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RESUMEN

El aguacate es de los cultivos importantes en México; sin embargo, la comercializacion de
este fruto es reducida debido a pérdidas generadas por el desarrollo de enfermedades
causadas por fitopatégenos como Colletotrichum gloeosporioides agente causal de la
antracnosis. Se ha reportado que el fruto de aguacate en madurez fisioldgica, contiene
compuestos con actividad antifungica, entre los cuales se encuentra (12z, 5z)-1-acetoxy-
2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15-diene (persina) que inhibe el desarrollo de este
fitopatdgeno. Los genes Avfae 1, y Avfad 12-3, estan involucrados en la biosintesis de
persina, y aumentan su expresion al inducir el sistema de defensa del fruto, aun cuando
éste ha alcanzado su madurez de consumo, proporcionandole mayor resistencia al ataque
del hongo. Este trabajo presenta una propuesta para evaluar el efecto de la
sobreexpresion en Arabidopsis thaliana de los genes homodlogos a los involucrados en la
biosintesis del compuesto antifungico persina. Para realizar esta sobreexpresion
primeramente se realizé un analisis bioinformatico donde se determiné el gen con mayor
homologia a Avfae 1 en A. thaliana que fue At5g43760 y para el gen Avfad 12-3 su
homodlogo fue At3g72120. Posteriormente se realizé la extraccion de RNA total de A.
thaliana cuya concentracion fue de 423 ng/uL, para posteriormente obtener cDNA. A partir
del cDNA se lograron obtener los amplicones de ambos genes. Después se obtuvo una
clonacion de cada gen para su posterior introduccion en Agrobacterium tumefaciens y
realizar la transformacion de A. thaliana. Las lineas transformadas obtenidas, mostraron
algunas diferencias en su fenotipo, la sobreexpresante del gen At3g12120 mostré color de
las hojas mas intenso, cambio en la estructura de la raiz y las inflorescencias se
presentaron mas temprano en el desarrollo de la planta con respecto al testigo. En el caso
de la sobreexpresion del gen At5g43760 se presentd en su fenotipo un cambio en la
estructura del tallo (etiolacion). Finalmente, con respecto a la evaluacion de la actividad
antifungica de los extractos obtenidos a partir de las lineas sobreexpresantes, mostraron
un porcentaje de inhibicion sobre el hongo C. gloeosporioides del 45% (At3g12120) y 20%

(Atbg43760), lo cual podria ser una estrategia de control al ataque de este hongo.



ABSTRACT

The avocado is an important crop in Mexico. However, the commercialization of this fruit is
reduced due to losses generated by the development of diseases caused by
phytopathogens such as Colletotrichum gloeosporioides, causal agent of anthracnose. It
has been reported that avocado fruit in physiological maturity, contains antifungal
compounds, among which is (12z, 5z) -1-acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15-diene
(persin) that inhibits the development of this phytopathogen. The genes Avfad 1, and Avfae
12-3, are involved in persin biosynthesis, and increase its expression by inducing the fruit
defense system, even when it has reached its ripeness of consumption, providing greater
resistance to fungus attack. This work presents a proposal to evaluate the effect of
overexpression in A. thaliana of genes homologous to those involved in the biosynthesis
of antifungal compound persin. To perform this overexpression, a bioinformatic analysis
was carried out, the gene with more homology to Avfae 1 was determined in A. thaliana it
was At5g43760, for the Avfad gene 12-3 its homologue was At3g72120. Afterwards the
extraction of total RNA of A. thaliana was carried out, its concentration was 423 ng/uL, to
subsequently obtain cDNA. From the cDNA, the amplicons of both genes were obtained.
Then, a cloning of each gene was obtained for its later introduction in Agrobacterium
tumefaciens in order to carry out the transformation of A. thaliana. The transformed lines
showed some differences in their phenotype, the over-expression of At3g72120 gene
showed more intense color in leaves, changes in the root structure and earlier
inflorescences in the development plant in comparision with a control. The over-expression
of At5g43760 gene showed a change in the structure of the stem (etiolation). Finally, the
antifungal activity evaluation of the obtained extracts from the overexpressant lines,
showed a percentage of inhibition on C. gloeosporioides of 45% (At3g12120) and 20%
(At5g43760), which could be a control strategy to attack of this fungus.
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1. INTRODUCCION

El aguacate es uno de los cultivos mas importantes en México, por lo que ocupa el
tercer lugar en productos agroalimentarios de exportacion (SAGARPA, 2017). Sin
embargo, la comercializacion exitosa del aguacate, a menudo es reducida por
diversos factores como son las condiciones ambientales adversas, el ataque de
plagas y el desarrollo de enfermedades causadas por fitopatogenos (Gutiérrez et
at., 2010).

Una de las principales enfermedades que se presentan en el fruto de aguacate es
la antracnosis, cuyo agente causal es el hongo Colletotrichum gloeosporioides el
cual, ocasiona pérdidas cercanas al 20% del total de la produccion (Djami, Allie, &
Straker, 2013). Se ha reportado que cuando el fruto de aguacate esta en etapa de
madurez fisiologica, se inhibe el desarrollo de este fitopatdogeno, lo cual se ha
relacionado con la presencia de compuestos antifungicos preformados que se
encuentran principalmente en el exocarpo del fruto. Entre los principales
compuestos antifungicos se ha identificado el (12z, 5z)-1-acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-
heneicosa-12,15-diene (persina) (Lopez, 2010). Por otro lado, se ha reportado que
a medida que avanza la maduracién del fruto durante la poscosecha, las
concentraciones de los compuestos antifungicos van disminuyendo, haciendo al
fruto susceptible a desarrollar enfermedades de origen fungico. Se ha reportado
que los genes Avfael, Avfad12-3 estan involucrados en la biosintesis del
compuesto persina (Wang et al., 20006).

En estudios previos se observd que estos genes se sobreexpresan al inducir el
sistema de defensa del aguacate, aun cuando éste alcanza la madurez de
consumo, lo que proporciona al fruto resistencia frente al ataque de
C. gloeosporioides (Xoca et al., 2019). En este sentido, se puede inferir que si estos
genes se encuentran sobreexpresados a lo largo de la vida poscosecha del fruto
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de aguacate, éste puede ser menos vulnerable al ataque de los hongos,

preservando asi su vida de anaquel.

La manipulacién para sobreexpresar genes dentro del sistema biolégico de origen,
en este caso el aguacate, se torna complicado dado que no se cuenta con los
protocolos de transformacion estandarizados para llevarlo a cabo. De acuerdo con
esto, es conveniente recurrir a sistemas vegetales previamente caracterizados,
como Arabidopsis thaliana. Esta planta se ha empleado como modelo vegetal ya
que ademas de tener el genoma completamente secuenciado, se cuenta con
herramientas genéticas y protocolos de transformacion estandarizados, con lo que
se facilita el estudio de genes especificos.

Por consiguiente, dada la importancia del estudio de los genes decritoa
anteriormente, en el presente trabajo se propuso analizar el efecto de la
sobreexpresion de los genes homologos a los involucrados en la biosintesis del
compuesto antifungico persina en aguacate, en Arabidopsis thaliana, para
dilucidar su participacion en la defensa de frutos de aguacate contra C.
gloeosporioides. Los resultados obtenidos sustentaran alternativas basadas en
genética funcional para inhibir el desarrollo de enfermedades causadas por hongos

que provocan una disminucion en la produccion agricola de aguacate.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del fruto de Aguacate

El arbol de aguacate (Persea americana) pertenece a la familia de las Laureaceas
dicotiledoneas y es originario de las regiones de Centroamérica. Los frutos son
bayas piriformes de aproximadamente 12 x 9 a 15 x 10 cm, con exocarpio verde
OSCUro y numerosas escamas morenas. Su mesocarpio es carnoso de color
amarillo claro al interior y verde hacia el exterior, conteniendo una semilla ovoide
de 5 a 6 cm (Figura 2.1). La porcién amarilla del mesocarpio debe su color a los
pigmentos [(-caroteno, cripotoxantina, luteina, crisantemaxantina e isoluteina
(Mendoza, 2010).

Figura 2.1.Caracteristicas fisicas del fruto de aguacate. Fuente: Mendoza, 2010.

El fruto de aguacate posee un papel importante en la nutricibn humana, debido a
sus propiedades nutricionales como son su contenido de acidos oleico, palmitico,
linoleico, palmitoleico y acido estearico; ademas de vitaminas A, B, C, E, Ky fibra
(Bill et al., 2014).
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2.2 Importancia del fruto de Aguacate

El aguacate es uno de los cultivos mas importantes de México, ocupando el tercer
lugar en productos agroalimentarios de exportacion (SAGARPA, 2017). A nivel
mundial, México es el principal productor de aguacate donde la produccion de este
fruto ha crecido de manera constante, lo que se debe en gran medida, a la
aceptacion y popularidad del producto mexicano en el mercado nacional e
internacional (FAOSTAT, 2017).

En el 2016, se obtuvo una produccion de un 1, 664,000 toneladas. Cabe senalar
que las ventas de aguacate fueron de 2,227 millones de ddlares, siendo asi un
producto de gran importancia para el desarrollo econdmico de México (FAOSTAT,
2016; SIAP, 2016). Sin embargo, la comercializacion exitosa del aguacate es a
menudo, reducida por factores ambientales adversos que impactan negativamente
la produccion del fruto, ademas de las enfermedades que presenta, las cuales son
ocasionadas por fitopatdbgenos que afectan el desarrollo de los frutos. Esto se
traduce en un menor aporte econdmico que se obtiene de la comercializacion del

producto.

2.3 Problemas fitosanitarios del fruto de aguacate

El buen funcionamiento de los procesos fisiologicos del aguacate estan
determinados como en cualquier planta, por su codigo genético (potencial
hereditario) y el ambiente (suelo-atmosfera) en el que se desarrollan. Existen
diversos factores responsables de que este fruto no alcance su maximo potencial
productivo, entre ellos se encuentran los factores ambientales. De esta manera, la
temperatura, la humedad, lluvia y el frio influyen en todos los aspectos del
crecimiento del aguacate y determinan la magnitud con la que se expresa su

potencial genotipico (Gutiérrez et al., 2010).
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Ademas de los factores limitantes de origen abidtico, se suman los factores bidticos
como son el ataque de plagas y microorganismos que causan enfermedades. Las
enfermedades del aguacate afectan la produccién y son consideradas de gran
importancia por el numero, distribucién e intensidad con la que se presentan,
ademas son un factor de incremento en los costos de produccion. En zonas calidas
y lluviosas una de las principales enfermedades que se presenta en los frutos
tropicales es la antracnosis, causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides
(Gutiérrez et al, 2010). La antracnosis, es una de las enfermedades mas
importantes del fruto de aguacate desde el punto de vista econdmico, ya que se
puede presentar durante el almacenamiento y la comercializacion de éste, con
pérdidas de al menos 20% del total de la produccion (Djami, Allie, & Straker, 2013;
Xoca et al., 2017).

En la actualidad, se busca disminuir las pérdidas ocasionadas por antracnosis a
través de alternativas bioldgicas para combatir el desarrollo de esta enfermedad
provocada por C. gloeosporioides (Gutiérrez et al., 2010).

2.4 Compuestos antifungicos en el fruto de aguacate

Se ha reportado que cuando los frutos se encuentran en madurez fisioldgica, en
general son menos vulnerables al ataque de patégenos. Para el caso del aguacate,
En el fruto de aguacate, cuando el fruto esta en madurez fisiolégica, un obstaculo
para el desarrollo de los fitopatogenos esta relacionado con la presencia de
compuestos antifungicos preformados, entre ellos la persina (12z, 5z)-1-acetoxy-
2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15-diene. La concentracion mas alta de persina se
ha detectado en el exocarpio de frutos en estado de madurez fisioldgica, y va
disminuyendo a medida que el fruto alcanza la madurez de consumo (Xoca et al.,
2017).
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De esta manera, se ha relacionado la concentracidon de persina con la resistencia
de frutos de aguacate contra el ataque de C. gloeosporioides, y por ende, la
disminucién en la concentracion de persina durante el proceso de maduracion,

aumenta la susceptibilidad al ataque de C. gloesporioides (L6pez, 2010).

2.5 Caracteristicas de la persina

La persina es un compuesto antifungico preformado, detectado en la epidermis de
aguacate (Lépez, 2010). Es un derivado de desoxi-glicérido y estructuralmente
esta estrechamente relacionado con el monoglicérido de linoleico incluso con la
posicion (z, z)-estereoquimica de los dobles enlaces como se muestra en la Figura
2.2 (Rodriguez & Trumble, 2000).

H O
Ac

(122,15Z)-1-Acetoxy-2-hydroxy-4-oxo-heneicosa-12,15-diene  (I)

j.\/\/\/\/=\/-\/'\/\
HO Y0

OH

Monoglyceride of lincleic acid  (IT)

Figura 2.2. Relacién estructural entre el compuesto bioldgicamente activo (1) (12z, 5z)-1-acetoxy-2-hydroxy-
4-oxo-heneicosa-12,15-diene (persina), (II) el monoglicérido del acido linoleico. Fuente: Rodriguez, 2000.
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2.5.1 Biosintesis de la persina

Los acidos grasos C-18 saturados e insaturados, como son los acidos estearico,
oleico y linoleico, se sugirieron como posibles precursores de la persina. Estos
acidos, especialmente el acido oleico y linoleico, son abundantes en los tejidos de
aguacate donde se especula que algunos precursores se almacenan en el aceite.
El primer compuesto antifungico identificado a partir de aguacate fue la persina. En
1994, Bull y Carman reportaron que la reaccion de persina a acidos grasos, con la
insercion de un atomo de oxigeno, podria llevarse a cabo mediante una oxidacion
Baeyer-Villager (Bull & Carman, 1994). Sin embargo, hasta el momento no se han
identificado las enzimas o los procedimientos quimicos para llevar a cabo el
proceso de formacion de persina a través de la extrusion de un atomo de oxigeno
de los acidos grasos, por lo que el proceso de biosintesis de persina en aguacate
es aun desconocido (Rodriguez & Trumble, 2000).

Posteriormente se reporté que al aplicar etileno (40uL/mL) a frutos de aguacate
recién cosechados, se logro afectar la quiescencia de C. gloeosporioides en frutos
inmaduros y se presentd una activacion transcripcional de los genes Avfae 1
(elongasa de acido graso), Avfad 12-3 (delta 12 acido graso desaturasa). Estos
hallazgos revelaron un posible vinculo en la induccion de los genes Avfae 1y Avfad
12-3 y la acumulacién de persina, infiriendo que las enzimas 12 desaturasa y
elongasa de acido graso estarian involucradas en la biosintesis de persina (Madi
et al., 2003; Wang et al., 2004; Wang et al., 2006).

2.5.2 Actividad antifungica de la persina en frutos de aguacate

La concentracion de persina en los tejidos de aguacate esta regulada por la
lipoxigenasa, quien a su vez es regulada negativamente por la presencia de

fenilpropanoides como la epicatequina, presentes en el pericarpio del fruto (Prusky
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& Lichter 2007; Yakoby et al. 2002; Beno & Prusky 2000; Ardi et al. 1998). La
lipoxigenasa es responsable de la oxidacion de la persina. Se ha reportado que un
aumento en la actividad de la lipoxigenasa causa disminucién en los niveles de
persina durante la maduracidn de los frutos (Prusky et al., 1985). Los niveles de
epicatequina disminuyen durante la maduracion y coinciden con el aumento de las
lipoxigenasas y la disminucion de persina. Por lo tanto, los niveles mas altos de
epicatequina inhiben las lipoxigenasas, previniendo la disminucion de los niveles
de persina y proporcionando una mayor resistencia al ataque de fitopatdogenos
(Rodriguez & Trumble, 2000).

Las concentraciones de epicatequina en un cultivar de aguacate susceptible a
patogenos se reporta de 60 a130 pg/g de peso cuando el fruto se ablanda, mientras
qgue en cultivares resistentes las concentraciones de epicatequina oscilan entre 636
y 1740 ug/g en la etapa de ablandamiento del fruto (Rodriguez & Trumble, 2000).

De esta manera, los niveles mas altos de epicatequina inhiben las lipoxigenasas
previniendo la disminucion de los niveles del compuesto antifungico,
proporcionando una mayor resistencia al ataque de fitopatdégenos. De acuerdo con
estos resultados, se sugirid que los niveles de persina dependen paralelamente de
la sintesis y el metabolismo de varios compuestos como la epicatequina (Wang et
al., 2006; Bowen et at., 2018).

La mayor parte de la persina presente en el mesocarpio de aguacate, es
secuestrada en el aceite del fruto; sin embargo, no se ha detectado actividad
significativa de lipoxigenasa en el aceite. Asi, la falta de actividad enzimatica indicé
que el nivel de persina se mantiene alto en el aceite, tanto de mesocarpio inmaduro
como maduro, mientras que las concentraciones en otros sitios del fruto fueron
variables (Wang et al., 2006; Bowen et al, 2018). Adicionalmente, en frutos

inmaduros, la resistencia mejorada al patégeno se caracteriza por la activacion de
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la sintesis de persina en paralelo a la expresion mejorada de genes clave de su via
biosintética Avfae 1y Avfad 12-3 (Wang et al., 2004).

Recientemente a través de un analisis transcriptdmico, se determiné que los genes
Avfael y Avfad12-3 se sobreexpresan al inducir el sistema de defensa del fruto de
aguacate durante la postcosecha, sugiriendo que se llevo a cabo induccion de la
biosintesis de persina, lo que proporcioné al fruto mayor resistencia al ataque del
hongo C. gloeosporioides, aun en estado de madurez de consumo (Xoca et al.,
2017). La identificacion de genes de aguacate implicados en la respuesta de
defensa contra C. gloeosporioides es un paso crucial hacia la comprension de las
bases moleculares de los mecanismos de la resistencia en el fruto de aguacate
(Djami et al., 2013). Avfae1 y Avfad12-3 son dos genes candidatos para modular
su expresion y con ello evaluar la resistencia en los frutos al sobreexpresarlos. Sin
embargo, es complicado llevar a cabo este tipo de estudios genéticos en el propio
fruto de aguacate, ya que hasta el momento no se cuenta con las técnicas
moleculares y de transformacion estandarizadas para este fruto. Es por esto que
resulta conveniente estudiar la funcion de los genes Avfae1 y Avfad12-3 en un
sistema modelo previamente caracterizado como lo es Arabidopsis thaliana, el cual
es el modelo vegetal por excelencia.

2.6 Arabidopsis thaliana

A. thaliana se ha empleado por varias décadas como modelo vegetal, ya que
presenta diversas ventajas. Este modelo posee un ciclo de vida corto (2 meses)
por lo que se pueden estudiar fenotipos al silenciar o sobreexpresar genes
especificos, su genoma esta secuenciado y ademas se cuenta con protocolos
establecidos para la aplicacion de herramientas moleculares (Leonelli, 2007;
Yesilirmark & Sayers, 2009; Clough & Bent, 1998).
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Arabidopsis thaliana es un miembro de la familia Brassicaceae, tiene una amplia
distribucion natural en Europa, Asia y América del Norte. Todo su ciclo de vida,
incluyendo la germinacion de las semillas, la formacion de la roseta, el perno del
tallo principal, la floracién y la maduracién de su fruto, se completa en 6 semanas,
lo que es muy conveniente en investigacion vegetal. A. thaliana es una planta
pequefia de aproximadamente 30 cm de altura, las flores tienen 2 mm de largo, se
autopolinizan a medida que la flor se abre (Figura 2.3a). Las semillas tienen 0.5
mm de longitud en la madurez (Meinke et al., 1998).

Las flores se componen de un espiral exterior de cuatro sépalos verdes y espirales
interiores que contienen cuatro pétalos blancos, seis estambres con polen y un
gineceo central que forma la silicua (Figura 2.3b). Las plantas maduras alcanzan
de 15 a 20 cm de altura y a menudo, producen varios cientos de silicuas con mas

de 5000 semillas por planta.

W Pétalos
J

Pistilo

g

' Sépalos Estambres

Figura 2.3. Aspecto morfolégico de Arabidopsis thaliana. a) Planta pequefia con flores 2mm de largo, semillas
de 0.5mm longitud. b) Las flores se componen por cuatro sépalos verdes, estambres y un gineceo o pistilo
central que forma la silicua. Fuente: Meinke et al., 1998.
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2.6.1 Ventajas del uso A. thaliana en Ingenieria genética

A. thaliana se ha convertido en el sistema modelo de eleccion para la investigacion
en biologia vegetal. Se han hecho avances significativos en la comprension del
crecimiento y desarrollo de las plantas, centrandose en la genética molecular de
este organismo modelo (Meinke et al., 1998). A partir de mediados de los afios
ochenta, A. thaliana se convirti6 en una planta modelo para diversos estudios
cientificos debido a la disponibilidad de informacion y diversas herramientas
genéticas con lo que se facilita el estudio de genes especificos, ademas de la
facilidad de generacién de plantas transgénicas (Hayashi & Nishimura, 2006).

Por lo anterior resulta muy conveniente el uso de A. thaliana como un modelo para
estudiar genes de interés de plantas mas complejas como el aguacate y analizar
su expresion en este modelo vegetal, ya sea introduciendo construcciones con
genes especificos de aguacate o identificando los genes de A. thaliana homdlogos

a los de interés para manipular su expresion y observar los fenotipos resultantes.

2.7 Herramientas moleculares de DNA recombinante. El sistema Gateway.

La aplicacion de herramientas moleculares como la clonacion de genes para ser
estudiados en un contexto biologico mas amplio, es de gran utilidad ya que se logra
informacion sobre su funcion (Bolivar, 2004). Por lo cual, el analisis de expresion
de determinados genes bajo condiciones especificas, aporta informacion de la
funcion de éstos, lo cual ha demostrado ser una poderosa herramienta para

predecir la funcion de genes (Proost & Mutwil, 2016).

Para llevar a cabo la sobreexpresion de los genes, existen diversas herramientas

moleculares entre las cuales destaca el sistema Gateway.
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La tecnologia Gateway es un método de clonacion universal basado en
propiedades en el sitio especifico de recombinacion del bacteriofago A (Landy,
1989). La tecnologia Gateway proporciona una manera rapida y altamente eficiente
de mover secuencias de DNA en sistemas que pueden emplear de multiples
vectores para el analisis funcional y expresion de proteinas (Hartley et al., 2000).

Las reacciones de recombinacion de la tecnologia de clonacion Gateway se basan
en la recombinacién de sitio especifico del bacteridéfago A en E. coli. El bacteriéfago
A puede crecer como un fago litico, en cuyo caso la célula huésped se lisa, con la
liberacion del virus de la progenie. Alternativamente, puede integrarse
especificamente en el genoma de E.coli mediante el proceso llamado
lisogenizacion. En este estado lisogénico, el genoma del bacteriéfago puede
transmitir a las células hijas durante varias generaciones hasta que surgen

condiciones que desencadenan su escision del genoma (Weisberg & Landy, 1983).

Las reacciones de recombinacion integradora y excesiva del bacteriéfago A estan
mediadas por proteinas codificadas por bacteridfago y E. coli. Estas reacciones de
recombinacion, realizadas de manera in vitro, son la base de la tecnologia Gateway
de clonacién. Se pueden representar de la siguiente manera: attB x attP < attL x
attR (donde "x" significa recombinacion). Los cuatro sitios att contienen sitios de
unién para las proteinas que median las reacciones. Los sitios attP, attB, attL y
attR contienen 243, 25, 100 y 168 pares de bases respectivamente. La reaccion
de integracion attB x attP es mediada por las proteinas Int e IHF (factor de
integracion). La reaccion de escision de sitios attL x attR es mediada por las
proteinas Int, IHF y Xis (Figura 2.4). Int (integrasa) y Xis (escisionasa) estan
codificadas en el genoma del bacteridfago A, mientras que IHF es una proteina de
E. coli (Landy, 1989).

13



ANTECEDENTES

Phage Lambda

E. coll Genome x
atB s
Integration Excision
(Int, IHF) (Int Xis,IHF)
E. coli Genome :13&:) .-,‘Zéﬂs.:.,

Lambda Genome

Figura 2.4. La reaccién de excision de sitios attL x attR es mediada por las proteinas Int, IHF y Xis.

La tecnologia Gateway consta de dos reacciones de recombinacion. La reaccion
BP facilita la recombinacién de un producto attB-PCR o un clon de expresion attB
con un vector donante para crear un clon de entrada que contiene attL (Figura
2.5a). Esta reaccion es catalizada por la mezcla de enzimas BP clonasa Il. La
reaccion LR facilita la recombinacion de un sustrato attL (clon de entrada) con un
sustrato attR (vector de destino) para crear un clon de expresion que contiene attB
(Figura 2.5b). Esta reaccion es catalizada por la mezcla de enzimas LR clonasa |l.
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rReaccidn LR

Figura 2.5. El Sistema Gateway consta de dos reacciones reaccion BP a): Clonacion del gen de interés en
un vector de entrada y reaccion LR b): Subclonar el gen de interés del clon de entrada en un vector destino el
cual forma el clon de expresion.

La clonacion por recombinacién de a través del sistema Gateway presenta varias
ventajas, ya que se lleva a cabo en tiempos cortos y una reaccion de
recombinaciéon se completa en una hora, no es necesario usar enzimas de
restriccion ni ligasas como en los protocolos de clonamiento tradicional y tiene una
eficiencia de  clonacion muy  alta, de  alrededor  del 95%

(tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/gatewayman.pdf)
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De acuerdo a lo anterior, el sistema Gateway representa una herramienta muy util
para el proceso de clonacion, permite el uso y expresion de multiples tipos de

secuencias.

En muchas ocasiones, es complicado estudiar la funcion de genes especificos en
los sistemas bioldgicos a los que pertenecen, por lo que esto se lleva a cabo en un
sistema heterdlogos que represente ventajas de manipulacion y donde se cuente
con los protocolos de transformacion para la introduccién de los genes por técnicas
de biologia molecular. Después de la clonacién de los genes de interés en el vector
especifico, el siguiente paso es llevar a cabo la transformacion de la planta, que es
un proceso de manipulacion genética mediante el cual el gen de interés clonado

se introduce en las células vegetales que se integran al genoma. (Ueki et al., 2008).

El sistema de clonacion Gateway, se ha realizado con éxito en diversas
investigaciones. En un estudio se demostrd la construccion y validacion de este
sistema, donde la finalidad fue clonar dos genes simultaneamente por reacciones
LR con clones de entrada, para ser utilizado para la trasformacién de plantas, con
el objetivo de investigar las interacciones y la localizacion subcelular de dos
proteinas en células vegetales vivas. El sistema Gateway se considera una
excelente herramienta multipropdsito aplicada en la investigacidon genética de
plantas, ya que permite la expresion simple o simultanea de genes, ademas del

analisis de proteinas, entre otras aplicaciones. (Aboulela et al., 2017).

En este trabajo, aplicando la tecnologia Gateway de clonamiento se analizaron los
genes homologos de A. thaliana a los genes Avfae1y Avfad12-3 de aguacate y se
evaluo la capacidad antifungica de los extractos obtenidos a partir las
plantasobreexpresantes.
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3. JUSTIFICACION

El aguacate es uno de los principales cultivos que es afectado por el hongo
C. gloeosporioides. Este hongo es el agente causal de la antracnosis, la cual es
una de las enfermedades mas importantes desde el punto de vista econdmico,
dado que genera pérdidas de alrededor del 20% del total de la produccion de
aguacate. Esta enfermedad puede presentarse durante el almacenamiento y

comercializacion del fruto (Xoca et al., 2017).

Se ha observado que cuando el fruto esta en madurez fisioldgica no se desarrolla
el hongo causante de la antracnosis, debido al contenido de metabolitos
secundarios presentes en el epicarpio. Entre estos metabolitos se encuentra la
persina. De acuerdo a estudios realizados, se ha reportado que los genes Avfae 1
y Avfad 12-3, involucrados en la biosintesis de persina, se sobreexpresan al inducir
el sistema de defensa del fruto de aguacate, lo que sugiere que esta presente una
mayor concentracion de persina que podria dar resistencia al fruto contra el ataque

del hongo C. gloeosporioides.

Por lo anterior, resulta interesante evaluar la sobreexpresion los genes Avfae 1y
Avfad 12-3. Sin embargo, es complicado estudiarlos en el sistema vegetal de
origen por lo que se planted utilizar A. thaliana como modelo vegetal para
sobreexpresar los genes homologos a los involucrados en la sintesis de persina
de aguacate Hass, ademas de evaluar la capacidad antifungica in vitro de extractos
vegetales obtenidos a partir de las plantas sobreexpresantes, como una potencial
estrategia basada en genética funcional para inhibir el desarrollo de enfermedades

causadas por el hongo C. gloeosporioides.
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4. HIPOTESIS

El efecto de la sobreexpresion de los genes homdlogos en A. thaliana a los genes
involucrados en la biosintesis del compuesto antifungico persina de aguacate
Hass, incrementara la capacidad antifungica in vitro de los extractos de las plantas

sobreexpresantes contra el hongo de C. gloeosporioides.
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5. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de la sobreexpresion en A. thaliana de los genes homologos a
los involucrados en la biosintesis del compuesto antifungico persina en aguacate

Hass (Persea americana).

Objetivos Especificos

» Realizar un analisis bioinformatico para identificar los genes homologos de
A. thaliana a los genes Avfae 1y Avfad 12-3 de aguacate.

= Realizar construcciones de expresion constitutiva con los genes homélogos
de A. thaliana a los genes Avfae 1y Avfad 12-3 de aguacate utilizando el
sistema Gateway de clonamiento.

» Transformar las plantas de A. thaliana con las construcciones elaboradas y
evaluar fenotipos en plantas sobreexpresantes para cada uno de los genes
seleccionados.

= Analizar la actividad antifungica de extractos vegetales provenientes de

cada una de las plantas sobreexpresantes.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Diagrama General

En la Figura 6.1 se muestra un diagrama general con la metodologia empleada
para la realizacion del proyecto de investigacion.

Genes Avfae 1, Avfad 12-3
implicados en la
biosintesis compuesto
Persina

Analisis
bioinformatico

N
Clonacion de genes
homologos en A. thaliana
J
B B Obtencion de lineas de
Transformacion en E. coliy Transformacion de A. thaliana
; ’ A. thaliana
A. tumefaciens con un : transformadas
vector PB7WG2
.

Evaluacidn antifuingica en
condiciones in vitro de los
extractos obtenidos

Blsqueda de fenotipos de
lineas transgénicas
obtenidas

Figura 6. 1.Diagrama general de metodologia empleada para el trabajo de investigacion.
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6.2 Analisis Bioinformatico

Las secuencias de los genes Avfad 1y Avfae 12-3, involucrados en la biosintesis
del compuesto persina en aguacate, se obtuvieron de las bases de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Se realizé una comparacion de
secuencias mediante el programa run Blast 2.2.3. Para el analisis in silico se
consultd la base de datos de TAIR (The Arabidopsis Information Resource). El
resultado de la comparacion de secuencias determind los genes homologos en A.
thaliana a Avfad 1y Avfae 12-3 de aguacate. Se selecciono el gen homologo con
mayor porcentaje de identidad para cada uno de los genes de estudio.

6.3 Diseio de oligonucleétidos

Se seleccionaron los genes de A. thaliana con mayor porcentaje de homologia con
los genes de aguacate Avfae 1y Avfad 12-3. Se obtuvieron las secuencias de
ambos genes y en base a ellas se disefaron los oligonucledtidos. Para esto se
utilizdé el Software Vector NTI (Invitrogen®). Los oligonucledtidos sintetizados a
través de un servicio especializado. Para evaluar la funcionalidad de los
oligonucledtidos se llevaron a cavo racciones de PCR y se estandarizaron las

condiciones para la amplificacion.

6.4 Obtencion de plantas de A. thaliana

Las plantas de A. thaliana utilizadas en este estudio corresponden al ecotipo
Columbia-0 (Col 0). Las semillas Col 0 se desinfectaron mediante un tratamiento
con EtOH 70% durante 5 min seguido por un tratamiento con una solucion de

hipoclorito de sodio al 20% durante 5 min. Finalmente se realizaron 3 lavados con
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agua destilada estéril (1mL por 5 min para cada uno de los lavados). Las semillas
fueron almacenadas en agua destilada a 4°C por 48 h. Para la germinacion de las
semillas, éstas se sembraron en cajas de Petri conteniendo medio Murashige-
Skoog (MS) y se incubaron a 22°C con un fotoperiodo de dia largo de 16 horas de
luz y 8 de oscuridad. De manera simultanea, se realiz6 la siembra de semillas de
A. thaliana en sustrato de peat moss con perlita para obtener plantas para su

posterior transformacion.

6.5 Extraccion RNA de A. thaliana

A partir de las plantas crecidas in vitro por 7 dias, se llevo a cabo la extraccidon de
RNA para obtener por amplificacidn el fragmento de los genes de interés. Para la
extraccion de RNA se empled el reactivo QIAzol Lysis Reagent (QIAGEN®), de
acuerdo a las especificaciones del proveedor. Para esto, las muestras de
A. thaliana fueron recolectadas y maceradas en nitrogeno liquido. En tubos
eppendorf se colocaron alicuotas de 100 mg de tejido vegetal y se agregaron
1000 pL del reactivo Lysis QIAzol. Se mezclé en vortex y se dejo reposar por 5
min. Se agregaron 200 yL de cloroformo mezclando vigorosamente durante 15 sy
se dejo en reposo durante 2-3 min. La mezcla se centrifugd a 12,000 x g por 15
min a 4°C. Se transfirio la fase acuosa superior en tubos nuevos. Para precipitar el
RNA se agregaron 450 pL de isopropanol y se mezcl6 agitando en vortex. Se dejo
reposar durante 10 min y se centrifugé a 12,000 x g por 10 min a 4°C. Se elimind
el sobrenadante y la pastilla obtenida se lavé con 1000 pL de etanol al 75%. Se
centrifugdb a 7500 x g durante 5 min a 4°C. Se eliminG6 completamente el
sobrenadante y las muestras se secaron al aire. Se agregaron 30 uL de agua libre
de Rnasas para resuspenderlas.
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6.6 Cuantificacion e Integridad del RNA de A.thaliana

Las muestra de RNA se cuantificaron en un espectrofotometro NanoDrop ND-1000
(Thermo scientific®) a una longitud de onda de 260 nm, utilizando el software ND-
100 V3 5.2. Se determind la pureza del RNA de cada muestra por medio de las

relaciones de absorbancia A2s0/280 Y A260/230.

Para la determinacion de la integridad del RNA, éste se sometidé a electroforesis
mediante la aplicacion de un campo eléctrico generado por una fuente de poder
marca Bio-Rad. Se emple6 como soporte de las muestras un gel de agarosa al
1.5%. Para la inyeccion de muestras en los carriles del gel se tomaron 5 pL de
mezcla que contenian RNA, buffer de carga naranja 1Xy H2O libre de RNAsas. La
electroforesis se llevo a cabo en buffer TAE 1X a 90 Volts durante 45 min. Las
muestras fueron visualizadas utilizando un Fotodocumentador ChemicDoc ™ MP

BIO RAD adaptado a un equipo software Imagen Lab ™.

6.7 Amplificacion de los genes de interés a partir de cDNAs

La sintesis de cDNA se llevo a cabo mediante el proceso de transcripcion reversa.
Esta se llevo a cabo en un volumen final de 20 pyL de reaccion que contenia 8 pL
agua libre de RNAsas, 1 pyL de cada oligonucleoétido, 2 yL de dNTPs (10mM) y 3
ML de RNA. La mezcla se colocé en un termociclador Real-time PCR para la
desnaturalizacion a 65°C durante 10 min y después fueron colocadas 5 min a 4°C.
Posteriormente, se adicionaron 6 pyL de la mezcla que contenia 1 yL DTT, 4 pL
buffer 5x, 1 gL enzima invitrogene SSlII. Se incubd durante 1 hora a 52°C, 15 min
72°C y 4°C por 5 min. Finalmente las muestras de cDNA fueron almacenadas a -
20°C. Posteriormente se realizé la técnica de PCR. Como control positivo de
amplificacion, se amplificd el gen constitutivo de Actina 2.
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Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pL.
Para cada una de las muestras se adiciono a la reaccion 1 yL de cDNA, 11.96 pL
H20O libre de RNAsas, 2 uL dNTPs (2 mM), 0.8 pL MgCl2 (50 mM), 2 pL de cada
oligonucledtido (directo FW-ACT2 5°GAA TTG TCT CGT TGT CCT CCT CAC 3
reverso 5° TGC AAA TCC AGC CTT CAC CAT AC 3') y 0.24 pL de enzima Taq
polimerasa. El programa de amplificacion se realizé en un C1000 Thermal cycler
Biorad que consistio en una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 3 min,
desnaturalizacion a 95°C durante 30 s, alineamiento a 60°C durante 30 s vy
extension a 72°C durante 20 s durante 35 ciclos de reaccion. Finalmente una
extension a 72°C por 5 min. Los productos de PCR fueron sometidos a

electroforesis.

Una vez comprobado que el cDNA se sintetizé correctamente, se llevo a cabo la
amplificacion por PCR para cada uno de los genes bajo estudio. Las reacciones
de amplificacion se realizaron en un volumen final de 25 yL. Para cada una de las
muestras se adiciond en la reaccion 1 pL de cDNA, 8.55 pL H20 libre de RNAsas,
5 uL buffer 5x, 2.5 yL dNTPs (2mM), 2.5 yL mix oligos (directo y reverso, 10mM),
5 uL Enhancer, 0.25 uL enzima platinum (Invitrogen®). La secuencia de los
oligonucledtidos para cada gen se muestra en la Tabla 1. El programa de
amplificacion se realizé en un C1000 thermal cycler Biorad que consistié en una
desnaturalizacion inicial a 98°C durante 30 s, desnaturalizacion a 98°C durante 10
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s, alineamiento a 60°C, 62°C y 64°C durante 10 s realizando 35 ciclos de reaccion.

Finalmente una extension a 72°C por 5 min (Figura 6.2).

Desnaturalizacion

Extensioén
4°Ceo
98°C
30s,10s 72°C
60,62,64°C 40 s, 5 min

Alineamiento

Figura 6. 2 Condiciones de amplificacion de los genes especificos.

Cabe senalar que las diferentes temperaturas de alinemiento, corresponden a un
gradiente de temperatura que se llevo a cabo con la finalidad de estandarizar las
condiciones de amplificacion. Los productos de PCR fueron sometidos a

electroforesis.

Tabla 1.0ligonucledtidos utilizados para las amplificaciones.

Gen Secuencia

control

Actina2 Directo 5GAATTG TCT CGT TGT CCT CCT CAC 3’
Reverso 5" TGC AAATCC AGC CTT CAC CAT AC 3’

Genes

A.
thaliana
5'GGGG-ACA-AGT-TTG-TAC-AAA-AAA-GCA-GGC-
Directo T- ATGAGCCATAACCAAAACCAACC 3
At5g43760

Reverso 5'GGGG-AC-CAC-TTT-GTA-CAA-GAA-AGC-TGG-

GT- CTACGACGATGTAATGGGAGTGA 3
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5'GGGG-ACA-AGT-TTG-TAC-AAA-AAA-GCA-GGC-
Directo T- ATGGGTGCAGGTGGAAGAAT 3
At3g12120
Reverso 5'GGGG-AC-CAC-TTT-GTA-CAA-GAA-AGC-TGG-
GT- TCATAACTTATTGTTGTACCAGT 3’

6.8 Analisis de restriccion de los fragmentos amplificados

Con el fin de confirmar que los amplicones obtenidos correspondian a los cada uno
de los genes de interés, se realizé un analisis de restriccion. Para ello, se realizé
la busqueda en bases de datos del Gen Script, Promega y Restrictionmapper, para
detectar sitios de restriccidn en las secuencias de los genes y determinar el patron
de restriccion. Para el gen At59g43760 se emple6 la enzima BamHI y para
At3g12120 la enzima Bglll, BamHI| 'y Pstl.

Las reacciones de digestion se realizaron en un volumen final de 10 pL. Para cada
amplicén la reaccion estuvo compuesta por 5.5 L de agua libre de RNasas, 1 uL
de la amplificacion por PCR y 0.5 pL de la enzima de restriccion. Las muestras se
incubaron a 37°C durante 10 min. Se llevé a cabo la inactivacion térmica de las
enzimas Yy las muestras se conservaron a4°C. La restriccion del DNA de los genes

fueron sometidos a electroforesis para su visualizacion.

6.9 Preparacién células electrocompentes de E. coli DH5a

Una célula competente de E. coli es aquélla que tiene la capacidad de integrar
moléculas de DNA externo no propio de la bacteria, por o que era necesario
preparar células competentes para introducir los plasmidos que contenian

clonados los genes de interés.
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Para la obtencion de las células competentes, se prepard un preinéculo de E. coli
DHb5a crecido 37°C por 24 h. El preinéculo bacteriano se transfirid a un matraz
conteniendo 250ml de LB liquido. Se incub6 a 37°C con agitacion constante. El
crecimiento bacteriano se monitored hasta que alcanzé un valor D.O.s00 de 0.6-0.8.
El cultivo se mantuvo en bafio de hielo por 15 min y se centrifugd a 5000 rpm a
4°C durante 10 min. Se desecho el sobrenadante y las células se lavaron con 40
mL de agua desionizada estéril y fria. Se resuspendio la pastilla celular y se
centrifugd a 5000 rpm a 4°C durante 10 min. Los lavados de las células bacterianas
se repitieron (3 veces) desechando cada vez el sobrenadante. El paquete
bacteriano se resuspendié en 20 mL de una solucion estéril y fria de glicerol al
10%. Las células obtenidas se distribuyeron en alicuotas y se se almacenaron a
-80°C hasta su uso (Sambrook et al., 2001).

6.10 Reaccidén de recombinacion BP de clonacion sistema Gateway.

Los fragmentos de PCR para los genes At5g43760 y At3g12120 se clonaron
utilizando el vector de entrada pDONR™ 221. Este vector contiene un sitio de
secuenciacion M13 universal, un gen de resistencia a kanamicina y un gen de
seleccion negativa ccdB. El vector pDONR™ 221 (Figura 6.3) se utilizdé con la
finalidad de integrar en él (en los sitios attP1, attP2) los fragmentos de los genes
especificos de interés para posteriormente, por recombinacion sitio especifica,
integrarlo a un vector destino para su sopreexpresion. La clonacion mediante el
sistema Gateway se llevo a cabo en dos partes, primeramente se clono en el vector
de entrada (reaccién BP) y después el fragmento de interés se paso al vector
destino (reaccion LR), en ambos casos la clonacion ocurri6 mediante

recombinacion sitio especifica.
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La reaccién BP se llevd a cabo en un volumen final de 10 uL, el procedimiento se
realizé de acuerdo a la metodologia descrita en el manual Gateway Technology®.
Para esto, se agreg6 1 uL (180 ng/uL) del vector de entrada pDONR™ 2.21, 4 uL
H20 libre de RNasas, 3 uL del producto PCR (gen de interés), 2 yL (2 pg/mL) de
enzima BP clonasa Il. Las muestras se incubaron a 25°C durante 12 h. Posterior a
la incubacion, se anadié 1 L de proteinasa K (para detener la actividad enzimatica
de BP). Las muestras se incubaron a 37°C por 10 min y después fueron
almacenadas a 4°C hasta su uso. La construcciéon obtenida fue utilizada para

transformar E. coli.

M13 M13

[ B e R

pDONR™221
pDONR"/Zeo

Figura 6.3. Representacién esquematica del Vector de entrada pDONR 221™,

6.10.1 Transformacion de E. coli con el plasmido pDONR 221

Con la finalidad de eliminar las sales presentes en la mezcla de reaccién BP, se
llevé a cabo la dialisis por microgota de la mezcla previamente obtenida como se
describié en el apartado 6.10. Se colocaron 11 pyL de la mezcla sobre una
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membrana con un tamafo de poro de 0.025 um, soportada en una gota de agua
milli-Q .Posteriormente las muestras dializadas se incorporaron en 50 uL de células
competentes previamente preparadas, mezclandolas suavemente para después
colocarlas en celdas de electroporaciéon donde se aplicé un choque eléctrico de
2000 volts utilizando un electroporador. Inmediatamente después de la
electroporacion se agregé medio LB liquido a la mezcla de transformacién y se
incubo a 37°C durante 90 min manteniéndola en agitacidén constante. Finalmente,
las bacterias fueron sembradas en cajas de Petri con medio Luria Broth (LB)
suplementadas con el antibidtico de seleccidon kanamicina. Las cajas fueron
incubadas a 37°C. El crecimiento de colonias indicé que las células bacterianas

incorporaron el vector.

6.10.2 Seleccion de colonias transformadas

A partir de las colonias de E. coli DH5a transformadas, se seleccionaron colonias
al azar para llevar a cabo una reaccién de PCR en colonia, lo cual permitid
confirmar que el plasmido con el gen de interés habia sido integrado. Para llevar
a cabo el PCR, cada una de las colonias seleccionadas se suspendieron en 15 L
agua destilada estéril, esta suspension se usé como templado.

Las reacciones de amplificacion por PCR en colonia se llevaron a cabo en un
volumen final de reaccion de 20 yL mezclando 11.96 pL de agua, 2 uL de buffer
10X, 2 yL de dNTPs (2mM), 0.8 pL de MgCl2 (50mM), 2 pL del mix de oligos (directo
y reverso del gen especifico), 0.24 pL enzima DNA Taq polimerasa, 1uL de la
suspension bacteriana. El programa de amplificacién se realizé en un C1000
thermal cycler Bio rad que consistié en una desnaturalizacion inicial a 95°C durante
3 min, desnaturalizacion a 95°C durante 30 s, alineamiento a 60°C durante 30 s 'y
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extension a 72°C durante 1 min 30 s, y una extension final a 72°C por 5 min durante
35 ciclos de reaccién. Los productos de PCR fueron visualizados mediante técnica
de electroforesis. Una vez que se corroboraron las colonias que contenian el
plasmido pDONR™ 221 con el gen de interés, se procedid a la purificacion de este
plasmido para usarlo en la reaccion LR.

6.10.3 Extraccién de DNA plasmidico

Las bacterias fueron crecidas en 2.5 mL de medio LB suplementado con el
antibiotico kanamicina (50mg/mL). El cultivo se incubdé a 37°C por 12 h con
agitacion constante. Mediante centrifugacion se obtuvo la pastilla bacteriana. Se
realizo la extraccion de DNA plasmidico utilizando el kit QIA prep spin Miniprep de
acuerdo a las especificaciones del fabricante. Se realizé una electroforesis para
comprobar que el DNA se habia extraido correctamente ademas se elabord una

cuantificacion para conocer la concentracion obtenida.

6.11 Reaccion recombinacién LR de clonacién sistema Gateway

Utilizando el DNA plasmidico obtenido a través de la reaccion BP, se realizé la
reaccion LR utilizando el vector de salida pB7WG?2 (Figura 6.4) el cual es empleado
para la sobreexpresion de genes. Este vector contiene el promotor constitutivo
35S, el gen de resistencia al antibidtico espectionomicina, el gen de resistencia al
herbicida fosfinotricina, el gen suicida ccdB y el gen que codifica para la proteina
verde fluorescente GFP. En esta reaccion, el gen de interés se integro por
recombinacion sitio especifica en lugar del ccdB. La reaccion LR se llevo a cabo

en un volumen final de 10uL y el procedimiento se realiz6 de acuerdo a la
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metodologia descrita en el manual Gateway Technology®. Brevemente, a reaccion
se integrd por 1 pyL (180ng/pL) del vector de salida pB7WG2, 6 uL de agua, 1 pL
del DNA plasmidico obtenido en la primera reaccion BP con el vector pDONR™
221y 2 yuL (2ug/mL) de la enzima LR clonasa Il (Invitrogen®). La reaccién se incubd
a 25°C durante 12 h. Posteriormente se afiadié 1 yL de proteinasa K y se incubd

a 37°C por 10 min. Las muestras fueron almacenadas a 4°C hasta su uso.
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Figura 6.4. Representacién esquematica del Vector de salida pB7WG2.

6.11.1 Transformacién de E. coli con el plasmido pB7WG2

Se transformé la cepa de E. coli con el plasmido pB7WGZ2 mediante
electroporacién. La metodologia se describe en la seccion 6.10.1. Las bacterias
transformadas se seleccionaron mediante el antibidtico espectionomicina (100

mg/mL). También se realizé un PCR en colonia siguiendo la metodologia descrita
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en la seccion 6.10.2 y la extraccion del DNA plasmidico a partir de colonias de E.
coli correctamente transformadas se realizoé segun lo descrito en la seccion 6.10.3.
Con esta construccion (pB7WG2 mas el gen de interés) se transformaron células
competentes de Agrobacterium tumefaciens que es la bacteria que naturalmente

lleva a cabo la transformacién de la planta Arabidopsis thaliana.

6.11.2 Transformacion de A. tumefaciens con el plasmido pB7WG2

A partir del el DNA plasmidico obtenido de la reaccion LR, se transformo la cepa
de A. tumefaciens GV2260 mediante por electroporacién. Las células de A.
tumefaciens transformadas fueron sembradas en placas con medio LB mas los
antibidticos espectinomicina (100mg/mL), rifampicina (50mg/mL) y carbenicilina
(100 mg/mL). Los cultivos fueron incubados a 28°C durante 48 h. De las colonias
gue crecieron se seleccionaron cuatro, a las cuales se realizé6 PCR en colonia de

acuerdo al procedimiento descrito en la seccién 6.10.2.

6.11.3 Transformacion de A. thaliana mediante A. tumefaciens

Con la bacteria de A. tumefaciens transformada, se prepard un preinoculo en 50
mL de medio LB liquido suplementado con espectinomicina (100 mg/mL),
rifampicina (50mg/mL) y carbenicilina (100 mg/mL). Este cultivo se incubo a 28°C
durante 24 h. Una vez obtenido el preinéculo, se incorporé en 200 mL de medio
liquido LB con los antibidticos correspondientes y se incub6 a 28°C hasta alcanzar
una D.0O.e00 de 0.8. Con este cultivo se llevé a cabo la transformacion de A. thaliana
por el método floral dip reportado por Martinez et al., 2004. Para esto, las células
del cultivo fueron recolectadas mediante centrifugacion a 5500 rpm durante 20 min
y fueron resuspendidas en 10 mL de una soluciéon compuesta por 0.5X MS, 5%
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sacarosa, 100 mM acetosiringona, 0.05% Silwet-L77 y pH ajustado a 5.7.
Posteriormente, con esta suspension bacteriana se inocularon las inflorescencias
de plantas de A. thaliana en etapa de brote durante 3 s. Ya inoculadas se dejaron
bajo condiciones de crecimiento de 12 a 24 h en oscuridad cubiertas con bolsas
de color negro para evitar el contacto con la luz, ademas para mantener un alto
porcentaje de humedad. Esto permitié que A. fumefaciens se integrara de manera
efectiva a A. thaliana. Una vez que las plantas generaron semillas, éstas se

colectaron para llevar a cabo la seleccién de las lineas transformadas.

6.12 Seleccion de lineas de A. thaliana transformadas

Las semillas se desinfectaron con una solucion de etanol al 70% por 5 min, seguido
por un tratamiento con hipoclorito de sodio al 10% por 5 min. Como acto seguido
se lavaron tres veces con H.0O destilada estéril. Las semillas se sembraron en cajas
de Petri conteniendo medio MS suplementado con fosfinotricina (10mg/L). Se
incubaron con un periodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad, durante 10-14
dias aproximadamente después de la germinacién, hasta que el desarrollo de la
planta permitié observar fenotipos en las transformantes. Estos fueron comparados

con plantas testigo sin transformar.

6.13 Obtencién de extractos de plantas de A thaliana transformadas

Para comprobar si se indujo la presencia de compuestos antifungicos en la planta,
se obtuvieron extractos crudos de las lineas transformadas para evaluar su efecto
antifungico. Los extractos de las plantas de A. thaliana transformadas se
obtuvieron mediante la metodologia propuesta por Saura-Calixto, 2007. Este

procedimiento consistio en someter las muestras de tejido a una solucion de
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metanol acidificado (8 mL*L-' HCL) - agua (50-50 v/v) (50 mL *g' de muestra)
durante 60 min a temperatura ambiente. Posteriormente, la suspension se
centrifugé a 3000 rpm por 15 min a 25°C. Se recuperd el sobrenadante. Al
precipitado se adicioné una solucién de acetona-agua (70:30 v/v) (50 mL *g' de
muestra) durante 60 min. Se centrifugd bajo las condiciones descritas
anteriormente y el sobrenadante se mezcld con el sobrenadante del primer lavado.
Los solventes se eliminaron en un rotavapor Yamato BM500, con atmdsfera
reducida, durante 60 min a 45°C. Una vez retirados los solventes los extractos se
almacenaron a 4°C en obscuridad.

6.14 Evaluacion de la actividad antifungica in vitro de los extractos

Para evaluar la actividad antifungica se consideraron todos los extractos. En las
evaluaciones se utiliz6 como control una solucion de metanol-agua sin muestra de
tejido. Para la aplicacion de los extractos, se utilizaron 3 concentraciones de 4, 8y
16 mg/mL. Los extractos fueron mezclados con PDA (papa dextrosa agar) y una
vez que el agar solidificd, con ayuda de un sacabocado se retiré un disco de 8mm
de diametro de PDA de la parte central de la caja Petri. En ese espacio se colocé
un disco de 8 mm PDA conteniendo un cultivo de C. gloeosporioides. Las cajas
se incubaron a 26°C, hasta que el hongo ocup¢ la totalidad del area de la caja.

Cada tratamiento se realizé por duplicado.

6.14.1 Determinacion de la inhibicion del crecimiento micelial de C.

gloeosporioides

Para determinar el efecto antifungico de los extractos vegetales, se considero la

inhibicion del crecimiento micelial en las diferentes concentraciones. Para calcular
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el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial en cada uno de los tratamientos

(%ICM) se utilizo la siguiente ecuacion:

Didmetro colonia control — Didmetro colonia de tratamiento
ICM = — - — X 100 (1)
Diametro colonia control — Diametro del sacabocados

CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSION
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7.1 Analisis Bioinformatico

Con las secuencias de genes de aguacate Avfae 1y Avfad 12-3 obtenidas en la
base de datos GenBank, se realizé un analisis de comparacién de secuencias con
la base de datos de Arabidopsis TAIR. El programa bioinformatico para la
comparacion de secuencias fue run blast 2.2.3, el cual arrojo6 como resultado la
secuencia de los genes homologos en Arabidopsis thaliana a los genes Avfae 1y
Avfad 12-3 de aguacate. Los resultados se muestran en las Tablas 2 y 3.

De acuerdo a los resultados obtenidos, para el caso de Avfae 1 se seleccionoé el
gen con mayor porcentaje de identidad que correspondié a At5g43760 con un
72.53 % de homologia. Se ha reportado que este gen participa en el proceso
biosintetico de los acidos grasos, ademas se induce en respuesta al frio asi como
por estimulo de luz (The Arabidopsis Information Resource). En lo que respecta a
Avfad 12-3, se obtuvo solamente el homologo At3g12120, el cual se ha reportado
que codifica para una enzima involucrada en la sintesis de acidos grasos (The
Arabidopsis Information Resource) y su porcentaje de homologia fue 71.72%
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Tabla 2.Genes homdlogos de A. thaliana al gen At3g43760

GEN HOMOLOGIA % FUNCION
(GENES) IDENTIDAD

Avfael AT5G43760.1 7253 Respuesta al frio, estimulo de Iuz

Avfael ATIG04220.1 7245 Respuesta estrés osmotico, heridas, proceso
biosintético suberina

Avfael AT2G26640.1 6879 Respuesta al frio, estimulo de luz

Avfael ATIGO01120.1 7027 Desarrollo de cuticula, respuests al frio , estimulo
de luz

Avfael ATIG25450.1 6858 Desarrollo de cuticula, desarrollo tubo polinico,
respuesta frio, estimulo de luz

Avfael ATIG68530.1 8821 Desarrollo de cuticuls, respuesta al frio, estimulo
luz, crecimiento celular, proceso biosintético de la
cera.

Avfael AT4G34510.1 e84 Elongacion de acidos grasos, proceso metabolico de
acidos grasoscadena larga

Avfael AT2G16280.1 6766 Desarrolio de cuticula, respuesta frio, estimulo luz,
proceso metabolico de 3cidos grasos cadena larga

Avfael AT4G34250.1 6764 Elongacion acidos grasos, respuests al estimulo luz,
proceso metabolico de acidos grasos cadena larga

Avfael AT2GI15090.1 6741 Elongacion acidos grasos, proceso metabdlico de
acidos grasoscadens larga

Avfael ATIG19440.1 6779 Desarrollo de cuticula, , proceso metabdlico de
acidos grasoscadena larga

Avfael AT2G26250.1 737 Desarrollo de cuticula, diferenciacion de células

epidérmicas, respuesta al frio, estimulo luz,
karrikin, proceso metabolico de 3cidos grasos

cadena larga.

Avfael AT4G34520.1 6443 Elongacion de acidos grasos, proceso metabolico de
acidos grasoscadena larga.

Avfael ATSG49070.1 6744 Desarrolio de cuticula, proceso metabdlico de
acidos grasoscadena larga.

Avfael AT3G10280.1 6277 Desarrollo de cuticula, elongacion de acidosgrasos,

proceso metabolico de acidos grasos cadena larga.

Tabla 3. Gen homdlogo de A. thaliana al gen At3912120

GEN  HOMOLOGIA % FUNCION
(GENES) IDENTIDAD
Avfad AT3G12120.1 Proceso de éxido-reduccion
12 71.72 Enzima principal responsable de sintesis de 4cidos

grasos 18:2 en reticulo endoplasmatico

Ademas de considerar el porcentaje de homologia, se consideraron las funciones
semejantes en sus contextos biologicos. De acuerdo a lo reportado en la base de
datos TAIR, el gen At39g712120 codifica para una desaturasa que participa en el
proceso biosintético de acidos grasos, misma funcion que se atribuye al gen Avfad
12-3 de aguacate. En lo que respecta al gen At5g43760, éste codifica para una
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elongasa de acidos grasos, similar a la funcién del gen Avfae 1. De esta manera,
se sugiere que los genes de A. thaliana seleccionados podrian tener funciones
similares a los genes de aguacate, implicados en la biosintesis del compuesto
persina. Estos resultados sustentaron la propuesta de que al inducir la
sobreexpresion de At3g12120 o At5g43760 se podria biosintetizar en la planta

algun compuesto biofungicida.

A partir de los resultados del analisis bioinformatico se conté con la secuencia
completa y de cDNA de los genes At3g12120 y At5g43760.

Como los genes serian amplificados a partir de cDNA, primeramente se realizé un
analisis en la base de datos eFP, la cual es una herramienta que cuenta
Arabidopsis para visualizar los niveles de expresion de cada gen especifico en las
diferentes estructuras de la planta (Arabidopsis eFP Browser). Lo anterior con la
finalidad de determinar el tejido mas adecuado para la extraccién de RNA total de
A. thaliana, el cual fue utilizado para realizar la sintesis de cDNA. Los resultados

se muestran en la Figura 7.1.

En la Figura se observa una escala de color que va de amarillo a rojo, donde la
intensidad del color indica el nivel de expresion. Al observar las diferentes
estructuras de la planta, es posible determinar qué parte es la que presenta mayor

nivel de expresion.

De acuerdo con esto, para ambos genes se determind que la parte aérea de la
planta (hojas y estructuras florales) era la porcion mas adecuada para llevar a cabo
la extraccion de RNA total de A. thaliana, con lo cual podriamos asegurar la
amplificacion del fragmento esperado.
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Figura 7. 1. Nivel de expresion de genes en planta de A. thaliana: a) gen At3g12120, b) gen AT5g43760.

7.2 Extraccion de RNA de plantas de A. thaliana.

Las plantas de A. thaliana crecidas in vitro durante una semana, se emplearon para
la extraccion de RNA (Figura 7.2a). Una vez extraido el RNA, se procedid a la
cuantificacion. A la par, se colocaron semillas en una mezcla de sustrato de peat
moss y perlita (Figura 7.2b) las cuales se dejaron crecer para tenerlas listas para
la transformacion de A. thaliana mediante la técnica de floral dip reportada por
Martinez et al., 2004.
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a) b)

Figura 7. 2. a) Cultivo in vitro de A. thaliana de 1 semana de edad b) Cultivo de A. thaliana en sustrato.

La extraccion se llevo a cabo por triplicado. Para conocer la pureza del RNA
extraido se obtuvieron las relaciones de absorbancia Azeo2so Y A 2601230 que indican
la pureza del RNA 'y se acepta puro cuando se obtienen valores entre 1.8 a 2 para
la relacién 260/280nmYy de 1.8 a 2.2 para la relacion 260/230n,m (Sambrook et al.,
1989; Manchester, 1996, Djami et al., 2012). Las muestras de RNA obtenidas
tuvieron una concentracion de 423, 488.4, 866.43 ng/uL; de estas muestras,
solamente una de ellas tuvo una relacion Azeo2so de 2.03 y una relacion A 2601230 de
1.82. Esto indicd que esta muestra se encotraba libre de impurezas, ya que las
dos relaciones de absorbancias ( Azso2so Y Az2e0/230) S€ encuentran en el valor de
referencia (Vicient & Delseny, 1999), por lo cual fue seleccionada y utilizada para
la realizaciéon de sintesis de cDNA de A.thaliana. Cuando las relaciones de
absorbancia no concuerdan con lo que indica la teoria, indica que el RNA obtenido
presenta contenido de impurezas, es decir se encuentra contaminado por ejemplo
algunas proteinas, carbohidratos o fenol que pudieron quedar presentes durante

el proceso de extraccion y no fueron eliminadas completamente, cuando este es el
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caso, es necesario realizar un proceso de purificacion para lograr la finalidad de
eliminar cualquier contaminante presente, que afecte al RNA extraido y al analisis

molecular posterior.

Para conocer la integridad de cada una las muestras de RNA total extraido, éstas
se sometieron a electrofofresis en gel de agarosa. En la Figura 7.3 se muestran los
resultados.

En cada muestra se visualizaron dos fragmentos que representan las subunidades
de los RNAs ribosomales 18S y 28S de eucariontes (Hamby & Zimmer, 1998;
Ananiev & Chernichet, 1989). Es caracteristico que se observe en los geles el RNA
ribosomal, ya que éste se encuentra en mayor proporcion con respecto RNA
mensajero y de transferencia (Roger & Bendich, 1998). Al observar bandas

definidas, se considera que el RNA esta integro.

[ ) - -

Figura 7. 3. RNA extraido de A. thaliana. Cada carril corresponde a una mestra de extraccion independiente.
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7.3 Sintesis de cDNA a partir de RNA de A. thaliana

Se llevo a cabo la sintesis del cDNA y posteriormente se llevaron a cabo reacciones
de amplificacion por PCR. Como control se amplificé en gen ActinaZ2, el cual es un
gen constitutivo o también llamado de “housekeeping’.

En la Figura 7.4 se muestra el producto de la amplificacion del gen de Actina2. Se
observé una banda de 252 pb de acuerdo al tamaino esperado. Con este resultado
se verifico que la sintesis de cDNA se llevo a cabo correctamente y que podria ser
utilizado para amplificar los genes At3g12120 y At5g43760 de A. thaliana para su

posterior clonacion utilizando el sistema Gateway.
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Figura 7. 4. RT-PCR del gen de actina2. M: Marcador peso molecular; carriles 1y 2 producto de PCR.

7.4. Amplificacion de los genes At5g43760y At3g12120 de A. thaliana

Se realiz6 la amplificacion de los genes At5g43760y At3g12120 a partir del cDNA.
Se estandarizaron las condiciones de amplificacion para cada gen. Las
temperaturas de alineamiento evaluadas fueron 60°C, 62°C y 64°C. Los resultados

se muestran en la Figura 7.5.
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Gen At5g43760 Gen At3g12120
M 60°C 62°C 64°C 60°C 62°C 64°C

]
)
[

- e

v V-
2000 pb ingd
1650 pb u - -~ — —

fragmento —— ey e—

1000 pb » 1650 pb < \

‘ - "‘ Fragmento

v w o 1212 pb

-

4 =

> - .-

L L

- . -

Figura 7. 5. Amplificacion de los genes At5g43760 y At3g12120 con gradiente de 60, 62 y 64 °C, M:
marcador peso molecular.

Se observé la amplificacion de un fragmento de 1650 pb y otro de 1212 pb,
correspondientes a los genes At5g43760 y At3g12120, respectivamente. En todas
las temperaturas de alineamiento no hubo amplificaciones inespecificas, por lo que
cualquiera de estas temperaturas es conveniente para amplificar estos genes. El
tamano de los fragmentos amplificados corresponde a los genes sin intrones, de
acuerdo a lo reportado en la base de datos TAIR.

Para comprobar que efectivamente las amplificaciones de cada gen correspondian
a las secuencias correctas, se realiz6 un analisis de restriccion in silico, empleando
los programas del gen script, Promega vy restriction Mapper. De esta manera se
seleccionaron las enzimas de corte adecuadas (Figura 7.6).
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Figura 7. 6. Analisis de restriccion de los genes. At3912120 y At5g43760. Las lineas rojas sefialan los sitios

de restriccion para cada una de las enzimas.

Posteroirmente, se procedid a hacer la restriccion in vitro. EI gen At3g12120 se

digiri6 con las enzimas BamHI y Bgl Il. La restriccion con BamHI gener6 dos

fragmentos de 445 pb y 767 pb (Figura 7.7a). La enzima Bgl Il generé dos

fragmentos de 102 pb y 1110 pb. Adicionaalmente se utilizé la enzima Pstl, la cual

no tiene sitio de corte en esta secuencia. En lo que respecta al gen At5g43760, se

utilizé la enzima Bglll, la cual generd un fragmento dos fragmentos de 433 y 1217

pb (Figura 7.7b).
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Figura 7. 7. Analisis de restriccion para los genes Atg3g12120 (a) y At5g43760 (b), M: marcador
de peso molecular

Con este analisis de restriccion se corroboré que los productos amplificados
corresponden a los genes bajo estudio.

7.5 Clonacion Sistema Tecnologia Gateway

Se obtuvieron los genes At3g12120 y Atbg4360 clonados en el vector de entrada
pDONR™ 221. Para confirmar la clonacién se realizé un PCR en colonia usando
los oligos especificos de cada gen, tomando como molde para la amplificacion el
DNA plasmidico contenido en las bacterias que crecieron en el antibidtico de

seleccion. En la Figura 7.8 se muestra la electroforesis del producto de PCR.
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MER 12 S 3 4 5 6 M 1 2 3 4 5
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1650 pb
1650pb — 1000pb ——
1000pb — Fragmento 1650 pb

Fragmento 1212 pb

Figura 7. 8. PCR en colonia para comprobar la reaccion de recombinacion BP.

Para el gen At3g712120 (Figura 7.8 a), las 6 colonias seleccionadas tuvieron el
templado para llevar a cabo la amplificacion, lo que indicé que todas ellas
contenian al plasmido. Para el gen At5g43760 (Figura 7.8 b) las colonias 3,4y 5
resultaron tuvieron el plasmido con el inserto, y por lo tanto se observo la
emplificacion del gen. De acuerdo con esto, se seleccionaron la colonia numero 3

para At3g12120y la colonia numero 4 para At5g43760.

Con estas cepas transformadas se procedio se procedio a la extraccion de DNA
plasmidico y se realiz6 la reaccion LR utilizando el vector pB7WGZ2. El vector
pB7WG2 es empleado en el sistema Gateway para llevar a cabo la sobreexpresion
de genes, ya que éstos quedan bajo la coordinacidn del promotor 35S, el cual es
constitutivo (Invitrogen ®).

Una vez que se obtuvieron las construcciones LR se realizé la transformacién de

E. coli DH5a y la seleccion se llevo a cabo urilizando espectionomicina.
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De la misma manera que las clonaciones antes mencionadas, para confirmar la
clonacion se realizé una PCR en colonia. En la Figura 7.9 se muestra la

electroforesis del producto de PCR.

Gen At3g12120 Gen At5g43760

1650 pb

p —

10009 Tooore I S— - -
Fragmento 1212 pb -

Fragmento 1260 pb

Figura 7. 9. PCR en colonia para comprobar la reaccion de recombinacion LR.

Para el gen At3g12120 (Figura 7.9a) 6 colonias seleccionadas tuvieron el templado
para llevar a cabo la amplificacion, lo que indico6 que todas ellas contenian al
plasmido. Para el gen At5g43760 (Figura 7.9b), las colonias 1, 2 y 4 contenian el
plasmido con el inserto. Asi, se seleccionaron la colonia 2 para At3g12120 y la 4
para At5g43760.

La aplicacidn de la metodologia del sistema Gateway ha sido ampliamente utilizada
ya que es una técnica eficiente y facilita la transferencia de DNA entre vectores de
expresion; ademas, se mantiene la orientacion correcta del segmento de DNA bajo
estudio, produciendo asi una alta eficiencia de clonacion (Tanaka et al., 2017).

Ademas en un estudio realizado anteriormente se demostrd la construccion y
validacion de este sistema, donde la finalidad fue clonar dos genes
simultaneamente por reacciones LR con clones de entrada, para ser utilizado para
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la trasformacion de plantas, con el objetivo de investigar las interacciones y la
localizacion subcelular de dos proteinas en células vegetales vivas (Aboulela et al.,
2017).

7.6 Transformacion de A. tumefaciens

Se llevo a cabo la transformacion de A. tumefaciens con la finalidad que la bacteria
pueda integrar los genes At3g12120 y At5g43760 en A. thaliana.

Se verifico la transformacion mediante PCR en colonia. Los resultados se muestran
en la Figura 7.10. Para el gen At3g12120, las 4 colonias seleccionadas contenian
el gen de interés (Figura 7.10a). Para el gen At5g43760, las colonias 1y 3 lo
contenian (Figura 7.10b). En ambos casos se selecciond la colonia 1 para llevar a
cabo la transformacion de A. thaliana.

Y 1 E e 4 e L T 2 3
gy
— i~ - S—
a) b)
- Gen At3g12120 Gen At5g43760
1650 pb_-
1000 pb—— . 1650 p P
Fragmento 1212 1000 pr‘—
E B Fragmento 1650 pb
———
——— -

Figura 7. 10. PCR en colonia para corroborar la integracion del vector de expresion con los genes At3g12120
(a) y Atbg43760 (b) en A. tumefaciens. M. Marcador de peso molecular.
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7.7 Obtencion de plantas A. thaliana de transformadas.

Para la trasformacién, A. tumefaciens con los plasmidos correspondientes, se

coloco sobre las estructuras florales como se muestra la Figura 7.11.

Figura 7. 11.Transformacioén de plantas de A. thaliana con los genes At3912120 y At5g43760 mediada por A.
tumefaciens.

Las plantas se cubrieron con bolsas de plastico para mantener un alto porcentaje
de humedad y facilitar la integracién de A. tumefaciens a la planta, se dejaron 12 h
bajo la oscuridad. Las plantas se mantuvieron hasta su completo desarrollo y la
obtencion de nueva semilla. La semilla que fue sembrada en medio MS
suplementado con el herbicida fosfinotricina. Este herbicida fue aplicado debido a
que el vector pB7WGZ2 utilizado para la sobreexpresién de los genes, aporta
resistencia a este marcador de seleccion (Harrison et al., 2006). La fosfinotricina
(PPT) es el ingrediente activo presente en diversos herbicidas, se comporta como
un inhibidor competitivo de la enzima glutamina sintetasa. La obtencion de plantas
transgénicas tolerantes a PTT, se ha logrado mediante la introduccién de uno de
dos genes: el gen bar de Streptomyces hygroscopicus (Thompson et al., 1987) o
el gen pat de S viridochromogenes (Wohlleben et al., 1988). Estos genes codifican
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para la proteina fosfinotricina n-acetil transferasa (PAT); esta proteina acetila el
grupo NH2 de la PPT dando lugar a la formacion de N-acetil fosfinotricina, que no
tiene actividad (Droge et al, 1992). Por lo tanto solamente las plantas

transformadas sobrevivieron en fosfinotricina (Figura 7.12).

Figura 7. 12. Seleccion de la semilla transformada de A.thaliana. a) Plantas transformadas con la construccion
del gen At3912120. b) Plantas transformadas con la construccion del gen At5g43760.

7.8 Fenotipo de las plantas sobreexpresates.

En las lineas transformadas de las plantas de A. thaliana sobreexpresantes de los
genes At3912120 6 At5g43760, se realizé la evaluacion de los fenotipos. En la
Figura 7.13 se muestran los resultados. Se observdé que las plantas
sobreexpresantes del gen At3g712120, presentaron cambios en sus caracteristicas
fisicas como el color de las hojas, mostrando con un color verde aparentemente
mas intenso, comparado con las hojas de plantas sin transformar. Ademas se
observaron cambios en la estructura de raiz, ya que presentaron una raiz
agravitropica, la cual se enroll6 en la parte superior de la roseta de la planta (Figura
7.13 b). Se ha reportado que la expresion del gen At3g12120 se lleva a cabo en
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en diferentes tejidos de la planta y que su sobreexpresién modifica caracteristicas
fisicas de las hojas, tallo y raiz (Dar AA et al, 2017). En otros estudios
independientes, se evaluaron los patrones de expresion de At3g712120 en A.
thaliana y se observé que el ARNm que codifica para este gen, se detectd en
diferentes estructuras de la plantula, sugiriendo que al sobreexpresarlo es posible
esperar cambios en los fenotipos de algunas estructuras de la planta (Zhang et al.,
2012).

Figura 7. 13. Fenotipos de Plantas sobreepresantes A. thaliana. a) Plantas control sin transformar, b) Plantas
sobreexpresando gen At3g12120. Las plantas sobreexpresante presentan cambios en color de la hoja a verde
mas oscuro, raiz agravitrépica y presencia de inflorescencias a temprana edad (mostrado en el recuadro). c)
plantas sobreexpresando gen At5g43760 presentando un alargamiento del hipocotilo (tallo) (mostrado en el
recuadro).
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Las plantas sobreexpresantes del gen At3g727120 también mostraron una
aceleracion en su desarrollo, ya que se observaron inflorescencias prematuras
(Figura 7.13b). Este fenotipo se puede deber al incremento en la desaturacion de
los acidos grasos de la membrana plasmatica, la cual estaria mediada por
At3g12120. Se ha reportado que este gen es esencial para la funcién de las
proteinas membranales que intercambian e Na+ por H+, o que podria inducir a
un crecimiento temprano de las plantulas en A. thaliana (Zhang et al., 2012). En lo
que respecta a este estudio, al llevar a cabo la sobreexpresion del gen At3g712120,
se propone que habria un aumento del producto de este gen, que corresponderia

a una desaturasa, influenciando la aceleracion del crecimiento de la planta.

En lo que respecta a las sobreexpresantes del gen At59g43760, al realizar la
comparacion con las plantas control, se observaron cambios fenotipicos, ya que la
raiz de las plantas sobreexpresantes presentd pocas raices laterales. Ademas, las
plantas presentaron alargamiento del tallo (hipocotilo) (Figura 7.13c). Esto se
puede explicar ya que el gen At5g43760, ademas de participar en el proceso
biosintético de acido grasos, también se ha reportado que responde a estimulos
de luz, provocando una reaccion hormonal en la planta, cuya consecuencia es un
alargamiento del tallo hacia la fuente de luz (Halliday, 2004). Esta respuesta se
denomina fototropismo, el cual implica un movimiento de la planta de acuerdo a la
orientacion de la luz (Li et al, 2014). Las plantas de A. thaliana que
sobreexpresaron al gen At5943760, probablemente tuvieron una respuesta
exacerbada a la luz, presentando un hipocotilo elongado a diferencia de las plantas

control.

A estas plantas se les realizé un analisis histolégico para detectar diferencias entre
sus partes estructurales. De acuerdo con esto, se observd que las plantas
sobreexpresantes del gen At3g12120 presentaron un mayor numero de tricomas
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en las hojas, en comparacion con las plantas control (Figura 7.14 a1). Los tricomas
producen y acumulan metabolitos secundarios, como los flavonoides,
fenilpropanoides, terpenoides y alcaloides que presentan una actividad antifungica
ante fitopatogenos (Agati et al., 2012; Gang et al., 2001; Tian et al., 2018; Valletta
et al., 2013).

Figura 7. 14. Andlisis histologico de plantas sobreexpresantes. a) Planta control, b) sobreexpresante de
At3912120, c) sobresxpresante de At5g43760. El niumero 1 corresponde a muestras de hojas. EI niumero 2
corresponde a muestras de tallo.

Otro cambio observado en las plantas sobreexpresantes del gen At3g712120, fue
es que presentd un aumento del grosor del tallo, en comparacion con las plantas
control (Figura 7.14b2). Se ha reportado que este gen presenta un mayor nivel de
expresion en la parte estructural del tallo y parte de sus funciones estan
relacionadas con la formacion del vastago del tallo (Da AA et al., 2017).
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De acuerdo con esto, es posible que las plantas que sobreexpresan al gen
At3g12120 sean mas resistentes al ataque de fitopatdgenos, dado que presentan

mas tricomas y su tallo es mas grueso que las plantas control.

Con respecto al analisis histologico realizado para las plantas que sobrexpresan al
gen Atbg43760, no se observaron diferencias respecto al numero de tricomas
presentes en la hoja, en comparacion con las plantas control Figura 7.14a1). Sin
embargo, al observar la parte estructural del tallo se observé un aumento en el
grosor del tallo, comparado con el control (Figura 7.14 a2). De acuerdo a los
analisis realizados en la base de datos del TAIR, este gen se expresaria
mayoritariamente en el vastago del tallo, por lo que la sobreexpresion a este nivel
puede ser la responsable del del tallo.

En un estudio se aislaron genes entre los cuales se encontraba el gen At5g43760,
gue mostraron una mayor expresion en la epidermis del tallo (Shu et al.,2005), por
lo que se relacionaron funcionalmente en la elongacion de dos carbonos a
C 22 VLCFA (acido grasos de cadena muy larga) que se requiere para la cera
cuticular y la biosintesis de la suberina en raiz, ademas que los VLCFA saturados
promueven el alargamiento de tallo en A. thaliana, proporcionando asi una lista de
posibles genes candidatos para la maquinaria de ensamblaje, secrecion y sintesis

de lipidos de superficie (Lee et al.,2009) .
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7.9 Actividad antifungica in vitro de los extractos de la plantas de A. thaliana

sobreexpresantes.

Para evaluar el efecto de la sobreexpresién sobre la biosintesis de compuestos
antifungicos, se obtuvieron extractos crudos para evaluar posible efecto antifungico
frente al hongo fitopatogeno C. gloeosporioides.

En la Figura 7.15 se muestra el efecto de los extractos de las plantas
sobreexpresantes del gen At3g712120 evaluados a diferentes concentraciones.
Como control fue evaluado el crecimiento micelial del hongo sin extractos y el
crecimiento del hongo con extractos de plantas no sobreexpresantes. Es
interesante observar que los extractos de las plantas control, modifican el
crecimiento y desarrollo C. gloeosporioides, mostrando una inhibicion del 10. 52%
sugiriendo que A. thaliana puede producir compuestos capaces de afectar el

desarrollo de este fitopatogeno.

En lo que respecta a los extractos de las sobreexpresantes, se observé que en la
concentracion de 16mg/mL hubo un 45.45% de inhibicion del crecimiento micelial
comparado con las demas concentraciones y con los controles. Adicionalmente,
se afecto el desarrollo del micelio, ya que su aspecto fue diferente al del control
(Figura 7.15c). De acuerdo con estos resultados, se sugiere que la sobreexpresion
del gen At3g72120 indujo la formacién de compuestos antifungicos capaces de

inhibir el crecimiento y desarrollo de C. gloeosporioides.
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Figura 7. 15. Comparacion de evaluacién antifingica de los extractos. a) Plantas sobreexpresantes con el gen
At3g12120, b) Plantas control (sin transformar), c) Hongo C. gloeosporioides crecido sin extracto.

En relacién al efecto antifungico del extracto de plantas sobreexpresantes del gen
At5g43760, no hubo diferencia entre la concentraciones de 4 y 16 mg/mL, sin
mbargo, la concentracion de 8mg/mL, presenté un porcentaje de inhibicion del 20%
comparado con las plantas control sin transformar (Figura 7.16b). Estos resultados
sugieren que la sobreexpresion del gen At5g43760 también pudiera inducir la
formaciéon de compuestos que inhiben el crecimiento y desarrollo de C.
gloeosporioides, aunque su efecto es menor al observado para el gen At3g712120.
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16mg/mL

Figura 7. 16. Comparacion de evaluacion antifingica de los extractos. a) Plantas sobreexpresantes con gen
At5g43760, b) Plantas control (sin transformar), c) Hongo C. gloeosporioides sin extracto.

Los resultados obtenidos sugieren que A. thaliana reune los elementos
moleculares necesarios para responder a la induccion de genes similares a los de
aguacate (Avfae 1, Avfad 12-3) involucrados en la biosintesis de compuestos
antifungicos como la persina, el cual es el compuesto antifungico mas activo en
aguacate que inhibe el desarrollo de C. gloeosporioides en el fruto (Lépez, 2010),
Se ha reportado que la persina de aguacate presenta estructura similar a la de un
acido graso (Rodriguez & Trumble, 2000), y por tener compuestos lipofilicos,

puede acumularse en la bicapa de fosfolipidos del hongo fitopatégeno, logrando
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perforar o dafiar su membrana celular. Al aumentar la permeabilidad de la
membrana del patégeno, dananria su integridad y conduciréa a la muerte del
patégeno (Da Cruz et al., 2013; Yun & Lee, 2017). Estas plantas de Arabidopsis
podrian estar sintetizando compuestos antifungicos con estructuras similares a
ésta, las cuales serian las responsables del efecto de inhibicién observado al
evaluar los extractos. El gen At3g712120 de Arabidopsis, al igual que el gen Avfad
12-3 de aguacate, participan en la conversion del acido oleico en acido linoleico,
siendo el acido linoleico un precursor para formacion del compuesto antifungico
persina (Prusky et al., 2007; Zhang et al., 2012). A su vez, el gen At59g43760 actua
como elongasa en el proceso biosintético de acidos grasos al igual del gen Avfae
1 (Madi et al., 2003). En Arabidopsis estan presentes acidos grasos de cadena
larga, de 16 y 18 carbonos, que podrian ser precursores de compuestos con
actividad antifungica (Suh et al., 2005).

De acuerdo a los resultados, se plantea que esta propuesta podria representar una
estrategia para el control del desarrollo del hongo de C. gloeosporioides, Sin
embargo, se requiere de la realizacion de mas estudios, mediante técnicas
analiticas, con la finalidad conocer y cuantificar los metabolitos que podrian tener
efecto antifungico presentes en las plantas sobreexpresantes. Ademas, se requiere
de llevar a cabo analisis para determinar la inocuidad de estos extractos y poder

ser aplicados en alimentos.
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8. CONCLUSIONES

El sistema Gateway es una tecnologia que facilita la clonacién de genes de manera
eficiente.

La sobreexpresion de genes permite obtener informacion acerca de su funcidn, la

cual permite proponer su aplicacion en el mejoramiento genético.

Los extractos de las plantas sobreexpresantes de los genes At3g7127120 y
At5g43760 presentaron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento y desarrollo del
hongo de C. gloeosporioides de 45.45 y 20% respectivamente, lo cual puede
representar una alternativa en el control de este hongo fitopatégeno.

A. thaliana resultd6 un modelo vegetal conveniente para llevar a cabo la
sobreexpresion de estos genes homologos a los de aguacate.

Se sugiere que la planta de A.thaliana tiene los elementos moleculares necesarios
para la formacién de compuestos antifungicos, sin embargo es necesario
profundizar en este estudio para comprobar la presencia de estos compuestos

mediante técnicas analiticas.
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10. ANEXOS

Preparacion medio LB (Luria Broth) (250mL)

Triptona 25¢g
Extracto Levadura 1.25¢
NaCl 1.25¢
Agar 3.75

Preparacion medio MS (Murashige y Sookg) (150mL)

Sales MS 0.66 g
Sacarosa 159
Agar 129

Medio PDA Comercial Agar Papa dextrosa (250mL)
Agar papa dextrosa 9.75¢g
Agua destilada 250mL

Para la preparacion de medio se cultivos una vez preparados. Se esterilizan en
autoclave a 121°C por 15 minutos.

Preparacién EDTA 1M

Pesar 14.612 g EDTA en agua desionizada 40 mL mezclar con agitacion y
calentamiento, ajustar PH 8
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Preparacion TAE 10 X (1 litro)

Tris 48.4 g
Acido acético 11.42 g
EDTA (1M) 10 mL

Disolver tris, acido acético y EDTA en 500 mL de agua destilada, finalmente aforar a
1litro.

TAE 1X

Tomar 100 mL del TAE 10X preparado y aforar a 1 litro con agua destilada en un frasco
de vidrio.

Preparacion de agua DEPC (Dietilpirocarbonato)

Colocar 1mL de DEPC en un frasco con tapén con agua desionizada, dejar en agitacion
durante 24 horas, posteriormente esterilizar en autoclave y almacenar hasta su uso.

Preparacion de Antibiéticos
Rifampicina Rif!00 100 mg/mL disolver en DMSO
Carbenicilina  Cab'® 100mg/mL disolver en agua destilada estéril

100

Espectionomicina Sp 100mg/mL disolver en agua destilada estéril

Kanamicina Kn®° 50mg/mL disolver en agua destilada estéril

Preparacion gel agarosa al 1%

Pesar 1 gr de agarosa y disolver en 100mL de TAE IX mediante calentamiento, enfriar

un poco y vaciar en camara de electroforesis.
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ANEXOS

RESUMEN

El aguacate (Persea americana) es uno de los cultivos mas importantes en México.
Sin embargo, la comercializacion de este fruto es reducida debido a pérdidas
generadas por el desarrollo de enfermedades causadas por fitopatogenos como
Colletotrichum gloeosporioides agente causal de la antracnosis. Se ha reportado
que el fruto de aguacate en madurez fisioldgica, contiene compuestos con
actividad antifungica, entre los cuales se encuentra (12z, 5z)-1-acetoxy-2-hydroxy-
4-oxo-heneicosa-12,15-diene (Persina) que inhibe el desarrollo de este
fitopatégeno. Los genes Avfad 1, y Avfae 12-3, estan involucrados en la biosintesis
de Persina, y aumentan su expresion al inducir el sistema de defensa del fruto, aun
cuando éste ha alcanzado su madurez de consumo, proporcionandole mayor
resistencia al ataque del hongo. Este trabajo presenta una propuesta para evaluar
el efecto de la sobreexpresion en Arabidopsis thaliana de los genes homologos a
los involucrados en la biosintesis del compuesto antifungico Persina en aguacate
Hass. Para realizar esta sobreexpresién primeramente se realizé un analisis
bioinformatico donde se determind el gen con mayor homologia a Avfae 1 en A.
thaliana fue At5943760 y para el gen Avfad 12 su homodlogo At3g12120,
posteriormente se realizé la extraccion de RNA total de A. thaliana con una
concentracion de 325 ng/ulL, para posteriormente obtener cDNA. A partir del cDNA
se lograron obtener los amplicones de los genes At5g43760 y At3g12120.
Finalmente se obtuvo una clonacién de cada gen mediante recombinacion
homodloga, asi como las construcciones con los genes para su posterior

introduccidén en Agrobacterium tumefaciens y su sobreexpresion en A. thaliana.
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