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Resumen

Las avispas parasitarias son parasitos de otros insectos entre los que se encuentran los
lepidopteros, a los cuales terminan por matar, puesto que se desarrollan de manera externa o
internamente, estas avispas parasitarias trabajan en simbiosis con los polidnavirus (PDVs),
virus que tienen un genoma de ADN circular polidisperso. Los polidnavirus son los
responsables del éxito de la parasitacion, ya que suprimen la respuesta inmune del huésped.
Un ejemplo es el virus de Cotesia congregata, que parasita al lepidoptero Manduca sexta, el
virus se encarga de suprimir la respuesta inmune de M. sexta lo que permite que C.
congregata se desarrolle. En este trabajo se uso la proteina CcV1 del polidnavirus de C.
congregata para clonarlo en el vector binario pPCAMBIA1301, la metodologia empleada fue
mediante enzimas de restriccion que nos permitid obtener el gen CcV1 y el vector
pCAMBIA1301 con extremos compactibles y con la ayuda de la T4 DNA ligasa se clono el
gen. El producto de la ligacion se usé para transformar la cepa de E. coli Dh5a, para verificar
la construccion se realizo PCR en colonia con cebadores especificos para el gen y el vector
para confirmar las colonias positivas, para tener mayor certeza se seleccionaron tres muestras
y se mandaron a secuenciar con cebadores que tuvieran cobertura del gen CcVI, las
secuencias obtenidas se analizaron y nos permitié corroborar que el gen se encuentra entre
promotor CAMV 35S y el terminador NOS y de esta manera podemos concluir que la
construccion es la correcta a la esperada y puede usarse para la transformacién mediada por

Agrobacterium para obtener una planta transgénica.

Palabras clave: polidnavirus, Cotesia congregata, vector binario, Agrobacterium,

transgénico.



I. Introduccion
En la actualidad la agricultura se esta enfrentando varios retos entre los que se
encuentran las plagas que causan pérdidas importantes a los productores, sin embargo, a la
par se van desarrollando nuevas e implementando nuevas técnicas y tecnologias que ayudan
a contrarrestar estos problemas, un ejemplo es la creacion de plantas transgénicas que poseen
un gen exdgeno para agregar una nueva caracteristica y esta puede ser conferir resistencia

hacia una plaga, por mencionar un ejemplo.

Las avispas parasitoides son insectos que se encuentran generalmente en todos los
ecosistemas, parasitan a otros insectos de manera interna o externamente (Gonzalez-Moreno,
2020; Pickering & Sharkey, 1995). La manera en la que encuentran a sus presas es a través
de metabolitos secundarios que las plantas liberan en las heridas, asi como, por las

secreciones salivales de las orugas (Godfray, 2007).

El éxito de las avispas parasitarias para poder parasitar y desarrollarse en las orugas
huéspedes se debe a la simbiosis que han desarrollado con los polidnavirus (PDVs), estos
virus presentan un genoma de ADN circular de doble cadena polidispersos de ahi su nombre
(poli-ADN-virus) (Webb, 1998). Esta asociacion ocurre principalmente en avispas
parasitoides de las familias Braconidae e Ichneumonidae de donde derivan sus nombres,
Bracovirus (BV) e Ichnovirus respectivamente (Dupuy et al., 2006). Los genes de los PDVs
solo se expresan en el huésped parasitado y esto ocurre después de la oviposicion de los

huevos de la avispa parasitaria.

La avispa parasitaria Cotesia congregata presenta un polidnavirus que expresa la
proteina CcV1 para suprimir y modular la respuesta inmune del huésped y de esta manera las

larvas de C. congregata puedan desarrollarse hasta llegar a la etapa adulta (Rodriguez-Pérez

1



& Beckage, 2006), en el lepidoptero Manduca sexta la proteina CcV1 tiende a expresar dos
horas posterior a la parasitacion. Aprovechando este mecanismo de la proteina CcV1 se

puede usar para ser expresado en plantas y hacerlas resistentes a lepidopteros.

La transformacion de plantas puede ser de manera directa en donde se emplean
métodos quimicos y fisicos y de manera indirecta en donde se emplea un sistema biologico,
generalmente Agrobacterium tumefaciens (Bleotu et al., 2018). Para la transformacion
genética con Agrobacterium se necesita una cepa desarmada asi como un vector binario en
la mayoria de los casos, esto implica el uso de técnicas de biologia molecular para poder
construir el vector con el gen que se desea insertar y para poder hacerlo se dispone de técnicas
para modificar vectores, algunas se basan en cortar con enzimas de restriccion de tipo Il y
ligar con una ADN ligasa, mientras que otras suelen emplear sitios de recombinaciéon por

homologia entre las bases.



II. Objetivos

2.1 Objetivo general

o Construir un vector con el gen CcV1 para la modificacion genética de plantas.

2.2 Objetivos especificos
o Clonar la secuencia CcV1 bajo el promotor del vector pPCAMBIA1301.

o Verificar la construccion pCAMBIA1301-CcV1.



III.Revision de bibliografia
3.1 Polidnavirus

3.1.1  Avispas parasitoides himendpteras

Los parasitoides son insectos que atacan a otras especies de insectos, que finalmente
matan a su huésped, ya sea por manipulacion fisioldgica e induccion de la detencion del
desarrollo del huésped o por consumo fisico de sus tejidos (Beckage & Gelman, 2004). Los
insectos parasitoides son mas pequefios que su huésped y estan especializados en la eleccion
del huésped (Hoffmann & Frodsham, 1993). El parasitismo ocurre en al menos cinco érdenes
de insectos, es decir, himenopteros, dipteros, coledpteros, lepidopteros y neurdpteros
(Eggleton & Belshaw, 1992). El orden Himendptera contiene miles de especies de avispas
parasitoides, las cuales contribuyen al control natural de las poblaciones de otros artropodos
al alimentarse sus larvas interna o externamente de sus hospederos (Ruiz-Cancino et al.,
2011), este orden alberga alrededor de 50,000 especies parasitoides, a su vez se divide en dos
subdrdenes, Symthyta y Apocrita, en el primero estdn las moscas sierra, mientras que en el
segundo se encuentran las hormigas, abejas y avispas, dentro del suborden Apocrita se
encuentra una subdivision, Parasitica y Aculeata, es en la primera division en donde se
encuentran las avispas parasitarias (Godfray, 1994). Las avispas parasitoides son insectos que
se encuentran generalmente en todos los ecosistemas terrestres a excepcion de los circulos
polares (Pickering & Sharkey, 1995), estos parasitoides requieren en su ciclo de vida de otro
insecto que usan como hospedero donde ovipositan sobre o dentro de su cuerpo (Gonzalez-
Moreno, 2020). Estos insectos parasitoides pueden alterar el ciclo de vida de la plaga
(huésped) para que puedan llevar a cabo su desarrollo (Altieri & Nicholls, 1998; DeBach &

Rosen, 1991).



La manera en la que estas avispas encuentran a sus presas, es por los metabolitos
secundarios que las plantas liberan al ser atacadas por las orugas, de igual manera también
son atraidas por los compuestos quimicos que se liberan de las heces o por las secreciones
salivales (Godfray, 2007). Una vez que localizan al huésped lo paralizan inyectando veneno
para después depositar los huevos sobre la superficie del huésped (Wermelinger & Herrmann,
2015). Los parasitoides himendpteros por lo general suelen alimentarse de hemolinfa de los
huéspedes y lo hacen de varias maneras, una de ellas es a través de la oviposicion, lo pueden
hacer antes o después de la oviposicion, aunque hay parasitoides que solo pican al huésped
con el ovopositor o con el aparato bucal con el inico proposito de alimentarse (Jervis & Kidd,
1986). La alimentacion de las larvas parasitarias esta basada en el hospedador mientras que
en estado adulto se alimentan de polen y néctar, o en algunos casos pueden actuar como
depredadoras de otros insectos (Ives & Hochberg, 2000), la alimentacion en insectos suele
ser principalmente de la hemolinfa del huésped, aunque las avispas parasitarias generalmente
buscan habitas donde hay gran nimero de huéspedes, asi como de flores (Jervis et al., 1993).
Las avispas parasitoides son de vida libre cuando son adultas, mientras que en estado larvario
se desarrollan sobre o dentro del cuerpo de otro insecto, si las larvas se desarrollan
alimentando dentro del huésped son endoparasitoides y si estas lo hacen de manera externa
son ectoparasitoides, en ambos casos el huésped siempre muere (Godfray, 2007). Las larvas
endoparasitoides son las que tienen un gran reto, ya que estan dentro del huésped y tiene que
enfrentarse al sistema inmune, por lo que esto representa un gran desafio, porque deben
evadir la respuesta inmune, la cual estd diseflada para reconocer, encerrar y, en Ultima
instancia asfixiar a dichos intrusos macroscopicos en capas de hemocitos melanizados y

fusionados (Gupta, 1986).



3.1.2  Importancia de los polidnavirus en parasitacion o parasitosis

Los polidnavirus son particulas parecidas a virus que se encuentran asociados de
manera obligada con algunos Himendpteros (Turnbull & Webb, 2002). Estos virus se replican
exclusivamente en los ovarios de la avispa hembra (Lavine & Beckage, 1995). El nombre
que reciben hace referencia a sus genomas polidispersos unicos (poli-ADN-virus) (Webb,
1998). Tienen un genoma grande y complejo que alberga genes imunosupresores que se
expresan en el huésped y son esenciales para el parasitismo, ¢l genoma viral estd compuesto
de maltiples circulos de ADN bicatenario, pueden presentarse de 20 a més de 100 segmentos
y pueden tener un tamaio individual de 2 a mas 30 kb (Bézier et al., 2009; Strand & Burke,

2020).

Las avispas parasitarias desarrollaron varias estrategias para contrarrestar el ataque
del sistema inmune del huésped y asi aumentar el éxito parasitario, la estrategia mas exitosa
es la domesticacion de un bracovirus (BV), que mas de 46,000 especies de avispas braconidas
comparten, el beneficio de esta domesticacion consiste en que la avispas usan a los BV como
sistema de administracion de genes de virulencia (Gauthier et al., 2021). Dichos genes son
introducidos durante la oviposicidon, donde la avispa hembra produce particulas del virion y
las inyecta en el huésped lepidoptero al momento de poner los huevos, posterior a esto, los
genes del PDV son expresados para permitir la supervivencia de la larva parasitoide (Wei et
al., 2023), la funcion principal de estos genes PDV es prevenir la encapsulacion de los huevos
del parasitoide por parte del sistema inmunologico del huésped (Edson et al., 1981). Los PDV
infectan preferentemente los dos tejidos inmunes principales de los insectos (hemocitos y
cuerpo graso). La mayoria de los genes en el de los PDVs se transcriben dentro de las 2 h

posteriores a la infeccion. Tanto las avispas machos como las hembras llevan el genoma del



PDV en sus cromosomas, pero la escision y el ciclo de replicacion viral se limitan al ovario
de la avispa hembra, especificamente en las células del caliz ovarico (Beckage, 2008). La
replicacion de los PDV es detectada por primera vez en la tltima etapa de pupacion, en las
células del caliz del tracto reproductivo femenino, cuando los tejidos del insecto se estan

desarrollando y sufriendo una morfogénesis al pasar de pupa al estado adulto (Webb, 1998).

Los PDV tienen un ciclo de vida que se lleva a cabo en dos huéspedes, el primero es
donde los PDV se replican y esto ocurre especificamente en las células del caliz de los ovarios
de avispas parasitoides (Gundersen-Rindal et al., 2013). El paso patogénico ocurre en el
segundo huésped y este empieza después de la oviposicion cuando la avispa inyecta los
huevos con un gran nimero de viriones en el huésped lepidoptero, estos viriones tendran la
funcién de invadir los tejidos del huésped, el cuerpo graso y penetrar en los hemocitos que
se encuentran en circulacion en la hemolinfa (Rodriguez-Pérez & Beckage, 2006; Schmidt
et al., 2001), al mismo tiempo se expresan los genes de virulencia (Strand & Burke, 2014).
Estos genes tienen dos principales funciones : 1) Inmunocomprometen al huésped, lo que
evita que las crias de avispa mueran, y 2) alteran el crecimiento del huésped, lo que promueve
el desarrollo de las crias de avispa y, a menudo, provoca la muerte del huésped (Beckage &
Drezen, 2011). Una vez que la larva endoparasitoide se ha desarrollado completamente del
huésped, este termina por morir y por lo tanto el ADN viral desaparece de las células del

lepiddptero (Webb, 1998).

3.1.3  El polidnavirus de Cotesia congregata
Las especies de las avispas parasitoides que pertenecen a las familias Braconidae e
Icneumonidae del orden himendptera, contienen polidnavirus (PDV) que inoculan en grandes

cantidades dentro de su insecto huésped en el momento de la oviposicion (Rodriguez-Pérez



& Beckage, 2006) y su vez, Polydnaviridae se divide en dos géneros denominados
Bracovirus (BV) e Ichnovirus (IV) de acuerdo a la familia de avispas parasitoides a las que
estén asociadas. Los dos géneros de PDV se originaron a partir de virus distintos integrados
en los respectivos genomas de la subfamilia de avispas, por ejemplo, las avispas braconidas
con bracovirus se originaron a partir de la integracion ancestral de un nudivirus en una avispa

ancestral (Chevignon et al., 2018).

Cotesia congregata es una avispa braconida endoparasitoide gregario que parasita
larvas de mas de una docena de especies de las familias Sphingidae y Noctuidae (Ramos,
2017). Esta avispa causa distintas alteraciones fisiologicas negativas en el huésped, dichas
alteraciones consisten en detener el desarrollo del huésped, anular la respuesta inmune e
inducir la expresion de nuevas proteinas de hemolinfa que comienzan una vez que es
parasitado (Beckage et al., 1987). Estos dafios no son realizados solo por la avispa braconida
endoparasotoide, sino que trabaja en conjunto con un bracovirus (BV), que es el responsable

de dichos dafios.

Durante la oviposicion por C. congregata, las avispas hembras inyectan viriones de
PDV en la hemolinfa de la larva huésped, después de una hora estos viriones con la
nucleocdpside desnuda se alinean en los poros nucleares (Beckage et al., 1994), cabe
mencionar que en algunos casos la presencia del virus no es suficiente para inducir un estado
de inmunosupresion en el huésped, sino que también debe estar presente el veneno de la
avispa (Stoltz et al., 1988). La replicacion de los PDV en C. congregata ocurre solo dentro
de los calices de las avispas hembras adultas, especificamente en los ntcleos de las células,
los cuales estan llenos de viriones, después la célula se rompe y los viriones son liberados en

el lumen y esto trae como consecuencia que estén dispersos en el fluido del céliz, estas



particulas de PDV son inyectadas en la oruga huésped en el momento de la oviposicion. En
primera instancia el PDV infecta los hemocitos e interfiere con su capacidad para participar
en la encapsulacion celular; como consecuencia de la infeccion, el insecto huésped esta
funcionalmente inmunosuprimido y la progenie de la avispa en desarrollo no es reconocida,
encapsulada ni eliminada. C. congregata generalmente puede ovipositar entre 50 y 150
huevos en una sola larva del gusano de tabaco (Rodriguez-Pérez & Beckage, 2006; Washburn

et al., 2000).

En larvas parasitadas de Manduca sexta por C. congregata, el PDV induce la muerte
celular o apoptosis de los hemocitos, lo que indica que los PDVs modula los dos mecanismos
de la respuesta inmune celular (Rodriguez-Pérez & Beckage, 2006). Se han identificado
principalmente tres proteinas (EP1, EP2 y EP3), que se encuentran en la hemolinfa del
huésped después de la parasitacion y estan presentes en la hemolinfa del huésped e
intervienen con el sistema inmune, por ejemplo, la proteina EP1 se expresa después de 24 a
48 h después de la oviposicion y se cree que esta proteina previene la encapsulacion de los

huevos (Harwood & Beckage, 1994; Savary et al., 1997).

3.1.4  Productos génicos relevantes de los polidnavirus
Los PDVs no muestran patogenicidad en los huéspedes primarios, aunque la
transcripcion de genes virales se puede detectar en algunas avispas, pero generalmente se
encuentran en niveles muy bajos, estos genes son expresados una vez que los viriones
ingresan al huésped y tienden a alterar diversos elementos de la inmunidad celular, en los que
se puede destacar la inactivacion de hemocitos, degradacion del citoesqueleto y la
interrupcion de la adhesion (Glatz et al., 2004; Ye et al., 2018). A continuacion, se describen

algunas familias, asi como genes importantes de los PDVs.



3.1.4.1  Familia de los motivos cisteina (cys)

Estos genes han sido detectados tanto en bracovirus como en ichnovirus (Gundersen-
Rindal et al., 2013), tienen motivos cys variables, pero comparten varias estructuras
conservadas, por ejemplo el gen Mbcerpl del bracovirus Microplitis bicoloratus (MbBV)
contiene una secuencia codificante del dominio de tipo inhibidor de tripsina (TIL) rico en
cisteina y la expresion de MbCRP1 recombinante inhibe la expresion de actina en células
Hi5, por lo que la expresion de este gen estd relacionado en diversas funciones como la
alteracion del citoesqueleto de actina (Luo & Pang, 2006). Otro ejemplo son las proteinas
Cys VHv1.1 y Vhvl, en el icnovirus Campoletis sonorensis (CsIV) son expresadas en el
cuerpo graso y secretados en la hemolinfa, donde se unen a la superficie de los hemocitos y
estan implicadas con la reduccion de la respuesta de encapsulacion del huésped (Wei et al.,

2023).

3.1.4.2  Familia de genes centrales glicosilados (Glc)

Contiene principalmente los genes glc1.8 que codifican una glicoproteina similar a la
mucina de la superficie celular en MdBV (Wei et al., 2023), esta proteina se localiza en la
superficie celular de los hemocitos infectados con MdBV y estd involucrada en el bloqueo
de la encapsulacion, asi como en la fagocitosis, esto sugiere que esta proteina también inhibe
la adhesion celular al dificultar las interacciones receptor-ligando (M. Beck & Strand, 2005;

Gundersen-Rindal et al., 2013).

3.1.4.3  Familia del factor de crecimiento epidérmico (Egf)
Esta familia incluye tres miembros (Egfl.0, Egfl.5 y Egf0.4) son expresado por
MdBY, de los cuales solo Egf1.0 y Egf1.5 se ha confirmado que estan implicados en inhibir

la melanizacién del plasma de dos huéspedes lepiddpteros suceptibles (Lu et al., 2010),
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(Pseudoplusia includens y Helicoverpa zea) y dos huéspedes lepiddpteros no susceptibles
(Manduca sexta y Bombyx mori) (Wei et al., 2023), ademas estas dos proteinas tienen
implicaciones con la cascada de la fenol oxidasa (M. H. Beck & Strand, 2007). Mientras que
la proteina Egf0.4 no presenta actividad antimelanizacién ni tampoco presenta alguna

interaccion con alguna proteinasa conocida de la cascada del fenol oxidasa (Lu et al., 2010).

3.1.4.4  Familia Ankyrin (Ank)

Estos genes se encuentran tanto en los bracovirus e ichnovirus, al parecer su expresion
afecta a su vez la expresion del factor nuclear kappa-B, el cual esta relacionado con la
respuesta inmune de insectos y mamiferos. Se ha demostrado que las proteinas anquirinas
tienen la capacidad de alterar la sefializacion de NF-kB en huéspedes lepidopteros, lo que
conduce a cambios en la regulacion de la apoptosis, la provocacion de respuestas antivirales

y la produccion de péptidos antimicrobianos (Wei et al., 2023).

3.1.4.5  Proteina tirosina fosfatasa (PTP)

Esta familia de genes es particularmente de los bracovirus, los transcriptos de estos
genes se han detectado dos horas después de la parasitacion. Los genes PTP interrumpen los
ciclos de quinasas/fosfatasas mediante la desfosforilacion de la proteina diana (Wei et al.,
2023), esto conlleva a que varios procesos relacionados con el desarrollo e inmunidad del
huésped se vean afectados, por ejemplo, algunos miembros de la familia PTP inactivan
hemocitos del huésped (Ye et al., 2018), en Spodoptera exigua la expresion de CpBV-PTP
provoco reducciones en la diseminacion celular y las actividades de encapsulacion (Ibrahim

& Kim, 2008).
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3.1.4.6  Genes CrV1 (C. rubecula) y CcV1 (C. congregata)

Son dos genes similares que codifican una proteina que se encuentra en los hemocitos,
sin embargo, la glicoproteina del gen crvl expresada en Pieris rapae es la que mejor se ha
caracterizado y parece estar implicada en la despolimerizacion del citoesqueleto de actina de
los hemocitos, asi como alterar la capacidad de propagacion de los hemocitos en superficies
extrafias (Wei et al., 2023), cabe mencionar que la expresion de este gen no dura mas de 8
horas posterior a la parasitacion. Mientras que el gen ccvl se expresa en el lepidoptero
Manduca sexta, especificamente en el tejido adiposo y en los hemocitos, en un rango de 2 a
4 horas después de la parasitacion (Le et al., 2003). Experimentos previamente realizados por
Labropoulou et al., 2008, sugieren que ccv1 interactua con la hemolinfa e inhibe la funcion

de los hemocitos en la respuesta inmune normal.

3.1.5 Laproteina CcV1 y mecanismo de accion

La proteina CcV1 es un polipéptido de 477 aminoacidos (aa) de largo, incluye una
secuencia peptidica sefial hidrofébica N-terminal (aa 1-23) escindida en el proceso de
secrecion (Labropoulou et al., 2008). CcV1 es un gen ortdélogo de CrV1 y se expresa en el
lepidoptero M. sexta parasitada por C. congregata (Wei et al., 2023). Esta proteina esta
presente en el citoplasma de los hemocitos desde las 24 h posteriores a la parasitacion hasta
la aparicion de las pupas de Cotesia. Sus funciones estan implicadas en la disfuncionalidad
de los hemocitos, lo que trae como consecuencia la reduccion del nimero de hemocitos
funcionales, también tiene efectos en su comportamiento provocando que tomen una forma
redonda y no se extiendan, siendo la ultima configuracion la mas importante para permitir
envolver el sustrato, que en este caso es el huevo del parasitoide, estos dafios son irreversibles

para los hemocitos y esto promueve exitosamente el desarrollo del parasitoide (Amaya et al.,
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2005). También se ha planteado la hipotesis que actia de manera similar a CrV1, de tal
manera que interacciona directamente con los hemocitos a nivel de citoesqueleto, ya que
desestabiliza la actina citoesquelética, asi como la alteracion de la integridad del
citoesqueleto y estos cambios dan lugar a la inhibicion de respuesta de los hemocitos hacia

un agente extrafio (Asgari & Schmidt, 2002; Labropoulou et al., 2008).

3.2 Modificacion genética de plantas
3.2.1  Me¢étodos para la modificacion genética de plantas

La modificacion genética consiste en la alteracion del material genético (ADN) de un
organismo de tal manera que se pueden agregar genes de otro organismo para conferirle
caracteristicas que no posee de manera natural, aunque la modificacién también puede ser el
silenciamiento, la sobreexpresion o la eliminacién de un gen del mismo organismo. La
modificacion genética de plantas se remonta aproximadamente a 10.000 afios con la practica
de la seleccion artificial y la cria selectiva (Abdul Aziz et al., 2022), cuando el ser humano
comenzo a domesticar las primeras plantas para su consumo, antes de que se descubriera el
ADN ya se realizaban cruzas para producir hibridos con las caracteristicas deseadas que el
mismo hombre iba seleccionando de acuerdo a sus necesidades, esta modificacion genética
dependia unicamente de la experiencia acumulada de generaciones de agricultores y
criadores de estas plantas cultivadas (Job, 2002). La principal desventaja de estas
modificaciones eran las limitaciones de especies que se podian cruzar ademas de que el nuevo
hibrido podia poseer otras caracteristicas ademas de la deseada, era una modificacion poco

precisa porque no podias delimitar que genes querias modificar y cudles no.

Con los nuevos avances en la biologia molecular, asi como la tecnologia del ADN

recombinante estas modificaciones se pueden hacer de una manera mas precisa, ya que
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puedes agregar genes de otros organismos como hongos, virus, bacterias y animales o
también puedes quitar y/o alterar un gen especifico sin necesidad de alterar otros genes
(Rivera et al., 2012). Para la modificacion genética de plantas se lleva a cabo un proceso
complejo que va desde la identificacion del gen de interés el cual expresara la caracteristica
deseada hasta la regeneracion de la planta transformada a través del cultivo de tejidos y

seleccion in vitro (Abdul Aziz et al., 2022; Diaz Granados & Chaparro-Giraldo, 2012).

Los métodos comunes para la transformacioén genética de plantas generalmente se
dividen en transformacién directa o indirecta, en la transformacion directa se emplean a
través de sistemas no bioldgicos, el cual incluye métodos quimicos y fisicos y la
transformacion directa se emplea sistemas bioldgicos, generalmente se usan bacterias (del
género Agrobacterium), aunque también se han reportado transformacion genética de plantas

mediada por virus (Bleotu et al., 2018; Keshavareddy et al., 2018).

3.2.1.1  Meétodo de transformacion mediada por vectores virales

El principal uso que tienen estos vectores es para la produccion de proteinas
heter6logas a gran escala, se han empleado dos tipos de vectores virales, el de primer
generacion en donde los virus poseen todos sus componentes, pero la proteina de interés se
introduce bajo la influencia de un promotor fuerte duplicado, generalmente el promotor
subgenodmico de la proteina de cubierta; los vectores virales de segunda generaciéon son
aquellos que se han desarmado y solo se les ha dejado las partes méas importantes ademas de
la insercion del gen de interés, estos vectores virales pueden ser empleados en la transfeccion
de la planta, como una particula viral madura o como copias del vector viral. Los ejemplos
de virus mas estudiados o en donde se tiene mas avance son los Geminivirus y Caulimovirus,

debido a que estos son virus de DNA y se pueden clonar directamente, una de las desventajas
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es el tamafio del inserto para que este sea estable, ademas de que la planta puede presentar
sintomas particulares de la enfermedad. Una de las ventajas destacables es el rango de
hospedadores de infeccion ademas de que no se limitan solo a una célula, sino que se esparce

a toda la planta (Diaz Granados & Chaparro-Giraldo, 2012; Gleba et al., 2007).

3.2.1.2  Transformacion mediada por electroporacion

La electroporacion es una técnica que utiliza pulsos eléctricos para crear poros
transitorios en la membrana celular, que promueven la entrega de moléculas biol6gicamente
activas a las células, la célula es sometida impulsos eléctricos que van desde microsegundos
a milisegundos, utilizando campos entre los 200 V/cm hasta los 600 V/cm. E1 DNA que se
va a introducir en la célula, debe estar en la solucion ya sea en un plasmido o de manera
lineal. Una de las ventajas es que el método es mas efectivo que los métodos quimicos,
ademas que es rapido y sencillo, sin embargo, posee desventajas, una de ellas es que se
necesitan protoplastos (células sin pared celular) para que pueda tener permeabilidad la
membrana plasmatica, otra desventaja destacable es que las células pueden sufrir dafios
irreversibles en sus membranas debido a los impulsos eléctricos a los cuales se les somete

(Diaz Granados & Chaparro-Giraldo, 2012; Krassowska & Filev, 2007).

3.2.1.3  Transformacion mediada por biobalistica
Esta técnica de transformacion se basa en recubrir microparticulas con ADN para que
sean disparadas, de tal manera que puedan penetrar las paredes y membranas celulares sin
matarlas, las microparticulas deben ser quimicamente inertes, asi como tener afinidad de
union al ADN, pero también deben liberarlo una vez que se encuentra dentro de la célula.

Generalmente las microparticulas estdn hechas de oro, tungsteno o platino y miden de 0.5 a

15



5 umy son lanzadas o disparadas con una pistola genética (Bleotu et al., 2018; Diaz Granados

& Chaparro-Giraldo, 2012).

Esta metodologia se aplicd en un inicio para los cereales recalcitrantes, aunque la
mayor aplicacién de esta metodologia estd dirigida a la expresion genética transitoria y la
inoculacion de plantas con patdgenos virales. Una de las desventajas es la baja eficiencia de
transformacion, ya que las microparticulas son disparadas aleatoriamente, ademas de ser una

metodologia muy costosa (Keshavareddy et al., 2018).

3.2.1.4  Meétodo de transformacion basado en sonicacion

Este método se basa en hacer la membrana celular mas permeable a través de ondas
acusticas, esto se lleva a cabo en un medio acuoso, lo que permite la entrada de
macromoléculas por ejemplo el ADN dentro de la célula (Rivera et al., 2012). La sonicacion
es un método novedoso para la transferencia de genes a protoplastos de plantas y células
vegetales intactas, la muestra vegetal a transformar se sumerge en un tubo de microcentrifuga
donde se encuentra el medio de sonicacion, después se agrega el ADN plasmidico y se mezcla
bien para que la muestra este lista para la sonicacion, los pulsos de ultrasonido son
proporcionados por maquinas ordinarias que normalmente se usan para homogenizar
diversos tejidos, finalmente la muestra vegetal se transfiere a un medio de crecimiento nuevo.
Esta metodologia presenta varias ventajas entre las cuales podemos destacar que se puede
aplicar en protoplastos, células en suspension, asi como en diferentes tejidos (Liu et al.,

2006).

3.2.1.5  Meétodo de transformacion basado en compuestos quimicos
Esta metodologia se basa en el uso de compuestos quimicos para inducir
permeabilidad en las membranas, el principal requisito para poder transformar una célula
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vegetal es que no tenga la pared celular (protoplasto) para poder manipularla facilmente. Los
compuestos quimicos mas usados son el Polietilenglicol (PEG), Fotostato de calcio y Poly-
L-omotina, estas sustancias permiten la formacion de poros transitorios en la membrana lo
que permite la introduccion de ADN dentro de la célula (Danilova, 2007; Diaz Granados &

Chaparro-Giraldo, 2012).

Esta técnica de transformacion es simple y puede adaptarse a varias especies de
plantas y tejidos, fue la primera técnica alternativa para transformar gramineas (Diaz

Granados & Chaparro-Giraldo, 2012; Jaideep & Csaba, 1998).

3.2.1.6  Meétodo de transformacion basado en microinyeccion

Esta metodologia es una de las mas precisas para la introduccion de ADN en las
células animales y recientemente también se ha empleado en las células vegetales, se ha
utilizado para transformar diversas especies de plantas como el tabaco, petunia, soya entre
otras (Rivera et al., 2012), este método consiste en la introduccion directa de ADN en la
célula vegetal a través de una micropipeta de inyeccion de vidrio, en este método se puede
conocer la cantidad de ADN a inyectar (Morikawa & Yamada, 1985), ademas de que la
células diana pueden ser protoplastos, células con pared celular ya formada, suspensiones
celulares o estructuras multicelulares como embriones cigdticos o no cigdticos (Gaba et al.,

2008).

La técnica de microinyeccion es muy lenta, ademas requiere un micromanipulador
costoso y procedimientos muy tediosos para inmovilizar las células con una pipeta de
sujecion y una succidén suave, también presenta una baja eficiencia de transformacion

comparada con la técnica de balistica (Rivera et al., 2012).
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3.2.2  Me¢étodo de transformacidon basado en Agrobacterium

La interaccion Agrobacterium-planta es un proceso complejo que se puede dividir en
varios pasos funcionales. Agrobacterium tumefaciens que alberga el plasmido inductor de
tumores (Ti) induce agallas en las raices y coronas de numerosas especies de angiospermas
principalmente dicotiledoneas y algunas gimnospermas (Hwang et al., 2017). El proceso de
transformacion genética mediada por A. tumefaciens reside en el plasmido Ti, concretamente,
en la transferencia de una region del plasmido Ti desde la bacteria hasta su integracion en el
genoma nuclear de la planta; a este ADN transferido se le como ADN-T. Su procesamiento,
asi como su exportacion desde la bacteria hasta la célula vegetal estdn regulados en gran parte
por los genes de virulencia (vir) que son transportados por el pladsmido Ti (Gelvin, 2003). El
ADN-T esta flanqueado por dos bordes de 25 pb y una region altamente homologa, esta

secuencia sera procesada por las proteinas vir (Yadav et al., 1982).

El proceso de transformacion comienza cuando la planta libera compuestos fenolicos
y azucares al ambiente, estos compuestos son reconocidos directamente por la proteina
transmembranal Vir4 que con ayuda del complejo ChE-azucar ayudan a la activacion de los
genes vir (Doty et al., 1996; Shimoda et al., 1993), consecuentemente la proteina VirA es
autofosforilada y posteriormente transfosoforila la proteina VirG que aumentara el nivel de
la transcripcion de los genes vir mediante la interaccion con secuencias de la caja vir que se

encuentran aguas arriba del promotor vir (Gelvin, 2003; Jin et al., 1990).

Una vez que los genes virulencia se han expresado comienza la sintesis y la
separacion del ADN-T que es llevada a cabo por las proteinas VirD1 (una helicasa) y VirD2
(una endonucleasa) (Scheiffele et al., 1995), estas proteinas se unen tanto al borde derecho

como al izquierdo para cortar la cadena inferior del ADN-T, dando como resultado una
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molécula de ADN-T que permanecerd unido covalentemente al extremo 5’ de la proteina
VirD2 (Diirrenberger et al., 1989; Hwang et al., 2017). La proteina VirD2 ayuda al ADN-T a
migrar desde la bacteria hasta la célula vegetal a través del transportador VirB(Suzuki et al.,
2009). Dentro del citoplasma de la célula vegetal las proteinas VirE2 protegen el ADN-T
unido a VirD2 para evitar que ADN-T monocatenario sea degradado (ver Figura 1) (Suzuki
et al., 2009), esta asociacion entre las proteinas VirD2 y VirE2 y el ADN-T se le conoce como
complejo Ty al mismo tiempo esta asociacion guia al AND-T para que pueda entrar al nucleo
de la célula vegetal (Citovsky et al., 1992). El paso final de la transformacion consiste en la
integracion del ADN-T en el genoma nuclear de la planta, se ha propuesto que las proteinas
VirD2 y VirE2 participan indirectamente en la integracion del ADN-T (Dafny-Yelin et al.,
2009). Este proceso que ocurre de manera natural se ha usado para transformacion genética
de plantas, aunque en la actualidad la cepa se ha desarmado y solo se le ha dejado informacion
genética que la bacteria necesita para llevar a cabo la transformacion genética de la célula

vegetal.
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Figura 1. Sistema de infeccion de Agrobacterium tumefaciens (Suzuki et al., 2009).

3.2.3  Vectores binarios
Los plasmidos de Agrobacterium han sido explotados ampliamente para la entrega de
ADN exo6geno al genoma de la planta y tal vez es la metodologia mas usada en la actualidad.
Se han desarrollado dos tipos de vectores, los cointegrados y los binarios. Los vectores
binarios tienen varias ventajas sobre los conintegrados en las que se destacan que son mas
pequefios y por lo tanto son mas estables en E. coli, ademas tienen una frecuencia de
transferencia de 10,000 veces mayor de E. coli a A. tumenfaciens que los vectores

cointegrados (Gruber & Crosby, 1993).

Un vector binario es una herramienta estdndar en la transformacién de plantas
superiores mediada por Agrobacterium tumefaciens, aunque el termino se refiere literalmente
a todo el sistema que consta de dos replicones, uno para el ADN-T y el otro para los genes

de virulencia (Komari et al., 2006). Esto pudo desarrollarse gracias a que los genes de
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virulencia los cuales participan en la transferencia del ADN-T podian colocarse en un
replicon separado (Hoekema et al., 1983), por lo tanto, la combinacion de una cepa
"desarmada", que porta un plasmido Ti sin el ADN-T natural, y un ADN-T artificial dentro
de un plasmido que puede replicarse tanto en Escherichia coli como en A. tumefaciens resultd
completamente viable y funcional para la transformacion de plantas (Komori et al., 2007),
esto permitié la transformacion exitosa de varias plantas, entre ellas los cereales con

importancia comercial (Komari et al., 2006) .

Uno de los primeros vectores binarios fueron el pBinl9 y pBinl21, posteriormente
surgieron otros a los cuales se les hicieron modificaciones con el fin de mejorarlos, del mismo
modo un grupo de vectores también tuvieron auge, estos fueron el pPZP y el pCAMBIA que
también son ampliamente usados para transformar plantas a través de agrobacterium. Estos
vectores binarios proporcionan varias caracteristicas destacables como tener varios sitios de
clonacidn, alto nimero de copias en E. coli, un amplio conjunto de marcadores seleccionables
para plantas, y una alta frecuencia de transformacion de las plantas (Komori et al., 2007). En
la Figura 2, se muestran la estructura basica de un vector binario. La ventaja de estos vectores
es que se puede insertar el inserto de interés en el vector y manipularlo en E. coli como
huésped favorito para la manipulacion genética, después este vector se usa para transformar
Agrobacterium en donde se mantienen como replicones autonomos y finalmente las células
vegetales son transformadas con este vector binario y solo el ADN-T es incorporado en el

genoma de la célula (An, 1987).

En los ultimos 25 afios tanto los vectores binarios como las cepas de A. tumenfaciens
se han vuelto mas sofisticados y adecuados para fines especializados, también cabe destacar

que la utilidad de los vectores binarios fue de gran ayuda porque ya no era necesario el uso
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de otras tecnologias complejas para introducir un gen de interés en la region T, sino que ahora

podia hacerse en el vector binario y esta construccion podia verificarse en E. coli (Lee &

Gelvin, 2008).
Pro: Promotor Reportero: MCS: 3": sefal 3’
CaMV 35s GUS Sitio de clonacidn multiple CaMV 355
T-DNA genes LUcC pucC T-DNA genes
Ubiquitina GEP pBluescript
Actina

P Seleccion:

T-DNA Marcador seleccionable
RB: Brazo derecho de plantals.
Plasmido Ti de octapina Reportero p seleccion ﬁ?namlf:l?a
Plasmido Ti de nopalina igromicina
Glufosinato
Pro 3 Glifosfato

Fosfomanosa isomerasa

Mob: RB  Vector binario LB
Movilizacién del Mob
plasmido ) B seleccién LB: Brazo izquierdo
OoriT OriA Plasmido Ti de octapina
Bom Plasmido Ti de nopalina
- B seleccion:
OriA: OriE: Marcador seleccionable de
Replicaion de Replicaion de bacterias
plasmido para A. plasmido para E. coli Kanamicina
tumefaciens puUC Ampicilina
IncP ColE1 Gentamicina
IncW IncP Espectinomicina
pVS1 Factor F Cloranfenicol
pRi Fago P1 Tetraciclina

Figura 2. Estructura basica de un vector binario, tomada de (Komori et al., 2007).
3.2.4  Vector pCAMBIA 1301
Los vectores pCAMBIA derivan de los vectores pPZP, se han vuelto populares por su
facil manejo, estabilidad y la existencia de una variedad de genes indicadores y de seleccion

(Leclercq et al., 2015). Ademas de poseer alto nimero de copias en E. coli y tener estabilidad
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en Agrobacterium, también proporcionan una alta capacidad de clonacidén, una
compatibilidad mejorada con las cepas de eleccidn, y una alta frecuencia de transformacion

de las plantas (Komori et al., 2007).

El vector pPCAMBIA1301 (Figura 3) fue construido en Australia por organizaciones
sin fines de lucro, el vector binario posee el sitio de clonacion multiple pUCI18, contiene dos
origenes de replicacion, uno para E. coli (pBR322) y Agrobacterium (pVS1-REP), ambos
son esenciales para mantener la estabilidad y el alto nimero de copias del vector en ambas
bacterias (Choi et al., 2019). Contiene la higromicina como marcador de seleccion en plantas
y la kanamicina para bacterias, ademas posee el gen reporteo GUS que puede ser usado para
crear fusiones transcripcionales con el gen de interés, aunque también puede ser sustituido
por el gen de interés, aprovechando que esta bajo la influencia del promotor CAM 35S y el

terminador NOS (Andargie et al., 2016; Choi et al., 2019).
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Figura 3. Mapa del vector pPCAMBIA1301 y sus componentes.

3.3 Modificacion genética de vectores
3.3.1  Me¢étodos para modificar vectores

En los ultimos afios se han desarrollado varias herramientas para ensamblar un gen
de interés dentro de un vector, algunos se basaron en el método tradicional de ligacioén de
fragmentos previamente cortados con enzimas de restriccion, otros usaron mecanismos
diferentes como la metodologia de Gibson (Chao et al., 2015). Lo que se busca en cada
método es mejorar la manipulacion, propagacion y expresion de fragmentos de ADN (Shetty
et al., 2008). Estas nuevas estrategias de clonacion se dividen en dos categorias principales
1) estrategias que se basan en técnicas de recombinacion de ADN especificas de un sitio y 2)
estrategias que no dependen de la especificidad de la secuencia, sino que se basa en técnicas

de enlaces terminales del ADN. A continuacion, se describen algunas de las estrategias.
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3.3.1.1  Golden Gate
El principio de este método se basa en la capacidad de las enzimas de restriccion tipo
IIS para cortar fuera del sitio de reconocimiento y produce extremos cohesivos de cuatro
nucleoétidos arbitrarios (por ejemplo, Bsal) (Chao et al., 2015), de esta manera dos fragmentos
de ADN flanqueado por sitios de restriccion compactibles puedan ser digeridos y ligados sin

ninguna dificultad en un mismo tubo de reaccion (Bird et al., 2022; Engler & Marillonnet,

2014).

3.3.1.2  Clonacion de extension de polimerasa circular (CPEC)

Es un método de clonacion de ADN circular simple, eficiente y econdémico, la
reaccion se lleva a cabo en un solo tubo y de un solo paso que normalmente dura de 5 a 10
minutos en completarse la clonacion, este técnica se basa en el mecanismo de extension de
la polimerasa para unir fragmentos de ADN superpuestos en forma circular bicatenaria (Quan
& Tian, 2014), es ideal para una amplia variedad de aplicaciones, incluidas la clonacion de
biblioteca de genes, el ensamblaje multidireccional de vias genéticas entre otras aplicaciones

mas (Quan & Tian, 2009).

3.3.1.3  Gibson
Este método consiste en una exonucleasa, una ADN polimerasa de correccion de
prueba de alta fidelidad, una ADN ligasa Tag y fragmentos de ADN lineales superpuestos,
los cuales pueden ser creados por PCR o por digestion con enzimas de restriccion, los
extremos superpuestos son esenciales para que se lleve a cabo la clonacion ya que
proporciona las regiones homologas que seran reconocidas por las enzimas y permitiran unir
los fragmentos lineales para formar una molécula de ADN circular (Stewart Jr, 2016). La

reaccion empieza cuando la exonucleasa degrada los extremos 5° generando extremos
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salientes complementarios monocatenarios que posteriormente seran unidos covalentemente
por la fusion de la ADN polimerasa y la ADN ligasa Tag, esta reaccion ocurre en un solo paso

a una temperatura de 50°C y ocurre de manera in vitro (Chao et al., 2015).

3.3.1.4  Clonacion independiente de ligacion y secuencia (SLIC).
Este método se basa en el disefio de extremos adhesivos altamente especificos de 20
a 40 pb de homologia mediante un disefio riguroso de cebadores y la posterior digestion de
los extremos 3’ por la ADN polimerasa T4, la cual en ausencia de dNTPs presenta actividad
exonucleasa 3’-5’ y esto ayuda a la formacion de extremos pegajosos (Hill & Eaton-Rye,
2014). Posteriormente, la proteina RecA con ayuda del ATP son usados para facilitar la

recombinacion antes de usarse para transformar E. coli (Chao et al., 2015).

3.3.2  Me¢étodo de corte y pegado
Durante varias décadas los bidlogos moleculares han sobrepasado los limites de la
naturaleza al hacer combinaciones a nivel ADN para modificar el material genético de
organismos como virus, bacterias, plantas, entre otros mas, todo se logrd gracias a la
tecnologia del ADN recombinante, que tuvo sus inicios después del descubrimiento de la

ADN ligasa y las endonucleasas de restriccion (Gibson, 2011).

La ADN ligasa es una enzima que cataliza la formacion de enlaces fosfodiéster entre
los extremos cercanos de los grupos 3'-hidroxilo y 5'-fosfasto en el ADN bicatenario, esta
enzima necesita de ATP o NAD y magnesio como cofactores (Tomkinson & Della-Maria,
2013), para poder formar los enlaces entre los extremos adyacentes de ADN con extremos
escalonados o romos, pero la ligasa no puede formar enlaces en los acidos nucleicos
monocatenarios. La T4 ligasa es la enzima cominmente més usada y se aislo de bacteridfago

T4, de ahi su nombre. En la actualidad esta enzima se obtiene de manera recombinante
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(Karcher, 1995). Generalmente el ADN que la ligasa une viene de ser contado con enzimas
de restriccion de tipo II, estas enzimas tienen la capacidad de reconocer generalmente
secuencias palindromicas especificas de ADN bicatenario y cortarlo. Las enzimas de
restriccion realizan dos tipos de cotes, uno es el corte escalonado el cual se subdivide en dos,
dependiendo si el extremo saliente es 5’ 0 3°, como se muestra en la Figura 4a). El otro tipo

de corte es el romo, este no genera extremos salientes, ver Figura 4b) (Castro, 2005).

a) b)
5 A3 §CGCGT, :
3 TGCGCY A 5 l

Extremo 5’ saliente 5. TGG CCA.JZ3
5 m— G AC G T3 5 C m— S ACC?GGT""5
A —— G5 3T G C A G————e————— 5

Extremo 3’ saliente

Corte tipo escalonado Corte tipo romo

Figura 4. Tipos de cortes escalonados tomada de (Castro, 2005).

Tanto las enzimas de restriccion tipo 11, asi como la ADN ligasa han permitido el
desarrollo de una técnica de clonacidon estdndar que se ha explotado por varias décadas en
biologia molecular (Chao et al., 2015). Para poder llevar a cabo una reaccion de ligacién
primero se debe seleccionar el ADN que tenga los sitios restrictivos puede ser ADN genémico
o proveniente de una PCR, después se realiza el corte para generar los extremos compatibles,
posteriormente se purifica y cuantifica la muestra y finalmente se hace la ligacion, el producto
resultante puede ser usado para una transformacion (Cost, 2007). Una de las ventajas de este
método es la comprobacion en cada uno de los pasos, sin embargo, una de las desventajas es

que solo se puede insertar un gen a la vez y debe ser mas pequeiio en relacion con el vector.
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IV.Materiales y métodos
4.1 Extraccion del vector pBSK-CcV1

4.2 Transformacion de E. coli Dh5a con el vector pPBSK-CcV1

Para la transformacion se utilizé la cepa de E. coli Dh5a quimio-competente y se
utilizé el método de choque térmico, el cual consiste de los siguientes pasos: primero se
agregaron luL del vector pBSK-Ccvl1 y 100uL de células calcio-competentes en un tubo de
1.5 mL. Se coloco en hielo durante 30 minutos, posteriormente se incubo a 42° C por 30
segundos, nuevamente se colocd en el hielo por 5 minutos, una vez realizado el choque
térmico se procedi6 agregar 1 mL de medio LB (Luria Broth) y se dej6 incubar por dos horas
a 37°C a 200 rpm (revoluciones por minuto). Transcurridas las dos horas se procedid a
sembrar las células transformadas en cajas Petri con medio agar-LB , suplementado con
ampicilina (50 mg/mL). Una vez terminada la siembra las placas se dejaron creciendo 12

horas a 37° C.

4.3 Purificacion del vector pBSK-CcV1

Una vez realizada la transformacion se obtuvieron colonias, de estas colonias solo se
tomo una y se sembro en 5 mL de medio LB liquido con ampicilina (50 mg/mL) y se dejo
creciendo 12 horas a 37° C a 200 rpm. Transcurrido el paso anterior se procedio hacer la
extraccion de ADN plasmidico con el estuche comercial Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System de Promega, el cual primero consisto en centrifugar 5 mL del cultivo
bacteriano a 4,000 rpm por 5 minutos para luego descartar el sobrenadante y agregar 250 puL
de la solucidn de resuspension, con ayuda de un agitador tipo vortex se resuspendio la pastilla
formada, la mezcla fue transferida a un microtubo de 1.5 mL en donde se le agregaron 250

pnL de la soluciéon de lisis, se mezcld por inversion por 4 veces y se dejé incubando a
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temperatura ambiente durante 5 minutos. Después de anadieron 10 pL de la solucion de
proteasas alcalinas, nuevamente se mezclo por inversion 4 veces y se incubo a temperatura
ambiente por 5 minutos. Posteriormente fueron afnadidos 350 puL de la solucion de
neutralizacion y se mezcld cuatro veces por inversion, inmediatamente se sometio a una
centrifugacion a 14,000 rpm por 10 minutos, después se transfirid un volumen de 850 puL de
la fase acuosa a la columna previamente ensamblada en un tubo de recoleccion y se
centrifugo a 14,000 rpm por 1 minuto, después se decantd lo del tubo de recoleccion y se
realizaron dos lavados con la solucion de lavado de columna (diluida con etanol al 95 %), en
el primer lavado se afadieron 750 pL y se centrifugo a 14,000 rpm por un minuto a
temperatura ambiente, mientras que en el segundo lavado se afiadieron 250 pL de la misma
solucion y se centrifugo a 14,000 rpm por dos minutos a temperatura ambiente, una vez
realizados los dos lavados se tomo la columna y se ensamblo en un microtubo de 1.5 mL y
se agregaron 80 pL de agua libre de nucleasas, esto se centrifugo a 14,000 rpm por un minuto
a temperatura ambiente, después la columna fue desechada y el ADN plasmidico
resuspendido en el microtubo se uso para hacer una electroforesis en un gel de agarosa al 0.8
%, a un voltaje constante de 80 Volts y se visualizo en un fotodocumentador Axygen™ para

verificar la extraccion .

4.4 Amplificacion del gen CcV1
Se realizo una PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) para verificar que el gen
CcV1 estuviera presente en el vector pPBSK-CcV1, los cebadores utilizados fueron NCOCC
y BSTCC ver Tabla 1, se utiliz6 el estuche comercial Gotaq green master mix de Promega se
uso un termociclador Axygen® MaxyGene II, en la Tabla 2 se muestran los componentes de

la reaccion, mientras que en la Tabla 4 se muestra el programa de la reaccion.
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Tabla 1. Secuencia de los cebadores NCOCC y BSTCC.

Nombre Secuencia Tm

NCOCC 5” AttCcatggATGCCACCAACAAACGACTT 3’ 64° C

BSTCC S’ATTGGTCACCCTAAGAAATTGATGAGAAATGAGTT 3> 61°C

Tabla 2. Componentes de la reaccion de PCR del gen CcV1.

Componentes Volumen
Agua MQ 4.5 uL
pBSK-CcV1 1 uL
Primer 1 (10 uM) 1 uL
Primer 2 (10 uM) 1 uL
Gotaq green master mix 12.5 uL
Volumen final 25 uLL

4.5 Diseiio de cebadores con adaptadores

El disefio de los cebadores con adaptadores para amplificar el gen CcV1 fue con

ayuda del sofware SnapGene.

Los cebadores NCOCC y BSTCC se disenaron para que Unicamente amplifiquen el
gen CcV1, ademas, se les afiadieron los sitios restrictivos para las enzimas Ncol y BstEIl en

los extremos 5°.
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4.6 Amplificacion de NCOI-CcV1-BSTEII
El gen CcV1 fue amplificado mediante una reaccion en cadena de la polimerasa de
alta fidelidad, en donde los cebadores NCOCC y BSTCC fueron afiadidos en la reaccion y el

tubo de la reaccidon se metid en un termociclador Axygen® MaxyGene II.

El tubo de la reaccion de PCR contenia ambos cebadores (directo e inverso), el vector
pBSK-CcV1, dNTPsy la enzima de 50X Advantage-HF 2 Polymerase Mix, todo esto se llevod

a un volumen final de 50 pL ver Tabla 3. El programa de la PCR se muestra en la Tabla 4.

Los productos resultantes de la PCR fueron verificados mediante una electroforesis
en un gel de agarosa al 0.8 % a un voltaje constante de 80 V y se visualizd en un

fotodocumentador Axygen™.

Tabla 3. Componentes de la reaccion de PCR para amplificar el fragmento Ncol-Ccvl-

Bstell.

Componentes Volumen

H>O grado-PCR 6 nL

10X HF 2 PCR Buffer SuL

pBSK-CcV1 1 pL

Primer 1 (10 pM) 1 uL

Primer 2 (10 uM) I pL

10X HF 2 dNTP Mix 5uL

50X Advantage-HF 2 Polymerase Mix 1 uL

Volumen final 20 pL
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Tabla 4. Programa de PCR para amplificar Ncol-CcV1-Bstell.

Pasos Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94 5 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 94 30s

Alineamiento 62 30s 30 ciclos
Extension 72 30s
Extension 72 10 min 1 ciclo

4.7 Purificacion del producto de PCR

El producto de PCR obtenido se purificd usando el estuche comercial Wizard™ SV
Gel and PCR Cleanup System de Promega, para lo cual primero se afiadié un volumen igual
al producto de PCR de la solucion de membrane binding, esto se mezcld con ayuda de un
mezclador tipo vortex, posteriormente la mezcla fue transferida a una columna previamente
ensamblada en un tubo de recoleccion y se dejo incubar a temperatura ambiente por un
minuto, después fue centrifugado a 14,000 rpm por 1 minuto, se decantd lo del tubo de
recoleccion y se realizaron dos lavados con membrane wash solution (diluida con etanol al
95 %), en el primer lavado se afiadieron 700 puL y se centrifugd a 14,000 rpm por un minuto,
mientras que en el segundo lavado se afiadieron 500 puL de la misma solucion y se centrifugd
a 14,000 rpm por un minutos a temperatura ambiente, al final de los lavados se realiz6 una
centrifugacion extra con el objetivo de evaporar el etanol, una vez realizados los dos lavados
se tomo la columna y se ensamblo en un microtubo de 1.5 mL y se agregaron 100 uL de agua
libre de nucleasas, esto se centrifugd a 14,000 rpm por un minuto, después la columna fue

desechada y el ADN resuspendido en el microtubo se uso para hacer una electroforesis en un
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el de agarosa al 0.8 % y se visualizé en un fotodocumentador Axygen™ para verificar la
g g y

extraccion.

4.8 Restriccion del producto de PCR Ncol-CcV1-BstEIl
El gen CcV1 previamente amplificado fue cortado con la enzima Ncol (C*CATGG)
del estuche comercial Takara (especificaciones ver Tabla 5), esta fue la primera enzima usada
para generar el fragmento Ncol-CcV1-BstEIl La reaccion de digestion fue incubada a 37° C

por una hora, en la Tabla 7 se muestran los componentes de la reaccion.

Tabla 5. Mezcla de reaccion general para la enzima Ncol.

Componentes Volumen
Ncol 1 uL
Buffer 10X K 2 uL
BSA 0.1 % 2 ulL
Sustrato de ADN <1pug
Agua purificada estéril Aforar hasta 20 pL
Temperatura de reaccion 37°C
Tiempo de incubacion 1 hora

El producto de la digestion se purifico por columnas usando el estuche comercial
Wizard™ SV Gel and PCR Cleanup System de Promega, siguiendo los pasos descritos
anteriormente y fue visualizado mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 % a

un voltaje constante de 80 V.
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Una vez que se visualizo se procedio a realizar el siguiente corte con la enzima BstEIl
(GA"GTNACC) del estuche comercial Thermoscientific especificaciones ver Tabla 6. La
reaccion se dejo incubando a 37° C durante 16 horas, en la Tabla 8 se describen a detalle los

componentes de la reaccion.

Tabla 6. Mezcla de reaccion general para la enzima BstEIl

Componente Volumen
BstEIl 0.5-2 uL
Buffer 10X 0 2 uL
DNA (0.5-1 pg/uL) 1 uL
Agua libre de nucleasas 16 uL
Temperatura de incubacion 37°C
Tiempo de incubacion 1-16 horas

El producto de la digestion con la enzima BstEIl fue visualizado mediante una

electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 % a un voltaje constante de 80 V.
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Tabla 7. Componentes de la reaccion de digestion de NCOI-CcV1-BSTEII usando la

enzima Ncol.

Componentes Volumen
ADN 9 uL
10X buffer 2ulL
Ncol 1 ul
Agua libre de nucleasas &
Volumen final 20 pLL

Tabla 8. Componentes de la reaccion de digestion de NCOI-CcV1-BSTEII usando la

enzima BstEII
Componentes Volumen
ADN 12 uL
10X Buffer 2 uL
BstEIl 1 uL
Agua libre de nucleasas S5uL
Volumen final 20 pLL

4.9 Purificacion del producto Ncol-CcV1-BstEIl
Realizados los dos cortes con ambas enzimas, el producto fue purificado por

columnas usando el estuche comercial Wizard™ SV Gel and PCR Cleanup System de
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Promega, siguiendo los pasos descritos anteriormente y fue visualizado mediante una

electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 % a un voltaje constante de 80 V.

4.10 Extraccion del vector pCAMBIA1301

4.11 Transformacion de E. coli Dh5a con el vector pCAMBIA1301

Para la transformacion se utilizo la cepa de E. coli Dh5a quimio-competente. La cual
fue transformada con el método de choque térmico, el cual consiste de los siguientes pasos:
primero se agregaron 1 pL del vector pCAMBIA1301 y 100 pL de células calcio-
competentes en un tubo de 1.5 mL. Se coloco en hielo durante 30 minutos, posteriormente
se incubo a 42° C por 30 segundos, nuevamente se coloco en el hielo por 5 minutos, una vez
realizado el choque térmico se procedi6 agregar 1 mL de medio LB y se dej6 incubar por dos
horas a 37° C a 200 rpm (revoluciones por minuto). Transcurridas las dos horas se procedio
a sembrar las células transformadas en cajas Petri con medio LB mas agar, dicho medio
contenia kanamicina (50 mg/mL). Una vez terminada la siembra las placas se dejaron

creciendo toda la noche a 37° C.

4.12 Purificacion del vector pPCAMBIA1301

Una vez realizada la transformacion se obtuvieron colonias, de estas colonias se tomo
una y se sembr6é en 5 mL de medio LB liquido con kanamicina (50 mg/mL) y se dejo
creciendo 12 horas a 37° C a 200 rpm. Transcurrido el paso anterior se procedio hacer la
extraccion de ADN plasmidico con el estuche comercial Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System de Promega, el cual primero consisto en centrifugar 5 mL del cultivo
bacteriano a 4,000 rpm por 5 minutos para luego descartar el sobrenadante y agregar 250 pL.
de la solucion de resuspension, con ayuda de un vortex se resuspendio la pastilla formada, la

mezcla fue transferida a un microtubo de 1.5 mL en donde se le agregaron 250 pL de la

37



solucion de lisis, se mezcld por inversion 4 veces y se dejo incubando a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Después de afiadieron 10 pL de la solucién de proteasas alcalinas,
nuevamente se mezcld por inversion 4 veces y se incubo a temperatura ambiente por 5
minutos. Posteriormente fueron afiadidos 350 pL de la solucion de neutralizacion y se mezcld
cuatro veces por inversion, inmediatamente se sometio a una centrifugacion a 14,000 rpm
por 10 minutos, después se transfirié un volumen de 850 pL de la fase acuosa a la columna
previamente ensamblada en un tubo de recoleccion y se centrifugo a 14,000 rpm por 1
minuto, después se decanto el tubo de recoleccion y se realizaron dos lavados con la solucion
de lavado de columna (diluida etanol al 95 %), en el primer lavado se afiadieron 750 pL y se
centrifugo a 14,000 rpm por un minuto a temperatura ambiente, mientras que en el segundo
lavado se afiadieron 250 pL de la misma solucion y se centrifugo a 14,000 rpm por dos
minutos a temperatura ambiente, una vez realizados los dos lavados se tomo la columna y se
ensamblo en un microtubo de 1.5 mL y se agregaron 80 puL de agua libre de nucleasas, esto
se centrifugo a 14,000 rpm por un minuto a temperatura ambiente, después la columna fue
desechada y el ADN plasmidico resuspendido en el microtubo se usd para hacer una
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 % a un voltaje constante de 80 V y se visualiz6 en

un fotodocumentador Axygen™ para verificar la extraccion .

4.13 Restriccion del vector pCAMBIA1301 con las enzimas Ncol- BstEIl
De la misma manera que el gen CcV1, el vector pPCAMBIA1301 fue primero digerido
con la enzima Ncol (C*CATGQG) del estuche comercial Takara (especificaciones ver Tabla
5). La reaccion de digestion fue incubada a 37° C por una hora, en la Tabla 9 se muestran los

componentes de la reaccion.
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El producto de la digestion se purifico por columnas usando el estuche comercial
Wizard™ SV Gel and PCR Cleanup System de Promega, siguiendo los pasos descritos
anteriormente y fue visualizado mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 % a

un voltaje constante de 80 V.

Una vez que se visualizo se procedio a realizar el siguiente corte con la enzima BstEIl
(G"GTNACC) del estuche comercial Thermoscientific especificaciones ver Tabla 6. La
reaccion se dejo incubando a 37° C durante 16 horas, en la Tabla 10 se describen a detalle

los componentes de la reaccion.

Tabla 9. Componentes de la reaccion de digestion del vector pPCAMBIA1301 usando la

enzima Ncol.

Componentes Volumen
ADN 15 uL
10 x Buffer 2uL
Ncol I pL
Agua MQ 2 uL
Volumen final 20 pLL

39



Tabla 10. Componentes de la reaccion de digestion del vector pPCAMBIA1301 usando la

enzima BstEII.
Componentes Volumen
ADN 15 uL
10X Buffer 2 uL
BstEIl 1 uL
Agua MQ 2 uL
Volumen final 20 pLL

4.14 Purificacion del vector Ncol-pCAMBIA1301-BstEIl

El vector digerido con ambas enzimas fue purificado por columnas usando el estuche

comercial Wizard™ SV Gel and PCR Cleanup System de Promega, siguiendo los pasos

descritos anteriormente y fue visualizado mediante una electroforesis en un gel de agarosa al

0.8 % a un voltaje constante de 80 V.

4.15 Ligacion

Para poder ligar el gen CcV1 y el vector pPCAMBIA1301, ambos fragmentos

digeridos con las mismas enzimas, se uso la T4 ADN ligasa de Promega. Se realizaron tres

experimentos tomando en cuenta la relacion molar de inserto-vector, las reacciones

de

ligacion se dejaron incubando a 4° C toda la noche, en la Tabla 11 se muestran los tres

experimentos mas a detalle.
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Tabla 11. Componente de la ligacion de CcV1 y pCAMBIA1301.

1:1 1:3 3:1

Relacion

(Exp. A) (Exp. B) (Exp. O)
Vector 1 ulL 1 uL 3uL
Inserto 1 ulL 3ul 1 uL
Buffer 10x 1 ul 1 ulL 1 ul
Ligasa 1 uL 1 uL 1 ulL
Agua MQ 6 uL 4 uL 4 uL
Volumen final 10ul 10ul 10pl
4.16 Transformacion de E. coli DhSa

Se realizaron tres transformaciones de acuerdo las tres reacciones de ligacion,
también se agrego6 agua (control negativo) y el vector pPCAMBIA1301 (control positivo). Las
transformaciones se realizaron usando el método de choque térmico descrito anteriormente.
La tinica modificacion fue que se uso todo el volumen de la ligacion (10 uL) para transformar

las células quimio-competentes.

Las células fueron sembradas en cajas Petri con medio LB mas agar, dicho medio
contenia kanamicina (50 mg/mL). Una vez terminada la siembra las placas se dejaron

creciendo toda la noche a 37° C.

4.17 Seleccion de colonias por PCR
De las colonias obtenidas se seleccionaron 40 colonias del experimento B para

realizar una PCR vy verificar la construccion, se uso el estuche comercial Gotaq green master
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mix de Promega, los cebadores usados fueron pBinNostF y pBinNostR Tabla 12, el programa

usado fue el que se muestra en la Tabla 13.

Tabla 12. Componentes de la PCR en colonia.

Componentes Volumen
H>O 2 uL
ADN 1 uL
Primer 1 (10 uM) I uL
Primer 2 (10 uM) I uL
2x Go taq Master mix S5uL
Volumen final 10 pul

Tabla 13. Programa de PCR de los cebadores pBinNostF y pBinNostR usados para verificar

la construccion pCAMBIA-CcV1.

Pasos Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94 5 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 94 30s

Alineamiento 51 30s 30 ciclos
Extension 72 45's
Extension 72 10 min 1 ciclo
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De las colonias que resultaron positivas se seleccionaron 10, y fueron sembradas en
5 mL de medio LB con kanamicina (50 mg/mL) y se dejaron creciendo 12 horas a 37° C.
Obtenido el crecimiento bacteriano, se procedié a extraer el vector usando el estuche
comercial Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System de Promega,
posteriormente se realizo otra PCR con los vectores purificados usando los cebadores pBinF
y pBinR, solo fueron tomadas las muestras 1, 2, 3 y 10 mas el vector pPCAMBIA1303 y agua
MQ como controles negativos, se us6 el estuche comercial Gotaq green master mix de

Promega, los componentes de la reaccion se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Componentes de la reaccion de PCR de comprobacion.

Componentes Volumen
H>O 2uL
ADN I uL
Primer 1 (10 uM) I pL
Primer 2 (10 uM) I pL

2x Go taq Master mix S5uL

Volumen final 10 pl

4.18 Secuenciacion
Solo se seleccionaron las muestras 1, 2, y 3 y se prepararon para mandar a secuenciar
al Laboratorio de Servicios Gendmicos del LANGEBIO empleando los cebadores Pbinnost

y Rseqccv.
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4.19 Alineamiento de contigs de las secuencias.
Con ayuda del programa SnapGene se analizaron las secuencias amplificadas en la
secuenciacion con los cebadores Pbinnost y RseqCcvl, (Tabla 15) mediante los
alineamientos contigs, para poder determinar si la direccion de la secuencia insertada era la

correcta, asi como si estaba entre el promotor CAMYV 35S y el terminador NOS.

Tabla 15. Secuencia de los cebadores Pbinnost y RseqCcvl.

Nombre Secuencia Tm
RseqCecvl 5 CGATCGATCCAGGTCGACCG 3’ 61°C
Pbinnost 5’GTTAATTATTACATGCTTAACG 3° 51°C
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V. Resultados

5.1 Obtencion de ADN
La extraccion con el estuche comercial Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System de Promega, permitio la purificacion del vector pBSK-CcV1 ver Figura
5, mientras que la PCR del gen CcV1 utilizando los cebadores SNCOCCV y BSTECC y al
vector pBSK-CcV1 como DNA permiti6 la amplificacion del gen, lo que demuestra que la

construccion pBSK-CcV1 esta bien hecha, ver Figura 6.

Mientras que la PCR con los mismos cebadores, pero con los adaptadores para los
sitios restrictivos para las enzimas de restriccion Ncol y BstEIl amplifico el gen mas los sitios
restrictivos, esto nos demuestra que el diseno de los cebadores fue correcto para amplificar
el gen CcV1, se puede ver en la Figura 7, en donde la banda corresponde al tamafo esperado

(1261 pb).

Para la extraccion del vector pPCAMBIA1301, también se logrd extraer utilizando el
estuche Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System de Promega, mediante una
electroforesis se corroboro, en donde la banda del carril 2 nos permite ver el producto de la

purificacion (Figura 7).

45



Figura 5. Electroforesis de la extraccion mediante el estuche comercial de Promega del
vector pBSK-CcV1.

3000 )h

W
1500 SN
1000 pb. =

e 9

Figura 6. PCR de prueba del gen CcV1 con los cebadores SNCOCCV y BSTECC (carril
1), M: marcador de peso molecular 100 pb Axygen.
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Figura 7. Electroforesis del amplicon Ncol-CcV1-BstEIl y el vector pPCAMBIA1301

(carril 1y 2 respectivamente).

5.2 Digestion con las enzimas Ncol y BstEIl
Los dos fragmentos fueron digeridos con las enzimas Ncol y BstEIl dejando extremos
pegajosos complementarios ya que se cortaron con las mismas enzimas, en el caso del vector
pCAMBIA1301 se usaron estas dos enzimas porque delimitan al gen GUS y al His tag
affinity, esta digestion deja un espacio entre el promotor CAMYV 358 y el terminador NOS,

es aqui donde se va a introducir el gen CcV1.

Las bandas obtenidas corresponden al tamafio esperado, en la Figura 8 se muestra la
electroforesis de los dos fragmentos, en el carril 1 se muestra la banda que representa al
vector pPCAMBIA1301 cortado y tiene un tamano de 9789 pb, el vector ya no cuenta con el

fragmento GUS-His tag que tiene un tamafio de 2023 pb. En el carril 2 se muestra el gen
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CcV1 cortado, el tamafio es de 1261 pb y es el esperado. Ambos fragmentos fueron
purificados por columnas después de realizar los dos cortes, en la Figura 9 se muestran los

productos purificados del gen CcV1 y del vector pPCAMBIA1301.

1500 pb
1000 pb

Figura 8. Electroforesis del pPCAMBIA1301 y del producto de PCR Ncol-CcV1-BstEI,
digeridos con Ncol y BstEII. Carril M: marcador de peso molecular de 1Kb de Axygen,
carril 1 pCAMBIA1301 digerido con Ncol y BstEII carril 2 Ncol-CcV1-BstEII digerido

con Ncol y BstEII
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Figura 9. Producto de purificacion en gel de CcV1 y pPCAMBIA1301 tratados con las
enzimas de restriccion Ncol y BstEII. El carril 1 corresponde a CcV 1, el carril 2 pertenece
a el vector pPCAMBIA1301 y M representa el marcador de peso molecular 1Kb Axygen.

5.3 Ligacion
Los 10 pL de las reacciones de ligacion fueron usados para transformar la cepa de E.
coli Dh5a, por choque térmico, posteriormente se puso a crecer en cajas Petri con medio
selectivo. En la ligacion se realizaron tres experimentos y todos se usaron para transformar a

E. coli. Se obtuvieron muchas colonias en los tres experimentos.

5.4 PCR de comprobacion
Una vez que se obtuvieron las colonias se procedi6 a realizar una comprobacion de

las colonias mediante PCR en colonia, fueron seleccionadas 40 colonias y se usaron
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cebadores que flanquean una parte del promotor CAMYV 35S y del terminador NOS, esto con

el objetivo de poder seleccionar las colonias positivas que poseen el gen CcV1.

En la Figura 10 se muestra la electroforesis de 38 muestras y en todas se puede
observar la banda esperada que es del gen CcV1 mas el promotor CAMV 35S y el terminador

NOS.

Ykl 1. nﬂaﬁ:’.ﬁ: ol AL L L N

27 28 29 M
=

N

Figura 10. Corrimiento electroforético de la PCR en colonia, utilizando los cebadores
pbinNostF y pbinNostR.

Se realizo otra verificacion con otros cebadores para tener mayor certeza de que la
construccion estuviera bien hecha, de las 38 muestras que se observan en la Figura 10, se
seleccionaron 10 colonias para hacer la extraccion del ADN plasmidico Figura 11, solo las
muestras 1, 2, 3 y 10 fueron seleccionadas para realizar otra PCR, se agregd el vector
pCAMBIA1301 nativo y el agua como controles negativos, en la Figura 12 se muestran las

bandas correspondientes a las colonias positivas, también se observa que ambos controles
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son negativos, para el caso de vector pPCAMBIA1301 nativo no cuenta con los sitios de

hibridacion de los cebadores, por lo tanto no amplifico la PCR.

Figura 11. Purificacion del AND plasmidico mediante el estuche comercial de Wizard®
Plus SV Minipreps DNA Purification System de Promega de la construccion de las 10

colonias seleccionadas.
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1500 pb

1000 p)

Figura 12. PCR con los cebadores pBinF y pBinR de las muestras 1, 2, 3 y 10 y de los
controles negativos (pCAMBIA1301 nativo y agua). Las muestras del vector
pCAMBIA1301-CcV1 se muestran en los carriles 1, 2, 3 y 5, mientras que los controles
estan en los carriles 5 y 6, M corresponde al marcador de peso molecular de 1kb de
Axigen.
5.5 Secuenciacion
Se obtuvieron las secuencias que corresponden a cada cebador del gen CcV1, en la
Figura 13 se observa que las secuencias generadas cubren la mayor parte de la secuencia del
gen. El cebador pBinnost muestra la cobertura del gen en la parte del final, abarcando el sitio
de corte para la enzima BstEIl (Figura 14), mientras que el cebador RseqCcV1 tiene una
cobertura del sitio restrictivo para la enzima Ncol que esté en el inicio del gen CcV1 Figura

15. Esto nos demuestra que el gen CcV1 se insertd de manera correcta en el vector

pCAMBIA1301.
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Figura 13. Alineamiento de las secuencias obtenidas y el constructo esperado.

TTTATTGCCAAATGTTTGAACGATCGGGGAAATTCGAGCTG\GTCACCCTAAGAAATTGATGAGAAATGAGTTTTAGATAGTGTGTTYTCTAGGAGTCGATTAACAAATGGCTCTTCATTTGTAGCF
4 v + : s + ' 4 ' 4 + + 4

L 1 AR AR SO 00 t = t + + + + + + +
A ATAACGGTTTACAAACTTGCTAGCCCCTTTAAGCTCGACCAGTGAGGATTCTTTAACTACTCTTTACTCAAAATCTATCACACAAAAGATCCTCAGCTAATTGTTTACCGAGAAGTAAACATCG1

KOS TERMINATOR

Move: & @&

Aligned Sequences

Original Sequence |« [] » | TTTATTGCCAAATGTTTGAACGATCGGGGAAATTCGAGCTGGTCACCCTAAGAAATTGATGAGAAATGAGTTTTAGATAGTGTGTTTTCTAGGAGTCGATTAACAAATGGCTCTTCATTTGTAGCE
» 65.-p3_pPbiR_A09_2 =+ AGCTGGTCACCCTAAGAAATTGATGAGAAATGAGTTTTAGATAGTGTGTTTTCTAGGAGTCGATTAACAAATGGCTCTTCATTTGTAGCA
) 67.-p7_pPbiR_C09_7 = AGCTGGTCACCCTAAGAAATTGATGAGAAATGAGTTTTAGATAGTGTGTTTTCTAGGAGTCGATTAACAAATGGCTCTTCATTTGTAGCA

» Nipc-SCCv1 PARTEM <= TTTATTGCCAAATGTTTGAACGATCGGGGAAATTCGAGCTGGTCACCCTAAGAAATTGATGAGAAATGAGTTTTAGATAGTGTGTTTTCTAGGAGTCGATTAACAAATGGCTCTTCATTTGTAGCA
Figura 14. Secuencia obtenida con el cebador pBinnost.

[Ncot)

ATTETATTTATCAGAYTCATCGAAGTCGTTTGTTGGTGGCATCICATGGTCAAGAGTCCCCCGTGTTCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCTTATATAGAGGAAGGGTCTTGCGAAGGATAGTGGGA’I

+ + + + + 1 + + + + + + + +
TAACATAAATAGTCTAAGTAGCTTCAGCAAACAACCACCGTAGGTACCAGTTCTCAGGGGECACAAGAGAGGTTTACTTTACTTGAAGGAATATATCTCCTTCCCAGAACGCTTCCTATCACCCTY

AV 355 FROVOTER

Move: U | &

Aligned Sequences -
Original Sequence ‘: []» ATTGTATTTATCAGATTCATCGAAGTCGTTTGTTGGTGGCATCCATGGTCAAGAGTCCCCCGTGTTCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCTTATATAGAGGAAGGGTCTTGCGAAGGATAGTGGGAT
» 66.-p3_pRscc_B09_: =+ ATTGTATTTATCAGATTCATCGAAGTCGTTTGTTGGTGGCATCCATGGTCAAGAGTCCCCCGTGTTCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCTTATATAGAGGAAGGGTCTTGCGAAGGATAGTGGGAT
» 68.-p7_pRscc_DO9_: =» ATTGTATTTATCAGATTCATCGAAGTCGTTTGTTGGTGGCATCCATGGTCAAGAGTCCCCCGTGTTCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCTTATATAGAGGAAGGGTCTTGCGAAGGATAGTGGGAT

¥ 70.-p9_pRscc_F09_z =+ ATTGTATTTATCAGATTCATCGAAGTCGTTTGTTGGTGGCATCCATGGTCAAGAGTCCCCCGTGTTCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCTTATATAGAGGAAGGGTCTTGCGAAGGATAGTGGGAT
» Nlpc-SCCv1 PARTEM <= ATTGTATTTATCAGATTCATCGAAGTCGTTTGTTGGTGGCATCCcatgGTCAAGAGTCCCCCGTGTTCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCTTATATAGAGGAAGGGTCTTGCGAAGGATAGTGGGAT

Figura 15. Secuencia obtenida con el cebador RseqCcV 1.

53



VI.Discusion
En este trabajo se logré la insercion del gen CcV1 en el vector pPCAMBIA1301, el
cual es un vector binario para plantas, el gen CcV1 proviene de Cotesia congregata y tiene
la funcién inmunosupresora en lepidopteros. La metodologia empleada fue a través de
enzimas de restriccion y una ADN ligasa, este método es uno de los mas empleados, a pesar
de ser muy laborioso ya que implica de muchos pasos, pero una de las ventajas es poder hacer
la comprobaciéon de cada paso para poder monitorear cada experimento y de esta manera

tomar una decision si continuar con el siguiente experimento.

Cada vez que se realizdo PCR, purificacion de ADN o se hizo corte con enzimas se
verifico mediante una electroforesis en gel de agarosa, en donde se analizaron pardmetros
como la calidad y concentracion del ADN, ademés que la banda correspondiera al fragmento
esperado, esto permitio decidir si era conveniente seguir con los pasos posteriores hasta la

construccion del vector pPCAMBIA1301-CcV1.

La construccion obtenida se comprobd mediante PCR con cebadores especificos que
se hibridan en el vector, pero que al momento de hacer la amplificacion nos permite
corroborar si se encuentra el gen CcV1, el tamafio de la banda esperado corresponde a 1270
pb, mientras que, si en el vector no se inserto el gen CcV1, se espera observar una banda de

2023 pb que corresponde al gen GUS.

La direccionalidad del gen insertado fue corroborada mediante PCR, en donde los
cebadores usados fueron disefiados para amplificar los extremos del gen que corresponden a
una parte del promotor CAMV 35 S y al terminador NOS, de esta manera se puede verificar

la direccionalidad del gen, estos cebadores se usaron para mandar a secuenciar las muestras
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y poder hacer un andlisis de secuencias y verificar que el marco de lectura del gen no este

modificado.

Para obtener una mayor cobertura del gen CcV1, se disefiaron cebadores que se
hibridan en los extremos y en la parte intermedia del gen y también fueron usados para la
secuenciacion y poder tener una mayor certeza de la secuencia de todo el gen, ademas de
poder encontrar alguna mutacion que pudiera tener un efecto negativo para el gen. Los
cebadores usados incluyen desde el promotor hasta el terminador lo que nos permite
corroborar que el gen esta insertado bajo la influencia del promotor CAMV 35 S y el
terminador NOS, el promotor es constitutivo lo que permite la expresion de genes en varias

especies de plantas dicotiledoneas (Benfe y & Chua, 1990; Kay et al., 1987).

Esta construccion puede emplearse para la transformacion genética de plantas usando
Agrobacterium. Esta construccion posee el gen CcV1 que tiene la funcion inmunosupresora
en lepidopteros, por lo tanto, puede usarse para la transformacion genética de otras plantas

que son afectadas por plagas de lepidopteros.

55



VII. Conclusion

Se logro la obtencion del gen CcV1 mediante la amplificacion por PCR, en donde se
le agregaron los sitios de reconocimiento para las enzimas Ncol y BstEII, posteriormente se
purifico y se ligd con el vector pPCAMBIA1301 bajo la influencia del promotor CAMYV 35 S
y el terminador NOS. La construccion fue verificada mediante PCR en colonia en donde los
cebadores usados fueron disenados para hibridar en el vector, para corroborar la construccion
se disefiaron cebadores que permitieran ver la orientacion del gen y que nos permiti6 verificar
que el gen esta insertado en la orientacion correcta. Esta construccion se puede usar para la
transformacion genética de plantas basado en el método por Agrobacterium, aunque se debe

evaluar la eficiencia de la expresion del gen en otras especies.
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