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Abreviaturas

AACT: acetil coenzima A C-acetiltransferasa.
ABA: Acido abscisico.

Acetil CoA: Acetil coenzima A.

ADP: difosfato de adenosina.

ATP: trifosfato de adenosina.

CDP-ME: 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-
eritritol.

CDP-MEP: 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-
eritritol-2-fosfato.

CMK: 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol
cinasa.

CMP:citidina trifosfato

CoA: coenzima A.

Col-0: ecotipo Heynh Columbia

CTAB:del inglés Cetyl Trimethyl Ammonium
Bromide. Bromuro de cetrimonio.

CTP: citidina trifosfato

DMAPP:dimetilalil difosfato.

DNAg: DNA gendémico.

DXP: 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato.

DXR: 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato
reductoisomerasa.

DXS: 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa.
GM: Medio de crecimiento MS adicionado
con vitaminas Gamborg.

GUS: beta glucuronidasa.

HDS: 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-
difosfato sintasa.

HDR: 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-
difosfato reductasa.

HMBPP: 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-
difosfato.

HMG-CoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA.
HMGR: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
reductasa.

HMGS: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa.
IDI: isopentenil difosfato isomerasa.
IPP:isopentenil difosfato.

kDa: kilo daltones

LUC: luciferasa

M: molar.

MCT: 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol
sintasa.

MDP: difosfato de mevalonato.

MDS: 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato
sintasa.

MECPP: metileritritol 2,4-ciclodifosfato.
MEP: 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato.

Mg2+: ion magnesio

MK: mevalonato cinasa.

MSO: metionina sulfoximina.

MS: Medio de crecimiento Murashinge-Skoog.
MVA: Acido mevaldnico o mevalonato.
MVAPD: fosfomevalonato descarboxilasa.
MVA 5-P: 5-fosfomevalonato

MVA 5-PP: 5-difosfomevalonato

MVD: 5-difosfomevalonato descarboxilasa.
NADP +: nicotinamida adenina dinucledtido
fosfato (oxidado)

NADPH: nicotinamida adenina dinucleédtido
fosfato (reducido).

pb: pares de bases.

PF: proteinas fluorescentes.

PM: fosfomevalonato.

PMK: fosfomevalonato cinasa.

T-DNA: del inglés transfer DNA.

TPP: tiamina difosfato.

X-Gluc: &cido glucorénico 5-bromo-4-cloro-3
indol.

WT: del inglés wild-type. Silvestre.

UM: micromolar.



/).
V1007 o227 (777207



Indice general

ADIEVIATUIES. ... 1
INTrOAUCCION. ...t e 3
ANTECEARNTES. ..ottt 4
L 08 1SOPIeNOIdes. ... cuve ettt e 4
La biosintesis de isoprenoides en la naturaleza.............................. 5
La viamevalonica (MVA)........ooiiriiii e, 6
La via del 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP)..................c...oee. 7
Potencial biotecnologico de los isoprenoides............covvvieiiiniennn 9
Arabidopsis thaliana como modelo de estudio..................coeneeen 10
El descubrimiento de la via MEP y las mutantes afectadas en el desarrollo
de 10S ClOroplastOs. . ... 11
La via MEP se regula a diferentes niveles..................ccocooiiiiiiin 19
Estrategias experimentales para el estudio de la regulacion transcripcional
USando ProteiNas FEPOItEIaS. . .......vuieeeee it e e 21
Beta glucuronidasa (GUS)..........ooooiiiiiiiii e 21
Fusiones con la proteina verde fluorescente (GFP)........................ 23
Reportero luciferasa (LUC)..........cooiiiiiiiiiccce e, 23
OB JTIVOS. .ot 25
HIDOTESIS. .ot 25
Materiales y MEtOAOS. ..........oviriiii e 26
Material vegetal y condiciones de crecimiento.....................cvueee. 26
Anélisis in silico de las regiones reguladoras.....................covve.n. 26
Clonacion con el sistema Gateway®..........c.ovvvviiiiiiiiriniiniennannn 27
Transformacion bacterianaen E. coli...............coooviiiiiiiiiiniie 28
Extraccion de DNA plasmidico a gran escala..................ooovivieni 28
Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)........... 29
NSNS 116 Fo 1o 16 § F TN 29
Reaccidn de recombinacion LR................oo i 29
Corroboracion de clonas por PCR de colonia bacteriana.................... 31
Transformacion de Agrobacterium C58...........ccooviiiiiiiiiiiieeenne, 32
Transformacion vegetal con A. tumefaciens C58..........c....cooeivininn 32
Seleccidn de plantas transgénicas homocigotas. ..............ocoevvvinennnn. 33
Reaccion de luciferasa y tratamientos.................cooeiiiiiiniiinann... 35
RESUITATOS. . ... 36
Obtencion de DNA de plasmido de las construcciones pENTR/D-TOPO-
region reguladora de los genes DXR........cooiiiiiiiiiiiiii 36
Resultados de secuenCiaCion. ... .....c.ovvvriirieriiiiiiereeeeeeeeneanenns, 39
Obtencidn de las construcciones pDXR::LUC, pMCT::LUC, pCMK::LUC,
pMDS::LUC, pHDS::LUC Yy pHDR::LUC.........ccoeiiiiiiiiiieea, 47
Obtencion de las lineas de Arabidopsis portadoras de las construcciones
OENEIAOAS. ... ettt ettt 49
Seleccion de lineas transgénicas homocigotas. ...........ocovvvveviiinn.e. 53
ANalisis bioluminiSCeNnte. ...........vviii i 57
[ Tod U ][] R PP 62
(070 0 Tod U1 o o PP 63
PEISPECTIVAS. .. ettt e 64

Bibliografia..........coooiii 64



AnNexos

...................................................................................... 72
Anexo 1. Protocolo MIRAPREP. Aislar DNA plasmidico................ 72
Anexo 2. Protocolo extraccion CTAB...........cocveviiiiiiiiiiniinnnne. 73
ANeX0 3. Blast. . ..o e 74
Anexo 4. Andlisis in silico de los elementos en cis reportados en la region
reguladora de los genesde laviaMEP...................ooiiiiiiai, 80
Anexo 5. PCR sobre DNA gendmico de  plantas
EPANSYENICAS. . ..ottt e, 85
Anexo 6. Andlisis de la segregacion de la resistencia a MSO en semillas
de la generacion T2 de lineas transgénicas...............coeeeevveninnnn.. 93

Anexo 7. Determinacién de lineas transgénicas homocigotas Yy
heterocigotas en semillas de la generacién T3 por la resistencia a



Indice de figuras

Figura 1. Estructura del Isopentenil bifosfato (IPP) y del dimetilalil bifosfato (DMAPP) precursores

universales de la biosintesis de iSOprenoides. . ... ...ovuiuiriniriiiiri e 5
Figura 2. Distribucién de la sintesis de isoprenoides en distintos organismos............................ 6
Figura 3. VIamevalOniCa .. ... ..o e 7
Figura 4. Pasos enzimaticosde lavia MEP........ ..., 9
Figura 5. Formacion del metabolito DXP.........o.ooiiiiiiiiiiii e eaeeae e 12

Figura 6. El segundo paso de la via es catalizado por la enzima DXR también llamada

55T P 13
Figura 7. El tercer paso de la via es catalizado por la enzima MCT o también Ilamada
5300 N 15
Figura 8. El cuarto paso de la via es catalizado por la enzima CMK o también llamada IspE......... 16
Figura 9. El quinto paso de la via es catalizado por la enzima MDS también llamada IspF............ 17
Figura 10. El sexto paso de la via es catalizado por la enzima HDS también llamada IspG........... 18

Figura 11. El séptimo paso de la via es catalizado por la enzima HDR también Ilamada

Figura 12. Esquema de la funcién del gen reportero de la luciferasa. La emision de luz o
bioluminiscencia representa la expresion de la proteina que representa la actividad del

02 0) 10T 0 PR 24
Figura 13. Mapa del vector de entrada pENTR/D-TOPO utilizado en este trabajo...................... 28
Figura 14. Esquema del vector destino pPBGWL7 utilizado en este trabajo...............coeoeveiininnan. 30

Figura 15. Esquema de los principales componentes presentes en la recombinacion LR del sistema
(€1 | PSR 31

Figura 16. Esquema del proceso de transformacion y generacion de lineas transgénicas............... 34

Figura 17. Confirmacion de la presencia de pPENTR pDXR y pENTR pMDS en las colonias de E. coli

D T PR 37
Figura 18. Confirmacion de la presencia de pPENTR pMCT y pENTR pCMK, en las colonias de E. coli
D T PPN 38
Figura 19. Confirmacion de la presencia de pENTR pHDS y pENT pHDR, en las colonias de E. coli
DI H S0 ¢ e 39
Figura 20. Inserciones en la regidn reguladorade DXR.............cooiiiiiiiiiiie e, 41

Figura 21. Alineamiento del resultado de la secuenciacién de la construccion pENTR pMCT contra la
secuencia reguladora anotada en la base de datos de TAIR..........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiia, 42



Figura 22. Alineamiento del resultado de la secuenciacion de la construccién pENTR pCMK contra la
secuencia reguladora anotada en la base de datos de TAIR..........ccoviiiiiiiiiiiiiiii e 43

Figura 23. Alineamiento del resultado de la secuenciacién de la construccion pENTR pMDS contra la
secuencia reguladora anotada en la base de datos de TAIR...........cccooviiiiiiiiiiiiiiieeee, 44

Figura 24. Alineamiento del resultado de la secuenciacion de la construccion pENTR pHDS contra la
secuencia reguladora anotada en la base de datos de TAIR..........coooiiiiiiiiiiiiiiiiii, 45

Figura 25. Alineamiento del resultado de la secuenciacién de la construccion pENTR pHDR contra la
secuencia reguladora anotada en la base de datos de TAIR.............c.ooiiiiiiiiiiiniienen 40

Figura 26. Confirmacion de la presencia pDXR::LUC en las colonias de E. coli DH5a............... 47

Figura 27. Confirmacién de la presencia de pMCT::LUC y pCMK::LUC en las colonias de E. coli

Figura 28. Confirmacién de la presencia de pMDS::LUC en las colonias de E. coli

D H 0 ettt 48
Figura 29. Confirmacion de la presencia de pHDS::LUC en las colonias de E. coli DH5a.............. 49
Figura 30. Confirmacion de la presencia de pHDR::LUC en las colonias de E. coli DH5aq........... 49

Figura 31. Confirmacién de la presencia de pDXR::LUC en las colonias de Agrobacterium
TUMETACTENS €58 ..ttt e e 50

Figura 32. Confirmacion de la presencia de pMCT::LUC en las colonias de Agrobacterium
L0012 Tol T O T 50

Figura 33. Confirmacion de la presencia de pCMK::LUC en las colonias de Agrobacterium
L0012 Tl T O T 51

Figura 34. Confirmacién de la presencia de pMDS::LUC en las colonias de Agrobacterium
TUMETACIENS C58. .ottt e e et 51

Figura 35. Confirmacién de la presencia de pHDS::LUC en las colonias de Agrobacterium
TUMETACIENS C58.. .ot e 52

Figura 36. Confirmacion de la presencia de pHDR::LUC en las colonias de Agrobacterium
TUMETACIENS C58. .ot 52

Figura 37. Ensayo preliminar para establecer el sistema de bioluminiscencia............................. 58

Figura 38. Imagenes de bioluminiscencia de lineas transgénicas expresoras de las construcciones
pDXR::LUC, pHDR::LUC y pHDS::LUC respectivamente.............c....cceeveneeiinninininieninne 9

Figura 39. Ensayo de bioluminiscencia in vivo de las lineas transgénicas generadas.................... 60
Figura 40. Analisis bioluminiscente de lineas transgénicas homocigotas y heterocigotas expresoras de

las construcciones pDXR::LUC, pMCT::LUC, pCMK::LUC, pMDS::LUC, pHDS::LUC vy
PHDRIILUC . .o e 61



indice de tablas

Tabla 1. Oligonucle6tidos delanteros usados para el anlisis de los vectores de expresion
Fo0S] 02 16 (01 OSSOSO 31

Tabla 2. Tamafo de las regiones reguladoras clonadas para generar los vectores de entrada......36

Tabla 3. Estructura de las regiones reguladoras clonadas..............c.covvviiiiiiiiniiniieninnnn 40
Tabla 4. Segregacion de lineas reporteras pPDXR::LUC. ..., 54
Tabla 5. Segregacion de lineas reporteras pMCT:ILUC. ... 54
Tabla 6. Segregacion de lineas reporteras pPCMK:ILUC. ... ..o 54
Tabla 7. Segregacion de lineas reporteras pMDS::LUC..........ooiiiiiiiee e 55
Tabla 8. Segregacion de lineas reporteras pHDS::LUC..............oooiiiiiiieea, 55

Tabla 9. Lineas transgénicas generadas en este trabajo...........coevvieiiiiiiiiiiieeriiininninnennnn. 50
Tabla 10. Lineas transgénicas generadas en este trabajo...............ooiviiiiiiriririririniniiinanns 57

Tabla 11. Lineas transgénicas homocigotas generadas en este trabajo........................ovevene. 57



1. Datos del alumno
Apellido paterno
Apellido materno
Nombre(s)

Teléfono

Facultad de Ciencias
Carrera

NuUmero de cuenta

2. Datos del tutor
Grado
Nombre(s)
Apellido paterno
Apellido materno

3. Datos del sinodal 1
Grado

Nombre(s)

Apellido paterno
Apellido materno

4. Datos del sinodal 2
Grado

Nombre(s)

Apellido paterno
Apellido materno

5. Datos del sinodal 3
Grado

Nombre(s)

Apellido paterno
Apellido materno

6.Datos del sinodal 4
Grado

Nombre(s)

Apellido paterno
Apellido materno

7. Datos de trabajo escrito

NUmero de paginas
Afo

Hoja de datos del jurado

46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

1. Datos del alumno
Enriquez

Toledo

Constanza
5523484023
Facultad de Ciencias
Biologia

313199002

2. Datos del tutor
Dra.

Helena

Porta

Ducoing

3.Datos del sinodal 1
Dra.

Patricia

Ledn

Mejia

4. Datos del sinodal 2
Dra.

Claudia Andrea
Segal

Kischinevzky

5. Datos del sinodal 3
Dra.

Angela Victoria
Forero

Forero

6. Datos del sinodal 4
Dr.

Luis Felipe

Jiménez

Garcia

Andlisis transcripcional de los genes de la via
metileritritol fosfato (MEP) usando el reportero
luciferasa en la planta Arabidopsis thaliana
(Brassicaceae).

pp106

2020



Agradecimientos académicos

Este trabajo fue realizado en el Departamento de Biologia Molecular de Plantas del Instituto

de Biotecnologia de la UNAM, bajo la direccion de la Dra. Patricia Leon Mejia y la Dra.
Helena Porta Ducoing y financiado por PAPIIT-DGAPA-UNAM IN204617,CONACYT
Fronteras (FC#96) y al UC-Mexus.

A la Dra. Patricia Ledn Mejia, por brindarme la oportunidad de realizar mi tesis de
licenciatura en su grupo de investigacion. Por su entusiasmo y goce que le caracteriza
en el quehacer de la ciencia.

A la Dra. Helena Porta, por haberme abierto las puertas y aceptado como su
estudiante. Gracias por la excelente tutela en la realizacion de este proyecto, por su
apoyo incondicional dentro y fuera del laboratorio, por la ayuda, la comprension y la
paciencia que tuvo en ensefiarme. Asi como sus invaluables consejos que me permiten
crecer como una profesionista de calidad.

A la Dra. Nidia Luz Sanchez Ledn por el apoyo en los aspectos técnicos del proyecto.
A la Dra. Elizabeth C6rdoba por los consejos y su asesoramiento.

A la Dra. Verodnica Rojo Ledn, por su asesoria y disposicién para la utilizacion del
equipo en los experimentos de bioluminiscencia.

A todos los miembros del grupo de la Dra. Patricia Ledn por su ayuda, por sus
consejos, apoyo, retroalimentacion y por ensefiarme que la ciencia es un trabajo
colaborativo.

A mi comité tutoral; la Dra. Patricia Leon Mejia, la Dra. Claudia Andrea Segal
Kischnevzky, la Dra. Angela Victoria Forero Forero y al Dr. Luis Felipe Jiménez, les

agradezco el tiempo dedicado a la revision y contribuciones de esta tesis.



Agradecimientos personales

A mi mama por apoyarme en todo momento y por todos los medios
inimaginables para concluir mis estudios de licenciatura, sin tu apoyo
jamas hubiera llegado a la meta. Te doy gracias por brindarme todas las
herramientas para ser feliz y ensefiarme a compartir esa felicidad con el
mundo que me rodea, por ensefiarme con tu ejemplo a ser justa y trabajar
por mis suefios. Te agradezco el respeto y tu entereza que fueron claves
para que ambas pudiéramos crecer. Gracias por guiarme por un buen
camino para que hoy pueda emprender el mio.

Infinitas gracias a mi familia que pese a que me alejé de ellos, nunca
dejaron de preocuparse por mi, senti su apoyo y la calidez de su amor ain
en la distancia. A mis mejores amigos y amigos de la facultad que me
motivan a ser mejor cada dia y que me recuerdan el preciado regalo que es
la amistad.

A la Dra. Gladys Nopala y la M. en C. Tania Cruz por ensefiarme tanto de
la vida, por sus consejos y experiencia, por las comidas y el chisme, por
escucharme, por su comprension, quisiera poder transmitirles lo
agradecida que estoy, porque sin su increible compafiia mi paso por el
laboratorio no hubiera sido igual.

A todos los Tallerines, gracias por los dias de postre, por las risas y porque
vivimos juntos la experiencia IBT. Le agradezco al Guajolocombo por los
partidos, por las pizzas y las salidas, por no guardar rencor por dejarlos
afuera del departamento, gracias porque cada uno es tan especial y
maravilloso, les deseo pura cosa buena y los quiero mucho. Agradezco
especialmente a Kenya por ser mi rommie, por tu amabilidad, paciencia 'y
armonia en verdad gracias. A Mau y Yami por su amistad, por ensefiarme
mundos distintos, por su alegria y diversion, agradezco haberlos conocido
porque gracias a ustedes pude conocerme, vencer el miedo y ser muy feliz.

A mis perritos que esperaron pacientemente mi regreso y que me
acompafaron durante el proceso de redaccion, siempre con su energia y
ternura.



Introduccion

Las células vegetales contienen organelos semiautonomos denominados plastidos. Los
plastidos en general y los cloroplastos en particular, albergan una variedad de vias
metabdlicas, entre las que destacan la fotosintesis y la biosintesis de hormonas, lipidos e
isoprenoides. Estos ultimos compuestos, también Ilamados terpenos, son el grupo mas grande
de productos naturales, con méas de 70000 compuestos descritos (Liu et al., 2020) y se
sintetizan en todos los seres vivos, siendo las plantas las que producen la mayor diversidad.
Los isoprenoides son esenciales para el desarrollo y crecimiento de todos los organismos y
también para la salud humana.

La biosintesis de isoprenoides en la célula vegetal ocurre por la accién de dos vias
metabolicas independientes; la via del mevalonato o via mevaldnica (MVA), que opera en el
citoplasma y la via del 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP), que opera en los
plastidos. Ambas vias producen a los dos precursores universales de los isoprenos; el
isopentenilbifosfato (IPP) y su isdmero, el dimetilalilbifosfato (DMAPP). Las células utilizan
el IPP y el DMAPP provenientes de via MEP para la sintesis de isopreno, hormonas como
las estrigolactonas, el acido abscisico (ABA) y las giberelinas, plastoquinonas, pigmentos
fotosintéticos como las clorofilas y los carotenos (Eisenreich et al., 2004). En contraste, la
via mevalonica provee los precursores para la sintesis de esteroles y la ubiquinona,
principalmente. En este proyecto nos enfocaremos en el estudio de la via MEP, siendo el
principal objetivo generar plantas de Arabidopsis thaliana que porten establemente fusiones
transcripcionales de los 6 genes de la via MEP con el gen reportero de Luciferasa. Este
sistema permitira analizar el patrén espacial y temporal de la expresion de estos genes de
manera simultanea, bajo diversos estimulos ambientales y de desarrollo de las plantas.

Este trabajo forma parte de un proyecto integrativo que permitird comprender los
mecanismos que modulan la via MEP, en respuesta a sefiales internas y externas. El
entendimiento de la regulacion de la via MEP sera esencial para el desarrollo de herramientas

biotecnologicas, Utiles para la medicina y la agricultura.



Antecedentes

Los isoprenoides

Los isoprenoides también Ilamados terpenoides son el grupo mas grande de productos
naturales que se sintetizan en todos los seres vivos; particularmente en las plantas que son las
mayores productoras de estos compuestos. En total se conocen més de 70 000 isoprenoides
(Liu et al., 2020). Las funciones bioldgicas de los isoprenoides y sus derivados son tan
diversas como ellos mismos ya que incluyen desde pigmentos fotosintéticos indispensables
para la fotosintesis, en la respiracion como acarreadores de electrones, en la construccion de
la membrana celular y de los organelos, en la glucosilacién, en la transduccion de sefiales, en
el trasporte vesicular dentro de la célula y en general en el crecimiento y el desarrollo de los
seres vivos. Todos los isoprenoides, sin importar su complejidad estructural, comparten un
esqueleto base de cinco carbonos Ilamada unidad isoprénica o isopreno (Figura 1) que
mediante una reaccion de condensacion produce compuestos que van desde una sola unidad
hasta isoprenoides diferentes con miles de ellas (Ledn et al., 2008).

Los isoprenoides se clasifican de acuerdo con el nimero de unidades isoprénicas que los
conforman en :

1) Hemiterpenos conteniendo una sola unidad isoprénica de 5 carbonos (Cs).

2) Monoterpenos formado por dos unidades isoprénicas (C1o His) que incluyen la mayoria de
las esencias volatiles de las flores y aceites esenciales.

3) Sesquiterpenos compuestos por tres unidades isoprénicas (CisHz4).

4) Diterpenos constituidos por cuatro unidades isoprénicas (CzoHz2) como el taxadieno
precursor del taxol, el retinol y el fitol.

5) Triterpenos formados por 6 unidades isoprénicas (CsoHag), incluye a los brasinoesteroides
y el fitoesterol.

6) Tetraterpenos con 8 unidades isoprénicas que forman compuestos de 40 carbonos (Cao)
como los carotenoides.

7) Y finalmente los politerpenos que consisten en largas cadenas formadas por multiples

unidades isoprénicas como el latex.



Adicionalmente, los isoprenoides sufren diversas modificaciones como ciclizaciones,

oxidaciones e hidroxilaciones (Ledn et al., 2008).
La biosintesis de isoprenoides en la naturaleza

En la naturaleza existen dos vias independientes para la biosintesis de isoprenoides: la via
del mevalonato o via mevalénica (MVA) y la via del 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP).
Los productos de estas dos vias son el isopentenilbifosfato (IPP) y su isémero alilico el
dimetilalilbifosfato (DMAPP) (Fig. 1).

O—FI’—O—F:—OH O—Fl’—O—F|’—OH
O O O O-
Isopentenil bifosfato Dimetilalil bifosfato

Figura 1. Estructura del Isopentenil bifosfato (IPP) y del dimetilalil bifosfato

(DMAPP) precursores universales de la biosintesis de isoprenoides.

Con excepcion de las plantas, la mayoria de los organismos utilizan Unicamente una de las
dos vias (Vranova et al., 2013; Fig. 2). Las arqueas, los hongos y los animales poseen
unicamente la via mevalénica. En contraste las cianobacterias, la mayoria de las bacterias
gramnegativas y los protozoarios del género apicomplexa poseen Unicamente la via MEP.
Interesantemente, las plantas cuentan con ambas vias localizadas en diferentes
compartimentos de la célula vegetal: mientras que la via MVVA opera en el citoplasma y la
via MEP opera en los plastidos (Lange et al., 2000; Hemmerlin et al., 2012).
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Figura 2. Distribucidn de la sintesis de isoprenoides en distintos organismos.

La via mevalonica (MVA)

En la via mevalonica, el precursor inicial es el acetil coenzima A (acetil CoA). El primer paso
depende de la enzima acetil CoA C-acetiltransferasa (AACT) que cataliza la condensacion
de dos moléculas de acetil CoA para formar acetoacetil-CoA, que se convierte a 3-hidroxi-
3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), por accion de la HMG-CoA sintasa (HMGS). Este
derivado se reduce a mevalonato (MVA) por la HMG-CoA reductasa (HMGR), este es un
paso limitante en la via y por ello esta ruta biosintética Ileva su nombre. En el siguiente paso,
el MVA se fosforila a 5-fosfomevalonato (MVA 5-P) por la MVA cinasa (MK).
Posteriormente ocurre una segunda fosforilacion para formar 5-difosfomevalonato (MVA 5-
PP) catalizada por la enzima 5-fosfomevalonato cinasa (PMK). Finalmente el 5-
difosfomevalonato se descarboxila para formar IPP esta reaccion la cataliza la 5-
difosfomevalonato descarboxilasa (MVD). Posteriormente, el IPP se convierte en su isomero
DMAPP en una reaccion catalizada por la IPP isomerasa (IDI) (Fig. 3).
Inicialmente se asumio que la sintesis de IPP y DMAPP se llevaba a cabo exclusivamente a
través de la via mevaldnica. Sin embargo resultados experimentales sobre la biosintesis de
isoprenoides en bacterias y en plantas no pudieron explicarse a partir de su sintesis a través
de la via del mevalonato. Posteriormente, casi 50 afios después se identificd una via
6



alternativa independiente de la MV A para la sintesis de IPP y DMAPP. Esta via se denomino
originalmente via no mevalonica o via Rohmer y posteriormente, con la dilucidacion de los

pasos enzimaticos se denomino via MEP.

Acetil-CoA + Acetil-CoA
AACT
v
Acetoacetil-CoA
HMGS Citoplasma

v

HMG-CoA
HMGR

v

IPP +~— DMAPP
IDI

Figura 3. Via mevaldnica

La via del 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP)

En las plantas los genes que codifican para las enzimas de la via MEP se encuentran en el
nacleo, y las enzimas derivadas de estos genes cuentan con péptidos de transito hacia su
extremo amino terminal que las dirigen hacia los plastidos, donde ejecutan su funcion (Jarvis
etal., 2013; Tholl y Lee 2011).

La via MEP utiliza piruvato y gliceraldehido 3-fosfato como sustratos para producir
dimetilalil bifosfato (DMAPP) y isopentenil bifosfato (IPP), a través de la participacion de
siete pasos enzimaticos consecutivos (Phillips et al., 2008) (Fig. 4). La primera reaccion es
catalizada por la 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS) e involucra la condensacién de

una molécula de piruvato con una de gliceraldehido 3-fosfato (G3P), produciendo 1-deoxi-
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D-xilulosa 5-fosfato (DXP). EI DXP se reduce a 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) por
accion de la 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (DXR), que es la segunda enzima
de la via. En el tercer paso, la enzima 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol sintasa (MCT)
transforma el MEP en 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol (CDP-ME). El cuarto paso
depende de la enzima 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol cinasa (CMK), la cual fosforila a
CDP-ME para formar 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol-2-fosfato (CDP-MEP). En el
quinto paso participa la enzima 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato sintasa (MDS), la
cual convierte a el CDP-MEP a su intermediario ciclico el metileritritol 2,4-ciclodifosfato
(MECPP). En el sexto paso el MECPP produce 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato
(HMBPP) por la HMBPP sintasa (HDS). En el ultimo paso de la via, el HMBPP se reduce a
IPP y DMAPP por la HMBPP reductasa (HDR). El IPP y DMAPP se isomerizan por la
accion de la enzima isopentenil difosfato isomerasa (ID1), sin embargo la sintesis de ambos
productos ocurre aun en la ausencia de esta isomerasa (Page 2004; Banerjee, 2014).

El destino del IPP y DMAPP en la sintesis de sus derivados isoprenoides depende de la via
de la cual provengan. La células utilizan el IPP y el DMAPP provenientes de via MEP para
la sintesis de diversos compuestos dentro de los plastidos por ejemplo, el isopreno, las
estrigolactonas, el acido abscisico (ABA), las giberelinas, las plastoquinonas y los pigmentos
fotosintéticos como las clorofilas y los carotenos (Gutiérrez-Nava et al., 2004). En contraste
la via MVA proveé los precursores para la sintesis de los esteroles y la ubiquinona

principalmente (Eisenreich et al., 2004).
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Figura 4. Pasos enzimaticos de la via MEP (Cérdoba et al., 2009).

Potencial biotecnoldgico de los isoprenoides

Sumado a su papel bioldgico, los isoprenoides poseen un valor biotecnoldgico, que radica en
su funcion como fuente de vitaminas (a-tocoferol y B-caroteno), de medicamentos onco-
preventivos (luteina 'y licopeno) (Khachik et al.,1995), anticancerigenos (vinblastina, y taxol)
(Eisenreich, et al., 2004), saborizantes (limoneno y mentol), fragancias, colorantes
(carotenos) y biocombustibles (Tippmann, et al., 2013; Vickers, et al., 2014). Ademas la
ausencia de proteinas homdlogas de la via MEP en el humano y la presencia de esta via en
bacterias gramnegativas y apicomplejos, que incluyen importantes patdogenos del ser
humano, como Helicobacter, Salmonella, Chlamydia asi como Plasmodium y Toxoplasma,
hacen de la via un blanco potencial de farmacos antiinfecciosos (Rodriguez-Concepcion et
al., 2004).



Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) es miembro de la familia Brassicaceae. Esta planta tiene
una distribucion natural a través de Europa, Asia, y Norte América. Es una planta diploide
con un ciclo de vida corto (6 a 8 semanas) (Al-Shehbaz y O'Kane, 2002), con una capacidad
de crecer en condiciones controladas y dadas su pequefia dimension permite su fécil cultivo.
Las plantas adultas llegan a medir entre 15 a 20 cm, de alta fecundidad (hasta 10,000 semillas
por planta), las semillas son longevas y altamente viables. El tamafio del genoma de A.
thaliana es de 157 Mb y se organiza en 5 cromosomas, contiene el menor numero de
secuencias repetidas, comparado con otras plantas superiores conocidas (Pruitt et al., 1986;
Bennett et al., 2003), caracteristicas que facilitaron su secuenciacién, ensamblaje y la
anotacion de su genoma. Este organismo es ideal para la mutagénesis y para la identificacion,
seleccion y propagacion de lineas mutantes o transgénicas, asi como la preservacion de las
lineas mutantes, por su autofecundacion. Ademas Arabidopsis se puede transformar
facilmente mediante la transferencia de genes mediada por Agrobacterium tumefaciens
(Agrobacterium). Actualmente existen lineas mutantes de todos los genes de la via MEP, lo

que facilita el andlisis de esta via metabdlica (https://www.arabidopsis.ora/).

La transformacion vegetal mediada por Agrobacterium es un método indirecto de
transformacion, pertenece a los métodos basados en la utilizacion de vectores bioldgicos, que
utiliza las caracteristicas naturales de patogenicidad en plantas, para la introduccion de los
genes de interes al genoma vegetal. El segmento de DNA transferido de la bacteria a la planta
es conocido como DNA de transferencia o T-DNA y se encuentra en el plasmido residente
de la bacteria llamado plasmido Ti (inductor de tumores). El plasmido Ti también cuenta con
los “genes Vir” contenidos en la region Vir (region de virulencia), que son los encargados de
mediar la transferencia efectiva del cassette de expresion hacia las células vegetales (Gelvin,
2000; Gelvin, 2010). En la transferencia de genes por Agrobacterium, se emplean vectores
binarios, esta estrategia consiste en el uso de dos plasmidos en la bacteria, uno de ellos, el
vector binario, contiene los bordes del T-DNA en el que se incluye el casete de expresién o
genes de interés y, el otro, el pldsmido residente es el que contiene los genes de virulencia,

necesarios para la transferencia efectiva (Diaz Granados y Chaparro Giraldo, 2012).

10


https://elifesciences.org/articles/06100#bib3
https://elifesciences.org/articles/06100#bib12
https://www.arabidopsis.org/

El descubrimiento de la via MEP y las mutantes afectadas en el desarrollo de los

cloroplastos
El descubrimiento de DXS

La identificacion del gen que codifica para DXS se obtuvo a partir del analisis de la mutante
albina clal-1, aislada a partir de una coleccion de mutantes generadas por la insercion de T-
DNA en Arabidopsis thaliana. Los pigmentos fotosintéticos como clorofilas y carotenoides,
la produccion de vitaminas como a-tocoferol y la produccién de &cido abscisico (ABA) son
basicamente nulas en clal con respecto a la planta silvestre (Estévez et al 2001). Ademas
clal presenta alteracion en la morfologia de sus cloroplastos, careciendo de membrana

tilacoidal y presentando estructuras en forma de vesiculas (Mandel et al., 1996).

Cuando se identificd el producto del gene CLAL se encontré que codificaban para una
proteina con secuencias caracteristicas de la familia de las transcetolasas, cuya funcién es
transferir grupos cetoles. Esta familia de enzimas presenta un motivo transcetolasa y el sitio
de unidn al cofactor tiamina difosfato (TPP) (Vogel y Pleiss, 2014). Con estos datos se sugiri6
que la proteina CLA1 era un miembro de la familia de las transcetolasas (Mandel et al., 1996).
Estudios posteriores mostraron que la proteina CLAL de A. thaliana tenia similitud con una
proteina de E. coli que se le denomind DXS (Sprenger et al., 1997), y la cual cataliza la
condensacion entre el piruvato y el G3P derivados de la glucosa para producir 1-deoxi-D-
xilulosa 5-fosfato (DXP) implicando la descarboxilacion del piruvato (Fig. 5). Se describi6
la participacion de DXP para la sintesis de tiamina y piridoxal en bacterias y posteriormente
en plantas (Julliard y Douce, 1991; Hill et al., 1996; Frank y Groll 2017). La comprobacién
de que el producto de CLAL era la DXS de Arabidopsis se realizé a través de ensayos in vivo
con las mutantes clal-1 crecida en medio suplementado con el compuesto 1-deoxi-D-
xilulosa, producto de la reaccion catalitica de DXS, en donde se observé que se revertia el
fenotipo de la mutante clal-1. Ademas mediante ensayos in vitro se demostro que la proteina

recombinante CLAL catalizaba la formacion del compuesto DXP (Estévez et al., 2000).

11



(I) B / T o}
H 0-P—0 OH )k(cm
H4C I
2 0

D-glucosa
G3P Piruvato
DXS
0=Cc=0
OH o
e} [,
N O-ﬁ—o
OH
CH, 0

DXP

Figura 5. Formacion del metabolito DXP.

Patron de expresion de DXS en Arabidopsis thaliana

Los patrones de expresion del gen CLAL, se estudiaron a través de la acumulacion de su
mensajero y de su proteina, asi como su expresion in planta se analizé a través de una fusion
transcripcional de la region regulatoria del gen CLAL1/DXS con el reportero de beta
glucoronidasa (GUS) CLA1::GUS. Se encontré que DXS se expresa desde semillas en
germinacién, hasta la planta adulta, pero principalmente en plantulas y tejidos jovenes
(Estévez et al., 2000).

Posteriormente con la secuenciacion del genoma de Arabidopsis se descubrid que A. thaliana
posee tres genes homologos a DXS. AtDXS1 (At4g15560), también llamado CLA1, codifica
una enzima DXS funcional y cuya mutacion es letal en plantula. De los otros dos genes,
codifican para proteinas que al parecer no tienen actividad de DXS (Estévez et al 2000;
Phillips et al., 2008; Vranova et al., 2013).

En estudios posteriores con plantas transgénicas sobreexpresoras de DXS, se determino que
los cambios en la cantidad de esta proteina poseen un impacto en la acumulacion de diversos
productos isoprenoides como clorofilas, carotenos, fitol, ABA y a-tocoferol con lo cual se
demostrd su papel como enzima limitante del flujo de la via MEP (Estévez et al.,2001).

Aunado a esto, mediante el uso de clomazona, un inhibidor especifico de DXS, se estim¢ el
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incremento de la actividad enzimatica en las lineas sobreexpresoras comparado con la
silvestre (Estévez et al., 2001; Enfissi 2005; Carretero-Paulet et al., 2006).

El descubrimiento de DXR

El descubrimiento del segundo paso enzimatico de la via MEP surgi6 de trabajos con el
intermediario 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP). Seto y colaboradores (1998) iniciaron
una busqueda de la enzima responsable de la produccion de este intermediario en E. coli,
generando mutantes letales auxotroficas para la via MEP. La transformacion de estas
mutantes letales con una biblioteca de fragmentos gendmicos de la misma cepa, revel6 que
un marco de lectura abierto del gen yaeM, fue capaz de rescatar la deficiencia metabdlica. La
caracterizacion del producto proteico del gen yaeM, reveld que la enzima podia catalizar la
reduccion dependiente de NADPH de DXP para dar lugar a MEP (Fig. 6). Se demostr6 que
la reaccion dependia de la presencia de cationes divalentes Mn?".Y mas tarde YaeM se
clasific6 como DXP reductoisomerasa (DXR). Posteriormente se descubrieron homologos
en plantas, se encontr6 que Arabidopsis tiene solo un gen de copia unica para DXR. Se
observo que la proteina posee una secuencia de direccionamiento a los plastidos que se
escinde posteriormente para proporcionar la forma activa de la enzima (Takahashi et al.,
1998; Schwender et al., 1999; Carretero-Paulet et al., 2002).
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DXP MADPH MWADP MEP

Figura 6. El segundo paso de la via es catalizado por la enzima DXR
también llamada IspC.

Patron de expresion de DXR en Arabidopsis thaliana
Los patrones de expresion del gen DXR, se estudiaron a través de la acumulacién de su
mensajero y de su proteina, y también se analizo a traves de una fusion traduccional de la

region 5°de DXR con el reportero GUS (DXR::GUS), con esta fusion se observo que DXR se

expresa en todos los tejidos que se analizaron (raiz, hojas caulinares, tallo, inflorescencia y
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silicuas), pero con una mayor expresion en la inflorescencia y en las plantulas durante
estadios tempranos del desarrollo de la planta (Carretero- Paulet et al., 2002).

La proteina DXR funciona como un homodimero. La catalisis de DXR se describe como el
primer paso comprometido en la biosintesis de isoprenoides debido a que el metabolito que
le antecede, DXP, también es un precursor de la sintesis de la vitamina B1 y B6 (Julliard y
Douce, 1991; Julliard, 1992; Carretero-Paulet et al., 2002).

Estudios posteriores en plantas transgénicas sobreexpresoras de DXR y con tratamientos con
fosmidomicina, que es un inhibidor especifico de esta enzima que compite por el sitio de
unién del sustrato (Murkin et al., 2014) y que genera plantas con un fenotipo albino, se
observé que la produccion de DXP fue limitante con el incremento en la actividad de DXR
lo que impactd en la disminucion de los isoprenoides plastidicos, esto significd que la enzima
DXR ejercia control en el flujo de la via MEP (Proteau 2004; Carretero-Paulet et al., 2006).

El descubrimiento de MCT

El descubrimiento de las dos primeras enzimas de la via MEP, permitid la identificacion y
caracterizacion en la bacteria E. coli de la tercera enzima de la via denominada como 4-
difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol sintasa (MCT o CMS) y cuyo gen es IspD. En el afio 2000
Rohdich y colaboradores describieron por primera vez el ortélogo de plantas de MCT.
Usando ensayos de actividad, se observo que la enzima MCT requeria de Mg*? para la
conversion del intermediario MEP en 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol (CDP-ME)
(Rohdich et al., 2000. Fig. 7). La proteina MCT de Arabidopsis tiene un peso molecular de
aproximadamente 30 kDa. Se ha observado que la MCT de E. coli puede adoptar distintos
estados cuaternarios, la flexibilidad en la disposicion de las subunidades enzimaticas sugiere
la formacion de complejos especificos de proteina-proteina con otras proteinas de la via como
CMK 'y MDS (Gabrielsen et al., 2004; Gabrielsen et al., 2006).
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Figura 7. El tercer paso de la via es catalizado por la enzima MCT o también Ilamada
IspD.

Los patrones de expresion del gen MCT en Arabidosis, se determinaron a través del analisis
de la acumulacion de su mensajero. Los resultados mostraron una mayor acumulacion en
hojas y flores, una acumulacién media en tallo y una menor acumulacion en raices y silicuas.
La mutante ispD en A. thaliana fue generada por la insercion de un T-DNA y genera una
disminucion en los niveles de clorofila y carotenoides totales con respecto a la planta
silvestre, asi como una represion de los genes fotosintéticos. Los anlisis ultraestructurales
de la mutante albina ispD mostraron que el desarollo de los cloroplastos se detuvo en etapas
tempranas del desarrollo, mostrando una morfologia carente de tilacoides y la presencia de

grandes vesiculas (Hsieh et al., 2008).
El descubrimiento de CMK

El cuarto paso de la via involucra a la enzima 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol-2-fosfato
CMK, que cataliza la conversion de 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol (CDP-ME) en
CDP-MEP (Fig. 8). La proteina CMK es un homodimero cuya estructura cristalografica se
obtuvo en E. Coli, donde el gen fue llamado IspE. Estudios posteriores identificaron al
ortologo de IspE en tomate al cual Ilamaron CMK y también se aislaron mutantes en A.
Thaliana; el fenotipo de la mutante cmk-1 es similar al de otros genes de la via con un
fenotipo albino, acumulando niveles indetectables de pigmentos fotosintéticos y con defectos
en el desarrollo del cloroplasto que carecen de membrana tilacoidal (Rohdich et al., 2000;
Hsieh et al., 2008).
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Figura 8. El cuarto paso de la via es catalizado por la enzima CMK o

también llamada IspE.

Patrén de expresién de CMK

CMK se expresa en las hojas y las flores, en los tallos y en menor grado en las raices y las
silicuas de Arabidopsis (Hsieh et al., 2008). También durante la maduracion del fruto de
tomate, la cual involucra cambios dramaticos en la estructura de sus plastidos durante la
transformacion del cloroplasto en cromoplasto, se demostro6 la acumulacion del transcrito de
CMK. Debido a la demanda de carotenoides como el licopeno que se producen y almacenan
masivamente en los tomates (Lawrence et al., 1997; Rodriguez-Concepcion et al., 2003). En
Nicotiana benthamiana el gen CMK se expresa preferentemente en tejidos jovenes (Ahny
Pai, 2008).

El descubrimiento de MDS

La proteina 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato sintasa 0 MDS, cataliza la conversion de
CDP-MEP en metileritritol 2,4-ciclodifosfato (MECPP) (Fig. 9). ElI gen MDS en A. thaliana
se identificod como el homologo del gen IspF de E. coli. A través de ensayos de expresion
heterdloga de la proteina MDS de Arabidopsis se mostro que podia rescatar el fenotipo letal
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de la mutante ispF de E. coli. La mutante de T-DNA de Arabidopsis ispF-1 renombrada y
unificada como mds-1 (Phillips et al., 2008), presenta un fenotipo albino, carente de
clorofilas, carotenoides y apoproteinas y defectos en el desarrollo de cloroplastos que carecen
de tilacoides y de los complejos de captacion de luz. Dentro de los cloroplastos mutantes de
mds-1 en lugar de las membranas tilacoides, se acumulan grandes vesiculas (Hsieh y
Goodman 2006).
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Figura 9. El quinto paso de la via es catalizado por la enzima MDS
también llamada IspF.

Patron de expresion de MDS

A través del andlisis de la acumulacion de transcrito en plantas de Arabidopsis, se detectd el
mensajero de MDS en raiz, hojas, tallos, inflorescencia y silicuas, con los niveles mas altos
en hojas y tallos (Hsieh y Goodman 2006). También se observo que la luz y la sacarosa

inducen la expresién de MDS en plantulas de Arabidopsis (Hsieh y Goodman 2005).

El descubrimiento de HDS

La identificacion del gen que codifica para HDS, que es el sexto paso de la via, se obtuvo a
través del analisis de la mutante albina de Arabidopsis clb4 aislada a partir de una coleccion
de mutantes generadas con etilmetanosulfonato (EMS) y por insercion de T-DNA. HDS
codifica para la enzima que realiza la conversion de MECPP a 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil
4-difosfato (HMBPP) (Fig. 10). Esta reaccion requiere una doble transferencia de electrones
que involucra un grupo [4Fe-4S]. En presencia de luz, la HDS de A. thaliana obtiene los
electrones necesarios para dicha reaccion de la cadena fotosintética de transporte de
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electrones a través de la ferredoxina. Para llevar a cabo la reaccion y en la oscuridad la

catélisis de HDS requiere adicionalmente de NADPH (Seemann et al., 2006).
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Figura 10. El sexto paso de la via es catalizado por la enzima HDS también llamado
IspG.

La mutante clb4 carece del transcrito de HDS, lo que se refleja en niveles indetectables de la
proteina HDS y presenta cloroplastos con membranas internas incipientes (Gutiérrez-Nava
2004).

Patron de expresion de HDS

Se ha estudiado el patron de expresion de HDS durante la maduracion del fruto de tomate
(Rodriguez-Concepcion et al., 2003). Estudios posteriores en Arabidopsis detectaron
acumulacién de la proteina HDS en todos los tejidos analizados (raiz, tallo, hojas caulinares,
hojas, flores y silicuas), sin embargo los niveles en las hojas jévenes son mas mayores en

comparacion con otros tejidos (Gutierrez-Nava 2004).

El descubrimiento de HDR

En el ultimo paso enzimatico de la via MEP, el HMDBP se reduce a IDP y DMADP es
catalizado por la 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato reductasa (HDR) (Fig. 11). Esta
reaccion asi como la de HDS requiere una doble transferencia de electrones que involucra un
grupo [4Fe-4S]. En la mutante de HDR clb6, generada a partir de la insercion de T-DNA,
igual que en las mutantes de los pasos anteriores disminuye la biosintesis de pigmentos
fotosintéticos clorofilas y carotenos, que son productos directos de la via. Mediante analisis
ultraestructurales por microscopia electrdénica, se observan los cloroplastos de la mutante los

cuales presentan incipientes membranas internas y vesiculas grandes lo que demuestra que
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estos plastidos estan en un estado temprano de diferenciacion (Gutiérrez-Nava et al., 2004;
Guevara-Garcia et al., 2005; Hsieh y Goodman 2005).
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Figura 11. El séptimo paso de la via es catalizado por la enzima HDR también

Ilamada IspH.

Patron de expresion de HDR

Los patrones de expresion del gen HDR, se han estudiado a traves de la acumulacion de su
mensajero y de su proteina. La presencia de transcritos en la todas las etapas del desarrollo
de Arabidopsis indican el papel esencial de la proteina a lo largo de la vida de la planta..
Estudios posteriores demuestraron que la expresion del gen HDR de Arabidopsis es regulada
positivamente por la luz durante diferentes etapas de desarrollo (Guevara-Garcia et al., 2005).
Estudios realizados en tomate y con plantas sobreexpresoras del HDR de tomate en
Arabidopsis, demostraron la participacion de HDR durante el transito de cloroplasto a
cromoplasto durante la maduracion de fruto de tomate y en el cambio de etioplasto a
cloroplasto durante la desetiolacion de A. thaliana. Los resultados mostraron que la
acumulacion de HDR correlaciona con el incremento en la biosintesis de carotenoides. A esta
proteina se le reconocié por primera vez como una enzima “determinante” del flujo de la via

(Botella-Pavia et al., 2004).

La via MEP se regula a diferentes niveles

Como se menciond anteriormente en Arabidopsis, la transcripcion de todos los genes de la
via MEP se regula de manera coordinada en respuesta a la luz (Carretero-Paulet et al., 2002;
Botella-Pavia et al., 2004; Hsieh y Goodman 2005 ; Hsieh et al., 2008), sin embargo se sabe
que las plantas también responden a estimulos externos periédicos como el dia y la noche
desarrollando relojes biologicos endogenos que les permiten anticipar y ajustar la expresion
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genética aun en ausencia del estimulo, a los que se conoce como ciclos circadianos (Hsu &
Harmer, 2014; McClung, 2006). La transcripcion de todos los genes de la via MEP se regula
por ciclo circadiano, la expresion génica fluctta a lo largo del dia, alcanzando sus niveles de
transcripcion mas altos justo antes del amanecer (Cérdoba et al., 2009). Ademas del efecto
de la luz y del ciclo circadiano, se sabe que la presencia de sacarosa aumenta los niveles de
transcripcion de DXS, DXR, MCT y CMK en plantas cultivadas en la oscuridad (Hsieh y
Goodman, 2005). Evidencia experimental demostrd que los niveles de transcrito de los genes
de la via MEP se inducen a los 6 y 18 dias de edad de Arabidopsis (Guevara-Garcia et al.,
2005) y durante la maduracion del fruto de tomate (Lois et al., 2000; Rodriguez-Concepcién
et al., 2001). También se ha observado la induccion de los genes DXS y DXR en respuesta a
la colonizacidn por el hongo Glomus intraradices en las raices de trigo, maiz, arroz y cebada
(Walter et al., 2000) y en respuesta a estrés osmatico se observo el aumento en la expresion
de DXR, MDS, HDS y HDR en la raiz de plantas de Arabidopsis de 18 dias de edad (Meier
et al. 2011).

Algunas enzimas de la via MEP estan sujetos a regulacion postranscripcional, esta regulacion
se observd por primera vez en la mutante clb6 donde los niveles del transcrito HDR se
reducen y la abundancia de proteina se incrementa con respecto a la silvestre (Guevara-
Garcia et al., 2005). En Arabidopsis las proteinas DXS y DXR son blanco de una proteasa
estromal plastidica llamada Clp (Flores-Pérez et al., 2008; Llamas et al., 2017). EI control
metabdlico de la via a este nivel se ha dilucidado a través del analisis de la actividad
enzimatica demostrando que las enzimas de la via MEP exhiben diferentes grados de control.
No obstante la inhibicion de la actividad de DXS limita en mayor grado el flujo de la via,
comparada con la inhibicion de la actividad de DXR y de HDR observado en los analisis de
la acumulacién de los productos finales. Por ello DXS es considerada la principal enzima
limitante de la via (Estévez et al 2001; Botella-Pavia et al., 2004 ; Enfissi et al., 2005;
Carretero-Paulet et al., 2006). La enzima DXS ademas tienen una retroregulacion por accion
de los productos IPP y DMAPP, ya que estos compuestos compiten por el sitio de unién del
cofactor TPP. Este mecanismo inhibidor permite que los Gltimos metabolitos de la via MEP,
controlen la actividad de la primera enzima (Banerjee et al., 2013), lo que constituye un

mecanismo regulador adicional sobre la via.
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Sin embargo, no s6lo los productos de la via son los actores principales en procesos
biologicos esenciales para las plantas. También se ha demostrado que el metabolito
metileritritol 2,4-ciclodifosfato (MECPP) posee una funcion dual como intermediario de la
via MEP para la produccion de isoprenoides y como un metabolito que acta como una sefial
media la induccion de la general stress response (GSR) la cual es una reprogramacion
transcripcional rapida y transitoria de genes para la transduccion de sefiales ambientales en
respuestas celulares que llevan a reajustes metabolicos y fisiologicos para hacer frente a las
condiciones adversas (Xiao et al., 2012; Benn et al., 2016; Lemos et al.,2016; Wang et al.,
2020).

La integracion del metabolito MECPP en la respuesta GSR le permite actuar sobre las redes
transcripcionales y la modulacion de las respuestas posteriores mas alla de las funciones
clasicas de este compuesto como un intermediario en la via biosintética, lo que remite a la

importancia del estudio transcripcional de la via MEP.

Estrategias experimentales para el estudio de la regulacion transcripcional usando

proteinas reporteras.

Los genes reporteros son marcadores que nos permite analizar los patrones de expresién de
uno o varios genes de interés. Las caracteriticas de las proteinas reporteras incluyen que sean
detectadas por una metodologia facil, que tengan una toxicidad baja para el organismo y que
generen una sefial robusta (Chinnusamy et al., 2002). Existen diversos sistemas reporteros
pero los mas utilizados en el caso de plantas para el analisis transcripcional son: el sistema
de la beta glucuronidasa (GUS), el de la proteina verde fluorescente (GFP) y el de la
luciferasa (LUC).

Beta glucuronidasa (GUS)

El gen uidA de Escherichia coli codifica para el reportero beta glucuronidasa (GUS). La
proteina GUS es un homotetramero de 68 kDa. Este sistema es un indicador sensible de la

actividad de GUS que se puede identificar en los tejidos y células que expresan la
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construccion reportera (Velten et al., 2008). Ademas permite la deteccidn cualitativa de la
actividad génica mediante un ensayo histoquimico y de forma cuantitativa mediante un
ensayo fluorométrico . Una gran desventaja de los ensayos con GUS es que implican la
destruccion del material vegetal. A pesar de que es posible detectar la actividad glucuronidasa
sin hacer extractos el sistema requiere de la fijacion del organismo impidiendo ensayos in

Vivo.

La deteccion de la actividad enzimatica de la proteina GUS en el tejido de las plantas se lleva
a cabo a través de la tincion histoquimica, la cual implica la reaccién donde GUS usa como
sustrato al &cido glucorénico 5-bromo-4-cloro-3 indol (X-Gluc) hidrolizdndolo el cual se
convierte en 5-bromo-4-cloroindol, el cual posteriormente se oxida y dimeriza para generar
un precipitado de color azul oscuro insoluble en el sitio de actividad enzimatica que es
facilmente detectable (Huttly, 2009).

A diferencia de la deteccidn histoquimica, el analisis fluorométrico permite la cuantificacion
de la actividad de GUS. En presencia de la proteina GUS, el sustrato 4-metilumbeliferil-p-
D-glucurénido (MUG) se hidroliza a un producto fluorescente, 4-metilumbeliferona (MU).
Después de la reaccion, se mide la fluorescencia total con un fluorémetro y se calcula la
concentracion de producto basandose en una curva de estandarizacion MU previa usando la
diferencia de la fluorescencia del producto y del sustrato se obtiene el nivel de expresion
(Cervera, 2005). Sin embargo el ensayo fluorimétrico es fiable y facil de usar sin embargo la
principal desventaja de este reportero es la alta estabilidad de la proteina, lo cual provoca una
acumulacién del producto de la GUS que con el tiempo incrementa y no refleja en muchos
casos los niveles de expresion del gen en estudio (Mantis et al., 2000). Esto dificulta
diferenciar entre una mayor actividad en tiempos cortos de una actividad débil pero
prolongada (Kim et al., 2006), ademas de que es un sistema invasivo para el organismo de
estudio, el consumo de tiempo para la deteccion de su actividad requiere mas de 24 h
(Chinnusamy et al., 2002).
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Fusiones con la proteina verde fluorescente (GFP)

La proteina GFP y sus variantes como la yellow fluorescent protein (YFP), blue (BFPs) y
cyan (CFPs) emiten fluorescencia. La fluorescencia es un fendbmeno optico en el que una
molécula absorbe un fotdn de luz para pasar a un estado electronico excitado, y al regresar a
su estado basal emite un segundo foton; dado que entre estos dos eventos se pierde algo de
energia como vibraciones moleculares o calor, el foton emitido tiene una energia méas baja
con una longitud de onda mas larga. Los espectros de absorcion y emision y la diferencia
entre ellos, depende directamente de la estructura del fluoroforo.

Las ventajas de este reportero es que la emision de fluorescencia de GFP no requiere de
sustratos externos o cofactores que no sea oxigeno. La ventaja mas importante de este
reportero incluye observacion in vivo de su actividad y la existencia de una gran
disponibilidad de colores diferentes de las proteinas fluorescentes (PF) hacen a este reportero
uno de los mas usados actualmente. Adicionalmente, con las PF se puede localizar la
expresion a nivel celular y subcelular. La mayor desventaja es que existen limites practicos
en como la disponibilidad de equipo empleado, en este caso de un microscopio confocal y en
el nimero de proteinas fluorescentes que pueden usarse. Los limites tedricos radican en el
ancho del pico de emisidn y de su intensidad, ya que si los picos se superponen los espectros
vecinos no pueden ser diferenciados. Cada PF puede emitir a una diferente intensidad a una
excitacion dada o reaccionar de manera diferente a un entorno celular dado. Otras desventajas
por considerar son la fluorescencia del entorno extracelular, la autofluorescencia y el
fotoblanqueo, que se refiere a la destruccion de las moléculas fluorescentes por la luz de
excitacion usada, que limitan la resolucion y el tiempo durante el cual se pueden realizar las

mediciones de fluorescencia (Miyashiro et al., 2007).

Reportero luciferasa (LUC)

Otro de los genes reporteros usados es la luciferasa de luciérnaga (Photinus pyralis) que es
una proteina monomérica de 62 kD que genera luz de color amarillo verdoso a través de la
adenilacion del sustrato luciferina, para producir adenilato de luciferilo que reacciona con el

oxigeno molecular liberando una molécula de oxiluciferina y fotones que son emitidos a una
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longitud de onda de alrededor de 560 nm, este fendmeno se define como bioluminiscencia.
Después de reaccionar con el sustrato la enzima luciferasa se regenera lentamente (Ford et
al., 1992). La vida media corta de la proteina es lo que permite un monitoreo de la expresion
génica in vivo y en tiempo real (Thompson et al., 1991; van Leeuwen et al., 2000;
Chinnusamy et al., 2002). Estas caracteristicas hacen que la luciferasa sea un reportero mas

dinamico de los niveles de expresion in vivo (Velten et al., 2008) (Fig. 12).
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Figura 12. Esquema de la funcion del gen reportero de la luciferasa. La
emision de luz o bioluminiscencia representa la expresion de la proteina

que representa la actividad del promotor.

Como se mencion0 anteriormente todos los reporteros presentan ciertas ventajas y
limitaciones dependiendo del tipo de analisis que se quiera realizar. En este estudio se utilizé
el reportero de la luciferasa como un sistema dinamico que permitira analizar la expresion de
todos los genes de la via MEP in vivo, con alta resolucion temporal estudiando la via en

conjunto bajo diversos estimulos.
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La meta de este trabajo es poder analizar la actividad de los transcritos de la via MEP
simultanemaente através de lineas transgénicas de Arabidopsis que portan
independientemente construcciones entre las regiones reguladoras de éstos genes fusionadas
al gen de la luciferasa en respuesta a diversos estimulos que ya se han descrito como

moduladores de la via, como la luz, el desarollo y las respuestas a estrés.

Objetivos

Objetivo general

Obtener las lineas transgénicas que expresan construcciones de la region reguladora
5" de los genes de la via MEP fusionadas al gene reportero de luciferasa para analizar

la regulacion transcripcional global de la via bajo diferentes estimulos.

Objetivos particulares

1. Confirmar las secuencias reguladoras en los vectores de entrada tipo Gateway.

2. Obtener las construcciones fusionadas a LUC de los genes de la via MEP.

3. Seleccionar las lineas transgénicas homocigotas de Arabidopsis para cinco genes
de la via.

4. Establecer las condiciones de registro de bioluminiscencia in planta en las lineas
transgénicas generadas.

5. Analizar la expresion de luciferasa in vivo bajo la region reguladora de los genes
de la via MEP.

Hipotesis

Las lineas transgénicas que expresen el reportero luciferasa dirigidos por las regiones
reguladoras de los genes de la via MEP permitira identificar respuestas coordinadas en la

regulacion transcripcional de la via bajo diferentes estimulos.
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Materiales y métodos

Material vegetal y condiciones de crecimiento

En este estudio se utilizo el ecotipo Heynh Columbia (Col-0) de A. thaliana procedente del
Centro de Recursos Biologicos de Arabidopsis (Ohio State University). El cultivo de las
semillas se realizd en condiciones estériles, empleando dos métodos diferentes de
desinfeccion de semillas: 1) se utilizo el biocida Plant Preservative Mixture (PPM) con el
cual inicialmente se colocaron el equivalente en peso a 600 semillas (100 semillas pesan 2.1
mg) en microtubos de 1.5 mL y se adicionaron 950 uL de agua MiliQ estéril mas 40 uL de
PPM mas 10 uL de Tritdn 20%, dejando en oscuridad con agitacion constante por 12 h, antes
de sembrar 6 2) las semillas se lavan con 1 mL de etanol absoluto por dos minutos seguido
de un lavado de 1 mL de una solucion de hipoclorito al 20% por cinco minutos y
consecutivamente cinco lavados de 1 mL con agua destilada estéril para eliminar residuos de
hipoclorito de sodio. Las semillas estériles se sembraron en medio GM 1X [Murashige y
Skoog suplementado con sacarosa 0.5 % (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO., USA), Bacto-
agar 0.9% (Difco Laboratories, Detroit, MI, U.S.A.)] en cajas Petri. Para romper la latencia,
las semillas se incubaron durante 3 dias a 4 °C en la oscuridad.

Las semillas germinaron bajo fotoperiodo de dia largo (16/8 h luz/oscuridad) a 22°C y 90
umol m2 st de intensidad luminica. Las plantulas de 10 dias post-germinacion (dpg) se
transfirieron a maceta y se cultivaron en sustrato Metro-Mix 300 (Sun Gro Horticulture,
Canada) suplementado con fertilizante de liberacion controlada (Osmocote Smart-release,
The Scotts Miracle-Gro Company, USA), en cuarto de crecimiento bajo las condiciones
descritas arriba. EI mantenimiento de las plantas se realizd de acuerdo con las practicas de
crecimiento de la guia de Rivero et al., 2014; ABRC 2013.

Analisis in silico de las regiones reguladoras

Se realiz6 una busqueda y descarga de las regiones anteriores al sitio de inicio de la
transcripcion ATG en el extremo 5' de cada gen de la via MEP: DXR (At5g62790), MCT
(At2g02500), CMK (At2926930), MDS (At1g63970), HDS (At5g60600) y HDR
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(At4g34350) en la base de datos de TAIR (The Arabidopsis Information Resource).
Posteriormente se analizaron in silico las regiones reguladoras con el programa Plant CARE
para la anotacién de posibles motivos regulatorios con la finalidad de predecir la extension
de las regiones reguladoras que pudieran contener motivos involucrados en la respuesta a

estimulos de diversa naturaleza.

Clonacion con el sistema Gateway®

La tecnologia Gateway es un sistema de recombinacion sitio-especifica que se basa en dos
reacciones de recombinacion conservativas que no requieren de la sintesis de DNA y que
pueden ocurrir no importando la topologia de los DNAs (Invitrogen Gateway® Technology
Manual). La reaccién BP se refiere a la recombinacion homologa entre los sitios attB con un
vector donador con los sitios attP para generar una clona de entrada con los sitios attL. La
reaccion LR se refiere a la recombinacién homologa entre los sitios attL de una clona de
entrada con los sitios attR de un vector destino para generar la clona de expresion.

Tras determinar la extension de las regiones reguladoras de cada uno de los genes, el grupo
de la Dra. Katayoon Dehesh emple6 el vector pENTR/D-TOPO® (Fig. 13), con el cual
generaron los vectores de entrada de seis de las regiones reguladoras de los genes de la via
MEP. Este vector permite clonar de forma direccional un producto de PCR de extremo romo
para generar un vector de entrada al sistema Gateway®. El vector pENTR/D-TOPO® cuenta
con los sitios attL1l y attL2 para la recombinacién LR, posee secuencias para los
oligonucleodtidos M13 y un cassette de resistencia a kanamicina (pENTR™ Directional
TOPO®Cloning Kits 2012). Posteriormente los vectores de entrada pENTR pDXR, pENTR
PMCT, pENTR pCMK, pENTR pMDS, pENTR pHDS y pENTR pHDR fueron entregadas al

grupo de la Dra. Patricia Leon.
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Figura 13. Mapa del vector de entrada pENTR/D-TOPO utilizado en este trabajo.

Transformacién bacteriana en E. coli

Se utilizaron 50 pL de células electrocompetentes de Escherichia coli cepa DH5a mantenidas
a -70°C, las cuales se transformaron con DNA del vector de entrada 25 ng/pL por
electroporacion. En condiciones de esterilidad se colocaron las células en hielo y se les afiade
5 uL de DNA plasmidico, la mezcla de células-plasmido se coloca en una celda de
electroporacién mantenida en hielo y se le aplicé un pulso de 1.8 kV en un electroporador
MicroPulser de BIO-RAD®. Las células se recuperaron en 1 mL de medio de cultivo Luria
Bertani (LB) liquido sin antibiotico en agitacion constante a 37°C durante una hora.
Concluido este tiempo se sembraron en placa 20 puL y 80 pL de células transformadas en
medio de seleccidn LB solido adicionado con Kanamicina 50 pg/mL. Las cajas se incubaron
a 37°C durante 12 h.

Extraccién de DNA plasmidico a gran escala

La extraccion de DNA plasmidico de los vectores usados en el trabajo tanto en el vector de

entrada como destino se realiz6 a partir de las colonias transformadas con cada construccion
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crecidas en 50 mL medio LB con antibidtico kanamicina y siguiendo el protocolo de
Miraprep (Anexo 1). Posteriormente la cantidad del DNA obtenido se determind con el

equipo NanoDrop™ One de Thermo Scientific™.

Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR se hicieron en un volumen final de 50 pL utilizando Taq polimerasa
obtenida en el laboratorio y una concentracion de 1 uM tanto del oligonucle6tido derecho
como del reverso en 20 mM de Tris-HCL pH 8.4, 50 mM de KCI, 5 mM de MgCl,y 10 uM
de dNTPs. Las condiciones de amplificacion incluyeron: un ciclo inicial de desnaturalizacién
de 1 min a 94 °C, 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 30 segundos a 55 °C (para todos los genes
analizados) y entre 1 a 2 min dependiendo del largo del producto esperado (1 min por cada
1000 pb) a 68 °C, y finalmente un ciclode 5mina 72 ° C.

Se analizaron 5 ul de los productos de la reaccion de PCR mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio en buffer TAE 1X concentracion final en gel
Tris 40 mM, acido acético 20 mM, EDTA 1 mM.

Secuenciacion

Las regiones reguladoras de las clonas de entrada pENTR pDXR, pENTR pMCT, pENTR
pCMK, pENTR pMDS, pENTR pHDS y pENT pHDR se secuenciaron por el método de
Sanger en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM
y en la compafiia Macrogen (Korea 10F, 254 Beotkkot-ro. Geumcheon-gu, Seoul 08511,
Rep. of Korea), empleando los oligonucle6tidos M13F y M13R.

Reaccién de recombinacién LR

La reaccion de recombinacion LR se realiz6 en un volumen de 10 pL conteniendo los
siguientes elementos: 1 pL de DNA plasmidico de pPBGWL7 (150 ng/uL), 1 uL de DNA
plasmidico de la construccion de entrada deseada (150 ng/pL), 2 pL de enzima LR clonasa

(Invitrogen) més 6 pL de TE buffer pH 8. La reaccion se incubd por 12 horas a 22°C y se
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detuvo afiadiendo 2 pL de proteinasa K (Invitrogen) e incubando por diez minutos a 37°C.
De esta forma las clonas de entrada pPENTR pDXR, pENTR pMCT, pENTR pCMK, pENTR
pMDS, pENTR pHDS y pENTR pHDR, se recombinaron en el vector destino pPBGWL?7 (Fig.
14), el cual contiene; el gen reportero (LUC) que codifica para la proteina luciferasa de
luciérnaga, los sitios attR1 y attR2 para la recombinacion LR, un cassette de resistencia a
espectinomicina (SpR), otro cassette con el gen bar el cual codifica para una fosfinotricina
acetil transferasa (PAT) la cual detoxifica a la célula de la accién del herbicida metionina
sulfoximina (MSO) al catalizar la adicion de un grupo acetilo al grupo amino libre del MSO,
confiriendo resistencia a este agente que se emplea en la seleccion de plantas transgénicas
(Maughan y Cobbett 2003; Dragicevic et al., 2013). Ademés cuenta con las secuencias del
borde derecho (RB) y el borde izquierdo (LB) para la transformacion vegetal mediada por

Agrobacterium .
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Figura 14. Esquema del vector destino pBGWL7 utilizado en este trabajo.

Concluida las reacciones de recombinacion LR se generaron las clonas de expresion:
pDXR::LUC, pMCT::LUC, pCMK::LUC, pMDS::LUC, pHDS::LUC, pHDR. En la figura
15, se ilustra el sistema de obtencion del vector de expresion. Posteriormente 1 pL de
volumen del producto de recombinacién LR se transformo en células de E. coli cepa DH5a.

Se seleccionaron colonias en medio LB sélido suplementado con espectinomicina 50 pg/mL.
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Figura 15. Esquema de los principales componentes presentes en la recombinacion

LR del sistema Gateway.

Corroboracién de clonas por PCR de colonia bacteriana

La corroboracion de cada una de las clonas de expresion se realizé por PCR y para ello se
escogieron varias colonias como templado, se utilizaron oligonucle6tidos especificos para
cada una de las regiones reguladoras clonadas al gen luciferasa. Para ello se disefid el
oligonucleétido reverso LUC-RV 5’-CATAGCTTCTGCCAACCGAACGG-3’ sobre la
secuencia del gen de la luciferasa con el programa SnapGene® Viewer 4.2.3 y
oligonucleotidos delanteros especificos de cada regiéon reguladora. Los oligonucleotidos

especificos utilizados en este trabajo se enumeran en la Tabla 1.

Tabla 1. Oligonucleétidos delanteros usados para el analisis de los vectores de expresion

generados.
Nombre Secuencia 5"-3°
DXRPROF GAATTGGAGAGATGGCTACACC
MCTPRO-F GAAAGCCGTAACCATAAACATGTGACC
CMKPRO-F AGAAATAAGCTTATACGCAGCGTTGC
ISPFPROF2 CTTCTCTTCTAATTTTCCGGCGATTG
HDSPROF CTCTGAATCATCTGATCTGACTTGC
HDRPRO-FW TTGGTAACAGTTGACTTGATCTTGG
LUC-RV CATAGCTTCTGCCAACCGAACGG
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Transformacion de Agrobacterium C58

Se utilizaron células electrocompetentes de A. tumefaciens cepa C58 almacenadas a -70°C
(See Lin, 1995), las cuales se transformaron por electroporacién con DNA de las clonas de
expresion correspondientes. En condiciones de esterilidad las células electrocompetentes se
les afiade 1 pg de DNA plasmidico purificado. Posteriormente la mezcla de células-plasmido
se transfieren a una celda de electroporacion fria y se le aplica un pulso de 2.2 kV con un
electroporador MicroPulser de BIO-RAD. Las células transformadas se recuperaron en 1 mL
de medio de cultivo LB liquido sin antibiotico en agitacion constante a 37°C durante 3 h. 20
puL y 80 pL de células recuperadas se sembraron en medio de seleccion LB sélido con
espectinomicina 50 pg/mL, rifampicina 50 pg/mL y ampicilina 50 pg/mL para obtener

colonias transformantes. Las cajas se incubaron a 37°C durante dos dias.

Transformacion vegetal con A. tumefaciens C58

Las colonias positivas de Agrobacterium que portan las construcciones de interés se obtuvo
un preindculo de 10 mL de medio LB liquido con espectinomicina a 50 pg/mL, rifampicina
a 50 pg/mL y ampicilina a 50 pg/mL en overnight (O.N.) con agitacién constante a 30°C.
Posteriormente, en 1 L de medio LB liquido con espectinomicina a 50 pg/mL, rifampicina a
50 pg/mL y ampicilina a 50 pg/mL se inoculd con el preindculo. Se incubo hasta obtener a
una densidad dptica de 0.8 a 600 nanémetros (Clough y Bent, 1998).

Posteriormente, las células se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos, y se
resuspendieron en 1.6 L de medio de infiltracion que contiene 5% de sacarosa y 0.05% del
tensioactivo Silwet L-77. Se transformaron 10 plantas de A. thaliana de 3 semanas de edad
periodo en el que presentaron la mayor cantidad de botones florales cerrados, por cada
construccion, crecidas bajo las condiciones descritas anteriormente. La agroinfiltracion se
llevo a cabo sumergiendo los botones florales en la solucion de infiltracion durante 3 a 5
segundos con agitacion suave. Concluida la infiltracidn las plantas se colocaron acostadas en
una charola limpia de plastico y se cubrieron con un domo el cual se retir6 despuées de
aproximadamente 12 a 24 horas y las plantas se colocaron nuevamente en posicion vertical.

Las plantas infiltradas se mantuvieron en cuarto de crecimiento hasta la obtencion de silicuas
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que se tornaron marrones y las semillas secas correspondientes a la generacion T1 se

cosecharon y almacenan en tubos eppendorf a 4°C (Rivero et al., 2014).
Seleccion de plantas transgénicas homocigotas

Las plantas transformadas con las construcciones pDXR::LUC, pMCT::LUC, pCMK::LUC,
pMDS::LUC, pHDS::LUC, pHDR::LUC fueron consideradas la generacién TO se dejaron
crecer hasta cosechar las semillas, consideradas como la generacion T1. Las semillas T1 se
seleccionaron en medio GM 1X suplementado con metionina sulfoximina (MSO) 10 uM/uL,
herbicida que es un anélogo del glutamato e inhibe la actividad de la glutamina sintasa
desencadenando la acumulacion toxica de amonio dentro de la célula vegetal.

A las plantulas T1 que desarrollaron el primer par de hojas verdaderas en presencia de MSO,
se les considero lineas transgénicas independientes, es decir, cada individuo representa un
evento diferente de insercién del transgene en el genoma de planta. De esta generacion se
seleccionan al menos diez plantulas resistentes de cada construccion que se crecen de forma
separada en sustrato Metro-Mix 300 como se describid arriba, hasta obtener su semilla,
generacion T2.

En la generacion T2 de cada construccion, se evalud la segregacién de la resistencia al
herbicida MSO. Con el andlisis de los fenotipos de las plantulas se determin6 el nimero de
inserciones del transgene en el genoma de las lineas transgénicas independientes de A.
thaliana. Para ello se sembraron 100 semillas T2 de las lineas transgénicas independientes
obtenidas y 25 semillas silvestres del ecotipo Col-0 como control en medio GM 1X
suplementado con MSO 10 uM/uL repitiendo el proceso para cada construccion, con la
finalidad de seleccionar plantulas resistentes y registrar el patron de segregacion de la
resistencia. Se esper6 que los patrones de segregacion de la resistencia al herbicida
observados se ajustaran a la segregacion Mendeliana para un locus 3:1, es decir, que 75
plantas crecieran en presencia del MSO y 25 fueran sensibles y murieran (Fig. 16). Se

contabilizaron los fenotipos observados y se llevo a cabo la prueba estadistica de X2.

XZ:Z(O_EE)Z

Con la siguiente formula:
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Donde O son el niumero de plantas observadas en una categoria y E es el nimero de plantas
esperadas en dicha categoria, los grados de libertad (df)=(nimero de clases-1), a=0.01

Con la cual se eligieron las lineas transgénicas independientes, candidatas a portar solo una
insercion del transgene. Las cuales se sembraron en sustrato Metro-Mix 300 como se indicé
arriba, hasta obtener las semillas que darian lugar a la generacion T3.

En la generacién T3 se obtuvieron plantas homocigotas y heterocigotas, para seleccionar las
lineas homocigotas para el transgene, se seleccionaron 100 semillas de la generacion T3 y
fueron sembradas en medio GM 1X con MSO 10 pM/uL mas un control de 25 semillas
silvestres del ecotipo Col-0. Las lineas transgénicas que mostraron un fenotipo resistente en
un 100% se consideraron como lineas transgénicas homocigotas y las que mostraron un

fenotipo sensible se consideraron heterocigotas.
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Figura 16. Esquema del proceso de transformacion y generacion de lineas transgénicas. 1) Se
preparan las plantas de A. thaliana Col-0 con botones florales cerrados para la transformacion, 2)
las plantas son sumergidas en medio de infiltracion de A. thumefaciens transformada con la
construccion de interés, se colectan semillas correspondientes a la generacion T1 de las cuales 3)
se seleccionan al menos 10 de las posibles lineas transgénicas por resistencia a MSO, cada planta
representa un evento de transformacion diferente. 4) Las plantas T1 crecen en sustrato y de las hojas

de la roseta se extrae el DNA gendmico para confirmar por 5) PCR sobre DNAg la presencia del
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transgene, las semillas obtenidas de estas plantas corresponden a generacion T2, 6) con las semillas
T2 se evalla el nimero de inserciones del transgene en la planta a través de la segregacion de la
resistencia a MSO vy se realiza la prueba estadistica X2, si corresponde a 3:1 se eligen las plantas y
7) se crecen en sustrato 9 plantas hermanas para cada linea transgénica independiente obtenida (al
menos 3 lineas transgénicas portadoras de una sola insercién) y se colectan las semillas
correspondientes a la generacion T3 donde se obtienen las lineas transgénicas homocigotas

evaluando la 8) segregacion de la resistencia a MSO.

Reaccion de luciferasa y tratamientos

Se esterilizaron y estratificaron semillas de las lineas transgénicas de las construcciones entre
3-4 dias en la oscuridad a una temperatura de 4°C. Para estos ensayos se cultivaron las plantas
en condiciones de crecimiento en placa en medio GM 1X sin sacarosa. Seis dias después de
crecimiento bajo fotoperiodo, las plantulas presentaron cotiledones expandidos y dos hojas
verdaderas visibles, caracteristicas adecuadas de acuerdo con Bjornson et al., 2015 para los
ensayos de bioluminiscencia. Como control se usaron plantulas de columbia (Col-0) crecidas

en la misma placa.

De acuerdo con el protocolo de Bjornson et al., 2015, para reducir el fondo de la sefial se
aplico el sustrato luciferina 1 mM (Promega, USA) adicionado con Triton X-100 0.001%, 4
horas antes del registro de la imagen. EIl sustrato se asperjo aproximadamente a 3 cm por
encima de la placa para cada uno de los lados. La bioluminiscencia es resultado de la
actividad de la luciferasa que se puede detectar tras la activacion de las regiones reguladoras

en las lineas transgenicas expresoras de la luciferasa.

Las imagenes se adquirieron utilizando el equipo In-Vivo Xtrem de Bruker del Laboratorio
Nacional de Microscopia Avanzada del Instituto de Biotecnologia (LNMA), de la UNAM.
Se utilizo un filtro de 535 nm para la captacion de los fotones emitidos por la reaccion de la
luciferasa, con un tiempo de exposicién de 3 minutos.

El procesamiento de las iméagenes de bioluminiscencia se realiz6 a través del programa
Molecular Imaging Software "MI" 7.5 win en el LNMA bajo la asesoria de la M. en C.

Verdénica Rojo Léon.
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Resultados

Obtencion de DNA de pladsmido de las construcciones pENTR/D-TOPO-region
reguladora de los genes DXR

Como se mencion0 anteriormente, mi proyecto de tesis forma parte de una iniciativa mayor
cuya meta es comprender los mecanismos que modulan la via MEP en respuesta a sefiales
internas y externas a nivel transcripcional y traduccional.

La delimitacion de las regiones reguladoras rio arriba del inicio de la transcripcion y su
clonacion en el vector de entrada pPENTR/D-TOPO® se realizé previamente en el laboratorio
de la Dra. Katayoon Dehesh. Los tamarfios de las regiones reguladoras de los genes DXR,
MCT, CMK, MDS, HDS y HDR seleccionadas por el grupo de la Dr. Dehesh se muestran en
la tabla 2.

Tabla 2. Tamafo de las regiones reguladoras clonadas para generar los vectores de

entrada.

Gene DXR MCT CMK MDS HDS HDR
Cédigode  At5g62790 At2g02500 At2g26930  Atlg63970 At5g60600 Atdg34350
locus (AGI)

Tamario 1256 1346 2035 309 994 891
(bp) de la

region
reguladora

El DNA plasmidico de estas construcciones se transformé en E. coli DH5 alfa y
seleccionaron con antibidtico. Se analizaron varias colonias para cada una de las
construcciones y su identidad se corrobord por PCR de colonia. En las figuras 17, 18 y 19
se muestra el analisis por PCR de las colonias para las construcciones usando los
oligonucleotidos M13-FW y M13-RV que hibrida en el pPENTR/D-TOPO que flanqueado a

la region clonada para cada uno de los 6 genes mencionados.
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Figura 17. Confirmacion de la presencia de pENTR pDXR y pENTR pMDS en las colonias de
E. coli DH5a. A) Se muestra el esquema del fragmento amplificado que incluye a la region
reguladora de DXR y parte del vector de entrada, 1578 pares de bases (pb), también se muestran
los sitios de apareamiento de los oligonucleétidos B) Se muestra el esquema del fragmento
amplificado de la regién reguladora de MDS y parte del vector de entrada, 659 pb, también se
muestran los sitios attL1 y attlL 2. C) Gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de
etidio, donde se muestran los fragmentos correspondientes de pENTR pDXR y pENTR pMDS.
Como control positivo [C+] se utilizé el eluido con el que se transformé. Para el control negativo

[C-] no se afiadié templado a la reaccion.

La region amplificada para la construccion pENTR pDXR incluia parte de la secuencia del
vector de entrada por ello el tamafio esperado, 1578 pb, era mayor que el tamafio clonado
reportado en la tabla 2, se obtuvo el fragmento del peso esperado. De igual manera para la
construccién de pENTR pMDS, el tamafio esperado del fragmento era de 659 pb y se obtuvo

un producto del tamario esperado (Fig 17).
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Figura 18. Confirmacion de la presencia de pENTR pMCT y pENTR pCMK, en las colonias de
E. coli DH5a. A) Se muestra el esquema del fragmento amplificado que incluye a la regién
reguladora de MCT y parte del vector de entrada, 1724 pares de bases (pb), también se muestran
los sitios de apareamiento de los oligonucleédtidos B) Se muestra el esquema del fragmento
amplificado de la region reguladora de CMK y parte del vector de entrada, 2360 pb, también se
muestran los sitios attL1 y attL.2. C) Gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de
etidio, donde se muestran los fragmentos correspondientes de pPENTR pMCT y pENTR pCMK.
Como control positivo [C+] se utilizé el eluido con el que se transformd pENTR pMCT. Para el

control negativo [C-] no se afiadié templado a la reaccion.

El fragmento amplificado de la construccion pENTR pMCT incluye parte de la secuencia
del vector de entrada flanqueando a la region reguladora clonada por ello el tamafio esperado
es de 1724 pb, se obtuvo el fragmento del peso esperado. De igual manera para la
construccién de pENTR pCMK, el tamafio esperado del fragmento era de 2360 pb y se

obtuvo un producto del tamafio esperado (Fig 18).
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Figura 19. Confirmacién de la presencia de pENTR pHDS y pENT pHDR, en las colonias de
E. coli DH5a. A) Se muestra el esquema del fragmento amplificado que incluye a la regién
reguladora de HDS y parte del vector de entrada, 1318 pares de bases (pb), también se muestran
los sitios de apareamiento de los oligonucleétidos B) Se muestra el esquema del fragmento
amplificado de la regién reguladora de HDR vy parte del vector de entrada, 1217 pb, también se
muestran los sitios attL1 y attL.2. C) Gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de
etidio, donde se muestran los fragmentos correspondientes de pENTR pMCT y pENTR pCMK.
Como control positivo [C+] se utiliz6 el eluido con el que se transformd pENTR pMCT. Para el

control negativo [C-] no se afiadi6 templado a la reaccion.

El tamafio esperado del fragmento amplificado de la construccion pENTR pHDS fue de 1318
pb y se obtuvo el fragmento del peso esperado. Para la construccion de pENTR pHDR, el
tamano esperado del fragmento fue de 1217 pb y se obtuvo un producto del tamafio esperado
(Fig. 19).

Resultados de secuenciacion

De cada construccion se aislaron al menos dos colonias positivas para cada gen de la via
MEP. Se eligi6 una colonia de cada construccion para corroborar por secuenciacion Sanger
su identidad. Los resultados de la secuenciacion se usaron para realizar alineamientos
maultiples de cada una de las secuencias provenientes de las regiones clonadas contra la
secuencia gendmica de A. thaliana reportada en TAIR (https://www.arabidopsis.org/), con
el algoritmo CLUSTAL OMEGA MUSCLE 3.8, mostrado en las figuras 20, 21, 22, 23, 24

y 25. También se realizé un breve BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) con los
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resultados de secuenciacion para confirmar la homologia con los genes correspondientes
(Anexo 3). Los alineamientos mostraron ademas de que las regiones reguladoras de cada gen
variaban en tamafio como se muestra en la tabla 2, la identidad de las regiones clonadas de
los genes MCT, CMK, MDS, HDS y HDR no mostré cambios en la secuencia . A excepcion
de la secuencia de la region reguladora de DXR la cual presento dos inserciones de adeninas
no reportadas en la secuencia previamente anotada en la base de datos de TAIR (Fig. 20).
También pudimos notar que no todas las regiones reguladoras clonadas incluyeron la
secuencia completa del UTR 5" no traducido reportado en TAIR (tabla 3).

Tabla 3. Estructura de las regiones reguladoras clonadas

Region
reguladora DXR MCT CMK MDS HDS HDR

Tamario
(pb) 1256 1346 2035 309 994 891

Cambiosenla |nsercion  Sin cambios Sin cambios  Sin cambios Sin cambios Sin cambios

secuencia de dos
lad .
reguiacora adeninas
Pares de bases 117 28 35 _ 8 2
ausentes del
UTRY

Se analizaron in silico los elementos regulatorios presentes en la region reguladora de DXR
con el programa Plant CARE (Anexo 4) y no se observo que las inserciones previamente
mencionadas se situaran en elementos regulatorios importantes, lo cual descarté su

relevancia para el estudio transcripcional.
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CGATAAGGTTAACTTGAAATGGAATCGGAATTGGAGAGATGGCTACACCGTAATTATGGT
CGATAAGGTTAACTTGAAATGGAATCGGAATTGGAGAGATGGCTACACCGTAATTATGGT
T e i i e e T e B e i e I SRS
TTTTGTTTCCATTAGTTAACGCATTAATTCAGGCTCCGATTTCCGATGTTTAAAGAAAAA
TTTTGTTTCCATTAGTTAACGCATTAATTCAGGCTCCGATTTCCGATGTTTAAAGAAAAA
Kk Sk kS Sk ke ke ok ke Sk Sk Sk ok ok sk Sk Sk Sk ok ok sk Sk Sk Sk ok ok sk Sk Sk Sk ok ke ok Sk Sk ok ok sk Sk Sk Sk ok ok sk Sk Sk ok ok ok Sk Sk kA ok ok ok ok ok ok
GTTGCATGCATGACTTGGGATGGAATTTGAGTGGATGCAGCAAGTAACACTTGTTTAACG
GTTGCATGCATGACTTGGGATGGAATTTGAGTGGATGCAGCAAGTAACACTTGTTTAACG
B i i i I T e e e b b i T
TCTCTTTCACTGTTTTGCCATGTGTCACTTAACGTACAACACTTGTCCTCAGATGATCCA
TCTCTTTCACTGTTTTGCCATGTGTCACTTAACGTACAACACTTGTCCTCAGATGATCCA
B I R i e i 2 T i T e T T T i e
TTAGCAGTAGTAAATGATTTACTGACTCATCTACCAATACCAACATACCATTATCTTACC
TTAGCAGTAGTAAATGATTTACTGACTCATCTACCAATACCAACATACCATTATCTTACC
B i T R i T T i T T T
ATTATCATTTATCTATTGATCTCTGTATCCCCACGAAAACACTATGTAATGTGATAGTCA
ATTATCATTTATCTATTGATCTCTGTATCCCCACGAAAACACTATGTAATGTGATAGTCA
Kok Sk Sk Sk ok ks sk Sk ko Sk sk Sk Sk Sk ks ok Sk ko ok ok Sk Sk Sk ks ok Sk ok ok ok ok Sk Sk Sk ke sk Sk ok ok ko Sk ok kR ok kR ok &
ATCATAACAGCTTAATCACACTTAAATAAAGTAAATTATCTTTTTTCTTTTTCTTTTCTT
ATCATAACAGCTTAATCACACTTAAATAAAGTAAATTATCTTTTTTCTTTTTCTTTTCTT
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TTTATGGGATAAATTTTATTCCTTTCCGAAGAAAGAAAAGAGAGCACCATTCAAACAACA
TTTATGGGATAAATTTTATTCCTTTCCGAAGAAAGAAAAGAGAGCACCATTCAAACAACA
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ATAATCTTTTTGAACGGATGATCTAATAGTCTACAAGAAGACTAATTTTATTTAAACAAT
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B i T i e & & B e
CGAACCTAACATGACTCTAATTAGAGATATAGAGAATTATATACGTAAAAAATTCAAGTT
CGAACCTAACATGACTCTAATTAGAGATATAGAGAATTATATACGTAAAAAATTCAAGTT
Kok kS sk Sk k ks sk Sk kS sk Sk Sk Sk ko Sk Sk ko ko Sk Sk ok sk ok Sk Sk ke ok Sk ok kR sk ok Sk ok ko ko ok ok kR ok ok R ok &
GGTTAAAGTTACATGGCTTTTGAAATTTAAATTTACAAATTGAACATTGAGGAACATATC
GGTTAAAGTTACATGGCTTTTGAAATTTAAATTTACAAATTGAACATTGAGGAACATATC
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AAAGAAATAAGAATGATAGTGAAAAATGTTGACAAAAAAAAAAGAATGATAGTGAAAAAT
AAAGAAATAAGAATGATAGTGAAAAATGTTGACAAAAAAAAAAGAATGATAGTGAAAAAT
B i I i T b i e e s
ATTCAATACATAATTTTTAAAAAGAAANAGTATATTATATACTTGTCAAAGATCTAAACTA
ATTCAATACATAATTTTTAAAAAGAANAGTATATTATATACTTGTCAAAGATCTAAACTA
o I i T T o e i T I S e
AGTTTGACATTTGGATTATAATTGTTACAGCATATAACATGTACTTTAT-AAAANAAAAAAN
AGTTTGACATTTGGATTATAATTGTTACAGCATATAACATGTACTTTATAAAAANAAAAN
R i S S T T i T i T T B e
ANNNAANGAGAAGAAG—AANNNAAANANNCATGTAACATGTTTTATTTTTGAAAAAGACAGCA
ANANNANAAGAGAAGAAGAAANNAAANNANCATGTAACATGTTTTATTTTTGAAAAAGACAGCA
B i T I i T B e
TACAACATGTTAGTCAAAACATATTCAATTTAAGATATTCATATCAAAAATTCATAATAC
TACAACATGTTAGTCAAAACATATTCAATTTAAGATATTCATATCAAAAATTCATAATAC
ok ks Sk Sk ok ko ke Sk Sk kS ks Sk Sk Sk ok ok Sk Sk Sk Sk ok ok ok Sk Sk Sk ok sk ok Sk Sk ok ok ok Sk Sk Sk ok ok ok Sk Sk ok ok ok ok ok kA ok Kk kR ok ok
GAACGAATACCATAAACTTTTTCTTTTTTATTTTGTAAGAGAGAAATCCTTAACCATTAA
GAACGAATACCATAAACTTTTTCTTTTTTATTTTGTAAGAGAGAAATCCTTAACCATTAA
B e T T I e T T ey
TCCCTTGTAATGCATATTTCTAATAATAATTATATTTGACAAACTATATAATTGATGATA
TCCCTTGTAATGCATATTTCTAATAATAATTATATTTGACAAACTATATAATTGATGATA
B i T T e T e S B e
CAGATTCTGCTGTTTAATACTCTAAAGAAATCAAATAGAAANTGGGAACATAGTAAGACT
CAGATTCTGCTGTTTAATACTCTAAAGAAATCAAATAGAAANATGGGAACATAGTAAGACT
B i 2 e i e b B i O e
GGATTATTTACCACTTACAAGTTGTCGTTACCTTAATAAAAAGGTCCTTGTTACTAAATG
GGATTATTTACCACTTACAAGTTGTCGTTACCTTAATAAAAAGGTCCTTGTTACTAAATG
Kk ks kS ke ko ko Sk Sk Sk ok sk Sk Sk Sk ok ok sk Sk Sk Sk ok ok ok Sk Sk Sk ok ok ok Sk Sk ok ok ok Sk Sk Sk ok ok ok Sk Sk ok ok ok Sk Sk ko kK kR ok ok
CTCAGCGAAATCTTTAAAAAATGACAAAAATCTGTTGGGTACCATTCAAATCCAGATTCC
CTCAGCGAAATCTTTAAAAAATGACAAAAATCTGTTGGGTACCATTCAAATCCAGA————

Kk Sk Sk Sk Sk Sk Sk ke sk Sk ke Sk ok ok Sk Sk Sk Sk ok ok ok Sk Sk Sk ok ke Sk Sk Sk ok ok ok Sk Sk Sk ok ok ke ok Sk ok ok ok sk Sk Sk Sk ok ok Sk ok ok ok ok

TTTCTTATCATCATCTCTCTCTCTCACACTGTTTATCTGATTCGTCTTCTCTGATAATCA

AGAGTAGTAGTGCGGTTCTCTGGAAAATATTCGATTTTTAAAAGACTCTGATGH

Figura 20. Inserciones en la region reguladora de DXR. Alineamiento con los resultados de la

secuenciacion de la construccion pENTR pDXR que presenta dos inserciones de adeninas contra la

secuencia reguladora anotada en TAIR, se muestra el UTR (rojo), la region intergénica (negro) y el

inicio de la traduccion (azul).
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PROMCT (TAIR)
PROMCT-KD

PROMCT (TAIR)
PROMCT-KD

PROMCT (TAIR)
PROMCT—-KD

PROMCT (TATIR)
PROMCT—-KD

PROMCT (TAIR)
PROMCT-KD

PROMCT (TAIR)
PROMCT—-KD

PROMCT (TATIR)
PROMCT—-KD

PROMCT (TAIR)
PROMCT-KD

PROMCT (TAIR)
PROMCT—-KD

PROMCT (TATIR)
PROMCT—KD

PROMCT (TAIR)
PROMCT-KD

PROMCT (TATIR)
PROMCT—KD

PROMCT (TAIR)
PROMCT-KD

PROMCT (TAIR)
PROMCT-KD

PROMCT (TATIR)
PROMCT—KD

PROMCT (TAIR)
PROMCT—-KD

PROMCT (TAIR)
PROMCT-KD

PROMCT (TAIR)
PROMCT—-KD

PROMCT (TAIR)
PROMCT-KD

PROMCT (TAIR)
PROMCT-KD

PROMCT (TAIR)
PROMCT—-KD

PROMCT (TATIR)
PROMCT—-KD

PROMCT (TAIR)
PROMCT-KD

CTGCAACAACATGAGTAATTTCCTTTAGTATACAACCTTTTACAAAAAAAGATTCAGAGC
CTGCAACAACATGAGTAATTTCCTTTAGTATACAACCTTTTACAAAAAAAGATTCAGAGC
Sk ke kA ke kA Sk ok A Tk ok Ak ok A Tk ok ke ok ke ke ok ke ke ok ke ke ok ke ke ke ok kS ok kS ok ke ok ok ke ok ok ke ok ok ok ok ok ok ok
CAAACACCAAAGAGGGTCTCATAGAAGAAAAGATACAAAAAATGACACCTATCTTTCAGA
CAAACACCAAAGAGGGTCTCATAGAAGAAAAGATACAAAANAATGACACCTATCTTTCAGA
ek Kk ok ke kA Sk ok kS ok ke Sk ok ke Sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ke ke ke ke Sk ke ke ke ok ke Sk ok ke ke ok ok ke ok ok ke ok ok Kk ok
TCATTAGTATTAAAGCAAAGAACCAACAAACACAGAAATCAGACAAAGCTAATGCTACAC
TCATTAGTATTAAAGCAAAGAACCAACAAACACAGAAATCAGACAAAGCTAATGCTACAC
ek ko ke ke ke ke ke ok ke ke ke ke ke ke ke ke ke sk ok ok sk ok ke ok ok ke sk ok ke ke ke sk ok ke ke k ke ke ok ke ok ok ke ok ok ke ok ok ke ok ok ok ok ok Kk A
ATTAATCATCACAGATACGTATAGACATTTTGAAATTGATCTGAAAGATAACAGATACTA
ATTAATCATCACAGATACGTATAGACATTTTGAAATTGATCTGAAAGATAACAGATACTA
B I o S
ATTAGCAATATGCTAATAATAGCTGGTAACTTTTAAGAGTGTACATAAAGATAATCACTG
ATTAGCAATATGCTAATAATAGCTGGTAACTTTTAAGAGTGTACATAAAGATAATCACTG
ek Kk ke ke kA Sk kA Sk ok ke Sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke ke ke Sk ke ok ke ke ke Sk ke ke Sk ok ke ke ok ok ke ok ok ke ok ok ke ok
AAAGCCGTAACCATAAACATGTGACCGATCCAATCCCAATACTTCAGGATTCTAAAAGCC
AAAGCCGTAACCATAAACATGTGACCGATCCAATCCCAATACTTCAGGATTCTAAAAGCC
T T
ATAACCATTTGTTTTAGTCTCAAAAGTGTTTATTCAGCTTTGCTCTATACATTACCTCAA
ATAACCATTTGTTTTAGTCTCAAAAGTGTTTATTCAGCTTTGCTCTATACATTACCTCAA
ek ok ke ke ke ke kA Sk ok A Sk ok kS ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke ke ke Sk ok ke ke ok kS ok kS ok ke ok ke ok ok ke ok ok Kk ok
GGAATGGATTCATCTCAAACTAATACACACATTAGCCATTGACAATAAAGCTTCTAACAT
GGAATGGATTCATCTCAAACTAATACACACATTAGCCATTGACAATAAAGCTTCTAACAT
ek ko ke kS ke ke ok ke ke ok ke ke ke ke ke ke ke sk ok ok sk ok ke sk ok ke ke ok ke ke ke sk ok ke ke ke ke ke ke ok ok ke ok ok ke ok ok ke ok ok ke ok ok Kk A
TGAATCACTGAAACTAGACAAAAACATGATCTAATCCCAAACCTTGATTCTAACCATATT
TGAATCACTGAAACTAGACAAAAACATGATCTAATCCCAAACCTTGATTCTAACCATATT
B T L T
CCTAGATTATATGCACAAATCTTACTCTATCTTCCACAAAACTTGACTTCAAATCTCATA
CCTAGATTATATGCACAAATCTTACTCTATCTTCCACAAAACTTGACTTCAAATCTCATA
Sk ke ke ke ke kT kA Sk ok A Sk ok A Sk ok ke k ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke ok kS ok kS ok kS ok ke ok ke ok ok ke ok ok ok ok
ACTATTTGTATTAGTCTCAAAGTGTTTATTCATCTTTGCTTGCAAGGAATGGATTCATCT
ACTATTTGTATTAGTCTCAAAGTGTTTATTCATCTTTGCTTGCAAGGAATGGATTCATCT
ek ko Kk Sk ke ke ok ke ke ok kS ke ke Sk ok ke Sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ke sk ke ke sk ke ke sk ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ok ok ke ok ok kR kK ok
CAGACTAATACACATTAGCCATTGACAATAAAGCTTCTAACTTTGAAATTTCAATCACTG
CAGACTAATACACATTAGCCATTGACAATAAAGCTTCTAACTTTGAAATTTCAATCACTG
ek ko ok ke ke ke ke ke ke Tk ke ke Sk ok ok sk ok ok sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke ke ke ok ok ke ok ok ke ok ok ke ok ok ke ok ok ke ok ok ke ok ok ok A
AAATTAGACAAAAAACATGTACTTTGACTAATCCCAAAACTTGATTCTAACCATATGCAA
AAATTAGACAAAAAACATGTACTTTGACTAATCCCAAAACTTGATTCTAACCATATGCAA
Sk ok ke kA Sk ok A Sk ok A Sk ok A Sk ok ke ok ke sk ok ke sk ok ke ke ok ke ke ok ke ok ok Sk ok kS ok kS ok ke Sk ok kS ok ke ok ok ke ok ok ok ok
AAATCTTACTCTATCTTCCTCAAACGTGACATTCTAAGAACTTTGCCAAAGTTTTTGTTT
AAATCTTACTCTATCTTCCTCAAACGTGACATTCTAAGAACTTTGCCAAAGTTTTTGTTT
ek ko ok kS ke ke ok ke ke ok kS ke kS ke ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ke sk ke ke sk ke ke ke ke ke sk ke ke ke ok ke k ke ke ok ok ke ok kK ok kK ok
ATCCAATCTTTCACAGAGAAGTCAAATCGATTTAGGATATAAACCTCCGAGAAGCAAAAC
ATCCAATCTTTCACAGAGAAGTCAAATCGATTTAGGATATAAACCTCCGAGAAGCAAANC
ek ko ke ke ke ke ke ke kT ke ke Sk ok ok sk ok ok sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke ok ok ke ok ok ke ok ok ke ok ok ke ok ke ke ok ok ke ok ok ke ok ok ok ok ok kA
AAATTCGAGAAGATTTGATTTTTATTTTACCTAATGATTCTC)N GTGAGATGGAGCGGG
AAATTCGAGAAGATTTGATTTTTATTTTACCTAATGATTCTC)Y N\ GTGAGATGGAGCGGG
Sk kA ke kA ke kA ke ok A Sk ok A Sk ok A Tk ok ke ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke ok ke ke ok kS ok kS ok ke ok ok ke ok ok ok ok ok kA
TTGTTTCTGATGCGATGATTGAGAAGAAGGAGCCATGAGTTTGCTATAGATCTGTTCACC
TTGTTTCTGATGCGATGATTGAGAAGAAGGAGCCATGAGTTTGCTATAGATCTGTTCACC
ek ok kS ke ke ok ke ke ke kS ke ke Sk ok ke Sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ke ke ok ke Sk ke ke ke ok ke Sk ok ke ke ok ke ok ok ke ok kK ok
GACGAGGTAAACGCAGAAGGCACCAACACCGATTCCGATACCTGGAAGTGCGTGTCTCAT
GACGAGGTAAACGCAGAAGGCACCAACACCGATTCCGATACCTGGAAGTGCGTGTCTCAT
ek ko ke ke ok k ke ke k ke ok ok ke ke ke sk ke ok sk ok ok sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke ko ke ke ok ke ok ok ke ok ok ke ok ok ke ok ok ok ok ok Kk A
TTGATTCGATAGCATCGGATGCTTCCTCCACTCATCCCTTCGCCGGAAAAATTCACCGGT
TTGATTCGATAGCATCGGATGCTTCCTCCACTCATCCCTTCGCCGGAAAAATTCACCGGT
Sk kA Kk kA ke kA ke ok Ak ok Ak ok Ak ok ke ke ok ke ke k ke ke ok ke ke ok ke sk ke ok ok ke ok kS ok kS ok ok ke ok ok ke ok ok ok ok ok kA
TGTTCCCAACGGTTTCG TTTCTCCGGTCTTCTTCGATTTTTACGTTTTTTTCTTTC
TGTTCCCAACGGTTTCGC] I TTTCTCCGGTCTTCTTCGATTTTTACGTTTTTTTCTTTC
ek ok ke ke ke ke kA Sk kA Sk ok kS ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke ke ke ke ke ke Sk ok ke Sk ok ke Sk ok ke Sk ok kS ok ok ke ok ok ke ok
TCTTTAGCTTTGTTGTGTTGTTTTACTGTATTGAATTATGGGCCTTATTAAAAGCCCATT
TCTTTAGCTTTGTTGTGTTGTTTTACTGTATTGAATTATGGGCCTTATTAAAAGCCCATT
ek ko ke ke ke k ke ok k ke ke kS ke ke ke ke ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke sk ok ke ke ke ke ke ok ok ke ok ok ke ok ok ke ok ok ke ok ok ok ok ok Kk A
AGTATTACTGAGTTTTTAATGGGCCTGATGGGCTTATTGTTTTTAGTTGGCCTTATATAT
AGTATTACTGAGTTTTTAATGGGCCTGATGGGCTTATTGTTTTTAGTTGGCCTTATATAT
B R S
ATATTGGTTCTCCGAGGAACCGGAGCTTTCTTCTTCTCTCAGGCGAGATAAAACKSYY
ATATTGGTTCTCCGAGGAACCGGAGC———————————————————————— — — — — — — —

Kok ok ok ok ok ok Kk ok ok ko ke ok ok ok ok ok ok ko kK kK K

Figura 21. Alineamiento del resultado de la secuenciacion de la construccion pENTR pMCT contra

la secuencia reguladora anotada en la base de datos de TAIR. Se muestra el UTR (rojo), un intron

(morado) , exon (naranja), la region intergénica (negro) y el inicio de la traduccion (azul).
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PROCMK (TATIR)
PROCMK—-—KD

PROCMK (TAIR)
PROCMK—KD

PROCMK (TATIR)
PROCMK-—-KD
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PROCMK (TAIR)
PROCMK—KD

PROCMK (TATR)
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PROCMK—KD

PROCMK (TATR)
PROCMK-—-KD

PROCMK (TATR)
PROCMK—-KD

PROCMK (TATR)
PROCMK—-—KD

PROCMK (TATIR)
PROCMK—KD

PROCMK (TATR)
PROCMK-—-KD

PROCMK (TATIR)
PROCMK—-KD

PROCMK (TATIR)
PROCMK—KD

PROCMK (TAIR)
PROCMK—KD

PROCMK (TATITR)
PROCMK—-KD

PROCMK (TATIR)
PROCMK—KD

PROCMK (TAIR)
PROCMK—KD

PROCMK (TATITR)
PROCMK-—-KD

PROCMK (TATIR)
PROCMK—-KD

PROCMK (TATIR)
PROCMK—KD

PROCMK (TAIR)
PROCMK—KD

PROCMK (TATIR)
PROCMK—-KD

PROCMK (TATR)
PROCMK—-KD

PROCMK (TAIR)
PROCMK—KD

PROCMK (TATIR)
PROCMK-—-KD

PROCMK (TATITR)
PROCMK—-KD

PROCMK (TATIR)
PROCMK—KD

PROCMK (TAIR)
PROCMK—KD

PROCMK (TATIR)
PROCMK-—-KD

GTGACTTTGGTGTGACTAGAATAAAGTTGTTATGCTTTTATCTACTGAATATTTTCATTC
GTGACTTTGGTGTGACTAGAATAAAGTTGTTATGCTTTTATCTACTGAATATTTTCATTC
e
ACAAGGATTGAGATTTCTCAAGTTGTGAGAATTTTCGTAAATCGAGTAGTTCATATGCAT
ACAAGGATTGAGATTTCTCAAGTTGTGAGAATTTTCGTAAATCGAGTAGTTCATATGCAT
e e Ak A ke ke Kk ke kR kR R ke R R ke R ke e R R R R R R R R R R R A R R R R R R R R R R R R e A R R A R R e R R R R R A ok
CAACCATATGATACGGATATTCCATAGGTGTATCAACTTTTCACATACAAAAAATGTATA
CAACCATATGATACGGATATTCCATAGGTGTATCAACTTTTCACATACAAAAANTGTATA
Sk Sk Sk Sk Sk Sk kS Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk kS Sk ok Sk kS kA Ak Sk kA kA A Sk A A Sk A A Sk A Ak A Ak A Ak A Ak A A kA ok kA ok
ATTTAGGTGCATACTTAGAGATAGTAACTAAATATATTATTGTTAAGATGTCAAAAATAT
ATTTAGGTGCATACTTAGAGATAGTAACTAAATATATTATTGTTAAGATGTCAAAAATAT
e e S e S S e Sk Sk Sk Sk e Sk Sk Sk sk Sk Sk sk ok sk sk Sk e sk S Sk sk Sk sk Sk Sk sk sk Sk Sk Sk sk ke ke Sk Sk ek ke Sk e ek e e
AATTTTAGTTATTTTACCAATATAAGTTCAAACACAACCACATATTTGCAAGAAATGCCA
AATTTTAGTTATTTTACCAATATAAGTTCAAACACAACCACATATTTGCAAGAAATGCCA
ok ke ke ok ke ke kR kR R ke R Kk ke R R ke R R ke ke e ke R R e R R R R R R R R R e R R R R R R R R R R R R R R R R ok
TCGTAACCAAATACAAAATCTTTTTAAAAATCTTAACTTATTCAAAATGCGAAAACATATTT
TCGTAACCAAATACAAAATCTTTTTAAAAATCTTAACTTATTCAAAATGAAAACATATTT
Ak Sk k ke ke k k ke k kS k Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk ke Sk Sk Sk vk ok ke ke Sk ok vk Sk A ok ok A ok ok ok ok ok A ok
CTATATACAATGAACAAAATCTTCTCAAATATCTAAGGGTCTCACCGGTGCAACATTTAG
CTATATACAATGAACAAAATCTTCTCAAATATCTAAGGGTCTCACCGGTGCAACATTTAG
ok Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk kS kS kS kS kS kA kA A kA A kA Ak A A Sk A Ak A Ak A Ak A Ak A Ak A ok kA ok kA ok
AAGAAAAAAATTTCTGTCAAATTCTTCTAAACTCACAAGGAGAGAGTAATTATCTTTTTC
AAGAAANANAAATTTCTGTCAAATTCTTCTAAACTCACAAGGAGAGAGTAATTATCTTTTTC
B T e T T T T e T o
ATTTTTTTTTCTATCAAAGACAAGTATTTTTTTAGAACAAAAGCTTCTACTTCAAAATGG
ATTTTTTTTTCTATCAAAGACAAGTATTTTTTTAGAACAAAAGCTTCTACTTCAAAATGG
ek e A ke e ke e ke kR kR R ke R R kR R ke R R R R R R R R e R R A R R A R R A R A A R A A e A A e A A e A A A A A A A A
TGGCGAAGAAAACATATTACTTTTCCTTTGTGGAAATCTAAAGAATTCAATTGAAAAGATTT
TGGAAGAAAACATATTACTTTTCCTTTGTGGAAATCTAAAGAATTCAATTGAAAAGATTT
Aok Sk ke ke ke k k ke ke ke Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk ke Sk Sk Sk Sk ke Sk ok ke vk Sk ke vk Sk ke Sk ke ke ok ok ke ok ke A ok ok A ok
TCTTCTAAATATTGCACTATCATACCTTAAGTTCATCCACATAAAAACTTTTTAATTAAA
TCTTCTAAATATTGCACTATCATACCTTAAGTTCATCCACATAAAANACTTTTTAATTAAN
ok Sk Sk Sk Sk ok Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk kS ke kS kA Sk Sk kA A kA A kA A Sk A A Sk A Ak A Ak A Ak A Ak A Ak Ak kA ok
AATAATACATTTATTCACATTCAAGGCCGTCTCCACGAAAATGAAAGGTAAGTAAATGTT
AATAATACATTTATTCACATTCAAGGCCGTCTCCACGAAAATGAAAGGTAAGTAAATGTT
e ek e ke kK ke kR ke kR kR R kR R ke R R R R R ke R R R R R Ak R R R R A ke A A R A A e A A R A A R A A e A A e A
ATGCGGGTCTATAATCAATTTTTTGATAAGATTAAGTGTCATATGCGATAAAAACGAATAAGAT
ATGGGTCTATAATCAATTTTTTGATAAGATTAAGTGTCATATGATAAAANACGAATAAGAT
Ak Sk k ke ke k kS ok ke Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk S Sk Sk Sk Sk Sk ke Sk Sk ke Sk ke Sk Sk ke ke Sk ke vk ok A ok ok ke ok Sk A ok ok A ok
TTATTTCCTTATCATAGGAAAGACAAAAAACATAAATATAACTATATAGACCCTCCACAA
TTATTTCCTTATCATAGGCGAAAGACAAAAAACATAAATATAACTATATAGACCCTCCACAA
Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk ok Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk ok Sk kS kA Ak kA A kA Ak A A Sk A A Sk A Ak A Ak A Ak A A kA Ak Ak ok A ok
AAAGGATATTACGGGTCTGATTGGTTGTCCTACTTAGCGCAAGAGTTGAAAAAAATACAA
AAAGGATATTACGGGTCTGATTGGTTGTCCTACTTAGCGCAAGAGTTGAAAAAAATACAA
So o e e ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok sk ok ok sk sk ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Sk ke ok ok ok ok
GAAGTGTAAAAAGACCGAAAGCTAAAATAAAAGTAAAANCTACAATAAAANCGAACATCG
GAAGTGTAAAAAGACCGAAAGCTAAAATAAAAGTAAAAACTACAATAAAAACGAACATCG
ek e A ek ke Kk ke kR ke kR ke R R R R Rk R R R R R R R e Ak R R A R A R R R R A A A e A A e A A A A A ke A A e A A e A A
ANANANANNNANCACAAGCGAAAANACTCAACAAACAANANGATTCAAGAAGAAACACTGATTGCGAAC
ANRNANANNNANCACAAGCGAAAANCTCAACAAACAANGATTCAAGAAGAAACACTGATTGCGAAC
ok ok ke ke ke k ok ke ke kS ke kS ke ke Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk ke Sk Sk ke Sk ke ke Sk ke e Sk kv Sk A ok Sk A ok ke A ok ke ok ok
TACGAAGCACAAAANAT T TTGCATGATTTTTCAACTCCAAAGAGTTTGAGTCCTCATCGTTG
TACGAAGCACAAAAATTTGCATGATTTTTCAACTCCAAAGAGTTTGAGTCCTCATCGTTG
ok Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk kS Sk Sk kS kS Sk A A kA A kA A Sk A A Sk A A Sk A A kA A Sk A Ak A A ok A ok ok A ok
TTGCAACGAACAATCCCAAACCTAGGCCAGTCTTCAAATCGATATGATAGAGACGCTTAC
TTGCAACGAACAATCCCAAACCTAGGCCAGTCTTCAAATCGATATGATAGAGACGCTTAC
B T T T T T T T T i T e T T T
AGCTTCTCTAAAGGTTAAAGCAANAANT TGGGACAANATAAAGTGGACTTAATCATGCAATG
AGCTTCTCTAAAGGTTAAAGCAAAAATTGGGACAAATAAAGTGGACTTAATCATGCAATG
Kok Sk k ke ke k ok k ke ke ke ke kS ke Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk e Sk ke ke Sk S ke Sk ke S Sk ke ke Sk ke ke ke ok ke Sk ke ok Sk A ok ok A ok
CAATATAGAAGATAAGAANCATTTTTGAATAATAACAAGAANNATGCATCATTTTTAGTAA
CAATATAGAAGATAAGAAACATTTITTTGAATAATAACAAGAANAATGCATCATTTTTAGTAA
Sk Sk Sk Sk Sk ok Sk Sk Sk Sk kS Sk Sk kS kS Sk Sk Sk kS kA Sk kA Ak A A kA Ak A A Sk A Ak A A kA Ak A Ak A A Sk A ok kA ok
TTCATACAAATGAAGGTTAACCAAGATATCTTCCAAATCCTCACACTTTATGATTTCCTA
TTCATACAAATGAAGGTTAACCAAGATATCTTCCAAATCCTCACACTTTATGATTTCCTA
B T T T T T e i T T T e
AAATCTTACCATTGACCAATATGCGAATTTTAAGGGCAACTTTCTCAAGTGATTTATGGGAT
AAATCTTACCATTGACCAATATGAATTTTAAGGGCAACTTTCTCAAGTGATTTATGGGAT
e
ACAAGTAGTCTTGTTTGAAATGAACGTCCTTCATAAGAGGATAGTCTTTTATCAAAAATG
ACAAGTAGTCTTGTTTGAAATGAACGTCCTTCATAAGAGGATAGTCTTTTATCAAANAATG
ok Sk ke ke ke k Sk ke ke ke kR Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk S Sk Sk Sk Sk Sk S Sk Sk ke Sk e ke Sk ke vk Sk A vk ke A ok ke ke ok ke A ok ok A ok
ATTACACATTTCTGAAAATTAAATTTTATGTTCAGAGACTTCTGCATATTGCATGAAANC
ATTACACATTTCTGAAAATTAAAT TTTATGTTCAGAGACTTCTGCATATTGCATGAAANC
ek Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk A Sk Sk Sk Sk Sk A A Sk A Ak A Ak A A Sk A A Sk A A Sk A A kA A kA A ok A A kA ok
CTTTAGCAATGTATGGACATTCTTACACTTGAGTGTTGCAGTGAAGAAGAGTATCAACGG
CTTTAGCAATGTATGGACATTCTTACACTTGAGTGTTGCAGTGAAGAAGAGTATCAACGG
R T T e T i T i T T T e o i e T T
TAGATTTCAATAAAAATCCACTCAACTTTATCAAAAGCTTTGCTAATATCTTAATTTAAN
TAGATTTCAATAAAAATCCACTCAACTTTATCAAAAGCTTTGCTAATATCTTAATTTAAA
B T
TGCCACAGAAGATTGGGTAGCTTTTTTAGTATGCTCTGAATGCACCAATTTGCGATATCA
TGCCACAGAAGATTGGGTAGCTTTTTTAGTATGCTCTGAATGCACCAATTTGCGATATCA
Kok ok ke ke ke ke ke ke ke ke ke kR ke kR Sk ke Rk R Rk S R Sk R Sk Sk R R Sk R R Sk R R Sk R Sk R R Sk R e ke Rk R R ke R A ok ke A ok
ACATACTATTAGTAATCAATCTACAAAAATAGAAACAGACTGAAGTTTATGAAATTATAC
ACATACTATTAGTAATCAATCTACAAAAATAGAAACAGACTGAAGTTTATGAAATTATAC
B T T T T e T T T T T T T T T i T T T e
ANATGCGAGCTTAGAAATAAGCTTATACGCAGCGTTGCATAAGCTTATCATCCTATAATCTA
AAATGAGCTTAGAAATAAGCTTATACGCAGCGTTGCATAAGCTTATCATCCTATAATCTA
e e e e e A ke ke ke ke ke ke ke A Ak A ke R ek R A ke ke kR Ak Ak A A ke A A ke e A e A A A A A ke A A ke A A e A A A A A A A A
TAACCCCAATTGAAGCATCAGTTTGGAGATTAATAAGAGAAAGAGATTAGGCCAAATTGG
TAACCCCAATTGAAGCATCAGTTTGGAGATTAATAAGAGAANGAGATTAGGCCAAATTGG
ok ke ke ke ke k ke ke ke ok ke ke ke ke ke kS Sk R Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk ke Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk ke Sk ke e Sk Sk R Sk A vk ke Ak ke R ok ke A ok ke A ok
TAAAGGATAGTTATTGTAGTTGACTAATTGAATTGTCTACCTAAAGTGCCCAAATGTCAT
TAAAGGATAGTTATTGTAGTTGACTAATTGAATTGTCTACCTAAAGTGCCCAAATGTCAT
Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk Sk A Sk Sk A Sk Sk A Sk kA A Sk A A Sk A A Sk A ok Sk A ok Sk A ok ok A ok ok ok ok ok A ok ok A ok
AGAGATGAAAAAATGTGCTATTGGGCCAATTTCTCTATACAAAAACATTTTGATTTTTTG
AGAGATGAANAAAATGTGCTATTGGGCCAATTTCTCTATACAAAAACATTTTGATTTTTTG
B o T T T T T T T T T
TTAGAATTGGGCTGATTCTTATAAAAAANANDDDIADDID DDA N TAGGTGACATATCAGATCAMDANGAG
TTAGAATTGGGCTGATTCTTATAAAAAAAAADDDDDDIAATAGGTGACATATCAGATCA— —— ——

e e Ak K A A ke ke ke ke ke Ak kA ke kA kR Ak ke A A e A A R A A R A A e A A A A A A A A A A Ao A A A A A A A A A

AAAAAAATAAGGTAGGAAGAAACAACAACARNE

Figura 22. Alineamiento del resultado de la secuenciacion de la construccion pENTR pCMK contra
la secuencia reguladora anotada en la base de datos de TAIR. Se muestra el UTR (rojo), la region
intergénica (negro) y el inicio de la traduccién (azul).
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PROMDS (TAIR)
PROMDS-KD

PROMDS (TAIR)
PROMDS-KD

PROMDS (TAIR)
PROMDS-KD

PROMDS (TAIR)
PROMDS-KD

PROMDS (TAIR)
PROMDS-KD

PROMDS (TAIR)
PROMDS-KD

CTTCTCTTCTAATTTTCCGGCGATTGAATGGAGACAATGCGTCGCCGTTTTTCAAAAGCG
CTTCTCTTCTAATTTTCCGGCGATTGAATGGAGACAATGCGTCGCCGTTTTTCAAAAGCG
AR KA AR A AR A A A A A A AR A A AR A A A A A A A A AR A A A AR A A A AR A AR A A A AR AR Ak kA A,k
GTGCGGAAGAGAAGAGTGGGCGAGGAAGTTTAGAGAAACTGGAACAGAARACCTAAAGCG
GTGCGGAAGAGAAGAGTGGGCGAGGAAGTTTAGAGAAACTGGAACAGAAAACCTAAAGCG
KKK A AR A AR A A A A A AR A A A AR A A A A A A A A AR AN A AR A A A AR A A A A A A AR AR AN A A kA KKK
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ACATGATCGACGGTCGAGAGTTTATCATATTTTAAATGGGCTTTAGGAAGGARAGGCCCA
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Figura 23. Alineamiento del resultado de la secuenciacién de la construccion pENTR pMDS contra

la secuencia reguladora anotada en la base de datos de TAIR. Se muestra el UTR (rojo), la region

intergénica (negro) y el inicio de la traduccién (azul).
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TTTTGATATTGGGTTAAGATATGTTTGTTTTTAGTGCAATACGAGAAGATTGTTAGTGTT
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BRI I R R I I I i S R I I i b i I I R R I S I I
GAGGGGGTATGCTAATGCTACCTCCCATTCCCATGGTACGCATGTGTAATTTGAAGAAAC
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AAGAACAATATTTGTTGTATCCATATTCTTTTCTTATAAAGGTGTCAATTTTTCAATAGA
AAGAACAATATTTGTTGTATCCATATTCTTTTCTTATAAAGGTGTCAATTTTTCAATAGA
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GGAAAATCTCATTAATTTTTGTATATAGGGGTCAAAGTTGAAGAAAAGGATARATAGAGG
GGAAAATCTCATTAATTTTTGTATATAGGGGTCAAAGTTGAAGAAAAGGATARATAGAGG
BRI ke b I S b S S I I I i I I
ACCTCAAAATTTCATTTTCCACGTATCCGTGCTCTAATTTTATTCCACTTCTGCTAAAAC
ACCTCAAAATTTCATTTTCCACGTATCCGTGCTCTAATTTTATTCCACTTCTGCTAAAAC
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TATTTCAAGGGGGAACGAAGACAATTTAGCTGGGTAATTCTGGGTTTTGCGGAATTTTGG
B i i S i R R S kS I R R R S S I R R R I I R R S S I i kR I I R R S S kS S I
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Figura 24. Alineamiento del resultado de la secuenciacion de la construccién pENTR pHDS contra
la secuencia reguladora anotada en la base de datos de TAIR. Se muestra el UTR (rojo), un intrén

(morado), la region intergénica (negro) y el inicio de la traduccién (azul).
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hokkhkkkhkkhkkkhkkkhkhkkkkkhkkkhkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkx*
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ok Kk Kk kK ok kK kK ok kK ok ok ok kK ok ko kK ok k kK ok kK ok ko ok ok ok ko k ok ok kK ok ok k ok k kK ok Kk kK
TACTTTTGTCCAAATCATTTAAGATCAGCAGACTTATTGCCTGTGACGATTATCAATTCA
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ok Kk Kk kK ok kK kK ok kK kK ok kK ok ok ok kK ok kK kK ok kK ok ok k ok ok ok ok kK ok ok ok k ko k ok ok ok kK k kK
TTCTATATTTTTCCTTGTTTTGTACGACACTTAACCTATCCAATGATTTGCACACACAAA
TTCTATATTTTTCCTTGTTTTGTACGACACTTAACCTATCCAATGATTTGCACACACAAA
hokkhkkkhkkhkkkhkkkkhkkkkkhkkkkkkkkhkkkkkhkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkk k&K x*
AAAAAAAAAACCCTATCCAATGACTACATTTTCTATGTATGTATGTTATTGTCAATGAAA
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ok Kk K ok kK ok kK ok ok ok kK ok ok ok k ko ko ok ok ok k ok ok ok ok ok ko ok ok ok ko k ok ok ok ok k ok ok ok k kK ok Kk kK
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GTGAACAGTCAGCATCGTTTTGCTTGCTTGTGCGTTTCTCTCGAACTCTCTCChLYNE

GTGAACAGTCAGCATCGTTTTGCTTGCTTGTGCGTTTCTCTCGAACTCTCT—————

Figura 25. Alineamiento del resultado de la secuenciacién de la construccion pENTR pHDR contra

la secuencia reguladora anotada en la base de datos de TAIR. Se muestra el UTR (rojo), la region

intergénica (negro) y el inicio de la traduccién (azul).
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Obtencidn de las construcciones pDXR::LUC, pMCT::LUC, pCMK::LUC,
pMDS::LUC, pHDS::LUC y pHDR::LUC.
Con el objetivo de generar las construcciones que porten la region reguladora de los genes
de la via MEP descritos anteriormente con el reportero de la luciferasa, se realizd una
recombinacion con los vectores de entrada previamente secuenciados con el vector destino
pBGWL7 empleando las condiciones descritas para la tecnologia Gateway (ver Materiales y

métodos).

Tras la reaccion de recombinacion, se transformé en E. Coli DH5a y se analizaron varias
colonias de cada una de las transformaciones con las distintas construcciones cuya identidad
posteriormente se confirmd por PCR de colonia. En las figuras 26, 27, 28, 29 y 30 se
muestran los resultados del analisis de las construcciones generadas en el vector pBGWL7
de varias colonias por PCR empleando los oligonucleotidos anverso especificos (tabla 1) para
cada gen y el oligonucledtido reverso utilizados respectivamente. Estos resultados del PCR
en colonia mostraron que al menos se aislaron dos colonias portadoras de los vectores de

expresion para cada gen de la via MEP.,
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Figura 26. Confirmacion de la presencia pDXR::LUC en las colonias de E. coli DH5a. A)
Se muestra el esquema del fragmento amplificado que incluye a la region reguladora de DXR
y parte del gen de la luciferasa, 1464 pb, también se muestran los sitios de apareamiento de
los oligonucledtidos. B) Gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio,

donde se muestra los fragmentos correspondientes a pDXR::LUC.
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Figura 27. Confirmacion de la presencia de pMCT::LUC y pCMK::LUC en las colonias de E.
coli DH5a. A) Se muestra el esquema del fragmento amplificado que incluye a la region
reguladora de MCT y parte del gen de la luciferasa, 1279 pb también se muestran los sitios de
apareamiento de los oligonucleétidos B) Se muestra el esquema del fragmento amplificado de la
regién reguladora de CMK y parte del gen de la luciferasa, 546 pb, también se muestran los sitios
de apareamiento de los oligonucle6tidos. C) Gel de agarosa al 1% en TAE 1X teflido con bromuro
de etidio, donde se muestran los fragmentos correspondientes de pCMK::LUC y -pMCT::LUC.
Como control positivo [C+] se utilizé el DNA plasmidico pENTR pMCT. Para el control negativo

[C-] no se afadi6 templado a la reaccion.
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Figura 28. Confirmacion de la presencia de pMDS::LUC en las colonias de E. coli DH5a. A) Se
muestra el esquema del fragmento amplificado que incluye a la regién reguladora de MDS y parte del
gen de la luciferasa, 559 pb, también se muestran los sitios de apareamiento de los oligonucle6tidos
B) Gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio, donde se muestran los fragmentos

correspondientes de pMDS::LUC. Como control negativo [C-] no se afiadio templado a la reaccion.
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Figura 29. Confirmacion de la presencia de pHDS::LUC en las colonias de E. coli DH5a. A) Se
muestra el esquema del fragmento amplificado que incluye a la region reguladora de HDS y parte del
gen de la luciferasa, 1246 pb, también se muestran los sitios de apareamiento de los oligonucle6tidos
B) Gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio, donde se muestran los fragmentos

correspondientes de pHDS::LUC.
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Figura 30. Confirmacion de la presencia de pHDR::LUC en las colonias de E. coli DH5a. A) Se

muestra el esquema del fragmento amplificado que incluye a la regién reguladora de HDR y parte del
gen de la luciferasa, 1127 pb, también se muestran los sitios de apareamiento de los oligonucledtidos
utilizados. B) Gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio, donde se muestran los
fragmentos correspondientes de pHDR::LUC. Como control negativo [C-] no se afiadié templado a

la reaccion.

Obtencién de las lineas de Arabidopsis portadoras de las construcciones

generadas

Para obtener las lineas de A. thaliana portadoras de las fusiones transcripcionales, se
transformo el DNA plasmidico de cada una de las construcciones provenientes de las colonias
confirmadas por PCR en la cepa C58 de A. Tumefaciens. Las clonas positivas se corroboraron
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por PCR en colonia (Figs. 31, 32, 33, 34, 35, y 36) empleando un oligonucleétido 5’-
especifico para cada construccion y otro general disefiado sobre la secuencia del gen de

luciferasa en la cadena complementaria (Tabla 1).
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Figura 31. Confirmacion de la presencia de pDXR::LUC en las colonias de Agrobacterium
tumefaciens C58. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio, se muestran
el fragmento amplificado, 1464 pb, correspondiente a pDXR. Como control positivo [C+] se

utilizo el eluido con el que se transforma. Para el control negativo [C-] no se afiadié templado a

la reaccion.
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Figura 32. Confirmacién de la presencia de pMCT::LUC en las colonias de Agrobacterium
tumefaciens C58. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio, se muestran
el fragmento amplificado, 1279 pb, correspondiente a pMCT::LUC. Como control positivo [C+]
se utilizo el eluido con el que se transformo. Para el control negativo [C-] no se afiadié templado

a la reaccion.
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Figura 33. Confirmacién de la presencia de pCMK::LUC en las colonias de Agrobacterium
tumefaciens C58. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio, se muestran
el fragmento amplificado, 620 pb, correspondiente a pPCMK::LUC. Como control positivo [C+]
se utilizo el eluido con el que se transformd. Para el control negativo [C-] no se afiadié templado

a la reaccion.
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Figura 34. Confirmacién de la presencia de pMDS::LUC en las colonias de Agrobacterium
tumefaciens C58. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio, se muestran
el fragmento amplificado, 559 pb, correspondiente a pMDS::LUC. Como control positivo [C+]
se utilizo el eluido con el que se transformd. Para el control negativo [C-] no se afiadié templado

a la reaccion.
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Figura 35. Confirmacion de la presencia de pHDS::LUC en las colonias de Agrobacterium
tumefaciens C58. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio, se muestran
el fragmento amplificado, 1246 pb, correspondiente a pHDS::LUC. Como control positivo [C+]
se utilizo el eluido con el que se transformd. Para el control negativo [C-] no se afiadié templado
a la reaccion.
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Figura 36. Confirmacion de la presencia de pHDR::LUC en las colonias de Agrobacterium
tumefaciens C58. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio, se muestran
el fragmento amplificado, 1127 pb, correspondiente a pBGWL7 pHDR::LUC. Como control
positivo [C+] se utilizo el eluido con el que se transformd. Para el control negativo [C-] no se
afiadio templado a la reaccion.

Estos resultados demostraron la identidad e integridad de las colonias positivas para cada una
de las construcciones. Se eligié una colonia de cada construccidn para transformar plantas de
A. thaliana por agroinfiltracion.
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Seleccion de lineas transgénicas homocigotas

Para cada construccion se transformaron 15 plantas de Arabidopsis Col-0 las cuales fueron
crecidas en sustrato y se cosecharon las semillas correspondientes a la generacion T1 a la que
se les Illamo posibles lineas transgénicas. Se seleccionaron plantulas T1 resistentes al
herbicida MSO, a la que se les Ilamo posibles lineas transgénicas, con las cuales
posteriormente se corrobor6 molecularmente la presencia del transgene para cada
construccién. Para ello se colectaron tres hojas de la roseta para extraer el DNA gendmico
(DNAg) con el protocolo CTAB (Anexo 2). El fragmento amplificado por PCR utilizando
oligonucleotidos especificos para cada construccion incluyé parte de las secuencias
reguladoras y parte de la secuencia del gen de la luciferasa (tabla 1) (ver Anexo 5). Se realiz
una electroforesis en un gel de agarosa al 1% de los productos de PCR y se verifico el tamafio
esperado de la banda. Las muestras de DNA gendémico que no se amplificaron fueron
descartadas y las que si amplificaron el transgene fueron consideradas lineas transgénicas
independientes que si habian integrado el transgene al genoma de la planta. De esta manera
se confirmaron al menos diez lineas transgénicas independientes para cada construccion y se
crecieron hasta obtener las semillas correspondientes a la generacion T2.

En las plantulas T2 se evalu6 el nimero de inserciones del transgene en el genoma de las
lineas a través del analisis estadistico con la prueba estadistica X? de la segregacion de la
resistencia a MSO (Tabla 4, Tabla 5, Tabla 6, Tabla 7, Tabla 8, Tabla 9) . S6lo de aquellas
lineas que presentaron una segregacion del 75% de la resistencia a MSO (Anexo 6), lo que
indica la presencia de una insercion unica del transgene de interés, se tomaron 9 plantulas
Las lineas seleccionadas para cada construccion se muestran en la Tabla 10, y se crecieron

en sustrato hasta obtener las semillas que darian lugar a la generacion T3.
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Tabla 4. Segregacion de lineas reporteras pDXR::LUC

Linea Fenotipo Observados Esperados Xi2 P >0.05

DXR L1 Sensible 29 25 0.355611061
Resistente 71 75

DXR L2 Sensible 21 25 0.355611061
Resistente 79 75

DXR L.4 Sensible 4 23.75 0.0000029
Resistente 91 71.25

DXR L.5 Sensible 28 24.75 0.450647185
Resistente 71 74.25

DXR L.6 Sensible 24 23.25 0.857462442
Resistente 69 69.75

DXR L.7 Sensible 25 25.25 0.95418793
Resistente 76 75.75

DXR L.8 Sensible 12 23.25 0.007058332
Resistente 81 69.75

DXR L.9 Sensible 22 24 0.637351888
Resistente 74 72

Tabla 5. Segregacion de lineas reporteras pMCT::LUC

Linea Fenotipo Observados Esperados Xi2P >0.05
MCT L.2 Sensible 24 22.5 0.715000655
Resistente 66 67.5

Tabla 6. Segregacion de lineas reporteras pCMK::LUC

Linea Fenotipo Observados Esperados Xi?P >0.05
CMK L.1 Sensible 31 23.5 0.074022543
Resistente 63 70.5
CMK L.2 Sensible 25 21.25 0.347558037
Resistente 60 63.75
CMK L.3 Sensible 28 23 0.228644262
Resistente 64 69

54



Tabla 7. Segregacion de lineas reporteras pMDS::LUC

Linea
MDS L.8

MDS L.9

MDS L.10

Fenotipo

Sensible

Resistente

Sensible

Resistente

Sensible

Resistente

Observados Esperados

29
67

22
71

12
83

Xi2 P >0.05
24 0.238592829
72
23.25 0.764678982
69.75
24 0.004841482
71.25

Tabla 8. Segregacion de lineas reporteras pHDS::LUC

Linea
HDS L.1

HDS L.2

HDS L.3

HDS L.4

HDS L.6

HDS L.7

HDS L.8

Fenotipo
Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Observados Esperados

20
80

30
70

34
66

44
56

50
52

27
64

47
53

Xi2 P >0.05
25 0.248213079
75
25 0.248213079
75
29.5 0.323765421
70.5
25 0.000011
75
23.5 0.0000000008
76.5
29.5 0.36777894
70.5
25 0.000000376
75
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Linea
HDR L1

HDR L2

HDR L3

HDR L.4

HDR L.5

HDR L.6

HDR L.7

HDR L.9

HDR L.10

HDR L.11

HDR L.12

HDR L.13

HDR L.14

Fenotipo
Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Sensible
Resistente

Observados

29
70

44
56

26
29

46
51

26
70

29
68

24
75

28
69

10
85

22

78

94

18

75

100

Esperados
24.75
74.25

25
75

13.75
41.25

22
66

24
72

24.25
72.75

24.75
74.25

24.25
72.75

23.75
71.25

25
75

25
75

23.25
69.75

25
75

Tabla 9. Segregacion de lineas reporteras pHDR::LUC

Xi2 P > 0.05
0.32391722

0.000011

0.000136379

0.00000005

0.637351888

0.265365115

0.861804433

0.379230195

0.001122325

0.488422317

0.000011

0.208667788

0.000000008
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Tabla 10. Lineas transgénicas generadas en este trabajo

Construccidon Lineas
PDXR::LUC L1 L2 L5
pMCT::LUC L2
pPCMK::LUC L2 L3
pMDS::LUC L8 L9
pHDS::LUC L1 L2 L3 L7
PHDR::.LUC L1 L5 L6

En las plantulas T3 de cada linea transgénica independiente con una sola insercién, se
determind por resistencia a MSO el estado homocigoto o heterocigoto de cada linea (Anexo
7). Las lineas transgénicas homocigotas determinadas en este trabajo se muestran en la tabla
11. El siguiente paso fue llevar a cabo los analisis de expresion en por lo menos tres lineas
homocigotas de cada construccion y seleccionar la linea representativa, sin embargo debido
a los limites de tiempo sélo se pudo disponer de tres lineas homocigotas independientes para
pHDS::LUC y una combinacion de lineas homocigotas y heterocigotas para el resto de las

construcciones en las que se llevaron a cabo los analisis de bioluminiscencia .

Tabla 11. Lineas transgénicas homocigotas generadas en este trabajo

Construcciones
pPDXR::LUC pMCT:LUC pCMK:LUC pMDS:LUC pHDS:LUC pHDR:LUC

Lineas L1-2 L2-1 L2-5 L8-1 L2-1 L1-2
homocigotas L2-5 L3-1 L9-1 L3-1 L5-7
L5-3 L7-3 L6-2

Analisis bioluminiscente

Con el objetivo de entender de manea global y sencilla la dinamica de expresion de los genes
de la via MEP bajo diferentes estimulos, se utilizé el sistema luciferasa. Por lo cual el
siguiente paso fue establecer las condiciones para la deteccion de la bioluminiscencia en las
lineas transgenicas generadas en este trabajo. Para ello se analizd in planta la
bioluminiscencia de las plantas transgénicas, donde se probaron las construcciones mas

avanzadas en el proceso de seleccion y se probaron diferentes lineas de la misma
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construccién las cuales se esperd que tuvieran un patrén de expresion semejante y con ello
determinar el tiempo en el que la bioluminiscencia fuera mayor.

En el anélisis se utilizaron plantulas de 30 d las tres lineas homocigotas de pHDS::LUC y una
linea homocigota de pDXR::LUC y una linea homocigota de pHDR::LUC el sustrato de
luciferina se asperjo y se hicieron cuatro registros de la actividad de la luciferasa, a las 0

horas luego a las 3 h, 6 h y 9 h (Figura 37).

Plantas de 30 d Tiempos de registro de la actividad de la luciferasa
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Figura 37. Ensayo preliminar para establecer el sistema de bioluminiscencia.

Observamos la expresion de la luciferasa en la linea transgénica pHDR::LUC L1-2 alas 3 h
y 6 h. Las lineas trasgénicas de pHDS::LUC L2-1, L7-3 mostraron la expresion de la
luciferasa en los cuatro tiempos. Inicialmente al tiempo 0 h no se observd expresion en la
linea homocigota 3-1 de pHDS::LUC, pero a medida que transcurri6o el tiempo la
bioluminiscencia pudo ser detectada por lo que el patrén de expresion fue similar en las tres
lineas analizadas de HDS. No observamos bioluminiscencia en L1-2 pDXR::LUC.
Comparando los patrones de expresion entre las construcciones se determind que los tiempos
donde se obtuvo mayor resolucién en la bioluminiscencia fue entre las 3 h'y 6 h, por esta
razon el registro posterior de la sefial se llevo a cabo 4 h despues de asperjar el sustrato. Es
importante denotar que en este ensayo observamos variabilidad en la germinacion de las

semillas y el crecimiento de las plantas (Fig. 38).
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PDXR::LUC L1-2

PHDR::LUC L1-2
P/sec/mm/sq

H 1.0e+004
PHDS::LUC L2-1

+-7.0e+003

PHDS::LUC L3-1
4.0e+003

PpHDS::LUCL7-3
1.0e+003

Figura 38. Imagenes de bioluminiscencia de lineas transgénicas homocigotas expresoras de las
construcciones pDXR::LUC, pHDR::LUC y pHDS::LUC respectivamente. Se observan plantas
transgenicas de 30 d de la linea 1-2 de DXR, linea 1-2 de HDR, y la linea 2-1 , linea 3-1, linea
7-3 de HDS. Fueron asperjadas con solucién de luciferina 1 mM (Promega, USA) 4 horas antes
de la adquisicion de la imagen. Plantas de Col-0 se usaron como control silvestre (WT).

Con los datos obtenidos de este primer ensayo se estandarizé el tiempo adecuado para la
deteccion de la bioluminiscencia a las 4 horas después de asperjar y se realiz6 un segundo
ensayo de bioluminiscencia con plantulas de 12 d de tres de las lineas homocigotas de
pHDS::LUC y debido al tiempo requerido para obtener todas las lineas homocigotas, el
analisis se llevo a cabo con tres 0 menos lineas en su condicion homocigotas y heterocigotas
de pDXR::LUC, pMCT::LUC, pCMK::LUC, pMDS::LUC y pHDR::LUC, para reducir la
variabilidad observada en el primer ensayo crecimos una poblacion inicial de plantulas de

cada construccidn y seleccionamos cuatro plantulas con los cotiledones extendidos y raices
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largas las cuales transferimos en una misma caja para observar al mismo tiempo in vivo la

expresion de todos los genes (Fig. 39).

Traspasar L) At (i (ehs Registro

i : gls
Crecimiento o .

7 - -----------------
de lineas e T

transgénicas | | | W Asperja
luciferina
por separado

Plantas de 12 d LM

Figura 39. Ensayo de bioluminiscencia in vivo de las lineas transgénicas generadas.

Como se puede apreciar en la figura 40, la expresion de HDS se observa en las tres lineas
transgénicas 2, 3 'y 7 pHDS::LUC como lo registrado en el primer ensayo. Sin embargo
observamos la variabilidad de en la expresion de la luciferasa entre las individuos de una
misma linea como en el caso de L2-1 y L3-1de pHDS::LUC en el que no todas las plantas
crecidas presentan bioluminiscencia. A pesar de que todos los individuos de la L7-3 de
pHDS::LUC presentan bioluminiscencia observamos variabilidad en la intensidad de la
bioluminiscencia entre las plantulas. También es evidente la ausencia de la bioluminiscencia
en las lineas de pDXR::LUC, pMCT::LUC, pCMK::LUC, pMDS::LUC, tampoco
observamos expresion en las lineas de pHDR::LUC y de forma particular en L1-2 en

contraste con el primer ensayo.
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PDXR::LUC L1-2 PDXR::LUC L241 PDXR::LUC L5-2

PCMK::LUC L3 PMDS::LUC L8-1

PMCT::LUC L241 PCMK::LUC L241

PMDS::LUC L9 PHDS::LUC L2-1 PHDS::LUC L3-1 PpHDS::LUC L73

PHDR::LUC L1-2 PHDR::LUC L5 PHDR::LUC L6

IntenS|dad de bioluminiscencia

Figura 40. Analisis bioluminiscente de lineas transgénicas homocigotas y heterocigotas
expresoras de las construcciones pDXR::LUC, pMCT::LUC, pCMK::LUC, pMDS::LUC,
pHDS::LUC y pHDR::LUC. Se observan plantas de 12 d de A. thaliana de la linea 1-2
(homocigota), la linea 2-1 (heterocigota) y la linea 5-2 (heterocigota) de DXR. La linea 2-1
(homocigota) de MCT. La linea 2-1 (heterocigota) y la linea 3-1 (homocigota) de CMK. La linea
8-1 (homocigota) y la linea 9-1 (homocigota) de MDS. La linea 2-1 (homocigota), linea 3-1
(homocigota), y la linea 7-3 (homocigota) de HDS. La linea 1-2 (homocigota), linea 5-1

(heterocigota), y la linea 6-1 (heterocigota) de HDR. Fueron asperjadas con solucion de
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luciferina 1 Mm (Promega, USA) 4 horas antes de la adquisicion de la imagen. Plantas de Col-

0 se usaron como control silvestre (WT).

Discusion

La via MEP es una via biosintética esencial en el metabolismo de las plantas y responde a
estimulos de diversa naturaleza; los genes de la via se expresan en estadios tempranos del
desarrollo, en respuesta a luz y a ciclo circadiano. Con base a los datos generados por
Northern Blot, los cuales reportan la expresion de los genes de la via MEP en plantulas de
Arabidopsis de 8 d (Cérdoba et al., 2009), de 14 d (Hsieh y Goodman 2005) de 6 y 18 d de
edad (Guevara-Garcia et al., 2005), decidimos hacer los ensayos de bioluminiscencia in vivo

con pléntulas de las lineas transgénicas generadas de 12 d de edad.

Sin embargo, el montaje de la deteccion de la bioluminiscencia comenz6 con un previo
andlisis de las plantulas transgénicas homocigotas de 30 d de pDXR::LUC, pHDS::LUC y
pHDR::LUC. En este primer ensayo se encontraron elementos a considerar en la ejecucion
del sistema, destacando la variabilidad en la germinacién y en el estadio de desarrollo que
mostraron todas las lineas transgénicas, incluso las plantulas silvestres utilizadas como

control.

Aunque observamos bioluminiscencia en las tres lineas transgénicas de HDS, el patron de
expresion de cada plantula de una misma linea no fue consistente, y es notable que la linea
L3-1 de pHDS::LUC no presentd expresion al tiempo O h. La L1-2 de pHDR::LUC si
presento bioluminiscenciaalas 3 hy 6 h'y no observamos bioluminiscencia en la linea L1-2
pDXR::LUC en los tiempos probados. Estos datos sugieren que la expresion de la luciferasa
es sensible al estado fisiologico de la planta, debido a la desincronia de los estadios entre las
lineas transgénicas y dentro de la misma linea fue dificil determinar si la ausencia de sefal
observada en la transgénica L1-2 pDXR::LUC reflejaba la falta de expresion del gen. No

obstante pareciera que la expresion de HDS a los 30 d es activa.

En el segundo ensayo considerando la variabilidad en el desarrollo se crecié una poblacion
inicial de 60 plantulas de cada transgénica y seleccionamos cuatro plantulas de fenotipos

homogéneos con los cotiledones extendidos y raices alargadas que se traspasaron a una sola
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caja para observar la expresion de todos los genes de la via al mismo tiempo.El registro se
realiz6 a las 4 h después de asperjar. En contraste con lo reportado, en nuestro analisis no
observamos la expresion de DXR, MCT, CMK, MDS y a diferencia del ensayo preliminar a
los 30 d no observamos expresion de luciferasa en L1-2 pHDR::LUC. Es importante
mencionar que no todas las lineas transgénicas utilizadas en este ensayo eran homocigotas
habia heterocigotas como en el caso de L2-1 y L5-2 de pDXR::LUC, la linea 2-1 de
pCMK::LUC, la L5-1 y L6-1 de pHDR::LUC, y a pesar de ello en las homocigotas no
observamos sefial. Esto nos indico que el sistema luciferasa debe afinarse con la finalidad de
realizar un ensayo robusto y reproducible, se debe mejorar la deteccion o en su defecto,
buscar la induccion de la expresion de los genes de la via. De este ensayo también es posible
observar la variabilidad de la expresion de la luciferasa observada en las transgénicas de
pHDS::LUC. En el caso de L2-1y L3-1 de pHDS::LUC no a todos los individuos de una
misma linea presentaron bioluminiscencia, esto podria deberse al modo de aplicacion del
sustrato que no asegura la disponibilidad del mismo para todo el tejido de la planta.
Observamos variabilidad en la intensidad de la bioluminiscencia en el caso de la L7-3 de
pHDS::LUC de acuerdo con la escala de intensidad donde rojo es mayor bioluminiscencia y

morado menor intensidad.

Conclusion

El objetivo de generar las fusiones transcripcionales entre las regiones reguladoras de 6 de
los 7 genes de la via MEP (exceptuando el gen DXS) con el gen reportero luciferasa se
cumplio.

El objetivo de obtener las lineas transgénicas con una sola inserciéon se cumplio parcialmente
dado tiempo para la seleccion el tiempo requerido no permitié generar al menos 3 lineas
transgénicas homocigotas independientes para las construcciones pMCT::LUC,
pCMK::LUC y pMDS::LUC.

El objetivo de establecer las condiciones para el registro de bioluminiscencia en las
lineas transgénicas generadas se cumplié parcialmente y la variabilidad en el estadio
de desarrollo afect6 la deteccion de la actividad de la luciferasa in planta. Aunado a la

variabilidad de la bioluminiscencia entre individuos de una misma linea.
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Pude observar bioluminiscencia a los 12 dias en lineas transgénicas de de pHDS::LUC y
pHDR::LUC sin embargo no observamos bioluminiscencia en las lineas transgénicas
pDXR::LUC, pMCT::LUC, pCMK::LUC, pMDS::LUC.

Con base en los resultados presentados en este trabajo, se concluye que existe una gran
variabilidad en las lineas transgénicas que limita la deteccion de la bioluminiscencia y por
ello es necesario probar mas lineas y disefiar estrategias metodologicas que reduzcan la
variabilidad.

A través de las lineas transgénicas de la via MEP generadas se busca ampliar el conocimiento
con respecto a los patrones temporales de expresion de todos los genes de la via MEP.
Aunque quedaron algunos analisis pendientes, este trabajo es un paso hacia la mejor

comprension de los procesos moleculares involucrados en la regulacion de via MEP.
Perspectivas

Son varias las ideas que se pueden proponer para mejorar el sistema de luciferasa y continuar

con este proyecto:

e Una vez seleccionadas al menos tres lineas transgénicas homocigotas en las que se
observe bioluminiscencia propongo un analisis global de la expresion de los genes de
la via MEP incluyendo DXS (construccidn no generada en este trabajo) durante los
estadios de desarrollo descritos en la literatura.

e Realizar experimentos con estimulos de luz/oscuridad y ciclo circadiano en plantulas
transgénicas de 8 d y 18 para comparar los patrones de expresion con los observados
por Northern Blot en el grupo de la Dr. Leon.

e Realizar ensayos con dafio mecanico para buscar cambios en la expresion en los genes

de la via MEP como se ha reportado para HDS por el grupo de la Dra. Dehesh.
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Anexo 1. Protocolo MIRAPREP. Aislar DNA plasmidico.

Preparar o hacer el montaje de 50 mL de cultivo bacteriano con antibiético SpR e incubar
toda la noche a 250 rpm a 37°C.

Transferir las bacterias a un tubo Falcon de 50 mL y centrifugar a 3500xg a 8°C por 10
minutos.

Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 2 mL de buffer de resuspensién (1) el
cual debe estar en hielo.

Afadir 2 ml de buffer de lisis (2) que debe estar a temperatura ambiente invertir el tubo cuatro
veces e incubar 3 minutos a temperatura ambiente.

Afiadir 2 mL de buffer de neutralizacion (3) e invertir 4 veces.

Distribuir el lisado en 4 tubos Eppendorf de 1.5 mL decantando nunca pipeteando.
Centrifugar los cuatro tubos a 13400 rpm a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Colectar el sobrenadante de los cuatro tubos, en un nuevo tubo de 15 mL el cual abarcara el
volumen de no mas de 6 mL y descartar el pellet formado en cada tubo eppendorf.

Agregar 5 mL de etanol al 96% en total son 11 mL en el tubo de 15 mL

Mezclar en el vortex por 5 segundos.

Cargar el volumen total de la muestra en 4 columnas de centrifugacién, vaciando
secuencialmente y centrifugando por 3 segundos a 13400 rpm hasta que todo el volumen
haya pasado por las columnas, del resultado de las centrifugaciones consecutivas se descarta
el liquido ya centrifugado.

Descartar el fluido centrifugado

Repetir el paso 11 hasta que la muestra entera haya pasado por las columnas de
centrifugacion.

Lavar cada columna con 500 pL con buffer de lavado y centrifugado a 13400 rpm a
temperatura ambiente por 30 segundos.

Descartar el liquido centrifugado.

Repetir el paso 14-15.

Dar un spin final a 13 400 rpm a temperatura ambiente por 1.5 minutos osea 90 segundos .
Descartar el tubo viejo y montar la columna en un tubo nuevo eppendorf .

Agregar 30-35 pL de agua destilada estéril e incubar por 2 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar a 13 400 rpm por 2 minutos para eluir el DNA de la columna.

Combinar el eluido de las cuatro columnas en un solo tubo —~ 120 pul

Medir la concentracion de DNA plasmidico aislado en el NanoDrop-One.

Guardar la muestra en el congelador.
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Anexo 2. Protocolo extraccion CTAB

Reactivos:

Buffer 2X CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) al 2% (w/v) 1.4 M NaCl, 100 mM
Tris HCI pH 8.0 20mM EDTA.

Cloroformo

2-Propanol

70% Etanol

TE buffer (10 mM Tris HCI pH 8.0 1 mM EDTA)

Nitrogeno liquido

Motor moledor de pastilla y pilas AA

Procedimiento:

L

Triturar una pequefa cantidad de tejido de planta en un tubo eppendorf de 1.5 mL
Agregar 300 pL de buffer 2X CTAB e incubar a 65°C por lo menos 10 min (hasta varias
horas)

Dejar en frio

Agregar 300 pL de cloroformo y vortexear a fondo.

Dar un spin brevemente en una microcentrifuga para separar las fases.

Transferir la fase superior que seré la fase acuosa a un tubo nuevo.

Agregar 300 pL de 2-Propanol y mezclar bien.

Dar un spin por 5 minutos en una microcentrifuga para formar un pellet de DNA.
Remover el sobrenadante y lavar el pellet con 500 pL de etanol al 70%.

. Dar un spin brevemente en una microcentrifuga.

. De manera cuidadosa remover el etanol y dejar secar el pellet.

. Agregar 100 uL de buffer TE y permitir que la pastilla se disuelva.
. Mezclar o vortexear antes de usar el DNA gendmico.

. Usar de 1 a 2 puL en una reaccioén de PCR.
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Anexo 3. Blast (basic local alignment search tool)

Resultado de la secuenciacion de la region reguladora DXR con oligonucleétido anverso y reverso.

Query

Sbijct
Query

Sbijct
Query

Sbijct
Query

Sbijct
Query

Sbijct
Query

Sbijct
Query

Sbijct
Query

Sbjct
Query

Sbijct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbijct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct

Arabidopsis thaliana chromosome 5 sequence

Sequence ID: CP002688.1 Length: 26975502Number of Matches: 1

Range 1: 25217816 to 25218660GenBankGraphics

Features: 527 bp at 5' side: 1-deoxy-D-xylulose b5-phosphate

reductoisomerase3 bp at 3' side: Protein with RING/U-box and TRAF-

like domain

1 CGATAAGGTTAACTTGARATGGAATCGGAATTGGAGAGATGGCTACACCGTAATTATGGT 60
FEEEEEErrrrr e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerere e

25218660 CGATAAGGTTAACTTGAAATGGAATCGGAATTGGAGAGATGGCTACACCGTAATTATGGT 25218601

61 TTTTGTTTCCATTAGTTAACGCATTAATTCAGGCTCCGATTTCCGATGTTTAAAGAAAAA 120
FEErrerrrrrrrrrrrrerr et e et et e

25218600 TTTTGTTTCCATTAGTTAACGCATTAATTCAGGCTCCGATTTCCGATGTTTAAAGAARAA 25218541

121 GTTGCATGCATGACTTGGGATGGAATTTGAGTGGATGCAGCAAGTAACACTTGTTTAACG 180
FEEEEEEErrr e e e e e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre

25218540 GTTGCATGCATGACTTGGGATGGAATTTGAGTGGATGCAGCAAGTAACACTTGTTTAACG 25218481

181 TCTCTTTCACTGTTTTGCCATGTGTCACTTAACGTACAACACTTGTCCTCAGATGATCCA 240
FEErrrrrrrrrrrrrrrrrr et et ettt e

25218480 TCTCTTTCACTGTTTTGCCATGTGTCACTTAACGTACAACACTTGTCCTCAGATGATCCA 25218421

241 TTAGCAGTAGTAAATGATTTACTGACTCATCTACCAATACCAACATACCATTATCTTACC 300
FEEEEEErr e e e e e e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrree

25218420 TTAGCAGTAGTAAATGATTTACTGACTCATCTACCAATACCAACATACCATTATCTTACC 25218361

301 ATTATCATTTATCTATTGATCTCTGTATCCCCACGAAAACACTATGTAATGTGATAGTCA 360
FEErrerrrrrerrrrrerrr e ettt e

25218360 ATTATCATTTATCTATTGATCTCTGTATCCCCACGAAAACACTATGTAATGTGATAGTCA 25218301

361 ATCATAACAGCTTAATCACACTTAAATAAAGTAAATTAtcttttttctttttecttttett 420

25218300 ATCATAACAGCTTAATCACACTTAAATAAAGTAAATTATCTTTTTTCTTTTTCTTTTCTT 25218241

421 Tttt ATGGGATAAATTTTATTCCTTTCCGAAGAAAGAAAAGAGAGCACCATTCAAACAACA 480
FErrrrrrrrerr e et e et et e ettt

25218240 TTTATGGGATAAATTTTATTCCTTTCCGAAGAAAGAAAAGAGAGCACCATTCAAACAACA 25218181

481 ATAATCTTTTTGAACGGATGATCTAATAGTCTACAAGAAGACTAATTTTATTTAAACAAT 540
FEEEEEEErr e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e

25218180 ATAATCTTTTTGAACGGATGATCTAATAGTCTACAAGAAGACTAATTTTATTTAAACAAT 25218121

541 CGAACCTAACATGACTCTAATTAGAGATATAGAGAATTATATACGTAAAAAATTCAAGTT 600
FEEEEEEEErr e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e

25218120 CGAACCTAACATGACTCTAATTAGAGATATAGAGAATTATATACGTAAAAAATTCAAGTT 25218061

601 GGTTAAAGTTACATGGCTTTTGAAATTTAAATTTACAAATTGAACATTGAGGAACATATC 660
FEEEEEEErrr e rrrrrrrrrrrrrrrrrrere e

25218060 GGTTAAAGTTACATGGCTTTTGAAATTTAAATTTACAAATTGAACATTGAGGAACATATC 25218001

661 AAAGAAATAAGAATGATAGTGAAAAATGTTGACaaaaaaaaaaGAATGATAGTGAAAAAT 720
FEEEEEEErr e e e e e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrere e

25218000 AAAGAAATAAGAATGATAGTGAAAAATGTTGACAAAAAAAAAAGAATGATAGTGAAAAAT 25217941

721 ATTCAATACATAATTTTTAAAAAGAAAAGTATATTATATACTTGTCAAAGATCTAAACTA 780
FEEEEEEEErr e e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e

25217940 ATTCAATACATAATTTTTAAAAAGAAAAGTATATTATATACTTGTCAAAGATCTAAACTA 25217881

781 AGTTTGACATTTGGATTATAATTGTTACAGCATATAACATGTACTTTATaaaaaaaaaaa 840
FEEEEEEErrr e e e e e e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e

25217880 AGTTTGACATTTGGATTATAATTGTTACAGCATATAACATGTACTTTATAAAAAAAAAAA 25217821

841 aaaaa 845
[T

25217820 AAAAA 25217816
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Resultado de la secuenciacion de la region reguladora MCT con oligonucleétido anverso y reverso
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Arabidopsis thaliana chromosome 2 sequence

Sequence ID: CP002685.1 Length: 19698289Number of Matches: 3

Range 1: 673564 to 674498GenBankGraphics

Features: 8 bp at 5' side: NADH dehydrogenase (ubiquinone)s772 bp at

3'" side: hypothetical protein

144 CTGCAACAACATGAGTAATTTCCTTTAGTATACAACCTTTTACaaaaaaaGATTCAGAGC 203
FEEErr e et er et et e e e et ettt ettt e

674498 CTGCAACAACATGAGTAATTTCCTTTAGTATACAACCTTTTACAAAAAAAGATTCAGAGC 674439

204 CAAACACCAAAGAGGGTCTCATAGAAGAAAAGATACAAAAAATGACACCTATCTTTCAGA 263
FEEErrrr e et et e e e e et ettt ettt e

674438 CAAACACCAAAGAGGGTCTCATAGAAGAAAAGATACAAAAAATGACACCTATCTTTCAGA 674379

264 TCATTAGTATTAAAGCAAAGAACCAACAAACACAGAAATCAGACAAAGCTAATGCTACAC 323
FEEEErrrrr e e et e et e et ettt e

674378 TCATTAGTATTAAAGCAAAGAACCAACAAACACAGAAATCAGACAAAGCTAATGCTACAC 674319

324 ATTAATCATCACAGATACGTATAGACATTTTGAAATTGATCTGAAAGATAACAGATACTA 383
FEETEEErrrr e e et e e e et et el

674318 ATTAATCATCACAGATACGTATAGACATTTTGAAATTGATCTGAAAGATAACAGATACTA 674259

384 ATTAGCAATATGCTAATAATAGCTGGTAACTTTTAAGAGTGTACATAAAGATAATCACTG 443
FEETEEErrrr e et e ettt r e

674258 ATTAGCAATATGCTAATAATAGCTGGTAACTTTTAAGAGTGTACATAAAGATAATCACTG 674199

444 AAAGCCGTAACCATAAACATGTGACCGATCCAATCCCAATACTTCAGGATTCTAAAAGCC 503
FEEEEErrrrr e e et et e ettt e e r e

674198 AAAGCCGTAACCATAAACATGTGACCGATCCAATCCCAATACTTCAGGATTCTAAAAGCC 674139

504 ATAACCATTTGTTTTAGTCTCAAAAGTGTTTATTCAGCTTTGCTCTATACATTACCTCAA 563
FEEEEErrrrr e e et e et et e e el

674138 ATAACCATTTGTTTTAGTCTCAAAAGTGTTTATTCAGCTTTGCTCTATACATTACCTCAA 674079

564 GGAATGGATTCATCTCAAACTAATACACACATTAGCCATTGACAATAAAGCTTCTAACAT 623
FEEErr e e et et et e et et e ettt ettt e e

674078 GGAATGGATTCATCTCAAACTAATACACACATTAGCCATTGACAATAAAGCTTCTAACAT 674019

624 TGAATCACTGAAACTAGACAAAAACATGATCTAATCCCAAACCTTGATTCTAACCATATT 683
FEEEEr e et et et et e e et ettt ettt e

674018 TGAATCACTGAAACTAGACAAAAACATGATCTAATCCCAAACCTTGATTCTAACCATATT 673959

684 CCTAGATTATATGCACAAATCTTACTCTATCTTCCACAGAACTTGACTTCAAATCTCATA 743
FEErrrrr e e et et ererererrrrrrrrrrr trrr et

673958 CCTAGATTATATGCACAAATCTTACTCTATCTTCCACAAAACTTGACTTCAAATCTCATA 673899

744 ACTATATGTATTAGTCTCAAAGTGTTTATTCATCTTTGCTTGCAAGGAATGGATTCATCT 803
FEEEE Frrrr et e e et e e e

673898 ACTATTTGTATTAGTCTCAAAGTGTTTATTCATCTTTGCTTGCAAGGAATGGATTCATCT 673839

804 CAGACTAATACACATTAGCCATTGACAATAAAGCTTCTAACTATGACATTACAATCACTG 863
FEEEEErrrrrerrrrrrerr e e e e et ter e e

673838 CAGACTAATACACATTAGCCATTGACAATAAAGCTTCTAACTTTGAAATTTCAATCACTG 673779

864 AAATTAGACAATAAACATGTACATTGACTAATCCCAAAA-TTGATTCTAACCATATGCAC 922
FEEEEErrrrr rrrrrre et rerrrrrrer et e e e

673778 AAATTAGACAAAAAACATGTACTTTGACTAATCCCAAAACTTGATTCTAACCATATGCAA 673719

923 AAGTCT-ACACTAACTTCCTCAGACGTGACAT-CATAGAAGCTTTGACCAAAGATTTTGG 980
e e R R R

673718 AAATCTTACTCTATCTTCCTCAAACGTGACATTCTAAGAA-CTTTG-CCAAAGTTTTTGT 673661

981 TTATCCCATCTTTCACAGACAAAATCTAATCCGATTTAGGGATAAAAAACCTCCCCAAAG 1040
FEEEEE TP rr e 1l Pt rrr trrrrr e et e rrrrd 1]

673660 TTATCCAATCTTTCACAGAGAAG-TCAAATC-GATTTAGG-ATATAAA-CCTCCGAGAAG 673605

1041 CAAATAAATTTCAACAAGATTTTAttttttttttCCCCAAT 1081

e
673604 CAAAACAAATTCGAGAAGATTTGATTTTTATTTTACCTAAT 673564
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Resultado de la secuenciacion de la regién reguladora CMK con oligonucle6tido anverso y reverso
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Arabidopsis thaliana genome assembly, chromosome: 2
Sequence ID: LR699766.1Length: 19545947Number of Matches: 1 Range
1: 11365704 to 11366541

1 TGATCTGATATGTCACCTAttttttttttttttATAAGAATCAGCCCAATTCTAACAAAA 60
FEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

11365704 TGATCTGATATGTCACCTATTTTTITTTTTTTTTATAAGAATCAGCCCAATTCTAACAARA 11365763

61 AATCAAAATGTTTTTGTATAGAGAAATTGGCCCAATAGCACATTTTTTCATCTCTATGAC 120
FEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

11365764 AATCAAAATGTTTTTGTATAGAGAAATTGGCCCAATAGCACATTTTTTCATCTCTATGAC 11365823

121 ATTTGGGCACTTTAGGTAGACAATTCAATTAGTCAACTACAATAACTATCCTTTACCAAT 180
FEEEErrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

11365824 ATTTGGGCACTTTAGGTAGACAATTCAATTAGTCAACTACAATAACTATCCTTTACCAAT 11365883

181 TTGGCCTAATCTCTTTCTCTTATTAATCTCCAAACTGATGCTTCAATTGGGGTTATAGAT 240
FEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

11365884 TTGGCCTAATCTCTTTCTCTTATTAATCTCCAAACTGATGCTTCAATTGGGGTTATAGAT 11365943

241 TATAGGATGATAAGCTTATGCAACGCTGCGTATAAGCTTATTTCTAAGCTCATTTGTATA 300
FEEEErrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

11365944 TATAGGATGATAAGCTTATGCAACGCTGCGTATAAGCTTATTTCTAAGCTCATTTGTATA 11366003

301 ATTTCATAAACTTCAGTCTGTTICTATTTTTGTAGATTGATTACTAATAGTATGTTGATA 360
FEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

11366004 ATTTCATAAACTTCAGICTGTTTCTATTTTTIGTAGATTGATTACTAATAGTATGTTGATA 11366063

361 TCGCAAATTGGTGCATTCAGAGCATACTAAAAAAGCTACCCAATCTTCTGTGGCATTTAA 420
FErrrrrrrrerrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

11366064 TCGCAAATTGGTGCATTCAGAGCATACTAAAAAAGCTACCCAATCTTCTGTGGCATTTAA 11366123

421 ATTAAGATATTAGCAAAGCTTTTGATAAAGTTGAGTGGATTTTTATTGAAATCTACCGTT 480
FEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

11366124 ATTAAGATATTAGCAAAGCTTTTGATAAAGTTGAGTGGATTTTTATTGAAATCTACCGTT 11366183

481 GATACTCTTCTTCACTGCAACACTCAAGTGTAAGAATGTCCATACATTGCTAAAGGTTTT 540
FEEEEEEEr e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e

11366184 GATACTCTTCTTCACTGCAACACTCAAGTGTAAGAATGTCCATACATTGCTAAAGGTTTT 11366243

541 CATGCAATATGCAGAAGTCTCTGAACATAAAATTTAATTTTCAGAAATGTGTAATCATTT 600
FEErrrrrrrerrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

11366244 CATGCAATATGCAGAAGTCTCTGAACATAAAATTTAATTTTCAGAAATGTGTAATCATTT 11366303

601 TTGATAAAAGACTATCCTCTTATGAAGGACGTTCATTTCAAACAAGACTACTTGTATCCC 660
FEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

11366304 TTGATAAAAGACTATCCTCTTATGAAGGACGTTCATTTCAAACAAGACTACTTGTATCCC 11366363

661 ATAAATCACTTGAGAARAGTTGCCCTTAAAATTCATATTGGTCAATGGTAAGATTTTAGGA 720
FEEEEEEEr e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e

11366364 ATAAATCACTTGAGAAAGTTGCCCTTAAAATTCATATIGGTCAATGGTAAGATTTTAGGA 11366423

721 AATCATAAAGTGTGAGGATTTGGAAGATATCTTGGTTAACCTTCATTTGTATGAATTACT 780
FEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

11366424 AATCATAAAGTGTGAGGATTTGGAAGATATCTTGGTTAACCTTCATTTGTATGAATTACT 11366483

781 ARAAATGATGCATTTTCTTGTTATTATTCAAARAATGTTTCTTATCTTCTATATTGCAT 838
FEEEEEE e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e

11366484 AAARAATGATGCATTTTCTTGTTATTATTCAAAAATGTTITCTTATCTTCTATATTGCAT 11366541

76



Resultado de la secuenciacion de la region reguladora MDS con oligonucleétido anverso y reverso

Query

Sbjct
Query

Sbijct
Query

Sbjct
Query

Sbijct
Query

Sbijct
Query

Sbjct

Arabidopsis thaliana genome assembly, chromosome: 1

Sequence ID: LR699745.2 Length:

Range 1: 23655759 to 23656067GenBankGraphicsNext

1

23656067
61

23656007
121

23655947
181

23655887
241

23655827
301

23655767

CTTCTCTTCTAATTTTCCGGCGATTGAATGGAGACAATGCGTCGCCGTTTTTCAAAAGCG
FEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTTCTCTTCTAATTTTCCGGCGATTGAATGGAGACAATGCGTCGCCGTTTTTCARAAGCG
GTGCGGAAGAGAAGAGTGGGCGAGGAAGT TTAGAGAAACTGGAACAGAARACCTAAAGCG
FEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GTGCGGAAGAGAAGAGTGGGCGAGGAAGT TTAGAGAAACTGGAACAGAAAACCTAAAGCG
AAGAAGTGATGAGTAAAACTCCTCTACACGTGGTCTTTAGTAAACTTCAGTGGATATGTA
FEEEEEE e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e
AAGAAGTGATGAGTAAAACTCCTCTACACGTGGTCTTTAGTAAACTTCAGTGGATATGTA
ACATGATCGACGGTCGAGAGTTTATCATATTTTAAATGGGCTTTAGGAAGGAAAGGCCCA
FEEEEEErr e et et e e e e e et e e e e e e e e e e e e e
ACATGATCGACGGTCGAGAGTTTATCATATTTTAAATGGGCTTTAGGAAGGAAAGGCCCA
ATAAAGAAATGAATATTTCCACCACAGAATTATGAATTGAGTAAACCAGAAAATCGAAGA
FErrrrrrrrerrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATAAAGAAATGAATATTTCCACCACAGAATTATGAATTGAGTAAACCAGAAARATCGAAGA
AGAACGGCA 309

NN

AGAACGGCA 23655759

30401407Number of Matches: 1

60

23656008
120

23655948
180

23655888
240

23655828
300

23655768

77



Resultado de la secuenciacion de la regién reguladora HDS con oligonucledtido anverso y reverso
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Arabidopsis thaliana chromosome 5 sequence

Sequence ID: CP002688.1lLength: 26975502Number of Matches: 1

Range 1: 24358445 to 24359304 GenBankGraphicsNext Features: 493 bp
at 5' side: DHBP synthase RibB-like alpha/beta domain-containing
protein. 143 bp at 3' side: 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate
synthase

1 CTCTGAATCATCTGATCTGACTTGCAAAAATTTGAGGTTTTGCTTTGGTTCTTACTARAT 60
FErrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

24358445 CTCTIGAATCATCTGATCTGACTTGCAAAAATTTGAGGTITTGCTTTGGTTCTTACTAAAT 24358504

61 TTTTGATATTGGGTTAAGATATGTTTGITTTTAGTGCAATACGAGAAGATTGTTAGTGTT 120
FEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

24358505 TTTTGATATTGGGTITAAGATATGTTTGTTTTTAGTGCAATACGAGAAGATTGTTAGIGTT 24358564

121 GAGGGGGTATGCTAATGCTACCTCCCATTCCCATGGTACGCATGTGTAATTTGAAGAAAC 180
FEEEEEErr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

24358565 GAGGGGGTATGCTAATGCTACCTCCCATTCCCATGGTACGCATGTGTAATTTGAAGAAAC 24358624

181 TTGGTGGACCATTTCGTAATTTTTACTTAAGTTTCTTATTATTGCTCCATTTGGARATTA 240
FEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

24358625 TTGGTGGACCATTTCGTAATTTTTACTTAAGTTTCTTATTATTGCTCCATTTGGAAATTA 24358684

241 AACTTTGTTGTAATCTTATTAAAAAATTATCAAATATTAGTGGAAATTTTTCCTATTTTT 300
FEEEEEE e e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e e

24358685 AACTTTGITGTAATCTTATTAAAAAATTATCAAATATTAGTGGAAATTTITCCTATITTT 24358744

301 AAGAACAATATTTGTTGTATCCATATTCTTTTCTTATAAAGGTGTCAATTTTTCAATAGA 360
FEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

24358745 AAGAACAATATTTGTTGTATCCATATTCTTTTCTTATAAAGGTGTCAATTTTTCAATAGA 24358804

361 GGAARATCTCATTAATTTTTGTATATAGGGGTCAAAGTTGAAGAAAAGGATAAATAGAGG 420
FEEEEEErr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e

24358805 GGAAAATCTCATTAATTTTTGTATATAGGGGTCAAAGTTGAAGAAAAGGATAAATAGAGG 24358864

421 ACCTCAAAATTTCATTTTCCACGTATCCGTGCTCTAATTTTATTCCACTTCTGCTAARAC 480
FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

24358865 ACCTCAAAATTTCATTTTCCACGTATCCGTGCTCTAATTTTATTCCACTTCTGCTAAAAC 24358924

481 ATTTGGACTATARATGTCTGGTTGGTCTTGGCTGTTTGTTTGCAACACTTGTGCTAARAC 540
FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

24358925 ATTTGGACTATAAATGTCTGGTTGGTCTTGGCTGTTTGTTTGCAACACTTGTGCTAAAAC 24358984

541 GTTTTATCCTGAGTTTCTTTCACCATCCAGCTTCATTTGTGAAAAATCGTCAATCCCTCT 600
FErrrrrrrrer e e e e e et e e e e e e e e e e e e

24358985 GITTTATCCTGAGITTCTTTCACCATCCAGCTTCATTTGTGAAAAATCGTCAATCCCTCT 24359044

601 CARACTCTTCTCACCACTAATTTCTTCCTCTGGAACATTCTCTTCTCTATTATTTTGATT 660
FEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e

24359045 CAAACTCTTCTCACCACTAATTTCITCCTCTGGAACATTICTCTTCTCTATTATTTTGATT 24359104

661 CCCTTGGCCTCAACACTGGTTTCTCAATTGCATGATCTTGGCTCGTCTTCAGGTACTGTT 720
FEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

24359105 CCCTTGGCCTCAACACTGGTTTCTCAATTGCATGATCTITGGCTCGTCTTCAGGTACTGTIT 24359164

721 GTTTCATACCTTAGAGAATCTCAAATTGGTTCTTGGGTCTGGTTTGATTAGTTTCTGTGT 780
FEEEEEEEr e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e e

24359165 GTTTCATACCTTAGAGAATCTCAAATTGGTTCTTGGGTCTGGTTTGATTAGTITCTGTGT 24359224

781 TATTTCAAGGGGGAACGAAGACAATTTAGCTGGGTAATTCTGGGTTTTGCGGAATTTTGG 840
FEErErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

24359225 TATTTCAAGGGGGAACGAAGACAATTTAGCTGGGTAATTCTGGGTTTTGCGGAATTITGG 24359284

841 TTGATTTTTGCGTCAGAATC 860
FEEEEEEErr e

24359285 TTGATTTTTGCGTCAGAATC 24359304

78



Resultado de la secuenciacion de la region reguladora HDR con oligonucleétido anverso y reverso
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Arabidopsis thaliana chromosome 4 sequence

Sequence ID: CP002687.1 Length: 18585056 Number of Matches: 1 Range
1: 16431041 to 16431931 Features:3 bp at 5' side: 4-hydroxy-3-
methylbut-2-enyl diphosphate reductase. 80 bp at 3' side: S-adenosyl-
L-methionine-dependent methyltransferases superfamily protein.

1 CTAACTCTTATGGAATTGGTAACAGTTGACTTGATCTTGGCATAAACTAGCTTAAGAGTT 60
FErrrerrrrrrrrrrrrerrrrrerr e et e e e

16431931 CTAACTCTTATGGAATTGGTAACAGTTGACTTGATCTTGGCATAAACTAGCTTAAGAGTT 16431872

61 AAGGGGGCTTGTTTTGTTATAACATATGGGCCTATAAAAGCAGCCGCATTTCTTAAGCCC 120
CErrrrrrrrrrrrrrrr e e et e e e e e e e e e

16431871 AAGGGGGCTTGTTTTGTTATAACATATGGGCCTATAAAAGCAGCCGCATTTCTTAAGCCC 16431812

121 ATGTGATTTTCTTACATCTACAAGTCTCTGttttttttttttATTCACGTCTTAACGGAT 180
CEErrrrrrrr et r e e r e e e e e e e

16431811 ATGTGATTTTCTTACATCTACAAGTCTCTGTTTTTTTTTTTTATTCACGTCTTAACGGAT 16431752

181 TACTTTTGTCCAAATCATTTAAGATCAGCAGACTTATTGCCTGTGACGATTATCAATTCA 240
CEErrrrrrrr et r et e et e e e e e e

16431751 TACTTTTGTCCAAATCATTTAAGATCAGCAGACTTATTGCCTGTGACGATTATCAATTCA 16431692

241 TTCTATATTTTTCCTTGTTTTGTACGACACTTAACCTATCCAATGATTTGCACACACaaa 300
CEEErrrrrrr et e e e et e e e e e e e e

16431691 TTCTATATTTTTCCTTGTTTTGTACGACACTTAACCTATCCAATGATTTGCACACACAARA 16431632

301 aaaaaaaaaaCCCTATCCAATGACTACATTTTCTATGTATGTATGTTATTGTCAATGARAA 360
FErrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e

16431631 AAAAAAAAAACCCTATCCAATGACTACATTTTCTATGTATGTATGTTATTGTCAATGAAA 16431572

361 AATATGCCATTCTCAAAAATGAATATTCTTGTTTTTATTACAATTTTTATTAATATCCAT 420
CEErrrrrrrr et e e e e e et e e e e e e

16431571 AATATGCCATTCTCAAAAATGAATATTCTTGTTTTTATTACAATTTTTATTAATATCCAT 16431512

421 GATACATGTGTAGTTGACAAGGTGACAACTCAGAATCTTATATTCACACCAATCACACAT 480
CEErrrrrrrr et r e e e e e e e e

16431511 GATACATGTGTAGTTGACAAGGTGACAACTCAGAATCTTATATTCACACCAATCACACAT 16431452

481 CATTAAAGAAAAGAGTTTAACCATAAATTTGCGACTTCAAGAGACTTTCACTTTCGCGAC 540
CEEErrrrrrr et e e e e e e e e e e

16431451 CATTAAAGAAAAGAGTTTAACCATAAATTTGCGACTTCAAGAGACTTTCACTTTCGCGAC 16431392

541 CCAALLLEtttttttttGTGGCGTAGGTACGCTCTTTTAGTAGGATGTCTCTTCCCATTA 600
FEEEErrrrrr et e e e e e e e e e

16431391 CCAATTTTTTTTTTTTTGTGGCGTAGGTACGCTCTTTTAGTAGGATGTCTCTTCCCATTA 16431332

601 TTTTCTCACCAAATATGAAATCAAATCCCATaaaaaaaaTAAGACATAAAAAATTACACA 660
CEEErrrrrrr et r e e et e e e e e e e

16431331 TTTTCTCACCAAATATGAAATCAAATCCCATAAAAAAAATAAGACATAAAAAATTACACA 16431272

661 TGTCCAATTCCAAGTGGTTCGTTGCATTTTACACTAATTCCCAAATACATTTCCTTGTCA 720
FEEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e

16431271 TGTCCAATTCCAAGTGGTTCGTTGCATTTTACACTAATTCCCAAATACATTTCCTTGTCA 16431212

721 ATTATCCAAAAACATATTAATTCAAtttttttttttttttttgacatctectatttttttt 780
CEEEErrrrrr e e e et e e e e e e e e

16431211 ATTATCCAAAAACATATTAATTCAATTTTTTTTTTTTTTTTTGACATCTCTATTTTTTTT 16431152

781 Tttt tATTATAAATGTGGAAGAGGCTCTGAGATAACTCGTGGACCAAAATCGTCCATTGAA 840
CEEEErrrrrr e e e e e e e e ey

16431151 TTTTATTATAAATGTGGAAGAGGCTCTGAGATAACTCGTGGACCAAAATCGTCCATTGAA 16431092

841 GTGAACAGTCAGCATCGTTTTGCTTGCTTGTGCGTTTCTCTCGAACTCTCT 891
FEEEEErrrrr et r e e e

16431091 GTGAACAGTCAGCATCGTTTTGCTTGCTTGTGCGTTTCTCTCGAACTCTCT 16431041
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Anexo 4. Andlisis in silico de los elementos en cis reportados en la region reguladora
de los genes de la via MEP.
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TTEGT AATT &

AGATTCTGCT
TCTAAGACGA

CACTTACAAG
GTGAATGTTC

TGACAAAAAT

CAAATTTTTT

TCTCACACTG
AGAGTGTGAC

CCATTTTTAA
GCCTARAAATT

ACTGTTTTTA

TTTATCTGAT
AAAT AGACT A

TGEECTACACC
ACCGATGT GG

TTaAACARARS
AATTTCTTTT

GTCTCTTTCA
CAGAGAAAGT

GCTAAAT GATT
CATTTACTAA

TCTCTGTATC
ACACACAT A

AGT AAATTAT
TCATTTAAT A

CAGAGCACCA
CTCTCGTGET

ATTTAARACAA
TAAATTTGTT

TEETTAAAGT
ACCAATTTCA

AGAAT GAT AG
TCTTACTATC

ARAAGARARAG
TITTTCTTTTC

GCATAT AACAH
CGTATATTGT

ATTTTTGAAA
TaAAAACTTT

TCATAATACGE
AGTATTATGC

CCCTTGT AAT
GCCCAACATTA

GTTTAATACT
CAAATTATGA

TTGCGTCGTTAC
AACAGCAATG

CTGCTTGGGT &
GACAACCCAT

TCGTCTTCTC
AGCAGAAGAG

-GTlfmotiff>light responsive element

GCTAATTAT GG
CATTAATACC

AGCTTGCATGC
TCAACGTACG

TTTTTGTTTC
ARAAMACAAAG

ATGACTTGGG
TACTGCAACCC

CTGTTTTGCE BTETET CACT

GACAAAACGG

TaACTGCACTCA
ATGACTGAGT

CCCACGAAAA
GCCTCCTTTT

CTTTTTTCTT
GAAAARAGAA

TTCAAACAAC
AAGCTTTGCTTG

TCGAACCT A&a
AGCTTGEATT

TaACATGGCCTT
ATGTACCGAA

TGCAAAAATGT
ACTTTTTACA

TATATTATAT
ATATAATAT A

TETACTTTAT
ACATGAAAT A

AAGACAGCAT
TTCTGTCGCT &

AABCGAATACC
TTGCTTATGG

GCATATTTCT
CCTATAAAGA

CTAAAGAAAT
GATTTCTTTA

CTTAAT Aadd
GAATTATTTT

CCATTCAAAT
GCCTAAGCTTT &

TGCATAATCAA
ACTATTAGTT

TACACAGTGA

TCTACCAATA
AGATGGTTAT

CACTATGT AA
CTGCATACATT

TTTCTTTTCT
ALAGAAMAGA

AAT AATCTTT
TTATTAGARA

CATGACTCTA
GTACT GAGAT

TTGCAARATTTA
AACTTTAAAT

TGCACAAAAAA
ACTGCTTTTTT

ACTTGTCARA
TCAACAGTTT

LR L Y
TTTTTTTTTT

ACAACATGTT
TCTTCTACAA

ATAAACTTTT
TATTTGAARA

AAT AAT AATT
TTATTATT&A

CARAATAGARA
GTTTATCTTT

AGGCGTCCTTGT
TCCAGGAACA

CCAGATTCCT
GCCTCTAAGEA

GAGT AGT AGT
CTCATCATCA

Bl vve

.GA—motif—>part of a light responsive element

-TCT—motif—>part of a light responsive element

MYB

Myc
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>PlantCARE_10002

+

+

TGCAACAACS
ACGTTGTTGT

GAGGGTCTCA
CTCCCAGAGT

ACCAACARAC
TGGTTGTTTG

GARATTGATC
CTTTAACTAG

TACATAAMAGA
ATGTATTTCT

CTAA3AGCCA
GATTTTCGGT

GAATGGATTC
CTTACCTAAG

AACTAGACAS
TTGATCTGTT

HiETaeTcTaTC

+

AATGAGATAG

ATCTTTGCTT
TAGARACGAS

TTTGAAATTT
AAACTTTAAA

CATATGCAAA
GTATACGTTT

TCCAATCTTT
AGGCTTAGAAS

GATTTGATTT
CTAMACTAMA

AGRAGAAGGS
TCTTCTTCCT

ATTCCGATAC
TAAGGCTATG

GCCOGAMAAL
CGGCCTTTTT

TTTTCTTTCT
AABAGALAGE

GTATTACTGA
CATAATGACT

CCGAGGAACC
GGCTCCTTGG

TGAGTAATTT
ACTCATTAMAA

TAGAAGAAAS
ATCTTCTTTT

ACAGAAATCA
TGTCTTTAGT

TGAMAGATAA
ACTTTCTATT

TAATCACTGA
ATTAGTGACT

TAACCATTTG
ATTGGTARAC

ATCTCAAACT
TAGAGTTTGA

A33CATGATC
TTTGTACTAG

TTCCACAAAA
AAGGTGTTTT

GCARAGGARATG
CGTTCCTTAC

CAATCACTGA
GTTAGTGACT

&:BETTECTC

TTAGRATGAG

CACAGAGAAG
GTGTCTCTTC

TTATTTTACC
AATA32ATGG

GCCATGAGTT
CGGTACTCAA

CTGGAAGTGC
GACCTTCACG

TTCACCGGTT
AAGTGGCCAS

CTTTAGCTTT
GARATCGAAS

GTTTTTAATG
CAAAMATTAC

GGAG
CCTC

CCTTTAGT AT
GGAAATCATA

GATACARAAA
CTATGTTTTT

GACAMAGCTA
CTGTTTCGAT

CAGATACTAA
GTCTATGATT

AAGCCGTAAC
TTCGGCATTG

TTTTAGTCTC
AAMATCAGAG

AATACACACS
TTATGTGTGT

TAATCCCAAA
ATTAGGGTTT

CTTGACTTCA
GAACTGAAGT

GATTCATCTC
CTAAGTAGAG

SATTAGACAS
TTAATCTGTT

TATCTTCCTC
ATAGAAGGAG

TCAAATCGAT
AGTTTAGCTA

TAATGATTCT
ATTACTAMGA

TGCTATAGAT
ACGATATCTA

GTGTCTCATT
CACAGAGTAA

GTTCCCAACG

MCT

ACBACCTTTT
TCTTGGARAS

ATGACACCTS
TACTGTGGAT

ATGCTACACA
TACGATGTGT

TTAGCAATAT
AATCGTTATA

CATAAACATG
GTATTTGTAC

A33AGTGTTT
TTTTCACAAS

TTAGCCATTG
AATCGGTAMC

CCTTGATTCT
GGAACTAAGA

AATCTCATAM
TTAGAGTATT

AGACTAATAC
TCTGATTATG

AA3ACATGTA
TTTTGTACAT

A3ACGTGACS
TTTGCACTGT

TTAGGATATA
AATCCTATAT

CTCAGTGAGS
GAGTCACTCT

CTGTTCACCG
GACAAGTGGC

TGATTCGATA
ACTAAGCTAT

GTTTCGCCAT

CAAGGETTEL CA3AGCG6TA

GTTGTGTTGT
CAACACAMCS

GGCCTGATGG
CCGGACTACC

TTTACTGTAT
AAATGACATA

GCTTATTGTT
CGRATAACAS

ACRARAMAAG
TGTTTTTTTC

TCTTTCAGAT
AGAAAGTCTS

TTAATCATCA
AATTAGT AGT

GCTAATAATA
CGATTATTAT

TGACCGATCC
ACTGGCTAGG

ATTCAGCTTT
TAAGCTCGAAS

ACAATAAAGC
TGTTATTTCG

AACCATATTC
TTGGTATAAG

CTATTTGTAT
GATAMACATA

ACATTAGCCS
TGTAATCGGT

CTTTGACTAA
GAAACTGATT

TTCTAAGAAC
AAGATTCTTG

AACCTCCGAG
TTGGAGGCTC

TGGAGCGGGT

ATTCAGAGCC
TAAGTCTCGG

CATTAGTATT
GTAATCATAA

CAGATACGTA
GTCTATGCAT

GCTGGTAACT
CGACCATTGA

AATCCCAATA
TTAGGGTTAT

GCTCTATACS
CGAGATATGT

TTCTAACATT
AAGATTGT A

CTAGATTATA
GATCTAATAT

TAGTCTCAAA
ATCAGAGTTT

TTGACAAT AR
AACTGTTATT

TCCCAAMACT
AGGGTTTTGA

TTTGCCAMAG
ALACGGTTTC

AAGCAAMACA
TTCGTTTTGT

TGTTTCTGAT

accreeccc NN T

ACGAGGT2A3
TGCTCCATTT

GCATCGGATG
CGTAGCCTAC

TTTCTCCGGT
AAAGAGGCCE

TGAATTATGG
ACTTAATACC

TTTAGTTGGC
AAATCAACCG

CGCAGRAGGC
GCGTCTTCCG

CTTCCTCCAC
GAAGGAGGTG

CTTCTTCGAT
GAAGAAGCTA

GCCTTATTAA
CGGAAT AATT

CTTATATATA
GAATATATAT

-AE—box—>part of a module for light response

[ TCT-motif->part of a light responsive element

MYB

MYB recognition site

MYC

A3ACACCAAA
TTTGTGGTTT

SAAGCRAMCA
TTTCGTTTCT

TAGACATTTT
ATCTGTAAAA

TTTAAGAGTG
SAATTCTCAC

CTTCAGGATT
GAAGTCCTAA

TTACCTCAAG
SATGGAGTTC

GAATCACTGA
CTTAGTGACT

TGCACaMTE]

ACGTGTTTAG

GTGTTTATTC
CACAAATAMG

AGCTTCTAAC
TCGAAGATTG

TGATTCTAAC
ACTAAGATTG

TTTTTGTTTA
AAM3ACAMAT

SATTCGAGAS
TTAAGCTCTT

GCGATGATTG
CGCTACTAAC

&CCAACACCG
TGGTTGTGGC

TCATCCCTTC
ACTAGGGAAG

TTTTACGTTT
AAMATGCAAA

AAGCCCATTA
TTCGGGT AT

TATTGGTTCT
AT3ACCAMGA
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>PlancCARE 173249

+

-+

TFACTTTGGT
ACTGAAACCA

GATTTCTCAA
CTA8ACAGTT

CCATAGGTGT
GCTATCCACA

ATATATTATT
TATATAAT AA

FlATETTTGCAA

-+

TATAAACGTT

AACATATTTC
TTGTAT AAAG

AGARAAAMAMAT
TCTTTTITTITA

TATCAAAGAC
ATAGTTITCTG

TCCTTTGT GG
AGGAAACACC

TTCATCCACA
AAGT AGGTGT

TCAAAGCT A&
ACTTTCCATT

GAAT AAGATT
CTTATTCTAA

AAGGATATTA
TTCCTAT AAT

AGACCGAAAG
TCTGGCTTTC

CAACAAACAA
GTTGTTTGTT

ACTCCAAAGA
TCAGGTTTCT

ATATGATAGA
TATACTATCT

CATGCAATGC
GTACGCTTACG

TCATACARAT
AGTATGCTTT

TTEACCAATA
AACTGGTTAT

GAACGTCCTT
CTTGCAGGAA

TCAGAGACTT
AGTCTCTGAA

TGCAAGAAGAG
ACTTCTTCTC

TAATTT &&AT
ATTAABRTTTA

CATACTATTA
GT ATGAT AAT

GAAAT BAGCT
CTTTATTCGA

TTTGGAGATT
AARACCTCTAA

ATTGTCTACC
TAACAGAT G-

AMAAMCATTTT
TTTTGTAAAA

ATC
TaG

GTGACT AGAA
CACTGATCTT

GTTGCTGAGAR
CAACACTCTT

ATCAACTTTT
TACTTCAARA

CTTAAGATGCT
CAATTCTACA

FAAATGCCAT
CTTTACGGTA

T AT AT ACAAT
ATATATGTTA

TTCTGTCAAA
AAGACAGTTT

AAGTATTTTT
TTCATAAARA

&BAETCT &880
TTTAGATTTC

TaAABBACTTT
ATTTTTGAAR

GCTAAATGTTA
CATTTACAAT

TATTTCCTTA
ATARAGGAAT

CGEGETCT GAT
GCCCAGACTSA

CTAAAATAAA
GATTTTATTT

AGATTCAAGA
TCTAAGTTCT

GTTTGAGTCC
CABACTCAGG

GACGCTTACA
CTGCCGAATGT

AATAT AGAAG
TTATATCTTC

TA&AAGTTGTT
ATTTCAACAA

TTTTCGTAAA
AAABAGCCATTT

CACATACAAA
CTGCTATETTT

CAAAAATATA
GTTTTTAT AT

CMK

ATGCTTTTAT
TACGAAAATA

TCGAGT AGTT
AGCTCATCAA

AAATGT AT &4
TTTACATATT

ATTTTAGTT A
TAAMAAT CAAT

CCTARCCARE TACARAATCT

GCATTGEETTT

GCAACAAAATC
CTTGTTTTAG

TTCTTCTAAA
AAGAAGATTT

TTAGAACAAA
AATCTTGTTT

ATGTTTT AGA

TTCTCARATA
AAGAGTTTAT

CTCACAAGGA
GAGTGTTCCT

AGCTTCTACT
TCGAAGATGA

AATTCAATTG AAMAGATTTT

TTAAGTTAAC

TTAATTAARR
AATTAATTTT

TECETCTAT A
ACCCAGAT AT

TCATAGGAAA
AGTATCCTTT

TGGTTETCCT

ACCRACLGEA

AGT AAAAACT
TCATTTTTGA

AGAAMCACTG
TCTTTGETGAC

TCATCGETTGT
AGTAGCAACSA

GCTTCTCTAA
CEAACAGATT

AT AAGAAACSA
TATTCTTTGT

CAAGETTAAC CRAGATATCT

TEAATTTTAA
ACTTAAAATT

CATAAGAGGA
GTATTCTCCT

CTGCATATTG
GACGT AT AAC

TATCAACGGT
ATAGTTGCCA

GCCACAGAAG
CECTGCTCTTC

GCTAATCAATC
CATTAGTTAG

TATACGCAGC
ATATGCGTCG

AATAAGAGAR
TT

TAAAGTGCCC

GATTTTTTGT
CTAAAAMAACA

TCTATAGA

CEECARACTTT
CCCGTTGAAA

TAGTCTTTTA
AT CAGAALAAT

CATGAAAACC
GTACTTTTGG

AGATTTCAAT
TCTAAAGTTA

ATTGGGCT AGC
TAACCCATCG

TaCaMBBAET A
ATGTTTTTAT

GTTGCCAT AAG
CAACGTATTC

AGAGATTAGE
TCTCTAATCC

AAATGTCATA

TAGAATT GGG
ATCTTAACCC

TTTTCT AAAA

AT AAT ACATT
TATTATGTAA

ATCAATTTTT
TAGTTAAAMA

GACARAAAAC
CTGTTITTITTG

ACTTAGCGCA
TEAATCGCGT

ACAAT AAAAA
TGTTATTTTT

ATTGCGAACT
TAACGCTTGA

TGCCAACGAAC
ACGTTGCTTG

AGGTTAAALGC

TCCAATTTCG

TTITTTGAATA
AABBBCTTAT

TCCAAATCCT
AGGTTTAGFA

CTCAAGT GAT
GAGTTCACTA

TCAAABMBATGA
AGTTTTTACT

TTTAGCAATG
AAATCGTTAC

AAAAATCCAC
TTTTTAGGT G

TTTTTTAGT &
AAAABATCAT

CAAACAGACT
CTTITGTCTGA

CTTATCATCC
FAARTAGT AGE

CCAAATTGGT
GEITTAACCA

GAGAT GAARA
CTCTACTTTT

CTGATTCTTA
GACT AAGAAT

CTACTGAATA
AT GACTTAT

TTTTCATTCA
AA8ACGT AAGT

CAT AT GCATE BECEET AT G2

GTAT ACGT AG

TITAGGTGCA
AARATCCACET

TTTTACCAAT
AAAAT GGTTA

TITTAARRAT
AAAATTTITA

TCTAAGGGTC
AGATTCCCAG

GAGAGT AATT
CTCTCATTAA

TCAAAATGGT
AGCTTTTACCA

CTTCT &AAT &
CAAGATTTAT

TATTCACATT
AT AAGTGT AA

TGCAT AAGATT
ACTATTCTAA

ATAAATATAA
TATTTATATT

AGAGTTGAAA
TCTCAACTTT

CGAACATCGA
GCTTGT AGCT

ACCAAGCACA
TGECTTCGETGET

AATCCCAAAC
TTAGGGCTTITG

AALABATTGGG
TITTTAACCC

AT &ACAAGAS
TATTGTTCTT

CACACTTTAT
FTET CGAAAT &

TTATGEEATA
AATACCCTAT

TTACACATTT
AMATGT GT AAA

TATGGACATT
ATACCTGTAA

TCAACTTTAT
ACTTGCAAAT A

TGCTCT GAAT
ACGAGACTTA

CAAGTTTATG
CTTCAAATAC

TAT AATCTAT
ATATT AGAT A

AAAGGAT AGT
TITCCTATCA

AATGTGCTAT
TTACACGATA

TARAAAMALAL
ATTTTTTTTT

TTGGTATACT

TACTTAGAGA
ATCAATCTCT

AT AAGTTCAA
TATTCAAGTT

CTTAACTTAT
GAATTGAATA

TCACCEGETZC
AGTGGCCACG

CRAAGGATTGA
GTTCCTAACT

TACGGAT ATT
ATGCCTAT &8

TAGTAACTAA
ATCATTGATT

ACACAACCAC

TETETTCGT

TCAAARATGAA
AGTTTTACTT

AAMCATTTAGA
TTGT AAATCT

ATCTTTTTCA
TAGAAARAGT

GCGAAGAAARAC
CCTTCTTTTG

TTGCACTATC
AACGT AT AG

CAAGCCCGTC
GTTCCGGCAG

AAGTGTCATA
TTCACAGTAT

CTATATAGAC
GATATATCTG

AAARATACAAG
TTTTATGTTC

AAAMMCACAA
TTTTTGTGTT

AAARATTTGCA
TTTTAAACGT

CTAGGCCAGT
GATCCGGTCA

ACAAAT AAAG
TGTTTATTTC

AATGCATCAT
TTACGCT AGT A

GATTTCCT A&
CT A2AGEATT

CAAGT AGTCT
GTTCATCAGA

CTGAAAARTT A
GACTTTTAAT

CTTACACTTG
GAATGTGAAC

CAAARAGCTTT
GTTTTCGAAA

GCACCAATTT
CCTGCCTT A8A

AAATTATACA
TTTAATATGT

AACCCCAATT

TTTTTTTTTC

AAABRBAAAAG

ATATTACTTT
TATAATGAAA

ATACCTT &aGC
TATGFCAATTC

TCCACGAAAA
AGGTGCTTTT

TEAT AAAAAC
ACTATTTTITG

CCTCCACAAR
FEAGETGTTT

AAGTGTARAR
TTCACATTTT

GCGAAAAACT
CGCTTTTTGA

TEATTTTTCA
ACTAAAAAGT

CTTCAAATCG
GAAGTTTAGC

TGGACTT AAT
ACCTAATTS

TTTTAGT AAT
ABABATCATTS

AARTCTTACCA
TTAFAATGET

TETTTGCAAAT
ACARACTTTA

AATTTTATGT
TTAAAATACA

AGTGTTGCAG
TCACAACGTC

GCTAATATCT
CGATTAT AGA

GCCCATATCAS
CGCT AT AGTT

AATEACGCTT A

TTACTCGAAT

CAAGCATCAG

TTGCCCTTAR CTTCGTAGTC

TATTGTAGTT
ATAARCATCASA

TGGEECCAATT
ACCCGGTTAA

AMAAANT AGGT
TTTTTATCCA

GACTAATTGA
CTGATTAACT

TCTCTATACA
AGAGAT ATGT

GACATATCAG
CTGT AT AGTC
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>PlantCARE 17604

MYB
MYC

M

GATA-motif->part of a light responsive element

GTl-mctif->1ight responsive element

TCT-motif->part of a light responsive element

&

GAGGAAGTTT
CTCCTTCAAA

GGTCTTTAGT

GATTGAATGG

CTAACTTACC

\ AATCGAAGAA GAACGGC

TTAGCTTCTT C

\ CCTATA

MDS

GAACAGAARAA
CTTGTCTTTT
GGATATGTAA

ATT

TAAAGAAATG

ATTTCTTTAC

light responsiveness

»PlantCARE_17772

+

+

+

TCTGAATCAT
AGACTTAGTA

GGTTAACATA
CCAATTCTAT

CTCCCATTCC
GAGGGTAAGE

TTTCTTATTA

EEEEER 1251

+

+

+

+

+

GGAAATTTTT
CCTTTAAAAR

TTCAATAGAG
AAGTTATCTC

CCTCAARATT
GGAGTTITAA

ARATGTCTGE
TTTACAGACC

ACCATCCAGC
TGETAGGTCG

GGAACATTCT
CCTTGTAAGA

CTCGTCITCA
GAGCAGAAGT

TITCTGTGTT
AMAGACACAR

TGATTTTTGC
ACTAAAAACE

TTTCACAGTA
AAAGTGTCAT

TACTTTGATT
ATCGAARACTAA

CTGATCTGAC
GACTAGACTG

TGTTTETTTT
ACAAACARAR

CATGGTACGC
GTACCATGCG

TTGCTCCATT
AACGAGETAA

CCTATTTTTA
GGATAAAAAT

GAARATCTCA
CTTTTAGAGT

TCATTTTICCA
AGTAAAAGET

TTGGTCITGE
BRACCASAACC

TTCATTTGTG
AAGTAAACAC

CTTCTCTATT
GAAGAGATAR

GGTACTGTTG
CCATGACAAC

ATTTCAAGGE
TAAAGTTCCC

GTCAGAATCA
CAGTCTTAGT

ACCAAAAT G
TGETTTTACC

CAa
T

TTGCAAAAAT
AACGTITTTA

TAGTGCAATA
ATCACGTTAT

ATGTGTAATT
TACACATTARA

TGEAAATTAR
ACCTTTAATT

AGAACAATAT
TCTTGTTATA

TTAATTTTTG
AATTAAAAAC

CETATCCGT
GCATAGGCAC

CTGTTIGTTT
GACAAACAAD

ARAAATCGETC
TTTTTAGCAG

ATTTT=ATTC
TAARRCTAAG

TTTCATACCT
BAAGTATGGEA

GEAACGAAGH
CCTTGCTTCT

GAATTT GAAG
CTTAAACTTC

ATTTATGAAG
TAAATACTTC

HDS

TCAAAAGCGG

GGTCGAGAGT
CCAGCTCTCA
CCACAGAATT

GGTGTCTTAA

x->cis-acting regulatory element involved in

rrGAGCTTTT GCTTTECT T A AAT T

AACTCCARAAR

CGAGAAGATT
GCTCTTCTAA

CGAAACCAAG

GTTAGTGTTG
CAATCACARC

72 AT - T CGACCA

ACTTCTITTGA

ACTTTGTTGT
TGAAACAACH

TTGTTGTATC
AACAACATAG

TATATAGGGS
ATATATCCCC

CTCTAATTTT
GAGATTAAAA

GCAACACTTG
CETTETGAAD

AATCCCTCTC
TTAGCGAGAG

CCTTEGCCTC
GGAACCGGAL

TAGAGAATCT
ATCTCITAGA

CAATTTAGCT
GTTAAATCGA

CTAAARAGAL
GATTTITCTC

AATATCAAAT
TTATAGTTTA

ACCACCTGGT

AATCTTATTA
TTAGAATAAT

CATATTCTTT
GTATAAGARD

TCARAGTTGA
AGTTTCAACT

ATTCCACTTC
TAAGGTGAAG

TGCTAAAACE
ACGATTTTGC

AAACTCTTCT
TTTGCAGAAGA

AACACTGGTT
TTGETGACCAR

CAAATTGGTT
GTTTAACCAR

GGEGTAATTCT
CCCATTAAGA

TTCTGCTTTG
AAGACGEARAC

TCAGCTAATT
AGTCEATTAA

AATGATTTAA

AGGEGETATG
TCCCCCATAC

TTTCGETAATT
ARAGCATTAA

ARAAMATTATC
TTTTTAATAG

TCTTATAAAG
AGAATATTTC

AGAAALGGAT
TCTTTTCCTA

TGCTAAARCA
ACGATTTTGT

TTTTATCCTG
ARAAATAGGAC

CACCACTAAT
GTGGETGATTA

TCTCAATTGC
AGAGTTAACE

CTTGGGETCTE
GAACCCAGAC

GGGTTTTGCE
CCCAAAACGC

ATTATCCAAT
TAATAGGTTA

TTGCTCTGTG
AACGAGACAC

TGCGGAAGAG
GCCTTCTC

AGTAAAACTC
TCATTTTGAG

TTATCATATT
AATAGTATAA
ATGAATTGAG
TACTTAACTC

TTTGATATIG
AAACTATAAC

CTAATGCTAC
GATTACGATG

TTTACTTAAG
ARATGAATHEN

AAATATTAGT
TTTATAATCA

GTGTCAATTT
CACAGTTAAM

AAATAGAGGA
TTTATCTCCT

TTTGEACTAT
AAACCTGATA

AGTTITCTTTC
TCAAAGARAAG

TTCTTCCTCT
AAGAACCAGA

ATGATCTTGE
TACTAGAACC

GTTTGATTAG
CAAACTAATC

GAATTTTGGT
CTTAAAACCA

TGCCATGATC
ACGETACTAG

CCTATGCAGT
GGATACGTCA
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.AE—box—>part of a module for light response

G-box->cis-acting regulatory element involved in

light responsiveness

[l tcr-motif->part of a light responsive element

GTl-motif->1light responsive element

>PlantCARE_180zZ0

+

+

TAACTCTTAT
ATTEACAATA

TTTTSTTATA
AAAACAATAT

AARCTCTCTET
TTCACACACH

ACTTATTECC
TEAATARCGE

AATGATTTEC
TTACTAARCE

TCAATZARAR
AGTTACTTTT

ATACATCETCET
TATETACACH

ACGACTTTAAC
TCTCAAATTS

CETAGGTACG
GCATCCATGC

ARARDAARTA
TTTTTTTTAT

CAAATACATT
GTTTATGTAR

ATTTTTTTTT
TAAAADARAD

TiZAACAGTCA
ACTTETCACT

GEAATTGETA
CCTTAACCAT

ACATATGEGEC
TETATACCCE

TTTTTTTTTT
ARARARAARA

TETEZACGATT
ACACTGCTAM

ACACACAARR
TETETETTTT

ATATCCCATT
TATACEETARL

AGTTCACARLG
TCAACTETTC

CATAAATTTE
GTATTTAAAC

CTCTTTTAGT
GAGAARATCA

AGACATAARD
TCTGETATTTT

TCCTTGETCAA
AGGAARCAGTT

TTTATTATAA
AAATAATATT

GCATCETTTT
CETAGCAMAD

ACAGTTGACT
TETCAACTEA

CTATAARRAGC
GATATTTTCE

TATTCACCETC
ATAACT QA

ATCAATTCAT
TAGTTAACTA

ARAAAAMAARC
TTTTTTTTTG

CTCAAAARRATC
GAGTTTTTAC

CTCACAARCTC
CACTGETTAE

CEACTTCAAS
GCTZAAGTTC

AGGATETCTC
TCCTACAGAG

AATTACACAT
TTAATGTETA

TTATCCAARR
AATAGETTTT

ATGTGEARAGA
TACACCTTCT

GCTTGCTTET
CEAACGARACH

HDR

TEATCT TG
ACTAGARCCE

AGCCGCATTT
TCEECETAAR

TTAACCCATT
BATTSCCTAR

TCTATATTTT
ACATATAAAR

CCTATCCAAT
GEATAGSTTA

BATATTCTT
TTATAACAAC

ACAATCTTAT
TCTTAGRATA

AGACTTTCAC
TCTEAARGT

TTCCCATTAT
AAGGETAATA

GTCCAATTCC
CAGGTTAAGG

ACATATTAAT
TETATAATTA

GECTCTGAGA
CCGAGACTCT

GCETTTCTCT
CeCARACACA

ATAARCTAGC
TATTTGATCE

CTTARGCCCA
CAARTTCGEET

ACTTTTGETCC
TAARACAZZ

TCCTTETTTT
ACCARCARAR

GACTACATTT
CTEATETAAR

TTTTTATTAC
AARARTAATZ

ATTCACACZCA
TARCT T T

TTTCECGACT
AARGCECT G

TTTCTCACCA
ARAGARGTGET

AAGTEETTCG
TTCACCAAGC

TCAATTTTTT
AGTTAAARAD

TAACTCGT GG
ATTGAGCACC

CERACTCTC
GCTTGAGAS

GT1l-motif->1ight responsive element

-GAT]-\—motif—>part of a light responsive element

MYB

MYC

Myb

TTAACGAGTTA
AARTTCTCAAT

TETEZATTTTC
ACACTARARG

AARATCATTTA
TTTACGTAAAT

GTACGACACT
CATGCTGTGA

TCTATETATE
AGATACATAC

AARTTTTTATT
TTAAALATARL

ATCACACATC
TAGTGTETAZ

CAATTTTTTT
CTTAARARARD

AATATARAT
TTATACTTTA

TTECATTTTA
AACGTAARAT

TTTTTTTTTT
AAADDDALDN

ACCAAAATCG
TEETTTTAGC

MYB

Myl

AGEEEECTT
TCCCCCGEAAD

TTACATCTAC
AATCTAGAT

AGATCAGCA
TCTAGTCETC

TAACCTATCC
ATTGEATAG:

TATETTATTE
ATACAATARC

AATATCCAT
TTATAZGETAC

ATTARACARN
TAATTTCTTT

TTITTTTGETGE
AARRARRACACC

CAAATCCCAT
GTTTAGGETA

CACTAATTCC
GTGATTAAGS

TGACATCTCT
ACTGTAGAGA

TCCATTGAAG
AGGTAACTTC
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Anexo 5. PCR sobre DNA gendmico de plantas transgénicas.
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Figura 1. Confirmacion de la presencia de las construcciones de interés en el genoma de las
plantas resistentes a MSO de la generacién T1 resultado de la transformacion de Arabidopsis.
De izquierda a derecha, se muestra la presencia del fragmento de 1477 pb que incluye parte
de la region reguladora de DXR y parte del gen de la luciferasa para dos lineas transgénicas
de pDXR::LUC. Se muestra que la linea 1 de pMDS::LUC, no porta el transgene, en cambio
en las lineas 2, 6 y 7 amplifican para el fragmento 659 pb correspondiente a la region
reguladora de MDS y parte del gen de la luciferasa. Se muestra la presencia del fragmento
amplificado de 1129 pb, que incluye parte de la regidn reguladora de HDR y parte del gen
de la luciferasa, de las lineas transgénicas 1 y 2 de pHDR::LUC. Gel de agarosa al 1% en
TAE 1X teflido con bromuro de etidio, los transgenes amplificaron con oligonucleétidos

especificos (ver tabla 1). En el control negativo (C-) no se us6 templado para la reaccion.
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Figura 2. Confirmacion de la presencia de la construccion pDXR::LUC en el genoma de las
plantas de la generacion T1 resistentes a MSO. Se muestra que la linea 4, la linea 5, la linea
6, lalinea 7, lalinea 8 y la linea 9 de pDXR::LUC amplifican para el fragmento de 1477 pb,
que incluye parte de la region reguladora de DXR y parte del gen de la luciferasa. Gel de
agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio de transgenes amplificados con
oligonucledtidos especificos (ver tabla 1). En el C- no se us6 templado para la reaccion.
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Figura 3. Confirmacion de la presencia de la construccion pMCT::LUC en el genoma de las
plantas de la generacion T1 resistentes a MSO. Se muestra que la linea 1 y la linea 2 de
PMCT::LUC amplifican para el fragmento de 1245 pb, que incluye parte de la region
reguladora de MCT y parte del gen de la luciferasa. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido
con bromuro de. El transgene se amplific6 con oligonucleétidos especificos (ver tabla 1). En

el C- no se us6 templado para la reaccion.
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Figura 4. Confirmacion de la presencia de la construccion pCMK::LUC en el genoma de las
plantas de la generacion T1 resistentes a MSO. Se muestra que la linea 1, la linea 2 y la linea
3 de pCMK::LUC amplifican para el fragmento de 620 pb, que incluye parte de la region
reguladora de CMK vy parte del gen de la luciferasa. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido
con bromuro de etidio. El transgene se amplific6 con oligonucle6tidos especificos (ver tabla

1). En el C- no se us6 templado para la reaccion.
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Figura 5. Confirmacion de la presencia de la construccion pMDS::LUC en el genoma de las
plantas de la generacion T1 resistentes a MSO. Se muestra que la linea 8, la linea 9y la linea
10 de pMDS::LUC amplifican para el fragmento de 659 pb, que incluye a la regién
reguladora de MDS y parte del gen de la luciferasa, mientras que las lineas 3, 4 y 5 no portan
el transgene. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio. El transgene se
amplifico con oligonucledtidos especificos (ver tabla 1). En el C- no se usé templado para la

reaccion.
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Figura 6. Confirmacion de la presencia de la construccion proMDS::LUC en el genoma de
las plantas de la generacion T1 resistentes a MSO. Se muestra que la linea 12, la linea 13, la
linea 14, la linea 15, la linea 16 y la linea 17 de proMDS::LUC amplifican para el fragmento
de 659 pb, que incluye a la region reguladora de MDS y parte del gen de la luciferasa. Gel
de agarosa al 1% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio de transgenes amplificados con
oligonucledtidos especificos (ver tabla 1). En el C- no se us6 templado para la reaccion.
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Figura 7. Confirmacién de la presencia del transgene pHDS::LUC en el genoma de las
plantas de la generacion T1 resistentes a MSO. Se muestra que la linea 5 de pHDS::LUC, no
porta el transgene, mientras que todas las demas lineas amplifican el fragmento de 1245 pb,
que incluye a la region reguladora de HDS y parte del gen de la luciferasa. Gel de agarosa al
1% en TAE 1X tefiido con bromuro de etidio. El transgene se amplificd con oligonucle6tidos

especificos (ver tabla 1). En el C- no se us6 templado para la reaccion.
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Figura 8. Confirmacion de la presencia del transgene pHDR::LUC en el genoma de las
plantas de la generacion T1 resistentes a MSO. Se muestra que la linea 8 de pHDR::LUC, no
porta el transgene, mientras que todas las demas lineas amplifican el fragmento de 1129 pb,
que incluye parte de la region reguladora de HDS y parte del gen de la luciferasa. Gel de
agarosa al 1% en TAE 1X teflido con bromuro de etidio. El transgene se amplific6 con
oligonucledtidos especificos (ver tabla 1). En el C- no se us6 templado para la reaccion.
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Anexo 6. Analisis de la segregacion de la resistencia a MSO en semillas de la
generacion T2 de lineas transgénicas.

Figura 1. Analisis de la segregacion de la resistencia a MSO en semillas de lineas de
pDXR::LUC, generacion T2. Se observa en A) Linea 1 X?=0.35, B) Linea 2 X?=0.35, C) Linea 4
X2=0.0000029, D) Linea 5 X?=0.45, E) Linea 6 X?=0.85, F) Linea 7 X?=0.95, G) Linea 8 X?=0.007,
H) Linea 9 X?=0.63. La barra de color blanco en las fotos es la escala de 1 cm.
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Figura 2. Andlisis de la segregacion de la resistencia a MSO en semillas de la linea 2 de

pMCT::LUC, generacion T2. Se observa Linea 2 X°=0.71. La barra de color blanco en las fotos es
laescala de 1 cm.

Figura 3. Analisis de la segregacion de la resistencia a MSO en semillas de lineas de
2 2
pCMK::LUC, generacion T2. Se observa en A) Linea 1 X =0.074, B) Linea 2 X =0.34, C) Linea 3
2
X =0.22. La barra de color blanco en las fotos es la escala de 1 cm.

Figura 4. Andlisis de la segregacién de la resistencia a MSO en semillas de lineas de
2 2
pMDS::LUC, generacion T2. Se observa en A) Linea 8 X =0.23, B) Linea 9 X =0.76, C) Linea 10

2
X =0.004. La barra de color blanco en las fotos es la escala de 1 cm.
94



Figura 5. Andlisis de la segregacion de la resistencia a MSO en semillas de lineas de
pHDS::LUC, generacion T2. Se observa en A) Linea 1 X2=0.24, B) Linea 2 X2=O.24, C) Linea 3
X°=0.32, D) Linea 4 X°=0.00011, E) Linea 6 X’=0.0000000008, F) Linea 7 X’=0.36, G) Linea 8
X°=0.0000003. La barra de color blanco en las fotos es la escala de 1 cm.

95



Figura 6. Analisis de la segregacion de la resistencia a MSO en semillas de lineas de
pHDR :LUC, generacion T2 Se observa en A) Linea 1 X =0.32, B) Linea 2 X 0 00001, C) Linea
3 X =0.0001, D) Lmea 4 X =0.00000005, E) Linea 5 X =0.63, F) Linea 6 X =0.26, G) Linea 7
X =O.86, H) Linea 9 X =0.37, 1) Linea 10 X =0.0011, J) Linea 11 X =0.48, K) Linea 12 X =0.00001,

2 2
L) Linea 13 X =0.208, M) Linea 14 X =0.000000007. La barra de color blanco en las fotos es la
escala de 1 cm.
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Anexo 7. Determinacion de lineas transgénicas homocigotas y heterocigotas en
semillas de la generacion T3 por la resistencia a MSO.

pDXR::LUC Linea1

PDXR::LUC Linea 2
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pDXR::LUC Linea 5
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PMCT::LUC Linea 2
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PCMK::LUC Linea 2
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pMDS::LUC Linea 8
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pMDS::LUC Linea9
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PHDS::LUC Linea1

PHDS::LUC Linea2
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PHDS::LUC Linea3

pHDS::LUC Linea?7
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PHDR::LUC Linea1
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PHDR::LUC Linea 6
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