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VI. RESUMEN

Debido a la ubicacién geografica de México y su forma territorial, es un pais propenso a sufrir
eventos climaticos como huracanes lo que provoca lluvias intensas e inundaciones. La agricultura

es uno de los sectores mas afectados por los desastres naturales como la inundacion.

La inundacidn es un factor abidtico que afecta gravemente el desarrollo de las plantas, es el
segundo desastre natural que causa mads danos a los cultivos, por esta razén se buscan estrategias
biotecnoldgicas para aumentar su tolerancia a inundacién, pues a menos que se desarrollen
nuevas variedades de cultivos capaces de soportar el estrés abidtico, la productividad de cultivos

se verd gravemente afectada.

En este aspecto, la exploracion de la variacidén natural (genética y fenotipica) en las respuestas al
estrés por inundaciéon de las plantas modelo como Arabidopsis thaliana brinda nuevos
conocimientos sobre las multiples capas de procesos regulatorios que se coordinan
genéticamente. Sin embargo, la utilizacidon de otros ecotipos de A. thaliana ademds de Col-0 es
limitada debido a la dificultad o falta de metodologias de transformacién genética de algunos

ecotipos.

En este trabajo, se analizd la tolerancia a la inundacién de 3 ecotipos de la planta modelo
Arabidopsis thaliana Bay-0, Cvi-0 e Ita-0, en comparacién con el ecotipo Col-0. Los resultados
demostraron que el ecotipo Cvi-0 (LT50 3.20 d + 0.24) es el mas sensible ante el estrés por
inundacion seguido por Ita-0 (LT 50 3.43 d + 0.24), Bay-0 (LT50 3.48 d + 0.15) y el ecotipo Col-0
(LT 50 4.50 d + 0.34) es el mas tolerante de los 4. Posteriormente, se determiné la frecuencia de
transformacién del método Floral Dip empleando 3 cepas (GV3101, GV2260 y EHA105) de A.
tumefaciens sobre los 3 ecotipos (Bay-0, Cvi-O e Ita-0) sensibles a inundacién. Se concluyé
conforme a los resultados obtenidos que la combinacion del ecotipo Bay-0 con la cepa GV3101
presentd la mejor frecuencia de transformacién (0.2) ya que 5 de las combinaciones restantes de
cepa/ecotipo se transformaron a tasas de 10 a 100 veces mas bajas y las ultimas 3 combinaciones
(Cvi-0/GV2260, Ita-0/GV2260 y Cvi-0/EHA105) no presentaron plantulas candidatas
transformantes. De tal forma el método de transformacion genética Floral Dip abre la posibilidad
de usar a Bay-0 (ecotipo sensible a inundacién) para realizar pruebas de concepto para estudiar,

identificar y caracterizar genes candidatos que puedan aumentar su tolerancia a inundacién, asi



como para identificar los mecanismos moleculares que subyacen a su baja tolerancia a

inundacion.



VIL. ABSTRACT

Due to the geographic location of Mexico and its territorial shape, it is a country prone to weather
events such as hurricanes, which cause heavy rains and floods. Agriculture is one of the sectors

most affected by natural disasters such as floods.

Flooding is an abiotic factor that seriously affects plant development, it is the second natural
disaster that causes more damage to crops, for this reason biotechnological strategies are sought
to increase their tolerance to flooding, because unless new varieties are developed of crops

capable of withstanding abiotic stress, crop productivity will be severely affected.

In this regard, the exploration of the natural variation (genetic and phenotypic) in the responses
to flood stress of model plants such as Arabidopsis thaliana provides new insights into the
multiple layers of regulatory processes that are genetically coordinated. However, the use of
other ecotypes of A. thaliana in addition to Col-0 is limited due to difficulty or lack of genetic

transformation methodologies in some ecotypes.

In this work, the flood tolerance of 3, Bay-0, Cvi-0 and Ita-0, ecotypes of the Arabidopsis thaliana
model plant were compared to the Col-0 ecotype. The results showed that the Cvi-0 ecotype (LT50
3.20 d + 0.24) is the most sensitive to flood stress followed by Ita-0 (LT 50 3.43 d £ 0.24), Bay-0
(LT50 3.48 d + 0.15) and the Col ecotype -0 (LT 50 4.50 d + 0.34) is the most tolerant of the 4.
Subsequently, the transformation frequency of the floral dip method was determined using 3
strains (GV3101, GV2260 and EHA105) of A. tumefaciens on the 3 ecotypes (Bay-0, Cvi-0 and Ita-
0) sensitive to flooding. It was concluded that the combination of the Bay-0 ecotype with the
GV3101 strain presented the best frequency of transformation (0.2) since 5 of the remaining
strain / ecotype combinations were transformed at rates of 10 to 100 times lower and the last 3
combinations (Cvi-0 / GV2260, Ita-0 / GV2260 and Cvi-0 / EHA105) did not present transforming
candidate seedlings. Thus, the Floral Dip genetic transformation method opens up the possibility
of using Bay-0 (flood sensitive ecotype) to carry out proofs of concept to study, identify and
characterize candidate genes that may increase their tolerance to flooding, as well as to identify

the molecular mechanisms underlying its low tolerance to flooding.



1. MARCO TEORICO

1.1. Lainundacion

La inundacidn es un desastre natural que tiene un efecto negativo sobre el desarrollo de las
plantas (Tamang & Fukao, 2015), ya que ocasiona que el nivel de O; disponible en el ambiente
celular disminuya (Eysholdt-Derzsé & Sauter, 2019). Este evento llamado hipoxia reduce la
capacidad de las hojas de las plantas para la captacidn de la energia luminica y acelera el consumo
de la energia quimica almacenada (Haak, et al., 2017; Sasidharan, et al., 2018).

Después de la sequia, la inundacién es el segundo estrés abidtico mas perjudicial para los cultivos
y organismos vegetales (Organizacidn de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(FAOQ), 2019). Las pérdidas financieras causadas por las inundaciones a la agricultura son dificiles
de calcular, pero los pagos de seguros a los agricultores en EE. UU. por dafios causados por
inundaciones promediaron $ 24 mil millones (S US) entre los afios 2001 y 2011 (Voesenek &
Bailey-Serres, 2015). En el sur y sureste de Asia los dafios causados por inundaciones a la
agricultura ascienden a mas de S 1000 millones (S US) anualmente (Xu, et al., 2006). Segin un
informe de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
entre 2005 y 2015 los dafios causados por las inundaciones costaron a los sectores agricolas de
los paises en desarrollo $ 19 mil millones ($ US) (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAQ), 2019). En México, multiples zonas costeras con actividad
agricola se ven afectadas constantemente por fuertes lluvias que son acarreadas anualmente por
los ciclones tropicales y frentes frios (Oropeza Orozco & Enriquez, 2007; Sarukhan, et al., 2017).
Las fuertes lluvias pueden dejar tras de si miles de hectareas de cultivo bajo el agua por un tiempo
indeterminado; se estima que las pérdidas econdmicas debidas a inundaciones son en promedio
del 35% (Peia Castro, 2014).

Existen 2 tipos de inundacidon: el anegamiento y la sumersiéon. El anegamiento, se refiere a la
presencia en exceso de agua en el suelo, por largos periodos de tiempo, en la zona de las raices
de las plantas (Sasidharan & Voesenek, 2015), y la sumersidn se presenta cuando el nivel de agua
es alto y cubre a la planta por completo (Sasidharan, et al., 2017).

Mientras la inundacion estd presente, las plantas se enfrentan a multiples desafios como el acceso

limitado al O, atmosférico, al CO; y problemas de difusidn al exterior del etileno (C2Ha)



(Sasidharan & Voesenek, 2015; Phukan, et al., 2016). El suelo puede mostrar cambios
electroquimicos que liberan altas concentraciones de elementos tdxicos como manganeso
(Mn?*), hierro (Fe?*) (Voesenek & Bailey-Serres, 2015) y sulfuros (H2S, HS™, $*°) (Pucciariello, et al.,
2014). Las células y los tejidos se exponen a especies reactivas de nitrégeno (RNS) y oxigeno (ROS)
y la transpiracidn se ve severamente restringida lo que causa un impedimento en la absorcién y
el transporte de nutrientes del suelo (Sasidharan, et al., 2018). En una inundacién prolongada,
estas condiciones conducen a la falta de energia y la deficiencia de nutrientes en las plantas
(Voesenek & Bailey-Serres, 2015). Asi mismo también hay una disminucién en la luz disponible

por lo que disminuye la capacidad fotosintética del organismo (Tamang & Fukao, 2015).

Las plantas presentan diversas consecuencias debidas a la inundacién, como clorosis, retraso en
el crecimiento y necrosis en los tejidos. Aun cuando el estrés termine antes de producir la muerte,
el retraso en el desarrollo y el dafio causado a los tejidos hacen que la planta que ha sufrido dicho

estrés permanezca en desventaja con respecto a las que no lo sufrieron (Pefia Castro, 2014).
1.2. Respuesta de las plantas ante el estrés por inundacion

Existen plantas que se desarrollan en ambientes acuaticos (pantanos, manglares o rios) pues
estdn equipadas con mecanismos adaptativos que les permiten la aireacion de sus tejidos
(Voesenek & Bailey-Serres, 2015; Yuan, et al., 2017), como son el desarrollo de raices adventicias,
reduccion en el grosor de la cuticula y de la pared de la célula epidérmica para una menor
resistencia a la difusion de gases (de la Cruz Jiménez, et al., 2012; Tamang & Fukao, 2015), asi
como la formacién de aerénquimas, que son tubos internos en los tallos los cuales ofrecen a la

planta una via interna para el movimiento de oxigeno (Sasidharan & Voesenek, 2015).

Sin embargo, estas adaptaciones no representan mecanismos de tolerancia y la mayoria de las
especies vegetales de interés agricola no poseen tales mecanismos. Las plantas que no tienen los
mecanismos adaptativos mencionados anteriormente desarrollaron otros mecanismos
canalizados al aspecto bioquimico pues es de gran importancia que tengan un buen manejo de

las reservas de sus carbohidratos (Pefia-Castro, 2014; Vashisht, et al., 2016).

Se han descrito dos mecanismos para administrar las reservas de carbohidratos: la quiescencia y

sindrome de escape, se ha observado que la mayoria de las plantas tiene un mecanismo u otro



(Lee, et al., 2011; Tamang & Fukao, 2015; Loreti, et al., 2016). Las especies donde mejor se han
caracterizado las respuestas de las plantas frente al estrés por inundacion y comprendido el
mecanismo de la regulacidon molecular de los genes responsables son en el arroz (Oryza sativa L.),
dos especies divergentes de Rumex spp. (Rumex acetosay Rumex palustris) y Arabidopsis

thaliana (Minami, et al., 2018).

1.2.1. Quiescencia

En la quiescencia del arroz (Lat. quiscere, estar quieto), el gen SUB1A es el responsable de
restringir el uso de los carbohidratos al minimo para mantener las funciones vitales mas
esenciales, limitar de forma reversible la elongacién y retrasar la floracion. De tal forma, la
quiescencia hace que la planta permanezca en un estado de pausa, y de esta manera, las
concentraciones de almiddn y azlcares libres se mantengan altas y permitan a la planta sobrevivir
bajo el agua por determinados periodos de tiempo en espera de que la inundacién desaparezca,
para entonces retomar el crecimiento (Fukao, et al., 2006; Xu, et al., 2006). De manera molecular
en la respuesta de quiescencia, el gen SUB1A limita la produccidn de etileno, lo que contribuye a
la reduccidn de la biosintesis de acido giberélico (GA) (Figura 1A). SUB1A también aumenta la
produccién de brassinosteroides (BR), promoviendo la degradacion de GA. También acumula
proteinas SLR1 que son reguladores negativos de la sefializacién de GA, lo que da como resultado
la inhibicidn de la elongacién, asi como también se suprimen el consumo de carbohidratos. De
esta manera se puede evitar el hambre por carbohidratos y una crisis energética durante la

sumersion (Tamang & Fukao, 2015).

1.2.2. Sindrome de escape

El segundo mecanismo, llamado sindrome de escape (Figura 1B), es util en las plantas que
enfrentan inundaciones constantes pero de baja profundidad (Hattori, et al., 2009) Este
mecanismo incluye el doblamiento ascendente de las hojas (hiponastia), el alargamiento
mejorado de los brotes, la formacidén de aerénquima, desarrollo de raices adventicias, formacién
de peliculas de gas en la superficie de las hojas y modificaciones en la anatomia de la hoja; esto
generalmente implica la activacion metabdlica y la movilizacién de reservas de energia para
impulsar el alargamiento (Akman, et al., 2012; Voesenek & Bailey-Serres, 2015; Minami, et al.,

2018; Mustroph, 2018). Los genes responsables del sindrome de escape son SNORKEL (SNK1 y



SNK2) (Hattori, et al., 2009); los genes SNK promueven la biosintesis, la acumulacion vy la
capacidad de respuesta de GA. El GA induce la elongacidon en las plantas permitiéndoles que se
alarguen bajo el agua. Se piensa que BR tiene un papel regulador en la descomposicién de GA

(Figura 1B) (Tamang & Fukao, 2015; Voesenek & Bailey-Serres, 2015).

A) Respuesta quiescencia B) Respuesta escape
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Disparar el consumo de
carbohidratos
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Figura 1: Modelo de los mecanismos regulatorios de quiescencia y sindrome de escape causados
por inundacién (Tamang & Fukao, 2015). Las lineas azules y rojas representan regulacién positiva
y negativa, respectivamente. Una linea discontinua indica una relacién hipotética. Abreviaturas:
SUB1A (Gen SUB1A), SKs (Genes SNORKEL), GA (Acido giberélico), BR (brassinosteroides), SLR1
(Proteina DELLA SLR1).



1.2.3. Factores de respuesta al etileno

A pesar de tener funciones contradictorias, los genes SNK1/2 y SUB1A pertenecen al grupo VIl de
la familia génica de los Ethylene Response Factors (ERFs) o Factores de Respuesta al Etileno
(Fukao, et al., 2006; Rivera-Contreras et al., 2016), pues tanto la quiescencia como el sindrome
de escape implican la sefalizacidn y regulacidn del etileno mediante los ERF-VII especificos de la
estrategia (Minami, et al., 2018). Los factores de respuesta al etileno son una familia de factores
de transcripcion y forman parte de la superfamilia APETALA2 (AP2)/ERF (Nakano, et al., 2006). Se
ha demostrado que las proteinas AP2/ERF tienen funciones importantes en la regulacién en varios
procesos bioldgicos relacionados con el crecimiento y el desarrollo, asi como diversas respuestas
a estimulos ambientales tales como altas temperaturas, alto contenido salino, sequia e
inundacion (Nakano, et al., 2006, Jung, et al., 2007; Gil-Monreal, et al., 2019; Gunaseelan, et al.,
2019).

El etileno es una fitohormona gaseosa que se sintetiza de forma constitutiva en las células
vegetales y que se dispersa rapidamente en el ambiente bajo condiciones de crecimiento
normales (Bailey-Serres & Voesenek, 2008). A pesar de su estructura simple de dos carbonos, el
etileno sirve como un mediador clave de los factores de estrés bidticos y abidticos, como los
causados por patogenos, heridas, estrés por frio y calor, luz UV, sequia y salinidad (Abiri, et al.,
2017). Es esencial en las respuestas de inundacién ya que cuando los érganos de las plantas se
encuentran cubiertos por el agua, el etileno se acumula a su alrededor induciendo la transduccion

de sefiales (Muller & Munné Bosch, 2015; Yuan, et al., 2017).

Los ERF-VII se caracterizan por poseer un motivo N terminal con una cisteina sensible al oxigeno
en la penultima posicion MCGGAI (I/L) (CMVII-1) (Eysholdt-Derzsé & Sauter, 2017). La cisteina, es
la zona donde se percibe la concentracion de oxigeno y éxido nitrico ambiental (van Dongen &
Licausi, 2015). En condiciones normales de O (normoxia) la abundancia y la actividad de los
factores de transcripcidon de ERF-VII se regulan a través de la degradacién proteasomal continua,
los ERF-VII son sustratos de la enzima cisteina oxidasa (PCO) que emplea O; y éxido nitrico (NO)
para oxidar a la cisteina del dominio N-terminal (MCGGIL) de los ERF-VII a sulfonato-cisteina y asi,
sefializarlos para ser degradados en el proteosoma (van Dongen & Licausi, 2015; Weits, et al.,

2014; Fukao, et al., 2019). Sin embargo, cuando hay poco O, como cuando las plantas estan bajo



la inundacién, o cuando el NO se remueve por accién de la hemoglobina vegetal para evitar la
oxidacion de la cisteina N-terminal, los ERF-VII no se degradan y ejercen su funcidon como factores
de transcripcién estimulando los Genes Centrales de Hipoxia (GCH), por tanto, se promueve la
respuesta anaerdbica (van Dongen & Licausi, 2015; Weits, et al., 2014).

Las especies donde mejor se han caracterizado los ERF-VII son el arroz (Oryza sativa) y Arabidopsis

thaliana (Sasidharan, et al., 2018).

1.2.4. Genes Centrales de Hipoxia (GCH)

Debido al estrés causado por la hipoxia en la célula vegetal, se restringen los procesos que
requieren un alto consumo de energia, como la sintesis de la mayoria de las proteinas,
exceptuado un conjunto de enzimas y factores de transcripcion GCH. Los GCH son un grupo de
factores de transcripcidn, transductores, chaperonas, hemoglobinas, proteinas de identidad
desconocida y enzimas del metabolismo fermentativo (Branco-Price, et al., 2008). Las proteinas
codificadas por los GCH permiten que la célula modifique su metabolismo pasando de respiracion
oxidativa mitocondrial al metabolismo anaerdbico para obtener ATP y NAD* via glicdlisis y via
fermentativa (Mustroph, et al., 2010; Eysholdt Derzsé & Sauter, 2018; Azahar, et al., 2020). En
condiciones de hipoxia-anoxia, la fuente principal de energia es la glucosa proveniente del
almidén (Voesenek & Bailey Serres, 2015); y para mantener funcionando la glicolisis bajo
condiciones de inundacién, las plantas utilizan la fermentacion para seguir obteniendo energia, y
regeneran el NAD* a través de 3 vias (Figura 2) que utilizan piruvato como sustrato de partida

(Ismond, et al., 2003).

1.3.  Biotecnologia del estrés por inundacién

En los ultimos afios, el estrés vegetal debido a inundaciones, sus componentes (sumersién,
anegamiento, hipoxia y anoxia), su percepcion y las respuestas, se han investigado ampliamente
a niveles morfoldgicos, fisioldgicos, celulares y moleculares (Voesenek & Bailey Serres, 2015;
Vashisht, et al., 2016; Mustroph, 2018). Dichos estudios se han hecho en especies silvestres,
modelos (ejemplo A. thaliana) y cultivadas (ejemplo Oryza sativa) para identificar elementos que
puedan constituir mecanismos de tolerancia a la inundacién que finalmente puedan ser

traducidos a cultivos de interés agricola (Mickelbart, et al., 2015).



Figura 2: Vias fermentativas, (Ismond, et al., 2003). Abreviaturas: NADH/Forma reducida,
NAD+/Forma oxidada (Nicotinamida adenina dinucledtido) LDH (Lactato deshidrogensa), CO»
(Didxido de carbono), PDC (Piruvato descarboxilasa), ADH (Alcohol deshidrogenasa), AlaAT (Alanina
aminotransferasa).

La comprensidn de la regulacion genética, fisiolégica y molecular de estos rasgos ha sido utilizada
para elucidar la manera en cdmo sobreviven las plantas bajo diferentes regimenes de inundacién.
Posteriormente esa misma comprensién ha sido aplicada para mejorar la tolerancia a inundacién
de cultivos de interés econdmico (Mustroph, 2018). Tal es el caso del ERF-VII SUB 1 (que afecta
positivamente la tolerancia a sumersién) que ha sido utilizado en la biotecnologia del arroz para
generar nuevas variedades con tolerancia aumentada a inundacién mediante su introgresion a
variedades comerciales (japonica e indica intolerantes a sumersidon) por medio de cruzas vy
seleccion molecular (Xu, et al., 2006; Septiningsih, et al., 2009; Singh, et al., 2009; Singh, et al.,
2013), esto ha tenido un impacto positivo entre los pequefios productores asiaticos, al estabilizar

la productividad ante un evento de inundacién (Singh, et al., 2009; Singh, et al., 2013).

De igual forma, la reduccidn en la expresion del gen HYPRT6 que codifica una proteina ligasa E3/N-
Recognina la cual participa en la sefalizacion de los ERF-VII para posteriormente ser degradados
por el proteosoma, mostré un aumento en tolerancia al anegamiento en Hordeum vulgare L. Esto
se tradujo en un menor porcentaje de clorosis, mayor retencion de clorofila, una mejor

recuperacién y rendimiento de biomasa (Mendiondo, et al., 2016).

1.4. Lavariacion natural de tolerancia a inundacién en plantas
Diversos estudios han demostrado que la tolerancia al estrés por inundacién depende de varias

adaptaciones que regulan la expresion génica y fisiolégica posterior a la inundacién (Xu et al,,



2006; Nakano et al., 2006; Hattori et al., 2009; Voesenek and Bailey-Serres 2015). Por lo tanto,
para comprender la base genética de estas diversas adaptaciones, es crucial revelar genes
adaptativos mediante el uso de plantas con variaciones naturales en la tolerancia a inundacién.
De tal forma, la exploracién de variacidn natural genética es un recurso fundamental para

descubrir genes que confieran o aumenten la tolerancia a inundacién (Akman, et al., 2017).

Un ejemplo claro de fue el hallazgo del locus SUB1 que contiene al ERF-VII SUB1A el cual fue
identificado mediante andlisis de locus de rasgo cuantitativo (QTL) utilizando variedades de arroz,
con capacidades de tolerancia a inundacion contrastantes (Xu & Mackill, 1996).

No sélo existe diversidad genética en plantas de cultivo; las plantas modelo como A. thaliana
también ofrecen un nicho de diversidad que puede ser estudiado para desentrafiar adaptaciones
a diversas condiciones ambientales (Akman, et al., 2017). Actualmente existen 6713 ecotipos en
la coleccion TAIR de Arabidopsis (Phoenix Bioinformatics, 2019a). De tal manera Vashisht, et al.
(2011) realizaron un estudio en el que mostraron que 86 ecotipos de A. thaliana (Anexo 1) tienen
una considerable variacion natural de tolerancia a inundacién, cuantificado como supervivencia
frente a 4 a 11 dias de inundacidn. Posteriormente con el conocimiento adquirido y con las
posiciones extremas en el rango de tolerancia (sensibles: Cvi-0, Bay-0 e Ita-0, tolerantes: Lp2-6,
WSs-2 y C24) se realizé un estudio molecular que aporté informacién sobre los mecanismos
alternativos de tolerancia a inundacién (Van Veen, et al., 2016). Estos ecotipos de tolerancia
contrastante pueden ser de amplia utilidad para realizar pruebas de concepto sobre mecanismos
reguladores de la tolerancia. Lo anterior se debe a que casi todos los estudios de sobreexpresion
y transcriptoma se han realizado en A. thaliana ecotipo Col-0 que resulté ser un ecotipo de
tolerancia intermedia (Vashisht, et al., 2011) lo que ha hecho dificil aumentar mas su tolerancia
(Pefia Castro, et al., 2011). De esta forma, los ecotipos de A. thaliana mas sensibles a inundacién
(Cvi-0, Bay-0 e Ita-0) descritos por, Vashisht, et al., 2011 y van Veen, et al., 2016 pueden servir
como modelos funcionales para probar estrategias biotecnoldgicas para el aumento de la

tolerancia al estrés por inundacién.

1.5.  Arabidopsis thaliana: especie modelo.
Arabidopsis thaliana es una especie de crucifera, una diminuta maleza anual con ecotipos que se
originan en un amplio rango geografico (Figura 3) como lugares rocosos y sitios perturbados por

una variedad de climas y presiones selectivas (Vashisht, et al., 2011). Estos ecotipos presentan



una amplia variaciéon morfolégica y establecen un sistema valioso para descifrar las repuestas que
se presentan ante diversas condiciones ambientales (Akman, et al., 2017). Las investigaciones
realizadas con A. thaliana han proporcionado la secuenciacién completa de su genoma, se han
elucidado genes y las vias de desarrollo que controlan rasgos ecolégicamente importantes como
la germinacién, el tiempo de floracidn, la resistencia a las plagas y la tolerancia a diversos tipos

de estrés (Mitchell Olds & Schmitt, 2006).

Figura 3: Distribuciéon geografica de ecotipos de Arabidopsis thaliana (L.) HEYN, (Phoenix
Bioinformatics, 2019b).

1.6. Transformacidn genética de plantas
Existen diversos métodos para la transformacidn genética de plantas, la eleccion de un método u
otro depende en parte de los objetivos que se quieran alcanzar, de los recursos econdmicos,
técnicos, tejidos u organismos vegetales que se empleen, asi como de las ventajas y desventajas
que estos presenten (Tabla 1). Actualmente la biobalistica y el sistema de transferencia de genes
mediado por Agrobacterium son de las técnicas mas utilizadas para el desarrollo de plantas
transgénicas (Stewart Jr, 2016). El sistema de transferencia de genes mediado por Agrobacterium
tumefaciens es altamente eficiente para el desarrollo de plantas transgénicas. Esto es debido a
gue el sistema emplea la capacidad natural de A. tumefaciens para integrar establemente parte

de su material genético dentro del genoma de las plantas (Zhang, et al., 2006).



Tabla 1: Métodos de transformacidn genética de plantas.

Método

Procedimiento

Ventajas

Desventajas

Electroporacién
(Krassowska &
Filev, 2007)

Se emplea una corriente eléctrica
para generar permeabilidad en las
membranas, induciendo poros
transitorios, a través de los cuales,
los acidos nucleicos pueden ingresar
al interior de la célula vegetal.

Método de facil
relativamente simple.

operacion vy

Se debe emplear en protoplastos (células sin
pared). Requiere cultivo de tejidos. Baja
frecuencia de transformacion.

Microacupuntura
laser

(Kajiyama et

al. 2007)

Un microhaz laser enfocado perfora
agujeros en la pared celular lo que
permite la introduccién de &cidos
nucleicos.

Método eficiente y preciso.

Método costoso y laborioso.

Biobalistica
(Vasil, 2007)

Particulas metalicas recubiertas de
genes, las cuales se aceleran para
penetrar la pared celular para que
posteriormente los acidos nucleicos
se integren en el genoma vegetal.

Método de facil operacion. No requiere
pretratamiento de la pared celular. Es
posible la transformacién con multiples
transgenes. Se pueden emplear diversos
tejidos vegetales,no requiere la
clonacion del gen de interés en un
vector.

Método costoso, requiere suministro continuo
de consumibles, equipo especializado. El
material genético puede danarse, se producen
multiples copias de genes introducidos. Baja
frecuencia de transformacion.

Expresidn transitoria, se presentan rearreglos,
se puede presentar dafio en los tejidos.

Ultrasonicacion
(Beranova, et al.,
2008)

Se emplea ultrasonido para generar
permeabilidad en las membranas,
induciendo poros transitorios, a
través de los cuales, los acidos
nucleicos pueden ingresar al interior
de la célula vegetal.

Método de facil operacién con
frecuencia de transformacion media.

Método costoso, protocolos no estandarizados.
Los efectos fisicoquimicos del proceso pueden
ocasionar a las células formacién de radicales
libres; dafios en la pared celular; alteraciones en
la permeabilidad de la membrana.

Microinyeccion
Larik et al. 2004

Entrega directa de los 4cidos
nucleicos a la célula vegetal a través
de una pipeta de inyeccion.

Frecuencia de transformacion muy alta.
Capacidad de portar grandes
fragmentos de ADN. Eleccion de la
célula a transformar, la descarga del
ADN es precisa, el proceso se realiza
bajo control visual.

Método costoso, lento, tedioso, requiere cultivo
de tejidos, personal entrenado, equipo
especializado y mayor instrumentacion. Solo
una célula recibe el ADN por cada inyeccion.




Liposomas
(Morigaki &
Walde, 2007)

Los acidos nucleicos son
encapsulados en una esfera lipidica
(liposoma), que permite o facilita su
paso a través de la célula vegetal por
endocitosis directamente por la
pared celular, hasta el nucleo.

Proteccién de los 4cidos nucleicos
frente a nucleasas, capacidad de portar
grandes fragmentos de ADN,
biocompatibilidad con membranas; no
requiere de un portador para el DNA.

Frecuencia de transformacién muy baja,
insercion del ADN en tdndem, método lento y
laborioso.

Transferencia de

Se emplean compuestos quimicos

La transferencia directa de genes a las

Baja frecuencia de transformacién, poca

genes mediada | para generar permeabilidad en las | células evita la limitacion del rango de | reproducibilidad, limitado a protoplastos o
por compuestos | membranas, induciendo poros | hospedadores; facil de realizar, con un | pocos tipos de células vegetales, los
quimicos transitorios, a través de los cuales, | costo relativamente bajo. compuestos quimicos pueden ser téxicos para
(Chakrabarty, et | los acidos nucleicos pueden ingresar las células. Requiere de cultivo de tejidos.
al., 2008) | al interior de la célula vegetal.

Sistema Se emplea la capacitada natural de | Simplicidad de los protocolos, no | Algunos protocolos causan dafo al tejido
Agrobacterium Agrobacterium  para introducir | requiere de equipos sofisticados, se | empleado, los vectores estan disefiados solo
(Ghedira, et al., | acidos nucleicos dentro del genoma | pueden emplear diversos tejidos | para infectar el nlcleo, se requiere |la
2013a) de las plantas. vegetales, la integracién del T-ADN es | eliminacién de la bacteria de los tejidos

relativamente preciso. Generalmente se
tiene inserciones de copia simple y baja
probabilidad de rearreglos en el ADN
exogeno.

tratados, el rango de hospederos estd limitado
a que estos sean susceptibles a la infeccién. El
sistema puede ser empleado en diferentes tipos
de tejidos vegetales.




La transferencia del material genético al genoma de las plantas se hace a través del ADN-T
presente en un plasmido Ti/inductor de tumores (Ghedira, et al., 2013a; Gordon & Christie, 2014;
Stewart Jr, 2016). En la actualidad, multiples estudios para la transferencia de genes, a través del
sistema A. tumefaciens utilizan un sistema binario (Figura 4). Esta estrategia consiste en el uso de
dos plasmidos; uno de ellos, el vector binario, contiene los bordes derecho e izquierdo que
flanquean el ADN-T en el que se incluyen los genes de interés (ejemplo inserto, gen marcador de
seleccion, gen indicador y multiples sitios de clonacién), origenes de replicacién para E. coliy A.
tumefaciens, genes marcadores seleccionables para las bacterias y otros componentes
accesorios, y el otro plasmido, denominado plasmido auxiliar, es el que contiene los genes "Vir",
que son los encargados de mediar la transferencia efectiva de los genes de interés hacia las células

vegetales (Hellens, et al., 2000; Komori et al., 2007; Lee & Gelvin, 2008).

Figura 4: Sistema binario para la transferencia de genes. Abreviaturas: ori (Origen de replicacion),
Abr (Resistencia a antibiotico), Bl (Borde izquierdo), BD (Borde derecho).

La manipulacion in vitro de los vectores binarios es mucho mas simple debido a su menor tamafio
en comparacion con los plasmidos Ti intactos, por lo que ya no son necesarias las tecnologias
genéticas microbianas complejas para introducir genes de interés en el T-ADN de un plasmido
Ti. Por el contrario, los genes de interés pueden clonarse facilmente en pequefias regiones de T-

ADN dentro de vectores binarios (Hellens, et al., 2000).



1.6.1. Transformacion genética de Arabidopsis thaliana
La planta modelo A. thaliana ha sido transformada genéticamente de manera extensiva por
diferentes métodos tales como la transformacion de protoplastos tratados con polietilenglicol
para la administracion de ADN plasmidico (Damm, et al., 1989; Abel & Theologis 1994),

biobalistica (Seki, et al., 1991), asi como por el sistema Agrobacterium.

Con el sistema de transferencia de genes mediado por Agrobacterium se pueden emplear dos
métodos principales para la transformacién de A. thaliana aquellos métodos dependientes del
cultivo tisular en donde se requiere un periodo de cocultivo con explantes foliares (Valvekens, et
al., 1988) o de raices (Gelvin, 2006) y métodos in planta como el cocultivo de semillas en proceso
de germinacién (Feldmann, & Marks,1987), infiltracién al vacio (Bechtold & Bouchez, 1995),
spray floral (Chung, et al., 2000), transformacién por inoculacién floral (Narusaka, et al., 2010) o

el método Floral Dip (Clough & Bent, 1998).

Sin embargo, los métodos de transformaciéon dependientes del cultivo tisular presentan ciertas
desventajas como son la posible variacién somaclonal causada por el cultivo de tejidos, por el
contrario, los métodos in planta evitan esta situacién ya que la mayoria se realizan sobre los

tejidos florales en desarrollo de plantas adultas (Hwang, et al., 2017).

El método mas popular y ampliamente utilizado para la generacién de A. thaliana transgénicas es
el método Floral Dip esto es debido a que requiere minima manipulacion, equipos relativamente
econdmicos, pocos reactivos especializados (Ghedira, et al., 2013a) y es facilmente escalable, por
lo que permite la produccién de un gran nimero de lineas transgénicas de Arabidopsis
independientes en un periodo corto de tiempo (Hwang, et al., 2017). Y aun cuando la eficacia de
transformacion global del método Floral Dip puede no ser alta, el nimero total de semillas
producidas por una planta de Arabidopsis asegura que se puedan recuperar suficientes eventos

transgénicos incluso en un experimento de transformacion unica (Zhang, et al., 2006).

Brevemente el método Floral Dip consiste en sumergir el tejido floral joven o en desarrollo en una
solucién de A. tumefaciens, sacarosa y surfactante Silwet L-77. El surfactante facilita e incrementa
la infeccién por parte de A. tumefaciens (Diaz-Granados & Chaparro-Giraldo, 2012; Yildiz, et al.,

2016; Hwang, et al., 2017). Asi mismo, la utilidad del método Floral Dip va mas alla de las especies


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC59052/#B9

de Arabidopsis, aungue actualmente todavia se limita a especies que pertenecen a la familia

Brassicaceae (Zhang, et al., 2006).

Aun cuando la mayoria de los ecotipos de A. thaliana han sido transformados mediante el método
Floral Dip algunos ecotipos son mas dificiles de transformar que otros y por lo general no se han
identificado las variables causales de esta situacién (Bent A, 2006). En particular los ecotipos Cvi-
0 y Bay-0 no han sido transformados de manera extensiva por el método Floral Dip y en los
reportes existentes (Zuther, et al., 2004; Alonso-Blanco, et al., 2005; Boggs, et al., 2009; Strickler,
et al., 2013; Answer, et al., 2014; Rea & Nasrallah, 2015; Jakobson, et al., 2016) no se evalla la
frecuencia de transformacion, en algunos no se menciona que tipo cepa de A. tumefaciens fue
empleada y tampoco se menciona la dificultad o facilidad para su transformacion. Por otra parte,

para el ecotipo Ita-0 no se han reportado metodologias de transformacién genética.

1.7.  El uso de la transgénesis en Arabidopsis thaliana Col-0 para el estudio del estrés por
inundacién

Para elucidar los mecanismos moleculares que subyacen a la tolerancia a inundacién en las

plantas se ha utilizado ampliamente la transgénesis de A. thaliana (Col-0) empleando el método

Floral Dip, ya sea inhibiendo o sobreexpresando genes propios de A. thaliana para evaluar su

participacién e importancia durante la respuesta al estrés por inundacién, o expresando genes

heterdlogos candidatos que confieran o aumenten la tolerancia a inundacion.

Por ejemplo, Pefia-Castro, et al., (2011) realizaron un trabajo en donde utilizaron la expresion
ectdpica heteréloga de dos factores de transcripciéon (SUB1A y SUB1C) del locus SUB1 de Oryza
sativa L. en Arabidopsis thaliana (Col-0; mediante Floral Dip) para examinar la conservacién
evolutiva del papel de los ERF VII, y también para obtener informacién sobre la funcién individual
de los genes SUB1A y SUB1C. Ellos determinaron que, aunque la expresion de estos genes no
mejoré la supervivencia por inundacidn, la expresién de SUB1A inhibié la respuesta a GA y
estimulé la respuesta a ABA. En dicho estudio también se encontré que SUB1A reduce los ARNm
asociados con la induccién de la floracidn y por tanto retrasa la floracién, la cual es una parte
integral de la estrategia de quiescencia mediada por SUB1A inducida por inundacion. Ambos
comportamientos se observan en Oryza sativa L. Encontraron puntos en comun en los procesos
de desarrollo y las respuestas ambientales reguladas por SUB1A en A. thaliana y Oryza sativa L.

Los resultados del estudio demuestran que los ERF VII actiuan en redes conservadas



evolutivamente que integran las respuestas al estrés abidtico con el desarrollo. Por otra parte,
Juntawong, et al., (2020) caracterizaron la funcién de los ERF VII de Jatropha curcas (JCERFVII 1-
3) como genes candidatos para la ingenieria genética de J. curcas para aumentar su tolerancia a
inundacion, asi como la funcién individual de los genes y el impacto de la modificacion N-terminal
hacia una respuesta de concentraciones bajas de oxigeno, expresandolos heterologamente en A.
thaliana (Col-0; mediante Floral Dip). Este estudio reveld que las tres proteinas JCERFVII son
sustratos de la via de la regla del extremo N, ademas la sobreexpresién de JCERFVII2 confirid
tolerancia al estrés por bajas concentraciones de oxigeno en Arabidopsis. Reportaron que
JCERFVII2 es un factor de transcripcion sensible a inundacion regulado por la regla del extremo N
que modula la expresion de multiples genes sensibles al estrés; por lo tanto, es un gen candidato

potencial para el mejoramiento molecular de multiples cultivos sensibles al estrés por inundacion.

Otro uso de la transgénesis de A. thaliana es para comprender el mecanismo en la deteccién y/o
sefializacion molecular del estrés por inundacion, por ejemplo, sobreexpresando los ERF VII
de Arabidopsis, lo cual puede llegar a mejorar la tolerancia al estrés por inundaciones. De tal
forma, Licausi, et al.,, 2011 mostraron que la via de la regla del extremo N dependiente de
ubiquitina para la degradacién de proteinas, funciona como un mecanismo de deteccidon de
oxigeno en A. thaliana, al identificar un sistema de deteccion de oxigeno que conduce a cambios
en la estabilidad del factor de transcripcion RAP2.12 (perteneciente a ERF VII), que regula la
expresion del gen hipdxico y la posterior adaptacion de las plantas de Arabidopsis a niveles bajos
de oxigeno. Para esto sobreexpresaron RAP2.12 y manipularon la secuencia de aminoacidos N-
terminal de RAP2.12 en A. thaliana (Col-0; mediante Floral Dip). La sobreexpresion de RAP2.12
aumenté la tolerancia a la inmersién con respecto al control de silvestre, como lo demostré el
mayor numero y peso seco de plantas que se recuperaron después de la sumersion, lo cual se
explica por la induccién mas rapida y fuerte de genes que responden a la hipoxia durante el
tratamiento de inmersién. De manera similar Paul, et al., 2016, demostraron que el
funcionamiento de RAP2.12 como sensor de oxigeno es indispensable para optimizar el
rendimiento metabdlico y el crecimiento de las plantas tanto en condiciones norméxicas como
hipdxicas, para lo cual compararon plantas de A. thaliana (Col-0) que sobreexpresan formas de
RAP2.12 sensibles e insensibles a la via de la regla del extremo N, los resultados de la

sobreexpresidn en condiciones normdxicas de RAP2.12 insensible a la via de la regla del extremo



N conducen a la expresién de genes andxicos, aumentando las actividades de las enzimas
fermentativas y por tanto aumentando la acumulacién de productos de fermentacién con lo cual
se conduce a la disminucion de almiddn y se restringe el crecimiento de la planta, por el contrario
estos efectos no aparecieron para la sobreexpresion de RAP2.12 sensible a la via de regla del
extremo N. Se concluyd que la regulacién de la fermentacién es necesaria para evitar que la
fermentacién aerdbica desperdicie energia y reservas de carbono, esto es importante para
permitir una mejor supervivencia, mantener el crecimiento, desarrollo y resistencia en
condiciones de estrés andxico. Ademds, proporcionaron evidencia de que la deteccidon de
oxigeno, mediada por la estabilizacién de RAP2.12, regula los procesos metabdlicos centrales,
como la respiracion, el ciclo del acido tricarboxilico y el metabolismo de los aminodcidos, asi como
los niveles de metabolitos inmunorreguladores. Por otra parte, Gonzali, et al., (2015) realizaron
un estudio en A. thaliana Col-0 para comprender la funcidn molecular de una proteina de estrés
universal sensible a hipoxia 1 (HRU1) la cual es inducida por la estabilizacién de RAP2.12 (ERF VII)
bajo condiciones de hipoxia, para esto emplearon mutantes knockout de HRU1, asi como la
sobrexpresion de HRUL. Los resultados demostraron que HRU1 contribuye al control de la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en niveles bajos de oxigeno, asi como que las
mutaciones las de HRU1 alteran la produccién de perdxido de hidrégeno y por tanto se reduce la
tolerancia a la sumersién y a la anoxia. La induccidon de HRU1 al depender de la estabilizacion de
RAP2.12 en condiciones de anoxia representa un vinculo entre la deteccidon de oxigeno vy la

produccién de ROS bajo anoxia.

El uso de mutantes también es de utilidad para caracterizar y obtener informacién sobre
mecanismos bioldgicos expresados durante la sumersion / hipoxia. Por ejemplo, Vicente, et al.,
(2017) empleando A. thaliana Col-0 y Hordeum vulgare (mutantes y transgénicas) demostraron
gue la estabilizacion de los ERF VII, y por tanto la via de la regla del extremo N, influye en el
crecimiento, el desarrollo, asi como en la respuesta de las plantas a diversos tipos de estrés
abidtico (salinidad, sequia, inundacioén, temperaturas bajas y altas). De igual forma evidenciaron
que los ERFVII actian como sensores de NO a través de la via de la regla del extremo N. Para esto
redujeron la actividad de la enzima nitrato reductasa en respuesta a estrés abidtico, lo que resultd
en niveles reducidos de NO y por consiguiente la estabilizacién de los sustratos de la regla del

extremo N. Por otra parte, Tsai, et al., (2016) estudiaron los genes (GDH1, GDH2 y GDH3) que



codifican la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) como parte de los objetivos putativos de
ETHYLENE INSENSITIVE3 (EIN3) durante la anoxia y posterior reoxigenacién, para lo cual
emplearon mutantes de A. thaliana gdhl1gdh2, ein2-5y ein3eill. Sus resultados revelaron el papel
esencial de GDH en la reposicién del ciclo del acido tricarboxilico a través de su actividad
enzimatica de desaminacidn, asi como la importancia de GDH durante la recuperacién del estrés
por concentraciones bajas de oxigeno. Adicionalmente caracterizaron la relacidon entre la
sefializacion de etileno y GDH; los resultados de los ensayos enzimaticos mostraron que el nivel
de GDH durante la anoxia-reoxigenacién disminuyé en los mutantes ein2-5 y ein3eill (insensibles
al etileno). Ademas, empleando mutantes gdhlgdh2 (actividad GDH no significativa) encontraron
que La pérdida de actividad de GDH provoca dafios en las plantas durante la reoxigenacién
posterior a inundacidén, asi como una reposicién ineficaz del ciclo del acido tricarboxilico, un
metabolismo de carbohidratos alterado, una biosintesis reducida de fitosteroles y una
regeneracion de energia retardada. En un andlisis posterior se indicdé que la actividad de
desaminacion de GDH regenera el 2-oxoglutarato, que es un cosustrato que facilita la
descomposicién de la alanina por la alanina aminotransferasa por lo que GDH participa en la

reposicidn del ciclo del acido tricarboxilico durante la reoxigenacion.

1.8. Transformacién de diferentes ecotipos de Arabidopsis thaliana para el estudio del
estrés por inundacion

Diversos estudios han demostrado que la tolerancia al estrés por inundacién depende de varias
adaptaciones que regulan la expresion génica y fisiolégica posterior a la inundacién (Xu et al,,
2006; Nakano et al., 2006; Hattori et al., 2009; Voesenek and Bailey-Serres 2015). Por lo tanto,
para comprender la base genética de los mecanismos que subyacen a la tolerancia a inundacién
es crucial revelar genes adaptativos mediante el uso de plantas modelo con variaciones naturales
genéticas en su tolerancia a inundacién (Akman, et al., 2017), tal como Arabidopsis thaliana pues
sus ecotipos muestran una variacion considerable en la capacidad para tolerar la sumersion
completa, lo cual convierte a A. thaliana en una buena especie para identificar, caracterizar genes
y para estudiar los mecanismos que contribuyen a la supervivencia bajo el agua (Vashisht, et al.,

2011).

La mayor parte de los estudios que emplean la transgénesis de A. thaliana para comprender los

mecanismos moleculares que subyacen a la tolerancia a inundacién emplean el ecotipo Col-0. No



obstante resulto ser un ecotipo de tolerancia intermedia (Vashisht, et al., 2011), lo cual hace dificil
aumentar mas su tolerancia a inundacién (Pefia-Castro, et al., 2011). Desafortunadamente la
transgénesis de otros ecotipos de A. thaliana distintos de Col-0 para el estudio del estrés por
inundacion empleando el método Floral Dip no es tan eficiente (Clough & Bent, 2008; Ghedira, et
al., 2013a). Para el método Floral Dip se deben tener en cuenta algunos factores importantes que

pueden influir directamente en el éxito de la transformacion.

La cepa de A. tumefaciens utilizada puede influir significativamente en la eficiencia de la
transformaciéon genética, pues la virulencia, asi como las diferencias estructurales vy
organizacionales del ADN-T y otros factores genéticos, tanto de la planta como de la bacteria,
pueden ser distintos y mermar su capacidad de infeccién. El origen de los plasmidos Ti también
influye en la frecuencia de transformacién (Ghedira, et al., 2013a; Martirena Ramirez & Veitia,

2013).

La recalcitracia de algunos ecotipos de A. thaliana para la transformacién por Floral Dip podria
ubicarse a nivel de la inflorescencia (morfologia) esto es debido a que el objetivo principal de
Agrobacterium durante la transformacion es el gametofito femenino presente dentro de los
ovulos (Desfeux, et al., 2000). La etapa fisiologica de Arabidopsis, y en particular el estado de
desarrollo floral es de suma importancia pues los tejidos reproductivos femeninos son mas
susceptibles en etapas tempranas de la floracién (Ghedira, et al., 2013a). También se puede
especular que la variabilidad en las frecuencias de transformacion se debe al nimero variable de
flores en distintas etapas de desarrollo que tiene A. thaliana, en las cuales los évulos son
accesibles a Agrobacterium y en las cuales las condiciones son favorables para llevar acabo la
transferencia de ADN (Yew, et al., 2018), pero también podria deberse a una respuesta de defensa
de Arabidopsis activada durante la infeccion por Agrobacterium (Adam et al. 1999; Chung et al.,
2005; Citovsky et al. al. 2007). Una mejor comprensién de estos parametros podria descifrar los
mecanismos que subyacen al método de transformacion Floral Dip para ecotipos de Arabidopsis

recalcitrantes (Ghedira, et al., 2013a).



2. JUSTIFICACION.

Debido a la ubicacidn geografica de México (entre los océanos Pacifico y Atlantico) y su forma
territorial, es un pais propenso a sufrir eventos climaticos como lluvias y huracanes que se
traducen en elevados riesgos de inundaciones. Se espera que como consecuencia del cambio

climdtico la secuencia de este tipo de eventos aumente.

La inundacidén es un factor abidtico que afecta gravemente a las plantas, y es el segundo desastre
natural que causa mds dafos a los cultivos. Por esta razdon se buscan estrategias biotecnoldgicas
para aumentar su tolerancia a inundacién, pues a menos que se desarrollen nuevas variedades

de cultivos capaces de soportar el estrés abidtico, la productividad se vera gravemente afectada.

La exploracion de la variacidn natural (genética y fenotipica) en las respuestas de las plantas al
estrés por inundacién brinda nuevos conocimientos sobre las multiples capas de procesos
regulatorios que se coordinan genéticamente. Este conocimiento se puede emplear para mejorar
la resistencia de los cultivos a las inundaciones. En la literatura existe el reporte de las posiciones
de 86 ecotipos de A. thaliana en el rango de tolerancia a inundacion; los ecotipos Cvi-0, Bay-0 e
Ita-0 fueron clasificados como sensibles a inundacién. Estos 3 ecotipos constituyen valiosos
modelos funcionales para probar estrategias biotecnoldgicas que aumenten la tolerancia al estrés
por inundacién. Ademas, su uso estandarizado en pruebas de transformacién genética constituird
una alternativa al uso del ecotipo mas utilizado para probar este tipo de estrategias, que es Col-

0, que ya es de tolerancia media a inundacidn.

No obstante, para estos tres ecotipos en particular, no se han reportado metodologias de
transformacion genética detallados que puedan ser usados de manera rutinaria para probar
procesos biotecnolégicos moleculares. Por lo tanto, es de suma importancia establecer métodos

de transformacion genética para ellos.



3. HIPOTESIS.

Los ecotipos de Arabidopsis thaliana sensibles a la inundacién (Cvi-0, Bay-0 e Ita-0) tendran
diferentes susceptibilidades de transformacién con cepas de Agrobacterium tumefaciens

(EHA105, GV2260 y GV3101).

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Conocer la frecuencia de transformacidon del protocolo Floral Dip en los ecotipos de

Arabidopsis thaliana sensibles a inundacién (Cvi-0, Bay-0 e Ita-0).

4.2. Objetivos especificos.

a) Analizar la tolerancia a la inundacién que tienen los ecotipos de Arabidopsis thaliana (Cvi-
0, Bay-0 e Ita-0) reportados como sensibles a la inundacién con respecto a Col-0.

b) Transformar genéticamente a cepas de Agrobacterium tumefaciens (GV3101, GV2260 y
EHA105) con el vector binario (plasmido) pCAMBIA1105.1.

c) Agrotransformar los ecotipos de Arabidopsis thaliana Cvi-0, Bay-0, Ita-0 (sensibles a
inundacion) mediante el método Floral Dip.

d) Determinar la frecuencia de transformacién que tendrdn los ecotipos de Arabidopsis
thaliana (Cvi-0, Bay-0 e Ita-0) sensibles a inundacion con 3 cepas distintas de

Agrobacterium tumefaciens (GV3101, GV2260 y EHA105) con respecto a Col-O0.



5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Figura 5: Estrategia experimental.



6. METODOLOGIA

6.1.  Material biolégico

Las semillas de A. thaliana (Cvi-0, Bay-0 e Ita-0) se obtuvieron del Centro de recursos bioldgicos
de Arabidopsis (ABRC) con niumero de catalogo CS76789, CS78406 y CS28363, respectivamente.
Las cepas de A. tumefaciens (GV2260, GV3101 y EHA105) fueron donadas por la Dra. Alejandra
Alicia Covarrubias Robles del Departamento de Biologia Molecular del Instituto de Biotecnologia
de la Universidad Nacional Auténoma de México. El vector binario (pldsmido) pCAMBIA1105.1
fue donado por el Dr. Edgar Garcia Lépez del Instituto de Biotecnologia de la Universidad del

Papaloapan, campus Tuxtepec.

El vector binario pCAMBIA1105.1 (Figura 6) les confiere a las bacterias (E. coli y A. tumefaciens)
transformadas, resistencia a espectinomicina y estreptomicina; el T-ADN les confiere a las células

vegetales transformantes resistencia a higromicina.

6.1.1. Desinfeccion y condiciones de crecimiento para semillas de Arabidopsis thaliana

Las semillas se desinfectaron con un lavado de etanol al 70% durante 5 minutos, seguido de otro
con hipoclorito de sodio al 50% por 2 minutos. Posteriormente las semillas se enjugaron
rapidamente 5 veces con agua destilada estéril. Las semillas se incubaron por 7 dias a 4° C para

sincronizar el proceso de dormancia y germinacién.

Después de la incubacion se plaguearon ~30 semillas por cada caja Petri en 40 mL de medio MS
0.5X (sacarosa 1%, sales Murashige-Skoog 0.5X, pH 5.7, agar 1%). Las semillas A. thaliana
utilizadas para los ensayos de inundacién se colocaron verticalmente bajo fotoperiodo corto (8h
luz/16h oscuridad) por 10 dias para retrasar la floracion. Las semillas A. thaliana utilizadas para el
Floral Dip se colocaron horizontalmente bajo fotoperiodo largo (16h luz/8h oscuridad) por 7 dias
para estimular la floracién. La incubacién de las semillas de A. thaliana para ambos experimentos

fue a 23°C, con una humedad relativa del 60% bajo régimen luminico de 150 pmoles m2s2.


http://www.ibt.unam.mx/server/PRG.base?tipo:doc,dir:PRG.curriculum,par:crobles
http://www.ibt.unam.mx/server/PRG.base?tipo:doc,dir:PRG.curriculum,par:crobles

Figura 6: Plasmido pCAMBIA1105.1. Solo se muestran los componentes mas relevantes para este
trabajo. Abreviaturas: LB T-ADN repeat (Borde izquierdo), RB T-ADN repeat (Borde derecho), SmR
(Gen que codifica aminoglucdsido adenililtransferasa que confiere resistencia a espectinomicina 'y
estreptomicina), HygR (Gen que condifica higromicina B fosfotransferasa que confiere resistencia
a higromicina), ori (Origen de replicacion), EcoR/Bglll (Indican sitios de restriccion en el plasmido).
Los bordes izquierdo y derecho flaquean al T-ADN. El vector binario utilizado tiene una longitud de
13283 pb ya que este plasmido tiene integrado un gen de 1146 pb de tamafio.

6.2.  Ensayos de inundacién
Para comprobar la tolerancia del estrés por inundacién en oscuridad que tienen los ecotipos de
A. thaliana Cvi-0, Bay-0, Ita-0 (sensibles a inundacién) y Col-0 (tolerancia media a inundacidn)

reportados por Vashisht, et al., 2011 se realizaron pruebas de inundacidn de la siguiente forma.

Se desinfectaron semillas de A. thaliana por ecotipo (Bay-0, Col-0, Cvi-0 e Ita-0) y se plaquearon
en cajas Petri con medio MS, tal como se describid en el apartado 6.1.1., para luego trasplantar
las plantulas a una mezcla Sunshine #3 — perlita 3:1 previamente esterilizada (121°C y 275 Kpa

por 60 min) y adicionada con fertilizante NPK 12:12:17 (Nitrofoska) al 3% p/p.

Para todos los ensayos, las macetas se rotularon (ecotipo y fecha de siembra), se les colocaron
piedras al fondo para evitar su flotacion y se llenaron con sustrato al tope. Se trasplantaron 4

plantulas de A. thaliana por maceta, las plantulas permanecieron en condiciones controladas en



el cuarto de crecimiento del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad del
Papaloapan (23°C, con una humedad relativa del 60% bajo régimen luminico de 150 umoles m2s°
1, fotoperiodo corto 8h luz/16h oscuridad y un régimen de riego de cada dos dias) durante 2

semanas hasta su utilizacién en los ensayos de inundacion.

Un dia antes del comienzo del ensayo de inundacién se colocé una cama de arena en todas las
macetas requeridas, por encima del sustrato para evitar que flotara. Se seleccionaron 3 macetas
homogéneas por cada ecotipo por cada dia de colecta para sumersidon completa en oscuridad, 2
macetas homogéneas por cada ecotipo por cada dia de colecta para control de oscuridad y 3
macetas por ecotipo para control de luz. Las macetas que se destinaron para sumersion completa
en oscuridad se colocaron de manera aleatoria (para lo cual a cada maceta se le asigné un
numero, del 1 hasta agotar las macetas, posteriormente se utilizé el programa Excel 2013 para
generar numeros aleatorios que corresponden a las posiciones de las macetas en las tinas) en
tinas de 45 cm de alto que se llenaron con agua de la llave filtrada por filtros Hydronet (Rotoplas)

un dia antes del inicio del ensayo. Una vez llenas las tinas las macetas se sumergieron lentamente.

Las macetas que se destinaron para el control de oscuridad se colocaron en tinas iguales sin agua
en el mismo cuarto de crecimiento. El rescate del estrés tuvo lugar en puntos de tiempo
predeterminados (que se indica en las secciones correspondientes) mediante la extraccion de 3
macetas por punto de tiempo por ecotipo (inundadas y controles). Las macetas se ordenaron en
charolas y crecieron lado a lado con sus controles; la recuperacién de las plantas fue en el cuarto

de cultivo con las condiciones previamente descritas.

Se realizaron 3 ensayos de inundacién. El primero determind el tiempo de estrés donde se
observaron cambios fisioldgicos determinantes en un rango de 1- 12 dias de estrés. El segundo y

tercer ensayo se realizé con 1-6 dias de estrés.

6.2.1. Datos fisioldgicos

Para analizar los efectos de la inundacidn sobre la respuesta fisioldgica de A. thaliana, se registré
el niumero de hojas totales, hojas afectadas (necrosis, clorosis) y hojas sanas para generar un
indice de dafio, el cual se determind calculando el niumero total de hojas por individuo/ecotipo
antes y después de 0 y 6 dias de recuperacidon posteriores al estrés por inundacion (indicado en

secciones correspondientes), posteriormente se cuantificd el porcentaje de hojas sanas,



clordticas y necroticas, finalmente se realizdo un promedio total de los respectivos porcentajes
(hojas sanas, necrosis y clorosis). Se realizaron comparaciones entre Col-0 vs Bay-0, Cvi-0 o Ita-0
con el mismo tipo de media mediante pruebas t de student (p<0.05) para determinar si existian
diferencias significativas, antes del estrés por inundacién, asi como para 0 y 6 dias después del

estrés por inundacion.

Asi mismo se determind el porcentaje de supervivencia para generar el tiempo letal 50
(http://ic50.tk). Se tomaron datos fisioldgicos un dia antes del ensayo de inundacidn, al finalizar
el ensayo, y seis y doce dias después. Las macetas se fotografiaron cada uno de los dias en los que

se tomaron los datos.

6.3.  Clonacién del vector binario pPCAMBIA1105.1 en Escherichia coli One shot Top 10
El vector binario pCAMBIA1101.5 se clond en E. coli One shot Top 10 (Thermo Scientific, cat.

K240020) por medio de un choque térmico, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se descongeld en hielo un vial de 50 L de células quimicamente competentes One Shot, pues
estaba almacenado a -80° C. Posteriormente se agrego el vector binario pCAMBIA1105.1 (3 uL,
25 ng) directamente en el vial y se mezclé golpedndolo suavemente, el vial se incubé en hielo por
30 minutos y luego se aplicd un choque térmico a 42°C por exactamente 30. Al terminar se colocé
inmediatamente en hielo por 2 minutos. De manera aséptica se anadieron 250 pL de medio SOC
y se incubé de manera horizontal a 37 °Ca 225 rpm por 1 h. Finalmente se distribuyé un volumen
de 20 pL en placas de agar LB + 50 pg/mL de espectinomicina (a partir de un stock de 100000
pug/mL). El contenido agregado se esparcio con un asa de vidrio, y las cajas de Petri se incubaron
toda la noche a 37 °C. Las colonias que crecieron se analizaron como se describe en la siguiente

seccion.

6.3.1. Extraccién de ADN plasmidico de Escherichia coli mediante lisis alcalina

Se seleccionaron clonas transformadas, se pasaron a cajas nuevas de agar LB + 50 pg/mL
espectinomicina y se incubaron a 37°C por 24 h.

Las clonas que crecieron en las cajas con espectinomicina fueron inoculadas por separado en 5
mL de caldo LB + 50 pg/mL de espectinomicina y se incubd a 37°C, 180 rpm, por 24 h, para generar
células y asi extraer el plasmido. Cada clona se recuperd en un Unico microtubo mediante

centrifugaciones secuenciales a 12000 rpm por 2 minutos hasta agotar el contenido del tubo,



desechando el sobrenadante, obteniendo asi el sedimento de bacterias. El paquete bacteriano se
resuspendid (agitando con vértex) en 100 plL de solucién alcalina de lisis | (Anexo 1). En seguida
se agregaron 200 pL de solucién de lisis alcalina Il (Anexo 1) y la solucidn se mezclé manualmente
invirtiendo el contenido 10 veces. Finalmente se agregaron 150 pL de solucién alcalina Il (Anexo
1). La solucién se mezclé manualmente invirtiendo el contenido varias veces. Luego los

microtubos se incubaron en hielo durante 5 minutos.

La mezcla del lisado bacteriano se centrifugd a 12000 rpm por 5 minutos a 4° Cy el sobrenadante
se recuperd en nuevos microtubos, posteriormente se agregaron 450 pL de Fenol: Cloroformo:
alcohol isoamilico (25:24:1), se mezclaron las fases que se formaron mediante agitaciéon con
vortex. La emulsion se centrifugd a 12000 rpm por 2 minutos a 4° C y la fase acuosa se recuperé
en un nuevo microtubo. Los acidos nucleicos se precipitaron de esta fase agregando 1 mL de
etanol (grado molecular) a temperatura ambiente, la mezcla se homogeneizé con ayuda del
vortex y se dejo reposar por 2 minutos a temperatura ambiente. Los acidos nucleicos se
recuperaron mediante centrifugacién a 12000 rpm por 5 minutos a 4° C. El sobrenadante se
desecho teniendo cuidado que el pellet no se removiera. Se agregd 1ml de etanol (grado
molecular) al 70% al pellet y se mezclé varias veces mediante inversion, el ADN se recuperé
mediante centrifugacion a 12000 rpm por 2 minutos a 4° C, el sobrenadante se elimind
completamente por decantacion y se retird cualquier gota de etanol dejando secar los tubos a

temperatura ambiente por ~10-15 minutos.

Cuando el pellet estuvo completamente seco, se agregaron 30 plL de agua libre de nucleasas y se
afiadié 1 pL de RNAsa (10mg/mL). Posteriormente el microtubo con la mezcla se incub6 a 37° C
por 30 minutos, y se midié la concentracién y pureza del ADN plasmidico utilizando el

espectrofotémetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

6.3.2. Digestion del vector binario pPCAMBIA1105.1

Para la confirmacién del vector binario pCAMBIA1105.1, se realizé una reaccion de digestion
doble con las enzimas de restriccién EcoRI (Promega, cat. R6011) y Bglll (ThermoScientific, cat.
ER0081), que se eligieron debido a que el vector posee sitios de corte en su secuencia para dichas

enzimas, esperando obtener patrones de bandeo caracteristicos.



Se prepararon diluciones de 20 pL por cada muestra ADN plasmidico para obtener una
concentraciéon de ~1 pg/uL. En microtubos se realizaron reacciones de digestion doble por cada
clona a analizar, bajo las siguientes condiciones: 6 uL de agua libre de nucleasas, 2 pL de buffer
10x O, 1 uL (10 U) de enzima Bglll, 1 uL (12 U) de enzima EcoRl y 10 pL del ADN plasmidico diluido;

inmediatamente se incubd la mezcla durante 1 ha 37° C.

La digestidn se verificd por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se cargaron los 20 pL de la
reaccion mas 4 uL de buffer 6X en un gel de agarosa 1% (p/v). Se utilizé como amortiguador de
corrida TAE 1X (Anexo 2). Las muestras fueron corridas a voltaje constante de 100 V, de 30 a 40
minutos. Al término de la electroforesis, el gel se revelé con una solucién de bromuro de etidio
(0.5 pug/mL), posteriormente se realizaron lavados con agua destilada, y finalmente el gel fue

observado en un fotodocumentador (Syngene Ingenius LHR) mediante el programa GeneSnap.

6.3.3. Purificacién del vector binario pCAMBIA1105.1

Para realizar la transformacion de las cepas de A. tumefaciens se requirié que el plasmido tuviera
una alta pureza, por lo que se realizé una segunda extraccion de ADN plasmidico de las clonas
previamente confirmadas, se utilizé el kit de extraccién QlAprep Spin Miniprep Kit (50) (QIAGEN,
cat. 27104). Se inocularon 5 mL de medio liquido LB + 50 ug/mL de espectinomicina con las clonas
de E. coli confirmadas, el medio se incubé toda la noche a 28° C a 180 rpm, las células se
recuperaron por centrifugacion a 8000 rpm por 3 minutos. El sedimento de células se resuspendié
en 250 L de buffer P1 en un microtubo de 1.5 mL y se mezclé con el vértex hasta que las células
se resuspendieron completamente en el buffer. Se afiadieron 250 pL del Buffer P2 y se mezcld
invirtiendo suavemente el tubo varias veces, cuidando de no dejar que la reaccidén excediera mas

de 5 minutos.

Se anadieron 350 plL del buffer N3 e inmediatamente se mezclé invirtiendo el tubo 6 veces. La
suspension se centrifugd a 13000 rpm por 10 min. Se aplicaron 800 uL del sobrenadante a una
columna de Qiaprep 2.0, se centrifugd por 60 s y se descarté el sobrenadante. Se lavé la columna
con 500 uL de Buffer PB y se centrifugd 60 s, descartando el eluato. Se afiadieron 750 ul de Buffer
PE y se centrifugd por 1 minuto. Se descartd el eluato y se realizd una centrifugacion adicional
por 1 minuto para remover el buffer residual. Por ultimo, se colocaron las columnas en un tubo
limpio de microcentrifuga y para eluir del ADN se anadieron 50 uL de buffer EB (10 mM Tris-Cl,

pH 8.5), se dejd reposar por 1 minuto y se centrifugd por 1 minuto.



Finalmente se midieron las concentraciones en el espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo

Scientific) y se realizaron alicuotas del ADN plasmidico para su posterior utilizacion.

6.4. Resistencia natural de Agrobacterium tumefaciens (GV3101, GV2260 y EHA105) a
estreptomicina y espectinomicina

Previo al proceso transformacion de A. tumefaciens, se probd la posible resistencia natural de las

cepas frente a los antibidticos (estreptomicina 100 pg/mL y espectinomicina 50 pg/mL) que

funcionan como marcadores de seleccion. Para ello, se inocularon las cepas en cajas de agar LB +

antibidtico tal como se muestra en la tabla 2, las cajas se incubaron a 28 °C por 24 horas.

Tabla 2: Ensayo para probar la resistencia natural de las cepas de Agrobacterium tumefaciens.

Cepade A. Espectinomicina Estreptomicina Sin antibidtico
tumefaciens (50 pg/mL) (100 pg/mL)
GV3101 2 Cajas 2 Cajas 2 Cajas
GV2260 2 Cajas 2 Cajas 2 Cajas
EHA105 2 Cajas 2 Cajas 2 Cajas

6.5. Transformacién de cepas Agrobacterium tumefaciens (GV3101, GV2260 y EHA105) con el
vector binario pCAMBIA1105.1

6.5.1. Preparacién de células electrocompetentes

Se inocularon 5 mL de medio liquido LB por cada cepa de A. tumefaciens utilizada, el medio se
incubd por 24 h a 28° C a 180 rpm. Posteriormente se inocularon 25 mL de medio liquido LB (por
cada cepa utilizada) con el medio anteriormente preparado, el medio se incubé a 28° C, a 180
rpm y se monitoreo la densidad éptica mediante espectrofotometria (UNICO Spectrophotometer
UV2150) hasta 0.5 - 0.7 a 600 nm. Una vez alcanzada la densidad éptica, el medio se vacié en
tubos conicos estériles de 15 ml, que fueron enfriados en hielo durante 30 minutos.
Posteriormente el medio se centrifugd a 5000 rpm por 20 minutos a 4° C, desechando el
sobrenadante hasta agotar el contenido del matraz. El paquete celular se resuspendié en 15 mL
de agua desionizada, estéril y fria y se realizé una segunda centrifugacién (5000 rpm, 20 min. y 4°
C) el sobrenadante se desechd y el paquete celular se resuspendiéo en 7.5 mL con agua
desionizada, estéril y fria y se centrifugd una tercera vez (5000 rpm, 20 min. y 4° C). El

sobrenadante se desechd y el paquete celular se resuspendié en 1.5 mL de glicerol frio al 70%, y



se centrifugd una cuarta vez (5000 rpm, 20 min. y 4° C). El sobrenadante se desechd y el paquete
celular se resuspendié en 150 ulL de glicerol frio al 10%. Finalmente se hicieron alicuotas de 40 pL

en microtubos estériles, mismas que se almacenaron a -80° C.

6.5.2. Electroporacion de células electrocompetentes

La electroporacién se realizé en células electrocompetentes de las 3 cepas de A. tumefaciens, con
y sin el vector binario pCAMBIA1105.1.

Se adicionaron 2 pL (a una concentracidn de 50 ng/uL) del vector binario pCAMBIA1105.1 a 48 pL
de células electrocompetentes de A. tumefaciens. La mezcla se pasdé a una cubeta de
electroporacién de 0.1 mm de espesor previamente enfriada a 4°C. Las células se transformaron
por electroporacion con las siguientes condiciones: 4.8-5 kV de 5-5.8 ms. (MicroPulser, BIO -Rad).
Inmediatamente, las células se resuspendieron en 1 mL de medio LB liquido y se incubaron en
agitacién a 28°C, 200 rpm, por 3 h. Posteriormente, cajas de agar LB con y sin espectinomicina
(SPT) 50 pg/mL, se inocularon con 200 uL de las células previamente electroporadas, como se

indica en la tabla 3. Estas cajas se incubaron en oscuridad a 28° C por 48 horas.

Tabla 3: Electroporacion de cepas de Agrobacterium tumefaciens.

Cepa EHA105 Cepa GV2260 Cepa GV3101

S/antibiético SPT S/antibiético SPT S/antibiético SPT

S/Vector binario 1 caja 1 caja 1 caja

pCAMBIA1105.1 2 cajas 2 cajas 2 cajas 2 cajas 2 cajas 2 cajas

Se seleccionaron las clonas transformadas, se pasaron a cajas nuevas de agar LB + 50 pug/mL de
espectinomicina y se incubaron a 28°C por 48 h. en oscuridad para la confirmacién de la

transformacion mediante extraccién de ADN plasmidico y su digestidn con enzimas de restriccién.

6.5.3. Extraccion de ADN plasmidico de Agrobacterium tumefaciens (GV2260, GV3101 y EHA105)
mediante lisis alcalina

Se inocularon 10 mL de medio LB liquido + 50 ug/mL de espectinomicina por cada colonia de cada

cepa analizada y se incubaron 48 h a 28° C a 180 rpm. La extraccién del ADN plasmidico se llevd

acabo como en el apartado 6.3.1. La concentracién y pureza del ADN plasmidico se cuantificé con

ayuda del nanodrop.



6.5.4. Digestion del vector binario pPCAMBIA1105.1
Para la confirmacién del vector binario pPCAMBIA1105.1 se realizé una reaccion de digestion doble
con las enzimas de restriccidon EcoRI (Promega, cat. R6011) y Bglll (ThermoScientific, cat. ER0081),

tal como se describe en la seccion 6.3.2.

6.6. Disefio experimental para la agrotransformacion de ecotipos de Arabidopsis thaliana por
Floral Dip

Se realizaron 6 tandas de transformaciones (independientes) siguiendo las combinaciones de la

figura 7. Se realiz6 una unica tanda de transformacion en A. thaliana Col-0 utilizando las 3 cepas

de A. tumefaciens (GV3101, GV2260 y EHA105).

Figura 7: Combinacion de cepas de Agrobacterium tumefaciens y ecotipos de Arabidopsis thaliana.

6.7. Siembra de ecotipos para su agrotransformacion mediante Floral Dip

Las semillas de A. thaliana (Bay-0, Col, Cvi-0 e Ita-0) se desinfectaron, incubaron y germinaron
segln el apartado 6.1.1. para luego trasplantar las plantulas a un sustrato sélido seguin el apartado
6.2. Se colocaron ~8 plantulas por maceta y se cultivaron en el cuarto de crecimiento del
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad del Papaloapan (23°C, con una humedad
relativa del 60% bajo régimen luminico de 150 pmoles m-2s-1, fotoperiodo largo 16h luz/8h
oscuridad y un régimen de riego cada dos dias) durante ~ 4 semanas hasta que las inflorescencias
estuvieron listas. Para aumentar el nimero de inflorescencias se cortd la inflorescencia primaria
al finalizar la 3er semana; esto produjo un mayor nimero de inflorescencias secundarias. El
tratamiento de las plantas con la suspension de Agrobacterium se realizé 8 dias después de cortar

la inflorescencia primaria mediante el método del Floral Dip.



6.7.1. Preparacion de las suspensiones de Agrobacterium tumefaciens (GV3101, GV2260 y
EHA105), sacarosa y Silwet L-77
Se prepararon 3 tubos (uno por cada cepa) con 5 mL de medio liquido LB + 50 ug/mL de
espectinomicina y éstos se inocularon con las cepas transformadas de A. tumefaciens; los tubos
se incubaron en oscuridad a 28°C durante 48 h y 180 rpm. Se prepararon 3 matraces (uno por
cada cepa) con 500 mL de medio liquido LB con espectinomicina, éstos se inocularon con los 5 mL
del cultivo obtenido previamente. El medio se incubé en oscuridad a 28°C por ~36 h, durante las
cuales se realizd el monitoreo de la densidad dptica a 600nm hasta que se encontré entre 1.5y

2.0.

Después de haber alcanzado la densidad éptica, el medio se centrifugd a 4000 g durante 10
minutos a temperatura ambiente, el sobrenadante se desechd y el paquete celular se resuspendid
suavemente en 500 mL de una solucién de sacarosa al 5% (peso/volumen) que se prepard al
momento. A esta solucidn se agrego Silwet L-77 a una concentracion de 0.02%, y se mezcld hasta

obtener una solucién homogénea.

6.7.2. Inmersién floral

Las inflorescencias de los ecotipos de A. thaliana se sumergieron durante 10 segundos con
agitacién suave en la suspensiéon de células de A. tumefaciens-sacarosa-Silwet L-77.
Posteriormente se drend el exceso durante ~5 segundos. Las plantas tratadas con la suspensién
se envolvieron con una pelicula de plastico (para mantener una humedad alta), y se colocaron
horizontalmente durante 24 h. Pasado este tiempo se retird la pelicula y las plantas se llevaron
nuevamente a la cdmara de crecimiento bajo las condiciones descritas en el apartado 6.1.2.

Cuando las silicuas se volvieron marrones se procedid a cosechar las semillas.

6.7.3. Evaluacién de la susceptibilidad a higromicina y cefotaxima en Arabidopsis thaliana

Se determind la sensibilidad de los ecotipos silvestres (Wt) Bay-0, Cvi-0, Col-0 e Ita-0 de A. thaliana
frente a higromicina mediante un ensayo en el que se evaluaron 4 concentraciones 25, 50, 100 y
150 pg/mL (Figura 8A). Asi mismo se realizd un ensayo para determinar la sensibilidad o
resistencia de los 4 ecotipos silvestres de A. thaliana frente a cefotaxima (antibidtico requerido
para eliminar A. tumefaciens remanente), empleando 100 y 400 ug/mL (Figura 8A). En un ensayo

posterior se evaluaron las mismas concentraciones de higromicina (25, 50, 100y 150 pug/mL) para



determinar cual ejercia una mejor presion de seleccion sobre las semillas candidatas
transformadas de Col-0 con las 3 cepas de A. tumefaciens (Figura 8B).

Todas las semillas se desinfectaron e incubaron segun el apartado 6.1.1. Una vez finalizado el
periodo de incubacién las semillas se plaquearon en cajas Petri con medio MS con los antibidticos
y concentraciones correspondientes siguiendo los disefios de la figura 8, las cajas se colocaron
verticalmente bajo fotoperiodo largo (16 h luz/8 h oscuridad), el crecimiento de las semillas
empleadas para el ensayo de susceptibilidad a antibidticos se monitoreo por 8 dias, el crecimiento

de las semillas empleadas para evaluar la presién de seleccién se monitoreo por 13 dias.

A) MS +150, 100,50y 25 pg/mL MS + 400y 100 pg/mL | B) MS + 150, 100, 50 y 25 pg/mL
de higromicina de cefotaxima de higromicina
I I I
| A. thaliana I | A thaliana | I A. thaliana Col-0 I
* Bay-0 * Bay-0 * GV2260
. Col-0 . Col-0 * GV3101
< Cvi-0 . Cvi-0 * EHA105
. Ita-0 . Ita-0 * Col-0Wt

Figura 8: Concentraciones de antibidticos. A) Ecotipos silvestres plaqueados en higromicina o
cefotaxima. B) Ecotipo Col-0 silvestre (Wt) y Col-0 transformado con las 3 cepas de Agrobacterium
tumefaciens plaqueados en higromicina.

6.7.4. Escrutinio de transformantes primarios

Se desinfectaron ~3000 semillas, repartidas en microtubos de 1.5 mL con ~1000 semillas cada uno
para las combinaciones de los ecotipos Bay-O e Ita-0 con cada cepa por cada tanda de
transformacion, para las combinaciones del ecotipo Cvi-0 con cada cepa se desinfectaron ~1500
semillas, repartidas en microtubos de 1.5 mL con ~500 semillas cada uno, para cada tanda de
transformacién (el ndmero de semillas se estimé pesandolas, 20 mg de semillas son
aproximadamente 1000 semillas segun Oltmanns, et al., 2010; Wang et al., 2020) y se incubaron
segln el apartado 6.1.1. Una vez finalizado el periodo de incubacidn, las semillas de cada
microtubo se plaquearon en cajas Petri individuales con medio MS suplementado con 25 ug/mL
de higromicina y 50 pg/mL de cefotaxima (Combinacién y concentraciones determinadas con
base en los resultados indicados en secciones correspondientes). Las cajas Petri se colocaron

horizontalmente bajo fotoperiodo largo (16 h luz/8 h oscuridad) durante 13 dias. Se puntuaron



como transformantes a las plantulas que tenian hojas verdes y raices bien establecidas en el

medio selectivo.

Se determind la susceptibilidad de los ecotipos de A. thaliana (Cvi-0, Bay-0 e Ita-0) a la
transformacién con las 3 cepas de A. tumefaciens, calculando las frecuencias de transformacién
de cada combinacién para cada tanda de transformacién; éstas se calcularon como sigue:
(nimero de plantas resistentes a higromicina / nimero de plantulas germinadas) x 100. Se realizé
un andlisis para determinar si existian diferencias estadisticamente significativas entre las
frecuencias de transformacién obtenidas, mediante un ANOVA de una via con un nivel de

significancia de 0.05 y una posterior prueba Tukey.



7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. Tolerancia al estrés por inundacién en ecotipos de Arabidopsis thaliana (Bay-0, Col-0, Cvi-
0 e Ita-0)

Primero se analizaron los resultados de la escala de tolerancia a inundacién de 86 ecotipos de A.
thaliana reportada por Vashisht, et al., 2011 (Anexo 3) y se seleccionaron los ecotipos Bay-0, Cvi-
0 e Ita-0 por estar dentro del rango mads bajo de tolerancia a inundacidn, lo cual los hace modelos
funcionales para probar futuras estrategias biotecnoldgicas que aumenten su tolerancia a
inundacion. El ecotipo Col-0 (de tolerancia media) se seleccioné para funcionar como punto de
referencia de tolerancia a inundacién.

Para verificar la tolerancia al estrés previamente reportada, pero en nuestras condiciones
experimentales, se hicieron experimentos de inundacion. En el primer ensayo se usaron 4 de los
tiempos reportados por Vashisht, et al., 2011 que son de 3, 6, 9y 12 dias de estrés.

Los principales cambios fisiolégicos debidos al estrés que se observaron en los ecotipos de A.
thaliana se manifestaron en las hojas y fueron pérdida de turgencia, clorosis y necrosis (Figura 9).
Aun cuando se conservaron partes sanas que mostraban la posibilidad de supervivencia, al tomar
datos fisiologicos se observé la muerte de las plantas, después de 6 dias de estrés mas 6 dias de
recuperacién. De tal forma, se determind que, si las plantas no presentaban a los 6 dias después
de la sumersién signos de recuperacién (presencia de tejido verde y turgencia), la planta se

considerd muerta.

En este ensayo, Unicamente se pudieron obtener observaciones fisioldgicas de los individuos
sumergidos por 3 dias para los 4 ecotipos, mientras que para los 6, 9, y 12 dias, el estrés fue muy
intenso y ninguna planta sobrevivié pasado el lapso de recuperacion (Figura 9). Asi, el siguiente
ensayo se recortd a una duracién de 6 dias con una colecta diaria. Con estos tiempos, se realizaron
2 ensayos (independientes) de inundacién y se tomaron datos fisioldgicos de hojas sanas, hojas

afectadas (por necrosis y clorosis) y viabilidad de cada individuo.

Se observé que en el primer y segundo dia de estrés no se producen afectaciones severas, aun
después de 6 y 5 dias de recuperacion. Sin embargo, los individuos con 3 a 6 dias de estrés para
los ecotipos Bay-0, Cvi-0 e Ita-0 comenzaron a presentar clorosis y necrosis segin aumentaba el
tiempo de estrés, el ecotipo Col-0 presentd clorosis y necrosis en menor proporcion que los otros

ecotipos.



De igual forma se observo que el crecimiento se ve comprometido pues el tamafio de la roseta se

ve reducido conforme aumenta el tiempo de estrés (Figura 10).

Figura 9: Cambios fisiologicos observados en Arabidopsis thaliana Bay-0 sometidas a estrés por
inundacidn. Plantas con 32 dias de edad y fotografiadas 6 dias después de haberse sometido a
sumersion por el tiempo indicado.



Figura 10: Plantas de cuatro ecotipos de Arabidopsis thaliana sometidos a estrés por inundacion. Plantas con 23 dias de edad y fotografiadas 6 dias
después de haberse sometido a sumersién por el tiempo indicado.



Para aumentar la evidencia de lo anterior y hacer una diseccion mas fina del estrés por
inundacion, se adapto el grafico de indice de dafio de Tsai, et al., 2016 por lo que se cuantificaron
las hojas danadas por necrosis y clorosis, asi como las hojas sanas por individuo y dias de estrés.
Se observé que el dafio que presentan las plantas varié segun el tiempo, por ejemplo, en el dia 0
de recuperacion la clorosis es visible para todos los ecotipos con 3 a 6 dias de estrés, mientras
que para los individuos con 1 a 2 dias de estrés la clorosis es apenas distinguible; la necrosis esta
presente en todas las colectas y ascendié segiin aumenté el tiempo de estrés. El dafio por clorosis
registrado cuando cada colecta cumplié 6 dias de recuperacién estd en menor proporcidn ya que

las plantas se recuperaron o el dafo fue tan severo que el tejido se necrosoé (Anexo 4).

Se observd que en el primer y segundo dia de estrés no se producen afectaciones severas en
ninguln ecotipo, aun después de 6 dias de recuperacidon mientras que para el tercer dia de estrés
hay un incremento en el dafio en todos los ecotipos, pero hay diferencias de tolerancia entre
ellos. Las hojas de los ecotipos Cvi-0 e Ita-0 con 6 dias de estrés mas 6 dias de recuperacion
presentaron un mayor porcentaje de clorosis y necrosis que los ecotipos Col-0 y Bay-0. Cvi-0 e Ita-
0 no mostraron recuperacion y se cuantificaron como muertas, los ecotipos Col-0 y Bay-0 no
recuperaron el crecimiento foliar después de los 6 dias de recuperacion, pero, conservaron las
suficientes hojas sanas (2.4306% y 4.6875% respectivamente) para continuar con las actividades

fisiolégicas necesarias para su supervivencia y cuantificarlas como vivas (Figura 11).

Se analizaron los resultados obtenidos del porcentaje de hojas afectadas por necrosis para los
dias 4, 5 y 6 dias de estrés (dias en donde se observan mejor las diferencias entre los ecotipos)
con 0 y 6 dias de recuperacién (Figura 11), comparando los ecotipos Bay-0, Cvi-0 o Ita-0 contra
Col-0. No se obtuvieron diferencias significativas para los dias (4, 5, y 6) de estrés con 0 dias de
recuperacion, por lo que se descarté como parametro de seleccién, para los dias (4, 5, y 6) de
estrés con 6 dias de recuperacion si se obtuvé diferencia significativa. El ecotipo Col-0 fue el que

presentd el menor porcentaje de necrosis, seguido por Bay-0, Ita-0 y Cvi-O (Figura 11)
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Figura 11: indice de dafio en hojas por ecotipo de Arabidopsis thaliana antes y después de 0y 6
dias de recuperacion (Re 0 y Re 6) posteriores al estrés por inundacién. Datos promedio de 2
experimentos independientes, + E.E. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
ecotipos, prueba t de Student p<0.05. Las comparaciones se hicieron entre Col-0 vs Bay-0, Cvi-0 o
Ita-0.

Para determinar la supervivencia de los ecotipos, se tomaron datos del porcentaje de la diferencia
entre individuos sobrevivientes con respecto al inicio del estrésde 1, 2, 3, 4, 5, 6, y 9 dias de estrés
y después de 6 dias de recuperacion. Estos resultados mostraron que el ecotipo que tiene menos

porcentaje de supervivencia es Cvi-0 (Figura 12).
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Para poder determinar las posiciones de los 4 ecotipos de A. thaliana en el rango de tolerancia a
inundacion, se calculé el tiempo letal 50 (LT 50) que indica el tiempo en que el 50% de los
individuos de cada ecotipo ha muerto, mediante el servidor ic50.tk. EI LT 50 para los ecotipos fue
de 3.48 £ 0.15, 4.50 £ 0.34, 3.20 £ 0.24, 3.43 = 0.24 para los ecotipos Bay-0, Col-0, Cvi-0 e Ita-0,

respectivamente (Figura 12).

Figura 12: Tiempo letal 50 de los cuatro ecotipos de Arabidopsis thaliana en estrés por inundacion.
Los datos de supervivencia se colectaron a los seis dias de recuperacion. Se muestran los resultados
de 2 experimentos independientes (n=24 plantas).

La observacion, asi como el porcentaje de hojas dafiadas por necrosis y el valor de LT 50
demostraron que el ecotipo Cvi-0 es el mas sensible ante el estrés por inundacién seguido de Ita-

0, Bay-0y el ecotipo Col-0 es mas tolerante de los 4.

La clasificacién de los ecotipos Bay-0, Col-0, Cvi0 e Ita-0 realizada por Vashisht, et al., 2011 y

apoyada por los resultados obtenidos en este trabajo de tesis podria estar fundamentada o al



menos relacionada con las condiciones de precipitacién, geograficas y climaticas de los lugares de
origen de cada ecotipo. La tabla 4 muestra las precipitaciones medias anuales de los lugares de
origen de los ecotipos, estos datos son consistentes con las posiciones en el rango de tolerancia
a inundacién, siendo Col-0 el ecotipo mas tolerante a inundacién y el que mayor cantidad de
precipitacion recibe debido a su ubicacién natural. Por otra parte, Vashisht, et al., 2011
encontraron una correlacidon negativa significativa entre los valores de LT 50 y el rango latitudinal
de los ecotipos. Por lo tanto, los ecotipos mas al norte tienen una mayor tolerancia a la sumersion

(Tabla 4).

Tabla 4: Caracteristicas geograficas de lugares de origen de ecotipos de Arabidopsis thaliana.

T Precipitacié
Ecotipo Ubicacién Latitud em;_;eratura recu_p Itacion Referencia
media anual | media anual
Columbia
38°57' : .0osu.
Col-0 Missouri, 12.56°C | 1082.548 mm https/ﬁ {J ar:Lcet:/sCuszcd)gé:cocks
Estados Unidos
Bayreuth, 49°56'53" . Foken, T. (2007)
Bay-0 Alemania 8.2°C 724 mm Kreklow, et al., (2020)
Fahd, et al., (2015).
Ibel Tazekk ! ’
Ita-0 tl)\jar?uzeeco:' 34.034° - 600 mm Instituto Tecnolégico de
Canarias. (2015)
Santa Cruz,
Cvi-0 | Santiago, Cabo | 15.111° 23.6°C 297.50 mm Sanz Hueso, C. (2020)
Verde

Ortiz-Lopez, 2020 realizd un trabajo en paralelo en el cual analizé y compard la tolerancia de 3
ecotipos (C24, Lp2-6 y Kin-0) reportados en el rango mas alto de tolerancia a inundacién vs el
ecotipo Col-0 de tolerancia media (Vashisht, et al., 2011), en el que concluyé que los 3 ecotipos

analizados son mas tolerantes a inundacién que el ecotipo Col-0.

Con los datos de TL 50 obtenidos por Ortiz-Lépez, 2020 y los obtenidos en este trabajo de tesis se
puede formar una escala de TL 50 con los 6 ecotipos de las posiciones extremas en el rango de
tolerancia a inundacion y el ecotipo Col-0 de tolerancia media. Al mismo se tiempo compararon

los TL 50 de los mismos ecotipos reportados por Vashisht, et al., 2011 (Tabla 5).



Tabla 5: Comparaciones de tiempos letales 50 (TL 50) de 7 ecotipos de Arabidopsis thaliana.

Flores-Méndez, 2020/Ortiz-L6pez, 2020 Vashisht, et al., 2011
Ecotipo TL50 Ecotipo TL50
C24 5.77 £ 0.88 dias Cc24 11.2 dias
Lp2-6 5.48 £ 1.9 dias Lp2-6 10.8 dias
Kin-0 4.52 +1.69 dias Kin-0 10.4 dias
Col-0 4.50 + 0.34 dias Col-0 8.3 dias
Bay-0 3.48 £ 0.15 dias Ita-0 6 dias
Ita-0 3.43+£0.24 dias Bay-0 5.7 dias
Cvi-0 3.20 £ 0.24 dias Cvi-0 4 dias

Con la comparacién anterior se observé que en el orden de tolerancia a inundacién solo varian 2
ecotipos (Bay-0 e Ita-0) de 7, sin embargo, los ecotipos que difieren con lo reportado por vashisht,
etal., 2011 singuen estando dentro del rango mads bajo de tolerancia a inundacion, por lo que de

manera global se confirman las tolerancias a inundacién de los 7 ecotipos.

7.2.  Transformacién de Escherichia coli One shot Top 10

Para almacenar y comprobar la integridad del vector se realizé la clonacion del vector binario
pCAMBIA1105.1 en Escherichia coli One shot Top 10, mediante la digestién del ADN plasmidico
se confirmé la presencia del vector binario pCAMBIA1105.1 en las clonas E. coli analizadas, se
emplearon EcoRl, y Bglll como enzimas de restriccidn. Dados los sitios de restriccion y el tamaio

del plasmido (13283 pb) se esperaban 2 bandas de 11317 pb y 1966 pb (Figura 13).

7.3 Resistencia natural de Agrobacterium tumefaciens (GV3101, GV2260 y EHA105) frente a los
antibidticos de seleccion (espectinomicina y estreptomicina).

Para evitar la generacién de falsos positivos durante la seleccién de las clonas se evalud la
resistencia natural que tenian las 3 cepas de A. tumefaciens a estreptomicina y espectinomicina
antes de realizar la transformacion de las cepas. Las 3 cepas de A. tumefaciens resultaron
tolerantes a estreptomicina por lo cual se descarté como marcador de seleccidn, sin embargo, las
3 cepas de A. tumefaciens resultaron sensibles a espectinomicina, por lo cual se eligi6 como

marcador de seleccidn (Figura 14).



Figura 13: Digestion del plasmido pCAMBIA1105.1 con las enzimas EcoRl y Bglll. Carril 1: marcador
de peso molecular 1 Kb. Carril 2: Vector binario sin digerir. Carril 3: Vector binario digerido. Se
emplearon EcoR |, y Bgl Il como enzimas de restriccion. Gel de agarosa 1%.

Figura 14: Resistencia natural de Agrobacterium tumefaciens frente a antibidticos. Cepas
inoculadas en medio LB + 100 pg/mL de estreptomicina, cepas inoculadas en medio LB + 50 pg/mL
de espectinomicina.

7.4. Transformacidn de Agrobacterium tumefaciens (GV2260, GV3101 y EHA105)

Para verificar que las condiciones de electroporacién no fueran letales para las células, se
emplearon las cepas A. tumefaciens electroporadas sin vector binario, estas fueron inoculadas en
medio LB sin espectinomicina, las colonias en las placas crecieron de manera éptima con lo que
se demostré que las condiciones eran las adecuadas para la electroporacion de A. tumefaciens

(Figura 15).



Figura 15: Cepas electroporadas de Agrobacterium tumefaciens con el plasmido pCAMBIA1105.1
e inoculadas en medio LB sin espectinomicina. El crecimiento de las 3 cepas de Agrobacterium
tumefaciens fue 6ptimo después de 48 horas de incubacién.

Se inocularon 2 cajas de cajas de agar LB + 50 pg/mL de espectinomicina por cada cepa de
Agrobacterium electroporada, todas las cepas inoculadas crecieron de manera éptima, lo cual
sugiere que fueron transformadas de manera exitosa pues el pldsmido les confiere a las bacterias
que lo asimilan tolerancia a espectinomicina (Figura 16A/solo se muestra 1 caja por cepa). Se
obtuvieron ~20 clonas por cada caja de cada cepa electroporada (Figura 16B/solo se muestra 1
caja por cepa), de las cuales se seleccionaron 2 clonas por cepa para la verificacién de la

transformacion.

7.5. Verificacion de cepas transformantes de Agrobacterium tumefaciens

Mediante la digestién del ADN plasmidico se confirmd la presencia del vector binario
pCAMBIA1105.1 en las clonas de A. tumefaciens analizadas, empleando a EcoRlI, y Bglll como
enzimas de restriccidn. El vector tiene un tamafio de 13283 pb y contiene un inserto de 1146 pb.
Las enzimas de restriccidn cortan la seccion donde éste se encuentra, por lo que se esperaban 2
bandas de 11317 pb y 1966 pb (Figura 17). Esto corrobord la transformacién de las 3 cepas de A.
tumefaciens que posteriormente se utilizaron para realizar el método Floral Dip en los 4 ecotipos

de A. thaliana.



Figura 16: A) Cepas electroporadas de Agrobacterium tumefaciens con el plasmido
pCAMBIA1105.1 e inoculadas en medio LB + 50 pg/mL de espectinomicina. B) Clonas de
Agrobacterium tumefaciens seleccionadas para la verificacién de la transformacién.

Figura 17: Digestiones del vector binario pCAMBIA1105.1 presente en cepas de Agrobacterium
tumefaciens con las enzimas de restriccion. A) Carril 1: marcador de peso molecular 1 Kb. Carril 2-
5: Cepa EHA105. Carril 6-9: Cepa GV2260. Carril 2, 4, 6 y 8: Plasmido sin digerir de las clonas
obtenidas. Carril 3, 5, 7 y 9: Plasmido digerido. B) Carril 1: marcador de peso molecular 1 Kb. Carril
2-5: Cepa GV3101. Carril 2 y 4: Plasmido sin digerir de las clonas obtenidas. Carril 3 y 5: Plasmido
digerido. Se emplearon EcoRl, y Bglll como enzimas de restriccion. Gel de agarosa 1%.



7.6. Tolerancia natural a higromicina en ecotipos (Bay-0, Cvi-0, Col-O e Ita-0) de Arabidopsis
thaliana
Para determinar la tolerancia natural de los ecotipos silvestres Col-0, Bay-0, Cvi-0 e Ita-0 frente a
higromicina se evaluaron 4 concentraciones (25, 50, 100 y 150 pg/mL) de higromicina, pues este
antibidtico funciona como marcador de seleccién para las plantulas candidatas transformantes.
El analisis mostréd que los 4 ecotipos son sensibles a higromicina al comparar la presencia y
ausencia del antibidtico en el medio MS, pues la germinacién disminuyé conforme la
concentracion del antibidtico aumenté y las semillas que lograron germinar no se desarrollaron
(Figura 18). De esta manera se evitd la generacioén de falsos positivos en el posterior escrutinio de
plantulas candidatas transformantes, pues ninguno de los ecotipos presentd resistencia natural a

higromicina

7.7. Tolerancia natural a cefotaxima en ecotipos (Bay-0, Cvi-0, Col-0 e Ita-0) de Arabidopsis thaliana
Se evalud la tolerancia natural de los ecotipos silvestres Col-0, Bay-0, Cvi-0 e Ita-0 frente a
cefotaxima pues este antibidtico es requerido para la eliminacién de A. tumefaciens remanente
del proceso de desinfeccion. El analisis indicd que los 4 ecotipos son tolerantes a cefotaxima
puesto que la presencia del antibidtico en ambas concentraciones (100 y 400 ug/mL) no afectd
drasticamente el desarrollo de las plantulas (Figura 19), lo cual indica que la cefotaxima se puede
emplear junto con higromicina y no interferird en la seleccion de plantulas candidatas

transformantes.

7.8. Uso de higromicina para la seleccién de transformantes primarios en Arabidopsis thaliana

Se realizé un ensayo con 4 concentraciones distintas de higromicina (25, 50, 100 y 150 pg/mL)
para identificar cudl de estas ejercia una mejor presién de seleccion sobre las plantulas candidatas
transformantes. Este ensayo se realizé en las semillas de A. thaliana Col-0 obtenidas después del
Floral Dip con las 3 cepas de A. tumefaciens ya que aun no se cosechaban las semillas del resto
de los ecotipos (Bay-0, Cvi-0 e Ita-0).

Habitualmente la germinacién y crecimiento de A. thaliana en medio MS requiere de 7 dias, pero
debido a la presencia de higromicina en el medio fue necesario un tiempo de 13 dias para hacer
evidentes a las plantulas candidatas transformantes, en el dia 10 se pudieron apreciar diferencias

entre las plantulas y al dia 12 era completamente evidente qué plantulas eran candidatas



transformantes ya que lograron desarrollarse completamente produciendo hojas verdes y raices

bien establecidas en el medio selectivo (Figura 20 Ay B).

Figura 18: Tolerancia natural a higromicina en Arabidopsis thaliana Bay-0, Cvi-0, Col-0 e Ita-0.
Ecotipos germinados en MS, A) sin higromicina, B) + 25 pg/ml, C) + 50 pg/ml, D) + 100 pg/ml, E) +
150 pg/ml, de higromicina. Plantulas de 8 dias de edad.



Figura 19: Tolerancia natural a cefotaxima en Arabidopsis thaliana Bay-0, Cvi-0, Col-0 e Ita-0.
Ecotipos germinados en MS, A) sin cefotaxima, B) + 100 pg/ml, C) + 400 pg/ml. Plantulas de 8 dias
de edad.

El ensayo mostro que empleando las concentraciones de 150 y 25 pg/mL no se observaron
plantulas candidatas transformantes, para las concentraciones de 100 y 50 ug/mL se observaron
1 y 6 plantulas candidatas transformantes respectivamente (Figura 20). De igual forma se
ratificaron los resultados obtenidos por el ensayo de susceptibilidad a higromicina en plantulas
silvestres de A. thaliana puesto que la germinacién y desarrollo de las plantulas que no son
candidatas transformantes disminuyd a medida que la concentracion de higromicina aumentd de

25 a 150 pg/mL.

Durante el desarrollo de las plantulas se presentd contaminacién en algunas cajas Petri por A.
tumefaciens remanente del proceso de transformacion y que no pudieron ser eliminadas por el

proceso de desinfeccion (Figura 20 A).

Aun cuando no se observaron plantulas candidatas transformantes para la concentracién de 25
ug/mL de higromicina, esto se atribuyd a que en el nimero de semillas plagueadas en esa
concentracion no se encontraba ninguna plantula candidata transformante y no a que la presiéon
de seleccion fue mayor que con la concentracién de 50 pg/mL, debido a que en 50 pg/mL se
presentaron plantulas candidatas transformantes, asi mismo esta concentracién demostro ser

capaz de suprimir el desarrollo de plantulas que no son candidatas transformantes.



Figura 20: Evaluacién de concentraciones de higromicina en Col-0. A) Col-0 obtenida con
Agrobacterium tumefaciens GV2260 germinadas en MS + 100 pug/mL de higromicina, B) Col-0
obtenida con Agrobacterium tumefaciens GV3101 germinadas en MS + 50 pug/mL de higromicina.
Plantulas de 13 dias de edad, las flechas rojas indican plantulas transformantes, las flechas azules
muestran contaminacidn en el medio.

Basado en estos hechos y en el reporte de Bent, A. 2006 para la utilizacion de 25 pg/mL de
higromicina en la seleccion de posibles transformantes de A. thaliana se eligi6 la menor
concentracion de higromicina probada, para su posterior utilizacidn en el escrutinio de plantulas

candidatas transformantes en los 3 ecotipos (Bay-0, Cvi-0 e Ita-0) restantes.

7.9. Uso de cefotaxima para reducir la carga bacteriana

Durante el analisis para determinar que concentracién de higromicina ejercia una mejor presion
de seleccidon sobre las plantulas candidatas transformantes, se presenté contaminacion por A.
tumefaciens por lo cual en un ensayo posterior se adiciond cefotaxima para evaluar la reduccion
de la carga bacteriana, las semillas de Col-0 obtenidas después del Floral Dip de cada cepa se
plaguearon en medio MS + 2 concentraciones de cefotaxima 100 y 400 ug/ml, ambas

concentraciones mostraron resultados satisfactorios pues no se presentd ningln tipo de



contaminacién (Figura 21B-C), por lo que se decidié bajar la concentracion de cefotaxima a 50
pg/mL asi como su utilizacidon en conjunto con 25 pg/mL de higromicina para el escrutinio de

plantulas candidatas transformantes de los ecotipos Bay-0, Cvi-0 e Ita-0.

Figura 21: Evaluacidon de concentracion de cefotaxima en Arabidopsis thaliana Col-0. A) A. thaliana
Col-0 (Wt) germinadas en medio MS sin higromicina, B) Col-0 germinadas en medio MS + 400
pg/mL, C) Col-0 germinadas en medio MS + 100 pug/mL. Plantulas de 13 dias de edad.

7.10. Escrutinio de transformantes de Arabidopsis thaliana
La germinacion y crecimiento se monitoreé por 13 dias para hacer evidentes a las plantulas
candidatas transformantes, que son mas grandes en comparacion, ya que producen hojas verdes

y raices bien establecidas en el medio selectivo (ejemplo/Figura 20).

Las plantulas que no son candidatas transformantes germinan, pero eventualmente sus
cotiledones se vuelven amarillos o marrones debido a que se necrosan (Figura 22 Bay-0/GV220;
Ita-0/GV220), sin embargo, este dafio no es uniforme en las plantulas que no son candidatas
transformantes puesto que los cotiledones permanecieron sin dafio aparente en multiples
replicas dentro de una misma tanda de transformacién. Segun Zhang, et al., 2006 los cotiledones
de plantulas que no son candidatas transformantes pueden permanecer verdes durante mas de

1 mes después de la germinacion.

Se realizaron 6 experimentos de transformacion independientes para cada combinacién de cepa
(GV2260, GV3101 y EHA105) y ecotipo (Bay-0, Cvi-0 e Ita-0), para evaluar posteriormente la

frecuencia de transformacion de las 3 cepas sobre cada ecotipo.



Figura 22: Escrutinio de plantulas candidatas transformantes de Arabidopsis thaliana. A) ecotipos
Wt de A. thaliana germinados en MS sin antibidticos. B) ecotipos Wt de A. thaliana germinados en
MS + 25 pg/mL de higromicina + 50 pg/mL de cefotaxima. C) ecotipos de A. thaliana germinados
en MS + 25 pg/mL de higromicina y 50 pg/mL de cefotaxima, las flecas rojas indican plantulas
transformantes. Plantulas de 12 dias de edad desde su plaqueo en el medio.



La presencia de plantulas candidatas transformantes en cada experimento de transformacion fue
variable y de manera global se obtuvieron plantulas candidatas transformantes para 6 de 9
combinaciones, la cepa GV3101 transformé los 3 ecotipos, la cepa GV2260 solo transformé a Bay-

0y la cepa EHA105 transformd 2 ecotipos Bay-0 e Ita-0 (Figura 22).

7.10.1. Analisis de la frecuencia de transformacion

El nimero de candidatos transformantes obtenidos y por tanto la frecuencia de transformacién
de cada combinacién de cepa y ecotipo fue variable entre las 6 repeticiones del experimento
(Tabla 6), sin embargo, todas las repeticiones del Floral Dip se llevaron a cabo en las mismas
condiciones (temperatura, concentracién de surfactante, tiempo de inoculacién), las Unicas dos
diferencias fueron las concentraciones de los diferentes indculos de A. tumefaciens entre cada
repeticidn y entre todas las repeticiones. Diversos reportes (Clough & Bent 1998; Bent A, 2006;
Ghedira, et al.,, 2013; Wang et al., 2020) informan que la concentracién del indculo de A.
tumefaciens puede ser bajo y esto no compromete la eficiencia de transformacién. La otra
diferencia que se presentd fue la limitada produccidon de semillas después de la aplicacion del
Floral Dip en el ecotipo Cvi-0 por lo que para determinar su frecuencia media de transformacioén

solo se utilizaron 1500 semillas.

Tabla 6: Frecuencias medias de transformacion.

Repeticion
Cepa Ecotipo 1 2 3 4 5 6 FMT (%)
Numero de transformantes

Bay-0 6 1 0 3 6 20 0.2003
GV3101 Cvi-0 2 0 1 0 0 0 0.0702
Ita-0 0 0 0 2 0 0 0.0111
Bay-0 4 1 0 0 0 7 0.06708
GV2260 Cvi-0 0 0 0 0 0 0 0
Ita-0 0 0 0 0 0 0 0
Bay-0 1 1 0 0 0 0 0.0111
EHA105 Cvi-0 0 0 0 0 0 0 0
Ita-0 1 0 0 0 0 0 0.0056

Numero de transformantes (TO) para Bay-0 e Ita-0 en 3000 semillas, para Cvi-O0 en 1500 semillas. Las TO
fueron obtenidas después de la transformacion por Floral Dip de ~8 plantas por repeticidn. FMT =
frecuencia de transformaciéon media calculada de la siguiente manera: [(nUmero de plantas resistentes a

higromicina / nimero de plantulas germinadas)] x 100.



El analisis estadistico sefialé que para las combinaciones Ita-0/GV3101, Bay-0/EHA105 e Ita-
0/EHA105 las frecuencias medias de transformacion estaban cercanas entre si (Figura 23) ya que

no tenian diferencias significativas.

Figura 23: Efecto de la combinacién de cepa/ecotipo sobre la frecuencia de transformacién
empleando el método Floral Dip. Datos de seis repeticiones independientes. Las mismas letras
indican que no hay diferencias estadisticamente significativas segin ANOVA de 1 via (p <0,05).

Con las frecuencias medias de transformacién, asi como en las diferencias significativas
presentadas por ANOVA (Anexo 5) se determind que la mejor combinacién fue Bay-0/GV3101
(Figura 23). La cepa GV3101 de A. tumefaciens es la mas empleada debido a su alta frecuencia de
transformacién (Bent A. 2006), sin embargo, Ghedira, et al., 2013 reportan que se pueden
obtener frecuencias de transformacion variables con una misma cepa para diferentes ecotipos
(Tabla 7) por lo que las bajas frecuencias de transformacion se atribuyen principalmente al
ecotipo empleado.

Comparando las frecuencias de transformacién reportadas en diversos proyectos para A. thaliana

Col-0 (Tabla 8), se observa que las obtenidas en este trabajo son bajas, puesto que para Col-0 se



tienen precedentes de al menos el 1% de transformacién. De igual forma hay diversos reportes
en donde se han empleado las cepas de A. tumefaciens (propuestas en este trabajo) para la
transformacién genética de otros géneros de plantas (Tabla 9).

Con base en los datos de la literatura sintetizados en las tablas 7, 8 y 9 y su comparacién con los
resultados de frecuencia de transformacion obtenidos en este trabajo, se infiere que los ecotipos
propuestos en este trabajo (Bay-0, Cvi-0 e Ita-0) son mas recalcitrantes a la transformacion que
el ecotipo estdndar Col-0 empleando el método Floral Dip con las 3 cepas de A. tumefaciens

propuestas (GV3101, GV2260 y EHA105).

Tabla 7: Frecuencias de transformacion para diferentes ecotipos de Arabidopsis thaliana empleando el
método Floral Dip y la cepa GV3101

Frecuencia de
Ecotipo Método Cepa Referencia
transformacion (Ft)

Col-0 1.30%
Esp-1 0.25%
Jm-1 0.70%
En-1 0.60%
Davis, et al., 2009
No-0 0.30%
Oy-0 0.10%
RLD 0.90%
Tanz-1 0.50%
Col-0 0.36%
Floral
Ws-0 GV3101
— . Dip
Nd-0 Ft similares a Col-0
No-0
" Clough & Bent, 1998
Dijon-G Ft de 10-100 mas
bajas que las
Bla-2
obtenidas para Col-0
Ler-0 0%
Ws-2 2.11% Oltmanns, et al., 2010
Col-0 2.6
Desfeux, et al., 2000
Ler-0 0.06
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Tabla 8: Frecuencia de transformacién para Arabidopsis thaliana Col-0.

Ecotipo Método Cepa Frecuencia de Referencia
transformacion (%)
Col-0 Floral Dip GV3101 ~1 Zhang et al., 2006
EHA105

Col-0 Floral Dip LMGG62Riff 2.4 Ghedira et al., 2013a
Col-0 Floral Dip GV2260 1 Solis-Guzmaén et al., 2013
Col-0 Floral Dip GV3101 ~0.6 Wang et al., 2020
Col-0 Floral Dip C58C1Rifr 1% Ghedira et al., 2013b

Tabla 9: Transformaciones exitosas de diversos géneros de plantas empleando Agrobacterium

tumefaciens.

Planta Cepa Transformacion Referencia
Solanum lycopersicum L. EHA105 Exitosa Chetty et al., 2013
GVv3101
Lens culinaris GV2260 Exitosa Bermejo et al., 2019
Moringa oleifera Lam EHA105 Exitosa Zhang et al., 2017

Segun Ghedira, et al., 20134, las bajas frecuencias de transformacidn pueden deberse tanto a la

cepa de A. tumefaciens, plasmido, mutaciones en el cromosoma bacteriano, pero principalmente

se le atribuye al ecotipo empleado, lo cual sugiere hasta cierto punto, que los ecotipos con que

presentan bajas frecuencias de transformacién con la misma cepa son hasta cierto punto

recalcitrantes a la transformacién. La recalcitrancia de algunos ecotipos de A. thaliana para la

transformacién por Floral Dip podria ubicarse a nivel de la flor (morfologia, accesibilidad al dvulo).

Una mejor comprensién de estos parametros podria descifrar los mecanismos que subyacen al

método de transformacién Floral Dip para ecotipos de Arabidopsis recalcitrantes (Desfeux, et al.,

2000; Yew, et al., 2018).
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8. CONCLUSIONES.

De acuerdo con los datos fisiolégicos de supervivencia y de porcentaje de hojas sanas, se
determiné al ecotipo Col-0 como el mas tolerante de los 4 y a los ecotipos Bay-0, Ita-0 y Cvi-0
como sensibles a inundacion, confirmando la informacion de la literatura.

Conforme a los resultados obtenidos se determind que la combinacion del ecotipo Bay-0 con la
cepa GV3101 presenté la mayor frecuencia de transformacion, sin embargo, en comparacién con
las reportadas para A. thaliana Col-0 empleando la misma cepa, fue una frecuencia baja; aunque
la frecuencia de transformacién obtenida empleando el método Floral Dip, cepa GV3101 y ecotipo
Bay-0 puede no ser alta, el nUmero total de semillas producidas por A. thaliana asegura que se
puedan recuperar suficientes eventos transgénicos en futuros experimentos de transformacién

genética.

El método de transformacion genética Floral Dip abre la posibilidad de usar a Bay-0 (ecotipo
sensible a inundacion) para realizar pruebas de concepto para estudiar, identificar y caracterizar
genes candidatos que puedan aumentar su tolerancia a inundacién, asi como para identificar los
mecanismos moleculares que subyacen a su tolerancia a inundacion.

La utilizacién de las otras combinaciones de cepa/ecotipo no quedan completamente descartadas

puesto que los ecotipos (Cvi-0 e Ita-0) de A. thaliana siguen siendo de interés biotecnoldgico.



9. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

La utilizacidn de las otras combinaciones de cepa/ecotipo no quedan descartadas puesto que los
ecotipos Cvi-0 e Ita-0 de A. thaliana siguen siendo de interés biotecnoldgico, por pertenecer al
mismo rango de sensibilidad a inundacidon que Bay-0, pero para su utilizacion en futuras
investigaciones se debe aumentar su frecuencia de transformacion para lo cual podrian
implementarse modificaciones fisicoquimicas al método Floral Dip:
» Modificaciones fisicas
e Aplicacién de mas un tratamiento de Floral Dip a los ecotipos.
e Transformacién de un mayor nimero de plantas del ecotipo de Arabidopsis por
tratamiento.
e Aplicacién de vacio en conjunto con el Floral Dip para aumentar la infeccién por
Agrobacterium.
e Implementacion de un menor tiempo de humedad en oscuridad.
e Exploracion de diversas formas de aplicacién de la solucién de Agrobacterium
para evitar el dafio excesivo de las inflorescencias.
» Modificaciones quimicas
e Analizar diversas concentraciones de silwet L-77.

¢ Implementacion glucosa en lugar de sacarosa en diversas concentraciones.

También podria explorarse la utilizacién de otras cepas de A. tumefaciens, cepas de A.

tumefaciens con mutaciones en el cromosoma o la implementacion de otros plasmidos.

De igual forma se debe realizar la confirmacién de las plantulas candidatas de transformacién
obtenidas con los 3 ecotipos y las 3 cepas mediante PCR usando primers especificos para el ADN-

T de pCAMBIA1105.1.
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Anexo 1

11. ANEXOS

e Preparacion de soluciones de lisis.

Anexo 2

> Solucidn de lisis |

Diluir y disolver 100 uL de EDTA 10 mM en 4775 plL de agua desionizada,
posteriormente agregar 125 plL de Tris HClI 25 mM, para obtener un volumen final
de 5000 pL. La solucion se debe mantener en hielo durante su utilizacion.
Solucion de lisis Il

Diluir y disolver 100 pL de NaOH 10 N en 4400 pL de agua desionizada,
posteriormente agregar 500 uL de SDS 1%, para obtener un volumen final de 5000
pL. La solucién se debe mantener a temperatura ambiente durante su utilizacién.
Solucion de lisis Il

Diluiry disolver 3000 puL de acetato de potasio 5 M en 1425 uL de agua desionizada,
posteriormente agregar 575 ulL de acido glacial acético, para obtener un volumen

final de 5000 pL. La solucidon se debe mantener en hielo durante su utilizacién.

e TAE 50X

Se disuelven 242 g de TRIS en 100 ml de EDTA 0.5 My 57.1 ml de acido acético en

ddH20, se afora a1 Ly se verifica el pH a 8.0. Para preparar 100 ml de TAE 1X se toman

2 ml de TAE 50 X y se mezclan con 98 ml de ddH20.



Anexo 3

e Variacion de tolerancia a sumersion en oscuridad entre 86 ecotipos de Arabidopsis
thaliana, (Vashisht, et al., 2011).

La tolerancia a la sumersidn esta en funcion del parametro estadistico LT so (tiempo letal medio +

EE). Las flechas azules indican los ecotipos de A. thaliana utilizados en este trabajo.
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Anexo 4

¢ indice de dafio en hojas (con datos fisioldgicos de hojas sanas y hojas dafiadas por
clorosis y necrosis) y comparaciones de media de cuatro ecotipos de A. thaliana
sometidos a estrés por inundacion.

indice de dafio en hojas por ecotipo de A. thaliana antes y después de 0y 6 dias de recuperacion
(Re 0 y Re 6) posteriores al estrés por inundacién. Datos promedio de 2 experimentos

independientes, + E.E.

Tablas de comparacion de medias (prueba t de Student p<0.05) de necrosis, clorosis y hojas sanas
entre Col-0 vs Bay-0, Cvi-0 o Ita-0 antes y después de 0 y 6 dias de recuperacién (Re 0 y Re 6)
posteriores al estrés por inundacién. Letras diferentes indican diferencias significativas entre

ecotipos.

El orden en que aparecen las letras en las graficas de indice de dafio es descendente (hojas sanas,

clorosis, necrosis), solo se muestran las que indican diferencias entre ecotipos.
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Anexo 5

e ANOVA de un solo factor: Frecuencia de transformacion
Hipdtesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia a =0.05

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MCAjust. Valor F Valorp
Combinacién 8 0.2101 0.026257 282 0.013
Error 45 0.4194 0.009321

Total 53  0.6295

Comparaciones en parejas de Tukey

Combinacién N Media Agrupacion
Bay-0/GV3101 6 0.2004 A
Cvi-0/GV3101 6 0.0702 A B
Bay-0/GV2260 6 0.0671 A B
Ita-0/GV3101 6 0.0111 B
Bay-0/EHA105 6 0.01114 B
Ita-O/EHA105 6 0.00560 B
Ita-0/GV2260 6 0.000000 B
Cvi-0/GV2260 6 0.000000 B

Cvi-0/EHA105 6 0.000000 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



Anexo 6

e Marcador de peso molecular: Thermo Scientific GeneRuler DNA Ladder Mix, niumero de
catalogo SM0332



Anexo 7

e Marcador de peso molecular: Invitrogen 1 Kb Plus DNA Ladder, nimero de catalago
10787018



