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RESÚMEN 

El desarrollo de variedades de cultivos agrícolas con una mejor capacidad de 

autodefensa a condiciones ambientales adversas y una mayor producción son algunos de los 

objetivos de la tecnología de manipulación genética de plantas. A mediados de los 90, se dio 

inicio a la obtención de plantas tolerantes a sequía, basados en incrementar por medio 

Ingeniería Genética la concentración del azúcar trehalosa, conocida como uno de los 

mejores osmoprotectores en la naturaleza. Actualmente la importancia de este azúcar es 

doble, ya que además de su capacidad de inducir tolerancia a estrés, también incrementa la 

capacidad fotosintética de la planta. Debido a que la actividad trehalasa endógena ha limitado 

los intentos por controlar esta ruta mediante transgénesis de plantas, en nuestro proyecto 

establecimos que al inhibir dicha actividad por medio de un antisentido para dicha enzima, el 

incremento de trehalosa provocado por ello, conduciría a los fenotipos reportados 

relacionados con un incremento en la productividad y la tolerancia a sequía. 

Dirigiendo como punto final nuestra estrategia al cultivo de la alfalfa, clonamos la 

secuencia de su enzima trehalasa. En base a la homología entre otras trehalasas, se amplificó 

por PCR una región conservada a partir de la cual se obtuvo el cDNA completo mediante 

los protocolos de 3'RACE y GeneRacer. La caracterización de la misma por secuenciación, 

indica que el gen codifica para una proteína de 553 aminoácidos, con mayor homología a la 

secuencia de soya. A partir de este cDNA diseñamos una estrategia de inhibición por RNA 

antisentido que se probó en un modelo de tabaco. Las líneas transformantes obtenidas por 

biobaHsdca, además de presentar una disminución promedio de 50% en su actividad de 

trehalasa, tuvieron también un mejor comportamiento en desarrollo y vigorosidad in vitro, 

aún en medio carente de sacarosa como fuente de carbono, lo cual indica una mejor 

capacidad fotosintética en estas plantas. Las líneas transgénicas control, fueron incapaces de 

desarrollarse normalmente y permanecer en medio carente de sacarosa. Las plantas con el 

antisentido, mostraron también un patrón diferente del comportamiento de azúcares, 

acumulando un exceso de glucosa, a diferencia de las plantas controL Estos resultados de 

incremento en la capacidad de desarrollo y la anulación de auxotrofía por sacarosa in vitro, 

nos indican que la inhibición de la enzima de tabaco con la secuencia de alfalfa es exitosa 

para la obtención de fenotipos mejorados en crecimiento y desarrollo. Además, representa 

una tecnología potencial para la selección de plantas transgénicas in vitro. 



INTRODUCCIÓN 

La alfalfe es el principal forraje en nuestro país, tanto por su superficie de siembra 

como por su volumen de producción, calidad y grado de utilización en las dietas del hato 

lechero. Al igual que diversos cultivos de carácter industrial, alimenticio o forrajero, la 

principal limitante para su producción agrícola en diversas regiones es el agua de riego, ya 

que la alfalfa, por ser un cultivo perenne que demanda riego durante todo el año, ha sido 

clasificada como un cultivo con alta demanda hídñca y a la vez como ineficiente en el uso del 

agua. Es por esto, que la obtención de variedades con características agronómicas mejoradas 

es un área importante de aplicación de la ingeniería genética de plantas. En el caso particular, 

nos ocupa la implementación de una estrategia que confiera a la planta un desarrollo normal 

o mejorado bajo condiciones no óptimas de disponibilidad de agua 

Al igual que diversos organismos anhidrobióticos, las plantas utilizan diferentes 

estrategias para tolerar y sobrevivir a situaciones similares de estrés, como lo son la 

producción y acumulación de metabolitos como la prolina y la trehalosa, y proteínas de 

membrana como la acuaporína, así como la activación de rutas moleculares entre las que se 

encuentra la expresión de genes de respuesta a estrés. Dichas estrategias le otorgan a la 

planta mecanismos estructurales, moleculares y bioquímicos de defensa, o bien la llevan a un 

estado de supresión metabólica que le permite resistir determinados periodos de sequía y 

restablecerse prontamente cuando el agua está disponible. Una de las estrategias que 

deseamos evaluar pata atacar este problema en alfalfa es incrementar la concentración del 

azúcar trehalosa. 

En los últimos años la atención hacia la trehalosa ha sido muy significativa a raíz de que 

se descubre que es una molécula que impacta en la regulación de la fotosíntesis. Está 

demostrado que, en plantas de tabaco, el incremento en la concentración normal de 

trehalosa en una planta conduce a elevar su capacidad fotosintética (Pilon-Smits et al., 1998). 

Sin embargo, al igual que en plantas de papa, esta estrategia indujo fenotipos con 

modificaciones morfológicas aberrantes en cuanto a la estatura de la planta y la deformación 

de tubérculos (Goddijn et al, 1997). Independientemente de su efecto, normalmente en las 



plantas la concentración de trehalosa es regulada por degradación mediada por la enzima 

trehalasa. 

En base a todo lo anterior el incremento en la concentración de trehalosa tiene dos 

repercusiones que pueden ser positivas para una planta: tolerancia a estrés e incremento en 

su producción. A partir de estos conocimientos, es del interés de algunos grupos de 

investigación, el establecer metodologías para la manipulación del metabolismo de la 

trehalosa y aprovechar sus efectos benéficos. 

Hemos iniciado un proyecto global para evaluar los beneficios de la acumulación de este 

azúcar en plantas de alfalfa. Como una primera fase de dicho proyecto, se desarrolló el 

presente trabajo de tesis enfocado particularmente a establecer un modelo en tabaco para 

inducir fenotipos con mejor comportamiento en su desarrollo inducido por medio de un 

incremento en la concentración de trehalosa, al inhibir la síntesis de la trehalasa que 

la degrada. 



ANTECEDENTES 

L a a l fa l fa ( M e dicago sativa). 

La alfalfa es una leguminosa que pertenece al género Medicago, y es la principal especie 

forrajera cultivada en el mundo. El centro de diversidad primario de la alfalfa estuvo en el 

medio oriente y fue introducida a la región del centro de México durante la conquista 

española (Salinas, 2000). En la regiones productor« de ganado lechero, son comunes 

rendimientos anuales de forraje seco superiores a 20 tons/ha. En zonas como la Comarca 

Lagunera la alfalfa es el principal forraje, tanto por su superficie (3,500 ha) como por su 

volumen de producción, calidad y grado de utilización en las dietas del hato lechero regional 

(Cueto y Quiroga, 2000). 

Debido a su importancia, la alfalfa es un cultivo con gran potencial de mejoramiento 

mediante ingeniería genética, y de hecho se han establecido las metodologías para su 

transformación, y se ha manipulada con diferentes objetivos. A la fecha diversos trabajos 

publicados reportan información de este cultivo sobre la caracterización de genes y 

secuencias promotoras y reguladoras (Mandaci y Dobres, 1997), su caracterización como 

bioreactor para la producción de proteínas de interés industrial (Austin, et aL, 1994), el 

mejoramiento en su valor nutricional (Tabe, et al., 1995), el mejoramiento en su 

digestibilidad, en la eficiencia de nodulación y en la resistencia a patógenos (Dixon, et al., 

1996), la tolerancia al congelamiento (McKersie, et aL, 1993) y la producción de anticuerpos 

orales (Wigdorovitz, et aL, 1999). 

Por otra parte, al igual que otros cultivos de importancia agrícola, la principal limitante 

para la producción agropecuaria en las diversas regiones del norte del país, es el agua de 

negó, ya que la alfalfa por ser un cultivo perenne que demanda riego durante todo el año se 

clasificó como un cultivo con alta demanda hídrica y a la vez como ineficiente en el uso del 

agua (Quiroga y Contreras, 2000). 



Estrés abiótico y la respuesta en la expresión de genes. 

Las plantas crecen en un ambiente inconstante que frecuentemente les impone 

dificultades en el crecimiento y el desarrollo. Entre los diversos factores ambientales 

adversos con los que se encuentran las plantas terrestres están las temperaturas extremas y el 

estrés osmótico que resulta de condiciones de alta salinidad o periodos de sequía. En el 

habitat natural de las plantas, los factores adversos casi nunca se presentan solos. Por 

ejemplo, el estrés osmótico que se presenta en verano está muchas veces acompañado por el 

estrés por altas temperaturas, y a su vez las bajas temperaturas llevan consigo un estrés 

osmótico, debido a que se dificulta la absorción y el transporte del agua. Los eventos 

tempranos de la adaptación vegetal a estos tipos de estrés ambiental son la detección y 

subsecuente traducción de señales para activar diversas respuestas fisiológicas y metabólicas, 

incluyendo la expresión de genes en respuesta a estrés (Xiong et al., 1999). 

El hecho de que la respuesta fisiológica al estrés se origine a partir de cambios en la 

expresión genética ha dado lugar a la clonación y caracterización de diversos genes inducida 

por estos tipos de estrés. Los productos de estos genes se clasifican en dos grupos: aquellos 

que protegen directamente contra el estrés ambiental y aquellos que regulan la expresión y la 

traducción de señales en la respuesta al estrés. El primer grupo incluye proteínas cuya 

función es proteger a la célula de la deshidratación, tales como las enzimas requeridas para la 

biosíntesis de varios osmoprotectores, proteínas anticongelantes, chaperonas y enzimas de 

destoxificación. El segundo grupo de productos genéticos incluye factores de transcripción, 

proteínas cinasas y enzimas involucradas en el metabolismo del fosfoinositidinol. A la fecha, 

la manipulación genética de plantas para mejorar la tolerancia de las mismas al estrés 

únicamente se ha basado en transferur genes que codifican para proteínas del primer grupo 

(Kasuga et aL, 1999). 

Ingeniería Genética de Plantas para Conferir Características de Importancia 

Agronómica. 

La habilidad de movilizar DNA hacia un organismo y por lo tanto alterar su fenotipo, 

es central tanto para la biología molecular como para la biología aplicada. La transformación 

genética de plantas se presenta de manera natural (Hooykaas y Schilperoort, 1992), y los 



científicos han logrado llevarla a cabo desde mediados de los años 70. Los métodos más 

comunes para introducir DNA a las células vegetales ntílioan la bacteria Agrobacterium 

tumefaáens o microproyectiles de tungsteno propulsados a gran velocidad (Birch, 1997; 

Hansen y Wright, 1999). Esta tecnología de transformación de plantas ofrece una gama de 

oportunidades para la investigación científica básica y para la modificación de cultivos 

agrícolas (Bent, 2000). 

Por otra parte, la manipulación de rutas metabólicas, es un arte que hasta hace pocos 

años se desarrollaba únicamente en microorganismos, pero que ahora se está volviendo 

común en plantas transgénicas. Gracias al gran impulso de la Genómica se han descubierto 

nuevos genes de plantas relacionados al metabolismo, y de la mano con el mejoramiento en 

la eficiencia de transformación de plantas, esta tecnología se utiliza para generar cultivos con 

nuevas características de importancia agronómica. Dichas características incluyen el 

mejoramiento en la calidad del alimento tanto para el humano como para animales, la 

producción en plantas de fármacos y moléculas de utilidad industrial, y la habilidad de las 

plantas para defenderse por sí mismas de los patógenos y de las condiciones de estrés 

abiótico (Kinney, 1998). 

Manipulación genética pata inhibir la expresión de genes: silenciamiento de genes 

por RNA antisentido. 

El uso de silenciamiento de genes en plantas es una herramienta poderosa en la 

transformación vegetal Desde un punto de vista aplicado, el silenciamiento de genes se 

presentó como un obstáculo y se convirtió en un problema para la expresión satisfactoria de 

transgenes. Pero mientras las compañías biotecnologías luchan por encontrar medios paca 

evitar el silenciamiento, en el área de la ciencia básica este se ha convertido en un fenómeno 

de ínteres, ya que no solo se trata de una respuesta de la planta a los transgenes, sino que 

abre una puerta al entendimiento de los mecanismos que las plantas utilizan de manera 

natural para modificar la expresión génica con secuencias homologas de ácidos nucleicos, 

tanto en el núcleo a nivel de DNA como también en el citoplasma como mecanismo de 

control para la sobreproducción de RNA mensajeros o de la replicación del RNA de 

patógenos (Matzke y Matzke, 1995). El uso del silenciamiento de genes es un mecanismo de 



control implicado en la resistencia a virus, el mantenimiento del genoma y el control del 

desarrollo (Voinnet y Baulcombe, 1997). Dicho silenciamiento puede llevarse a cabo a través 

de un bloqueo de la transcripción del transgen (silendamiento transcripdonal de genes, 

TGS) o a través de una degradación específica del RNA del mismo (silendamiento 

postranscripdonal de genes, PTGS). 

El silenciamiento postranscripcional se descubrió ínicialmente en plantas 

transgénicas de petunia que sobre expresaban el gen de la chalcona sintasa (chs), y dónde 

el objetivo del trabajo era la obtención de plantas con una pigmentación púrpura más 

profunda (Jorgensen et al., 1994). Sin embargo, el resultado fue inesperado, ya que se 

obtuvieron plantas completamente blancas debido a que tanto el transgen chs como el gen 

endógeno chs se habían inactivado. Esto es, mediante el fenómeno de cosupresión, en 

donde tanto el gen introducido como el gen endógeno homólogo se suprimen de manera 

coordinada (Matzke y Matzke, 1993). Cuando los RNAs del transgen son homólogos a 

los RNAs codificados por genes endógenos, ambos tipos de RNA son degradados, en un 

fenómeno referido como cosupresión (Fagard et al., 2000). A raíz de que se demostró que 

un RNA antisentido transcrito a partir de una transgen podía regular de manera negativa 

la expresión de genes eucariotas, numerosos estudios han aprovechado este fenómeno. Lo 

que se espera es que el RNA antisentido (RNAas) hibride con el RNA mensajero 

(RNAm) blanco, para formar un RNA inactivo de doble cadena que la célula, elimina 

rápidamente (Dougherty y Parks, 1995). 

Aunque el PTGS se describió Ínicialmente en plantas transgénicas, actualmente se 

sabe que mecanismos similares se presentan en gran variedad de organismos, como en el 

caso de represión en Neurospora crassa, y el RNA de interferencia (RNAi) en 

Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster y en ratón, y existe evidencia genética 

de que es un mecanismo molecular común muy conservado. A pesar de que pueden 

diferir algunas especificidades del mecanismo de silenciamiento entre los diferentes 

reinos, el dsRNA parece ser un iniciador universal de la interferencia por RNA (RNAi) 

(Escobar et al., 2001). Por otra parte, la interferencia mediada por dsRNA es un medio 

efectivo para dilucidar la fundón de genes en muchos organismos (Chuang y Meyerovitz, 

2000). 



Estrategias para inducir la expresión de transgenes en respuesta a estrés: el promotor 

rd29A-

El análisis de la expresión de genes que se inducen por deshidratación en Arabidopsis 

thaüana indican que existen al menos cuatro rutas de señales independientes que se encienden 

por estrés en respuesta a la deshidratación. Dos son dependientes de ácido absísico (ABA) y 

dos independientes del mismo. Una de las dos rutas dependientes de ABA se sobrelapa con 

una ruta inducible por £río (Kasuga, et al., 1999). Con esta ruta se inducen varios genes, 

incluyendo el rd29A, que comparten una secuencia consenso en su región promotora, la cual 

es indispensable para inducir su expresión como respuesta a estrés por frío y deshidratación. 

Esta secuencia (TACCGACAT) se denominada elemento de respuesta a deshidratación 

(DRE), y se encuentra también en las regiones promotoras de otros genes inducibles por 

estrés (Liu et al., 1998). 

Ya se han identificado los genes de Arabidopsis tbaliana que codifican para las protemas de 

unión al elemento DRE: DRE1A y DRE1B. La expresión constitutiva de estos genes en 

plantas transgénicas de Arabidopsis bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico 

de la coliflor (CaMV), ocasiona una fuerte expresión constitutiva de los genes inducidos por 

estrés, y un incremento en la tolerancia a estrés por congelamiento, salinidad y sequía (Liu et 

aL, 1998). Sin embargo, la sobre expresión de estos genes resultó en un crecimiento muy 

pobre de las plantas transgénicas bajo condiciones normales. Para contrarrestar este efecto 

negativo de la expresión del gen DREIA, este se expresó bajo la regulación del mismo 

elemento DRE del promotor rd29A. De esta manera, al inducir la expresión de DREIA 

únicamente bajo condiciones de estrés, se anularon los efectos negativos y además confirió 

una tolerancia a condiciones de estrés, aún mayor que la conferida con la expresión del gen 

con el promotor del CaMV (Kasuga et aL, 1999). 

Regulación del metabolismo del carbono: detección, señalización y distribución. 

Distribuidos ampliamente en la naturaleza, los carbohidratos representan, sobre la base 

de masa, la clase más abundante de biomoléculas orgánicas sobre la tierra. Los carbohidratos, 

también conocidos como sacáridos, comprenden los azúcares simples, sus polímeros y otros 



derivados azúcar, y se clasifican de acuerdo al número de unidades monoméricas que 

contienen en monosacáridos, disacáridos, oHgosacáridos y polisacáridos. La mayor parte de 

estos carbohidratos se acumulan como resultado de la fotosíntesis, proceso mediante el cual 

ciertos organismos convierten la energía solar en energía química e incorporan el bióxido de 

carbono atmosférico en forma de carbohidratos. 

Los carbohidratos desempeñan varios papeles cruciales en los organismos vivos. Son 

moléculas reducidas parcialmente, las cuales producen, por oxidación, la energía necesaria 

para conducir los procesos metabólicos; en esta forma los carbohidratos pueden actuar 

como moléculas para el almacenamiento de la energía. Los carbohidratos poüméricos 

realizan una gama de funciones. Por ejemplo, se les encuentra en las paredes celulares y los 

recubrimientos protectores de muchos organismos. Los carbohidratos adosados a las 

membranas de las células desempeñan un papel en el reconocimiento celular en los procesos 

de comunicación de célula a célula. Además, se encuentran derivados de los azúcares en 

numerosas moléculas biológicas, como antibióticos, coenzimas y ácidos nucléicos (Horton, et 

a¿., 1993). 

Prácticamente todas las plantas superiores convierten el carbono recientemente fijado en 

almidón o en sacarosa. La sacarosa y algunos oHgosacáridos derivados de ésta son formas de 

carbohidratos que se transió can y transportan a través del floema hacia los órganos de las 

plantas que no son fotosintéticos. Estos se llaman órganos "vertedero", e incluyen las raíces, 

las semillas y las hojas jóvenes en desarrollo. Así, en la terminología común, los órganos 

"vertedero" obtienen sacarosa de las hojas "fuente". Algunos carbohidratos se retienen en la 

hojas fuente durante el día, cuando no hay fotosíntesis, el almidón se degrada, se convierte 

en sacarosa y se utiliza como combustible metabólico para las propias hojas fuente y otros 

órganos de la planta. La sacarosa se sintetiza en el citosol a partir de las ttiosas fosfato 

(gliceraldehído 3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato) que se originan ya sea directamente del 

ciclo reductor de pentosas fosfato (ciclo RPP) o menos directamente del almidón (Horton, et 

aL, 1993). 

La sacarosa, además de que es la forma de transporte de carbohidratos en muchas 

plantas, también es una molécula móvil de señalización importante. Las señales mediadas por 

azúcares se integran con una amplia variedad de rutas de señalización para proveer una 



distribución balanceada de metabolitos para el crecimiento, almacenaje y otras actividades. 

Las señales mediadas por sacarosa inducen la expresión de genes involucrados en los 

procesos de almacenaje y reprime la expresión de genes que codifican a componentes de la 

fotosíntesis para modular el suplemento y asimilación del fotosintato, y también modulan la 

floración, el ciclo celular, la respuesta a estrés y otras actividades celulares (Bevan et aL, 2002). 

Trehalosa: metabolismo y función. 

La trehalosa (a-D-glucopiranosil, 1-1-a-D-ghicopiranosida) es un disacárido no reductor 

constituido por dos moléculas de glucosa unidas en un enlace a—glucosídico 1-1. Este azúcar 

se descubrió originalmente en 1832 por Wiggers en la cascarilla de centeno. Posteriormente, 

el químico francés Berthelot encontró este azúcar en el inhala (un maná del desierto de Asia 

menor que es producido por el gorgojo del trigo Larinus nidificans) y la llamó trehalosa 

(Nwaka y Holzer, 1998). 

La biosíntesis de la trehalosa comprende dos pasos. En el primero, la enzima trehalosa-6-

fosfato sintasa (TPS) (Ghicosa-UDP: D-giucosa-6-fosfato-1 -glucosiltransferasa) transfiere un 

residuo glucosil de una glucosa-UDP a una glucosa-6-fosfato, para producir una molécula de 

trehalosa-6-fosfato (t6p). En el segundo paso, este compuesto se convierte a trehalosa y 

fósforo inorgánico (Pi) por la trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP) (trehalosa-6-fosfato 

fosfohidrolasa) (Cabib y Leloir, 1958). Por otra parte, la hidrólisis de la trehalosa se puede 

llevar a cabo de diferentes maneras: en Eugkna gracihs y Picbta jermentans por medio de la 

trehalosa fosforilasa; en Escbericbia coü por la fosforilación y la subsecuente hidrólisis por 

medio de la trehalosa-6-fosfato hidrolasa; y en plantas, hongos, animales y bacterias, la 

trehalosa se degrada por la enzima trehalasa (en Goddijn y Smeekens, 1998). 

La trehalosa se encuentra presente en diversos organismos como bacterias, hongos e 

insectos (Elbein, 1964), pero en el caso de las plantas solamente se ha encontrado 

acumulación del azúcar en plantas vasculares inferiores como Selagnella lepidophylla, y la 

angiosperma Myrothammus flabeUtfoBa (Crowe et aL, 1992) ambas llamadas "plantas de la 

resurrección" (Muller e/ al., 1995). Aunque se reporta que la ruta biosintética de la trehalosa 



se encuentra presente en todos los reinos, su baja concentración en plantas vasculares se 

debe a la presencia de la enzima trehalasa endógena (Goddijn y Smeekens, 1998). Dicha 

enzima también degrada el disacárido que se deriva de los organismos asociados en la 

rizófera, por lo que en leguminosas existe una mayor actividad (Aeschbacher et al, 1999). 

La trehalosa era comúnmente considerada solo como un compuesto de reserva de 

carbohidratos, y aunque recientemente se ha demostrado su función como un agente 

protector para mantener estructuras vitales en el citosol bajo condiciones de estrés, los 

mecanismos por los cuales confiere dicha protección no están bien entendidos. Se postula 

que dicho mecanismo de protección contra estrés por calor y desecación es a través de la 

estabilización de la estructura proteica y las membranas lipídicas (Aeschbacher et al, 1999; 

Blázquez et al., 1998). 

Manipulación genética de la biosíntesis de trehalosa en plantas. 

A raíz de que se observó que las llamadas "plantas de la resurrección" muestran una 

elevada tolerancia a sequía, se hipotetizó que la introducción de la capacidad para sintetizar 

trehalosa en cultivos vegetales podría mejorar su comportamiento bajo dichas condiciones 

de estrés (Pilon-Smits et al, 1998). Con el propósito de introducir esta ruta biosintética en 

plantas, se desarrollaron plantas transgénicas de papa (Solanum tuberosum), tabaco (Nicotiana 

tabaccum) (Romero et ai, 1997; Goddijn et al., 1997), y Arabidopsis (De Virgilio et al, 1993), 

mediante la introducción y expresión de los genes codificantes para las enzimas TPS y TPP 

{otsA y /o otsB) de Tiscbericbia cok (Kassen et al., 1994) y levaduras, respectivamente. En el 

primero de los casos se introdujo solamente el gen de la TPS, mientras que en el segundo 

trabajo, se introdujeron ambos genes otsA y otsB, pero en ninguno de los casos se obtuvo un 

incremento significativo en la concnetración de trehalosa. 

En base a los reportes referentes a la presencia de actividad trehalasa en gran variedad 

de plantas, particularmente en nodulos radiculares de legumbres (Müller et al., 1992), se 

estudió el efecto de la inhibición de trehalasa utilizando el inhibidor específico Validamicina 

A. Se encontró no solamente que la inhibición de dicha enzima permitía una acumulación de 

trehalosa en las plantas, sino que, a pesar de lo que se creía, la capacidad para sintetizar 



trehalosa no está restringida a ciertas especies tolerantes a sequía, y se encuentra también en 

angiospermas. Esta conclusión se derivó como resultado de la inhibición de la enzima 

trehalasa con Validamicina A en plantas silvestres de tabaco, en donde ocasionó un 

incremento en la concentración de trehalosa. Además de que tanto en plantas transgénicas 

para la TPS como en plantas silvestres se encontró un incremento en la tolerancia a sequía 

(Goddijn et al,, 1997; Pilon-Smits et al,, 1998). 

Sin embargo, en los trabajos donde se sobre expresan los genes TPS y TPP, 

induciendo a la acumulación de trehalosa, se conduce a efectos pleiotrópicos que incluyen 

alteraciones en el crecimiento y en el metabolismo bajo condiciones de crecimiento normal. 

Recientemente se reportó la manipulación genética del arroz para la sobreproducción de la 

enzima bifuncional TPSP (fusión de TPS y TPP) de Escherichia coli (Garg et al, 2002; Jang et 

al, 2003). Durante el estrés abiótico, estas plantas transgénicas de atroz tuvieron un 

incremento en su acumulación de trehalosa y mostraron altos niveles de tolerancia a estrés 

por salinidad, sequía y baja temperatura, sin presentar una inhibición en su crecimiento, ya 

que al parecer las monocotiledóneas son más tolerantes a la trehalosa que las dicotiledóneas 

(García et al., 1997). 

Aunado a los resultados obtenidos en cuanto a adquisición de tolerancia a sequía e 

incremento en la acumulación de trehalosa, en los diversos trabajos realizados se han 

encontrado hallazgos que posicionan a este azúcar y su intermediario (tóp) como probables 

moléculas señalizadoras en el metabolismo de la planta. Los fenotipos obtenidos indican que 

las plantas que acumulan trehalosa presentan un incremento considerable en su capacidad 

fotosintética, incrementando así la producción de su biomasa, y sus hojas tienen una mejor 

capacidad para retener el agua (Pilon-Smits et al, 1998). 

El cultivo de la alfalfa, al igual que otros cultivos de importancia agronómica en nuestro país, está 

sometido al estrés impuesto por el medio ambiente adverso, como en el caso del estrés debido al déficit de agua 

que puede presentarse en regiones de temporal, lo que implica una disminución de productividad. En la 

naturaleza, uno de ¡os mecanismos de defensa contra los efectos deletéreos del estrés por sequía, es la síntesis 

del adúcar trehalosa, que basta hace pocos años se creía presente solamente en organismos menores. A. partir 

del interés despertado por esta ruta biosintética, se dio inicio a diversos trabajos para implementar este 

mecanismo en plantas mediante ingeniería genética, y aunque pudieron observarse ciertos grados de tolerancia 



al estrés, la acumulación del adúcar por sobreexpnsión de las enemas encargadas de su síntesis no fue 

considerable, debido a la presencia endógena de la actividad bidrolítica de la encima trebalasa. ha 

acumulación de trehalosa en plantas ya sea por sobreexpresión de genes de síntesis o por la inhibición química 

de la encima trebalasa, conduce no solamente a niveles de tolerancia a estrés osmótico, sino que, 

sorpresivamente, mejora el comportamiento fotosintético de la planta induciéndola a un mejor desarrollo y 

productividad. Es por esto que es importante el establecer una metodología para la inhibición de la encima 

trebalasa con el propósito de obtener dichosfenotipos en cultivos agrícolas importantes. 



HIPÓTESIS 

El incremento de la concentración de trehalosa en plantas induce una mayor actividad 

fotosintética. Los niveles de trehalosa en las plantas son regulados por degradación 

enzimàtica mediada por la trehalasa. La inhibición química de la enzima trehalasa permite la 

acumulación de trehalosa. Por lo tanto es posible que la inhibición de ¡a encima trehalasa por 

transgnesis de RNA antisentido mejore la actividadfotosintética y desarrollo de la planta. 



OBJETIVOS 

Objetivo General. 

Determinar si la expresión transgénica de un RNA antisentido para trehalasa 

mejora el crecimiento y desarrollo de las plantas transgénicas. 

Objetivos Específicos. 

1. Clonar el DNA complementario (cDNA) de la enzima trehalasa de alfalfa. 

2. Clonar la secuencia promotora rd29A de Arabidopsis italiana. 

3. Clonar la secuencia antisentido del cDNA de la trehalasa de alfalfa bajo el control del 

promotor inducible rd29A (rd29A-TREas) y del promotor constitutivo 35S CaMV 

(35S-TREas). 

4. Obtener plantas transgénicas de tabaco para los genes rd29A-TREas y 35S-TREas, así 

como para sus respectivos controles (rd29A:GUS y 35S:GUS). 

5. Cuantificar la actividad enzimàtica de trehalasa en las plantas transgénicas bajo 

condicionales normales in vitro. 

6. Analizar las líneas transgénicas en cuanto a crecimiento y desarrollo in vitro. 

7. Analizar la auxotrofía por sacarosa común en plantas de tabaco propagadas in vitro, 

así como el comportamiento de sus azúcares. 



MATERIAL Y MÉTODOS 

Ya que el principal objetivo es evaluar en tabaco una estrategia para mejorar la 

capacidad de crecimiento y desarrollo por medio de la inhibición de la enzima trehalasa 

mediante RNA antisentido, se clonó para ello el cDNA de la trehalasa de alfalfa y se expresó 

su secuencia antisentido en plantas de tabaco, tanto de manera constitutiva con el promotor 

35S, como de manera inducible por estrés osmótico con el promotor rd29A. La información 

de los mapas plasmídicos y las secuencias manipuladas en el desarrollo de esta metodología 

se describen en los Anexos I y II, respectivamente, así como las técnicas, protocolos y 

soluciones citados de Protocolos (Anexo III). 

En la construcción de los plásmidos recombinantes, los procesos de restricción 

enzimàtica por endonucleasa y la ligación de DNA, así como en el caso de los sistemas de 

síntesis de cDNA (AM-RT Avian Enhanced*™ SIGMA y GeneRacer*® Invitrogen, Inc.) se 

llevaron a cabo siguiendo las instrucciones y recomendaciones de los fabricantes de las 

diferentes enzimas y reactivos utilizados. Las enzimas de digestión manipuladas son New 

Englan Biolabs, Inc. Los productos de digestión de DNA utilizados para la subclonacáón, se 

purificaron a partir de un gel de agarosa/TAE (200mM Tris, 5.7% ácido acético, 5mM 

EDTA pH8.0) mediante la extracción con un volumen de fenokcloroformo y precipitación 

con isopropanoL 

Los plásmidos obtenidos de la ligación de fragmentos, se introdujeron por choque 

térmico a células calcio competentes de B. coli DH5a, JM109 o One Shot*® (Invitrogen) 

(Sambrook y Russell, 2000), seleccionadas en medio LB con antibiótico. La extracción y 

purificación de DNA plasmídico a pequeña escala se realizó con el protocolo de Birnboim 

por lisis alcalina (Sambrook y Russell, 2000), mientras que la extracción a mediana escala 

(midipreparación) se realizó con el sistema de purificación Nucleo Bond14® (Clontech, Inc.). 

La secuenciación de los fragmentos obtenidos por RT-PCR, 3'RACE y 

GeneRacer'*'®, se realizó en el Laboratorio de Química del DNA del CINVESTAV-Irapuato, 

a partir de una midipreparación. La síntesis de oügonucleótidos se solicitó de manera 

indistinta a Genosys-SIGMA y Operon-Quiagen. 



Clonación y análisis de! DNA complementario (cDNA) de la trehalasa de 

alfalfa. 

Con el fin de obtener la secuencia antisentido de la enzima trehalasa de alfalfe 

requerida para la estrategia propuesta de inhibición, se procedió a clonar el cDNA de la 

misma. Debido a que dicha secuencia de cDNA no está reportada para alfalfe, se procedió 

inicialmente a amplificar un fragmento interno de ésta mediante la técnica de RT-PCR. Para 

este fin se utilizaron los oligonucleótidos degenerados Tre300 5' 

TATTAYTGGGATTCYTATTGG 3' y Tre351 5' CTGTTASTRTATRAWGCTCT 3', que 

fueron diseñados en base a una región conservada entre las secuencias codificantes 

reportadas en el banco de datos (Entrez, NCBI) para la enzima trehalasa de Arabidopsis 

(Arabidopsis thaüana; acceso AAF22127), papa (Solanum tuberosum, acceso A67882) y soya 

{Glyáne max; acceso AAD22970). El alineamiento de las secuencias se hizo utilizando el 

método Chistal (SoftWare DNA Star). 

Amplificación de la secuencia ínt-n-na del cDNA de la trehalasa Hp a l f a l f a . 

La amplificación del cDNA se realizó con el sistema AMV-RT*® Enhanced Avian 

(SIGMA), partiendo de 1 ng de RNA total extraído de tejido total de plántulas de alfalfe 

(variedad CUF-101) germinadas in vitro en medio MS"* (Murashige y Skooge mezcla de sales. 

SIGMA) según el protocolo de Tri Reagent^®1. Las semillas fueron proporcionadas por el 

CELALA/INIFAP. Posteriormente, el RNA extraído se analizó por electroforésis en gel de 

agarosa 1%/TBE (90mM Tris, 90mM ácido bórico, 2mM EDTA pH 8.0)/DEPC y se tiñó 

con bromuro de etidio, para visulaizar su calidad (Sambrook y Russell, 2001) en un 

transiluminador de luz UV EPI-Chemi Darkroom*® (UVP Laboratory Products). 

Posteriormente, se realizaron mediciones en un especttofotómetro UV-vis MINI 1240MR 

(Shimadzu, Inc.), para determinar la cantidad de RNA mediante Abs260nm, y la concentración 

de RNA se ajustó a 500ng/jxl en todas las muestras. 

Para la reacción de RT se utilizaron las condiciones indicadas por el fabricante, 

utilizando el oligo dfTj^*01 (SIGMA). Posterior a la síntesis de cDNA, se llevó a cabo la 

amplificación por PCR en un termociclador PTC-100^ (MJ Research, Inc.)» utilizando los 

oligos degenerados Tre300 y Tre351 (Tabla 1). 



Tabla 1. Componentes de reacción y condiciones de amplificación para el fragmento 
interno de la trehalasa de alfalfa a partir de cDNA. 

REACCION CONDICIONES 
cDNA 
dNTPs lOmM 
oligo Tre300 t00ng/|4 
oligo Tre351 100ng/[il 
Taq 
bufferPCR lOx 
agua 
volumen 

3.0 ni 
1.0 \ú lx (94°C 3 min) 
2.0 ¡al 5x (94°C 1 min; 55°C 1 tnin; 72°C 1 min) 
3.0 MI 30X (94°C 1 min; 50°C 1 min; 72°C 1 min) 
1.0 ni lx (72°C 8 min) 

1.0 ¿d 
39.0 jil 

50.0 pi 

Posteriormente, la secuencia interna obtenida por RT-PCR fije clonada en el vector 

pGEM-T Easy Vector"® (Promega, Inc. Mapa l)2, originando el plásmido pGEM-TRE, que 

fue purificado para su caracterización enzimática con EcoRl y para su posterior 

secuenciación. En base a la secuencia obtenida, se diseñaron oligonucleótidos específicos 

para amplificar los extremos 3' y 5' del cDNA. 

Obtención del extremo 3' del cDNA de la trehalasa He alfalfa. 

Para el protocolo de 3'RACE3 se utilizó el cDNA sintetizado anteriormente. Con este 

cDNA se procedió a una primera amplificación por PCR, utilizando los oligos específicos 

3Tre300 (5'-ACCAATCTCATTTCATTGAT-3') y 5T18HXS (5'-GTCGACTCTAG 

A A G C J T j ^ ' ) {Tabla 2). 

A esta amplificación siguió un PCR semianidado, utilizando los oligos específicos 

3Tre320 (5 l-CGGGTTrGTGCTTAATGGTG-3') y 5T18HXS (Tabla 3). La secuencia 

amplificada se clonó en el vector TOPO TA pCR2.1NIR (Invitrogen, Inc. Mapa 2)\ 

originando el plásmido TOPO-3Tre, el cual fue purificado para su caracterización enzimática 

Eí»RI y su posterior secuenciación y manipulación. 

2 Anexo I 
Anexo III 
Anexo I 
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Tabla 2. Componentes de reacción y condiciones de amplificación para el primer PCR del 
protocolo 3'RACE para la trehalasa de alfalfa. 

REACCION CONDICIONES 
cDNA 3.0 fil 
dNTPs lOmM 1.0 |il 
oligo 3Tre300 100ng/[d 1.0 fû 
oligo 5T18HXS lOOng/jjl 1.0 yd 
Taq 1-0 yl 
buffer PCR lOx 1.0 fil 
agua 42.0 |il 
volumen 50.0 f j 

lx (94°C 3 min) 
5x (94°C 1 min; 42°C 1 min; 72°C 3 min) 
30x (94°C 1 min; 50°C 1 min; 72°C 3 min) 
lx (72°C 8 min) 

Tabla 3. Componentes de reacción y condiciones de amplificación para el PCR 
semianidado del protocolo 3'RACE para la trehalasa de alfolia. 

REACCION CONDICIONES 
producto de PCR 3.0 fil 
DNTPs lOmM t.0^1 
oligo Tre320 lOOng/fd 1.0 fd 
oligo 5T18HXS 100ng/fd 1.0 fü 
Taq 1.0 fd 
buffer PCR lOx 1.0 fJ 
agua 42.0 |il 
volumen 50.0 ¡J1 

lx (94°C 3 min) 
5x (94°C 1 min; 45°C 1 min; 72°C 75 seg) 
30x (94°C 1 min; 57°C 1 min; 72°C 75 seg) 
lx (72°C 8 min) 

Obtención del extremo 5' del cDNA de la trehalasa de alfalfa. 

Para la obtención del extremo 5' del cDNA de la trehalasa de alfalfa se utilizó el 

sistema GeneRacer*01, el cual se basa en la obtención de moléculas completas de RNA 

mensajero y su subsecuente modificación en el extremo 5'. Para ello, el RNA total de la 

muestra es sometido a una desfosforilación en su extremo 5' con lo que se excluye del 

proceso a las moléculas truncadas; en seguida, los RNAm completos son decapitados 

(remoción de la estructura CAP) y posteriormente ligados por su extremo 5' al oligo de RNA 



Gene Racer*1®. En este protocolo se partió de 3|ig del RNA total manejado con 

anterioridad, siguiendo las indicaciones del fabricante para la desfosforilación del RNA, la 

remoción de la estructura CAP y su subsecuente ligación. A partir de este RNAm 

modificado, se procedió a la síntesis de la cadena complementaria (cDNA) utilizando el 

sistema AMV-RT"11 (SJGMA) el cual se utilizó como templado en la amplificación por PCR 

utilizando los oligos GeneRacer5,MK (5'-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3') y 

5Tre350 (5,-AAACCCGTATTCCTCAATCA-3') (Tabla 4). 

Tabla 4. Componentes de reaccióu y condiciones de amplificación pata el PCR del 
protocolo GeneRacer para la trehalasa de alfalfa. 

REACCION CONDICIONES 
cDNA 3.0 M1 
dNTPs lOmM 1.0 \ú 
oligo 5Tre350 100ng/|jl 1.0 ¡ú 
oligo GR5' lOOng/pl 1.0 
Taq 1.0 
buffer PCR lOx 1.0 ¡J 
agua 42.0 fd 
volumen 50.0 fil 

Ix (94°C 3 min) 
5x (94°C 1 min; 45°C 1 min; 72°C 75 seg) 
30x (94°C 1 min; 57°C 1 min; 72°C 75 seg) 
lx (72°C 8 min) 

La secuencia amplificada se clonó en el vector TOPO TA pCR2.1MR, dando lugar al 

plásmido TOPO-5Tre, el cual fue purificado para su caracterización en zim ática con E¿»RI y 

su posterior secuenciación y manipulación. 

Análisis estructural de la secuencia del cDNA fie la trehalasa He ?1falfa. 

Después de obtener la secuencia completa de cDNA de trehalasa de alfalfa, se 

procedió a su análisis, pata lo cual se llevó a cabo un alineamiento de la misma con las 

secuencias reportadas anteriormente para Arabidapsis, soya y papa, y con la de arroz 

recientemente reportada (acceso AAG13442), utilizando el método Chis tal (DNA Star). De 

esta manera se determinó el porcentaje de homología entre especies y se ubicaron las 

regiones conservadas entre las memas, k> que permite llevar a cabo una genealogía de las 

mismas. 



Análisis de expresión espacial de) gen de la trehalasa fo alfalfa. 

Posterior al análisis de la estructura de la secuencia, procedimos a hacer un análisis de 

expresión espacial de este gen en plantas de alfalfa, paia lo cual se extrajo RNA total según el 

método del TriReagent"* de los diferentes órganos por separado (flor, F; brote apical, BA; 

hoja, H; nodo, N; internodo, .1; y raíz, R). Posterior al análisis cualitativo pof electro faresis en 

agarosa 1%/TBE DEPC (SIGMA), se procedió a determinar la concentración de RNA por 

medio de espectrofotometría a Abszóomn- Las muestras se ajustaron a una concentración de 

ljigAil, y se llevó a cabo la síntesis de cDNA con el sistema AMV-RT"* (SIGMA), 

utilizando 1 ¡ig de RNA totaL A partir del cDNA obtenido, se realizó la amplificación de un 

fragmento de 560 pb de la secuencia de la trehalasa, utilizando los oligos específicos 3Tre300 

y TreNsiRw (5'-TTGATTTAAATGCATTTCTACCCGGG-3'), según se muestra (Tabla 5). 

Tabla 5. Componentes de reacción y condiciones de amplificación para el fragmento de 
560 pb de la trehalasa de alfalfa. 

REACCION CONDICIONES 
cDNA 3.0 fil 
dNTPs lOmM 1.0 |il 
oligo 3Tre320 100ng/fd 1.0 \ú 
oügo 5T18HXS lOOng/pl 1.0 fd 
Taq 1.0 fd 
buffer PCR lOx 1.0 fü 
agua 42.0 jil 
volumen 50.0 pl 

lx (94°C 3 min) 
35x (94°C 1 min; 52°C 1 min; 72°C 30 seg) 
lx (72°C 8 min) 

Como control de la expresión se amplificó un fragmento del gen de la (S-tubulina de 

alfalfa, con el par de oligos diseñados a partir de la secuencia reportada (Acceso AJ319667): 

MS b-tubFw (5'-GAACTCACACAGCAAATGTGGG-3') y MS b-tubRw (5'-AGATCGT 

TCATGTTGCTCTCCG-3'), según se muestra en la Tabla 6. Estos oligos amplifican una 

secuencia de 400 pb de dicho gen. 



Tabla 6. Componentes de reacción y condiciones de amplificación para la secuencia de la 
p-tubulina. 

REACCION CONDICIONES 
producto de PCR 3.0 pi 

1.0 ni lx (94°C 3 min) 
1.0 yl 35x (94°C 1 min; 52°C 1 min; 72°C 30 seg) 
1.0 ni lx (72°C 8 min) 

dNTPs lOmM 
oligo b-tubFw 100ng/jil 
oligo b-tubRw 100ng/(il 
Taq 1.0 pl 

1.0 m1 

42.0 mí 
50.0 jJ 

buffer PCR lOx 
agua 
volumen 

Clonación de la secuencia promotora rd29A de Arabidopsis tbáliana en un vector de 

expresión en plantas. 

Para poder dirigir la expresión del antisentido de trehalasa de manera inducible por 

condiciones de estrés osmótico y evitar así los efectos adversos reportados como resultado 

de la acumulación constitutiva de la trehalosa, se procedió a clonar la secuencia promotora 

del gen de respuesta a estrés rd29A de A. thaliana. 

Amplificación de la secuencia promotora rd29A. 

Para el fin propuesto, se amplificó por PCR la secuencia promotora rd29A a partir de 

DNA genómico extraído5 de tejido foliar de plántulas de Arabidopsis germinadas in otro en 

medio MS. Las semillas fueron proporcionadas por el Instituto de Biotecnología de la 

UNAM-Cuernavaca. Para h amplificación se diseñaron los oligos Frd29Hind (5'-

AAGCTTGGAGGAGCCATAGATGCA-31) y Rrd29Xba (S'-TCTAGA 1TTTTTTCTTTC 

CAATAG-31), en base a la secuencia promotora reportada (acceso D13044). Este par de 

oligos amplifican el fragmento comprendido del nucleótido 4563 al 5504, y lo flanquean con 

los sitios Hirufill y Xbal. 



La secuencia amplificada no contiene la secuencia del elemento de respuesta a ABA 

de la secuencia promotora completa. El producto de PCR de la reacción mosteada en la 

Tabla 7, se clonó en el vector TOPO TA pCR2.1MR para dar lugar al piásmido TOPO-rd29. 

Tabla 7. Componentes de reacción y condiciones de amplificación para la secuencia 
promotora rd29A a partir de DNA genómico de A. thaüana. 

REACCION CONDICIONES 
DNA genómico 1.0 jil 
dNTPs lOmM 1.0 yl 
oligo Frd29Hind I00ng/|d 1.0 yl 
oligo Rrd29Xba lOOng/pl 1.0 pl 
Taq 1.0 |jl 
buffer PCR lOx 1.0 yl 
agua 42.0 
volumen 50.0 yl 

Ix (94°C 3 min) 
35x (94°C 1 min- gradiente de 50- 52-54 y 
56°C 1 min; 72°C 75 seg) 
lx (72°C 8 min) 

Clonación del promotor xd29A en un vector de expresión en plantas 

Posteriormente la secuencia promotora rd29A se liberó del vector TOPOrd29 

mediante una digestión enzimática con las endonucleasas HindIII y Xbal, y se subclonó en 

los mismos sitios del vector pBI -^ l "* (Clontech, Inc. Mapa 5)6. En dicho vector, rd29A 

sustituye al promotor 35S CaMV, dando lugar a la construcción prd29AGUS. 

Clonación de la secuencia de la trehalasa en antisentido bajo el control de los 

promotores 35S CaMV y rd29A 

Para expresar en plantas la secuencia de trehalasa en antisentido bajo los promotores 

35S y rd29A, se seleccionó primeramente un fragmento interno de 560 pb de la secuencia, 

que incluye pequeñas regiones conservadas entre las diferentes trehalasas de plantas. 



Amplificación de la secuencia «rehalas« a militarse como antisentido. 

Para obtener los vectores para la inhibición de la expresión de la trehalasa por 

antisentido en plantas, se diseñó un par de oligonucleótidos que amplifican el fragmento 

interno seleccionado, y lo flanqueado con los sitios SaA (en el extremo 5") y Xbal (en el 

extremo 3% Esta secuencia se amplificó según la reacción de la Tabla 8, a partir de DNA 

plasmídico del vector TOPO-3Tre. 

El producto de PCR fiie clonado en el vector TOPO TA pCRZl*®, dando lugar a 

los plásmidos TOPO-tre56()s y TOPO-tre5óOas, debido a la inserción del fragmento en 

ambos sentidos dentro del vector. La dirección del fragmento se determinó mediante 

digestión NstI, con respecto a los sitios Sacl y Xbal del plásmido (dirección sentido: Sac-Xba; 

dirección antisentido: Xba-Sac). 

Tabla 8. Componentes de reacción y condiciones de amplificación para el fragmento 
interno de 560 pb de la trehalasa de alfalfa-

REACCION CONDICIONES 
plásmido 3Tre 1 Ong/fil 1.0 fxl 
dNTPs lOroM 1.0 ni lx (94°C 3 min) 
oligo 3Tre300 100ng/nl 1.0 jd 35x (94°C 1 min; 56°C 1 min; 72°C 75 seg) 
oligo TreNsiRw lOOng/pl 1.0 ni lx(72°C8min) 
Taq 1.0 jal 
buffet PCR lOx 1.0 jd 
agua 42.0 ni 
volumen 50.0 ¡al 

Clonadóp del fragmento de la secuencia trehalasa antisentido en los vectores de 

e x p r e s i ó n e n p l a n t a s 

Para dirigir la secuencia de trehalasa en orientación antisentido en los plásmidos con 

los promotores 35S (pBI-121) y rd29A (prd29A:GUS), dicho fragmento de trehalasa se 

liberó del vector TOPO Tre560s mediante digestión SaA-Xbal, y se subclonó en los mismos 

sitios de restricción Xbal y Sacl de dichos plásmidos, dando lugar a los plásmidos 

p35S:TreAS y prd29:TreAS. En ambos vectores, el fragmento antisentido sustituye al gen 



GUS y es precedido por la región NOS ter (región terminadora del gen de la nopalina 

sin tasa). 

Obtención de plantas transgénicas de tabaco para las construcciones 

rd29A:TREas y 35S:TREas, y sus respectivos controles: rd29A:GUS y 35S:GUS. 

Para obtener plantos transgénicas de tabaco (N. tabacum L. cv Xhanti) que expresen el 

antisentido de la enzima trehalasa, bajo el control de los promotores 35S y rd29A, los 

plásmidos p35S-TREas y prd29A;TREas se integraron mediante biobalística a explantes de 

tabaco creciendo en cultivo axénico (proporcionadas por el CINVESTAV-Irapuato). Con el 

objetivo de evaluar las líneas transformantes, tanto en la actividad en zima tica trehalasa como 

en su fenotipo de crecimiento y desarrollo, se obtuvieron también líneas transgénicas 

controles de tabaco, que llevan los plásmidos pBI-121 (35S:GUS) y prd29A:GUS. 

Preparación y bombardeo de tniçm partículas con DNA. 

Para el bombardeo de las partículas/DNA se utilizó el sistema de Helio de alta 

presión PDS lOOO-He"*. La preparación de las partículas de tungsteno, el recubrimiento con 

el DNA y ios parámetros de bombardeo (Tabla 9), se realizaron según el protocolo 

publicado por Cabrera et al (1997)7, utilizando 6 cajas por cada construcción de DNA 

bombardeada. 

Tabla 9. Parámetros de bombardeo de partículas de DNA en la transformación de tabaco con 
las construcciones p35S:TREas, prd29:TREas, p35S:GUS y prd29:GUS. 

Presión de bombardeo 800 psi 
Número de disparos por placa 1 
Tamaño de partículas MIO (0.73 |jm) 
Concentración de partículas 125 ng/ disparo 
Concentración de DNA 1.67 |ig/disparo 
Vado 0.07 Atmósferas 
Distancia recorrida por partículas 7.0 cm 



Regeneración y cultivo d e t e j i d o s de p l a n t a s t r a n s f o r m a n t e s . 

La regeneración de las plantas transgénicas se llevó a cabo según el protocolo de 

Herrera y Simpson (1988)8 utilizando Kanamicina 200mg/L como agente de selección-

Tanto la regeneración como la propagación in vitro de las líneas transformantes, se llevaron a 

cabo en el Laboratorio de Transformación de Plantas del CINVESTAV/Irapuato, y en el 

Laboratorio de Manipulación Genética de la FCB/UANL. 

Detección de los transgenes en las lineas transformantes. 

Después de obtener plantas por selección a kanamicina a parar del bombardeo de las 

diferentes construcciones manipuladas, se procedió a detectar la integración de los transgenes 

en el genoma de las plantas mediante amplificación por PCR de las secuencias TREas y 

GUS. Para ello, se utilizaron los oligonucleótidos 3Tre300 y TreNsiRw que amplifican la 

secuencia TREas, y se diseñó el par de oligos GUS-Fw (5'-ATGCAT 

GATATCTACCCGCTTCGCGT-3>) y GUS Rw (5 ' -CCCGGGTTGTTTGCCTCCCTG 

CTGCG-3') para amplificar una secuencia interna de 1.0 Kb del gen GUS. A partir de DNA 

genómico extraído de las diferentes líneas transgénicas, se llevaron a cabo las reacciones de 

PCR según se indican en las Tablas 10 y 11, respectivamente. 

Tabla 10. Componentes de reacción y condiciones de amplificación para el transgen 
TREas de 560 pb en las líneas transgénicas para el antisentido. 

REACCION CONDICIONES 
DNA genómico 1-0 jal 
dNTPs lOmM 1.0 jal 
oligo 3Tre300 lOOng/pd 1.0 (il 
oligo TreNsiRw lOOng/^1 1.0 ¡il 
Taq 1.0 yl 
buffer PCR lOx 1.0 ni 
agua 42.0 |il 
volumen 50.0 jal 

Ix (94°C 3 min) 
35x (94°C 1 min; 53°C 1 min; 72°C 45 seg) 
lx (72°C 8 min) 



Tabla 11. Componentes de reacción y condiciones de amplificación para una secuencia 
interna de 1.0 Kb del transgea GUS en las líneas transgénicas control 

REACCION CONDICIONES 
DNAgenómico 1.0 pal 
dNTPs lOmM 1.0 jil 
oligoGUSFw 100ag/nl 1.0 pl 
oligoGUS Rw 100ng/|±l 1.0 fd 
Taq 1.0 (il 
buffer PCR 10x 1.0 yá 
agua 42.0 |il 
volumen 50.0 

lx (94°C 3 min) 
35x (94°C 1 min; 54°C 1 min; 72°C 1 min) 
lx (72°C 8 min) 

Determinación de la actividad trehalasa en plantas. 

Para evaluar si la estrategia de inhibición por antisentido disminuye la actividad 

trehalasa en las líneas transgénicas, se realizó un ensayo enzimàtico para cuantificar la 

cantidad de glucosa obtenida de una solución 10mM de trehalosa pura (SIGMA) por medio 

de la enzima trehalasa presente en el extracto vegetal (Dalqvist, 1964)9. Para determinar la 

producción de glucosa se utilizó el sistema GO Assay^ (SIGMA)10. La cuantificadón de 

glucosa se realizó en un espectrofotómetro UV-vis MINI 1240™ (Shimadzu, Inc.) a 

AbsS40nm,. La cantidad de glucosa se ajustó a la concentración de proteína del extracto 

cuantificada según el método Bradford-

Para este ensayo, tanto a las líneas 35S:TREas como a las líneas rd29A:TREas, así 

como a las de sus respectivos controles y a plantas de tabaco silvestre, todas de la misma 

edad y mantenidas in vitro, se les evaluó su actividad enzimàtica trehalasa. Los extractos 

vegetales preparados para dichos ensayos se obtuvieron a partir de 1 gr de tejido vegetal. 

Como control positivo de estas reacciones se utilizó trehalasa porcina pura (SIGMA). 



Análisis del desarrollo, auxotrofía por sacarosa y comportamiento de azúcares de las 

lineas transgénicas in vitro. 

Con el fin de evaluar si la expresión del antisentido conduce a cambios significativos 

en el desarrollo de la planta, se observó in vitro el desarrollo de plantas de las diferentes líneas 

transgénicas y de tabaco silvestre. Los parámetros a observar y comparar fueron la diferencia 

en velocidad de crecimiento y la diferencia en vigorosidad. 

Con el fin de evaluar si la expresión del antisentido confiere a las plantas de tabaco un 

mejor desarrollo in vitro en ausencia de sacarosa (fuente de carbono común necesaria en 

cultivo de tejidos de tabaco por su auxotrofía in vitro), se observó el desarrollo de plantas de 

las diferentes líneas transgénicas así como de tabaco silvestre, por un período de 4 semanas 

ea el mismo medio de cultivo. Los parámetros a observar y comparar fueron la diferencia en 

velocidad de crecimiento y la diferencia en vigorosidad. 

Por otra parte, en un ensayo preliminar, para observar diferencias en el 

comportamiento de azúcares, se llevó a cabo un ensayo de cromatografía en capa fina (TLC, 

por sus siglas en inglés Thin Layer Cbromatography), para lo cual se siguió el protocolo 

propuesto por Haer (1969)11, utilizando placas preparativas de sílica preadsorbente 

Limpíate*® de 250jAm de grosor (Alltech, Inc.). Se utilizaron estándares de glucosa, maltosa, 

sacarosa y/o trehalosa al 0.1% (Research Organics, Inc.) 

Finalmente, en otro ensayo preliminar para evaluar la auxotrofía a sacarosa, se 

procedió a diferenciar plantas a partir de tejido foliar de dos líneas transgénicas para 

antisentido y una línea control transgénica, en medio IBA sin sacarosa, con incubación 

normal a 26°C y fotopeiiodo de 16 horas luz/8 hrs oscuridad. 



RESULTADOS 

Clonación y análisis del DNA complementario (cDNA) de la enzima trehalasa de alfalfa. 

Puesto que se desconocía la secuencia del cDNA de trehalasa de alfalfa, procedimos 

inicialmecte a analizar secuencias nucleotídicas de las trehaksas de plantas ya reportadas en las 

bancos de secuencias de DNA, con el fin de identificar una región conservada entre ellas que nos 

permitiera el diseño de oiigonucleótidos para su amplificación. 

Identificación y clonación de una secuencia conservada entre las trehalasas de plantas, a 

partir de alfalfa. 

Como se muestra en h Figura 1, se compararon las secuencias codificantes de las 

trehalasas de papa, soya y A. thaliana, mediante el método Clustal del programa MegAlign"*, y se 

encontró una región que es la mis conservada entre dichas especies. En dicho alineamiento, las 

secuencias de cada especie se posicionan en base a su homología y se indica el número de 

nucleóñdo correspondiente a cada una de ellas. Como se observa en las bases nucleotídicas 

marcadas en color rojo, se tienen dos regiones de aproximadamente 20 nucleótidos con mayor 

homología que el resto de la secuencia mostrada. Dichas regiones nos permitieron el diseño de 

oiigonucleótidos degenerados que se indican en color azul, y que amplifican 146 pb de la 

secuencia. 

En base al alineamiento anterior se diseñaron los oligos Tre300 (5'-TATTAYTG 

GGATTCYTATTGG-3') y Tre351 (5'-CrGTTASTRTATRAWGCTCT-3'), que se utilizaron 

paja amplificar esta región a partir de RNA de alfalfa mediante una reacción de RT-PCR- Para 

esto inicialmente se obtuvo RNA total de plantas completas de alfalfa germinadas in vitro 

(variedad CUF-101) con el protocolo del TriReagent MR. En la Figura 2 se observa el RNA 

purificado de alfalfe, donde son evidentes los RNA ríbosomales 28S y 18S, lo cual indica que se 

obtuvo RNA en buenas condiciones. 



SOYA 6 0 5 CGCGAGGTTT ATTACTGGGA TTCCTATTGG GTTATTAGGG 644 
PAPA 7 1 1 AAGGAGGTTT ATTATTGGGA TTCTTATTGG GTAATAAGGG 7 5 0 
ARABIDOPSIS 6 7 6 AGAGAAGTCT ATTACTGGGA TTCTTATTGG GTCATCAAAG 7 1 5 
CONSENSO . . . GA GT T ATTA TGGGA TTC TATTGG GT AT A 
O l i g o Tre300 5't attaytggga ttcytattgg gt 

SOYA 6 4 5 GCCTGCTGGC CAGTCAAATG CATGACACAG CTAAGGCTAT 6S4 
PAPA 7 5 1 GTTTGTTAGC AAGCAAAATG TATGAAACTG CAAAAGGGAT 7 9 0 
ARABIDOPSIS 7 1 6 GACTTATGAC GAGTCAAATG TTCACTACCG CCAAAGGTTT 7 5 5 
CONSENSO . . . T T C AG AAATG AC G C AAAG T ... 

SOYA 6 8 5 TGTCACCAAT CTCATTTCCT TGATAGATAA ATATGGCTTT 724 
PAPA 7 9 1 TGTGACTAAT CTGGTTTCTC TGATAGATCA ATTTGGTTAT 8 3 0 
ARABIDOPSIS 7 5 6 AGTGACGAAT TTGTGGAGAC TTATGGTTAC GCTTTGAACG 7 9 5 
CONSENSO . . . GT AC AAT T T AT G T T G 

SOYA 7 2 5 GTTCTTAATG GGGCTAGAGC TTACTACACT AACAGGAGCC 7 6 4 
PAPA 8 3 1 GTTCTTAACG GTGCAAGAGC ATACTACAGT AACAGAAGTC 87 0 
ARABIDOPSIS 7 9 6 GCTTTGAACG GTGCTAGAGC TTATTATACT AACAGAAGCC 8 3 5 
CONSENSO . . . G T T AA G G GC AGAGC TA TA A T AACAG AG C ... 
c a d e n a c o m p l e m e n t a r i a 
O l i g o 

3' TCTCG AT AT T A TTGTC 5' 
Tre351 3' tctcgwatratrtsa ttgtc 5' 

Figura 1. Homología entre las secuencias codificantes de trehalasas de origen vegetal 
reportadas: soya (nt 605-764), papa (nt 711- 870), Arabidopsis (nt 676-835). En rojo se 
muestra los nucleótidos consenso. En azul se muestra la secuencia de los oligonucleótidos 
degenerados para amplificar la secuencia de 146 pb comprendida entre ambas regiones 
conservadas, nt = nucleóüdo, pb = par de base nucleotídica. 

1 2 3 

Figura 2. Extracción de RNA total de alfalfa (variedad 
CUF-101), con el reactivo TriReagent Líneas 1-3: 5¡¿1 de 
muestra de tres extracciones independientes. 

1 [.ig de este RNA fue utilizado para la reacción de RT-PCR utilizando los 

oligonucleótidos Tre300 y Tre350. Inicialmente, el producto de la reacción de la transcripción 



reversa se sometió a una reacción de PCR utilizando un gradiente de temperaturas en el paso de 

hibridación de los ohgos (Figura 3A). Con este procedimiento se observó la amplificación de un 

fragmento de cerca de 150 pb a 52 y 54°C, el cual corresponde al tamaño esperado de la región 

conservada entre las diferentes trehalasas. En base a este experimento seleccionamos la 

temperatura de 54°C para hacer una nueva amplificación de la región (Figura 3B) logrando 

amplificar nuevamente un fragmento del tamaño esperado de 150 pb. 

A 1 2 3 4 6 7 8 B 1 2 3 

Figura 3. Amplificación por RT-PCR de un fragmento interno del cDNA de la trehalasa 
de alfalfa. A, PCR de gradientes de temperatura: carril 1, marcador 125 pb (BioLine); 
carril 2, marcador 1 Kb (GIBCO); caniles 3-8, producto de amplificación PCR en 
gradiente de las temperaturas 62°C, 60°C, 58°C, 56°C, 54°C y 52°C, respectivamente. B, 
PCR a temperatura 54°C: carril 1, marcador 125 pb; carriles 2 y 3, producto PCR. 

El producto de PCR amplificado se ligó en el vector de donación pGEM-T Easy Vector, 

para obtener el plásmido pGEM-TRE1 (Mapa 5). Este plásmido se caracterizó mediante digestión 

enzimàtica Eco RI, como se observa en la Figura 3, donde se muestra el fragmento de PCR de 

150 pb liberado del vector TOPO pCR2.1MR de 3.9 Kb. A dicho plásmido se le determinó la 

secuencia nucleotídica para corroborar que realmente se trataba de la secuencia de trehalasa. El 

resultado confirmó que el producto de PCR amplificado era homólogo a los cDNAs de trehalasa 

ya reportados (Secuencia l)2. 



Figura 4. Caracterización del plásmido pGEM-TRE 3.0 Kb 
mediante digestión enzimáñca Eí»RI. ran-il 1, plásmido 
pGEM-TRE digerido con EcoRL banda superior 
correspondiente ai plásmido, banda inferior de 15üpb 
correspondiente al fragmento de PCR clonado; carril 2, jjq p^ 
plásmido pTRE sin digerir; línea 3) marcador de 1 kb. — 

Obtención del extremo 3' del cDNA de la trehalasa de alfalfa. 

Después de obtener la secuencia interna del cDNA de la trehalasa de alfalfaf se procedió a 

amplificar los extremos del mismo. Para ello se siguió la estrategia de 3' RACE (Rapid 

Amplificaron of cDNA Ends), como se muestra en la Figura 5. 

Alineamiento de secuencias de trehalasa de plantas 
fmmmmmm. 

poiiA 3' 

Tre300 Tre351 

RT-PCR de RNA de alfalfa 
5* Secuencia de trehalasa de Alfalfe 

150 pb 
poliA 3' 

5' 
PCR 

3Tre300 5T18HXS 

5' 
PCR semianidado 

3Tre320 5T18HXS 

Figura 5. Esquema de las estrategias 3' RACE para la obtención del extremo 31 del cDNA de 
la trehalasa de alfalfa. En rojo: longitud consenso de las secuencias de las trehalasas de 
planta. Caja en diagonales: región conservada de 146 pb. En verde oscuro: región conservada 
de 146 pb amplificada en alfalfa. En azul claro: estrategia 3'RACE. Línea intermitente: 
longitud esperada. Flechas: corresponden a la posición de los oligos diseñados. 



Para seguir la estrategia 3' RACE, se diseñaron los oligonucleótidos específicos a partir de 

la secuencia interna de 146 pb obtenida (según se muestra en la Figura 5), 3Tre300 (5'-

ACCAATCTCATTrCATTGAT-3') y 3Tre320 (5 ,-CGGGTTTGTGCTTAATGGTG-3'), y un 

oligo para hibridar a la cadena de PoliA 5T18HXS (5'-GTCGACTCTAG AAGC[r)18-3'). 

Apartir del cDNA amplificado con el oligonucleótido dT^]*® en la reacción de 

transcripción reversa con el sistema AMV-RT, se obtuvo en una primera reacción de PCR con 

los oligos 3Tre300 y 5T18HXS una amplificación de DNA no específica, como se observa en la 

Figura 6A, con una temperatura de 50°C de alineamiento de oligonucleótidos y un tiempo de 

síntesis de DNA de 3 min. A partir de este producto de amplificación, se prosiguió con una 

reacción de PCR semianidada con los oligos 3Tre320 y 5T18HXS y una temperatura de 

alineamiento de 57°C. Con este procedimiento se obtuvo un fragmento de aproximadamente 1.2 

Kb (Figura 6B). 

Figura 6. Amplificación de! extremo 3' del 
cDNA de trehalasa mediante 3' RACE A, 
Primer PCR; carril 1, marcador 1 kb; carril 2, 
control sin Taq; miril 3, control sin cDNA; 4 y 
5, cDNA. B. Amplificación semianidada para 
3HACE: carril 1, lkb; carril 2, control sin Taq; 3 
y 4, producto de PCR; y 5, control sin DNA 

El producto de PCR de 1.2 kb se clonó en el plásmido TOPO TA pCR2.1, resultando el 

plásmido TOPO 3Tre (Mapa 6)3, el cual se caracterizó por digestión enzimática EcoRl, como se 

muestra en la Figura 7, donde se observa la liberación del fragmento clonado de 1.2 Kb y la 

banda de 3.9 Kb correspondiente al vector. Este plásmido se sometió a secuenciación, de donde 

la secuencia nucleotídica (Secuencia 2)4 del fragmento clonado resultó ser homologa a las 

secuencias de trehalasas reportadas para soya y Arabidopsis, e incluye la región 3' no traducible 

(3UTR) del RNAm (RNA mensajero). 



1 2 3 

Figura 7. Caracterización del plásmido TOPO-3TRE 
mediante digestión enzimàtica EOTRL Carril 1, 
marcador de 1 kb; carril 2, plásmido TOPO-3TRE sin 
digerir, carril 3, plásmido TOPO-3TRE digerido con 
la wwimq E«?RT. banda superior correspondiente al 
plásmido, banda inferior de 1.2 Kb correspondiente al 
fragmento de PCR clonado 

Obtención del extremo 5' del cDNA d«* la trehalasa Hf alfalfa. 

Finalmente, para obtener el extremo 5' del cDNA, se utilizó el sistema GeneRacer el 

cual está basado en si sistema RACE, pero sustituye la adición de bases al extremo 5* del cDNA, 

con un paso de ligación de un oligonucleótido de RNA en el extremo 5' de los RNAm a los 

cuales se les ha removido la estructura 5'CAP, asegurando la obtención de RNA mensajeros de 

longitud completa. A partir del RNA modificado con este sistema se obtuvo una banda de 0.5 kb 

en la primera amplificación de PCR (Figura 8), utilizando los GeneRacer5' ^ (5'-CGACTGGA 

GCACGAGGACACTGA-3') y 5Tre350 (5^AAACCCGTATrCCTCAATCA-3'). 

Este fragmento amplificado fue clonado en el vector TOPO TA pCR2.1MR, dando lugar 

al plásmido TOPO 5Tre (Mapa 7)5. La secuencia del producto amplificado y clonado, presenta 

homología con las trehalasas de origen vegetal reportadas (Secuencia 3)6. 

1 2 3 

Figura 8. Amplificación del extremo 5' del cDNA de 
trehalasa de alfalfa, mediante el sistema Gene Racer. 
carril 1, marcador de 200 líneas Bioline; carril 2, cDNA 
producto de PCR; carril 3, control negativo de la 
reacción. 



Análisis estructural de la secuencia del cDNA de la trehalasa de alfalfa, 

A partir de las secuencias del cDNA de la trehalasa de alfalfa (MSTRE; MS: Medicago 

sativa, TRE: trehalasa) amplificada mediante los protocolos de RT-PCR, 3'RACE y GeneRacer, se 

procedió a obtener un contingente con la secuencia completa, identificando la secuencia 

codificante y sus regiones 5' y 3' no traducibles (Figura 9A y B), con ayuda del programa 

MegAügn^®. La secuencia codificante obtenida se analizó y se comparó con las secuencias 

reportadas. 

5' UTR SECUENCIA CODIFICANTE 
180 nt 1664 nt 

3» UTR 

150 nt 
lili |n| 
AATAAA 

40 nt 

Figura 9. Estructura del cDNA de la enzima trehalasa de alfalfa. Región 5' no 
traducible (promedio de 180 nt) en rosa, secuencia codificante (1664 nt), y región 3* no 
traducible (variable de 200,270 y 310 nt) en verde. Se indica la señal de poliadenilación 
a los 135 nt del 3UTR. La barra verde indica la longitud de secuencia con homología 
entre las clonas obtenidas, mientras que las líneas punteadas indican regiones no 
homologas. 

a) Homologa de la secuencia de aminoácidos con las trehalasas de planta reportadas. 

Con el fin de observar el grado de conservación de la enzima trehalasa de alfalfa con las 

trehalasas de origen vegetal reportadas, se realizó un alineamiento, utilizando el método Clustal 

(DNA Star), de las secuencias de Arabidopsis (acceso AAF22127), papa (acceso A67882), atroz 

(acceso AAG13442) y soya (acceso AAD22970), y se determinó una homología del 74%, con 

dominios conservados entre ellas, como se muestra en la Figura 10. 
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b) Genealogía de la trehalasa de alfalfa. 

Con el programa ESE (NCBI) se determinó que la trehalasa de alfalfe está más 

emparentada con la de soya (ambas leguminosas), y más alejada a las de arroz y papa (Figura 11). 

Alfalfa 

Soya 
Arabidopsis 

Papa 
Arroz 

Figura 11. Diagrama de la relación filogenética que presenta la secuencia codificante de 
la enzima trehalasa de alfalfa con relación a las secuencias reportadas para las 
trehalasas de origen vegetal. 

Análisis de expresión espacial del gen de la trehalasa de alfalfa. 

Después de analizar la estructura de la secuencia, se procedió al análisis de expresión 

espacial de la trehalasa en alfalfa, mediante un ensayo de RT-PCR con el sistema AMV-RT . La 

síntesis de cDNA se realizó con ljig de RNA total extraído según el método del TriReagentMR de 

los siguientes órganos por separado: flor (F), brote apical (BA), hoja (H), nodo (N), internodo (I) 

y raíz (R), el cual fue analizado por electroforésis en gel de agarosa 1%/TBE DEPC, según se 

muestra en la Figura 12. 

1 2 3 4 5 6 

Figura 12. Extracción de RNA total de los diferentes 
órganos de alfalfa (variedad CUF-101), con el reactivo 
TiáReagentMR. carril: 1, flor, 2, brote apical; 3, hoja; 4, 
nodo; 5, internodo y 6, rafe. Se cargaron 3fd de muestra 
por carril. 

Trehalosa 



Utilizando los oligos específicos 3Tre300 y TreNsiRw (5'-TTGATTTAAATGC 

ATTTCTACCCGGG-3'), se procedió a la amplificación por PCR de un fragmento de 560 pb 

correspondiente a la trehalasa como se observa en la Figura 13A. Al mismo tiempo, como control 

de la expresión se amplificó un fragmento de 400 pb del gen de la {5-tubulina de alfalfa (Figura 

13B), con el par de oligos MS b-tubFw (5'-GAACTCACACAGCAAATGTGGG-3') y MS b-

tubRw (5 ,-AGATCGTrCATGTrGCTCTCCG-3'). Mientras que podemos observar que la 

expresión de la p-tubulina es uniforme en los diferentes órganos de la planta (Figura 13B), el 

nivel de expresión de la trehalasa es diferente entre los mismos, siendo casi nulo en la flor, y muy 

fuerte en el tallo (tanto en el nodo como en el internodo). La expresión radicular así como la del 

meristemo apical (brote apical) es baja, y la de hoja es moderada. Se observa una banda a 600 pb, 

que no es producto de contaminación de DNA en la muestra de DNA, ya que se realizó un PCR 

utilizando el RNA total como templado y no hubo amplificación de bandas (Datos no 

mostrados). 

A 1 2 3 4 5 6 7 8 B 1 2 3 4 5 6 7 8 

560 p b 
«M» 

-in Ti n i- irnm*- "•— 

4 0 0 p b 

» « • • « • H a » 

Figura 13. Expresión espacial de la trehalasa de alfalfa, carril-1, flor, 2, brote apical; 3, 
hoja; 4, nodo; 5, internodo; 6, raíz; 7, control con RNA y 8, marcador de 200 pb 
(Bioline). A: RT-PCR para el fragmento de 560 pb de trehalasa. B: RT-PCR para un 
fragmento de 400 pb del gen de la P-tubulina de alfalfa. 

Clonación del la secuencia promotora rd29A de A. thaliana y su funcionalidad en tabaco. 

Con el fin de dirigir la expresión del antisentido de trehalasa bajo condiciones de estrés 

osmótico, se amplificó y clonó el promotor rd29A de A, thaliana en un vector para expresión en 



plantas. Como se mencionó, está reportada la actividad de este promotor tanto en condiciones de 

salinidad, como de sequía y bajas temperaturas (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 1992). 

Amplificación y clonación del promotor rd29A de Arabidopsis thaliana.. 

Para amplificar la secuencia promotora rd29A, se extrajo inicialmente DNA genómico 

(Figura 14) de plantas Arabidopsis germinadas in vitro. Para amplificar esta secuencia se diseñaron 

en base a la secuencia reportada pata el gen (Acceso D13044), los oligos Frd29Hind (5'-

AAGCTTGGAGGAGCCATAGATGCA-3*) y Rrd29Xba (5'-TCTAGATTTTTTTCTTTCC 

AATAG-3*)., los cuales amplifican la secuencia y la flanquean con los sitios de restricción 

enzimática Hindlll y Xbal. Inicialmente se llevó a cabo una amplificación por PCR con un 

gradiente de temperaturas de hibridación de los oligos, que va de 50 a 62°C, y con un tiempo de 

extensión de 1 min 30 seg. La mejor amplificación se obtuvo a 50°C (Figura 15). 

1 2 3 

' i » 

Figura 14. DNA genómico de Arabidopsis 
thaliana. carril: 1, 0.5 de DNA; 2,100 ng de 
DNA; y 3, marcador de 200 pb (BioLine). 

3 4 5 6 7 
Figura 15. Amplificación por PCR en gradiente 
de temperatura de la secuencia promotora 
fd29A de Arabidopsis thaliana: rarril 1, marcador 
1 bb; carriles 2- 8, producto de amplificación 
PCR en gradiente de las temperaturas 62°C, 
60°C, 58°C, 56°C, 
respectivamente. 

54°C, 52°C y 50°C, 



El producto amplificado a la temperatura de 50°C se clonó en el vector TOPO TA pCR 

2.1«*, y se caracterizó por digestión enzima tica EÍ»RI (Figura 16). Se obtuvo solamente una clona 

con inserto, denominada TOPO-rd29A (Mapa 8)7, como se observa en la línea 9, donde se 

muestra la banda correspondiente al vector (3.9Kb) y la correspondiente a rd29A (1.0 Kb). 

2 3 

Figura 16. Caracterización por digestión en/imática de la 
ligación del producto de amplificación cd29A en TOPO pCR 
2.1. línea 1) marcador de 200 líneas (Bioline); líneas 2 
plásmido TOPO-rd29A con inserto liberado, y línea 3) 
plásmido pCR2.1 linearizado sin inserto. 

pCR2.I 

rD29A 

Clonación del promotor rd29A de A. tbaliana en un vector de expresión en plantas. 

Para dirigir con el promotor rd29A la expresión del antisentido de trehalasa en tabaco, se 

procedió a subclonar la secuencia promotora en el plásmido de expresión en plantas pBI-^l*®. 

Este plásmido (según se muestra en el Mapa 5)8 lleva el gen reportero GUS ((3-ghicoronidasa de 

Eschericbia coü) bajo el concrol del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), y la 

región terminados del gen nopaüna sintasa (NOS ter) de la bacteria Agrobacterwm tumefaciens. 

Para dicho fin, se procedió a liberar la secuencia promotora rd29A del plásmido TOPOrd29A, 

mediante una doble digestión enzimàtica HindllI/BamHI (Figura 17A). El fragmento 

correspondiente, de 1.0 Kb, se purificó a partir del gel de agarosa mediante extracción 

fenol: cloro formo (Figura 16B), y se ligó en los sitios correspondientes en el vector pBI-121 

sustituyendo al promotor 35S CaMV. Previamente, se siguió con el vector pBI-121 el mismo 

tratamiento de digestión enzimàtica y purificación de fragmento que se siguió para el plásmido 

TOPO rd29A (Figura 17). 
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Figura 17. Caracterizaciones enzima ticas y purificaciones ^ B ^ 1 9 pCR2.1 
fenolxlorofotmo de los fragmentos correspondientes al vector 
pBI-121 sin la secuencia promotora 35S CaMV, y la secuencia 
promotora rd29A, obtenidos mediante doble digestión 
enzimática HiruflU/BamHl de los plásmidos pBI-121 y TOPO-
rd29A, respectivamente. A. Digestiones Hittdiíl/BamHI carril 1, 
marcador de 200 pb; 2, digestión del piásmido pBI-121; y 3, 
digestión del piásmido TOPO-rd29A. B. carril 1 y 2, fragmento 
correspondiente al piásmido pBI-121 sin 35S; líneas 3 y 4, 
fragmento correspondiente al promotor rd29A; y 5, marcador 
200pb (BioLine). 

35S • i rd29A 

Posteriormente, ambos fragmentos purificados, se sometieron a ligación enzimàtica, y 

con el producto de ligación se transformaron bacterias calciocompetentes JM109. El DNA 

plasmídico de las clonas obtenidas por resistencia a ampicilina (100 mg/ml) se analizó por 

digestión enzimática HindIII/Xbal (Figura 18), obteniéndose así la construcción prd29A:GUS 

(Mapa 9)9. 

1 2 3 
W / ~ ~ Figura 18. Caracterización enzimática 
» t i i Hmdffl/Xbal del piásmido prd29A:GUS. carril 

1, marcador de 200 pb (Bioline); líneas 2 y 3, 
doble digestión enzimática Hi/tdiU/Xbàl dei 

rd29A ^ H piásmido ptd29A:GUS. 



Clonación del cDNA de la trehalasa en antisentido bajo el control del promotor rd29A 

(rd29A:TREas) y del promotor 35S CaMV (35S:TREas). 

Con el fin de obtener una secuencia de la trehalasa de alfalfa para insertar en orientación 

antisentido en los plásmidos con los promotores 35S y rd29A, se amplificó primeramente un 

fragmento de 560pb que incluyen las regiones internas más conservadas entre las diferentes 

trehalasas de plantas, y que es flanqueado por los sitios Sac\ (en el extremo 51) y Xbal (en el 

extremo 31). Esta secuencia se amplificó a partir de DNA plasmídico del vector TOPO-3Tre, 

utilizando los oügos específicos 3Tre300 (5'-TATTACTGGGATTCTTATTGGGT-3') y 

TreNsiR (5^TTGATTTAAATGCATTTCTACCCGGG-3'). 

El producto de PCR amplificado (Figura 19A) fue clonado en el vector TOPO TA 

pCR2.1MR, dando lugar a los plásmidos T0p0-tre560s (Mapa IO)10 y TOPO-tre560as (Mapa 

l l ) n , de los cuales se muestra su caracterización por digestión enzimàtica H¿»RI (Figura 19B). La 

dirección de la inserción se verificó mediante digestión enzimàtica NstI, como se muestra en la 

Figura 20, en donde se muestra el patrón del plásmido TOPO-Tre5óOs (sentido Sac-Xba) y del 

plásmido TOPO Tre560as (antisentido Sac-Xba), debido a que el oligo TreNsiR lleva integrado 

un sitio de corte Nsil y el vector TOPO TA pCR2.1 lleva otro junto al sitio Xbal, el plásmido con 

el fragmento en orientación sentido se lineariza para dar una banda de 4.5 Kb, mientras que el 

plásmido con el fragmento en antisentido libera la secuencia de 560 pb y el vector de 3.9 Kb. 

A l 2 3 B1 2 3 
Figura 19. Amplificación y clonación de una secuencia de 
trehalasa de alfalfa para utilizar en la construcción del 
andsenüdo. 

A Carril 1, marcador de 200 pb (BioLáne); carriles 2 y 3, 
product» de amplificación por PCR de un fragmento de 
560 pb de la secuencia de trehalasa de alfalfa. 

B. Carril 1) marcador de 200 pb; carriles 2 y 3, 
caracterización por digesdón enzimàtica Xbal/Sañ. del 
plásmido Topo Tre560. 

10 



Figura 20. Caracterización enzimàtica Nal para determinar 
eì sentido de la inserción del fragmento TRE en el vector 
TOPO TA pCR2.1 Carril: 1, marcador de 200 pb; linea 2 y 

^ 3- caracterización por digestión enzimàtica Nsñ del 
plásmido Topo Tre560s; IcarrBess 4-6, caracterización por 
digestión Nsñ del plásmido TOPO Tre560as. La banda de 
casi 3.0 Kb corresponde ai plásmido sin digerir. 

Para dirigir la orientación antisentido en los plásmidos con los promotores 35S (pBI-121) 

y rd29A (prd29A:GUS), el fragmento de trehalasa de 560 pb se liberó del vector TOPO-tre56()s 

mediante digestión Sacl-Xbal (Figura 21A, carril 4), se purificó mediante extracción 

fenokcloroformo (Figura 21B, carril 4), y se subclonó en los sitios de restricción Xbal y Xad de 

dichos plásmidos previamente digeridos y purificados (Figura 21 A y B, carriles 2 y 3). De este 

procedimiento se derivan los plásmidos finales p35S:TREas (Mapa 12)12 y prd29A:TREas (Mapa 

13)13 En ambos vectores, el fragmento antisentido sustituye al gen GUS de 1.8 Kb que es 

liberado (Figura 21A, carriles 2 y 3). 

A 1 2 3 4 B 1 2 3 4 

Figura 21. Digestiones enzima cicas Xba\/SaA y las 
purificaciones fenolxlorofotmo de los fragmentos 
correspondientes a los plásmidos pBI-121, prd29A:GUS y 
T0p0-Tre560. A. Digestiones Xbal/Sad carril 1, marcador de 
200 pb; 2, digestión del plásmido pBI-121; 3, digestión del 
plásmido prd29A:GUS; y 4, digestión del plásmido TOPO-
rd29A. B. Carril 1, marcador 200pb; 2, fragmento 
correspondiente al plásmido pBI-121 sin GUS; línea 2, 
fragmento correspondiente al plásmido prd29A:GUS sin GUS; y 
línea 3, fragmento correspondiente al antisentido de 560 pb. 



Obtención de plantas transgénicas de tabaco para las construcciones rd29A:TreAS y 

35S:TreAS, y sus respectivos controles (rd29A:GUS y 35S:GUS). 

Para finalmente evaluar la estrategia de inhibición por antisentido en plantas, se 

transformaron por biobalística explantes de tabaco (N. tabacum L. cv Xhanti) con las 

construcciones para el antisentido, p35S:TREas y prd29A:TREas, y con sus controles, p35S:GUS 

(pBI-121) y prd29A:GUS, siguiendo los parámetros de bombardeo indicados. Se bombardearon 

un total de 6 cajas de explantes por cada construcción de DNA. 

Los explantes bombardeados se diferenciaron y seleccionaron en medio IBA14 

Kan200mg/L, a 25°C y fotopeñodo de 16:8, por 5 semanas. Los brotes obtenidos se 

transfirieron a medio IBA15 Kan200pg/ml para la diferenciación del sistema radicular. Las plantas 

regeneradas se mantuvieron y propagaron en medio MS Sac2% Kan 200mg/L. 

Las líneas mantenidas de cada construcción de DNA son: 

Construcción T íneas Construcción T .meas 

p35S:TREas 10,12,18, 27, 32 y 39 prd29A:TREas 44, 45, 70, 73 y 74 

p35S:GUS 131,150,155 y 162 prd29A:GUS 170,171,172 y 177 

Detección de le presencia del transgen en las plantas transgénicas. 

Para determinar la presencia de los transgenes de la trehalasa antisentido (TREas) y de 

GUS, se realizó la detección de estas secuencias por PCR a partir de DNA genómico de las líneas 

transgénicas. Como se observa en la Figura 21, en las líneas transgénicas para el antisentido, tanto 

con el promotor 35S como con el rd29A, se observa la amplificación del fragmento TREas de 

alfalfa (Figura 22A). De igual modo se observa la amplificación del fragmento GUS en las líneas 

transgénicas control (Figura 22B). 
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Figura 22. Detección del transgen pea: PGR. A. Detección de TREas. Carriles: 1, marcador 
de 200 pb (BioLine); 2, línea #32; 3, #45; 4, #74; 5, plásmido TOPO-3TRE; 6, tabaco 
silvestre; y 7, control negativo de la reacción. B. Detección de GUS. Carriles: 1, marcador de 
200 pb; 2, #131; 3, #150; 4, #170; 5, #172; 6, plásmido pBI-121; 7, tabaco silvestre; y 8, 
control negativo de la reacción. 

F.n los ensayos siguientes, se tomaron de las líneas transgénicas obtenidas las más 

representativas de los fenotipos a analizar, siendo estas la #18 y #32 para p35S:TREas, #47 y 

#70 para prd29:TREas; #131 y #150 para p35S:GUS, y #170 y #172 para prd29:GUS. 

Determinación de la actividad trehalasa en plantas. 

Ya que necesitamos evaluar si la expresión del RNA antisentido de trehalasa de alfalfa 

disminuye la actividad trehalasa en las líneas transgénicas de tabaco, se realizó un ensayo 

enzimàtico para cuantificar la cantidad de glucosa que se produce al desdoblar trehalosa puta 

(SIGMA) por medio de la enzima trehalasa presente en el extracto de las plantas. El experimento 

se desarrollo con las líneas transgénicas para el antisentido: p35S:TREas#32 y prd29:TREas#45; 

así como con sus respectivos controles: p35S:TR£as#150 y prd29:TREas#171. 

El extracto obtenido con buffer MES a partir de 035 mg de tejido de individuos de la 

misma edad, fue utilizado como solución enzimàtica de trehalasa en una reacción con lOmM de 

trehalosa pura. Después de la reacción de hidrólisis de trehalosa a 37°C se cuantificó la cantidad 

de glucosa producida a partir del desdoblamiento de la trehalosa, con el sistema GO Assay. En 

base a la curva estándar de glucosa, se determinó por absorbancia a 540nm la cantidad de glucosa 

en las reacciones. Se cuantificó la concentración de proteínas en el extracto para ajustar la 

concentración de glucosa a 0.1 mg de proteína. Dentro del ensayo se incluyeron una reacción con 



0.25U de trehalasa porcina pura (control positivo) y una reacción con buffer de extracción, 

sustituyendo la solución enzimàtica (control negativo). 

Como se observa en la Figura 23, a simple vista y según el dato de Absorbancia señalado, 

la reacción colorimétrica evidencia el incremento en la concentración de glucosa de las reacciones 

correspondientes a la curva estándar de glucosa (tubos 1-3). El control positivo de trehalasa pura 

(tubo 9) produce un cambio intenso de color, en contraste con en el control negativo donde la 

señal es nula (tubo 8). Las líneas transgénicas con el antisentido de la trehalasa (tubos 5 y 7. 

Absorbancias de 0.35 y 0.44) muestran una intensidad menor que sus respectivos controles 

(tubos 4 y 6. Absorbancias de 0.7 y 1.0), indicativo de una disminución en la actividad de 

trehalasa endógena. Con el propósito de establecer una comparación más real, se determinó la 

concentración de proteínas en los extractos, y se normalizaron los valores en base a esto Los 

resultados se muestran en la Figura 24. Cabe recordar que una mayor concentración de glucosa 

refleja una mayor actividad enzimàtica. Al analizar la gráfica observamos que en las líneas 

transgénicas con el promotor 35S, hay una disminución de señal de color y una disminución del 

49% de producción de glucosa del control al antisentido, mientras que, de modo semejante, para 

las líneas con el promotor rd29A, se observa una disminución del 55% de degradación de 

trehalosa del control al antisentido. Como se observa en la Figura 24, si se promedian los valores 

de glucosa entre las líneas transgénicas control y las antisentido, se tiene aproximadamente un 

52% de disminución de la actividad trehalasa dependiente del transgen TREas. 

Figura 23. Actividad enzimàtica trehalasa en las plantas transgénicas antisentido y sus controles. 
Ensayo coloométrico de cuantificación de glucosa producida por la hidrólisis de trehalosa 
mediante la enzima trehalasa presente en las líneas transgénicas. Tubos 1-3, curva estándar de 
glucosa de 0.0, 40.0 y 80.0 mg, respectivamente; tubo 4, línea 150 control con p35S:GUS; tubo 5, 
línea 32 antisentido con p35S:TREas; tubo 6, línea 171 control con prd29A:TREas; tubo 7, línea 
45 antisentido con prd29A:TREas; tubo 8, control negativo con buffer de extracción como 
extracto enzimàtico; y 9, control positivo con 0.25 unidades de trehalasa porcina pura. 
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Figura 24 Actividad de trehalasa en función de la concentración de proteínas del extracto 
vegetal. Producción de glucosa en mg a partir del desdoblamiento de trehalosa mediante la 
enzima trehalasa presente en lOOfig de proteína de las líneas transgénicas con el 
antisentido. El eje X representa la curva estándar, la muestra de reacción de cada línea 
transgénica y sus controles. El eje Y representa la cantidad de glucosa en mg. En letras 
rojas se anota la cantidad de glucosa en mg. Columnas: 1-3, curva estándar, 0,40 y 80 mg 
de glucosa respectivamente; 4, línea p35S-TREas#32; 5, p35S:GUS#150; 6, 
prd29:TREas#45; 7, prd29A:GUS#170; 8, buffer MES; y 9, trehalasa pura. 

Análisis del desarrollo, auxotrofia por sacarosa y comportamiento de azúcares de las 

lineas transgénicas in vitro. 

Dentro de los análisis llevados a cabo en las plantas transgénicas obtenidas a partir de la 

regeneración y selección de transformantes, se llevó a cabo la observación de fenotipos 

morfológicos y de desarrollo. 

A) El antisentido de trehalasa bajo el promotor rd29A. induce un desarrollo radicular temprano. 

Algunas de las líneas obtenidas de la construcción prd29A:TREas durante su proceso de 

diferenciación en medio inductor de brote (bencil aminopimna BAP), presentaron un desarrollo 

radicular temprano (Figura 25A) en medio carente de hormonas inductoras (ácido indolbutírico 

IBA, en nuestro caso), mientras que ninguna de las líneas de las demás construcciones dio un 

patrón parecido. A pesar de que las líneas de la construcción p35S:TREas se espera que también 



inhiban trehalasa, no presentaron dicho patrón (Figura 25B), al igual que las líneas transgénicas 

control 

prf2*Gus -msmm^mm- -ms*—m~ 

Figura 25. Diferencia en fenotipos de líneas transgénicas para el antisentido de trehalasa 
durante el proceso de diferenciación de tejido a tallo (medio MS Sac 2% BAP 1.5pM). A. lineas 
45 (derecha) y 75 (izquierda) de la construcción prd29:TREas, Las raíces tempranas se señalan 
en ¿echas rojas. B) Líneas 10 (derecha) y 39 (izquierda) de la construcción p35S:TREas. No se 
presenta el desarrollo radicular temprano. 

B) La transgénesis con RNA antisentido para trehalasa elimina la auxotrojia para sacarosa in vitro. 

Es conocido que el cultivo de tejido de tabaco in vitro requiere, además de luz, la presencia 

de sacarosa como fuente de carbono, es decir, el cultivo es auxotrófico in vitro. Puesto que está 

reportado que un incremento en k concentración de trehalosa pude incrementar la actividad 

fotosintética, era posible que las plantas transgénicas para el antisentido pudieran crecer in vitro en 

ausencia de sacarosa. Las plantas completamente desarrolladas y establecidas, presentan un 

comportamiento notorio en cuanto a heterotrofía para sacarosa (fuente de carbono) in vitro, ya 

que las líneas control (pBI-35S:GUS y pBI-rd29A:GUS) no progresan y mueren en medio carente 

de sacarosa (comportamiento conocido en cultivo de tejidos de tabaco), mientras que las líneas 

que se espera inhiban trehalasa (p35S:TREas y prd29A:TREas), pueden sobrevivir sin sacarosa e 

incluso presentan un desarrollo vigoroso y sin clorosis en el mismo medio de cultivo sin hacer 

transplantes (Figura 26 A y B), incluso después de tres meses de incubación, sin mostrar deterioro 

o clorosis. Los controles en medio sin sacarosa se vuelven cloróticos y mueren (Figuras 26 D y 

E). 



Figura 26. Eliminación de auxotrofía por sacarosa en las líneas ttansgénicas con el RNA 
antisentido de trehalasa. Diferencia a los tres meses de desarrollo de las líneas ttansgénicas 
para el antisenrido de trehalasa y de las de sus controles, en medio normal (MS Sac 2%) y en 
medio carente de sacarosa (MS). A. línea pBI-rd29A:Tas#45 en MS sin sacarosa; B, línea 
pBI-35S:Tas#39 en MS sin sacarosa; C, línea pBI-35S:GUS#139 en MS Sac 2%; D, línea 
pBI-rd29AGUS# 177 en MS sin sacarosa; y E, línea pBI-rd29A:GUS#177 en MS Sac 2%. 

C) El RNA antisentido de trehalasa induce un mejor crecimiento en las plantas transgénicas. 

En las Figuras 27 A y B se observan las diferencias en la velocidad y vigorosidad en 

desarrollo de ápices de 2cm de longitud colocados en los medios de cultivo a probar (MS y MS 

sac2%) en un periodo de 2 semanas. Las líneas transgénicas con el antisentido de trehalasa 

muestran la capacidad de crecer en medio sin sacarosa con la misma vigorosidad y casi la misma 

rapidez que en medio con este azúcar. Mientras tanto, las líneas controles son incapaces de 

desarrollarse normalmente. Además, puede observarse que aún en medio con sacarosa las líneas 

con el antisentido tienen una mayor velocidad de crecimiento y vigorosidad que sus respectivos 

controles. No obstante haberse detectado la presencia del transgen antisentido para la línea 

transgénica #27 que Ueva TREas bajo el promotor 35S, no muestra el mismo fenotipo de 

desarrollo que las otras líneas transgénicas para el antisentido (Figura 27C). 



A l 2 3 4 B 1 2 3 4 

C 1 2 

Figura 27. Diferencia a las tres semanas de desarrollo de las lincas ttansgénicas para el 
antisentido de trehalasa y de las de sus controles, en medio normal (MS Sac 2%) y en medio 
carente de sacarosa (MS). Foto A. lineas transgénicas con el promotor rd29A: línea 44 de 
prd29A:TREas en medio sin sacarosa (1) y con sacarosa (2), línea 171 del control prd29A:GUS 
en medio sin sacarosa (3) y con sacarosa (4). Foto B. lineas transgénicas con el promotor 
constitutivo 35S: línea 39 de p35S:TREas en medio sin sacarosa (1) y con sacarosa (2), línea 131 
del control p35S:GUS en medio sin sacarosa (3) y con sacarosa (4). Foto C. linea transgénica 27 
de p35S:TR£as en medio sin sacarosa (1) y con sacarosa (2). 

D) Las plantas transgénicas para el RNA antisentido de trehalasa acumulan glucosa. 

Ya que las líneas transgénicas para el antisentido son capaces de sobrevivir en medio sin 

fuente de carbono, procedimos a analizar el comportamiento de azúcares circulantes, mediante 

un análisis de cromatografía de capa fina, utilizando el extracto vegetal Incluyendo azúcares 

comerciales como estándares, procedimos a una primera cromatografía utilizando los extractos de 

las líneas antisentido #32 y #45, así como de sus controles #150 y #172. La placa cromatográfica 

íue revelada, como se observa en la Figura 28, donde se muestran las marcas de los azúcares en 

los estándares (carriles 1 al 5) y en los extractos vegetales (carriles 6 al 9). En las líneas 

transgénicas antisentido (carriles 7 y 9) pudimos observar una señal que correspondiente al azúcar 

glucosa que no se observa en las líneas transgénicas control (carriles 6 y 8). 
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Figura 28. Acumulación de glucosa en las líneas transgénicas pata el antisentádo. 
Cromatografía en cap» fina de extracto de azúcares vegetales de las líneas transgénicas. Carriles: 1, 
estándar glucosa 0.1%; 2, estándar maltosa 0.1%, 3, estándar sacarosa 0.1%; 4, estándar trehalosa 
0.1%; 5, mezcla de soluciones estándar, 6, prd29:GUS#172; 7, prd29:TREas#45; 8, 
p35S:GUS# 150; y 9, p35S:TREas#32. 

Con el fin de determinar sí la acumulación de glucosa observada en las líneas antisentádo 

podrá ser diferente cuando la planta crece en medio carente de sacarosa, procedimos a comparar 

el extracto de una línea antisentido creciendo en medio con sacarosa, con el extracto de una 

planta de la misma línea creciendo en medio sin este azúcar. Como se observa en la Figura 26, la 

línea antisentido #45 presenta una acumulación de glucosa solamente cuando crece en presencia 

de sacarosa (carril 6), es decir, solamente cuando crece en presencia de carbono, y que al igual que 

en las líneas transgénicas controles (carriles 7 y 8) y en tabaco silvestre (carril 9), no se muestra 

acumulación de glucosa en esta planta cuando carece de dicha fuente (carril 5). 
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Figura 29. Acumulación de glucosa en las líneas transgénicas para el antisentido en medio sin 
sacarosa. Cromatografía en capa fina del extracto de azúcares vegetales de las líneas transgénicas. 
Carriles: 1, estándar glucosa 0.1%; 2, estándar maltosa 0.1%; 3, estándar sacarosa 0.1%; 4, estándar 
trehalosa 0.1%; 5, prd29:TREas#45 sin sacarosa; 6, prd29:TREas#45 con sacarosa; 7, 
prd29:GUS#170 sin sacarosa; 8, prd29:GUS#170 con sacarosa; y 9, tabaco silvestre con sacarosa. 

Finalmente procedimos a realizar una última cromatografía en la que se incluyeron las 

líneas transgénicas para el antisentido #27 y #70, junto con la línea antisentido #45 y los 

controles transgémcos #150 y #172. De estas lineas se obtuvo extracto de plantas en medio con 

y sin sacarosa. Podemos de nuevo observar en la Figura 27, que cuando el medio es 

suplementario con sacarosa como fuente de carbono, las líneas transgénicas antisentido #45 y 

#70 acumulan glucosa (carriles 6 y 8), a diferencia de los controles (carriles 10 y 12), mientras que 

en ninguno de los extractos existe acumulación del monosacárido cuando crecen en medio 

carente sacarosa- Al igual que en el fenotipo de desarrollo y auxottofía por sacarosa, se muestra 

que la Knea antisentido p35S:TREas#27 tampoco presenta el fenotipo de acumulación de glucosa 

aún en medio suplementado con fuente de carbono (carriles 4 y 5). 
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Figura 30. Cromatografía en capa fina del extracto de azúcares vegetales de las líneas 
transgénicas. Carriles: 1) estandar glucosa 0.1%, 2) estandar sacarosa 0.1%, 3) estandar trehalosa 0.1%, 
4) p35S:TREas#27 con sacarosa, 5) p35S:TREas#27 sin sacarosa, 6) prd29:TRBas#45 con sacarosa, 
7) prd29:TREas#45 sin sacarosa, 8) prd29:TREas#70 con sacarosa, 9) prd29:TREas#70 sin sacarosa, 
10) p35S:GUS#lS0 con sacarosa, 11) p35S:GUS#150 sin sacarosa, 12) prd29:GUS#170 con sacarosa, 
y 13) prd29:GUS# 170 sin sacarosa 

E) Es posible utilizar la inhibición de la enigma trehalasa como un nuevo marcador de selección para 

obtener plantas transgénkas?. 

Uno de los problemas que las plantas ttansgénicas afrontan para su aprobación, es el uso 

de genes de resistencia antibióticos y herbicidas como marcadores de selección. Puesto que las 

plántulas con el antisentido de trehalasa son capaces de crecer en medio carente de sacarosa, nos 

preguntamos si el RNA antisentido de trehalasa podría sostener la regeneración de brotes en 

ausencia de sacarosa, y que en un momento dado pudiera ser utilizado como marcador de 

selección. Por último, para damos una idea de si la restitución de heterotrofía por sacarosa in vitro 

para tabaco por medio de esta tecnología de inhibición por antisentido de la trehalasa permite la 

regeneración de plantas a partir de tejido en medio carente de sacarosa, se colocaron explantes de 

las líneas ttansgénicas para el antisentido p35S:TREas#18 y prd29:TRBas#45, sai como del 



control transgénico p35S:GUS#150 en medio de inducción de brotes sin sacarosa (IBA). Como 

se observa en la Figura 31 que las líneas antisentido (Figura 31 A y B) permiten la regeneración de 

algunos brotes, mientras que la Knea control no (Figura 3 ÍQ. Aunque las construcciones 

antisentido condujeron a la obtención de algunos brotes, probablemente la adición de una 

cantidad mínima de sacarosa conduciría a una mayor eficiencia en el sistema. 

Figura 31. Regeneración de brotes a partir de explantes de líneas 
transgénicasen medio IBA sin sacarosa. Explantes de las diferentes líneas 
transgénicas, p35S:GUS#150 (A); prd29:TREas#45. (B); y P35S:TREas#lS 



DISCUSIÓN 

Clonación y caracterización del cDNA de la trehalasa de alfalfa. 

Aunque en plantas superiores la trehalosa esta en muy bajas concentraciones la enzima 

trehalasa que la degrada es fácil de detectar (Kendall et al1, 1990). Se cree que la actividad de la 

trehalasa protege a las plantas de los efectos tóxicos de la trehalosa que puede encontrarse en el 

suelo o durante su asociación con hongos, bacterias e insectos. Ya que los efectos de alteración 

en el crecimiento (Goddijn et aL, 1997), acumulación de almidón (Wingler et al, 2000) y 

alteración de los patrones de carbohidratos solubles (Müller et al, 2001) provocados por la 

acumulación de trehalosa, se incrementan al inhibir químicamente la actividad trehalasa, la 

inhibición por antisentido de esta enzima se postuló como una estrategia idónea tanto para 

obtener plantas mejoradas por la vía de la acumulación de trehalosa, como para saber el papel 

que este metabolito desempeña en el desarrollo de la planta y como es regulado. 

Para enfocamos en cultivos de importancia agronómica, decidimos probar inidalmente 

en tabaco un modelo de inhibición por antisentido de la trehalasa, utilizando una secuencia 

proveniente de alfalfa. Este cultivo, además de ser el forraje más importante en las regiones 

lecheras de nuestro país, se conoce como una especie con alta demanda de riego, y con fuerte 

actividad trehalasa, según se reporta para las leguminosas (Müller et a., 1994). Aunque desde 

1969 se detectó la actividad trehalasa por primera vez en caña de azúcar (en Goddijn y van 

Dun, 1999), hasta la fecha son pocas las secuencias que se reportan para las trehalasas de 

origen vegetal, siendo las primeras la de soya, de 557 aminoácidos, (Aeschbacher et aL, 1999) y 

papa de 581 aac (Smeekens, 1998), seguidas de la de Arabidopsis de 556 aac (Müller et al., 

2001) y más recientemente la secuencia de arroz de 563 aac (Buell et al., 2003). Al inicio de este 

trabajo se contaba en la base de datos con las secuencias de trehalasa de soya, papa y 

Arabidopsis, con las cuales se detectaron regiones homologas que nos sirvieron en la 

amplificación de una región de la secuencia de alfalfa. En dichas secuencias encontramos 

solamente dos pequeñas regiones con homología suficiente para diseñar un par de 

oligonucléotidos que nos permitieron amplificar un fragmento interno de 146 pb, que es el más 

conservado no sólo entre las especies vegetales reportadas, sino también entre bacterias, 

hongos y nemátodos, por k> que probablemente se trate del sitio catalítico de la enzima. A 

partir de este fragmento gènico fue posible obtener la secuencia completa de la trehalasa de 



alfalfa, contribuyendo así con el conocimiento de una nueva secuencia codificante de trehalasa. 

Esta secuencia codifica pata una enzima de 553 aminoácidos, que presenta una gran homología 

con la secuencia de soya, y es menos homologa a las secuencias de arroz y papa. El análisis de 

la secuencia de varias clonas mostraron una secuencia idéntica en la región codificante del 

cDNA pero varias diferencias significativas en las regiones no traducibles (UTR 5' y 3'). Esto 

indica que pudiese existir más de un gen para la trehalasa de alfalfa. 

Inhibición de la actividad trehalasa de tabaco por medio de la expresión de un RNA 

antisentido de la trehalasa de alfolia. 

Para probar nuestro modelo de inhibición por RNA antisentido de la actividad de la 

enzima trehalasa utilizamos uno de los sistemas típicos de transformación que es el tabaco, con 

el que se obtuvieron plantas transgénicas de tabaco que expresaron un antisentido de la 

trehalasa de alfalfa. Dicha secuencia incluyó la región más conservada entre las especies 

reportadas, por lo que se esperaba que el transcrito producido hibridara con el RNAm 

endógeno de la trehalasa y desencadenara el silenciamiento postranscripcional de este gen. 

Efectivamente, al evaluar la actividad enzimática de estas plantas, se observó una disminución 

de hasta el 50% de la actividad trehalasa. Esto indica que podemos utilizar este RNAas para 

inhibir la expresión del gen de la trehalasa de otras especies. A pesar de que la inhibición de la 

actividad trehalasa fue únicamente de un 50% se observaron fenotipos muy interesantes que 

correlacionaron con los fenotipos que están reportados al alterar el metabolismo de la 

trehalosa. Sera interesante el probar algunas otras estrategas, como por ejemplo la supresión 

mediada por RNA de interferencia (RNAi) que actualmente es uno de los procedimientos más 

efectivos de inhibición postranscripcional (Thakur, 2002). Este fenómeno es un proceso de 

degradación de RNA desencadenado por un RNA exógeno de doble cadena (dsRNA) cuya 

secuencia es homologa al transcrito del gen blanco. Este RNA exógeno se digiere en RNAs 

pequeños de interferencia (sRNAi) que se unen formando un complejo de silenciamiento 

inducido por RNA (RISC), el cual hace blanco y degrada a los transcritos del gen endógeno. 

Este sistema lo probaremos en nuestro modelo para determinar si una mayor inhibición del 

mensajero mejora la capacidad fotosintética. 



Efectos de la expresión del RNA antisentido de trehalasa en el patrón de crecimiento 

de plantas transgénicas de tabaco in vitro. 

La clonación y funcionalidad de los genes de diversas especies vegetales que son 

necesarios para la síntesis de trehalosa demuestran que esta ruta biosintética se encuentra 

distribuida ampliamente en el reino vegetal, aunque su función precisa se desconoce. Conocido 

como uno de los mejores osmoprotectores naturales en organismos menores, la 

sobreproducción de este metabolito fue la estrategia que diversos grupos de investigación 

tomaron para conferir tolerancia a sequía en plantas transgénicas. Como resultado se 

obtuvieron defectos morfológicos en el crecimiento y la alteración del metabolismo que son 

consistentes con cambios en k distribución del carbono entre los tejidos fuente y de desecho, 

conduciendo a k propuesta de que algunos etapas del metabolismo de k trehalosa están 

implicadas en k señalización de azúcares. 

Aunque no evaluamos acumukáón de trehalosa, nos basamos en el hecho de que si k 

inhibición química de k trehalasa conduce en plantas silvestres a una acumukción mínima de 

trehalosa y a fenotipos característicos, nuestra estrategk de inhibición por antisentido de dicha 

actividad también permitirá cierto nivel de acumukción del azúcar. Después de determinar que 

las plantas con el antisentido de trehalasa disminuyen k actividad enzimática, evaluamos los 

fenotipos inducidos por k acumulación de trehalosa esperada. 

a) Inducción de raices tempranas en la regeneración de transformantes. 

Inicialmente, el antisentido de trehalasa bajo el promotor rd29A indujo en k 

regeneración de brotes una producción de raíces tempranas que no se observó en el 

antisentido constitutivo. Aunque desconocemos cual es el mecanismo efector que indujo este 

promotor in vitro, sabemos que k respuesta de expresión es mucho mayor que k del promotor 

35S bajo diferentes tipos de estrés en cultivo celular de tabaco in vitro (datos no mostrados), 

por lo que pudiese alcanzarse una mayor inhibición de actividad trehalasa en cierta etapa ckve 

del desarrollo de k planta donde dicha respuesta podría ser inducida. 

b) Fotosíntesis y desarrollo. 

En los intentos por sobreproducir trehalosa en plantas para explotar su potencial como 

osmoprotector, ks plantas transgénicas obtenidas presentan un crecimiento truncado y un 

sistema radicular completamente deformado. Las posibles explicaciones para estas alteraciones 



pudieran ser el cambio en el metabolismo de la planta debido a un agotamiento de UDP-

glucosa o de las reservas de fosfatos, o bien que el metabolismo de la trehalosa es una señal en 

la asimilación y distribución de azúcares. De los trabajos mencionados, se tienen resultados que 

indican que la trehalosa pudiera interferir con la distribución de carbohidratos, y afectar la 

expresión de genes mediada por estos, a través de dos mecanismos hipotéticos. Ya sea 

funcionando como un análogo de la sacarosa, ó por la liberación de glucosa a partir de su 

desdoblamiento, con lo que estaría desempeñando un papel en la modulación del metabolismo 

y, por lo tanto, en el desarrollo de la planta (Smeekens, 1998). Se sabe que la trehalosa 

interfiere con la regulación de genes mediada por carbohidratos en cebada (Wagner et ai, 

1986), soya (Müller et al., 1998) y Arabidopsis (Wingler et aL, 2000). 

Por largo tiempo, uno de los objetivos principales de los científicos ha sido mejorar la 

fotsíntesis para maximizar la productividad de los cultivos. Las plantas producen carbohidratos 

en los tejidos fotosintéticamente activos. A partir de estos órganos fuente, los carbohidratos se 

distribuyen entre los órganos vertedero en un proceso de distribución. La producción y 

distribución de carbohidratos en la planta requieren una regulación coordinada entre los tejidos 

fuente y los tejidos vertedero. A nivel de proteína, las enzimas clave involucradas en el 

metabolismo de carbohidratos están sujetas al control de metabolitos. En general, la 

acumulación de azúcares en los órganos fuente da como resultado la represión de los genes 

involucrados en la fotosíntesis, mientras que en los tejidos vertedero se inducen los genes para 

el almacenamiento y utilización. El agotamiento de los azúcares revierte esta situación. Los 

carbohidratos pueden afectar de manera directa la expresión de varios genes y controlar los 

procesos de desarrollo de las plantas, tales como el verdor y expansión de los cotiledones, 

desarrollo del tallo y la transición floraL Se cree que dichas regulaciones se ejercen en tres 

pasos diferentes: (1) por un catabolito de hexosas, (2) por la fosforilación de glucosa por medio 

de la hexocinasa, y (3) sensando la glucosa, la sacarosa o metabolitos similares antes de que 

sean metaboüzados. Se sugiere que la trehalosa actúa como un análogo de la sacarosa en la 

expresión de genes regulados por sacarosa (Müller et al., 1999). Estos datos se apoyan con el 

hecho de que en soya la trehalosa afecta enzimas que degradan sacarosa (sacarosa sintasa e 

invertasas) (Müller et al, 1998), y al igual que ésta induce enzimas involucradas en la 

acumulación de carbohidratos de almacén en los tejidos foto sintéticos (Wingler, 2002). 

En el presente trabajo, las líneas transgénicas para el antisentido tuvieron in vitro un 

comportamiento mejorado en cuanto a velocidad de desarrollo, verdor y vigorosidad, en 



comparación de sus controles transgénicos. Considerando que la trehalosa que se acumula en 

respuesta la inhibición de la actividad trehalasa, por RNA antisentido, pudiera afectar la 

expresión de genes involucrados con dichos comportamientos, nuestros resultados son 

consistentes con la hipótesis de que la modificación genética del mecanismo de la trehalosa 

afecta la capacidad fotosintética por medio de señalización de azúcares. Un modelo de esta 

hipótesis se centra en la tóp, ya que en levaduras juega un papel en el control de la glicólisis y la 

señalización de azúcares a través de su interacción con la hexocinasa, un potente sensor de 

azúcares en levaduras y plantas. En base a que la tóp interactúa con la hexocinasa modificando 

la percepción del contenido de glucosa, se desarrollaron trabajos en los que en plantas 

transgénicas que sobrexpresan la TPS (y acumulan tóp), se incrementan los niveles 

fotosintéticos, debido a que se percibe un déficit de carbón, mientras que las plantas que sobre 

expresan TPP disminuyen sus niveles de tóp, lo que conduce a la planta a sensar un exceso de 

glucosa y de ahí a disminuir la expresión de genes relacionados con la fotosíntesis (Blázquez et 

aL, 1993, en Paul et aL, 2001). No obstante estos descubrimientos, los fenotipos encontrados 

en los diferentes trabajos llevados a cabo con el objetivo de acumular trehalosa para inducir 

una respuesta específica, son semejantes entre ellos; ya sea que se trate de inducir la biosíntesis 

secuenciada de tóp y trehalosa, o por medio de la inhibición de la actividad trehalasa, ya sea 

químicamente o por RNA antisentido. En esta última vía, que es la que nos ocupa, es 

importante analizar cual sería el metabolito efector de dichos mecanismos de sensado de 

azúcares, ya que al inhibir la trehalasa, se obtiene el azúcar trehalosa sin necesidad de acumular 

el precursor tóp en cantidad superior a la presente en el estado activo de la trehalasa. En dado 

caso, sería oportuno profundizar en un mecanismo de retención y liberación de los catabolitos 

UDP-ghicosa y glucosa-6- fos fato. 

Como se observa en las líneas transgénicas para el antisentido de trehalasa, existe una 

acumulación de glucosa que no está presente en las líneas controL Aunque desconocemos el 

origen de este metabolito en la planta, se piensa en que al mejorar su capacidad fotosintética se 

induce una mejor fijación de C0 2 y un mejor control del flujo de la glucosa en el sistema. En 

Sacharomyees cerevisiae la anulación del gen TPS1 que codifica para la enzima trehalosa-6-fosfato 

sin tasa en este organismo, impide que la levadura crezca en glucosa. Se piensa que este 

fenotipo es el resultado de la desregulación de la glicólisis, ya que se cree que este mecanismo 

opera con un principio autocatalítico. El ATP se consume para dirigir el catabolismo de la 



glucosa antes de que sea recuperado por un metabolismo siguiente. Cuando el abastecimiento 

de glucosa incrementa de manera repentina, la gUcóüsis tiende a utilizar ATP más rápidamente 

de lo que puede ser generado, provocando que el sistema se bloquee. Al parecer, la TPS se 

requiere para restringir el flujo de glucosa a la glicóüsis, previniendo el ahogamiento del 

sistema. Aunque no está claro como la TPS controla la glicólisis, se piensa que el control esta 

dado en un paso inicial catalizado por la hexocmasa (HXS) (Eastmond y Graham, 2003; 

Eastmond et al., 2003). 

¿RNAas como un marcador de selección de plantas transgenicas? 

Como se describió en los resultados, aún y cuando se realizó únicamente un 

experimento, el RNAas para trehalasa indujo la regeneración de brotes. Este hecho da la pauta 

para que la inhibición de la expresión de la enzima trehalasa se convierta en una nueva 

Tecnología de Selección de plantas transgenicas. Esta capacidad de regeneración en ausencia 

de una fuente de carbono (sacarosa) se explica no solo por un incremento en la capacidad 

fotosintética de la célula vegetal, lo cual se traduce a producción de biomasa y mejor utilización 

de nutrientes, sino también al sensado y señalización de azúcares, que aunque no está bien 

dilucidado, está involucrado en el control del crecimiento y el desarrollo de la planta durante su 

ciclo entero de vida. Durante la germinación y desarrollo temprano, los azúcares pueden 

reprimir o inducir la movilización de nutrientes, la elongación del hipocotilo, el verdor de los 

cotiledones, la expansión y desarrollo del taño, e inducir la diferenciación de los tejidos 

meristemáticos (Rolland et al., 2002). Aunque la eficiencia de regeneración fue baja en el ensayo 

preliminar elaborado, es un indicio consistente con las respuestas obtenidas en la manipulación 

de esta ruta biosintética. Para afinar esta tecnología, se requiere la optimización del sistema de 

selección, el cual tendrá que ser optimizado con cantidades mínimas de sacarosa, y 

estandarizando la cantidad según el cultivo a manipular. 



CONCLUSIONES 

1. El cDNA de la trehalasa de alfalfa codifica para 553 aminoácidos, y su homología entre las 

trehalasas reportadas es mas cercana a la trehalasa de soya. 

2. La trehalasa se expresa mayormente en tallo y hojas en alfalfa. 

3. La expresión del RNAas para trehalasa disminuyó la actividad de esta enzima en las plantas 

transgénicas de tabaco. 

4. El RNAas de alfalfa puede ser utilizado para inh ib ir la expresión de trehalasa de otras 

especies. 

5. El promotor rd29A de Arabidopsis thaliana funcionó adecuadamente para la expresión de 

RNAas. 

6. La expresión transgénica del RNAas mejoró la capacidad de crecimiento de las plantas de 

tabaco in vitro. 

7. La expresión transgénica del RNAas eliminó la auxotrofía para sacarosa del cultivo de 

plantas de tabaco in vitro. 

8. La expresión transgénica del RNAas permite la regeneración de brotes de tabaco en ausencia 

de sacarosa. 
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£coRI - 52 - G'AATT C 

Mapa 1. Vector pGEMT Easy vector para clonación de productos de PCR (PROMEGA, Inc.). 



H i n i m 234 A'AGCT T 
Sacl 250 G AGCTC 

Battim - 252 G'GATC C 
EcóBl - 283 - G'AATT C 

EeoBI - 301 - G'AATT_C 
Nsil - 345 - A TGCAT 
A2wl. 346 - TCTAG A 

Mapa 2. Vector TOPO TA pCR2.1 para clonación de productos de PCR (Invitrogen, Inc.). 



m i 139M - A TGCA'T 
EcoRV - 13773 - GAT* ATC 

EeoSX - 1364"7 - GAT ATC 
Sphl 13180 G C 4 1 G C 

ñ a 12828 C TGCAG 

Sphl 12180 G C ' A T G ' C 

HináSIl - 1 A'AGCTT 
Sphl 11 G CATG'C 

/ Psfl - Y* C TGCA G 
- 764 - GAT ATC 

f ^ Xbal - 866 - r C T A G A 
BarnlU. - 872 - G'GATC C 

Xmal 877 - C'CCGG G 
Símil 879 CCC'GGG 

£coRV - 1453 - G A T ATC 
EcóRV - 16S4 - GAT ATC 

SccI 2766 G AGCT'C 
Nstl 2898 A TGCVT 
EcoRL - 3033 - G'AAIT C 

EeoRV - 4105 - GAT ATC 
Nsrtl - 41"9 - A TGCA T 

EeoRV - 8642 - GAT ATC 
ñ t l "905 - C TGCA'G EeóRV - 6841 - GAT ATC 

Mapa 3. Vector para expresión en plantas pBI-121 (Clontech, Inc.). 



firoRI - 52 - G'AATT C 

Mapa 4. Plásmido pGEM-TRE resultante de la clonación del fragmento de PCR de 150 pb de 
la secuencia interna de la trehalasa de alfalfe, en el vector pGEM-T Easy Vector (Promega 



flwdm - 234 - A'AGCTT 
SacI - 250 G AGCT'C 

BamHl - 252 G'GATC C 
EcóBH - 283 - G'AATT C 

EcóBl - 477 G'AATT C 
Nsil - 756 - A TGCAT 

Nsil - 1274 - A T G C 4 T 

tfxdin 1640 A'AGCT_T 
Xbal - 1645 - TCTAG A 
EcoXl - 1682 G'AATTC 
EcoHl 1694 - G'AATT C 

Nstl 1738 A TGCA'T 
Xbal - 1739 TCTAG A 

Mapa 5. Plásmido pTOPO-3TRE resultante de la clonación del producto del protocolo 
3?RACE de 1.2 Kb del extremo 3' del cDNA de la trehalasa de alfalfa, en el vector TOPO TA 
pCR2.1 (lnvitrogen, Inc.). 



Hutmi 234 A'AGCT T 

Mapa 6. Plásmido pTOPO-5TRE resultante de la clonación del producto del protocolo 
GeneRacer de 0.5 Kb del extremo 5' del cDNA de la trehalasa de alfalfe, en el vector TOPO 
TA pCR2.1 (Invitrogen, Inc.). 



f ñ n i m - 234 - A'AGCT T 
Sacl 250 - G A G C T C 
Botnia - 252 - G ' G A T C C 

EcóSl 283 G ' A A T T C 
« « d i n - 295 - A'AGCT T 

TOPO RD29A 
4858 bp 

Xbal- 1239 - T C T A G A 
EcóRl 1 2 5 1 - G ' A A T T C 
Afcíl - 1 2 9 5 - A T G C A ' T 
Xbal -1296 - T C T A G A 

Mapa 7. Plásmido TOPO-RD29, producto de la clonación del fragmento de PCR de la 
secuencia promotora rd29A de A. tbaliona en el vector TOPO TA pCR2.1 (Invitrogen MR). 



BATNM - 6 - G'GATC C 

Mapa 8. Plásmido prd29-GUS, producto de la clonación de la secuencia promotora rd29A de 
A,thaHana en los sitios HindIII-Xbal del vector pBI-121, sustituyendo la secuencia promotora 
35S CaMV. 



Hindm 234 - A'AGCT T 
SacI - 250 - G AGCTC 

BamYU. - 252 G'GATC C 
EcóBl 283 - G'AATT C 

EcoRI 552 G'AATT C 

Nsíl 831 A TGCAT 
EcoRl 916 - G AATT C 
Nsil - 960 - A TGCA'T 
Xbal - 961 - T'CTAG A 

Mapa 9. Plásmido TOPO-TRE5óOs, producto de la clonación en sentido Sacl-Xbal del 
fragmento de PCR de 560 pb de la secuencia interna de la trehalasa de alfalfa. 



HINDM - 234 - A'AGCT T 
Sacl 250 G_AGCT'C 

BAMM - 252 G'GATC C 
EcoRl 283 G'AATT C 

NSÍL - 310 - A TGCA'T 
ECORI 581 G'AATT C 

EcoBI - 916 - G'AATT C 
Nsil - 960 - A_TGCAT 
Xbal 961 - TCTAG A 

Mapa 10. Plásmido TOPO-TRE560s, producto de la clonación en sentido Sacl-Xbal del 
fragmento de PCR de 560 pb de la secuencia interna de la trehalasa de alfalfa. 



Xho\ • 8 

Mapa 11. Plásmido pBI:TREas producto de la clonación de la secuencia TRE de 560 pb de la 
trehalasa de alfalfa en los sitios Xbal-SacI del vector pBI-121, sustituyendo el gen GUS. 



SOCI 13583 G_AGCTC 
BARNM- 13573 - G'GATC C 

Spel - 13567 - A'CTAG T 
EEOBL -13542 - G'AATTC 

EcoRI 131n4 - G'AATTC 
EcoM - 12982 - G'AATT C 

Xhol 12949 C'TCGAG 
Xbal -12937 - T'CTAGA 

Spel - 12309 A'CTAG T 
I/fodin - 11993 - A'AGCT T 

EcoW- 267- G'AATT C 

Mapa 12. Plásmido prd29:TREas, producto de la clonación en antisentido de la secuencia TRE 
de 560 pb de la trehalasa de alfalfa, en los sitios Xbal-SacI del plásmido prd29:GUS, 
sustituyendo la secuencia del gen GUS. 



TTATTACTGGGATTCTTATTGGGTAATTAGGGGGTTGTTGGCGAGTAAAATGTATAAGACTGCTAAATCTATT 
GTCACCAATCTCATTTCATTGATTGAGGAATACGGGTTTGTGCTTAATGGTGCTAGAGCTTACTACACTAACA 
GA 

Secuencia 1. Fragmento de 148 pb de la secuencia interna del cDNA de la trehalasa de alfalfa. 

ACCAATCTCATTTCATTGATTGAGGAATACGGGTTTGTGCTTAATGGTGCTAGAGCATACTACACTAACAGGA 
GCCAGCCTCCCCTTTTAAGCGOTATGATTTATGAGATATACGCTAGGACTGGTGATATAGAATTAGTTAAAAG 
GTCTCTGCCTGCACTACTGAAAGAGCACGAGTTTTGGAATTCAGATATACATAAAGTGAACATTTCGGATGCT 
CAAGGTTGCACTCGCACCTTAAATCGCTATTATGCAAGGTGGGACAAACCAAGGCCAGAATCGTCCACAATGG 
ACAAGGCATCTGCTTCCAAGTTCAGGACTGTTTCAGAAAAACAACATTTTXACCGTGAACTAGCATCAGCTGC 
TGAATCAGGATGGGATTTCAGCACAAGATGGATGAGACACCCTCCTAACTTCACAACATTGTCTACAACATCA 
GTGATACCTGTTGATTTAAATGCATTTCTACTTGGGATGGAACTTAATATTGCCTTCTTTGCAAATGTTACTG 
GAGATAATAGGACTGCTGAACACTTCCTGCAAATTTCCGATGTTAGAAAGGAGGCAATTAACTCGGTTTTCTG 
G AATGC AAAC AT G AAC C AAT GG C T T GATTC C T GGCT C AGCAAT ACCAC AC ATGAG AAGGTT CAAGTT TG GGAT 
ACCCTGCACCAGAATCAAAATGTATTTGCTTCCAATTTTGTTCCTTTGTGGATGAAGCCATTTTACTCAGATG 
CTTTGCTAGTGAGTAATGTTCTCGAAAGTCTCAAAACCTCTGGCCTGCTTCGTGCTGCTGGAGTTGCAACTTC 
TTTGAGTGATTCAGGACAGCAGTGGGACTTCCCGAATGGTTGGGCTCCACTTCAACACATGTTAGTTGAAGGC 
CTTGTAAAATCAGGGTTGGAAGAAGCAAGGTCGTTGGCTGAAGAAATTGCCATAAGATGGATCACAACCAATT 
ATATCGTTTACAAAAAAACAGGTGTAATGCATGAAAAGTTTGACGTGGAACATTGCGGAGAATTTGGAGGTGG 
GGGTGAATATGTACCCCAGACTGGTTTTGGCTGGTCAAATGGAGTTGTGCTGGCATTCTTGGAGGAGTTTGGG 
TGGCCCGAAGATCGTAAAATAGAATGCTAATGTGCTAAAAAATGAAAGGTACAATAAGTTTGGTATGCTTTAA 
GAATTTACTTAGTAAATCAATTTTTCCACAAGTGGGTGAAGAAAAATTGTTTATAATTGCTTGCTTGAAAAGC 
TACTTGTTAAAAGCTATAAATAAAGCAGAGATAATGAAGAACTTGATTGGCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
AAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAAAAGCTTCTAGAGTCGACACCATTAAGCACAAACCCGAAGGGC 
GAATTC 

Secuencia 2. Extremo 3' de la secuencia del cDNA de la trehalasa de alfalfa. 

GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTAGAAAATTCTTTCTTGTTGGCATTGATTTTGCATTGTTCTCTTCATTC 
CTCATTGGTGGAAGGAAGCAAGGAGGGGGAACATTGAAAAGACATTCCAAGCAAAGCAAACAAAAGTCCGCCA 
CTTTGCTTCAAGTCAACTGCCGACTCTACAGTGACAGCATCAACTATGGACGACGACGTGAAGCCTTCAACTC 
CACTCGTATCCTTTCTCGAAATTCTCCAACACACCGCATTCAACACATTCGGCAATCACAATTTCGATCCTAA 
AACCTACGTCGATTTACCTCTCAAATTCCCCCTTTCCGATACGGATCACGCTTTCCAGAATCTTCCTAAATCC 
TCGACTGGTTCAGTGTCCGTTCATGATTTGAATCGTTTTATAGAAACTTATTTTGATGGTGCAGGTGATGATC 
TCGTGTACTCTGATCCAGAGGATTTTGTCCCTGAGCCTGAGGGTTTTTTGCCTAAAGTAAAAAACCCTGAGGT 
CAGAGCATGGGCGATTAAGGTTCATTCTCTTTGGAAAAACTTGAGTAGGAAAGTATCCACTGAGGTCAAGACT 
CACCCTAACTACCATACTCTGCTTCCTGTTCCTGGTTCTGTTGTTATCCCTGGTTCGCGATTTCGTGAAGTAT 
ATTACTGGGATTCCTACTGGGTAATTAGGGGGTTGTTGGCGAGTAAAATGT 

Secuencia 3. Extremo 5' de la secuencia del cDNA de la trehalasa de alfalfa. 



PROTOCOLOS 

Extracción de DNA plasmídico a pequeña escala por lisis alcalina 

a) Levantar una colonia transformante y crecerla en medio LB (Tifco, Inc.) líquido con 

antibiótico de selección a 37°C 200 rpm durante toda la noche. 

b) recuperar la pastilla bacteriana por centrifugación a 14,000 rpm durante 5 seg. 

c) resuspender la pastilla bacteriana en 100 pl de Solución I (glucosa 50mM, Tris-HCl 

25mM pH 8.6, EDTA 10 mM pH 8.0). 

d) Agregar 200 pl de Solución II (NaOH 0.2N, SDS 1%) y mezclar suavemente por 

inversión. 

e) Agregar 150 pJ de Solución III (acetato de potasio 3M, ácido acético glacial 12%) y 

mezclar por agitación. 

f) Decantar sobrenadante en un tubo nuevo y agregar 1 vol de isopropanoL Incubar 2 

min a temperatura ambiente. 

g) Centrifugar a 14,000 rpm durante 20 min a 4°C. Descartar sobrenadante. 

h) Lavar pastilla con 1 mi de etanol 70% y remover el exceso de alcohol. Dejar secar al 

aire 2 min. 

i) Resuspender la pastilla en 50 pl de agua desionizada estérfl. Almacenar a —20°C. 

Extracción de ácidos nucléicos de origen vegetal 

1.- Extracción de RNA total m^diantf TriReagentR 

a) Homogenización de tejido. Utilizando un homogenizador o Polytron, 

homogenizar 50-100 mg de tejido en 1 mi de TriReagent. 

b) Separación de fases. Incubar el homogenizado por 5 min. a temperatura ambiente, 

para permitir una completa disociación de los complejos de nucleoproteínas. Posteriormente, 

añadir 200 pl de cloroformo por mi de TriReagent y agitar por 15 seg. Incubar la mezcla 

resultante a temperatura ambiente durante 2-15 min, y centrifugar a 12,000 g por 15 min a 4°C. 

Después de centrifugar, la mezcla se separa en una fase inferior roja de fen ob cloro formo, la 

interfase, y la fase acuosa superior incolora. El volumen de la fase acuosa es cerca del 60% del 



volumen de TriReagent utilizado para la homogenización. 

c) Precipitación de RNA. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y precipitar el 

RNA con isopropanoL Para remover las proteoglicanos y polisacátidos que contaminan la 

muestra de RNA, añadir a la fase acuosa 250pl de isopropanol, seguido de 250pl de una solución 

de alta salinidad para precipitación (0.8M de cittato de sodio y 1.2M de NaCl) por mi de 

TriReagent utilizado. Mzeclar la solución e incubar de 5-10 min a temperatura ambiente, y 

centrifugar a 12,000g por 8 min a 4-25°C. Esta modificación precipita el RNA, mientras que los 

polisacátidos y proteoglicanos se mantienen en forma soluble. 

d) Lavado del RNA. Remover el sobrenadante y lavar la pastilla de RNA con etanol 

al 75% en vortex y centrifugar a 7,500g por 5 min a 4-25°C. Agregar al menos 1 mi de etanol al 

75% por cada mi de TriReagent utilizado en la homogenización. Si la pastilla de RNA se acumula 

en la pared del tubo y tiene tendencia a flotar, sedimentar la pastilla a 12,000g. 

e) Solubilización de RNA. Remover el etanol del lavado y secar la pastilla de RNA al 

aire de 3-5 min. Es importante no secar completamente la pastilla de RNA, ya que esto disminuye 

su solubilidad. No seque la pastilla por centrifugación al vacío. Disuelva el RNA en agua o SDS 

0.5% pipeteando un poco, e incubar por 10-15 min a 55-60°C. El agua o la solución de SDS 

utilizadas deben ser libres de RNasas, tratadas con dietil pirocarbonato (DEPC). 

2.-. Extracción de DNA genómico. 

a). Moler 3 gr de tejido en nitrógeno líquido y transferir a un tubo Falcon de 50 mL 

b) Agregar 9 mi de buffer NTES (lOOmM N a d , lOOmM Tris pH 7.5, lOGmM EDTA 

pH 8.0,1% SDS). Y mezclar suavemente. 

c) agregar 6 mi de fenobcloroformo (1:1; v/v) y mezclar suavemente. 

d) Centrifugar a 8,000 rpra por 20 min a 4°C. 

e) Tomar la fase acuosa y transferirla a un tubo nuevo. Agregar 0.1 vol de acetato de 

sodio 2M (pH 4.8) y 1 vol de isopropanoL Mezclar e incubar 30 min a -20°C. 

f) Centrifugar a 8,000 rpm por 30 min a 4°C. 

e) Recuperar el sobrenadante y agregar 2 vol de etanoL Incubar 30 min a ~20°C, y 

precipite por centrifugación. 

f) Enjuagar la pastilla con 1-2 mi de etanol 70%. Remover el excedente de alcohol y 

dejar secar al aire por 5 min. 



g) Disolver la pastilla en 2.5 mi de agua y agregar 2.5 mi de cloruro de litio 4M. Mezclar 

bien e incubar en hielo toda la noche. 

h) Centrifugar a 8,000 rpm por 10 min a 4°C. 

i) recupere la pastilla y enjuage en 2 mi de etanol 70%. 

j) disolver la pastilla en 2 mi de agua desionizada estéril. 

Síntesis de secuencias nucleotídicas: 3* RACE. 

1. Manejo de RNA. Utilizar RNA total en buenas condiciones. Trabajar con 

puntillas y tubos esteriles en un área limpia, y utilizar guantes para evitar contaminar con 

RNasa. 

2. Síntesis de cadena complementaria. Utilizar de 1 a 5 ng de RNA total, y llevar a 

cabo la síntesis por transcripción reversa, utilizando el sistema Avian Enhanced RT 

(SIGMA), utilizando el oligo dp]23 . 

3. Primer PCR. Utilizar 3 JJÍ del cDNA obtenido para llevar a cabo el primer PCR 

utilizando el oligo específico para la secuencia y el oligo 18HXS. 

4. PCR semianidado. Utilizar de 1 jd de producto de PCR obtenido para una 

reacción semianidada utilizando un oligo específico más interno de la secuencia y el oligo 

18HXS. 

5. Clonar el producto de PCR en un vector de clonación. 

Transformación de material vegetaL 

1.- Preparación de partículas de Ttingsteno. 

La técnica utilizada fue de acuerdo a Tomes et al., 1995, y modificada por Cabrera et al., 

1997, como sigue: 

a) Pesar 60 mg de partículas de tungsteno. 

b) Resuspender en 2 mi de HNOj 0.1N y sonicar por 20 min. 

c) Centrifugar a 10,000 rpm por 2 min. 

d) F.timinar el sobrenadante y aplicar 2 mi de etanol absoluto, sonicar brevemente. 



e) Centrifugar a 10,000 rpm por 2 min. 

f ) F . l i m j p ^ r e l sobrenadante y resuspender en 1 m i de agua desionizada estéril. 

g) Tomar 4 alícuotas de tungsteno de 250 pl, resuspender en 750 pl de agua 

desionizada estéril en cada unod e los tubos. 

h) La conecntración final de tunsgteno en cada uno de los tubos es de 15pg/jal 

i) Almacenar a -20°C. 

2.- Recubrimiento de partículas de tungsteno con DNA. 

La técnica utilizada fue de acuerdo a Tomes et al., 1995, y modificada por Cabrera et aL, 

1997, como sigue: 

j) Pesar 60 mg de partículas de tungsteno. 

k) Resuspender en 2 mi de H N 0 3 0.1N y sonicar por 20 min. 

I) Centrifugar a 10,000 rpm por 2 min. 

3.- Regeneración de transforman res. 

Los explantes bombardeados con el DNA se colocaron para su diferenciación en medio 

IBA (MS [Murashige y Skooge], Sac [sacarosa] 2%, BAP [bencil amino purina] 1.5pM, Kan 

[kanamirina] 100fAg/mI), y se mantuvieron a 25°C con fotoperiodo de 16 hrs hxz/8 hrs oscuridad, 

por 5 semanas cuando se obtuvo la diferenciación del tejido en brotes. Dichos brotes se pasaron 

a medio IBA (MS 0.5X, Sac2%, IBA [ácido indol butírico] 2pM, Kan lOOpg/ml) para la 

diferenciación del sistema radicular. Una vez regenerada la planta por completo, se mantuvieron 

en medio MS Sac2% Kan 100pg/ml, en el cual se propagaron vegetativamente hasta obtener 

suficientes individuos de cada linea transformante. 

Determinación de la actividad trehalasa en plantas. 

a) Congelar 1 gr de muestra en nitrógeno líquido y moler. Disolver en 4 mi de buffet 

extracción MES (MES [KOH] 0.1M pH 6.3, PMSF 2mM, EDTA 2mM) (Sambrook y Russell, 

2001). 

b) centrifugar por 20 min a 12,000 rpm a 4°C. 

c) preparar en un tubo de 1.5 mi la siguiente reacción: 



700 jil de buffer de ensayo (MES [KOH] 50mM pH 6.3) 

100 ni de trehalosa 100 mM 

200 |J. de extracto proteico vegetal 

d) incubar la mezcla de reacción por 30 min a 37°C y detener la reacción por 

calentamiento a 70°C durante 10 min. 

e) centrifugar por 20 min a 12,000 rpm a 4°C 

f) recuperar el sobrenadante y cuan tificar la producción de glucosa con el sistema GO-

Assay (SIGMA). 




