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Resumen

La inundacidon es uno de los problemas mas graves que enfrentan los cultivos
agricolas y silvestres en gran parte del territorio mexicano. Desde la aparicion de las
plantas en la tierra, éstas han desarrollado mecanismos moleculares para la defensa y la
respuesta al estrés ambiental mediante la regulacion de su expresién génica y el ajuste de
los cambios metabdlicos necesarios para la obtencidon de energia de las reservas de
carbohidratos. En el caso del estrés por inundacidn, el etileno activa a los factores de
transcripcion llamados Ethylene Response Factors (ERFs) entre los que esta el gen SUB1A-

1, uno de los principales determinantes genéticos de la tolerancia a la inundacion.

En el arroz, el gen SUB1A-1 esta bajo el control de su promotor nativo y confiere
tolerancia a la inundaciéon. Cuando se expresdé de forma heteréloga a SUBI1A-1 en
Arabidopsis bajo el control del promotor fuerte 35S, el resultado fue un fenotipo no
tolerante a la inundacién, probablemente por la inhibicidn permanente en el uso de
almidon. De esta forma, surge la necesidad de expresar a SUB1A-1 de forma inducible

para poder transferir esta capacidad de tolerancia a otras especies vegetales.

En el presente trabajo se emplearon herramientas de la biologia molecular, como
las enzimas de restriccion, la simulacidn in silico, la PCR, la electroforesis, la ligacién y la
transformacion de bacterias para la clonacién del gen SUB1A-1 en diferentes tipos de
vectores, para lograr construir un casete de expresién que permita en el futuro,
transformar e inducir la expresién de SUB1A-1 bajo el estimulo del etanol a través del

sistema de expresion fungico AlcR-pAlcA.

Para lograr lo anterior, se planted una estrategia experimental que partié desde la
extraccién de ADN gendmico de plantas de Arabidopsis previamente transformadas con
SUB1A-1 pero bajo el control del promotor 35S, hasta la verificacién por secuenciacion del

casete de expresion 35S:AlcR::pAlcA:SUB1A-1-3xFLAG.
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1. INTRODUCCION

Las plantas son organismos sésiles, por lo tanto, deben desarrollar mecanismos para
enfrentar los estreses ambientales que sufren cuando crecen en su habitat natural (Figura
1). Adicionalmente a los retos naturales sobre su ciclo de vida, las plantas tienen que
enfrentar fendmenos exacerbados por la actividad humana como el calentamiento global,
que crea condiciones extremas hidrometoroldgicas como son la sequia y las inundaciones

(Manson y Jardel, 2009; Bailey-Serres et al., 2012).

La inundacion es un fendmeno natural que ha ocasionado desastres en grandes
extensiones de cultivos agricolas y silvestres en el mundo. La inundacién puede provocar
cambios metabdlicos y estrés energético en las plantas debido a un conjunto de factores
abidticos inadecuados que acompafan a este fendmeno (Fukao et al., 2006; Bailey-Serres
y Voesenek, 2008). Durante una inundacidn, las plantas deben enfrentar el decremento de
carbohidratos, la poca disponibilidad de oxigeno, la baja captacién de energia luminosa y
la sintesis de compuestos quimicos que conllevan a la muerte celular del organismo

(Fukao et al., 2006).

En algunos casos, cuando las plantas se encuentran parcial o completamente
sumergidas en el agua, se desencadenan series de reacciones moleculares que permiten
un cambio en su metabolismo, que cambia de aerobio a anaerobio, para administrar las
reservas de carbohidratos y asi aumentar el tiempo de sobrevivencia de las plantas ante la

inundacién (Bailey-Serres y Voesenek, 2008; Pena-Castro, 2014).

Para poder comprender las alteraciones de las rutas metabdlicas y de los mecanismos
fisioldgicos y moleculares en presencia de este fendmeno, se han realizado estudios en
diferentes tipos de especies de plantas como Arabidopsis thaliana, Rumex palustris y
Oryza sativa (Bailey-Serres y Voesenek, 2010; Mustroph et al., 2010; Van Veen et al.,
2013). El objetivo final es obtener nuevas variedades de especies que sean mas tolerantes

a lainundacion.
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1.1 Las inundaciones en México

Las inundaciones en México causan dafios que suman millones de délares de
pérdidas econdmicas debido a que la produccidén agricola se ve disminuida ante este
fenomeno (Manson vy Jardel, 2009). Moyer y Storrs (2010) prevén que México sera el
segundo pais con mas dafios potenciales por los fenédmenos hidrometeorolédgicos por los
efectos del cambio climatico. Actualmente, se busca la planeacidén de una nueva estrategia
para hacer uso de los avances cientificos que permitan mejorar los cultivos agricolas como
son el arroz, maiz, soya, tabaco y cafia de azlcar y alcanzar la seguridad alimentaria

(Bailey-Serres et al., 2012).

En México, los ciclones tropicales provocan dafios severos en la infraestructura,
pérdidas de vidas humanas, cultivos silvestres y agricolas. En el periodo 1980-2003 se
registraron 31 tormentas que provocaron dafios de casi 2 400 millones de délares. De
acuerdo al estudio realizado por el Servicio Meteoroldgico Nacional, en el afio 2005 se
incrementd el niumero de ciclones y también fueron mds intensos provocando mayores

danos que los afios anteriores (Manson y Jardel, 2009).

Durante el afio 2009, el territorio mexicano fue notoriamente afectado. Se
registraron 31 ciclones, 20 en el Pacifico y 11 en el Atlantico, 49 frentes frios, 38 ondas
tropicales y tres tormentas invernales (llamadas bajas frias). El Servicio Meteoroldgico
Nacional registré un total de 455 tormentas intensas (con umbral superior a 70 mm de
lluvia acumulada en 24 h), destacando la maxima acumulaciéon en Guaymas, Sonora, del 3

al 4 de septiembre con 515 mm, ocasionada por el huracan “Jimena” (Hernandez, 2009).

En México hay muchas regiones recurrentemente afectadas por los huracanes. En
la Figura 2 se muestran en una escala de colores (rojo mds intenso) las zonas donde
impactaron los 29 huracanes que alcanzaron niveles 3 a 5 en la escala Saffir-Simpson

registrados de 1950 a 2004 (Manson y Jardel, 2009).
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Figura 1. Estreses ambientales que pueden enfrentar las plantas. Se pueden dividir en
dos grupos: factores bidticos (bacterias, hongos, virus, nematodos, plantas parasitarias) y
factores abidticos (sequia, inundaciones, heladas, granizadas, pH de suelo) vy
combinaciones de todos los anteriores.

Figura 2. Zonas mas afectadas por huracanes en la Republica Mexicana de nivel Ill o
superiores de los ultimos 50 anos. El indice de afectacidon consiste en una medicion
multivariable de impacto del 1-10 (Manson y Jardel, 2009).
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1.2 La respuesta vegetal ante la inundacion

Debido al estrés por inundacion, las plantas se ven afectadas negativamente
durante su crecimiento y desarrollo, teniendo como consecuencia una baja productividad
agricola e incluso la muerte. La planta realiza alteraciones morfoldgicas vy fisioldgicas para
tolerar el estrés como son la generacion de aerénquimas y la elongacién para escapar del
estrés (Bailey-Serres y Voesenek, 2008). El principal cambio bioquimico es la transicion de
la respiracion aerobia a la anaerobia, remplazando moléculas de oxigeno por aceptores de
electrones como el piruvato, el alcohol y el acetaldehido (Hinz et al., 2010; Peia-Castro,
2014). Para poder comprender el estudio de los mecanismos de tolerancia al estrés en las
plantas se ha experimentado en plantas modelos, principalmente Arabidopsis thaliana y

arroz (Bailey-Serres y Voesenek, 2008).

Las plantas responden ante la inundacidn alterando la expresidon de factores de
transcripcién (FTs), que son proteinas que se unen a la secuencia del ADN en zonas
llamadas regulatorias o cis y que generalmente se localizan en los promotores de los
genes (Zhu et al., 2013). Los FTs poseen la capacidad de coordinar y modular el proceso de
la transcripcién de ADN, induciendo o inhibiendo la actividad de la ARN polimerasa
(Garcia-Morales et al., 2013) y actuando como interruptores para el control de la compleja
red de sefializacidon por estrés durante la aclimatacidon de las plantas (Mustroph et al.,
2009; Lata et al., 2011). Cuando el estrés se prolonga, las adecuaciones metabdlicas y
fisioldgicas se vuelven insuficientes y la estructura celular tiende a deformarse y se
provoca el mal funcionamiento de las rutas metabdlicas por especies reactivas de oxigeno

(Bailey-Serres y Vosesenek, 2008, 2010).

1.3 El etileno y la inundacién

El etileno es una sustancia quimica aislada en 1795, cuya férmula quimica es CyH,.

Su nombre antiguo “gas oléfiante” significa gas formador de aceite. Es indispensable en
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las grandes industrias quimicas para la sintesis o formacidén de nuevos compuestos (Carey,
2006). El etileno también es una hormona vegetal que se encuentra en la naturaleza en
forma gaseosa y en pequefas cantidades. Su funciéon en las plantas es regular varios
procesos fisiolégicos como el crecimiento, desarrollo y maduracién de los frutos (Kazuhiko

et al., 2005).

Una de las funciones de etileno, de suma importancia durante el estrés por
inundacion, es la activacidn y la induccién de la expresidn de los factores de transcripcion
del grupo de los Ethylene Responsive Factor (ERFs) (Hinz et al, 2010; Gibbs et al., 2011).
Los ERFs son proteinas de una amplia familia génica que tienen la capacidad de coordinar

y regular el flujo de la informaciéon genética (Kazuhiko et al., 2005; Nakano et al., 2006).

El mecanismo de accion de los ERFs durante una inundacion es el siguiente.
Cuando el nivel de agua sube, se acumula alrededor de la planta el etileno sintetizado
constitutivamente y este induce a los ERFs que regulan el funcionamiento de las plantas
cuando hay poco oxigeno en los drganos vegetales. Asi, se cambia de la respiracion
aerobia a la fermentacién anaerobia para mantener la produccion de ATP y NADH con
etanol como producto final (Dennis et al., 2000). De esta forma, los ERFs son los

transductores de la senal del etileno durante el estrés por inundacién (Pena-Castro, 2014).

1.4 Papel de los Factores de transcripcion en respuesta al etileno (ERFs)

Las reservas de carbohidratos como el almiddn, proporcionan azucares simples y
mantienen al organismo vegetal en desarrollo estable (Streb y Zeeman, 2012). En las
plantas existen dos mecanismos a nivel molecular para el manejo y la distribucion de los
carbohidratos durante la inundacién que son conocidos como la estrategia de escape y la

de quiescencia (Figura 3).

La estrategia de escape esta regulada por los ERFs SNORKEL1 y SNORKEL2 y se

caracteriza por utilizar al maximo los carbohidratos para el aumento de biomasa y dirigir el
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flujo energético hacia la elongacién, permitiendo asi el desarrollo de nuevas hojas con el
fin de escapar de la inundacidn (Hattori et al., 2009; Figura 3). La estrategia de escape se
controla subsecuentemente por el acido giberélico, una fitohormona promotora de
crecimiento (Bailey- Serres y Voesenek, 2008 y 2010). Si la planta falla en su intento por

escapar a la inundacion, se consumen los carbohidratos de reserva causando la muerte.

El segundo mecanismo es la estrategia de quiescencia, descubierta en algunas
variedades de arroz tolerantes donde participa el gen SUB1A-1 (Fukao et al., 2006), un ERF
del grupo VII (Nakano et al., 2006). En este mecanismo se detiene el crecimiento vegetal
mediante la inhibicion de los genes encargados de la elongacion con el objetivo de ahorrar
energia y tolerar la inundacién completa del tejido vegetal (Fukao et al., 2006; Figura 3).
Cuando SUB1A-1 esta presente, se hace uso minimo de los carbohidratos para mantener
activas a las funciones esenciales y permanecer en un estado de pausa hasta que la
inundacion desaparezca, para entonces, poder reanudar con las funciones especificas de
cada organo vegetal (Fukao et al., 2006). Durante el estrés, SUB1A-1 reduce los ARNm
asociados con la induccién de la floracién e incrementa la accidn de la fitohormona 4cido

abscisico que inhibe el crecimiento (Pefia-Castro et al., 2011).

Otra funcién de los ERFs en las plantas es ser sensores de estrés para detectar los
cambios ambientales y activar sus mecanismos moleculares para la transduccion de
sefiales, el control y la regulacion de la expresién de genes (Gibbs et al.,, 2011). En
Arabidopsis thaliana en presencia de la inundacién, los ERFs funcionan como el
mecanismo de percepcidn. En presencia de oxigeno, los ERFs son degradados por la via de
protedlisis N-terminal actuando como un sensor de homeostasis, pero cuando la planta se
encuentra con niveles bajos de oxigeno (hipoxia), los ERFs se estabilizan e inician la

cascada de sefializacion (Gibbs et al., 2011; Licausi et al., 2011).
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Figura 3. Mecanismos moleculares y respuesta vegetal durante el estrés por inundacién
en el arroz (Oryza sativa). Se muestran las dos opciones descubiertas al momento que
son la quiescencia y el escape, controladas por los ERFs SUB1A-1 y SNORKEL1/2,

respectivamente (Pefia-Castro, 2014).

1.5 Los Factores de Transcripcion y la Biotecnologia

Una de las herramientas moleculares mas sobresalientes de la biotecnologia es la
ingenieria genética de plantas. Es una disciplina de las ciencias bioldgicas que permite
disefiar y modificar el genoma de un organismo, para generar nuevos conocimientos
sobre la herencia y descendencia y dotar de caracteristicas mas ventajosas (genotipo y

fenotipo) al organismo (Taiz y Zeiger, 1998).

Actualmente existen técnicas que permiten manipular al ADN de manera eficaz y
rapida. Se puede aislar el gen de interés y transferirlo entre organismos; a esto se le llama
transferencia horizontal de genes (Pena-Castro et al., 2013). El objetivo es obtener una

planta transgénica que se creé introduciendo uno o varios genes de un ser vivo en el ADN
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de otro individuo de una especie distinta. La ingenieria genética en plantas ha tenido un
gran impacto en el drea de investigacidon cientifica, en el mejoramiento de cultivos
vegetales comerciales y en la medicina para la produccion de proteinas recombinantes,

vacunas y anticuerpos (Salter et al., 1998).

De esta forma, al conocer la importancia de los ERFs en la respuesta a la
inundacion, se pueden hacer construcciones genéticas novedosas para transferir las
capacidades genéticas a otras especies. Generalmente, el primer paso es probar los

efectos de la transferencia en un organismo modelo como Arabidopsis thaliana.

Arabidopsis thaliana es una planta dicotiledénea que es util como modelo de
estudio en investigacion de la biologia vegetal y el analisis de organismos complejos
(Meinke et al., 1998). Sus principales ventajas son que su genoma es pequeiio y su ciclo de

vida es corto y que puede ser facilmente transformada (Zhang et al., 2006).

Esta planta forma parte de la familia Brassicaceae, con una gran distribuciéon
natural de Europa, Asia y parte de Africa). Existen diferentes variedades de A. thaliana
pero las mas empleadas son Columbia y Landsberg que se han usado extensamente para

el analisis experimental cientifico (Meinke et al., 1998).

1.6 Casete de expresion

El casete de expresion es la unidad basica de la transferencia génica horizontal.
Generalmente consiste de una construccién que contiene la regidn codificante de la
proteina de interés flanqueada por secuencias de bloques de ADN con funciones
especificas unidas unas con otras para la expresion in vivo o in vitro (Gonzalez et al., 2004).
Las tres partes principales de un casete de expresiéon son el promotor (que dirige la
transcripcion), el gen de interés (que lleva la caracteristica genética) y el terminador que
detiene la transcripcién (Karimi et al., 2007). El casete génico también se conoce como
secuencias moviles, porque se pueden transferir entre organismos con la ayuda de

Agrobacterium (Recchia et al., 1997).
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La configuraciéon bdsica del casete de expresidon puede ser modificada expresando
nuevas caracteristicas genotipicas y fenotipos al integrarse en el sistema vivo. Se pueden
colocar diversos fragmentos funcionales (promotores, genes, terminadores, marcadores)
de ADN ya sea de virus, bacteria, hongos, plantas u otros organismos superiores (Pefa-
Castro et al., 2013). Se pueden hacer compatibles con los sitios de recombinacion y la
activacion de la expresion del promotor al gen con la capacidad de inducir e inhibir, para la
transcripcion de ARNm vy la sintesis de nuevas proteinas recombinantes (Gonzalez et al.,

2004).

El casete de expresion puede construirse usando las técnicas de la biologia
molecular y determinar el efecto de la expresidon del gen. También se pueden emplear
comercialmente para obtener plantas mas tolerantes a las condiciones ambientales y una
mayor productividad agricola. De esto ultimo, los primeros casos exitosos fueron los
cultivos de soya resistentes a herbicidas, luego el maiz resistente a insectos lepidépteros
conocido como maiz Bt, del cual se desprenden las variedades transgénicas de algoddn,
tomate, soya, cafna y canola que son resistentes a plagas de insectos (James, 2008). Otro
de los cultivos agricolas de mayor importancia en Asia, es el arroz dorado proveniente de
la variedad de arroz (Oryza sativa) que presenta con un alto contenido de beta-caroteno

(vitamina A) y lo hace eficaz para combatir problemas nutricionales (Mayer et al., 2008).

Para lograr obtener todos estos cultivos modificados, en principio se tuvo que
disefiar y construir casetes de expresion con secuencias de ADN de diferentes organismos
con funcionalidades deseadas que proporcionarian las caracteristicas necesarias para

enfrentar los factores abidticos del medio ambiente.

1.7 Promotores en plantas

1.7.1 Descripcion y tipo de promotores
Los promotores son secuencias de ADN que funcionan como controladores, que

estdn unidos a los genes para inducir el nivel de expresidn en diferentes drganos vegetales

o en diferentes etapas de su ciclo de vida. Muchas de las investigaciones realizadas han
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favorecido numerosos aislamientos de promotores en diferentes organismos vegetales,
bacterianos o virales (Karimi et al., 2007; Radonic, 2010). Los promotores permiten
seleccionar diversas caracteristicas como niveles de actividad y patrones de expresion,

expresion constitutiva o inducible.

1.7.2 Promotores constitutivos
Los promotores constitutivos son aquellos que expresan fuertemente y de manera

casi constante a los genes que preceden. Son los que mayoritariamente se han
caracterizado y utilizado en la ingenieria genética. Unos de los promotores mds conocidos
y de expresion fuerte usado comunmente para producir plantas transgénicas es el 35S,
que proviene del virus de mosaico de la coliflor (CaMV) (Benfey et al., 1990; Aoyama et al.

1997).

El promotor 35S es responsable de la transcripcidén de todo el genoma de CaMV. Al
usarse en la transformacién de plantas, se provoca el aumento de la expresidon de genes
en plantas dicotiledéneas (Benfey et al. 1990), mientras que es menos eficaz en plantas
monocotiledéneas (Mitsuhara et al., 1996). Otros promotores constitutivos que se utilizan
fueron aislados de Agrobacterium tumefaciens, por ejemplo, el promotor NOS (nopalina
sintasa), OCS (octopina sintasa) y MAS (manopina sintasa) (Kononowicz et al., 1992). Para
el caso de monocotileddneas, estdn el promotor de la ubiquitina del maiz (Christensen et

al., 1996) y de la actina de arroz (McElroy et al., 1990).

El promotor 35S se utilizd en estudios previos para analizar el efecto de la
sobreexpresién de SUB1A-1 en Arabidopsis con un casete de expresion 35S:FLAG-SUB1A-
1, donde FLAG es un marcaje inmunogénico que se utiliza para detectar rapidamente la
expresion de la proteina transgénica (Pena-Castro et al., 2011). De estos estudios, se
determind que la sobreexpresién de SUB1A-1 no transfiridé la capacidad de tolerar la
inundacién a Arabidopsis, pero si permitio la transferencia de otras caracteristicas de la
estrategia quiescente del arroz, como floracién tardia, sensibilizacién al ABA, inhibicién del

GA y acumulacién de almiddn (Pefia-Castro et al., 2011; Naiiez, 2015).
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1.7.3 Promotores inducibles
En algunos casos, el fragmento de ADN unido a un promotor constitutivo puede

afectar el crecimiento y desarrollo normal de las plantas en extremo, debido a la accidn
excesiva de proteinas recombinantes que se acumulan en los drganos vegetales. Como
alternativas a esto se tienen los sistemas inducibles. Por tal razén, varios promotores han
sido investigados para ser usadas en plantas, especialmente en sistemas modelo como
Arabidopsis o tabaco para evitar los efectos negativos de la expresion ectdpica en la
viabilidad de la planta. De esta manera, hay sistemas inducibles por etanol (Caddick et al.,
1998), por esteroides (Aoyama et al. 1997), por dexametasona (Ouwerkerk et al., 2001) y

por respuesta a distintos tipos de estrés (Hoff et al., 2001).

Uno de los sistemas mas empleados es el inducible por etanol. Es un sistema
efectivo que proporciona una expresién inducible fina, un alto nivel de transformacion de
forma estable o transitoria en plantas y es potencialmente adaptable a una amplia gama
de huéspedes (Roslan et al., 2001; Maizel y Weigel, 2004; Dugdale et al., 2013). Este
sistema del hongo Aspegillus nidulans se ha utilizado en papa, tabaco y Arabidopsis, y

otros cultivos agricolas (Roslan et al., 2001).

En este sistema, el promotor 35S activa de forma constitutiva al factor de
transcripcion AlcR, que responde quimicamente a la aplicacidon exdgena de etanol o a su
produccién enddgena (Roslan et al.,, 2001). En esta forma activada, se une al promotor
pAlcA y promueve la sintesis de proteina recombinante del cualquier gen (Maizel y
Weigel, 2004). En este trabajo, se propone utilizar este sistema con el gen SUB1A-1, para
probar la resistencia a la inundacidn o el aumento de las reservas de almidén en plantas

dicotileddneas, bajo el mecanismo que se ilustra en la Figura 4.
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Figura 4. Esquema del mecanismo de expresion y probable aplicacién biotecnolégica en
el aumento a la tolerancia a la inundacidon y en el mejoramiento del contenido de
almiddn en la biomasa vegetal para la produccidon de bioetanol (Zamora-Hernandez et
al., 2014) del casete propuesto en este trabajo para la expresion del gen SUB1A-1 bajo el
control del promotor inducible por etanol (pAlcA).
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2. JUSTIFICACION

La inundacioén es el segundo estrés que mas dafio causa en la agricultura en México
con serias consecuencias negativas en la productividad en los cultivos. Por lo tanto, ante
esta amenaza natural, se buscan desarrollos biotecnoldgicos para mitigar su impacto

negativo y estabilizar la productividad agricola de gran importancia econdmica.

El gen SUB1A-1 pertenece a la familia de factores de transcripcion Ilamados
Factores de Respuesta al Etileno (ERFs). SUB1A-1 controla la respuesta a la inundacién en
arroz y es de gran interés poder transferir esta caracteristica genética a otras plantas. Sin
embargo, al ser un gen que inhibe el consumo de carbohidratos, al expresarse
constitutivamente en Arabidopsis provoca efectos indeseables como lento crecimiento y

paraddjicamente, poca tolerancia al estrés por inundacion.
En este trabajo se propone una solucidon biotecnoldgica con el disefio y la

construccion de un casete de expresidon inducible con la capacidad de regular la expresion

de SUB1A-1 por etanol aifiadido o por el producido durante la respuesta a la inundacion.
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3. HIPOTESIS

Es posible disefiar in silico y construir in vitro un vector que permita la expresion inducible

de SUB1A-1.

4. OBJETIVO GENERAL

Construir un vector de expresion binario que contenga al gen SUB1A-1 (factor de

transcripcién ERF grupo VII) bajo control de un promotor inducible.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Disefiar in silico una estrategia de clonacidn del gen SUB1A-1 que permita expresarlo

de forma inducible.

2.- Aislar la secuencia completa del gen SUBI1A-1 y clonarla en un vector de

almacenamiento.

3.- Transferir al gen SUB1A-1 al vector PBJ36_AlcA y subclonarlo en el vector

pMLBart_AlIcR.

4.- Verificar por secuenciacién de Sanger el orden correcto de la construccién.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Figura 5. Representacion esquematica de la estrategia experimental para la construccion
del orden correcto del casete de expresion.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material vegetal

Para aislar al gen de SUB1A-1 se utilizaron plantas de 14d de Arabidopsis thaliana
variedad Columbia-0 (Col-0) previamente transformadas con el casete 35S:SUB1A-1-
3XFLAG (Pefia-Castro, datos no publicados). Las plantas se crecieron en una camara de
crecimiento controlado (Conviron, CMP6010) con un régimen de 16 h de luz y 8 h de
oscuridad utilizando el medio MS (sales MS 0.5X, sacarosa 1%, agar 1%, pH 5.7). Las
plantas se colectaron al mediodia. Se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y

se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento.

7.2 Extraccion de ADN gendmico

Las plantas de Arabidopsis se trituraron en un mortero previamente congelado en
nitréogeno liquido. Para evitar el descongelamiento del tejido, se vertié nitrégeno liquido

sobre la muestra cuando era necesario.

El polvo obtenido del material vegetal se colecté en un microtubo de 1.5 ml y se
agregaron 500 pl de buffer de extraccion EB (solucion de EDTA 50 mM, NaCl 500 mM y
Tris 100 mM), se homogenizé en el vortex, y se incubd por 30 min a 65°C. Enseguida se
afadieron 500 pl de solucién cloroformo/alcohol isoamilico 24:1 y se homogenizé en el
vortex por 30 segundos. Se centrifugd 10 min a maxima velocidad (21,100 g) y se recuperé
el sobrenadante en un nuevo microtubo. Se afadieron 500 pl de isopropanol (2-
propanol), se agité en vortex y se incubd a temperatura ambiente durante 30 min. Se
centrifugd 15 min a maxima velocidad y se decanté el isopropanol. Se afiadieron 750 pl de
etanol al 70% (V/V) a la pastilla y se centrifugd a maxima velocidad durante 7 min y se
decantd el etanol. La pastilla se disolvid en 20 ul de agua desionizada previamente

esterilizada por autoclave, filtrada en una membrana de 0.45 um y tratada con luz UV por
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10 min a maxima potencia. Por ultimo, el ADN gendmico en solucidn se almacené a -20°C

hasta su procesamiento.

Para verificar la calidad de ADN gendmico se usé la electroforesis en gel de agarosa

al 1% (Ver seccion de electroforesis).

7.3 Software Vector NTI y disefio in silico

El Software Vector NTI 11 se descargd de la pagina de internet del fabricante
Invitrogen en el URL http://www.invitrogen.com, se utilizé la versidén de prueba gratuita.
Las secuencias de los vectores (ver seccién de vectores) se descargaron de la pagina de
internet del laboratorio del profesor Detlef Weigel en el Instituto Max Planck en Alemania
con el URL http://weigelword.org/resources. Las secuencias de ADN de los genes SUB1A-1

y SUB1C-1 se obtuvieron del reporte de Fukao et al. (2008).

Tanto vectores como secuencias se combinaron con las opciones "Cloning" > "Using
Construct/Design". Los oligonucledtidos de asilamiento y secuenciacion con la opcién
"Analysis" > "Primer Design" con dos vertientes, la primera para disefio con fines de PCR
en "PCR Primers" con la simulacién en "PCR using existing oligos" y la segunda para

secuenciacion en "Primers" > "Sequencing Primers".

7.4 Reaccion en cadena de la polimerasa

Los oligonucledtidos se sintetizaron por la compaiiia Integrated DNA Technologies

(oligonucledtidos para PCR) y por Macrogen (oligonucleétidos de secuenciacion).

La amplificacién de ADN se realizé en un termociclador (Axygen, MaxyGene
Gradient) para microtubos de 50 pl. La enzima utilizada fue una ADN polimerasa

termoestable de Pyrococcus de alta fidelidad (Phusion, NEB). Una mezcla de reaccidn
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caracteristica consistio de agua (12.4 ul), Buffer 5x (4.5 pl), dNTP (0.4 ul), primer 5' (10
UM, 1 pl), primer 3' (10 uM, 1 pl), Phusion ADN polimerasa (0.2 ul) y gADN (1 pl).

Para adenilar los productos producidos por Phusion se reamplificé por PCR con la
enzima Dream Green Tag que ya incluye dNTPs y enzima en la mezcla de reaccion
(Fermentas, K10819). La mezcla de PCR se prepard en frio después de descongelar todos
los componentes en hielo, homogenizarlos por inversiéon y centrifugarlos brevemente a
9,600 g. El agua utilizada en las reacciones fue destilada, desionizada (Barnstead, B-pure),
esterilizada por autoclave (15 min a 15 psi) y tratada por 10 min con luz UV (UVP, HL-2000
HybriLinker).

Las muestras se distribuyeron en microtubos de 0.2 ml para PCR (17 pl para cada
una) y después se afiadieron los oligonucleétidos y ADN gendmico correspondiente para

un volumen final de 20 ul, como se muestra en la Figura 6.

Figura 6. Preparacion de muestras de PCR a partir de una mezcla
maestra central para minimizar errores de pipeteo.

Los oligonucledtidos utilizados para cada reaccién fueron los disefiados utilizando
Vector NTI (ver detalles en Resultados y Discusién) para la amplificacion de los genes

SUB1A-1 (SublAEcoRI5’, TTCGGAATTCATGTGTGGAGGAGAAGTGATC; SublAHindllI3’,
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CGTTAAGCTTTCAGGCTTCCCCTGCATATGA), SUB1A-1-3xFLAG (AEcoRI5’;
3xFLAGHindIlI3’CGTTAAGCTTTCACTTGTCATCGTCATCCTT) SUBi1C-1 (SubCEcoRI5’
TTCGGAATTCATGCGCCGCCGCGTCTCCTCC; Sub1CHindIlI3’
CGTTAAGCTTTTAGCTCCAGAAGCGCATGTC), y SUB1C-1-3xFLAG (AEcoRI5’ y FLAGHindllI3’).

Las condiciones de la reaccion en el termociclador se programaron de la siguiente
forma: Desnaturalizacién inicial 98°C por 60s, 1 repeticion. Ciclado por 40 veces a 98°C por
10s, 60°C por 30s, 72°C por 60s y un paso final de 72°C por 10 min. Las reacciones se
resguardaron en la funcidn de enfriamiento del termociclador hasta que se almacenaron a

-20°C o se procesaron inmediatamente.

7.5 Electroforesis y purificacion de los productos de PCR

Los productos de PCR obtenidos se separaron en un gel de agarosa al 2% con el
marcador de peso molecular (Gene Ruler 100 a 1000 pb, Thermo, SM0248). Los
fragmentos de ADN amplificados fueron desplazados mediante un campo eléctrico en una
camara electroforética con el buffer TAE al 1X. Una vez hecho el corrimiento, se sumergio
en la solucién de bromuro de etidio con una concentraciéon de 1 pg/ml durante 2 min y

después se enjuagd en agua durante 10 min.

Al finalizar la electroforesis se visualizd la banda correspondiente del fragmento de
ADN con la ayuda de un transiluminador UV y se procedié a extraer la porcién de gel que
contiene la banda de ADN con la ayuda de un bisturi y la pantalla de proteccién visual. El
gel escindido se almacend en un microtubo de 1.5 ml. Se expuso el minimo tiempo posible

el ADN a la radiacion UV para evitar su degradacién.

Las moléculas de interés se purificaron del gel con el kit comercial Gene Jet
(Thermo, K0691). Para ello, primero se pesaron los microtubos vacios, se les coloco el
fragmento de gel y se volvieron a pesar para calcular la adicion del buffer Binding en una

relacion 1:1 W/V. Se incubd la mezcla a 60°C hasta que el gel se disolvié por completo (se
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agité cada 3 min), se mezcld en vortex y se transfirio a la columna de extraccién donde se
centrifugd a 14,600 g por 1 min (condiciones de centrifugacién para todo el protocolo).
Posteriormente se descartd la solucién, nuevamente se agregaron 100 ul de buffer
Binding y se centrifugd por 1 min. Se retird la solucién y se agregaron 700 pl del Wash
buffer con etanol y se descarté el centrifugado. Se centrifugd nuevamente por 1 min para
eliminar por completo los residuos de etanol. Finalmente se colocé a la columna de
extraccién en un microtubos de 1.5 ml y se dejé abierto la tapa para que se evaporara el
etanol y después se colocé 20 ul del buffer Elution, se incubd a temperatura ambiente por

1 min y se centrifugd por 1 min.

El ADN se cuantific6 en un microespectrofotometro de luz UV (Nanodrop 2000,
Thermo) realizando un barrido de 220 nm a 350 nm. Se registraron la concentracién, la
relacion 260/280 (>1.8 buen indicativo de baja contaminacion por proteinas) y la relacién

260/230 (>1.8 buen indicativo de baja concentracion de contaminantes organicos).

7.6 Plasmidos

Los amplicones obtenidos por PCR se clonaron en diferentes vectores para lograr la
construccion final inducible siguiendo el disefio experimental detallado en la Figura 5. Los
diferentes vectores que se utilizaron en los experimentos y sus caracteristicas se

presentan en la Tabla 1.

El vector pGEM-T Easy Vector esta integrado por 3015 pares de bases, posee en los extremos

3" una timina libre que se unen por complementariedad con los extremos A de los productos

de PCR facilitando la insercion de éstos en el vector. La presencia de timina en los extremos 3’

del vector impide su recircularizacién, aumentado la eficiencia del proceso de ligacién. Los

clones positivos insertados con la secuencia de SUB1A-1 en el sitio de clonacion multiple del

vector comercial, presentaran una coloracion blanca en presencia de los compuestos IPTG y

X-Gal debido a que se interrumpe la regién codificante de LacZ, mientras que las clonas libres
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de secuencia del gen presentardn una coloracién azul.

Tabla 1. Descripcion y caracteristicas de vectores que se utilizaron en la obtencién de la

construccion inducible.

Vector Caracteristica Origen
pPGEM-T Easy | Vector lineal con sito T/T, marcador | Vector comercial de Promega,
AmpR para bacteria, regiéon lacZ | A3610A.
interrumpida (Figura 7).
BJ36_AlcA Promotor alcA con sitio multiple de | Donado por el profesor Detlef

clonacién al frente, marcador AmpR

para bacteria (Figura 8).

Weigel del Max Planck Institute.

http://www.weigelworld.org/

pMLBart_AIcR

Cassette de expresion flanqueado
por borde lzquierdo y Derecho de T-
DNA con regidon 35S:ALCR con sitio
Notl casete

para incorporar al

pAlcA:Gen-de-Interes. Marcador

BASTA para plantas (Figura 9)

Donado por el profesor Detlef

Weigel
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Figura 7. Representacion esquematica del vector comercial pGEM®-T Easy (Promega).
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Figura 8. Representacion esquematica del vector pBJ36_AlIcA.

Natl
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Figura 9. Representacion esquematica del vector pMLBart_AIcR.
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El plasmido pBJ36_AIcA tiene un tamafio de 3950 pb, posee la secuencia del
promotor inducible por etanol AlcA y la sefial de poliadenilacidon de la octopina sintetasa
(OCS) dichas regiones a su vez son flanqueadas por secuencias de reconocimiento de la
enzima de restricciéon Notl, lo cual permite el posterior subclonado de segmento de ADN
de interés en un vector binario. Ademas posee una region de secuencia que codifica para
resistencia a ampicilina y un origen de replicacién para E. coli.

El vector pMLBart_AlcR estd constituido por el promotor 35S del virus de mosaico
de la coliflor (355CaMV) y el gen del factor de trascripcién fungico AlcR, con la capacidad
de controlar la transcripcion de ADN en la presencia de etanol. También tiene una sefial
de poliadenilacién de la octopina sintetasa (OCS). Ademdas confiere resistencia a
espectinomicina para bacteria y BASTA (BaR) para planta. Es un sistema de expresién

inducible por etanol para la produccidn de proteinas recombinantes en plantas.

7.7 Cultivo de Escherichia coli

La cepa bacteriana que se utilizé en este trabajo experimental fue Escherichia coli
One Shot Top 10 quimicamente competente (Invitrogen, C404003). Esta cepa tiene una
alta eficiencia de transformacion (1X10°cfu/pg de ADN) y es ideal para la clonacién y

propagacion de plasmidos.

Las bacterias se crecieron en medio LB (Luria-Bertani) compuesto por triptona 10 g
I extracto de levadura 5 g I, cloruro de sodio 10 g I pHde 75y 15 g It de agar.
Cuando se requirié medio liquido, se realizé el mismo procedimiento pero sin agregar

agar.

La transformacion de células competentes se realizdé mediante choque térmico. Se
mezclaron 5 pl de ADN en el vial de 50 pl células competentes de E. coli. Se realizaron las
siguientes secuencias de incubacién: 30 min en hielo, luego a 42°C durante 30 segundos
en un termobloque y de inmediato se incubaron en hielo a 2 min. Posteriormente, se les

agregaron 250 ul de medio SOC liquido y se incubaron durante 1 h a 37°C con agitacion de
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180 rpm. Por ultimo, se plaqued la alicuota a una caja Petri preparada con el antibiotico
correcto incorporado (antes de gelificacién) de una solucién concentrada 1000x y
esterilizado por filtracion en membrana de 0.20 ym, para pGEM-T-Easy y BJ36_AIcA es
ampicilina (100 ug ml™) y para pMLBart_AlcR es espectinomicina (50 ug ml™). Para el caso
del vector pGEM-T Easy también se adicionaron los compuestos IPTG y X-GAL. Se incubd

durante una noche a temperatura regulada de 37°C.

La conservaciéon de las colonias de bacterias transformadas durante largos
periodos de tiempo se llevé por congelaciéon a -80°C en medio LB adicionado con glicerol
al 50% estéril. Para la conservacién de las colonias durante periodos de tiempo corto y
permitir su uso inmediato a partir de colonias aisladas, se conservaron a 4°C en placas
Petri con el medio sdlido de LB, adicionado con antibidticos correspondientes, por periodo

maximo de un mes.

7.8 Aislamiento de ADN plasmidico mediante lisis alcalina

Para la extraccidon de ADN plasmidico las bacterias se cultivaron en medio LB que
contenia el antibidtico adecuado para cada tipo de plasmido (ver seccidon anterior)
durante ~12h; posteriormente, los cultivos se centrifugaron (1 min a 9,600 g) y el paquete
celular se empled para extraer pldsmidos mediante lisis alcalina (Green y Sambrook,
2012). En la Tabla 2 se detallan las soluciones utilizadas y en la Tabla 3 la preparacién de

los tres buffers para procesar 20 muestras.

Tabla 2. Soluciones base para la extraccion por el método alcalino de plasmidos.

Concentracidn final | Compuesto Férmula quimica | Peso molecular g/mol
0.5M EDTA pH:8.0 Ci10H16N,0g 292.24

25M NaCl NaCl 58.44

1.0M TRIS pH:8.0 C4H11NO3 121.14

5% SDS C12HsNaO,S 288.38
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El EDTA (4cido etilendiamino tetra acético) es un agente quelante de iones
metdlicos como Ca™ y Mg™" y su funcidn es inhibir la accién de las nucleasas al no haber
cofactores libres para su actividad y asi proteger al ADN. El cloruro de sodio aumenta el
poder idnico de la solucion y ocasiona la precipitacion del ADN. El TRIS (trisamino metano)
es un tampodn bioldgico, cuya funcién es mantener el pH de la soluciéon constante (pH 7.0 -
pH 8.0). Finalmente, el SDS (sodecil sulfato de sodio) es un detergente anidnico que actua

como agente solubilizante de proteinas y de componentes de tejidos y membranas.

Tabla 3. Soluciones de aislamiento de plasmidos.

Buffer | (Mantenerlo en frio) Buffer Il (Temperatura | Buffer lll (Mantenerlo en frio)
ambiente)

1935 pl de H20 3120 pl de H20 852 pl de H20

40 pl de EDTA(0.5 M) pH:8.0 800 ul de SDS 344 ul de acido acético glacial

25 pul de TRIS (25mM) pH:8.0 80 ul de NAOH 1,800 ul de acetato de potasio

Para extraer al plasmido, las bacterias empaquetadas se resuspendieron en 100 pl
de buffer | agitando en vortex vigorosamente. Luego se adicionaron 200 ul de buffer Il y se
mezcld por inversidon. Después, se adicionaron 150 pl de buffer Ill, primero se mezclé por
inversién y después por vortex y se incubd durante 5 min en hielo. Posteriormente se
centrifugd durante 5 min a 16,200 g a 4°C. El sobrenadante se transfirio a un microtubo
nuevo, se agregaron 500 ul de fenol/cloroformo 24:1 (V/V), se agité vigorosamente y
después se centrifugd a 4°C durante 2 min. Se transfirid el sobrenadante a un nuevo
microtubo y se afiadieron 750 pl de etanol absoluto y se agitd vigorosamente, se dejo
reposar 2 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 4°C durante 5 min, y se decantdé
el etanol. Se lavod la pastilla con 1ml de etanol al 70%, se agitd por vortex vigorosamente y
se centrifugd durante 2 min. Se retiré el etanol y se dejé a reposar para evaporar el resto

de etanol. Por ultimo se agregaron 20 pl de H,0 con RNAsa (2 pl de solucién 10 mg/ml en
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1000 pl de H20, Thermo, ENO531) y se incubd a 37°C durante 1 h, se utilizd

inmediatamente o se guardd a -20°C.

7.9 Ligacion y digestion de moléculas de ADN

La clonacién en el vector pGEM-T-Easy se realizé en una mezcla de reaccién que
contenia la ligasa y el vector linearizado y se incubé a 4°C por una noche (Buffer 2x 5 pl,

vector 1 ul, T4 ligasa 1 pl, inserto de PCR 3 ul)

Para liberar al fragmento SUB1A-1 clonado en el vector pGEM-T easy se digirié con
EcoRl y Hindlll simultdneamente a 37°C por 4 h en el buffer universal NEB (agua 11.2 pl,
Buffer Cutsmart 2.0 pl, EcoRI 0.4 pl, Hindlll 0.4 ul y 6pl de ADN plasmidico). La inactivacién
de las enzimas fue a 65°C por 20 min. El vector PBJ36_AlIcA se digirié de la misma forma.
Tanto el producto liberado como el vector linearizado se corrieron en una electroforesis y

fueron purificados del gel como se describié anteriormente.

Con el microespectrofotdmetro se cuantificd la concentracion de ADN vy la pureza
de las muestras. Se realizaron los cdlculos de molaridad del inserto SUB1A-1, este es uno
de los pasos mas importantes en la ligacion porque permite calcular las cantidades
necesarias de los componentes (buffer, ATP, H20 dd, ligasa, inserto, vector), en un

volumen final de 10 pl y una relaciéon de inserto:vector de 3:1.

El calculo de la molaridad de los extremos se realizé con las instrucciones del URL
https://www.neb.com/faqs/2012/02/15/how-to-calculate-the-molarity-of-ends. Las
féormulas fueron implementadas en una tabla de calculo de Excel (Figura 10) donde
automaticamente se realizaron los cdlculos de molaridad necesarios para saber el
volumen de vector e insertos a pipetear. La tabla funciona alimentando las mediciones de

Nanodrop, la relacién inserto:vector, los pares de bases y el volumen de reaccion.
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Figura 10. Tabla de calculo implementada para calcular los componentes de reacciones
de ligacion en molaridades y relaciones molares determinadas.

La férmula a) permitié calcular la concentracién de inserto (Qi) para lograr la relacién

deseada inserto:vector a partir de mediciones espectrofotométricas.

Mi

@ Q= <((2)(1X109nm))

) (pBi * 650)(Vr = 1,000ng)

Las férmulas utilizadas fueron las siguientes:

1pg )

b) Nv=Cv (l,OOOng

Nv = Factor de conversion ng/ul a ug/ul

) Mv = ( (2)(1x10°nm)

pBv * 650)

Mv = Determinacion de molaridad de los dos extremos del vector en nM

0 ov=(57) (T00s)

Qv = Concentracion en pg/ul de vector en la ligacién con peso de vector (F, 20-100 ng por

20 ul de reaccion) y volumen de reaccion deseados (Vr, 10-20 pl).
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e) Mi = (Mv)(Pi)
Mi= nM necesarios de inserto en ligaciéon para cumplir con la proporcion indicada (Pi, 2 =
1:2,3=1:3).

Dénde:

Cv= Lectura de Nanodrop (ng/ul) del Vr=Volumen de reaccion (10-20ul)

vector
pBv=Pares de bases (vector) Pi= Proporcion de inserto (2=1:2, 3=1:3,
pBi= Pares de bases (Inserto) etc.)

F= ng maximos totales en la ligacién (20-

100 ng por 20 ul de reaccidn)

Una vez realizados los calculos, se llevé a cabo la ligacién con la enzima ligasa
(Epicentre, EP25-20818) por 1 h a temperatura ambiente y se desactivd a 70°C durante 15
min. Para transformar a las células competentes de E. coli se usé un maximo de 5 ul de

ligacidn en 50 ul de células.

Para transferir la construccion pAlcA:SUB1A-1 al vector AlcR, ambos se digirieron
con la enzima Notl a 37°C por una hora y la inactivacién de la enzima fue a 65°C por 20
min. Tanto el fragmento pAlcA:SUB1A como el vector AlcR linearizado se purificaron por
extraccion de gel y por precipitacion con acetato de sodio 3M en una relacion 10% V/V por
2 h a -20°C para después limpiarse con tres volumenes de etanol al 70% dos veces. La

ligacion de ambos se realizé como ya se describid.

7.10 Secuenciacion de vectores

Los oligonucleétidos de secuenciacidn se disefiaron como ya se menciond en la

seccion 7.1. Los oligonucledtidos cubrieron toda la secuencia del gen SUB1A-1 incluida la
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marca 3xFLAG, a partir del vector para verificar la clonacién direccional (Figura 11). La

secuencia de los oligonucledtidos se detalla en la Tabla 8.

Las colonias que resultaron positivas en la transformacién y en las digestiones de
prueba se volvieron a crecer en 5ml de medio LB. El plasmido ahora se extrajo con el kit
QlAprep (Qiagen, 27104) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plasmidos diluidos
se cuantificaron en el miniespectrofotémetro Nanodrop para tener una concentracion de

200 ng/pl.

Los plasmidos se enviaron en solucién al Laboratorio Nacional de Gendmica para la
Biodiversidad (LANGEBIO, CINVESTAV-Irapuato) para su secuenciacion por el método de
Sanger. Los resultados de la secuenciacidn se recibieron como archivos tipo *.AB1 y se
leyeron con el programa CHROMAS. Las secuencias se armaron seleccionando las
secuencias que no estuvieran sobrelapadas y con un calidad determinada por la

diferenciacidn entre picos.

Para verificar la fidelidad de la secuencia clonada, se realizaron analisis tipo
alineamiento con el software en linea EMBOSS
http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_water/nucleotide.html. Para considerar exitoso
el proceso de clonado, la homologia deberia ser de 100% con la reportada por Fukao et al.

(2008).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Simulacion in silico en el software Vector NTI

En este trabajo de investigacidn se usé la simulacién in silico para la confirmacion
del funcionamiento de la estrategia experimental propuesta (Figura 5) asi como para la
deteccion de posibles problemas en las reacciones de digestion, insercién direccional y
reconocimiento de las secuencias por las enzimas de restriccion. También fue de gran
utilidad para realizar interpretaciones y simulaciones de electroforesis, disefio de
oligonucleétidos para reacciones de PCR, verificacién y analisis de los resultados de

secuenciacion del casete de expresion.

El mds frecuente de los problemas durante una clonacidon es la deteccién del
movimiento de marco de lectura, por lo tanto el software permite corregir la pauta de
lectura en fase correcta con un disefio adecuado de oligonucledtidos y de ésta forma, se

minimiza el tiempo experimental y gasto de insumos.

Asi que el trabajo in silico permitié una guia computacional para analizar y darle
seguimiento a todos los pasos del trabajo experimental en la construccién in vitro del

plasmido binario deseado.
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JAFLAG

polylinker Hind1ni (1)
Sal 1{4569) BamHI(7)

Zal 1{4357

Sub1A oot (783)
EcoRI {3g23)
Thot -:3;15>\
| McA:Sub1A-3xFLAGfOrSEQFINAL
4852 bp —_—

Figura 11. Plasmido binario con el casete de expresion pAlcA:SUB1A-1-3xFLAG.
Resultado de la simulacion realizada con el software Vector NTI (Invitrogen), donde se
confirma el disefio experimental para obtener un plasmido con el orden correcto de los
sitios de ligacién (EcoRI en el extremo N terminal y Hindlll en el C terminal), y la fase del
marco de lectura del gen SUB1A-1 con la marca inmunogénica 3xFLAG. Se observan
también los sitios Notl que servirdn para la subclonacién el vector pMLBart_AlcR (Figura
9).
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8.2 Extraccion de ADN gendmico

Como fuente de material genético para aislar a los genes de arroz SUB1A-1 y
SUBI1C-1, se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana transformadas previamente en la
Universidad de California Riverside (Pefia-Castro, datos no publicados) con un casete de
expresion 35S:SUB1A-1-3xFLAG o 35S:SUB1C-1-3xFLAG clonados con la tecnologia
Gateway (Karimi et al., 2007). Para la extraccion de ADN gendmico vegetal (gADN) se
utiliz6 un método de extraccién por maceracidn en nitrégeno liquido y limpieza por

cloroformo: alcohol isoamilico (24:1).

Para verificar la extracciéon, el material genético resolubilizado se corrié en geles de
agarosa al 1%. Se pudo observar una banda esperada de alto peso molecular que indica la
presencia de gADN y un barrido de bajo peso molecular indicativo de ARN degradado

(Figura 12).

Figura 12. Electroforesis de ADN genomico. Geles de agarosa al 1%, M: Marcador de
peso molecular; 1: ADN gendmico de plantas OxSUB1A; 2: ADN gendémico de plantas
OxSUBI1C.

De tal forma, se procedidé a utilizar este gADN para verificar su capacidad de

amplificacién y poder realizar la extraccion por PCR de los genes de interés.
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8.3 Diseiio de oligonucleotidos

Para aislar a los genes de interés, se disefiaron con Vector NTI oligonucleétidos

para usarse en PCR y que amplificaran la secuencia completa desde el codén de inicio

hasta el coddn de paro. Se hicieron dos opciones de oligonucledtidos, una que permitiera

aislar a los genes de interés sin marca inmunogénica 3xFLAG (Figura 13) y otro que si la

incluyera (Figura 14).

SUB1A-1 (846 bp)

Derecho —»
EEETGTGGAGGAGAAGTGATCCCCGCCGACATGCCGGCGGCGCCGTTCACGCCACGCCAC
M C G G E V I P A D M P A A P F T P R H
GGCGACGGCGAGACATGGGTTGACAGAAAGAGGAGGAACAAGAAGAAGAGGAAGCGCGGC
G D G E T W VvV D R K R R N K K K R K R G
GCCGACGAAGAATGGGAGGCCGCCTTCCAGGAGTTCATGGCTGCTGACGACGACGACGAC
A D E E W E A A F Q E F M A A D D D D D
GGCGGCGGACTCGTGTTAAGTAGTAAATCTTTGGTGTTGAGGTCACCAGGTGAAAATGAT
G G G L VvV L S s K S L VvV L R S P G E N D
GCAGGCCGGGGCGCCGCCGCCACCATGTCCATGCCGCTGGACCCCGTGACCGAGGAGGLCC
A G R G A A A T M S M P L D P V T E E A
GAGCCGGCGGTGGCTGAGAAGCCTCGCCGGCGCCGGCCGAGGCGGAGCTACGAGTACCAC
E P A V A E K P R R R R P R R S Y E Y H
GGCATCCGGCAGCGGCCGTGGGGGCGGTGGTCGTCGGAGATCCGCGACCCCGTCAAGGGC
G I R Q R P W G R W S S E I R D P V K G
GTCCGCCTCTGGCTCGGCACCTTCGACACCGCCGTCGAAGCCGCGCTCGCCTACGALCGCC
vV R L W L G T ¥F D T A V E A A L A Y D A
GAGGCCCGCCGCATCCACGGCTGGAAAGCCCGGACAAACTTCCCACCCGCCGATCTTTCT
E A R R I H G W K A R T N F P P A D L S
TCGCCGCCGCCGCCGTCGCAGCCGCTCTGCTTCTTGCTCAACGACAACGGCCTCATCACA
S P Pp P P S 0 P L C F L L N D N G L I T
ATCGGAGAAGCGCCGACCGACGACGCCGCGTCGACGTCGACGTCGACGACGGAGGLCGTCC
I G E A P T DD AWM AS T S T S T T E A S
GGCGACGCGCGCATACAACTGGAGTGCTGCTCGGACGACGTGATGGACAGCCTCCTCGCC
G b AR I Q0 L E CC S DDV M D S L L A
GGCTACGACGTGGCCAGCGGCGACGACATATGGACATGGACATCTGGAGCCTCCTCCACC
G Yy b v A S G D D I W T W T S G A S S T
TCTGTTAACCAAGAGATCAAGACCCCATCGATCCACCAAAACATATCATATGCAGGGGAA
S VvV N Q E I K T P S I H Q N I S Y A G E

GCCER

A
4_
Izquierdo

Figura 13. Secuencia del gen SUB1A-1 sin marca inmunogénica 3xFLAG. Las flechas

indican la direccién de los oligonucleétidos y en subrayado el sitio donde se disefiaron, en

verde esta el coddn de inicio, en rojo el de paro.
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SUB1A-3xFLAG (966 bp)

Derecho—»

e TGTGGAGGAGAAGTGATCCCCGCCGACATGCCGGCGGCGCCGTTCACGCCACGCCAC
M ¢C G G E vV I P A DMZ®PA AU AU PTFT P R H
GGCGACGGCGAGACATGGGTTGACAGAAAGAGGAGGAACAAGAAGAAGAGGAAGCGCGGC
G D GE T WV DUREKIRI RIUNIZ K K K R K R G
GCCGACGAAGAATGGGAGGCCGCCTTCCAGGAGTTCATGGCTGCTGACGACGACGACGAC
A D EEWTEA AW AT FOQE ET FMU AR ATDD D D D
GGCGGCGGACTCGTGTTAAGTAGTAAATCTTTGGTGTTGAGGTCACCAGGTGARAATGAT
G 6 G L V1.1 S S K S L Vv L R S P G E N D
GCAGGCCGGGGCGCCGCCGCCACCATGTCCATGCCGCTGGACCCCGTGACCGAGGAGGCC
A G R GA A A T M S M P L D PV T E E A
GAGCCGGCGGTGGCTGAGAAGCCTCGCCGGCGCCGGCCGAGGCGGAGCTACGAGTACCAC
E P AV A E XK P R R RI RU©PI RI RS Y E Y H
GGCATCCGGCAGCGGCCGTGGGGGCGGTGGTCGTCGGAGATCCGCGACCCCGTCAAGGGC
G I R Q R P WG IR WS S E I R D P V K G
GTCCGCCTCTGGCTCGGCACCTTCGACACCGCCGTCGAAGCCGCGCTCGCCTACGACGCC
V R L W L 6 T F D T AV E A A L A Y D A
GAGGCCCGCCGCATCCACGGCTGGAAAGCCCGGACAAACTTCCCACCCGCCGATCTTTCT
E A R R I HG WK AU R TN F P P A D L S
TCGCCGCCGCCGCCGTCGCAGCCGCTCTGCTTCTTGCTCAACGACAACGGCCTCATCACA
S P P P P S Q P L CUF L L NDINGTUL I T
ATCGGAGAAGCGCCGACCGACGACGCCGCGTCGACGTCGACGTCGACGACGGAGGCGTCC
I G E A P T DDA AZST S T S T T E A S
GGCGACGCGCGCATACAACTGGAGTGCTGCTCGGACGACGTGATGGACAGCCTCCTCGCC
G DA R I QUL EOCTCSDUDUVYVMUDS L L A
GGCTACGACGTGGCCAGCGGCGACGACATATGGACATGGACATCTGGAGCCTCCTCCACC
G Y b v A S G DD I W T WT S G A S S T
TCTGTTAACCAAGAGATCAAGACCCCATCGATCCACCAAAACATATCATATGCAGGGGAA
S VvV N Q E I XK T P S I H Q N I S Y A G E
B 00 T0CGCGCaCCGACCCAG I TC T TACAAA TGS TGSAC SO TR

A K G G R A D P AT F L Y K V G G G G S
TACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGACTACAAGGATGACGATGAC
Y K D H D G D Y K D H D I D Y K D D D D

LY. ETCA
K -
4_
lzquierdo

Figura 14: Secuencia del gen SUB1A-1 con marca inmunogénica 3xFLAG. Las flechas
indican la direccién de los oligonucleétidos y en subrayado el sitio donde se disefiaron, en
verde esta el coddn de inicio, en rojo el de paro, en morado un sito attB2 (L2xR2), en azul
un puente de glicinas y en amarillo la marca 3xFLAG.

Asi, el primer 5' (Sub1AEcoRI5’) fue comun en ambas opciones y tuvo un sitio de
restriccion para EcoRIl en su extremo izquierdo y adicionalmente, 4 bases al azar para

asegurar el anclaje de la enzima de restriccion (Tabla 4). Los oligonucleétidos 3' fueron
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diferentes, para clonar sin 3xFLAG se adiciond un sitio Hindlll y un codén de paro
inmediatamente después de la secuencia final de SUB1A-1 (Sub1AHindIlI3’), para clonar
con 3xFLAG se dirigio al final de la secuencia 3xFLAG, se adiciond un sitio Hindlll y un
cododn de paro; ambos oligonucleétidos 3' también tuvieron 4 bases aleatorias al final. El

mismo procedimiento se uso para el gen SUB1C-1.

Tabla 4. Oligonucleétidos disefiados para clonar a los genes SUB1A-1 y SUB1C-1. En
subrayado estd indicado el sitio de restriccién insertado. En negritas estd el sitio de inicio
o de paro de la traduccién.

Oligonucleétidos Secuencia de 5°-3° Sitio de Tm
restriccion

Sub1AEcoRI5” | TTC GGA ATT CAT GTG TGG AGG AGA AGT GAT C EcoRl 70.9

Sub1AHindllI3" | CGT TAA GCT TTC AGG CTT CCC CTG CATATG A Hind 1lI 63.2

3XFLAGHindIII3" | CGT TAA GCT TTC ACT TGT CAT CGT CATCCT T Hind 111 60.3

Sub1CEcoRI5' | TTC GGA ATT CAT GCG CCG CCG CGTCTCCTCC EcoRl 70.9

Sub1CHindlIlI3" | CGT TAA GCT TTT AGC TCC AGA AGCGCATGTC Hind 1lI 62.5

8.4 Aislamiento del gen SUB1A-1 por PCR

Para aislar a los genes SUB1A-1, SUB1A-1-3xFLAG, SUB1C-1 y SUB1C-1-3xFLAG se
seleccion6 el método de PCR, para ello se utiliz6 una ADN polimerasa de alta fidelidad
(Phusion, NEB). Para observar el fragmento de ADN se uso la electroforesis.

En un primer experimento, se usé la temperatura de 60°C, sin embargo, no se
pudo observar amplificacién o se observaron varias amplificaciones con diferentes pesos
moleculares que son menores de los 800 pb esperadas (Figura 15).

De esta forma, al programa de amplificacién se le disminuyd la temperatura de
alineamiento a 58°C. Con este cambio se produjeron amplicones del gen SUBIA-1 vy
SUB1A-1-3XFLAG cuyo peso molecular fue el esperado aparente de 846 y 966 pb (Figura
16). Posteriormente se realizo el corte del amplicdn del gel de agarosa y se purificé para

su clonacion en el vector BJ36_AlcA
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A) B)

Figura 15. Programa de la PCR y electroforesis de ADN para amplificar a SUB1A-1 y
SUB1C-1. A) Diagrama del programa de PCR utilizado. B) Gel de agarosa al 2%. M:
Marcador de peso molecular. 1: SUB1A-1. 2: SUB1A-1-3xFLAG. 3: SUB1C-1. 4: SUB1C-1-

3xFLAG.

A) B)

Figura 16. Programa de la PCR y electroforesis de ADN para amplificar a SUB1A-1. A)
Diagrama del programa de PCR utilizado. B) gel de agarosa al 2%. M: Marcador de peso
molecular. 1: Amplificacién del SUB1A-1. 2: Amplificacion del SUB1A-1-3XFLAG
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Al aplicar el mismo programa de la Figura 15 con los oligonucleétidos del gen
SUB1C-1 se logré desaparecer la amplificacién inespecifica, sin embargo, no se logré
obtener un producto de amplificacion (Figura 17). También se hizo un barrido de
temperaturas (50-60°C) pero no se logré amplificaciéon. Lo anterior pudo ser debido a que
los oligonucledtidos no logran alinearse con su blanco por los sitios de restriccion y las

bases extras afiadidas. Por lo tanto, sélo se continud trabajando con SUB1A-1.

Figura 17. Electroforesis de ADN SUB1C-1. Gel de agarosa al 2%. M: Marcador de peso
molecular. 1: Amplificacion control de SUB1A-1, 2: Amplificacién de SUB1C-1, 3:
Amplificacion de SUB1C-1-3XFLAG.

8.5 Clonacion directa de SUB1A-1en el vector PBJ36_AlcA

Para colocar a SUB1A-1 bajo el control del promotor pAlcA, se intentd hacer una
restriccion directa con EcoRl y Hindlll sobre el producto de PCR, una purificacién y la
posterior ligacion en el vector linearizado. Sin embargo, cuando se transformaron las

células competentes con los productos de ligacién no se obtuvieron clonas.

Por ello, se procedié a verificar la capacidad de las células competentes para
integrar plasmidos del medio. Se tomaron los viales existentes y se transformaron con el

plasmido original en condiciones idénticas. Se observé que efectivamente las células
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competentes usadas tenian diferentes viabilidades desde su fabricacién (Figura 18). Se

continud trabajando sélo con los viales que mostraron mejor efectividad.

Figura 18. Placa con medio LB-agar adicionado con ampicilina, sembrada con
bacterias transformadas con el plasmido PBJ36_AlcA de dos lotes diferentes (248 y
408)

Se realiz6 nuevamente la clonacion de SUB1A-1 y las reacciones de ligacion se
dejaron en incubacién durante toda una noche a 4°C. Sin embargo, tampoco se tuvo éxito
pues la digestion doble con Sall (sitio dentro de SUB1A-1) y Notl (dos sitios separados por
1100 pb) que deberia dar dos fragmentos si estuviera clonado el gen SUB1A-1, solamente
arrojo el fragmento esperado de 1100 pb de Notl. Esto indica que lo que se obtuvo fueron

pldsmidos recircularizados vacios de SUB1A-1 (Figura 19).

Se pensé que la purificacion del producto de PCR podria ser incorrecta, sin
embargo, las mediciones en el espectrofotémetro Nanodrop no apoyaban esta hipdtesis

(Tabla 7) ya que los productos de PCR tenian una relacion 260/280 mayor a 1.8. El
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problema parecia ser la concentracion del producto de PCR que era menor a 10 ng/ul

(Tabla 5) o que las enzimas de restriccidon no podian actuar sobre los fragmentos romos.

Figura 19. Plasmidos PBJ36_AIcA sometidos a digestion doble con Sall y Notl.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. M: Marcadores de peso molecular. 1, 3,5, 7, 9:
ADN plasmidico sin digestién de la serie SUB1A-1. 2, 4, 6, 8, 10: Plasmidos SUB1A-1
sometidos a proceso enzimatico con Sall y Notl. 11, 13, 15, 17, 19: Plasmidos de la serie
SUB1A-1-3xFLAG sin ser sometidos a la digestidon enzimatica. 12, 14, 16, 18, 20: Plasmidos
SUB1A-1-3xFLAG sometidos a proceso enzimatico con Sall y Notl.

Tabla 5. Mediciones espectrofotométricas de los productos de PCR y el plasmido

PBJ36_AIcA.

Plasmido/Inserto | Conc. de acido nucleico |Unidad |A260 |A280 |260/280 |260/230
PBJ36_AIcA 104.7 | ng/ul 2.094| 1.081 1.94 2.31
SUB1A-1 9.3 | ng/ul 0.186| 0.102 1.83 0.87
SUB1A-1-3xFLAG 6.4 | ng/ul 0.128| 0.070 1.82 1.30
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De tal manera, se tuvo que planear y utilizar una nueva técnica que permitiera
obtener mayores concentraciones de SUB1A-1 para su integracion en el vector
PBJ36_AlcA. En la estrategia se afadid un paso de clonacidon directa en un vector

comercial tipo T/T.

8.6 Clonacion de SUB1A-1 en pGEM-T-Easy

Debidos a los problemas presentados durante la experimentacién previa, se realizd
la clonacion del producto de PCR del gen SUB1A-1 en un vector de almacenamiento
comercial tipo T/T pGEM T-Easy (3015 pb) que puede ser seleccionado por color blanco
(lleno) o azul (vacio) de las colonias utilizando IPTG y X-GAL. De esta forma, se esperaba

que con una digestién con EcoRl se pudiera verificar la insercién del gen (Figura 20).

Con este nuevo paso se logré obtener colonias transformadas blancas (Figura 21)
las cuales tuvieron un plasmido con el inserto esperado de 966 bases para el caso de

SUB1A-1-3xFLAG (Figura 22).

Figura 20. Esquema de clonacion de SUB1A-1 en el vector de almacenamiento pGEM-T-
Easy.
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Figura 21. Seleccién blanco/azul de colonias transformadas con pGEM-T-Easy ligado con
el producto de PCR de SUB1A-1.

Figura 22. Insercion del SUB1A-1-3xFLAG en el vector pGEM-T Easy. Electroforesis en
gel de 1%. M: Marcador de peso molecular. 1, 3,5, 7,9, 11 y 13: ADN plasmidico sin
digerir. 2,4, 6, 8, 10, 12, 14 y 15: ADN plasmidico digerido con la enzima EcoRI.

55



8.7 Clonacion direccional de SUB1A-1 con el vector PBJ36_AlcA

Como primer paso se verificd la actividad de dos enzimas ligasas disponibles
utilizando como sustrato al marcador de peso molecular. Se pudo observar que ambas
enzimas pudieron ligar el marcador logrando productos de alto peso molecular en

comparacion con el marcador sin ligasa (Fig. 23).

Con el anterior resultado, se tuvo la seguridad de contar con ligasas funcionales.
De esta forma, la atencién se centrd en recuperar el fragmento de SUB1A-1 clonado en
PGEM-T-Easy de manera que pudiera ser clonado de forma direccional en PBJ36_AlcA. En

la Figura 24 se esquematiza la estrategia experimental de esta seccién.

Figura 23. Actividad de ligacion sobre el marcador de peso molecular. Electroforesis de
agarosa al 1%. (M) Marcador de peso molecular (3 pl). (1) Ligasa T4 Rapid sobre 2 ul de
marcador en 20 pl. (2) Ligasa T4 Epicentre sobre 2 ul de marcador en 20 pl.
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Figura 24. Estrategia experimental para clonar direccionalmente a SUB1A-1 en el vector
PBJ36_AIcA usando los sitios de restriccion insertados durante el aislamiento de SUB1A-
1 por PCR.
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Los plasmidos se sometieron a una doble digestidon enzimatica con las enzimas de
restriccion EcoRI y Hindlll. El corrimiento de estas muestras en electroforesis demostré
que se liberd el fragmento esperado que correspondié al de los productos SUB1A-1 vy
SUB1A-1-3xFLAG (Figura 25A). Los vectores pGEM-T-Easy con los productos SUB1A-1 vy
SUB1A-1-3xFLAG fueron codificados como la serie "A" o "AF" respectivamente. Al mismo
tiempo, el vector PBJ36_AlcA fue digerido con las mismas enzimas (Figura 25A). Los

fragmentos de interés fueron recuperados por corte en gel (Figura 25B)

Gracias a que estos genes estaban ahora clonados en vectores, se pudo separar
mayores cantidades de inserto por medio de corte de gel y su purificacién fue mejor al

realizarse en columnas de extraccion (Tabla 6).

Una vez obtenidos el vector e inserto doblemente digeridos y purificados, se llevo
a cabo la ligacién en una relacion molar estandar para extremos cohesivos inserto:vector
2:1y se transforma E. coli. Los plasmidos aislados se digirieron con Notl y doble restriccion
EcoRl y HindlIl por separado (Figura 26). Los plasmidos resultantes de esta ligacion donde
existiera el casete pAlcA:SUBI1A-1 se nombraron como la serie "AA" y aquellos
pAIcA:SUB1A-1-3xFLAG como "AAF". Se seleccionaron aquellos plasmidos que mostraran
un vector linearizado con Notl y un inserto que correspondiera con el tamano de SUB1A-1
(Figura 25A), para la serie "AA" se seleccion6 a AA4 (Figura 26, carriles 10, 11y 12) y para
la serie "AAF" se selecciond AAF1 (Figura 26, carriles 16, 17 y 18). Aquellos que mostraran
patrones irregulares fueron descartados, por ejemplo, en el carril 5 de la Figura 26 se

muestra un concatamero y en el carril 9 un vector vacio.

El siguiente paso fue transferir la construccion pAlcA:SUB1A-1 (AA) o pAlcA:SUBI1A-
1-3xFLAG (AAF) al vector pMLBart_AlIcR.
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A)

B)

Figura 25. Digestiones dobles con EcoRl y Hindlll de los materiales para clonar a SUB1A-
1 en PBJ36_AlIcA. Electroforesis de gel de agarosa al 1%. A) Visualizacién de tamafio
correcto del vector PBJ36_AlIcA linearizado y vectores seleccionados de la serie Ay AF. 1,
3 y 5: Pldsmidos sin digerir AlcA, Ay AF. 2,4y 6: ADN plasmidico de AlcA (3950 pb), A (846
pb) y AF (966 pb) sometidos con doble digestién enzimatica (EcoRIl y Hindlll). B) Gel
preparativo para remover vector y los insertos. 7, 10 y 13: Plasmidos sin digerir AlcA, Ay
AF. 8, 9, 11, 12, 14 y15: Plasmidos sometidos con doble digestion enzimdtica (EcoRI y
Hindlll) AlcA (8, 9), A (11, 12) y AF (14, 15).

Tabla 6. Mediciones espectrofotométricas de los productos de dobles digestiones (EcoRI y Hindlll).

Plasmido/Inserto | Conc. de acido nucleico |Unidad |A260 |A280 |260/280 |260/230
pAicA 185.1 | ng/ug 3.703| 1.953 1.90 0.84
SUB1A-1 4.4 | ng/ug 0.088| 0.040 2.21 0.11
SUB1A-1-3xFLAG 19.2 | ng/ug 0.383| 0.186 2.06 0.18
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Figura 26. Digestiones con Notl y doble digestion con EcoRl y Hindlll de la ligaciéon de
SUB1A-1 y PBJ36_AIcA. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. M: Marcadores de peso
molecular. 1, 4, 7, 10, 13: Plasmidos de la serie AA sin digerir. 2, 5, 8, 11, 14: Plasmidos AA
digeridos con Notl. 3,6, 9, 12, 15: Plasmidos AA digeridos con EcoRl y Hindlll. 16, 19, 22, 25,
28: Plasmidos AAF sin digerir. 17, 20, 23, 26, 29: Plasmidos AAF digeridos con Notl. 18, 21, 24,
27, 30: Plasmidos de la serie AAF digeridos con EcoRlI y HindlIl.
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8.8 Integracion de los casetes de expresion 35S:alcR::pAlcA:SUB1A-1
(AAR) Y 35S:alcR::pAlcA:SUB1A-1-3xFLAG (AARF)

Se procedidé a la ultima transferencia del material genético de interés al vector
pMLBart_AIcR que posee al factor de transcripcion alcR bajo el control del promotor
fuerte 35S. Los plasmidos seleccionados de las series AA y AAF se usaron para obtener la
construccion del casete de ADN final. En la Figura 27 se esquematiza la estrategia

experimental de esta seccioén.

Se realizaron varios intentos de ligacion directa pero todos fallaron a pesar de que
se observd la linearizacion del plasmido pMLBart_AlcR y la liberacion de los insertos de los
pldsmidos AA y AAF (Figura 28A). Los pldsmidos que se recuperaban eran soélo
recircularizados pues al ser digeridos con Notl, no arrojaban ningun inserto (Figura 28B).
Para corregir esto, se incluyd un paso de purificacion del vector por medio de
precipitacion con acetato de sodio ya que el vector pMLBart_AlcR mide 14,706 pb, lo que
esta fuera del rango de purificacion de las columnas comerciales. Sin embargo, esto no fue

suficiente y se continud obteniendo plasmidos recircularizados.

En este punto, se decidid utilizar a la enzima fosfatasa alcalina de camarén para
desfosforilar al vector posterior a su digestion con Notl y evitar su autoligacion que
provoca la recircularizacién (Figura 29). Los vectores productos de esta transformacion se
llamaron "AAR" para la quimera completa sin marca 3xFLAG y "AARF" con marca. Con la
adicién de este procedimiento, aunque la mayoria de los plasmidos seguian
recircularizados, ya se pudo obtener clonas con insertos en un 14% (5/34) para la serie

AAR (Figura 30) y de un 33% (8/24) para la serie AARF (Figura 31).

Una vez concluida la construccion de casete de expresién, se procedieron a
seleccionar los plasmidos de la serie “AAR” (1 y 13, Figura 30) y para la serie “AARF” (3 y
22, Figura 31) y se procedid a verificar el orden de las bases nitrogenadas. Las colonias

transformadas con los casetes de expresion  35S:alcR::pAlcA:SUBIA-1 vy
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35S:alcR::pAlcA:SUB1A-1-3xFLAG, se purificaron ya no por el método de lisis alcalina sino

por un kit comercial de columnas (QlAprep, Qiagen).

Figura 27. Estrategia experimental para clonar direccionalmente a SUB1A-1 en el vector
pMLBart_AIcR usando los sitios de restriccion Notl.
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A) B)

Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. M: Marcador de peso molecular. A):
Verificacién del vector e insertos. 1, 2 y 3: Plasmidos AlcR, AA y AAF linearizados con Notl.
4: Ligacion del AlcR+pAIcA-SUB1A-1. 5: Ligacion de AlcR+pAlcA-SUB1A-1-3xFLAG. B)
Verificacion de las colonias candidatas a la transformacion. 6 y 8: Plasmido AlcR+SUB1A-
1-3xFLAG sin digerir.7 y 9: Plasmido AlcR+SUB1A-1-3xFLAG digerido con Notl.

Figura 29. Representacion del vector pMLBart_AIcR, digerido con la enzima fosfatasa

alcalina.
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A)

B) C)

Figura 30. Digestiones con Notl de la ligacion de pAlcA:SUB1A-1 y pMLBart_AlcR.
Electroforesis en geles de agarosa al 1%. M: Marcadores de peso molecular. A), B) y C);
SD1, 15S y S26: Plasmidos de la serie AAR sin digerir. A), B)y C); 1-14, 15-22 y 26-35:
Plasmidos de la serie AAR digeridos con Notl
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A) B)

Figura 31. Digestiones con Notl de la ligacion de pAlcA:SUB1A-1-3xFLAG y pMBLart_AIcR.
Electroforesis en geles de agarosa al 1%. M: Marcadores de peso molecular. A) y B); S1,
15S: Plasmidos de la serie AARF sin digerir. A) y B); 1-14 y 15-24: Plasmidos de la serie
AARF digeridos con Notl.
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8.9 Verificacion por secuenciacion

Los plasmidos transformados fueron extraidos y purificados con el kit comercial
QlAprep Spin Miniprep, dando como resultado plasmidos de buena calidad para la
secuenciacion. Posteriormente se procedid a cuantificar las muestras de ADN a través del
Nanodrop, para verificar la integridad y la concentracién de las muestras a partir de la
absorbancia de 260/280 y 260/230. Los resultados muestran una concentracién adecuada

de acido nucleico y la buena calidad de los plasmidos (Tabla 7).

Tabla 7. Mediciones espectrofotométricas de los plasmidos AAR y AARF seleccionados.

Plasmidos Conc. de acido nucleico |Unidad |A260 |A280 |260/280 |260/230
AARF22 422.5 | ng/ul 8.450 4.490 1.88 2.22
AARF3 594.2 | ng/ul 11.884| 6.384 1.86 2.17
AAR1 549.8 | ng/ul 10.995| 5.895 1.87 2.19
AAR13 461.5 | ng/ul 9.230| 4.928 1.87 2.21

Los oligonucledtidos para secuenciacidn se disefiaron con el software Vector NTI
(Invitrogen), En la Figura 32 se esquematiza la estrategia experimental del disefio para
abarcar toda la secuencia del gen SUB1A-1 y la marca 3XFLAG (Figura 32). Como resultado
final del disefio, se tuvieron los oligonucleétidos 1, 2 y 3 de 5’ a 3’ y los oligonucleétidos 4,

5y 6 de la secuencia 3’ a 5’ del vector (Tabla 8).

Los cromatogramas de secuenciacién se analizaron con el programa Chromas,
utilizando como apoyo el programa de Vector NTI Advance 10 para identificar y ensamblar
las partes de las moléculas SUB1A-1 y SUB1A-1-3xFLAG. Sélo se utilizaron secuencias con
un control de calidad como el que se describe en la Figura 33. La cobertura de la
secuenciacion permitié verificar que los genes de interés estuvieron entre secuencias de
vector esperadas y de forma direccional al frente del promotor pAlcA (Figura 34 y 35). De
este andlisis se concluyd que efectivamente, los amplicones clonados y transferidos hasta

el vector de expresion se encuentran completos y conservan un 100% de identidad con las
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secuencias nominales de SUB1A-1 reportadas por Fukao et al. (2008) tanto para la version
con 3xFLAG como sin esta marca (Figura 36).

Finalmente, la secuenciacién permitid confirmar que se cloné una versidn correcta
de estos genes en el vector de expresion y que los casetes 35S:alcR::pAlcA:SUBIA-1 y

35S:alcR::pAlcA:SUB1A-1-3xFLAG se ensamblaron exitosamente.

Figura 32. Disefio de oligonucledtidos en plasmido binario con el casete de expresion
pAIcA:SUB1A-1-3xFLAG y la secuencia del gen SUB1A-1-3xFLAG. Simulacidn in silico realizada para
preparar el disefo de oligonucledtidos para la secuenciacién de los plasmidos AAR 1y 13 y AARF 3
y 22.
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Tabla 8. Oligonucleétidos empleados en la secuenciacion de los plasmidos AAR y AARF

5’-3’ Derecho

5’-3’ Izquierdo

1.- PALCseqF1
GCA GAG ACG GAG CACTTT CT

4.- PALCseqR4
TTA GAA TGA ACC GAA ACC GG

2.- SUB1AseqF2
GTG ACC GAG GAG GCC GAG CC

5.- SUB1AseqR6
CCT CAACACCAAAGATITACTACTT

3.- SUB1AseqF3
TGG ACATGG ACATCT GGA GC

A)

B)

Q)

Figura 33. Representacion de cromatograma. A) La reaccion comienza en forma normal
pero existe un solapamiento de picos de ADN a partir de una determinada regién. B) el
cromatograma presenta picos bien definidos. C) La secuencia pierde bruscamente la sefal

y se superpone.
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cgcacggagagccacaaacgageggggecccgtacgtgetctectaccccaggategeatcccecgeatagetgaacatctatataactgeag
acgegtctcgaggaattcATGTGTGGAGGAGAAGTGATCCCCGCCGACATGCCGGCGGCGCCGTTCACGCCACGC
CACGGCGACGGCGAGACATGGGTTGACAGAAAGAGGAGGAACAAGAAGAAGAGGAAGCGCGGCGCCGA
CGAAGAATGGGAGGCCGCCTTCCAGGAGTTCATGGCTGCTGACGACGACGACGACGGCGGCGGACTCGTG
TTAAGTAGTAAATCTTTGGTGTTGAGGTCACCAGGTGAAAATGATGCAGGCCGGGGCGCCGCCGCCACCAT
GTCCATGCCGCTGGACCCCGTGACCGAGGAGGCCGAGCCGGCGGTGGCTGAGAAGCCTCGCCGGCGCCG
GCCGAGGCGGAGCTACGAGTACCACGGCATCCGGCAGCGGCCGTGGGGGCGGTGGTCGTCGGAGATCCG
CGACCCCGTCAAGGGCGTCCGCCTCTGGCTCGGCACCTTCGACACCGCCGTCGAAGCCGCGCTCGCCTACG
ACGCCGAGGCCCGCCGCATCCACGGCTGGAAAGCCCGGACAAACTTCCCACCCGCCGATCTTTCTTCGCCG
CCGCCGCCGTCGCAGCCGCTCTGCTTCTTGCTCAACGACAACGGCCTCATCACAATCGGAGAAGCGCCGAC
CGACGACGCCGCGTCGACGTCGACGTCGACGACGGAGGCGTCCGGCGACGCGCGCATACAACTGGAGTGC
TGCTCGGACGACGTGATGGACAGCCTCCTCGCCGGCTACGACGTGGCCAGCGGCGACGACATATGGACAT
GGACATCTGGAGCCTCCTCCACCTCTGTTAACCAAGAGATCAAGACCCCATCGATCCACCAAAACATATCAT
ATGCAGGGGAAGCCTGAaagcttggatcctctagagtcctgctttaatgagatatgcgagacgcctatgatcgcatgatatttgct
ttcaattctgttgtgcacgttgtaaaaaacctgagcatgtgtagctcagatccttaccgeecggtttcggttcattctaatgaatatatcacce
gttactatcgtatttttatgaataatattctccgttcaatttactgattgtaccctactacttatatgtacaatattaaaatgaaaacaatata
ttgtgctgaataggtttatagcgacatctatgatagagcgccacaataacaaacaattgcgttttattattacaaatccaattttaaaaa
aagcggcagaaccggtcaaacctaaaagactgattacataaatcttattcaaatttcaaaagtgccccaggggctagtatctacgaca
caccgagceggcgaactaataacgctcactgaagggaactccggttccccgecggegegeatgggtgagattccttgaagttgagtatt

ggccgtecgctctaccgaaagttacgggceaccattcaacccggtccageacggeggecgggtaaccgacttgctgecccgagaattatg
cagcatttttttggtgtatgtgggccccaaa

Figura 34. Analisis de resultados de secuenciacion y ensamblado de la clona AARL.En
letra mayuscula normal se encuentra la secuencia usando el oligonucledtido PALCSeqF1
en cursiva la obtenida con el oligonucleétido SUB1AseqF3. En subrayado la secuencia
sobrelapada de ambos oligos. En minusculas la secuencia 5'y 3' de vector.
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aacatgaggtctgtcgcacggagagccacaaacgagceggggcecccgtacgtgetctcctaccccaggatcgeatecccgeatagetgaacat
ctatataactgcagacgcgtctcgaggaattcATGTGTGGAGGAGAAGTGATCCCCGCCGACATGCCGGCGGLCGCCET
TCACGCCACGCCACGGCGACGGCGAGACATGGGTTGACAGAAAGAGGAGGAACAAGAAGAAGAGGAAG
CGCGGCGCCGACGAAGAATGGGAGGCCGCCTTCCAGGAGTTCATGGCTGCTGACGACGACGACGACGGC
GGCGGACTCGTGTTAAGTAGTAAATCTTTGGTGTTGAGGTCACCAGGTGAAAATGATGCAGGCCGGGGCG
CCGCCGCCACCATGTCCATGCCGCTGGACCCCGTGACCGAGGAGGCCGAGCCGGCGGTGGCTGAGAAGCC
TCGCCGGCGCCGGCCGAGGCGGAGCTACGAGTACCACGGCATCCGGCAGCGGCCGTGGGGGCGGTGGETC
GTCGGAGATCCGCGACCCCGTCAAGGGCGTCCGCCTCTGGCTCGGCACCTTCGACACCGCCGTCGAAGCCG
CGCTCGCCTACGACGCCGAGGCCCGCCGCATCCACGGCTGGAAAGCCCGGACAAACTTCCCACCCGCCGAT
CTTTCTTCGCCGCCGCCGCCGTCGCAGCCGCTCTGCTTCTTGCTCAACGACAACGGCCTCATCACAATCGGA
GAAGCGCCGACCGACGACGCCGCGTCGACGTCGACGTCGACGACGGAGGCGTCCGGCGACGCGCGCATA
CAACTGGAGTGCTGCTCGGACGACGTGATGGACAGCCTCCTCGCCGGCTACGACGTGGCCAGCGGCGACG
ACATATGGACATGGACATCTGGAGCCTCCTCCACCTCTGTTAACCAAGAGATCAAGACCCCATCGATCCACC
AAAACATATCATATGCAGGGGAAGCCAAGGGTGGGCGCGCCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGGTGG
AGGCGGTTCAGACTACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGACTACAAGGATGACGATG
ACAAGTGAaagcttggatcctctagagtcctgctttaatgagatatgcgagacgcctatgatcgecatgatatttgctttcaattctgttg
tgcacgttgtaaaaaacctgagcatgtgtagctcagatccttaccgecggtttcggttcattctaatgaatatatcacccgttactatcgta
tttttatgaataatattctccgttcaatttactgattgtaccctactacttatatgtacaatattaaaatgaaaacaatatattgtgctgaat
aggtttatagcgacatctatgatagagcgccacaataacaaacaattgcgttttattattacaaatccaattttaaaaaaagcggcaga
accggtcaaacctaaaagactgattacataaatcttattcaaatttcaaaagtgccccaggggctagtatctacgacacaccgageggce
gaactaataacgctcactgaagggaactccggttccccgecggegegeatgggtgagattccttgaagttgagtattggecgtccgctct

accgaaagttacgggcaccattcaacccggtccagcacggcggecgggtaaccgacttgctgeccccgagaattatgeageatttttttg
gtgtatgtgggccccaaatgaagtgcaggtcaaaccttgacagtgacgacaaatcgttgggcgggtccagggcegaattttgcgacaac
atgtcgaggctcagcaggaccggcatgcaagcetagcettactagtgatattctatagtgtcacctaatctgcggecgeactagtgatatcc
cgcggcecatggegegggageatgcgacgtcggecattcgecctatagtgagtcgtattacaatcactggegtcgtttacaacgtctgact
gggaaaccctggcgttacccaacttatcgcctgcagecattcccctttcgecagetggegtatagcgaaagccgcaccgaatcgecttce
acagtgcgcacctgatggcatggattgaacgtatgatctgaactttatgagggcttagacactactgcttcggaacacat

Figura 35. Analisis de resultados de secuenciacion y ensamblado de la clona AARF3.En
letra mayuscula normal se encuentra la secuencia usando el oligonucledtido PALCSeqF1,
en cursiva la obtenida con el oligonucledtido SUB1AseqF3. En subrayado la secuencia
sobrelapada de ambos oligos. En minusculas la secuencia 5' y 3' de vector.
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A)

#
# Aligned_sequences: 2

# 1: SUB1Al-secuenciado

#2: SUB1A1

# Gap_penalty: 10.0

# Extend_penalty: 0.5

#

# Length: 846

# Identity:  846/846 (100.0%)
# Similarity: 846/846 (100.0%)

# Gaps: 0/846 ( 0.0%)
# Score: 4230.0
#

#

SUB1Al-secuen 1ATGTGTGGAGGAGAAGTGATCCCCGCCGACATGCCGGCGGCGCCGTTCAC 50

LT S RRTRRI I
SUB1Al-origin 1 ATGTGTGGAGGAGAAGTGATCCCCGCCGACATGCCGGCGGCGCCGTTCAC 50

SUB1Al-secuen 51 GCCACGCCACGGCGACGGCGAGACATGGGTTGACAGAAAGAGGAGGAACA 100

|I|I|I||I||I|II|II|II|II|II|II|II|I||I|II|II|II|I|
SUB1A1-origin ACGGCGACGGCGAGACATGGGTTGACAGAAAGAGGAGGAACA 100

SUB1Al-secuen 101 AGAAGAAGAGGAAGCGCGGCGCCGACGAAGAATGGGAGGCCGCCTTCCAG 150

|I|I|I||I||I|II|II|II|II|II|II|II|I||I|II|II|II|I|
SUB1Al-origin 101 A GAAGCGCGGCGCCGACGAAGAATGGGAGGCCGCCTTCCAG 150

SUBI1Al-secuen 151 GAGTTCATGGCTGCTGACGACGACGACGACGGCGGCGGACTCGTGTTAAG 200

PR
SUB1Al-origin 151 GAGTTCATGGCTGCTGACGACGACGACGACGGCGGCGGACTCGTGTTAAG 200

SUB1Al-secuen 201 TAGTAAATCTTTGGTGTTGAGGTCACCAGGTGAAAATGATGCAGGCCGGG 250

TR R
SUB1A1l-origin 201 TAGTAAATCTTTGGTGTTGAGGTCACCAGGTGAAAATGATGCAGGCCGGG 250

SUB1A1l-secuen 251 GCGCCGCCGCCACCATGTCCATGCCGCTGGACCCCGTGACCGAGGAGGCC 300

TR
SUB1Al-origin 251 GCGCCGCCGCCACCATGTCCATGCCGCTGGACCCCGTGACCGAGGAGGCC 300

SUBI1Al-secuen 301 GAGCCGGCGGTGGCTGAGAAGCCTCGCCGGCGCCGGCCGAGGCGGAGCTA 350

LSRRI
SUB1Al-origin 301 GAGCCGGCGGTGGCTGAGAAGCCTCGCCGGCGCCGGCCGAGGCGGAGCTA 350

SUBI1Al-secuen 351 CGAGTACCACGGCATCCGGCAGCGGCCGTGGGGGCGGTGGTCGTCGGAGA 400

TR
SUB1A1l-origin 351 CGAGTACCACGGCATCCGGCAGCGGCCGTGGGGGCGGTGGTCGTCGGAGA 400

SUB1A1l-secuen 401 TCCGCGACCCCGTCAAGGGCGTCCGCCTCTGGCTCGGCACCTTCGACACC 450

LR AT
SUB1A1-origin 401 TCCGCGACCCCGTCAAGGGCGTCCGCCTCTGGCTCGGCACCTTCGACACC 450

SUB1A1l-secuen 451 GCCGTCGAAGCCGCGCTCGCCTACGACGCCGAGGCCCGCCGCATCCACGG 500

(TR
SUB1Al-origin 451 GCCGTCGAAGCCGCGCTCGCCTACGACGCCGAGGCCCGCCGCATCCACGG 500

SUBI1Al-secuen 501 CTGGAAAGCCCGGACAAACTTCCCACCCGCCGATCTTTCTTCGCCGCCGC 550

|I|I|I||I||I|II|II|II|II|II|II|II|I||I|II|II|II|I|
SUB1Al-origin 501 C CGGACAAACTTCCCACCCGCCGATCTTTCTTCGCCGCCGC 550

SUB1A1-secuen 551 CGCCGTCGCAGCCGCTCTGCTTCTTGCTCAACGACAACGGCCTCATCACA 600

|I|I|I||I||I|II|II|II|II|II|II|II|I||I|II|II|II|I|
SUB1Al-origin 551 C TCGCAGCCGCTCTGCTTCTTGCTCAACGACAACGGCCTCATCACA 600

SUB1A1l-secuen 601 ATCGGAGAAGCGCCGACCGACGACGCCGCGTCGACGTCGACGTCGACGAC 650

|||I|I||I||I|II|II|II|II|II|I||I||I||I|II|I||I||I|
SUB1A1l-origin 601 ATCGGAGAAGCGCCGACCGACGACGCCGCGTCGACGTCGACGTCGACGAC 650
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SUB1Al-secuen 651 GGAGGCGTCCGGCGACGCGCGCATACAACTGGAGTGCTGCTCGGACGACG 700

TR A ETRRTRRI
SUB1Al-origin 651 GGAGGCGTCCGGCGACGCGCGCATACAACTGGAGTGCTGCTCGGACGACG 700

SUB1Al-secuen 701 TGATGGACAGCCTCCTCGCCGGCTACGACGTGGCCAGCGGCGACGACATA 750

TR RgTR
SUB1Al-origin 701 TGATGGACAGCCTCCTCGCCGGCTACGACGTGGCCAGCGGCGACGACATA 750

SUB1Al-secuen 751 TGGACATGGACATCTGGAGCCTCCTCCACCTCTGTTAACCAAGAGATCAA 800

T TR
SUB1A1l-origin 751 TGGACATGGACATCTGGAGCCTCCTCCACCTCTGTTAACCAAGAGATCAA 800

SUB1Al-secuen 801 GACCCCATCGATCCACCAAAACATATCATATGCAGGGGAAGCCTGA 846

(PRI
SUB1A1-origin 801 GACCCCATCGATCCACCAAAACATATCATATGCAGGGGAAGCCTGA 846

H H*

B)

#
# Aligned_sequences: 2

# 1: SUB1A1-3xFLAG-secuenciado
# 2: SUB1A1-3xFLAG-original

# Matrix: EDNAFULL

# Gap_penalty: 10.0

# Extend_penalty: 0.5

#

# Length: 966

# Identity:  966/966 (100.0%)

# Similarity: 966/966 (100.0%)

# Gaps: 0/966 ( 0.0%)
# Score: 4830.0
#

#

SUBI1A1-3xFLAG 1 ATGTGTGGAGGAGAAGTGATCCCCGCCGACATGCCGGCGGCGCCGTTCAC 50

LSRR AT
SUB1A1-3xFLAG 1 atgtgtggaggagaagtgatccccgeccgacatgccggeggegecgticac 50

SUB1A1-3xFLAG 51 GCCACGCCACGGCGACGGCGAGACATGGGTTGACAGAAAGAGGAGGAACA 100

A TSR TR AR
SUB1A1-3xFLAG 51 gccacgccacggcgacggcgagacatgggttgacagaaagaggaggaaca 100

SUB1A1-3xFLAG 101 AGAAGAAGAGGAAGCGCGGCGCCGACGAAGAATGGGAGGCCGCCTTCCAG 150

TR AR
SUB1A1-3xFLAG 101 agaagaagaggaagcgcggcgccgacgaagaatgggaggcecgcecttccag 150

SUB1A1-3xFLAG 151 GAGTTCATGGCTGCTGACGACGACGACGACGGCGGCGGACTCGTGTTAAG 200

R AT AR
SUB1A1-3xFLAG 151 gagttcatggctgctgacgacgacgacgacggcggcggactcgtgttaag 200

SUB1A1-3xFLAG 201 TAGTAAATCTTTGGTGTTGAGGTCACCAGGTGAAAATGATGCAGGCCGGG 250

|I|I|I||I||I|II|II|II|II|II|II|II|I||I|II|II|II|I|
SUB1A1-3xFLAG 201 tagtaaatctttggtgttgaggtcaccaggtgaaaatgatgcaggccggg 250

SUB1A1-3xFLAG 251 GCGCCGCCGCCACCATGTCCATGCCGCTGGACCCCGTGACCGAGGAGGCC 300

|I|I|I||I||I|II|II|II|II|II|II|II|I||I|II|II|II|I|
SUB1A1-3xFLA 1 gcgecgecgecaccatgtccatgecgetggacceecgtgaccgaggaggee 300

SUB1A1-3xFLAG 301 GAGCCGGCGGTGGCTGAGAAGCCTCGCCGGCGCCGGCCGAGGCGGAGCTA 350

|||I|I||I||I|II|II|II|II|II|I||I||I||I|II|I||I||I|
SUB1A1-3xFLAG 301 gagccggcggtggctgagaagcectcgecggegecggecgaggeggageta 350
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SUB1A1-3xFLAG 351 CGAGTACCACGGCATCCGGCAGCGGCCGTGGGGGCGGTGGTCGTCGGAGA 400

TR ARR AT
SUB1A1-3xFLAG 351 cgagtaccacggcatccggcagcggecgtgggggegatggtegtcggaga 400

SUB1A1-3xFLAG 401 TCCGCGACCCCGTCAAGGGCGTCCGCCTCTGGCTCGGCACCTTCGACACC 450

|I|I|I||I||I|II|II|II|II|II|II|II|I||I|II|II|II|I|
SUB1A1-3xFLAG 401 tccgcgaccccgtcaagggcegtcegectetggetcggeaccttcgacace 450

SUB1A1-3xFLAG 451 GCCGTCGAAGCCGCGCTCGCCTACGACGCCGAGGCCCGCCGCATCCACGG 500

|I|I|I||I||I|II|II|II|II|II|II|II|I||I|II|II|II|I|
SUB1A1-3xFLAG 1 gcegtcgaagecgcegcetcgectacgacgccgaggceccgecgceatccacgg 500

SUB1A1-3xFLAG 501 CTGGAAAGCCCGGACAAACTTCCCACCCGCCGATCTTTCTTCGCCGCCGC 550

|I|I|I||I||I|II|II|II|II|II|II|II|I||I|II|II|II|I|
SUB1A1-3xFLAG 1 ctggaaagcccggacaaacttcccacccgcecgatctttcticgeccgecge 550

SUB1A1-3xFLAG 551 CGCCGTCGCAGCCGCTCTGCTTCTTGCTCAACGACAACGGCCTCATCACA 600

LR R RRRT
SUB1A1-3xFLAG 551 cgccgtcgcagcecgctctgcettcttgctcaacgacaacggcctcatcaca 600

SUB1A1-3xFLAG 601 ATCGGAGAAGCGCCGACCGACGACGCCGCGTCGACGTCGACGTCGACGAC 650

SRR R
SUB1A1-3xFLAG 601 atcggagaagcgccgaccgacgacgccgegtcgacgtcgacgtcgacgac 650

SUB1A1-3xFLAG 651 GGAGGCGTCCGGCGACGCGCGCATACAACTGGAGTGCTGCTCGGACGACG 700

(TP RV TR
SUB1A1-3xFLAG 651 ggaggcgtccggcgacgcgcegcatacaactggagtgetgctcggacgacg 700

SUB1A1-3xFLAG 701 TGATGGACAGCCTCCTCGCCGGCTACGACGTGGCCAGCGGCGACGACATA 750

T ST AR
SUB1A1-3xFLAG 701 tgatggacagcctcctcgecggctacgacgtggccagecggcgacgacata 750

SUB1A1-3xFLAG 751 TGGACATGGACATCTGGAGCCTCCTCCACCTCTGTTAACCAAGAGATCAA 800

TR
SUB1A1-3xFLAG 751 tggacatggacatctggagcctcctccacctctgttaaccaagagatcaa 800

SUB1A1-3xFLAG 801 GACCCCATCGATCCACCAAAACATATCATATGCAGGGGAAGCCAAGGGTG 850

LA TR TR
SUB1A1-3xFLAG 801 gaccccatcgatccaccaaaacatatcatatgcaggggaagccaagggtg 850

SUB1A1-3xFLAG 851 GGCGCGCCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGGTGGAGGCGGTTCAGAC 900

|I|I|I||I||I|II|II|II|II|II|II|II|I||I|II|II|II|I|
SUB1A1-3xFLAG 1 ggcgcegcecgacccagctttettgtacaaagtgggtggaggceggttcagac . 900

SUB1A1-3xFLAG 901 TACAAAGACCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGACTACAAGGA 950

|I|I|I||I||I|II|II|II|II|II|II|II|I||I|II|II|II|I|
SUB1A1-3xFLAG 901 tacaaagaccatgacggtgattataaagatcatgacatcgactacaagga 950

SUB1A1-3xFLAG 951 TGACGATGACAAGTGA 966

R
SUB1A1-3xFLAG 951 tgacgatgacaagtga 966

H H*

Figura 36. Alineamiento de secuencias obtenidas de los plasmidos AAR1 y AARF3. A) La

secuencia (SUB1A-1-secuenciado) indica segmento de ADN secuenciada, mientras que

(SUB1A-1-origin) indican secuencia reportada por Fukao et al. (2006) . B) Las secuencias

SUB1A-1-3xFLAG con nucledtido en mayusculas indica segmento de ADN secuenciada,

mientras que SUBI1A-1-3xFLAG con nucledtidos en minusculas indican la secuencia

reportada. En ambos alineamientos se presenta una homologia del 100%.
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9. CONCLUSIONES

El uso de la técnica de la PCR para la amplificacién de los genes SUB1A-1y SUB1C-1
fue atil para obtener buenos resultados de replicacion in vitro de las secuencias de ADN.
Acorde con lo anterior, se logré amplificar al gen SUB1A-1 con su respectivo 3xFLAG. Sin
embargo la amplificacién de la secuencia del SUB1C-1 y SUB1C-1-3xFLAG no tuvo éxito,
por lo que se concluye que se necesita un mejor diseiio de oligonucleétidos para poder
clonarla. Se propone que incluya nuevas combinaciones de enzimas de restriccion y mayor

longitud interna de alineamiento.

Debido a que se utilizaron polimerasas y enzimas de alta fidelidad para someter a
las muestras a las reacciones de restriccién enzimdtica, se logré llevar a cabo sin errores
de orden, la construccion del casete de expresion para SUB1A-1 originalmente planteado

en la estrategia experimental.

Se observé que para lograr una ligacion de extremos cohesivos y romos es crucial
contar con mediaciones espectrofotométricas de pureza 260/230 > 1.8 y proporciones
cuantificadas de 2:1 inserto:vector para cohesivos y de 3:1 para romos. También se
observé lo indispensable que es el tratamiento con la fosfatasa alcalina de camardn para
evitar la recircularizacién del vector receptor cuando hay cortes romos. Estos cuidados y
tratamientos, permitieron obtener la construccién del casete de expresion en el orden

correcto de las unidades génicas.

Finalmente, se tiene la seguridad de que la construccion del casete de expresion es
la adecuada a nivel de secuencia, con las unidades génicas pAlcA (promotor) y SUB1A-1
(gen de interés) nativo o con marca inmunoldgica (3xFLAG) en el orden definido y
asociadas con 35S:alcR. La construccién de estas quimeras de ADN estan disponibles y
preparadas para ser usadas en la transformacién genética de cualquier planta
dicotiledénea, y asi, tener nuevas caracteristicas genotipicas durante el estrés por

inundacion.
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10. Perspectivas

La creacién de un sistema inducible para el gen SUB1A-1 con y sin marca
inmunogénica permitira estudiar en la planta Arabidopsis thaliana y otras dicotiledéneas
la posibilidad de transferir la capacidad de orquestar la respuesta a la inundacién
caracterizada en arroz y de ésta forma, tener cultivos agricolas productivos aun en

presencia de un evento de inundacién.

Este casete permitird también poder podra escalar la aplicacion en plantas
dicotiledéneas de importancia agricola para obtener cultivos modificados genéticamente
que sean mas resistentes a la inundaciéon o que posean otras caracteristicas fenotipicas

conferidas por SUB1A-1 como es la acumulacion de almiddn.
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12. ANEXO

12.1 Secuencias de genes SUB1C-1y SUB1C-1-3xFLAG

SublC-1

ATGCGCCGCCGCGTCTCCTCCTCCCCCTCCTCCTCCTCCTCCTCGTCGCCGGCGAGGCATCACAAGGCGC
GGCGCAGCAGGAGGAAGCTCGTCGCCGACGAGGACTGGGAGGCCGCCTTCCGCGAGTTCCTCTCCCGCGA
CGACGACGACGACGACGACGACGACGACGGGCACCACGTCGTTGTTGCGCCGCTGATCCGTAGTAGTAAC
AAGTGCGTCCACGGCCACGAGGTGGTGGCGTCGACGGTCGGCGGTGGCGCAAGCGGCGGACGACGACGAG
CCGACGACGACGACGGCGAGCGGCGGCGGCGGCGGCGGAGGGAGAGGCGGAGCTACCCGTACCGCGGCAT
CCGGCAGCGGCCGTGGGGGAGGTGGGCGTCGGAGATCCGCGACCCCGTCAAGGGCATCCGCGTCTGGCTC
GGCACCTTCGACACCGCCGAGGGCGCCGCGCGCGCCTACGACGACGAGGTTCGCCGCATCTACGGCGGCA
ACGCCAAGACCAACTTCCCCCCATCGCCGCCGCCGCCGGAGCAGCCAGCGGCCCCGGTAGCGGCGGAGAG
GAGCCCCTCGACGACGACGACGACGACGCCGTCGGCGGAGGACTCCGGCGACTCGCGCATACTCATCGAG
TGCTGCTCCGACGACCTGATGGACAGCCTCCTCGCCGCCTTCGACATGACCACCGGCGACATGCGCTTCT
GGAGCTAA

SublC-3xFLAG

ATGCGCCGCCGCGTCTCCTCCTCCCCCTCCTCCTCCTCCTCCTCGTCGCCGGCGAGGCATCACAAGGCGC
GGCGCAGCAGGAGGAAGCTCGTCGCCGACGAGGACTGGGAGGCCGCCTTCCGCGAGTTCCTCTCCCGCGA
CGACGACGACGACGACGACGACGACGACGGGCACCACGTCGTTGTTGCGCCGCTGATCCGTAGTAGTAAC
AAGTGCGTCCACGGCCACGAGGTGGTGGCGTCGACGGTCGGCGGTGGCGCAAGCGGCGGACGACGACGAG
CCGACGACGACGACGGCGAGCGGCGGCGGLCEGCGGCEGAGGGAGAGGCGGAGCTACCCGTACCGCGGCAT
CCGGCAGCGGCCGTGGGGGAGGTGGGCGTCGGAGATCCGCGACCCCGTCAAGGGCATCCGCGTCTGGCTC
GGCACCTTCGACACCGCCGAGGGCGCCGCGCGCGCCTACGACGACGAGGTTCGCCGCATCTACGGCGGCA
ACGCCAAGACCAACTTCCCCCCATCGCCGCCGCCGCCGGAGCAGCCAGCGGCCCCGGTAGCGGCGGAGAG
GAGCCCCTCGACGACGACGACGACGACGCCGTCGGCGGAGGACTCCGGCGACTCGCGCATACTCATCGAG
TGCTGCTCCGACGACCTGATGGACAGCCTCCTCGCCGCCTTCGACATGACCACCGGCGACATGCGCTTCT
GGAGCAAGGGTGGGCGCGCCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGGTGGAGGCGGTTCAGACTACAAAGA
CCATGACGGTGATTATAAAGATCATGACATCGACTACAAGGATGACGATGACAAGTGA
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12.2 Marcadores de peso molecular
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12.3 Modo de preparacion de soluciones stock

Tampon TAE (50X). Se afiadieron 242g de Tris Base a 57.1 ml de acido acético y 100 ml de
EDTA 0.5M hasta un volumen de 1 litro. El volumen final de la mezcla se ajusté a pH 8.0. A

partir de la solucién concentracion se utilizé para diluirlo a 1X.

Gel de agarosa. Se preparo diferente tipo de porciento de agarosa que fueron de 0.8, 1.0,
1.5 y 2.0% (p/v) en tampon 1X, segun el requerimiento. La mezcla se fundié en el

microondas, hasta su completa disolucién.
Antibidticos

Los antibidticos fueron preparados de acuerdo a la secuencia de genes que expresa

resistencia en el vector indicado y asi poder seleccionar las clonas correctamente.

Estos antibidticos se prepararon a partir de una solucién concentrada en agua bidestilada
y posteriormente se esterilizaron por filtracidon a través de una membrana de 0.45 pm,
para obtener concentraciones finales (100 pg/mly 50 pg /ml) que fueron utilizadas para el
crecimiento de bacterias E. coli. Para ampicilina se prepard una solucion concentrada a
100 mg/ml en agua bidestilada (pGEM-T Easy y pBJ36_AlIcA) y para espectinomicina se
prepard a 50 mg/ml en agua bidestilada (pMLBart_AlcR).
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