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GENERATION OF TRANSGENIC TOBACCO (Nicotiana tabacum L.)
MODIFIED IN ITS CAPACITY TO BIOSYNTHESIZE TREHALOSE AND IN
I'TS RESISTANCE TO Pectobacterium carotovorum (JONES 1901)

Carlomagno Melchor L(’)pez1 José Oscar Mascorro Gallarde®

RESUMEN

La finalidad de este trabajo fue la de elucidar el
papel del metabolismo de la trehalosa en la
interaccién planta-patégeno con la generacién
de plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana
tabacum L.) mediante agroinfeccién, que
sobreexpresaron genes de la  levadura
Saccharomyces cerevisiae: a) se generaron
planias con el gen ScATHI que codifica para la
trehalasa 4cida que degrada la trehalosa en dos
moléculas de glucosa y b) plantas que acumulan
irchalosa con la construccién bifuncional
ScTPSI-TPS2 que codifica la biosintesis de
trehalosa. Las plantas transgénicas (lineas)
ScATHI 'y ScTPSI-TPS2 fueron evaluadas
morfoldgicamente y en su capacidad para crecer
in vitro con trehalosa como fuente de carbono, y
principalmente evaluadas frente al ataque de la
bacteria fitopatégena Pectobacterium
carofovorum  (Jones  1901) causante de
marchitez. La sobreexpresién de la trehalasa
(ScATH1), no ocasioné cambios morfolégicos
aunque las plantas fueron més susceptibles a P.
carotovorum, mientras que la sobreexpresion de
la construccitn bifuncional ScTPSI-TPS2 redujo
la invasién y la severidad del dafio causado por
la bacteria P. carotovorum, adicionalmente estas
plantas (lineas) mostraron tolerancia a estrés
hidrico asi como acentuados cambios en la
morfologia de planta ¥ una aceleracion de la
floracién. FEstos resultados sugieren que el
metabolismo de la trehalosa afecta la interaccion
planta-patdgeno.

Palabras clave: Trehalosa, agroinfeccion,
ScATHI, SeTPSI-TPS2, Pectobacterium
carotovorum

! Tesista
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ABSTRACT

The aim of this work was to elucidate the role of
trehalose  metabolism in  plant-pathogen
interaction through the generation of transgenic
tobacco plants by agroinfection. The resulting
transgenic plants over-expressed two yeast
genes: a) ScATH]I, which codifies trehalase acid
and b) SeTPSI-TPS2, which codify biosynthesis
of trehalose. Both kind of transgenic lines were
evaluated in their morphology and their capacity
for regeneration in vitro on trehalose as carbon
source, The transgenic lines were also
characterized in their response against the
phytopathogenic  bacteria  Pectobacterium
carotovorum (Jones 1901), which causes
wilting. The over-expression of ScATH! did not
cause morphological changes although the
plants were more susceptible to the pathogen,
while the over expression of SeTPSI-TPS2
reduced the invasion of the pathogen and the
severity of the damage. However, the planis
exhibited some changes in their morphology and
flowering time decreased. The data also showed
that the lines were more tolerant to drought, In
conclusion, the data of this work suggests that
irehalose metabolism in plants is involved in
plant-pathogen interaction.

Key words: Trehalose, agroinfection, ScATH],
SeTPSI-TPS2, Pectobacterium carotovorum
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1. INFRODUCCION

Los problemas fitosanitarios, asi como la prevencién y control de los patdgenos que los
causar, se han convertide en actividades de primera importancia cn los procesos

productivos que se llevan a cabo en el 4mbito agricola,

El tabaco Nicotiana tabacum 1. es unz planta que ha sido ampliamente utilizada
experimentalmente como modelo para la transformacién genética y cultivo in vitro
debido principalmente a su capacidad de ser fhicilmente fransformable y tener una
morfologia y fisiologia méas semejante a la de cultivos agrondmicos como el jitomate
(Licopersicum esculentum 1.} y otras dicotiledéneas. Muchas proteinas recombinantes
que.se quieren expresar en plantes superiores, asf como protefnas recombinantes de
interés farmacolégico (para obtener las lamadas plantas ftransgénicas de tercera

generacion, utilizadas como fabricas de moléculas) son a menudo ensayadas en tabaco,

La factibilidad de utilizar tabaco como un modelo, nos permiti¢ llevar a cabo- la
e¢valuacion de la sobreexpresién de los genes de Saccharomyces cerevisiae ATHI (que
codifica pare la trehalasa 4cida encargada de la hidrdlisis de trehalosa) y SeTPSI-TPS2
(que codifica para biosintesis de trehalosa); esto con la premisa de una serie de reportes
cientificos donde se menciona que la presencia de trehalosa (disacérido formado por dos
glucosas unidas por sus carbonos anoméricos respectivos) realizados en Ardbidopsis

thaliana sugieren que el metabolismo de la trehalosa presente tanto en organismos



patdgenos como en el hospedante juega un papel importante en la relacién patogénica en

una forma no elucidada a la fecha.

La biotecnologia, y mds especificamente la manipulacién genética a través de
Agrobacterium tumefaciens ofrecen una alternativa de muy alio potencial como
complemento a los sistemas tradicionales de mejoramiento genético; ya que para esta
mvestigacion representd la via para transferir los genes ScATHI! y ScTPSI-TPS2
responsables de la hidrdlisis y sintesis de trehalosa respectivamente; a las plantas de
tabaco ‘Xanthi’; hecho que a su vez permiti6 llevar a cabo la caracterizacién de las
plantas transgénicas obtenidas y poder determinar el grado de tolerancia y/o
susceptibilidad que presentaban con respecto a la infeccion de la bacteria fitopatégena

Pectobacterium carotovorum, ceusante de un cuadro de marchitez foliar en tabaco.

Ademas de las diferentes respuestas de resistencia v/susceptibilidad de las plantas
transgénicas, los resultados obtenidos con las lineas transgémcas de tabaco con Sc7PS!-
TPS2 (que acumulan mds trehalosa) permitieron lievar a cabo una caracterizacién de su
tolerancia al esirés hidrico; teniendo como referente inmediato resultados publicados
donde se hace mencién a que la trehalosa parece estar involucrada en la regulacion del
metabolismo del carbono y en la fotosintesis, y que su acumulacién estd asociada a una

mayor tolerancia al estrés abidtico como la sequia.

Los siguientes objetivos fueron la base para desarrollar la presente mvestigacidn:



Objetivo general

Obtener plantas transgémicas de tabaco con capacidad de hidrolizar o biosintetizar
trehalosa; para determinar su resistencia o susceptibilidad a la bacteria Pectobacterium

CaArciovorum.

Objetivos particulares

1. Realizar transformacion genética de tabaco {(Nicotiana tabacum L.) mediante

agroinfeccion que sobre expresen el gen ScATH/! de la levadura Saccharomyces

cerevisiae,

2. Obtener lineas transgénicas de tabaco (Micotiana tabacum L.) mediante agroinfeccién
que sobre expresen el gen bifuncional ScIPSI-TPS? de la levadura Saccharomyces

cerevisiae.

2. Realizar una caracterizacion molecular y morfolégica de los materiales transgénicos
obtenidos de tabaco transfom'lados con genes que controlan la hlchohsls extracelular

(ScATHI) o la biosintesis intracelular de trehalosa (ScTPSI-TPS2).



3. Detertinar la resistencia a patégenos de las plantas transgénicas obtenidas de tabaco

(Nicotiana tabacum L) ante la bacteria fitopatdgena Pectobacterium carotovorum.

4. Determinar la capacidad de tolerar sequia de las plantas transformadas con Sc7PSJ-

TPS2 al modificar el contenido de trehalosa en sus tejidos vegetales.

Para el desarrollo de esta investigacién se establecié la siguiente hipdtesis:

HIPOTESIS

La alteracion en el contenido endégeno de trehalosa de plantas de tabaco transformadas
con genes que controlan la hidrélisis o biosintesis de este azticar, mostraran fenotipos

diferentes frente a las plantas no transformadas.

El metabolismo de la trehalosa presente tanto en microorganismos patégenos como en el
hospedante, es un clemento importante en la relacién patogénica, postulandose que la
acumulacién endégena de trehalosa en plantas transformadas podria conferir mayor

tolerancia a patégenos.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Transformacion genética via Agrobacterium tumefaciens

El uso de la bacteria Agrobacterium tumefaciens ha jugado un papel muy importanie en
el desarrolle de la ingenierfa genética de plantas, asi como en ia investigacién bisica.
Para finales de los noventas se hablaba de que el 8C % de las plantas transgénicas
obtenidas habian sido producto de! uso de esta bacteria como herramienta en el proceso

de introduccién de genes fordneos (Wang y Fang, 1998).

Inicialmente se creja que solo las plantas dicotileddneas, gimnospermas y unas cuantas
especies monocotiledéneas podian ser transformadas por estas bacterias. Pero nuevos
descubrimientos hicieron que se cambiara esta concepeidn demostrando que especies
monocotiledéneas vy hongos pueden ahora ser transformados (Chan, et al., 1993;

Bundock er al., 1993).

El éxito del proceso de transformacién genética mediante A. fumefaciens radics en la
capacidad de infectar un gran mimerc de plantas después de presentar heridas. El
responsable de la formacion de agallas o tumores es el plésmido Ti; lo anterior ha sido
estudiado y actualmente se entiende que el plismido Ti de Ia bacteria tiene la capacidad
de producir el ADN-T el cual posteriormeﬁte se infroduce e integra al genoma del
organismo vegetal, este principio se ha aprovechado para introducir uno o varios genes a

las plantas.



El proceso de transformacién mediante 4. tumefaciens se lleva a cabo en 7 pasos,

enumerados por Sheng y Cotovsky (1996), mismos (ue se eruncian a continuacion;

L. Reconocimienio de las células vegetales por la bacteria,

2. Reconocimiento de las sefiales moleculares de la blanta por el sistema
sensor/transductor de la bacteria VirA/VirG,

3. Activacién de los genes bacterianos vir,

4. Produccidn de la hebra transferible T, o

5. Formacion del complejo T para transportarlo al interior de la célula vegétal,

0. Importe nuclear del complejo 7T,

7. Integracién del ADN-T.

La versatilidad de A. tumefaciens ha permitido reportar la transformacién genética de
una gran cantidad de especies vegetales, solo por mencionar algunos especies como:
crisantemno, rosa, anturio (Chen et al., 1996), frutales como papaya (Cheng ef al., 1996)
manzana (Norelli et al., 1996), citricos (Pefia ef al., 1995; Pefia et al., 1997, Cervera ef
al., 1998), aguacate (Cruszernél]_dez et al., 1998), y cultivos extensivos como soya
(Meurer et al., 1998; Trick er al., 1998), nﬁeic’)n (Nishibayaski ef al., 1996) cruciferas
(Metz ef al, 1995), jitomate, eic. se han logrado excelentes resultados zl introducir Jos
genes foraneos por esta via. Sin embargo, cuando el procese de transformacién genética
parte de una hipétesis a probar es conveniente contar con modelos que permitan lievar a
cabo cstudios suficientes para poder extrapolar los resultados de la transformacion en
plantas cuyo proceso de transformacién pueda resultar mas complejo, ante esto la

plantas como Arabidopsis thaliana y Nicotiana tabacum han sido de sumz importancia



al convertirse en excelentes sistermas faciles de transformar, y por ende de analizar,

(Gamez et al., 2004).
2.2. Azucares ex las plantas

De acuerdo con Roiland er al. (2002), los azticares en las plantas cumplen una
importante funcidn tipo hormonal como mensajeros primarios en la transduccién de
sefiales; esto a la par de su papel esencial como sustratos en el metabolismo del

carbono y de la energia, asf como en la biosintesis de polimeros.

Los azicares pueden también actuar como morfdgenos, dando informacién
posicional a la maquinaria del ciclo celular y proporcionando diferentes programas de
desarrollo. Ademés se encuentra una actividad sefializadora de los aziicares participando
en ¢l control del crecimiento y del desarrollo durante todo el ciclo de vida de la
planta, un ejémplo claro se encuentra durante la germinacién y el desarrollo
temprano donde los azucares comtrolan la movilizacién de los nutrimentos, el
alargamilento del hipocotilo, la expansién v coloracién verde de los cotiiedones, v ¢l

desarrollo del brote (Rolland et al., 2002).

Dentro de los azucares con funcién sefializadora se encuentran las hexosas, cuya
presencia dispara potentes sefizles que la planta detecta, sin embargo las rutas
mediadas por {rehalosa v sacarosa también juegan un papel importante en la regulacién

del desarrollo y la expresion de los genes. Se ha sugerido que en plantulas la sacarosa



regula la diferenciacién y el almacenamiento, mientras que las hexosas controlan el

crecimiento y el metabolismo (Rolland e af., 2002).

Para llevar a cabo la activacién de rutas de transduccion de sefiales, el azlcar primero
debe ser detectado. Rolland er al. (2002) resume lo anterior al mencionar que al estadiar
la sefializacion por azucares, sec ha reportado la participacién de proteinas fosfatasas
como PPL; protefnas kinasas como SnRKs, proteinas kinasa dependientes de calcio,
, . g s oy 24 .
proteinas kinasas activadas por mitégenos; y por Gltimo el Ca” como mensajero

secundario.

En cuanto a los mecanismos de. percepeion de los aziicares se propone un modelo de
percepcién de metabolitos que incluye receptores en la membrana y receptores
internos. Con el desarrollo de estos modeios se pretende explicar que las moléculas
receptoras de la membrana perciben las concentraciones externas de azicares v
desencadenan una cascada de sefiales regulando la biogénesis de transportadores y la
insercién o degradacién de proteinas en la membrana plasmatica. En la situacién de
que existan bajas concentraciones de azicares se activa un sensor que induce genes
para ftransportadores, y al haber mas protefnas transportadoras hay una mejor
absorcion de los azticares. Por otro lado, con altas concentraciones infernas de
azlcares el sensor intracelular puede reprimir Ja transcripeién para transportadores, o
promover su inactivacién via endocitosis y degradacién, reduciendo asf la entrada de

azlcares (Lalonde ef al., 1999),



El aspecto de la funcién sefializadora de jos amicares en plantas se ha enfocado en la
expresion de varios genes. (Rolland ef al., 2002) mencionan que una gran diversidad
de genes son regulados por azlcares al nivel de la transcripeion, incluyendo genes
relacionados con fotosintesis, metabolismo del carbono y del nitrégeno, respuesta a
estrés y metabolismo secundario en diferentes especies de plantas. Los mismos
autores aseveran que los azlcares pueden reprimir la expresién de un gen afectando la
estabilidad del ARN mensajero, a través de regiones que no se transcriben como se ha

demostrado en Arabidopsis.

La regulacién de los procesos mediante los aziicares proporciona a la planta mecanismos
muy valiosos para ajustarse a las condiciones ambientales v para controlar procesos
fisiolégicos v del desarrollo, como foiosintesis y floracién. Los genes que responden a
los carbohidratos inician respuestas de "banquete o hambruna”. Los genes para
fotosintesis y movilizacién de recursos son inducidos por la baja en carbohidratos
(respuesta a la hambruna), mieniras que al aumentar las concentraciones de azucares se
estimula la expresirén de los genes para utilizacién y almacenamiento (respuesta al
banquete). Esto ocuire tanto en las células de la fuente como cn las tejidos de la

demanda (Lalonde ez al., 1999; Rolland ef al., 2002).

Un aspecto importante a considerar es la funcién sefializadora de los aztcares es sil
implicacién en la regulacién de la senescencia de la hoja. Rolland ef al. (2002) indican
que los azicares reprimen la expresién de los genes fotosintéticos, y que en plantas
transgénicas, la expresion de la hexokinasa se correlacionz con la tasa de senescencia deo

la hoja. Es interesante que la expresién de la fosfolipasa D, la cual es importante para la



senescencia de la hoja, sea inducida por la glucosa. En algunos estudios el contenido de
glucesa y fiuctosa se ncrementé con la edad de la hoja, mientras que el contenido de

almidén disminuyd drasticamente,

Los aspectos de senescencia de la hoja, dieron pauta para analizar los efectos de los
aziicares en la transicion del dpice vegetativo a floral, hecho que se ha estudiado con
mas detalle recientemente v que resulta ser sumamente complejo. En Arabidopsis se
requiere el incremento en la exportacién de las hojas y la movilizacidén del almidén
para que haya floracién, lo cual sugiers que los carbohidratos del floema tienen una

funcién critica en la transicién a floracién (Rolland ez al., 2002),

2.3. Trehalosa

Lz trehalosa (a -D-glucopiranosil-[1,1]-a -D-glucopirancsa) es un disacérido no reductor
formado por dos moléeulas de glucosa enlazadas de modo que el enlace glucosidico se
da entre el hidroxijo dpl carbono 1 de una molécula y el hidréxilo del carbono 1 de la
otra molécula (Figura 1). Es bastante zbundante en la naturaleza vy cominmente se
encuenira en insectos, levaduras lactobacilius, hongos y ofras plantas. Por su capacidad
bara actuar como protector de proteinas contra la desecacién o la congelacion, posee uso
potencial en conservas alimenticias, comidas envasadas, alimentos congelados y en

medicamentos y productos cosméticos. (Branca ef al., 1999),



CHLOH

Figura 1. Estructura de la trehalosa,

De acuerdo con Thevelein, (1984) y Weisburd, (1988), el aztcar trehalosa (a-D-
glucopiranosil- - glucopirandsido), es un disacirido no reductor que en células
eucariotes se encuentra comuinmente como un azicar de reserva, asi como implicado en

la respuesta a diversos estreses ambientales.

7

Por su parte Wingler (2002), menciona que en adicién a la funcidn de carbohidrato de
reserva, la trehalosa juega un papel muy importante en el rol de proteccidn zl estrés,

especialmente durante estreses provocados por calor y deshidratacién.

En la levadura Saccahromyces cerevisiae, se ha determinado que la trehalosa es
necesaria para que las células puedan contender con diversos estreses como el calor,

desecacion e inanicién (De Virgilio et ai., 1994).

En cuanto a la accién de la trehalosa frente g sstreses bajo condiciones in vitro autores

como Elbein er al., (2003) afirman que este disacarido protege a las enzimas del estrés

11



bajo términos ix vitro, proporcionando un medio para que las células puedan sobrevivir
& condiciones adversas. La trehalosa es capaz de preservar la integridad de las
membranas bajo condiciones de altas femperaturas o estrés osmotico. Favoreceria
también la permanencia del estado fluido de los lipidos, evitando la separacién de fases,

la fusidn y el rompimiento de las membranas (Crowe ef al., 1984),
24. Trehalosa como un compuesto de reserva

Autores como Elbein, (1974) hacen mencidn de que la trehalosa juega un papel

importante como un componente de reserva en levaduras y hongos.

En 5. cerevisiae, los genes que codifican para la trehalosa 6-fosfato gintasa (TPSI)y la
trehalosa 6-fosfatasa (TPS2) han sido clonados v secuenciados (Vuorio ef al.,, 1993).
Ademas, otras dos protemas reguladoras estan presentes (TPS3 y TSL1), Thevelein vy
Hohmann (1995), las ubican como necesarias para la estabilizacién y la actividad
méaxima del complejo de la trehalosa sintasa. TPS1p también desempefia un papel
crucial ;:n el control del camino glucolitico pero de acuerdo con los mismos autores esta

condicion se Heva a cabo sin relacion alguna e la sintesis de trehalosa.

La conceptualizacién de la trehalosa en el sentido estricto de funcionar como un
ca.rbohidratp de reserva ha side cuestionado en la actualidad por investigadores como
Wiemken (1990), donde le atribuyen, de acuerdo a su criteric; una funcién més
importante como osmoprotector en levadura, que como un carbohidrato de reserva,

peniendo asi bajo anélisis el esquema clasico de investigadores como Dawes y Senior

12



(1973), quienes en su momenio afirmaron que la principal funcién de la trehalosa era
como azucar de reserva y que se debia sintetizar cuando la fuente de energia exdgena
excedia las necesidades celulares del crecimiento, mientras que Ia degradacion ocurriria

cuando hay deprivacién de una fuente de carbono para sostener e! crecimiento,
2.5. Funciones de trehalesa en levaduras

Los estudios mas detallados sobré la funcién de la trehalosa en las células se han llevado
a'cabo en la levadura Saccharomyces cerevisiae. Fn esta, 1a sintesis del disacarido se
realiza en dos pasos enzimdticos mediados por las enzimas trehalosa 6-fosfato sintasa
(TPS) y trehalosa 6-fosfato fosfatasa (TPP). Ambas enzimas estin codificadas por los
genes TPS1 v TPS2 respectivamente. Existen ademés otros dos genes (TPS3 y TSL1)
que codifican proteinas regulatorias que, junto con las proteinas TPS y TPP, forman un
complejo encargado de la biosintesis de trehalosa (Thevelein y Hohmann, 1995). En
sentido opuesto, la hidrélisis de la trehalosa en sus dos moléculas de glucosa es llevada a

cabo por la trehalasa (Miiller et al., 2001).

Thevelein y Hohmann (1995j obtuvieron la mutante ¢ps/ de la ievaduré S. cerevisiae,
cuya caracteristica fue la incapacidad de sintetizar trehalosa, y su 1mposibilidad para
crecer en un medio con glucosa como Unica fuente de carbono. Al respecto se han
postulado dos hipétesis principales para explicar la inhabilidad de la mutante tps] para

crecer en glucosa:



1} Que la proteina TPSI, junto con un transportador de azucares v la hexocinasa 2,
estarfan conformando un complejo sensor de glucosa (GGS) (Thevelein y Hohmann,

19953,
2) Lai‘cgulacién estaria dada mads que nada por el intermediario trehalosa o-fosfato, ya

que in vitro se ha demostrado que es capaz de inhibir la actividad de la hexocinasa 2

(Blazquez et al., 1998),
2.6. Hidrolisis de la Trehalosa

La trehalosa como carbohidrato de reserva puede ser sintetizado por la célula u obtenido
del ambiente externo y es convertida por la trehalasa en presencia de agua en dos

moleculas de glucosa (Francois y Parrow, 2001).

La levadura S cerevisine posee dos enzimas {rehalasas; una trehalasa dcida codificada
por ATHI (Alizadeh y Klionsky, 1996), y una trehalasa neuira codificada por NTHI

(Kopp et ai., 1993).

De acuerdo con Nwaka ef al. (1995) existe un tercer locus, NTH2, el cual es 77 %
idéntico al NTHI, pero de acuerdo a los autores este parece no tener una actividad de
trehalasa; ni parece estar involucrado en el catabolismo de la trehalosa, puesto que la

mutante nth2 presentd niveles normales de actividad de trehalosa neutra y de trehalosa.

El genr NTH]I ha sido clonado en S. cerevisiae y en Kluyveromy ceslactis (Kopp et al.,

1993; Amaral ef al., 1997) se trata de una enzima citosélica gque muestra una actividad
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maxima a un pH de 7.0; de ahi el nbmbre con el cual es identificada, esta misma se
activa por Ca2+ ¢ Mn2+ y s inhibida por Mg2+ (Nwaka et al., 1995, Francois y Parrox,
2001). NTHIp es controlado por la fosforilacién de una proteina cinasa dependiente de
AMPc y parece ser una enzima implicada directamente en la movilizacién de la
trehalosa que ocurre en respuesta a distintos estimulos fisioldgicos como lo son:
germinacion, recuperacion ante situaciones de estrés etc. (Nwaka ef al., 1995; Francois

v Parrou, 2001).

En cuanto al papel fisioldgico de la trehalasa 4cida (4TH/ ) en la levadura; se sabe que
esté situada dentro de las vacuolas en S cerevisiae y Candida utilis (d’Enfert v Fontaine,
1997). La actividad es maxima a un pH acido (4.5), no es reguiada por la fosforilacion
de una proteina kinesa dependiente de AMPc y no es afectada por los cationes
divalentes. Bsta enzima no ests implicada en la degradacidn fisiolégica de la trehalosa,
estd sujeta a la represidn catabolica en presencia de glucosa (San Miguel y Argiielles
1994). El mecanismo molecular por el cual la trehalosa puede ser transportada hacia la
vacuola no se conoce claramente; sin embargo, recientemente se ha demostrado que mas
del 90 % de la actividad de Athlp es extracelular, también se ha encontrado que Agtlp
regula el transporte y la hidrélisis de la trehalosa, a través de la trehalasa neutral
citosélica (Nthlp), la cual esta acoplada vy representa una segunda via independiente

(Jules er al., 2004),

De acuerdo con Jules ef al. (2004), la trehalosa extracelular es degradada por Athlp, la

cual fue originalmente predispuesta para ser una proteina vacuolar, pero
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experimentalmente se ha demosirado que principalmente se localiza cn el espacio

periplasmatico, ademas de una pequefia fraccién en la pared celular,

Por su parte Zahringer et al. (1997) hacen referencia a que ATHI aparentemente no es

indocido por condiciones de estrés,

Nweka er al. (1996) mencionan que la delecién de ATHI results en una completa
perdida de la actividad de la trehalasa 4cida y en una mcapacidad de usar trehalosa como -

fuente exdgena de carbono.

La hidrélisis de la trehalosa en levaduras se lleva exclusivamente en presencia de la
enzima trehalasa, la Unica excepcién conocida es en Pichia Jermenians, 1a cual exhibe

una actividad de una trehalosa fosforilasa (Schick ef al., 1995),.
2.7. Funciones de trehalosa en plantas

En el caso de las plantas, se pensaba hasta hace poco que no poseian la capacidad de
biosintesis de trehalosa, con la excepcidn de plantas de resurreccién como Selaginelia
lepydophyila. Pero no hace mucho fue reportada en tabaco, papa (Goddijn ef al., 1997),

y arroz (Garcia et al., 1997).

Blazquez et al. (1998) hacen referencia a que los bajos niveles de trehalosa en

Arabidopsis, presumiblemente sean debidos a los niveles muy bajos del transcrito de

16



ArTPS. Adicionalmente mencionan gue es posible que los bajos niveles de trehalosa en
la mayoria de las plantas cultivadas pueda ser el resultado de una trehalasa muy activa,
El mismo autor menciona que la id=a de que Arabidopsis no producia trehalosa comenzé
a cambiar & partir de los primeros reportes sobre el aislamiento y caracterizacion de
genes TPS y TPP en Arabidopsis thaliana (Blézquez ef al., 1998). La secuenciacién
completa del genoma de esta planta permitié encontrar - alrededor de 11 genes con alta
homologia con los TPS y TPP ya previamente identificados. Sin embargo hasta ahora
solo AtTPS1 y AtTPPA han sido capaces de complementar la actividad catalitica en la
mutante {psl y ips2 de levadura, restando ain por demostrar la posible funcién de los
olros genes y proteinas de esta extensa fam‘ilia (Leyman et al., 2001). De la planta de
resurreccion Selaginella lepidophylla se aislé un ADNg, que tarnbién fue capaz, al igual
que AfTPS1, de complementar a la mutante s/ de levadura v de restaurar ¢l fenotipo de

termotolerancia y osmotolerancia (Zentella et al., 1999),

La acumulacion del intermediario trehalosa 6-fosfato, cnando se lleva a cabo la sobre
expresion &e ArTPSI] produce, ademds de tolerancia a estrés osmotico, efectos
pleiotrépicos indeseables. Ante esta situacién, la construccion de una fusién traduccional
de los genes de E. coli otsA-otsB, fue capaz de sostener la biosintesis de trehalosa sin
efectos pleiotropicos, produciendo plantas capaces de acumular trehalosa y que ademas

se tornaron tolerantes a sequia y salinidad (Garg ez al., 2003).

En Arabidopsis, se ha demostrado que la mutacién de A17PS/ es letal en la etapa
embrionario, ya que si bien la morfogénesis del embrién es normal en las etapas

tempranas de su desarrollo, aguelia se detiene justo antes de la fase de expansion celular
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y acumulacién de reservas (Eastmond e al., 2002). Recientemente, se ha enconitado
que la sobreexpresion de AfTPS/ en lineas transgénicas de Arabidopsis, origina plantas
que son insensibles al retraso en el crecimiento inducido por glucosa v por acido
abscisico (ABA) en medio Murashigue-Skoog con agar. Se Aha postulado que es posible
de A:TPS!/ participe en la sefializacién por glucosa en una via en la que fambién

intervendria la hexocinasa (Avonce et al., 2004). _

En referencia a la correlacién de la presencia de trehalosa-6-fosfato (Tre6P) con la
actividad fotosintética de las plantas, autores éomo Peliny et al. (2002) demostraron gue
la presencia de este intermediario de la trehalosa esta estrechamente correlacionado con
cambios en la actividad fotosintética de las plantas, lo anterior demostrado mediante
estudios llevados a cabo en tabaco exprssando el gen ofsA de £, coli, el cuzl codifica
para trehalosa fosfato sintasa (TPS); las plantas portadoras de este gen presentaron hojas
mas pequefias y de una coloracién verde més intensa, ademsas las hojas presentaron una
mayor capacidad fotosintética por unidad de 4rea que las hojas de las plantas que no
fueron transformadas genéticamente (tipo silvestre). El incremento de la capacidad .
fotosintética por umidad de 4rea se correlaciona directamente con un incremento en
Tre6P. En plantas que expresan el gen oisB que codifica para trehalosa fosfato fosfatasa
(TPP) o trehalosa fosfato hidrolasa (TreC) las hojas son mas largas y palidas con una
menor capacidad fotosintética por unidad de 4rea. Las modificaciones genéticas dieron

como resultado que fuera imposible medir la cantidad de trehalosa en las hojas.



Pellny et al. (2002) mencionan ademés que aparentemente Tre6P puede alterar ! flojo
del ciclo glicolifico del carbono y el balance carbono mitrégeno implicado en la

regulacion fotosintética de las hojas,

Por su parte Paul ef a/. (2001) puntualizan progresos recientes y dan sopote a la hipdtesis
de que las modificaciones genédticas en ¢l metabolismo de la trehalosa esta involucrada
directamente en la interaccién con las rutas de sefizlizacién por a:éucares, lo que se
traduce en un posible incremento en la tasa fotosintética, especificamente cuando se

lleva a cabo, la insercién de genes de £ coli (otsA),
2.8. Presencia de trehalosa frente al déficit hidrico

Los primeres intentos por obtener plantas transgsnicas que sobre produjeran trehalosa se
hicieron utilizando los genes ofs4 otsB de E. coli v SeTPSI de levadura, Tl objetivo era
obtener plantas que acumulasen este azticar y que por lo tanto mostraran una mayor
tolerancia a la sequia (Holmstrom er af., 1996; Romero er al., 1697; Pilon-Smits ef al.,

1998; Mascorro-Gallardo ef al., 2005),

De acuerdo con Goddijn er a/., (1997) 1a sobreexpresién de los genes 7PS/ en plantas ha
sido empleado para mejorar la tolerancia de estas ante condiciones de estrés. Sin
embargo esta estrategia solo se reportaba con los genes IPSI de bacterias y levaduras.
Cuando el gen TPSI de E. coli (otsA) fue sobreexpresado en plantas de tabaco y papa la
trehalosa acumulada en tabaco se expresd en niveles muy bajos; mientras que en papa

fue indetectable. Los mismos autores menciona que las plantas de tabaco con el este gen
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mostraron ademas una fojerancia al estrés, sin embargo a la par las plantas transgémeas

presentaban evidentes cambios morfolégicos atribuidos a la presencia del transgén.

Se generaron plantas transgénicas de 4rabidopsis ciue sobre expresaban el gen AfTPSI,
capaces de complementar & la mutante tps] de S cerevisiae. Para evaluar los efectos de
la sobreexpresion en la tolerancia al estrés por sequis, se establecié un experimento
donde plantes de Arabidopsis de cuatro semanas de edad se sometieron a un régimen sin
riego durante dos semanas. Los resultados mostraron gue tante las plantas transgénicas
como las plantas control perdieron alrededor de 90 % de agua (Avonce ef al., 2004), sin
embargo, al adicionar nuevamente agua las plantas sobre expresantes de 477PS7 fueron
capaces de rehidratarse y continuar su ciclo de vida normal hasta la floracién y
produccion de semillas fértiles, mientras que las planias silvestres murieron por
deshidratacién. La cantidad de trehalosa acumulada en las plantas tfransgénicas no fue
suficientemente alta como para explicar esta tolerancia, sin embargo se detectaron
cambios en ia expresidn de genes importantes en la sefializacién y respuesta a estrés, lo

que explicaria este fenotipo (Avonce e al., 2004).

Avonce et al. (2004) mencionan que confrariamente a lo observado en otras plantas
sobre-expresantes de genes 7PS de E. coli y S cerevisiae, la sobre expresion de ArTPS!
no produjo ningun efecto aberrante en Arabidopsis, con excepeion de que la floracién se

retrasd una semana.

La condicién de efectos pleitrépicos en las plantas de tabaco con ! gen TPS1| establecié

la pauta para llevar a cabo una seric de experimentos encaminados a aumentsr el

20

——— - _



contenido de trehalosa enddgena, sin causar estos efectos indeseables, pero conservando
las caracteristicas de tolerancia a los diferentes estreses abibticos; ante esto Garg ef al.,
(2002) llevaron a cabo la expresion de un gen bifuncional de ofsA y otsB (codificando
para TPP) con los promotores ABA-Inducible y el rbeS en plantas de arroz, actuando el
primero como un promotor ¢n la regulacion de estrés y el segundo como un promotor
organo especifice, las plantas transgénicas resultantes presentaron una mayor capacidad
fotosintética y una disminucién en los dafios por fotooxidacién cuando se sometieron a
las condiciones de estrés. Ademas de presentar resistencia a estrescs abidticos las lineas

transgémeas obtenidas no presentaron cambios morfolégicos aparentes.

Ademds de la fusién bifuncional de otsA vy otsB, existen otros trabajos como el de Jang
et al. (2003) donde se obtuvieron plantas transgénicas de arroz las cuales eran capaces
de produolr una mayor cantidad de trehalosa, mediante 1a inclusién de un gen producio
de la fusién bifuncional denominado TPSP, compuesto de la unién de los genes
Trehalosa-6-fosfato sintasa (7PS) con el gen Trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP), las
plantas obtenidas con TPSP, bajo el control del promotor ubiquitine, no mostraron
inhibicion en el crecimiento o alteraciones fenotipicas visibles a pesar de los altos
niveles de trehalosa producida. Ademas las plantas transgénicas presentaron tolerancia a
sequia, estrés satino y frio. Los resuitados obtenidos por el autor le permiten sugerir que
la trehalosa actlia como un protectante global contra estreses abidticos. Importante de
resaltar es también el hecho de que de acuerdo al autor el arroz es mas tolerante a la

sintesis de sacarosa que algunas plantas dicotiledéneas.
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Recientemmente Miranda (2006) reporta que las plantas transgénicas obtenidas de
Arabidopsis ithaliana, durante el desarrollo de su investigacion, que expresaron una
construccion génica bifuncional de Sc7PSI-7PS2 presentaronl Mayorss concentraciones
de trehalosa bajo un promotor constitutivo (358CaMV) v uno inducible por estrés
(Rd294); v que las lineas generadas mejoraron en su resistencia a diversas condiciones
de estrés abidtico tales como congelamiento, calor, sequia y salinidad. Ademés estas

plantas no presentaron efectos pleiotrépicos en su fenotipo.

2.9. Presencia de trehalosa y su relacién con la floracién

van Dijken er af. (2004) reportan que en Arabidopsis, la expresién de AtTPSI es
necesaria para que ocurra la transicién del estado vegetativo al reproductivo, ya que el
mutante homocigoto ipsi/ipsl es incapaz de llevar a cabo esta transicion. Sin embargo,
no hay evidencias que la sobre expresidn o la ansencia de cxpresion de Az7PST afecte la
expresion de los genes que se saben afectan este proceso fistolégico, como CO, SOCI,

FLC, FTy LFY.

Avonce et al. (2004) produjeron lineas de Arabidopsis que sobrexpresaron la
construceion 35S:.4¢TPSI, mismas que no mostraron alteraciones fenotipicas visibles,
con excepeidn de un retraso en la floracién, tolerancia a sequia, y contrario a la linea

WT, insensibilidad para germinar en presencia de glucosa y 4cido abscisico.

Miranda (2006) sefiala gue lineas de Arabidopsis que sobrexpresaron la construccién

bifuncional SeTPS/-TPS2 bajo ¢l control del promotor constitutivo 355 o el inducible



por esires Rd294, mo mostraron fenotipo alterado (incluyendo Ia floracién) en

comparacion con la linea no transformada,

2.10. Presencia de trehalosa en la interaccién de 4. thaliana con patbégenos

Dengl y Jomes (2001), mencionan que las interacciones planta-patégeno gue se
ostablecen entre la planta y pardsitos estin proporcionadas a nivel molecular por
interacciones especificas, entre alelos del locus awr de avirulencia del patogeno y el
locus R de resistencia de la planta. Cuendo un locus especifico awr del patogeno
encuentra su 6011trap arte R del hospedante, el resuitado es la resistencia 2 la enfermedad.
El reconocimiento de esta interaccién, activa diversos mecanismos de defensa v
conducen al arresto del crecimiento del patégeno. Se han aislado varios genes de R tanto
del modelo Arabidopsis como de distintas especies cultivadas. Recientes estudios
permiten reconocer que, no obstante el amplio rango taxondémico de los patdgenos
(bacterias, hongos, virus, nemétodos y algunos insectos) y de la gran variedad de
clicitores que producen, los genes R codifican solamente para 5 diferentes clases de
proteinas (NB-LRRs extracelular, Kin, LRR-Kin y RPWS§ intracelular). En el modelo
mas simple, las protefnas codificadas por R, son receptores encargadas de detectar los
elicitores del patdgeno, iniciando asi cascada de sefializacion que conduce a la

activacion de los mecanismos de defensa de 1a planta (Staskawicz ef al., 1995).

De acuerdo con Fluhr (2001), para explicar como las plantas podrian reconocer una gran
variedad de elicitores con una limitada variedad de productos R, recurre a la postulacidn

de un modelo combinatorio, similar al que opera en las células olfativas en mamiferos,



en el cual con unos cuantos cientos de receptores seriz posible maniener una eficiente
red de monitoreo de defensa contra una mirfada de patégenos y elicitores. Los primeros
eventos detectados al activarse R, son un incrementq de calcio infracelular, la
alcalinizacion del espacio extracelular, activacion de protein-cinasas, produccidén de
intermediarios reactivos de oxigeno (ROLs) y de oxido nitrico (NO), v una
reprogramacion transcripcional (Baker et al., 1997). La activacién de protein-cinasas da
lugar a la activacién de factores de transcripcidn que se requieren para la activacién de
genes de defensa. Tanto el NO como los ROLS, contribuyen a la rapida activacién de
una bateria de genes de defensa tanto en el tejido infectado como en sus alrededores.
Deniro de las funciones de estos genes de defensa se encuentran aguellas gue incluyen la
biosintesis de acido salicilico (SA), la biosintesis de efileno, la lignificacidén y
endurecimiento de la pared celular, ia produccién de compuesios antimicrobianos, como
fitoalexinas, péptidos antimicrobianos y la respuesta de hipersensibilidad (HR}, que
conducen a la muerte mediante apoptosis del tejido infectado, lo cual finalmente

repercute en el aislamiento al patdégeno e impids su diseminacién en la planta.

Se ha detectado la presencia de trehalosa en algunos tipos de inferacciones planta-
microorganisme de naturaleza fitopatdgena. Se sabe desde hace tiempo que se acumulan
grandes cantidades de trehalosa en raices ¢ hipocétilos colonizados por el patdégenc P.
brassicae. Milller et al. (1995) reportaﬁ que se ha detectado trehalosa en hongos ecto

micorrizicos y en hongos micorrizicos vesicular-arbusculares,

Estudios recientes sobre el metabolismo de la trehalosa permite acercarse a conocer ¢l

papel de la trehalosa durante el proceso de infeccién. La disrupcién del gen 7PST de
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Candida albicans, agente causal de candidiasis er amimales y humanos inmuno-
deprimidos, produjo un descenso en la infeccién del patdgeno afectado drasticamente el
desarrollo de las hifas (Zaragoza ef al., 1998). También la disrupcién del gen TPS2 (que
codifica para TPP) en C. albicans redujo la infeccidn y volvié a las cepas termosensibles

(van Dijck er al., 2002 a).

Dﬁrante el proceso de infeccién de drabidopsis con Plasmodiophora brassicae, agente
causal de la agalla de la rafz, se determiné que se acumula trehalosa, aparentemente
producida por el hongo, y que esta a su vez induce la expresion del gen de la trehalasa de
la planta. Al respecto Brodmann ef al. (2002) plantean que la trehalosa del hongo podria
alterar el metabolismo del carbono de la planta, por lo que ésta induce como mecanismo

de defensa la expresién de la trehalasa.

En otro trabajo se deleté el gen 7PS7 del hongo Magnaporthe grisea, agente causal de la
roya del arroz. La mutante mostré una patogenicidad drasticamente reducida y esporuld
pobremente. El descenso en la patogenicidad se atribuyé a la falta de suficiente trehalosa
al inicio de la infeccion para generar la presidn osmoética necesaria de los apresorios para
penetrar Ia pared celular, Este trabajo sefiala la importancia que ¢l disacarido cumple en
el proceso de infeccidn y por otro lado la trehalasa que produce la plania la contrarresta.
Ambos componentes trehalosa-trahalasa formarian parte del mecanismo basal de

defensa en la relacién planta-patégeno (Foster et al., 2003).

Una pista sobre la posible funcién de la trehalosa como un activador de la respuesta de

defensa la reporta Reignault er al. (2001), al realizar aplicaciones de trehalosa foliar (15
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g.L"), a plantas de trigo, donde a través de los cambios evaluados en la actividad
cnziméatica de la fenilelanina amino-liasa (PAL), la peroxidasa, (PO) vy la cinnamyi
alcohol-deshidrogenasa (CAD), afirma que el tratamiento confiere resistencia a las
plantas de trigo contra Blumeria graminis, activando la respuesta de defensa de las

plantas (por ejemplo deposicidn papilar, y actividad de PAL y PO).

En el mismo sentido, Schluepmann er ¢l. (2004) analizaron mediante microarreglos, el
comportamiento transcripcional de 4rabidopsis al crecer a las plantulas en presencia de

trehalosa 100 mM, asf como en plantas transgénicas que sobre expresaron oisd de E.
coli. En ambos casos, se incrementa el contenido endégeno de trehalosa 6-fosfato y este
parece ser el efector que induce algunos genes relevantes de respuesta a estrés, entre los
cuales destacan algunos que podrizn estar implicados en mecanismos moleculares de
defensa a patégenos, como I.os que codifican para una cinasa | asociada a pared celular
(Atig21250), una proteina relacionada con AIG2 (At3g28930), una proteina TIR
relacionada con genes de resistencia (Atlg72930), una peroxidasa (Atdg21960}, el
citocromo P450 (At4g22690) v una isoflavona reductasa (Atlg75280). Las cla,vés entre
paréntesis corresponden & la base de datos de AGI-TAIR (Arabidopsis Genome
Initiative- The Arabidopsis Information Resource); de acuerdo a lo anterior, el efecto
inhibitorio sobre el desarrollo de los patégenos no estd dado por la trehalosa en ¢i, sino a
los genes que se activan en la planta por efecto de la trehalosa y/o de la trehalosa 6-

fosfato.



2.11, Trehalasa

De acuerdo con Garre (2003), el gen A7H7 de Saccharomyces cerevisiae codifica la
trehalasa acida, enzima vacuolar, que participa junfo con la trehalasa neutra en la
degradacidn de la trehalosa, La implicacién de la trehalasa neufra en la respuesta a estrés
se encuentra documentada, sin embargo es poco lo que se sabe sobre el papel de la
trehalasa acida. Datos obtenidos por este autor sugiere la participacién de la trehalasa
acida en la degradacion intracelular de trehalosa en fase estacionaria asi como un papel
de la misma en la respussta a estrés. La trehalasa Acida es extracelular en muchos

hongos. Athlp puede ser localizada en vacuolas en la levadura S, cerevisiae.

Investigadores como Garre (2003) llevaron a cabo un estudio del patrén de expresion del
gen ATH! y de las actividades trehalasa neutra y 4cida en varias cepas de laboratorio con
mutactones en genes implicados en el metabolismo de la trehalosa, sometidas a
diferentes intensidades y tipos de estrés, Los resultados del autor indican una induccidn
del gen ATHI en cierias condiciones de estrés lo que apoya su implicacién en el

metabolismo de la trehalosa en dichas condiciones.

Jules et al. (2004), en un trabajo realizado para elcidar la via de asimilacidn de
trehalosa en la levadura Saccharomyces cerevisige reportan que existen dos vias
diferentes de asimilacién de trehalosa, una de ellas es la ruta que depende de Agtlp-
Nthin, Los autores mencionan que la otra ruta donde estd involucrada la trehalasa cida

~ parece ser la més importante en el sistema de asimilacién de trehalosa.
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En referencia a la condicidn de accién extracehular de la enzima trehalasa Asschbacher
et al. (1999) reportaron el aistamiento de la protefna GMTRE1 que codifica la trehalasa
activa en los ndduios de soya (Glycine max L.), asi como su cDNA y se enconiré su
transcrito en rafces, nodulos, hojas, flores y rafces maduras. Al comparar la secuencia de
aminodcidos, se encontré similitud éon la trehalasa de Arabidopsis, con TreA y TreF de
E. coli, trehalasas periplismica y citoplasmica, respectivamente y con la trehalasa
humana. Al estimar la actividad de trehalasa en un cultivo en suspension, se detecté més
del 80 % de la actividad en el medio; sugiriendo que la proteina es secretada por la

célula.

Miiller er al. (2001), en su trabajo con Arabidopsis, exponen que la mayor actividad de
la trehalasa se ha detectadol en flores maduras y en menor medida en hojas, tallos y
raices. Un dato interesante es que la expresion del cDNA de gen AtTRE! de la trehalasa
de Arabidopsis en una mutante Scath! de Saccharomyces cerevisiae, rescatd el fenotipo
mviable para desarrollarse en presencia de trehalosa). Los misﬁlo autores mencionan que
la levadura posee una trehalasa citoplasmica (Nth1) y una vacuolar o extracelular (Athl)
y que la complementacién de ta mutante Scathl por A{TREL de Arabidopsis, sugiere

que la proteina también se secreta extraceluiarmente.

2.12. L.a bacteria Pectobacterium carotovorum

Toth et af. (2003) mencionan que Pectobacterium carotovorum, la cual antiguamente era
conocida como Erwinia carolovora sub. caroiovora, es una bacteria fitopatégena que

causa pudricién blanda. E! desarrollo de esta bacteria comdnmente se presenta en
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regiones subiropicales y temipladas en una ampliz variedad de cultivos tales como
zanahorie (Daucus carota L.), pepino (Cucumis sativus L.), pimiento (Capsicum
annum L.), chicoria (Cichorium intybus 1.) y papa (Solonum tuberosum L.). En este
ultimo caso es una de las enfermedades poscosecha mas severas en el mundo. La
pudricion blanda puede ocurrir durante el aimacenamiento de los tubérculos de papa, asi
como en ¢l suelo anies de lz cosecha, y por la utilizacion de tubérculos semillas

contaminados que se deterioran después de la siembra (Kucharek y Bartz, 2000),

La taxonomia del género Erwinia es compleja v estd constituida por varios grupos. El
mas relevante es el grupo carofovora gue se caracteriza por incluir la especie E.
chrjysanthenﬁ (Ech) y las subespecies E. carotovora subsp. carotovora {Ecc) v E.
carotovora subsp. afroseptica (Eca). De acuerdo a Hauben ef al, (1998) éstas han sido
clasificadas en el género Pectobacterium, como P. chrysanthemi, P. carotovorum subsp.
carotoverum y P. carotovorum subsp. atrosepticum, sin embargo esta nomenclatura no

ha sido ampliamente aceptada por los fitopatélogos.

Pérombelon y Salmond (1995) mencionan que el control de este fitopatdgeno se
dificulta mucho debido a que se disemina a través del agua de riego, sobrevive en la
magquinaria agricola y en los restos de cosechas infestadas. Otra opcién adoptada por los
agricultores, en aras de prevenir la enfermedad, es la desinfeccion del material de trabajo
con sustancias quimicas (bactericidas), el tratamiento de las aguas de riego con tuz UV,

y el de los cultivos con antibibticos y otras sustancias quimicas.



En relacién a la capacidad de Pectobacterium carotovorum para biosinfetizar trehalosa
Uhland er al. (2000) reportan para Erwinia carotovora subsp. afroseptica, (especic
estrechamente relacionada con P. carotovorum completamente secuenciada (Bell et al,
2004), que en esta espe.cie no se encontré nminguna de las cinco vias de bjosintesis,
reportadas por Avonce ef al. (2006): a) la via TPS/TPP de la trehalosa 6-fosfato sintasa y
la trehalesa 6-fosfato fosfatasa, en la cual los substratos son UDP-glucosa y glucosa 6-
fosfato que forman al intermediario trehalosa 6-fosfato que luego origina a la trehalosa;
b) la via TreS, en la cual la trehalosa sintasa isomeriza a la maltosa para formar
trehalosa; (;) la via TreY/TreZ en la cual el substrato puede ser glicégeno o almidén
(inaltodextrinas) y en dos pasos se libera trehalosa; d) la via TreP en la cual la trehalosa
fosforilasa (TreP) condensa la glucosa y glucosa.t 1-fosfato para formar trehalasa en una
sola reaccidn; y ¢) la via TreT, en la cual a partir de ADP- glucoéa y glucesa se forma

trehalosa por efecto de ia TreT.

Uhland e al. (2000) mencionan ademés que aunque Frwinia caroiovora subsp.
atroseptica no cuente con alguna de las vias conocidas de sintesis de trehalosa; si posee
la capacidad para utilizar trehalosa de una forma similar que E. coli, ya que esta bacteria
puede utilizar como fuente de carbono a la trehalosa, internalizindola y transformandola
en trehalosa 6-fosfato por TreB/TreP, y posteriormente hidrolizando al intermediario por

efecto de TreC en glucosa y glucosa 6-fosfato.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién del experimento

Los experimentos se Ilevaron a cabo en los laboratorios de Biotecnologia Agricola, v de
Cultivo de Tejidos Vegetales del Departamento de Fitotecnia de la Universidad
Auténoma Chapingo. Las deferminaciones de trehalosa se llevaron a cabo en el

laboratorio del Dr. Gabriel Iturriaga en el CEIB de 1a UAEM en Cuemavaca, Morelos.

3.2. Plasmidos

Para llevar a cabo el experimento de transformacidn genética de las plantas de tabaco, se
utilizaron los vectores binarios pBinl9 y pGreen 0029.1, con un origen de rep’lioacién
para bacterias y un marcador de resistencia a kanamicina para realizar la seleccidn
bacteriana, y dentro de sus bordes izquierdo y derecho un marcador de seleccidn para

plantas, el cual es un casseite de resistencia a kanamicina (NPT) (Bevan, 1984).
3.3. Construcciones

En el caso de la primera construccién se empled un gen quimérico compuesto de la
fusion de los genes Sc7PS7 y SeTPS2, cuyo tamafio es de aproximadamente de 2880 pb;
bajo el control del promotor constitutivo del virus del mosaico de la colifior
(CAMV35S) (Benfey y Chua, 1990). Después del promotor la construccidn incliyd una

secuencia lider y al final una regién NOS 3’ para la poliadenilacién del ARNm. Todo lo



anterior flanqueado por un par de secuencias de 25 pb y que definen al ADN-T (Figura

2)
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Figura 2. Mapa de Ia construccién pBIN19::358::ScTPS1-TPS2: :NOS.

Para la segunda construceién se empled el gen ScATHI de la levadura Saccharomyces
cerevisiae, que se encuenfra en el cromosoma XVI, v estd codificado por un ORF de
3637 nucledtidos, ellcual codifica una protefna de 1211 residuos de aminoécides con una
masa de 136.9 kDa y un pl de 5.15. EI gen se aislé por PCR de un banco gendmico de la
levadura empleando una polimerasa de alta fidelidad (Expand High Fidelity Roche®)
para evitar la infroduccién de mutaciones. A los iniciadores especificos, se le afladieron
lo sitios de restriccion BamI1 en 5° v Sac! en 3° para facilitar la clonacién posterior en
el vector pGreen0029.1 (gen de seleccién en planta Km y en Agrobacterium
tumefaciens, Km). El vector con ef gen pGT66n0029.12:3SSIZSCATI’E[IZ;1105 (Figura 3),
denominado pScATHI y el vector helper pSOUP, se introdujeron por electroporacién en

la cepa de A. rumefaciens.
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Figura 3. Mapa de }a construccin pGreen0029.1::358::ScATH1:/NOS.

3.4. Cepas empleadas

La cepa bacteriana utilizada durante el desarrolio de la presente investigacién fue la -
LBA4404 de dgrobacterium tumefaciens con las construcciones descritas en el apartado

- anterior.
3.5. Medios de cultivo y agentes selectivos

Ltapa de cocultivo de los explantes vegetales: Se prepararon cajas petri con medio de

cultivo con la siguiente composicién: Sales de MS 4.3 gL' (Sigma M5524), tiamina 40

[F8]
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mg L, sacarosa 30 g L™; Sin la adicién de al gin regulador de crecimiento, este medio

fue solidificado con agar 7 g L.

Seleccién de fransformantes. Se prepararon cajas petri con medio de cultivo con la
siguienie composicién: Sales de MS 4.3 g L™, tiamina 40 mg L™, sacarosa 30 g L
benzilaminopurina (BA) 1 mg L™, 4cido naftalenacético (ANA) 0.1 mg 1.7, Aligual que

¢l medio para cocultivo fue solidificado con agar 7 g- L.

Puesto que se trataba de Jos medios de cultivo para llevar a cabo la seleccién de los
transformantes, fue necesario la adicién de los antibidticos: ticarcilina {250 mg L) para
eliminar a la bacteria una vez que esta lievara a cabo la infeccidn al tejido vegetal, asi

como de kanamicina (100 mg L") como agente de seleccion de transformantes.

Se separaron las cajas petri en: a) aquellas que incluyeron el medio LB sélido con log
correspondientes reguladores de crecimiento més la adicién de ticarcilinag y kanamicina
(250 y 100 mg L respectivamente);  b) cajas que solo incluyeron la adicién de
ticarcilina (250 mg L7); esta separacién se lievd a cabo para hacer una comparacién
entre los explantes que se sometieron al proceso de agroinfeccién v aquellos gue no lo

recibieron,

Todos los medic de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 121 °C a una presidn de

1.2 kg cm®, durante 15 minutos.



Cultivo bacteriano. La cepa bacteriana Agrobacterium tmefaciens LRAL404 cop ambas
construcciones de nuestro interés se crecié en el medio LB (Luria Broth) a pH 7.2+ 0.1
liquido con los antibidticos kanamicina 50 mg L7, y rifampicina 100 mg L™, durante 24

horas a 28 °C. con agitacién constante de 300 rpm en el agitador orbital,

3.6. Material vegetal

. El material vegetal empleado fueron plantas de tabaco ‘Xanfhi’ en estado vegetativo,
obtenidas por gemninaci'én de semillas previamente colectadas, de las plantas se
extrajeron hojas recién llegadas a madurez para obtener explantes foliares (discos de 0.5
cm de didmetro), la edad de las plantas al momento de tomar las hojas fue de tres meses.

Las plantas de tabaco fueron desarrolladas en macetas individuales con un agrolita como

sustrato.
3.7, Condiciones de cultivo
Las condiciones bajo las cuales se llevé a cabo el cultivo de tejidos in vigro incluyeron:

2000 lux, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad, asi como una humedad

relativa en el cuarto de incubacién de 50-60 %, a una temperatura constante de 24 °C.,

3.8. Transformaci6on genética de tabaco



S¢ prepard el cultivo bacteriano para llevar a cabo la infeccién de los explantes (discos
foliares de tabaco), Determinando la concentracidn de la bacterias desarroliadas en el
medio LB liquido, mediante el uso de un sspecirofotdmetro JENWAY 6305 UV/Vis.

Previamente calibrado y ajustado a 600 nanémetros para tomar la lectura,

La cepa LBA4404 con ambas construcciones después de las 24 horas de incubacidn de
acuerdo con el espectrofotdémetro utilizado arrojé una absorbancia de 1.0 a 600 nm. De
tal manera, fue necesaric centrifugar 10 mililitros de cultivo bacteriano en una
microcenirifuga a 4000 revolucionss por minuto durante 5 minutos hasta obtener el
pellet, mismo que para obfcener una abserbancia 0.5, fue resuspendide en 20 mikilitros de
medio de cultivo liguido MS (4.3 g L™ de Sales minerales, 30 g L' de sacarosa, pH 5.7).
Una vez obtenida la concentracién deseada de las bacterias, se 1levé a cabo el proceso de

transformacion genética el cual se describe a continuacidn:

1. Se seleccionaron hojas de Nicotiana tabacum ‘Xanthi’, Las hojas fueron
perfectamente lavadas con jabén, y enjuagadas con agua, la desinfeccién
superficial de las hojas se realizé con una sclucién de etanol al 70 % (v/v) por 30
segundos y una solucién al 10 % de cloro comercial (v/v) por 20 minutos, para
posteriormente enjuagarlas con agua destilada esterilizada dentro de la campana
de flujo laminar.

2. Con un perforador metalico de hojas de papel esterilizado y flameado en alcohol,
se cortaron los circulos de hoja de unos 6 mm de didgmetro.

4. Los explantes se¢ sumergieron por espacio de 30 minutos en el cultivo de

Agrobacterium tumefaciens previamente preparado,
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4. Después de esto, los discos foliares se colocaron sobre papel filtro previamente

esterilizado para eliminar los excesos de la bacieria.

A

Los discos con la bacteria se colocaron con el haz hacia abajo en cajas de petri
con medic LB sin hormonas y se cocultivaron por 24 horas, bajo condiciones de
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad a una temperatura de 27 °C,

6. Los discos se lavaron con una solucién de ticarcilina (250 mg L7} y se colocaron
en cajas de petri con medio seleclivo; los explantes perrmanecieron en incubacién
por cuairo semanas (bajo las condiciones ambientales previamente descritas)

hasta que se dio lugar a la aparicién de callo somero y posteriormente brotes.

3.9. Material para la extraccién de ADN

Se emplearon 10 lineas (s¢ considerd como linea a cada una de las plantas
genéticamente modificadas) de cada constraccién empleada y una que no fue expuesta al
contacto del cultivo bacteriano de A. fumefusciens considerada como no transformada
(NT) o testigo; todas la lneas provenien de cultivo in vitro, de las cuales se empled

tejido foliar.

Nitrdgeno liquido, morteros de porcelana estériles y pre enfriados, Buffer de extraccion,
Amortiguador TE, micropipetas de 20-200 y 100-1000 ul Eppendor® y microcentrifuga
Eppendorf® fueron empleados para llevar a acabo la extraccién de ADN de las plantas

sometidas a agroinfeccion con ScATHI y con ScTPSI-TPS2.

[
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4.10. Metodologia de extraccién ADN

La metodologia empleada fue una adaptacién de la reportada por Deliaporta, S. L., y

‘Word y J. B. Hicks (1983). Los siguientes son los pases llevados a cabo:

I Se tomaron aproximadamente 200 mg de tsjido vegetal de las plantas sometidas
a agrommfeccion con ScATHI y con SciPSI-TPS2; asi como de planfas sin
agroinfeccion (WT), para posteriormente macerarlo con nitré geno liquido en un

mortero previamente enfriado.

Una consideracién importante tomada durante este paso fue que cuando se molié el
tejido vegetal con el nitrdgenc fue necesario evitar gue las muestras adquirieran una
tonalidad verde bandera ya que esto indicaria que existe descongelamiento y en
consecuencia esto podria afectar la éxtraccién del ADN, por lo que en algunas
ocasiones fue necesario adicionar nitrégeno cada vez que se requiriera para obtener

un polvite muy fino.

2. Se adicionaron 750 pl de buffer de extraccién (Cuadro 9A) y se mezclaron
ocasionalmente durante la incubacidn a 65 °C por 10 minutos en termoblock

3. Se afladieron 200 ul de una solucién 5 M de acetato de potasio v $& mezcld por
nversidn, para ser colocados en hielo por 30 minutos,

4. La mezela anterior se centrifugd a 14000 rpm durante 20 minutos en una

microcentrifiuga Eppendorf ®.



5. El sobrenadante se dividié en dos partes iguales al tomar 450 ul v se colocaron
en dos tubos eppendorf nuevos con 500 pL de isopropanol (del congelador) a
cada uno. La mezola se incubé por 15 minutes a -20 °C.

6. El ADN precipitado se centrifugé 2 10 000 rpm por 5 minutos posteriormente se
climing el sobrenadante y se resuspendic el pellet de ADN con 200 ul de buffer
de TE. (Cuadro 10A),

7. Se afiadieron 2 pl de una soiucién de ARNasa (Cuadro 11A) y se incubd por una
horaa 37 °C.

8. Se afiadié 20 pL de acetato de sodio 3M y 200 uL de isopropanol frio {del
congelador) y se incubd a -20 °C por 30 a 120 minutos. Se colectd &l ADN con
un palillo estéril, se pasé a otro tubo Eppendor v se lavé con etanol al 70 %, en
dos ocasiones.

9. Se secd el pellet y luego se resuspendié en unos 20 pl de buffer TE y s¢

almaceno a 4 °C.
3.11. Materiales para cuantificar ADN extraido

Muestras de ADN extraido de las plantas agroinfectadas con Scd TH] y con ScTPSI-
TPS2 y sin agroinfeccién (WT) almacenadas a 4 °C, Espectrofotdémetro JENWAY 6305
UV/Vis, micro pipeta Eppendor® de 20-200 L, puntas estériles, v solucion TE fueron

empleados,

39



3.13. Metodologia para cuantificar ADN extraido

Una vez obtenicio el ADN genomico se procedid & cuantificar la cantidad de ADN
obtenido de cada una de las plantas, para lo cual se tomo 1 uL de ADN y se diluyd con
49 pL de solucidén buffer TE dicha solucién se colocd en una celda para medir la
absorbancia en el espectrofotémetro JENGAY 6305 UV/Vis previa calibracion con la
solucion blanco. Calibrado el equipo, se enjuagé la celda y se colocd una a una las
muestras de las extracciones de ADN para dsterminar la absorbancia. Con los datos de

absorbancia se hicieron los signientes cilculos:

Cone. ADN = Ay X 500 X 50@ = Le mL! de ADN
M Ageo =1; equivale a 50 mg mL™' de ADN.,

@ Ractor de dilucidn utilizado en las mediciones.

Con lo anferior se obiuvo una serie de resultades que, dado las diferentes
concentraciones que s¢ presentaron, se procedid a homogenizarlas a 100 ng pl

agregando un volumen determinado de solucién TE.

Para conocer el volumen a agregar se partié de la formula V;C; = V,(Cs de donde se
conocia el volumen inicial, la concentracién inicial (en funcién a cada muestra) y la
concentracién final deseada de 100 ng pL™'. De donde un simple despeje se tienen que la

scuacion para caicular el volumen de la solucién final para obtener la concentracion de

100 ng pL7 es: Vo= (V1C)) / Ca.



3.13. Materiales para la reaccién de PCR

En este caso, solo se utilizd un par de iniciadores para amplificar el gen NTPIL que se

cmplea como gen de seleccién al obtener plantas transgénicas de manera experimental,

Iniciadores para NPTII

NPTII-3" 5'-AGA TGG ATT GCA CGC AGG TTC-3”

NTPI-3" 5'-GAA GAA CTC GTC AAG AAG GCG-3’

Se amplifica un fragmento de 780 pares de bases para PCR con estos iniciadores,

Ta=58.3 °C,
3.14. Metodologia para realizar ¢l analisis de PCR

Mezcla o cdctel de reaccidn. Debido a que se analizaron muchas muestras para detectar
una secuencia blanco por amplificar, con la finalidad de dstectar cada muestra positiva o
negativa, se preparé una mezcla de reaccién, que luego se dispensé en muesiras
alicuotas. En el Cuadro 1 se muestra un ¢jemplo para ¢l céleulo de los componentes del

coctel para 14 muestras diferentes.



Cuadro 1. Coctel de reaccidn en tubos eppendorf de 0.2 ml.

Componentes Volumen 1X Concentracion 14X
Buffer PCR con Mg. ' S5pl 70 uL
Mezcla de dNTPs 2L 28 uL
Iniciador 1 2ul 28 ul
Iniciador 2 2ul 28 ul.
ADN templado ' 1 ul

Tag polimerasa (1.0 u plL™) 2 uL 28 L

H;0 desionizada estéril 36ul 504 uL
Volumen final 50 pl. 700 pL

" Se utilizaron normabmente 100 ng.

Tag polimerasa. Se empled la enzima producida por la compafifa Gibco-BRL en

concentracién de 1 u pL'!

Para realizar la reaccién de PCR se empled el siguiente programa en el termociclador
Hybaid™ con sistema Peitier:
Entrada: 94 °C, 3 minutos 1 ciclo
Programa principal: 94 °C, 1 minuto (desnamrélizaoién)
56 °C, 1 minuto (alineamiento)
72 °C, 1 minufo (alargamiento)
40 ciclos

Salida: 72 °C, 10 minutos, 1 ciclo.



Al finahizar la ejecucidn del programa de amplificacién, se guardaron los tubos con las
muestras a -20 °C hasta el momento de analizarlos. Se usaron 10 uL de la reaccién para
analizar electroforéticamente en un gel de agarosa cuya concentracién fue de 1.6 % para

separar fragmentos de 200-800 pares de bases.
3.185, Preparacidn de geles

La metodologia empleada se basd en la reportada por Sambrock ef al. (1989), y es la

sigmiente:

1. En un matraz Erlenmeyer, se prepard una mezcla de 0.8 y 1.6 de agarosz en TAE
1X (Cuadro A. 36) suficiente para el tamafio de la cdmara, para gel de calidad y
PCR respectivamente. Se disolvié calentando la mezcla en un horno de
microondas, procurando que no hirviera, para que no se derramara el contenido.
Después de gque la mézcla se homogenizd (sin lentecillas de agarosa) se dejd
enfriar un poco (50-60 °C.) antes de verter en la camara de electroforesis y
colocar un peine para formar los pozos de carga al solidiﬁc;ar el gel.

2. Se colocd el gel en posicidon adecuada en la cdmara v se cubrié con suficiente
buffer TAE 0.5X. (Cuadro 12A)

3. Las muestras de ADN (10 uL de la muestra de ADN digerido) se mezclaron con
2 pL del buffer de carga 6X (Cuadro 134). La mezcla preparada se cargd con
una micropipeta lentamente en los pozos del gel, con mucho cuidado, procurando

que no se derramara la muestra hacia el carril adyacente. El primere y dltimo
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carrillse emplearon para poner el marcador de peso molecular; M1= ladder DNA,
de 1 kb y/o M2= lambda HindIIL.

La camara fue tapada y conectadas las terminales a la fuente de poder. El ADN
posee una carga negativa, por lo cual migré hacia el polo positivo. El voltaje
utilizado fue de 100V,

Después que el colorante azul de bromofenol migré a la altura deseada
(considerando que este migre a la aitura de unos 500 pares de bases), se procedid
a tefiir el ADN para poderlo visualizar. Bsto se logré sumergiendo el gel en unz
solucién de 5 pg mL” de bromuro de etidio por 15 minutos.

Para visualizar el ADN, se colocé el gel en un transluminador de tuz UV, a
iongitud de onda alta y se fotografié y edité con el sistema EDAS260 de Kodak®

conectado a la PC,

3.16. Prueba de tincién con lugol

Con la finalidad de establecer una prueba cualitativa que reflejara los cambios en el
contenido de azucares en el tejido vegetal se realizé un bioensayo para determinar el
contenido de almidén en callos y explantes neoformados a partir de discos foliares de
tabaco, regenerados en medio de cultivo que incluian diferentes fuentes de carbono

como sacarosa y trehalosa; esta iltima en diferentes concentraciones.

El procedimiento para llevar a cabo la determinacién del contenido de almidén, consistié
en destefiir los callos y/o brotes mediante su inmersién en etanol al 95 % por una hora

para luego ser transferidos a una solucién de lugol por una hora; seguido de tres
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enjuagues con agua destilada. Los tratamientos evaluados en este bioensayo se detallan

en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Tratamienios evaiuados en lz prueba de tincién con lugol.

Tratanuento

Composicidn del medio del medio de cultivo

T1

T2

T3

T4

T5

S1

TO

MR+ 10 mM de trehajosa
MR +50mM de trehalosa
MR + 100 mM de trehalosa
MR + 200 mM de trehalosa
MR +300 mM de trehalosa
MR+ 100 mM de Sacarosa

MR. sin fuente de carbono.

MR'= Medio de cultive con las sales de MS adicionado con vitaminas; BA (0.1 mg L™ y ANA (1.0 meg L’

"} como reguladores de crecimiento y agar (7.0 g 7).

3.17. Extraccion de trehalosa

Para levar a cabo la extraccion de trehalosa se si guié el siguiente protocolo para andlisis

por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia).

1. Pesar 200 mg de tejido fresco (anotar peso exacto).

2. Congelar en nitrégeno liquido y moler hasta pulverizar.

3. Afiadir 1 ml de agua grado HPLC filtrada (una vez descongelado el tejido). En

tubos de 1.5 ml, calentar la muestra a 95 °C por 10 minutos.
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4. Centrifugar a 14 000 rpm durante § minutos.
5. Pasar todo el sobrenadante por una columna preparada en una pipeta Pasteur

(Figura 4). Una vez colectada la muestra, se guarda & -20 °C.

Resina  de intecambio idnico H*

SUX8-260 marce Doweyx

Restna  de intrecambic itnics Ac i
1X8-200 marca Dowex

Flre de vidrio estén

\  Jefingz Después de fitrada la
muesira; se ‘inyscid® con el
émbolo a través de la unidat! de
filtracitn

1L

— — } Unidad de filraciin de 0.22um

Vigles, se mide ef volumen y se agrega
un tanto igual de Agstohitifo grado
HFLT filtrada.

Figura 4. Sistema de purificacién de trehalosa a partir de tejido vegetal fresco.

3,18, Cuantificacion de trehalosa

Para la cuantificacién de trehalosa por CLAE se utilizé una columna para andlisis de

carbohidratos Agilent Zorbax ®, con un flujo de 1 ml.minuto” a una temperatura de 30
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°C, utilizando como fase moévil una mezcla previamente filtrtada v sonificada con

acetonitrilo: Agua (grado HPLC) en proporciones de 65:35.

El cromatégrafo empleado fue un modelo KS801 de la marca de Waters ®, (Millipore
Corp., Waters Chromatqgrafhy Division, Milford, MA, USA), equipado con un sistema
de distribucion de disolventes (bomba 600E) y un detector de UV con rearreglo de
diodos Waters 410 ®, integrado a un equipo de computo. El procesamiento y manejo de
los datos cromatograficos se hizo a través del programa Millenium 2000 (Waters). Para
la cuant.iﬁcaci(’)n de trehalosa de las muestras se compararon con los siguientes

estandares: 5 pgmL™, 10 pgml?, 15 pgmL’, 20, pgmlT25 pgmL™, 50 pgml™.

La extraccion y cuantificacién de trehalosa, se realizé a partir de las lineas transgénicas
de cada construccion mas su respectivo testigo (planta sin {ransformar) en la Figura 5, se
muestra la correlacion entre el area del pico del CLAE vy la concentracidn de la trehalosa

a distintas concentraciones,

1. 5 ugmL"
2. 10 pgml!
3. 15 ugmL”
4. 20 ugmL™”
5. 25ugmL’!
6. 50 pgmlL™
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Figura 5. Curva patrén de trehalosa.

3.19. Prueba de regeneracién ir vitro

Con los datos de contenido de trehalosa obtenidos por HPLC y contemplando Ja
posibilidad de poder utilizar el gen ScATHI como un gen para llevar a cabo seleccion
positiva, s¢ evalud la capacidad morfogénica de cuatro lineas transgéﬁicas determinadas;
por tener dos de ellas alto contenido de trehalosa (4Tre y 9Tre) y dos lineas més con
bajo contenido de trehalosa (3Tre y 5Tre) cuantificada por HPLC y un testigo sin
transformar (WT). Cada linea se regencré sobre un medio de cultivo para inducir brotes
el medio se compusc de Sales de MS (4.3 g L™, adicionado con vitaminas WS, con los
siguientes reguladores de crecimiento: BA (1.0 mg L), ANA (0.1 mg L), Donde la
condicion que se vario fue la fuente de carbono. De tal manera que se estructuraron los

tratamientos que se describen en el Cuadro 3.



Cuadro 3. Tratemientos evaluados en la prueba de regeneracion de lags lineas

transgénicas con ScdTHI y SeTPSI-TPS2.

Tratamienio

Fuente de carbono

TO

T1

T3

T4

T5

T6

S1

0 mM de Trehaleosa ¢ Sacarosa

10 mM de Trehalosa
50 mM de Trehalosa
100 mM de Trehalosa
200 mM de Trehalosa
300 mM de Trehalosa
500 mM de Trehalosa

87.6 mM de Sacarosa

3.20. Pruebas de patogenicidad ex vifro en plantas jovenes de tabaco genéticamente

modificadas

Para llevar a cabo cada una de las pruebas de patogenicidad se empled la bacteria

Pectobacterium carotovorum (Jones 1901) Waldee 1945, amablemente proporcionada

por la Maestra en Ciencias Lourdes Rodriguez Mejia del Departamento de Parasitologia

Agricola de la Universidad Auténoma Chapingo.

En cuanto a la determinacién de la tolerancia a patdgenos adquiride via transformacién

genctica de las plantas obtenidas, se aclimataron dos ejemplares de cada linea (o evento
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de fransformacién), cuva condicidn de transformante fue previamente comprobada por
PCR; ademas de un festigo {planta sin transformar). | Después de 4 semanas de
aclimatacidn se evalué su comportamiento frente al ataque de la bacteria Peciobacterium
carotovorum, Para esto fue necesario cultivar la bacteria en un medio de cultivo liquido
LB en agitacidén constante a una t‘.émperatura de 24 °C; hasta que alcanzd una

absorbancia de 1.0 a2 medida a 600 nanémetros.

Las plantuias fueron inoculadas con la solucidn bacteriana mediante la inyeccion 10 pL
de la suspension bacteriana directamente en el ltimo entrenudo donde previamernte, con
una hoja de bisturi, se le hizo una pequefia incisidén; inmediatamente después de la
inoculacion las plantuias fueron cubiertas con wna bolsa plastica transparente para

generar las condiciones adecuadas de infeccion bacteriana.
3.21. Pruebas de patogenicidad ex vitro de plantas adultas de tabaco

Plantas portadoras de gen Sc¢ ATH/, fueron aclimatadas y llevadas a condiciones de
invernadero para promover su desarrollo y evaluar la tolerancia y/o resistencia de estas
plentes {ransformadas via Agrobacterium tumefaciens frente a lz bacteria P
carotovorum, a los.tres meses de desarrollo. Puesto que las lineas Se ATH! fueron
generadas mucho antes que las Sc TPSI-TPS2, por cuestiones de tiempo solo las Se

ATH] se evaluaron bajo la condicién de plantas adultas.



Para estos ensayos se emplearon cuatro lineas de tabaco transformadas ademés de un
testigo (planta sin transformar) a las cuales se les agregd 10 uL de la solucién bacteria a
la concentracion establecida, la solucién fue vertida sobre una herida de 3 mm realizada
en el ultimo entrenudo, para posteriormente cubrir por completo a las plantas con una

bolsa de polietileno y generar de esta manera las condiciones de humedad y temperatura

optimas para el crecimiento e invasion de la bacteria en el tejido vegetal (Figura 6 (a),

(b), ().

Figura 6 (a) Cultivo bacteriano de Pectobacterium carotovorum. (b) Adicién de 10 pL de la solucién
bacteriana a la herida provocada de la planta adulta de tabaco. (c) Cubierta plastica de la planta inoculada

para favorecer la invasion de la bacteria en el tejido vegetal.

3.22. Pruebas de patogenicidad in vitro

Para determinar el fenotipo de las plantas transformadas se realizo una prueba de
infeccion con la bacteria P. carotovorum en plantulas desarrolladas bajo condiciones in
vitro. Seleccionado dos lineas con alto contenido de trehalosa (datos de HPLC) y dos

con bajo contenido de trehalosa; asi como una linea tipo silvestre que fungié como
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testigo, tanio para las lineas transgénicas con Scd TH/ como para las portadoras del gen

bifuncional SeTPSI-TPS2.

De las plantas que correspondfa a cada una de las lineas seleccionadas se les corté la
seccion apical; la cual fue transferida a2 un nueve medio de crecimiento in virro para
establecer condiciones similares de crecimiento entre lineas fransformadas y testigo,
despues de dos semanas de desarrollo y una vez que cada linea emitié nuevas rafces se
realizd la infeccién con la bacteria, mediante inyeccién de 2 microlitros de solucion
bacteriana tomada del medio LB en agitacidn constante a una temperatura de 24 °C; con
una absorbancia de 1.0 2 600 nm. La inoculacién se realizé directamente sobre las partes

terminales de las microplantulas.

El muestrec del tejido vegetal se llevd a cabo & las 24 horas; ya que en este nimero de
horas los sintomas de la invasién bacteriana fusron sumamente visibles al apreciarse
manchas acuosas en el limbo y peciolo de las hojas terminales; asf como en la seccién

apical del tallo.
3.23. Cuantificacién de la infecciéon bacteriana

Para realizar la cuantificacion del grado de invasién de la bacteria en el tejido vegetal
tanto in viiro como ex vitro, se emple6 una modificacién de la metodologia reportada
por Fumiaki er a/. (2002), haciendo la adecuacién para P. carotovorum. La metodoiogia

empleada consistié de los siguientes pasos: .



Las hojas de tabaco de cada una de las lneas seleccionadas fueron lavadas con
una solucién jabonosa para después ser desinfectadas superficialmente mediante
inmersidn en una sofucién de etanol al 70 % v/v durante un minuto. Las hojas
durante este periodo s mantuvieron en agitacién. Las hojas se enjuagaron con
agua destilada estéril por un minuto. Posteriormente se eliminé el exceso de agua
colocaridolas en papel absorbente previamente esterilizado (este paso sdlo se
lleva a cabo en pruebas que involucran material ex virro), Mediante el uso de una
perforadora de papel se extrajeron discos foliares de 0.5 ecm? por cuestiones
estadisticas fue necesario tomar dos replicas independientes de cada linea para
tratar de eliminar la variabilidad de los resultados en cada evento.

Cada disco de hoja considerado como un solo evento independiente se colocé en
un tubo eppendor de 1.5 para microcentrifuga, con 100 pl de agua destilada
esteril. Los pasos uno y dos se repitieron para cada linea.

Las muestras de tejido se maceraron manualmente con la ayuda de una
microespatula, hasta no dejar secciones de tejido vegetal visibles,

A los 100 pl. de agua mas el tejido macerado se les agregd 900 pl de agua
destilada estéril para alcanzar un volumen conocido.

De. csta manera en este paso el volumen alcanzado por cada muestra
correspondiente a cada una de las lineas es de aproximadamente 1 mL.

Los paso 3 y 4 se repitieron para cada muestra.

Las muestras permanecieron en reposo durante dos horas para que las bacterias

se distribuyeran en {oda la solucidn.



€. Posterior al periodo de reposo se aplicé vortex a cada una de las muestras e
nmediatamente se inicié con la serie de dituciones necesarias para poder realizar
el conteo de colonias.

9. Una alicuofa de 100 uL se tomé de cada muestra y fue colocada en un nuevo
tubo eppendor de 1.5 mL. Al cual se le agregé 900 pL de agua destilada estéril.,

10. De esta manera se establecié una serie de diluciones 1:10 llegando hasta 107,
repitiendo este paso, con este nimero de diluciones fue posible realizar el conteo
de las colonias presentes en las muestras del tejido vegetal.

11. Alicuotas de 9 uL, de cada dilucién con 6 repeticiones fueron colocadas en medio
LB sélido, con un pH ajustado a 7.0 e incubadas a 26 °C, con luz constante las 24
b,

12, El conteo se lievé a cabo a las 24 horas de incubacidn.

3.24. Prucha de germinacién de semillas ix vitro

Las lineas transgénicas que llegaron a formar flores se les dic seguimiento hasta la
formacién de sus semillas, las cuales se colectaron y se sometieron a un proceso de
desinfestacion con cloro al 10 % (v/v) por 10 minutos para inmediatamente después
enjuagar las semillas con agua destilada estéril y colocar con mucho cuidado cada una
de estas en cajas petri con medio de cultivo comﬁuesto unicamente por las sales de MS

(1962) al 100 % y solidificado con agar al 7 %.



3.25, Prueba de estrés hidrico

Las plantas de tabaco de 4 semanas de edad posteriores al proceso de aclimatacion,
desarrolladas en contenedores de unicel en un sustrato 50 % peat moss y 5C % agrolita
fueron ﬁevadas a capacidad de campo para posteriormente eliminar cualquier aportacién
de agua durante 40 dfas. Para reportar resultados fue necesario tomar foto grafias de las
plantas seleccionadas cada semana. Donde las variables evaluadas fueron: capacidad de
recuperacion de las plantas transgénicas (evaluacidn visual) en comparacidn con el
testigo sin transformar y el porcentaje de humedad perdido hasta los 350 minutos de

flujo de aire constante.
3.26. Cuantificacion de la pérdida de humedad

Para establecer parfmetros cuantitativos de la pérdida de agua tanto de las plantas
transgénicas; como de las no fransgénicas (WT), se corté la hoja turgente mas cercana al
apice; busc_ando en todo momento que las dimensiones de estas fueran lo mas parecidas
cntre sf con respecto a cada una de las lineas. Se seleccionaron las hojas de cuatro lineas
transgénicas ScTPSI-TPS2; dos de ellas con alto contenido de trehalosa (9Bl y 10BD) v
dos con bajo contenido de trehalosa (1BI y 2BI); ademés de un testigo sin transformar
(WT). Las hojas seleccionadas se colocaron en cajas peilrl con su respectiva
identificacién a flujo de aire constante en la campana de. lujo laminar. Cada una de las
hojas se pesd al momento de ser disectadas en una balanza analitica, v a ssie peso se le
copsiderd como el 100 % de humedad, a los 15, 45, 105, 165, 225, y 350 minutos

respectivamente se tomaron los pesos de las cuatro lineas transgénicas y el testigo, para
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deternmnar en funcién a la disminucién de su peso la pérdida de agua en el periodo de

tiempo comprendide.

3.27 Analisis estadistico

Las variables cuantitativas: Altura de planta, Niimero de hojas, Nimero de raices en
plantas in vitro con y sin sacarosa; asi como Altura de plantas aclimatadas v Namero de
colonias bacterianas formadas, fieron analizadas bajo un disefio de blogues al azar,
mediante un andlisis de varianza y sus correspondientes prusbas de comparacion de
medias de Tukey, con el apoyo del programa SAS (Sistema de Analisis estadistico)

Versidn 8.2,



4. RESULTADOS

4.1 Transformacién con pGREEN0029.1::355::ScATHI::NOS

Una vez que los discos foliares de tabaco fueron sometidos a la infeccion con {
Agrobacterium tumefaciens; los brotes neoformados a partir de estos, fueron transferidos
a los correspondientes medios selectivos, donde aquellos que sobrevivieron sin presentar

sintomas de toxicidad fueron separados como posibles transformantes (Figuras 7, 8).

De esta manera se logro regenerar 25 plantas en medio selectivo con kanamicina de un
total de 60 discos de hoja infectados; cada una de estas 25 plantas se consideraron como
lineas independientes, para futuras pruebas cada linea se multiplico bajo condiciones in

vitro para contar con al menos tres repeticiones de cada linea. Una de las replicas de

cada linea se llevé a aclimatacion para realizar pruebas ex vitro.

£ athom

Figura 7. Microplantulas de tabaco que Figura 8. Microplantulas de tabaco que
presentan susceptibilidad a kanamicina. ° presentan resistencia a kanamicina (posible
transformante).
1 ‘}.
-
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4.1.1, Analisis molecular por PCR

Para validar molecularmente la seleccién de las lineas consideradas como posibles
transformantes y descartar aquellas que a las cuales el transgén no se insertd en el
genoma de la planta. Se amplificd por PCR la regidn correspondiente a NPTII,
generandoe un fragmento de (780 kb) (Figura 9) de 16 lineas sometidas a la prueba la
totalidad de ellas resultaron ser transformadas; esto bajo el criterio de haber presentado
la banda correspondiente al gen de secleccién empleado durante la fase de

transformacion.

Figura 9. Fragmento amplificado (NPTI), donde se muestra la comparacién de Jas lineas

seleccionadas con el testigo positivo (T+) de las 16 lineas de tabaco sometidas 2 agroinfeccion.

M1, Marcador de peso molecular Ladder DNA de 1 kb,

T+ Control pesitivo (Muestra de ADN gendmico de Arabidopsis thaliana portadora del gen NPTID),
1-16. Lineas originadas de brotes neoformados sobre medio de cultivo selective con Kanamicina (100
mg L) y Ticarcilina (250 mg L ™).

T-. Testigo nagativo (WT),

M2. Lambda HindIl

De las 16 lineas candidatas a ser transformantes todas presentafon la banda
correspondiente a NPTTI, lo que indicd la condicién de transformantes de cada una de

estas lineas.
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4.1.2. Prueba de fincién con lugol

En vista de que se planed introducir ¢l gen ScATH/ en las plantas de tabaco, se¢ penséd
que las plantas transgénicas podrian exhibir un crecimiento difersncial en presencia de
trehalosa, comparadas con las plantas no transgémicas. La trehalasa hidroliza a la
trehalosa en dos moléculas de glucosa y este azticar puede estimular el desarrollo o
inhibirlo dependiendo de la concentracion en el medio, La diferencia en lz respuesta

podria servir para diferenciar brotes transgénicos de no transgénicos.

En un estudio realizado por Wingler ef al. (2000} quedé de manifiesto que en plantulas
de Arabidopsis la aplicacién de trehalosa exdgena desde concentraciones de 25 mM,
induce especificamente la expresién de genes como Api3, ol cual codifica para la
subunidad grande de ADP-Glucosa fosforilasa, primera enzima en la biosintesis de
almidén; lo que se traduce directamente en una mayor acumulacién de este carbohidrato
de reserva principalmente en las hojas contiledonares; la corroboracidn de este hecho o
describe Fritzius ef a/. (2001) donde mencionan que la trehalosa inhibe la elongacién de
rafces, pero que a su vez permite la acumulacién de almidén, al incrementar la actividad

de AGPasa, y que ademas este disacdrido induce la expresién de ApL3 en los brotes.

Con ¢l conocimiente previo de que podria existir una mayor acumulacién de almidén
con la presencia de trehalosa en forma exdgena, se disefiaron los siete tratamientos (ver
Cuadro 2) para llevar a cabo la evaluacién de la regeneracidn in vitro de discos de hojas

de 3 mm., extraides de hojas de micropléntulas de tabaco portadoras del gen ScATHI, el



cual codifica para la irehalasa acida, una de las enzimas responsables de la degradacion

de la trehalosa.

Como se aprecia en la serie de fotografias (Figuras 10 a,al,b,bl,c,cl,d,dl,eelf,flggl),
los ensayos no este ensayo no mostraron diferencias apreciablés entre los explaﬁtes
transgénicos de aquellos que no lo eran, ya que no fue posible apreciar diferencias entre
Jos callos o los brotes obtenidos bajo diferentes concentraciones de ti'ehalosa, o mcluso
regenerados en medios carentes de fuente de carbono o donde la fuente de carbono fue
sacarosa (3 %). Razén por Ja cual se omitid ésta prueba para futuros trabajos de

caracterizacion de plantas transgénicas.




e e, o

Figura 10, Pigmentacion obtenida por reaccién con la solucién de lugol de los callos v brotes neoformados
a partir de discos de hojas de plantas transgénicas de tabaco con ScATHI vy sin transformar: regeneraclos
en cada uno de los tratamientos con las fuentes de carbono (T1=10 mM, T2=50 mM, T3=100 mM,
T4=200 mM, T5=300 mM de trehalosa) y dos testigos el primero sin fuente de carbono en el medio de :
cultivo (T0) y el segundo con sacarosa como fuente de carbono (87.6 mM). Las letras (a, b, ¢, d, e, f, g)
representan a los callos sin transformar, mientras que Jas letras seguidas por un numero (al, bl, ci,dl, el, :

f1, gl) representan callos formados a partir de una linea transgénica Sc ATHI.
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4.1.3. Cuantificacién de trehalosa

En el Cuadro 4; se muestran los valores obtenidos del contenido de trehalosa en teido

foliar de plantulas de tabaco desarrolladas bajo condiciones in vitro,

Cuadro 4. Lineas utilizadas para cuantificar los niveles de trehalosa en tejido foliar. Se

indican las lineas transformadas (NTre) y el control sin transformar (WT),

, ng mg-1 peso ng mg-1 peso ng mg-1 peso
Lineas Areal Area2 Cone. 1 Cone. 2 freseo 1 freson 2 fresco Prom.

WT (ST1) 5066.0000 5195.0000  19.0803 16,5592 1739536  178.2884  176.1210

2 Tre 7119.5000 69440000 26.7009 26,0457 2469833  241.018%  244.0011
3 Tre 4593.0000 4652.0000  17.3252 17.5479 1584212  160.2819 1593515
4 Tre 9207.5000 9758.5000 34.4494 364941 3166798 3351552 3259175
5 Tre 5416.5000 5973.0000 203812 22,4464 157.6480  173.5735  165.6107
6 Tre 5808.0000 6514.0000  21.834¢ 244540 1812825  203.6750 1924787
7 Tre 7503.0000 71500000  28.1240 26.8141 2419080  229.9182 2359131
8 Tre 7268.0000 7353.5000 27.2520 27.5693  198.5676 2050189 - 201.7932
9 Tre 12628.5000  10848.5000 47.1816 40.5390  434.6930 3734844  404.0887
11 Tre 8§725.0000 9364.5000 32,6588 35.0320 255.0347  273.5741  264.3044
12 Tre 5549.5000 5355,0000  20.8747 20.1520  196.1358  188.4247  192.2802

Como se puede apreciar en la Figura 11, los niveles que alcanza este azucar en ios
tejidos seleccionados se encuentran por arriba del valor que arroja el testigo (WT ST1),
en el 80 % de los casos. Este resultado no dsja de ser contradictorio, ya que s¢ esperaria
que la trehalasa redujera el contenido endégeno‘ de trehalosa a niveles por debajo del

control sin transformar.
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Figura 11. Concentracién de trehalosa en nanogramos por miligramo de peso fresco de las lineas de tabaco

obtenidas con el gen ScATHI.

4.1.4. Caracterizacién morfolégica de los materiales transgénicos con ScATHI in

Vitro

Debido a la alteracion de los contenidos enddgenos de trehalosa de las lineas
transgénicas con ScATH1; existian altas probabilidades de que al modificarse este factor,
se modificara también la actividad fotosintética, lo que daria como resultado diferencias
morfoldgicas y en el desarrollo de las plantas transgénicas comparadas con el testigo sin
transformar cuando ambas fueran desarrolladas en presencia y ausencia de sacarosa; lo
anterior se planted bajo el conocimiento de que los aziicares en el medio de cultivo en
especifico la sacarosa son un importante componente en cualquier medio nutritivo y su
adicion es esencial para un crecimiento y desarrollo in vitro, ya que la fotosintesis es

insuficiente para sostener el desarrollo bajo estas condiciones.
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4.1.4.  Altura de planta. (brotes desarrollados in vitro)

Los resultados que se muestran en la Figura 12, indican que la condicion de
transformante aumenta la altura de planta de cada una de las lineas transgénicas con '
respecto al testigo sin transformar (WT) cuando los explantes son desarrollados con

sacarosa en el medio de cultivo.

20.00 -
18.00 -
16.00 4
14.00 -

12.00
Sin sacarosa

10.00 + Con sacarosa

8.00 -

Altura (cm)
L -N

6.00 |
4,00
2.00 -
0.00 L

WT 2Tre 3Tre 4Tre 5Tre 6Tre 7Tre 8Tre 9Tre 11Tre 12Tre

Lineas

Figura 12. Altura de las plantas transgénicas con ScATH! (NTre) y un testigo (WT), desarrolladas in vitro

a los 56 dias de desarrollo en medio de cultivo con sacarosa al 3 % v sin sacarosa como fuente de carbono.

Bajo la condicion de sacarosa como fuente de carbono, el testigo (planta sin transformar)
presenta los valores mas bajos, en cuanto a altura se refiere, en comparacion con el resto
de las lineas transformadas con A7H1; es conveniente mencionar que esta diferencia es
estadisticamente significativa (Cuadro 1A y 2A). Realizando un andlisis sobre el ‘
comportamiento de las diferentes lineas en relacion a su crecimiento y a su relacién con
su contenido inicial de trehalosa; encontramos que no existe correlacion alguna entre la
altura alcanzada en promedio por cada una de las lineas y el contenido de trehalosa

reportado inicialmente; ya que es factible encontrar lineas con bajo contenido de



trehalosa reportado, que presentan un crecimiento promedio de 18 cm en 56 dias, como
lo es en el caso de la lnea 12Tre & 6Tre, v & la vez encontrar alturas muy similares con
lineas cuyos contenido de este azacar son elevados, como es el caso de las Hneas 7Tre y

9Tre.

Al eliminar la fuente de carbone en el medio de cultivo, la zltura de los brotes
manejados in vitro, se vio severamente reducida en comparacion con jo$ manejados con
sacarosa; sin embargo la condicidn de transformante con ScATH] mostrd que algunas
lineas portadoras de este gen continuaron con su desarrollo sin sacarosa, como en las

lineas 6Tre, 7Tre, 8Tre cuya altura fue de 3.43, 3.70 v 3.0 cm respectivamente.

La linea sin transformar (W) arrojé un valor promedio de 2.28 cm por explante; en
cuanto a las lineas transgénicas los valores ﬂuﬁuaron de 0.7 cm para la linea 4Tre y de
3.7 em para la 7Tre. Los datos obtenidos de 2ltura de brotes desarrollados sin sacarosa
no permiten establecer una correlacién enire su crecimiento y el contenido de trehalosa
reportado por HPLC. Los valores extremos (0.7 v 3.7 em) corresponden; el primero a
una linea con alto contenido de trehalosa y el segundo 2 una con un bajo contenido del
azilicar; pero a la par se presentan casos como la linea 5Tre cuyo valor de contenido de
trehalosa es apfoximadamente la mitad del que se feporta para 4Tre, por io que se
esperaria presentara un reducido crecimiento, pero la altura zloanzada por los brotes que
corresponden a esta linea superan a los del testigo v se acercan a los de la lfnea 7Tre
cuyo contenido de trehalosa es sumamente alto. Estadisticamente los Jineas transgénicas
analizadas en conjunto no ofrecen diferentas estadisticas con respecto a las plantas sin

transformar (Cuadro 1A y 2A).
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4.1.4.2. Numero de hojas

En la variable numero de hojas promedio por cada linea evaluada, se obtuvieron valores
muy similares entre cada linea transgénica y a su vez muy cercanos al valor reportado
para el testigo sin transformar (Figura 13) (Cuadro 1A. y 2A). El nimero de hojas fue en
todos los casos superior a 20 hojas promedio por explante cuando los brotes fueron

desarrollados bajo condiciones in vitro con sacarosa (87.6 my) como la fuente primaria

de carbono.

30.00 W
25.00 +

20.00 -

@ Con Sacarosa

156.00 - .
[ Sin Sacarosa

10.00 -

Ndmero de hojas

5.00

0.00 -

WT 2Tre  3Tre 4Tre 5Tre 6Tre 7Tre  8Tre S9Tre 11Tre 12Tre

Lineas

Figura 13. Namero de hojas de las plantas transgénicas con ScATH/ (NTte) y un testigo (WT),
desarrolladas in vitro a los 56 dias de desarrollo en medio de cultivo con sacarosa al 3 % y sin sacarosa

como fuente de carbono.

Sin sacarosa, el namero de hojas se redujo en proporcion a la reduccion de la altura de
las plantas. El numero de hojas de las lineas transgénicas fueron de 4.67 en la linca 4Tre,

hasta 12.33 en la linea 7Tre. Al igual que en el caso de la variable altura de planta no es
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posible establecer correlacién alguna entre el nimero de hojas y el contenido enddgeno
de trehalosa reportado; aunque si se detecta una diferencia estadistica si se analiza a las
plantas transgénicas como un conjunto y se les compara con sus respetivos testigos sin

transformar (WT), (Cuadro 1Ay 2A).

4.1.4.3. Numero de raices

Como se puede apreciar en la Figura 14; las lineas transformadas genéticamente con
ScATHI muestran valores muy cercanos entre si con respecto al niimero de raices
neoformadas promedio por explante y los correspondientes  testigos, lo que
estadisticamente se considera igual (Cuadro 1A y 2A), cuando la evaluacion se llevé a

cabo en brotes desarrollados sobre medio de cultivo con sacarosa.

80.00 -
70.00 -
60.00 | _E

50.00 - ™ JJ; A
[ Con Sacarosa

40.00 - !
[ Sin Sacarosa

30.00 -

Numero de raices

20.00 -

10.00
0.00 ! L_LL ; - >

WT  2Tre 3Tre 4Tre 5Tre 6Tre 7Tre 8Tre  9Tre 11Tre 12Tre

Lineas

Figura 14. Nmero de raices de las plantas transgénicas con ScATH] (NTre) y un testigo (WT),
desarrolladas in vitro a los 56 dias de desarrollo en medio de cultivo con sacarosa al 3 % y sin sacarosa

como fuente de carbono.
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Cuando se suprime la sacarosa en el medio de cultivo, la linea sin transformar disminuye
en mas de la mitad su capacidad rizogénica; mientras que lineas como la 6Tre, 7Tre y
8Tre alcanzan valores cercanos a los que se obtienen cuando se desarrollan con sacarosa,
sin embargo al igual que en el resto de los casos no existe relacién directa entre el
nimero de raices neoformadas con el contenido de trehalosa, De la misma manera
estadisticamente no existen diferenciés en conjunto de las planta transgénicas al
compararlas con las plantas con fenotipo tipo silvestre (sin transformar) (Cuadro 1A y

2A).

4.1.5. Prueba de regeneracién in vitro de lineas de tabaco transgénicas ScATH1

Contemplando la posibilidad de poder utilizar el gen ScATHI como un gen para llevar a
cabo seleccidn positiva en un medio con trehalosa donde los tejidos transformados
podrian adquirir una mayor capacidad para sostener su crecimiento y desarrollo en
presencia de trehalosa como fuente de caibono, se evaluaron cuatro lineas transgénicas
determinadas; por tener dos de ellas alto contenido de trehalosa (4Tre y 9Tre) y dos
linéas mas con bajo contenido de trehalosa (3Tre y 5Tre) cuantificada por HPLC y un
testigo sin transformar (WT), sobre medios de cultivo con sacarosa 87.6 mM (S1),
Trehalosa 10 mM (T1), 50 mM (T2), 100 mM (13), 200 mM (T4), 300 mM (T5), 500
mM (T6). Se anex6 ademds un tratamiento sin fuente de carbono (T0) tanto para las

lineas transgénicas como para el testigo sin transformar.
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O5Tre
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Numero de brotes neoformados

Sacarosa 1 To ™ T2 T3 T4 T5 T6
Tratamientos

Figura 15. Niimero de brotes neoformados a partir de discos foliares de plantas de tabaco transgénicas con
ScATHI (NTre) y un testigo sin transformar (WT), en medio de cultivo con trehalosa Y sacarosa como

fuentes de carbono.

En la Figura 15, se aprecia que la mayor cantidad de brotes neoformados en medio de
cultivo con sacarosa se obtiene al utilizar la linea 9Tre la cual posee un alto contenido de
trehalosa, seguido por el testigo cuyo valor promedio asciende a 8 brotes neoformados
por explante. La ausencia de fuente de carbono (T0), podria haber funcionado como un
agente selectivo, ya que el testigo emite brotes y tres de las lineas se ven imposibilitadas
a desarrollar el proceso organogeénico; sin embargo la presencia de nuevos brotes en la
linea 3Tre, descarta esta posibilidad a presentarse como un evento que aunque
esporddico, es constante en el niimero de brotes que se forman. Los tratamientos con
trehalosa no permiten ubicarlos como tratamientos eficientes para poder ser utilizados
como agentes selectivos, ya que se presentan una respuesta morfogénica sumamente
variable entre cantidad de trehalosa en el medio de cultivo y la cantidad de brotes que

forma cada linea, conjuntamente esta variabilidad imposibilita poder establecer alguna
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correlacion entre el contenido de trehalosa endogena y su respuesta organogénica y la

relacion de ambas con respecto a la cantidad del disacérido en el medio de cultivo.

4.1.6. Crecimiento de las lineas transgénicas con ScA7H] en plantas aclimatadas

Las lineas (plantas) transgénicas de tabaco con ScATHI muy semejantes al testigo
(planta sin transformar WT), esto incluyé la altura y el desarrollo que cada linea alcanzd
a los 30 dias posteriores a su proceso de aclimatacion (Figura 16); donde no se pudo
apreciar diferencias significativas en la altura alcanzada por cada linea y el testigo sin
transformar (Figura 17), (Cuadro 1A y 2A).

La trehalosa no fue una condicién para poder inferir una respuesta en cuanto a
crecimiento de cada linea ya que la altura de planta se comporté de forma

independientemente al contenido enddgeno de trehalosa

7.00 -

8.00

5.00

4.00 - J‘Vr

3.00 4

2.00 -

1.00 -

0.00 T T T ‘ ‘ T -

WT 2Tre 3Tre 4Tre 5Tre 6Tre TTre 8Tre 9Tre 11Tre 12Tre

Altura (cm)

Lineas

Figura 16. Altura de las plantas transgénicas ScATH/, y un testigo sin transformar (WT) a los 30 dias

posteriores al proceso de aclimatacion.
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Figura 17. Vista panoramica de las lineas transgénicas de tabaco portadoras del gen ScATH] (NTre} y un

testigo sin transformar (W) a los 30 dias posteriores al proceso de aclimatacién.

4.1.7, Pruebas de patogenicidad ex vitre de plantas transgénicas adulias de tabaco
portadoras del gen ScATH]

Con la determinacion inicial de los niveles de trehalosa en cada wna de las lineas
transgénicas portadoras del gen ScATHI, se seleccionaron cuatro lineas cuyos niveles
estuvieran originalmente por arriba de los valores del testigo con la finalidad de
utilizarlas en una evaluacién de su comportamiento frente al ataque de la bacteria
Pectobacterium carotovorum; una vez que estas plantas alcanzaron un desarrollo de tres

meses de edad posteriores a su proceso de aclimatacion ex vitro, La cantidad de

trehalosa reportada inicialmente en su estado de microplantula por HPLC para el testigo

y las cuatro lineas evaluadas se muestran en el Cuadro 5 .

|
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Cuadro 5. Contenido inicial de trehalosa de las lineas avaluadas en la prueba de

patogenicidad de plantas adultas de tabaco transgénicas con 35S::ScATH].

Lineas Contenido de trehalosa
ng mg” de peso fresco
promedio

WT (Testigo) 176.1210
2Tre 244.0011
4Tre 3259175
11Tre 264.3044
| 12Tre 192.2802

En la siguiente serie de fotografias (Figura 18, (a), (b), (c), (d), (e)), se muestra el
fenotipo de cada una de las lineas transgénicas asi como del respectivo testigo utilizado
(Figura 18 a), las caracteristicas morfoldgicas iniciales de las lineas transgénicas fueron
muy similares a las del testigo. Aun cuando los niveles de contenido de trehalosa son
mas altos en las cuatro lineas con respecto al testigo, no existe evidencia de que esta
acumulacion induzca anomalias fenotipicas visibles, por lo que la evaluacion de la
susceptibilidad o resistencia de estos materiales frente a la bacteria fitopatogena se llevo

a cabo de forma estandarizada para cada una de las lineas.
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Figura 18. Plantas empleadas en las prueba de patogenicidad frente a Pectobacterium carotovorum con
tres meses de desarrollo posterior a su aclimatacién ex vitro. (a) Linea WT (Testigo), (b) Linea 2Tre, (c)
Linea 4Tre, (d) Linea 11Tre, (e) Linea 12Tre.
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Los sintomas fueron visibles durante el transcurso de la primera semana, siendo la
marchitez y manchas acuosas en cada una de las lineas el sintoma mas destacable, al
cabo de tres semanas fue facilmente detectable el avance de la invasién bacteriana
mediante la ubicacion de secciones con apariencia necrética y/o acuosa. El testigo se
presento mas turgente y se mostré mas vigoroso que las lineas transgénicas cuyas hojas
superiores y tallo presentaba severos daiios en los tejidos de conduccion; disminuyendo
notablemente su desarrollo. A los 28 dias posteriores a la infeccion las lineas 11Tre y
12Tre presentaron dafios irreversibles culminando con su muerte (Figuras 19 (d), (e)),
mientras que las lineas 2Tre y 4Tre, aun cuando los dafios fueron muy graves no
llegaron a la muerte; en su lugar las plantas comenzaron a emitir brotes basales sin
sintomas aparentes de ataque bacteriano (Figura 19 (b), (c)). En cuanto al testigo, este en
comparacion con el resto de las lineas transgénicas se comportd con mas tolerancia
frente a la bacteria fitopatdgena. Contrariamente a lo esperado el testigo sobrevivio al

ataque de la bacteria.

Figura 19. Plantas de tabaco inoculadas con Pectobacterium carotovorum 28 dias antes. (a) Linea WT

(Testigo), (b) Linea 2Tre, (c) Linea 4Tre, ( d) Linea 11Tre, (e) Linea 12Tre.
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Como se puede apreciar (Figura 19, (a), (b), {c), (d), (¢)), las plantas ransgénicas
presentaron una mayor susceptibilidad frente al ataque de la bacteria, no existe
correlacion aparente en las lineas transgénicas, entre los dafios ocasionados por esta vy
los niveles del azicar trehalosa cuantificados inicialmente por HPLC, va que lineas
como 12Tre cuyos niveles de trehalosa son mucho menores que lineas como 11Tre,

presentan sintomas muy graves de invasion bacteriana.
4.1.8. Cuantificacién de la infeccién bacteriana

Ademas de evaluar visualmente los dafios ocasionados por P. carotoverum en las lineas
transgénicas y en el tesﬁgo, fue necesario contar con una prueba que arrojara parametros
cuantitativos para medir las diferencias en cuanto a tolerancia y/o susceptibilidad de las
lineas transgénicas frente 2 las plantas sin transformar (WT). Para lo anterior se procedié
de acuerdo con la mefodologfa citada en el apartado correspondiente de Materiales v
Mstodos. De esta manera fue posible observar que en los materiales transgénicos la
cantidad de bacterias presentes en las muestras de tejido foliar fue menor en el testigo en
todos los casos, en la Figura 20, se aprecian las placas con el desarrollo de 'ias colonias;
en ¢l lado derecho de cada una de las imAgenes se presenta las muestras que
corresponden al testigo y a la izquierda las lineas transgénicas, en todos los casos una

dilucién de la muestra con el tejido infectado de 10 fue insuficiente para determinar el

numero de colonias de la bacteria en las cuairo lineas transgenicas 2Tre, 4Tre , 11Tre, -

12Tre, mientras que en el testigo una dilucién de 107 o menor (10°%) fue suficiente para

observar 1a ausencia de Ja bacteria.
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En resumen la cantidad de células bacterianas presentes en la planta testigo (WT sin
transformar) fue hasta 1000 veces menor con respeto a cada una de las lineas
transgénicas. Estos datos concuerdan con el grado de severidad observado en las plantas
infectadas y manejadas en el invernadero, donde el testigo, se presentd con mayor

tolerancia al ataque de la bacteria.

Figura 20. Numero de colonias de la bacteria Pectobacterium carotovorum a diferentes diluciones (10?,

107, 10%,10%,10”) en: (a) Linea 2Tre, (b) Linea 4Tre, (c) Linea 11Tre, (d) a las 32 horas de incubacién.

4.1.9. Pruebas de patogenicidad in vitro.

Para llevar a cabo este ensayo se seleccionaron dos plantas transgénicas con bajo

contenido de trehalosa y dos con alto contenido, en comparacion con el testigo sin

transformar (WT) desarrolladas todas bajo condiciones i vitro.

75

PR N -



Al analizar ios sinfomas en las micropldntulas infectadas con la bacteria Pectobacterium
carolovorum, el unico patron constante en cada unza de las lineas y sus correspondientes
repeticiones evaluadas, fue que las lineas transformadas con SedTHJ cuyo coﬁtenido
inicial de trehalosa cuantificado por HPLC era mayor (4Tre y 9Tre) que el reportado
para las iineas sin transformar (WT2A y WTT), suﬁ-ieron‘una mayor invasion y dafio del
tejido vegetal por parte de la bacteria inoculada; mientras que lineas con una menor
cantidad de trehalosa (3’1‘re y 5Tre) se comportaron con mayor tolerancia al desarrollo

de ia bacteria.
4.1.9. Cuantificacion de la infeccion bacteriana

El mimero dé bacterias cuantificado (Figura 21), oscild hasta la dilucién de 107, en la
cual en todas las lineas fue posible llevar a cabo ¢l conteo de las colonias formadas,
Nuevamente se presenta el mismo patrdn de infeccién de la bacteria, donde el desarrollo
de esta, fue mucho mayor en las lincas 4Tre y 9Tre, cuya caracteristica similar esta dada
por poseer ambas un contenido inicial elevado de trehalosa. Por su parte las lineas 3Tre
y 5Tre presentaron un menor nimero de colonias desarrolladas en el medio; lo que se
correlacion6 directamente con un bajo contenido de trehalosa inicial, Estadisticamente
las Iineas més susceptibles al ataque de la bacieria Pectobacterium carotovorum fueron
a 97re y la 4Tre, mientres que las 3Tre v 5Tre se comportaron ligeramenie menos
susceptibles al atague de esta bacteria, ain y cuando existan diferencias estadisticas

entre estas lineas. (Cnadro 3A y 4A),
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WT 24 ¢

Figura 21. Niimero de colonias de la bacteria Peciobacterium carotovorum a diferentes diluciones (a)
Linea 3Tre, (b) Linea 5Tre, (¢) Linea 4Tre, (d) Linea 9Tre, (¢) Linea WTJ (testigo), {f) Linea WT2A

(testigo) a las 32 horas de incubacién desarrolladas a partir de tejidos in vitro,

En el nimero de colonias desarrolladas (Figura 22) se puede apreciar en forma mas clara
como la condicién de transformadas (4Tre y 9Tre) con altos contenidos de trehalosa
favorecen el desarrollo de la bacteria mientras que bajos niveles de trehalosa (3Tre y
5Tre) presentan un menor nimero de colonias, hasta cuatro veces menos. Sin embargo

es conveniente hacer la consideracién de que estas diferencias se presentan en una
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misma dilucién 107, al estar sumamente diluida las bacterias muestreadas a partir de
tejido infectado, las diferencias en cuanto a sintomas visibles no son tan notorias como

comunmente se esperaria.

25.0
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15.0
10.0 -

WT 2A Bajo WTJ Bajo 3Tre Bajo 5Tre Bajo 4Tre Alto 9Tre Alto
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Ndmero de colonias

($)]
(=]
1

Lineas

Figura 22. Nimero de colonias de bacterias de Pectobacterium carotovorum en plantas de tabaco in vitro

a las 24 horas de infeccién en una dilucién de 107
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4.2. Transformacién con pBINI9::358::8cTPS1-TPS2::NOS

Al igual que el experimento anterior de transformacién los discos foliares de tabaco
fueron sometidos a la infeccidn con Agrobacterium tumefaciens; v de la misma manera
los brotes neofermados a partir de estos, fueron transferidos a los correspondientes

medios selectivos, donde aguellos que sobrevivieron sin presentar sintornas de toxicidad

fueron separados como posibles transformantes, para contitmar con las caracterizacion

molecular.

Comeo resultado de esta seleccién se lograron regenerar 20 piantas in vitro en medio
selectivo con kanamicina de un total de 45 discos de hoja infectados; cada una de estas

plantas se consideraron como lineas transgénicas independientes.
4.2.1. Anslisis molecular por PCR

La seleceitn de las lineas consideradas como posibles transformantes se llevd a cabo
mediante PCR con la finalidad de descartar las falsas transformantes o posibles escapes.
Se amplificd por PCR la regién correspondiente a NPTTI, generando un fragmento de
(780 kb) (Figura 23) de 16 lineas seleccionadas solo 11 presentaron la banda
correspondiente al gen de seleccién. Una Veé identificadas las lineas transformantes, se

procedié a reclasificarlas en un orden consecutivo para los siguientes experimentos.
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V1 C+ TN TN 1 2 3 4 5 6 7 8 M2

780 pb

M1 C+ TN TN 9 1] I1 12 13 14 15 16 M2

780 pb

Figura 23: Fragmento arplificado (NPTIL), se muestra la comparacion de las lineas

seleccionadas con el testigo positive (T+) de las 16 lineas de tahaco sometidas a agroinfeccién

con la construceion pBINI9. : 358 :SeTPSi-TPS2: :NOS.

MI. Marcador de peso molecular Ladder DNA de 1 kb,

T+ Control positivo (Muestra de ADN genémico de Arabidopsis thaliana portadora del gen NPTIT).
1-16. Lineas originadas a partir de broies neoformados sobre medio de cultivo selectivo con
kanamjcina (100 mg L™ v ticarcilina (250 mgL ™).

TN-. Testige negativo (WT),

M2, Lambda HindIl.

4.2.2. Cuantificacién de trehalosa

Contando con los mismos valores de la curva patron de trehzlosa utilizados para la
construccion con el gen ScA7HI, en el case de las lineas obtenidas como transformantes
de la construccion bifuncional SeTPSI-TPS2, se seleccionaron Ia totalidad de las lineas

obtenidas més un testigo sin transformar, la condicién de las 11 lineas y el testigo (WT
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ST1), se corroboraron previamente por PCR. En el Cuadro 6 se muestran los valores de

la determinacidn de trehalosa por HPLC.

Cuadro 6. Lineas utilizadas para cuantificar los niveles de trehalosa en tejido foliar.

R ng mg-1 peso ng mg-1 peso ng mg-ipeso
Lineas Areal Area? Cong, 1 Conc. 2 fresco 1 fresco? fresco Prom.

WT (8T1)  5066.0000 51950000 19.0805 195582 1739536 1782884  176.1210

1 BI 4795.5000  4532.5000 18.0767 171007 1397818  131.6195 1357007
2BI 42750000  4380.0000 16.1452 16.5348  132.4940  135.5650  134.0295
3BI 5530.5000  5269.0000 20.8042 19,8338 165.6478  157.7899  161.7188
4 BI 7413.5000  7273.5000 27.7919 272724 2229105 219.0963 2210034
5BI 75440000  8557.5000 28.2762 32.0373  211.4271  237.6328 2245300
6 21 6274.5000  6450.0000 23,5652 242164 1755781  179.1098  177.3440
7Bl 17091.0000  16025.0000 63,7046 597487  536,8400 4981641  517.5021
8 BI 13031.5000 13511.5000 48.6400 50.4213 2727800 2834293  278.1046
9 BI 13202.5000 12460.5000 49,2746 46,5211 4290869  403.8584  416.4727
10 BI 12320.0000  12232,0000 45.9997 45,6731 4533305 4504762 4519034
13BI 6283.0000  600¢.0000 23.5967 22,5688 1774188  169.6902 1735545

Como se puede apreciar en la Figura 25, los niveles de esie azicar varfan
considerablemente entre las diferentes lineas seleccionadas, es asi que encontramos
cuatro lineas (1BI, 2BI, 3BI y 13 BI), cuyos valores se encuentran por debajo de los que
se reportan para €l tesiigo sin transformar, a su vez encontramos valores muy altos como
en el caso de la linea 7BI, misma que acumula casi tres veces mas que el testigo, o lineas
como la 9BI y 10B1, capaces de acumular més del doble de la cantidad de trehalosa que
el testigo. La tendencia indica, en términos generales, que las plantas transgénicas con

TPSI-TPS2 tienden a acumular més trehalosa que el testigo sin transformar.

La linea 7BI (Figura 24), ademds de presentar los valores mas altos en ¢! contenido de

trehalosa, esta construccién presenta un fenotipo aberrante con hojas en roseta y aspecto

rugoso, presentd ademas un crecimiento anormal adguiriendo una forma compacta, la

situacidén de su apariencia foera del fenotipo tipice de las plantas de tabaco la descarté
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mmediatamente como una linea para futuros trabajos de caracterizacion ante el ataque

de patogenos.

Figura 24. (a) (b). Linea 7BI de tabaco que sobrexpresa la produccion de trehalosa con un fenotipo

aberrante.
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2Bl 3Bl 4Bl 5Bl 6Bl 7Bl 8Bl 9Bl 10 B 13 BI

ng mg de peso fresco

(8T1)
Linea

Figura 25. Concentracion de trehalosa en nano gramos por miligramo de peso fresco de las lineas obtenidas

con la construceion bifuncional Sc7PSI-TPS?2.
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4.2.3. Caracterizacién morfolégica de los materiales transgémicos con el gen

bifuncional ScTPSI-TPS2,

Al igual gue con las plantas transgénicas que sobre expresan el gen ScATHI, en esie
caso, fue caracierizada la morfologfa de las plantas transformadas, comparandolas con
un control o testigo no transformado. Lo anterior con la finalidad de determinar en
primera instancia sf la sobre-expresion de SeTPSI-TPS2 pudiera inducir aberraciones en

la morfologia de las plantas.

4.2.3.1. Altura de planta

En ausencia de una fuente de carbono (sin sacarosa), la Hnea sin transformar (WT)
presentd una reduccion de crecimiento, sin embargo a los 56 dias fue capaz de alcanzar
alturas de mas de 2 cm en promedio, mientras que las lineas transgénicas con ScTPS/-
IPS2 fueron incapaces de mantener su desarrollo durante los 56 dias que comprendié la
evaluacion (Cuadro 5A y 6A). La muerte por senescencia de estas plantas se debid a que
durante la primera y segunda semanas presentaron un crecimiento acelerado ¥ un mayor
desarrolle lo que involuerd un gran consumo energético en un periodo muy corto lo que
a la larga probablemente produjo el agotamiento de las reservas energéticas enddgenas

de las plantas transformadas (Figura 26).
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transformar

Lineas transformadas

Figura 26. Lineas transgénicas con ScTPSI-TPS2 y un testigo (WT) desarrolladas in vitro sin sacarosa

como fuente de carbono en el medio de cultivo a los 56 dias de desarrollo.

Como se aprecia en la Figura 27, la altura promedio alcanzada en cada una de las lineas
transgénicas es mayor que el control no transformado, cuando se desarrollan en un
medio de cultivo con sacarosa, mientras que en ausencia de sacarosa ninguna de las
lineas transgénicas puede mantener su desarrollo. En este caso el testigo sin transformar,

puede mantener un lento desarrollo suficiente para mantenerse vivo durante mas de 56

dias.
35.0
30.0 4
25.0 -
E su
g 20 @ Con sacarosa |
£ i
= s
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Figura 27. Altura de las plantas transgénicas con ScTPSI-TPS2 (NBI) y un testigo (WT), desarrolladas in
vitro a los 56 dias de desarrollo en medio de cultivo con sacarosa al 3 % y sin sacarosa como fuente de

carbono.
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La apariencia de las lineas transgénicas desarrolladas con sacarosa duranie las dos
primeras semanas bajo condiciones in vitro fue de plantas con entrenudos largos y hojas
con coloracién verde intensa, pero & partir de la isrcera semana la tonalidad de las hojas
vird hacia una clorosis evidente, presentandose una apariencia semejarte a ﬁna hoja en
inicio de senescencia, 1o que aparentemnente se podia interpretar como un envejecimiento

prematuro, debido probablemente a una mayor actividad fotosintética.
 4.2.3.2. Néimero de hojas

Al igual que pafa la variable altura de planta los datos revelan diferencia estadistica
entre -el testigo (planta sin transformar WT), con el resto de las lineas transgénicas
(Cuadro 5A y 6A), pero no muestra ninguna diferencia entre lineas transgénicas va que
el nimero hojas en promedio en cada una de ellas es muy similar, superior a 30 hojas en
todos los casos cuando las lineas transgénicas son desarrolladas en un medio de cultivo
con sacarosa 87.6 pm, Las plantas desarrolladas sin sacarosa a los 56 dias de evaluacion
no presentaron hoja alguna, lo que indicé la necesidad de una fuente de carbono para
llevar a cabo la Bl‘otaci(’)n de hojas, mieniras que el testige (WT), ain cuando su
dgesarrollo se vio limitado por la falta de una fuente energética, si fue capaz de emmtir
nuevas hojas alcanzando un promedio de 7 hojas por brote (Figura 28). Al parecer las
lineas transgénicas se comportan con un desarrollo acelerado cuando no tienen
limitantes de fuente de carbono en el medio de culiivo lo que se traduce en una
apariencia de los hojas durante los primeros dias con un alto contenido de clorofila va
que su coloracion es muy verde, pero a medida que continua el desarrollo de las plantas

las hojas contintian su proceso de madurez sin detenerse lo que ias lleva rapidamenie a
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presentar sintomas prematuros de senescencia, esta caracteristica es atribuible a que la
construccion empleada incluyé un promotor constitutivo (35 5), el cual es el responsable
de que la fusion bifuncional 7PS/-TPS2 se esté expresando en todo momento, dando
muy probablemente como resultado un envejecimiento irreversible de las plantas
portadoras de este gen. La condicion de no desarrollar hojas de las plantas transgénicas
explica las diferencias estadisticas encontradas al compararlas con las plantas sin

transformar (Cuadro 5A y 6A).
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Figura 28. Nmero de hojas de las plantas transgénicas con ScTPSI-TPS2 (NBI)y un testigo (WT),
desarrolladas in vitro a los 56 dias de desarrollo en medio de cultivo con sacarosa al 3 % y sin sacarosa

como fuente de carbono.

4.2.3.3. Numero de raices

En la Figura 29 se muestra esquematicamente como la presencia de sacarosa en el medio
de cultivo, propicié un gran nimero de raices superando las 50, a los 56 dias de cultivo

bajo condiciones in vitro, ofreciendo diferencias estadisticas de las lineas transgénicas
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con respecto al testigo (Cuadro 5A y 6A), donde las lineas transgénicas presentaron el
mayor numero de raices por explante. Bajo la condicién sin sacarosa tmicamente el
testigo sin transformar fue capaz de desencadenar el proceso rizogénico dando un
promedio de 15 raices en promedio por explante, lo que claramente es estadisticamente
diferente de cada una de las lineas transgénicas con ScTPS/-TPS2 donde la
neoformacion de raices se vio detenida por completo al carecer los explantes de una

fuente constante de carbono exdgena para sostener este complejo proceso (Cuadro A 27

y A 28).
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Figura 29. Numero de raices de las plantas transgénicas con 7PSI-TPS2 y un testigo (WT), desarrolladas
in vitro a los 56 dias de desarrollo en medio de cultivo con sacarosa al 3 % y sin sacarosa como fuente de

carbono.

4.2.4. Floracion prematura in vitro

Dentro de las caracteristicas mas destacables de las lineas transgénicas con el gen

bifuncional Sc7PSI-TPS2 fue la prematura conversion del apice vegetativo a
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reproductivo, incluso bajo condiciones in virro. Como se aprecia en las Figuras 30 (a) y
(b) es evidente la presencia de botones florales en microplantulas de 30 dias de
desarrollo, aparentemente estos botones florales presentan estructuras completas sin
deformaciones o estructuras incompletas. Este hecho nos obliga a pensar en la funcién
de los azucares como sefiales en la transicion del apice de vegetativo a reproductivo. Los
dos casos de floracion prematura in vifro corresponden a dos lineas cuyos contenidos
iniciales de trehalosa fueron mas del doble (9BI y 10BI), en comparacion con el testigo

(planta sin transformar).

Figura 30. (a) Formacion prematura de botones florales en microplantulas de tabaco de la linea 10BI a los
30 dias de desarrollo.(b) Estructuras florales completas en botones florales prematuros in vitro a los 30

dias de desarrollo.

4.2.5. Floracién prematura en plantas aclimatadas

Con el claro objetivo de observar el fenotipo de algunas lineas transgénicas que habian
presentado el desarrollo prematuro de botones florales, algunos ejemplares
representativos de estas lineas, se sometieron al proceso de aclimatacién para analizar su

comportamiento y desarrollo en su estado de planta adulta, sin embargo esto no fue del
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todo posible ya que la linea 10BI nuevamente dio lugar a la formacion de flor en un
periodo de tiempo corto, en este caso la conversién del apice fue claramente visible a los

30 dias posteriores al proceso de aclimatacion (Figuras 31 (a) y (b)) donde el desarrollo

floral continud hasta llegar a la formacién de semillas.

Q-

Figura 31. (a), (b) Desarrollo del apice reproductivo en la linea 10BI transgénica con TPS/-7PS2 a los 30

dias de desarrollo como plantula.

Similar a lo ocurrido bajo condiciones in vitro las flores que se desarrollaron en las
lineas transgénicas como se aprecia en la Figura 32 (b) y (c), presentan estructuras
completas y bien desarrolladas sin la menor presencia de aberraciones, o que permitio

su correcto desarrollo y posterior formacién de semillas.
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Figura 32. (a) Desarrollo floral en la linea 13BI transgénica con TPS1-TPS2 a los 30 dias de desarrollo
como plantula. (b) Flor prematura obtenida después de 30 dias de desarrollo. (¢) estructuras florales

completas en flores prematuras de la linea 13BI transgénica con T7PS1-TPS2.

4.2.6. Prueba de germinacién de semillas de las lineas portadoras del gen

bifuncional SeTPSI1-TPS?2

Debido a la presencia de una prematura floracion y su inmediata fecundacion, cabia la
posibilidad de que las semillas formadas en tan corto periodo de tiempo podrian no
haberse correctamente desarrollado, lo que podria dar como resultado la presencia de
semillas no viables. Para corroborar o refutar lo anterior se planted una pequefia y
sencilla prueba de viabilidad, sometiendo las semillas colectadas de tabaco de las lineas
I3BI y 14Bl a una desinfectacion superficial con hipoclorito de sodio, para
posteriormente ser establecidas bajo condiciones in vitro en un medio de cultivo sin

reguladores de crecimiento y promover de esta manera su germinacion.

Como se muestra en la Figura 33 (a) mas del 90 % de semillas obtenidas de la linea

13BI germinaron dando lugar a una gran cantidad de plantulas. La misma situacion se
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presentd para la linea 14BI (Figura 33 (b)), donde méds del 80 % de las semillas

sometidas a germinacion in vitro germinaron en un periodo promedio de 5 dias,

Figura 33. (a) Plantulas obtenidas de 1z geminacion in vitro de las semillas colectadas de la linea
transgeénica de tabaco 13BI. (b) Plantulas obtenidas de la germinacién in vitro de la linea transgénica de
tabaco 14BI; ambas portadoras del gen bifuncional Sc7PSI-7PS82 alos 5 dias de incubacién.

La viabilidad de las semillas formadas prematuramente nos permite inferir que la
presencia' del gen bifuncional Se7PSI-TPS2 en algunas lincas transgénicas acelera el
proceso de floracion, si este es comprado con el de las plantas sin transformar donde
un mismo namero de dias de desarrollo, las plantas sin transformar contintian sin

cfectuar la transicion del 4pice de vegetativo a reproductivo,

Complementariamente este hecho (formacion prematura de semillag) no afecta la

capacidad germinativa de las semillag que bajo estas condiciones se forman,
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4.2.7. Prueba de regeneracion in vitro de las lineas de tabaco transgénicas con

ScTPS1-TPS2

Como se mostré anteriormente, las plantas transformadas con Sc7PS7-TPS2 mostraron
diferencias en la morfologia y ¢l desarrollo respecto al testigo al crecerse en medic MS
con sacarosa. Dadas estas diferencias, se considerd pertinente evaluar la respuesta de

estas mismas plantas a otra fuente de carbono, en este caso la trehalosa.

Como se aprecia en la Figura 34, las lineas trensgénicas fueron incapaces de
desencadenar alglin proceso organogénico en ausencia de una fuente de carbono, no asi
el caso del testigo (WT) ya que bajo estas mismas condiciones dio lugar en promedio a
dos brotes por explante. De la misma manera donde la fuente de carbono fue trehalosa
10 mp (T1), el testigo dio lugar a ia neoformacién de brotes con un promedio de 5 por
explante; mienfras que nuevamenie ninguna de las lineas transgénicas presentd
formacion alguna de brotes bajo condiciones in vitro. Los explantes son incapaces de
regenerar cuando la cantidad de trehalosa en el medio es de 300 mM (T5) a diferencia
del testigo (WT). En cuanto al resto de los tratamientos 50 mM (T2), 100 mM (T3), 200
mM (T4), presentan respuestas organogénicas diferentes en cada una de las lineas

fransgénicas,
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Figura 34. Namero de brotes neoformados a partir de discos foliares de plantas de tabaco transgénicas con
ScTPS1-TPS2 y un testigo sin transformar (WT), en medio de cultivo con trehalosa Y sacarosa como

fuentes de carbono.

4.2.8. Crecimiento de las lineas transgénicas con TPSI-TPS2 en plantas aclimatadas

La presencia del gen bifuncional Sc7PSI-TPS2 con el promotor constitutivo 35S,
confiere a las plantas la capacidad de crecer a mayor velocidad como resultado inherente

a una mayor acumulacion del azticar trehalosa.

Como se aprecia en la Figura 35: 9 de las 10 lineas transgénicas con ScTPSI-TPS2,
superan en altura a la planta testigo sin transformar (WT), no existe correlacion alguna
entre el contenido de trehalosa inicial cuantificado por HPLC y la altura de planta

alcanzada a los 30 dias de desarrollo bajo condiciones in vitro.
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En cuanto al andlisis estadistico de los datos de altura a los 30 dias posteriores al proceso
de aclimatacion estos reflejan diferencias entre lineas transgénicas asi como con respecto
al testigo, (Cuadro 5A y 6A). Analizando la Figura 35 se puede observar que existen
valores promedio en lineas transgénicas hasta cuatro veces mayores a los que se
presentan en el testigo, como lo es en la linea 1BI, con una altura promedio de 14.8 cm
en comparacién con la altura promedio del testigo de apenas superior a los 4 cm

promedio.
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Figura 35. Altura de las plantas transgénicas ScTPSI-TPS2, y un testigo sin transformar (WT)alos 30

dias posteriores al proceso de aclimatacion.

En la Figura 36. Se observa que el testigo (WT) presentd un crecimiento menor en
comparacion con cada una de las lineas transgénicas ScTPSI-TPS2. La misma figura
también nos permite exponer como la morfologia de las plantas aclimatadas a los 30 dias
de desarrollo, es diferente de las lineas transgénicas en comparacion con la del testigo.
Las hojas adquirieron una forma mas lanceolada en las plantas transgénicas y suelen

presentar un incipiente amarillamiento indicativo de una senescencia acelerada; ademas
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los entrenudos son mas largos, sobre todo el terminal, el cual tiende en todos los casos a
alargarse y adelgazarse lo que en las lineas con alto contenido de trehalosa antecede a la

formaci6n de botones florales, y posteriormente a la formacion de semillas.

wT 10BI 14BI
planta sin

transformar

Figura 36. Vista panordmica de las lineas transgénicas de tabaco portadoras del gen ScTPSI-TPS2 (1BI,
2BI, 10BL, 14BI) y un testigo sin transformar (WT) a los 30 dias posteriores al proceso de aclimatacion.

4.2.9. Pruebas de patogenicidad ex vitro de plantas jévenes de tabaco

Las lineas transgénicas 2BI, 9BI y 10BI, fueron aclimatadas, y a los 30 dias se
inocularon con 10 pL de solucién bacteriana de Pectobacterium carotovorum
desarrollada en un medio liquido LB a una absorbancia de 1.0 a 600 nm; bajo el mismo
procedimiento que para las plantas transformadas con ScATHI se propiciaron las

Optimas condiciones para la invasion de la bacteria al tejido vegetal. Ademas de las
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lineas transgénicas con ScTPSI-TPS2, se emplearon como testigos en cada caso una
planta sin transformar (WT) de la misma edad que las transgénicas. Para complementar
la comparacion del grado de invasién de la bacteria en utilizé ademéas la linea 4Tre
(trehalasa) con el mismo numero de dias de desarrollo que el resto de las plantas
evaluadas; misma que en experimentos anteriores se habia comportando como

susceptible al ataque de la bacteria bajo condiciones in vitro (Figura 37 (a), (b), (c), (d),

(e))-

Figura 37. (a) Testigo sin transformar (WT), (b) Linea 2BI, (c) Linea 9BI , (d) Linea 10BI transgénicas
con ScTPSI-TPS2. (e) Linea 4Tre con ScATHI. antes de ser inoculadas con la bacteria Pectobacterium

carotovorum.

Como puede observarse en la Figura 38. (a), (b) y (c) después de 7 dias de haber
realizado la inoculacién las tres lineas transgénicas con el gen ScTPSI-TPS2 (NBI) las
tres se comportaron como tolerantes al ataque de la bacteria, en comparacién con las
plantas testigo, que para ese momento habian muerto por el ataque de la bacteria. Este
fenotipo no se correlaciona con el contenido inicial cuantificado de trehalosa. En la
Figura 38, (e) y () se puede apreciar como en el lugar donde se realiz6 la incision para
colocar la solucién bacteriana la planta respondié con una rapida cicatrizacién del area

lesionada, lo cual probablemente limito la invasién de la bacteria.
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En contraparte a las lineas transgénicas 2BI, 9BI y 10BI, la portadora de ScATH] (4Tre)
mostro sintomas de la infeccién bacteriana a las 48 horas posteriores a la inoculacion,
llegando hasta su total muerte a los 7 dias después de la inoculacién bacteriana (Figura
38 (d) fenomeno que repitié exactamente igual la planta testigo sin transformar al morir

por efecto de la invasién de la bacteria fitopatégena en el mismo nimero de dias. |

Figura 38. (a) Linea 9BI, (b) Linea 10BI, (c) Linea 2BI transgénicas con ScTPSI-TPS2 a los 7 dias
posteriores a la inoculacion con la bacteria Pectobacterium carotovorum. (d) Linea 4Tre con ScATH]. (e),

(f) Fenémeno de cicatrizacién en el area lesionada donde se inoculé la bacteria en la linea 10BI.
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4.2.10. Pruebas de patogenicidad in vitro

Para llevar a cabo la prusba de patogenicidad se seleccionaron cuatro lneas dos de ellas
con alto contenido de trehalosa (9BI y 10BI) y dos més con bajo contenido de trehalosa
(1BI y 2BI) para evaluar su fenotipo frente a la presencia de la bacteria fitopatégena.
Los datos obtenidos nos ofrecen la posibilidad de corrslacionar un alto contenido de

trehalosa con una menor cantidad de bacterias presentes en el tejido muestreada.

En la Figura 39, se muestra claramente como las lineas con bajo contenido de trehalosa
9Bl y 10BI presentan los valores mis bajos en cuanto al niimero de colonias
desarrolladas a partir de tejidos infectados. El testigo (WT) presenié valores muy
similares a los de las lineas con alto contenide de trehalosa en cuanto a las colonias
desarrollas en medio LB, pero a su vez presentd valores mayores que las lineas con bajo
contenido de trehalosa. En esta prueba se manejaron dos testigo ambos sin transformar
pero diferentes uno del otro por la edad de la planta i vitro, asi el WT2A correspondié a
una planta con tres meses de desarrolio in vitro, y el WTJ a tina plantula de tres semanas
de desarrollo in vitro, sin embargo al realizar la cuantificacién de las colonias la cantidad
de estas fue muy similar no ofreciendo diferencias estadisticas al variar e} estado de

desarrolio de las plantas sin transformar (Cuadro 7A y 8A).
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Figura 39. Nimero de colonias de bacterias de Pectobacterium carotovorum en plantas de tabaco a las 24

horas de infeccion en una dilucion de 107

4.2.11. Cuantificaciéon de la infeccién bacteriana

Como se puede ver en la Figura 40, las diferencias entre el nimero de colonias
bacterianas de las diferentes lineas transgénicas y los testigos se encuentran en el mismo
numero de diluciones 107, lo que en términos estrictos representaria diferencias
minimas, en cuanto a la presencia de esta bacteria en el tejido vegetal. Sin embargo
aunque la diferencia sea aparentemente minima, a nivel visual esta diferencia se traduce
en plantas con apariencia de menores dafios de en cuanto a marchitez y/o pudricion
blanda; ambos sintomas clasicos del ataque de la bacteria Pectobacterium carotovoum.
Parece que el conteo bacteriano en este caso no refleja diferencias sustanciales que

permitan explicar la resistencia al patdgeno observada en los experimentos ex vitro.
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Figura 40. Ntimero de colonias de la bacteria Pectobacterium carotovorum a diferentes diluciones (a)
Linea 9B1, (b} Linea 10B, (c) Linea 1BI, (d) Linca 2Bl, (e) Linea WTJ, (f) Linea WT2A a las 32 horas de

incubacion,

4.2.12. Pruebas de tolerancia a estrés hidrico

Considerando que los efectos de un periodo de sequia son evidentes cuando las plantas
muestras sintomas de deshidratacion ¥ no son capaces de recuperarse alin y cuando séa
restituida el aporte de agua (matchitez permanente), cada una de las lineas transgénicas

y el testigo WT, se llevaron a capacidad de campo en sus respectivos contenedores para
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posteriormente suspender fotalmente el agua duranic 40 dfas, Como se aprecia en la
Figura 41 (a), a los 7 dias sin riego, el testigo muestra sintomas evidenies de
deshidratacion, mientras que las lineas transgénicas 9BI, 13BI y 14BI, (todas con
contemidos superiores de frehalosa con respecto al testigo), se aprecian turgentes sin
sintomas aparentes de deshidratacién. A los 14 dias las tres lineas transgénicas presentan
ya, sinfomas claros de deshidratacién, en comparacién el testigo muestra sintomas ain
mas marcados de perdida de agua. (Figui'a 41 (b)). Al cabo de tres (Figura 41 (¢) y
posteriormente cuatro semanas (Figura 41 (d); la apariencia tanto de las lineas
transgénicas como del testigo, es de una turgencia muy disminuida, una importante
marchitez y la senescencia prematura de las hojas basales en el caso de las lineas

transgenicas y la senescencia total en el caso del testigo sin transformar,

Una vez transcurridos los 40 dias sin aporte de agua, el sustrato de cada una de las lineas
fae nuevamente levado a capacidad de campo para rehidratar cada una de las plantas en
la Figurd 41 (e) y (f) se aprecia como las hojas cercanas al 4pice terminal de las lineas
transgénicas 9BI, 13BI y 14BI, empezaron a recobrar una apariencia semiturgente
ademés de una coloracién verde; mientas que las hojas de fa plantas testigo sin

transformar (ST), no mostraron algin sintoma de recuperacién aparente.



Figura 41. (a) Tres lineas transgénicas con el gen bifuncional S¢ TPSI-TPS2 y un testigo sin transformar a
los 7 dias sin riego. (b) A los 14 dias, (c) A los 21 dias, (d) A los 28 dias sin riego. (¢) Tres lineas
transgénicas con el gen bifuncional Sc¢ TPSI-TPS2 y un testigo sin transformar una vez reanudado el riego.
(f) Dos lineas transgénicas con el gen bifuncional Se¢ TPSI-TPS2 y un testigo sin transformar una vez

reanudado el riego.
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4.2.13. Cuantificacién de la pérdida de humedsd

Ademas de la prueba de estrés hidrico fue necesario llevar a cabo una prueba de pérdida
de humedad 2 flujo de aire constante donde se evalud el comportamiento de cuatro
lineas transgénicas; dos con alic contenide de trehalosa (9B1 y 10BI) v dos mas con un
contenido menor al reportado para el testigo (1Bl y 2BI). Como se puede apreciar en la
Figura 42; transcurridos 350 minutos el testigo perdié 89 % de humedad bajo un flujo de
aire constante en la campana de flujo laminar; mientras que lineas transgénicas como la

10BI, solo pierden 58.16 % de agua y lineas como la BI9 e] 76.2 %.
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Figura 42, Curva de deshidratacion de lamina foliar de cuatre lineas transgénicas con Se¢ TPS?-TPS2 yun

testigo (WT), a lo largo de einco horas con flujo de aire constante.

De lo anterior se puede deducir que la presencia de trehalosa en cantidades elevadas en
¢l tejido vegetal de tabaco permite una mayor retencion de agua en plantas portadoras

del gen ScT'PSI-TPS2; lo anterior puede corroborarse si se analiza el comportamiento de
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las lineas 1BI v 2BI, las cuales perdieron 85.97 % y 84 % de agua 1°espectivaﬁlante bajo
las mismas condiciones, EI aumento en la cantidad de agua perdida por d.eshidrataéién
se correlaciona positivamente con una menor cantidad de trehalosa en el tejido vegetal.
A su vez cada una de las lineas transgénicas presentan valores menores en el porcentaje
de humedad perdida que el testigo WT (planta sin transformar). Dado el comportamiento
‘de perdida de agua que se presenta en lz Figura 42, es evidente que la presencia del

transgen previene la pérdida acelerada de agua en las hojas de tabaco.
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5. DISCUSION

5.1. Medificaciones fenotipicas de las plantas trapnsgénicas

3.1.1. Variacibn en los niveles de trehalosa en las plaptas genéticamente

modificadas

Mediante HPLC se determing la cantidad de trehalosa total presente en hojas de tabaco
tanto en las lineas transgénicas con ScATH] como en las portadoras del gen bifuncional
Sc TPSI-TPS2, En el primer caso es decir las que sobreexpresan trehalasa 4cida (Sc
ATHI) los niveles de trehalosa en jos tejidos seieccionados superaron el valor que airojé
- el testigo (WT ST1) de 176.1210 ng mg’ de pese fresco, en & de las 10 lineas
transgénicas seleccionados por al menos 16.1592 ng mg’ de peso fresco de trehalosa y
en dos lineas se presentan valores muy cercanos al testigo sin transformar (Cuadro 4,
Figura 11). Tedricamente la respuesta que se esperaba era que una mayor cantidad de la
enzima frehalasa dcida no afectara, o redujera el contenido de trehalosa extracelular lo
cual al realizar la cuantificacién total mediante HPLC tendria que verse reflejado en
niveles por debajo del control sin transformar; atribuyendo esta condicién a la
sobreexpresién de la enzima ScATHI y su accién degradativa a nivel extracelular o
periplasmatica (Jules e al., 2004). La presencia de esta enzima a nivel extracelular; ha
sido reportada previamente por Aeschbacher er af. (1999), donde mencionan que se
logré estimar la actividad de trehalasa en un culfivo en suspensién de sova (Glycine max
L.), en este experimento se detecté mas del 80 % de la actividad de Iz proteina GMTRE1
(que codifica la trehalasa activa en los nédulos de soya (Glycine max L.)), en el medio,

sugiriendo que la protefna es secretada por la célula. Otro experimento relevante que
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sustenta la presencia y accién de la trehalasa 4cida a nivel extracelular lo ofrecen Miiller
et al. (2001), quienes afirman que en Arabidopsis, la mayor actividad de la trehalasa se
ha detectado en flores niaduras y en menor medida en hojas, talios y raices. Un dato
inferesante es que la expresién del cDNA de gen AtTRE] de la trehalasa de Arabidopsis
en una mutante Scathl de Saccharomyces cerevisiae, rescaté el fenotipo inviable para
desarrollarse en presencia de trehalosa. La levadura posee una trehalasa citoplasmica
(Nthl) y una vacuolar o extracelular (Athl). La complementacién de la mutante Scath]
por  AtTRE! de Arabidopsis, sugiere que la proteina también se secreta
extracelularmente, confirmando los resultados obtenidos con GMTRE! de la soya
Aeschbacher er al. (1999). Sin embargo, hasta ahora no estd claro cual podria ser el
significado fisiolégico de secretar a la trehalasa al espacic extracelular en la célula
vogetal. En relacién a la localizacién de la trehalasa &cida Tules ef af. {2004) reportaron
que mas del 90 % de la actividad de Athlp es extracefular, por lo cual esta enzima
actuando a nivel exiracelula:r no afectarfa los contenido citoplasméticos de trehalosa; en
relacién a esto es.conveniente mencionar que en cuanto al papel fisioldgico de la
trehalasa 4cida (ATHI) en la levadura; se sabe que esta se encuenira dentro de las
vacuolas ya que su actividad es maxima a un pH acido (4.5) (San Miguel y Argiielles,
1994) en S. cerevisiae y Candida utilis (d"Enfert y Fontaine, 1997) y que de acuerdo a
autores como Huang et al. (2007), la mayor actividad de esta enzima se ubica en el
cspacio periplasmatico, a donde llega a través de la via de secrecidn MVEB (Multi

Vesicular Body).

De acuerdo con Jules ef al. (2004), los niveles intracelulares de trehalosa no se ven

afectados por la perdida o delecién de ATHI, supuestamente porque la localizacidn
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vacuolar de esta enzima previene su accién sobre la trehalosa almacenada en el
citoplasma. Pefo al realizar la sobreexpresion de ATHI de Saccharomyees cerevisiae
probablemente esta condicién podria cambiar. Fste supuesto se constatd en el desarrollo
de esta investigacién, donde no solo los niveles de trehalosa no se abatieron, sino que
ademas los niveles de irehalosa total sc¢ incrementaron en ocho de las 10 lineas
transgeénicas. En la Figura 43 se muesira un modelo hipotético propuesto para explicar la

biosintesis de trehalosa en plantas genéticamente modificadas con ScATHI. En este

modelo se representa la accién de la proteina heterdloga (Trehalasa 4cida) en una tipica

celula vegetal, donde la presencia de la proteina producto de la insercién del gen
ScATHI, es secretada por la via MVB hacia afuera del citoplasma donde esta enzima
lleva a cabo la hid.réiisis de trehalosa presente en ¢l espacio periplasmético y/o en la
pared de la célula, descomponiéndola en dos moléculas de glucosa.. Se ha estimado que
mas del 90 % de esta enzima es la que sale de la célula (Tules ef af., 2004}, el resto pasa
a la vacuola probablemente a iravés de la misma via para ser almacenada o
probablemente degradada. En este hipotético modelo se plantea la posibilidad de que la
misma condicién heterdloga de la proteina le provea la capacidad de que una pequefia
porcién de esta enzima permanezca en el citoplasma, hidrolizando parte de la trehalosa
citoplasmaética, fraccionindola en sus dos moléculas de glucosa, ¢l aumento de glucosa
en el citoplasma por la accién de esta enzima podria activar a los genes involucrados en
la bibsintesis de trehalosa, aumentando Ta cantidad citoplasmatica de este disacarido. Se
sabe que en Arabidopsis, la adicién exdgena de glucosa inhibe la transcripeion del gen
AtTPST (Avonce et al., 2004). Sin embargo, 1a glucosa entra en la célula y de inmediato
¢s fransformada en glicosa 6-fosfato por Ja hexocinasa 1 (AtHXKI) reprimiendo y

activando numerosos genes mediante esta via {Rolland er al., 2002). No se sabe s la
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glucosa intracelular liberada por la hidrélisis de la trehalosa por ScATH], a diferencia de
la glucosa 6-fosfato pudiera estar produciendo un efecto diferente sobre la transcripcién
de genes como AtTPS], lo cual podria ser elucidado mediante experimentos de RT-PCR
para estimar la transcripcion de AfTPSI en las plantas transgénicas. La glucosa regula,
via AtHXK] una gran cantidad de genes, muchos de los cuales se relacionan con el

metabolismo de carbono (Rolland ef al., 2002).

Célula vegetal

. Via de secrecién
.... il MVB
P 4 -\*\TL Y
. 3
[ )
Sc ATH1 $
>§_ < /
g\
N '//
______ ~ e
UDP-Glucosa
+ — » Trehalosa6-P——» Trehalosa
Glucosa-6-P l, Sc ATH1
éinduce Glucosa
biosintesis .- |

de trehalosa?
Glucosa /

Figura 43. Modelo propuesto para explicar el efecto de la alteracion en la biosintesis de trehalosa mediante

la insercién del gen ScATHI en plantas de tabaco.

En el caso de las lineas transgénicas obtenidas con el gen bifuncional ScTPSI-TPS2, la

sobreexpresion de la proteina bifuncional con actividad trehalosa fosfato sintasa y
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fosfatasa de Saccharomyces cerevisize, en términos generales se comportd como Jo
esperado en cuanto a la capacidad de aumentar los contenidos endé genos de trehalosa, lo
cual concuerda con reportes de sobre-expresién de construcciones bifuncionales con los
dos genes involucrados en‘la biosintesis de trehalosa (Cuadro 6, Figura 25). Garg et al.
(2002), y Jang ef al. (2003), expresaron un gen bifuncional de ofs4 y otsB (homéblogos
de TPSI y IPS2 1‘éspectix7am,ente) con i0s promotores ABA-Inducible v el theS en
plantas de arroz, resultando que las plantas transgenicas presentaron una mayor
capacidad fotosintética y una disminucidn en los dafios por fotooxidacidn cuando se
sometieron a diferentes condiciones de estrés abidti co; en todos los casos se reporté un

incremento en la cantidad de trehalosa presente en los tejidos vegetaics muestreados.

Adicionalmente, los resultados obtenidos presentan estrecha relacién con los reportados
por Miranda (2006), quien sefiala que lineas de Arabidopsis que sobrexpresaron la
construceion bifuncional SeTPSI-TPS2 baje el control del promotor constitutivo 355
incrementé los niveles de trehalosa en diferentes magnitudes para cada evento de

transformacién obienido.

3.1.2. Cambios morfologicos de las lineas transgénicas

Al realizar la transformacién genética de las piantas de tabaco con ScATHI las plantas
gencticamente modificadas no mostraron diferencias en las variables morfoldgicas
evaluadas con respecto al testigo, tanto en la condicién de presencia como en la de
ansencia de sacarosa como fuente de carbono (Figaras 12, 13 y 14). La similitud

morfoidgica y de desarrollo de las lineas transgénicas, incluyé ademds la ausencia de
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efectos pleitrdpicos visibles, lo que muy probablemente se debe a que los niveles de
trehalosz y trehalosa 6P, no sufrieron cambios considerables. Algunos autores atribuyen
los efectos pleiotropicos a un incremento en los niveles de este intermediario, lo que da
lugar a fenotipos como el reportado por Goddijn y van Dun (1999), donde Iz sobre-
expresion de la trehalosa 6—fosfato‘ sintasa de levaduras (ScTPS1) o la misma enzima
pero de £ coli, en planta de tabaco presentan hojas més pequefias, de aspecto
lanceoladas y de un color verde mas intenso que las de las plantas tipo silvestre sin
trasformar, los autores correlacionan directamente la aparicion de los efectos

pleitropicos con una mayor cantidad del intermediario.

Todo lo contrario ocurre en la plantas genéticamente modificadas con ScTPS! -TPS2,
donde mediante la inclusién de este gen bifuncional se altera la viz de sintesis de
trehalosa, lo cual ocasiond los cambios morfoldgicos que sufrieron las plantas
transgénicas, como hojas lanceoladas, una mayor velocidad de crecimiento, la
incapacidad de crecer in vitro en ausencia de sacarosa, y floracién prematura (Figuras
27, 28 y 29). Estas variaciones fenotipicas encuentran su origen muy probablemente en

el aumento en el contenido del intermediario trehalosa 6-fosfato (T 6P).

La presencia de la enzima TPS! como parte de la constraccién bifuncional manejada en
los eventos de transformacidn Se7SI-TPS2 se encuentra estrechamente relacionada;
ademas de cambios en el proceso fotosintético (Paul et ai., 2001, Paul ¥ Pellny, 2003),
con la expresién de A1TPS7 donde su presencia es necesaria en la transicién del épice de
vegetativo a reproductivo en Arabidopsis, basindose en la afirmacién de los autores de

que el mutante homocigoto tps//ipsl es incapaz de llevar a cabo esta trapsicién. Sin
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embargo, no hay evidencias que la sobre-expresion o la ausencia de expresion de
AtTPSI afecte la expresion de los genes que se sabe regulan el desarrollo de la floraciomn,

como CO, SOCI, FLC, FTy LFY (van Dijken et al., 2004).

Por otra parte, es necesario que 7PS! se sobre exprese en presencia de 7PS2 para que se
lieve a cabo la floracién prematura, ya que existen reportes como el de Avonce ef al.
(2004), quienes produjeron lneas de Arabidopsis que sobrexpresaron la construccion
3580 AtTPS1, que mostrd retraso en la floracién, Contrario a lo esperado, los resultados
de esta investigacion se contraponen con otros reportes en los que se sefiala que lineas de
Ambidopsis que sobrexpresaron una construccién bifuncional similar a la manejada en
esta mvestigacion ScTPS/-TPS2 bajo el control del promotor constitutivo 355 o el
inducible por estrés Rd294, no mostraron alteracion en la floracién en comparacion con

la linea no transformada (Miranda, 2006).

La aparicncia de las lineas transgénicas ScTPSI-TPS2 desarrolladas con sacarosa
durante las dos primeras semanas bajo condiciones i vitro fue de plantas con
entrenudos largos y hojas con coloracién verde intensa, pero a partir de la tercera
semana la tonalidad de las hojas viré hacia una clorosis evidente, lo que origind una
apariencia semejante a una hoja en inicio de senescencia, hecho que se mterpretd como
envejecimiento prematuro, debido proba'blc;ménte a ura mayor actividad fotosintética, y
una acumulacién de almidén en amiloplasios; o que las Ilevd a presentar un crecimiento
acelerado consumiendo una gran cantidad de energia en un corto tiempo, no obstante lo

anterior, las semillas obtenidas de las plantas precoces fueron viables {Figura 33).
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El incrementc en la actividad fotosintética habia sido previamente veportada en
experimentos en los que los genes ofsA y ofsB de E. coli se sobre expresaron eh tabaco,
en estos experimentos las plantas con mayor actividad TPS1 (sobre expresantes de otsd),
incrementaron la fotosintesis hasta un tercio, bajo condiciones de saturacién fuminosa,
mientras que en aquellas con mayor actividad TPP {(que sobre expresaron oisB), la
fotosintesis disminuyd en igual proporcién. El incremento en la capacidad fotosintética
se correlaciond con el incremento del intermediario trehalosa-6-fosfato (’freGP) (Paul er

al., 2001).

Dentro de los cambios que sufrieron las lineas transgénicas portadoras del gen
bifuncional ScTPSI-TPS2, se presenté una respuesta de mayoer retencidn de agua cuando
se someten a condiciones de estiés hidrice, en los casos evaluados la mayor retencion de
agua coincidié cuando la linea transgénicas presenta mayor contenido enddgeno de
trehalosa como en la linea 10B] (Figuras 41 y 42) . El papel de la trehalosa en un rol de
proteccion a estreses habfa sido reportado con anterioridad por una serie de autores
(Wingler, 2002; De Virgilio ef al., 1994; Elbein et ai., 2003; Crowe et al., 1998),
cspecificamente manipulando la sobreexpresion de genes osA oisB de E. coli v ScTPS1
(Goddijn et al., (1997) y de levadura (Goddijn et ai., 1997; Avonce et al., 2004), con el
objetivo de obtener plantas que acumulasen este aziicar y que por lo tanto mostraran una
mayor tolerancia a la sequia (Holmstrom et al., 1996; Romero ef al ., 1997, Pilon-Smits

ef al., 1998),

El resultado de esta investigacién con la construccién bifuncional 355-:Sc TPSI-TPS?

en las plantas de tabaco coincide con los obtenidos por Garg ef al. (2002), quienes
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ligvaron a cabo la expresién de un gen bifuncional de orsA4 v o1sB (homélogos de TFS! y
TP32 respectivamente) con los promotores ABA-Inducible y el rbeS en plantas de arroz,
donde las plantas .transgénicas resultantes presentaron resistencia a estreses abidticos
(dentro de ellos sequia), coincide ademés con jos resultados de Jang ef al. (2003),
quienes obtuvieron plantas transgénicas de arroz las cuales eran capaces de producir una
mayor cantided de trehalosa, mediante la inclusién de un gen producie de la fusidn
bifuncional denominado PSP, compuesto de la unién de los genes Trehalosa-6-fosfaio
sintesa (TPS) con el gen Trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP), las plantas obtenidas con
TPSP, bajo el control del pronﬁotor ubiquitina, donde las plantas transgénicas obtenidas
presentaron folerancia a sequia, estrés salino v frio. Debido a la similitud del gen
bifuncional los resultados de tolerancia a estrés hidrico coinciden ademds con lo
reportado por Miranda (2006) quien obtuvo plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
que expresaron uma construccidn génica bifuncional de Sc7PSI-TPS2 cuyas lincas
generadas mejoraron en su resistencia a diversas condiciones de estrés zbidtico tales
como congelamiento, calor, sequia y salinidad. La dnica diferencia co-n este ultimo autor
fue que las plantas obtenidas en nuestra investigacién presentaron alteraciones

fenotipicas bajo el promotor constitutivo 358,

5.1.3 Regeneracién de las plantas transgénicas sobre sacarosa y trehalosa como

fuente de carbono

La posibilidad de encontrar diferencias de las lineas transgénicas ScATHI con respecto

al testigo sin transformar en cuanto 2 su capacidad regenerativa en presencia de frehalosa
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se origina de una hipotesis planteada en los trabajos de Nwaka et al. (1996), donde se
menciona que la delecion de ATHI en levadura resulta en una completa pérdida de la
actividad de la trehalasa Acida y como consecuencia una incapacidad de usar trehalosa
como fuente exdgena de carbono. La hipotesis alterna manejada en este experimento fue
que la sobreexpresion de esta enzima conferiria a las plantas de tabaco la capacidad de
desarrollarse en un medio con trehalosa como fuente exdgena de carbono para
desencadenar una respuesta morfogénica. De tal manera que las lineas transgénicas con
ScATHI por contener a la protefna heterloga actuando a nivel extracelular podria
hidrolizar la trehalosa del medio convirtiéndola en sus moléculas de glucosa, y que esta
glucosa podrfa ser utilizada por los explantes de tabaco para formar brotes. En cada una
de las dosis evaluadas de trehalosa: 10 mM (T1), 50 mM (T2), 100 mM (T3), 200 mM
(T4), 300 mM (T5), 500 mM (T6), mas los dos testigos: sacarosa 87.6 mM (S1) y sin
fuente de carbono (TO)‘ tanto para las lineas transgénicas como para el testigo sin
transformar; las respuestas fireron sumamente variables lo que imposibilité establecer
algin tipo de correlacién entre el contenido de la fuente de carbono en el medio (o la
ausencia de esta) y la capacidad organogénica de las cuatro lineas transgénicas
evaluadas y el testigo sin transformar (WT) (Figura 15). La respuestas obtenidas nos
permiten especular que el contenido de la trehalasa deida es sumamente variable entre
las lineas genéticamente modiﬁcadas y que la actividad de esta enzima parece ser que se
encuentra cuando la trehalosa exdégena se presenta en concentraciones de 100 y 200 mM,
ya que en estas se report6 la mayor cantidad de brotes neoformados a partir de discos

foliares de tabaco genéticamente modificados con ScATH].
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Por su parte en las lineas transgénicas Sc7PS/-7PS2 1a respuesta es similar que en las
lineas ScATH! ya que a concentraciones de 100 y 200 mp, de trehalosa en el medio de
cultivo se presenta una respuesta constante organogénica de los explantes foliares, tanto

en lineas transgémicas como las del tipo silvestre (WT) (Figura 34).

La mnconsistencia en la respuesta de los explé;ntes no transformados y los transformados
con ScATHI o con SeTPS1-TPS2 cuando son inducidos a organogenesis en presencia de
trehalosa o sin fuenie de carbono, hace improbable que cualguiera de las dos
construcctones puéda. emnplearse para implementar un sistema de seleccidn para obtener
plantas transgénicas, como se hizo con otros genes implicados en la utilizacién de

azncares como la xilosa o la manosa (Haldrup ef al., 1996, 1998)

5.2 Alteraciones en el interaccién planta- patégeno de las plantas transgénicas

La parte fundamental de esta investigacién fue determinar el tipo de respuesta que
podian presentar Jas lincas transgénicas obtenidas; tanto las portadoras del gen ScATHI,
como las portadoras de ScTPS/-7PS2. BEn cada uno de los casos la respuesta de
resistencia y/susceptibilidad fue diferente. Considerando que las pruebas realizadas se
llevaron & cabo tanto en plantulas desarrolladas bajo condiciones in vitro como en
plantas aclimatadas, las respuestas parecen ser més claras a medida gue aumenta la edad
~de las plantas, donde tanto los sintomas de susceptibilidad como de resistencia se

acenfian,
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Para las lineas transgénicas SeATH/, al haber sido las primeras en ser obtenidas
permitieron llevar a cabo pruebas de patogenicidad en estado adulto (tres meses
posteriores al proceso de aclimatacién) donde al ser inoculadas bajo las mismas
condiciones que el testigo (planta de la misma edad sin transformar), resultaron ser muy
susceptibles al ataque de lé bacteria Peciobacterium carotovorum, mientras que el
testigo presentd un mayor grado de tolerancia al ataque de esta bacteria, si bien los
sintomas visibles permitieron determinar la severidad de los dafios ocasionados por la
bacteria, la cuantificacién de esta en placas de medio LB con tejido infectado
muestreado de las plantas inoculadas, ofrecié un pardmetro cuantitativo para confirmar
la susceptibilidad de las lineas transgénicas; donde se pudo determinar que la cantidad
de células bacterianas presentes en la planta testigo (WT sin transformar) fue hasta 1000
veces menor con respete a cada una de las lineas transgénicas. Fn adicién el desarrollo
de esta prueba no ofrecid la posibilidad de correlacionar los contenidos enddgenos
reportados inicialmente por HPLC con la respuesta frente z} ataque de la bacteria, ya que
las cuatro lineas transgénicas se comportaron como susceptibies en menor o mayor
grado independientemente de la cantidad de trehalosa total reportada en los analisis de
cuaniificacién de este aziicar. Cuando la misma prucba se llevé a cabo en plintulas
desarrolladas bajo condiciones in vitro los sintomas fueron visibles en un par de dias
siendo mas evidentes en las lineas transformadas con una mayor cantidad de trehalosa
medida por HPL.C (4Tre y 9Tre), mientras que las lineas con menores contenidos de
trehalosa (3Tre y 5Tre) presentaron menores dafios en el mismo periode de tiempo,
complementariamente el testigo fuvo un comportamiento intermedia con respecto a las
lineas iransformadas, cuantitativamente al llevar a cabo el conteo de colonias, el

desarrollo de estas coincidid con Jos sintomas que presentaban las viiroplantas, ya que
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las lineas 4Tre y 9Tre presentaron ambas el mayor nlimero de colonias en unz dilucidn
de 107, de tejido infectado, mientras que 3Tre y 5Tre dieron lugar a un nimero de
colonias menor incluso a las que se desarrollaron a partir de tejido muestreado del

testigo sin transformar.

La hipotesis original bajo la cual se gencraron las lineas transgénicas ScATH!
contempiaba la posibilidad de que al sobreexpresar la trehalasa 4cida y al actuar ésta a
nivel extracetular (Jules er al., 2004; Miiller ef al., 2001) podria interferir modificando la
relacién planta-patdgeno, mediante la degradacién de trehalosa en el patégeno, como
habia sido previamente sugerido por Brodmann et al. (2002), donde los autores
trabajando con el patosistema de Plasmodiophora brassicae hongo causante de un tipo
de agalla (culbroot) en cruciféras reportaron que se detectd la induccidn del gen A1TRE]
que codifica la trehalasa de Arabidopsis debido a que hay induccién transcripcional del |
gen PbIPSI del hongo, asumiendo que la mayor parte de la trehalosa detectada durante
la interaccion pudo haber sido sintetizada por el patdgeno, de esta manera los autores
plantearon la posibilidad de que, mediante la liberacién de trehalosa, el patdgenc podria
cstar alterando el metzabolismo carbonado de la planta a su favor y en respuesta la planta
estaria activando a la trehaiasa para confrarrestarlo; complémentariamente y al respecto
existen reportes relacionados con el mecanismo basal de defensa en la relacién planta-
patogeno como el de Foster ef al, (2003), donde mediante la delecién del TPS] del
hongo Magnaporthe grisea, agente causal de la roya del arroz se correlaciond
directamente con una disminucién en su capacidad infectiva; la reduccidn en la
patogenicidad se atribuyd a la falta de suficiente trehalosa al inicio de la infeccién para

generar la presidn osmética necesaria de los apresorios para penetrar la pared celular,
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Este hecho sefiala la importancia que el disacarido cumple en el proceso de infeccion ya
la par expone la accion de la trehalasa que produce la planta para contrarrestar el atague

del hongo.

Para entender como la invasién de la bacteria fitopatégena podia verse afectada
mediante la modificacién de las vias de sfntesis de trehalosa en las plantas transgénicas,
ra necesario conocer si esta bacteria podia o no sintetizar este disacarido. Ante esto es
Importante mencionar trabajos como el de Avonce ef af. (2006), quienes hacen mencién
4 que la biosintesis de trehalosa se encuentra presente en casi fodos los grupos
taxondmicos (eubacterias, arquibacterias, hongos, metazoa y plantas), siendo la
excepeion los vertebrados, que sin embargo poseen la capacidad para degradar a este
azicar mediante la frehalasa. Los mismos autores hacen referencia a que se han
identificado cinco diferentes vias de biosintesis: 1) la via TPS/TPP; 2) la via TreS; 3) la
via TreY/TreZ; 4) la via TreP; y 5) la via TreT. Un dato relevante de estrecha relacién
con esta mmvestigacién fue saber que mienfras que hongos, insectos y plantas sélo
cuentan con la via TPS/TPP, en las bacterias no €8 raro enconfrar mas de una via de

biosintesis de trehalosa, incluyendo la TPS/TPP.

Ante los datos reportados por Avonce ef af, (2006), se considerd necesario averiguar si
Pectobacterium carotovorum contaba con @lguna de las vias de biosintesis de trehalosa,
lo que hizo necesario llever a cabo una busqueda en el GenBank, mediante el programa
bicinformatico BLAST; donde el andlisis se llevd a cabo en la especie relacionada
Erwinia carotovora subsp. atroseptica, esto por presentar Ié gran ventajs de haber sido

completamente secuenciada (Bell er al., 2004} vy por ser una especie estrechamente
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relacionada con P. carotovorum. Al realizar el analisis no se encontrd nin guna de las
cinco vias de biosintesis, aungue si la capacidad para utilizar trehalosa; jfa que al 1gual
que E. coli, esta bacteria puede utilizar como fuente de carboro a la trehalosa, 1a cual es
internalizada y transformada en trehalosa 6-fosfato por TreB/TreP, y posteriormente
hidrolizada por efecto de la trebalasa TreC para formar glucosa y glucosa 6-fosfato
(Uhland er al., 2000). El hecho de no encontrar vias de biosintesis de trehalosa en &
carotovora subsp atreseptica, motivé a que se llevara a cabo una busqueda de otros
casos similares en la literatura, encontrando que Erwinia chrysanthemi cepa 3937 no
posee ninguna via de biosintesis para este azticar y que ademés utiliza como osmolitos
predominantes a la glutamina, glutamato y a-glucosilglicerato, Es conveniente resaltar
sin embargo, que otras cepas de £. chrysanthemi, como la BECC y la SR237 si pueden

sintetizar trehalesa (Goude er al., 2004).

La informacidén obtenida de que P. carofovorum no puede sintetizar trehalosa, por lo
menos mediante las cinco vias conocidas, pero que si puede utilizar trehalosa como
fuente de carbono (Uhland et al., 2000), permitid plantear un modelo hipotético que
podria explicar la susceptibilidad de las plantas transgénicas SeATH/ frente al atague de
la bacteria. En este modelo (Figura 44) se representa la accién de la proteina heteréloga
(Irehalasa 4cida) donde la mayor parte es Vsecretada por la via MVB (Mulfi Vesicular
Body) (Huang ef al., 2007), hacia la vacuola y hacia afuera del citoplasma donde
hidroliza la trehalosa presente en el espacio periplasmatico y/o en la pared de la célula,
descomponiéndola en dos moléculas de glucosa. Este modelo ademas plantea la

posibilidad de que Ja misma condicién heterdloga provogue que una pequefia fraccién de



esta enzima permanezca en el citoplasma, hidrolizando parte de la trehalosa
citoplasmatica, descompomiéndola en sus dos moléculas de glucosa, el incremento en Ia
cantidad de glucosa en el citoplasma, podria ocasionar la activacién de algunos genes,
denttro de ellos probablemente los involucrados en Ja biosintesis de trehalosa. A la par se
estaria presentando un fenémeno de represion catabdlica por glucosa de algunos genes
de respuesta a patégenos, permitiendo de esta manera que la bacieria no encuentre
obstaculos para llevar a cabo su invasién en el tejide vegetal, Este modslo cbntempla la
posibilidad de que la enzima en su cardcter extracélular pueda actuar sobre alguna
cantidad de trehalosa presente en la pared celular degradandola ¢ inherentemente
aumnentando la cantidad de glucosa, misma que la bacteria pudiera utilizar como fuente
.de carbono para aumentar su capacidad infectiva. Bn ambos cases un aumento en la
cantidad de trehalosz, producto de la induccién de genes involucrados en su biosintesis
por la presencia de glucosa (Prince ef al., 2004), establecerfa la posibilidad de que este
disacérido fuera utilizado por la bacteria P. carotovorum como fuente de carbono, ya
que la bacteria podria transformar esta trehalosa en trehalosa 6-fosfato por la accién de
TreB/TreP hasta formar glucosa y glucosa 6-fosfato por‘la accion de la enzima TreC
(Uhland ef al., 2000). De ser correcte este supuesto se conoceria asf la razon por la cual
las lineas genéticamenie modificadas con Sc4THI cuyos niveles de trehalosa son
clevados (4Tre y 9Tre), presentan una mayor susceptibilidad al ataque de la bacteria
fitopatdgena por Ié represion de algunos genes de defensa a patégenos en presencia de

glucose.
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Figura 44. Modelo propuesto para explicar el efecto de la alt

eracion en la biosintesis de trehalosa mediante

la insercion del gen ScATH1 en plantas de tabaco sobre la respuesta al ataque de la bacteria fitopatogena

P. carotovorum.

En el caso de las plantas transgénicas ScTPSI-

semanas de desarrollo posteriores al proceso de

TPS2, estas plantas solo tuvieron 4

aclimatacion, la condicion de plantas

joven nos permiti6 observar en forma mdas evidente la respuesta después de la

inoculacion de P. carotovorum, ya que las tres lineas transgénicas (2BI, 9BI y 10BI)

sobrevivieron al ataque de la bacteria, mientras que los testigos: una linea sin

transformar (WT) y una de trehalasa (4Tre), esta ultima ya previamente identificada
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como muy suscepiible al atague de esta bacieria fitopatdgena, murieron. En términos
generales ta condicion de transformadas con Sc7PS/-TPS2 le confirié a las plantas

aclimatadas resistencia al ataque de P. caroiovorum.

Cuando la prueba de patogenicidad se levd a cabo en plantulas desarrolladas bajo
condiciones in vitro; las lineas cuyos contenidos de trehalosa cuantificados por HPLC
fueron elevados, considerando elevados a aquellos superiores a los reportados para el
testigo sin transformar, es decir las lneas 9BI y 10BI estas presentaron un menor
nimero de colomias desarroliadas en las placas de medio LB en una dilucién 107,
mieniras que las lineas con bajo contenido de trehalosa (1BI y 2BI) presentaron un
nimero mayor de colonias a la misma dilucién, pero este nimero de colonias fue muy
cercano al gue se obtuvo del tejido muesireade de las plantas sin transformar, lo gue
explica el porque visualmente se apreciaban sintomas similares entre ellas (Figuras 39 y

40).

Al igual que en el caso de las lineas Sc ATHI las respuestas parecen ser mas evidentes a
medida que aumenta la edad de las plantas, donde para las lineas transgénicas Sc TPS!-
TPS2 se traduce en un fendmeno de tolerancia &l ataque de la bacteria empleada en esta
investigacion. Esta respuesta obligé inmediatamente a buscar referencias que ofrecieran
alguna idea de los mecanismos de defensa que probablemente se estaban llevando a
acabe en las lineas gendticamente modificadas; al respecto Reignault ef al. (2001)
mencionan que debido a la habilidad de los patégenos para desarrollar resistencia a la
mayor parte de los pesticidas convencionales, se han intentado otras estrategias, como:

a) utilizar moléculas no téxicas que elicitan la respuesta de defensa de la plenta que



provocan efectos como el fortalecimiento de fa pared celular (mediante la deposicién de
calosa, lignine y suberina), o la simtesis de compuestos antimicrobianos como
fitoalexinas y proteinas PR; b) Otra segunda clase de moléculas, adicionalmente a la
respuesta descrita antes, también pueden mimetizar la activacién de la resistencia
sistémica adquirida; de acuerdos a los autores el metabolismo secundario se presentan
come un importante elemento en las reacciones de defensa de las plantas frente al ataque
de patégenos; los mismos autores reportan que aplicar en forma ex6gena trehalosa, ésta
confirié resistencia de hasta 95 % en plantas de trigo frente al hongo Blumeria graminis
DC) E.O. Speer (antes designado como Erysiphe graminis DC) £, sp, tritici. Los auiores
hacen hincapié en que parte de esta resistencia se alribuye a que la trehalosa induce
genes que codifican enzimas implicadas en la defensa a patdgencs, mismas que se
encuentran relacionadas con el metabolismo secundario de la via de fenilpropanoides,
como la fenilalanina amonio liesa (PAL) y la peroxidasa (PO). Especificamente
mencionan que la activacién de PAL fue igual a dosis de 0.001, hasta 15 g L, mientras
que PO se activd mds a 0.01 mg L' al cabo de 55 horas. Lg actividad de la enzima
cmnamil alcohol dehidrogenasa (CAD) la cual estd implicada en la deposicién de la
pared celular no sufrié modificaciones por efecto de la trehalosa exdgena (Reignault et

al., 2001).

En el mismo sentido, Schluepmann ez a/. (2004) analizaron mediante microarreglos, el
comportamiento transcripcional de Arabidopsis al crecer las plantulas en presencia de
trehalosa 100 mM, asi como en plantas transgénicas que sobre exioresa.ron ots4 de E.
coli. (homologo de TPS1), donde ef ambos casos, se increments el contenido endégeno

de trehalosa 6-fosfato; los autores mencionan que este intermediario parece ser el efector

b
[0
(9



que induce algunos genes relevanies de respuesta a estrés, entre los cuales destacan
algumos que podrian estar implicados en mecanismos moleculares de defensa a
patdgenos, como los que codifican para una cinasa | asociada a pared celular
(Ai1g21250), una proteina relacionada con AIG? (At3g28930), una proteina TIR
relacionada con genes de resistencia (Atl g72930), una peroxidasa (At4g21960), ¢l

citocromo P450 (Atdg22690) y una isoflavona reductasa (At1g75280).

Tanto Reignauit e al, (2001), como Schluepmann ef al. (2004) dejan en claro que la
presencia de trehalosa por lo menos en forma exdgena afecta positivamente algunos
mecanismos de defe_nsa de las células vegetales, de la mismia manera se sostiene que el
efecto inhibitorio sobre el desarrollo de los patogenos no estd dado por la trehalosa por si
misma, sino por los genes que se activan en la planta por efecto de la trehalosa y/o del

intermediario trehalosa 6-fosfato,

El conocimiento adquirido en cuanto a la funcién de la trehalosa ¥ su relacion con los
mecanismos de defensa, tedricamente abrieron Iz posibilidad de extrapolar estas
respuestas a las planias de tabaco transformadas con la construceidn bifuncional
SeIPS1-TPS2 y dar una respuesta a su condicidn de tolerantes o resistentes al ataque de
la bacteria al aumentar sus contemidos endégenos de trehalosa. El andlisis de esta
respuesta culmind en el desarrollo de una propuesta de modelo de resistencia a

patdgenos inducido por Ja trehalosa, mismo que se muestra en la Fi gura 45,

En este modelo se propone que la expresién de Ja proteina bifuncional Se TPSI-7PS2

actuarfan en forma conjunta incrementado Ja actividad de las enzimas trehalosa-6-
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fosfato sintasa (TPSI) responsable de la formacién de trehalosa-6-fosfato (T-6-P)
sintetizado a partir de UDP-glucosa y glucosa-6-fosfato, y de la enzima trehalosa-6-
fosfato fosfatasa (TPS2) encargada de convertir T-6-P en trehalosa (Ramoén y Rolland
2007}, de manera que la condicidn heterdloga de la proteina podria incrementar los
miveles tanto del intermediario (T-6-P), como de los niveles de trehalosa enddgena, el
mcremento de los niveles tanto del intermediario como de trehajosa .citoplasmética
induciria genes de respuesta a patdgenos, como la activacién de PAL (Reignaukt er al.,
2001), PO (Reignault et al., 2001, thluepmann et al. 2004), PRPs (Reignauit et al,,
2001}, u otras que no se han reportado. La activacién de estas enzimas de respuesta a
ataque de patdgenos estaria correlacionada de forma positiva cuando los niveles de
trehalosa se incrementan por accién del gen bifuncional, ya que este actia directamente
sobre la via de sintesis de trehalosa. De ser correcta esta aseveracion se estaria dando
respuesta al fendémeno de resistencia de las lineas fransgénices con alto contenido de
trehalosa desarrolladas in vitro ya que estas impiden o reducen la invasion de 1z bacterig

fitopatdgena Pectobacterium carotovorum.

125

P U ™



Célula vegetal Célula bacteriana

G T
| _

Sc TPS1-TPS2

ScTPS1  ScTPS2

\—/ Induccisn de j
enes de i
el ;fspuestara ‘ l )‘PTS) — Trehalosa-6-P

- // | patogenos \
UDP-Glucosa i f | TreC
3 ————— Trehalosa6-P Trehalosa

Glucosa-6P 1
- | Glucosa+
Glucosa
Glucosa-6-P
; — *
\ Glucosa 4

/A 4

TPTS. Trehalosa fosfotransferasa.

Figura 45. Modelo propuesto para explicar el efecto de la alteracion en la biosintesis de trehalosa mediante
la insercién del gen bifuncional Sc TPS/-TPS2 en plantas de tabaco sobre la respuesta al ataque de la

bacteria fitopatogena P. carotovorum.

Cabe sefialar que el modelo propuesto es para el patosistema que se utilizo en esta
investigacion, en el cual la bacteria patogena es de las pocas especies que no sintetizan
trehalosa. Se ha reportado que la sobre expresion de genes ots4 en Rhizobium etli
increment6 la capacidad infectiva de la bacteria, supuestamente porqué la mayor
produccion de trehalosa 6-fosfato por la bacteria estaria induciendo genes de la planta
que favorecen la interaccioén (Suarez ef al., 2007, datos sin publicar). Dentro de las
bacterias fitopatégenas, las hay que sintetizan trehalosa a través de una o mas vias de las

cinco conocidas, mientras que al parecer todos los hongos y algunas bacterias
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simbidticas o patdgenas, pueden sintetizar trehalosa a fravés de la via TPS/TPP v por lo
tanto al intermediario trehalosa 6-fosfato cuya funcién como molécela sefializadora ha

sido dernostrada (Avonce ef al., 2006; Schiuepman ef al., 2004),



6. CONCLUSIONES

1. Es posible transformar geneticamente plantas de tabaco (Micotiana tabacum 1),
con el gen ScATHI de la levadura, sin que estas exhiban cambios en su

morfologia.

2. Es posible transformar genéticamente plantas de tabaco (Nicosiana tabacum L),
con el gen quimérico ScIPSI-TPS2 de la levadura, bajo el control del promotor
constitutivo 358; donde el resultado es un incremento en los niveles enddgenos

de trehalosa.

3. Las plantas genéticamente modificadas con el gen quimérico SefPSI-TPS2
exhiben cambios en su fenotipo tales como mayor altura, nimero de hojas y
raices & los casi cios meses de la evaluacién, asi como variaciones en la
morfologia de las hojas, floracién prematura, senescencia prematura y formacién

de semillas viables.

4. Los resultados parecen indicar que la sobre expresién de la trehalasa (ScATHI)
en tabaco vuelve maés susceptibles a las plantas infectadas con Pectobacterium

Carotovorum.

5. Los resultados indican gue la acumulacién de trehalosa (por sobreexpresién de

SeTPSI-TPS2) reduce la invasion v la severidad del dafio causado por la bacteria
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Peciobacterium carotovorum, lo cual es mas evidente cuande la infeccién se

lleva a cabo en plantas ex vitro de mayor edad.

0. La presencia de trehalosa en el medio de cultivo no puede ser utilizado como un
agente selsctivo positivo para la plantas de tabaco transformadas con el gen

ScATHI creciendo en un medio con trehalosa como fuentie de carbono.

7. Se ha demostrado de manera preliminar que el metabolismo de la trehalosa

afecta la interaccion planta-patdgeno.
PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este trabajo son prometedores, pero serd necesario llevar a
cabo analisis adicionzles para caracterizar con mayor detalle el papel del metabolismo

de la trehalosa en Ia interaccion planta patdgeno en las plantas transgénicas generadas:

1. Estos ensayos deberan llevarse a cabo preferentemente con plantas homocigotas
para los fransgenes transferidos, lo cual implicard obtener las generaciones T1 y

T2 para identificar a las homocigotas v asi fijar el genotipo de las lineas.

2. Para comprobar si la trehalosa o la trehalosa 6-fosfato estan induciendo genes de
resistencia a patégenos y para saber que tan especifica es esta respuesta, se
deberd monitorear la transcripeién de genes que codifican enzimas como PAL 'y

PO (y también la actividad enzimaética), asi como ealgunos genes que se han
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reportado come inducidos por trehialosa exégena o por la éobre expresion de ots4
en Arabidopsis y que tendrian relacion con la respuesta z patégenos (una cinasa 1
asoctada a pared celular, una proteina relacionada con AIG2, una proteina TIR
relacionada con genes de resistencia, una peroxidasa, ¢l citocromo P450 y una

tsoflavona reductasa),

También se podria retar las mismas plantas transgénicas homocigotas de tabaco
generadas’ en esta investigacién con el hongo “moho azul”, (Peromospora
fabacina). Otros hongos fitopatégenos que afectan la parte aérea del tabaco v que
por io mismo también podrian utilizarse con el mismo fin son Alternaria
alternata, A. solani y Botrytis cinerea, asi como el hongo del suelo Rhizoctonia

solani.

Hay otras posibles bacterias fitopatdgenas que afectan al tabace, como
Pseudomonas syringae pv. labaci que sintetiza trehalosa a través de las vias
TreY/TreZ y la TreS. Adicionalmente se podrian llevar a cabo ensayos de
agromfeccidn in vitro con Agrobacterium tumefaciens, Bste patdgeno cercano
ﬁlqge_nétioamente con Rhizobium sp, si cuenta con la via TPS/TPP de biosintesis
de trehalosa. En este caso la seleccion in vitro debers hacerse utilizando un gen
de seleccidn distinto a kanamicina, ya que las plantas transgénicas generadas ya

son resistentes z este aniibidtico,

PR, P
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8. ANEXOS

Cuadro 1A. Analisis de varianza para altura de las plantas in vitro, ntimero de hojas,
numero de raices a los 56 dias de desarrollo en medios de cukiivo con y sin sacarosa,
altura de plantas aclimatadas a los 30 dias de desarrollo en plantas transgénicas con

ScATHI y WT (sin transformar).

FvV GL

APCS®  APSS® NHCS® NHSS® NRCS® NRSS®  Apa’
Tratamiento 9 2.96™ 025 084%™ 0.72™ 19677 20917 0.66™
Bloque 1 80.80%  0.03™  0.02™  4.05% 58.89% 6480™ 011"
Error 9 2.96 0.24 0.84 0.71 1967 2091 0.65
Total 19 |
cv 1292 2251 415 1525 856 25405  19.39
¥ 13.31 224 2203 555 5171 1.80 4.18

*Valores de cuadrados medios; FV: Fuentes de variacion; GL: Grados de libertad; CV: Cosficiente de variacion; ¥ : Media; ™ ,*,:No
significativo y significativo a una P<0.05; APCS, APSS: Altura de planta en tmedio de cultivo con sacarosa y sin sacarosa
respectivamente; NHCS, NHSS: Numero de hojas de planta en medio de cultivo con sacarosa vy sin sacarosa respecti vamente; NRCS,
NRSS: Numero de rafess de plantz en medio de cultive con sacarosa y sin sacarosa respectivamente; APA: Altura de planta a Jos 30
dias posieriores & su aclimatacion,

Cuadro 2A. Prueba de comparacién de medias de Tukey para altura de las plantas in
vitre, namero de hojas, nimero de raices a los 56 dias de desarrolle en medios de cultivo
con y sin sacarosa, altura de plantas aclimatadas durante 30 dias en plantas transgénicas

con ScATHI y WT (sin transformar).

Lincas  APCS (cm)  APSS {(cm) NHCS  NHSS NRCS ~ NRSS  APA (cm)

SeATHI 153247 228a  22.07a 5.10a 5343a 2237a 4i0a
WT 11.30 b 2202 2200 a2 60001 50.00a 19.33a 425a
DMS 1.74 0.51 0.93 0.86 4.47 4.63 0.82

“Walores con la misma letrs dentro de colummas son iguales de acuerdo a la prueba de Tukey a una P<0.05. "DMS: Diferencia
minima significativa. APCS, APSS: Altura de planta en medic de cultivo con sacarosa y sin sacarosa tespectivamente; NHCS,
NHSS: Nimero de hofas de planta en medic de cultivo con sacarosa ¥ sin sacarosa respectivaments; NRCS, NRSS: Numero de
rzices de planta en medio de cultivo con sacarosa y sin sacarosa respectivamente; APA: Altura de planta a los 30 dias posteriores a su

aclimatacion.



Cuadro 3A. Analisis de varianza para la variable ndmerc de colonias de la bacteria
. . .y, ) . . ,
Pectobacterium caroiovorum a una dilucién de 107 a las 32 horas de incubacién a partir

de tejidos in vitro.

Fv GL
Niimero de colonias
bacterianas
(dilucién de 107)*

Tratamiento 5 172,67

Error 30 9.06

Total 35

Cv 38.41

X 7.83

"Vaiores de cuadrados medios; FV: Fuentes de variacién; GL: Grados de libertad; CV: Coeficiente de variacion ¥ Medis;
* :Significativo a una P<@.05;

Cuadro 4A. Prueba de comparacion de medias de Tukey para niimero de colonias de la
bacteria Pectobacterium carotovorum a una dilucién de 107 a las 32 horas de incubacion

a partir de tejidos in vitro,

Lineas Nimero de colonias
(dilucién de 107)
9Tre 18.00 2°
4Tre 7.67 b
WT2A 7.33 be
WTJ 6.83 be
3Tre : 4.83 be
5Tre 233 ¢
DMS” 5.28

*Valores con la misma letra dentre de celumnas son igualss de acuerdo a la prueba de Tukey a una P<0.05. "DMS: Diferencia
minima significativa.




Cuadro SA. Analisis de varianza para altura de las plantas in vitro, ntimero de hojas,
némero de rajces a los 56 dias de desarrollo en medios de cultivo con y sin sacarosa,
altura de plantas aclimatadas a los 30 dias de desarrollo en plantas transgénicas con
SeTPSI-TPS2 y WT (sin transformar).

FV GL

APCS? APSS® NHCS* NHSS® NRCS®  NRSS*  APAZ

Tratamiegto 9 3.91ns 0.00ns 0.61lns  0.02ns 19.50ns  0.00ns 6.62ns

Bloque - I B76.48% 36.45% 606.10* 197.19% 675.12% 1125.00* 70,88*
Error 9 391 0.00 0.61 0.02 19.50 0.00 6.62
Total 19 |

Ccv 1086  4.16x 10 2.93 1.42 7.76 0 41.96
XY 18.22 1.35 26,71 3.16 56.91 7.50 6.13

*Vatores de cuadrados medios; FV; Fuentes de variacién, GL: Grados de libertad; CV: Coeficiente de variacion; X : Media; ™ * :No
significativo y significativo a una Ps0.05; APCS, APSS: Altura de planta en medio de cultivo con sacarosa ¥ sin sacarosa
tespectivamente; NHCS, NHSS: Nimero de hojas de planta ¢n medio de cultive con sacarosa y sin sacarosa respectivamente; NRCS,
NRSS; Ntunera de rafces de planta en medio de cultive con sacarosa ¥ sin secaresa respectivamente; APA: Aliora de planta a los 30
dias posteriores a su aclimatacidn.

Cuadro 6A. Prueba de comparacién de medias de Tukey para altura de las plantas in
vifro, nimero de hojas, nimero de raices a los 56 dias de desarrollo en medios de cultivo
con y sin sacarosa, altura de plantas aclimatadas durante 30 dias en plantas transgénicas
con ScTPSI-TPS2 y WT (sin transformar). '

Lineas APCS(cm) APSS(cm) NHCS  NHSS NRCS  NRSS  APA (om)
SeTPS1-TPS2 24.84 o 0.00 o* 322147 0022 62722 0002 802 &
WT 11.60 b 2.70 b 2120 b 630 b S5LI10b  1500b 425 b
DMS 2.00 0.00 0.79 0.05 447 ~0.00 2.60

“*Valores con fa misma letra dentro de columnas son iguales de acuerdo a la prugha de Tukey a una P<0.05. "DMS: Difcrencia
minima significativa, APCS, APSS: Aliura de planta en medio de cultivo con sacarosa y sin sacarosa respectivamente; NHCS,
NHSS: Nimero de hojas de planta en mtedio de cultivo con sacatosa y sin gacarosa respectivamente; NRCS, NRSS: Nimero de
rafces de planta en medio de culiivo con sacarosa y sin sacarosa respectivamenie; APA: Altura de planta 2 log 30 dfas posteriores a su
aclimatacion.
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Cuadro 7A. Analisis de varianza para la variable nimero de colonias de la bacteria
Pectobacterium caroiovorum a una dilucién de 107 2 las 32 horas de incubacién a partir

de tejidos mn virro.

FV GL
" N@mero de colonias
bacterianas
(dilncién de 10°7)%

Tratamiento 5 33.43%

Erxror 30 4,37

Total 35

8y . 34.06

I 6.13

“Valores de cuadrados medics, FV: Fuentes de varacion; GL: Grados de libertad; CV: Coeficiente de varizcion; ¥ : Media;
*,:Significativo a una P<4.05;

Cuadro 8A. Prueba de comparacién de medias de Tukey para ntimero de colonias de la
bacteria Pectobacterium carotovorum & una dilucién de 107 a las 32 horas de incubacién

a partir de tejidos in viiro.

Lineas Numere de colonias
(dilucion de 107)
2RI 9.000 a*
WI2A 7333 a
1BI 7.167 a
WTJ - 6.833 ab
OBI 3333 b
10BI 3.167 b
DMS 3.6719

*Valores con la misma letra dentro de columnas son iguaies de acuerdo  fa prueba de Tukey & una P<0.05, DMS; Diferencia
minima significativa.



Cuadro 13A. Composicion del buffer de carga 6X.

Reactivo Cantidad

Azul de bromofenol 0.72'5 %
Xylene cianol 0.25 %
Sacarosa 40 %

Solacion en H,O
Seconserva a4 o -20 °C.
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