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RESUMEN GENERAL

Diferenciacion de eventos transgénicos mediante técnicas moleculares en
distintos fondos genéticos de crisantemo y algodén

Las plantas genéticamente modificadas (GM), también llamadas eventos
transgeénicos, son analizadas y caracterizadas molecularmente para determinar
diferencias con base a las secuencias insertadas (T-DNA). El objetivo de esta
investigacion fue evaluar diferentes sistemas de marcadores basados en PCR e
hibridacion de DNA para diferenciar eventos transgénicos en crisantemo y
algododn. En crisantemo se utilizaron los cultivares: Harman e Indianapolis, con
tres y dos eventos, respectivamente. En algodén se utilizaron 20 genotipos
analizados como muestras a ciegas. Solo las técnicas de PCR proporcionaron
resultados reproducibles. La deteccion de elementos genéticos en crisantemo
determind la presencia unicamente de nptll y Tnos; y en algodon permitio
identificar 15 muestras GM. La técnica Inter-Secuencias Simples Repetidas
(ISSR) proporcioné en crisantemo 131 bandas de DNA y en algodon 283, de
estas 59.5y 61.4 % fueron polimérficas, respectivamente. Basandose en el poder
de resolucion, contenido de informacion polimorfica y el indice de marcador, los
iniciadores UBC872 y UBC811 fueron los mas informativos para diferenciar los
eventos de crisantemo; mientras que los iniciadores (AGAC)4GC, AC(GACA)4 y
UBCB872 [(GATA)4] fueron los mas eficientes para algodon. El analisis estadistico
se realizd con diferentes métodos de agrupamiento. Utilizando el Analisis
Molecular de Varianza (AMOVA) se diferenciaron los dos cultivares de
crisantemo (p=0.02) y en algodén se obtuvieron dos grupos (p=0.001). El
iniciador UBC872 discrimind las plantas a nivel de cultivar y evento, esto sugiere
la posibilidad de diferenciar eventos GM utilizando la técnica ISSR.

Palabras clave: evento transgénico, elementos genéticos, marcadores
moleculares, ISSR, UBC872

Tesis de Maestria en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: Roberto Carlos Cid Contreras

Director de tesis: Dra. Ernestina Valadez Moctezuma
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GENERAL ABSTRACT

Differentiation of transgenic events using molecular techniques in
different chrysanthemum and cotton gene pools

Genetically modified (GM) plants, also known as transgenic events, are evaluated
and characterized molecularly to determine differences based on the T-DNA. The
objective of this research was to use different marker systems based on PCR and
DNA hybridization to differentiate transgenic events in chrysanthemum and
cotton. The Harman and Indianapolis chrysanthemum cultivars were used, with
three and two events, respectively. For cotton, 20 genotypes analyzed as blind
samples were used. Only PCR techniques provided reproducible results. Genetic
element detection in chrysanthemum only determined nptll and Tnos presence,
whereas in cotton 15 transgenic samples were identified. The Inter Simple
Sequence Repeat (ISSR) technique provided 131 DNA bands in chrysanthemum
and 283 in cotton, of which 59.5 and 61.4 % were polymorphic, respectively.
Based on the resolving power, polymorphic information content and marker index,
the primers UBC872 and UBC811 were the most informative to discriminate the
chrysanthemum events, while the primers (AGAC)4GC, AC(GACA)+ and UBC872
[(GATA)4] were the most efficient for cotton. Statistical analyzes were performed
with different clustering methods. Using the Analysis of Molecular Variance
(AMOVA) the two chrysanthemum varieties were differentiated (p=0.02), whereas
in cotton two groups were obtained (p=0.001). The primer UBC872 was able to
discriminate plants at the cultivar and event level; this suggests the possibility of
differentiating GM events using the ISSR technique.

Keywords: transgenic event, genetic elements, molecular markers, ISSR,
UBC872.

Thesis, Universidad Auténoma Chapingo
Author: Roberto Carlos Cid Contreras

Advisor: Dra. Ernestina Valadez Moctezuma
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INTRODUCCION GENERAL

Las plantas transgénicas son aquellas que han sido modificadas usando técnicas
de ingenieria genética, la primer planta genéticamente modificada (GM) fue
reportada en 1983 y desde entonces se han desarrollado en diferentes cultivos
(Rani & Usha, 2013). Las plantas actualmente cultivadas corresponden a eventos

transgénicos de distintas casas comerciales.

Un evento de transgénesis se refiere al unico evento de recombinacion de DNA
que tuvo lugar en el nucleo de una célula vegetal a partir de la cual se generaron
plantas completas (http://www.gmo-compass.org/eng/glossary/163.event.html).
Cada célula que incorpora con éxito el gen de interés representa un "evento"
unico. Los eventos que resultan en una expresion optima de transgenes y rasgos
se consideran eventos de "élite" y a partir de estos se pueden generar plantas
con eventos simples (solo un transgen) y con eventos apilados (multiples

transgenes) (Giraldo, 2011).

Algunos cultivos genéticamente modificados (GM) que presentan rasgos
"apilados" o "piramidales" son obtenidos por mejoramiento genético convencional
cruzando lineas puras GM cada una con diferentes eventos. También existen los
hibridos GM y estos difieren de los anteriores en que el rasgo transgénico se
origina a partir de la linea parental endogamica GM cruzada con una (0 mas)

linea (s) endogamica (s) de élite no transgénica (De Schrijver et al., 2007).

En ambos casos los genomas de las plantas GM portan elementos genéticos
adjuntos a los genes de interés. Estos elementos son secuencias reguladoras y
genes de seleccion que intervienen en la correcta expresion del gen de interés y
en la deteccion de las células transformadas, respectivamente. Los elementos
mas comunes en los cultivos GM de primera generacién son el promotor 35S, el
terminador nosy el gen nptll, entre otros. Dichos elementos pueden ser utilizados
para la deteccion y caracterizacién de inserciones en el genoma de una planta
GM (Liu et al., 1995; Zhang et al., 2008; Yang et al., 2013).



La deteccion del 35S, Tnos y/o nptll permite conocer las muestras que son
transgénicas debido a la presencia de estos elementos sin embargo, analizar los
distintos tipos de eventos GM con fines de diferenciacion basandose unicamente
en la deteccion, puede no ser una buena alternativa cuando se trata de un evento

simple o apilado en el mismo o distinto fondo genético.

Una alternativa viable para este caso es el analisis de variabilidad existente en el
fondo genético mediante marcadores moleculares. Por ejemplo, los denominados
inter-secuencias simples repetitivas (ISSR por sus siglas en inglés) han sido muy
utilizados en la identificacién de cultivares, clasificacién de accesiones y en la
estimacioén de diversidad o variabilidad genética (Davila et al., 2007). Actualmente
algunas investigaciones han demostrado la funcionalidad de éste y otros
sistemas de marcadores para determinar la similitud y variabilidad genética en
algodones GM (Ullah et al., 2012; Chandrashekar et al., 2015; Ashraf et al., 2016).

Otra técnica ampliamente utilizada en la diferenciacion de plantas GM con los
mismos elementos genéticos dentro del mismo fondo genético es la TAIL-PCR
que proporciona fragmentos adyacentes al sitio de insercion del transgen (Liu &
Whittier, 1995).

Basandose en el fundamento de ambas técnicas, al combinar iniciadores tipo
ISSR con iniciadores para la detecciéon de elementos genéticos, se podrian
obtener fragmentos que contengan la informacion genética de la planta
adyacente al sitio de insercion del transgen vy utilizarlos para generar marcadores

y/o sondas que identifiquen a un evento (insercion) especifico.



Con base en lo anterior, la presente investigacion, tuvo los siguientes objetivos:

Objetivo General

Desarrollar una metodologia con técnicas de biologia molecular para identificar,
caracterizar y diferenciar eventos transgénicos en algodén y en crisantemo
Objetivos Especificos

Determinar el mejor método de extraccion de DNA desde el punto de vista de

cantidad y calidad.

Detectar elementos transgénicos comunes mediante la tecnologia de la Reaccion

en Cadena de la Polimerasa

Aplicar la técnica de Southern blot para ubicar la posicion del transgen en el DNA

de las muestras GM.

Caracterizar los genotipos utilizando la técnica de ISSR con fines de

diferenciacion.

Generar marcadores moleculares mediante la combinacidon de iniciadores

especificos del gen nptll e ISSR relacionados al transgen en los genotipos GM.



Hipotesis

Las huellas de DNA o los marcadores moleculares reproducibles podrian
utilizarse para diferenciar e identificar un evento transgénico en un mismo locus
en una misma variedad, pero también en el contexto de diferentes fondos
genéticos; su uso para el analisis de eventos transgénicos generados en distintos
fondos genéticos podria ser eficiente para diferenciar genomas modificados por

ingenieria genética o para referenciar la insercion del transgen.



REVISION DE LITERATURA
Organismos Genéticamente Modificados

De acuerdo con la Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente
Modificados, cualquier organismo vivo con excepcion de los seres humanos, que
haya adquirido una combinacion genética novedosa generada a través del uso
especifico de técnicas de la biotecnologia moderna, define a un organismo

genéticamente modificado.
Tipos de eventos transgénicos

1.- Evento simple: Es cada una de las variantes de la integracion del transgen o
insercion particular de DNA, ocurrida en el genoma de una célula vegetal a partir
de la cual se origin6 la planta transgénica. En otras palabras, se puede definir
como el producto de la incorporacion de un paquete particular de material
genético en un lugar definido o arbitrario en el genoma del organismo. Debido a
la insercion aleatoria, el resultado del evento de modificacion se vuelve variable
y debe realizarse un procedimiento de seleccion después de la modificacion para
identificar cualquier evento de transformacion exitoso o util (Husby, 2007).

Algunos casos de evento simples se ejemplifican a continuacion:

Evento Evento Evento Evento Evento Evento
Simple 1 Simple 2 Simple 3 Simplel Simple2 Simple 3
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Figura 1. Ejemplos de eventos simples donde el T-DNA se encuentra: a) en
diferente locus dentro de fondos genéticos iguales; b) en diferente locus dentro
de distinto fondo genético. La banda color amarillo hace referencia al transgen.



2.- Evento apilado: Se denomina evento apilado a los productos que se
desarrollaron por mejoramiento convencional mediante el cruce entre plantas
transgénicas que contienen eventos simples o dobles por lo que se obtienen
diferentes plantas GM con nuevos rasgos (Giraldo, 2011). Algunos casos de

eventos apilados se ejemplifican a continuacion:

Evento Evento Evento Evento Evento
Apilado 1 Apilado 2 Simple 1 Simple 2 Apilado

== %

Figura 2. Ejemplos de eventos apilados: a) Dos casetes diferentes (T-DNA) en
diferente locus dentro de un fondo genético; b) Distintos T-DNA en diferente locus
dentro de cromosomas homologos. Las bandas color amarillo y rojo hacen
referencia a distintos transgenes.

3.- Evento hibrido: el rasgo transgénico se origina a partir de la linea parental
endogamica GM cruzada con una (0 mas) linea (s) endogamica (s) de élite no

transgénica (De Schrijver et al., 2007). Un ejemplo se muestra a continuacion:

Evento
Genotipo 1 simple 1 Evento hibrido

— —

e e I
== X é-

==

Figura 3. Ejemplo de hibrido GM con un solo casete de informacion (T-DNA). La
banda color rojo hace referencia al transgen.
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Los eventos de transformacion son unicos y difieren en:

Tipo de transgen (elementos y genes) insertado

Posicidn del transgen en el genoma del organismo receptor
Numero de copias del transgen integradas al genoma

Nivel de integridad del transgen

Niveles de expresion de las proteinas de interés

Los ejemplos anteriores demuestran los diferentes casos de eventos GM que
deben ser analizados minuciosamente para lograr diferenciarlos. A continuacion
se detallan las estrategias de analisis comunmente utilizadas en la deteccién de
organismos genéticamente modificados finalizando con la explicacion de técnicas
que podrian funcionar para lograr la diferenciacion de los casos expuestos

anteriormente.



Estrategias de analisis para muestras de OGMs
Analisis cualitativos

Se refiere a aquellos que dan una respuesta positiva o negativa respecto de la
presencia de un elemento. Es decir, en el caso de los transgénicos, aquellos que
determinan presencia o ausencia de una secuencia de DNA, de proteina o
fenotipo debido al transgen. Algunos métodos utilizados son: el bioensayo, el
analisis de proteinas utilizando tiras reactivas o un ensayo ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) cualitativo, Southern blot y la PCR (Polymerase
Chain Reaction) (Kholi et al., 2010).

Analisis Semi-cuantitativos

Estos ensayos implican el analisis de una determinada cantidad de sub-muestras
para las cuales, la presencia o ausencia de un determinado elemento, se
determina de manera cualitativa. La estrategia radica en analizar una
determinada cantidad de grupos (N) de tamafo conocido de semillas o granos
(m) y la estimacion estadistica (siguiendo una distribucién binomial o de Poisson)

del porcentaje de elemento presente en la muestra (Longo & Vicario, 2010).
Analisis Cuantitativos

Se refieren a la determinacion del porcentaje de OGM en una muestra o lote.
Esta cuantificacion es posible debido a la metodologia empleada y no debido a
una estimacion estadistica, como en el caso anterior. La técnica cuantitativa por
excelencia, ampliamente utilizada en las transacciones comerciales, es la PCR

en tiempo real o PCR cuantitativa (Longo & Vicario, 2010).

Las técnicas empleadas en ésta investigacion pertenecen a la categoria de

analisis cualitativos.



Métodos de deteccion de OGMs
Bioensayos

Este método cualitativo consiste en la evaluaciéon de la respuesta fisioldgica a
manera de determinar la presencia del transgen buscado, por ejemplo la
tolerancia a un herbicida o a un antibiético como la Kanamicina. En el caso de
plantas tolerantes a un herbicida, el ensayo consiste en poner a germinar las
semillas y evaluar la emergencia de plantulas normales bajo el efecto del
herbicida. El porcentaje de plantulas tolerantes se determina contando a aquellas
normales sobre las semillas totales. Paralelamente a este ensayo debe realizarse
el ensayo control, que consiste en la prueba de germinacion sin el herbicida, a
manera de determinar el poder germinativo de la muestra. La evaluacion de la
resistencia a insectos se realiza mediante ensayos bioldgicos complejos y de
larga duracion, es por eso que los bioensayos no son una alternativa practica

para dicha caracteristica (Longo & Vicario, 2010).
Determinacidén de proteinas

Las proteinas producto de la expresion de un transgen pueden determinarse
utilizando una reaccién inmunoldgica de tipo proteina GM-anticuerpo que es
posible realizar tanto en placa (ELISA), como sobre un soporte de nitrocelulosa
(tiras reactivas). Con éste método se detecta la sustancia de interés (proteina)
mediante la formacién de un complejo antigeno-anticuerpo que luego es
detectado mediante un complejo enzimatico que se une especificamente al
complejo anterior permitiendo su visualizacién. Es aconsejable que se realicen
sobre semillas/grano u otro material vegetal “joven”, ya que las proteinas se
degradan con facilidad (Longo & Vicario, 2010). La cantidad habitual de tejido
transgénico es de al menos 10 pg por muestra y los limites de deteccion pueden
predecir la presencia de proteinas modificadas en el orden de un 1 % de OGM,
(Lopez et al., 2003). En ciertos casos donde distintos eventos transgénicos tienen
incorporadas las mismas proteinas, no es posible determinar especificamente de

queé evento se trata si el resultado es positivo.



Identificacion de secuencias transgénicas

Este analisis se lleva a cabo mediante la tecnologia de la PCR (Reaccién en
Cadena de la Polimerasa). La PCR es un proceso altamente especifico que
permite determinar el evento transgénico que contiene una muestra, algo que no
se puede lograr de manera fehaciente con los métodos anteriores. Esta
especificidad esta dada por los “primers” o cebadores que son pequefos
fragmentos de DNA que reconocen la secuencia a amplificar y se adhieren a ella
permitiendo iniciar la reaccion de amplificaciéon. Distintos primers son capaces de
pegarse en diferentes zonas del fragmento de DNA introducido, estas zonas son
cuatro: secuencias promotoras o terminadores que suelen ser comunes a varios
eventos; el gen que confiere el caracter especifico; una regién denominada
“construccion especifica” que es aquella que vincula distintos elementos del
fragmento de DNA introducido, por ejemplo la region promotora y el gen; y lo que
se denomina “evento especifico” que es una region que vincula el fragmento

introducido con el genoma original de la planta (Fig. 4) (Diaz et al., 2010).

GMO analysis strategy: which targets to select

PrantDNA I 1 m Plant DNA
H|GH event-specific
: D& 5.event- —— jgentification

26 !

specific

-

identification
of gene

=& 4. construct-specific —
P construct

identification

B2& 3. ge‘ne'-specific ———5.  ofthegute

GMO
or not?

SPECIFICITY

Q',‘! 2. screening t’ﬁ

= | . . Amplifiable DNA?
LOW < 1. species-specific Species?

Figura 4. Especificidad en la identificacion de transgénicos. Fuente: SENASICA
2015.

10



El ensayo de PCR puede ser de tipo cualitativo, lo que se conoce como PCR
convencional o en tiempo final, o cuantitativo, refiriéndose a la PCR en tiempo
real. En el primer caso, se puede estimar el porcentaje de un OGM en una
muestra o lote siguiendo una estrategia de sub-muestreo, siempre contando con

los controles adecuados para el ensayo (Longo & Vicario, 2010).

La PCR en tiempo real se denomina asi porque el DNA amplificado puede ser
detectado en linea durante la fase exponencial de la reaccion, garantizando asi
una cuantificacion mas adecuada y precisa del producto amplificado. Esta técnica
combina el uso de un termociclador, un fluorobmetro y un ordenador. El
termociclador efectua la reaccidén en condiciones donde un fluorocromo excitado
por un laser va emitiendo una sefial de manera proporcional a la cantidad de DNA
que se va generando durante los sucesivos pasos de la reaccion. La emision de
la sefial fluorescente es enviada al fluoréometro que cuantifica la sefial emitida. El
ordenador procesa la informacion y despliega, durante cada ciclo de
amplificacion, la fluorescencia leida en cada muestra. La sefial aparecera a partir
de un numero determinado de ciclos, dependiendo de la concentracion inicial de
la secuencia de interés, es decir, la sefal es apreciable por el equipo una vez que
sobrepasa el limite inferior de deteccién. A partir de ése momento, la cinética de
la reaccion debe permitir la acumulacion de la sefal de manera exponencial en
el tiempo. La senal de fluorescencia generada es directamente proporcional a la
cantidad de producto de PCR amplificado. Con la técnica de PCR en tiempo Real
se obtienen resultados cuantitativos muy precisos del numero de copias o la
actividad transcripcional de un gen particular en un menor tiempo. Esta técnica
permite obtener una mayor sensibilidad y especificidad y reduce la posibilidad de
contaminacion ya que no es necesario, una vez terminada la reaccién, manipular

los productos de amplificacion (Longo & Vicario, 2010).
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Nuevas metodologias

Existe una tecnologia denominada microchips o microarrays o micromatrices, que
permite detectar y cuantificar en un sélo ensayo la presencia de cientos o miles
de secuencias. A grandes rasgos, una micromatriz es un pequefo soporte sélido
del tamafio de un cubre objetos de los utilizados en microscopia dptica, en el cual
se han fijado puntos ordenados y microscépicos de secuencias de DNA de simple
cadena conocidas. Estas secuencias tienen la capacidad de pegarse (hibridar)
con un DNA que le sea complementario, y que estara marcado con una molécula
fluorescente. Si existen secuencias complementarias, ocurrira la hibridacion y el
punto de la micromatriz quedara marcado. Para poder realizar la observacion de
este pequeno punto, un aparato de barrido especial realizara la lectura,
identificando los puntos marcados y por lo tanto las secuencias que estén

presentes en la muestra bajo analisis (Longo & Vicario, 2010).
Ventajas y Desventajas

Existen diferencias muy notables en cada uno de los métodos de deteccién de
OGM, la decision de aplicar cualquiera de ellos depende de multiples factores
que deben considerarse antes de comenzar la evaluacion, por lo que a
continuacion se presentan algunas de las caracteristicas mas importantes de los

métodos anteriormente descritos (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Principales caracteristicas de los métodos mas usados para detectar OGMs.

BIOENSAYO

DETERMINACION DE PROTEINAS

PCR TIEMPO FINAL

PCR TIEMPO REAL

Detectar caracteristicas

Detectar proteinas. Determinar la

Detectar secuencias de DNA

Objetivo s " Detectar secuencias de DNA
biolégicas o respuestas reaccion . .
del ensayo e . . transgénicas transgénicas
fisiolégicas proteina GM-anticuerpo
Tipo de Cualitativo _Cuallta_ltlv_o, cuantitativo y Cualitativo, Semi-cuantitativo Cuantitativo
resultado Semi-cuantitativo con submuestreo

Matriz donde

Semillas, granos y

Semillas, granos, material vegetal,

Semillas, granos, tejidos, alimentos
con y sin procesamiento

Semillas, granos, tejidos, alimentos
con y sin procesamiento

se realiza plantula raices y alimentos sin procesamiento

Método sencillo, permite deteccién “in . . . . . o

_ Método sencillo, rapido situ”. No necesita material ni Método se_ns[ble, c_a>_<acto, especifico, Método se_n3|_ble, t_a>_<acto, especifico,
Ventajas . PN . . _— permite identificar eventos permite identificar eventos
preciso y econémico instalaciones sofisticadas. o o,
- s especificos. especificos.
Preciso, exacto y rapido
Requiere alta expresion de proteina, no Deteccién compleja si no se define Cuantificacion compleja si no se
Muy tardado, ligeramente permite identificar entre eventos GM el muestreo, la estrategia de define el muestreo apropiado, la
Desventaja costoso y de dificultosa distintos que expresen la misma deteccion y los materiales de estrategia de deteccion y los
realizacion proteina. No diferencia entre proteina referencia. Mayor posibilidad de materiales de referencia. Mayor
GM y la convencional contaminacion. costo en equipos y reactivos
Preparacion . Sencilla pero requiere pasos previos Compleja, requiere pasos previos Compleja, requiere pasos previos
Sencilla . .
de muestra para la extraccion de proteinas para extraer DNA para extraer DNA
Tiempo Dependiendo del cultivo, Horas De 2 a 3 dias De 1 a 2 dias
p/resultados entre 7 y 10 dias
. Muy Alta Muy Alta
se’:lwlsvif)lil?ded NA De 1A|;az o Fluctua entre 20 pg a 10 ng Fluctta entre 20 pg a 10 ng
° =0.0001a1% =0.0001a1%
Nivel de Requiere manejo Requiere manejo minimo de Ia técnica. Capacitacion en técnicas de biologia  Capacitacién en técnicas de biologia

conocimientos

minimo de la técnica

Requiere mayor capacitacion para
ELISA en placa

molecular

molecular

Aplicacion
del método

Determinar pureza del
caracter por organismos
de control o la industria

Determinar pureza del caracter por
organismos de control o la industria

Determinacion y ratificacion por
parte de organismos de control.
Transacciones comerciales

Por su caracter cuantitativo, es el
método de eleccion para
transacciones comerciales

Material de
referencia

Semillas o granos GM y
no GM

Material GM y no GM (Granos, semillas
y/o tejidos)

Harinas GM, DNA y plasmidos.
Disponibles para algunos eventos

Harinas GM, DNA y plasmidos.
Disponibles para algunos eventos
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Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son una herramienta que permite conocer los
polimorfismos a nivel de DNA de un organismo, se han usado extensivamente en
estudio de evolucion, filogenia, taxonomia molecular, estructura genética de
poblaciones, mejoramiento genético y recientemente en la identificacion de
cultivares estrechamente relacionados (Pérez de la Vega, 1993; Staub et al.,

1996; Davila et al., 2007). Para dicho efecto, se pueden utilizar:
ISSR (Inter-Secuencias Simples Repetitivas)

Estos marcadores permiten obtener amplicones que corresponden a secuencias
ubicadas entre dos microsatélites del mismo tipo; por ejemplo, la region de DNA
interna entre dos microsatélites compuestos de (GACA)n (Zietkiewicz et al.,
1994). La diferencia entre individuos analizados con éste tipo de iniciadores se
observara en el numero de productos amplificados asi como el tamafio de cada
producto. Tienen la ventaja de no requerir informacion previa sobre secuencias
de DNA para el disefio de los iniciadores, pero como desventaja son marcadores
dominantes lo cual no permite distinguir entre homocigotas y heterocigotas
(Pradeep Reddy et al., 2002).

Microsatélite No. 1 Regién Microsatélite No. 2
"'..".’ amplificada ..."....
GENOMAA

. dededttss

—l_PCR

e, e 500 pb
amplificado

<4<«

amplificado

»»» Iniciar;ijor simple
o a
< > Unidad simple repetida e (aaeayy

ejemplo (GACA)4

Figura 5. Modelo de la obtencién de marcadores tipo ISSR. Los productos
amplificados en cada genoma son diferentes en longitud pero ambos estan
flanqueados por sus extremos con la secuencia (GACA)a.
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Southern blot

Es una de las herramientas moleculares mas poderosas para caracterizar las
plantas transgénicas. Indica la presencia o no de la secuencia de interés y da
informacion acerca de la integracion de la misma en el genoma de la célula
huésped (numero de copias integradas y numero de loci en los cuales se produjo
la integracion). La técnica consiste en la digestidn del genoma de un organismo
con una enzima de restriccion y la transferencia del patron de fragmentos
separados por electroforesis a una membrana de nylon para exponerla a una
sonda marcada con digoxigenina, que posee una secuencia homologa a uno o
mas fragmentos y por ultimo realizar la deteccidén de las bandas de hibridacion
por luminiscencia (Azofeifa, 2006). Si se utiliza como sonda el T-DNA completo y
la digestion del DNA gendmico se realiza con enzimas de restriccion que no
cortan dentro del T-DNA, el numero de bandas del patron representa el numero

de sitios de insercion (Diaz et al., 2010).

a) Transferencia de fragmentos b) Hibridacion de una sonda ¢) Deteccion colorimétrica con
digeridos con enzima de restriccion especifica con su secuencia Digoxigenina
a una membrana de nylon complementaria
Membrana . TN
de nylon
L aasd
Ll
Membrana
>~ ————— == — ad
a
Gel / X\
\ E——]

\\" =
[ N !
L3 s “
C "’F - = ’
| \ /
|‘ /7/
\ [l //

I \ H /4
Fragmentos de DNA Fragmentos de DNA La sonda hibrida con sus El nimero de bandas es
en el gel de agarosa en la membrana fragmentos de DNA proporcional al nimero de

homdlogos inserciones en el genoma

Figura 6. Diagrama de flujo de la técnica Southern blot. Fuente: Hartl & Jones,
1998.
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TAIL-PCR (Thermal Asymmetric Interlaced PCR)

La TAIL-PCR es una herramienta poderosa que sirve para obtener fragmentos
de DNA adyacentes a una secuencia conocida. Esta técnica utiliza tres
iniciadores especificos anidados (SP) que en reacciones consecutivas junto con
un iniciador arbitrario y degenerado (AD), de baja temperatura de alineamiento,
permiten que la frecuencia relativa de amplificacion de productos especificos y
no especificos pueda ser controlada térmicamente (Clarke, 2003). Sus
principales ventajas son la simplicidad, alta especificidad, eficiencia y
sensibilidad, rapidez y la secuenciacién directa al no requerir purificacion del
producto (Liu & Whittier, 1995). En materiales transgénicos esta técnica ha sido
ampliamente utilizada para conocer las secuencias adyacentes al sitio de
insercion del T-DNA, la estructura de la informacion, frecuencia de integracion y
la distribucion de loci transgénicos (Zhang et al., 2008; Yang et al., 2013). Una
vez conocidas las secuencias adyacentes se pueden disefar iniciadores
especificos que amplifiquen el sitio de insercion del transgen. Ademas, si uno de
los iniciadores esta disefado para alinear con la secuencia adyacente al T-DNA,
se podrian utilizar para identificar y diferenciar el evento especifico aunque se

encuentre en distintos fondos genéticos.
Iniciadores combinados para amplificacion de secuencias adyacentes

De acuerdo con distintos autores, todos los organismos eucariontes presentan
secuencias tipo microsatélite (SSR) en su genoma (Weising & Kahl, 1990;
Akkaya et al., 1992; Beckmann & Weber, 1992). Distintas investigaciones
sefalan que estan presentes en una alta frecuencia y que en plantas como
arabidopsis, maiz, soya, arroz o trigo se puede encontrar un microsatélite cada
6.3 kb (Cardle et al., 2000; Morgante et al., 2002) por lo tanto, dado que la
insercion del transgen dentro del genoma de una planta usualmente ocurre al
azar (Krysan et al., 2002) y a que hay reportes de integracion de transgenes entre

secuencias tipo microsatélite (Yang et al., 2013), dos casos pueden ocurrir:
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1) Insertarse entre dos secuencias microsatélite del mismo tipo

(GACA)4

—> -
GACAGACAGACAGACANNNNNNN o NNNNNNNTGTCTGTC TGTCTGTC
o ScTPS1 Tnos 4
D191 2191 D191 D19INNNNNNN NNNNNNNVYIOVOYIVOVIVOVIVO
— «—
Reverse #(vovo)

Figura 7. Modelo de transgen insertado entre dos secuencias microsatélite del
mismo tipo

2) Insertarse dentro de una secuencia microsatélite

[GACA)4

—_— ->
GACAGACAGACAGACA| o TGTC TGTC TGTC TGTC
=) ScTPS1 Tnos 3
2191 2191 2191 2191 VOVOVYIVOVIVOYIVD
«— € —
Reverse F(vovo)

Figura 8. Modelo de transgen insertado dentro de una secuencia microsatélite

En ambos casos se pueden utilizar iniciadores tipo ISSR en combinacion con
iniciadores especificos de uno o mas de los elementos genéticos para la

obtencion de secuencias adyacentes al transgen.
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RESUMEN

Los eventos transgénicos son caracterizados molecularmente para proporcionar
elementos que permitan conocer sus diferencias, especificamente aquellas
debidas a la insercion del transgen. En este estudio se analiz6 mediante técnicas
de biologia molecular un set de muestras de crisantemo genéticamente
modificado con la finalidad de diferenciarlas. Los materiales utilizados fueron los
cultivares Harman e Indianapolis, con 3 y 2 eventos, respectivamente. Para
comprobar la funcionalidad de las técnicas y como grupos de control se
incluyeron muestras transgénicas de maiz con informacion conocida. Se ratifico
la presencia de elementos genéticos mediante PCR convencional y con la
determinacién empirica de la efectividad de la deteccion se comprobd la
presencia del npfll y Tnos en las cinco muestras de crisantemo transformadas.
Los genotipos se diferenciaron mediante perfiles de DNA obtenidos con 10
iniciadores tipo ISSR. El analisis estadistico se realizd con los métodos de
agrupamiento UPGMA y PCoA. Los iniciadores generaron un total de 131 bandas
de las cuales 78 fueron polimérficas (59.5 %). El porcentaje de polimorfismo de
los iniciadores oscild entre 20 y 82 %. El iniciador mas informativo fue UBC872
ya que proporciono los valores mas altos de porcentaje de bandas polimérficas,
indice de marcador y poder de resolucion. Los analisis UPGMA y PCoA
mostraron la misma tendencia de agrupacién. La técnica de ISSR fue util para
discriminar entre especies, cultivares y eventos transgénicos
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ABSTRACT

Transgenic events are characterized molecularly to provide elements that allow
to know their differences, specifically those due to the insertion of T-DNA. In this
research a samples set of genetically modified chrysanthemum was analyzed
using molecular biology techniques in order to differentiate them. The Harman
and Indianapolis chrysanthemum cultivars were used, with 3 and 2 events,
respectively. To verify the functionality of the techniques and as control groups,
transgenic maize samples with known information were included. The presence
of genetic elements was confirmed by conventional PCR and with the empirical
determination of the detection's effectiveness the presence of nptll and Tnos was
verified in the five transformed chrysanthemum samples. The genotypes were
differentiated by DNA profiles obtained with 10 ISSR primers. Statistical analyzes
were performed with different clustering methods (UPGMA y PcoA). The primers
generated 131 DNA bands of which 78 were polymorphic (59.5 %). The
percentage of polymorphism ranged from 20 to 82 %. The most informative
primer was UBC872 as it provided the highest percentage values of polymorphic
bands, marker index and resolving power. The UPGMA and PcoA analyzes
showed the same trend of grouping. The ISSR technique was useful to
discriminate between species, cultivars and transgenic events.
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INTRODUCCION

El crisantemo (Dendranthema X grandiflorum Kitam) es una planta ornamental
importante que ocupa el tercer lugar a nivel nacional en lo que respecta a
especies ornamentales mas demandadas (SAGARPA, 2010). La aparicion de
mutantes espontaneos “sports” y la generacion de plantas transgénicas son la
fuente de nuevos cultivares (Da Silva, 2003; Palai & Rout, 2011). Con estos
avances surge la problematica de encontrar métodos para identificarlos y

diferenciarlos (Lema-Ruminska et al., 2004).

Los métodos basados en caracteres morfoldgicos tienen el inconveniente de ser
laboriosos, tardados e influenciados por el ambiente (Shao et al., 2010); por lo
que una alternativa es el analisis mediante marcadores moleculares. Este método
ya ha sido utilizado para detectar variaciones entre genotipos ornamentales (Rout
& Mohapatra, 2006). En estudios anteriores, se ha logrado la diferenciacién de
variedades de crisantemo mediante isoenzymas (Fiebich & Henning, 1992;
Roxas et al.,, 1993), RFLPs (Wolff et al., 1995), RAPDs (Mifiano et al., 2009) e
ISSR (Palai & Rout, 2011).

Ante la presencia de varios sistemas de marcadores moleculares, la comparacion
entre ellos resulta indispensable para decidir qué sistema es el mas adecuado
para el tema que se esta investigando (Gautam-Murty et al., 2013). Estudios
comparativos entre sistemas de marcadores tipo ISSR y RAPD han demostrado
que los primeros son mas eficientes para determinar diferencias entre cultivares

de crisantemo (Mukherjee et al., 2013).

Los marcadores tipo ISSR detectan variaciones en los loci entre microsatélites
(Zietkiewicz et al., 1994), ademas proporcionan una excelente fuente de
polimorfismo (Staub et al., 1996) y tienen la ventaja de ser un sistema altamente
reproducible y de bajo costo (Fang et al., 1997). Este sistema es ideal para los
laboratorios que tienen equipos de analisis molecular basicos (Kayis et al., 2010).
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En plantas genéticamente modificadas, distintas investigaciones reportan que
utilizando este tipo de marcadores se ha logrado establecer relaciones genéticas,
estructura de poblaciones, diferenciacién de cultivares e identificacion de
individuos (Ullah et al., 2012; Tyagi et al., 2014; Chandrashekar et al., 2015).
Ademas, es adecuado para estudiar la diversidad genética entre materiales
genéticamente modificados debido a su capacidad de producir un alto numero de

bandas por reaccion (Ashraf et al., 2016).

Por lo anterior, en éste trabajo se analizé un set de muestras de crisantemo con
la finalidad de ratificar mediante PCR los elementos genéticos que porta cada
genotipo, agruparlos con base en sus similitudes, determinar la posicion del
transgen por hibridacidon no radioactiva, diferenciar los genotipos mediante
perfiles de DNA y finalmente obtener marcadores moleculares especificos

relacionados con el transgen.
MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron cinco eventos de crisantemo genéticamente modificado mas dos
genotipos correspondientes a las variedades no transgénicas utilizadas como
control negativo. Los eventos comerciales de maiz YieldGard Plus y YieldGard
CB/RR fungieron como referencias por portar los elementos genéticos 35S y
Tnos; la construccion del T-DNA de cada evento se muestra en el apéndice Il. En
al analisis molecular se incluyé al plasmido pBI121 como control positivo por

contener el gen nptil.

24



Cuadro 2. Descripcion de los genotipos empleados.

No. CODIGO VARIEDAD PROCEDENCIA
1 Har-NT* Harman UACh
2 Har-Rd8 Harman UACh
3 Har-Rd10 Harman UACh
4 Har-Rd18 Harman UACh
5 Ind-NT* Indianapolis UACh
6 Ind-35S8 Indianapolis UACh
7 Ind-35S19 Indianapolis UACh
8 YG-CB/RR NK603 x MON810 UACh
9 YG-Plus MONB863 x MON810 UACh
10 Maiz-NT* --- UACh
11  pBI-121** - UACh

*; **. Control negativo y positivo conocidos, respectivamente.

Extraccion de DNA

A partir de distintas cantidades de tejido vegetal de cada material (Cuadro 4) se
realizo la extraccion de DNA siguiendo el método SDS con ligeras modificaciones
(Apéndice ). Los productos de extraccidon se analizaron cuantitativamente
mediante espectrofotometria en un Nanodrop (ND-1000) y cualitativamente

mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8 % tefiido con bromuro de etidio

(0.5 pg/mL).

Dilucion del DNA

Se ajustd la concentracion de las muestras a 20 ng/pL en un volumen final de

100 pL, para lo cual se utilizé la siguiente formula:

Donde:

Ci = concentracion inicial
Vi = volumen inicial

Cr = concentracion final
Vi = volumen final

Ci Vi=Cf Vf
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Deteccidn de elementos genéticos

Se evaluaron los iniciadores para el promotor 35S, gen nptlly el Tnos (Cuadro 3)
con tres repeticiones independientes. La mezcla para PCR contenia 200 uM
dNTPs, 1X Taq buffer, 3 mM MgClz, 20 pmol primers, 1 U Taq DNA polimerasa
(Promega) y 100 ng de DNA gendmico. Las reacciones se llevaron a un volumen
final de 25 uL con agua HPLC. Se utilizé un termociclador GeneAmp® PCR
System 9700, Applied Biosystems (USA) con la siguiente programacion para
todas las reacciones: 1 ciclo de pre-desnaturalizacion a 94 °C durante 5 min, 35
ciclos (94 °C, 60 s; 62 °C, 45 s; 72 °C, 60 s) y una extension final a 72 °C por 10
min. Los productos de PCR fueron visualizados en electroforesis vertical en geles
de acrilamida 8 % vy tincidon con nitrato de plata. Una mezcla con todos los

componentes exceptuando el DNA gendmico fue utilizada como blanco.

Cuadro 3. Caracteristicas de los iniciadores utilizados.

- —
Nombre Secuencia del iniciador Tm? Amplicon Fuente
(°C)  (pb)

355 F: 5-GCT CCT ACA AAT GCC ATC AGATAG T-3 61 195 Diaz y Galindo

R: 5-GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA-3' (2014)

F: 5-TGA TTG AAC AAG ATG GAT TGC-3' Ghanem
nptll , , 60 780 ’

R: 5-GAA CTC GTC AAG AAG GCG ATA-3 (2011)

F: 5-GAATCC TGT TGC CGG TCT TGC G-3' Diaz y Galindo
Tnos 60 130 (2014)

R: 5-GCG GGA CTC TAA TCA TAA AAA CCC-3'
' Temperatura de alineamiento utilizada.

Con los resultados de las tres amplificaciones independientes para cada
elemento transgénico se realiz6 la determinacién empirica (visual) de la
efectividad de su deteccion y se calculé el porcentaje de falsos positivos y
negativos. Esta informacion se codificé en una matriz binaria (banda presente 1
y ausente 0) considerando la presencia del elemento transgénico en la muestra,
al observar al menos dos resultados positivos de los tres ensayos de deteccion
de cada elemento. Se aplicd un analisis de conglomerados UPGMA usando el

coeficiente Simple Matching para agrupar a las muestras conforme a su similitud.
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Digestion enzimatica del DNA y técnica Southern blot

Los siguientes componentes fueron incluidos en una reaccion de digestion
enzimatica para cortar el DNA gendmico: 20 ug de DNA, 10 uL de 10x H buffer,
1 puL de BSA (10 mg/mL), 8 uL de la enzima EcoRI (8-20 U/uL) y agua HPLC
hasta alcanzar un volumen final de 100 yL. Se homogenizé cada una de las
mezclas con un pulso en vortex y centrifuga. Las reacciones fueron incubadas a
37 °C durante toda la noche y al dia siguiente se procedi6 a visualizar la digestion
mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa 0.8 %. El producto de PCR
obtenido con los iniciadores del gen nptl/l fue utilizado como sonda para la
deteccion del transgen en la técnica Southern blot. EI marcaje de la sonda,
hibridacién y deteccion fue realizado de acuerdo a las instrucciones del DNA-
LAB/DET-KIT, NONRADIOACTIVE (Roche, Mannheim, Germany). Los
procedimientos se repitieron hasta siete veces modificando las concentraciones
de DNA, cantidad de enzima de restriccion y tiempos de incubacion con los

respectivos anticuerpos.
Técnica ISSR

Otra estrategia empleada para diferenciar los genotipos fue el desarrollo de
marcadores ISSR. Se evaluaron 25 iniciadores tipo ISSR (set #9 University of
British Columbia) de los cuales 10 amplificaron en los materiales de crisantemo
y maiz. La mezcla para PCR contenia 200 uM dNTPs, 1X Taq buffer, 3 mM
MgCl2, 20 pmol primer, 1 U Tag DNA polymerasa (Promega) y 100 ng de DNA
genomico. Las reacciones se llevaron a un volumen final de 25 pL con agua
HPLC. Se utilizo un termociclador GeneAmp® PCR System 9700, Applied
Biosystems (USA) con la siguiente programacion: 1 ciclo de Pre-
desnaturalizacién a 94 °C por 5 min, 35 ciclos (94 °C, 60 s; Tm del primer, 45 s;
72 °C, 3 min) y una extension final a 72 °C por 10 min. Los productos de PCR
fueron separados mediante electroforesis en geles de acrilamida 8 % y tincion
con nitrato de plata. Los perfiles de bandeo se codificaron en una matriz binaria:
banda presente (1), ausente (0). Se realizé un analisis de conglomerados
UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages) usando el
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Coeficiente de Jaccard y andlisis de coordenadas principales en el programa
NTSYSpc 2.2. Para conocer la eficiencia de los iniciadores utilizados se calculd
el contenido de informacion polimérfica (PIC), Resolving power (Rp) y marker

Index (MI) de acuerdo con Valadez-Moctezuma et al. (2014).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Extraccion de DNA

En el Cuadro 4 se muestran las cantidades de tejido vegetal de cada accesion
asi como la cantidad y calidad de DNA obtenidos con el método SDS con ligeras
modificaciones (Apéndice ). La cuantificaciéon en los materiales de crisantemo
fluctuo entre 128 y 1032 ng/pL, mientras que con maiz fluctud entre 1947 y 2355

ng/uL, en promedio se obtuvieron 511.5 y 2165.9 ng/uL, respectivamente.

Cuadro 4. Cantidad y calidad de DNA obtenida en los materiales evaluados.
Peso Cantidad Calidad

Cddigo Muestra (ar) (ng/ul) (260/280)
C1 Harman-NT* 3.18 356.5 1.8
C2 Harman-Rd8 0.88 150.7 1.8
C3  Harman-Rd10 0.95 161.5 1.7
C4 Harman-Rd18 0.73 128.1 1.7
C5  Indianapolis-NT* 2.94 1031.9 1.9
C6  Indianapolis-35S8 2.52 879.6 1.8
C7  Indianapolis-35S19 2.30 872.2 1.8

8 YG-CB/RR** 1.75 1947 .1 1.8
9 YG-Plus** 3.41 2355.2 1.9
10  Maiz-NT* 3.23 21954 1.8

*

y ** control negativo y positivo conocidos, respectivamente.

La Figura 9 muestra el resultado del analisis cualitativo, en todos los carriles se
puede apreciar una banda gruesa que demuestra la funcionalidad del método
SDS. Sin embargo, el barrido presente sobre el carril de las muestras 5y 6, indica
que hay DNA degradado producto de la propia técnica utilizada y la cantidad
cargada en el gel; por ejemplo el carril tres presenta una banda de menor grosor
respecto a la banda del carril 5 y 6, que son los carriles en donde se aprecia la
degradacion del DNA en mayor cantidad, por lo que se procedié a realizar
lavados a dichas muestras. Para este trabajo, la cantidad de DNA obtenido era
importante ya que en la técnica Southern blot se requirié una cantidad

considerable de DNA por genotipo.
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Figura 9. Gel de calidad de extraccion de DNA. 1 a 7: materiales de crisantemo;
8 a 10: materiales de maiz.

Deteccidn de elementos genéticos

Se obtuvieron amplicones de 160, 780 y 190 pb que identificaron a los elementos
genéticos 35S, nptil, y Tnos, respectivamente (Fig. 10). Las muestras C6 y C7,
ambas de crisantemo, no mostraron amplificacion del promotor 35S a pesar de
que fueron transformadas con el plasmido pBIN35S::ScTPS1TPS2::NOS
(Apéndice Il). En las muestras C2, C3 y C4 no se observoé producto porque estas
muestras contienen el promotor Rd en lugar del 35S (Cuellar, 2015). Los
productos de amplificacion obtenidos con los iniciadores del gen nptll se
observaron unicamente en las muestras C2, C3, C4, C6 y C7, mientras que los
obtenidos con los iniciadores del Tnos se observaron en todas las muestras a
excepcion de las utilizadas como control negativo (C1, C5, ZNT y B). Lo anterior

indica congruencia con las caracteristicas conferidas a estos materiales.

@GS 1 C2 C= CAa CS C6 C7 Z1 ZH ZNT B Gl

— 160 pb

‘

Cl1l €2 €= €A CS C6 C7 Z1A Z2ZH1 ZH2>Z = "ﬁ_E'

— w — - - -— ‘ﬂ - - 190 pb

s

Figura 10. Deteccioén de: (A) secuencia promotora 35S con 160 pb aproximadamente,
(B) gen nptll con 780 pb, (C) secuencia Tnos con 190 pb. Carriles: C1 a C7 muestras de
crisantemo; carriles Z1 a ZNT muestras de maiz; pBl: plasmido y B: blanco.
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Con la determinacion empirica se detecté un falso positivo (maiz NT)
posiblemente debido a contaminacion de la reaccidén durante la manipulacion y/o
a alineamientos inespecificos de los iniciadores (Sanchez et al., 2014). Los falsos
negativos (27.27 %) unicamente se encontraron en la deteccién del promotor 35S
y corresponden a las muestras Ind-35S8, Ind-35S19, YG-CB/RR, YG-Plus y el
plasmido pBIl121. Ningun falso negativo ni positivo fueron observados en la
deteccion del gen npfil por lo que en éste caso la especificidad fue del 100 %
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Determinacion empirica de la efectividad de la deteccién

35S nptil Tnos Frecuencia

Muestra "5° 3 4y 2 3 1 2 3 detectada
Har-NT* - - - - - - - - - 0 de 9
Har-Rd8 - - - + + + + + + 6 de9
Har-Rd10 - - - + + + + + + 6 de9
Har-Rd18 - - - + + + + + + 6 de9
Ind-NT* - - - - - - - - - 1 de9
Ind-35S8 - - - + + + + + + 6 de9
Ind-35S19 - - - + + + + + + 5 de9
YG-CB/RR + + - - - - + + + 5 de 9
YG-Plus + + - - - - + + + 5 de9
Maiz-NT* - - - - - - - + - 0 de9
pBI121 - + + + + + + + + 8 de 9
Blanco - - - - - - - - - 0de9

Frecuencia 2de 3de 1de 6de 6de 6de 8de 9de 8 de
detectada 12 12 12 12 12 12 12 12 12

(%) Falsos
positivos
(%) Falsos
negativos

— — 3.03

27.27 — —

El analisis de conglomerados con los resultados de la evaluacion de los
elementos genéticos generé 3 grupos importantes (Figura 11), el primero
integrado por los genotipos no transgénicos, el segundo por los genotipos de
crisantemo genéticamente modificados y el tercero contiene los dos eventos
comerciales de maiz. El plasmido pBl121 quedd separado de los genotipos
transgénicos porque fue el unico que presentd los tres elementos genéticos

evaluados.
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Figura 11. Dendrograma generado por el analisis de los elementos genéticos
35S, nptll y Tnos en siete genotipos de crisantemo y tres de maiz. * Controles
negativos.

La separacion de los grupos no transgénicos de los transgénicos reiteré que no
todas las muestras del set eran transgénicas. La division de dos grupos
transgénicos indicé que no todas las muestras portan los mismos elementos
genéticos. A pesar de que los genotipos de crisantemo de la variedad Harman
tienen diferente promotor que los genotipos de la variedad Indianapolis y todos

representan diferentes eventos no fue posible su separacion con ésta técnica.
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Digestion enzimatica del DNA y técnica Southern blot

Los productos de digestion separados en agarosa 0.8 % mostraron un barrido
intenso indicando que la enzima de digestién EcoRI reconocio distintos sitios de
corte a lo largo del genoma de los crisantemos, por lo que de acuerdo con Wolff
et al. (1994), mas evaluaciones con técnicas RFLP pueden ser aplicados a estos
materiales con fines de diferenciacion. Después de la transferencia a la
membrana de nylon se comprob6 que practicamente el total del barrido habia
sido transferido (Fig. 12 B). La hibridacién y deteccion realizada con la sonda nptil
marcada con digoxigenina durante los seis experimentos realizados resultd
negativa y solo en tres ocasiones se logré observar respuesta en el carril

correspondiente al control (gen nptll obtenido via PCR) (Fig. 12 C).

Pcam C1

i
g €3 C4 C5 C6 nptt MM PcAM C1 C3 C4 C5 C6 npti
.i;;_-.!;@f'- - - - — 2ut ol
b

Figura 12. a) Gel de agarosa 0.8 % con DNA de cinco plantas transgénicas de
crisantemos digeridos con EcoRl, b) transferencia y c) deteccién en membrana
de nylon.

La deteccion resultdé negativa, aun con las variantes implementadas
(concentracién de DNA y cantidad de enzima), probablemente debido a que en
las muestras experimentales, la secuencia blanco es millones de veces inferior
respecto al resto del genoma y ésta representa un porcentaje extremadamente
bajo que no fue posible detectar con este método. El control positivo fue
detectado a una concentracion de 200 ng. Esta secuencia tenia mayor posibilidad
de ser detectada ya que proviene del producto de PCR del gen nptll y representa

el 100 % de informacion blanco para la sonda.
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Técnica ISSR

En los materiales de crisantemo los 10 iniciadores evaluados generaron un total
de 131 bandas de las cuales el 78 fueron polimorficas (59.5 %). EI numero
bandas polimarficas fluctué entre 1 (UBC 815) y 28 (UBC 872). El porcentaje de
polimorfismo de los iniciadores oscil6 entre 20 % (UBC 815) y 82 % (UBC 872).
El valor mayor de PIC (0.35) calculado de acuerdo a la formula descrita por
Roldan-Ruiz et al. (2000), fue obtenido con el iniciador UBC 872, éste iniciador
demostrd ser el mejor para evaluar la variabilidad existente en los materiales de
crisantemo ya que presenté el mayor valor de Resolving power (Rp). En los
materiales de maiz los 10 iniciadores evaluados generaron un total de 147
bandas de las cuales 57 fueron polimérficas (38.8 %). EI numero de bandas
polimorficas fluctué entre 3 (UBC 808) y 12 (UBC 811). El porcentaje de
polimorfismo de los iniciadores oscilé entre 20 % (UBC 815) y 82 % (UBC 872).
El mayor valor de PIC (0.44) calculado de acuerdo a la formula descrita por
Roldan-Ruiz et al. (2000), fue obtenido con el iniciador UBC 15 (Cuadro 6). El
iniciador UBC 872 mostré ser el mejor para evaluar la variabilidad de los

materiales de maiz ya que presenté el mayor valor de Resolving power (Rp).

Cuadro 6. Caracteristicas de los iniciadores tipo ISSR utilizados.

Bandas Total Bandas Pol PBP (%) Rp PIC Mi

c* M* c M C M C M C M C M
807 (AG)sT 12 19 9] 6 417 316 43 7.3 020 0.26 1.0 15
808 (AG)sC 18 15 7 3 389 200 57 4.7 021 021 15 0.6
810 (GA)sT 11 14 7 6 636 429 6.0 7.3 031 0.35 22 2.1
811 (GA)sC 19 21 14 12 737 571 10.3 11.3 0.34 0.36 4.8 4.3
812 (GA)sA 11 1 6 545 545 51 6.0 0.27 0.36 1.6 2.2
815 (CT)sG 5 11 20.0 364 1.1 7.3 0.15 044 0.1 1.8
819 (GT)sA 6 2 2 33.3 0.0 1.1 0.0 0.14 0.00 0.3 0.0
823 (TC)sC 10 9 S 50.0 444 37 47 023 035 1.1 1.4
872 (GATA), 34 33 28 11 824 333 17.1 20.0 0.35 0.40 9.9 44

889 DBD(AC); 5 12 3 5 60.0 41.7 2.0 4.0 0.26 0.22 0.8 1.1
Total 131 147 78 57

*C: crisantemo; M: maiz

Primer Secuencia
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Tanto en crisantemo como en maiz, el iniciador UBC872 de secuencia (GATA)4
proporciono la mayor cantidad de bandas totales 34 y 33, respectivamente. Estos
resultados concuerdan con lo sugerido por Weising et al. (1989) quienes
demostraron una alta presencia de la secuencia (GATA)n en plantas mono y
dicotileddneas. Wolff et al. (1995) utilizaron la secuencia (GATA)4 como sonda en
41 materiales de crisantemo y observaron patrones polimoérficos entre 18
cultivares; sin embargo, observaron pocas diferencias entre accesiones dentro
de cultivar. Resultados similares se observaron en nuestra investigacion ya que
se registro la mayor cantidad de bandas polimérficas al comparar los perfiles de
DNA de los dos cultivares de crisantemo. Algunos estudios sugieren que los
polimorfismos en las repeticiones GATA podrian ser el resultado de la

introgresién (Vosman et al., 1992).

El analisis de conglomerados generd dos grupos cada uno de ellos estructurado
de acuerdo a las especies analizadas (Fig. 13). Dichos grupos se separan a un
coeficiente de similitud de 0.15 lo que de acuerdo con Weising et al. (2005),
confirma la existencia de secuencias tipo microsatélite en comun a pesar de
tratarse de especies de distinta familia. ElI primer grupo integrado por los
materiales de crisantemo se divide en dos subgrupos correspondientes a las
variedades Harman e Indianapolis compuestos por cuatro y tres genotipos,
respectivamente. Dentro de cada subgrupo los genotipos (eventos) se separan a
distinto coeficiente de similitud. Los genotipos HarRd8 y HarRd10 se encuentran
mas relacionados entre si y con respecto al genotipo no transgénico. El genotipo
HarRd18 fue el mas distanciado con respecto al genotipo no transformado lo que
sugiere que estos materiales presentan menor similitud de secuencias tipo ISSR

probablemente debido a la insercidn del transgen.
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Figura 13. Dendrograma generado con datos de 10 iniciadores tipo ISSR.

Los eventos de maiz YielGard y YieldGardPlus se separaron del genotipo no
transformado y permanecieron agrupados hasta un coeficiente de similitud de
0.8, esto sugiere mayor similitud de secuencias tipo ISSR debido a que ambos
eventos comparten informacion genética de un progenitor MON810

(http://en.biosafetyscanner.org).

Los iniciadores UBC872 y UBC811 presentaron perfiles informativos y claros, por
lo que su utilidad para estimar la variabilidad inter e intraespecifica en los
materiales de crisantemo fue exitosa, resultados similares utilizando ISSR, RAPD
y RFLP han sido obtenidos por Wolff & Peters-Van, (1993); Wolff et al. (1995);
Huang et al. (2000); Palai y Rout, (2011) y Mukherjee et al. (2013).

Para conocer la particion de la variacion genética dentro y entre los grupos
obtenidos, el analisis molecular de varianza (AMOVA) fue realizado con el
software GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse, 2012). EI AMOVA determiné que un
75 % de la variacion total se encuentra entre los grupos y el 25 % restante dentro
de los grupos (Cuadro 7). Estos resultados apuntan a una constitucion genémica

diferente entre los dos grupos (p=0.027).
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Cuadro 7. Analisis molecular de varianza usando marcadores ISSR.

Est. Var. P
Fuente df SS MS Var. (%) Fst value value
Entre 882 882 234 75 075 0.027*
grupos
Dentrode 5 495 77 77 25
grupos

df : Grados de libertad; SS: Suma de cuadrados; MS: Cuadrados medios; Est. Var:
Variacion estimada; Var: Variacion; Fst value: Indice de fijacion.

El analisis de coordenadas principales (PCoA) muestra una agrupacion de los
genotipos similar al obtenido con el analisis de conglomerados (UPGMA), los
genotipos transgénicos de maiz se encuentran distribuidos en un cuadrante
distante del genotipo no transgénico. Los genotipos de la variedad de crisantemo
Harman estan agrupados en el cuadrante opuesto a los genotipos de la variedad
Indianapolis (Fig. 14). La primer y segunda coordenada recogieron un 77.6 y
15.4 % de la variacién total de los datos. El porcentaje acumulado con estas dos

coordenadas fue de 93.08 %.

Principal Coordinates (PCoA)

¢ YieldGard Har_Rd10

Har_NT -‘Har_RdS
Har_Rd18
N ¢ YieldGardPlus
B
8 @ Seriesl
o
¢ Ind_NT
#Ind_35519
* Maiz-NT Ind_35S8

Coord. 1

Figura 14. Analisis de componentes principales generado con datos de 10
iniciadores tipo ISSR.
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CONCLUSIONES

El método SDS funcion6 para obtener DNA de calidad y en cantidad necesaria

para las evaluaciones.

Existié6 congruencia entre la informacion genética incorporada y la deteccion de
los elementos genéticos nptll y Tnos en los genotipos de crisantemo de la
variedad Harman; sin embargo, con los iniciadores del promotor 35S empleados
en esta investigacion no se logré obtener amplificacién en los genotipos de la
variedad Indianapolis. Los elementos genéticos 35S y Tnos fueron detectados en

maiz

La determinacién de similitudes generd 3 grupos: el primero integrado por los
genotipos no transformados con potencial para ser utilizados como controles
negativos ya que carecen de los elementos genéticos evaluados, el segundo;
compuesto por las muestras de crisantemo transformadas que presentaron los
elementos genéticos nptll y Tnos, el tercer grupo correspondiente a los eventos

de maiz que contenian las secuencias 35S y Tnos.

La técnica Southern blot con hibridacién no radioactiva no fue de utilidad en éste
tipo de materiales transgénicos, debido a que sélo fue capaz de detectar el control

positivo.

Hasta ahora no se habia reportado la diferenciacion de eventos transgénicos de
crisantemo con iniciadores tipo ISSR sin embargo, en esta investigacion se logro
diferenciar a todos los genotipos con éste tipo de marcadores. Los iniciadores

mas informativos que permitieron cumplir el objetivo fueron UBC 872 y UBC811.

Con la técnica de combinacion de iniciadores no se obtuvieron fragmentos
distinguibles, reproducibles o con potencial para usarse como marcador
molecular de la insercidon del transgen en ninguno de los materiales de
crisantemo. Sin embargo, se recomienda realizar evaluaciones con otros

iniciadores tipo ISSR.
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HERRAMIENTAS MOLECULARES PARA LA DIFERENCIACION DE
ALGODON GENETICAMENTE MODIFICADO

MOLECULAR TOOLS FOR DIFERENTATION OF COTTON GENETICALLY
MODIFIED

R.C. Cid-Contreras’, A.J. Lépez-Herrera', J.O. Mascorro-Gallardo', E. Valadez-

Moctezuma'
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RESUMEN

El analisis de muestras a ciegas en laboratorio es parte de las actividades
necesarias para establecer y armonizar protocolos de deteccion, identificaciéon y
diferenciacion de OGM. En esta investigacion se analizé un set de 20 genotipos
de algoddn, como muestras a ciegas, con la finalidad de establecer un método
de andlisis para identificar y diferenciar genotipos transformados y no
transformados. El método de analisis comenzd con la comparacién de dos
métodos de extraccion de DNA (CTAB y SDS) a partir de tejido foliar, continué
con la identificacién de elementos genéticos (35S, nptll y Tnos) por PCR punto
final y termind con la diferenciaciéon de genotipos con marcadores tipo ISSR. La
comparacion de medias de Tukey (0<0.05) determiné al método SDS como el
mejor. Se identificaron 15 muestras GM de las cuales, 10 presentaron los tres
elementos genéticos evaluados. Se obtuvieron 283 bandas de DNA de las cuales
174 fueron polimorficas (61.5 %). Considerando el porcentaje de bandas
polimorficas e indice de marcador, los iniciadores MicroAnch4 [(AGAC)4GC],
MicroAnch6 [AC(GACA)4] y UBC872 [(GATA)4] fueron los mas informativos ya
que diferenciaron a todos los genotipos. Los analisis UPGMA y PCoA generaron
dos grupos que fueron corroborados mediante analisis bayesianos. EI AMOVA
determind un indice de fijacion de 0.154 entre los dos grupos (p=0.001) y la
particion de la variacién fue del 85 % atribuible a los genotipos dentro de los
grupos. Nuestro método de analisis permitié identificar, diferenciar y asociar
marcadores moleculares a genotipos GM.

Palabras clave: muestras a ciegas, elementos genéticos, ISSR, UBC872.
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ABSTRACT

The analysis of blind samples in the laboratory is part of the activities necessary
to establish and harmonize protocols for detection, identification and
differentiation of GMOs. In this research, a set of 20 cotton genotypes were
analyzed, as blind samples, in order to establish a method of analysis to identify
and differentiate transformed and untransformed genotypes. The method of
analysis began with the comparison of two DNA extraction methods (CTAB and
SDS) from foliar tissue, continued with the identification of genetic elements (35S,
nptil and Tnos) by end-point PCR and ended with the differentiation of genotypes
with ISSR type markers. Comparing Tukey's means (a<0.05) determined the SDS
method as the best. Fifteen GM samples were identified, of which 10 presented
the three genetic elements evaluated. 283 DNA bands were obtained, of which
174 were polymorphic (61.5 %). Considering the percentage of polymorphic
bands and marker index, the primers MicroAnch4 [(AGAC)4+GC], MicroAnch6 [AC
(GACA)4] and UBC872 [(GATA)s] were the most informative since they
differentiated all genotypes. Two groups were generated by UPGMA and PCoA
analysis, they were corroborated by Bayesian analysis. The AMOVA determined
a fixation index of 0.154 between the two groups (p=0.001) and the partitioning of
the variation was 85 % attributable to the genotypes within the groups. Our
method of analysis allowed to identify, differentiate and associate molecular
markers with GM genotypes.

Keywords: Blind samples, genetic elements, ISSR, UBC872.

Thesis, Universidad Autbnoma Chapingo
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INTRODUCCION

El analisis en laboratorio para detectar e identificar la presencia de organismos
genéticamente modificados (OGM), es una de las herramientas necesarias para
fortalecer las capacidades nacionales que respaldan el marco regulatorio en
Bioseguridad de México. Los laboratorios de deteccién y andlisis de OGM
emplean técnicas de métodos bioquimicos, inmunologicos y moleculares que
permiten tener certeza sobre el tipo de modificacion genética que pudiera estar

presente en el material de estudio (Pérez et al., 2013).

Dentro de los métodos moleculares, el denominado “método de cribado”, basado
en la deteccion especifica de las secuencias reguladoras mas comunes, el
promotor 35S y el terminador nos, permite determinar bajo un esquema
cualitativo, las muestras de un set o un lote que fueron genéticamente
transformadas (Querci et al., 2007). También se puede analizar la presencia de
genes utilizados como marcadores por su capacidad de conferir resistencia a
antibidticos, el mas utilizado es el gen de la neomycin phosphotransferase Il
(nptl) que confiere resistencia a kanamicina (Roa-Rodriguez & Nottenburg, 2002;
Van Den Bulcke et al., 2010).

En muestras a ciegas la deteccidon de estas tres secuencias permite identificar
aquellas que son transgénicas sin embargo, no permite diferenciar entre
muestras de eventos simples o apilados en el mismo o distinto fondo genético.
Una alternativa viable para este caso es el analisis de variabilidad existente en el
fondo genético mediante marcadores moleculares. La aplicacion de ésta técnica
en algodéon GM ha logrado establecer similitudes y relaciones genéticas,
estructuras de poblacion y diferencias entre eventos (Ullah et al., 2012; Tyagi et
al., 2014; Chandrashekar et al., 2015). Por lo anterior, en este trabajo se analizé
un set de muestras de algodoén con la finalidad de identificar mediante PCR el
tipo de elementos genéticos presentes y diferenciar todos los genotipos mediante
perfiles de DNA.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se analizaron como muestras a ciegas 20 genotipos de algodon proporcionados

por el SENASICA, un genotipo no transformado considerado como control

negativo y el plasmido pBl121 fue incluido y utilizado como control positivo. La

cantidad de genotipos utilizados es igual al promedio de eventos transgénicos de
algodon sembrados en México del 2000 al 2005 (CIBIOGEM, 2017).

Cuadro 8. Descripcion de los genotipos empleados en la investigacion.

No. CODIGO ESPECIE PROCEDENCIA
1 FM9250GL Gossypium sp. SENASICA
2 DP1321B2RF Gossypium sp. SENASICA
3 DPO0147RF Gossypium sp. SENASICA
4 FM9180B2F Gossypium sp. SENASICA
5 FM1740B2F Gossypium sp. SENASICA
6 FM1880B2F Gossypium sp. SENASICA
7 FM2484B2F Gossypium sp. SENASICA
8 FM9160B2F Gossypium sp. SENASICA
9 FM9170B2F Gossypium sp. SENASICA
10 DPO0104B2RF Gossypium sp. SENASICA
11 DP1032B2RF Gossypium sp. SENASICA
12 ST4498B2F Gossypium sp. SENASICA
13 DP0924B2RF Gossypium sp. SENASICA
14  DP0920B2RF Gossypium sp. SENASICA
15 DP1219B2RF Gossypium sp. SENASICA
16 DP0912B2RF Gossypium sp. SENASICA
17 DP1212B2RF Gossypium sp. SENASICA
18  FM989 Gossypium sp. SENASICA
19 DPO0935B2RF Gossypium sp. SENASICA

20 ST5458B2F Gossypium sp. SENASICA

21  Cotton NT* Gossypium hirsutum SENASICA

22 pBI-121 --- UACh

*control negativo conocido (No Transgénico)
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Extraccion de DNA

A partir de tejido vegetal de cada uno de los materiales de algodén (3 g/planta)
se evaluaron dos métodos de extraccion de DNA: CTAB y SDS con ligeras
modificaciones (Apendice 1). Los productos de extraccion se analizaron
cualitativamente mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8 %, tefiido con
bromuro de etidio (0.5 pg/mL) y cuantitativamente mediante espectrofotometria
en un Nanodrop (ND-1000). Los datos obtenidos de las variables cantidad y
calidad de DNA se sometieron a analisis de varianza y comparacion de medias
de Tukey (a< 0.05) en el programa SAS 9.0.

Dilucion del DNA

Se ajustd la concentracidn de las muestras a 20 ng/uL en un volumen final de

100 pL, para lo cual se utilizé la siguiente formula:

CiVi=Cf Vf
Donde:
Ci = concentracion inicial
Vi = volumen inicial
Cr = concentracion final
Vi = volumen final

Deteccion de elementos genéticos

Se trabajo en la deteccion de los elementos genéticos: 35S, nptll y Tnhos debido
a que eéstos son necesarios para la expresion de genes de interés y estan
presentes en la mayoria de plantas GM (Hemmer, 1997; Lopez et al., 2003; Diaz
& Galindo, 2014). Para cada elemento genético se realizaron tres reacciones
independientes, la mezcla para PCR contenia 200 uM dNTPs, 1X Taq buffer, 3
mM MgCI2, 20 pmol de cada iniciador (Cuadro 9), 1 U Taqg DNA polymerasa
(Promega) y 100 ng de DNA gendmico. Las reacciones se llevaron a un volumen
final de 25 pL con agua HPLC. Como blanco se utilizd6 una mezcla con todos los
componentes exceptuando el DNA gendmico. La PCR se realiz6 en un

termociclador GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems (USA) con la
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siguiente programacion: 1 ciclo de Pre-desnaturalizacion a 94 °C durante 5 min,
35 ciclos (94 °C, 60 s; 62 °C, 45 s; 72 °C, 60 s) y una extension final a 72 °C por
10 min. Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en geles

de acrilamida 8 % vy tincién con nitrato de plata.

Con los resultados de las tres amplificaciones independientes para cada
elemento genético se realizd la determinacion empirica de la efectividad de su
deteccion, se calculd el porcentaje de falsos positivos y negativos y se codifico la
matriz binaria: banda presente 1, ausente 0, considerando la presencia del
elemento genético en una muestra al observar al menos dos resultados positivos
de los tres ensayos de deteccidon de cada elemento. Se aplicd un analisis de
conglomerados UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
averages) usando el coeficiente de Simple Matching (SM) para agrupar a las

muestras conforme a su similitud.

Cuadro 9. Caracteristicas de los iniciadores utilizados en la investigacion.

- —
Nombre Secuencia del iniciador Tm? Amplicon Fuente
(°C) _ (pb)

355 F: 5-GCT CCT ACA AAT GCC ATC AGATAG T-3 61 195 Diaz y Galindo

R: 5-GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA-3' (2014)

F: 5-TGA TTG AAC AAG ATG GAT TGC-3’ Ghanem
nptll , , 60 780 ’

R: 5-GAA CTC GTC AAG AAG GCG ATA-3 (2011)

F: 5-GAATCC TGT TGC CGG TCT TGC G-3' Diaz y Galindo
Tnos 60 130 (2014)

R: 5-GCG GGA CTC TAA TCA TAA AAA CCC-3'
" temperatura de alineamiento utilizada

Digestion enzimatica del DNA y técnica Southern blot

Los siguientes componentes fueron incluidos en una reaccion de digestion
enzimatica para cortar el DNA gendmico: 20 ug de DNA, 10 uL de 10x H buffer,
1 uL de BSA (10 mg/mL), 8 uL de la enzima EcoRI (8-20 U/uL) y agua HPLC
hasta alcanzar un volumen final de 100 yL. Se homogenizé cada una de las
mezclas con un pulso en vortex y centrifuga. Las reacciones fueron incubadas a
37 °C durante toda la noche y al dia siguiente se procedi6 a visualizar la digestidon

mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa 0.8 %. El producto de PCR
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obtenido con los iniciadores del gen nptll fue utilizado como sonda para la
deteccion del transgen en la técnica Southern blot. EI marcaje de la sonda,
hibridacién y deteccion fue realizado de acuerdo a las instrucciones del DNA-
LAB/DET-KIT, NONRADIOACTIVE (Roche, Mannheim, Germany). Los
procedimientos se repitieron hasta siete veces modificando las concentraciones
de DNA, cantidad de enzima de restriccion y tiempos de incubacion con los

respectivos anticuerpos.
Técnica ISSR

Se evaluaron 25 iniciadores tipo ISSR (set #9 University of British Columbia) de
los cuales 16 amplificaron las muestras de algoddén. La mezcla para PCR
contenia 200 uM dNTPs, 1X Taq buffer, 3 mM MgCl2, 20 pmol primer, 1 U Taq
DNA polymerasa (Promega) y 100 ng de DNA gendmico. Las reacciones se
llevaron a un volumen final de 25 pL con agua HPLC. Se utilizé un termociclador
GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems (USA) con la siguiente
programacion: 1 ciclo de Pre-desnaturalizacion a 94 °C por 5 min, 35 ciclos (94
°C, 60 s; Tm del primer, 45 s; 72 °C, 3 min) y una extension final a 72 °C por 10
min. Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en geles
de acrilamida 8 % vy tincidon con nitrato de plata. Los perfiles de bandeo se
codificaron en una matriz binaria: banda presente (1), ausente (0). La eficiencia
de los iniciadores utilizados se determiné mediante el calculo del contenido de
informacion polimérfica (PIC), Resolving power (Rp) y Marker Index (M) de
acuerdo con Valadez-Moctezuma, et al., (2014). El programa NTSYSpc 2.2 fue
utilizado para obtener la matriz de similitud y el analisis de conglomerados
UPGMA (Ronhlf, 2002) usando el Coeficiente Simple Matching (SM) por
considerar las dobles ausencias como un factor de similitud (Lamdoy, 1994). El
analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la matriz de similitud
genética fue realizado en el paquete estadistico GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse
2012). La inferencia de la estructura genética de las 20 accesiones del set fue
obtenida mediante el analisis Bayesiano en el programa STRUCTURE 2.3.4

(Pritchard et al., 2000); ademas los resultados sirvieron para identificar individuos
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mezclados y contrastar los resultados de las pruebas estadisticas mencionadas

anteriormente.
Combinacion de iniciadores tipo ISSR y del gen nptil

Un nuevo método para identificar el posicionamiento del T-DNA en el fondo
genético de los materiales transgénicos fue disefiado tomando como fundamento
la técnica TAIL-PCR pero con la unica diferencia de que en éste método no se
usaron iniciadores anidados y el programa del termociclador no fue ejecutado
bajo los gradientes de la temperatura de alineamiento predeterminados en dicha
técnica (Clarke, 2003). EI método consistio en realizar reacciones independientes
con el iniciador UBC889, iniciadores forward y reverse del gen nptll y la
combinacion de estos iniciadores (UBC889 + forward del gen npfll y UBC889 +
reverse del gen nptil). Las amplificaciones con el iniciador UBC889 asi como con
los iniciadores F y R del gen nptl sirvieron para discriminar, a través de la
diferencia de pesos moleculares, los fragmentos que fueran iguales respecto a
los nuevos fragmentos obtenidos por la combinacion de los iniciadores indicados,
es decir, los fragmentos de interés en el presente estudio fueron aquellos que
contuvieron la informacion del elemento transgénico (nptll) bordeado por el ISSR.
La mezcla para PCR contenia 200 uM dNTPs, 1X Taq buffer, 3 mM MgCl2, 10
pmol primer, 1 U Taq DNA polymerasa (Promega) y 100 ng de DNA gendmico.
Las reacciones se llevaron a un volumen final de 25 pL con agua HPLC. Se utilizé
un termociclador GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems (USA) con
la siguiente programacion: 1 ciclo de Pre-desnaturalizacion a 94 °C por 5 min, 35
ciclos (94 °C, 60 s; Tm del par de iniciadores correspondiente, 45 s; 72 °C, 3 min)
y una extension final a 72 °C por 10 min. Los productos de PCR fueron separados
mediante electroforesis en geles de acrilamida 8 % y tincidn con nitrato de plata.
Los perfiles se analizaron visualmente para identificar bandas diferentes con

potencial de marcador.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Extraccion de DNA

En el analisis cualitativo se observaron bandas con mayor intensidad en los
productos de extraccion del método SDS y menor en los productos del método
CTAB (Fig. 15), esta condicién puede atribuirse a que durante el proceso del
método CTAB los lavados con cloroformo disminuyen la concentracion de los
acidos nucleicos (Weising et al., 2005). Para este trabajo, la cantidad de DNA
obtenido era importante ya que en la técnica Southern blot se requiri6 una

cantidad considerable de DNA por genotipo de algodén.

SDS CTAB
14 2.0 3eudel Saubi il id i3 04, 5. .6

v bl —

Figura 15. Gel de calidad de extraccién de DNA y comparacion de los productos

obtenidos con dos métodos SDS y CTAB en seis accesiones de algodon.

La cuantificaciéon de DNA fluctué entre 7.5 y 365 ng/uL con el método CTAB vy
entre 1177 y 5245 ng/uL con el método SDS. El analisis de varianza indicoé que
hubo diferencia significativa entre métodos para la variable cantidad, la
comparacién de medias demostro que estadisticamente el mejor tratamiento para
la obtencion de DNA es el método SDS bajo nuestras condiciones (Cuadro 10).

Por lo anterior, este método fue utilizado en lo sucesivo.
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Cuadro 10. Cuadrados medios para las variables cantidad y calidad y
comparacion de medias de los métodos de extraccion de DNA.

Fuente de Cantidad Calidad

variacion G.L. ng/uL (260/280)
Método 1 77595314.5 * 0.043 NS
Error 40 693485.0 0.013
C.V. 56.0 6.22
Media 1485.6 1.88
Comparacion de medias
SDS 28449 a 1.91 az
CTAB 1265 b 1.85 a

NS *: no significativo y significativo a una p<0.05, respectivamente.
Z Valores con la misma letra en cada columna no difieren estadisticamente Tukey (o< 0.05).

Deteccidn de elementos genéticos

Se obtuvieron amplicones de 160, 780 y 190 pb en el 43.7, 65.6 y 65 % de las
muestras del set y corresponden a los elementos genéticos 35S, nptil, y Tnos,
respectivamente (Fig. 16). Estas cifras pueden hacer referencia a que no todas
las muestras del set son transgénicas y/o a que no todos comparten los mismos
elementos genéticos. Los pesos moleculares obtenidos para el promotor 35S y
el Tnos son parecidos a los reportados por Diaz y Galindo (2014); la diferencia
puede deberse a que en el presente estudio se trabajoé en geles de acrilamida
mientras que los autores mencionados trabajaron en geles de agarosa y los
niveles de sensibilidad y nivel de precisién son diferentes para ambos casos
(Morillo et al., 2009). El producto de amplificacion de gen nptll concuerda con el
reportado por distintos autores (Valle-Sandoval, 2008; Ghanem, 2011). En todas
las evaluaciones de PCR realizadas no se obtuvieron bandas de DNA para la

reaccion “blanco” debido a que en ésta reaccidon no se incluyé DNA.
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Figura 16. Deteccion de: (A) secuencia promotora 35S con 160 pb
aproximadamente, (B) gen nptfll con 780 pb, (C) secuencia Tnos con 190 pb.
Carriles: 1 a 21 muestras de algodon, pBl: plasmido pBI121 y B: blanco.

Con la determinacion empirica se detectaron las muestras que generaron falsos
positivos (1, 9, 10, 18 y 21) posiblemente debido a contaminacién de la reaccién,
a alineamientos inespecificos de los iniciadores por degradacién del DNA y/o a
errores de manipulacion. El porcentaje de falsos negativos en la deteccion del
promotor 35S y gen nptll fue de 6.06 y 4.54 %, respectivamente; mientras que el
porcentaje de falsos positivos fue de 4.54 % en ambos casos. Un falso negativo
y ningun falso positivo fueron observados en la deteccidn del elemento T nos por
lo que en éste caso la especificidad fue del 100 % (Cuadro 11). Lo anterior
concuerda con los resultados obtenidos por Lipp et al. (1999) quienes basandose
en el analisis del promotor 35S y Tnos en 96 muestras determinaron porcentajes

de especificidad de 97.9 y 100 %, respectivamente.
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Cuadro 11. Determinacion empirica de la efectividad de la deteccion.

Muestra 35S nptil Tnos Frecuencia
1 2 3 1 2 3 1 2 3 detectada

1 + - - - - - - - - 1 de 9
2 + o+ - + o+ 4 - - - 5 de9
3 - - - - - - - - - 0 de9
4 + + - + + + + + + 8 de 9
5 +  + + + + + + + + 9 de9
6 + - - + + - + - + 5 de9
7 +  + + + + + + + + 9 de9
8 + - + + + + + + + 8 de 9
9 + - - - - - - - - 1 de 9
10 - - - + - - - - - 1 de9
11 + + + + + + + + + 9 de9
12 - - -+ o+ 4 + 6 de 9
13 + + + + + + + + + 9 de9
14 + + + + + - + + + 8 de 9
15 + + + + + + + + + 9 de9
16 + + + + + + + + + 9 de9
17 + + + + + + + + + 9 de9
18 - - - + - - - - - 1 de 9
19 - - - + + + + + + 6 de 9
20 - - - + - + - - - 2 de9
21 - - - - + - - - - 1 de 9

pBl121 -+ + + + + + + + 8 de 9

Blanco - - - - - - - - - 0de9

Falsos

positivos (%) 4.54 4.54 o
Falsos 6.06 4.54 151

negativos (%)
1,2 y 3: Repeticiones de la reaccion con DNA producto de una sola extracciéon de cada muestra.

Estos resultados sirvieron como base para elegir la secuencia del gen nptll y
utilizarla como sonda durante la técnica Southern blot ya que su longitud de 780

pb fue la mayor y estuvo presente en 15 de los 20 genotipos evaluados.

El analisis de conglomerados genero 2 grupos (Fig. 17), el primero contuvo a las
muestras transgénicas y el segundo a las no transgénicas. Dentro del primer
grupo las muestras 4, 5, 7, 8, 11, 13, 14, 15, 16 y 17 presentaron los tres
elementos genéticos; las muestras 6, 12 y 19 unicamente presentaron los
elementos npfil y Tnos. Lo anterior indica que las muestras que integran cada

subgrupo son similares porque presentaron los mismos elementos genéticos.
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La muestra 2 se ubicd en el primer grupo porque presento los elementos 35S y
nptll; mientras que la muestra 20 se ubicé cerca al segundo grupo porque
unicamente presenté el elemento nptil. En total 15 muestras fueron identificadas
como transgénicas lo que representa el 75 % del set.

Las muestras 1, 3, 9, 10 y 18 no presentaron ninguno de los tres elementos
genéticos. Esto sugiere que el 25 % de las muestras del set no son transgénicas.
Las similitudes entre muestras pueden atribuirse a que se trata de un mismo
genotipo repetido en el set por lo que fue necesario diferenciar las muestras con

marcadores ISSR
1 FM9250GL 7
3 DPO147RF
9 FM9170B2F Grupo no
71 Cotton NT [ transgénico
10 DPO104B2RF
18 FM989 i
1 DPI321B2RF |
4 FM9180B2F
5 FM1740B2F
— 22 pBI121
17 DP1212B2RF
15 DP1219B2RF
13 DP0924B2RF
14 DP0920B2RF | Grupo
11 DP1032B2RF | (‘mnsgénico
16 DP0912B2RF
7 FM2484B2F
8 FM9160B2F
6 FM1880B2F
19 DP0935B2RF
12 ST4498B2F
10 ST5458B2F
|

—— —7—
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Coefficient

Figura 17. Dendrograma de las accesiones en estudio generado por el analisis
de tres elementos genéticos en 21 genotipos de algoddn transgénico y no
transgénico. El grupo A esta integrado por los genotipos con secuencias
transgénicas y el grupo B esta integrado por los genotipos sin secuencias
transgénicas.

La separacion de los grupos A y B reiteré que no todas las muestras de algodon
del set eran transgénicas. La estructuracion de los subgrupos del grupo A sugiere
que las muestras son diferentes a nivel intergrupal debido a que portan diferentes
elementos genéticos; pero iguales a nivel intragrupal, esto ultimo se puede
atribuir a que presentan los mismos elementos genéticos o que se trata de un
mismo genotipo repetido en el set, de aqui la importancia de diferenciar las

muestras con la técnica ISSR.
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Digestion enzimatica del DNA y técnica Southern blot

Los productos de digestion separados en agarosa 0.8 % mostraron un barrido
congruente con las concentraciones de DNA utilizadas (50, 25y 10 ug), (Fig. 18).
Después de la transferencia a la membrana de nylon se comprobdé que
practicamente el total del barrido habia sido transferido, (Fig. 18 B). La hibridacion

y deteccion realizada con la sonda nptll marcada con digoxigenina durante los

siete experimentos realizados, siempre resulté negativa a excepcion del DNA
control (gen nptil obtenido via PCR) (Fig. 18 C).

Figura 18. a) Electroforesis en gel de agarosa 0.8 % con DNA de tres muestras
de algodén a diferente concentracion digeridas con EcoRl, b) transferencia y c)
deteccidn en membrana de nylon.

La deteccion resultd negativa, aun con las variantes implementadas
(concentracion de DNA y cantidad de enzima), probablemente debido a que en
las muestras experimentales, la secuencia blanco es millones de veces inferior
respecto al resto del genoma y ésta representa un porcentaje extremadamente
bajo que no fue posible detectar con este método. El control positivo siempre fue
detectado en todos los experimentos, aun cuando la cantidad de DNA minima
colocada fue de 200 ng y como maximo 3000 ng. Esta secuencia tenia mayor
posibilidad de ser detectada en todos los casos, ya que proviene del producto de

PCR del gen nptll y representa el 100 % de informacién blanco para la sonda.
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Técnica ISSR

Los 16 iniciadores evaluados generaron un total de 283 bandas de las cuales 174
fueron polimorficas (61.4 %). El porcentaje de bandas polimérficas fue mayor a
los obtenidos por Dongre et al. (2004) y Noormohammadi et al. (2011), quienes
obtuvieron porcentajes de bandas polimorficas de 54 y 54.34 %,
respectivamente. El numero de bandas polimorficas fluctué entre 1 (Micro Anch2
y UBC 890) y 48 (UBC 872). El porcentaje de polimorfismo de los iniciadores
oscilé entre 6.6 % (UBC 890) y 100 % (UBC 872). El mayor valor de PIC (0.4221)
calculado de acuerdo a la formula descrita por Roldan-Ruiz et al. (2000), fue
obtenido con los iniciadores UBC 872 y Micro Anch6. Valores similares del PIC
han sido reportados por Ashraf et al. (2016). El iniciador UBC 872 fue el mejor
para evaluar la diversidad genética en estos materiales ya que presenté el mayor

valor de poder de resolucion (Cuadro 12).

Cuadro 12. Caracteristicas de los iniciadores utilizados.

Tm' Bandas Bandas PBP

Iniciador  Secuencia (° C) Totales Polimérficas (%) Rp PIC Mi
Microsat 2 (GACA)4 48 9 3 33.33 2.0000 0.1733 0.5200
MicroAnch2 VDV(CT)y 68 11 1 9.09 0.0952 0.0082 0.0082
MicroAnch4 (AGAC)sGC 56 30 30 100 13.8095 0.3196 9.5873
MicroAnch6é AC(GACA). 54 30 30 100 19.7143 0.4221 12.6621
INI2 (GA)sYC 54 14 7 50 24762 0.1257 0.8798
UBC 810  (GA)sT 50 15 4 26.67 1.9048 0.0974 0.3894
UBC 811 (GA)sC 52 22 17 77.27 10.1905 0.3236 5.5020
UBC 812 (GA)A 50 10 7 70 2.8571 0.2150 1.5048
UBC 814  (CT)sA 50 20 10 50 8.4762 0.2880 2.8798
UBC 834  (AG)sYT 52 11 5 45.45 41905 0.2523 1.2616
UBC 842 (GA)sYG 54 13 3 23.08 2.3810 0.1486 0.4458
UBC 872 (GATA)4 42 48 48 100 32.7619 0.4221 20.2630
UBC 879 (CTTCA)s 42 12 4 33.33 3.5238 0.2056 0.8224
UBC 889 DBD(AC), 68 15 2 13.33 0.6667 0.0399 0.0798
UBC 890  VHV(GT)r 68 15 1 6.67 0.9524 0.0562 0.0562
IS-16 B(ACA)s 50 8 2 25 2.8571 0.2812 0.5624
Total 283 174

" temperatura de alineamiento; PBP: Porcentaje de Ba'mdas Polimorficas;
Resolucioén; PIC: Contenido de Informacion Polimoérfica; MI: Indice de Marcador

Rp: Poder de
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El analisis de conglomerados generd una distribucion de las muestras diferente
a la obtenida en la deteccidn de elementos genéticos. El dendrograma fue
truncado en el valor de similitud de 0.715 dividiendo las 20 muestras del set en
dos grupos y dejando a la muestra 21 como un genotipo independiente (Fig. 19).
El primer grupo contiene a las muestras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9 y 10 y el segundo
grupo las muestras 7, 11, 12, 13, 18, 15, 16, 17, 19 14 y 20. El mayor valor de
similitud (0.84) se obtuvo entre los genotipos 16 y 17, mientras que el menor
(0.58) entre los genotipos 1y 21. Estos resultados sugieren que los elementos

que componen éste set de algoddn pertenecen a distintos genotipos.
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Figura 19. Dendrograma obtenido de datos de 16 iniciadores tipo ISSR en 21
materiales de algodon modificado y no modificado genéticamente
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Para conocer la particion de a variacion genética dentro y entre los grupos
obtenidos se realizo el analisis molecular de varianza (AMOVA) con el software
GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse, 2012). EIl AMOVA determiné que un 15 % de
toda la variabilidad genética esta asociada a diferenciacion entre poblaciones,
mientras que el 85 % se atribuye a variacién dentro de los grupos. Estos
resultados apuntan a una constitucion genomica muy similar o estrecha entre los
dos grupos con valores analogos de Fst = 0.154 (p=0.001) y la particion de la
variacion atribuible a los genotipos dentro de los grupos (Cuadro 13). El valor de
Fst encontrado en éste estudio muestra que existe una diferenciacion genética

moderada de acuerdo a los parametros planteados por Wright (1978).

Cuadro 13. Analisis molecular de varianza usando marcadores ISSR.

Est. Var. P
Fuente df SS MS Var. o Fst value value
Entre 95 957 62 15  0.154  0.001***
grupos
Dentrode 40 615 342 342 85
grupos

df : Grados de libertad; SS: Suma de cuadrados; MS: Cyadrados medios;
Est. Var: Variacién estimada; Var: Variacion; Fst value: Indice de fijacion.
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El andlisis de coordenadas principales (PCoA) generd dos grupos similares a los
obtenidos con el analisis UPGMA; sin embargo, en este analisis el genotipo 14
se ubicé en diferente grupo. Observar las mismas estructuras con ambos tipos
de analisis suele ser comun cuando se analizan datos de marcadores tipo ISSR
(Kayis et al., 2010). La primer y segunda coordenada recogieron el 25.68 vy el
13.1 % de la variacién total, respectivamente. En esta evaluacion, los genotipos
no transgénicos 1, 3, 9, 10, 18 y 21 quedaron dispersos en la grafica PCoA (Fig.
20) a diferencia de su comportamiento en la Figura 17, en donde fueron capaces
de separarse de los transgénicos. Lo anterior sugiere diferencias gendmicas
entre los genotipos no transgénicos. El genotipo 21 (genotipo silvestre) quedo
separado de ambos grupos debido a que no presenta mucha relacion con las

variedades cultivadas y/o transgénicas del set de algodon utilizado.

Principal Coordinates (PCoA)

T —
* 16 ’}

¢ 19

@ Seriesl

Coord. 2 (13.14 %)

Coord. 1 (25.68 %)

Figura 20. Analisis de coordenadas principales en 21 genotipos de algodon
evaluados con 16 iniciadores tipo ISSR.
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El analisis en STRUCTURE basado en modelos Bayesianos proporcion6
probabilidades estimadas de Ln para K=2 a K=19 que oscilaron desde -4518 a
-2396. Ya que el mayor valor de AK se obtuvo con K=2, dos grupos pueden ser
visualizados en la Figura 21. EI nUmero de genotipos en el primer grupo fue de
10, mientras que 11 se integraron en el segundo grupo. La estructura de los
genotipos tiene mayor relacion con la obtenida en el PCoA que con la obtenida
con el UPGMA.

DELTAK (aK)

1 2 3 a = 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
B) NUMERO DE GRUPOS (K)

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

1 3 5 7 9 1" 13 15 17 19 21
10 12 14 16 18 20

2 4 B 8
Figura 21. A) Gréfica de valores para AK; B) Diagrama de barras de la
estructura de 21 accesiones de algodon (K=2).

El analisis Bayesiano de la estructura de las accesiones a partir de los datos
obtenidos con los marcadores ISSR confirmé los resultados obtenidos con los
analisis UPGMA, AMOVA y PCoA. Implementar estos analisis ha sido sugerido
en otros estudios (Samah et al., 2015; Ashraf et al., 2016).
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Combinacion de iniciadores tipo ISSR y del gen nptil

Los productos de PCR de los 21 genotipos mostraron una mayor cantidad de
bandas en las reacciones que s6lo contenian el iniciador tipo ISSR tal como se
esperaba y que de hecho, fueron los mismos perfiles obtenidos en el analisis de
la caracterizacion con ISSR. Con la combinacion de iniciadores (UBC889 + nptll
forward y UBC889 + nptll reverse) se redujo la cantidad de bandas por carril; ya
que solo se amplificaron aquellos fragmentos que contenian el elemento del
transgen nptll y la inter-secuencia hasta el microsatélite UBC889, lo que
concuerda con el objetivo establecido por Liu y Whittier (1995) en el desarrollo
de la técnica TAIL-PCR con la que se detecta la insercion del transgen. Dada la
longitud del gen nptll, de aproximadamente 780 pb, las bandas esperadas y
consideradas como posibles marcadores fueron aquellas superiores a dicha
longitud, ademas de ser diferentes a los productos amplificados Unicamente con
el iniciador UBC889 y con el par de iniciadores del gen nptil. Por lo anterior, se
identifico en el carril del genotipo 4 amplificado con los iniciadores UBC889 + nptil
reverse y del genotipo 6 amplificado con los iniciadores UBC889 + npitil forward,
una banda que no estuvo presente en los carriles continuos correspondientes,
esto sugiere que la combinacion de iniciadores funcion6 para amplificar una de
las zonas que flanquean al T-DNA (Fig. 22) ya que el iniciador UBC889 se alined
con una secuencia complementaria cercana al gen nptll. En los 11 genotipos
transgénicos restantes (5, 7, 8, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 19) no se logro
observar una banda definida que pudiera considerarse un marcador especifico
de la zona de integracién del T-DNA, esto puede ser debido a que el iniciador
UBC889 no encontré una secuencia complementaria cercana al T-DNA que

fuese capaz de amplificarse durante la PCR.
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Figura 22. Productos de PCR obtenidos por la reaccién independiente del
iniciador UBC889, reaccién conjunta del iniciador UBC889+Forward del gen nptil,
UBC889+Reverse del gen nptil y los iniciadores F y R para amplificar el gen nptll
en 11 materiales de algodén.

Una forma de comprobar que el marcador de DNA obtenido en el genotipo 4 y 6
contiene informacion del transgen es mediante la secuenciacion de los
fragmentos. De comprobarse que existe la secuencia del elemento del transgen
e informacion propia del genoma de algoddn; entonces estos resultados
permitiran realizar otras combinaciones de iniciadores tipo ISSR con iniciadores
forward y reverse del gen npfil, del promotor 35S y/o del terminador nos y

comprobar la insercidn a través del analisis de secuencias
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CONCLUSIONES

A pesar de que el analisis de muestras a ciegas es complicado debido a la falta
de informacién previa que permita interpretar y argumentar de forma objetiva los

resultados obtenidos, en este trabajo se logré determinar que:

Los métodos CTAB y SDS fueron funcionales; sin embargo, se recomienda el

uso del método SDS debido a que se obtiene mayor cantidad de DNA.

Los elementos genéticos: 35S, nptll y Tnos se encontraron en 10 muestras (4, 5,
7,8,11,13, 14,15, 16 y 17); nptll y Tnos en tres muestras (6, 12y 19); 35S y
nptil en una muestra (2) y npfll en una muestra (20). No se detectd presencia de

ningun elemento genético en cinco muestras (1, 3, 9, 10y 18).

El sistema de marcadores tipo ISSR proporcion6 gran cantidad de bandas
polimorficas, lo que permitié conocer la variabilidad existente entre las muestras
del set; sin embargo, con este analisis no se logré separar las muestras GM de

las no transformadas.

Los iniciadores mas informativos y que permitieron diferenciar a todas las
muestras fueron UBC 872, MicroAnch6 y MicroAnch4

Con la finalidad de encontrar marcadores asociados al sitio de insercion del
transgen, la combinacion del iniciador UBC889 + npfil reverse y del iniciador
UBCB889 + nptll forward generd un fragmento en la muestra 4 y otro en la muestra
6, de pesos moleculares de 5000 y 3000 pb respectivamente, que posiblemente
hacen referencia al sitio de insercién del transgen. Sin embargo se recomienda
repetir las evaluaciones en ambas muestras y secuenciar el fragmento obtenido

para comprobar la presencia de la secuencia del gen nptil.

Las técnicas moleculares aplicadas permiten identificar, diferenciar y asociar

marcadores moleculares a muestras GM.
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APENDICES
Apéndice 1. Metodologia de extraccion de DNA
Método CTAB
Soluciones necesarias:

e Buffer de aislacion: 2 % w/v CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM
Tris-HCI, pH 8.0, 1 % PVP 40,000, 0.2 % B-mercaptoethanol (agregar justo
antes de usarse)

Chloroform—isoamyl alcohol (24 + 1; v/v)

100 % Isopropanol

70 % Ethanol

TE buffer: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0

RNase A solution: 10 mg/ml RNase A in 10 mM Tris-HCI, 15 mM NaCl, pH
7.5.

5 M NaCl

e 100 % Ethanol

1. Moler 3 g de material vegetal fresco usando nitrégeno liquido, un mortero y
un pistilo, hasta obtener un polvo muy fino. Evitar que el material vegetal
molido se descongele antes de ser afadido al tampon de aislamiento. De lo
contrario, las enzimas celulares pueden degradar rapidamente el ADN.

2. Transferir el tejido molido a 15 ml de tampdn de aislamiento precalentado (60
° C) en un tubo de polipropileno tapado o en un matraz Erlenmeyer de 50 ml.
Suspender grumos con la ayuda de una espatula.

3. Incubar durante 30 minutos a 60 °C en un bafio de agua. Mezclar cada 10
minutos.

4. Anadir 1 volumen de cloroformo-alcohol isoamilico, tapar el tubo y mezclar
durante 10 min en un agitador rotatorio o0 a mano. La mezcla debe realizarse
suavemente pero a fondo para asegurar la emulsificacion de las fases.

5. Centrifugar durante 10 min (5000 x g, temperatura ambiente). Dependiendo
de la pureza deseada de las preparaciones de ADN, la fase acuosa (superior)
se puede volver a extraer una a varias veces con alcohol cloroformo-

isoamilico fresco.
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6. Después de centrifugar, transferir la fase acuosa final a un tubo de centrifuga
evitando transferir cualquier particula sélida.

7. Adadir 0,6 vol de isopropanol al 100 % y mezclar suavemente pero
completamente invirtiendo el tubo varias veces. En esta etapa, el complejo
DNA-CTAB puede precipitar como una red blanquecina. Dejar reposar en frio
durante 30 min o toda la noche si no se logra observar el sedimento
blanquecino. Si la muestra parece floculante, turbia o transparente después
de mezclarse con isopropanol (lo que suele ocurrir), se puede recoger el
precipitado por centrifugaciéon a baja velocidad (10 min, 2000 x g,
temperatura ambiente).

8. Anadir 20 ml de etanol al 70 %, agitar suavemente el sedimento durante un
par de minutos y recoger por centrifugacion (10 min, 5000 x g, 4 ° C). EICTAB
residual se elimina en este paso.

9. Invertir los tubos y escurrir sobre una toalla de papel durante
aproximadamente 1 h. Se debe tener cuidado de que los pellets no se
despeguen del tubo. Los granulos no deben contener etanol residual, ni
deben estar demasiado secos. En ambos casos, la redisolucién puede ser
dificil.

10.Anadir un volumen apropiado de buffer TE (por ejemplo, 1 ml, dependiendo
de las etapas de purificacion subsiguientes elegidas) y dejar que los granulos
se disuelvan a 4°C sin agitacion. La inestabilidad del DNA y la presencia de
polisacaridos contaminantes son los principales determinantes de la duracién
de este paso.

11.ARadir RNasa A tratada térmicamente hasta una concentracion final de 250
Mg/ml. Mezclar e incubar a 37 °C durante 2 horas.

12.Anadir 0,05 vol de solucion de NaCl 5 M (concentracién final 0,25 M),
mezclar.

13.Anadir 0,35 vol de etanol al 100 %, mezclar por inversion y mantener en hielo
durante 10 min.

14. Centrifugar durante 30 min (5000 x g, 4 ° C). Transferir el sobrenadante a un

tubo nuevo.

68



15.ARadir 1 vol. de isopropanol al 100 %, mezclar por inversién y conservar
durante 1 h a -20 °C.

16. Centrifugar durante 10 min (5000 x g, 4 ° C), lavar el pellet con etanol al 70
% y centrifugar de nuevo.

17.Drenar el pellet y dejar secar durante 1 hora para después disolver en 100 pl
de buffer TE.

Método SDS

Soluciones necesarias:

¢ Nitrégeno liquido

Buffer de aislacion: 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM EDTA, 500 mM NacCl,
10 mM B-mercaptoethanol (agregar justo antes de usar)

20 % SDS

5 M Potassium acetate

100 % Isopropanol

Buffer TE: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0

RNase A solution: 10 mg/ml RNase A in 10 mM Tris-HCI, 15 mM NaCl, pH
7.5.

5 M NaCl

e 100 % Ethanol

1. Moler 3 g de material vegetal fresco usando nitrégeno liquido, un mortero y
un pistilo, hasta obtener un polvo muy fino. Evitar que el material vegetal
molido se descongele antes de ser afadido al tampdn de aislamiento. De lo
contrario, las enzimas celulares pueden degradar rapidamente el ADN.

2. Transferir el polvo en 15 ml de buffer de aislamiento precalentado (65 ° C) en
un tubo de polipropileno tapado. Suspender los grumos con una espatula.

3. Anfadir 1 ml de SDS al 20 % y mezclar bien. Incubar durante 20 minutos a 65
°C en un bano de agua. Mezclar cada 10 min.

4. Anadir 5 ml de acetato de potasio 5 M, mezclar bien e incubar en hielo
durante 30 min. En esta etapa, las proteinas y los polisacaridos se precipitan
junto con el dodecil sulfato insoluble de potasio, dejando los acidos nucleicos

en solucion.
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5. Centrifugar durante 20 minutos (20.000 x g, 4 ° C). Filtrar el sobrenadante a
través de magitel en un tubo nuevo de centrifuga. Precipitar los acidos
nucleicos mediante la adicion de 0,7 vol de isopropanol al 100 % frio.

6. Incubar durante 1 h durante una noche a -20 ° C.

7. Centrifugar durante 20 minutos (20.000 x g, 4 ° C). Desechar el
sobrenadante.

8. Invertir los tubos y dejar escurrir sobre una toalla de papel durante
aproximadamente 1 h. Tener cuidado de que los pellets no se deslicen por la
pared del tubo.

9. Disolver los granulos en 700 pl de tampon TE (durante la noche a
temperatura ambiente, 0 1 h a 65 ° C).

10.ARadir RNasa A tratada térmicamente hasta una concentracion final de 250
Mg/ml. Mezclar e incubar a 37 °C durante 2 horas.

11.Anadir 0,05 vol de solucion de NaCl 5 M (concentracién final 0,25 M),
mezclar.

12.ARadir 0,35 vol de etanol al 100 %, mezclar por inversién y mantener en hielo
durante 10 min.

13. Centrifugar durante 30 min (5000 x g, 4 ° C). Transferir el sobrenadante a un
tubo nuevo.

14.ARadir 1 vol. de isopropanol al 100 %, mezclar por inversién y conservar
durante 1 ha -20 °C.

15. Centrifugar durante 10 min (5000 x g, 4 ° C), lavar el pellet con etanol al 70
% y centrifugar de nuevo.

16.Drenar el pellet y ejar secar durante 1 hora para después disolver en un

volumen apropiado de buffer TE.
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Apéndice 2. Construccion del transgen en crisantemo y alineamiento de

los iniciadores

Construccion especifica del T-DNA con el que fueron transformados los

materiales de crisantemo.

ind Ill (2497)
ind 11l (2497)

Xba | (3299)
Xho | (3356)

pBinRD29A-Bifuncional
16024 pb

pBin1935S-Bifuncional
15930 pb

Sall (4362)
EcoR1 (4566)

Sall (4268)
Eco R1 (4472)

BamHI (4971) ScTPS1-TPS2

Pstl (5248)
EcoR1 (5589)
Sall (6054)

ScTPS1-TPS2

BamHI (4877)
Pstl (5153)
Eco R1 (5495)

Sall (5960)

Hind Il (6121) Hindlll (6027)

Bact. Kan R

Bact. Kan R

Neo | (6314) Sac | (6234)
Kpn 1 (6323)
Sac | (6328) Kpnlruézlzgzzm
Eco R1 (6609) Eco R1 (6510)
Xho | Bam HI Kpn |
HEHE SeTPS ScTPS2
LB NTPII Promotor 1530 pb 1358 pb NOS RB

A continuacién, se muestra el alineamiento de cada uno de los iniciadores
utilizados para amplificar los elementos genéticos: promotor 35S, gen nptll y
terminador nos. Las secuencias de cada elemento genético fueron descargadas

de la pagina del genbank (/www.ncbi.nim.nih.gov)
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35S

355Forward
355 GUs

355-comple
35SReverse

385Forward
355 GUS

355-comple
355Reverse

3L5Forward
355 GUS

385-comple
355Reverse

355Forward
3585 GUS

355-comple
35SReverse

355Forward
355 GUs

355-comple
355Reverse

GCTCCTACAA ATGCCATCA- ---GATAGT- =---====== =======2== —ommmoee-
GCTCCTACAA ATGCCATCAT TGCGATAAAG GAAAGGCCAT CGTTGAAGAT GCCTCTGCCGE
CGAGGATGTT TACGGTAGTA ACGCTATTTC CTTTCCGGTA GCAACTTCTA CGGAGACGGC

ACAGTEGTCC CAAARATGEA CCOCCCACCCA CRAGRAGCAT CGTGRAAAAA GAARACETTC
TGTCACCAGG GTTTCTACCT GEGGETGGEET LCTCCTCGTA GCACCTTTIT CTTCTRCAAG

CAACCACETC TTCAMAGCAA GTERATTEAT ETGATATCTC CACTRACGTA AGEGATGACG
GTTEETECAG AAGTTTCGTT CACCTAACTA CACTATARAG GTEACTECAT TCCOCTACTEC

CACAATCCCA CTATCCTTOR CAAGACCOTT CCTCTATATA AGRAAGTTCA TTTCATTTGR
GTETTAGRET GATAGRGAAGC GTTCTEERAA GRAGATATAT TCCTTCAAGT AAAGTAAALC

AGARRACACE
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Gen nptil

Pl-Forward
@en_nptII_
@en nptIl

P2-Reverse

Fl-Forward
een_nptIl_
@en nptll

P2-Reverse

Fl-Forward
een_nptIi_
@en nptIl

P2-Reverse

Pl-Forward
@en_nptII_
@en nptIl

P2-Reverse

Fl-Forward
@en_nptIl_
@en nptll

P2-Reverse

Fl-Forward
een_nptIi_
@en nptIl

P2-Reverse

ARAGEOCGEC

GAGGLTATTC
CTCCRATAAG

GECTATGACT
COGATALCTGA

ACGAGACTAC

GECGECACAA

GORCAGEEEC

GEOCACGEGA

CAGRACGAGG

CAGCGOGGLT

ATCGTERCTG
TAGCACCGAC

TEECTECTAT

GCCGEEECAG

GATCTCLTET
CTAGAGRACA

TGELTOCTECC
ACRAGRALER

CCATCATGEC
GETAGTALCG

TEATGCAATGE
ACTACGTTAC
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Pl-Forward
Gen_nptIi_
Gen nptII

P2-Reverse

Pl-Forward
Gen_nptII_
Gen nptIl

P2-Reverse

Pl-Forward
Gen_nptIi_
Gen nptIl

P2-Rewverse

Pl-Forward
Gen_nptIi_
Gen nptIl

P2-Rewverse

Pl-Forward
Gen_nptIi_
Gen nptII

P2-Reverse

Pl-Forward
Gen_nptII_
Gen nptIl

P2-Reverse

Fl-Forward
Gen_nptII_
&en nptIl

F2-Reverse

Fl-Forward
Gen_nptIi_
@en nptIl

F2-Reverse

.
365

CEECEECTEC
GOCOEOCOGACE

GAGCATCAGE

COGCTACTAG

ACGGTATOGC
TEOCATAGCS

.
385

AGECOGATGEE

GETACCGLTA

CeCTCOCCOGAT
GCRAGEECTA

.
395

ACEEETAAGC

GLCTTATAGTA

GCGAATGEEEC
CeCTTACCCOG

TCECOCTTCTA
AGCERAAGAT
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Terminador nos

Alignment: D:\Documentos\Escritorio\pBI\Tnos\Forward y Reverse en Tnos de

pBI121.txt

Tnosforward
Tnos_pBI12
Tnos_pBI12
TnosReverse

Tnosforward
Tnos_pBI12
Tnos_pBI12
TnosReverse

Tnosforward
Tnos_pBI12
Tnos_pBI12
TnosReverse

Tnosforward
Tnos_pBI12
Tnos_pBI12
TnosReverse

Tnosforward
Tnos_pBI12
Tnos_pBI12
TnosReverse

-------------------------------------- GA ATCCTGTTGC CGGTCTTGOG

ATAAAGTTTC TTAAGATTEA ATCCTGTTEC CEGTCTTECG
TATTTCARALR AATTCTAALT TAGRACAALCG GOCAGAACGC

TACTAATAGT

ATATTAAAGA

GTTGAATTAL GTTAAGCATE TAATAATTAA CATGTAATGC
CAACTTAATGE CAATTOGTAC ATTATTAATT GTACATTALG

TACTGCAATA

GGTTTTTATG ATTAGAGTCC CGCAATTATA CATTTAATAC
CCARAAATAC TAATCTCAGE GCGTTAATAT GTAAATTATG
CCAAAAATAC TAATCTCAGE GCG-----=- --==-====-

ACAAAATATA
TGTTTTATAT

GOECECARAAL TARGATAAAT TATCGCGCEC GETETCATCT
CGCGCGTTTGE ATCCTATTTA ATAGCGCGOG CCACARTAGA

ATGTTACTAR
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