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RESUMEN

RESUMEN

Hasta la fecha, las plantas del género Digitalis son la principal fuente econémicamente
viable de cardendlidos. Estos metabolitos secundarios constituyen los medicamentos mas
extensamente empleados a nivel mundial en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca y
tienen interés farmacolégico creciente, debido a sus potencialidades como
anticancerigeno. La transformacién genética es una herramienta promisoria para el
desarrollo de nuevas estrategias biotecnoldgicas que propicien la sobreproduccion de
glucésidos cardiotdnicos. Este estudio describe la transformacion genética de discos
foliares de Digitalis purpurea L., via Agrobacterium tumefaciens, con el gen vepl de
Arabidopsis thaliana L. Para ello, se compararon los agentes selectivos higromicina B (15
mg L) y geneticina (70 mg L) durante el proceso de formacion de callos, con la finalidad
de elegir el antibiético mas efectivo en el proceso de seleccion. Posteriormente, se
emple6 la cepa de Agrobacterium C58C1Rf? (pMP90), portadora del vector binario
pAthspA2-vepl, para transferir el gen de interés a los segmentos foliares de D. purpurea.
Los explantes seleccionados fueron transferidos a medio de cultivo de regeneracion. La
presencia de los transgenes p35S, hpt y vepl en las plantas obtenidas fue comprobada
mediante PCR. La seleccién con higromicina B durante el proceso de formacion de callos
de D. purpurea, es mas eficiente que la realizada con geneticina. Ademas, se obtuvieron
plantas transgénicas de D. purpurea que contenian el gen vepl de A. thaliana. Este
constituye el primer informe de la transformacion genética de plantas del género Digitalis,

con un gen involucrado en la biosintesis de cardendlidos.

Palabras claves: Agrobacterium tumefaciens, cardendlidos, genes marcadores de

seleccion, hpt.
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ABSTRACT

ABSTRACT

To date, plants of the genus Digitalis are the main economically viable source of
cardenolides. These secondary metabolites are the most widely used drugs worldwide in
the treatment of heart failure. Also cardenolides have increasing pharmacological interest
due to their potential as anticancer agent. Genetic transformation is a promising tool for
the development of new biotechnological strategies that propitiate the overproduction of
cardiotonic glycosides. This study describes the genetic transformation of leaves
segments of Digitalis purpurea L., via Agrobacterium tumefaciens, with Arabidopsis
thaliana L. vepl gene. First, the selective agents hygromycin B (15 mg L™) and geneticin
(70 mg L™) were compared during the process of callus formation, in order to choose the
most effective antibiotic in the selection process. Afterward, the strain of Agrobacterium
C58C1Rf* (pMP90), carrier of the binary vector pAthspA2-vepl, was used to transfer the
gene of interest to the foliar segments of D. purpurea. The selected explants were
transferred to regeneration medium. Successful transformation was confirmed by PCR
analyses with p35S, hpt and vepl genes specific primers. The selection with hygromycin B
during the process of callus formation of D. purpurea is more effective. In addition,
transgenic plants of D. purpurea containing vepl gene were obtained. This is the first
report of the genetic transformation of plants of the genus Digitalis, with a gene involved in

the biosynthesis of cardenolides.

Keywords: Agrobacterium tumefaciens, cardenolides, hpt, selection marker genes.
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Capitulo 1: Introduccion

Capitulo 1: INTRODUCCION
Digitalis purpurea L. ha sido empleada desde la antigiiedad como planta medicinal en el
tratamiento de enfermedades cardiacas de manera empirica (Verma et al., 2016). Sin
embargo, estudios posteriores han demostrado que la planta contiene una serie de
sustancias cardiotonicas de naturaleza esteroideo-glicosidica conocidas comunmente
como cardenolidos (Melero et al., 2000; Agrawal et al., 2012).
Los cardendlidos constituyen los medicamentos de uso mas frecuente a nivel mundial en
el tratamiento de la insuficiencia cardiaca y otras patologias del corazén (Erath et al.,
2016). Su importancia como antiarritmicos es tal, que no han podido ser sustituidos hasta
la fecha, al menos en el tratamiento a escala industrial (Gavidia et al., 2007; Bauer et al.,
2010; Verma et al., 2016). Ademas, tienen interés farmacoldgico creciente debido a sus
potencialidades en la terapia de tumores (Babula et al., 2013). Numerosos estudios han
confirmado los efectos antiproliferativos y apoptéticos de estos metabolitos,
principalmente de la digoxina y digitoxina en el tratamiento de algunos tipos de
carcinomas (Wen et al., 2016). Son ejemplos de ello, el cancer de mama (Winnicka et al.,
2007; Einbond et al., 2010), cancer de pulmén (Elbaz et al.,, 2012; Lin et al., 2015),
melanoma (Newman et al., 2006), mieloma (Johansson et al., 2001) y cancer de prostata
(McConkey et al., 2000; Leu et al., 2014).
El cultivo de plantas en condiciones naturales es hasta el momento la Unica fuente
comercial para la produccién de cardendlidos, pues la sintesis quimica de estos
compuestos no es econdmicamente viable (Sales et al., 2011). Sin embargo, tanto la
produccion como el contenido de glucésidos cardioténicos pueden variar en respuesta a
las diferentes estaciones del afio y condiciones ambientales (Roca-Pérez et al., 2004).
Ademas, se ha producido una reduccion significativa de las poblaciones naturales a causa
de una sobreexplotacion para satisfacer la demanda cada vez mas creciente de las
industrias farmacéuticas (Verma et al., 2016).
Por tanto, existe un gran interés en el desarrollo de estrategias para fomentar y potenciar
la produccién de estos metabolitos mediante técnicas biotecnoldgicas (Sales et al., 2007,
Sales et al., 2011). En este sentido, desde hace décadas se han venido explorando las
bondades del cultivo in vitro de Digitalis spp. Tal es el caso del cultivo de suspensiones
celulares (Kreis et al., 1986), cultivos embriogénicos (Lindemann y Luckner, 1997), cultivo
de raices (Yoshimatzu et al., 1990) y cultivo de brotes (Erdei et al., 1981; Hagimori et al.,
1983). Ademas, el cultivo in vitro ha brindado una excelente oportunidad para el desarrollo

de investigaciones encaminadas al conocimiento bioquimico de las rutas que rigen la
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biosintesis de cardendlidos. Asimismo, ha permitido dilucidar que este proceso se
produce solo en tejidos verdes diferenciados de la planta (Stuhlemmer y Kreis, 1996;
Gavidia et al., 2007). Sin embargo, los bajos rendimientos de cardendlidos obtenidos en
estas investigaciones han impedido su aplicacion a escala comercial (Verma et al., 2016).
En consecuencia, es necesario buscar otras vias atractivas que potencien la produccion
de cardendlidos, tales como la transformacion genética.

La expresion de uno o varios genes involucrados en la ruta de biosintesis de los
cardendlidos, es una alternativa promisoria para obtener plantas con una productividad
elevada (Sato et al., 2007). Se han desarrollado protocolos de transformacién en D.
purpurea mediante Agrobacterium tumefaciens L., via organogénesis directa (Li et al.,
2014) e indirecta (Pérez-Alonso et al., 2014b), a partir de discos foliares de plantas
cultivadas in vitro. En los dos casos se obtuvieron plantas que expresan simultanea y
establemente el gen reportero uidA y el gen de seleccién nptll. Estos codifican para las
enzimas B-glucuronidasa y neomicina fosfotransferasa Il, respectivamente. Sin embargo,
Pérez-Alonso et al. (2014b) obtuvieron una eficiencia de transformacion de 6,92 lineas
regeneradas por explante foliar, superior a la alcanzada por Li et al. (2014).

Por su parte, los antibidticos propuestos para la seleccion durante el proceso de
formacion de callos en D. purpurea son la geneticina y la higromicina B. En el caso
particular del protocolo descrito por Pérez-Alonso et al. (2014b), resultaron plantas no
transformadas (escapes) luego del proceso de seleccion con geneticina.
Consecuentemente, es necesario aplicar un esquema de seleccion mas eficiente en el
cual se utilice otro agente selectivo de la misma naturaleza, como higromicina B. Este
constituye el segundo antibiético de empleo mas frecuente en el proceso de seleccion de
eventos transgénicos, debido en parte a su alta toxicidad para las plantas (Padilla y
Burgos, 2010). Investigaciones realizadas por Kair(z et al. (2013) permitieron escoger
concentraciones minimas inhibitorias de higromicina B en la formacién de callos y la
multiplicacién de brotes de D. purpurea. Este esquema de selecciéon no ha sido aplicado
en plantas transformadas y no se ha comparado su eficacia como agente selectivo con la
geneticina.

En cuanto a los genes candidatos para la transformacion, varios autores apuntan a los
genes codificantes de la progesterona 5B-reductasa, enzima clave de la ruta de
biosintesis de cardendlidos (Seitz y Gartner, 1994; Gavidia et al., 2007). Se ha
demostrado que uno de los genes codificantes para esta actividad enzimética es el vepl

(del inglés: vein patterning 1) de Arabidopsis thaliana L. (Jun et al., 2002). La
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transformacion de D. purpurea con este gen de interés podria ser ventajosa ya que la
eficiencia catalitica del producto de este gen es 50 veces mayor que la de su ortélogo en
D. lanata (Herl et al., 2009; Bauer et al., 2010). En segundo lugar, porque su patron de
expresion en A. thaliana se aproxima a la superposicién de los patrones de expresion de
los genes p5Bry p5Br2 de D. purpurea en las mismas condiciones (lzquierdo, 2010). Por
ualtimo, permitir4 desarrollar estudios comparativos a partir de datos de especies modelos
como A. thaliana, que posibiliten adquirir datos gendémicos y de expresion en D. purpurea,
escasos hasta la fecha (Das y Schéaffner, 2016).

En efecto, la obtencion de plantas transgénicas de D. purpurea que expresen el gen vepl,
en combinacion con otras técnicas como los sistemas de inmersién temporal y/o la
elicitacion; podrian incrementar los niveles de cardendlidos in vitro con una productividad
uniforme. De esta manera, se lograrian compensar las necesidades de materia prima
(polvo activo) para la elaboracién de farmacos en Cuba, donde las enfermedades
cardiovasculares son la primera causa de muerte desde 1970 (ONEI, 2015).
Adicionalmente, se sustituiria en gran medida su importacion proveniente actualmente de
plantas de Digitalis de la India.

Aunque se han desarrollado dos protocolos para la modificacién genética de D. purpurea;
hasta la fecha no se ha transformado esta especie con un gen de interés. Teniendo en
cuenta estos antecedentes se establecié la siguiente hipétesis de trabajo: "Si se
transforma genéticamente D. purpurea con el gen vepl de A. thaliana via A. tumefaciens
y se realiza la seleccién con un agente selectivo eficiente, podrian obtenerse plantas

transgénicas de D. purpurea que contengan este gen.”

OBJETIVO GENERAL
» Obtener plantas transgénicas de Digitalis purpurea que contengan el gen vepl de

Arabidopsis thaliana, via Agrobacterium tumefaciens.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Comparar los agentes selectivos higromicina B y geneticina durante el proceso de
formacion de callos de D. purpurea.
2. Transformar discos foliares de D. purpurea con el gen vepl de A. thaliana, via A.
tumefaciens.
3. Regenerar plantas transgénicas de D. purpurea que contengan el gen vepl de A.

thaliana.
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Capitulo 2: REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Digitalis purpurea L.

2.1.1 Origen, distribucidon y clasificacion taxonémica

El género Digitalis L. esta compuesto por 23 especies vegetales, incluyendo las cuatro
especies que forman el género Isoplexis (Lindl.) Benth. (Brauchler et al., 2004; Sales et
al.,, 2011). Una de las especies de mayor relevancia econdmica y medicinal es Digitalis
purpurea L. (Sales et al., 2011). La planta es nativa de Europa occidental, el mediterraneo
y el noroeste de Africa (Werner, 1965); aunque se ha naturalizado en otras regiones
subtropicales o templadas de Europa, Asia, Africa, América del Sur, Nueva Zelanda,
Canada y Estados Unidos (Warren, 2005). En estado silvestre se le suele hallar en
terraplenes, linderos boscosos o0 entre los pefiascos de las zonas montafiosas (Linares,
2015). Debido a sus propiedades medicinales, se ha intentado introducir en Cuba junto a
otras especies del género. En nuestro pais su crecimiento en condiciones de campo se
produce de manera rapida en otofio e invierno; sin embargo, la llegada del verano por lo
general ocasiona la muerte de la planta por la ocurrencia de altas temperaturas y
abundantes lluvias (Roig, 2012).

La planta es conocida en espafiol con nombres comunes como Dedalera purpura, Digital
o Calzones de zorra. La ubicacién taxonémica de Digitalis purpurea fue dada a conocer
por Carl Linnaeus (Brauchler et al., 2004). Este género se colocé tradicionalmente en la
familia botanica Scrophulariaceae, pero la investigacion filogenética mas reciente la ha
colocado en la familia Plantaginaceae (Olmstead et al., 2001). Su ubicacion taxonémica
actual se acepta de la siguiente forma (NCBI, 2017):

Reino: Viridiplantae

Phylum: Streptophyta

Divisién: Magnoliophyta

Subclase: Asteridae

Orden: Lamiales

Familia: Plantaginaceae

Tribu: Digitalideae

Género: Digitalis
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2.1.2 Descripcion botanica

D. purpurea es una planta bianual o perenne, de hasta 2,5 m de altura. Las hojas son
alternas, las basales reunidas en una roseta, pecioladas con limbo ovado-lanceolado y
margen dentado. Estas son densamente pilosas principalmente por el envés, mostrando
una coloracion grisacea. Presenta una inervacion reticular (reticulédromas) muy saliente
por el envés e inflorescencia en un largo racimo terminal (Roig, 2012).

Las flores son pedunculadas y algo péndulas, muy vistosas. El céliz es pentdmero y
verde, la corola de 40-55 mm de longitud, en forma de tubo ancho apenas lobulado en la
porcién distal, de color en el rango desde el parpura hasta el blanco con manchas oscuras
en su interior. Florece entre la primavera y el verano. El fruto es una cépsula que al
madurar se abre desprendiendo numerosas semillas de 0,1 a 0,2 mm de didmetro. En el
primer afio de crecimiento produce Unicamente las hojas basales, ovales, dentadas y de
peciolo largo mientras que durante el segundo afio se desarrolla un tallo largo y cubierto

de hojas sésiles y rugosas (Munz y Keck, 1973).

2.1.3 Importancia farmacolégica

El género Digitalis, esta representado por un grupo de especies que tienen una larga
historia en la fitoterapia, especialmente en el tratamiento de enfermedades del corazon
(Frohne y Pfander, 2005). Dentro de ellas sobresalen el infarto de miocardio, disfunciones
cardiacas, edema, angina, hipertrofia cardiaca y la hipertension arterial (Turumtay et al.,
2016). Su empleo fitoterapéutico se basa en la presencia de altas concentraciones de
glucésidos cardiotonicos (sustancias de naturaleza esteroideo-glucosidica) resultantes del
metabolismo secundario (Melero et al., 2000; Kreis y Muller-Uri, 2010).

En particular, D. purpurea ha sido empleada desde la antigiiedad en el tratamiento de
enfermedades cardiacas de manera empirica. Sin embargo, no fue hasta 1785 que
William Withering describi6 las propiedades medicinales de D. purpurea en el tratamiento
de la hidropesia, enfermedad que en la medicina moderna es reconocida como una
consecuencia de la insuficiencia cardiaca (Withering, 1785). En este mismo trabajo
también se describian por vez primera los efectos téxicos derivados de dosis elevadas de
preparaciones de la planta. No obstante, no fue hasta 1799 que la accion farmacoldgica
de D. purpurea fue relacionada con su efecto sobre el corazon (Ferriar, 1799).

En la actualidad varios cardendlidos, principalmente la digoxina y digitoxina, son utilizados

en la terapia cardiaca como antiarritmicos (Turumtay et al., 2016). La digoxina es
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calificada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como medicamento esencial y
sus principales acciones son: incremento de la fuerza de contraccion del miocardio (efecto
inotrépico positivo), disminucién de la frecuencia cardiaca (cronotropismo negativo),
reduccion de la velocidad de conduccion del corazén (dromotropismo negativo) y
vasodilatacién al actuar de forma directa sobre el musculo liso vascular (Feussner y
Feussner, 2010). Se emplea en las arritmias supraventriculares, aumentando la fraccion
de eyeccion del ventriculo izquierdo (Murphy, 2013). Ademas, mejora la sintomatologia
de los pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva, flater auricular y taquicardia
paroxistica supraventricular (Ziff et al., 2015). También, se ha descrito su accién diurética
en pacientes que poseen retencién de liquidos como resultado de una insuficiencia
cardiaca (Rahimtoola, 2004). La digitoxina, por su parte, se utiliza en el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca congestiva y para controlar el ritmo ventricular en la fibrilacion
auricular crénica (Alfonso et al.,, 2011). La importancia en la medicina de estos
fitofarmacos es tal que no han podido ser sustituidos hasta la fecha (Erath et al., 2016).
Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en todo el mundo.
Se estima que en 2012 murieron por esta causa 17,5 millones de personas, lo cual
representa un 31% de todas las muertes registradas en el mundo (OMS, 2015). En Cuba,
también constituyen la primera causa de muerte desde 1970 (ONEI, 2015) y afectan la
calidad de vida de la poblacion (Richard et al., 2006). La alta incidencia de insuficiencias
cardiacas y arritmias supraventriculares en la poblacion constituida por gerontes (10,1%
de la poblacién mundial y 13,5% de la poblaciéon cubana) (NationMaster, 2017), asociado
al aumento de la esperanza de vida; conduce a que los cardendlidos sean medicamentos
de uso frecuente para el tratamiento de estas enfermedades.

Investigaciones recientes sugieren que los cardendlidos pueden actuar como
componentes reguladores de diversos procesos celulares (Wen et al., 2016). Este
descubrimiento amplia las aplicaciones terapéuticas de estos compuestos en diversos
sectores de interés, como la creacién y desarrollo de farmacos para tratar pacientes
oncogénicos (Prassas y Diamandis, 2008; Verma et al., 2016). Los resultados de la
investigacion de Shiratori (1967), constituyen la primera evidencia de la inhibicion in vitro
de la proliferacion de células malignas por glucosidos cardiotonicos. A partir de entonces,
numerosos estudios han confirmado los efectos antiproliferativos y apoptéticos de estos
metabolitos secundarios, principalmente de la digoxina y digitoxina en el tratamiento de

algunos tipos de tumores in vitro e in vivo (Wen et al., 2016). En la Tabla | se relacionan
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los diferentes tipos de cardendlidos con actividad demostrada en la inhibicién de células
cancerigenas en humanos.

Tabla I. Efectos de glucésidos cardioténicos en la inhibiciébn de células cancerigenas.
Tomado de Verma et al. (2016)

Tipo de Céancer

Compuestos demostrados

Referencias

Mama

Pulmon

Colon

Cervical

Leucemia
Melanoma

Mieloma

Prostata

Adrenocarcinoma

renal
Pancreas

Digitoxina, digoxina, digoxigenina,
gitoxina, gitoxigenina

Digitoxina, digoxina,
Digitoxigenina

Digoxina (modificacién del anillo
de lactona)

Digoxina (modificacién del anillo
de lactona)

Digitoxina

Digitoxina, digoxina

Digitoxina, digoxina,
digitoxigenina, digitonina
Digoxina, digitoxina,
digitoxigenina

Digoxina, digitoxina,
digitoxigenina

Digoxina

Lépez-Lazaro et al. (2005);
Winnicka et al. (2007);
Einbond et al. (2010)

Elbaz et al. (2012); Lin et al.
(2015)

Riganti et al. (2009); Rocha
et al. (2014)

Rocha et al. (2014)

Hallbook et al. (2011)
Newman et al. (2006); L6pez-
Lazaro et al. (2005)
Johansson et al. (2001)

McConkey et al. (2000); Leu
et al. (2014)

Lépez-Lazaro et al. (2005);
Nolte et al. (2015)

(Prassas et al., 2011)

Las diversas aplicaciones farmacolégicas de estos metabolitos secundarios acrecientan el
interés de producir digoxina y digitoxina (Sales et al., 2011). Hasta la fecha, las plantas del
género Digitalis son las unicas fuentes econémicamente viables para la produccion de
cardendlidos a escala industrial (Verma et al., 2016), debido a que su complejidad
estructural dificulta su sintesis quimica (Kothari et al.,, 2010). Sin embargo, tanto la
produccion como el contenido de glucésidos cardioténicos pueden variar en respuesta a
las diferentes estaciones del afio y condiciones ambientales (Roca-Pérez et al., 2004). Por
estas razones, es necesario buscar otras alternativas para su obtencion en grandes
cantidades y de manera uniforme.

2.2 Cardendlidos de Digitalis spp.

2.2.1 Estructuray biosintesis de los cardendélidos
Los cardendlidos son moléculas caracterizadas por un nucleo esteroideo (genina o

aglicona) que cuenta con un grupo hidroxilo en la posicion C148 y un anillo lactonico
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insaturado de cinco miembros en la posicion C178. Varias de las demas posiciones de la
fraccion genina pueden tener ademdas sustituyentes como grupos hidroxilo, formilo o
acetilo (Herl et al., 2006a; Verma et al., 2016). A la posicion C38 se une una cadena de
oligosacéaridos tipicamente de hasta cinco unidades dentro de las cuales es usual
encontrar azlcares poco comunes como la digitoxosa (Pifiol et al., 2008; Kreis y Muller-
Uri, 2013). Segun sus patrones de glicosilacion, los cardendlidos se clasifican en
primarios, si el azGcar terminal es la glucosa, o secundarios en caso contrario. El nacleo
esteroideo tiene la caracteristica peculiar de tener sus cuatro anillos fusionados en la
secuencia cis-trans-cis, desde el A hasta el D, lo cual les confiere su actividad
farmacologica (Melero et al., 2000).

Debido al potencial farmacolégico de los cardendlidos, se han hecho consistentes
esfuerzos por dilucidar sus rutas de biosintesis y posterior degradaciéon. Sin embargo, las
limitaciones técnicas derivadas de la escasez de datos gendmicos de esta especie
combinadas con la complejidad de la red metabdlica en la que se encuentran inmersos los
cardendlidos, ha provocado que el conocimiento de dichas vias metabdlicas sea aun
incompleto (Pérez-Alonso, 2013).

La biosintesis de los cardendlidos puede decirse que comienza a partir de la degradacion
oxidativa de la cadena lateral de los fitoesteroles como el colesterol, campesterol,
sitosterol, estigmasterol. El producto de esta reaccién es la pregnenolona, el cual es
oxidado reversiblemente a pregn-5-eno-3,20-diona por la enzima A5-38-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (EC 1.1.1.145) (38-HSD, siglas en inglés). Esta enzima tiene una funcion
en el metabolismo general de los esteroides en células vegetales (Seidel et al., 1990).
Este ultimo compuesto se transforma rapidamente en su isémero pregn-4-eno-3,20-diona
(progesterona). La proxima reaccion de la ruta es la reduccion del doble enlace de la
progesterona para dar 5B-pregnano-3,20-diona, primer compuesto en el que aparece la
conformacion 58 caracteristica de los cardendlidos y que por consiguiente se considera el
primer paso comprometido absolutamente con la produccién de estos compuestos
(Gavidia et al., 2007). La reaccion es catalizada por la progesterona-56-reductasa (EC
1.3.1.3), actividad enzimatica codificada por al menos dos genes en D. purpurea: p5pry
p5Br2, con patrones de expresion diferentes (Izquierdo, 2010; Pérez-Bermudez et al.,
2010).

A continuacion, la 58-pregnano-3,20-diona es reducida en su posicion C3 a 58-pregnano-
3pB-0l-20-ona por la propia 3B-HSD (Finsterbusch et al., 1999). La ruta continta por

derivados de pregnano a partir de las hidroxilaciones en C14 y C20 hasta la condensacion



Capitulo 2: Revision Bibliografica

en esta Ultima posicién con Acetil-CoA y la formacion del anillo lacténico (Kreis et al.,
1998). La sucesion de enzimas en esta porcion de la ruta, no se encuentra descrita
(Pérez-Alonso, 2013).

En general, se asume que la adicién de azlcares a la posicién C3 se produce luego de la
formacion de la aglicona, aunque no existen evidencias definitivas acerca de la secuencia
relativa de los eventos de glicosilacion e hidroxilacién. La glicosilacion de los glucosidos
secundarios a primarios es catalizada por la enzima citosolica y soluble UDP-glucosa:
digitoxina 16'-O-glucosiltransferasa (DGT, EC 2.4.1.-) en Digitalis lanata (Kreis et al.,
1986). Otra enzima relacionada con la biosintesis tardia de los cardendlidos es la también
soluble y citosélica Acetil-CoA: digitoxina 15'-O-acetil transferasa (DAT, EC 2.3.1.-) que
cataliza la formacion de los lanatdsidos a partir de sus precursores no acetilados (Sutor et
al., 1990). Este grupo de cardendlidos se denomina de esta forma por ser los mas
abundantes en D. lanata (Izquierdo, 2010).

Kreis y Mller-Uri (2013) realizaron una amplia revision del estado de conocimiento acerca
de la biosintesis de cardendlidos en el género Digitalis (incluyendo Isoplexis). Estos
autores reflejan que la formacion de los cardendlidos no ocurre como un proceso sencillo
sino que pueden ser sintetizados a través de una red metabélica muy compleja, donde
intervienen enzimas con sustratos altamente inespecificos. De ahi, que no se encuentre
bien dilucidadas las rutas metabdlicas que conducen a la sintesis quimica de los

glucdsidos cardiotdnicos en el género.

2.2.2 Mecanismo de accién

En cuanto a su mecanismo de accion, los glucésidos cardioténicos pueden ser definidos
como inhibidores alostéricos de la bomba Na’-K* presente en la membrana celular
cardiaca (Repke et al., 1989; Radzyukevich et al., 2009). La enzima transportadora Na*-K*
ATPasa (E.C. 3.6.1.37) esta presente en la membrana de casi todos los tipos de célula
del reino animal. Su funcién es movilizar iones sodio hacia el exterior celular a la vez que
transporta iones potasio al interior de la célula con una relacion de 3:2, a costa de la
hidrolisis de ATP. La bomba mueve ambos iones en contra de su gradiente de
concentracion, de manera que es la encargada de mantener dicho gradiente, que es
responsable de la polarizacién de la membrana plasmatica. Asimismo, es utilizado como
fuente de energia para el transporte secundario de otros iones y moléculas necesarias

para el funcionamiento celular (Aperia, 2007; Hallberg et al., 2007; Babula et al., 2013).
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La inhibicién de la bomba Na*-K* (alrededor del 30% con dosis terapéuticas) provoca un
aumento de sodio intracelular, este se intercambia con el calcio que se encuentra fuera de
la célula e incrementa sus concentraciones intracelulares (Feussner y Feussner, 2010).
Este fendmeno estimula la liberacion adicional de calcio del reticulo endoplasmatico,
acrecentando su concentracion en el musculo cardiaco y; por consiguiente, originando un
aumento en la fuerza de la contracciobn miocéardica, conocido como efecto cardiotonico
(Thomas et al., 1990; Kaplan, 2005; Trenti et al., 2014).

Las dosis elevadas de estos glucdsidos provocan la paralisis en cadena de numerosos
procesos de transporte secundario que dependen de la bomba Na*-K*, lo cual conduce a
la muerte celular y es la base de la toxicidad de estos compuestos (Trenti et al., 2014). De
ahi, que la dosis de administracion permitida por las organizaciones de salud es de
aproximadamente 0,125-0,25 mg/dia (Roden, 2001). Este hecho, unido a la ubicuidad de
la bomba Na*-K* en el reino animal, justifica que se haya propuesto como funcion natural
de los cardendlidos repeler herbivoros que traten de alimentarse de las hojas de plantas
del género Digitalis (Malcolm y Zalucki, 1996; Dobler et al., 2011).

2.3 Cultivo in vitro de Digitalis spp.

La enorme demanda de productos naturales que tiene el mercado internacional le ha
concedido gran importancia al cultivo in vitro como fuente de metabolitos secundarios y a
su vez ha permitido desarrollar nuevas investigaciones en los procesos metabdlicos que
rigen su produccion (Parsaeimehr et al., 2011).

Las principales ventajas del cultivo in vitro sobre el cultivo convencional de plantas para la
produccion de metabolitos secundarios radican en la posibilidad de controlar las
condiciones ambientales; asi como obtener un incremento considerable en el rendimiento
de los metabolitos especificos (Vanisree y Tsay, 2007). El cultivo in vitro brinda la
posibilidad de obtener nuevas moléculas que no son producidas por las plantas en su
habitat natural (Oksman-Caldentey y Inze, 2004). Ademas, es posible reducir los costos e
incrementar la productividad; contar con sistemas de produccién definidos y establecer
sistemas estrictos de control de la calidad del producto (Paek et al., 2005). Asimismo, el
proceso de extraccion puede ser mas simple, rdpido y eficiente comparado con la
extraccion a partir de plantas completas (Karuppusamy, 2009).

Por su importancia en la industria farmacéutica las especies del género Digitalis han sido
objeto de estudio para su cultivo in vitro, casi siempre ligadas a la produccion de

cardendlidos. Para algunas de estas especies, se han descrito considerables
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fluctuaciones de productividad y composicion de los componentes activos, asi como
variaciones morfolégicas entre individuos. Estas variaciones son atribuidas al tiempo
relativamente corto de cultivo de las especies (a pesar de su extensivo uso a lo largo de la
historia); asi como a la variacion en el numero de cromosomas y la formacién espontanea
de hibridos (Neczypor, 1969). De manera que, en sus inicios, la exploracion del cultivo in
vitro en dicho género tuvo como finalidad la propagacion de lineas de elevada
productividad y el desarrollo de métodos de produccion de cardendlidos a escala
industrial. Por ejemplo, Corduan y Spix (1975) desarrollaron un protocolo de regeneracion
de plantas a partir del cultivo de anteras de D. purpurea. En este trabajo se establecian
las condiciones para la obtencion de callos haploides; ademas, la regeneracion y
conversion de plantas diploides y tetraploides.

Los diferentes métodos de cultivo in vitro han brindado una excelente oportunidad para
incrementar el conocimiento bioquimico de las rutas que rigen la biosintesis de
cardendlidos. Por ejemplo, Furuya et al. (1973) propusieron un esquema de
biotransformacién de la progesterona en D. purpurea a partir de plantas germinadas, que
evidencia el papel de la enzima 20a-hidroxiesteroide deshidrogenasa en este proceso.
Por su parte, Hirotani y Furuya (1980) desarrollaron numerosos estudios relacionados con
la biotransformacion de esteroides en cultivos celulares de la especie. Los resultados
revelaron que, de los ocho productos biotransformados a partir de la digitoxigenina,
solamente era posible aislar tres de ellos para usos futuros: digitoxigenona,
epidigitoxigenina y epidigitoxigenina-B-D-glucdsido. Adicionalmente, habian reportado
conversiones de digitoxina en digoxina, gitoxina y otros compuestos por D. purpurea.
También describieron la conversién de pregnenolona a progesterona y otros esteroides
(Hirotani y Furuya, 1977). Un elemento relevante de los experimentos de ambos autores
fue la deduccion de que la habilidad de D. purpurea para sintetizar cardendlidos, se
relaciona estrechamente al proceso de desarrollo de las hojas.

Igualmente, se destacan los trabajos realizados por Hagimori et al. (1980) en los cuales
se estudiaban el contenido de cardendlidos, principalmente digoxina y digitoxina, durante
diferentes etapas del cultivo in vitro de D. purpurea. Este mismo grupo de investigadores
logré desarrollar suspensiones celulares en condiciones de luz y oscuridad (Hagimori et
al., 1982b).

Cellarova y Honcariv (1991) demostraron la capacidad morfogenética de D. purpurea
empleando explantes foliares y cultivo de callos. Seguidamente, Gartner y Seitz (1993)

describieron un protocolo de regeneracion para la especie que posibilitd la formacion de 7
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a 10 plantas por segmento de hoja. Otros trabajos dan cuenta de la restauracién del
potencial regenerativo de cultivos prolongados de brotes de D. purpurea, por accion del
acido giberélico (Chaturvedi y Jain, 1994). Ademas de los estudios de morfogénesis
mencionados, se ha descrito un protocolo completo de regeneracion indirecta a partir de
explantes foliares (Occeguera, 2008; Pérez-Alonso et al., 2014b).

Para otras especies del género también han sido desarrollados protocolos de
regeneracion in vitro. Pérez-Bermudez et al. (1984) estudiaron la morfogénesis a partir de
explantes foliares de Digitalis obscura. Una investigacion similar desarrollada por Cacho
et al. (1991) establecid6 el potencial morfogenético in vitro de explantes de hojas,
hipocétilos y raices de Digitalis thapsi. En D. lanata han sido establecidos protocolos tanto
de organogénesis como de embriogénesis somatica (Tewes et al., 1982; Diettrich et al.,
1986). Mientras que en D. minor se han descrito protocolos de regeneracién via
organogénesis a partir del tratamiento con reguladores del crecimiento; asi como de la

inoculacion de explantes foliares con Agrobacterium tumefaciens (Sales et al., 2002).

2.3.1 Produccion in vitro de cardendlidos

La produccion comercial de glucésidos cardioténicos en especies de Digitalis mediante la
agricultura tradicional, ha sido un proceso ineficaz y fuertemente afectado por factores
bidticos y abidticos (Sales et al., 2011; Linares, 2015). En consecuencia, el cultivo in vitro
comenz6 a desarrollarse en especies de Digitalis desde hace varias décadas, por las
ventajas asociadas a sus facilidades de automatizaciébn para la producciéon de
cardendlidos (Pérez-Alonso et al., 2016). Sin embargo, dentro de los métodos de
produccion de biomasa, los intentos de produccién mediante cultivos celulares en
biorreactores fracasaron (Hagimori et al., 1980; Hagimori et al., 1982b). El estudio de las
condiciones necesarias para incrementar la produccién de cardenélidos se convirtié, por
tanto, en una prioridad.

Varios trabajos describieron la baja productividad de las células indiferenciadas (Hirotani y
Furuya, 1977; Garve et al., 1980; Hagimori et al., 1980). Los resultados alcanzados por
estos autores, conjuntamente con el hecho de que las partes verdes de la planta sean las
de mayor produccion de cardendlidos (Stuhlemmer y Kreis, 1996); condujeron al estudio
del efecto de la luz, la presencia de cloroplastos y la diferenciacion celular en la
productividad de D. purpurea (Hagimori et al., 1982a). Estos investigadores dilucidaron
gue la organogénesis era el factor primario determinante en la sintesis de cardendlidos;

mientras que la luz estimula la biosintesis una vez que los tejidos productores ya estan
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formados. Estudios posteriores en D. lanata confirmaron estas observaciones al
demostrar que durante la sintesis de novo de cardendlidos en brotes cultivados en la
oscuridad, esta ruta anabdlica se incrementaba considerablemente al trasferir los brotes a
la luz (Eisenbeil et al., 1999).

En resumen, varios métodos de cultivo in vitro de células y tejidos en individuos del
género Digitalis, han sido descritos para la produccion de cardendlidos. Son ejemplos de
ellos: cultivo de suspensiones celulares (Kreis et al., 1986), cultivos embriogénicos
(Lindemann y Luckner, 1997), cultivo de raices (Yoshimatzu et al., 1990) y cultivo de
brotes (Erdei et al., 1981; Hagimori et al., 1983). Sin embargo, los rendimientos obtenidos
en estas investigaciones son significativamente menores que en condiciones de campo; lo
cual ha impedido su aplicacién a escala comercial (Hagimori et al., 1980; Pérez-Alonso et
al., 2016).

En este sentido, han sido ensayadas diversas estrategias biotecnoldgicas con el objetivo
de incrementar la produccién de cardendlidos en Digitalis spp. Destacan entre estas
alternativas: cambios en la composicién nutricional y de los reguladores de crecimiento en
los medios de cultivo (Hagimori et al., 1983; Gavidia y Pérez-Bermudez, 1997;
Mohammed et al., 2015), la biotransformacion (Alfermann et al., 1985), la adicién de
precursores y/o elicitores (Hagimori et al., 1982a; Patil et al., 2013; Pérez-Alonso et al.,
2014a), el cultivo de células y 6rganos en sistemas inmersion temporal (Jeong et al.,
2006; Pérez-Alonso et al., 2009) y la transformacion genética (Sales et al., 2003; Li et al.,
2014). Estas estrategias pueden emplearse independientemente o integrarse para lograr
la sobreproduccién de cardendlidos en especies de Digitalis (Pérez-Alonso et al., 2016).
De todas, la estrategia mas viable hasta el momento, es la produccién de biomasa de D.
purpurea a partir de sistemas de inmersién temporal, pues combina las bondades del
cultivo in vitro y los requerimientos de diferenciacion celular necesarios para obtener altos
niveles de cardendlidos (Pérez-Alonso et al., 2009). Ademas, reduce las desventajas de
otras técnicas convencionales de propagacion vegetativa in vitro como: los problemas de
asfixia e hiperhidricidad, los dafios mecanicos, la complejidad del equipamiento, los
costos de produccion y la eficiencia de la micropropagacion (Berthouly y Etienne, 2005).
Del mismo modo, brindan la posibilidad de regular o manipular el ambiente in vitro, asi
como otros parametros primordiales de cultivo que pueden influir sobre la produccién de
biomasa y la acumulacién de los metabolitos (Wilken et al., 2005).

Actualmente, existe un mayor conocimiento de las herramientas empleadas para la

transformacién genética, por lo que el nimero de transformaciones exitosas se ha
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incrementado (Shi et al.,, 2012). En este sentido, en D. purpurea se han descrito dos
protocolos de modificacion genética; sin embargo, hasta la fecha no se ha transformado
esta especie con un gen de interés. En el siguiente acépite solo se abordara esta
estrategia por ser la de mayor relevancia para la presente investigacion.

2.4 Transformacion genética en Digitalis spp.

La ingenieria metabdlica permite la manipulacion de rutas biosintéticas de interés para
modificar los niveles de determinados metabolitos; ya sea por adicion de precursores,
modificacion de condiciones de cultivo o transformaciéon genética (Verpoorte, 2007). Se
considera una ciencia en desarrollo y cada vez genera mayor interés en la comunidad
cientifica, debido a la importancia econémica (quimica, farmacéutica y alimenticia) de los
metabolitos secundarios. En consecuencia, se han desarrollo las bases de la biologia
molecular y las técnicas de la ingenieria genética con el objetivo de incrementar la
cantidad y calidad de estos compuestos (Li y Vederas, 2009; Wang et al., 2011).

Respecto a la biosintesis de cardendlidos, la adicién de precursores como la progesterona
al medio de cultivo produce un aumento significativo de la biosintesis (Hagimori et al.,
1982b), pero su alto costo hace esta estrategia inviable en la practica. Como resultado, la
transformacién genética con un gen involucrado en la biosintesis de este precursor 0 su
canalizacion hacia la ruta de biosintesis de los cardendlidos aparece como una alternativa
promisoria para obtener plantas con una productividad elevada (lzquierdo et al., 2010).

No es menos cierto, que la transformacion genética es una técnica de mejoramiento con
amplias potencialidades de uso en la ingenieria metabdlica. Ha sido aplicada con diversos
objetivos que incluyen la obtencion de resistencia a plagas y enfermedades, la expresion
de proteinas fordneas de interés farmacoldgico, estudios funcionales, entre otros. Su
aplicacion en cultivos que producen metabolitos secundarios, puede estar encaminada al
silenciamiento de genes involucrados en rutas que comparten los mismos precursores; o
al aumento de su produccién a partir de la sobreexpresién de proteinas claves en la ruta
biosintética que los origina (Capell y Christou, 2004; Giuliano et al., 2008). Esta ultima, se
considera la opcion mas viable para el caso de la Digital, en consecuencia con los
estudios realizados acerca de las enzimas involucradas en la sintesis del nicleo esteroide
de los cardendlidos y la seleccion de genes candidatos para la transformacion (Izquierdo
et al., 2010; Kreis y Muller-Uri, 2013).

Como ventaja adicional, este enfoque permitiria, en combinacion con otras técnicas tales

como la produccidon en sistemas de inmersion temporal y/o la elicitacion; propagar
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masivamente plantas transformadas con una productividad méas uniforme que la
registrada en condiciones naturales (Pérez-Alonso et al., 2016). Sin embargo, hasta el
momento existen solo unos pocos antecedentes de transformacion genética en Digitalis y
solamente dos protocolos exitosos para la produccion de plantas transgénicas en D.
purpurea (Verma et al., 2016).

Para el desarrollo de una estrategia para la obtencion de plantas genéticamente
modificadas que produzcan cantidades mayores de algin compuesto de interés, es
necesario establecer varias condiciones. En primer lugar, un sistema de regeneracion que
permita obtener plantas a partir de una o pocas células. Un protocolo que posibilite la
transferencia del ADN foraneo a las células vegetales, unido a un sistema de seleccion
eficiente para identificar las células que contienen el o los transgenes. Por udltimo, se
precisa de un gen candidato para el caracter que se quiere modificar (Izquierdo et al.,
2010).

Por su parte, el empleo de genes reporteros es una forma de seleccion visual, que
permite bajo determinada condicibn o ensayo sencillo, observar su presencia por
expresion de alguna caracteristica fenotipica o actividad enzimatica (Miki y McHugh,
2004). Dentro de los mas utilizados se encuentra el gen uidA, también conocido por gusA.
El gen uidA codifica para la subunidad A de la B-glucuronidasa; enzima que actia sobre
el sustrato acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil glucurénico (X-Gluc) formando un producto azul
facilmente visible (Jefferson et al., 1987b). Los métodos de seleccién fenotipica son muy
tiles ya que constituyen un primer y rapido tamizaje de las plantas regeneradas. Sin
embargo, es necesario ademas verificar la insercién de la construccion transgénica en el
genoma hospedero. La técnica mas utilizada para esto es la amplificacion de los
transgenes basada en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés) sobre ADN extraido de la planta transformada (Gachet et al.,, 1998). Otras
técnicas, que ademas permiten saber el nUmero de copias insertadas, son la hibridacion

del ADN por Southerny el PCR cuantitativo (Anand et al., 2003).

2.4.1 Transformacién genética mediada por Agrobacterium tumefaciens

La transformacion genética de plantas mediada por Agrobacterium tumefaciens L., es el
método méas usado para la introduccion de genes fordneos en células vegetales (Deo et
al., 2010). Este sistema satisface requerimientos bésicos para la aplicacion comercial
como son: obtener una mayor eficiencia de transformacion, mayor control de la expresion
de genes y una integracion mas precisa del transgén (Komari et al., 2004). No obstante, la

principal limitante radica en la necesidad de transformar un gran nimero de explantes con
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el objetivo de obtener plantas transgénicas que satisfagan los criterios comerciales
(Pérez-Alonso, 2013).

La eficiencia de la transformacién de tejidos vegetales por A. tumefaciens depende en
gran medida de una serie de factores (Kumar et al., 2011). Uno de los mas importantes es
la virulencia de la cepa bacteriana utilizada. De manera general existen cepas con
virulencia baja, moderada o alta (Hellen et al., 2000). Varios autores refieren las ventajas
de cepas altamente virulentas en cuanto a la eficiencia de la transformacion (Komari et al.,
2004). Otro factor estudiado y muy relacionado con la virulencia de la cepa es la adicion
de acetosiringona al medio de co-cultivo. Esta sustancia de naturaleza fendlica induce la
expresion de los genes vir, los que codifican la mayor parte de las proteinas necesarias
para el procesamiento, transporte y entrada al nucleo vegetal del ADN plasmidico
(Rogowsky et al., 1987).

Los primeros trabajos sostenidos de transformacion en el género Digitalis se realizaron en
la especie Digitalis minor. En un primer intento, Sales et al. (2002) describieron la
regeneracion eficiente de la planta a partir de explantes de hojas inoculadas con la cepa
82.139 de A. tumefaciens. Durante el proceso de inoculacion, el transgén reportero uidA
fue detectado en los tumores inducidos por la bacteria. Sin embargo, ni los brotes y raices
regenerados, ni las plantas obtenidas resultaron transformadas.

Posteriormente, este mismo grupo de investigadores public6 un sistema de
transformaciéon mediado por A. tumefaciens en la especie; pero esta vez, utilizando las
cepas EHA105 y AGL1 que contenian el transgén reportero uidA y genes marcadores de
seleccién. Los explantes de partida utilizados fueron discos de hojas de plantas cultivadas
in vitro, empleando acetosiringona como estimulante de la virulencia bacteriana en la fase
de co-cultivo (Sales et al., 2003). Dicho sistema de transformacion fue empleado para
obtener plantas de D. minor que sobreexpresaban el dominio catalitico de la enzima 3-
hidroxi-3-metilglutarii CoA reductasa de Arabidopsis thaliana. Algunas de las lineas
obtenidas presentaron un mayor contenido de cardendlidos (hasta un 40%) tanto in vitro
como en condiciones de invernadero. Sin embargo, los efectos pleiotropicos de esta
enzima sobre el metabolismo esteroideo ponen en duda su aplicabilidad en la
transformacion de otras especies del género (Sales et al., 2007).

En cuanto a D. purpurea, Saito et al. (1990) lograron la transferencia de ADN foraneo al
genoma de la especie a través de la transformacion de discos foliares con la bacteria
Agrobacterium rhizogenes y obtuvieron raices transgénicas. Estos autores no aplicaron

seleccién durante este periodo y solo después de formadas la raices las transfirieron a un
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medio de cultivo selectivo con kanamicina, 1o que trajo como consecuencia que solo siete
clones expresaran los genes introducidos. Ademas, no lograron regenerar plantas
completas. Basados en estas experiencias se desarroll6 un protocolo para la
regeneracion de D. purpurea a partir de explantes foliares de plantas cultivadas in vitro
(Occeguera, 2008).

Consecutivamente, se han elaborado dos protocolos de transformacion en D. purpurea
mediante A. tumefaciens, via organogénesis directa (Li et al., 2014) e indirecta (Pérez-
Alonso et al., 2014b), a partir de explantes foliares de plantas cultivadas in vitro. El primer
protocolo, empled las cepas GV2260 y GV3101 de A. tumefaciens transformadas con el
plasmido pBI12; mientras que el segundo, evalu6 las cepas EHA105 y C58C1RIifR
(pPMP90) de dicha bacteria transformadas con pTJK136. Los vectores binarios utilizados
en ambos casos contienen el gen de seleccién nptll y el gen reportero uidA.

Los analisis moleculares realizados en estas investigaciones, permitieron comprobar la
obtencidn de plantas que expresan simultanea y establemente los genes uidA y nptll, que
codifican para las enzimas G-glucuronidasa y neomicina fosfotransferasa I,
respectivamente. Este Ultimo, posibilita que las células vegetales transgénicas sean
resistentes a antibioticos aminoglucésidos como neomicina, kanamicina (Kn) y geneticina
(G-418) (Padilla y Burgos, 2010). Por lo cual se pueden emplear dichos antibiéticos como
agentes selectivos durante el proceso de formacion de callos (Bevan et al., 1983). En
cuanto a la evaluacién visual del producto de catalisis de la 8-glucuronidasa, este ensayo
permiti6 a Pérez-Alonso et al. (2014b) analizar la expresién transitoria y estable de la
enzima y comparar ambas cepas. Como resultado, la cepa C58C1RifR (pMP90) fue
seleccionada como més eficiente para la transformacion, debido a la significativa
superioridad en la regeneracion de los explantes transformados (518 lineas transgénicas),
en comparacion con la cepa EHA105 (24 lineas).

Ademaés, Li et al. (2014) alcanzaron una eficiencia de transformacién de 0,62 brotes
resistentes/explante con la cepa GV3101 y utilizaron como agente selectivo kanamicina
(100 mg L™). Estos autores no especifican en su trabajo, si ocurrieron o no escapes del
proceso de seleccion. Por su parte, Pérez-Alonso et al. (2014b) utilizan G-418 (70 mg L™)
para la seleccién de transformantes, con una eficiencia de 6,92 lineas por explante foliar
inicial para las plantas transformadas con la cepa C58C1RifR (pMP90). Sin embargo,
estos Ultimos autores obtuvieron lineas que no contenian ambos genes, lo que se

corresponde a escapes durante el proceso de seleccion con G-418.
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En consecuencia, Verma et al. (2016) analizan la eficiencia de ambos protocolos y
proponen su empleo para estudios de ingenieria metabdlica con el objetivo de dilucidar
las rutas de biosintesis de cardendlidos y potenciar genotipos mejorados de D. purpurea
sobreproductores de estos metabolitos. En la presente investigacion, se empleara el
protocolo descrito por Pérez-Alonso et al. (2014b) durante el cual se puede desarrollar el
proceso de seleccion en la fase de formacion de callos; razén que reduce la aparicion de

escapes luego del evento selectivo.

2.4.2 Genes marcadores de seleccién en Digitalis spp.

En los sistemas de transformacién un paso critico es la seleccién de células, tejidos y
plantas transformados, pues incluso en los sistemas mas eficientes, solo una pequefa
cantidad de células es transformada (Rosellini, 2011). Por lo tanto, se hace imprescindible
la identificacion de las células transformadas de las no transformadas utilizando sistemas
de seleccion. Hasta el momento, la mayoria de los sistemas de seleccién se basan en la
adicién de antibidticos o herbicidas a los medios de cultivo y la transferencia a las células
vegetales de genes marcadores de seleccibn (GMS) que confieren resistencia a estos
(Miki y McHugh, 2004).

Los GMS pueden clasificarse en positivos 0 negativos. Los positivos son empleados en
las transformaciones genéticas pues permiten el crecimiento y desarrollo del tejido
transformado. Sin embargo, los negativos son Utiles en investigaciones basicas vy
aplicadas, pues confieren una desventaja selectiva a las células que lo expresan al causar
su muerte. También, pueden ser clasificados en condicional o no, si la seleccidn requiere
la presencia/ausencia de sustratos externos (Miki y McHugh, 2004). De ellos, los mas
comunmente empleados son positivos y condicionales, puesto que permiten el
crecimiento de los tejidos transformados con la condicién de que existan antibiéticos,
herbicidas u otros compuestos normalmente téxicos para las plantas (Padilla y Burgos,
2010).

Por su parte, Rosellini (2012) publica un listado donde relaciona los GMS descritos hasta
la fecha y los concentra en dos grandes grupos atendiendo al tipo de seleccion (positiva o
negativa) en la cual se emplean. Adicionalmente, incorpora una nueva clasificacion en
dependencia del nivel al que confieren resistencia. De ahi, que los GMS primarios se
usan para la seleccion celular durante la fase de formacién de callos y regeneracion;

mientras que los GMS secundarios confieren la resistencia a nivel tisular pero no a nivel
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celular. Por esta razon, el empleo de estos Ultimos no es recomendable para la obtencién
de plantas transgénicas.

Dentro de los siete tipos de GMS positivos, los de uso mas frecuente en los vectores de
transformacién son los de tipo |, correspondiente a aquellos genes que actian a través de
la detoxificacion quimica de fitotoxinas. El gen nptll (0 neo) es el mas universal de los
GMS pues se encuentra referido en aproximadamente 1100 articulos cientificos; incluso la
mayoria de las plantas transgénicas existentes en el mercado contiene este gen
(Rosellini, 2012). El nptll codifica para la neomicina fosfotransferasa I, enzima que
confiere resistencia a los antibiéticos aminoglucdésidos tales como kanamicina, neomicina,
paromomicina y geneticina (Fraley et al., 1983; Herrera-Estrella et al., 1983; Padilla y
Burgos, 2010). Por su parte, el gen de la higromicina fosfotransferasa (hpt), es otro de los
GMS més populares y ha sido mencionado en mas de 490 investigaciones registradas en
la Web of Science (Rosellini, 2012). Este gen confiere resistencia a higromicina B, un
aminoglucésido toxico a la célula vegetal debido a que inhibe la sintesis proteica
(Blochlinger y Diggelmann, 1984; Miki y McHugh, 2004).

La determinacion de la concentracion minima inhibitoria del agente selectivo hace mas
efectivo el sistema de transformacion (Sreeramanan et al., 2006; Deo et al., 2010). En
este sentido, Chong-Pérez et al. (2008) determinaron la concentracion minima inhibitoria
de G418 durante el proceso de formacion de callos de D. purpurea (50 mg L) y fue
aplicada en un protocolo de transformacion de la especie (Izquierdo, 2010). Sin embargo,
se obtuvieron plantas que no contenian ninguno de los transgenes, por lo que constituian
escapes del proceso de seleccién. Estas evidencias experimentales demostraron la
necesidad de modificar este proceso, por lo que posteriormente Pérez-Alonso et al.
(2014b) comprobaron que la concentracion minima inhibitoria de G418 durante el proceso
de formacién de callos era de 70 mg L™.

Otras investigaciones como la realizada por Kairlz et al. (2013) en esta misma especie;
permitieron seleccionar concentraciones minimas letales de higromicina B en la formacion
de callos (12 mg L™ y la multiplicacién de brotes (75 mg L™). El esquema de seleccion
propuesto por estos autores se recomienda para futuros trabajos de transformacién
genética en D. purpurea.

Aungue la mayoria de los GMS empleados son seguros para la salud humana y al medio
ambiente y han sido aprobados por agencias regulatorias (Ferradini et al., 2011), una
parte importante del publico se opone al uso generalizado de los genes de resistencia a

herbicidas y antibiéticos (Ramessar et al., 2007). Por tal razén, se han desarrollado
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diversas estrategias (co-transformacién, transposicién, recombinacion homodloga vy
recombinacion sitio-especifica) con el objetivo de eliminar estos genes marcadores del
genoma de la planta, luego del proceso de seleccion (Upadhyaya et al., 2010; Wang et al.,
2011).

2.5 Genes de interés para la transformacion genética en Digitalis purpurea

La seleccion de genes candidatos para la transformacion genética no es una tarea fécil. El
andlisis de la siempre creciente cantidad de datos biolégicos generados en la actualidad
ha revelado una relacidon compleja entre los diferentes loci y los caracteres fenotipicos, de
manera que varios loci pueden tener diferentes grados de influencia en cada caracter
(Mcmullen et al., 1998). Esta realidad ha impulsado el desarrollo de enfoques que abarcan
diferentes fuentes de datos para resolver el problema, como la busqueda de genes
candidatos para la caracterizacion de loci con influencia fenotipica cuantitativa (QTL, del
inglés: quantitative trait loci) (Pflieger et al., 2001). Este tipo de enfoques, sin embargo,
requieren de un volumen de datos gendémicos y/o fenotipicos con los que no se cuenta por
el momento para las especies de Digitalis en relacioén con su produccion de cardendlidos.
La seleccion del candidato 6ptimo para obtener plantas transformadas altamente
productivas debe basarse, por lo tanto, en la informacion existente sobre los pocos genes
conocidos que influyen en las rutas de biosintesis y degradacién de estos metabolitos
(Izquierdo et al., 2010).

El paso clave de la ruta de biosintesis de cardendlidos es la reduccién esteroespecifica
del doble enlace A*® de la progesterona, resultando el primer compuesto en el que
aparece la conformaciéon 58 caracteristica de estos metabolitos (Gavidia et al., 2007). La
reaccion es catalizada por la progesterona-56-reductasa (P58R); enzima que ha sido
aislada y caracterizada en D. purpurea (Gartner et al., 1994). Por lo que, en principio, un
gen codificante para esta enzima seria el candidato mas promisorio a sobreexpresar en la
especie para aumentar su productividad. Sin embargo, la existencia de al menos dos
isoformas de este gen con funciones presuntamente diferentes genera dudas sobre los
efectos que su sobreexpresion podria traer.

Varios estudios han clonado genes que codifican para esta actividad enzimética en
diferentes especies de Digitalis y se han expresado funcionalmente en Escherichia coli
(Herl et al., 2006b; Herl et al., 2006a; Gavidia et al., 2007; Herl et al., 2008).
Conformemente, se determin6 que la actividad P5BR esta codificada por al menos dos

genes (p5Bry p5Br2) en D. purpurea; elemento que reafirma la complejidad del contexto
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de la ruta de los cardendlidos. Estos dos genes tienen patrones de expresion diferentes:
p5Br aparece como constitutivo ante diversas condiciones de estrés, mientras que p56r2
presenta una expresion basal minima, y es altamente inducido por etileno y peréxido de
hidrogeno. Ademas, la expresion de p5Br2 esta directamente correlacionada con los
niveles de cardendlidos, a diferencia de p5Br (Pérez-Bermudez et al., 2010). En
consecuencia, estos autores proponen que p5Br pudiera tener otras funciones fisiologicas
mientras que p5Qr2 seria el responsable de la produccion de glucdsidos cardiotdnicos.
Por otro lado, la comparacién de los parametros cinéticos del producto génico de p5Br
(Gavidia et al., 2007) y p5@r2 (Pérez-Bermudez et al., 2010), indic6 que el primero exhibe
una especificidad mas alta hacia el NADPH y la progesterona que p58r2.

En este sentido, resulta atractiva la transformacién de D. purpurea con uno de los genes
codificantes para la P58R. Aungue se requieren estudios funcionales de estos genes para
determinar bajo qué sefiales regulatorias debe ubicarse el transgén y qué efectos sobre la
viabilidad de la planta podria traer su sobreexpresion (Izquierdo et al., 2010).
Adicionalmente, se ha descrito la funcién del gen vepl en A. thaliana, ortélogo de esta
pareja de genes en D. puprurea. Segun Jun et al. (2002) estd involucrado con la
diferenciacion vascular debido al fenotipo anormal mostrado por una linea mutante de
este gen (locus At4g24220); de ahi que sea denominado vepl (del inglés Vein patterning
1). Posteriormente, Herl et al. (2009) demostraron que vepl también codifica una
proteina con actividad P58R, la cual muestra aproximadamente un 70% de similitud con
la secuencia aminoacidica de la P5BR presente en D. lanata. Es posible, por lo tanto,
gue alguno de los dos ortélogos de Digitalis (p56r y p58r2) tenga también influencia en la
morfogénesis u otro proceso fisioldgico, y su sobreexpresion pueda traer consigo alguna
alteracion fisiolégica no deseable. Esta hipétesis es, ademas, sustentada por el hecho de
gue estos dos genes tienen patrones de expresion diferentes. Las razones antes
mencionadas, ponen en tela de juicio el argumento de que la reduccién 58 de la
progesterona es una reaccion absolutamente comprometida con la sintesis de glucésidos
cardiotonicos (Izquierdo et al., 2010).

Existen evidencias cientificas que sefalan al gen vepl como el candidato a seleccionar
para la transformacion de D. purpurea con el objetivo de maximizar la produccion de
cardendlidos. En principio, porque la eficiencia catalitica del producto del gen vepl
(actividad especifica/kKm) es 50 veces mayor que la de la p5@r de D. lanata (Herl et al.,
2009; Bauer et al., 2010). En segundo lugar, porque el patrén de expresion de vepl en A.

thaliana se aproxima a la superposicion de los patrones de expresion de la pareja de
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genes ortologos de D. purpurea en las mismas condiciones (lzquierdo, 2010). Por altimo,
los estudios comparativos a partir de datos de otras especies modelo como A. thaliana,
aparecen como una alternativa viable para estudiar las diferencias funcionales entre
estos, dada la escasez de datos gendémicos y de expresion en D. purpurea (Das y
Schéffner, 2016).
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Capitulo 3: MATERIALES Y METODOS
La presente investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de Biologia Molecular y
Mejora genética Il del Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP) perteneciente a la
Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas; en el periodo comprendido desde
septiembre de 2016 hasta marzo del 2018.

Procedimientos generales del cultivo in vitro

Los instrumentos utilizados para la manipulacion aséptica del material vegetal fueron
esterilizados en estufa a una temperatura de 180 °C durante dos horas antes de cada
sesion de trabajo. Dichos instrumentos se mantuvieron en estas condiciones mediante el
uso de un esterilizador eléctrico con microesferas de cuarzo. Todas las operaciones de
diseccion y transferencias de los explantes se realizaron en cabina de flujo laminar
vertical. Los medios y frascos de cultivo se esterilizaron en autoclave vertical a 121 °C y

1,2 kg cm™ de presién durante 20 min.
Medios de cultivo

Para el desarrollo de los experimentos, se emple6 como medio de cultivo basal la
siguiente formulacion: 4,3 g de sales minerales del medio de cultivo propuesto por
Murashige y Skoog (1962) (MS), con 4,0 mg L™ de hidrocloruro de tiamina; 100 mg L™ de
mioinositol; 30 g L™ de sacarosay 3,0 g L™ de Gelrite® (Duchefa, Haarlem, Paises bajos)
como agente gelificante. Antes de la esterilizacion en autoclave, el pH de los medios de
cultivo a emplear en cada etapa de la transformacién fue ajustado segun su finalidad. En
cada acapite se aclararan las modificaciones realizadas al medio de cultivo basal.

Por su parte, la formacion de callos fue inducida en medio de cultivo semisélido de
formacion de callos (medio de cultivo basal con 4,5 uM de &cido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D), en lo adelante medio de cultivo de formacién de callos (MFC). A partir de
segmentos de hojas de 1,0 cm? de area, obtenidos de plantas cultivadas in vitro después
del cuarto subcultivo y, colocados con la superficie adaxial en el medio de cultivo

semisolido.
Material vegetal

En esta investigacion se utiliz6 como material vegetal plantas in vitro obtenidas a partir de
semillas de Digitalis purpurea L. var. Roter Berggold (Fig. 1). Las semillas fueron

adquiridas en la empresa Pharmasaat GmbH (Alemania). Estas fueron desinfectadas
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segun el protocolo propuesto por (Erdei et al.,, 1981). Las semillas fueron germinadas y
cultivadas in vitro en medio de cultivo semisélido siguiendo la metodologia descrita por
Pérez-Alonso et al. (2009).

Figura 1. Semillas (A) y plantas (B) de Digitalis purpurea L. var. Roter Berggold

3.1 Comparacién de los agentes selectivos higromicina B y geneticina durante el
proceso de formacion de callos de D. purpurea

Para comparar los agentes selectivos higromicina B y geneticina durante la formacién de
callos, se diseccionaron segmentos foliares de plantas cultivadas in vitro. Posteriormente,
una muestra de estos explantes fueron inoculados con las cepas C58C1Rif?
(PMP90/pCAMBIA1301) y C58C1Riff (pMP90/pAthspA2-vepl) de Agrobacterium
tumefaciens como se describe en el acdpite 3.2. El empleo del vector binario
pCAMBIA1301 permiti6 comprobar las condiciones de transformacion, mediante la
determinacion de la expresion transitoria y estable de la enzima S-glucuronidasa. Por su
parte, la inoculacion de explantes con el vector binario pAthspA2-vepl fue utilizado para
comprobar la funcionalidad de este pldsmido en D. purpurea.

El resto de los explantes no fue inoculado con la bacteria y se emplearon como controles
del experimento. Adicionalmente, se tomaron explantes foliares procedentes de cuatro
lineas transformadas anteriormente con el vector pAthspA. Este vector posee en su
estructura los genes marcadores de seleccién nptll y hpt, codificantes para las enzimas
neomicina fosfotransferasa Il e higromicina fosfotransferasa, respectivamente (Chong-
Pérez et al., 2012). Dichas lineas fueron analizadas fenotipicamente en estudios
anteriores, y todos los explantes fueron capaces de formar callos en presencia de
geneticina e higromicina B. Ademas, se confirmé la presencia de ambos genes
marcadores de seleccion mediante Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como
describe Pérez-Alonso et al. (2014b), en el material vegetal empleado en este estudio.
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Los segmentos foliares procedentes tanto de plantas germinadas in vitro como de lineas
transformadas, fueron colocados con la superficie adaxial en MFC en estado semisolido.
A este medio de cultivo se le adicion6 200 mg L™ de timentina en el caso de los
tratamientos inoculados con Agrobacterium para eliminar remanentes de la bacteria. El
experimento fue desarrollado en microplacas de cultivo celular Thermo Scientific™
(Espafia, 930186) que poseen 24 pocillos con un volumen total de 1,0 mL y un &rea de
cultivo de 1,9 cm?. Todo el proceso de formacién de callos se efectud en condiciones de
oscuridad total y a 27+£2°C de temperatura durante seis semanas; con subcultivos a medio
de cultivo fresco cada 15 dias. Los tratamientos considerados para cumplir el objetivo se
describen en la Tabla Il. El tamafio de la muestra para cada tratamiento fue de 24
explantes foliares.

Tabla Il. Tratamientos disefiados para comparar los agentes selectivos higromicina B y

geneticina.
No. Origen del explante Concentracién del agente
selectivo

1 Plantas germinadas no inoculadas Sin antibidticos

2 Plantas germinadas no inoculadas 70 mg L™ de geneticina

3 Plantas germinadas no inoculadas 15 mg L de higromicina B
4 Lineas transformadas con pAthspA Sin antibidticos

5 Lineas transformadas con pAthspA 70 mg L™ de geneticina

6 Lineas transformadas con pAthspA 15 mg L de higromicina B
7 Explantes transformados con pCAMBIA 1301 15 mg L™ de higromicina B
8 Explantes transformados con pAthspA2-vepl 15 mg L™ de higromicina B

Se evalug el efecto de los antibidticos higromicina B y geneticina en la formacién de callos
alos 15, 30 y 45 dias de iniciado el experimento, mediante la toma de fotografias con una
camara digital CANON. Se determiné el area del explante (cm?) con formacién de callos
empleando el programa Image-Pro Plus version 6.0. Se definid6 la velocidad de
crecimiento de los callos en 30 dias como la diferencia de las areas de los mismos a los
45 y 15 dias (Ass-Ass). Para la confeccion de graficos y el analisis estadistico de los datos
experimentales se empleo el programa STATISTICA version 12.0 para Sistema Operativo
Windows. Se comprobaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de la varianza.
Se utilizaron las pruebas estadisticas Tablas de contingencia 2x2, U de Mann-Whitney,

Kruskal-Wallis y comparacién de medias a posteriori, todas para una significacion de 0,05.
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3.2 Transformacion de explantes foliares de D. purpurea via A. tumefaciens

Para dar cumplimiento a este objetivo se selecciond el protocolo de transformacion
genética de D. purpurea via organogénesis indirecta propuesto por Pérez-Alonso et al.
(2014b). A modo de resumen, se muestra en la figura 2 el protocolo seleccionado con las

modificaciones realizadas en la presente investigacion.

Digitalis purpurea L.

Agrobacterium tumefaciens
R Plantas in vitro

C58C1Rf (pMP90/ pAthspA2-vepl)

Diseccion del explante
1,0 cm®

Medio de cultivo de inoculacién:
sales MS, sacarosa, glucosa, MES,
200 pM de acetosiringona, pH 5,5

Densidad éptica 0.7 T
Agrobacterium tumefaciens

Segmento de hoja

15 min en Medio de cultivo de inoculacien, ~ Inoculacion
luz natural a 25+2 °C con agitacion manual l
Co-cultivo

Medio de cultivo de formacion de callos,

200 pM de acetosiringona, pH 6,3.
- ‘ Oscuridad por 5 dias a 21+2 °C
Ensayo GUS

Seleccién

Medio de cultivo de formacion de callos, 200

mg L™ de timentina, 15 mg L™ de higromicina B,
_ pH 5,8. Oscuridad, 27+2 °C. Subcultivos cada 15
Ensayo GUS 2 dias durante ocho semanas

Regeneracion

Medio de cultivo de multiplicacién de brotes,
Ensayo GUS ’ pH 5,7. Luz natural, 27+2 °C. Subcultivos cada
- dos semanas

Analisis Moleculares

PCR

Figura 2. Protocolo para la transformacion genética de Digitalis purpurea L. mediada por
Agrobacterium tumefaciens, empleando como vector de transformacion pAthspA2-vepl. Tomado
de Pérez-Alonso et al. (2014b) con modificaciones.
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Cepas bacterianas y plasmidos empleados

Se empled la cepa de A. tumefaciens C58C1Rf*, con el plasmido auxiliar pMP90 (Koncz y
Schell, 1986). Se introdujeron indistintamente los plasmidos pCAMBIA1301 (CAMBIA,
Camberra, Australia) y pAthspA2-vepl como vectores de transformacion. La cepa de A.
tumefaciens C58C1Rif® (pMP90) fue transformada con los vectores de transformacion
antes mencionados. La transformacion de explantes foliares se realizé a partir de células
competentes preparadas segun la metodologia propuesta por Hofgen y Willmitzer (1988).
A 500 uL de cultivo de células competentes se anadiran 100 uL de agua y 10 uL del
plasmido (1 ug). Luego de homogenizar con cuidado se sometid la mezcla a la siguiente
secuencia de choques térmicos: 5 min en hielo, 5 min en nitrégeno liquido (N,) y 5 min a
37 °C. Este procedimiento se realizé por duplicado. El cultivo se dej6é enfriar durante 10
min en hielo, se afiadié 1,0 mL de medio de cultivo Luria- Bertani (LB, 10 g L™ de triptona;
5,0 g L™ de extracto de levadura; 10 g L™ de cloruro de sodio (NaCl)) y se incubé a 28 °C
por 4 h. Posteriormente, 400 uL del cultivo se inocularon en placas de Petri con medio de
cultivo semisélido LB con kanamicina y rifampicina ambas a 50 mg L™. Se incubaron a 28
°C durante 16 a 48 horas y se seleccionaron las colonias aisladas al azar para chequear
la transformacion mediante el aislamiento de ADN plasmidico y la digestion con enzimas
de restriccion.

El vector binario pPCAMBIA1301 (Fig. 3) posee resistencia a kanamicina (Kn®), contiene el
gen hpt codificante para la higromicina fosfotransferasa (E.C 2.7.1.119) bajo el control del
promotor y terminador 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV 35S).
Adicionalmente, posee el gen de la B-glucuronidasa de Escherichia coli (uidA) con el
intron st-Is1 de la papa (Solanum tuberosum L.) lo cual permite que este gen se exprese
s6lo en células eucariotas. Ademas, el gen reportero uidA se encuentra bajo el control del
promotor CaMV 35S vy el terminador de la nopalina sintetasa (nos).

El vector binario pAthspA2-vepl (Fig. 4) de 13 779 pb también Kn®, contiene un sistema
de escisién sitio especifico Cre/lox; el cual a su vez posee en uno de sus sitios lox el gen
marcador de seleccion hpt bajo el control del promotor y el terminador de la nopalina
sintetasa (nos). Esta region de recombinacion sitio-especifica Cre/lox puede ser activada
mediante golpe térmico. Adicionalmente, presenta el gen de interés en la transformacion
(vepl) bajo el control del promotor fuerte y constitutivo CaMV 35S, el terminador del gen

nos y el potenciador de la traduccion omega 8.
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Figura 3. Vector de transformacion pCAMBIA 1301. hpt: gen de la higromicina fosfotransferasa,
Gus: gen reportero uidA que codifica para la B-glucuronidasa de E. coli; CaMV 35S: promotor del
virus del mosaico de la coliflor; tnos: terminador y sefiales de poliadenilaciéon de la nopalina
sintetasa; gusint: intron caster bean catalase. LB y RB: bordes izquierdo y derecho,
respectivamente, del ADN-T.
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Figura 4. Vector de transformacion pAthspA2-vepl. LB y RB: bordes izquierdo y derecho,
respectivamente, del ADN-T; Tnos: terminador y sefiales de poliadenilacion de la nopalina
sintetasa; hpt: gen de la higromicina fosfotransferasa; vepl: gen codificante de la enzima P58R de
Arabidopsis thaliana; 35S: promotor del gen vepl.
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Inoculaciéon y Co-cultivo

Antes de la transformacion, se aislé una colonia de cada cepa de A. tumefaciens crecida
en medio de cultivo semisélido LB con 50 mg L™ de rifampicina y kanamicina. Cada
colonia se inocul6 en 3,0 mL de medio de cultivo LB liquido con los mismos antibi6ticos.
Los pre-cultivos se incubaron por 16 h a 28 °C. Posteriormente se inocularon 100 pL del
pre-cultivo crecido por separado en 50 mL de medio de cultivo liquido YEP (10 g L™ de
extracto de levadura; 10 g L™ de bactopeptona; 5,0 g L™ de NaCl; pH 7,0) con 50 mg L™
de kanamicina y se mantuvieron toda la noche en agitador orbital Shaker Incubator (FLY-
111B) a 150 rpm. Después de 16 h, las células fueron colectadas por centrifugacién a
3000 g a 4 °C por 10 min y el precipitado se resuspendid en medio de cultivo de
inoculacion (sales MS al 100%; 2% de sacarosa (m/v); 1,98 g L™ de D(+)-glucosa; 3,9 g L’
! de 4cido 2-[N-morfolinoJetano sulfénico (MES); 200 uM de acetosiringona; pH 5,5) hasta
obtener una densidad éptica a 600 nm de 0,7.

A partir de las plantas cultivadas in vitro se diseccionaron los segmentos de hojas de
aproximadamente 1,0 cm? de area. Fueron inoculados 25 y 125 segmentos foliares con
las cepas de Agrobacterium tumefaciens C58C1Rif® (pMP90/pC1301) y C58C1Rif"
(PMP90/pAthspA2-vepl), respectivamente. La inoculacion se produjo en tubos falcon de
50 mL que contenian 25 mL de medio de inoculacion y 15 yL de acetosiringona. En cada
tubo falcon se sumergieron 25 explantes por tratamiento. A continuacion, los explantes
sumergidos en medio de inoculacién se mantuvieron durante 15 min con agitacién manual
y posteriormente se secaron por contacto con papel de filtro (Waltman®) estéril.
Posteriormente, estos explantes se transfirieron a placas de Petri de 9 mm con medio de
co-cultivo (medio de cultivo basal con 2,0 mg L™ de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D);
200 uM de acetosiringona y pH 6,3). Todas las placas fueron selladas con Parafim® vy

colocadas en la oscuridad por cinco dias a 21+2 °C.

Seleccién de plantas transformadas de D. purpurea

Los explantes co-cultivados fueron lavados tres veces en MFC liquido con 200 mg L™ de
timentina, a fin de disminuir los remanentes de la bacteria. Luego fueron secados por
contacto con papel de filtro estéril. Posteriormente, los explantes se colocaron en placas
de Petri con la superficie adaxial en MFC semisélido con 200 mg L™ de timentina y 15 mg
L™ de higromicina B como agente selectivo. Se situaron cinco explantes por placa de Petri

y el experimento fue replicado. Se mantuvo en medio de cultivo selectivo en condiciones
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de oscuridad a una temperatura de 27+2 °C durante ocho semanas, con subcultivos a
medio de cultivo fresco cada 15 dias.

Los tratamientos considerados durante el proceso de seleccion fueron: explantes
transformados con pCAMBIA1301 y con pAthspA2-vepl en MFC con 15 mg L' de
higromicina B, segmentos foliares no inoculados sin antibiético (Control positivo) y
segmentos foliares no inoculados con 15 mg L™ higromicina B (Control negativo). La
formacion de callos se evalué a la cuarta semana de iniciada la fase de seleccion,
teniendo en cuenta: nimero de explantes que formaron callos y por ciento del explante
con formacion de callos. Esta udltima evaluacién se realizO de manera cualitativa,
empleando la escala descriptiva de grados propuesta por Kairdz et al. (2013) como se
muestra en la figura 5. Consecuentemente se distribuyeron rangos del 0-4, desde la no
formacion de callos en el explante (grado 0), hasta el 100 % de la superficie del explante

con proliferaciébn de callos (grado 4). Ademas, se tuvieron en cuenta caracteristicas

A=0 A<25 25>As<50 50>As<75 A>75
(Grado 0) (Grado 1) (Grado 2) (Grado 3) (Grado 4)

morfol6gicas de los callos favorables para la regeneracion como fueron la constitucién y la
coloracién.

Figura 5. Escala descriptiva empleada para evaluar el efecto de concentraciones variables de
higromicina B, sobre discos foliares de Digitalis purpurea en medio de cultivo semisélido de
formacion de callos. Tomado de KairGz et al. (2013).

Observacion histoquimica del producto de expresiéon de la B-glucuronidasa (Ensayo
GUS)

A partir del ensayo histoquimico GUS (Jefferson et al., 1987a) se observé la actividad de
la enzima B- glucuronidasa en los fragmentos de hojas transformados con el vector
pCAMBIA1301, en diferentes momentos del protocolo luego del proceso de co-cultivo. Los
tejidos analizados fueron colocados a 37 °C en una solucién tampon que contenia 1,0 mM
de la sal de ciclohexilamonio del &cido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénico (sustrato

de la enzima; comercialmente X-Gluc, Duchefa, Haarlem, Paises bajos), 100 mM de
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NasPO, (pH 7,0); 0,5 mM K4Fe(CN),; y 0,1% (v/v) de Triton X-100. Simultdneamente se
sometieron al mismo tratamiento explantes no transformados que fueron usados como
control negativo.

Posterior a la incubacion todas las muestras fueron sumergidos en etanol al 70% (v/v)
durante 2 h para eliminar las clorofilas y otros pigmentos foliares. El andlisis del ensayo se
realizo por evaluacion visual y fotografica al estereoscopio 6ptico marca NOVEL, aumento
10x. La expresion transitoria y estable del gen reportero uidA se determiné de forma
cualitativa, clasificandose como positiva si se observa alguna porcién del tejido tefiido de
azul. Este tipo de andlisis molecular permiti6 comprobar la insercion del gen uidA de
forma rapida y detectable; asi como demostrar la eficiencia de las condiciones de

transformacién en sus diferentes etapas.
3.3 Regeneracion de plantas transgénicas de D. purpurea con el gen vepl

Para la regeneracion los callos seleccionados con higromicina B, fueron fragmentados y
transferidos a medio de cultivo basal al cual se le adicion6 0,5 uM de acido indolacético
(AlA), 4,4 uM de 6-bencilaminopurina (6-BAP) y pH 5,7 (en lo adelante medio de cultivo
de multiplicacién de brotes, MMb) (Pérez-Alonso et al.,, 2014b). Los cultivos fueron
incubados en camara de crecimiento con luz natural y temperatura controlada de 27+2 °C.
Se realizaron subcultivos cada dos semanas en frascos con 30 mL de MMb fresco (Pérez-
Alonso et al., 2009). Las plantas regeneradas, cada una de las cuales fue considerada
una linea, fueron mantenidas en MMb. En esta fase del estudio se evalué el numero de
lineas regeneradas por explante inoculado, valor que representa la eficiencia de

transformacién del protocolo desarrollado.

Extraccion de ADN genémico vegetal

Fragmentos de tejidos de las lineas regeneradas, obtenidos a partir de los explantes
inoculados con la cepa C58C1Rif® (pMP90/pAthspA2-vepl) de Agrobacterium, fueron
sometidos a la extraccion de ADN gendmico. La metodologia de extraccion de ADN
descrita a continuacion se baso6 en el protocolo propuesto por Khayat et al. (2004) con
algunas modificaciones.

Se tomaron 100 mg de tejido vegetal de plantas cultivadas in vitro y se maceraron con
nitrégeno liquido en tubos eppendorf (2,0 mL) hasta obtener un polvo fino. Se adicion6 1
mL de buffer de extraccion [4% (m/v) CTAB (bromuro de cetil-trimetil-amonio); 10 mM
Tris—HCI/pH 8,0; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA (&acido etilén-diamino-tetracético); 2% (m/v)
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PVP 10 000; 10 mM mercaptoetanol] y se homogeniz6 empleando el agitador tipo
MISTRAL® (LAB-LINE INTRUMENTS, 1190-1CE) durante unos segundos. Las muestras
fueron colocadas a 55 °C durante 30 min y posteriormente centrifugadas (Eppendorf,
Alemania, Lot: 5415D) a 5 000 rpm y 4 °C, durante 5 min. Se colecto el sobrenadante y se
le adicioné RNAsa (200 yg mL™ de concentracion final) por 15 min a 37 °C. El extracto fue
mezclado con igual volumen de cloroformo y luego centrifugado en iguales condiciones.
Se transfirid el sobrenadante a un tubo limpio y se adiciond igual volumen de 2-
isopropanol frio. Las muestras se mantuvieron toda la noche a —20 °C y posteriormente se
centrifugaron a 11 000 rpm y 4 °C, durante 15 min. El precipitado resultante se lavé con
500 pL de etanol 70% (v/v), se centrifugé segun las condiciones anteriormente
mencionadas y fue secado en campana por 15 min. El precipitado se resuspendié en 30
pL de agua desionizada. Luego de obtenido el ADN gendmico, su integridad fue
comprobada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) y como criterio de
pureza se determinaron las razones de absorbancia a 260/230 nm y 260/280 nm vy la

concentracion mediante un espectrofotometro (Biophotometer, Eppendorf, Alemania).

Analisis mediante Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de las lineas

regeneradas

La presencia de los transgenes en las plantas regeneradas fue comprobada por PCR
empleando ADN gendmico extraido de las mismas. Como control positivo de las
reacciones de PCR se utiliz6 ADN plasmidico extraido a partir de las cepa DH5a-
pAthspA2-vepl. En el caso del control negativo se utilizo ADN de plantas sin transformar.
En el control de contaminacion se sustituyé el ADN por un volumen equivalente de agua
desionizada.

Se realizaron reacciones de PCR para amplificar fragmentos de los genes presentes en el
vector de transformacion: hpt, vepl y el promotor fuerte y constitutivo 35S del Virus del
Mosaico de la Coliflor (p35S). La secuencia de reacciones y de los cebadores empleados
para la amplificacion de los transgenes mediante PCR, se describen en la Tabla lll.

La amplificacion fue efectuada en un volumen de reaccion final de 20 pL, que contenia
100 ng de ADN genomico; 0,4 uM de cada cebador; 1,5 mM de MgCl,; 200 uM de cada
desoxirribonucledtido; 0,25 unidades de Top Tag ADN polimerasa (QUIAGEN, Alemania)
y tampon de reaccion de esta enzima (QUIAGEN, Alemania). Los ciclos de amplificacién
se llevaron a cabo en el equipo de control térmico programable Mastercycler (Eppendorf,

Alemania).
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Tabla Ill. Cebadores y programa utilizados en la deteccién por PCR de los transgenes.

Las secuencias estan escritas en el sentido 5’ a 3’ (leido de izquierda a derecha).

vepl hpt p35S
Talla del
(pb)
Cebador GGA-ATT-CTC-AAG- GAC-GTC-TGT-CGA- GAG-GAA-GGG-TCT-
Reverso GTA-CGA-TCT GAA-GTT-TCT TGC-GAA-GGA-TAG-
TG
Cebador CGG-ATC-CAT-GAG- GTC-TGC-TGC-TCG- GAC-TCT-AGC-CCA-
Directo TTG-GTG-GTG ATA-CAA-GCC ATC-CCA-CA
Programa . 94°C, 3 . 94°C, 3 . 94°C, 3
Il. 94 °C, 30” Il. 94 °C, 30" Il. 94 °C, 30”
lll. 65 °C, 30’} 35 . 58°C,30" F 32 . s8°C,30"F 32
V. 72°C, 90" ) CiloS 1y 700c gy | COS |y 7pec ggr] CICIOS
V. 72 °C, 10 V. 72 °C, 10 V. 72 °C, 10
VI. 4°C, = VI. 4°C, = VI. 4°C, =

Los productos de la reaccién fueron analizados visualmente mediante electroforesis con
EZ vision ONE (6x, Biotechnology Lot: 3567C0O72) a 100 V durante 1 h en gel de agarosa
al 1% (p/v) con tampon Tris-Borato-EDTA (TBE) 1x (0,09 M Tris-borato, 0,002 M EDTA,
pH 8). Como marcador de peso molecular se us6 el Mass Ruler™ DNA Ladder Mix
(Fermentas, Alemania). Luego se observd en un transiluminador Gel Imaging Analysis
System (WD-9413A, China) mediante la incidencia de luz ultravioleta (UV).

33



e Capitulo 4

@® RESULTADOS



Capitulo 4: Resultados

Capitulo 4: RESULTADOS

4.1 Comparacion de los agentes selectivos higromicina B y geneticina durante el

proceso de formacién de callos de D. purpurea

Para comparar los agentes selectivos higromicina B y geneticina durante la formacion de
callos, se colocaron fragmentos foliares de plantas de D. purpurea en medio de cultivo
semisolido de formacion de callos (MFC) con 70 mg L™ de geneticina o 15 mg L™* de
higromicina B, como se explica en el acapite 3.1. El experimento se efectué en
condiciones de oscuridad total a 27+2°C de temperatura durante poco mas de seis
semanas, con subcultivos cada 15 dias. Se determiné el area del explante (cm?) donde se
produjo formacién de callos previo a cada subcultivo, a los 15, 30 y 45 dias de iniciado el
experimento.

Luego de transcurridos 15 dias de cultivo en las condiciones antes descritas, todos los
tratamientos presentaron formacion de callos en al menos siete explantes, excepto el
tratamiento 3 (Tabla 1V). Al comparar los ocho tratamientos, en cuanto al nUmero de
segmentos foliares sobre los que se produjo formacion de callos, no se encontraron
diferencias significativas entre los explantes sin presién de seleccién (tratamiento 1), las
lineas transformadas con y sin agente selectivo (tratamientos 4, 5, 6) y las transformadas
con el vector pCAMBIA1301 (tratamiento 7). Contrario a los resultados esperados,
tampoco fue posible establecer diferencias con el tratamiento 2 (segmentos foliares
procedentes de plantas no transformadas), lo cual implica que las concentraciones de
geneticina no fueron suficientes para producir la inhibicién de la formacién de callos en
todos los explantes. El crecimiento de callos en los segmentos foliares transformados con
el vector pAthspA2-vepl, fue significativamente inferior con respecto a los tratamientos
restantes. Solo fue posible inhibir totalmente la formacién de callos en los tejidos no
transformados en presencia de higromicina B.

La determinaciéon del area del explante con formacion de callos, permitié realizar un
andlisis cuantitativo de las diferencias de cada tratamiento (Fig. 6). Los valores medios de
area mas elevados se manifestaron en los explantes cultivados sin presion de seleccion
(tratamientos 1 y 4). No se encontraron diferencias significativas entre las lineas
transgeénicas seleccionadas con geneticina o higromicina B (tratamientos 5 y 6). Mientras

gue los restantes tratamientos no tuvieron diferencias significativas entre ellos.
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Tabla IV. Numero de segmentos foliares con formacion de callos por tratamiento, luego
de 15 dias en medio de cultivo semisdlido de formacion de callos.

No. Origen del explante Antibiotico empleado en  No. explantes
la seleccion que formaron
callos’

1 Discos foliares de plantas germinadas Sin antibiético 242
no inoculadas

2 Discos foliares de plantas germinadas 70 mg L™ de geneticina 172
no inoculadas

3 Discos foliares de plantas germinadas 15 mg L™ de higromicina B 0°
no inoculadas

4 Discos foliares de lineas transgénicas Sin antibiético 222
transformadas con pAthspA

5 Discos foliares de lineas transgénicas 70 mg L™ de geneticina 122
transformadas con pAthspA

6 Discos foliares de lineas transgénicas 15 mg L™ de higromicina B 10?
transformadas con pAthspA

7 Discos foliares transformados con 15 mg L™ de higromicina B 172
pCAMBIA 1301

8 Discos foliares transformados con 15 mg L™ de higromicina B 7°

pAthspA2-vepl

*Valores con letras no comunes difieren estadisticamente segln las Tablas de contingencia de 2x2
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Figura 6. Area del explante (cm®) con formacién de callos luego de 15 dias en medio de cultivo
semisélido con 15 mg L™ de higromicina B (3, 6, 7, 8), con 70 mg L™ de geneticina (2, 5) o sin
presion de seleccion (1 y 4). Valores medios con letras desiguales presentan diferencias
significativas para p<0.05 segun la prueba de Kruskal-Wallis y comparacién de medias a posteriori.
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Consecuentemente, los callos de los tratamientos 1 y 4 cubrian entre un 75-100% del
area del explante (Fig. 7A y E). En los segmentos foliares procedentes de plantas no
inoculadas expuestos a la seleccidén con geneticina, fue posible observar pequefios callos
en los bordes o las nervaduras, o la ausencia total de estos (Fig. 7B y C). A diferencia de
los controles negativos seleccionados con higromicina B (Fig. 7D), en los cuales no se
produjo formacion de callo en ninguno de los segmentos. Las lineas transgénicas tuvieron
la capacidad de crecer selectivamente en presencia de ambos agentes selectivos (Fig. 7F
y G). La diferenciacion del tejido transformado con las cepas C58C1Rif?
(PMP90/pCAMBIA1301) y C58C1Rif® (pMP90/pAthspA2-vepl) empleando higromicina B,
dio origen a callos aislados o en pequefios grupos (Fig. 7 H e I). Ademas, la formacién de
callos con el vector que contiene el gen vepl, fue menor en area y cantidad de callos.

Figura 7. Segmentos foliares de Digitalis purpurea L. luego de 15 dias en medio de cultivo
semisolido de formacion de callos con geneticina 70 mg L™ e higromicina 15 mg L™, segtn los
tratamientos. A: plantas no trasformadas (NT) sin seleccién, B y C: plantas NT con geneticina con
presencia y ausencia de callos, respectivamente, D: plantas NT con higromicina B. E, F y G: lineas
transgénicas sin seleccién, con geneticina o higromicina B, respectivamente. H e I: explantes con
higromicina B transformados con los vectores pCAMBIA1301 o pAthspA2-vepl, respectivamente.
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Mediante la determinacion del area del segmento foliar con proliferacién de callos a los
15, 30 y 45 dias en MFC, fue posible representar en la Figura 8 el crecimiento asociado a
la multiplicacion de los mismos en medio de cultivo selectivo. Los explantes procedentes
de plantas no transformadas en seleccion con higromicina B (tratamiento 3), se
mantuvieron sin formacién de callos durante todos los subcultivos en los que se
produjeron las evaluaciones. Esto confirma el efecto fitotdxico de la higromicina B sobre
los segmentos foliares de D. purpurea. Mientras que en los segmentos procedentes de
plantas no transformadas en seleccién con geneticina, se produjo un crecimiento del area
foliar con callos de forma practicamente constante. Esto implica que, a pesar de mantener
la seleccion durante varios subcultivos, la concentracion de geneticina utilizada no fue
suficiente para inhibir la formacién de callos. Este resultado es similar al obtenido en los
explantes transformados con el vector pCAMBIA1301, durante la seleccibn con
higromicina B. Aunque en este Ultimo tratamiento inicialmente se observa un crecimiento
lento del tejido con formacion de callos, el cual se acelera a partir de los 30 dias.
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@ NT con higromicina

@ pAthspA con geneticina

# pAthspA con higromicina

T pCAMBIA1301 con higromicina

Area del explante con formaci

15 dias 30 dias 45 dias
Tiempo
Figura 8. Representacion grafica del crecimiento de los callos de acuerdo a las areas del explante

donde se produjo su formacién, determinadas a los 15, 30 y 45 dias de transcurrido el
experimento. NT: explante no transformado.
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Por su parte, los explantes transgénicos que poseen el ADN-T del vector pAthspA
mostraron un incremento del area media con proliferacion de callos, con respecto a los
tratamientos control y a los segmentos de hojas transformados con los vectores
pCAMBIA1301 y pAthspA2-vepl (Fig. 8). Al comparar numéricamente la formacion y
multiplicacion de callos de los explantes transgénicos en seleccion con geneticina o
higromicina B, es posible notar que en el primero se produce mayor formacién de callos a
los 15 dias. Sin embargo, la diferencia entre los valores medios del area con formacion de
callos es superior en los explantes transgénicos seleccionados con higromicina B en las
sucesivas evaluaciones, en comparacion con iguales explantes seleccionados con
geneticina.

Con el objetivo de determinar si la presencia de los agentes selectivos empleados genera
diferencias en la velocidad de crecimiento de los callos inducidos. Se determiné la
velocidad de crecimiento en 30 dias mediante la diferencia entre el area del explante con
callo (cm?) luego de transcurrido este tiempo (Ass dias-A1s dias)- La velocidad de crecimiento
de los callos resistentes a higromicina B es significativamente superior a igual explantes

con geneticina (Fig. 9).
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Figura 9. Velocidad de crecimiento en 30 dias de los callos formados a partir de los explantes
transgénicos que contienen el vector pAthspA cultivados en MFC con geneticina 70 mg L e
higromicina B 15 mg L™. Medias con letras no comunes difieren estadisticamente segun prueba de
Mann-Whitney p<0,05.
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En la Figura 10 se muestra el crecimiento de un callo en los tres momentos donde se
realizaron las evaluaciones, para los explantes transgénicos seleccionados con
higromicina B (Fig.10A) y con geneticina (Fig.10B). Ademas, se confirmé la presencia de
los genes marcadores de seleccion nptll y hpt, en el genoma de las plantas transgénicas
con pAthspA, mediante PCR.

Figura 10. Callos formados a partir de discos foliares de plantas transgénicas de D. purpurea, a los
15, 30 y 45 dias de cultivados en medio selectivo con 15 mg L™ de higromicina B (A) y 70 mg L™ de
geneticina (B).

En este estudio se demuestra que aunque se emplee una concentracion de geneticina
cuatro veces 0 mas superior a la de higromicina B, esta no impide la aparicion de
escapes. Por otro lado, la expresion estable del gen hpt en los discos foliares procedentes
de plantas transgénicas, permitid la diferenciacion eficiente de células transformadas de
las no modificadas y permitié que el tejido transformado creciera selectivamente. Estos
aspectos permiten elegir al gen hpt como marcador de seleccion eficiente para la

transformacién de D. purpurea con un gen de interés.

4.2 Transformacion de explantes foliares de D. purpurea via A. tumefaciens

Para la transformacion genética de segmentos foliares de D. purpurea via A. tumefaciens,
se desarroll6 el protocolo descrito en el acapite 3.2. Durante el proceso de seleccion se
consideraron los siguientes tratamientos: explantes transformados con los vectores
pCAMBIA1301 y pAthspA2-vepl y segmentos foliares no inoculados con antibiotico
(Control negativo). Los tres tratamientos disefiados permitieron evaluar el efecto
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(formacién de callos) de 15 mg L™ del agente selectivo higromicina B, en contraste con un
tratamiento que no contenia antibiético en su medio de cultivo (Control positivo). Luego de
transcurridas cuatro semanas de cultivo de los discos foliares en las condiciones antes
descritas; se determind el numero de explantes que formaron callos y el area del explante
en la cual se observo esta caracteristica. Para evaluar este Ultimo aspecto se aplicé la
escala descriptiva presentada en Materiales y Métodos.

Como se muestra en la Tabla V, el nUmero de explantes con formacién de callos en el
tratamiento correspondiente a la trasformacién con el vector pAthspA2-vepl fue superior a
la cantidad de segmentos transformados con pCAMBIA1301 que mostraron esta
caracteristica. Por otro lado, en la mayoria de los explantes incluidos en el Control positivo
se produjo proliferacion de callos en mas de un 75% del area del disco foliar. A diferencia
de los restantes tratamientos, en los cuales se evidencié una disminucién de los grados
medios (asociados a la formacion de callos por area del explante) segun la escala
descriptiva, hasta que no se obtuvieron callos.

Tabla V. Numero de explantes foliares con formacion de callos por tratamiento en

correspondencia con cada una de las categorias de la escala descriptiva.

No. No. de Area del explante en la cual se observo
Tratamientos explantes formacién de callos (A %)
gue A=0 A<25 25>As<50 50>A<75 A>75
formaron (Grado (Grado (Grado (Grado (Grado
callos (%) 0) 1) 2) 3) 4)
1 Control positivo 15 (100 %) 2 13
2 Control negativo 0 (0 %) 15
3  pCAMBIA1301 14 (56 %) 11 6 3 1
con higromicina B
4 pAthspA2-vepl 89 (71.2 %) 36 27 20 42

con higromicina B

De modo similar a los observado en el experimento de seleccidon anteriormente descrito
en el acapite 4.1, los callos del Control positivo fueron compactos, blanquecinos y con
mayor crecimiento que los sometidos a presion de selecciéon (Fig. 11A). En los explantes
no transformados en medio de cultivo con higromicina B, se observo la efectividad del
proceso de seleccion con este antibiético (Fig. 11B). Mientras que en los inoculados con
los vectores binarios, se produjo la formacién de callos en zonas puntuales, cercanas a

las nervaduras y los bordes del segmento foliar (Fig. 11C, Dy E).
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Figura 11. Callos formados a partir de segmentos foliares de D. purpurea a la cuarta semana de
cultivo en MFC con 15 mg L™ de higromicina B A: Callo no transformados sin seleccion, B:
explante no transformado en medio selectivo. C, D, E: explantes transformados con el vector
pAthspA2-vepl en seleccion.

Luego de ocho semanas en MFC fueron seleccionados 89 explantes con callos
correspondientes a los segmentos foliares transformados con el vector pAthspA2-vepl,
los cuales representan el 71,2% de los explantes inicialmente inoculados. A partir de este
periodo y antes de la transferencia a MMb, un 33% de los callos formados no fueron
transferidos a regeneracion por presentar fenolizacion, constitucion acuosa y/o ausencia
de crecimiento; asi como aparicion de contaminacion bacteriana o fungica.

La expresién de la enzima B-glucuronidasa fue determinada en diferentes fases del
protocolo de transformacion de D. purpurea con la cepa C58C1Rift
(PMP90/pCAMBIA1301) de A. tumefaciens. En este estudio se observé la expresion GUS
transitoria en discos foliares luego del proceso de co-cultivo (Fig. 12A y B) y en diez
segmentos de hojas elegidos al azar con y sin formacion de callos luego de 45 dias en
MFC con higromicina B (Fig. 12C y D). Ademas, se analizé la actividad estable de la
enzima en callos seleccionados con higromicina B a los 15 dias de cultivo en medio de
regeneracion y en plantas regeneradas (Fig. 12E y F). En todos los casos se detecto
cualitativamente la expresion del gen reportero uidA. Este resultado es un indicador de la
eficiencia de las condiciones de transformacion y de la insercion estable del ADN-T en el
genoma de las células de D. purpurea.
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Figura 12. Actividad transitoria y estable de la enzima B-glucuronidasa en explantes de Digitalis
purpurea L. en diferentes fases del protocolo de transformacion via A. tumefaciens. A: explante no
inoculado, B: segmento foliar luego del co-cultivo con la cepa C58C1Rif? (PMP90/pCAMBIA1301).
C y D: explantes transformados con el vector pCAMBIA1301 luego de 45 dias en medio selectivo
con 15 mg L™ de higromicina B. E: callo seleccionado con higromicina B luego de 15 dias en medio
de regeneracion. F: planta regenerada.

4.3 Regeneracion de plantas transgénicas de D. purpurea con el gen vepl

Ocurrido el proceso de seleccion de los discos foliares transformados con el vector
pAthspA2-vepl, solo fue posible transferir a medio de cultivo de regeneracion 57 callos
por las causas antes referidas. Para ello se fragmentaron en segmentos de 2-3 mm y
fueron transferidos a medio de cultivo de multiplicacion de brotes (MMb). Parte de estos
segmentos de callos, se tornaron acuosos, necréticos y no dieron origen a plantas.
Mientras que otros se engrosaron y adoptaron una coloracién verde (Fig. 13A). Luego de
transcurridos entre 6-8 subcultivos a medio de cultivo fresco, fue posible obtener 24
plantas regeneradas (Fig. 13B). Estas tuvieron un crecimiento lento y al alcanzar entre
tres y cinco cm de altura, fueron transferidas a medio de cultivo sin reguladores de

crecimiento, para su elongacion.
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Figura 13. Plantas de D. purpurea regeneradas a partir de callos provenientes de segmentos
foliares transformados con la cepa C58C1Rif® (pMP90) de A. tumefaciens que contiene el vector
pAthspA2-vepl. A: callos con brotes a los 60 dias en medio de cultivo de regeneracion. B: planta
regenerada.

Las plantas regeneradas de la transformacion con el vector pAthspA2-vepl de mas rapido
crecimiento fueron seleccionadas y empleadas para aislar muestras de ADN gendmico
siguiendo el protocolo propuesto por Khayat et al. (2004). Para confirmar la presencia de
los transgenes en el genoma de las plantas regeneradas, se amplificaron los genes: hpt,
p35S y vepl, por PCR empleando cebadores especificos (Fig. 14). Todas las plantas

analizadas fueron positivas a la presencia de los tres transgenes evaluados.

M1234567891011121314 M 15 16 17 18 19 20 21

B

1500
1031

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) del producto de PCR realizado a las
muestras de ADN de plantas in vitro de Digitalis purpurea L. A: Producto de amplificaciéon con
cebadores especificos del gen p35S (carriles del 1 a 7) y hpt (carriles del 8 a 14). B: Producto de
amplificacion del gen vepl. (M): Marcador de peso molecular Mass Ruler™ DNA Ladder Mix.
Carriles 1, 8 y 15: planta germinada; carriles 2, 9 y 16: plantas regeneradas no transformadas;
carriles 3, 14 y 21: control negativo de contaminacion; carriles 7, 13 y 20: control positivo. Los
restantes carriles corresponden a plantas regeneradas resultantes de la transformaciéon con el
vector pAthspA2-vepl.

43



Capitulo 4: Resultados

En la Tabla VI se resumen los resultados del proceso de transformacion genética de D.
purpurea mediante A. tumefaciens con el vector pAthspA2-vepl. En este experimento la
eficiencia de regeneracion de las plantas transformadas fue de 42,1% vy la eficiencia de
transformacion de 19,2%. Todas las lineas analizadas fueron transgénicas, por lo que no

se detectaron escapes del proceso selectivo con higromicina B.

Tabla VI. Efecto de la cepa C58C1Rif? (pMP90/pAthspA2-vepl) de A. tumefaciens en la
regeneracion y eficiencia de la transformacion en lineas de Digitalis purpurea.

No. de No. de callos No. de Lineas positivas (%)° Eficiencia
explantes transferidos lineas (%)°
transformados amedio de regeneradas 0
regeneracion (%)? hpt vepl
125 57 24 (42,1%) 100% 100% 19,2%
Leyenda:

a: Eficiencia de regeneracion (%) dado por la cantidad de plantas regeneradas, del total de callos
transferidos a medio de cultivo para la regeneracion.

b: Frecuencia (%) de explantes positivos del total analizado

c: Eficiencia de transformacion (%) calculado por la relacién entre las plantas regeneradas positivas
y el total de explantes transformados.
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Capitulo 5: DISCUSION

5.1 Comparacion de los agentes selectivos higromicina B y geneticina durante el

proceso de formacién de callos de D. purpurea

Un paso decisivo para establecer una tecnologia de transformacién es la obtencion de un
método y agente para seleccionar células transformadas de las no transformadas, pues
en la mayoria de los casos solo la menor fraccion de los tejidos resultan modificados (Li et
al., 2013). Los protocolos descritos para la transformacion genética de plantas
generalmente incluyen el uso de genes marcadores de seleccion (Deo et al., 2010). Tal es
el caso de los genes nptll y hpt que codifican para la neomicina fosfotransferasa Il e
higromicina fosfotransferasa, respectivamente (Rosellini, 2012). La primera de estas
enzimas confiere resistencia a antibiéticos aminoglicosidos como la geneticina y la
kanamicina, constituyendo estos agentes selectivos los mas empleados en eventos
transgénicos de D. purpurea. Sin embargo, se desconocen las potencialidades de la
higromicina B como agente selectivo en la obtencion de plantas transgénicas de esta
especie.

Con el objetivo de elegir un gen marcador de seleccion (GMS) eficiente para la
trasformacion de D. purpurea con un gen de interés, se desarroll6 un sistema de seleccion
en el cual se utilizaron los GMS condicionales positivos hpt y nptll. En este sentido, se
disefiaron tratamientos en los que se adicion6 al medio de cultivo los antibiéticos
Higromicina B o geneticina durante el proceso de formacioén de callos. Se realizaron
mediciones del area con proliferacion de callos a los 15, 30 y 45 dias de cultivados los
explantes foliares en MFC con 15 mg L™ de higromicina B o0 70 mg L™ de geneticina.

El rendimiento de los GMS positivos en términos de eficiencia de transformacion y
seleccidén varia ampliamente y en la mayoria de los casos no alcanza la eficiencia de los
sistemas de seleccion basados en antibidticos o herbicidas (Rosellini, 2012). Como
sefalaron Miki y McHugh (2004), no se puede suponer gue la resistencia de las plantas a
un agente selectivo conferido por un gen especifico, dard como resultado un buen sistema
de seleccién solo porque las células altamente resistentes sobreviven. Para ser eficiente,
una GMS debe permitir el crecimiento selectivo y la diferenciaciéon de los tejidos
transformados, ademas de proporcionar resistencia a un sustrato adicionado al medio.
También, es un factor importante que influye en la eficacia de la seleccién, la presencia de
escapes (es decir, la regeneracion de células no transformadas contiguas a las células

transformadas en explantes inoculados) (Li et al., 2013).
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Transcurridos 15 dias en MFC, la mayoria de los tratamientos presentaron formacién de
callos en al menos siete de sus explantes. Como era de esperar, en el control negativo
con higromicina B, no se observé esta caracteristica en ninguno de los segmentos
durante todos los subcultivos en los que se produjo la evaluacién. Este resultado en
particular, coincide con los alcanzados por Kairuz et al. (2013) al evaluar el efecto de igual
concentracion del antibiotico sobre la formacion de callos a partir de discos foliares de D.
purpurea. Resultado similar, también fue logrado por Verma et al. (2011) durante la
estandarizacion del protocolo de transformacion genética de banano var. ‘Williams’ (AAA)
mediada por A. tumefaciens.

Al mismo tiempo, no se encontraron diferencias significativas en cuanto al nimero de
discos foliares con proliferacion de callos entre los explantes sin presion de seleccién
(tratamiento 1), las lineas transgénicas con y sin agente selectivo (tratamientos 4, 5, 6) y
las transformadas con el vector pCAMBIA1301 (tratamiento 7). Por su parte, los valores
medios de area mas elevados a los 15 dias se manifestaron en los controles positivos
(tratamientos 1 y 4); mientras que las lineas transgénicas seleccionadas con geneticina o
higromicina B (tratamientos 5 y 6) no mostraron diferencias significativas entre ellas. Estos
resultados se corresponden con la resistencia adquirida por las lineas transgénicas a
estos antibiéticos, debido a la presencia en su genoma de los transgenes hpt y nptll que
le ofrecen esta propiedad.

Por otro lado, era de esperar que el crecimiento de callos procedentes de explantes
foliares transformados con los vectores pCAMBIA1301 y pAthspA2-vepl (tratamientos 7
y 8), no fuera solo diferente al de las lineas transgénicas sino también entre ellos. En
principio, porque son explantes recién transformados con ambas cepas bacterianas de
Agrobacterium y estan siendo seleccionados por vez primera. En segundo lugar, porque
el tamafio de los vectores de transformacion esta relacionado con la capacidad de
Agrobacterium de transferir el ADN-T al nacleo de la célula vegetal con mayor eficiencia
(Cho y Bong, 2006). En este sentido, mientras més grande sea el plasmido empleado,
mas compleja sera su insercion al genoma vegetal y, por tanto, es menos frecuente que
ocurra el proceso de multiplicacion de callos. De ahi, que la cantidad de explantes
transformados con pAthspA2-vepl en los cuales se observé formacion de callos fue
significativamente inferior con respecto a los restantes tratamientos.

Adicionalmente, durante los siguientes subcultivos algunos de los callos formados en los
explantes transformados con pAthspA2-vepl se necrosaron. Segun describen Verma et

al. (2016), la oxidacién y necrosis de los explantes es un fenédmeno que se presenta en el
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cultivo de tejidos vegetales, como respuesta a condiciones de estrés en el medio de
cultivo o en el ambiente en el que se encuentra el explante. Luego, la pérdida de los callos
formados en el primer periodo puede deberse a la continuidad del proceso de seleccion, a
la liberacién de compuestos toxicos de las células no transformadas o a la insercion del
ADN-T en regiones del genoma vegetal que impiden el desarrollo del explante. La
respuesta del hospedero ante la infeccibn bacteriana puede ser otro elemento a
considerar (Deo et al., 2010).

Contrario a los resultados esperados en el control negativo seleccionado con geneticina
(tratamiento 2), se observaron pequefios callos en méas del 50% de los explantes.
Caracteristica que se mantuvo practicamente constante a los 30 y 45 dias de evaluado el
experimento. Esto implica que a pesar de mantener la seleccibn durante varios
subcultivos, la concentracion de geneticina empleada no fue suficiente para inhibir en su
totalidad tanto la diferenciacién celular como la proliferacion del tejido indiferenciado. Por
tanto, se puede corroborar que en las condiciones experimentales de este estudio existe
inhibicién del crecimiento de las células no transformadas pero no ocurrié en el 100% de
los explantes. Ademas, los callos formados no se multiplicaron en los siguientes
subcultivos o mostraron crecimiento inferior a los restantes tratamientos.

La formacién de pequefnos callos en el control negativo seleccionado con geneticina,
puede estar relacionada con las diferencias en las condiciones experimentales del cultivo
in vitro (Padilla y Burgos, 2010), especificamente entre los recipientes empleados durante
el proceso de seleccion. En este estudio se utilizaron microplacas de cultivo celular, a
diferencia de las investigaciones previas en la especie en las cuales desarrollaron el
esquema de seleccion con geneticina en pomos de cristal o placas Petri. Por otro lado,
este resultado puede corresponderse con problemas en la disolucion del agente selectivo
que afectara su difusion total en el medio de cultivo. También, se ha observado que los
explantes foliares en presencia de geneticina durante los primeros dias del cultivo en
MFC, se curvan ligeramente de manera tal que se forman callos aislados en aquellas
zonas que no estan en contacto con el medio selectivo.

En este caso, los resultados son contradictorios a los obtenidos por Pérez-Alonso et al.
(2014b), quienes a igual concentracion del agente selectivo lograron a los 28 dias de
cultivo un 100% de segmentos foliares de D. purpurea sin proliferacion de callos. Ademas,
estos autores recomendaron para eventos futuros de transformacion genética en la
especie, el empleo de 70 mg L™ de geneticina como la concentracién minima inhibitoria

para sus condiciones experimentales.
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Otros autores refieren a la geneticina como muy efectiva en diferentes sistemas de
transformacién genética como Saccharum officinarum L. (Breyer et al., 2014), Allium cepa
L. (Eady et al., 2000), Sorghum bicolor (L.) Moench (Tadesse et al., 2003), Triticum
aestivum L. (Xue et al.,, 2011), Brassica napus L. (Boszoradova et al., 2011) y Oryza
sativa L. (Nandy y Srivastava, 2012). Su empleo es frecuente como una alternativa para la
kanamicina en monocotiledéneas, como por ejemplo, el arroz, que son altamente
resistentes al mismo (Rosellini, 2012). También, concentraciones bajas de este antibittico
(10 mg L™ fueron efectivas para inhibir la regeneracion de brotes no transformados de
Citrus aurantifolia Swing (Pefia et al., 1997). Igualmente, ha sido utilizado para la
seleccion de células transformadas de Musa spp. en concentraciones de 50 mg L™
(Chong-Pérez et al.,, 2012). Sin embargo, la geneticina no ha sido efectiva para la
seleccién en Zea mays (Spencer et al., 1990) y Elaeis guineensis Jacq. (Parveez et al.,
1996). Del mismo modo, Pérez-Alonso et al. (2014b) obtuvieron plantas de D. purpurea
gue no contenian ninguno de los genes transferidos via A. tumefaciens, por lo que
constituian escapes del proceso de seleccién con este antibibtico.

Comunmente se encuentra que algunos sistemas de seleccion condicional positiva seran
mas efectivos en ciertas especies de plantas y sistemas de regeneracion que otros
(Zuraida et al., 2013). Las investigaciones antes referidas muestran la variedad en las
concentraciones minimas inhibitorias de geneticina donde la susceptibilidad del tejido al
antibiético estd en dependencia de las especies y genotipos empleados. También,
depende del tipo de explante, estado fisico del medio y las etapas de cultivo que se
desarrollan en un protocolo para la transformacién genética (Padilla y Burgos, 2010).

A partir de la determinacion del area de la hoja con proliferacion de callos a los 15, 30 y
45 dias de iniciado el cultivo en MFC; fue posible conocer el crecimiento asociado a la
multiplicacién de los callos en presencia de los agentes selectivos. Los explantes
transgénicos que poseen el ADN-T del vector pAthspA (tratamientos 5 y 6), mostraron un
incremento significativo del area media con proliferacion de callos, en relacion a los
tratamientos control y al tejido inoculado en proceso de seleccién. Asimismo, al comparar
los segmentos transgénicos con geneticina e higromicina B segun la cantidad de
explantes y el area media en la que se produce formacion de callos, fue posible notar que
a los 15 dias con geneticina se obtienen resultados més elevados. No obstante, los callos
cultivados con higromicina B manifiestan un crecimiento mas répido luego del primer

subcultivo a medio de cultivo fresco.
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La formacién de callos ocurre de modo natural en la planta, como respuesta de proteccion
ante diversos factores bidticos y abibticos, debido a la modificacion del equilibrio
endogeno de los reguladores de crecimiento. En este caso es provocado por la adicion de
una auxina sintética (2,4-D) al medio de cultivo, que conlleva a un crecimiento
desordenado (Verma et al., 2011). Sin embargo, estos resultados pudieran deberse a que
la presion de seleccion ejercida por la geneticina en la concentracion evaluada, es menor
que la generada por la higromicina B, por eso es probable que la formacién de callos en
los explantes tratados con geneticina se produzca mas rapido. En este sentido, se conoce
que la higromicina B posee una toxicidad mas elevada para las plantas (Padilla y Burgos,
2010), de ahi que se emplee en una concentracion menor que la geneticina. El gen de
Escherichia coli aphlV (hpt) codifica para la enzima higromicina fosfotransferasa, que
confiere resistencia a este aminoglucésido en bacterias, hongos, células vegetales y
animales. Es usual su empleo como gen marcador de selecciéon cuando el gen nptll no ha
sido efectivo (Miki y McHugh, 2004).

Ademas, la higromicina B es mucho mas efectiva que la kanamicina y la geneticina para
la seleccién de tejidos de arroz transformados porque no hay resistencia innata. Lo que
proporciona una fuerte discriminacion entre las células transformadas y las no
transformadas (Christou y Ford, 1995). Del mismo modo, Joersho y Okkels (1996),
trabajando con cotiledones de remolacha azucarera (Beta vulgaris L.), encontraron que la
higromicina B era 20 y 30 veces mas toxica que la kanamicina y la neomicina,
respectivamente. Otro aspecto positivo, es que la higromicina B no parece inhibir la
regeneracion ni afectar la fertilidad de las plantas transgénicas (Zuraida et al., 2013).

Por otro lado, al analizar la velocidad de crecimiento en 30 dias de los callos formados a
partir de los explantes transgénicos seleccionados con higromicina B (Tratamiento 6), fue
significativamente superior a los mismos en presencia de geneticina (Tratamiento 5). Esto
implica no solo que el GMS hpt puede ser empleado en la diferenciacion de células
transformadas de las no modificadas. Sino que es capaz de permitir el crecimiento
selectivo del tejido transformado. En tal sentido, Breyer et al. (2014) aseveran que una
seleccidn eficiente aumenta los eventos de transformacion y por ende existe una mayor
probabilidad de regeneracion de plantas transgénicas.

De igual manera, segun afirma Li et al. (2013) el empleo de GMS positivos va
acompafiado comunmente de un efecto de toxicidad de las células no transformadas
durante su proceso de senescencia. Estos posibles efectos perjudiciales pueden generar

condiciones de estrés abidtico en las células transformadas, de conjunto con la presion
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selectiva que inicialmente ejerce el antibidtico presente en el medio de cultivo. De esta
forma, la sensibilidad al estrés en los callos formados, unido a los mecanismos de
respuesta adaptativa a estas condiciones, pudiera acelerar la formacién y multiplicacion
de callos en los explantes seleccionados con higromicina B a partir del primer subcultivo a
medio de cultivo fresco. En tal sentido, segin Cho y Bong (2006), para responder a las
condiciones de estrés deben desencadenarse numerosos eventos multifactoriales, que
pueden agruparse en dos procesos: biosintesis de moléculas adaptativas y unién o
acoplamiento de moléculas a estructuras organizadas. El primero va a estar dirigido a la
proteccion de macromoléculas y membranas, mientras que el segundo puede estar
asociado a cambios del flujo de metabolitos. Posibilitando, de manera conjunta,
contrarrestar los efectos del estrés y la aclimatizacion. Estudios posteriores son
necesarios para comprobar esta hipotesis.

En la mayoria de los sistemas de transformacion, es posible la obtencién de un nimero
de escapes y quimeras, a pesar del disefio correcto del proceso de seleccién (Padilla y
Burgos, 2010). Aunque la aparicion de este fendmeno es dificil de evitar en un esquema
de seleccidn, la efectividad del agente selectivo es vital para minimizar la proliferacién del
tejido no transformado. En este estudio se demuestra que aunque se emplee una
concentracion de geneticina cuatro veces o mas superior a la de higromicina B, esta no
impide la aparicién de escapes. Consecuentemente, el empleo de higromicina B reduciria
notablemente los costos asociados al uso de estos agentes (G418 46.00 Euro/g e
higromicina B 108.40 Euro/g; Duchefa, 2018). Teniendo en cuenta el precio de ambos
antibidticos y su efectividad como agentes selectivos, es recomendable la adicion de
higromicina B al medio de cultivo, durante el proceso de formacién de callos.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se confirma la eleccion del gen hpt como
marcador de seleccion ideal para la transformacion de segmentos de hojas de plantas de
D. purpurea con un gen de interés.

Aunque los callos formados en este experimento no se transfirieron a medio de cultivo de
multiplicacién de brotes, pues no era objetivo de esta investigacion. Estudios previos
confirman que aquellos callos acuosos, pequefios y de coloracion oscura, no son friables,
por lo que no tienen las caracteristicas de los callos usualmente empleados para
regenerar brotes y/o raices. No obstante, en estudios posteriores se podria extender este
disefio hasta la fase de regeneracién de plantas, de manera tal que se describan otros
resultados que permitan seleccionar el esquema de seleccidbn mas eficiente para un

evento transgénico en la especie.
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5.2 Transformacién de explantes foliares de D. purpurea via A. tumefaciens

Para la obtencion de plantas transgénicas de D. purpurea se transformaron discos foliares
via A. tumefaciens, empleando el vector binario pAthspA2-vepl. Como control de las
condiciones de transformacion se utilizaron explantes transformados con el vector binario
pCAMBIA1301. Adicionalmente, se emplearon segmentos foliares sin transformar en
presencia de higromicina B (Control negativo) y en ausencia de este agente selectivo
(Control positivo). Los segmentos de hojas transformados fueron seleccionados durante
ocho semanas en MFC suplementando con 15 mg L™ de higromicina B, con subcultivos
cada 15 dias. A la cuarta semana de iniciado el proceso de formacion de callos, se evalu6
el numero de explantes con callos y el area que cubren los mismos por explante en los
diferentes tratamientos.

Durante las cuatro primeras semanas en el proceso de seleccién con higromicina B en los
explantes no transformados no se observé formacion de callos. Este elemento corrobora
los resultados alcanzados en el acdpite anterior y confirma la efectividad de la
concentracion utilizada de este antibidético como agente selectivo. Si no existe una
inhibicién total de la formacién de callos, aumenta la probabilidad de que se produzcan
escapes del proceso selectivo (Kairdz et al.,, 2013). Los resultados alcanzados se
corresponden con los esperados para llevar a cabo un sistema de seleccion eficiente.

Por su parte, en los segmentos de hojas no transformados cultivados sin presion de
seleccién se produjo formacion de callos en el 75-100% de su area. El empleo de un
control sin transformar no sometido a seleccion, permite comprobar las condiciones del
medio de cultivo y la capacidad de los explantes para formar callos. Consecuentemente,
el resultado esperado es que se produzca una formacion normal de dichas estructuras
sobre el explante, asegurando que ademas de la presencia del agente selectivo, no
existan otros efectos inhibitorios que impidan la regeneracibn a partir de tejido
transformado.

Sin embargo, en los explantes transformados con los vectores binarios y sometidos a
seleccién con higromicina B, se observo la formacién de callos aislados o en pequefios
grupos. Estos se localizaron en zonas puntuales, proximas a los margenes y las
nervaduras del segmento foliar. Los explantes correspondientes a estos tratamientos,
mantuvieron una gran variabilidad en los resultados, desde fragmentos que no formaron

callos (Grado 0), hasta la aparicion de los mismos entre un 50-75% de su &rea (Grado 3).
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Contrario a lo esperado y a las evidencias experimentales descritas en el acapite 4.1, se
produce formacion de callos en mayor porcentaje de explantes transformados con el
vector pAthspA2-vepl, que con los inoculados con el plasmido pCAMBIA1301.

Luego de transcurrido el periodo de co-cultivo del tejido vegetal con la bacteria (cinco
dias), se realizé la determinacion histoquimica del producto de expresion transitoria de 8-
glucuronidasa, en discos de hojas inoculados y co-cultivados con el plasmido
pCAMBIA1301 que contiene el gen uidA y un control sin transformar. Los niveles de
expresion de esta enzima estan asociados a la aparicion de un precipitado de color azul,
que se produce por la accién de la enzima sobre su sustrato (X-Gluc). De acuerdo a los
resultados esperados, fue posible observar puntos azules en los bordes de los discos
transformados, a diferencia del control que no presentd tincién. La localizacién del
producto de catalisis de la B-glucuronidasa, se corresponde con las zonas del explante
donde se realizaron cortes, favoreciendo la interaccion con A. tumefaciens. Este patron es
comunmente observado en protocolos de transformacion genética que utilizan este tipo de
explante (Pérez-Alonso et al., 2014b).

En los callos formados sobre los explantes transformados con el vector pCAMBIA1301
luego de 45 dias en medio de cultivo con higromicina B, fue posible detectar la actividad
estable de la enzima B-glucuronidasa. A diferencia de los explantes donde no se produjo
la proliferacién de callos. Esto implica que los callos seleccionados con higromicina B, no
solo pueden poseer la cualidad de ser resistentes a este agente, sino que también pueden
contener y expresar otro gen de manera simultanea. Resultados similares fueron
alcanzados por Li et al. (2014) y Pérez-Alonso et al. (2014b), durante el desarrollo de un
protocolo de transformacion de D. purpurea en el que lograron expresar al unisono los
genes nptll y uidA. En este sentido, Rosellini (2012) asevera que es frecuente el empleo
de genes que confieren resistencia a antibiéticos o a herbicidas, conjuntamente con genes
cuyo grado de expresion puede ser visualizado por técnicas de espectrofotometria o por
ensayos histoquimicos. Esta ventaja puede ser aprovechada para la insercién y expresion
de un gen de interés con el objetivo de potenciar la sintesis de cardendlidos.

No obstante, se observaron pequefas zonas de callo GUS-negativo. Las razones de esto
pueden ser problemas difusionales del sustrato, o que dentro de un mismo callo pueden
coexistir células transformadas y no transformadas. Las células transformadas pueden
contribuir a la degradacién del agente selectivo permitiendo que las células no
transformadas adyacentes se expongan a niveles subletales del mismo, y por tanto

puedan proliferar (Padilla y Burgos, 2010). Este fendmeno se ha descrito como “efecto
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protector” de las células no transformadas por las transformadas y es la principal causa de
gue existan escapes del proceso selectivo (Cervera et al., 1998; Li et al., 2013).

Los genes reporteros mas comunmente introducidos en plantas genéticamente
transformadas son los codificantes para la proteina verde fluorescente (gfp) y la enzima (-
glucuronidasa (uidA). Estos son empleados para el andlisis de patrones de expresion
gobernados por diversos promotores, permitiendo el reconocimiento y seguimiento visual
del tejido transformado (Kavita y Burma, 2008). La expresion transitoria de la enzima
codificada por el gen uidA, permite comprobar la insercion del mismo de forma rapida y
detectable en la célula vegetal, demostrando la eficiencia de las condiciones de
transformacién y su aplicabilidad. Esto se debe a que este implica la transferencia del
ADN-T al ndcleo, la conversion de la simple cadena del ADN-T a la forma de doble
cadena competente para la transcripcion y la expresién de los transgenes a partir de las
moléculas de ADN-T no integradas (Gelvin y Kim, 2007). La evaluacién de la actividad
transitoria es un parametro que difiere en cuanto a la manera en la que se realiza. En
otras investigaciones, esta se ha evaluado mediante el conteo de puntos y manchas
azules (De Clercq et al., 2002; Pérez-Alonso et al., 2014b), por conteo de zonas tefiidas
en general (De Bondt et al., 1994) u otros métodos (Charest et al., 2004).

Ademas, se ha relacionado la expresion transitoria con la obtencién de transformantes
estables. Al respecto, Komari et al. (2004) refiere que los transformantes estables nunca
se han obtenido eficientemente bajo condiciones en los que la expresion transitoria ha
sido limitada. En Oryza sativa L., las condiciones que favorecen un alto nivel de expresion
de los marcadores después del co-cultivo estan generalmente asociadas con una alta
frecuencia en la obtencion de transformantes estables (Hiei et al., 1994). En el caso del
maiz (Zea mays L.) se determinaron con gran facilidad condiciones favorables para un
alto nivel de expresion transitoria, sin embargo, se obtuvo un bajo numero de
transformantes estables (Ishida et al., 1996).

Resultaron del proceso de seleccion con 15 mg L™ de higromicina B, 89 explantes con
callos correspondientes a los segmentos transformados con el vector pAthspA2-vepl, los
cuales representan el 71,2% de los explantes inicialmente inoculados. Este valor es un
indicador de la eficiencia de las condiciones de transformacion. En este caso, resulta
imposible comparar los resultados alcanzados con otras investigaciones, debido a la
inexistencia de protocolos de modificacion genética en la especie que hayan empleado

este esquema de seleccién. Por tanto, constituye el primer trabajo que describe un
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protocolo de transformacion de D. purpurea empleando como agente selectivo la
higromicina B y al gen hpt como marcador de seleccion.

Sin embargo, un gran nimero de experimentos de transformacion en Oryza sativa L., que
abarca tanto el bombardeo de particulas como los procedimientos mediados por
Agrobacterium, han empleado este sistema de seleccion. ElI primer informe de
transformaciéon de alta eficiencia de arroz usando Agrobacterium involucré la seleccion
con higromicina B (Hiei et al., 1994). También se aplico en la primera transformacion
exitosa mediada por Agrobacterium de cultivares de arroz Indica y Javanica (Dong y
McHughen, 1993).

5.3 Regeneracion de plantas transgénicas de D. purpurea con el gen vepl

Los callos correspondientes al control positivo que fueron transferidos a medio de cultivo
de multiplicacién de brotes (MMb), aumentaron de tamafo, se engrosaron y adoptaron
una coloracion verde. Estas caracteristicas morfolégicas favorables les permitieron la
formacion de brotes y/o raices. Mientras tanto, no todos los callos procedentes de
explantes transformados con pCAMBIA1301 lograron regenerar plantas. Este resultado
puede estar asociado a la pérdida por contaminacion de material transformado, la
produccion de eventos de modificacibn en menor nimero o en zonas del genoma que
afecten la viabilidad celular, asi como diferencias en los patrones de expresion de los
genes marcadores de seleccién, gobernados por diferentes promotores.

De manera similar a la descrita en el acapite anterior, se observo en callos y plantas
regeneradas, la expresion estable del gen reportero uidA durante el proceso de
multiplicacion de brotes. Este resultado es un indicador de la integracion funcional del
ADN-T en el genoma de las células de D. purpurea inoculadas con el plasmido
pCAMBIA1301 y de las condiciones de transformaciéon (Gelvin y Kim, 2007). En este
sentido, Tiwari y Tuli (2012) sefialan al ensayo histoquimico GUS como un analisis simple
pero eficiente para la identificacién de plantas transgénicas del mani (Arachis hypogaea
L.).

En el caso de los fragmentos de callos originados de discos foliares inoculados con el
plasmido pAthspA2-vepl y transferidos a MMb, se observaron caracteristicas
morfolégicas diferentes. Algunos se mantuvieron oscuros, acuosos Yy fragiles, no
experimentaron proliferacion o engrosamiento apreciable, por lo que no resultaron en
botes. Sin embargo, los restantes se tornaron mas sélidos, compactos, engrosados y de

un verde intenso, asociado a una mayor presencia de clorofilas y a la formacién de brotes
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morfogenéticos. Se obtuvieron 24 plantas regeneradas a partir de 57 callos transferidos a
MMb, lo que representa una eficiencia de regeneracion de un 42,1%. Entre las plantas
regeneradas no transformadas y las transformadas con el vector pAthspA2-vepl no se
observaron diferencias fenotipicas. No obstante, el patrén de crecimiento de las plantas
modificadas genéticamente fue mas lento. De modo similar describen Sales et al. (2007)
sus resultados en la especie D. minor, con la Unica divergencia de que estos autores no
observaron diferencias en los patrones de crecimiento y desarrollo entre las lineas
regeneradas.

Segun Li et al. (2013), la exposicién prolongada a condiciones de seleccién rigurosas
puede dar como resultado un retraso en el crecimiento de las células transformadas
seleccionadas y, en consecuencia, una baja eficiencia de regeneracién de las plantas
modificadas genéticamente. Se ha observado que en sistemas de seleccion en los que se
destruyen células no transformadas, las células senescentes pueden inhibir el suministro
de nutrientes a las células transformadas o excretar compuestos toxicos, afectando
negativamente la capacidad de las células transformadas para proliferar y diferenciarse en
plantas genéticamente modificadas.

A partir de los resultados anteriores, se seleccionaron las plantas regeneradas de mas
rapido crecimiento, para confirmar la presencia por PCR de los transgenes p35S, hpt y
vepl en el genoma de las células vegetales. La amplificacion del gen que confiere
resistencia a higromicina B (hpt), en todas las plantas analizadas por PCR, confirma la
eficiencia del esquema de seleccién propuesto y corrobora la ausencia de escapes
durante este proceso. De igual modo, fue posible confirmar en todas las muestras la
insercion del gen vepl de A. thaliana codificante para una proteina con actividad
progesterona-5B-reductasa, asi como la presencia del promotor largo 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV 35S). La amplificacibn de este dltimo en las lineas
regeneradas de D. purpurea, reafirma la integracion funcional de gran parte del casete de
expresion del gen de interés al genoma vegetal, ya que su expresion esta bajo el control
de este promotor fuerte y constitutivo.

En este sentido, se requieren de andlisis moleculares posteriores que permitan confirmar
la integracion funcional del gen vepl en el genoma de las lineas transformadas. Un factor
importante a analizar en un sistema de transformacion es el nimero de insertos. Por lo
general es deseable la insercion de una sola copia debido a que se minimiza asi la
probabilidad de que el inserto interrumpa alguna secuencia funcional y por tanto afecte la

viabilidad o el desarrollo de la planta. Ademas, el uso de promotores fuertes como CaMV-
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35S y el del gen de la nopalina sintetasa (nos) puede alterar los niveles de expresion de
genes cercanos fisicamente (Vaucheret y Fagard, 2001). Por otra parte, cuando la
integracion de multiples copias se combina con perfiles complejos de integracién puede
ocasionar silenciamiento del transgen (De Buck et al., 2007) y su expresion volverse
inestable (Kutty et al., 2011). Estos aspectos confirman la preferencia por lineas
transformadas con el minimo de transgenes insertados en su genoma (Liu et al., 2012).
Ademas, el nimero de copias del transgén es un parametro importante si tenemos en
cuenta que las agencias regulatorias prefieren plantas transgénicas con una simple
insercion del gen (Chetty et al., 2012).

En consecuencia, la eficiencia de transformacion resultante fue de 19, 2%. Aunque no
existen trabajos comparables en D. purpurea con las mismas condiciones de este
protocolo, estos resultados son muy superiores a los obtenidos en D. minor por Sales et
al. (2003) quienes lograron 22 lineas transgénicas a partir de 178 explantes foliares
inoculados. Ademas, son inferiores a los alcanzados por Pérez-Alonso et al. (2014b) al
regenerar 518 plantas a partir de 75 segmentos foliares inoculados con la cepa
C58C1RIifR (pMP90) de A. tumefaciens. Sin embargo, estos Ultimos investigadores
emplearon un vector binario de menor tamafio, que el utilizado en este trabajo.

Aunque las plantas regeneradas procedentes de explantes transformados con el vector
pAthspA2-vepl, resultaron en su totalidad positivas a la presencia de los transgenes
p35S, hpt y vepl, existe la probabilidad de que se puedan obtener plantas regeneradas
sin la insercion de estos. Como resultado del “efecto protector” de las células
transformadas sobre las no transformadas descrito con anterioridad, es posible que si
proliferan células no transformadas en los callos pueden dar lugar a plantas durante el
proceso de regeneracion. Este riesgo puede ser reducido si se aplica presion selectiva
durante esta etapa. Con el peligro de que una dosis de antibioticos aplicada
exdgenamente podria simular un ataque de patégeno, induciendo de ese modo una
reaccion de defensa e hipermetilacion del ADN, con la consiguiente muerte celular y una
menor capacidad de regeneracion del callo (Schmitt et al., 1997). La eleccion de adicionar
o no higromicina B en las concentraciones recomendadas durante el proceso de
regeneracion, debe considerarse en trabajos posteriores. Hasta el momento, la
concentracion de higromicina B propuesta en este trabajo durante la formacion de callos
es suficiente.

Los sistemas de transformacion eficientes en plantas, son esenciales en el analisis

funcional de genes involucrados en los diferentes mecanismos fisioldgicos, bioquimicos y
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moleculares de las rutas metabdlicas (Pérez-Alonso et al., 2016). Al respecto, Sales et al.
(2007) informaron del empleo del sistema de transformacion descrito en el 2003 para
obtener plantas de D. minor que sobre-expresaban el dominio catalitico de la 3-hidroxi-3-
metilglutaril CoA reductasa (HMGR1S) de A. thaliana. Algunas de las lineas obtenidas
presentaron un mayor contenido de cardendlidos (hasta un 40%) tanto in vitro como en
condiciones de invernadero.

De igual manera, otros sistemas de transformacién en especies de interés farmacolégico
han sido descritos en la literatura. Zhu et al. (2009) establecieron un sistema de
transformacion mediado por A. tumefaciens para Dioscorea zingiberensis Wright a partir
de callos, el cual puede favorecer la introduccion y expresién de genes que incrementen
la produccién de la diosgenina. Este metabolito es un precursor para la sintesis de varias
drogas esteroidales de actividad androgénica, antiinflamatoria y anticonceptiva.

Este constituye el primer informe de la transformacion genética de plantas del género
Digitalis, con un gen involucrado en la biosintesis de cardendlidos. Dada las propiedades
cataliticas de esta enzima, su expresion podria potenciar la produccion de estos
metabolitos secundarios y su cultivo in vitro en paises donde no es posible realizarlo en
condiciones naturales, como Cuba. Ademas, la obtencion de plantas transgénicas de D.
purpurea que expresan el gen vepl de A. thaliana, posibilitard de conjunto con otras
herramientas biotecnolégicas, la potenciacion de la produccién de cardendlidos in vitro de
forma estable y uniforme. De esta manera, podrian sustituirse las importaciones
asociadas a la compra de la digoxina, como medicamento necesario en el Sistema
Nacional de Salud para tratar la insuficiencia cardiaca y otras patologias del corazén.

Con respecto al empleo de organismos transgénicos, la presencia del gen marcador de
seleccién puede ser motivo de preocupacion publica. A pesar de la ausencia de
evidencias cientificas de algun riesgo significativo para la salud humana (Ferradini et al.,
2011). En este sentido, la existencia del sistema de escision sitio especifico Cre/lox
activado por golpe térmico en el vector de transformacion empleado, permitira no solo
obtener plantas transgénicas de D. purpurea con un gen de interés, sino ademas libres de

genes marcadores de seleccion.
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Conclusiones

CONCLUSIONES
1. La seleccion con 15 mg L™ de higromicina B durante el proceso de formacién de
callos procedentes de segmentos foliares de D. purpurea, es mas eficiente que la
realizada con 70 mg L™ de geneticina.

2. Se transformaron segmentos foliares de D. purpurea con el gen vepl de A.

thaliana, via A. tumefaciens.

3. Se obtuvieron plantas transgénicas que contienen el gen vepl de Arabidopsis
thaliana L.
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Recomendaciones

RECOMENDACIONES
Confirmar la integraciéon del gen de interés en el genoma de las plantas
regeneradas de D. purpurea mediante Hibridacién de Southern.
Analizar la expresion del transcripto correspondiente al gen vepl mediante qRT-
PCR.
Cuantificar el contenido de cardendlidos de las plantas transgénicas regeneradas

de D. purpurea, en comparacion con las no transformadas.
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