplificadas a partir de las cuatro variedades de trabajo al igual que
los plasmidos de la serie FM, pFM244b y pFM244b-aadA se enviaron a secuenciar al
Instituto Nacional de Medicina Genomica (INMEGEN) y al Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER) El analisis de las secuencias se realizo utilizando el

software Codon Code Aligner V 3.7.1.

5.3. PROTOCOLO DE REGENERACION DE TEJIDOS DE ALFALFA.

5.3.1. Material Biolégico.

Se utilizaron las variedades de alfalfa Medicago sativa L., M. sativa v. Cuf-101, M.
sativa v. Moapa y Medicago truncatula. Las semillas fueron obtenidas de semilleros ubicados

en la ciudad de México.
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5.3.2. Siembra, incubaciéon y germinacién de semillas.

Las semillas de alfalfa se sembraron tanto en tierra comercial libre de patégenos
como en los medios MS1/4 y Knop (apéndice 1).

En el caso de las semillas sembradas en tierra libre de patdogenos, estas se colocaron
separadamente en un almacigo con 16 espacios (10x10x10 cm) cuatro semillas por espacio
a una profundidad de 1 cm y se cubrieron con tierra sin ejercer presion, posteriormente se
adicion6 agua diariamente durante los primeros 5 dias con un atomizador en una proporcion
de 30 mL por espacio y después esporadicamente. Las plantas obtenidas se dejaron crecer
por 30 dias antes de emplear sus tejidos en un protocolo de regeneracién, como se describe
mas abajo.

La siembra en medios MS1/4 y Knop de semillas desinfectadas (sometidas al
protocolo descrito en 5.3.3) se realizé6 en campana de flujo laminar para las cuatro
variedades de trabajo en cajas Petri con 20 mL de los medios mencionados. Se sembraron
de 25 a 30 semillas por caja y se incubaron a 27°C durante cuatro dias, pasado este tiempo
las plantulas se transfirieron a cajas de policarbonato de 10 cm de profundidad (Magenta
Corp, Chicago) con 40 mL de medio MS completo adicionado con vitamina B5. Las plantas
obtenidas se dejaron crecer de 15 a 20 dias antes de emplear sus tejidos en los protocolos

de regeneracion.

5.3.3. Desinfeccion de semillas.

Se colocaron semillas de alfalfa en agua con extran al 2% (o detergente) durante 30-
40 minutos y se mantuvieron en agitacion (manual o con un agitador magnético) por 40 min.
Se enjuagaron tres veces con agua estéril para eliminar el detergente y a partir de este paso
se trabajé en la campana de flujo laminar. Se utilizé una espatula estéril para retener las
semillas, éstas se sumergieron en una solucién de etanol al 70% por 30 segundos y
nuevamente se enjuagaron tres veces con agua estéril para eliminar el etanol.
Posteriormente se transfirieron a un matraz estéril y se sumergieron en una solucién de
hipoclorito de sodio al 1% de cloro libre durante 10 min. Las semillas se enjuagaron cinco

veces con agua estéril para eliminar el hipoclorito de sodio.
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5.3.4. Protocolo para desinfeccion de tejidos vegetales.

Se prepararon tres grupos de las siguientes soluciones en campana de flujo laminar

empleando agua destilada estéril:

* 100 ml etanol al 70%
* 100 ml hipoclorito de sodio al 1% de cloro libre

* 1L de agua destilada estéril

Se lavaron los explantes obtenidos de plantas germinadas en tierra por agitacién en
agua destilada estéril con extran al 2% durante 20 minutos. Luego de lavar los explantes se
cortaron pequefos segmentos de los mismos, de aproximadamente 5 mm. En el caso de
hojas estos segmentos deben provenir del borde. Una vez cortados todos los segmentos,
estos se lavaron con la solucion de etanol al 70% por 30 segundos con agitacién constante,
se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se sometieron a una solucion con
hipoclorito de sodio al 1% de cloro libre, lavandolos nuevamente con agua destilada estéril

por cuatro veces con un movimiento constante durante 5 minutos (cada lavado).

5.3.5. Siembra de explantes en medios de cultivo.

Para las cuatro variedades de trabajo se sembraron peciolos, tallos, hojas y
meristemos en cajas Petri con 20 mL de medios de cultivo sélido MS adicionados con
vitamina B5 y sacarosa (apéndice 1) a las concentraciones de 2,4-D y BAP que aparecen en
la tabla 3. Los explantes se tomaron con pinzas estériles y se colocaron dentro de las cajas a
una distancia de 2 cm entre si, teniendo cuidado de no cubrirlos con medio solido. Entre tres
y cuatro explantes se sembraron por caja y una vez terminada la colocacién de los mismos
es dichas cajas, se sellaron con cintas de plastico flexible (Parafilm) para evitar su
contaminacion y la evaporacion del agua del medio de cultivo.

Los tejidos sometidos a diferentes condiciones se monitorearon hasta por 60 dias
para evaluar el efecto de los distintos medios. A los 30 dias de incubacién, callos de todos
los tipos de explantes se resembraron en medio con solo 2,4-D, 2,4-D+BAP, y 2,4-D+cinetina
para determinar el crecimiento de embriones a partir de callos. Los resultados del

crecimiento de los tejidos sembrados se analizaron en funcion del tipo de tejido y de la

31



Construccioén de un vector para modificacién genética de cloroplastos de alfalfa y estudios para la

regeneracioén in vitro de la planta

formulacién del medio utilizado. La experimentacién se realizé por duplicado para todas las
variedades excepto para M. truncatula y en algunos casos se realizaron trasplantes para

mantener activos los callos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1. Construccion del vector pFM244b.

Actualmente no existen trabajos previos sobre modificacién genética en cloroplastos
de alfalfa, por lo que el disefio y construccién del vector transformante especifico para esta
planta (pFM244b) partié de cero, planteando como estrategia general para su creacion la
insercion de la region homologa psbA — trnH dentro del sitio de clonaciéon multiple (MCS) del
plasmido pBluescriptKSll, y a su vez dentro de esta regién la incorporacion de un nuevo sitio
de clonacion multiple en el que se insertd un gen de interés (figura 1). Este planteamiento
permite insertar genes diversos en la region homéloga con mas facilidad y se explica a lo

largo de los resultados.

MCS ) b) c)
/
Sec. psbA - trnH Sec. psbA - trnH
pBsKSIl
Esqueleto MCS partido por la \
$ mitad al insertar $ Esqueleto de
+ / psbA - trnH en EcoRV pBsKSII
Esqueleto de
—_— — pBsKSII
psbA - trnH
MCS completo e) MQS completo d)
GOl —__ / reinsertado / reinsertado
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MCS
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pBsKSII

Figura 1. Estrategia de construccién para la generacion del vector de transformacion pFM244b.

a) Plasmido pBsKSIl y secuencia homdloga psbA — trnH (su estructura se retoma mas adelante), b) La secuencia
homéloga psbA — trnH se inserta en el sitio EcoRV de pBsKSII dividiendo el MCS en dos, c¢) El MCS de pBsKSII
se retira del vector, d) Un nuevo MCS completo de pBsKSII se reinserta en el vector, pero ahora en el interior de
la secuencia homdloga, e) Los genes de interés (GOI por sus siglas en inglés) se insertan en el MCS del nuevo

vector.
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6.1.1. Seleccién de la Region Homoéloga del genoma plastidial de Alfalfa.

Empleando la base de datos del National Center for Biotechnology Information se
realizé una evaluacion a distintas regiones del genoma plastidial de alfalfa (M. truncatula
NC_003119) tomando como base secuencias homoélogas utilizadas en trabajos previos de

modificacion genética de cloroplastos (tabla 5).

Tabla 5. Secuencias homoélogas empleadas para insertar genes exégenos en plastidos de plantas superiores.

Solo algunas de las referencias se citan y no todos los trabajos relacionados se muestran en la tabla.

Sitio de insercién

(Secuencia Homéloga) Proteina expresada Referencia
trnV - 16S B-glucoronidasa Staub y Maliga 1993
trnN - trnR B-glucoronidasa Herz et al., 2005

eYFP Buhot et al., 2006
B-glucoronidasa Kuroda y Maliga 2002
GFP (en papa) Sidorov et al., 1999
rps12 — trnV . .
Fusion AAD-GFP Khan y Maliga 1999
Neomicin fosfotransferasa McBride et al., 1994
HPPD Dufourmantel et al., 2007
GFP (en lechuga) Kanamoto et al., 2006
GFP Newell et al., 2003
rbcL — accD
EPSPS Daniell et al., 1998
Neomicin fosfotransferasa Carrer et al., 1993
psbA - trnH B-glucoronidasa Herz et al., 2005

Las secuencias se insertaron en plastidos de tabaco, a menos que se indique de otra forma.

En la mayoria de las plantas superiores el genoma plastidial contiene dos copias de
un conjunto de genes que se localizan en dos regiones de 10 a 25 kb con secuencias
repetitivas idénticas pero con orientacién invertida que se conocen como IRA e IRB, en el
caso de M. truncatula solo se tiene una copia, y en virtud de que el sitio de insercion carece
de propiedades especiales y puede derivar de cualquier parte del genoma plastidial (Maliga,

2003) se decidié usar una region de 2276 pb ubicada entre el gen que codifica la proteina D1
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del fotosistema |l del cloroplasto (psbA), el gen que codifica el RNA de transferencia de la
Histidina (trnH) y parte del gen que codifica la subunidad 5 de la NADH deshidrogenasa
(ndhF) obedeciendo a la necesidad de tener una regién de entre 1,000 a 2,000 pares de
bases como secuencia homologa (Cardi et al., 2010); esta region se denominé psbA - trnH.
De la secuencia de 2276 pares de bases, 844 corresponden al gen psbA, 400 a la regién
intergénica entre psbA y trnH, 75 corresponden al gen trnH, 195 pertenecen a la regién
intergénica entre trnH y ndhF y 762 corresponden a parte del gen ndhF subunidad 5 (figura
2).

Ndel
L |
pshA 844pb RI400pb trnH 75pb RI 195pb ndhF 762pb
2276 pb

Figura 2. Secuencia psbA — trnH con sitio de restriccién tnico dentro en la regién intergénica de psbA y trnH.

La region psbA - trnH también fue analizada con el programa NEBcutter V2.0 de
NEW ENGLAND BioLabs con el fin de identificar sitios de restriccion Unicos en los que fuera
posible insertar el Sitio de Clonacion Multiple (MCS) del plasmido pBsKSIl para construir un
vector polifuncional transformante. Como resultado de la busqueda se encontré el sitio de
restriccion Ndel dentro de la region intergénica entre psbA y trnH (figura 2). Otros sitios de
restriccion también fueron encontrados ubicados en las secuencias correspondientes a los
genes psbA, trmnH y ndhF pero unicamente los que se encuentran en las regiones
intergénicas pueden ser empleados debido a que si se modifica la secuencia de algun gen
es posible afectar el metabolismo del cloroplasto.

Después de ubicar el sitio Ndel se extrajo el ADN plastidial de las cuatro variedades
de alfalfa (figura 3a) y se amplificé el fragmento psbA — trnH (figura 3b) de las mismas cuatro
variedades de trabajo basados en la numeracion del genoma de Medicago truncatula
(NC_003119).

La técnica de amplificacion de las secuencias se realizé con KOD DNA Polimerasa y
con Taqg DNA Polimerasa como se describe en la seccion de materiales y métodos. Los
resultados de amplificacion con Tag DNA Polimerasa fueron negativos probablemente
debido a la longitud del fragmento a amplificar. Con la KOD DNA polimerasa se logrd

amplificar un fragmento de 2276 pb correspondientes a la region psbA — trnH (figura 3b).

35



Construccioén de un vector para modificacién genética de cloroplastos de alfalfa y estudios para la

regeneracioén in vitro de la planta

20,000
2,000
3a 3b
700
200

Figura 3. ADN plastidial extraido de cuatro variedades de trabajo de alfalfa y amplificacion del fragmento psbA —
trnH por PCR:

a) 1. M. truncatula / 2. M. sativa var. Cuf / 3. M. sativa var. Moapa / 4. M. sativa L. b). Amplificacion de psbA —
trnH realizada con Kod DNA Polimerasa a las cuatro variedades de trabajo 1. M. truncatula / 2. M. sativa var. Cuf/
3. M. sativa var. Moapa / 4. M. sativa L. / 5 y 6 son amplificaciones realizadas a pBsKSIl como testigos positivos
con los iniciadores 201-202 y 601-602.

Para la amplificacion de las secuencias homologas mediante la técnica de PCR se
disenaron los iniciadores FMG1 (5-TAGGCGCGCCGGAAACAATATTATTTCTGGTGCC-3
sentido) y FMG2 (5-CTAGCGCGCCATTTATTAGCTTTATTAACAAC-3’ antisentido) con
sitios de restriccion encriptados Paul — GCGCGC —, por lo que después de la amplificacion la
region psbA — trnH quedé flanqueada por los sitios de restriccién Paul, estos mismos sitios
de restriccion también se encuentran flanqueando el sitio de clonacién multiple del plasmido

pBsKSIl y se empled en diversas ocasiones durante la construccion del plasmido pFM244b.

6.1.2. Construccion de plasmidos de la serie FM.

Cuatro plasmidos se catalogan dentro de esta serie y su estructura comprende a la
secuencia psbA — trnH flanqueada por sitios de restriccion Paul, incorporada dentro del sitio
de clonacion multiple de pBsKSII, el cual también se encuentra flanqueado por sitios de
restriccion Paul (figura 4). El plasmido FM2 contiene la secuencia psbA — trnH obtenida de

M. truncatula, el plasmido FM3 contiene la secuencia obtenida de M. sativa y los plasmidos
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FM5 y FM6 contienen la secuencia homdloga de M. sativa variedades moapa y cuf-101,

respectivamente.
psbA-trnH incorporada
en EcoRV
L
BssHil (Paul) BssHII (Paul,
— — ( )
BssHII (Paul) BssHII (Paul)
MCS partido
Esqueleto de por la mitad
pBsKSlI .

Figura 4. Estructura general de los plasmidos de la serie FM.
La region homoéloga psbA — trnH se incorporé en el interior del sitio de clonacion muiltiple de pBsKSII. El plasmido

pBsKSII se linealizé con EcoRV y se utilizé para insertar el fragmento psbA — trnH.

Para la construccion de estos vectores se amplifico la region psbA — trnH de cada una
de las cuatro variedades de trabajo de alfalfa antes mencionadas y se inserté por separado
en los sitios de restriccion EcoRV'y Smal del MCS contenido en el plasmido pBsKSII [figuras
5 a) y b)]. Como se menciond en la metodologia, el plasmido pBsKSII contiene un gen de
resistencia a ampicilina y un fragmento del gen lacZ que codifica la B-galactosidasa y en su
extremo 5’ terminal un sitio de clonaciéon multiple (MCS) rico en sitios de restriccion uUnicos,
por lo que la seleccion de clonas modificadas se realizé con X-Gal e IPTG en placas con
ampicilina. Intentar la insercién de la secuencia homadloga en EcoRV y Smal tuvo dos fines,
en primer lugar brindar mas opciones en caso de que en alguna de las variedades de alfalfa
existieran sitio de restriccion EcoRV o Smal dentro de la secuencia homéloga imposibilitando
su insercion en pBsKSII, y en segundo verificar, presuntivamente, que en ambos sitios (los
cuales al ser cortados con enzimas de restriccion producen extremos romos) es posible
incorporar la secuencia homodloga. Sin embargo, como se vera mas adelante, para fines de

construccion del vector polifuncional resulta irrelevante en cual de los dos sitios de restriccion

37



al

ﬂORV Construccioén de un vector para modificacién genética de cloroplastos de alfalfa y estudios para la

regeneracioén in vitro de la planta

se integre la secuencia psbA — trnH, por lo anterior se decidi6é seguir trabajando unicamente
con los plasmidos en los que la secuencia se encontraba en EcoRV debido a que para todas
las variedades de trabajo se logré insertar la secuencia homologa en este sitio de restriccion

de pBsKSlII (figuras 5b y 6). b)

.......... ACGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGT
ébCGGCCGCTC¥ AACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAA
GGGGGCCCGGTACCCAGCTTTTGTTCC
CTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCG ... ..

GCTTATCGATACCGTCG

psbA — trnH

MPM (SR B2¥ 3% 149 |51 v6N F7°Y gy o) 110 #1131 F2
"

5,000 R T

Figura 5. Incorporacién de la secuencia homoéloga psbA — trnH en el plasmido pBsKSII.
a) Sitio de clonacion multiple (MCS) de pBsKSII. La regién psbA — trnH se inserté en los sitios de restriccién
EcoRV y Smal. b) Plasmidos obtenidos después de ligar la secuencia psbA — trnH en el sitio EcoRV de pBsKSII.

Se aprecian 3 extracciones de plasmido para cada variedad de trabajo de alfalfa.

A pesar de haber obtenido plasmidos con pesos similares a los esperados (figura 5b),
de manera preliminar se comprobd la presencia de las secuencias homologas mediante
restricciones realizadas con la enzima Paul (figura 6). El peso de los plasmidos es cercana a
5.3 kb, de los cuales 2750 corresponden al esqueleto del plasmido pBsKSlI, cerca de 200 pb

corresponden al sitio de clonacién multiple y 2276 pertenecen a la regién psbA — trnH, por lo
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que las bandas que se aprecian en la figura 6 son consistentes con los tamafos esperados
de entre 2.5 kb y 3 kb de longitud.

3,000

Figura 6. Restricciones realizadas con Paul a los plasmidos de la serie FM.
Los plasmidos correspondientes a las restricciones de los carriles 1, 2, 4, 5, 7 y 9 se enviaron a secuenciar para

su posterior analisis.

Seis clonas de 12 fueron seleccionadas para enviarse a secuenciar con los
iniciadores FMG1 y T7 y se nombraron como FM1 y FM2 para M. truncatula, FM3 y FM4
para M. sativa L., FM5 para M. sativa var. Moapa y FM6 para M. sativa var. Cuf. El resultado
de la secuenciacion permitio evidenciar la presencia de la secuencia psbA — trnH Unicamente
en los plasmidos FM2, FM3, FM5 y FM6 y su posterior analisis demostré que entre las
variedades de trabajo la secuencia psbA — trnH es altamente conservada (apéndice 2), esto
es consistente con las observaciones reportadas por otros autores como Aldrich et al,
(1988), quien estudié la region entre psbA y trnH de diversas especies de plantas superiores,
y usando a Marchantia polymorpha como marcador ancestral “estandar” encontré que alfalfa
contiene una insercion de 210 pb en cuya estructura existen porciones de ADN que se
encuentran en otras leguminosas (Pisum sativum y Glycine max) con solo ciertas variaciones
atribuidas a eventos de delesion en estas ultimas, sugiriendo que alfalfa es una especie
ancestral con respecto a otras especies de leguminosas. Las variaciones en esta region
intergénica del cloroplasto podrian usarse para definir relaciones evolutivas entre
leguminosas, pero no solo eso, el vector de transformacion construido en el presente trabajo
utilizando la region psbA — trnH del genoma del cloroplasto de alfalfa podria usarse como
region universal para modificar otras especies de leguminosas o, en su defecto, los mismos
iniciadores que fueron usados para amplificar esta region en alfalfa (FMG1 y FMG2) podrian

emplearse para amplificar psbA — trnH en otras leguminosas ademas de alfalfa.
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Los plastidos son sistemas genéticos asexuales y al igual que en muchas especies,
excluidas de la recombinacién sexual, presentan menores mutaciones por eliminacién de
bases que el genoma nuclear a lo largo del tiempo (Wolfe et al., 1987 en Bock, 2007).
Estudios recientes han aportado evidencia experimental que atribuye al alto grado de
poliploidia del cloroplasto, aunado a una fuerte actividad correctiva de mutaciones por
conversion de genes, lo que permite mantener las velocidades de mutacion en plastidos muy
baja (Bock, 2007).

Por lo anterior se empled unicamente a FM2 de M. truncatula como plasmido base
para la construccion del plasmido pFM244b, mismo que podria servir para modificar el

genoma de todas las variedades de alfalfa y de otras leguminosas.

6.1.3. Construccion del plasmido pFM244.

El plasmido FM2 fue sometido a una restriccidon con la enzima Paul para extraer las
dos regiones del sitio de clonacién multiple que quedaron flanqueando la secuencia
homologa una vez que fue insertada en pBsKSIl. Como se menciond en la seccién 6.1.2,
estas regiones estaban delimitadas por sitios de restriccion Paul y se aprovechd esta
cualidad para extraerlas del plasmido FM2. Si consideramos que un nuevo sitio de clonacion
tiene que ser insertado en el interior de la secuencia homdloga para desarrollar el vector
polifuncional pFM244b, entonces es necesario retirar las regiones del primer sitio de
clonacién multiple para evitar la presencia de sitios de restriccién duplicados que interfieran
en la construccion del vector. Esto se logré purificando de un gel de agarosa los fragmentos
de ADN correspondientes al esqueleto de pBsKSIl y de psbA — trnH después de haber sido
cortados con Paul, sometiéndolos posteriormente a una reaccion de re-ligacion que genero
un plasmido sin las regiones correspondientes al sitio de clonacion multiple. El plasmido
obtenido se nombré FM244. De acuerdo con el analisis realizado al genoma del cloroplasto
de M. fruncatula al someter este nuevo plasmido a una reaccién de restriccion con las
enzimas Paul y Ndel se generarian fragmentos que corresponden al esqueleto de pBsKSlI
(2750 pb aproximadamente) y a la secuencia homéloga cortada por la mitad con Ndel (1100
pb aproximadas), por otra parte, si las regiones correspondientes al sitio de clonacion
multiple aun se encuentran en el plasmido entonces también existiran cadenas de ADN de
menos de 100 pares de bases que se pueden evidenciar sometiendo los plasmidos

restringidos a una electroforesis en gel de agarosa (figura 7), pero solo aquel plasmido que
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no contenga dichas cadenas menores a 100pb puede ser empleado para seguir la

construccién del plasmido pFM244b.

3,000
De 54 clonas obtenidas
1,200 solo la numero 44 ya no
contenia las regiones
del sitio de clonacion
multiple
100

Figura 7. Restriccién realizada con Paul y Ndel a plasmidos que contienen las regiones del sitio de clonacion
multiple de pBsKSII (17, 25, 33, 47, 51 y 54) y al plasmido FM244 (44) que ya no las contiene.
Las bandas cercanas a 3 kb corresponden al esqueleto de pBsKSIl, mientras que las cercanas a 1.2 kb

corresponden a psbA — trnH, las bandas menores a 100 pb indican la presencia del sitio de clonacién mdltiple.

La estructura general del plasmido FM244 (figura 8) contiene al esqueleto de pBsKSII
y la secuencia homologa psbA - trnH sin la regiones correspondientes al sitio de clonacion
multiple y debido a que el gen de resistencia a ampicilina no ha sido alterado aun es posible
realizar la seleccion de clonas en medio sélido adicionado con este antibidtico.

Sitio de
restriccion Nde/

psbA-trnH
incorporada

BssHII (Paul) — = BssHII (Paul)

\Esqueleto de
pBsKSlI

Figura 8. Estructura general del plasmido FM244.
Las regiones correspondientes al sitio de clonacién mdultiple ya han sido eliminadas y solo se encuentran

presentes las secuencias que comprende al esqueleto de pBsKSIl y a psbA — trnH, mismas que fueron unidas
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con una re-ligacion de los extremos cohesivos Paul. La secuencia homoéloga contiene un sitio de restriccién unico

Ndel en la region intergénica ubicada entre los genes psbA y trnH.

6.1.4. Construccion del plasmido pFM244b.

El plasmido FM244 obtenido en 6.1.3 contiene un sitio de restriccion Ndel ubicado en
la region intergénica entre psbA y trnH, su caracteristica de ser unico y de ubicarse
precisamente en una region intergénica lo convierten en el punto de insercidén del nuevo sitio
de clonacion multiple. Este sitio de clonacion miltiple se extrajo del plasmido pBsKSII
mediante una restriccién con la enzima Paul. Mediante una electroforesis en gel de agarosa
fue posible extraer y purificar el sitio de clonacién multiple (figura 9) que posteriormente se

insertd en el plasmido FM244 dentro del sitio de restriccion Ndel.

Figura 9. Restriccion realizada a pBsKSlI para extraer el sitio de clonacién multiple.
En el carril 1 se observa el MCS, mientras que en el 2 se aprecia la banda que corresponde al esqueleto de
pBsKSII.

Los sitios de restricciéon Ndel de FM244 y Paul del MCS no son compatibles, de tal
forma que antes de realizar la ligacion de estas cadenas de ADN, sus extremos cohesivos se
trataron con dos diferentes enzimas, por separado, con el fin de formar extremos romos que
pudieran unirse mediante una ligacion con la enzima T4 DNA Ligasa. Las cadenas de ADN
se sometieron, por una parte a la accién de la enzima S1 Nucleasa que corta los nucleétidos
de las cadenas simples en los extremos cohesivos 5’ y 3’, y en otra reaccion a la actividad de
la enzima T4 DNA polimerasa que complementa la cadena sencilla en el extremo 5 y
escinde en el extremo 3’.

De forma cotidiana la ligacion de cadenas de ADN de tamafnos superiores a 300

pares de bases dentro de plasmidos requiere que la relacién molar del inserto respecto del
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plasmido sea 1:1, pero para el caso del sitio de clonacion multiple de pBsKSlI la relacién a la
que se obtuvieron mejores resultados fue 4:1. La ligacion obtenida se us6 para modificar
genéticamente células E. coli DH5-a a partir de las cuales se extrajo el plasmido FM244b.

La ligacion entre el sitio de clonacion multiple y FM244 dio como resultado el
plasmido FM244b cuya estructura se observa en la figura 10.

Veintitrés sitios de restriccion diferentes componen el sitio de clonaciéon miltiple de
pBsKSII pero solo diecinueve son unicos en FM244b (tabla 6) y en cada uno de ellos o
combinacién de ellos es posible incorporar nuevas secuencias o genes de interés.

La versatilidad de la estructura de este plasmido puede incluso aprovecharse para
desarrollar un vector de extension en el que la introduccion de un grupo o conjunto de genes

tenga la capacidad de regular su propia expresion a partir de los sustratos con los que

interactuan las proteinas que codifican estos mismos genes.

Sitio de clonacion
Multiple

psbA-trnH
incorporada

BssHII (Paul) — - BssHII (Paul)

\Esqueleto de
pBsKSlI

Figura 10. Estructura general del plasmido FM244b.

El nuevo plasmido contiene al esqueleto de pBsKSIl, a la secuencia homdloga y un nuevo sitio de clonacion
multiple ubicado en la regién intergénica entre psbA y trnH, con lo que el plasmido FM244b dispone de 23 sitios
de restriccién que pueden ser empleados solos o por separado para incorporar nuevas secuencias y genes

diversos.

43



Construccioén de un vector para modificacién genética de cloroplastos de alfalfa y estudios para la

regeneracioén in vitro de la planta

Tabla 6. Sitios de restriccion que se encuentran en el sitio de clonacion multiple de pBsKSI|.

Enzima  Secuencia No. de cortes en FM244b  Enzima Secuencia No. de cortes en FM244b
Sacl GAGCT*C 1 corte EcoRV  GAT*ATC 1 corte
Btgl C*CRYGG 1 corte Hindlli A*AGCTT 3 cortes
Sacll CCGCG*G 1 corte Clal AT*CGAT 1 corte
Notl GC*GGCCGC 1 corte Sall G*TCGAC 1 corte
Eagl C*GGCCG 1 corte Accl GT*MKAC 1 corte
Xbal T*CTAGA 3 cortes Hincll GTY*RAC 1 corte
Spel A*CTAGT 1 corte Xhol C*TCGAG 1 corte
BamHI G*GATCC 1 corte PspOMI G*GGCCC 1corte
Xmal C*CCGGG 1 corte Apal GGGCC*C 1 corte
Smal CCC*GGG 1 corte Acc651 G*GTACC 1 corte
Pstl CTGCA*G 2 cortes Kpnl GGTAC*C 1 corte
EcoRlI G*AATTC 3 cortes

6.1.5. Construccion del plasmido pFM244b-aadA.

El plasmido FM244b puede ser utilizado para incorporar en su sitio de clonacion
multiple cualquier gen de interés. En este trabajo se empled el gen aadA que confiere
resistencia a los antibidticos espectinomicina y/o estreptomicina (Svab et al., 1990, 1993),
mismo que esta bajo el control del promotor constitutivo del operén 16 S rRNA (Prrn), el cual
es un promotor fuerte con un sitio de unién a ribosomas sintético disefiado a partir del gen
rbcL, y del terminador TpsbA (Staub y Maliga, 1994) del gen psbA (proteina D1 del
fotosistema Il del cloroplasto). Tanto el promotor como el terminador tienen su origen en el
genoma plastidial de tabaco.

El gen aadA se insertdé en el sitio EcoRV de pFM244b (figura 11), con lo que se
obtuvo el plasmido denominado pFM244b-aadA, y su secuenciacion se encuentra en el
apéndice 2. Previamente se extrajo este gen del plasmido pLCV2-GFP-aadA23/ obtenido

anteriormente por el grupo de trabajo, mediante una restriccién con la enzima Ascl.
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Gen aadA de resistencia a
EcoRV espectinomicina

S

psbA-trnH psbA-trnH
incorporada - incorporada
Fle?S?’I% l(%’arul) —_ = BssHII (Paul) ﬂz 4g§)sl-ﬁl7lgﬂ) - = BssHII (Paul)
\Esqueleto de \Esqueleto de
pBsKSIl pBsKSIl

Figura 11. Plasmido pFM244b-aadA obtenido al insertar el gen de resistencia a espectinomicina en pFM244b.
El gen aadA que confiere la resistencia a espectinomicina se inserté en el sitio EcoRV ubicado en el sitio de

clonacién mudltiple del plasmido pFM244b.

6.2. Protocolo de regeneracion para tejidos vegetales de alfalfa.

La modificacion genética de cloroplastos de alfalfa mediante la técnica de biobalistica
requiere de la elaboracién de un protocolo para la regeneracién de tejidos vegetales que
permita la obtencion de una planta transgénica no quimérica cuyo genoma plastidial pueda
transmitirse a su progenie. Un componente exitoso para la transferencia de genes
(transformacion genética) es la habilidad para regenerar plantas de aquellas células que han
sido transformadas, siendo el mas efectivo y seguro el método de regeneracion por
embriogénesis soméatica (Ellis et al., 1993).

Las células que son objeto de modificacion genética se seleccionan inicialmente con
genes de marcaje que les confieren resistencia a algun antibiético como espectinomicina,
estreptomicina y kanamicina (Maliga, 2003). Al aplicar la técnica de biobalistica el ADN
exdgeno es introducido en las células por medio de particulas microscopicas en las que se
acopla, estas particulas son acelerados a altas velocidades para atravesar la pared y la
membrana celular, ocasionando un estrés mecanico que puede incluso provocar la muerte
de las células, por consiguiente la eficiencia en la modificacién genética de las células es
muy baja y se hace necesario utilizar un sistema de seleccidn in vitro que permita la pronta

recuperacion del tejido asi como la seleccion de las células transformadas. En base a lo
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anterior, y considerando que el acido 2,4-diclorofenoxiacético y la benzil-aminopurina son,
respectivamente, la auxina y citocinina mas utilizadas en trabajos de regeneracion de tejidos
vegetales (Calva, 2005), se emplearon un total de 15 formulaciones diferentes de estas
hormonas en medio MS (secciéon 5.3) para inducir callos con los que se podrian obtener
embriones somaticos. También se realizaron pruebas de regeneracion con 2,4-D y cinetina
para inducir la formacion de embriones somaticos.

Trabajos previos (Villegas, 1991) indican que el crecimiento de peciolos de alfalfa M.
sativa L. en medios selectivos adicionados con hormonas vegetales promueven en algunos
casos la formacion de callos y en otros la formacion de embriones o hasta la necrosis del
tejido en funcién de las concentraciones de auxinas como &cido inddl acético AlA, &cido
naftalén acético ANA, acido inddl butirico IBA y acido 2,4-diclorofenoxiacético, y de
citocininas como benzil-aminopurina BAP, isopentenil-adenina 2-IPA, zeatina y cinetina. Pero
la aplicacion de la técnica de biobalistica requiere de la regeneracion de tejidos de mayor
extension superficial, por lo que los peciolos no pueden usarse 6ptimamente en esta técnica
de modificacion y un nuevo estudio de regeneracion se inicio en el presente proyecto, ahora
empleando no solo peciolos, sino también tallos, hojas y meristemos de plantas de alfalfa de
las variedades M. sativa L., M. sativa variedad Cuf-101, M. sativa variedad Moapa y M.

truncatula (figura 12).

MERISTEMOS
HOJAS

PECIOLOS
TALLOS

Figura 12. Explantes de alfalfa empleados para el establecimiento del protocolo de regeneracién de tejidos.
Meristemos, hojas, peciolos y tallos de las variedades M. sativa L., M. sativa variedad Moapa, M. sativa variedad
Cuf-101 y M. truncatula fueron empleados para la elaboracién del protocolo de regeneracion.
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Los explantes de trabajo (peciolos, tallos, hojas y meristemos) fueron obtenidos tanto
de alfalfa crecida en tierra como de alfalfa sembrada en medios de cultivo en condiciones
axénicas. Aquellos explantes obtenidos de alfalfa crecida en tierra fueron sometidos al
protocolo de desinfeccion de tejidos descrito en la seccién 5.3.4 y demostraron tener una
eficiencia de regeneracién menor que los explantes obtenidos de plantas crecidas en
condiciones axénicas, por lo que se decidié seguir trabajando en el desarrollo del protocolo
de regeneracion unicamente con los explantes obtenidos de plantas crecidas en medios de
cultivo estériles.

Antes de ser sembradas en medios estériles, las semillas de alfalfa se sometieron al
“protocolo de desinfeccion de semillas” descrito en 5.3.3, una vez desinfectadas se
sembraron y germinaron durante cinco dias en cajas Petri con medio de cultivo MS1/4 o
Knop (apéndice 1) y posteriormente se trasplantaron a medio MS adicionado con vitamina
B5 (apéndice 1). Lo anterior demostrd tener mejor efecto en el crecimiento de la planta que
el simplemente germinar la semilla y crecer la planta en los mismos medios MS1/4 o Knop.

Las semillas de alfalfa de las cuatro variedades de trabajo también se sembraron en
medio solido MS1/4 con espectinomicina (500 mg/L), lo que propicié su muerte demostrando
que la alfalfa no es resistente a este antibiotico y que el gen aadA que confiere resistencia al
mismo puede emplearse como gen de seleccién al modificar el genoma plastidial de la planta
(figura 13).

Figura 13. Semillas de alfalfa variedad (M. truncatula) sembradas en medio MS con y sin antibiético.

A la izquierda las semillas sembradas con espectinomicina y a la derecha sin espectinomicina.
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6.2.1. Regeneracidn celular de explantes de alfalfa.

Los peciolos y los tallos fueron los explantes que de manera mas homogénea
indujeron callos de tamano mediano en los medios MS complementados con auxina (2,4-D)
y citocinina (BAP). Para las cuatro variedades de trabajo (tablas 7 y 8, apéndice 3) tardaron
entre cuatro y seis dias en empezar a formarlos. Por su parte, las hojas cultivadas en medios
complementados con ambas hormonas presentaron una respuesta mixta (figura 14), es
decir los cultivos manifestaron formacién de callos, y crecimiento diferenciado del tejido, asi
como muerte del tejido (necrosis), este ultimo principalmente cuando la concentracidon de

2,4-D fue de 1.5 mg/L, pero en ningun caso se registrd el crecimiento de brotes.

Figura 14. Desarrollo mixto del tejido a partir de hojas de alfalfa (M. truncatula).
En algunos casos se presenta la formacién de callos, mientras que en otros la hoja muere o continda su

crecimiento sin desdiferenciar su estructura.

La variedad M. truncatula mostré el menor crecimiento de callos a partir de hojas, asi

como la mayor proporcion de tejidos mixtos (tabla 9, apéndice 3). Los meristemos de las
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cuatro variedades de alfalfa presentaron el mayor crecimiento de brotes directos (figura 15) y

también el mayor crecimiento de callos. Una constante en la obtencién de callos en todos los

tipos de explantes utilizados es la presencia de 2,4-D y BAP en el medio.

Figura 15. Brotes directos obtenidos de meristemos de alfalfa M. sativa variedad Cuf-101.
La aparicion de los brotes se registré después de 30 dias de cultivo en medio MS complementado con 1mg/L de
2,4-D y 0.2mg/L de BAP

Los medios en los que se registraron las mejores condiciones para el crecimiento de
callos contienen 2,4-D a concentraciones de 0.5y 1.0 mg/L y BAP a 0.2 y 0.4 mg/L (tablas
7, 8, 9 y 10, apéndice 3), induciendo a callos en el menor tiempo, sin embargo después de
15 dias en todos los medios complementados con ambas hormonas se registré crecimiento
de callos, incluso en hojas a pesar de que la respuesta fue mixta (figura 16). A partir de
meristemos, en dos explantes crecimiento de raices en la variedad Medicago sativa L. Los
explantes crecidos en los medios que Unicamente contienen 2,4-D en las 3 concentraciones
de trabajo también indujeron el crecimiento de callos (figura 17), aunque de menor tamafo

que los medios que ademas contenian BAP.
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Figura 16. Callos obtenidos de a) tallos, b) hojas y c¢) meristemos de M.sativa L. después de 30 dias de cultivo.
El medio MS fue complementado con 2,4-D y BAP a concentraciones de 1.0 mg/L y 0.2 mg/L, respectivamente.

En peciolos y tallos se observé que no hace falta la incorporacion de BAP si lo que se
busca es inducir callos a partir de estos explantes. Por el contrario los mismos explantes
cultivados en medios complementados Unicamente con BAP no inducen callos y se
promueve la necrosis del tejido en las tres concentraciones usadas en este trabajo (figura
17). Sin embargo, en hojas y meristemos de las cuatro variedades de alfalfa usadas en la
regeneracion del tejido la respuesta es mixta cuando los medios de cultivo se encuentran

adicionados solo con la auxina o con la citocinina, formando callos en el caso de ambos tipos
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de explante, brotes directos solo en meristemos, crecimiento diferenciado del tejido tanto en

hojas como meristemos y necrosis en ambos tipos de explantes (tablas 9 y 10, apéndice 3).

Figura 17. Tallos sembrados en medios complementados 2,4-D y BAP, por separado.
(A, B y C) contienen unicamente 2,4-D y (D, E y F. contienen unicamente BAP. Solo los primeros formaron callos,
mientras que los complementados con BAP indujeron la necrosis del tejido.

El tejido calloso que se forma entre los 15 y 35 dias en los medios complementados
con ambas hormonas y con 2,4-D no presenta conexion vascular ni diferenciacion alguna y
las células que lo conforman carecen de cloroplastos en la mayoria de los casos. Después
de los 45 y hasta los 60 dias de cultivo gran cantidad de células comienzan a diferenciar
plastidios en cloroplastos y esto puede deberse a la disminucion en la concentracion de la
auxina o a la disminucién de la humedad que induce un estrés metabdlico en las células
(figura 18).
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Figura 18. Tejido calloso de tallos después de 45 dias de incubacion.

A diferencia de las hojas y tejidos de Tabaco, planta modelo por excelencia para
realizar modificaciones genéticas, los peciolos, tallos, hojas y meristemos de alfalfa son muy
pequenos al crecer en condiciones de esterilidad dentro de cajas Magenta y la aplicacién de
la técnica de biobalistica para modificar el genoma puede resultar poco funcional. Sin
embargo, el crecimiento de callos que mostraron los tejidos de alfalfa fue semiconfluente en
medio solido, siendo mas homogéneo en peciolos y tallos pero no tan grande como en el
caso de meristemos (figura 19). Este crecimiento puede ser una alternativa al empleo de
explantes en la técnica de biobalistica, utilizando callos como objetivo de la transformacién y
regeneracion del tejido directamente en caja, haciendo unicamente necesaria la induccion de

brotes o embriones después de aplicar la técnica de modificacion.

Figura 19. Crecimiento semiconfluente de callos a partir de meristemos de M. sativa L.
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También se cuIti}\E/artc))n explantes en medio con 2,4-D (1.0 mg/L) y cinetina (0.2 mg/L)
mbriones

de acuerdo al protocolo reportado por Villegas (1991) para inducir la formacion de

embriones. Hojas y meristemos de M. sativa, al igual que callos previamente obtenidos de

meristemos de esta misma planta presentaron embriogénesis somatica, es decir formacion

de embriones (figura 20).

Figura 20. Embriones somaticos obtenidos de meristemos de la planta M. sativa.

Callos embriogénicos de otras especies vegetales con una alta capacidad de
regeneracion, como los que se obtuvieron con alfalfa (figura 19), han sido bombardeados
con microparticulas de oro o tungsteno recubiertas con ADN de mezclas de plasmidos que
pueden contener genes marcadores (Cabrera, 2004; Jiménez et al., 2009), evidenciando la
factibilidad de regenerar plantas trangénicas a partir del bombardeo de callos.

En el caso de alfalfa la capacidad de regeneracion queda de manifiesto con el
crecimiento de callos desde el cuarto dia de cultivo en medio MS complementado con 2,4-D
y BAP (tablas 7, 8,9y 10).

Por otra parte, en diversas concentraciones de trabajo de 2,4-D y BAP, aunque se
presenta formacién de callos, también se presenta necrosis en algunas partes del tejido.
Este comportamiento puede deberse a que los tejidos de alfalfa fueron de diferente tamafio y
edad, y también a las diferentes concentraciones de hormonas. El éxito en la induccion y
establecimiento de cultivos de callos y, en consecuencia la subsiguiente regeneracién de
tejidos y plantas, son funcién de la calidad y tipo de explante usado, que a su vez depende
de la planta madre o del tejido del que se inicid el cultivo (Villegas, 1991; Hoque, 2004; Calva
y Pérez, 2005), por lo que podemos inferir que las variaciones tan notorias en el crecimiento

de callos en se debe a la edad y tamafio de los mismos.
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Al final, la concentracion de auxina y citocinina que ofrecieron los mejores resultados
en la formacién de callos son cercanas a 1 mg/L y 0.2 mg/L respectivamente. Por otra parte,
debido a que se realizaron pocas repeticiones en las pruebas de regeneracion con 2,4-D y
cinetina los resultados aun se encuentran en discusion, sin embargo prometen una exitosa
aplicacion en la modificacidon genética de cloroplastos de alfalfa.

De entre las cuatro variedades de alfalfa que se emplearon en este protocolo de
regeneracion, M.sativa L. y sus variedades Moapa y Cuf-101 tuvieron respuestas similares
en cuanto a la formacion de callos, por lo que cualquiera de estas podria emplearse
eficientemente en la modificacién genética de cloroplastos y en la regeneracion de una
planta completa.

Algunos de los callos que se obtuvieron se siguieron cultivando durante un periodo de
seis meses, provienen de callos obtenidos previamente a partir de peciolos, tallos, hojas y
meristemos, y su subsistencia viable comprueba que es posible el mantenimiento por largos

periodos de una linea celular de tejidos in vitro de alfalfa.

En el ano de 1983 se inicid el desarrollo de protocolos para la transformacion
genética nuclear de plantas de interés agronémico (Herrera Estrella et al., 1983). A partir de
esa fecha la introduccién y expresion de genes foraneos en un genoma ha sido una
herramienta de investigacion en la biologia vegetal y una herramienta practica en el
mejoramiento genético de cultivos vegetales (Cabrera, 2004), pero actualmente en México el
mejoramiento de cultivos y la modificacién nuclear de los genomas no son la Unica opcion de
la investigacién en esta area. Los genomas de organelos como el cloroplasto y los cultivos
vegetales actualmente hacen a estos ultimos el medio de obtencion de productos diversos
entre los que se encuentran proteinas con potencial aplicacion terapéutica.

Dentro del campo de la modificacion genética de plantas existen dos variantes, la
primera se centra en la modificacidon del genoma nuclear y generalmente ofrece bajos niveles
de expresion de los transgenes (<1% de la proteina soluble total (Daniell et al., 2009)), la
segunda se enfoca en la modificacion del genoma plastidial y ofrece los mayores niveles de
expresion (>70% de la proteina soluble total (Oey et al., 2009)), pero la mayoria de los
trabajos sobre modificacién genética plasidial se han llevado a cabo en la planta de tabaco.
Las proteinas de aplicacion terapéutica requieren de elevados niveles de pureza y las altas
concentraciones del alcaloide nicotina que se encuentran en la planta de tabaco la hacen
poco viable para su obtencion. Alfalfa por otra parte, es una planta que no contiene agentes

toxicos que afecten a seres humanos o animales, por lo que el disefio y construccién del
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plasmido pFM244b asi como el establecimiento del protocolo de regeneracion de tejidos
para esta planta representan la posibilidad de obtener un modelo de produccion de
biofarmacos totalmente inocuo que ademas aboliria los altos costos de produccion
relacionados con los procesos convencionales de fermentacion, purificacion y
almacenamiento en frio que actualmente se emplean en la industria. Para plantas inocuas,
algunos autores sugieren incluso el empleo de proteinas terapéuticas y vacunas
directamente de la planta modificada sin una purificacién previa rediciendo aiun mas los
costos, aunque aquellas para consumo humano deben ser purificadas necesariamente.

Diversos plasmidos comerciales se caracterizan por tener un sitio de clonacion
multiple en su estructura (por ej. pBsKSIl), pero pocos plasmidos tienen la caracteristica de
tener dentro de una secuencia homologa un sitio de clonacion multiple. El plasmido
pFM244b tiene un sitio de clonacion multiple con 19 sitio de restriccion Unicos que lo hacen
polifuncional, al mismo tiempo la regidon psbA — frmH en la que se encuentra el sitio de
clonacion multiple es altamente conservada en las cuatro variedades de trabajo de Alfalfa y
otras leguminosas, por lo que existe la posibilidad de que el plasmido pFM244b pueda
utilizarse para realizar la modificacion del genoma plastidial de varias leguminosas y no solo
de Alfalfa.

La versatilidad del plasmido también hace factible ampliar su uso como vector de
extension para lograr que un grupo o conjunto de genes con elementos regulatorios
especificos sean capaces de regular su expresion a través de los sustratos con los que
interactian las proteinas que ellos mismos codifican.

Por otra parte, aunque el objetivo de este trabajo se ha enfocado en la posible
produccién de proteinas con aplicaciones terapéuticas, es totalmente factible el empleo del
plasmido pFM244b para sintetizar otros productos de interés, como bioplasticos (pHBs),
enzimas, pigmentos, vitaminas y carotenoides.

No es factible la formacion de callos y de embriones o brotes en todas las especies
vegetales, incluso entre variedades de una misma especie, pero en el caso de alfalfa hasta
el momento ha resultado posible su regeneracién, quedando pendiente la obtencion de una

planta completa genéticamente modificada.
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7. CONCLUSIONES.

* Se diseid y construyé un vector especifico para la modificacién genética de
cloroplastos de alfalfa que ademas podria ser empleado como vector de extension.

* Se insert6 el cassette de expresion del gen de resistencia a espectinomicina aadA en
el vector construido.

* Se desarrollo un protocolo de regeneracion de tejidos para la planta de alfalfa.

* Se analizé la respuesta de diferentes tejidos de alfalfa cultivados en medios de cultivo

con diferentes concentraciones de auxinas y citocininas.

8. PERSPECTIVAS.

Con la construccién del vector descrito en el presente trabajo y las condiciones
propuestas para la regeneracion de la planta se pueden iniciar los trabajos para llevar a cabo
la modificacion genética de cloroplastos de alfalfa por biobalistica. La funcionalidad del
vector podria evaluarse de manera rapida y eficiente si se inserta un cassette de expresion
para la proteina verde fluorescente y se monitorea su acumulacién por microscopia confocal.
Esto permitiria inicamente demostrar que el vector es funcional en el cloroplasto de alfalfa.
Para comprobar que el gen de resistencia, junto con otros genes de interés, se estan
insertando en el cloroplasto, seria necesario regenerar la planta completa y sobre esta
realizar una caracterizaciéon molecular.

Finalmente, resulta de importancia hacer notar que el proceso de modificacion y
regeneracion propuesto por nuestro grupo de investigacién para alfalfa es totalmente

novedoso y patentable.
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APENDICE 1

Formulaciéon de medios de cultivo

Medio LB (Luria-Bertani)

Sustancia Concentracion final
Triptona 10,000 mg/L
Extracto de levadura 5,000 mg/L
NaCl 10,000 mg/L
Agua desionizada Para 950 mL

Para medio de cultivo sélido, agregar 8,000 mg/L de Agar-Agar o agar bacterioldgico.

Medio 2xYT
Sustancia Concentracion final
Triptona 16,000 mg/L
Extracto de levadura 10,000 mg/L
NaCl 5,000 mg/L
Agua desionizada Para 950 mL

Para medio de cultivo sélido, agregar 8,000 mg/L de Agar-Agar o agar bacteriolégico.

Medio de Knop

Sustancia Concentracion final
MgS0O4 . 7TH20 200 mg/L
KNO3 200 mg/L
KH2PO4 200 mg/L
Ca(NO3) .4H20 *CaCl2 800  *374 mg/L
Agar 10000 mg/L
pH 5.5

Para medio de cultivo sélido, agregar 8,000 mg/L de Agar-Agar o agar bacterioldgico.
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APENDICE 1

Medio de Murashige & Skoog (MS) 1962

Macronutrientes Concentracién final mg/L d (para un stock 10X en 1L)
NH4NO3 1650 16.5
KNO3 1900 19
CaCl2 440 4.4
MgSOs4 370 3.7
KH2PO4 170 1.7
NaH2POs4 . H20 85 0.85

Micronutrientes Concentracién final mg/L mg (para un stock 100X
en 100mL)
KI 0.83 83
H3BO3 6.2 620
MnSO4 22.3 2230
ZnSO4 8.6 860
NaMoOs . 2H20 0.25 25
CuSOs4 . 5SH20 0.25 25
CoCl2 . 6H20 0.25 25
Na2EDTA . 2H20 37.2 3720
FeSO2. 7TH20 27.8 2780
Sacarosa 20000 mg/L
Agar-Agar 6 Agar bacteriologico 10000 mg/L

pH

5.8
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APENDICE 2
Secuenciaciones realizadas a los plasmidos FM2, FM3, FM5, FM6, pFM244b y
pFM244b-aadA

La siguiente es la secuencia psbA — trnH del cloroplasto de M. truncatula (NC_003119)

usada como regién homodloga.

En letras azules se observa el sitio de restriccién Ndel (CATATG) en el que se incorporé el
sitio de clonacién multiple (MCS) de pBsKSIl y en color los iniciadores disefados para
amplificar la region (FMG1 y FMG2) y para secuenciar la insercion del MCS y del gen aadA
(FMG3).

[ 1FMG1 [ 1FMG2 [CIFMG3

GGAAACAATATTATTTCTGGTGCCATTATTCCTACTTCGGCGGCTATCGGTTTGCACTTTTACCCGATATGGGA
AGCTGCATCCGTTGATGAATGGTTATACAACGGCGGTCCTTATGAACTAATTGTTCTACACTTCTTACTTGGTG
TAGCTTGTTACATGGGTCGTGAGTGGGAACTTAGTTTTCGTCTGGGTATGCGCCCTTGGATTGCTGTTGCATA
TTCAGCTCCTGTTGCAGCTGCTACTGCAGTTTTCTTGATCTACCCAATTGGTCAAGGAAGCTTTTCAGATGGTA
TGCCTCTAGGAATCTCCGGTACTTTCAACTTTATGATTGTATTTCAGGCTGAGCATAATATTCTTATGCATCCAT
TTCACATGTTAGGTGTAGCTGGTGTATTCGGCGGTTCCCTATTTAGTGCTATGCACGGTTCCTTGGTAACTTCT
AGTTTGATCAGGGAAACCACAGAAAATGAATCTGCTAATGAAGGTTACAGATTCGGTCAAGAGGAAGAAACCT
ATAATATTGTAGCTGCTCATGGTTATTTTGGCCGATTGATCTTCCAATATGCTAGTTTCAACAATTCTCGTTCTT
TACATTTCTTCCTAGCTGCTTGGCCTGTAGTAGGTATCTGGTTTACCGCGTTAGGTATCAGCACTATGGCTTTC
AACTTAAATGGTTTCAACTTTAACCAATCCGTAGTTGATAGTCAAGGTCGTGTAATTAACACCTGGGCTGATAT
TATTAACCGTGCTAACCTTGGTATGGAAGTTATGCATGAACGTAATGCTCATAACTTCCCTCTAGACCTAGCTG
CGGTCGAGGCTCCATCTATAAATGGATAAGATTTTGGTTTTCAAAAAGGATACGCGTTTTTGAAAATAAAGGG
GTAAAGGAGTAATATCAACATTGTTGATATTACTCCCCCTTTTACTTTTTGTTAGTAGTCTTTTTCTGTATGCAAT
ACATATACAGAAATTAATCAATTATTTATTAAGTTCATTTAGCATTTTTCTTTATTTCAAAAAAAAAAAATTTCAAA
TTTTTAATTTATACGTTTCTCTCATCAATCTTTTTGATCTTTTTGTAATACATATGACTTCACAATGTAAAATTAAG
AAAAAAAAAAGAAATGAATGGTTTCTTATTTTATAGTATTTTAGAAGACTCGTAAGAACTTAGAGAGAAAAAAAT
AAATGATAAAGAAAAAGTATAAAAAGTTATGTAATTTAGACATAGTATAGGGCGGATGTAGCCAAGTGGATCAA
GGCAGTGGATTGTGAATCCACCATGCGCGGGTTCAATTCCCGTCATTCGCCCATGAATCTATTAAATCTAGAG
AAAAAAAGACAAAATAATTTCGAATAGAATCTTTTAAAACAAAAAGAGAAAAGAATTTATAATATACTCCTGTTG
CAGCTGATACTGCTGTTTTCTTGATCTACCCGAAGCTTTAATTCTTAGCGGATAATCCCAATTTTGGTTGAATA
GTAGTACATTATTATCTCATTTTATTATATAAATATAGAATAACAAATTAGTAAAAAGATTAATACAAAAAAGAAA
ATATACGAAGAAATTCGTCCCCCCCCCACATATTTGATAGCCTCTCCTATAAAAAAACTGGAAATCCCAATTCC
ATTTGGAATTCCATCAATTACTTGTCTATCAAAAAAATAATTGAATTTAGCTACCTTTCTTACACTCGCAATTAAA
GATACTTCAAAAAAAGCATCTATATAACCACGATTATATGACCAATCATATATAACATTGATTATTTTATCAGCA
ATCATTTTTTTAAGAACACTTTTTTGAAATAAATTAAATAAGTTCAAATTTTGTAAAGATGAAAAAACTGGTTTAT
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AGAAAAAAGACGCTATAAATATTCCGAAAAAAGCTATACTCACCGAAAAAGTTGCATTTGTAAAAAATTCATAC
CAATCCACAGAATTCTTTGAATTTTGATGTAAAAGGTCTATAGACGGAATTAACAATTTAGATAAAATATCCAAA
TCTATTGGTTCTTGGCTGAAAGAAATTCCTATGGACCCGACGAAGAAAGTAAATAGTACTAATACAAGCATAGA
AAATAGCATAGTATTGTCTGATTCATGAGGATAAAAAAACGGAATGTTTTTAGTACCAAAATAGGTACTATCAA
GAAAAAGACGTCTTATGCTTTTGACATTTCGATTAATTCGATGGGAATATGTCCTTTTCCGAAAAAAAGAAGTC
CTTTCATTATTATTAGTIGTTAATAAAGCTAATAAATG

El sitio de clonacion multiple de pBsKSII es el siguiente. Remarcado se observa el iniciador

T7 que puede emplearse para verificar la insercion del gen aadA en pFM244b.

ACGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTG
GATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACC
CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCG

En pBsKSiIl, a los lados del MCS se encuentran sitios que corresponden a los iniciadores
M13 F y M13 R, ambos fueron usados para evidenciar la presencia de psbA — trnH en
pBsKSIl a través de secuenciaciones, pero en este caso solo se reportan las
secuenciaciones realizadas con M13 F para FM2, FM3, FM5 y FM6.
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APENDICE 2
Plasmido FM2 secuenciado con M13 F (5" - GTTTTCCCAGTCACGAC - 3")

Inicialmente se incorpord la regidon psbA — trnH en el MCS de pBsKSIl. Remarcado en gris se

observa el la seccion del MCS que flanquea a psbA — trnH.

GCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATTAGGCGCGCCGGAAACAATATTATTTC
TGGTGCCATTATTCCTACTTCTGCGGCTATCGGTTTGCACTTTTACCCGATATGGGAAGCTGCATCCGTTGAT
GAATGGNTATACAACGGTGGTCCTTATGAACTAATTGTTCTACACTTCTTACTTGGTGTAGCTTGTTACATGGG
TCGTGAGTGGGAACTTAGTTTTCGTCTGGGTATGCGCCCTTGGATTGCTGTTGCATATTCAGCTCCTGTTGCA
GCTGCTACTGCAGTTTTCTTGATCTACCCAATTGGTCAAGGAAGCTTTTCAGATGGTATGCCTCTAGGAATCTC
TGGTACTTTCAACTTTATGATTGTATTTCAGGCTGAGCATAATATTCTTATGCATCCATTTCACATGTTAGGTGT
AGCTGGTGTATTCGGCGGTTCCCTATTTAGTGCTATGCACGGTTCCTTGGTAACTTCTAGTTTGATCAGGGAA
ACCACAGAAAATGAATCTGCTAATGAAGGTTACAGATTCGGTCAAGAGGAAGAAACCTATAATATTGTAGCGG
CTCATGGTTATTTTGGCCGATTGATCTTCCAATATGCTAGTTTCAACAATTCTCGTTCTTTACATTTCTTCCTAG
CTGCTTGGCCTGTAGTAGGTATCTGGTTTACCGCATTANGTATCAGCACTATGGCTTTCAACTTAAATGGNTT
CAATTTTAACCAATCAGTAGTTGATAGTCAAGGTCGTGTAATTAACACCTGGGCTGATATTATTAACCGTGCTA
ACCTTGGTATGGAAGTTATGCATGAACGTAATGNTCATAACTTCCCTCTAGACCTAGCTGCGGNCGAGGCTCC

Sitio EcoRV

v

MCS de pBsKSilI

Regién secuenciada con M13 F
[ |
— 1 I
? MCS psbA — trnH insertada en EcoRV MCS

M13
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APENDICE 2
Plasmido FM3 secuenciado con M13 F (5" - GTTTTCCCAGTCACGAC - 3")

Al igual que en FM2, se incorporo la region psbA — trnH en el MCS de pBsKSIIl. Remarcado
en gris se observa el la seccién del MCS que flanquea a psbA — trnH.

AACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATAGGCGCGCCGGAAACAATATTATTTCTGGTGCCATTAT
TCCTACTTCTGCGGCTATCGGTTTGCACTTTTACCCGATATGGGAAGCTGCATCCGTTGATGAATGGTTATAC
AACGGTGGTCCTTATGAACTAATTGTTCTACACTTCTTACTTGGTGTAGCTTGTTACATGGGTCGTGAGTGGG
AACTTAGTTTTCGTCTGGGTATGCGCCCTTGGATTGCTGTTGCATATTCAGCTCCTGTTGCAGCTGCTACTGC
AGTTTTCTTGATCTACCCAATTGGTCAAGGAAGCTTTTCAGATGGTATGCCTCTAGGAATCTCTGGTACTTTCA
ACTTTATGATTGTATTTCAGGCTGAGCATAATATTCTTATGCATCCATTTCACATGTTAGGTGTAGCTGGTGTAT
TCGGCGGTTCCCTATTTAGTGCTATGCACGGTTCCTTGGTAACTTCTAGTTTGATCAGGGAAACCACAGAAAA
TGAATCTGCTAATGAAGGTTACAGATTCGGTCAAGAGGAAGAAACCTATAATATTGTAGCGGCTCATGGTTATT
TTGGCCGATTGATCTTCCAATATGCTAGTTTCAACAATTCTCGTTCTTTACATTTCTTCCTAGCTGCTTGGCCTG
TAGTAGGTATCTGGTTTACCGCATTANGTATCAGCACTATGGCTTTCAACTTAAATGGTTTCAATTTTAACCAA
TCAGTAGTTGATAGTCAAGGTCGTGTAATTAACACCTGGGCTGATATTATTAACCGTGCTAACCTTGGTATGGA

AGTTATGCATGAACGTAATGCTCATAACTTCCCTCTAGACCTAGCTGCGGNCGANGCTCCATCTATAAATGGA
TAATATTTTGG

Sitio EcoRV
MCS de pBsKSilI

Regién secuenciada con M13 F
[ |
— 1 I
? MCS psbA — trnH insertada en EcoRV MCS
M13
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APENDICE 2
Plasmido FM5 secuenciado con M13 F (5" - GTTTTCCCAGTCACGAC - 3")

Se incorporé la region psbA — trnH en el MCS de pBsKSIl. Remarcado en gris se observa el

la seccion del MCS que flanquea a psbA — trnH.

CGCTCTAGANCTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATTAGGCGCGCCGGAAACAATATTATTTCTG
GTGCCATTATTCCTACTTCTGCGGCTATCGGTTTGCACTTTTACCCGATATGGGAAGCTGCATCCGTTGATGA
ATGGTTATACAACGGTGGTCCTTATGAACTAATTGTTCTACACTTCTTACTTGGNGTAGCTTGTTACATGGGTC
GTGAGTGGGAACTTAGTTTTCGTCTGGGTATGCGCCCTTGGATTGCTGTTGCATATTCAGCTCCTGTTGCAGC
TGCTACTGCAGTTTTCTTGATCTACCCAATTGGTCAAGGAAGCTTTTCAGATGGTATGCCTCTAGGAATCTCTG
GTACTTTCAACTTTATGATTGTATTTCAGGCTGAGCATAATATTCTTATGCATCCATTTCACATGTTAGGTGTAG
CTGGTGTATTCGGCGGTTCCCTATTTAGTGCTATGCACGGTTCCTTGGTAACTTCTAGTTTGATCAGGGAAAC
CACAGAAAATGAATCTGCTAATGAAGGTTACAGATTCGGTCAAGAGGAAGAAACCTATAATATTGTANCGGCT
CATGGTTATTTTGGCCGATTGATCTTCCAATATGCTAGTTTCAACAATTCTCGTTCTTTACATTTCTTCCTAGCT
GCTTGGCCTGTAGTAGGTATCTGGNTTACCGCATTANGTATCAGCACTATGGCTTTCAACTTAAATGGNTTCA
ATTTTAACCAATCAGTAGTTGATAGTCAAGGTCGTGTAATTAACACCTGGGCTGATATTATTAACCGTGCTAAC
CTTGGTATGGAAGTTATGCATGAACGTAATGCTCATAACTTCCCTCTAGACCTAGCTGCGGNCGAGGCTCCAT
CTATAAATGGATAANATTTTGG

Sitio EcoRV

v

MCS de pBsKSilI

Regién secuenciada con M13 F
[ |
— 1 I
? MCS psbA — trnH insertada en EcoRV MCS

M13
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APENDICE 2
Plasmido FM6 secuenciado con M13 F (5" - GTTTTCCCAGTCACGAC - 3")

Al igual que en los anteriores plasmidos, la region psbA — trnH se incorpord en el MCS de

pBsKSIl. Remarcado en gris se observa el la seccion del MCS que flanquea a psbA — trnH.

GTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATACAATATTATTTCTGGTGCCATTATTCCTACTTCTGCGGCTATC
GGTTTGCACTTTTACCCGATATGGGAAGCTGCATCCGTTGATGAATGGTTATACAACGGTGGTCCTTATGAAC
TAATTGTTCTACACTTCTTACTTGGTGTAGCTTGTTACATGGGTCGTGAGTGGGAACTTANTTTTCGTCTGGGT
ATGCGCCCTTGGATTGCTGTTGCATATTCAGCTCCTGTTGCAGCTGCTACTGCAGTTTTCTTGATCTACCCAAT
TGGTCAAGGAAGCTTTTCAGATGGTATGCCTCTAGGAATCTCTGGTACTTTCAACTTTATGATTGTATTTCAGG
CTGAGCATAATATTCTTATGCATCCATTTCACATGTTAGGTGTAGCTGGTGTATTCGGCGGTTCCCTATTTAGT
GCTATGCACGGTTCCTTGGTAACTTCTAGTTTGATCAGGGAAACCACAGAAAATGAATCTGCTAATGAAGGTT
ACAGATTCGGTCAAGAGGAAGAAACCTATAATATTGTAGCGGCTCATGGTTATTTTGGCCGATTGATCTTCCA
ATATGCTAGTTTCAACAATTCTCGTTCTTTACATTTCTTCCTAGCTGCTTGGCCTGTAGTAGGTATCTGGTTTAC
CGCATTAGGTATCAGCACTATGGCTTTCAACTTAAATGGTTTCAATTTTAACCAATCAGTAGTTGATAGTCAAG
GTCGTGTAATTAACACCTGGGCTGATATTATTAACCGTGCTAACCTTGGTATGGAAGTTATGCATGAACGTAAT
GCTCATAACTTCCCTCTAGACCTAGCTGCGGTCGAGGCTCCATCTATAAATGGATAATATTTTGGTTTAAAAAA
ANNATACNAGTTTTTGAAAATAA

Sitio EcoRV

v

MCS de pBsKSilI

Region secuenciada con M13 F
[ |
— 1 I
T MCS psbA — trnH insertada en EcoRV MCS

M13
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APENDICE 2

Plasmido pFM244b secuenciado con el iniciador FMG3 (5 -
GTATCAGCACTATGGCTTTC - 3)

En este plasmido el MCS de pBsKSIl que flanqueaba la secuencia homdloga ya ha sido

eliminado y reinsertado en el sitio Ndel de psbA — trnH. En cursivas se anota el MCS.

ATAATGGTTTATTTTACCATCAGAGTCTACAGTCAAGGATCGTGTATTACACCTGTCCTGATATTATTAACCGT
GCTAACCTTGGTATGGAAGTTATGCATGAACGTAATGCTCATAACTTCCCTCTAGACCTAGCTGCGGTCGAGG
CTCCATCTATAAATGGATAATATTTTGGTTTAAAAAAAGGATACGAGTTTTTGAAAATAAAGGGGTAAAGGAGT
AATATCAACATTGTTGATATTACTCCCCCTTTTACTTTTTGTTAGTAGTCTTTTTCTGTATACAATACATATACAG
AAATTCATCCATTATTTATTAAGTTATTAAGTTCATTTAGCATTTTTCTTTATTTCAAAAAAAATAAATTTGAAATT
TTTAATTTATACGTTTCTCTCATCAATCTTTTTGATCTTTTTGTAATACATACGCGCGTAATACGACTCACTATAG
GGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGA
TATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGT
TAATTGCGCGATGACTTCACAATGTAAAATTAAGAAAAAAAAAAAAAAGAAATGAATGTTTTCTTATTTTCTAGG
TATTTTAGAAGACTCGTAAGAACTTAGAAGAGAAAAAATAAATGATAAAGAAAAGTCTAAAAGTTATGTAATTTA
GACATAGTATAGGGCGGATGTAGCCAGTGGATCAAGGCAGGGAATTGTGAATCCCCATGGCCGGGTTCAATT
CCCGTCATTCCCCCATGAATCTTTAAATCTAGATAAAAAAGACAAATATTTCGATAGATCTTTAAACAAAAGGAA
AAGAAAAAGAATTATATATCTCTGGTGCGCTGAACTGTGTTTCTTGATC

Sitio Ndel

v
— I ——
pSbA - trnH

Regién secuenciada con FMG3
I I

— P .
f psbA T T MCS trnH
FMGH1 FMG3 T7 FMG2

73



Construccioén de un vector para modificacién genética de cloroplastos de alfalfa y estudios para la

regeneracioén in vitro de la planta

APENDICE 2
Plasmido  pFM244b-aadA  secuenciado con el iniciador  T7 5 -
GTATCAGCACTATGGCTTTC - 3)

En negritas se observa la region correspondiente al promotor Prrn del gen aadA
(Svab y Maliga, 1993) insertado en el plasmido pFM244b, mientras que en cursivas una
porcion de aadA.

CGCGCCGGAGCCCGGAACTAGCTGCTGCTTGTGAAGTATGGAAAGAGATCGTATTTAATTTTGCAGCAGTGG
ACGTTTTGGATAAGTAAAAACAGTAGACATTAGCAGATAAATTAGCAGGAAATAAAGAAGGATAAGGAGAAAG
AACTCAAGTAATTATCCTTCGTTCTCTTAATTGAATTGCAATTAAACTCGGCCCAATCTTTTACTAAAAGGATTG
AGCCGAATACAACAAAGATTCTATTGCATATATTTTGACTAAGTATATACTTACCTAGATATACAAGATTTGAAA
TACAAAATCTAGAAAACTAAATCAAAATCTAAGACTCAAATCTTTCTATTGTTGTCTTGGATCCCGAATTGGGAT
CGGTACCCAAAGCTCCCCCGCCGTCGTTCAATGAGAATGGATAAGAGGCTCGTGGGATTGACGTGAGGGG
GCAGGGATGGCTATATTTCTGGGAGCGAACTCCGGGCGAATACGAAGCGCTTGGATACAGTTGTAGGGAG
GGATTTATGGCAGAAGCGGTGATCGCCGAAGTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGAGCGC
CATCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAAGCCACACAG
TGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTTGATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTT
TTGGAAACTTCGGCTTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTGTGCACGAC
GACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAATTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTT
GCAGGT

Sitio EcoRV
v
— I
f psbA ? ? MCS trnH
FMGH1 FMG3 T7 FMG2

Regién secuenciada con T7

I I
— N | —

pSbA MCS Prrn aadA MCS
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de regeneracion a partir de peciolos de Alfalfa de M. sativa L. realizado por Villegas en 1991.
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APENDICE 3

Tablas de regeneracion de tejidos de Alfalfa

Las diferentes concentraciones de auxina vy citocinina se establecieron con base en el estudio

Induccion de callo en peciolos

Tabla 7. Induccién de callo después de 30 dias a partir de peciolos de las cuatro variedades de trabajo de Alfalfa.

Medio de cultivo

Porcentaje de formacién de callo (%)

Crecimiento del callo

[2,4-D] [BAP]
M. sativa Moapa Cuf M. trunc. M. sativa Moapa Cuf M. trunc.

mg/L mg/L
0.0 0.0 0 0 0 0 F F F F
0.5 0.0 - 100 100 100 - A A A
1.0 0.0 100 100 100 100 A A A A
1.5 0.0 100 100 100 100 A A A A
0.0 0.1 0 0 0 - F F F -
0.0 0.2 0 0 0 0 F F F F
0.0 0.4 0 0 0 0 F F F F
0.5 0.1 100 100 100 100 B B B A
0.5 0.2 100 100 100 100 B B B A
0.5 0.4 100 100 100 100 B B B A
1.0 0.1 100 100 100 100 B B B B
1.0 0.2 100 100 100 100 B B B B
1.0 0.4 100 100 100 - B B B -
1.5 0.1 100 100 100 - A A A -
1.5 0.2 100 100 100 100 A A A A
1.5 0.4 100 100 100 100 A A A A

*Se sembraron 4 explantes de M. truncatula y 8 explantes de cada variedad restante de Alfalfa para cada variacion en las
concentraciones de auxinas y citosinas en el medio MS.

A. Callo pequefio/ B. Callo mediano/ C. Callo grande/ D. Embriogénesis somdtica indirecta / E. Embriogénesis

somatica directa / F. Tejido necrosado.
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Tabla 8. Induccidn de callo después de 30 dias a partir de tallos de las cuatro variedades de trabajo de Alfalfa.
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APENDICE 3

Induccién de callo en tallos

Medio de cultivo

Eficiencia en la formacidén de callo (%)

Crecimiento del callo

[2,4-D] [BAP]
M. sativa Moapa Cuf M. trunc. M. sativa Moapa Cuf . trunc.

mg/L mg/L
0.0 0.0 0 0 0 0 F F F F
0.5 0.0 100 100 100 100 A A A A
1.0 0.0 100 100 100 100 A A A A
1.5 0.0 50 50 50 100 AF AE AE A
0.0 0.1 50 0 0 0 AF F F F
0.0 0.2 0 0 0 0 F F F F
0.0 0.4 0 0 50 0 F F AE F
0.5 0.1 100 100 100 100 B B B A
0.5 0.2 100 100 100 100 B B B A
0.5 0.4 100 100 100 100 B B B B
1.0 0.1 100 100 100 100 B B B B
1.0 0.2 100 100 100 100 B B B B
1.0 0.4 100 100 100 100 B B B B
1.5 0.1 100 100 100 100 A A A A
1.5 0.2 100 100 100 100 A A A A
1.5 0.4 100 100 100 - A A A -

*Se sembraron 4 explantes de M. truncatula y 8 explantes de cada variedad restante de Alfalfa para cada variacién en las
concentraciones de auxinas y citosinas en el medio MS.

A. Callo pequefio/ B. Callo mediano/ C. Callo grande/ D. Embriogénesis somdtica indirecta / E. Embriogénesis

somatica directa / F. Tejido necrosado.
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APENDICE 3

Induccion de callo en hojas

Tabla 9. Induccién de callo después de 30 dias a partir de hojas de las cuatro variedades de trabajo de Alfalfa.

Medio de cultivo

Eficiencia en la formacidn de callo (%)

Crecimiento del callo

[2,4-D] [BAP]
M. sativa Moapa Cuf M. trunc. M. sativa Moapa Cuf M. trunc.

mg/L mg/L
0.0 0.0 0 0 0 0 F F F F
0.5 0.0 0 0 0 0 F E,F F E
1.0 0.0 0 100 0 0 F A F -
1.5 0.0 50 50 50 0 AE AE AE E
0.0 0.1 0 0 0 0 F E,F F F
0.0 0.2 0 0 0 0 E E F F
0.0 0.4 50 50 100 0 A AE AE F
0.5 0.1 100 100 100 0 A A A -
0.5 0.2 100 100 100 100 A A A A
0.5 0.4 100 100 100 100 A A A A
1.0 0.1 100 100 0 100 A A - A
1.0 0.2 100 100 100 100 A A A A
1.0 0.4 100 100 100 100 A A A A
1.5 0.1 100 100 100 0 A A A -
1.5 0.2 100 100 100 100 A A A A
1.5 0.4 100 100 100 100 A A A A

*Se sembraron 4 explantes de M. truncatula y 8 explantes de cada variedad restante de Alfalfa para cada variacion en las
concentraciones de auxinas y citosinas en el medio MS.

A. Callo pequefio/ B. Callo mediano/ C. Callo grande/ D. Embriogénesis somatica indirecta / E. Embriogénesis

somatica directa / F. Tejido necrosado.
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Induccién de callo en meristemos

Tabla 10. Induccion de callo después de 30 dias a partir de meristemos de las cuatro variedades de trabajo de

Alfalfa.
Medio de cultivo Eficiencia en la formacidn de callo (%) Crecimiento del callo
[2,4-D] [BAP]
M. sativa Moapa Cuf M. trunc. M. sativa Moapa Cuf M. trunc.
mg/L mg/L

0.0 0.0 0 0 0 0 F F F F
0.5 0.0 50 100 100 100 B,F B B B,E
1.0 0.0 0 50 50 0 E B,E B,E E
1.5 0.0 0 50 0 100 E,F B,E E B,E
0.0 0.1 0 0 0 - E E E -
0.0 0.2 0 0 0 0 E E,F E F
0.0 0.4 0 0 0 0 F F E,F F
0.5 0.1 100 100 100 100 C C C B
0.5 0.2 100 100 100 100 C C C B
0.5 0.4 100 100 100 100 C C C B
1.0 0.1 100 100 100 100 C C C B
1.0 0.2 100 100 100 100 C C C B
1.0 0.4 100 100 100 100 C C C B
1.5 0.1 100 100 100 100 C C C B
1.5 0.2 100 100 100 100 C C C B
1.5 0.4 100 100 100 100 C C C B

*Se sembraron 3 explantes de M. truncatula y 6 explantes de cada variedad restante de Alfalfa para cada variacion en las
concentraciones de auxinas y citosinas en el medio MS.

A. Callo pequefio/ B. Callo mediano/ C. Callo grande/ D. Embriogénesis somdtica indirecta / E. Embriogénesis

somatica directa / F. Tejido necrosado.
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