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Resumen

En los ultimos afios, la salinidad de los suelos ha aumentado, convirtiéndose en uno de los
principales retos para la agricultura mundial, pues sus efectos afectan fisioldégica y
morfolégicamente a las plantas y ello se traduce en un decremento en las cosechas. A
consecuencia de esto se han buscado nuevas estrategias que permitan mejorar el
rendimiento y la estabilidad de los cultivos bajo estrés salino; una de ellas es el uso de
biotecnologias como el mejoramiento genético; este ultimo se puede aplicar a los distintos

niveles: la exclusion iénica, la tolerancia osmatica y la tolerancia tisular.

Con el fin de mejorar la resistencia a la salinidad de plantas agronémicamente relevantes
como el jitomate (Solanum lycopersicum), en este trabajo se modificé un plasmido comercial
con el gen DhARO4 de la levadura extremo tolerante al sodio Debaryomyces hansenii. Para
obtener de forma masiva este gen, se disefiaron oligonucleétidos de anclaje que contenian
secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion, y en una reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) se aisl6 el gen del resto del ADN gendmico de la levadura. El gen se inserto
en el vector comercial TOPO-XL-2 6ptimo para los productos de PCR de extremos romos,
permitiendo una ligacién inmediata; posteriormente se transformé a la bacteria Escherichia
coli con el plasmido TOPO-XL-2-DhARO4. Mediante seleccidn por antibiético se obtuvieron
colonias transformadas con el plasmido y el gen de interés. Se verifico la integridad de la
secuencia del gen DhARO4 en el vector TOPO-XL-2 mediante su secuenciacién. Logrando
clonas exitosas para cada construccidon que tienen el cien por ciento de similitud con la

secuencia original del gen DhAROA4.




Introduccidén

A lo largo de la historia de la humanidad, uno de los principales problemas a los que se han
enfrentado diferentes civilizaciones, ha sido la salinizacion de los suelos, siendo de especial
importancia los suelos de cultivo. Este problema es de tal magnitud que se propuso como la
causa del desplome de la civilizaciébn mesopotamica (Stavi et al., 2021). En la actualidad, el
aumento de las sales en los suelos de cultivo ha ido en aumento y sigue siendo un problema

sin una solucion definitiva.

Salinidad de los suelos

La Sociedad de Ciencias del Suelo de América define la salinidad de los suelos como la
acumulacion de sales solubles en agua que repercuten en el crecimiento de las plantas.
Dentro de estas sales se encuentran los iones que requieren las plantas como nutrientes,
estos son los iones potasio (K*) y sulfato (SO4?) y los no esenciales, que son ademas toxicos
en concentraciones elevadas, como los iones de sodio (Na*) y cloruro (CI); por lo mismo,
cuando se habla de salinidad de suelos se suele hacer referencia en especial a estos dos
iones (Stavi et al., 2021).

La salinidad de los suelos suele darse por procesos naturales que dependen de las
condiciones geogréficas y topograficas de cada zona, generalmente se asocian a regiones
aridas y semiaridas porque no cuentan con un flujo de agua constante, o zonas costeras, ya
gue se puede tener deposicién edlica y pluvial de sales provenientes de la superficie marina.
A su vez la salinidad en estas zonas depende de cambios climaticos que influyen en el nivel
del mar, un ejemplo histérico es el aumento de zonas de inundacién con agua marina en
Holanda (Metternicht y Zinck, 2008; Bresler et al., 2012; Ullah et al., 2021). Un ejemplo mas
reciente del efecto del cambio climatico es el aumento del nivel del mar en el pais de
Bangladesh en donde la extensién de los suelos salinos de las zonas costeras pasé de
800,000 hectareas en 2001, a 1.2 millones de hectareas en 2011 (Bimal y Harun, 2017).

Otros procesos que aumentan la salinidad de los suelos, son los que derivan de la actividad
humana, por ejemplo la tala acelerada de bosques y selvas asi como el consumo desmedido
de recursos naturales y el manejo inadecuado de la agricultura ya sea por sistemas de riego
deficientes, uso desmedido de los fertilizantes y plaguicidas asi como el uso de agua de riego
sin un tratamiento apropiado, debido a que suele llevar una concentracion alta de sales (Endo
et al., 2011; Greene et al., 2016).




Esta problemética no se restringe a un grupo pequefio de paises, de acuerdo con la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO, por sus
siglas en inglés) y su sistema de mapeo global de suelos afectados por salinidad (GSASmap
por sus siglas en inglés), en 2021 estimaron que mas del 6% de los subsuelos y méas del 3%
de los suelos superficiales presentan problemas de salinidad, mas de dos tercios de estos se
encuentran en zonas aridas o semiaridas. Estos datos son representativos del panorama

general; sin embargo, sélo toman en cuenta los datos proporcionados por 118 paises.

En paises como México, los suelos salinos afectan al 60% de tierras destinadas a la
agricultura. La Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural destaca en su informe del 2021
gue la salinidad leve afecta a 2.43 millones de hectareas del suelo agricola superficial,
mientras que para el subsuelo aumenta a 3.37 millones de hectareas. Por su parte, la
salinidad moderada afecta a 1.27 millones de hectareas de suelo superficial, mientras que

para el subsuelo aumenta a 2.15 millones de hectareas.

Cabe resaltar que aunque el informe fue emitido en el 2021, los datos recopilados abarcan
los afios 1999 a 2009 por lo que no se conoce del todo el grado de afectaciéon que se ha
acumulado en los dltimos afios; sin embargo, hay pronésticos a mediano y largo plazo
basados en modelos de prediccidon multiples que evallan los aspectos del cambio climatico y
cdmo afectara a paises como México que se encuentran rodeados por mar en donde se
reitera que los suelos con mayor riesgo de salinidad son los de zonas aridas por ejemplo, los
estados de Baja California, Baja California Sur y Sonora. Peor aun con estos criterios ponen

a México como el cuarto pais que se vera mas afectado (Hassani et al., 2021).

Para enfrentar los problemas de salinizacion en suelos de cultivo, se han buscado diferentes
estrategias, que van desde la prevencion del problema, la restauracion del suelo o
directamente en mejorar el rendimiento y la estabilidad de los cultivos bajo estrés salino,
siendo esta Ultima la mas redituable. Se puede dar a través de la seleccién de variedades
resistentes al estrés salino, lo que se ve limitado a la variabilidad que se tenga de especies
cultivables. Otra alternativa, quizas de las mas novedosas es la generacién de cultivos

resistentes a través de la modificacién genética (Saeed et al., 2011).

La modificacion genética se puede aplicar a los mecanismos de tolerancia al sodio de las
plantas, clasificados en tres distintos niveles: la exclusion i6nica empleando genes que
permitan la expulsién del sodio, la tolerancia osmotica al usar genes implicados en la sintesis
de compuestos organicos para disminuir el efecto osmoético de las sales y la tolerancia tisular
implementando genes que actlan en respuesta al estrés oxidante generado por salinidad
elevada. (Roy et al., 2014).




Modificacion genética

El desarrollo de ciencias como la genética y biologia molecular ha traido consigo nuevas
aplicaciones biotecnol6gicas. Con el descubrimiento y comprensién de la funcién y estructura
del ADN se han logrado identificar, aislar y clonar genes especificos, con el desarrollo de la
ingenieria genética se ha logrado modificar el ADN de un organismo o combinar el de varios
lo que se ha denominado tecnologia del ADN recombinante. Cada una de estas aplicaciones
trata de hacerle frente a diversas probleméticas que aquejan actualmente a la sociedad.
Dentro del sector agroalimentario se enfoca en mantener la seguridad alimentaria al satisfacer
la demanda cada vez mayor de alimentos sin incrementar la presion sobre los recursos
naturales (William et al., 2010; Wilches Florez, 2010).

La insercion de genes exdgenos a las células de la planta se puede dar por distintos métodos,
ya sean directos (fisicos o quimicos) o indirectos, mediante vectores biolégicos (Salazar
Montes, Sandoval Rodriguez y Armendériz Borunda, 2013), en ambos métodos se insertan
secuencias recombinantes de ADN a una célula; se denominan secuencias recombinantes
porque llevan una secuencia que es reconocida por la maquinaria de replicacion o
transcripcion de la célula receptora y la secuencia de un gen de un organismo diferente que
es de interés replicar o expresar en la célula receptora. Existen diferentes tipos de vectores,
los plasmidos de bacterias, los de virus y los producidos de forma artificial. La mayor
diferencia entre los vectores radica en que unos se emplean para obtener multiples copias
del plasmido que contiene el gen de interés; vectores de clonacién, mientras que otros pueden
emplearse no solo para la replicacién u obtencion de copias, también para la transcripcion de
los genes exdgenos dentro de las células receptoras de la planta; vectores de expresion
debido a que producen ARN mediante la transcripcién y la proteina codificante a partir del
mismo; a diferencia del primero, este tiene que tener una baja expresion basal, es decir
generar pocas copias para que en el momento en el que se inserte en la planta este no

interfiera mas de lo esperado en el organismo. Sus estructuras constan de:
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Figura 1. Esquema de un vector de clonacion y expresion. Panel A: Vector de clonacién. Panel B:
Vector de expresion. Maodificado de (Salazar Montes, Sandoval Rodriguez y Armendariz Borunda,
2013).

Vector de Clonacion:

a) Origen de Replicacion: Una secuencia de ADN que provee un sitio Unico de
reconocimiento a las proteinas que identifican el sitio de inicio de la replicacion
ORI de bacterias, para que el plasmido se pueda integrar a bacterias como
Escheria coli y obtener suficiente cantidad de plasmido.

b) Marcador de seleccién: Un gen que confiere resistencia a un antibiético o que

genera un fenotipo distinguible, hay vectores que tienen mas de un marcador.

c) Sitio de clonacién mdltiple: Un fragmento de ADN que tiene sitios Unicos de
reconocimiento para enzimas de restriccién, son muy cercanos entre si y es aqui
en donde se adhiere el inserto

A parte de las anteriores el vector de expresién cuenta con:

d) Un promotor fuerte, que es una secuencia que se ubica antes del primer codén
(ATG) del gen y por ello se denomina rio arriba (“‘up stream”) con sitios
reconocibles para factores de transcripciébn capaces de regular y dirigir la
transcripciéon del gen adyacente

e) Un sitio de union al ribosoma (Internal Ribosome Entry Site IRES): Secuencia
Shine-Dalgarno antes del codén de inicio de la traduccién. Es la secuencia
complementaria al extremo 3’ del ARNr 16S, su hibridaciéon permite el ensamblaje

de la maquinaria de inicio de traduccion del ARN mensajero.




f) Secuencia de terminacion de la transcripcion.

g) Insercion de poliadenilacion en el extremo 3’ para proteger el transcrito de la

degradacioén por nucleasas.

Para la obtencién de un organismo o célula transgénicos se requiere de la expresion estable
del gen insertado; esto se logra principalmente con las secuencias promotoras empleadas,
una de las mas comunes en cuanto a plantas se refiere es la del promotor del gen que codifica
la subunidad ribos6mica 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV35S). Es un promotor
constitutivo, lo que significa que es independiente a factores ambientales y estadios de
desarrollo lo que asegura niveles constantes de expresion, como su nombre lo dice fue
aislado de un patdégeno vegetal el cual al infectar a la planta libera su ADN al interior de la
célula'y ocupa la RNA polimerasa Il del huésped para transcribirse. Esta propiedad fue la que

determiné su relevancia biotecnolégica (De Guglielmo y Fernandez, 2016).

La estrategia mas empleada para llevar a cabo este proceso es mediante el uso de la bacteria
del género Agrobacterium. Debido a la facilidad y alto porcentaje de transformaciéon en
distintas especies vegetales, esta bacteria sirve como mediador para la introduccién de genes
de interés en plantas gracias a su proceso de evolucion altamente especializado para
infectarlas por medio de la transferencia horizontal de genes (Benitez Burraco, 2005; Diaz
Granados y Chaparro-Giraldo, 2012).

De esta forma se han implantado caracteristicas en los cultivos como mayor calidad y valor
nutrimental, resistencia a plagas y enfermedades, asi como tolerancia a los diversos tipos de

estrés presentes en su entorno entre ellos la salinidad (Phillips, 2008).

Las estrategias para contrarrestar los efectos asociados al estrés en cada nivel (I6nico,
osmoético y tisular) son diversos. Por ejemplo en la respuesta a nivel tisular, una estrategia es
el aumento de antioxidantes en la planta para evitar que haya una reduccioén del crecimiento

a consecuencia del estrés oxidante

Antioxidantes como respuesta al estrés salino

Durante el crecimiento en suelos salinos o por riego con agua alta en sales, se producen
diferentes problemas celulares, uno de ellos es el estrés oxidante debido al aumento de
radicales libres en la mitocondria y cloroplastos. Los radicales libres; son moléculas altamente

reactivas por la presencia de un electrén desapareado en su capa de valencia. Los radicales




libres mas comunes son las especies reactivas del oxigeno (ERO), estas moléculas se forman
por la reduccién incompleta o parcial de la molécula de oxigeno, y se dan como resultado de
reacciones REDOX presentes en los procesos metabdlicos. Se conforman por el radical

superéxido (Oz+—), oxigeno singlete (10,), peréxido de hidrogeno (H-O>) y radical hidroxilo

(OHe), en concentraciones bajas tienen efectos benéficos como mensajeros de sefializacion
en los procesos de senescencia, fotorespiracion, fotosintesis, movimiento estomatico, etc.
(Flieger et al., 2021).

Para mantener la concentracién basal de EROs que se producen en los principales organelos,
las plantas cuentan con diversos sistemas antioxidantes que pueden actuar previniendo la
formacion de radicales libres, inactivandolos o interrumpiendo las reacciones de oxidacion.
Estos sistemas se adaptan a la corta vida media de los radicales libres y generalmente actian

en dos fases; en la primera, los antioxidantes enzimaticos convierten las ERO existentes
como el Oz*— y el H.O; en agua y oxigeno, mientras que en la segunda fase actdan los

antioxidantes no enzimaticos, capaces de reaccionar inmediatamente con los radicales que
se van generando para evitar que oxiden a las biomoléculas (Avello y Suwalsky, 2006; Kotha
et al., 2022). Este balance se ve afectado cuando la planta se encuentra expuesta a algin
tipo de estrés, los tipos de estrés que afectan principalmente a las plantas en la actualidad
son la sequia y la salinidad de los suelos que usualmente se correlacionan entre si (Morales
et al., 2002). Cuando hay condiciones de estrés por salinidad la planta responde con la
activacion de sus tres mecanismos de tolerancia al sodio, estos mecanismo son dependientes
de ATP; por lo tanto, las cadenas transportadoras de electrones aumentan su productividad
y a su vez la concentracion de EROs aumenta, si el estrés es continuo, los sistemas
antioxidantes se ven rebasados y se rompe el balance entre la acumulacion de EROs y estos
sistemas, lo que genera un estrés secundario oxidante, y si no hay una respuesta celular, el
estrés oxidante pasa a ser crénico, convirtiéndose en una condicion oxidante que afecta la
estructura y funcion de las biomoléculas (Das y Roychoudhury, 2014). Como se observa en

la figura (2).
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Figura 2. Esquema del proceso de como un estrés primario (salinidad) conduce a un estrés secundario
(dafio oxidante) dentro de las plantas.

Sin embargo, existen plantas mas resistentes que otras al estrés salino, lo que a su vez evita
llegar al estrés oxidante. Dentro de las mismas especies hay variedades que tienen el umbral
de tolerancia al estrés salino mas alto, esto se debe a que usan diferentes aminoacidos como
compuestos organicos compatibles o antioxidantes que al ser compatibles no interfieren con
el metabolismo normal de las células y se pueden acumular a nivel de citosol y organelos
(Roy et al., 2014).

Gen DhARO4

Debaryomyces hansenii es una levadura marina de la clase hemiascomycetes, se le
denomina una levadura no convencional ya que no pertenece al género Saccharomyces.
Presenta halotolerancia elevada es decir que, se adapta a medios con altas concentraciones
de NaCl llegando a soportar hasta 4M, esta condicién se debe a una serie de respuestas al
estrés salino como la osmoregulacién, que incluye la sintesis de compuestos organicos
compatibles, la expulsién o almacenamiento del sodio intracelular en la vacuola o fuera de la
célula, todos estos procesos coordinados a nivel genético. Por todo esto se considera un
organismo de relevancia biotecnolégica con multiples aplicaciones en la industria, salud y en

el ambiente (Sacerdot at al., 2008; Gonzalez-Hernandez y Flores-Herrején, 2022).




Con la secuenciacién de su genoma se han podido conocer los genes que forman parte de
estas respuestas, uno de ellos es el gen DhARO4 que codifica para la 3-desoxi-D-arabino-
heptulosonato-7-fosfato sintasa (DAHP sintasa), esta es la primera enzima que actla en la
ruta del acido shikimico, que es la ruta encargada de la sintesis de aminoacidos aromaticos,
especificamente tirosina, éste forma parte del conjunto de los aminoacidos aroméaticos que
componen a las proteinas y en D. hansenii este gen se expresa cuando se encuentra bajo
estrés salino y lo utiliza para generar tirosina y usarla como antioxidante para neutralizar
ERO y evitar la oxidacién de biomoléculas (Calderon Torres et al., 2006; Calderon Torres et
al., 2011).

En las plantas, la tirosina es importante para la sintesis de diversos metabolitos secundarios,
especificamente es precursora de alcaloides isoquinolinicos, pigmentos betalainicos y
guinonas como plastoquinonas y tocoferoles. Los microorganismos y las plantas también
pueden sintetizar aminoacidos aromaticos a través de la misma ruta, por lo tanto también
cuentan con la enzima DAHP sintasa, aunque es distinta a la de levaduras y
microorganismos, presentan la misma funcién; condensar fossfoenolpiruvato y D-eritrosa4-

fosfato (Maeda y Dudareva, 2012; Parthasarathy Anutthaman et al., 2018).

Se ha reportado que la tirosina puede tener un efecto antioxidante a través de los metabolitos
secundarios de los que es precursor y de forma directa cuando se aplica de forma extracelular
a plantas que estén bajo algun tipo de estrés, mientras que en otros organismos si se ha
reportado que bajo diversos tipos de estrés actia como antioxidante de forma directa (Al-
Mohammad y Al-Taey, 2019; Neyra et al., 2021). Por ello, se ha propuesto que la introduccion

del gen DhARO4 en las planta podria mejorar su resistencia a la salinidad.

Antecedentes

En el trabajo de Calderon Torres et al., (2019) se incorporé el primer gen de la via de sintesis
de aminoacidos aromaticos DhARO4, que codifica para la enzima sintasa de 3-desoxi-D-
arabinoheptulosonato 7-fosfato (sintasa DAHP) denominada ARO4p, presente en la levadura
halotolerante Debaryomyces hansenii (Zopf, 1889) a la planta Nicotiana tabacum L., debido
a gue previamente Calderdn Torres et al., (2011) demostraron que a partir de la expresion de
este gen se da la sintesis de tirosina que actla como antioxidante en respuesta al estrés
salino. Los resultados fueron favorables, ya que las plantas genéticamente modificadas
tuvieron un mayor crecimiento en comparacion con las plantas silvestres con y sin riego de

agua salina NaCl 100 mM.




Por otro lado, De la Torre (2020) estudio los efectos que tiene el estrés salino sobre la planta
de jitomate comercial Solanum lycopersicum L. (1794) y comprob6 que se genera un dafio
oxidante que afecta a rutas y procesos metabdlicos lo que se tradujo a un déficit de

crecimiento y cosecha.

Mientras que Suarez, Calderén y Iturriaga en (2009) clonaron de forma independiente y en
conjunto los genes TPS1y TPS2 que codifican para la enzima trehalosa-6-fosfato sintasa que
es un metabolito secundario presente en la levadura Saccharomyces cerevisiae y lo
insertaron en Alfalfa (Medicago sativa L.). Las plantas que tenian la construccion de ambas
copias de los genes tuvieron un incremento de tamafio, biomasa y nivel de follaje cuando se
encontraban bajo algun tipo de estrés abidtico: sequia, salinidad y temperaturas extremas,
tanto bajas, como altas fueron las mismas que contenian mayor cantidad de trehalosa
almacenada. De esta forma se comprueba que incrementando la sintesis de trehalosa, un
metabolito secundario, con genes exdgenos, de levadura, la planta es capaz de hacerle frente
a diferentes tipos de estrés. Por lo que se sustenta el uso de genes exdgenos en el

mejoramiento de las plantas a la salinidad.

Hipotesis

Considerando el interés para la produccion de plantas transgénicas resistentes a salinidad
elevada en el presente trabajo, se propone la construccién de un vector de clonacion que
contenga el gen DhARO4 vy su verificacion. Para ello, se disefiaran y construira un vector
recombinante, bajo la premisa general de que un plasmido recombinante, se logra a partir
del corte con enzimas de restricciébn que cortan las mismas secuencias del gen DhARO4 y
del sitio de mudltiple restriccion del plasmido comercial TOPO-XL-2, que se unird por
complementariedad de bases, entonces se podra verificar la construccién del plasmido
recombinante mediante su secuenciacion, si estas son correctas se podran expresar en

vector que infectara a la planta modelo.

Justificacion

Considerando que la salinidad de suelos es un problema mundial, se requieren estrategias
novedosas y al alcance de todos que le permitan a los distintos cultivos hacerle frente. Otra
situacion muy importante es el uso de semillas modificadas, si tomamos como ejemplo uno

de los cultivos més relevantes para el pais como lo es el de jitomate, de acuerdo con datos




de la CEDRSSA, de los 50.596 millones de hectareas que se ocuparon en 2016 con cultivo
de jitomate, 49.559 millones de hectareas son de cultivos con semillas modificadas, aunque
esta organizacién no especifica si fueron modificadas por hibridacion o genéticamente, si
declaran que la mayor parte de estas semillas se obtienen de empresas particulares, muchas
de ellas transnacionales. En el caso especifico de las semillas de chile y jitomate, algunas
empresas transnacionales las producen en México y las envian a EEUU o Europa a
empacarse para volverse a importar como semilla y por lo tanto se incrementan los costos de

produccion y bajan las ganancias generadas con la comercializaciéon del producto.

Por todo esto se plantea promover investigaciones nacionales enfocadas en el mejoramiento
genético de cultivos, en este caso al proveer a la plantas de cultivo resistencia al estrés salino
mediante el aumento de la tirosina como antioxidante, que de ser posible llegar a una fase de
experimentacion en campo, permitiria por un lado tener tecnologia propia y por otro las
semillas estaran al nivel de las generadas por las empresas particulares y a largo plazo se
evitara que los agricultores tengan gastos extras por el sobreprecio de las semillas que se

comercializan.

Objetivo General

Clonacion del gen DhARO4 de la levadura halotolerante Debaryomyces hansenii para su
posterior uso biotecnologico en el mejoramiento del crecimiento de plantas de cultivo en

suelos con salinidad elevada.
Objetivos Particulares

A partir del ADN gendmico de la levadura extremo tolerante al sodio Debaromyces hansenii,
aislar el gen DhARO4 mediante una amplificacién de la reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR) con oligonucleétidos especificos.

Obtener de forma masiva copias del gen DhARO4, mediante su insercién al vector comercial

TOPO-XL-2 y la transformacién de la bacteria Escherichia coli.

Verificar la integridad de la secuencia del gen DhARO4 en el vector TOPO-XL-2 mediante su

secuenciacion.
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Materiales y Métodos

Para llevar a cabo este trabajo se usaron las cepas descritas en la tabla 1. La levadura
halotolerante D. hansenii se mantuvo y crecio en cajas Petri con extracto de levadura 1%,
peptona 1% y dextrosa 2% (YPD por sus siglas en inglés) y agar 1.5%.

Tabla 1. Abreviaturas para cepas o plasmidos

Cepas/Plasmidos \ Genotipo Procedencia ‘ Abreviatura

CBS767 Debaryomyces American Type Culture | D. hansenii
hansenii Collection ATCC

Dh5a-T1 Escherichia coli Invitrogen E. coli

TOPO-XL-2 Topoisomerasa 1 Invitrogen TOPO

Extraccion de ADN de D. hansenii

En un tubo Eppendorf se coloc6 un paquete celular de la levadura, tomandolo directamente
de una caja de Petri con medio YPD-agar, y se resuspendio en 50 ul de agua estéril; se afiadid
buffer de lisis: fenol:cloroformo:alcohol isoamilico en proporcién 25:24:1 respectivamente y 3
g de perlas de vidrio con un tamafio de 0.45 mm; se agité en un vortex para romper la pared
celular de la siguiente forma: 30 s en vortex y 1 min en hielo (repitiendo cuatro veces).
Posteriormente se afiadid buffer TE y se someti6 a centrifugacion durante 5 min a 12000 rpm,
se transfirio la capa acuosa a un tubo Eppedorf nuevo y para lavar el ADN se le agregd 1 ml
de etanol al 100% y se agit6é por inversion. Se sometié a centrifugacién durante 10 minutos a
12000 rpm, se desechd el sobrenadante, se afiadié solucion TE y 3 ul de la enzima ARNasa
para quitar remanentes de ARN, y se incub6 durante 30 min a 37°C. Posteriormente y para
precipitar el ADN, se le afiadieron 10 yl de acetato de amonio y 1ml de etanol 100% y se
incubd a -20° C por 20 min; una vez transcurrido el tiempo, el tubo se centrifugé a 12000 rpm
10 min; se descart6 el sobrenadante y se dejo evaporar el etanol aproximadamente 5 min.
Finalmente el ADN se suspendi6é en 50 pl de agua estéril y se mantuvo en refrigeracion hasta

Su uso.

Reaccién en cadena de la Polimerasa del ADN para la amplificacion del gen DhARO4

Se disefaron los oligonucle6tidos forward, el cual reconoce la secuencia que va en direcciéon

5" a 3’ y da origen a la misma y reverse; el cual reconoce a la secuencia complementaria que
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va en direccion 3’ a 5 para la amplificacion del gen DhARO4, a cada secuencia del
oligonucledtido se les afiadié una secuencia de reconocimiento de una de las enzimas de
restriccion del vector pRI 101-AN y se enviaron a sintetizar al laboratorio de Biologia Molecular
del Instituto de Fisiologia Celular, U.N.A.M. Posteriormente se realiz6 la cuantificacion de
ADN para saber con cuanto ADN realizar la reaccion de PCR. Esta reaccion se preparé en
un micro tubo de 200 pl con buffer de reaccion 10x, MgCl,, nucleétidos comerciales (2 mM) y
la enzima Tag polimerasa de ADN: Platinum SuperFi Green de la marca Invitrogen. El
termociclador se programé para 30 ciclos con una temperatura de desnaturalizacion de 94°C,
56°C para el alineamiento de oligonucle6tidos y 72°C para la extension. La integridad y
tamafo del producto de amplificaciéon se verificO mediante una electroforesis con un gel de
agarosa al 1% y buffer TBE 0.5 X, al gel se le agrego 0.3 ul de bromuro de etidio para poder

visualizar los productos.

Insercién del gen DhARO4 al vector TOPO-XL-2

Una vez confirmada la amplificacién del gen se insert6 en el vector TOPO. Este vector cuenta
con la Topoisomerasa | activada, lo que le permite romper una de las hebras del ADN vy unir
el producto de PCR de extremos romos. La funcién de esta enzima no requiere de aporte de
ATP para restablecer el enlace fosfodiester permitiendo una ligacion inmediata. Por lo que se
siguieron los pasos especificos de protocolo comercial; es decir: Se tomd 1 ul del producto
de PCRy se afiadié 1 ul de solucion salina, 1 pl del vector TOPO y se ajusté con agua estéril
para tener una reaccion final de 6 ul, se mezcl6 suavemente y se incubd por
aproximadamente 5 min en hielo. Posteriormente se tomé una de las alicuotas de la bacteria
Escherichia coli quimicamente competentes y se agregaron 2 pl de la solucién de clonacién
TOPO previamente preparada con el gen de interés. Se dej6é incubando en hielo 30 min.
Posteriormente se realizé un choque térmico al colocarlo a 42 °C por 30 seg, e
inmediatamente después se incubd en hielo por 1 min. Se agregaron 250 uL de medio SOC
(Super Optimal Broth with Catabolite Repression) a temperatura ambiente y se incubd una
hora a 37 °C en agitacion constante a 280 rpm. Finalmente, para comprobar si la insercion
del plasmido en la bacteria ocurrid, se esparcieron 50 pl de la solucion en placas con medio
LB y ampicilina, y se dejaron incubando toda la noche a 37 °C. Esperando que si la

transformacion fue 6ptima crecieran colonias de la bacteria transformada.

Se siguieron los pasos anteriores hasta obtener colonias de bacterias transformadas y se

tomd una de estas para inocularla en 5 ml de medio LB adicionado con ampicilina en una
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concentracion de 50 ug/mL, se dej6é en incubacion toda la noche a 37°C y agitacién a 200

rpm como se esquematiza en la figura (3).

Transformacion de E. coli mediante choque térmico

/’/_.\:'\‘ o 4 \
e Ecoli ( \@‘).‘ | f/ @ ) . E.coli

s TOPO-XL-2 = \ / » TOPO-XL-2
 Prom+gen \V_HEI}/ \_,_,/ « Gen

Después de la transformacion E. coli se incuba en medio LB
a 37°C 1hr luego se siempra en cajas de agar con medio de
seleccién

* LB/amp e LB/amp
Se incuban a 37°C 24 hrs. Si hay crecimiento cada colonia
se pasa a tubo con medio de seleccidn

¢ LB/amp * LB/amp

Se incuban a 37°C 24 hrs. Si hay crecimiento se extrae el
ADN plasmidico

Figura 3. Esquema de la seleccién de bacterias transformadas en cajas Petri con medio LB y en medio
liquido LB.
Este proceso se repitié hasta la obtencion de colonias con las construcciones independientes

para Gen y para Prom.

Purificacion de ADN plasmidico mediante columna de gel de silice

Después del crecimiento de las bacterias transformadas con el gen DhARO4, el ADN
plasmidico se purificd con un sistema comercial de la marca AXYGEN que emplea columnas
de gel de silice, tomando 3 ml del cultivo de E. coli con el plasmido y centrifugandolo a 12000
g por 1 min, se desechoé el sobrenadante y se resuspendioé en 250 ul de buffer S1 (solucién
amortiguadora que contiene ARNasa para degradar ARN). Esta mezcla se pas6 a un tubo
Eppendorf y se le afiadieron 250 ul de buffer S2 (solucién salina con detergentes para
solubilizar la membrana plasmatica). Para permitir la lisis celular se mezcld por inversion de
4 a 6 veces y se incubd por 5 min. en hielo. Una vez pasado ese tiempo se agregaron 350 pl
de buffer S3 (solucién con una base fuerte para precipitar todo el debris celular que resulta

de la lisis celular) y se agit6 por inversion de 6 a 8 veces, se centrifugd durante 10 min bajo
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las condiciones previas. El sobrenadante se transfiri6 a la columna de gel de silice, se
centrifugd 1 min. y se desecho el remanente, e inmediatamente se afiadieron 500 ul de buffer
W1 (solucién que contiene sales que inhiben ADNasas que pueden degradar el ADN); para
lavar la columna, se centrifugd y deseché el remanente como el paso anterior. Se le di6 otro
lavado al afiadir 750 yl de buffer W2 (solucion compuesta principalmente de etanol), se
centrifugd y desech6 el remanente como en los pasos anteriores. Se volvié a centrifugar por
1 min para desechar en su totalidad la solucion de lavado y evitar rastros de etanol.
Finalmente la columna se transfirié a un tubo Eppendorf estéril y se agregaron 65 ul de agua
estéril, previamente calentada a 42 °C, directo al centro de la columna y se dej6é incubando
por un minuto, luego se centrifugd por un minuto, el ADN en soluciéon quedd en el tubo

Eppendorf debidamente etiquetado.

Verificacion de la presencia del gen DhARO4 en el plasmido

Para confirmar la presencia del gen DhARO4 en el plasmido se realizé un corte del fragmento
con la enzima de restriccion Eco Rl (G_AATTC) que flanquea la regién en donde se integra
el gen de interés. Aunado a lo anterior para verificar la integridad de la secuencia del gen
DhAROA4, el plasmido TOPO-DhARO4 se verific por la técnica de secuenciacién del ADN en
el Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, U.N.AM. La
verificacion es importante, ya que un error en la secuencia puede ocasionar que la expresion

final del gen en la planta produzca otra enzima y no la requerida.
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Resultados
Extracciéon de ADN de D. hansenii

Debido a que la levadura D. hansenii cuenta con una gruesa pared celular, es necesario un
método mecanico para su rompimiento y la extraccién efectiva del material genético, de ahi
gue en el protocolo de extraccion se agreguen perlas de vidrio (0.45 mm) lo que permite la
lisis de la pared celular y la separacion de los distintos componentes celulares, en la figura 8
se observa el uso de las perlas en la extraccion de ADN de D. hansenii.

Una vez que se obtuvo el ADN gendémico, se purificé y se verificd su integridad mediante una
electroforesis en un gel de agarosa al 1%. EI ADN gendmico es integro cuando se observa
una banda gruesa con alto peso molecular, como se observa en la figura (4) panel B.

Fenol/

(Perlas >3+

Figura 4. ADN de D. hansenii. Panel A: fases después de emplear el método mecanico (perlas de
vidrio) para romper la pared celular. Panel B: electroforesis en gel de agarosa (1%), en el carril 1, se
indica con una flecha la banda de ADN genémico; en el carril 2 se presenta el marcador de tamafio de
fragmentos de ADN en kilo pares de bases.

Reaccién en cadena de Polimerasas PCR para gen DhARO4

Para amplificar el gen DhARO4, se disefiaron dos pares de oligonucleétidos. El primer par
amplifica el gen DhARO4 con su promotor en un Gnico producto de 2142 nucleétidos. El
oligonucledtido “forward” reconoce el extremo 5 de la secuencia del promotor, el
oligonucledtido “reverse” reconoce el extremo 3'de la secuencia del gen; mientras que el
segundo par amplifica el gen DhARO4 en un Unico producto de 1251.El oligonucleétido
“forward” reconoce el extremo 5’ de la secuencia del gen. Cabe sefialar que para ambos pares

de oligonucledtidos se utiliza la misma secuencia del oligonucleétido “reverse” es decir del
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olignucledtido que reconoce la secuencia del extremo 3’ del gen, ya que el resto del segmento
gue puede usarse para generar otro oligonucle6tido tiene un alto contenido de las bases
nitrogenadas Timina y Adenina (T-A), que favorece una menor temperatura de
desnaturalizacién a la que se pueden unir sin especificidad los oligonucleétidos de anclaje
(esto ocurre porque solo tiene dos puentes de hidrégeno que reducen la temperatura de
desnaturalizacién) , por tanto no es éptimo para generar oligonucledétidos adecuados. Aunado
a lo anterior y para verificar que los oligonucleétidos disefiados no generaran estructuras
secundarias como horquillas o autodimerizacién se revisaron con el programa OligoCalc
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) y se comprobd que eran especificos,

mediante el programa Primer-blast del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/). Como se mencioné antes, se les agregaron las secuencias de reconocimiento de las
enzimas de restriccion: Xba | (T_CTAGA), Bam HI (G_GATCC) y Sac | (GAGCT_C) que
permitiran el corte que produce extremos cohesivos y facilitan el reconocimiento de bases
complementarias entre la secuencia del gen y el plasmido de expresion que se usara en

trabajos posteriores.

A su vez se utilizaron los oligonucleétidos disefiados por Calderén Torres et al., 2019 a los
gue se les agregaron las enzimas de restriccion Bam HI (G_GATCC) y Sac | (GAGCT_C),
como control y para comparar los productos obtenidos. Las especificaciones de cada
oligonucledtido empleado se detallan en la tabla 2 y sefializados dentro de la secuencia de
D. hansenii en la figura (5).

>*DEHAIAMTT4p*

LCC|CTG RARR TCG AAT ACT

CTC TCT GGT AGA LT

T TEE & R ACT =Y} & TTIC =F

RRT RRE TCT RRER T TRER : aS_C TET
TTE
Figura 5. Secuencia del gen DhARO4 con su promotor y las regiones en los que se disefiaron los

oligonucledtidos de anclaje. Se observan los oligonucleétidos disefiados encerrados en recuadros,
mientras que los oligonucleétidos control se observan subrayados.
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Tabla 2. Especificaciones de cada oligonucleétido empleado

Oligonucleétidos Disefiados

Enzima | Oligonucledétidos en | pb tm °C | Contenido | Producto
direccion 5’-3’ de GC (%) (pb)
Forward-Prom | Xba | AAG CTG TCT AGA TCG | 33 61.9 42 2142
(TCT AAT ACT CTC TCT GGT

AGA) AGA

Forward-Gen | Bam HlI 33 61.9 42 1251
(GGA
TCC)
Reverse Sac | AAA GAG GAG CTC CAA 33 61.9 42
(GAG  ACG AAA GTA TTC AGA
CTC)

Oligonucleétidos Disefiados por Calderén Torres et al 2019

Enzima | Oligonucleétidos en | pb tm °C | Contenido | Producto
direccion 5’-3’ de GC (%) (pb)
Left-Prom Bam HI | TAC CAT GGA TCC CTG | 33 61.9 42 2107
(GGA AAA TCG AAT ACT CTC
TCC) TCT
Left-Gen Bam HI | [SANRVACT.NElcT.MIeOWNIE | 33 61.9 42 1107
(GGA AGT AAA ACA CCA AT
TCC)
Right Sac | CGC CGC GAG CTC TTA | 33 61.9 42
(GAG AGC TTT AGA CTT ATT
CTC) AAT

Tamanfo en pares de bases (pb)
tm, temperatura mas probable para la unién de los oligonucleétidos durante una reaccién de PCR.

Los productos de amplificacion por PCR con los oligonucleétidos de anclaje de la tabla 1, se
comprobaron con una electroforesis en un gel de agarosa al 1% y como se observa en la
figura (6), con los oligonucle6tidos que se disefiaron para obtener la regién del promotor y del

gen DhAROA4 respectivamente, se obtuvieron los productos de amplificacion esperados.
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Figura 6. Productos de la PCR, visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa 1%,
carriles; 1) Estandar del tamafio del ADN en kilopares de bases (1 kb). 2) Producto de 2107 pb
correspondientes a Prom amplificado con los oligos control. 3) Producto de 1107 pb correspondientes
a Gen amplificado con los oligos control. 4) Producto de 2142 pb correspondientes a Prom amplificado
con los oligos disefiados. 5) Producto de 1251 pb correspondientes a Gen amplificado con los oligos
disefiados.

Insercién del gen DhARO4 al vector TOPO

Los productos de amplificacion se unieron con el vector de clonacién TOPO por accién de la
la enzima Topoisomerasa | y se obtuvo el vector transformado como se esquematiza en la
figura (7), en el panel A) Topo-Prom y panel B) Topo-Gen. Los resultados positivos de la
transformacion bacteriana con el vector Prom/Gen se comprobaron por el crecimiento de E.
coli en presencia del antibidtico ampicilina, ya que solo las bacterias que llevaban el vector
fueron capaces de crecer en cajas de medio de cultivo LB y antibiético gracias al gen de
resistencia con el que cuenta el vector, como se observa en la figura (8). Cada caja Petri
presentaba numerosas colonias, sin embargo; solo se seleccionaban 5 colonias de cada caja
para resembrar en medio LB liquido con ampicilina como antibiético de seleccién, en cada
una de las repeticiones se descartaron las que ya no presentaban crecimiento en el medio

liqguido denominandolas falsos positivos.
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Figura 7. Disefio in silico de la construccion del vector TOPO-XL2 con la secuencia del promotor
y el gen DhARO4. Panel A: Vector con la insercion de la region promotora y el gen DhARO4. Con
flechas en color café se resaltan las enzimas que se afiadieron a los oligos. Panel B: Vector con la
insercion del gen DhAROA4. En color café se resaltan las enzimas afiadidas a los oligos. El esquema
se disefid con el programa Gen Smart Design (https://www.genscript.com/gensmart-design/# ).

Figura 8. Crecimiento de E. coli transformada en placas con medio LB. Panel A: Una colonia de
E. coli transformada Topo-Prom-E. Panel B: Varias colonias de E. coli transformada Topo-Gen-E

Purificacion de ADN plasmidico mediante columna de silice y verificacion de la
presencia del gen DhARO4 en el plasmido

Una vez confirmada la presencia del plasmido en la bacteria se procedio a purificar el ADN
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plasmidico. Para verificar una correcta purificacion se realizé una electroforesis en un gel de
agarosa al 1% que se observa en la figura (9). El panel A muestra que se obtuvo producto de
Topo-Prom con los oligos control, asi como de Topo-Prom y de Topo-Gen con los oligos
disefiados; sin embargo, se obtuvieron en muy baja concentracion, y cuando se realizé la
digestion enzimatica con la enzima de restriccién Eco RI, el tnico que mostrd producto fue la

muestra de Topo-Prom con los oligos control como se observa en el panel B.

Panel A | Panel B

b o

Figura 9. ADN plasmidico y corte con enzimas de restriccién. Electroforesis en gel de agarosa al
1% Panel A: ADN plasmidico en los carriles 1(Topo-Prom oligos control) 4 (Topo-Prom oligos
disefiados) y ligeramente en el carril 6 (Topo-Gen oligos disefiados). Panel B: Digestion enzimatica con
Eco RI de los 3 ADN plasmidicos del panel A, en el Gnico que se observa corte carril 3 es la muestra
Topo-Prom oligos control.

Este paso se repitio y la constante fue que s6lo con los oligonucledtidos control se obtuvo una
concentracion adecuada de vector, en comparacion con la baja concentracién de cada vector
con los oligonucleétidos disefiados descritos en la tabla 3. Por ello se decidié seguir con los
oligonucledétidos control, como se observa en la figura (10) panel A) ADN plasmidico obtenido
con oligonucleétidos control y panel B) corte con la enzima Eco RI en donde se observa el
producto de Topo-Prom en el carril 2 y de Topo-Gen en en el carril 3 con la repeticion de este

en el carril 4.
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Panel A Panel B
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Figura 10. ADN plasmidico y corte con enzimas de restriccién Panel A: ADN plasmidico de las
muestras Topo-Prom y su repeticién con oligos control, carril 2 y 3 respectivamente y Topo-Gen con
su repeticion con oligos control, carril 4 y 5 respectivamente. Panel B: Digestion enzimatica con Eco Rl
de los ADN plasmidicos del panel A, en el que se observan los cortes esperados en el carril 2, 3y 4.

Con la digestién enzimatica se corrobor6 la presencia del Prom y del Gen, ya que ambas

bandas corresponden al tamafio en pb segun el estandar de ADN.

Finalmente para verificar que la secuencia estuviera integra, es decir, que no hubiese
cambios de las bases nitrogenadas, se envio a su analisis de secuenciacion de ADN. Con la
secuencia de ADN, se realiz6 un andlisis de comparacion entre la secuencia publicada bajo
el nombre de DEHA2A047749g en la base de datos del Centro Nacional para la Informacién
Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en inglés) y la secuencia que se obtuvo mediante su
secuenciacion. En la comparacion se empleé el programa Mega X (disponible en internet),
gue hace una alineacion de la secuencia de referencia de la base de datos y las de interés;

Topo-Prom 1,Topo-Prom 2, Topo-Gen 1y Topo-Gen 2.

En la figura (11) se observa el alineamiento entre la secuencia original del gen y las muestras
por duplicado, para la muestra Topo-Gen 1 hubo un alineamiento del 100%; sin embargo,
como se puede notar en el panel A, hay una transversion en la secuencia de la muestra Topo-
Gen 2, rengldén 3, y cuando se hace la traduccion de la secuencia a los amino&cidos
codificantes panel B se observa que este cambio si afecta el aminoacido codificante de
tirosina (Y) a asparagina (N), lo que podria modificar la sintesis de la proteina. Para verificar

este cambio en la secuencia del ADN por segunda ocasion se envidé a secuenciar cada
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segmento del promotor y el gen con oligonucleétidos que sélo reconocen secuencias del
vector adyacentes al sitio en el que se integran el ADN foraneo. En la segunda secuenciacion
se obtuvo un alineamiento del 100% con la secuencia del promotor y del gen, reportado en el
banco de datos NCBI.

Para las muestras de Topo-Prom se obtuvo un alineamiento del 96% debido a que les hacen
falta bases al gen, como se observa en la figura (12); sin embargo, esto no es problema de
cambios en la secuencia amplificada por PCR, si no de la técnica de secuenciacion, ya que
solo es eficaz para la secuenciacioén de 1000 pares de bases, segmentos mayores presentan
errores en la identificacion de bases.
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Figura 11. Alineacion de las secuencias del gen insertado en el plasmido TOPO y la secuencia
original del gen DhAROA4. En panel A) se observa el resultado de la alineacion base por base entre
la secuencia de la construccion Topo-Genl es idéntica a la secuencia original del gene DhARO4 (100%
de igualdad), mientras que la secuencia de la construccién Topo-Gen 2 (renglén 3) tiene 99% de
identidad. Panel B: se observa la transversion de bases como el cambio de un aminoacido, de tirosina
a asparagina. La alineaciébn se obtuvo con el programa Mega X disponible en internet
https://www.megasoftware.net/
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Figura 12. Alineamiento de la secuencia original del promotor+gen DhARO4 (renglén 1) y las que se
mandaron a secuenciar Topo-Prom 1 (renglon 2) y Topo-Prom 2 (renglén 3). Ambas tienen un
alineamiento del 96% debido a que hacen falta 51 y 38 bases del gen respectivamente, asociadas al
tipo de secuenciacion. La alineacién se obtuvo con el programa Mega X.
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Discusién

A partir de la mitad de la década de los noventa se opt6 por el uso de organismos transgénicos
con el fin de reducir los problemas que aquejan al sector agroalimentario. Aunque en la
actualidad hay diferentes formas de generar un organismo transgénico, en este trabajo se
siguio la metodologia de ingenieria genética clasica, debido a que los protocolos establecidos
son de facil manejo en el laboratorio asi como la disponibilidad de trabajos cientificos y
productos comerciales que hay para llevarla a cabo. A pesar de no ser una metodologia
compleja, si tiene particularidades que pueden modificar el resultado. Una de estas es el
disefio de los oligonucleétidos de anclaje que se unirdn a la secuencia del gen para su
replicacion in vitro, de tal manera que se produzcan copias exactas y en suficiente cantidad;
por lo que si el disefio no es el 6ptimo se pueden generar copias de otros genes, es decir que
son oligonucledtidos de baja especificidad o se puede obtener un nimero menor de copias
del gen esperado; en este trabajo con el disefio de dos pares de oligonucledtidos se encontro
gue solo un par de oligonucleétidos fue eficiente para obtener un nimero elevado de copias.
Por lo que se descart6 este par de oligonucleétidos (tabla 1), ya que si se utilizaban se podria
inferir que la hipétesis es errénea sin considerar que solo es un problema en el disefio de los

mismos que no se contemplo.

Otra particularidad a considerar y probablemente una de las mas importantes es que una vez
obtenido el vector de clonacion con el gen de interés y observar colonias de E. coli que crecen
en un medio enriquecido y un antibiético se tiene que comprobar por diferentes metodologias
gue la secuencia es idéntica a la secuencia original del gen, para ello se puede hacer una
amplificacién del gen en el vector mediante PCR para garantizar que las secuencias de
oligonucledtidos se unen al gen de interés y que el fragmento corresponde al tamafio del
inserto, por corte con enzimas de restriccion que corten el gen de interés que se encuentra
en el vector y liberar un fragmento con un tamafio aproximado conocido. En este caso se us6
la enzima Eco Rl figura (10), panel B, esto se usa para confirmar que el gen de interés si esté
acoplado al vector y finalmente la secuenciaciéon; este método de comprobacion nos brinda
la certeza que el fragmento que se le va a insertar a la planta en los pasos posteriores
corresponde al gen de interés, y se obtuvo su secuencia sin cambios en las bases
nitrégenadas. La integridad de la secuencia de las bases nitrégenadas es crucial para la
sintesis de las proteinas con el aminoacido correcto; pues tan solo el cambio de una base
puede alterar el aminoacido codificante, si este aminoacido esta en el sitio catalitico se puede
generar la sintesis de una proteina que no puede catalizar una reacciéon. En la naturaleza hay
multiples ejemplos de las consecuencias que pueden tener la delecidn, sustitucion o insercion

de un solo nuclettido como se observa en la tabla 3. Todo esto lo hace un paso crucial a la
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hora de generar transgénicos que puede evitar problemas y retrasos en la investigacion
(Guénet J-L., 1995). En el caso del promotor+gen, aunque se observd un cambio en una de
las bases nitrogenadas Figura (11), este cambio ho compromete la integridad de la secuencia
porque estd en uno de los extremos que posteriormente se cortardn con enzimas de
restriccion para su integracion al vector final que se integrard a la bacteria Agrobaterium y
luego a la planta del jitomate (Solanum lycopersicum).

Tabla 3. Ejemplos de enfermedades generadas por mutaciones puntuales en la naturaleza

Anemia falcifome Sustitucion (transversion A>T) | Cambia valina por acido
glutamico

Distrofia muscular de Delecion Provoca falta de distrofina,

Duchenne proteina importante para la

funcién muscular

Fibrosis quistica Insercion Cambia el marco de lectura del
gen, provocando una
traduccién completamente
diferente

Debido a la importancia de proveer alimento en cantidades necesarias a toda la poblacion, la
ingenieria genética se ha enfocado en proveer a las plantas resistencia a distintos tipos de
estrés, entre los mas importantes por su incremento en los Ultimos afios es hacerlos
resistentes al estrés salino debido al aumento de la salinidad de los suelos de cultivo; sin
embargo, la mayoria intenta abordar el problema desde el nivel ibnico al usar la
sobreexpresion de genes que codifican enzimas que expulsan sodio fuera de la planta (Roy
et al., 2014). Estos genes funcionan con una red compleja de sefalizacién: si se altera un
solo gen de ella, la respuesta puede ser nula o parcial; un ejemplo es cuando se trata de
modificar la familia de genes HKT que son transportadores de alta afinidad para el potasio y
gue bajo estrés salino contribuye a la salida del sodio del medio intracelular; si bien las plantas
modificadas si han incrementado la tolerancia a la salinidad del suelo, no todas son capaces
de expulsar el sodio. Otra limitante es que la efectividad en la expresion de estos genes es

de tipo celular especifico.

Un punto importante a considerar es que muchos de los genes que se ocupan para hacer
variedades tolerantes vienen de plantas haldfilas, y la salinidad de los suelos se considera
mas que un estrés una condicion constante de alta salinidad, por lo que algunas plantas
haléfilas han mostrado un desarrollo deficiente en medios sin estrés salino; al poner estos

genes en plantas de cultivo responden de diferente forma segun el grado de salinidad del
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medio (Wani S., et al 2020). Finalmente, Das y Roychoudhury en 2014 mencionaron que un
efecto del exceso de sodio en las plantas es la desactivacion de canales idnicos, con lo que
se inhibiria la funcion para la que se disefiaron este tipo de transgénicos.

Por otra parte, los trabajos que se enfocan en mejorar la respuesta al estrés salino a nivel
tisular han mostrado mejores resultados; sin embargo, al usar generalmente genes exégenos
gue no se encuentran asociados a la planta de forma natural, hacen que la planta tenga una
respuesta diferente a la esperada. También se ha intentado la manipulacion genética de
proteinas reguladoras o de los niveles de fitohormonas, pero estos ensayos han mostrado
reduccion del tamafio de la planta y un decremento de la cosecha, por lo que no se consideran

una estrategia viable (Turan, Cornish y Kumar, 2012)

Si bien el gen DhARO4 es exdgeno para las plantas, su funcién no es del todo extrafia, ya
gue todas las plantas y microorganismos sintetizan aminoacidos aromaticos a través de la
ruta del acido shikimico; esta ruta cuenta con siete reacciones comunes y a partir del
corismato la ruta se diversifica segin el organismo, en el caso de las plantas del corismato
pasa a ser prefenato. Dentro de las siete reacciones comunes se encuentra la condensacion
del acido carboxilico fosfoenolpiruvato (PEP) y el azlcar de 4-carbonos eritrosa-4-fosfato
(E4P) llevada a cabo por la enzima 3-desoxi-D-arabinoheptulosonato 7-fosfato (sintasa
DAHP), el gen DhARO4 codifica para esta enzima en la levadura Debaryomyces hansenii.
Aunque estas enzimas se han clasificado en Clase | asociada a microorganismos y Clase Il
a plantas, hay cierta similitud entre ambas, algunos autores como Birck & Woodard, 2001
mencionan que la Unica diferencia entre ambas clases es si su actividad depende de un ion
metalico 0 no; sin embargo, hay otros autores como Wu, Howe y Woodard, 2003 y Walker,
Dunbar, Hunter, Nimmo y Coggins. 1996, que demuestran que esta clasificacion no es
restrictiva a microorganismos y plantas y que la diferencia no recae en el ion, en su lugar se

plantea que la funcién es la misma debido a que se conserva el plegamiento de la proteina.

Otro detalle es que la funcién de esta enzima esté ligada al estrés por salinidad tanto en la
levadura como en la planta, demostrado por Calderén-Torres, M., Castro, D. E., Montero, P.,
& Penfa, A. (2011) al encontrar que en la levadura D. hansenii aumenté la expresion de este
al estar bajo estrés salino para generar tirosina que funciona como antioxidante ante la
presencia de especies reactivas del oxigeno, tal como ya se ha reportado en otras
investigaciones similares. Mientras que Ertugrul Filiz, Durmus Cetin y M. Aydin Akbudak
(2019) analizaron los genes que se asocian al estrés salino en la planta de jitomate y
encontraron que efectivamente hay un conjunto de genes asociados a aminoacidos
aromaticos (tirosina, triptéfano y fenilalanina) implicados en una serie de reacciones que se

activan durante estrés tanto salino como de sequia. Con todo lo anterior se confirma que al
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afadir el gen DhARO4, no se le estaria agregando un gen extrafio a la planta que pueda
alterar su metabolismo, pues la sintesis de tirosina es parte de sus respuestas naturales; sélo
se le esta aportando una copia extra del gen que le permita generar mayor cantidad de tirosina
y hacerle frente a las ERO generadas bajo estrés y de esta forma permitir su desarrollo
incluyendo los rendimientos de cosecha al evitar todos los dafios moleculares ya descritos.

Por otro lado, se hace especial énfasis en la adicion del promotor, ya que como se observo
en el trabajo de Calderén-Torres et al. 2019, la planta del tabaco (Nicotiana tabacum)
modificada con el gen DhARO4 mas su promotor original, expreso el gen, lo que sugiere que
la planta puede tener factores transcripcionales que reconocen el promotor adicionado. Mas
aun, la planta del tabaco transformada con promotor y el gen DhARO4 presentd un
crecimiento 6ptimo en comparacion a la planta de la cepa silvestre o cepa de referencia

durante riego con NaCl 100 mM.

Finalmente, se sugiere que se considere como modelo biolégico para la continuacion de este
proyecto la planta de jitomate comercial Solanum lycopersicum. Como se mencioné en la
justificacion, es un cultivo altamente importante para el pais, a su vez esta ampliamente
demostrado que el umbral de tolerancia al sodio de este cultivo es de moderado a bajo, ya
gue se reconoce como una especie glicéfita. Como mencionan Goykovic Cortés y Saavedra
del Real en 2007 su tolerancia ronda los 2.4 dS, equivalentes a una concentracion de 25 mM
de sodio. Esto se comprueba en el trabajo de Morales et al en 2010 en donde crecen plantas
de jitomate en tres distintas concentraciones salinas: 50, 100 y 200 mM y concluyen que hay
efectos negativos en las tres concentraciones, pero se incrementan conforme incrementa la
salinidad. En un trabajo previo (aun sin publicar) se corrobor6 que el crecimiento de plantulas
de Solanum lycopersicum con riego salino al 50 mM es perjudicial porque reduce el tamafio
deltallo y las hojas, por lo que la sintesis extra de tirosina en la planta podria reducir los dafios

de oxidacion debidos al estrés salino.

Conclusién

Se logré aislar el gen DhARO4 con los oligonucleétidos disefiados y con los control. Solo con
los oligonucleétidos control se obtuvieron clonas exitosas del gen DhARO4 y del gen con su
promotor. Se determin6 que las clonaciones fueron exitosas debido a que la digestién con
enzimas de restriccidon de cada una de las construcciones del gen y el vector de clonacién se
obtuvo el fragmento esperado y en el andlisis de comparacién mediante alineamientos de la
secuencia obtenida y la secuencia original del gen DhARO4 tienen el cien por ciento de

similitud.

26



Con estos resultados se puede seguir la investigacion, pasar las construcciones al vector de
expresion pRI-101-AN, posteriormente a la bacteria Agrobacterium tumefaciens capaz de
infectar a la planta modelo y finalmente obtener las plantas transgénicas para realizar todas
las pruebas pertinentes y verificar si el gen DhARO4 le permite a la planta hacerle frente al
estrés generado por la salinidad de los suelos.

Perspectivas

Después de la comprobacion y verificacion de la presencia del gen DhARO4 y del gen con su
promotor antes descrita, se procedi6 a insertarlo en el vector de expresion pRI-101-AN con
las enzimas de restriccion adicionadas a los oligonucleétidos ocupados (Bam HI'y Sac 1); sin
embargo, el corte con la enzima de restriccion Sac |, no gener6 los productos de restriccion
esperados, por lo que se empled una segunda enzima de restriccion, Eco RI, debido a que
esta flanqueando el sitio de insercion en el vector TOPO-XL-2, lo que permite liberarlo y se
encuentra también en el vector pRI-101-AN, permitiendo su inserciéon Figura (13). Este
fragmento se ligd y se inserté en la bacteria Agrobacterium tumefaciens con la técnica de
electroporacion. Las bacterias transformadas se crecieron en cajas Petri con medio LB y los
antibioticos Kanamicina y Gentamicina en una concentracion de 35 y 30 ug/ml
respectivamente. Por ahora solo se han tenido resultados positivos en el inserto del gen

DhARO4 como se observa en la figura (14).
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Figura 13. Esquema del proceso de digestion y ligacion. Proceso de digestion por las enzimas de
restriccion Bam HI y Eco RI y su posterior ligacion con el vector pRI-101-AN para obtener como
producto un plasmido transformado: En color verde se resalta el inserto del gen DhAROA4. El esqguema

se obtuvo con el programa biorender ( https://app.biorender.com)
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Figura 14. Crecimiento de Agrobacterium tumefaciens transformada en placas con medio LB.
Colonias de A. tumefaciens transformada con el vector pRI-101-AN y la insercion de la region
promotora méas el gen DhAROA.

Se realiz6 la comprobacion al extraer el ADN plasmidico y amplificar por PCR el fragmento
del gen con los oligonucledtidos originales obteniendo la banda que coincide con el tamafio
del producto (1107 pb) figura (15).

Figura 15. Producto de aproximadamente 1000 pb correspondiente al gen DhARO4 con los
oligonucledtidos disefiados, mediante electroforesis en gel de agarosa para ADN, carriles: 1)
Estandar del tamafio del ADN en kilopares de bases (1 kb). 2) Producto de 1107 pb correspondientes

al gen DhARO4 con su promotor amplificado con los oligos control.

Una vez que se obtengan ambos productos: Promotor+gen y Gen, se realizara la verificacion
de la secuencia y si el alineamiento es 6ptimo se procedera a infectar a la planta por medio

del método de micropropagacion vegetativa.
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