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Resumen

En la actualidad existen diferente método fisicos o quimicos para transfectar plantas, pero
la mayoria presentan desventajas durante la insercion de genes de interés. La
transfeccion mediada por A. tumefaciens es un método ampliamente empleado a nivel de
laboratorio por su facilidad y costo. El tabaco (Nicotiana tabacum) ha sido ampliamente
empleada para protocolos de transfeccion por su facilidad y eficiencia de transfeccion con
Agrobacterium. Por ello, la presente investigacion tuvo como objetivo estandarizar un
protocolo de transfeccién de callo y suspensiones celulares de tabaco mediante A.
tumefaciens. Para lo cual, se realiz6 la desinfeccion de explantes de hojas de N. tabacum
de 3 meses de edad con 0.5 % (v/v) de NaCIO durante 2 minutos. La induccién de callo
tipo friable (100%) en los explantes desinfectados se logré con la adicion de 2 mg/L de
ANA y 0.2 mg/L de Kinetina en el medio MS. La transfeccion de los callos de tabaco
mediante A. tumefaciens GV3101 (ODsoonm=0.6) con el plasmido pSiM24-GUS con 20
minutos de inmersién y 3 dias de cocultivo, permitié obtener callos con resistencia al
marcador de seleccion Kanamicina (50 mg/L). No se observd la expresion del gen
reportero GUS debido al necrosamiento que presentaron los callos. Las condiciones
ideales para obtener un 100% de suspensiones celulares de tabaco con resistencia a la
Kanamicina (50 mg/L) y expresion del gen reporte GFP, fueron la adicion de 10mM de
Acetosiringona en el medio de cocultivo y 3 dias de cocultivo con A. tumefaciens LBA4404

(ODsoonm=0.8) con el plasmido pSiM24-eGFP.

PALABRAS CLAVES:

e AGROBACTERIUM TUMEFACIENS
e TRANSFECCION

e NICOTIANA TABACUM
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Abstract

Currently there are different physical or chemical methods to transfect plants, but most
have disadvantages during the delivery of genes of interest. Transfection mediated by A.
tumefaciens is a method widely used at the laboratory level for its ease and cost. Tobacco
(Nicotiana tabacum) has been widely used for transfection protocols for its efficiency of
transfection with Agrobacterium. Therefore, the present investigation aimed to standardize
a protocol for transfection of callus and cell suspensions of tobacco by using A.
tumefaciens. For this, the disinfection of explants from 3-month-old N. tabacum leaves
was done with 0.5% (v / v) NaCIlO and 2 minutes of immersion. The induction of calluses
friable type (100%) in disinfected explants was achieved with the addition of 2 mg/L of
ANA and 0.2 mg/L of Kinetin in the MS medium. Transfection of tobacco calluses by A.
tumefaciens GV3101 (OD600nm = 0.6) with the plasmid pSiM24-GUS with 20 minutes of
immersion and 3 days of co-culture, allowed to obtain calluses with resistance to the
Kanamycin selection marker (50 mg / L). The expression of the GUS reporter gene was
not observed due to the necrotization of the calluses. The ideal conditions to obtain 100%
tobacco cell suspensions with resistance to Kanamycin (50 mg / L) and expression of the
GFP reporter gene, were the addition of 10mM of Acetosyringone in the co-culture
medium and 3 days of co-culture with A. ftumefaciens LBA4404 (ODsoonm = 0.8) with

plasmid pSiM24-eGFP.

KEYWORDS:

e AGROBACTERIUM TUMEFACIENS
e TRANSFECTION

e NICOTIANA TABACUM
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Capitulo 1: Introduccién

Formulacion del Problema

Actualmente, el area de biotecnologia vegetal ha desarrollado herramientas
innovadoras no solo para obtener nuevos rasgos y variedades de plantas, sino también
para producir biomoléculas importantes como metabolitos y proteinas recombinantes
(Bhatia, Sharma, Dahiya, & Bera, 2015). El desarrollo de técnicas de ingenieria genética
y cultivo de tejidos vegetales in vitro, ha permitido el mejoramiento genético de plantas
(Azcon-Bieto & Talon, 2013) mediante la introduccion y expresiéon de genes de foraneos
en las células vegetales con diferentes métodos de transfeccion (Herrera-Estrella,
Simpson, & Martinez-Trujillo, 2004). Por lo cual, la producciéon de moléculas biolégicas
de interés comercial jugara un papel importante en el futuro tanto en la alimentacion de

la poblacién mundial como en el desarrollo industrial.

Desde la década de 1980, se han descrito diversos métodos (Darbani, et al.,
2008) para introducir DNA foraneo en el genoma de una planta (Potrykus, 1991). Estos
métodos incluyen sistemas bioldgicos (indirectos) empleando las bacterias patégenas
Agrobacterium tumefaciens o A. rhizogenes, y sistemas directos (fisicos y quimicos)
como polietilenglicol, microinyeccion, electroporacién y bombardeo con microproyectiles
(Potrykus, 1991), para introducir nuevos rasgos, estudiar procesos biolégicos o producir

proteinas recombinantes de interés en plantas (Darbani, et al., 2008).

La mayoria de los protocolos de los métodos de transfeccion directa presentan

baja reproductibilidad (polietilenglicol o electroporacion), son laboriosos y demandan
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mucho tiempo porque requieren una manipulacion tediosa con equipos sofisticados y
costosos (electroporacion y microinyeccion) (Herrera-Estrella, et al., 2004). Ademas,
tienen una baja eficiencia de transfeccion por las multiples copias de los genes
introducidos, convirtiéndose en métodos poco rentables al momento de expresar
proteinas a nivel in vitro (Rivera, Gbmez-Lim, Fernandez, & Loske, 2012). Estos
métodos de transfeccion fisicos pueden producir silenciamiento genético y variacion de
expresion del transgén de interés una vez incorporado en el genoma de la planta

(Cluster, O'Dell, Metzlaff, & Flavell, 1996), lo que disminuye su eficiencia.

La transfeccion de las plantas mediada por A. tumefaciens, se ha convertido en
el método mas utilizado para la introduccién de genes foraneos en las células de las
plantas (De la Riva, Gonzalez-Cabrera, Vazquez-Padron, & Ayra-Pardo, 1998). Los
investigadores han utilizado la capacidad de Agrobacterium de transferir de manera
natural un segmento de ADN particular (T-DNA) del plasmido inductor de tumor (Ti) al
nucleo de las células infectadas, para integrar de manera estable en el genoma del
huésped y transcribir genes de interés, a partir del descubrimiento de la enfermedad
agalla de la corona en plantas dicotileddneas (Nester, Gordon, Amasino, & Yanofsky,

1984; Binns & Thomashow, 1988).

Aunque actualmente existen diversos protocolos de transfeccién con A.
tumefaciens, es necesario estandarizar la metodologia bajo las condiciones especificas
del laboratorio para cada especie vegetal en estudio. Es importante tomar en cuenta
ciertos parametros a nivel de cultivo in vitro que pueden afectar la eficiencia de
transfeccion. Estos parametros incluyen el explante (tipo, tamafo y edad), el medio de

cultivo (fitoreguladores, fuente de carbono, macro y micronutrientes) y condiciones
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ambientales (temperatura, luz y pH) (Herrera-Estrella, et al., 2004; Bhatia, Ashwath,
Senaratna, & Midmore, 2004). Por ende, es necesario establecer un protocolo propio
que sea eficiente y reproducible, para que en futuras investigaciones se lo pueda
emplear para la produccion masiva de principios bioactivos de interés comercial para

nuestro pais.

Justificacion del Problema

Hoy en dia, los diferentes métodos de transfeccién genética se han convertido
en una herramienta importante para mejorar genéticamente a las plantas. La
introduccion de genes de interés en el genoma de las plantas (Mubeen, Naqgvi, Masood,
Shoaib, & Raza, 2016) de manera precisa y sin involucrar la fusién de gametos u otras
células (Kalia, 2018), ha permitido obtener plantas con mejores caracteristicas como:
rendimiento, resistencia a enfermedades, tolerancia al estrés y produccién de nutrientes
(Hawkins, 2017). Las plantas como biorreactores son una alternativa para producir
proteinas recombinantes como una fuente barata y accesible de productos
farmacéuticos de alto valor, que van desde vacunas y anticuerpos hasta péptidos

terapéuticos (Murphy, 2004).

En las plantas, la transferencia de genes se puede lograr por varios métodos
fisico o quimicos, pero presentan desventajas y baja eficiencia de transfeccion para
entregar el DNA. Por lo cual, un método alternativo de transfeccién muy empleado a
nivel de laboratorio para diversas especies vegetales es mediante el uso de la bacteria
Agrobacterium tumefaciens, por su eficiencia de transfeccién (Wang, 2015), bajo costo y

facilidad de protocolo (Hansen & Wright, 1999).
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La transfeccion mediada por Agrobacterium es una tecnologia prometedora para
obtener plantas transfectadas bioseguras (Mehrotra & Goyal, 2016), debido a las
ventajas que tiene el proceso de transferencia del T-DNA sobre los métodos directos,
incluida la posibilidad de transferir segmentos de DNA de gran tamafio (Ko & Korban,
2004). Este método inserta un menor numero de copias del transgén en un solo locus
en el cromosoma de la planta huésped (Rivera, et al., 2012), lo que ayuda a minimizar
el silenciamiento génico (Mehrotra & Goyal, 2016) y permite tener una herencia estable
con expresion génica constante del transgén a lo largo de las generaciones (Rivera, et

al., 2012).

La mayoria de experimentos de transfeccion en plantas, se han llevado a cabo
utilizando al tabaco como planta de estudio (Ganapathi, Suprasanna, Rao, & Bapat,
2004). La primera transformacion genética se realizé en 1983, insertando en tabaco el
gen de resistencia a kanamicina mediante A. tumefaciens (Horsch, et al., 1985),
convirtiendo al tabaco en un modelo adecuado para estudios de transfeccion genética
(Stolarz, Macewicz, & Lorz, 1991). Nicotiana tabacum (tabaco) tiene una alta frecuencia
de transfeccion debido a la alta susceptibilidad a A. tumefaciens y la capacidad de
regeneracion in vitro (Clemente, 2006), lo que la convierte en una planta muy usada
para estudios de produccién de proteinas recombinantes, anticuerpos y quimicos

especiales para su uso en la medicina e industria (Ganapathi, et al., 2004).

Actualmente, el método de transfeccion mediante el disco de la hoja es el mas
utilizado para la transformacion genética del tabaco (Horsch, et al., 1985). Sin embargo,
existen otros explantes como el callo de N. tabacum o suspensiones celulares que

pueden facilitar la transfeccion con Agrobacterium mediante cocultivo (Su & Lee, 2007),
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debido a que son células en crecimiento o en divisién activa (An, 1985). A partir de 1986
se logré expresar en callos transgénicos de tabaco y girasol la hormona de crecimiento
humano (Sommergruber, et al., 1986). Otras proteinas como la interleucina 2 (IL-2) y 4
(IL-4) (Magnuson, et al., 1998), el antigeno de superficie para la hepatitis B (Mayo,
Gonzales, & Mason, 2006), el anticuerpo de cadena sencilla Fv (scFv), entre otras se
han logrado producir en suspensiones celulares a partir de callos transfectados de
tabaco. Estos estudios muestran que diversas proteinas farmacéuticas bioactivas se
pueden producir en plantas a partir de otros tipos de explantes, que pueden incrementar

la eficiencia del proceso.

Por lo antes mencionado, se planted la presente investigacion con el objetivo de
estandarizar el protocolo de transfeccién de callo y suspensiones celulares de tabaco
(Nicotiana tabacum) mediante A. tumefaciens con los genes reporteros GUS y GFP con
el fin de que en futuras investigaciones se pueda emplear este método para insertar y
expresar genes de proteinas de interés en callos transfectados. Ademas, de establecer
posteriormente suspensiones celulares como una biofabrica vegetal y producir
numerosas proteinas recombinantes en nuestro pais que puedan ser usadas en la
industria farmacéutica, de enzimas o quimica sin la necesidad de regenerar plantas

transgénicas.

Objetivos

Objetivo General

Estandarizar el método de transfeccion de callo y suspensiones celulares de tabaco

(Nicotiana tabacum) mediante Agrobacterium tumefaciens.
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Objetivos Especificos

e Establecer un procedimiento de desinfeccidén de hojas de tabaco para la
formacion callo.

o Implementar una metodologia de induccién de callo a partir de explantes
de hojas de tabaco.

e Establecer un protocolo de transfeccion de callos y suspensiones celulares
con Agrobacterium tumefaciens a partir de resultados preliminares

mediante marcadores de seleccidn y genes reporteros.

Marco Teorico

Tabaco (Nicotiana tabacum)

Generalidades. Nicotiana tabacum o tabaco, es una especie de importancia
comercial a nivel mundial (Lewis & Nicholson, 2007), cuyo origen se encuentra en las
tierras altas de los Andes, probablemente Bolivia o el norte de Argentina (Hirst, 2019).
Actualmente, su cultivo se ha introducido ampliamente en el resto del mundo y esta bien
representado en las Indias Occidentales, Mesoamérica, América del Sur, en las Islas del

Pacifico, asi como en Asia, Europa y Africa (CABI, 2019).

En la actualidad el tabaco ya no se encuentra en estado silvestre en la
naturaleza debido a la seleccion natural y a los sudamericanos aborigenes (Goodspeed,
1964), quienes tenian preferencias por sus genotipos para fumar, masticar o con fines

medicinales por la acumulacién de nicotina como el alcaloide predominante (Gerstel ,
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1961). El tabaco se lo emplea principalmente para la produccion de cigarrillos (Van,

2011), como sustancia psicoactiva, narcético y analgésico (Hirst, 2019).

El tabaco (2n=48) es el resultado de la duplicacién cromosdmica por la
hibridacion entre N. sylvestris y N. tomentosiformis (Lewis & Nicholson, 2007). Es una
planta dicotiledonea que pertenece a la familia de las solanaceas (Chaverri, 1995),

género Nicotiana y especie Nicotiana tabacum (NCBI, 2020).

Descripcion Botanica. Nicotiana tabacum es una planta herbacea perene o
arbusto que mide entre uno a dos metros de alto segun la variedad (Agyare, Obiri,
Boakye, Osafo, & Kuete, 2013). La planta de tabaco (Fig.1) presenta hojas elipticas u
obovadas sentadas en el tronco (Batoro & Ekowati, 2017); flores agrupadas al final de
las ramas con un caliz cilindrico de color verdoso a rojizo en la parte superior (Higa de
Landoni, 1990); un fruto con forma de capsula ovoide (15-20 mm) y semillas marrones,
estriadas, globosas o elipsoides, de 0.5 mm de largo (TRAMIL, 2017). El cultivo de
tabaco requiere para su crecimiento una temperatura promedio de al menos 25 °C,
tierras bajas tropicales de hasta 1800 m sobre el nivel del mar, con una mezcla de
arcilla y arena para una buena capacidad de retencién de agua (Batoro & Ekowati,

2017).
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Figura 1

llustracion de Nicotiana tabacum (Tabaco).

Nota. Tomado de Medicinal plants. Being descriptions with original figures of the principal
plants employed in medicine and an account of the characters, properties, and uses of

their parts and products of medicinal value, por Bentley & Trimen, 1880

Propiedades e Importancia. El uso de tabaco se remonta hace 8000 afios,
donde los indigenas en América del Norte lo utilizaban tanto para fines medicinales
como ceremoniales (Koob, Arends, & Le Moal, 2014). A nivel medicinal, N. tabacum se
utiliza para curar heridas, tratar diversas enfermedades de la piel, tratar ulceras (Jain &
Borthakur, 1986), prevenir la fatiga, blanquear los dientes, tratar los abscesos, purgar
las fosas nasales, aliviar la sed (Koob, et al., 2014) e inclusive como pesticida (Villégier,

Blanc, Glowinski, & Tassin, 2003).
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El cultivo de tabaco (Nicotiana) es importante en el ambito comercial (Villégier, et
al., 2003), porque las hojas secas se emplean como ingrediente principal para la
elaboracion de cigarrillos por su contenido de nicotina (0,6-9%) (Batoro & Ekowati,
2017). Sin embargo, la nicotina es una sustancia que produce metilacion en el DNA, lo

que puede resultar en tumores y cancer (Christenhusz, Fay, & Chase, 2017).

El tabaco (N. tabacum) se ha convertido en un modelo de estudio durante las
ultimas décadas. En el area de cultivo de tejidos se lo ha empleado para la fusién de
protoplastos, proporcionando informacion sobre el potencial de hibridacion somatica en
otros cultivos (Ganapathi, et al., 2004). A nivel de ingenieria genética, desde la primera
planta transgénica obtenida en tabaco, se lo ha empleado en protocolos de transfeccion
con Agrobacterium para estudios de expresion y estabilidad de genes por su alta
susceptibilidad a A. tumefaciens y alta tasa de transfecciéon (Clemente, 2006;
Ganapathi, et al., 2004; Ghag, Adki, Ganapathi, & Bapat, 2016). Esto ha permitido la
produccién de proteinas recombinantes, vacunas, anticuerpos y quimicos para usos en
la medicina e industria a partir de plantas transgénicas como biorreactores (Ganapathi,

et al., 2004).

Callogénesis

La callogénesis es un proceso que implica la formacion de callo (Ogita, 2015), el
cual consiste en una masa desorganizada de células no diferenciadas (Dey & Harborne,
1997). En general, el callo se induce en o sobre partes de una planta intacta por
heridas, por la presencia de insectos 0 microorganismos, o como resultado del estrés

(George, Hall, & De Klerk, 2008). A nivel in vitro se puede obtener callo, colocando
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diferentes tipos de explantes vegetales en medio semisdlido con la mezcla apropiada de
hormonas de crecimiento vegetales (auxinas y citoquinas) bajo condiciones estériles
(Murashige & Skoog, 1962), asi como para cambiar el estado inactivo de las células y

comenzar la division activa formando tejido indiferenciado (George, et al., 2008).

El callo cuando se forma en los explantes originales toma el nombre de callo
primario, mientras que cuando se inicia el callo a partir de una seccién de tejido calloso
primario se llama callo secundario (George, et al., 2008). Los callos obtenidos pueden
mantenerse por periodos indefinidos mediante subcultivos sucesivos en medio nuevo,
pero a largo plazo pueden producir cambios genéticos y epigenéticos en las células,

dando como resultado diferencias entre una cepa de callo y otra (Bhatia, et al., 2015).

Existen diferentes tipos de callos (Fig. 2) de acuerdo a sus caracteristicas
macroscopicas (apariencia, color, grado de compactacion) y potencial morfogenético
(George, et al., 2008). Los callos sin regeneracion aparente de érganos generalmente
se llaman callos friables o0 compactos. Otros callos que muestran algunos grados de
regeneracion de 6rganos se llaman callos radiculares, espinosos o embrionarios,

dependiendo de los érganos que generan (Zimmerman, 1993).
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Figura 2

llustracion de tipos de callo de plantas.

Callo sin regeneracion Callo con regeneracion
de 6rganos parcial de érganos
~,
m
({'\
(Vo)
callo friable callo espinoso callo embriogénico
callo compacto callo radicular

Nota. Tipos de callos formados en explantes de hojas. Tomado de Plant Callus:
Mechanisms of Induction and Repression, por Ikeuchi, Sugimoto, & lwase, 2013, The

Plant Cell.

Material Vegetal Para la Formacién de Callos. La formacién de callos se
puede lograr en diferentes tipos de explantes como hojas, tallos o semillas (Smith,
2013). El éxito en la obtencién de callos depende tanto de la especie de la planta
utilizada como de las condiciones proporcionadas. Las plantas dicotiledéneas son
bastante susceptibles a la induccion de callos, en comparacién con las
monocotiledéneas, mientras que en las plantas lefiosas el crecimiento de callos es
generalmente lento (Bhatia, et al., 2015). Es recomendable seleccionar explantes
jévenes porque tienen una rapida respuesta in vitro para formar callos en relaciéon a
tejidos viejos. Se deben aplicar protocolos de desinfeccion a los explantes antes de
colocar en el medio de cultivo solidificado y suplementado con los respectivos

reguladores de crecimiento para evitar problemas de contaminacion (Smith, 2013).
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Medio de Cultivo Para la Formacion de Callos. En general, para formar y

mantener callos se emplea un medio de agar semisdlido suplementado con nutrientes
especificos, sales y vitaminas (Efferth, 2019). El medio comunmente empleado para la
formacion de callos es el medio basal Murashige y Skoog (Murashige & Skoog, 1962).
Este medio MS facilita el crecimiento de la mayoria de las células vegetales en cultivo in
vitro, debido a la alta concentracién de sales como nitrato, potasio y amonio en relacion
a otras formulaciones de medios (Smith, 2013; Husin, Hasan, & Taha, 2005). La
formacion del callo se puede estimular adicionando al medio MS las vitaminas
mioinositol y tiamina (Dodds & Roberts, 1985) junto con reguladores de crecimiento de
plantas como auxina y citoquininas. Se debe tomar en cuenta la especie de planta, la
fuente del explante o genotipo de planta individual, edad, estado nutricional, entre otros

factores (Smith, 2013).

La mayoria de las células no diferenciadas presentes en el callo suelen perder la
capacidad de fotosintesis provocando que su perfil metabdlico no coincida con el de la
planta donante. Por tal razén, se requiere la adicion al medio de cultivo de vitaminas y
fuentes de carbono (Hill, 2019) como la sacarosa o glucosa al 2-5% (p/v) (Smith, 2013).
Se pueden usar otros carbohidratos como maltosa, galactosa o sorbitol por su costo,

facil disponibilidad, asimilacién rapida y estabilidad (Sarkar, 2009).

Reguladores de Crecimiento Para la Formacién de Callos. Las fitohormonas
u hormonas vegetales son producidas en forma natural en las plantas e intervienen en
los procesos fisioldgicos (Davies, 2010). Cuando estas sustancias se producen
sintéticamente, se denominan reguladores del crecimiento de las plantas (PGR)

(Santner, Calderon-Villalobos, & Estelle, 2009). En la Tabla 1 se muestra una lista de
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los reguladores de crecimiento de plantas que comunmente se usan, asi como su

abreviacién y su peso molecular.

Tabla 1

Reguladores de crecimiento usados en cultivo de tejido de plantas

Regulador de crecimiento en L Peso Molecular
plantas Abreviacién (g/mol)
Acido abscisico ABA 264,3
Acido indol-3-acético I1AA 175,2
Acido naftalenacético NAA 186,2
Acido 2,4-diclorofenoxiacético 2,4-D 221
Acido indol-3-butirico IBA 203,2
6-Furfurilaminopurina Kinetina 215,2
6-Bencilaminopurina BA 225,2
Né(2-Isopentenil) adenina 2iP 203,2
Trans-6-(4-hidroxi-3-metilbut-2- Zeatina 219,2
enilamino) purina
Acido giberélico GA; 346,4
Thidiazurén TDZ 220,2

Nota. Reguladores de crecimiento de plantas que se adicionan al medio de cultivo in vitro.
Tomado de Plant Tissue Culture: Techniques and Experiments (p. 35), por Smith, 2013,

Academic Press.

Los reguladores de crecimiento se suministran en el medio de cultivo para
inducir la formacion de callos en los explantes. Se pueden suplementar de tres
maneras: solo auxina, solo citoquinina o tanto auxina como citoquinina (Bhatia, et al.,
2015). Una proporcion intermedia de auxina y citoquinina promueve la induccién de
callos, una alta proporciéon de auxina a citoquinina induce la regeneracion de raices y
una alta proporcion de citoquinina a auxina induce la regeneracién de brotes (Skoog &
Miller, 1957). Otras hormonas, como los brasinoesteroides o el acido abscisico, también

inducen callos y en algunas especies pueden sustituir la auxina o la citoquinina (Goren,
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Altman, & Giladi, 1979). Sin embargo, la auxina y la citoquinina han sido las hormonas
mas utilizadas y estudiadas en la formacién de callos y en la posterior regeneracion de

organos (lkeuchi, et al., 2013).

Las auxinas se usan generalmente en cultivos de células vegetales en un rango
de concentracion de 0.01-10.0 mg/L (Sigma-Aldrich, 2020). El efecto de la auxina esta
implicada en la regulacién del alargamiento, la divisién y la diferenciacion celular (Dietz,
Kutschera, & Ray, 1990), la hinchazon de los tejidos, la formacion de raices adventicias,
la inhibicién de la formacion de brotes adventicios y axilares, el inicio y crecimiento de
callo, y la induccién de embriogénesis (Sigma-Aldrich, 2020). Ademas, las auxinas
hacen que el ADN se vuelva mas metilado de lo habitual y esto podria ser necesario
para la reprogramacion de las células diferenciadas comenzando la division celular
(George, et al., 2008). La auxina comunmente utilizada para la induccién de callos es

2,4-D pero también se usan ANA e IAA (Chawla, 2011).

Las citoquininas se usan generalmente en cultivos de células vegetales en un
rango de concentracion de 0.1-10.0 mg/L (Sigma-Aldrich, 2020). Cuando se agregan en
concentraciones apropiadas pueden promover el crecimiento celular en ciertos tejidos
(Rayle, Ross, & Robinson, 1982), regular la division celular, estimular la proliferacién de
brotes axilares y adventicios, regular la diferenciacion, inhibir la formacién de raices,
activar la sintesis de ARN y estimular la actividad de proteinas y enzimas (Sigma-
Aldrich, 2020). En general, las citoquininas utilizadas para la produccién de callos son

BA, BAP, zeatina, kinetina y, mas recientemente, TDZ (Alam, et al., 2010).
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Factores Fisicos Para la Formacién de Callos. La induccién y mantenimiento

callos requiere de factores como temperatura, luz, humedad, pH y aireacion en el medio
de cultivo (Efferth, 2019). Usualmente, se requiere una temperatura entre 22-28 °C, bajo
luz u oscuridad, aunque algunos callos necesitan condiciones especificas de dia 'y
noche (16h de luz y 8h de oscuridad) (Vasil, 1984; Efferth, 2019). Adicionalmente, se
emplea tiras de Parafilm o plastico alrededor de las cajas Petri o tapones de algodén
para mantener la humedad y permitir la entrada de aire a los explantes durante las

cuatro semanas que dura la formacion del callo (Vasil, 1984).

Aplicaciones del Cultivo de Callos. El cultivo de callo puede ser usado como
material fuente para el aislamiento de protoplastos, embriogénesis somatica,
organogénesis, produccion de plantas agricolas por regeneracion, asi como inoéculo
para el inicio de cultivos de suspensiones celulares (Smith, 2013; Efferth, 2019).
Ademas, pueden servir como una mejor fuente de células para la manipulacion genética
de los genomas de las plantas mediante transfeccién genética y mantenerse de forma
indefinida en condicion in vitro durante periodos de tiempo mas largos (Bhatia, et al.,

2015).

Generalmente, se emplean callos para la biosintesis de metabolitos secundarios,
pero ultimamente han llamado la atencion para la produccion de anticuerpos
terapéuticos como péptidos y proteinas recombinantes (Efferth, 2019) como alternativa
a la produccién en microorganismos (E. coli, B. subtilis y S. cerevisiae) o en cultivos de
células de mamiferos. La rentabilidad, la produccion a gran escala y la seguridad del
uso de callos, mediante la insercion de genes de interés que codifican anticuerpos

terapéuticos especificos en las células callosas empleando Agrobacterium tumefaciens
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o0 bombardeo de particulas es una ventaja en comparacion con otros sistemas de

produccion (Aravindaram & Yang, 2009).

Suspensiones Celulares a Partir de Callo. Los cultivos celulares o en
suspension son células individuales o pequenos agregados de células que se
multiplican mientras se suspenden en medio liquido agitado (Kumar, 2015). Las
suspensiones celulares se obtienen colocando un inéculo de callo friable en matraces
con medio liquido sea Murashige y Skoog (Murashige & Skoog, 1962) o Gamborg
(Gamborg, Miller, & Qjima, 1968). El cultivo de suspensiones celulares debe
mantenerse bajo agitacion para que las células individuales se desprenden y por
divisiéon formen cadenas y grupos celulares que nuevamente se fracturan, generando
nuevas células individuales y otros grupos de células pequefas (George, et al., 2008).
Las células se cultivan en medio de cultivo liquido que contiene las mismas hormonas
que indujeron la formacién del callo para promover el crecimiento rapido y prevenir la

diferenciacion (Murashige & Skoog, 1962).

Los cultivos en suspension celular se pueden usar en investigaciones
bioquimicas, de fisiologia celular, de crecimiento, metabolismo, en experimentos de
ingenieria genética, asi como en la produccion de metabolitos secundarios de mediana
o gran escala y otros productos quimicos (Loyola-Vargas, De-La-Pefia, Galaz-Avalos, &
Quiroz-Figueroa, 2008). Las suspensiones celulares también pueden ser usadas en la
propagacion de plantas, al tener una tasa de crecimiento celular mas rapido en
comparacion al cultivo de callos, porque se puede modificar o cambiar facilmente el

medio de cultivo (George, et al., 2008).



35
En el caso de las suspensiones celulares de tabaco se pueden mencionar que
son lineas celulares de propagacion simples, bien establecidas y con caracteristicas de
crecimiento favorables (Hellwig, Drossard, Twyman, & Fischer, 2004). Son ampliamente
usadas como lineas celulares huésped en protocolos de transfeccion empleando A.
tumefaciens junto con vectores binarios (An, 1985; Allen, et al., 1996) para la
produccion proteinas recombinantes como biofabricas vegetales (Hellwig, et al., 2004) y

para estudios de localizacion subcelular de proteinas (Persson, et al., 2001).

Métodos de Transfeccion de Genes en Plantas

Existen diferentes métodos para transferir e integrar DNA foraneo en el genoma
de células o tejidos vegetales, con el objetivo de expresar genes con caracteristicas de
interés mediante métodos directos e indirectos (Chawla, 2011; Keshavareddy, Kumar, &
Ramu, 2018). Los métodos directos (método quimicos y fisicos) incluyen
electroporacion, bombardeo de particulas, microinyeccion y por medio de compuestos
quimicos (Herrera-Estrella, et al., 2004). Los métodos indirectos emplean vectores

bioldgicos como A. tumefaciens o A. rizhogenes (Mubeen, et al., 2016).

La electroporacién es un método que consiste en aplicar impulsos eléctricos a
células de plantas para inducir la apertura transitoria de poros en la membrana celular y
permitir la entrada del DNA hacia el nucleo (Narusaka, Narusaka, & lwabuchi, 2012).
Generalmente, se aplica en protoplastos porque las células vegetales presentan una
pared celular gruesa, lo que impide el movimiento de macromoléculas (Bates, 1999). La
electroporacion no se usa con mucha frecuencia debido a que presenta ciertas

desventajas como: baja eficiencia de transfeccion, expresién transitoria del transgén
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(Higo & Higo, 1996), alta tasa de mortalidad de las células electroporadas y segregacion

no mendeliana de la progenie (Mubeen, et al., 2016).

El bombardeo de particulas es otro método de transfeccion, el cual consiste en
disparar particulas de oro o tungsteno (1-2 um) cubiertas con DNA foraneo en la
suspension celular, cultivo de callos o tejido objetivo a velocidades supersénicas para
que el DNA de interés penetre la membrana celular y se incorpore en nucleo de la
célula vegetal (Narusaka, et al., 2012). Este método presenta ciertas desventajas tales
como dano en el tejido, baja eficiencia de transfeccion comparado con Agrobacterium,
altos costos en sus equipos, genera rearreglos en el DNA transferido, produce
silenciamiento genético y variacion en la expresion del transgén debido a la insercion de
multiples copias del DNA foraneo en un solo locus (Dai, et al., 2001; Darbani, et al.,

2008).

La técnica de transfeccion mediante microinyeccion permite introducir DNA en el
nucleo o citoplasma de manera precisa por medio de una pipeta de microcapilar de
inyeccion de vidrio (Crossway, et al., 1986). Se emplea principalmente para transfectar
células animales, pero también en plantas donde presenta limitaciones por la pared
celular gruesa debido a que contiene lignina y celulosa (L6rz, Paszkowski, Dierks-
Ventling, & Potrykus, 1981). La microinyeccion en plantas emplea protoplastos como
material de transfeccién con eficiencias de transformacion altas, pero requiere equipos

costosos con procedimientos tediosos (Darbani, et al., 2008).

La transfeccion mediante compuestos quimicos, consiste en el uso de

polietilenglicol (PEG) o fosfato de calcio para aumentar la permeabilidad de la
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membrana celular y permitir la entrada de DNA extrafio (Lazzeri, Brettschneider, Lihrs,
& Lorz, 1991). Este método presenta ciertas desventajas, como baja eficiencia de
transfeccién, poca reproductibilidad, puede generar toxicidad en las células (Danilova,
2007) y no es un método muy empleado para la transfeccién de plantas, porque es

efectivo solo cuando se aplica a protoplastos (Lazzeri, et al., 1991).

Los métodos de transfeccion indirectos implican el uso de vectores bioldgicos
para la introduccion de DNA exdgeno en el genoma de la planta (Veluthambi, Gupta, &
Sharma, 2003). Los vectores biolégicos mas utilizados por su patogenicidad natural en
plantas son las bacterias Agrobacterium tumefaciens y Agrobacterium rhizogenes
mediante sus plasmidos Ti (inductor de tumores) y Ri (inductor de raices),
respectivamente (Rakoczy-Trojanowska, 2002). La transferencia de DNA mediada por
Agrobacterium tumefaciens y la transferencia directa a través del bombardeo de
particulas son los métodos de transfeccién mas utilizados y eficientes en plantas

(Herrera-Estrella, et al., 2004).

Transfeccion de Plantas Mediante Agrobacterium

La transfeccion genética mediante Agrobacterium es el método mas usado
dentro de ingenieria genética de plantas (Bartlett, Alves, Smedley, Snape, & Harwood,
2008). Agrobacterium tumefaciens es una bacteria patdégena presente en el suelo que
transfecta plantas dicotiledéneas, monocotiledones y gimnospermas (Mubeen, et al.,
2016). Esta bacteria produce la enfermedad conocida como agalla de corona en plantas

dicotileddneas, mediante la transferencia e integracion de manera estable del DNA de
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transferencia (T-DNA) de su plasmido inductor de tumor (Ti) en el genoma nuclear de la

planta infectada (Binns & Thomashow, 1988; TZzfira, Li, Lacroix, & Citovsky, 2004).

El plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens tiene un tamafio de 200 Kb, el cual
contiene el T-DNA (10 a 30 Kb) que se encuentra delimitado por secuencias repetidas
de 25-28 bp conocidas como borde izquierdo (RL) y borde derecho (RB) (Yadav,
Vanderleyden, Bennett, Barnes, & Chilton, 1982). En la figura 3 se puede observar una

representacion esquematica del plasmido Ti con los diferentes genes que codifica.

Figura 3

Representacion esquematica del plasmido Ti.
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En el T-DNA se localizan los oncogenes que expresan en las plantas hormonas
como auxinas y citoquininas. Estas hormonas son responsables de la proliferacién y
diferenciacion no controlada de la célula vegetal en forma de tumores (Koncz & Schell,
1992). Los oncogenes del T-DNA pueden ser reemplazados con un gen de interés para
transferirlos e integrarlos en el genoma de la planta (Mehrotra & Goyal, 2016). En otra
region del plasmido se encuentra la region vir, la cual contiene 35 genes contenidos en
ocho operones encargados del transporte e integracion del T-DNA a la célula vegetal

(Gelvin, 2003; Mozo & Hooykaas, 1992).

En la figura 4 se puede observar el proceso de transfecciéon natural de A.
tumefaciens, el cual inicia cuando compuestos fendlicos, acetoseringona y azucar
producidos por la herida de la planta son reconocidos por la proteina VirA, la cual se
autofosforila y fosforila la proteina VirG para activar la transcripcion y expresion de los
genes de virulencia vir, encargados del procesamiento y transporte del T-DNA (Das &

Pazour, 1989; Pazour & Das, 1990).
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Figura 4
llustracion de los pasos del proceso de infeccion y transfeccion de plantas mediada por

A. tumefaciens.
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Las proteinas VirD1 (helicasa) y VirD2 (endonucleasa) se unen y cortan el DNA
en las secuencias de repeticion de borde del T-ADN para liberarlo en forma
monocatenaria (cadena-T) (Jayaswal, Veluthambi, Gelvin, & Slightom, 1987; Lacroix, Li,
TZzfira, & Citovsky, 2006). La proteina VirD2 se une al extremo 5° de la cadena-T,
formando el complejo-T para que sea transferido al citoplasma de la planta mediante el
sistema de secrecion tipo IV (T4SS) formado por 11 proteinas VirB y la proteina VirD4

(Christie, 2004; Fronzes, Christie, & Waksman, 2009).
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Independientemente, y utilizando la ruta T4SS, otras proteinas de virulencia
bacteriana (VirD5, VirE2, VIrE3 y VirF) se exportan a la célula huésped (Lacroix, et al.,
2006). La proteina VirE2 se une al complejo-T y junto con la VirD2 protegen a la
cadena-T de la degradacién de exonucleasas en el citoplasma y nucleo de la planta
(Durrenberger, Crameri, Hohn, & Koukolikova-Nicola, 1989; Rossi, Hohn, & Tinland,
1996). Las dos proteinas contienen una sefal de localizacion nuclear que guian el
complejo-T hacia el nucleo (Gelvin, 2003). En el nucleo, la proteina F elimina las
proteinas del T-DNA monocatenario antes que se convierte en una molécula bicatenaria
para integrarse al azar en el genoma de la planta mediante recombinacién no homaéloga

(Tzfira, et al., 2004; De la Riva, et al., 1998).

Ventajas y Desventajas del Método de transfeccion con Agrobacterium. La
transfeccion de plantas empleando Agrobacterium es la primera opcion a nivel de
laboratorio para transfectar plantas por su alta eficiencia y ventajas respecto a otros
métodos de transfeccion. Entre sus ventajas se encuentran: la transferencia de
fragmentos de ADN con extremos definidos con un reordenamiento minimo (Klee,
Horsch, & Rogers, 1987; Zambryski, 1988); la transferencia de segmentos grandes de
DNA; un bajo numero de copias de los transgenes integrados con pocas copias en
tandem del T-DNA integrados en un solo locus (Jorgensen, Snyder, & Jones, 1987),
herencia estable (forma mendeliana) y expresion de transgenes en la progenie (Komari
& Kubo, 1999). Estas caracteristicas evitan el silenciamiento genético del transgén una
vez incorporado en el genoma de la célula huésped (Gelvin, 2003). Ademas, no
requiere de equipos sofisticado o del cultivo de protoplastos, por lo cual se pueden
emplear diferentes tejidos vegetales (Hansen & Wright, 1999; Veluthambi, Gupta, &

Sharma, 2003; Filipecki & Malepszy, 2006).
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A pesar de las multiples ventajas que ofrece el método, existen algunos desafios
por resolver para mejorar la técnica. Existen varias especies de plantas
econdmicamente importantes como especies de cereales y forestales que son
altamente recalcitrantes a Agrobacterium tumefaciens. Adicionalmente, todavia no se ha
establecido la integracion sitio-especifica del T-DNA target en ubicaciones
cromosémicas especificas para evitar la integracién aleatoria del T-DNA en el genoma

de la planta huésped (Mehrotra & Goyal, 2016).

Vectores de Transfeccién. Al emplear A. tumefaciens como una herramienta
de transfeccidn genética, se requiere obtener cepas desarmadas sin los oncogenes
responsables de la formacion de tumores y biosintesis de opinas del plasmido Ti
(Lacroix, et al., 2006). Los oncogenes se sustituyen por genes que codifican
marcadores seleccionables sin afectar la capacidad de Agrobacterium para transferir el
T-DNA (Bevan, Flavell, & Chilton, 1983; Hellens, et al., 2000). Sin embargo, el gran
tamano del plasmido Ti dificulta su manipulacién. Por tanto, se han desarrollado
vectores de transfeccién de menor tamano, conservando solo las regiones esenciales
para la transfeccion en el plasmido Ti (Azcon-Bieto & Taldn, 2013). Existen dos tipos de
vectores de transfeccidn en Agrobacterium: los vectores co-integrados (Zambryski, et
al., 1983) que se integran en el plasmido Ti residente y los vectores binarios que se

replican de forma auténoma (Hoekema, et al., 1983; Klee, et al., 1987).

Vectores Co-integrados. Los vectores co-integrados (Fig. 5A) se obtienen
integrando en el plasmido Ti desarmado, un vector intermedio de E. coli donde se clona
el gen de interés y el marcador seleccionable (flanqueados por RB y RL). La

cointegracién de los dos plasmidos se logra dentro de Agrobacterium por recombinacion
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homodloga (Sangwan, Ochatt, Nava, & Sangwan, 2012), entre las regiones homdélogas

de los bordes izquierdo del plasmido Ti desarmado y el vector pequefo intermediario

(Hille, Van Kan, Klasen, & Schilperoort, 1983).

Figura 5

Representacion esquematica de vectores: A) Co-integrados y B) Binarios.
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Vectores Binarios. Los vectores binarios (Fig. 5B) consisten en dos elementos:

un plasmido auxiliar Ti desarmado dentro de Agrobacterium que mantiene las funciones

de virulencia (Hellens, et al., 2000) y un vector binario pequefio de clonacion el cual

contiene los bordes del T-DNA que flanquean al gen de interés, al marcador de

seleccioén en vegetales y multiples sitios de clonaciéon (Koncz & Schell, 1992). Fuera del

T-DNA se encuentran los origenes de replicacién tanto para E. coli como para A.
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tumefaciens, y los genes que brindan resistencia a antibidticos para seleccionar la
presencia del vector binario en las bacterias (Lee & Gelvin, 2008). Aunque el término
vector binario se refiere a todo el sistema que consta de dos replicones, uno para el
ADN-T y el otro para los genes de virulencia, el plasmido que lleva el T-DNA se

denomina frecuentemente vector binario (Komari, et al., 2006).

Plasmido pSiM24. E| plasmido pSiM24 (Fig. 6) es un vector binario de
aproximadamente 7776 bp con varios elementos. El promotor de transcripcion (M24) del
virus de mosaico de Mirabilis para dirigir la expresion del gen de interés (GFP y GUS)
flanqueado por los bordes izquierdo y derecho del T-DNA. Los genes marcadores de
seleccion “nptll”y “bla” dirigidos por el promotor nopalina sintasa (Nos) para la
resistencia a los antibiéticos Kanamicina y Ampicilina, respectivamente. Secuencias
terminadoras de las subunidades pequefias de ribulosa bifosfato carboxilasa (3'rbcSE9)
y el terminador nopalina sintasa (Nos). Sitios de clonacion multiple (MCS) con varios
sitios de restriccion y los origenes de replicacion pRK2 y ColE1 para Agrobacteriumy E.

coli, respectivamente (Sahoo, Dey, & Maiti, 2014).



Figura 6

Representaciéon esquematica del vector binario pSiM24
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Nota. Tomado de pSiM24 is a novel versatile gene expression vector for transient assays

as well as sable expression of foreign genes in plants, por Sahoo, et al., 2014, PloS One.

Genes Marcadores Seleccionables. Los genes marcadores de seleccion

(GMS) confieren a las células transfectadas la capacidad de crecer en medios con

agentes selectivos, los cuales normalmente son toxicos para las células vegetales o son

inhibidores del crecimiento de las plantas, como antibiéticos y herbicidas (De la Riva, et

al., 1998). Estos genes son fundamentales en protocolos de transfeccion de plantas y

son entregados junto con el gen de interés, ya sea en el mismo plasmido o en un

plasmido separado para identificar aquellas células que integran y expresan con éxito el

DNA transferido (Jones, 2003; Goodwin , Pastori , Davey

, & Jones, 2005).
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Para seleccionar bacterias y mantener plasmidos en de E. coliy A. tumefaciens
(Komari, et al., 2006) se emplean los genes marcadores de seleccidon beta-lactamasa y
neomicina fosfotransferasa Il (nptll). La expresion de estos genes confiere resistencia a
los antibiéticos ampicilina y la kanamicina, respectivamente (Hershfield, Boyer,
Yanofsky, Lovett, & Helinski, 1974; Sutcliffe, 1978). En plantas para la seleccion de
tejidos transfectados se usa ampliamente el gen nptll (Fraley , et al., 1983; Herrera-
Estrella, et al., 1983), ya que confiere resistencia a diferentes antibidticos: kanamicina,
neomicina, paronomicina y geneticina (Jouanin, Brasileiro, Leplé, Pilate, & Cornu, 1993).
Se emplea el gen higromicina fosfotransferasa (hpt) pero con menos frecuencia
(Waldron, et al., 1985). El gen neomicina fosfotransferasa Il (nptll) se ha convertido en
el gen marcador seleccionable mas utilizado en plantas dicotiledonea mediante el uso

del antibiético kanamicina (Mehrotra & Goyal, 2016).

Genes Reporteros. Los genes reporteros codifican productos proteicos que
pueden ser detectados facilmente en células transfectadas por la nueva caracteristica
adquirida, distinguiéndolas de las no transfectadas (Jones, 2003; Azcon-Bieto & Taldn,
2013). La expresion de los genes reporteros puede ser facilmente monitoreada, porque
se fusionan corriente abajo de una region reguladora (promotor constitutivo)
responsables de la expresion del gen de interés en plasmidos (Sundaresan & Gambhir,
2002; Komori, et al., 2007). Esto ha permitido el uso de estos genes como como
indicadores en protocolos de transfeccion de plantas y en ensayos de expresion de

genes (Mehrotra & Goyal, 2016).

Los genes reporteros mas empleados son la 3-glucuronidasa (GUS) (Jefferson,

Kavanagh, & Bevan, 1987), luciferasa (LUC) (Ow, et al., 1986) o B-galactosidasa (LacZ)
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(Helmer, Casadaban, Bevan, Kayers, & Chilton, 1984), los cuales requieren la adicion
de un sustrato o de algun cofactor para su expresion (Hraska, Rakousky, & Curn, 2006).
El gen GUS se puede visualizar mediante ensayo histoquimico por la formacién de un
precipitado azul en presencia del sustrato XGluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil glucurénido)

(Jefferson, et al., 1987).

Otro gen reportero es el GFP (proteina verde fluorescente), procedente de la
medusa Aequorea victoria. El gen GPF codifica una proteina que genera un croméforo
en presencia de oxigeno (Siari, 2012) y emite fluorescencia verde cuando se excita con
luz azul o luz ultravioleta a 395 0 475 nm (Cubitt, et al., 1995). Esto permite una
identificacién rapida y no invasiva de las células transfectadas de las no transfectadas
(Ravindra, Teixeira da Silva, & Nataraja, 2008), sin el requerimiento de la adicion de
sustancias que interfieran como sustratos exégenos o enzimas (Chudakov, Lukyanov, &

Lukyanov, 2005).

Aplicaciones con la Transfeccidon Mediante Agrobacyerium. La transfeccion
mediada por Agrobacterium tumefaciens ha desempefado un papel fundamental en el
sector agricola al mejorar la productividad y la calidad de los cultivos de varias especies
de plantas importantes incluidas dicotileddneas y las monocotiledéneas. Esto ha
permitido mejorar el contenido nutricional de las plantas, asi como su resistencia a los

herbicidas, insectos, plagas y enfermedades (Mehrotra & Goyal, 2016).

En la actualidad, las plantas transfectadas con Agrobacterium pueden tener una
nueva aplicacion como biofabricas para la producciéon de nuevas proteinas

recombinantes en células transfectadas con el gen de la proteina de interés (Van der



Krol, Mol, & Stuitje, 1988). Esto permite abrir un nuevo futuro para la industria
farmacéutica y de compuestos, porque se pueden producir proteinas de ensamblaje y
plegado complejo a menor costo de produccién, con rapida escalabilidad y sin la
presencia de patégenos que puedan ser perjudiciales para la salud del ser humano

(Wang, Yin, & Hu, 2009; Rosales-Mendoza, Paz-Maldonado, & Soria-Guerra, 2012).

Hipétesis
El método estandarizado de transfeccion de callo y suspensiones celulares de
tabaco mediante Agrobacterium tumefaciens permite obtener células de tabaco

transfectadas.

48
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Capitulo 2: Materiales y Métodos

Participantes

La presente investigacion ha sido elaborada por Israel Estuardo Cajas Cajas
egresado de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia, bajo la tutoria de la Dra. Karina
Proafo Ph.D. jefe del laboratorio de Biotecnologia Vegetal. El financiamiento de la
investigacion estuvo a cargo del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad

de las Fuerzas Armada ESPE.

Zona de Estudio

El trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal
de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE campus ubicado en Sangolqui,
ubicado en el canton Rumifiahui, de la Provincia de Pichincha en la Av. General
Ruminahui S/N y calle Ambato, Sector Santa Clara, Latitud: 0°18'53"S,

Longitud: 78°26'36"0O.

Duracioén de la Investigacion

El tiempo de duracion de esta investigacion fue de aproximadamente 12 meses.

Se inicio en el mes de agosto del 2019 y culminé en agosto del 2020.
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Material Vegetal

Siembra y Mantenimiento de Plantas de Tabaco

En la presente investigacién se emplearon plantas de tabaco (Nicotiana
tabacum) obtenidas mediante germinacion de semillas proporcionadas por el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.
Las semillas de tabaco se mantuvieron en agua destilada a 4 °C por 48h para eliminar el
periodo de latencia y luego se sembraron 10 semillas por maceta con tierra previamente
autoclavada compuesta de tierra negra, pomina y turba (2:1:1). Las macetas se
cubrieron con plastico para evitar problemas de contaminacién y se mantuvieron a
temperatura ambiente bajo invernadero con riego de solucién Hoagland tres veces por
semana. A los 10 dias de germinacion se retir6 el plastico y las plantulas obtenidas se

pasaron a macetas individuales hasta completar 3 meses de edad (Fig. 7).

Figura 7

Plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) de tres meses de edad.
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Desinfeccion del Material Vegetal

En el tratamiento fitosanitario se emplearon como explantes, hojas jévenes y
sanas de plantas de tabaco de 3 meses de edad. Las hojas se lavaron en agua
corriente, dejando correr el agua sobre los explantes por 30 minutos para eliminar
impurezas (Smith, 2013). Luego se sumergieron en una solucion de detergente al 2%
con agitacion por 15 minutos, seguido de 3 lavadas con agua destilada para eliminar el
exceso de detergente (Jadan, 2017). Por ultimo, se sumergieron los explantes en
diferentes tratamientos de desinfeccién (Tabla 2), empleando hipoclorito de sodio a
diferentes concentraciones (% v/v) y mezclado con 3 gotas de Tween 20, con diferentes

tiempos de inmersién.

Tabla 2
Tratamientos de desinfeccion de explantes de hojas jovenes de tabaco con hipoclorito de

sodio a diferentes tiempos de inmersion.

Tratamiento Concentracion hipoclorito de sodio Tiem_|?o de.
(viv) Inmersiéon (min)
TD 1 0.0 % 2
TD 2 0.5 % 2
TD 3 1.0% 2
TD 4 1.5% 2
TD5 2.0 % 2
TD 6 0.0 % 5
TD7 0.5% 5
TD 8 1.0% 5
TD9 1.5% 5
TD 10 2.0 % 5

Una vez aplicados los diferentes tratamientos de desinfeccién, en camara de

flujo laminar se realizaron 3 lavados con agua estéril autoclavada para quitar el
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excedente de hipoclorito de sodio. Se introdujeron explantes de 1cm x 1cm en medio
Murashige & Skoog (MS) (Anexo 1) suplementado con 30 g/L de sacarosay 8 g/L de
Bacto Agar ajustado a un pH 5.8 como agente gelificante. Luego de 30 dias de
incubacién bajo luz, se evaluaron las variables de respuestas contaminacién y

necrosamiento.

En el caso de la variable contaminacion, se realizaron observaciones en el
estereomicroscopio para determinar si el explante presentaba o no contaminacion por
bacteria u hongo (Fig. 8). Se asigno el valor “uno” al explante contaminado (Fig. 8A) y

“cero” al no contaminado (Fig. 8B).

Figura 8
Evaluacion de la variable de respuesta de contaminacion. (A) Explante contaminado; (B)

Explante no contaminado.

En la variable necrosamiento, se determindé si el explante presentaba o no
muerte celular. Se asigno los valores “uno” cuando el explante presentaba dafio celular

(no viable, Fig. 9A) y “cero” si no presentaba (explante viable, Fig. 9B).
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Figura 9
Evaluacién de la variable de respuesta necrosamiento. (A) Explante necrosado,; (B)

Explante viable.

El analisis estadistico se realiz6 mediante analisis exploratorio y diferencial a los
10 tratamientos de desinfeccion obtenidos en el disefio completamente aleatorizado
(DCA) 5x2. Se realizaron 12 repeticiones por tratamiento, teniendo como unidad
experimental un explante por frasco con un medio de cultivo. Se emplearon los

programas estadisticos R e InfoStat para las diferentes pruebas estadisticas.

Obtencion de Callo

Una vez establecido el mejor tratamiento de desinfeccion, los explantes de hojas de
tabaco se cultivaron en medio de induccién de callo MS suplementado con 30 g/L de
sacarosa, 0.1 mg/L de tiamina HCI, 100 mg/L de mioinositol como vitaminas y 8 g/L de
Bacto Agar ajustado a un pH de 5.8 antes de esterilizar el medio mediante autoclave

(Husin, et al., 2005).

Se afadieron al medio reguladores de crecimiento de plantas, en diferentes

concentraciones combinadas de acido naftalenacético (ANA) (0.0; 1.0; 2.0; y 3.0 mg/L) y
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Kinetina (0.2 mg/L) (Husin, et al., 2005) con el fin de encontrar la mejor combinacion de
fitoreguladores que induzcan la formacion de callo. Se obtuvo un arreglo factorial 4x1
(Tabla 3) en un disefio completamente al azar (DCA) con un total de 4 tratamientos con
12 réplicas cada uno. Como unidad experimental se establecié un frasco con medio de

induccién de callo con un explante de hoja de tabaco de 1cm x 1cm.

Tabla 3

Tratamientos de medios de cultivo con combinaciones de ANA y Kinetina, para la

induccion de callos en hojas de tabaco (Nicotiana tabacum).

Concentracion Kinetina

Tratamiento Concentracion ANA (mg/L) (mg/L)
TD 1 0.0 0.2
TD 2 1.0 0.2
TD 3 2.0 0.2
TD 4 3.0 0.2

Los segmentos de la hoja se cultivaron bajo 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad (Husin, et al., 2005). Después de 4 semanas de cultivo, se evaluo la variable
de respuesta formacion de callo en los segmentos de hoja de tabaco (Fig. 10) por la
presencia de tejido desdiferenciado, dando valores de “uno” a explantes con presencia

de callo (Fig. 10A) y “cero” para ausencia de callo (Fig. 10B).
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Figura 10
Callogénesis en explantes de hojas de tabaco. (A) Explante con tejido desdiferenciado;

(B) Explante sin presencia de callo.

Los datos del disefio experimental (DCA) se analizaron con los paquetes
informaticos InfoStat y R para determinar el mejor tratamiento que induzcan la mayor
cantidad de callos a partir de explantes de hojas de tabaco. Se emple6 analisis
exploratorio mediante construccién de graficas y andlisis inferencial mediante un
ANOVA para determinar el tipo de variable a analizar ya sea paramétrica o no
paramétrica, seguido de la prueba de Kruskal-Wallis con un nivel de significancia de

0.05 (0=0.05) para comparar los tratamientos de presencia de callo.

Establecimiento de Suspensiones Celulares de Tabaco a Partir de Callo

Para la iniciacion de suspensiones celulares de tabaco se utilizé el método
descrito por Phillips, Hubstenberger y Hansen (1995) y Helgeson (1979) con algunas
modificaciones. Usando mecheros de alcohol en camara se esterilizo la abertura de un
matraz Erlenmeyer de 50 mL, después se adicion6 25 mL de medio liquido MS

suplementado con 2 mg/L de ANA y 0.2 mg/L de Kinetina para N. tabacumy 1 mg/L de
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2,4-D para N. tabacum BY-2. Luego con la ayuda de un bisturi se rompieron
suavemente los callos de N. tabacum y N. tabacum BY-2 con el mismo bisturi y pinzas
esterilizadas se transfirié aproximadamente 1 gramo de trozos de callo al medio liquido,
evitando tocar la abertura del matraz. Nuevamente, se esterilizo con calor la abertura
del matraz y se cubrié la abertura con plastico y papel aluminio con su respectiva

etiqueta.

Se repitieron los pasos anteriores para obtener 4 réplicas de matraces. A
continuacioén, se incubaron los matraces bajo oscuridad con agitacion (110 rpm) a 28 °C
y cada semana se control6 la cantidad de medio para evitar problemas de desecacion.
Después de 2 mes se obtuvo una suspension celular con varios grupos de células y
células individuales. En este punto se filtraron las células a través de una malla, en un
matraz de 100 mL con 25 mL de medio liquido MS con sus respectivos componentes y
fitoreguladores para remover los grandes grupos de células y mantener solo células
individuales. Finalmente, se establecio la suspension celular y se subcultivo cada

semana en su respectivo medio liquido.

Transfeccion Genética

Aislamiento y Purificacion de los Plasmidos pSiM24-eGFP y pSiM24-GUS

El aislamiento de los plasmidos de DNA se realizé de bacterias Escherichia coli
DH5a que contenian los plasmidos pSiM24-eGFP y pSiM24-GUS, empleando el
protocolo del kit PureLink® Quick Plasmid Miniprep de la casa comercial Thermofisher.
Previo a la extraccion de los plasmidos, se sembrd una colonia de E. coli DH5a en

medio LB liquido con 100 mg/L de Ampicilina y se dejo incubar a 37°C durante 24h.
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La extraccion se inicid con la centrifugacién de 2 mL de cultivo saturado de
bacterias a 13000 RPM por 1 minuto. Inmediatamente, se afadio 250 ul de buffer de
resuspension (R3) y 250 ul de buffer de lisis (L7), se invirtieron los tubos para
homogeneizar la mezcla y se incubé a temperatura ambiente durante 5 minutos. Luego,
se adiciond 350 pl de buffer de precipitacion (N4) y se mezclé por inversion para
nuevamente centrifugar a 13000 RPM durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido se
carg6 en una columna de centrifugacion del kit colocada en un nuevo tubo para su

posterior centrifugacion a 13000 RPM por 1 minuto.

La purificacién se realizé mediante lavados con 500 ul de buffer W10 y 700 ul de
buffer W9, seguido de centrifugaciones por separado de 1 minuto a 14000 RPM para
eliminar el filirado en cada centrifugacion. Después, se adicioné 75 uL de tampén TE
precalentado en el centro de la columna de centrifugacion en un nuevo tubode 1.5 mLy
se incubd por 1 minuto a temperatura ambiente. Finalmente, se centrifugd la columna a
14000 rpm durante 2 minutos, se desecho la columna y se agrego 0.05uL de RNasa al

tubo con el filtrado de DNA plasmidico para su almacenamiento a 4 °C hasta su uso.

Para verificar la presencia de los plasmido extraidos pSiM24-eGFP y pSiM24-
GUS de E.coli DH5a se corrieron geles de agarosa al 0.8% en una solucién 1X de TAE
(Tris base, acido acético y EDTA) a 100 voltios y 300 mA por 30 minutos en camaras de
electroforesis horizontales de 100mL. Se empled el marcador High Mass DNA Leader

(Invitrogen).
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Preparacion de Células Electrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens

Para obtener células electrocompetentes se empled el protocolo descrito por
Shen y Forde (1989) y Mersereau, Pazour y Das (1990), con ciertas modificaciones. Se
sembro A. tumefaciens GV3101 en medio Luria Bertani (LB) con Agar, Rifampicina (50
mg/L) y Tetraciclina (10 mg/L) a 28 °C por 48h, luego se tomoé una colonia y se inoculo
en 10 mL de medio LB liquido con los mismos antibidticos. Los tubos se incubaron a 28
°C por 48h, luego se inocularon 500 L células bacterianas en 500 mL de medio LB sin
antibiotico y se incubaron bajo agitaciéon (110 rpm) por 24h. Luego de lo cual, se
centrifugaron 12 ml a 5640 rpm (2500g) durante 10 minutos. Posteriormente, se
realizaron 5 lavados, adicionando 12 mL de agua estéril, seguido de una centrifugacién
a 5640 rpm por 10 minutos a 4 °C para eliminar el sobrenadante en cada lavado.
Finalmente, tras el ultimo lavado, se eliminé el sobrenadante y se resuspendio las
células bacterianas en 1mL de glicerol frio al 10 % (v/v) para realizar alicuotas de 50 pL
y congelar con nitrégeno liquido y almacenar las células electrocompetentes de A.

tumefaciens GV3101 a -80°C hasta su uso.

Electroporacion de A. tumefaciens con los Plasmidos pSiM24-eGFP y pSiM24-

GUS

Los plasmidos pSiM24-eGFP y pSiM24-GUS con concentraciones de 2406 ng/pl
y 3087 ng/ul respectivamente, fueron incorporados en A. tumefaciens GV3101
electrocompetente, mediante electroporacion con el método descrito por Weigel y
Glazebrook (2002) y modificado por Grijalva (2013). En un tubo Eppendorf se anadio

10uL del producto de ligacién (plasmido pSiM24) y 50 uL de células bacterianas
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electrocompetentes, previamente descongeladas en hielo por 15 minutos. La mezcla se
transfirié a una cubeta de electroporacién de 2 mm de grosor y 100 uL de capacidad,
estéril y previamente enfriada en hielo. Luego se aplicod un pulso eléctrico de 2.5 kV
durante 5 milisegundos aproximadamente en el electroporador Eporator®, e
inmediatamente se afiadié 950 uL de medio LB liquido sin antibiético para evitar dafio

celular.

Las células se transfirieron a nuevo tubo de Eppendorf de 2 mL y se
preincubaron durante 2 horas a 28 °C con agitacion (200 rpm). Después se
centrifugaron los tubos a 2270 rpm (500 g) por 5 minutos a temperatura ambiente, se
retird 900 uL del sobrenadante y el pellet se resuspendioé en 100 pL de medio LB sin
antibiético. Por ultimo, se sembré 100 uL de suspensién celular en medio selectivo LB
suplementado con 100 mg/L de antibiético Ampicilina y 50 mg/L de Rifampicina para

incubar durante 72 horas a 28 °C y obtener colonias electroporadas.

Colony PCR de Colonias de Agrobacterium Electroporadas

Para seleccionar las colonias de A. tumefaciens GV3101 que presentaban los
plasmidos pSiM24-eGFP y pSiM24-GUS, se realizé una Colony PCR con las colonias
obtenidas. En la preparacién de la master mix se empleé un volumen total de total 25
ML. Para obtener el DNA se realizé un leve raspado de la colonia seleccionada con una
punta de micropipeta estéril, e inmediatamente se mezclé con el master mix mediante
agitacion (Molina, 2015). En la Tabla 4 se detalla las concentraciones y volumenes de

los reactivos empleados en la master mix.
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Tabla 4

Master mix de la Colony PCR.

Reactivo Ci Cf V final (uL)
Agua DPC 16,5
Buffer 10X 1X 2,5
MgCl; 50mM 1,5mM 0,75
dNTPs 10mM 0,2uM 0,5
Primer F 10uM 0,5uM 1,25
Primer R 10uM 0,5uM 1,25
Platnum 1aq DNA 5U/L 125U 0,25
olimerasa
DNA plasmidico - - 1 colonia
TOTAL 25

Las colonias de Agrobacterium tumefaciens electroporado se usaron como DNA
molde para la Colony PCR con los primers Forward: CACAAATCAGAAGGAAGAGA y
Reverse: CCGATGATACGAACGAAG disefiados por Garzon (2019). Se amplific la
region de los genes GFP y GUS dentro del T-DNA de los plasmidos pSiM24-eGFP y

pSiM24-GUS respectivamente con el programa descrito en la Tabla 5.

Tabla 5

Programa de la Colony PCR de los genes GUS y GFP de colonias de Agrobacterium

electroporadas.
Etapa Temperatura Ciclos Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 °C 1 10 min
Desnaturalizacion 92 °C 30s
Annealing 55 °C 30 30s
Extension 72 °C 90 s
Extension final 72 °C 1 10 min

Nota. Tomado de Anadlisis funcional del gen candidato de avirulencia(SIX8) del hongo
Fusuarium oxysporum en Nicotiana benthamiana median el vector PGR106, por Molina,

2015.
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Verificacion de Colonias de Agrobacterium Electroporadas Mediante Colony PCR

Para verificar la presencia de los plasmidos pSiM24-eGFP y pSiM24-GUS en
Agrobacterium tumefaciens GV3101 electroporado mediante Colony PCR, se corrieron
geles de agarosa al 1% en una solucién 1X de TAE (Tris base, acido acéticoy EDTA) a
100 V y 300 mA por 45 minutos en camaras de electroforesis horizontales de 100mL.

Se emple6 el marcador 1 Kb Plus DNA Leader (Invitrogen) de 15 Kb.

Seleccion de Colonias Electroporadas Mediante PCR Directa

Para seleccionar las colonias de A. tumefaciens GV3101 que presentaban los
plasmidos pSiM24-eGFP y pSiM24-GUS, se realiz6 una PCR directa con los plasmidos
extraidos de las colonias electroporadas mediante el método de Lisis Alcalina de
Sambrook y Russell (2001). Para lo cual, previamente se inocul6 una colonia del medio
selectivo LB con Ampicilina (100 mg/L) en medio LB liquido con el mismo antibiético y

se incubd a 28 °C por 72 horas con agitacién (110 rpm).

Se tomd 1.5 mL de medio saturado de bacterias A. tumefaciens y se centrifugo a
13000 RPM por 1 minuto. Se descarto el sobrenadante y se resuspendio el pellet en
250ul de la solucion de Lisis | fria (50mM glucosa, 25 mM Tris-Cl pH 8.0, 10mM EDTA
pH 8.0). Se mezcld por vortex para luego incubar a temperatura ambiente durante 2
minutos. Se adicion6 250ul de la solucion de Lisis Il (0,2N NaOH, 1% (w/v SDS), se
homogenizé por inversion y se incubd en hielo por 5 minutos. Luego se coloco 300ul de
la solucion de lisis Il fria (5M de acetato de potasio, acido glacial acético), se

homogenizé por inversion y se incubaron en hielo los tubos durante 10 minutos.
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Posteriormente, se centrifugaron los tubos por 10 minutos a 13000 RPM y se traspasé

el sobrenadante a un nuevo tubo.

La purificacion se realizé adicionando al sobrenadante el doble de volumen de
etanol absoluto (100%) frio y dejando incubar por 20 minutos a -20°C. A continuacion,
se centrifugd a 14.000 rpm durante 30 minutos a 4°C. Finalmente, se descarto el
sobrenadante y el pellet con el DNA plasmidico se resuspendié en 75 pyL de agua DPC

junto con 0,05 de RNasa para su almacenamiento a -20°C hasta su uso.

Una vez extraidos los plasmidos se emplearon como DNA molde en la PCR
directa con los primers Forward: CACAAATCAGAAGGAAGAGA y Reverse:
CCGATGATACGAACGAAG disefiados por Garzon (2019). Se amplifico la region de
los genes GFP y GUS del T-DNA de los plasmidos pSiM24-eGFP y pSiM24-GUS

respectivamente con el programa descrito en la Tabla 6.

Tabla 6

Programa de la PCR directa de los genes GUS y GFP de colonias de Agrobacterium

electroporadas.
Etapa Temperatura Ciclos Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 °C 1 10 min
Desnaturalizacion 92 °C 30s
Annealing 55 °C 30 30s
Extensiéon 72 °C 90 s
Extension final 72 °C 1 10 min

Nota. Tomado de Anadlisis funcional del gen candidato de avirulencia(SIX8) del hongo
Fusuarium oxysporum en Nicotiana benthamiana median el vector PGR106, por Molina,

2015.
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En la preparacion del master mix se utilizé 3 yL de DNA plasmidico extraido. En
cada reaccion se empled un volumen total 25 pL. En la Tabla 7 se detalla las
concentraciones (Ci y Cf) y volumenes finales de los reactivos empleados (Agua DPC,
Buffer, MgCl,, dNTPs, Primer F, Primer R y Platinum Tag DNA Polimerasa) en la master

mix de la PCR directa con los plasmidos pSiM24-eGFP y pSiM24-GUS.

Tabla 7

Master mix de la PCR directa.

Reactivo Ci Cf V final (pL)
Agua DPC 13,5
Buffer 10X 1X 2,5
MgCl; 50mM 1,5mM 0,75
dNTPs 10mM 0,2uM 0,5
Primer F 10uM 0,5uM 1,25
Primer R 10uM 0,5uM 1,25
P'at'F?“.m Taq DNA 5U/L 1,25 U 0,25

olimerasa

DNA plasmidico - - 3,0
TOTAL 25

Por ultimo, los fragmentos amplificados se visualizaron en geles de agarosa al
0.8% en una solucién 1X de TAE (Tris base, acido acéticoy EDTA) a 100 V y 300 mA
por 45 minutos en cadmaras de electroforesis horizontales de 100mL. Se empleé el
marcador 1 Kb Plus DNA Leader (Invitrogen) de 15 Kb. Una vez confirmadas las
colonias que presentaban los plasmidos se hicieron alicuotas, mezclando 1mL de
glicerol al 15 % con 15 mL de bacterias crecidas en medio liquido LB con Ampicilina
(100 mg/L), luego de transfirié a tubos de 2 mL para ser congelados con nitrégeno

liquido y almacenar -80°C hasta su uso.
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Ensayo de Transfeccién en Suspensiéon Celular de Tabaco

Se realizé un ensayo de transfeccion preliminar con dos tipos de suspensiones
celulares: N. tabacum establecida a partir de los callos obtenidos previamente en este
estudio y N. tabacum cv. BY-2 establecida a partir de callos del Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la UFA-ESPE. Al realizar los ensayos se evidencio que las
suspensiones celulares de Nicotiana tabacum establecidas previamente presentaron
altos porcentajes de muerte celular, por lo que no se empled esta linea celular para los

ensayos de transfeccion.

En los ensayos de transfeccion se empled la metodologia propuesta por Mayo et
al. (2006) con ciertas modificaciones para trabajar con la suspensién celular de
Nicotiana tabacum cv. BY-2. Se emple¢ la cepa LBA4404 de Agrobacterium
tumefaciens, desprovista de los oncogenes en el plasmido Ti y con el vector binario

pSiM24-eGFP.

En este ensayo se empled un arreglo factorial de 2x3 (Tabla 8) en un disefio
completamente al azar (DCA). Se evalué la concentracién en milimolar (mM) de
acetosiringona (10, 20 y 30 mM) en el medio de cocultivo y el tiempo de cocultivo (3y 5
dias) de las suspensiones celulares con Agrobacterium tumefaciens de ODegoonm igual a
0.6, para determinar los mejores parametros de transfeccién en suspensiones celulares

de tabaco con expresion del transgén GFP.
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Tabla 8
Tratamientos del ensayo de transfeccion de la suspension celular de tabaco con A.

tumefaciens.

‘s Tiempo de co-cultivo
Concentracion de P

Tratamiento . con Agrobacterium
acetosiringona (mM)

(dias)
T1 10 3
T2 10 5
T3 20 3
T4 20 5
T5 30 3
T6 30 5

Preparacion de Suspension Celular. Previo a los ensayos de transfeccion, las
suspensiones celulares de Nicotiana tabacum cv. BY-2 se mantuvieron en alicuotas de
30 mL con medio liquido MS (Anexo 1) con 30 g/L de sacarosay 1 mg/mL de 2,4-D en
matraces Erlenmeyer de 50 mL en condiciones de oscuridad a 28 °C bajo agitacion a
100 rpm (Kirchhoff, et al., 2012). Las células en suspensién se subcultivaron en
intervalos de 7 dias transfiriendo un inéculo de 3 mL de suspensién en medio liquido
fresco. En los ensayos de transfeccion se emplearon células de tabaco cultivadas
durante 96 h a 28 °C en un agitador a 100 rpm para alcanzar su etapa de crecimiento
exponencial. En cada ensayo de transfeccion se empled 4 mL de suspension celular y 4

mL como control (Mayo, et al., 2006).

Preparacion de la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens. En el
ensayo de transfeccion se utilizo la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens, el
cual alberga el vector binario pSiM24-eGFP. Este vector contiene los genes nptlly bla
como marcadores seleccionables y el gen reportero GFP dentro de la region T-DNA

(Sahoo, Dey, & Maiti, 2014). Se sembrd por estriado A. tumefaciens en medio LB con
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100 mg/L de Ampicilina'y 50 mg/L de Rifampicina y se incub6 a 28 °C durante 48 h para
obtener colonias. Se selecciond una colonia para inocular 3 mL de medio YM (Anexo 2)
con los mismos antibiéticos a las mismas concentraciones y se incubé el cultivo durante
72 h a 28 °C con agitaciéon a 100 rpm hasta tener una ODegqo igual a 0.6. En el caso de
cultivos concentrados se diluyé con 1 mL de medio YM con los antibi6ticos
mencionados anteriormente y se lo dejo incubar por 1 hora. Se comprobd
periddicamente la absorbancia hasta que el cultivo haya alcanzado la densidad éptima

deseada.

Infeccién y Cocultivo. La infeccion de las células BY-2 se realizé anadiendo 4
ML de acetosiringona (10, 20 o 30 mM) en 4 mL de suspension celular BY-2 de
crecimiento exponencial (4 dias), pipeteando repetidamente las células
(aproximadamente 20 veces) con una micropipeta. La mezcla se transfirié a tubos
Falcom de 15 mL, un tubo para cada infeccién y un tubo adicional para el control
negativo. Se agregdé 20 uL de A. ftumefaciens LBA4404 con el plasmido pSiM24-eGFP a
cada cultivo de células en los tubos Falcom, excepto en el control negativo que contenia
solo células de N. tabacum cv. BY-2 sin infectar. Finalmente, los tubos se incubaron a
28 °C en oscuridad bajo agitacion a 100 rpm durante 3 y 5 dias como tiempo de

cocultivo de las suspensiones celulares con Agrobacterium.

Seleccid de Células Infectadas. Una vez pasada los 3 y 5 dias de cocultivo se
realizaron 3 lavados a las células infectadas en cada tubo, adicionando medio liquido
NTT (Anexo 3) hasta un volumen total de 15 mL. En cada lavado se invirtieron los tubos
para mezclar el cultivo, se centrifugaron durante 10 minutos a 207g (5139 rpm) a 4° C,

se desecho el sobrenadante y se volvié a resuspender el sedimento con medio NTT.
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Después del tercer lavado, las células sedimentadas fueron resuspendidas en 8 mL de

medio liquido NTT mas 250 mg/L de cefatoxina.

En camara de flujo laminar, se debe inocular 1 mL de la suspension celular en
cajas Petri con medio NTTK (Anexo 4) y girar las placas para distribuir las células
uniformemente en el medio sdlido. Las placas se dejan con la tapa entreabierta por 1 h
a lado de un mechero encendido para permitir que el exceso de liquido se evapore. Por
ultimo, las placas se sellan con Parafilm y el cultivo se incuba a 28 °C en la oscuridad
por 4 semanas, para permitir la formacion de los callos infectados. A los 3 mL restantes
de suspension celular se adicioné 3 mL de medio liquido NTTK (Anexo 4) y se
mantuvieron en los tubos Falcom a 28 °C en agitacién a 100 rpm bajo oscuridad durante

7 dias para evaluar la expresion del gen GFP.

Observacion de Fluorescencia en Suspension Celular de Tabaco Infectada.
Se examinod la expresion del gen reportero GFP para determinar si las suspensiones
celulares de tabaco se transfectaron con A. tumefaciens con el plasmido pSiM24-eGFP.
Se examinaron las células de tabaco infectadas 7 dias después de la seleccién, usando
el microscopio de fluorescencia invertido Olympus 1X53 en placas de multiples pocillos
con 500 pL de células transfectadas. Se utilizé una longitud de onda de 488 nm para
excitar la expresion del GFP en las células transfectadas de tabaco y una longitud de

onda de emision de 508 nm (Sahoo, Dey, & Maiti, 2014).

La variable de respuesta que se evalué en el ensayo de transfeccion de
suspension celular de tabaco fue la expresion del gen reportero GFP en las células

transfectadas, mediante observacion en el microscopio de fluorescencia invertido. Se



68
asigno el valor “uno” cuando el tubo con la suspension celular expresaba GFP y “cero”
si no expresaba. El porcentaje de suspensiones celulares con expresion del trangén
GFP se determiné modificando la formula propuesta por Bakhsh et al. (2014) en el cual
se dividio el numero de tubos Falcom con suspension celular que expresaron GFP, por
el numero de tubos Falcom con suspensién celular infectada con Agrobacterium para

finalmente multiplicarlo por 100.

El analisis estadistico se realizd en los programas estadisticos R e InfoStat
mediante analisis exploratorio y diferencial a los 6 tratamientos de transfeccion en
suspensiones celulares de tabaco obtenidos en el DCA (3x2). Se realizaron 4
repeticiones por tratamiento y se definié como unidad experimental un tubo Falcom con

suspension celular de tabaco transfectada.

Eficiencia de Transfeccion. La eficiencia de transfeccion se complementé con
datos bibliograficos de estudios realizados por An (1985), Nocarova y Fischer (2009) en
microcallos regenerados a partir de suspensiones celulares infectadas, en medio soélido
de seleccion con Kanamicina. En este caso el porcentaje de eficiencia de transfeccién
se calcula dividiendo el nimero de callos que expresan los genes GFP por el numero de

callos formados en el medio de seleccién multiplicado por 100 (Li, et al., 2017).

Ensayo de Transfeccion de Callos de Tabaco

Una vez obtenidos los callos de tabaco a partir de explantes de hojas, estos se
emplearon para realizar el ensayo preliminar de transfeccién con Agrobacterium
tumefaciens. Para el ensayo se utilizé la metodologia propuesta por Komari (1989) y

Lopez et al. (2015) con ciertas modificaciones, tomando en consideracion los mejores
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resultados de transfeccion con A. tumefaciens obtenidos en estos estudios. Se empled
la cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens con el plasmido pSiM24-GUS y callos

de tabaco de 2 meses de induccion.

En el ensayo de transfeccion de callos de tabaco se empled un arreglo factorial
de 2x2 (Tabla 9) con un disefio completamente al azar (DCA). Se evalud el tiempo de
inmersion de los callos (20 y 30 minutos) en una suspensioén de Agrobacterium
tumefaciens de ODsoonm igual @ 0.8 y el tiempo de cocultivo (3 y 4 dias) para determinar

los mejores parametros de transfeccion en callo de tabaco.

Tabla 9

Tratamientos de transfeccion de callos de tabaco con A. tumefaciens.

Tiempo de cocultivo

Tratamiento Tiempo de inmersiéon (minutos) con Agrobacterium
(dias)
T1 20 3
T2 20 4
T3 30 3
T4 30 4

Preparacion de Agrobacterium tumefaciens GV3101. La bacteria A.
tumefaciens GV3101 con el plasmido pSiM24-GUS mantenida a -80 °C se sembré por
estriado en medio LB sélido suplementado con 100 mg/L de Ampicilina, 50 mg/L de
Rifampicina y 10 mg/L de Tetraciclina a 28 °C durante 48h. Después, se inocul6 una
colonia en 20 mL de medio LB liquido suplementado con los mismos antibiéticos que el
medio sélido y 100 uM (disuelta en etanol) para activar los genes de virulencia.
Finalmente, la suspension bacteriana se incubé a 28 °C bajo agitacion a 110 rpm hasta

obtener una ODeg igual a 0.8.
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Infeccién y Cocultivo de Callos. Los callos se sumergieron en cajas Petri con
20mL de suspension de A. tumefaciens GV3101 con el plasmido pSiM24-GUS con una
ODeoo igual a 0,8 con diferentes tiempos de inmersion (20 y 30 minutos). Luego se
eliminé el exceso de bacteria colocando los callos infectados en papel filtro Whatman
estéril (Lépez, Proafo, Jadan, & Mihai, 2015). Los callos se pasaron a cajas Petri con
medio LB sdlido suplementado 2 mg/L de ANA, 0.2 mg/L de Kinetinay 100 uM de
acetosirinigona. Se cultivaron durante 3 y 4 dias como tiempo de cocultivo bajo 16h de

luz y 8h de oscuridad a 20 °C.

Seleccion de Callos Transfectados. Pasado el tiempo de co-cultivo, los callos
transfectados se lavaron 3 veces con una solucién de 250 mg/L de Cefotaxima seguido
de un lavado final en agua destilada sin cefotaxima y se secaron el papel filtro Whatman
estéril. A continuacion, los callos se transfirieron a medio de seleccion MS
suplementado con 2 mg/L de ANA, 0.2 mg/L de Kinetina, 50 mg/L de Kanamicina y 250
mg/L de Cefotaxima y se incubaron a 20 °C bajo 16 horas de luz y 8 horas de

oscuridad. En cada caja Petri se colocaron 4 callos transfectados por tratamiento.

Eficiencia de Transfeccion. La eficiencia de transfeccion de callos en este
ensayo se determind de manera bibliografica en base a resultados obtenidos en
estudios realizados empleando callos de tabaco y Agrobacterium tumefaciens como
método de transfeccion. La eficiencia se calcula mediante ensayo histoquimico con X-
Gluc (Jefferson, Kavanagh, & Bevan, 1987) para determinar el nimero de callos
transfectados que expresan el gen GUS (B-D-Glucuronidasa) en presencia de 5-bromo-
4-cloro-3-indolil-beta-D-glucurdénico (X-Gluc) como sustrato. La eficiencia de

transfeccién por Agrobacterium se estima mediante la expresion del gen GUS en los
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callos transfectados de tabaco. El porcentaje de eficiencia de transfeccion se calcula
dividiendo el numero de callos que presenta expresion del gen GUS por el numero de

callos infectados con Agrobacterium multiplicado por 100 (Li, et al., 2017).

La tincion histoquimica de la expresion de GUS con X-Gluc (Jefferson,
Kavanagh, & Bevan, 1987) en callos transfectados de tabaco se realiza después del
tiempo de co-cultivo y después de 4 semanas de subcultivo de los callos para estimar la
tasa de expresion del gen GUS en los callos transfectados. Los callos se sumergen en
el buffer de tincién (5 mg X-Gluc disuelto en 50 yL de DMF, 50 mM NaPOQOy, pH 7.0) y se
incuban a 37 °C durante 72h (Jefferson, Kavanagh, & Bevan, 1987). Después de la
tincion, los callos se limpian con etanol al 70% por 4 horas para remover la clorofila y
limpiar el tejido. Finalmente, la presencia de tincion de tejido azul en los callos con la
ayuda del estereomicroscopio confirma la incorporacion del plasmido pSiM24-GUS en el

tejido calloso (Paramesh, Fakrudin, & Kuruvinashetti, 2010).
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Capitulo 3: Resultados

Ensayos de Desinfeccion e Induccion de Callos en Hojas de Tabaco

Establecimiento del Protocolo de Desinfeccion de Explantes de Hojas de Tabaco

(Nicotiana tabacum)

Para establecer el protocolo de desinfeccion de hojas jovenes de tabaco se
evalud la contaminacion, el necrosamiento y la viabilidad de los explantes
desinfectados. Se realizd ensayos con diferentes concentraciones de hipoclorito de
sodio (NaClO) v/v (0.0%, 0.5%, 1.0%, 1.5% y 2.0%) y diferentes tiempos de inmersion
del material vegetal (2 y 5 minutos). Los datos se registraron pasado los 30 dias de
introduccion de los explantes en medio sélido de cultivo Murashige & Skoog (MS), como
medio de establecimiento. En la figura 11, se puede observar los explantes de hojas de
tabaco después de la aplicacion de los diferentes tratamientos de desinfeccion con

NaClO a diferentes tiempos de inmersion.
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Figura 11
Explantes de hojas de tabaco con diferentes concentraciones de Hipoclorio de Sodio y

tiempos de inmersion.

Concentracion Tiempo de Inmersion
Hipoclorito de Sodio % viv 2 minutos 5 minutos

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

Nota. Tratamientos de desinfeccién con Hipoclorito de Sodio. TD1: 0.0% NaClIO, 2 min;
TD2: 0.5% NaClO, 2 min; TD3: 1.0% NaClO, 2 min; TD4: 1.5% NaClO, 2 min; TD5: 2.0%
NaClO, 2 min; TD6: 0.0% NaClO, 5 min; TD7: 0.5% NaCIlO, 5 min; TD8: 1.0% NaClIO, 5

min; TD9: 1.5% NaClO, 5 min; TD10: 2.0% NaCIO, 5 min.
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Variable de Contaminacién. Para evaluar la variable de contaminacién se

establecio un disefio completamente al azar (DCA). Con la finalidad de determinar el
mejor tratamiento de desinfeccion con la menor tasa de contaminacion, se analizo los
factores de concentracion de hipoclorito de sodio y tiempo de inmersion de los
explantes. En la figura 12, se muestra los porcentajes de contaminacion de los
explantes de hojas de tabaco luego de la aplicacion de los diferentes tratamientos de
desinfeccion. En esta grafica, se puede observar que el tratamiento TD9 y TD10 con
una inmersion del material vegetal de 5 minutos al 1.5 % y 2.0 % de hipoclorito de sodio
respectivamente, presentaron una desinfeccion efectiva de los explantes con un 0.0%

de contaminacion.



Figura 12
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Porcentaje de explantes de hojas de tabaco contaminados respecto a la concentracion

de hipoclorito de sodio (NaClO).
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Nota. Tratamientos de desinfeccion. TD1: 0.0% NaClO, 2 min; TD2: 0.5% NaCIO, 2 min;

TD3: 1.0% NaClO, 2 min; TD4: 1.5% NaClO, 2 min; TD5: 2.0% NaClO, 2 min; TD6: 0.0%

NaClO, 5 min; TD7: 0.5% NaClO, 5 min; TD8: 1.0% NaClO, 5 min; TD9: 1.5% NaClO, 5

min; TD10: 2.0% NaClO, 5 min. N=120, n=12.

Ademas, se puede observar que el porcentaje de contaminacién se incrementa

al disminuir la concentracién de NaCIO y el tiempo de inmersién del material vegetal.

Estos resultados sugieren que el mejor tratamiento de desinfeccion consiste en la

aplicacion de hipoclorito de sodio al 1.5% (v/v) durante 5 minutos de inmersion. Los

tratamientos TD1y TD6 con 0.0 % de NaClO presentaron entre el 100% y 91.67% de

contaminacion en relacion a los demas tratamientos.
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Con el fin de seleccionar el mejor tratamiento con el menor nimero de explantes
contaminados, se evalud la presencia de hongos y/o bacteria que no fueron eliminados
después de la aplicacion de los diferentes tratamientos de desinfeccién. En la figura 13,
se puede observar que los tratamientos TD9 y TD10 no presentaron contaminacién por
hongos, bacterias o ambos, a diferencia del resto de tratamientos. El tratamiento TD2
presenté mayor porcentaje de explantes contaminados por bacteria con un 16.67%,
seguido de los tratamientos TD3, TD4, TD5, TD7 y TD8 que presentaron un 8.33%. En
relacion a la contaminacién por hongos, se observé que los tratamientos TD3 y TD7

presentaron una contaminacion del 8.33%.
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Figura 13
Porcentaje de explantes contaminados respecto al tiempo de inmersion en diferentes

concentraciones de NaClO.

100.00
90.00
80.00
70.00
60.00
50.00
40.00 H Bacteria

20.00

e losallme __

N oA D > 0 o A O O W0
QL O L QLN

Porcentaje de explantes
contaminados

Tratamientos de desinfeccion

Nota. Tratamientos de desinfeccion: TD1: 0.0% NaClO, 2 min; TD2: 0.5% NaClO, 2 min;
TD3: 1.0% NaCIO, 2 min; TD4: 1.5% NaClO, 2 min; TD5: 2.0% NaCIO, 2 min; TD6: 0.0%
NaClO, 5 min; TD7: 0.5% NaCIlO, 5 min; TD8: 1.0% NaCIO, 5 min; TD9: 1.5% NaClO, 5

min; TD10: 2.0% NaClIO, 5 min. N=120, n=12.

Al realizar el analisis de contingencia (Tabla 10) de los porcentajes de explantes
contaminados, se puede observar que el porcentaje mas bajo de contaminacion (0,0%)
se obtuvo con los tratamientos TD9 y TD10 en comparaciéon con los tratamientos TD1 y

TD6.
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Tabla de contingencia del porcentaje de explantes contaminados respecto a los

tratamientos de desinfeccion

Concentracion de hipoclorito de sodio
0.0%viv | 0.5%viv | 1.0%viv | 1.5%vVviv | 2.0% viv
2 minutos TD1 TD2 TD3 TD4 TD5
Tiempo de 100% 16,67% 16,67% 8,33% 8,33%
Inmersién 5 minutos TD6 TD7 TD8 TD9 TD10
91,67% 16,67% 8,33% 0,00% 0,00%

Con el fin de observar si existe interaccion entre concentracion de NaCIO y el

tiempo de inmersién, se realizd una grafica de interaccion (Fig. 14). En la grafica se

puede observar que no existe interaccion significativa entre la concentraciéon de

hipoclorito de sodio y el tiempo de inmersién, por lo cual, la Unica variable que influye en

la contaminacién es la concentracién de hipoclorito de sodio. Mediante ANOVA (Anexo

5) se obtuvo un valor de p (>0.9803) mayor al nivel de significancia (a=0.05), por lo cual

se concluye que no existe interaccién significativa entre la concentracién de NaCIO y el

tiempo de inmersién del explante, confirmandose el resultado de la grafica de

interaccion (Fig. 14)



79

Figura 14

Grafica de interaccion para el porcentaje de explantes contaminados respecto a la

concentracion de hipoclorito de sodio (NaClO) y el tiempo de inmersion.
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Se empleo6 analisis inferencial y la prueba de ANOVA (Anexo 5) para determinar
si los datos dicotémicos de la variable contaminacion sigue una distribucion normal, y
poder clasificar los datos como paramétricos o no paramétricos. Una vez obtenidos los
residuos en el analisis de varianza se procedio realizar la grafica de distribucion de

normalidad Q-Q plot, como se observar en la figura 15.
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Figura 15

Grafica de normalidad con los residuos de la variable contaminacién en hojas de tabaco

(Nicotiana tabacum).
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En la figura 15 se observa que la variable contaminacién no siguen una
distribucion normal por lo cual, se establecié que los datos dicotémicos de la variable no
son paramétricos. Se aplicé la prueba de normalidad Shapiro-Wilks modificado (Tabla
11) y con un valor p (<0.0001) menor al nivel de significancia (a=0.05) se rechazo la

hipétesis nula de normalidad de los datos dicotémicos de la variable contaminacion.

Tabla 11

Prueba de Shapiro-Wilks modificado con los residuos del ANOVA de la variable

contaminacion.
Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO Contaminacion 120 0.00 0.27 0.62 <0.0001
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Una vez que se establecio que los datos de la variable contaminacién son no
paramétricos, se empled la prueba no paramétrica Kruskal Wallis (Anexo 6) para ver si
existe igualdad en las medias. Con un valor p (<0.001) menor al nivel de significancia
(a=0.05) se rechazé la hipétesis de igualdad en las medias de los tratamientos,

concluyendo que existe diferencia significativa entre los tratamientos de desinfeccion.

En la prueba de Kruskal Wallis (Anexo 6) se obtuvo la menor media (0,0) en
porcentaje de explantes contaminados y desviacion estandar (0,0) en los tratamientos
TD9 (1,5% v/v de hipoclorito de sodio y 5 minutos de inmersion) y TD10 (2,0% v/v de
hipoclorito de sodio y 5 minutos de inmersion). Empleando analisis de rango se observé
qgue los tratamientos TD9 y TD10 del grupo A, poseen los menores valores del rango
(44.5), por lo cual son los mejores tratamientos para la desinfeccién de explantes hojas

de tabaco (Nicotiana tabacum) en comparacion con el resto de tratamientos probados.

Variable de Necrosamiento y Viabilidad. Una vez que se sometieron los
explantes de hojas de tabaco (Nicotiana tabacum) a los distintos tratamientos de
desinfeccion con diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio y tiempos de
inmersion, se observé necrosamiento en el tejido del explante desinfectado. Por lo cual,
estos ensayos sirvieron para determinar el mejor tratamiento de desinfeccién con un
bajo porcentaje de explantes necrosados, una vez transcurrida las 4 semanas de

siembra.

En la figura 16 se observa los porcentajes de explantes necrosados después de
aplicarse los tratamientos de desinfeccién. En esta grafica se puede observar que el

tratamiento TD2 con 2 minutos de inmersién de los explantes en hipoclorito de sodio al
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0.5% vlv, presenta el menor porcentaje de explantes necrosados con un 16,67%. En
cambio, los tratamientos TD9 y TD10 presentaron un 100% de explantes necrosados.
Este porcentaje fue similar para los tratamientos control TD1 y TD6 con 100 y 91.67%,

respectivamente.

Figura 16

Porcentaje de explantes de hojas de tabaco necrosados con los tratamientos de
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Nota. Tratamientos de desinfeccion: TD1: 0.0% NaCIlO, 2 min; TD2: 0.5% NaCIO, 2 min;
TD3: 1.0% NaCIO, 2 min; TD4: 1.5% NaClO, 2 min; TD5: 2.0% NaCIlO, 2 min; TD6: 0.0%
NaClO, 5 min; TD7: 0.5% NaClO, 5 min; TD8: 1.0% NaClO, 5 min; TD9: 1.5% NaClIO, 5

min; TD10: 2.0% NaClO, 5 min. N=120, n=12.

Se puede observar en la figura 16 que al incrementarse la concentracion de
hipoclorito de sodio y el tiempo de inmersion, se incrementa el porcentaje de explantes

necrosados. Estos resultados sugieren que el mejor tratamiento de desinfeccion para



83
obtener menor porcentaje de explantes necrosados consiste en la aplicacion de 0.5%

v/v de NaClO durante 2 minutos de inmersion.

Mediante el analisis de contingencia (Tabla 12) de los porcentajes de explantes
necrosados después de aplicarse los diferentes tratamientos de desinfeccion, se puede
observar que el porcentaje mas bajo de explantes necrosados se obtuvo con el

tratamiento TD2 en comparacién con el resto de tratamientos

Tabla 12
Tabla de contingencia del porcentaje de explantes necrosados respecto a los

tratamientos de desinfeccion

Concentracion de hipoclorito de sodio

0.0%viv | 0.5%viv | 1.0%vVviv | 1.5%vVvIv | 2.0% viv
2 minutos TD1 TD2 TD3 TD4 TD5
Tiempo de 100% 16,67% 33,33% 41,67% 75%
Inmersion 5 minutos TD6 TD7 TD8 TD9 TD10
91,67% 83,33% 83,33% 100% 100%

Para determinar si existe interaccidn entre la concentracion de hipoclorito de
sodio y el tiempo de inmersion, se realizé una grafica de interaccién (Fig. 17). En esta
grafica se puede observar que las rectas no son paralelas, lo cual indica que existe una
interaccion entre la concentracion de hipoclorito de sodio y el tiempo de inmersion. Se
obtiene menor porcentaje de explantes necrosados a menor concentracion (v/v) de
NaClO y menor tiempo de inmersion. Empleando ANOVA (Anexo 7) se obtuvo un valor
de p (<0.0061) menor al nivel de significancia (a=0.05), con lo cual se concluye que
existe una interaccién significativa entre la concentracién de NaClO y el tiempo de

inmersion del explante, confirmandose el resultado de la grafica de interaccion (Fig. 17).
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Figura 17

Grafica de interaccion para el porcentaje de explantes necrosados respecto a las

concentraciones de hipoclorito de sodio (NaClQO) y el tiempo de inmersion.
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Analizando los residuos del ANOVA (Anexo 7), se grafico la distribucién de los
datos de la variable necrosamiento para ver si se trataban de datos paramétricos o no
paramétricos. Como se observa en la figura 18 los datos no siguen una distribucion
normal, por lo cual no cumplen el supuesto de normalidad y, por ende, los datos

dicotdmicos de la variable necrosamiento no son paramétricos.
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Figura 18

Grafica de normalidad con los residuos de la variable necrosamiento en hojas de tabaco

(Nicotiana tabacum).
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Para corroborar el resultado obtenido de la figura 18, se aplicé la prueba de
Shapiro-Wilks modificado (Tabla 13) a los residuos obtenidos en el ANOVA (Anexo 7).
Se obtuvo un valor p (<0.0001) menor al nivel de significancia (a=0.05), por lo cual se
rechazo la hipétesis nula de normalidad de los datos dicotémicos para la variable

necrosamiento y se afirmé que los datos son no paramétricos.

Tabla 13

Prueba de Shapiro-Wilks modificado con los residuos del ANOVA de la variable

necrosamiento.

Variable n Media D.
RDUQO Necrosamiento 120 0.00 O
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Se aplicé el analisis inferencial, una vez que se establecié que los datos de la
variable necrosamiento son no paramétricos. Se empleé la prueba no paramétrica
Kruskal Wallis (Anexo 8) para ver si existe igualdad en las medias y con un valor p
(<0.001) menor al nivel de significancia (a=0.05) se rechazd la hipétesis de igualdad en

las medias de los tratamientos.

En la prueba de Kruskal Wallis (Anexo 8) se obtuvo la menor media (0.17) en
porcentaje de explantes necrosados con el tratamiento TD2 (0,5% v/v de hipoclorito de
Sodio y 2 minutos de inmersién). Mediante analisis de rango se observé que el
tratamiento TD2 del grupo A, posee el menor valor del rango (26), por lo cual, es el
mejor tratamiento para obtener menor porcentaje de explantes hojas de tabaco
(Nicotiana tabacum) necrosados después de la desinfeccion con NaClO en

comparacion con el resto de tratamientos probados.

Luego de analizar las variables contaminacion y necrosamiento de los explantes
de hoja de tabaco, se determiné el mejor tratamiento con menor porcentaje de
explantes contaminados y mayor porcentaje de tejido viable sin necrosamiento para
continuar con la etapa de callogénesis. En la figura 19 se observa que la desinfeccion
con el tratamiento TD2, el cual consiste en aplicar 0,5% v/v de hipoclorito de Sodio y 2
minutos de inmersién a los explantes de hoja de tabaco (Nicotiana tabacum), permite
obtener el mayor porcentaje de tejido viable y sin contaminacién en un 83,33% en

comparacion con el resto de tratamientos.
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Figura 19

Porcentaje de explantes viables y no contaminados de cada uno de los tratamientos de

desinfeccion.
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Nota. Tratamientos de desinfeccion: TD1: 0.0% NaCIlO, 2 min; TD2: 0.5% NaCIO, 2 min;
TD3: 1.0% NaClIO, 2 min; TD4: 1.5% NaClO, 2 min; TD5: 2.0% NaCIO, 2 min; TD6: 0.0%
NaClO, 5 min; TD7: 0.5% NaClO, 5 min; TD8: 1.0% NaClO, 5 min; TD9: 1.5% NaClO, 5

min; TD10: 2.0% NaClO, 5 min. N=120, n=12.

Induccién de Callos en Explantes de Hojas de Tabaco (Nicotiana tabacum)

En la etapa de induccion de callo se evalud la formacion de callo en explantes
de hojas de tabaco (N. tabacum). Se realizé un ensayo con diferentes concentraciones
de acido naftalenacético (ANA) combinadas con Kinetina (KIN). Los datos se registraron
pasado los 30 dias de introduccion de los explantes en medio de sélido MS
suplementado con las hormonas mencionadas. En la figura 20 se puede observar los

callos formados en los explantes de hojas de tabaco (N. tabacum).
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Figura 20

Tratamientos de callogénesis en explantes de hojas de tabaco.

Concentracion Kinetina
ANA 0,2 mg/L

0 mg/L

1 mg/L

2 mg/L

3 mg/L

Nota. Tratamientos de callogénesis con acido naftalenacético (ANA) en concentraciones
de 0 mg/L a 3 mg/L combinado con 0,2 mg/L de Kinetina (KIN). T1: 0 mg/L ANA; 0.2
mg/L KIN, T2: 1 mg/L ANA; 0.2 mg/L KIN, T3: 2 mg/L ANA; 0.2 mg/L KIN, T4: 3 mg/L

ANA; 0.2 mg/L KIN.

Para evaluar la variable de formacion de callo se establecio un disefio completamente

al azar (DCA). Con la finalidad de encontrar el mejor tratamiento de induccion de callo
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en explantes de hojas de tabaco, se analizo los factores concentracion de ANA (0 mg/L,

1 mg/L, 2 mg/L y 3 mg/L) combinado con Kinetina (0.2 mg/L). En la figura 21, se

muestra los porcentajes de callos formados en explantes de hojas de tabaco.

Figura 21

Porcentaje de callos formados en explantes de hojas de tabaco.
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Nota. Tratamientos de callogénesis en explantes de hojas de tabaco. T1: 0 mg/L ANA;
0.2 mg/L KIN, T2: 1 mg/L ANA; 0.2 mg/L KIN, T3: 2 mg/L ANA; 0.2 mg/L KIN, T4: 3

mg/L ANA; 0.2 mg/L KIN.

En esta grafica se puede observar que todos los tratamientos generaron callos
no embriogénicos a excepcion del tratamiento T1. El tratamiento T3 con 2 mg/L de ANA
combinado con 0,2 mg/L presenté mayor porcentaje de callos formados con un 91,67%.
Ademas, se observo la presencia de callos tipo friable en los tratamientos T2 y T3 (Fig.
20, T2 y T3) y callos tipo compacto en el tratamiento T4 (Fig. 20, T4). Estos resultados

sugieren que el mejor tratamiento para inducir la formacion de callos en explantes de
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hojas de tabaco consiste en la aplicacion de 2 mg/L de ANA combinado con 0,2 mg/L de

Kinetina en medio sdélido MS.

Los residuos obtenidos del ANOVA (Anexo 9), se emplearon para graficar la
distribucion de normalidad de la variable formacion de callo para ver si se trata de datos
paramétricos o no paramétricos. En la figura 22 se observa que los datos no siguen una
distribucion normal, por lo cual no cumple con el supuesto de normalidad y por ende los

datos dicotémicos de la variable formacion de callo son no paramétricos.

Figura 22

Grafica Q-Qplot con los residuos de la variable formacion de callo en hojas de tabaco

(Nicotiana tabacum).
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Para comprobar el supuesto de normalidad obtenido en la figura 22, se emple6
los residuos de la variable formacién de callo para aplicar la prueba de normalidad

Shapiro-Wilks modificado (Tabla 14), en donde se obtuvo un valor de p (<0,001) menor
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al nivel de significancia (a=0.05), con lo cual se rechazé la hipétesis de normalidad y se

afirma que los datos son no paramétricos.

Tabla 14
Prueba de Shapiro-Wilks modificado con los residuos del ANOVA de la variable

formacion de callo.

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUQO Presencia de Callo 48 0.00 0.32 0.84 <0.0001

Mediante analisis inferencial, se empled la prueba no paramétrica Kruskal Wallis
(Anexo 10) para ver si existe igualdad en las medias. Con un valor p (<0.001) menor al
nivel de significancia (a=0.05) se rechazé la hipétesis de igualdad en las medias de los
tratamientos. De acuerdo con el analisis de rangos de medias se obtuvo como mejores
tratamientos para inducir la formacién de callo los tratamientos TD2 (1mg/L de ANA 'y
0.2 mg/L de Kinetina) y TD3 (2mg/L de ANA y 0.2 mg/L de Kinetina), con medias
porcentuales de 0.83 y 0.92, respectivamente. A pesar de que ambos tratamientos se
encuentran agrupados en el grupo B y no presenten una diferencia significativa en sus
medias, los dos tratamientos presentan las mayores medias de explantes con presencia
de callo en comparacion con el resto de tratamientos. Sin embargo, el tratamiento TD3
presentd mayor media porcentual de formacion callo, por lo cual se lo eligié como mejor

tratamiento de induccion de callo para los ensayos de transfeccion con A. tumefaciens.

Establecimiento de Suspensiones Celulares de Tabaco (Nicotiana tabacum)

Las suspensiones celulares de tabaco se establecieron a partir de callos friables

de tabaco después de dos meses de agitacion a 28 °C bajo agitaciéon a 110 rpm. En la
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figura 23, se puede observar las suspensiones celulares de N. tabacum (Fig. 23A) en
medio MS liquido con 2 mg/L de ANA y 0.2 mg/L de Kinetinay N. tabacum BY-2 en

medio MS con 1mg/L de 2,4-D (Fig. 23B).

Figura 23

Establecimiento de suspensiones celulares de tabaco. A. Suspensiéon celular de N.

tabacum. B. Suspension celular de N. tabacum cv. BY-2

Ensayos de Transfeccion Genética

Extraccion de los Plasmidos pSiM24-eGFP y pSiM24-GUS de E. coli

La extraccion de los plasmidos pSiM24-eGFP y pSiM24-GUS de E. coli se
realizé empleando el protocolo del kit PureLink® Quick Plasmid Miniprep de la casa
comercial Thermofisher. En geles de agarosa al 0.8% se visualizaron bandas de ~8000
bp (Fig. 24) pertenecientes al tamafio de los plasmidos pSiM24-eGFP y pSiM24-GUS
extraidos. Ademas, se observo las 2 conformaciones del DNA plasmidico de pSiM24

tanto la forma circular como la forma lineal (Fig. 24).
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Figura 24

Electroforesis de los plasmidos extraidos pSiM24-GUS y pSiM24-eGFP de E. coli con el

kit PureLink® Quick Plasmid Miniprep.

Circular
10000 bp E:%Z‘I:ja
6000 bp

1000 bp

Nota. Carriles en el gel de agarosa. M: Marcador molecular High DNA Mass Ladder.
Carriles 1, 2 y 3: Plasmido pSiM24-GUS. Carriles 4, 5y 6: pSiM24-eGFP. Carril 7:

Control negativo.

Los plasmidos extraidos se cuantificaron en el equipo Nanodrop para conocer su
concentracién y pureza. Se obtuvo un DNA plasmidico de buena calidad con
concentraciones entre 1623.2 y 3087.8 ng/uL y una pureza promedio de 2.02 (Tabla
15). Estos resultados revelan que el protocolo de extraccion fue eficiente y que el DNA

fue dptimo para su uso en la electroporacién en A. tumefaciens GV3101.
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Tabla 15
Concentraciones y absorbancias de DNA plasmidicos pSiM24-GUS y pSiM24-eGFP

extraidos de E. coli.

Plasmido Concentracion Absorbancia Absorbancia
ng/ pL 260/280 260/230
PSiM24-GUS 1 3087.8 2.002 2,165
PSiM24-GUS 2 2019.7 2.025 1.921
PSiM24-GUS 3 2873.1 2.036 2.043
PSiM24-eGFP 1 2406.1 2.031 2.047
PSiM24-eGFP 2 1623.2 2.040 2.265
PSiM24-eGFP 3 2238.6 2.022 1.920

Insercién del Plasmido pSiM24 en A. tumefaciens Mediante Electroporacion

La insercion de los plasmidos pSiM24-eGFP y pSiM24-GUS en Agrobacterium
tumefaciens GV3101 se realizé mediante electroporacion. Las colonias electroporadas
se seleccionaron en medio de seleccion LB suplementado con 100 mg/L de Ampicilina,
50 mg/L de Rifampicina y 10 mg/L de Tetraciclina. En la figura 25 se muestra el
crecimiento de colonias electroporadas después de 72h de cultivo a 28 °C. En esta
figura se observan colonias de A. tumefaciens GV3101 con el plasmido pSiM24-eGFP
(Fig. 25A) y colonias de A. tumefaciens GV3101 con el plasmido pSiM24-GUS (Fig.

25B), a diferencia de las bacterias no electroporadas (Fig. 25C).
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Figura 25

Colonias de A. tumefaciens GV3101 electroporado con plasmidos pSiM24-eGFP y

pSiM24-GUS en medio LB con 100 mg/L de Ampicilina.

Nota. Colonias de A. tumefaciens GV310. A) A. tumefaciens GV3101 con pSiM24-
eGFP; B) A. tumefaciens GV3101 con pSiM24-GUS; C) A. tumefaciens GV3101 no

electroporado.

Una vez obtenidas las colonias electroporadas de Agrobacterium tumefaciens
GV3101, se realizé una Colony PCR para confirmar la incorporacién de los plasmidos
pSiM24-eGFP y pSiM24-GUS en la bacteria. Se emplearon los primers forward y
reverse disefiados por Garzon (2019) para amplificar los genes GFP y GUS dentro del

T-DNA de los plasmidos pSiM24-eGFP y pSiM24-GUS.

En la figura 26, se puede observar la amplificacion de los controles positivos con
bandas de 2100 bp para el gen GUS (Fig. 26, carril 1) y 780 bp para el gen GFP (Fig.
26, carril 2), lamentablemente no se pudo observar la amplificacion de los genes GUS y
GFP en las colonias A. tumefaciens GV3101 electroporadas, posiblemente por una baja

tasa de replicacion del plasmido dentro de la bacteria.
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Figura 26

Amplificacion por Colony PCR de los genes GUS y GFP en colonias de A. tumefaciens

GV3101 electroporadas con los plasmidos pSiM24-GUS y pSiM24-eGFP.

15000 bp

2000 bp

1000 bp

Nota. Marcador 1Kb plus. Carril 1: Control positivo GUS (E. coli con plasmido pSiM24-
GUS). Carril 2: Control positivo GFP (E. coli con plasmido pSiM24-eGFP). Carriles 3 y 4:
A. tumefaciens GV3101 con el plasmido pSiM24-GUS. Carriles 5y 6: A. tumefaciens

GV3101 con el plasmido pSiM24-eGFP. Carril 7: Control negativo.

Luego de confirmar mediante Colony PCR la ausencia de los plasmidos pSiM24-
eGFP y pSiM24-GUS en las colonias de A. tumefaciens GV3101 electroporadas, se
cultivaron las colonias en medio LB liquido con 100 mg/L de Ampicilina para extraer los
plasmidos mediante el método de lisis alcalina. Los plasmidos extraidos se cuantificaron
en el equipo Nanodrop para conocer su concentracion y pureza. Se obtuvo DNA
plasmidico de buena calidad con una concentracion promedio de 2219.48 ng/uL y una

pureza promedio de 1.97 (Tabla 16). Estos resultados revelan que el protocolo de
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extraccion fue eficiente y que el DNA fue 6ptimo para su uso en la PCR directa con los

mismos primers empleados en la Colony PCR para amplificar los genes GFP y GUS.

Tabla 16

Concentraciones y absorbancias de DNA plasmidicos pSiM24-GUS y pSiM24-eGFP

extraidos de A.tumefaciens GV3101 electroporado.

Plasmido Concentracion Absorbancia Absorbancia
ng/ pL 260/280 260/230
PSiM24-GUS 1 2058.1 2.025 1.921
PSiM24-GUS 2 2547.3 2.025 1.921
PSiM24-GUS 3 2345.2 1.941 2,194
PSiM24-eGFP 1 1990.8 1.967 2,097
PSiM24-eGFP 2 2526.9 1.993 2,138
PSiM24-eGFP 3 1848.6 1.959 1,947

En la figura 27, se observa la amplificacion de los productos obtenidos por PCR
directa a partir de los plasmidos pSiM24-GUS y pSiM24-eGFP extraidos de A.
tumefaciens GV310 electroporado. Al comparar los plasmidos extraidos de A.
tumefaciens GV310 electroporado con los plasmidos extraidos de E. coli, se observan
bandas similares de 2100 bp para el gen GUS (Fig. 27, carril 1y 2) y 780 bp para el gen
GFP (Fig. 27, carril 4 y 5). Con este resultado se confirmd la insercion de los plasmidos

en A. tumefaciens GV310 mediante electroporacion.
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Figura 27

Amplificacion mediante PCR directa de los genes GUS y GFP en DNA plasmidicos

pSiM24-GUS y pSiM24-e GFP extraidos de A. tumefaciens GV3101 electroporado.
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Nota. Carrriles en el gel de agarosa. M: Marcador 1Kb plus. Carril 1: Control positivo GUS
(pSiM24-GUS extraido de E. coli). Carril 2: Gen GUS de pSiM24-GUS extraido de A.
tumefaciens GV3101. Carriles 3 y 6: Controles negativo (A. tumefaciens GV3101 no
electroporados). 4: Control positivo GFP (pSiM24-eGFP extraido de E. coli). Carril 5: Gen

GFP de pSiM24-GFP extraido de A. tumefaciens GV3101.

Transfeccion de Suspensiones Celulares de Tabaco

En la transfeccion de suspensiones celulares tabaco se evaluod la expresion del
gen reportero GFP y la eficiencia de transfeccion en células de N. tabacum BY-2
mediante A. tumefaciens LBA4404 con el plasmido pSiM24-eGFP. Se realizé ensayos
preliminares con diferentes concentraciones de Acetosiringona (10, 20 y 30 mM)

adicionadas al medio de cocultivo y diferentes tiempos de cocultivo (3 y 5 dias) para
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determinar los parametros necesarios para transfectar y expresar el gen reportero GFP

en las células de tabaco.

Para evaluar la expresion del gen GFP se establecié un disefio completamente
al azar con un total de 6 tratamientos T1: 10 mM de Acetosiringona y 3 dias de
cocultivo; T2: 10 mM de Acetosiringona y 5 dias de co-cultivo; T3: 20 mM de
Acetosiringona y 3 dias de co-cultivo; T4: 20 mM de Acetosiringona y 5 dias de co-
cultivo; T5: 30 mM de Acetosiringona y 3 dias de co-cultivo; T6: 30 mM de

Acetosiringona y 5 dias de co-cultivo.

Con el fin de determinar el mejor tratamiento que permita la expresion del
transgén GFP en las células de tabaco, se analizé los factores concentracion de
Acetosiringona en el medio de co-cultivo para activar los genes de virulencia en A.
tumefaciens y el tiempo de cocultivo de las suspensiones celulares con la bacteria. En
la figura 28, se puede observar la expresion del gen GFP mediante fluorescencia verde
en todos los tratamientos de este ensayo, a excepcion de la suspensién celular no
transfectada. Ademas, se observa las diferentes formas que presentan las células de

tabaco en suspension.
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Figura 28
Fluorescencia GFP en suspensiones celulares de tabaco (Nicotiana tabacum BY-2)

transfectadas con A. tumefaciens LBA4404 con pSiM24-eGFP.

Tratamientos de suspensiones celulares de tabaco transfectadas
Campo claro Fluorescencia

Control (-)
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Nota. Tratamientos de transfeccion. T1: 10 mM Acetosiringona y 3 dias de co-cultivo.
T2: 10 mM Acetosiringona y 5 dias de co-cultivo. T3: 20 mM Acetosiringona y 3 dias de
co-cultivo. T4: 20 mM Acetosiringona y 5 dias de co-cultivo. T5: 30 mM Acetosiringona y

3 dias de co-cultivo. T6: 30 mM Acetosiringona y 5 dias de co-cultivo
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La expresion del gen GFP se evalu6 en las suspensiones celulares de tabaco 7
dias después del tiempo de cocultivo. La fluorescencia se observé con el microscopio
de fluorescencia invertido Olympus 1X53 a una longitud de onda de 488 nm de
excitacion y 508 nm de emisién para la expresion del GFP. En la figura 29, se muestra
los porcentajes de suspensiones celulares de tabaco con expresion del gen GFP. En
esta grafica, se puede observar que los tratamientos T1 y T5 con una concentracién de
10 mM de Acetosiringona y 3 dias de co-cultivo para cada tratamiento permite tener un

100 % de suspensiones celulares de tabaco con expresién de gen GFP.
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Figura 29

Porcentaje de suspensiones celulares transfectadas con expresion del gen GFP con

respecto a la concentracion de Acetosiringona y el tiempo de co-cultivo.

100
90
80
70
60
50
40
30
20

Cocultivo
m 3 dias

m 5 dias

% Suspensiones celulares transfectadas
con expresion de GFP

0 T1 T2 T3 T4 T5 T6
10 mM 20 mM 30 mM

Acetosiringona

Nota. Tratamientos de transfeccion. T1: 10 mM Acetosiringona, 3 dias de co-cultivo. T2:
10 mM Acetosiringona, 5 dias de co-cultivo. T3: 20 mM Acetosiringona, 3 dias de co-
cultivo. T4: 20 mM Acetosiringona, 5 dias de co-cultivo. T5: 30 mM Acetosiringona, 3 dias

de co-cultivo. T6: 30 mM Acetosiringona, 5 dias de co-cultivo.

Ademas, se puede observar en esta grafica que la tasa de transfeccion
disminuye cuando se incremente el tiempo de cocultivo con A. tumefaciens y la
concentracién e Acetosiringona. Estos resultados sugieren que el mejor tratamiento
para transfectar células de tabaco y permitir la expresion del gen GFP consiste en
adicionar 10 o 30 mM de Acetosiringona en el medio de co-cultivo y co-cultivar la

suspension celular con la A. tumefaciens durante 3 dias.
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Se realiz6 una grafica de interaccidén para determinar si existe interaccion entre
la concentracién de Acetosiringona y el tiempo de cocultivo, (Fig. 30). En esta grafica se
puede observar que no existe interaccion entre la concentracion de Acetosiringona y el
tiempo de co-cultivo, al mostrar rectas paralelas, por lo cual, la Unica variable que
influye en la expresion de gen GFP en las suspensiones celulares transfectadas es el
tiempo de cocultivo. Este resultado se confirmé mediante ANOVA (Anexo 11) con un
valor de p (>0.4866) mayor al nivel de significancia (a=0.05), con lo cual se concluye
que no existe interaccion significativa entre la concentracion de Acetosiringona en el

medio de cocultivo y el tiempo de cocultivo.

Figura 30

Grafica de interaccion para el porcentaje de suspensiones celulares de tabaco con

expresion de GFP.
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Se empled analisis inferencial y la prueba de ANOVA (Anexo 11) para

determinar si los datos dicotdmicos de la variable expresién del gen GFP sigue una
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distribucion normal y poder clasificar los datos como paramétricos o no paramétricos.
Una vez obtenidos los residuos en el analisis de varianza se procedio realizar la grafica

de distribucion de normalidad Q-Q plot, como se observar en la figura 31.

Figura 31

Grafica de normalidad con los residuos de la variable expresion de GFP en suspensiones

celulares de tabaco transfectadas.
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En esta figura de interaccién se puede observar que la variable expresién del
gen GFP sigue una distribucion normal por lo cual, se establecié que los datos
dicotdmicos de la variable son paramétricos. Se aplico la prueba de normalidad Shapiro-
Wilks modificado (Tabla 17) y con un valor p (>0.0867) mayor al nivel de significancia
(a=0.05) no se rechazo la hipétesis nula de normalidad de los datos dicotomicos de la

variable expresion de gen GFP.
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Tabla 17
Prueba de Shapiro-Wilks modificado con los residuos del ANOVA de la variable

expresion de GFP en suspensiones celulares de tabaco transfectadas.

R

o

a

Variable n Media D.E. W* p(Unilate
Transfeccion 24 0.00 0.36 0.91

O
O | =~
(84
o
J S—

Una vez que se establecié que los datos de la variable expresion del gen GFP
son paramétricos, se empled ANOVA (Anexo 12) para ver si existe igualdad en las
medias de los tratamientos. Con un valor p (<0.0484) menor al nivel de significancia
(a=0.05) se rechazé la hipotesis de igualdad en las medias de los tratamientos. Se
empleé la prueba paramétrica de Rango Multiple de Duncan (Anexo 13) para comparar

los pares de medias de los tratamientos.

En la prueba de Duncan (Anexo 13) se observé que los tratamientos TD1 (10
mM de Acetosiringona y 3 dias de cocultivo) y TD5 (30 mM Acetosiringona y 3 dias de
cocultivo) del subconjunto B presentan la mayor media (1,0) en porcentaje de
suspensiones celulares de tabaco con expresiéon de GFP, pero no presentaron
diferencias estadisticas. Por lo tanto, se eligi6 el tratamiento TD1 con una concentracion
de 10 mM Acetosiringona en el medio de cocultivo y 3 dias de co-cultivo como mejor
tratamiento para transfectar suspensiones celulares de tabaco con expresion del

transgén GFP mediante A. tumefaciens LBA4404 con pSiM24-eGFP.

Debido a la falta de regeneracion de callos de tabaco a partir de las
suspensiones celulares transfectadas por contaminacion, se complementé la eficiencia
de transfeccién con datos bibliograficos de estudios realizados de callos de tabaco

regenerados a partir de suspensiones celulares de Nicotiana tabacum BY-2
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transfectadas con Agrobacterium tumefaciens, En la tabla 18 se observa que se puede
obtener eficiencias de transfeccion para callos regenerados de tabaco entre el 50 % con
resistencia al antibidtico Kanamicina como marcador de seleccion y el 70 % con

resistencia a Kanamicina y con expresion de fluorescencia GFP.

Tabla 18

Eficiencias de transfeccién en callos regenerados de Nicotiana tabacum BY-2 a partir de

suspensiones celulares transfectadas con Agrobacterium tumefaciens

Explante Cepa de A. Marcador de Eficiencia de R .
. . . eferencia
transformado tumefaciens seleccion transformacion
Callo LBA4404 Kanamicina 50% An (1985)
Nocarova y
Callo C58C1 Kanamicina 70% Fischer
(2009)

Transfeccion de Callos de Tabaco

Para el ensayo preliminar de transfeccion de callos de tabaco se empleé la
metodologia propuesta por Lopez et al. (2015) y Komari (1989) con ciertas
modificaciones. Se emplearon callos de 2 meses de induccion y la cepa GV3101 de
Agrobacterium tumefaciens con el plasmido pSiM24-GUS. En este experimento se
consideraron diferentes tiempos de inmersion (20 y 30 min) de los callos de tabaco en la
suspension celular de Agrobacterium y diferentes tiempos de cocultivo (3 y 4 dias) para

evaluar la expresion del gen GUS vy la eficiencia de transfeccion.

Se establecié un diseio completamente al azar con un total de 4 tratamientos

con 8 repeticiones. Con la finalidad de determinar el mejor tratamiento con mayor
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expresion del gen reportero GUS, se analizé los factores tiempo de inmersion y el
tiempo de cocultivo. Se definid los tratamientos T1: 20 min de inmersién y 3 dias de co-
cultivo; T2: 20 min de inmersion y 4 dias de co-cultivo; T3: 30 min de inmersién y 3 dias

de co-cultivo; T4: 30 min de inmersién y 4 dias de co-cultivo.

Luego de transcurrido el tiempo de cocultivo, los callos se transfirieron a medio
de seleccion MS con Kanamicina (60 mg/L) y Cefatoxima (250 mg/L). En la figura 32, se
puede observar que todos los tratamientos incluido el control (callos no transfectados)
después de 2 meses y medio del traspaso a medio de seleccidn presentaron
necrosamiento. El necrosamiento provocé el oscurecimiento y disminucién del tamaio
de los callos respecto al control C1 (Fig. 32, C1), debido a la produccién de compuestos
fendlicos alrededor de los callos (Fig. 32, T2, T3 y T4), lo cual produjo la muerte celular

del callo.
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Figura 32

Callos de tabaco transfectados con A. tumefaciens con pSiM24-GUS en medio de

seleccion MS con 50 m/L de Kanamicina y 250 mg/L Cefatoxima.

*

E

Nota. Tratamientos de transfeccion. T1: 20 min de inmersién, 3 dias de co-cultivo. T2:
20 min de inmersion, 4 dias de co-cultivo. T3: 30 min de inmersién, 3 dias de co-cultivo.
T4: 30 min de inmersion, 4 dias de co-cultivo. C1: control callos de tabaco no
transfectados en medio de seleccion. C2: control callos de tabaco no transfectados en

medio sin seleccion.
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En la figura 33 se muestra los porcentajes de callos de tabaco transfectados
viables en medio de seleccidn con resistencia al marcado de seleccion Kanamicina
(50mg/L). En esta grafica, se puede observar que el tratamiento T1 con un tiempo de
inmersion de 20 minutos de los callos de tabaco en Agrobacteriumy 3 dias de cocultivo
permite tener un 100% de callos transfectados viables sin presencia de compuestos
fendlicos (Fig. 31, T1). Ademas, se observa que al aumentar el tiempo de cocultivo se

obtiene un 0.0% de callos viables.

Figura 33

Porcentaje de callos de tabaco transfectados viables en medio de seleccion MS con 50

mg/L de Kanamicina y 250 mg/L de Cefatoxima.
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Nota. Tratamientos de transfeccion. T1: 20 min de inmersién, 3 dias de co-cultivo. T2: 20
min de inmersion, 4 dias de co-cultivo. T3: 30 min de inmersion, 3 dias de co-cultivo. T4:

30 min de inmersion, 4 dias de co-cultivo.
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Estos resultados sugieren que el mejor tratamiento para obtener callos viables
de tabaco con resistencia a marcador de seleccién Kanamicina sin presencia de
compuesto fendlicos después de la transfeccion con A. tumefaciens GV3101 con el
vector binario pSiM24-GUS, consiste en sumergir los explantes de callos durante 20
minutos en una suspension de A. tumefaciens de ODgoonm igual a 0.8 y un tiempo de

cocultivo de 3 dias.

Para determinar si existe interaccion entre el tiempo de inmersion y el tiempo de
co-cultivo, se realizd una grafica de interaccion (Fig. 34). En esta gréafica se puede
observar que existe interaccion entre el tiempo de inmersion y el tiempo de cocultivo, al
no mostrar rectas paralelas, por lo cual, las dos variables influyen en el porcentaje de
callos de tabaco transfectados viables sin presencia de compuestos fenoles. Este
resultado se confirmé mediante ANOVA (Anexo 14) con un valor de p (<0.0132) menor
al nivel de significancia (a=0.05), con lo cual se concluye que existe interaccion

significativa entre el tiempo de inmersion y el tiempo de cocultivo.
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Figura 34

Grafica de interaccion para el porcentaje de suspensiones celulares de tabaco con

expresion de GFP.
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Adicionalmente, en esta grafica se puede observar que el mayor porcentaje de
callos de tabaco viables sin presencia de compuestos fenélicos alrededor se obtiene
con 20 minutos de inmersion del tejido calloso con Agrobacterium tumefaciens GV3101

y 3 dias de cocultivo.

Los resultados de los callos obtenidos con necrosamiento después de la
transfeccién con A. tumefaciens no se emplearon para evaluar la expresion del gen
GUS mediante ensayo histoquimico con X-GLUC. Por lo cual, la eficiencia de
transfeccién para este ensayo se complementé con datos bibliograficos realizados por
Komari en 1989 en callos de tabaco transfectados con la cepa A281 de A. tumefaciens

con un 20.2 % de eficiencia de transfeccidon en medio de seleccidon con Kanamicina. Asi
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como la integracion del gen reportero GUS en el genoma de N. tabacum mediante A.

tumefaciens LBA4404 (Méndez-Mufoz, et al., 2019).
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Capitulo 4: Discusion

Induccion de Callos en Hojas de Tabaco (Nicotiana tabacum)

El objetivo del presente trabajo se centré en estandarizar el método de
transfeccion de callo y suspensiones celulares de tabaco (Nicotiana tabacum) mediante
Agrobacterium tumefaciens. El trabajo se inicié con el establecimiento del protocolo de
desinfeccion en explantes de hojas de tabaco para inducir la formacién de callos y

establecer suspensiones celulares.

Un aspecto importante en el inicio de cualquier tipo de cultivo de tejidos
representa la desinfeccion del material vegetal para evitar el riesgo de contaminacion
interna y externa por hongos o bacterias (Niedz & Bausher, 2002; Tomaszewska-Sowa,
Figas, Keutgen, & Keutgen, 2016). La desinfeccion de hojas de tabaco se realiz6 con
diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio (NaCIO) y diferentes tiempos de
inmersién para obtener un cultivo libre de contaminacion. Se empled hipoclorito de
sodio como desinfectante debido a que es la solucién generalmente utilizada para la
eliminacion de esporas vegetativas, bacterias, hongos, protozoos y virus y para la
esterilizacion de explantes (Dychdala, 1991; Negash, Puite, Schaart, Visser, & Krens,

2000).

En el presente trabajo, se obtuvo una desinfeccion efectiva de explantes de
hojas tabaco libres de contaminacion con la aplicacion de NaClO al 1.5% o al 2 % v/v
durante 5 minutos de inmersién. Sin embargo, se observd un 100 % de explantes

necrosados debido a que el hipoclorito de sodio en altas concentraciones tiene un
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efecto fitotoxico en células vegetales (Zinabu, Gebre, & Shekata, 2018). Este resultado
es similar al obtenido por Salazar y Romero (1996), quienes observaron el
necrosamiento en hojas de ajonjoli (Sesamum indicum L.) por el efecto fitotoxico del

hipoclorito de sodio al 2.0% después de una exposicion de 5 minutos de los explantes.

Algunos resultados alcanzados por Spurr y Welty (1975), obtuvieron como mejor
tratamiento de desinfeccidn de hojas de Nicotiana, la aplicacién de NaCIO al 1%
durante 30 a 60 segundos para reducir la contaminacion entre un 85 al 95% (Spurr &
Welty, 1975). Asi mismo, resultados obtenidos por varios autores en la desinfeccion de
explantes de hojas de Nicotiana tabacum (tabaco) con hipoclorito de sodio,
determinaron las siguientes concentraciones: 10% durante de 5 a 10 minutos (Chawla,
2011); al 10% durante 30 minutos para obtener una contaminacion del 2.2% (Medina &
Gonzalez, 2004) o al 20% de la soluciéon comercial de NaCIO durante 5 minutos mas

etanol al 70% con una contaminacion del 16,9% (Grijalva , 2018).

Al realizar un protocolo de esterilizacion de explantes, o que se busca son
agentes desinfectantes que puedan utilizarse a bajas concentraciones y a intervalos de
tiempo cortos para trabajar con material vegetal sin contaminacion y con la menor
cantidad de lesiones al explante (Smith, 2013). En este estudio con la concentracion de
0.5% v/v de NaClO durante 2 minutos de exposicion se obtuvo la menor de
contaminacion bacteriana (16,67%) con el mayor porcentaje de explantes viables sin
presencia de necrosamiento (83,33%), a diferencia del resto de tratamientos. Por tal
razén, se eligio este tratamiento para la desinfeccion de hojas de tabaco en términos de

contaminacion y viabilidad en todo el ensayo.
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Una vez que se establecié el mejor tratamiento para desinfectar los explantes de
hojas de tabaco, se buscé inducir la formacion de callos mediante la adicion de
reguladores de crecimiento de plantas en el medio de cultivo. En este sentido Gatz,
Tomaszewska-Sowa y Figas (2017), mencionan que para inducir la formacion de callos
y estimular su proliferacion, es necesario usar una combinacién adecuada de auxina
con citoquinina. A nivel in vitro la induccién de callo a partir de explantes de hoja de
tabaco esta influenciado por la concentracion hormonal en el medio y el genotipo de la

variedad (Ali, Hadi, Zahir, Tariq, & Khan, 2007).

El crecimiento de callos se inicia dentro de las 2-3 semanas de cultivo y se
obtiene cultivando explantes en un medio semisdlido suplementado con una
combinaciéon de auxina con citoquinina (Husin, Hasan, & Taha, 2005). En el presente
trabajo se observo la formacion de callos en explantes de hojas de tabaco después de 4
semanas de cultivo en medio MS con diferentes concentraciones de ANA (auxina) y
Kinetina (citoquinina). Se obtuvo un 91,67% de explantes con callos de textura friable y

coloracién crema con la combinacion de 2.0 mg/L de ANA y 0.2 mg/L de Kinetina.

Este resultado es similar al obtenido por Husin y colaboradores (2005), quienes
observaron un 100% de callos compactos de color crema con 2.0 mg/L de ANAy 0.2
mg/L de Kinetina. En trabajos reportados por Delgado (2015) también se logra un 100%
de callos friables de color blanco-amarillo en tejido foliar de N. tabacum L. con 2.0 mg/L
de ANA 'y 0.2 mg/L BAP. Los resultados obtenidos en el presente trabajo del 91,67 % de
callos inducidos fue incluso mayor al obtenido en el trabajo de Ali y sus colaboradores
(2007), quienes obtuvieron un 67,85% de callos compactos y coloracion verdosa en

explantes de hojas de tabaco con 2.0 mg/L de ANA y 0.2 mg/L de BAP.
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La induccidn de callos en hojas de tabaco requiere una alta proporciéon de
auxina: citoquinina (Ali, et al., 2007). En el presente estudio se observo la formacion de
callos con los diferentes tratamientos a excepcién del tratamiento con 0.0 mg/L de ANA
y 0.2 mg/L de Kinetina. Este resultado concuerda con el obtenido por Ali et al. (2007),
quienes observaron la presencia de callo en explantes de hojas de tabaco en todas las
combinaciones de hormonas con medio MS probadas, a excepcion de la combinacién

de 0.0 mg/L de ANA y 0.2 mg/L de BAP, en la cual no se observo callogénesis.

Los callos presentan diferentes morfologias y texturas (friables o compactos),
dependiendo del tipo y la concentracién de la auxina aplicada (Kumar, 2015; Gatz,
Tomaszewska-Sowa, & Figas, 2017). Los callos pueden ser de color amarillo cremoso,
blanco o verde debido al desarrollo de cloroplasto en las células del tejido calloso
(Kumar, 2015). La combinacién de 1.0 0 2.0 mg/L de ANA y 0.2 mg/L de Kinetina en el
medio MS indujo la formacion de callos no embriogénicos de textura friable y de color
crema. En cambio, en el medio MS con 3 mg/L de ANA y 0,2 mg/L de Kinetina se
formaron callos compactos de color verde. Este resultado es similar al obtenido por Al-
Ajlouni y colaboradores (2015) en explantes de hojas de Ruta graveolens en donde el
uso de 2 mg/L de ANA en medio MS produjo callos friables y cremosos. Gongalves y
colaboradores (2015), en cambio obtuvieron un callo compacto y verde en hojas de
Hovenia dulcis con la combinaciéon de 2.5 mg/L de ANA y 0.65 mg/L de BAP. Esto es
debido a que cambios en los niveles de ANA en el medio de cultivo puede cambiar la

textura de los callos a compactos o friables (Blakely & Steward, 1961).
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Transfeccion Genética

La transfeccion en plantas con Agrobacterium tumefaciens es un proceso
relativamente largo, por lo cual es necesario verificar la presencia del plasmido T-DNA
en la cepa de Agrobacterium antes de continuar con los experimentos de transfeccion
(Wigge, 2006). En el presente trabajo previo a los ensayos de transfeccion genética en
tabaco, se empled Colony PCR y PCR directa para confirmar la incorporacion de los
vectores binarios pSiM24-eGFP y pSiM24-GUS en A. tumefaciens GV3101 mediante

electroporacion.

Mediante Colony PCR con las colonias de A. tumefaciens GV3101
electroporadas no se observo la amplificacion de los genes GUS o GFP al comparar
con las colonia de E.coli como control positivo. Por lo cual, no se confirmo la presencia
de los plasmidos pSiM24-eGFP y pSiM24-GUS en la bacteria. Esto posiblemente se
debe a que la Colony PCR en Agrobacterium no funciona bien en relacion con E. coli
(Kumar, 2014). En este sentido Hague (2015) menciona que los origenes de replicacion
(ori) en los vectores binarios para Agrobacterium mantienen el plasmido en un nimero
muy bajo de copias (1-5 por célula) a diferencia del ori en E. coli, donde el nimero de
copias es mayor (> 300 copias). Esto concuerda con Sahoo, et al. (2014) quienes

establecen que el plasmido pSiM24 tiene una alto nimero de copias en E.coli.

ElI DNA plasmidico cuando se extrae a partir de colonias A. tumefaciens
transformado permite deteccion rapida y confiable mediante PCR de transformantes
bacterianos (Gémez, Gémez , & Nunez , 2018). En el presente estudio, se extrajo el

DNA plasmidico a partir de las colonias de Agrobacterium electroporadas con los
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vectores binarios pSiM24 para su verificacion por PCR directa. En los resultados de la
PCR para el vector pSiM24-eGFP se obtuvo un fragmento de ~780 bp del gen GFP que
coincide con lo reportado por Garzén (2019). Mientras que para el plasmido pSiM24-
GUS se obtuvo un fragmento de ~2100 bp del gen GUS, lo que concuerda con lo
reportado por Sahoo et al. (2014). Con este resultado se confirmé que A. tumefaciens
GV3101 alberga los plasmidos pSiM24 para iniciar los ensayos de transfeccion en

tabaco.

Transfeccion de Suspensiones Celulares de Tabaco

La transfeccion mediante Agrobacterium es un método empleado para
transfectar plantas y consiste en el cocultivo de células vegetales con Agrobacterium
tumefaciens con la posterior seleccion de las células transfectadas en un medio
selectivo apropiado (Hooykaas & Schilperoort, 1992). Para establecer un protocolo de
transfeccion eficiente mediado por Agrobacterium, es necesario optimizar ciertos
factores que afectan la eficiencia de transfeccion. Estos factores incluyen la densidad
del cultivo de A. tumefaciens, el periodo de infeccion de la bacteria, el tiempo de
cocultivo y la concentracion de Acetosiringona (Li, et al., 2012; Kutty, Parveez, & Huyop,

2010).

En la presente investigacion se estandarizé la transfeccion en suspensiones
celulares de tabaco con A. tumefaciens LBA4404 en base a la metodologia descrita por
Mayo et al. (2006) con modificaciones en el tiempo de cocultivo y la concentraciéon de
Acetosiringona en el medio de cocultivo mediante ensayos preliminares. Para lo cual, se

establecieron suspensiones celulares de Nicotiana tabacum BY-2, por su facilidad de
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transformacion mediante cocultivo con Agrobacterium (An, 1985). Las suspensiones
celulares se establecieron a partir de callos friables bajo agitacion, debido a que este
tipo de callo requiere menos fuerza para formar células individuales y pequefios

agregados en comparacion a un callo compacto (Wuest, Hou, & Lee, 2011).

Se pueden usar dos estrategias para seleccionar plantas transfectadas:
mediante la expresién de un gen reportero, y/o mediante un marcador de seleccion que
brinda resistencia a un determinado antibiotico (Jouanin, et al., 1993). En la presente
investigacion la transfeccion de las suspensiones celulares de tabaco se evalud en base
a la expresién de los genes: nptll como marcador de seleccion para la resistencia al
antibiotico kanamicina (50 mg/L) y el gen reportero GFP. Como resultado preliminar se
obtuvo un 100 % de suspensiones celulares de tabaco (N. tabacum BY-2) con
resistencia kanamicina y con expresién del gen GPF con un tiempo de cocultivo de 3
dias y 10 mM de Acetosiringona adicionadas en el medio de cocultivo. Este resultado,
difiere con la metodologia de Mayo et al. (2006) empleada, quienes establecen un
tiempo de 3 dias de cocultivo y 20 mM de Acetosiringona para transfectar células de
tabaco NT1 mediante A. tumefaciens LBA4404. Sin embargo, el 100 % de células de
tabaco con resistencia a la kanamicina y expresion del gen GFP obtenido fue superior al
0.27% de transfeccion de células N. tabacum BY-2 con resistencia a 50 mg/L de
Kanamicina y con expresion de GFP alcanzado por Garzén (2019) empleando el

sistema nanostraw como método de transfeccion.

La fluorescencia verde del gen GFP se observé después de 7 dias pasado el
tiempo de cocultivo en todos los tratamientos de transfeccidn a excepcién del control,

porque las células BY-2 no son fluorescentes por la ausencia de cloroplastos
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autoflorescentes (Brandizzi, Irons, Kearns, & Hawes, 2003). Esto coincide con lo
reportado por Shumin y coloboradores (2014) quienes observaron que el GFP se
expresa de manera estable durante al menos 20 dias en suspensiones celulares BY-2

transfectadas con Agrobacterium.

Se debe tomar en cuenta que las células de tabaco presentan diferente
morfologia en relacién con suspensiones celulares de otras especies (Delgado , 2015).
En el microscopio de fluorescencia invertido se observaron células de N. tabacum BY-2
en poca cantidad, separadas y con morfologias circulares, alargadas y asimétricas. Esto
es corroborado por varios autores que mencionan que las células de tabaco BY-2
pueden presentar formas redondas (30-50 um) formando agregados o racimos,
alargadas o formando cadenas (Alvarez, Nissen, & Ernst, 1994; Nagata & Kumagai,

1999) y formas asimétricas (Ball & Joshi, 1965).

El periodo de cocultivo es un factor importante en la transfeccion en plantas para
la transferencia e integracion del T-DNA mediada por Agrobacterium en el genoma de la
planta (Sun, et al., 2011). Normalmente se emplea un periodo de cocultivo de 2 a 7 dias
(Han, Meilan, Ma, & Strauss, 2000). En esta investigacién con un tiempo de cocultivo de
3 dias se observé mayor porcentaje de suspensiones celulares de tabaco transfectadas
con expresioén del gen reportero GFP, mientras que con 5 dias se obtuvo menor
porcentaje. Este resultado es similar al obtenido por Pathi, Tula, y Tuteja (2013),
quienes obtuvieron una alta frecuencia de transfeccidn cocultivando explantes de hoja
de tabaco, con la A. tumefaciens LBA4404, durante 3 dias. En este estudio el cocultivo
mayor a 3 dias condujo a una disminucion en la frecuencia de transformacién. Xing, et

al. (2010) reportaron 4 dias de cocultivo para obtener mayor porcentaje de expresion del
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gen GUS en suspensiones celulares de batata (Ipomoea batatas) transfectadas con A.
tumefaciens EHA105. Ademas, estos autores observaron que un tiempo prolongado de

cocultivo mayor o igual a 5 dias disminuia el porcentaje de expresion del gen GUS.

En estudios de transfeccion se ha reportado que el adicionar Acetosiringona en
el medio de cocultivo permite inducir los genes de virulencia del plasmido Ti en
Agrobacterium y mejora la eficiencia de transfecciéon (Banerjee & Chattopadhyay,
2008). En este estudio la variable concentracion de acetosiringona estadisticamente no
influyé en la expresion del gen GFP de las suspensiones celulares de tabaco
transfectadas. Sin embargo, se obtuvo mejores resultados de expresion de GFP con 10
o 30 mM de Acetosiringona y 3 dias de cocultivo. Al no ser estadisticamente diferentes
las dos concentraciones se eligid la menor concentraciéon de 10 mM. Este resultado es
similar al reportado por Lee y colaboradores (2008), quienes reportaron altos porcentaje
de callos de S. miltiorrhiza con expresién del gen reportero GFP con concentraciones de

Acetosiringona de 0.2 y 10 mM.

Adicionalmente, se observo una disminucion en el porcentaje de células
transfectadas de N. tabacum BY-2 con expresion de GFP, al incrementarse la
concentracién de Acetosiringona de 10 mM a 30 mM con 5 dias de cocultivo, resultados
que fueron similares a los reportado por Li, et al. (2012). Estos autores obtuvieron una
alta frecuencia de transfeccion con 200 uM de Acetosiringona, mientras que un aumento
adicional a 250 o 300 pM resulté en una reduccion significativa del porcentaje de
transfeccidén de suspensiones celulares de Regaliz (Glycyrrhiza inflata) transfectadas
con A. tumefaciens LBA4404. De acuerdo con Hosein, Lennon y Umaharan (2012) altas

concentraciones de acetosiringona provocan una disminucion en la eficiencia de la
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transfeccién y, en algunos casos, la inhibicion es por completo. Esto podria atribuirse a
la toxicidad que tiene la Acetosiringona en altas concentraciones sobre los explantes,

por la mayor cantidad de alcohol utilizado para sus preparaciones (Sreeramanan, et al.,

2005).

La densidad celular de Agrobacterium utilizada para el cocultivo es un factor
igualmente importante para los experimentos de transfeccion (Paramesh, Fakrudin, &
Kuruvinashetti, 2010). En el presente estudio se empled una ODgoonm igual a 0.6 como
menciona la metodologia de Mayo et al. (2006) empleada. Esta concentracién ha sido
empleada en diferentes estudios de transfeccion de N. tabacum con A. tumefaciens
LBA4404 tales como suspensiones celulares de N. tabacum BY-2 (Shumin, Yanxia,
Bang, & Wei, 2014), hojas de tabaco (Gubis, et al., 2007; Mondal & Kundu, 2017) y
callos de N. tabacum BY-2 (Méndez-Mufoz, Campos-Delgado, Obando-Coronado, &

Garro-Monge, 2019).

En la presente investigacion, después de transfectar las células de tabaco y
pasar al medio solido de seleccion con Kanamicina y Cefatoxima no se observoé la
regeneracion del callo, debido a la presencia de contaminacién por hongos en todos los
tratamientos, incluido el control después de 1 semana de incubacién. Cassells y Doyle-
Prestwich (2009) mencionan que los cultivos asépticos pueden contaminarse en el
laboratorio debido al fracaso de la técnica estéril o el mal funcionamiento de equipos.
Ademas, los hongos y levaduras crecen bien en medios cultivo vegetales incluso en
ausencia de material vegetal (Enjalric, Carron, & Lardet, 1988). Esto explica el resultado
obtenido en este ensayo preliminar, siendo un impedimento en la regeneracion del callo

de N. tabacum BY-2 después de 4 semanas como lo establece la metodologia de Mayo
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et al. (2006) empleada. De la misma forma Kato et al. (1972), mencionan que se
requiere entre 3 y 4 semanas para obtener callos N. tabacum BY-2 a partir de células

cultivadas en suspension transfectadas con A. tumfecaciens.

La ausencia de callos regenerados no permitié valorar la expresion del gen GFP,
por lo cual, la eficiencia de transfeccion se complementé con datos bibliograficos de
callos de tabaco regenerados en medio de seleccion después de transfectar
suspensiones celulares de N. tabacum BY-2 con A. tumefaciens. En este sentido,
existen datos como los reportados por An (1985) , quien obtuvo una eficiencia de
transfeccion del 50 % con resistencia al antibiético Kanamicina como marcador de
seleccion y resultados como los de Nocarova y Fishcher (2009) que obtienen una
eficiencia del 70% con resistencia a Kanamicina junto con la expresion del gen GFP. Al
comparar estas eficiencias con estudios realizados de transfeccion en explantes de
hojas de Nicotiana tabacum con A. tumefaciens LBA4404, en donde se han obtenido
porcentajes del 20 % (Bakhsh, Anayol, & Ozcan, 2014), 84,57 % (Heidari Japelaghi,
Haddad, Valizadeh, Dorani Uliaie, & Jalali Javaran, 2018) y el 100% de transfeccion
(Kutty, 2010), se puede observar que se puede lograr resultados prometedores con este

ensayo preliminar una vez que se logré regenerar el callo de N. tabacum BY-2.

Transfeccion de Callos de Tabaco

En el presente trabajo se realizaron ensayos preliminares para estandarizar la
transfeccion de callos de tabaco con A. tumefaciens GV3101 de acuerdo a las
metodologias descritas por Lépez et al. (2015) y Komari (1989) con modificaciones en el

tiempo de inmersién para infectar el tejido calloso y el tiempo de cocultivo. En los
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ensayos preliminares se emplearon callos friables porque los callos compactos
producen baja frecuencia de transfeccion debido a las limitaciones de penetracion que

tiene la suspension bacteriana por su estructura compacta y endurecida (Rubi, 1999).

En el ensayo de transfeccion se observo callos con necrosamiento en todos los
tratamientos con medio de seleccién con Kanamicina y Cefatoxima, incluido los callos
no transfectados como control. Este resultado difiere con la metodologia de Komari
(1989) y Lépez et al. (2015) quienes en sus ensayos no presentaron necrosamiento en
los explantes. Por otro lado, el resultado obtenido es similar al reportado por Perl y
colaboradores (1996). Estos autores observaron que el cocultivo de callos
embriogénicos de uva con Agrobacterium resultd en necrosis y mortalidad del tejido. La
respuesta necroética no se observo durante el cocultivo, sino 48h después de la
transferencia de callos al medio de seleccion. Carvalho, et al. (2004) obtuvieron un
resultado similar, pero en embriones inmaduros de sorgo, durante el cocultivo de los
embriones, estos se mantuvieron con buena apariencia. Sin embargo, 48 h después de
transferir los embriones al medio con cefotaxima, estos se volvieron marrones con la
posterior muerte celular. Kuta y Tripathi (2005) mencionan que el necrosamiento puede
depender de varios parametros durante la transfeccion, incluida la duracién de la

infeccion, el tiempo de cocultivo y la densidad del in6culo bacteriano.

El periodo de cocultivo es una fase importante en la eficiencia de transfeccion
con Agrobacterium (Kose & Kog, 2003). Las condiciones inadecuadas pueden producir
demasiado crecimiento de la bacteria y por ende dificultar su erradicacién con
antibioticos o producir el necrosamiento en los explantes, lo que produce una menor

tasa de transfeccion (Yin, Bartoszewski, Szwacka, & Malepszy, 2005; He, Chen, Yao, &
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Dai, 2008; Nanasato, Konagaya, Okuzaki, Tsuda, & Tabei, 2013). Al analizar los callos
transfectados no se observo la presencia de Agrobacterium en los tratamientos de 3
dias de cocultivo, resultado que indica su eliminacién correcta con el antibidtico
Cefatoxima. Sin embargo, los tratamientos de transfecciéon con 4 dias de cocultivo
presentaron fenoles alrededor de los callos y contaminacién. Azofeifa (2009) menciona
que la liberacion de compuestos fendlicos y oxidativos es producto de la respuesta
defensiva de algunos explantes ante un tiempo prolongado de cocultivo con A.
tumefaciens, o que provoca el necrosamiento junto con el oscurecimiento y muerte del
tejido, explante o callo. A su vez, las células necréticas muertas también pueden atraer
a microorganismos oportunistas en condiciones in vitro, lo que lleva a una grave

contaminacion en el medio (Kuta & Tripathi, 2005).

El tiempo de infeccion es otro factor que influye en el necrosamiento de los
callos. Un tiempo corto de infeccién puede no ser beneficioso para la invasion de la
bacteria, pero un tiempo demasiado largo puede danar el explante e incluso provocar
necrosis, por lo que se reduciria la eficiencia de la transferencia del T-ADN al explante
(Duan, Ding, Song, He, & Zhou, 2013). En este trabajo se observo el necrosamiento de
los callos con 10 o0 20 minutos de inmersion. Sin embargo, con 3 dias de cocultivo se
observé compuestos fendlicos en un 50% de los callos transfectados al aumentar el

tiempo de inmersién a 30 minutos.

Por lo antes mencionado, se puede observar que tiempos prolongados tanto en
el cocultivo como en la inmersion influyen en el necrosamiento y en la produccion de
fenoles en los callos de tabaco transfectados. Tomando en consideracién la ausencia

de fenoles, se determiné el tiempo de 20 minutos de inmersién y 3 dias de cocultivo
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como parametros de transfeccion con A. tumefaciens GV3101 con pSiM24-GUS para
obtener el mayor porcentaje de callos viables a pesar de presentar necrosamiento. Este
resultado es similar al reportado en el trabajo de Méndez-Mufoz y colaboradores
(2019), quienes establecen tiempos de inmersion entre 15 0 30 minutos y 2 dias de

cocultivo para transfectar callos de N.tabacum L. o N. tabacum L. cv. BY-2.

Una posible explicacion del necrosamiento observado en la presente
investigacion pudo ser la falta de dilucion de la suspension de Agrobacterium (ODeggo=
0.8) antes de infectar los callos. Kutty, Parveez, y Huyop (2010), reportaron problemas
de necrosamiento en explantes de hojas de tabaco transfectadas con una suspension
de Agrobacterium (ODeno= 0.8) no diluida. Estos autores observaron que el diluir la
suspension bacteriana (1:10) antes de la infeccidn reduce la necrosis en los explantes
transfectados y mejora los procesos eventos de transformacion. Del mismo modo,
Chakrabarty, et al. (2002) informaron que la exposiciéon de los explantes de hipocotilo de
coliflor al cultivo sin diluir de Agrobacterium (ODsgo = 0.5) resultdé en una necrosis severa
de los explantes, mientras que el cultivo diluido (dilucion 1:10 y 1:20) redujo la necrosis
en mayor medida. Estos resultados sugieren diluir la suspensién bacteriana para
reducir los problemas de necrosamiento, procedimiento que no se realizaba
anteriormente y que gracias a los resultados de este trabajo se incluiran en todas las

metodologias que realicen transfeccién con Agrobacterium en el laboratorio.

El problema de necrosamiento en callos es un problema que se puede presentar
en la transfeccién mediada por Agrobacterium (Li, et al., 2017). Para mitigar este
problema, se puede emplear bajas concentraciones de antioxidantes como el acido

ascorbico, el 4cido lipoico, el a-tocoferol, el ditiotreitol (DTT), la L-cisteina (L-cys) y
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polivinilpolipirrolidona (PVPP) (Dan, 2008). La adicién de bajas concentraciones de
antioxidantes en el medio de cocultivo pueden reducir la necrosis celular, incrementar la
viabilidad del explante y mejorar la eficiencia de la transformacién (Li, et al., 2017). Esto
es corroborado por Perl y colaboradores (1996), quienes observaron que la adicién
antioxidante como PVPP (1 mg/L) o DTT (2 mg/L) en el medio de cocultivo inhibe
completamente la necrosis durante y después del cocultivo en callos embriogénicos de
Vitis vinifera cv, sin afectar la virulencia de Agrobacterium. En callos de crisantemo,
Sanchez (2014) menciona también, que el uso de 0.1% de PVPP en el medio de

cocultivo se emplea para reducir el necrosamiento.

La eficacia de la transfeccion por Agrobacterium se puede estimar por la tasa de
expresion transitoria del gen reportero GUS en explantes transfectados (Li, et al., 2017).
En el presente ensayo preliminar, el necrosamiento en los callos transfectados impidié
evaluar la expresion del gen GUS. Por lo cual, la eficiencia de transfeccion se
complementd con resultados bibliograficos obtenidos en callos de tabaco transfectados
con A. tumefaciens. De acuerdo a la metodologia empleada de Komari (1989) se puede
obtener una eficiencia de transfeccion del 20% de callos de tabaco con resistencia a
Kanamicina mediante la transfeccion con A. tumefaciens A281. Este porcentaje es
menor en comparacion al 40 % o 100% de eficiencia que se puede obtener al realizar
los ensayos con explantes de hoja de tabaco (Burow, Chlan, Sen, Lisca, & Murai, 1990;
Fisher & Guiltinan, 1995; Kutty, 2010). Siendo el método de transfeccién mediado por
Agrobacterium mas utilizado para la transfeccion genética de tabaco (Horsch, et al,,

1985).
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Los porcentajes de eficiencia descritos anteriormente se pueden llegar a
mejorar, empleando la cepa de A. tumefaciens GV3101 que propone la presente
investigacion, lo que se corrobora con los reportes de eficiencia del 50.07% en hojas de
N. tabacum realizados por Heidari y colaboradores (2018). En relacion al problema
necrosamiento se puede solucionar con la dilucién del in6culo de Agrobacterium'y
mediante la adicién de antioxidantes en el medio de cocultivo, lo cual puede incrementar

la viabilidad de los explantes y mejorar la eficiencia de transfeccién (Dan, 2008).

Los genes marcadores seleccionables mas empleados en estudios de
transfeccion de plantas son los genes neomicina fosfotransferasa (nptll) e higromicina
fosfotransferasa hptll, los cuales confieren resistencia a los antibiéticos kanamicina e
higromicina, respectivamente (Kutty, 2011). Para la transfeccién de callos de tabaco se
empled una concentracion de 50 mg/L de Kanamicina, debido a que esta concentracion
ha demostrado ser adecuada para el proceso de seleccion de tejidos de tabaco
transfectados tales como: segmentos nodales de tabaco (Silva, Coppede, Silva, &

Zingaretti, 2018) y suspensiones celulares de tabaco BY-2 (Garzén, 2019).

Los callos necrosados obtenidos en esta investigacion mediante la transfeccion
con A. tumefaciens durante 20 minutos de inmersion y 3 dias de cocultivo se
consideraron como posibles callos transfectados con resistencia al antibiético de
seleccion Kanamicina. Se llega a esta conclusién debido a que Al Abdallat y
colaboradores (2011), reportaron el necrosamiento de callos de Crataegus aronia en el
medio de seleccion después del periodo de cocultivo con A. tumefaciens. Sin embargo,
después de 4 semanas de subcultivos notaron el aparecimiento de pequefios grupos de

células con resistencia al marcador de seleccién en la superficie de los callos
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necrosados. Del mismo modo, en el estudio realizado por Méndez-Mufioz et al. (2019),
observaron el necrosamiento u oscurecimiento en callos de N. tabacum luego de una
semana de cultivo en medio de seleccion. Estos autores después de 1 mes de
subcultivar cada semana los callos en el medio de seleccidn, verificaron la transfeccion
mediante la expresién de los genes reporteros GUS y GFP. Estos resultados respaldan
lo planteado sobre callos transfectados, debido a que los callos del presente estudio se
mantuvieron en medio de seleccién durante 2 meses y medio sin los respectivos
subcultivos cada semana. Sin embargo, es necesario realizar el ensayo histoquimico
con X-GLUC para verificar la expresion del gen GUS en los callos posiblemente

transfectados.

Por lo tanto, la presente investigacion permitio obtener células de tabaco
transfectadas con Agrobacterium tumefaciens mediante marcadores de seleccién y

genes reporteros.
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Capitulo 5: Conclusiones

El mejor tratamiento para la desinfeccion de hojas de tabaco (Nicotiana
tabacum) de 3 meses de edad con el mayor porcentaje de explantes viables
consistio en la aplicaciéon de 0.5% (v/v) de Hipoclorito de Sodio durante 2
minutos de inmersion.

La adicion de 2 mg/L de ANA combinado con 0.2 mg/L de Kinetina en el medio
MS permiti6é inducir la formacién de callo no embriogénicos de tipo friable en un
91,67% en explantes de hojas de tabaco (Nicotiana tabacum).

Bajo condiciones de laboratorio se logré obtener un 100% de suspensiones
celulares de tabaco con resistencia a kanamicina (50 mg/L) y expresion del gen
reportero GFP mediante la transfeccidon con A. tumefaciens LBA4404
(OD60oomn=0.6) con pSiM24-eGFP con 3 dias de cocultivoy 10 mM de
Acetosiringona adicionados en el medio de cocultivo. Sin embargo, no se obtuvo
la regeneracioén de callos para evaluar la expresion del gen reportero GFP.

El ensayo preliminar de transfeccién de callos friables de tabaco (Nicotiana
tabacum) con A. tumefaciens GV3101 (ODeoomn=0.8) con el vector pSiM24-GUS
con 20 minutos de inmersion y 3 dias de cocultivo permitié obtener callos con
resistencia a Kanamicina. Sin embargo, el necrosamiento impidié evaluar la
expresion del gen reportero GUS.

El uso del marcador de selecciéon Kanamicina (50 mg/L) y los genes reporteros
GFP y GUS son importantes en ensayos de transfeccion, ya que permiten

detectar células de tabaco transfectadas con A. tumefaciens.
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e Los resultados preliminares obtenidos en la presente investigacién pueden servir
como base para futuras investigaciones en la estandarizacion y transfeccién de

callo y suspensiones celulares de tabaco con A. tumefaciens.
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Capitulo 6: Recomendaciones

Es necesario que se replique el ensayo de transfeccion de suspensiones
celulares de tabaco para lograr regenerar el callo, determinar y comparar la
eficiencia de transfeccion.

En los préximos ensayos de transfeccion en callos de tabaco se podria diluir la
concentracion de Agrobacterium y usar antioxidantes durante el periodo de
cocultivo para reducir el necrosamiento en los callos transfectados.

Se recomienda realizar subcultivos cada semana durante un mes de los callos
de tabaco transfectados para evaluar la expresion del gen GUS y determinar la
eficiencia de transfeccion.

Se recomienda realizar la transfeccion de las suspensiones celulares con el
plasmido pSiM24-GUS y en callos con el plasmido pSiM24-eGFP para evaluar si
existe alguna diferencia en la expresion en las células de tabaco transfectadas.
Una vez establecidos los protocolos de transfeccion tanto en suspensiones
celulares como en callo de tabaco, es recomendable probar el método con la

insercion y expresion de alguna proteina de interés.
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