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RESUMEN

2. Resumen

La soja es un cultivo de gran importancia en el Uruguay, siendo el principal cultivo
agricola desde el afio 2010. La generacién de plantas transgénicas es una herramienta util
para el estudio de dicho cultivo. La bacteria patégena Agrobacterium rhizogenes (A.
rhizogenes) tiene la capacidad de transferir e integrar en el genoma de su hospedero genes
contenidos dentro de su ADN de transferencia (ADN-T), que al expresarse inducen la
formacion de raices (hairy-roots). Debido a que sélo las secuencias borde del ADN-T son
requeridas para que la transferencia ocurra, se puede utilizar un sistema de vectores
binarios para introducir un gen(es) al genoma del hospedero. La transformacion mediada
por A. rhizogenes es un tipo de transformacién transitoria, donde se obtienen plantas
compuestas con la raiz transgénica y la parte aérea silvestre. En los ensayos de
transformaciéon de soja es deseable que el genotipo a transformar comience a generar
raices a los pocos dias de la infeccion, que genere muchas hairy-roots y que tenga una alta
eficiencia de transformacién. En particular, la cinética del proceso de aparicion de las raices,
gue estaria relacionado con la susceptibilidad del genotipo a la transformacién, no ha sido,
hasta el momento, caracterizado en detalle. En este trabajo nos propusimos poner a punto
la técnica de transformacion mediada por A. rhizogenes en el genotipo de referencia para
la técnica (Thorne) y en dos genotipos de importancia agronémica (SO7_6557 y TJS2049).
Para los tres genotipos, se determind la eficiencia de transformacion y se analizé la cinética
de aparicion de hairy-roots. La cepa K599 de A. rhizogenes fue transformada con el vector
pK7GWIWG2D(II),0 que contiene el gen reportero GFP. La infeccion se realizd por medio
de una herida en el hipocotilo de plantulas de 5 dias, sobre la cual se colocé la bacteria.
Entre los dias 8 y 18 post-infeccion se monitored la aparicion de raices con el fin de conocer
la cinética del proceso. Entre los dias 15-18 se cortaron las hairy-roots originadas a partir
del sitio de infeccidon y se identificaron las raices positivas, transformadas, mediante
microscopia. Los resultados mostraron que la cinética del proceso de aparicion de hairy-
roots presenta tres “etapas o fases”, pero no se encontraron diferencias significativas entre
genotipos en las variables analizadas. Por otro lado, tampoco se encontraron diferencias
significativas en la eficiencia de transformacion de los genotipos. Por tanto, no se pudo
establecer una relacion entre las variables evaluadas durante el andlisis de la cinética de

aparicion de raices y las eficiencias de transformacion.
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INTRODUCCION

3. Introduccidén

3.1. Plantas transgénicas

El incremento constante de la poblacion y urbanizacion han tenido como
consecuencia la pérdida de tierras de uso agricola, el aumento en la demanda de recursos
alimentarios y de materias primas. Segun la FAO (2018), para el afio 2050 la poblacion
mundial alcanzara los 9,7 mil millones, un 32% mas que la poblacion mundial en el 2015.
La urbanizacion continuard creciendo, y alrededor de dos tercios de la poblacion mundial
serd urbana. Para alimentar a esta poblacion mas grande y mas urbana se necesitara
aumentar la produccion y optimizar aspectos tecnoldgicos.

El mejoramiento de los cultivos para aumentar la produccion se ha realizado a través
de seleccion por miles de afios previo a la creacion de los transgénicos.
Desafortunadamente, la seleccion y la cruza controlada de ejemplares con caracteristicas
de interés solo ha podido resolver la demanda de manera parcial, por lo que se espera que
la implementacion de herramientas y estrategias moleculares sumada a los métodos
empleados tradicionalmente, permita obtener plantas con una mayor productividad vy
calidad y nuevos productos agricolas (Quiroz-Chavez et al., 2012; Jhansi Rani and Usha,
2013).

Las plantas genéticamente modificadas o transgénicas se generan alterando el
genoma (introduciendo, eliminando o silenciando un gen o grupo de genes de interés)
utilizando la tecnologia de ADN recombinante (Moeller and Wang, 2008). La transferencia
de genes deseados dirigida de un organismo a otro y la posterior integracién estable y
expresion de dichos genes en el genoma se conoce como “transformacion genética”. El gen
o los genes transferidos son conocidos como transgen(es). Estos pueden ser endégenos
modificados o genes foraneos aislado de grupos filogenéticos variados (Keshavareddy et
al., 2018).

El propésito de insertar un gen o una combinacién de genes en una planta es hacerla
lo mas util y productiva posible. Este proceso proporciona ventajas como mejorar la vida
atil, mayor rendimiento, mejor calidad, resistencia a las plagas, resistencia a temperaturas

extremas y a la sequia, entre otras. Ademas, las plantas transgénicas se pueden emplear
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INTRODUCCION

con el fin de que expresen proteinas con fines terapéuticos y farmacéuticos (Cramer et al.,
1999; Beltran, 2005; Jhansi Rani and Usha, 2013).

La generacion de plantas transgénicas es un procedimiento complejo que consta de
varias etapas: primero se suministra ADN exdgeno a la célula huésped; segundo, el ADN
exogeno se integra de manera estable en el genoma de la célula huésped dando como
resultado la expresién adecuada del gen; tercero, se regenera una planta transgénica viable
(Darbani et al., 2008).

A la hora de producir dichas plantas se deben tener en cuenta los siguientes
requisitos: un tejido diana con células competentes para la regeneraciéon de la planta, un
método para introducir ADN exdgeno en esas células con potencial de regeneracion y, un
procedimiento para seleccionar y regenerar plantas transformadas con una frecuencia
satisfactoria. Por otra parte, es deseable que la técnica seleccionada sea simple, implicando
un minimo nimero de manipulaciones, que genere transformantes estables y uniformes (no
guiméricos) para la propagacién vegetativa de especies, y que permita obtener patrones de
integracion simples y bajo nUmero de copias, para minimizar el probabilidad de disrupcion
genética no deseada en sitios de insercion o multicopia asociada al silenciamiento
transgénico (Keshavareddy et al., 2018).

Actualmente existen numerosos métodos de transformacién disponibles,
desarrollados con el fin de transformar satisfactoriamente una amplia variedad de plantas.
Estos métodos se pueden dividir en dos grupos principales: directos e indirectos, de
acuerdo con el mecanismo utilizado para la transferencia del material genético hacia la
célula vegetal. Los métodos directos emplean procedimientos de naturaleza quimica,
fisicoguimica y mecéanica (Rao et al., 2009; Granados and Chaparro-Giraldo, 2012). Los
métodos indirectos se basan en la utilizaciébn de vectores bioldgicos, empleando sus
caracteristicas naturales de patogenicidad en plantas, para la introduccién de los genes de

interés.

3.1.1. Métodos directos

3.1.1.1. Biolistica
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Esta técnica consiste en recubrir microportadores (particulas de oro o tungsteno de
0.5 - 5.0 ym; Sharma et al., 2005) con el ADN de interés mediante precipitacion con cloruro
de calcio y espermidina (Kikkert et al., 2005). Luego, estas particulas son disparadas a
velocidades supersénicas hacia la célula blanco utilizando una pistola génica o equipo de
biolistica. Una vez dentro de la célula, el ADN se eluye de los microportadores. Una fraccién
de las moléculas de ADN podria alcanzar el ntcleo e incorporarse de forma estable en un
cromosoma de la célula huésped. Por otro lado, el ADN puede permanecer extra
cromosOmico en el ndcleo y expresarse en forma transitoria (Kikkert et al., 2005).

La biolistica ha sido utilizada con éxito en una amplia gama de especies vegetales
incluso en algunas recalcitrantes tanto a la transformacién con Agrobacterium como a otros
métodos de transferencia directa (Kikkert et al., 2005; Barampuram and Zhang, 2011). Las
principales ventajas de este sistema es que es independiente de la especie y genotipo y
gue no necesita vectores especializados para introducir el ADN, ya que pueden emplearse
construcciones de plasmidos circulares, lineales, o un cassette de expresion lineal
(Keshavareddy et al., 2018). Asimismo, esta estrategia se ha empleado, junto con la
microinyeccion, para la trasformacion de cloroplastos (Maliga, 2004). La principal
desventaja del método es que da como resultado patrones de integracion complejos con
multiples copias o incluso concatémeros (repeticiones en tAndem del transgen) en los sitios
de integracion, pudiendo generar silenciamiento génico o variacion en la expresion del
transgen (Darbani et al., 2008). Ademas, su uso esta limitado por la capacidad de
regeneracion del tejido que se bombardea y la eficiencia de la integracién estable del ADN
(Stewart et al., 2011).

3.1.1.2. Electroporacion

La electroporacion consiste en aumentar la permeabilidad de las membranas
mediante un aumento significativo de la conductividad eléctrica causado por la aplicacion
de un pulso eléctrico (Krassowska and Filev, 2007). Este pulso provoca la formacion de
poros transitorios en las membranas que permiten el paso de macromoléculas, fuga de
iones, escape de metabolitos y mayor absorcibn de ADN por parte de las células
(Krassowska and Filev, 2007). La electroporacién se lleva a cabo en un dispositivo llamado

electroporador, en el cual las células son tratadas con impulsos eléctricos controlados de
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alto voltaje y pulsos cortos de duracion de microsegundos a milisegundos, utilizando
campos entre los 200 V/cm hasta los 600 V/cm (Granados and Chaparro-Giraldo, 2012). La
absorcion del ADN puede conducir a una expresion estable o transitoria del ADN (Stewart
etal., 2011). El método se aplicé originalmente a protoplastos de plantas monocotiledéneas
y dicotiledéneas y se ha aplicado también a células e incluso tejidos (Stewart et al., 2011).

3.1.1.3. Sonicacioén

Esta técnica, que se basa en el uso de ultrasonido con frecuencias superiores a 20
KHz (Yoon and Park, 2010), esta disefiada para aumentar la permeabilidad de la membrana
plasmatica de forma transitoria, para facilitar la absorcién de ADN y otras macromoléculas.
El mecanismo por el cual ocurre la permeabilizacion de las membranas por la accién de
ultrasonido no se ha dilucidado por completo. Se cree que el mayor efecto de la sonicacion
es debido a la cavitacién acustica (Liu et al., 2006). Existen dos posibilidades que explican
cémo se aumenta la permeabilidad: primero debido al violento colapso de las burbujas de
cavitacion, generando alta presion y ondas de choque a alta temperatura que posiblemente
podrian causar la ruptura localizada de la membrana plasméatica y conducen a la absorcién
de solutos exdgenos seguidos de un restablecimiento de la integridad de la membrana. La
segunda posibilidad se origina en el modelo electromecanico presentado por Zimmermann
et al., (1974) que sugiere la existencia de una presion hidrostatica critica a la cual el
potencial intrinseco de la membrana es suficientemente alto para inducir la ruptura
mecanica de la membrana. Se ha reportado que el ultrasonido media la absorcién de genes

en protoplastos de plantas, células en suspension y tejidos (Liu et al., 2006).

3.1.1.4. Liposomas

Los liposomas son moléculas lipidicas circulares con un interior acuoso capaz de
transportar fragmentos de ADN y ARN. El modo por el cual el ADN ingresa a la célula adn
no esta claro, si bien la fusién se acepta como el medio mas probable de entrega (Gad et
al.,, 1990). Las células diana apropiadas para este tipo de transformaciéon son los

protoplastos por su falta de pared celular (Gad et al., 1990). También se han logrado
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transformar granos de polen y células con heridas en su membrana plasmética (Gad et al.,
1990). La transformacién mediada por liposomas, a pesar de los bajos gastos y pocos
requisitos de equipamiento, esta lejos de ser rutinaria debido a su laboriosidad y baja
eficiencia (Rao et al., 2009).

3.1.1.5. Microinyeccion

La técnica se basa en la introduccion de ADN en el nicleo o en el citoplasma de las
células mediante el uso de una pipeta de inyeccién con capilar de vidrio (Morikawa and
Yamada, 1985). Requiere el uso de micro manipuladores, que constan de un microscopio
Optico y sus accesorios (Granados and Chaparro-Giraldo, 2012). Durante la introduccion
del ADN, las células se inmovilizan en agar de bajo punto de fusién con una pipeta de
retencion y de succion, y posteriormente el ADN se inyecta en el citoplasma o en el nicleo
(Barampuram and Zhang, 2011). En plantas esta técnica ha tenido poco éxito debido a las
gruesas paredes celulares y a la falta de disponibilidad de un sistema de regeneracion de

célula a planta en la mayoria de las especies (Rao et al., 2009).

3.1.2. Métodos indirectos

3.1.2.1. Vectores virales

Esta técnica se basa en la introduccion de un virus con un gen de interés quien, al
entrar a la planta huésped, se replicard y posteriormente la proteina de interés sera
producida en cantidades significativas. Existen dos estrategias empleadas para la
construccion de vectores virales (Gleba et al., 2004, 2007). En la primera, llamada “virus
completo”, el suministro de amplicones se logra infectando al huésped con una particula
viral madura o con una molécula de ADN/ARN que contiene una copia completa del vector
viral (Gleba et al., 2004). Esta estrategia tiene las siguientes desventajas: las inserciones
mayores a 1 Kb generalmente no se pueden expresar, la infeccion progresa a diferentes
velocidades y el vector suele ser inestable por lo que muchos tejidos infectados no expresan
la proteina de interés (Gleba et al.,, 2007). En la segunda estrategia, llamada “virus

deconstruido”, el virus es completamente reconstruido, eliminando o sustituyendo regiones
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virales, manteniendo los elementos virales necesarios para la expresion eficiente, y
remplazando las funciones faltantes utilizando componentes no virales (Gleba et al., 2004,
2007). Las desventajas de este enfoque es que algunas maquinarias resultantes suelen ser
bastante ineficientes, que la capacidad del virus para moverse sistémicamente suele ser
especifica de los tejidos y especies, y que se deteriora facilmente debido a la manipulacion
genética (Gleba et al., 2007). El uso de vectores da como resultado la expresion de
proteinas de forma transitoria, es decir, no forma un rasgo heredable ya que el gen no se
incorpora en el genoma de la planta (Gleba et al., 2007).

3.1.2.2. Género Agrobacterium

El género Agrobacterium es utilizado como mediador para la introduccién de genes
de interés en plantas debido a su capacidad y eficiencia para infectar diversos organismos
vegetales (Hellens et al., 2000; Tzfira et al., 2004). La transformacién mediada por
Agrobacterium marco el inicio de la era modera de la biotecnologia vegetal en 1983, cuando
tres grupos de investigadores obtuvieron plantas transformadas (Vasil, 2008). El género
Agrobacterium fue creado por Conn (1942) quien lo incluyé dentro de la familia
Rhizobiaceae junto con el género Rhizobium (Flores-Félix et al., 2019). En la actualidad, el
género contiene 14 especies, incluyendo las especies Agrobacterium rhizogenes (A.
rhizogenes) causante de la enfermedad de las raices velludas y Agrobacterium tumefaciens
(A. tumefaciens) causante de la enfermedad agalla de la corona (Flores-Félix et al., 2019).

La infeccion por Agrobacterium en una planta es el resultado de un proceso de
evolucién altamente especializado: la transferencia horizontal de genes desde bacterias
hacia plantas (Granados and Chaparro-Giraldo, 2012). Hasta la fecha, la comprension
basica de los mecanismos moleculares de la transformacién genética de plantas por los
miembros del género Agrobacterium se basa en extensos estudios realizados en A.
tumefaciens, si bien se considera que el proceso general de infeccién es similar entre A.
tumefaciens y A. rhizogenes (Veena and Taylor, 2007).

Los componentes genéticos portados por A. tumefaciens requeridos para la
transformacion de plantas incluyen: 1) el ADN de transferencia (ADN-T), que se transfiere
a la célula vegetal, 2) la regién de virulencia (vir) del plasmido inductor de tumores (Ti), 3)

los loci chvA, chvB y pscA, esenciales para el proceso de transferencia y cuya expresion es
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constitutiva en contraste con la region vir (Ziemienowicz, 2014). EI ADN-T se encuentra en
el plasmido Ti, y contiene dos tipos de genes: genes oncogénicos, que codifican enzimas
involucradas en la sintesis de auxinas y citoquininas (que causan la formacion de tumores),
y genes involucrados en la produccién de opinas (Barampuram and Zhang, 2011) (Figura
1). El ADN-T esta flanqueado por dos repeticiones directas de 25 pb, llamadas borde
izquierdo (BIl) y borde derecho (BD), que actian como una sefial de elemento cis para la
transferencia del ADN-T (Zupan et al., 2000) (Figura 1). Los genes vir se encuentran fuera
del ADN-T en el plasmido Ti (Figura 1). Estos genes estan organizados en varios operones
(virA, virB, virC, virD, virE, virF, virG y virH). Los otros operones necesarios para la

transformacioén (chvA, chvB y pscA) son cromosémicos (Ziemienowicz, 2014).

ADN-T

Citoguimina

Plasmido Ti —

A\ / [/ Catabolismo de
\ { / opina

T Invcio de rephcacion

Figura 1. Representacién esquemética del plasmido
Ti. Se indican las secuencias borde, delimitando el
ADN-T y los genes que contiene (en rojo). Las regiones
restantes del pldsmido (en gris) incluyen los genes vir,
los genes para el catabolismo de opina y el inicio de la
replicacién (Adaptado de Heldt and Piechulla, 2011).

El mecanismo de transferencia de genes de A. tumefaciens a las células vegetales
implica varios pasos que incluyen: la colonizacion bacteriana, la induccion del sistema de
virulencia bacteriana, la generacion del complejo de transferencia de ADN-T, la
transferencia del ADN-T y la integracién del ADN-T en el genoma de la planta

(Ziemienowicz, 2014). Antes de iniciarse la transferencia, las bacterias se adhieren a las
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células vegetales dafiadas gracias a la biosintesis de un polisacarido extracelular
denominado polisacéarido unipolar, fibras de celulosa y otros compuestos (Hwang et al.,
2017). El proceso de transferencia del ADN-T se inicia cuando Agrobacterium percibe
ciertos compuestos fendlicos y azlcares provenientes de las células vegetales heridas
(Winans, 1992; Bourret and Silversmith, 2010). Estos compuestos fenélicos sirven como
inductores (o co-inductores) de los genes vir (Gelvin, 2000). Las sustancias fenolicas como
la acetosiringona y compuestos relacionados se perciben a través de la proteina sensorial
VirA, que en coordinaciéon con el transportador de monosacéaridos ChvE, inducen la
autofosforilacion de VirA, que posteriormente activa mediante fosforliacion a la proteina
VirG (Gelvin, 2003; Krenek et al., 2015). Finalmente, la proteina VirG activada actia como
factor de transcripcion induciendo la transcripcion de los genes vir (Krenek et al., 2015). La
expresion de los genes de virulencia conduce a la produccion de un ADN-T monocatenario,
denominado cadena T, que luego se transporta a la célula huésped. Las proteinas VirD1 y
VirD2 tienen un papel esencial en este paso, al reconocer las secuencias Bl y BD del ADN-
T y cortar los extremos de la hebra, gracias a su actividad endonucleasa (Gelvin, 2003).
Este proceso da como resultado la generacion de moléculas de cadena T unidas
covalentemente a VirD2 en el extremo 5' del BD. Luego, la cadena T junto con varias
proteinas vir se exportan al citoplasma de la célula huésped a través del aparato de
exportacion de tipo IV formado por VirD4 y varias proteinas VirB (Hwang et al., 2017). A
este conjunto formado por la cadena T, VirD2 y VirE2 se le conoce como complejo T (Gelvin,
2000). Las proteinas VirD2 y VirE2 contienen secuencias de localizacion nuclear activas en
la planta, las cuales se cree que estan involucradas en la importacion de ADN-T al nucleo
(Hwang et al., 2017); ademas, se sabe que hay varias proteinas vegetales que participan
con VirD2 y VirE2 en este proceso (Krenek et al., 2015). Luego, el complejo T ingresa al
nacleo celular mediante un mecanismo activo mediado por la maquinaria de importacion
nuclear de la célula huésped (Barampuram and Zhang, 2011). Esto facilita la integracién de
la cadena T en el genoma en posiciones aleatorias mediante un proceso de recombinacion
no homdloga (Barampuram and Zhang, 2011).

A. tumefaciens es capaz de transformar numerosas células huésped, entre las que
se incluyen plantas dicotiledéneas y algunas especies de angiospermas monocotiledéneas
y gimnospermas (DeCleene and DelLey, 1976). Este método presenta varias ventajas sobre

otros métodos de transformacién ya que es facil de usar, relativamente econémico y
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generalmente da como resultado un bajo nimero de copias e inserciones de ADN (Travella
et al., 2005; Zhang et al., 2005; Gao et al., 2008). Sin embargo, muchas especies tales
como especies forestales utilizadas para la produccion de madera, papel y pulpa no son
susceptibles a este tipo de transformacion (Gelvin, 2003). Si bien en las Ultimas décadas se
ha avanzado en la tecnologia de cultivo de tejidos y en la comprension del mecanismo de
transferencia, la base molecular y genética para el rango de huéspedes de una cepa de
Agrobacterium dada sigue sin estar clara (Keshavareddy et al., 2018). Ademas, otros
factores tales como el vector plasmidico, composicion del medio de cultivo, dafio tisular,
supresion o eliminacion de la infeccién por Agrobacterium después del co-cultivo, afectan
la transferencia e integracién del ADN-T (Ziemienowicz, 2014).

Para utilizar A. tumefaciens como vector para generar plantas transgénicas, se
emplean cepas desarmadas, es decir, aquellas a las que se les ha eliminado los oncogenes
del ADN-T salvaje. El gen de interés y los marcadores de seleccion pueden introducirse
dentro del ADN-T del plasmido Ti, o colocarlos en un sistema vectores binarios. Debido a
gue el plasmido Ti es grande y generalmente tiene un niumero de copias bajo, resulta dificil
su aislamiento y clonacion (Gelvin, 2003; Hwang et al., 2017). Por este motivo se opta por
utilizar un sistema de vectores binarios, que consiste en introducir dentro de la cepa de
Agrobacterium un vector que contenga el gen de interés y el marcador de seleccion
flaqueado entre las secuencias Bl y BD. Como los genes vir presentes en el plasmido Ti
actdan en trans reconociendo los Bl y BD sin discriminar su naturaleza, no es necesario
gue los genes de interés se encuentren dentro del ADN-T del plasmido bacteriano (Gelvin,
2003; Hwang et al., 2017).

Las estrategias de transformacién mediadas por Agrobacterium se pueden dividir en
aquellas que requieren cultivo in vitro de tejidos y aquellas en las que la transformacion
ocurre en plantas enteras (Keshavareddy et al., 2018). Las primeras se basan en la
seleccién de explantes adecuados, la inoculacién de éstos con Agrobacterium, el co-cultivo
explante-Agrobacterium, la posterior eliminacion de la bacteria, la seleccion de los
explantes transformados y por ultimo la posterior regeneracion a planta completa (Charity
et al., 2005; Hiei and Komari, 2006). La transformacién de plantas enteras es un método
alternativo, que tiene como ventajas una menor mano de obra, un periodo de tiempo mas
corto, menores posibilidades de contaminacion y variacién somaclonal (Hwang et al., 2017;

Keshavareddy et al., 2018). Enfoques como la agroinfiltraciéon (Wroblewski et al., 2005;
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Tague and Mantis, 2006) y la inmersion floral emplean esta estrategia (Clough and Bent,
1998).

3.2. Transformacién mediada por Agrobacterium rhizogenes

A. rhizogenes se identifico por primera vez hace méas de 70 afios como el agente
causante de la enfermedad de la raiz velluda, o también conocida por su sigla en inglés
hairy-root (Hildebrand, 1939). Es una bacteria Gram negativa en forma de bastén, no
esporulada, que puede presentarse individualmente o en pares y que es movil por medio
de uno a seis flagelos peritricos (Ozyigit et al., 2013). Todas las cepas de A. rhizogenes se
caracterizan por la presencia del pldsmido inductor de raices (Ri) (Gelvin, 2003; Veena and
Taylor, 2007), cuyo ADN-T contiene los oncogenes rol, implicados en el inicio y desarrollo
de la enfermedad, y genes esenciales para la biosintesis de opinas (Hansen et al., 1994).
Las hairy-roots son 6rganos completamente funcionales que se caracterizan por un
crecimiento plagiotrépico, un alto grado de ramificacion lateral y una profusién de pelos
radiculares (Balandrin et al.,1985; Flores et al.,1999). Una de las caracteristicas importantes
de las raices inducidas por A. rhizogenes es su capacidad para crecer in vitro en ausencia
de fitohormonas (Rao and Ravishankar, 2002).

El rango de hospederos naturales de A. rhizogenes parece estar restringido a un
numero bajo de especies de plantas como manzana, pepino, tomate o melén. No obstante,
bajo condiciones de laboratorio mas de 450 especies diferentes de plantas pueden ser
susceptibles a la infeccion por A. rhizogenes (Porter and Flores, 1991), incluida una amplia
gama de dicotileddneas y familias de plantas monocotiledéneas (DeCleene and Deley,
1981; Tepfer et al., 1989) y algunas gimnospermas (Diouf et al., 1995; Yibrah et al., 1996).
Distintos tejidos y dérganos vegetales como el hipocétilo, la hoja, el tallo, el peciolo, el
cotiledén, entre otros, han demostrado ser susceptibles a la infeccién y transformacion por
A. rhizogenes, con la produccion resultante de hairy-roots (Mugnier, 1988; Krélicka et al.,
2001; Jualang Azlan et al., 2002). Cabe sefialar que las respuestas varian dependiendo de
la cepa de A. rhizogenes que se utilice (ya que cada una cuenta con un rango de
hospederos), su interaccion con la especie vegetal y el tipo de tejido (Veena and Taylor,
2007; Bahramnejad et al., 2019).
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El mecanismo por el cual se generan las hairy-roots puede dividirse en cuatro pasos:
1) activacion del sistema de virulencia bacteriano, 2) procesamiento del ADN-T, 3)
movimiento del ADN-T desde la bacteria a la célula hospedera, 4) induccién de la formacion
y crecimiento de la raiz (Veena and Taylor, 2007). Se conoce que los primeros tres
mecanismos son muy similares a los de A. tumefaciens debido al alto grado de homologia
entre los pladsmidos Riy Ti (Ozyigit et al., 2013). Sin embargo, el mecanismo por el cual se
forman las hairy-roots no estd completamente dilucidado hasta el momento (Veena and
Taylor, 2007). Diversos estudios han evidenciado que los genes rol presentes en el ADN-T
(Figura 2) son los responsables de los rasgos caracteristicos de las raices transformadas,
como el rapido crecimiento plagiotropico con un aumento de la ramificacion lateral y el
crecimiento independiente de fitohormonas (Bahramnejad et al., 2019). Se presume que los
genes rol alteran las caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas de las plantas al alterar la
percepcion hormonal (Bahramnejad et al., 2019). Algunas cepas contienen ademas en el
ADN-T genes que estan involucrados en la biosintesis de auxina. Se ha propuesto que
estos genes proporcionan las auxinas necesarias para que los genes rol induzcan la
formacion de raices (Cardarelli et al., 1985), y que ademas serian necesarios para extender

el rango de hospedadores de la bacteria (Ozyigit et al., 2013).

ADN-T
14982bp

w
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Figura 2. Componentes del ADN-T de la cepa K599 de A. rhizogenes. Se
indican los oncogenes rolA, rolB, rolC y rolE, marcos de lectura abiertos (orf)
y el gen implicado en la sintesis de cucumopina (cus) (Adaptado de Xiang et
al., 2016).

Al igual que A. tumefaciens, A rhizogenes puede ser empleado como vector
bioldgico para introducir genes exdgenaos en células vegetales. El plasmido Ri se emplea
sin eliminar los oncogenes especificos del ADN-T cuando se quiere inducir las hairy-roots

(Bahramnejad et al., 2019). La introduccién de un vector binario en una cepa de A.

Tesina de Grado, Licenciatura en Bioquimica — Montevideo, Uruguay 2020 16



INTRODUCCION

rhizogenes que porta un plasmido Ri eventualmente conducird a la co-transformacion de la
planta huésped con el ADN-T de ambos vectores, es decir, el ADN-T del plasmido Riy el
ADN-T del vector binario, dando como resultado hairy-roots que pueden o no contener el
transgen (Cho et al., 2000).

Las hairy-roots son una gran herramienta ya que se pueden utilizar para determinar
el patrén de expresion de promotores (Isayenkov et al., 2005), localizacion subcelular de
proteinas (Marjamaa et al., 2006), inducir silenciamiento de genes (Robert et al., 2018),
estudiar interacciones raices-rizobios (Estrada-Navarrete et al., 2006), raices-hongos
(Mugnier, 1988) y nematodos (Morriss et al., 2017). Ademas de sus usos en investigacion,
son empleadas para produccion de metabolitos secundarios (Georgiev et al., 2012) y
fitorremediacion (Guillon et al., 2006).

3.3. Transformacién de soja

La soja [Glycine max (L.) Merrill] es, a nivel mundial, el principal cultivo econémico
de semillas oleaginosas (Manavalan et al., 2009). Este cultivo se emplea para diversos
usos, como alimenticios, nutricionales, industriales y farmacéuticos. Las semillas de soja
contienen aproximadamente 40% de proteina y 20% de aceite en base seca (Manavalan et
al., 2009; Yamada et al., 2011). Ademas, son una fuente de macronutrientes, minerales,
metabolitos secundarios tales como isoflavonas (Sakai and Kogiso, 2008), saponinas, acido
fitico, oligosacéaridos (Liener, 1994) y fitoestrogenos (Ososki and Kennelly, 2003). En
nuestro pais es el principal cultivo agricola desde el afio 2010; su area de cultivo ha crecido
constantemente en los Ultimos afios situandose, actualmente, en mas de un millon de
hectareas (DIEA 2016).

Existen genotipos de soja que, por seleccidn, mejoramiento y/o transformacion
genética, presentan caracteristicas especificas como resistencia a herbicidas, a plagas o
con una respuesta diferencial al déficit hidrico. En particular, en nuestro laboratorio se han
caracterizado genotipos que presentan una respuesta rapida a dicho estrés a los que
llamamos “susceptibles” y genotipos que responden de forma mas lenta cuando se
encuentran en una condicidon de déficit hidrico a los que llamamos “resistentes”. La
diferencia entre los genotipos en la respuesta implica que, frente a una condicién de déficit

hidrico, aquel de respuesta lenta no presenta a nivel metabélico y/o fisiolégico cambios
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fenotipicos evidentes que indiquen una percepcion clara del estrés en las primeras etapas
de imposicién del mismo; por el contrario, aquel de respuesta rdpida presenta, en esa
misma situacion de estrés, cambios que evidencian una respuesta a esa condicion de déficit
hidrico.

Debido a su importancia, durante la Ultima década la soja modificada genéticamente
ha seguido siendo el cultivo biotecnolégico mas comercializado (Jia et al., 2015). A nivel
internacional se han desarrollado bases de datos con una gran disponibilidad de
informacion gendmica y transcriptbmica. Su genoma se encuentra completamente
secuenciado, anotado y disponible en bases de datos tales como: Phytozome, SoyKb y
Soybase (http://[phytozome.org/; http://soykb.org/; http://soybase.org/). Ademas, se han
desarrollado varios recursos entre los que se encuentran una base de datos de secuencias
nucleotidicas expresadas (ESTs, de “expressed sequence tags”), de ADN copia de longitud
completa y de microarreglos de ADN copia (Stacey et al., 2008; Umezawa et al., 2008).
Estos recursos brindan una variedad de oportunidades para el mejoramiento de la soja
mediante distintos enfoques genéticos.

La transformacion genética de la soja ha sido un desafio debido a la variabilidad
genética de los cultivares, a las diferencias en sus respuestas al cultivo in vitro y a
procedimientos de transformacion (Droste et al., 2000). Los métodos que han resultado ser
mas exitosos para la generacion de plantas transformadas de forma estable son el
bombardeo de particulas donde se utilizan embriones soméaticos inducidos a partir de
cotiledones inmaduros y la transformacion mediante A. tumefaciens donde se emplean
mayormente explantes de nodos cotiledonarios de plantulas jovenes y semillas maduras
embebidas (Yamada et al., 2011). Sin embargo, estas técnicas de transformacién requieren
de un intenso trabajo y son demasiado ineficiente para ser utilizadas a gran escala.

Cuando se est4 trabajando en biologia de raiz, ya sea estudiando la funcién de
genes relacionados a ella, con interacciones simbidticas y patogénicas, con absorcion de
nutrientes o transporte de hormonas, se puede hacer uso de la transformacion mediada por
A. rhizogenes (Kereszt et al., 2007). Para este tipo de abordaje se utiliza el "sistema de
plantas compuestas" que fue desarrollado por Hansen et al., (1989) y que consiste en la
obtencion de una planta con la parte aérea salvaje y con las raices transgénicas (Collier et
al., 2005). Una de las ventajas mas importante de esta técnica es la capacidad de generar

informacién a nivel de toda la planta, en comparacion con raices crecidas en cultivos in
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vitro, lo cual permite realizar un andlisis funcional. Las plantas compuestas generadas de
esta manera se pueden trasplantar y cultivar con éxito en el suelo o en hidroponia, segun
se desee. Al eliminar el componente de cultivo de tejidos, que si requiere la transformacion
via A. tumefaciens, el método se simplifica enormemente en cuanto a costos e
infraestructura requerida. Ademas, este sistema reduce significativamente el tiempo
necesario para generar raices genéticamente transformadas de varios meses a pocas
semanas, si se lo compara con la generacion de plantas transgénicas mediada por A.
tumefaciens (Veena and Taylor, 2007).

El método consiste en generar una herida en el nodo cotiledonario y/o en la region
proximal del hipocétilo y, posteriormente, colocar sobre dicha herida alguna cepa
hipervirulenta de A. rhizogenes transformada previamente con la construccion de interés.
En particular, la cepa K599 ha demostrado ser muy efectiva en la generacion de hairy-roots
en soja (Savka et al., 1990). Después de 2-3 semanas de la infeccién, cuando las hairy-
roots se han desarrollado a partir del sitio de infeccion y alcanzado una longitud de 5-10
cm, la raiz principal de la planta se elimina cortando el hipocoétilo justo por debajo del sitio
de infeccion y las plantas compuestas pueden utilizarse para realizar los analisis deseados
(Kereszt et al., 2007). Hay dos aspectos metodoldgicos del proceso antes mencionado que
son muy relevantes si se quiere lograr una alta eficiencia de transformacion. Uno es que las
plantulas a infectar presenten los cotiledones verdes y sin separar y el otro es mantener
durante el periodo de generacion de las hairy-roots niveles altos de humedad (al menos
85%) en el sitio de infeccion (Kereszt et al. 2007).

De todas formas, aun teniendo el protocolo de transformacion optimizado, se ha
visto que la eficiencia de transformacion es muy variable y dependiente de factores
biolégicos tales como el genotipo de soja a transformar (Savka et al., 1990; Cho et al., 2000)
y la virulencia de la cepa de A. rhizogenes empleada (Savka et al., 1990; Ozyigit et al.,
2013), pero también de otros factores como la experiencia del usuario que lleva a cabo el
protocolo. En este sistema, hay tres caracteristicas que son deseables encontrar en el
genotipo a transformar: 1) que la generacién de hairy-roots comience pocos dias después
de la infeccién (que redunda en ensayos mas cortos y menor requerimiento de espacio); 2)
gue genere muchas hairy-roots (que implica la obtencién de mayor cantidad de material
potencialmente transgénico); 3) que presente una alta eficiencia de transformaciéon (que es

lo que finalmente determina la cantidad de material transgénico con el cual realizar los
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estudios posteriores deseados). A pesar de esto, no es comun encontrar genotipos que
cumplan con todas estas caracteristicas (Cao et al., 2009). Ademas, la cinética del proceso
de aparicion de las raices, que podria estar relacionado con la susceptibilidad del genotipo
a la transformacion, no ha sido, hasta el momento, caracterizado en detalle, asi como
tampoco su relacion con la eficiencia de transformacion. Este aspecto fue de especial
interés en este trabajo de tesis ya que se busco conocer dicha cinética y evaluar su posible

relacion con la eficiencia de transformacién en los distintos genotipos ensayados.

Tesina de Grado, Licenciatura en Bioquimica — Montevideo, Uruguay 2020 20



OBJETIVOS

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar la eficiencia de transformacion de genotipos de soja por medio de
Agrobacterium rhizogenes.

4.2. Objetivos especificos

- Poner a punto la técnica de transformacion transitoria en el genotipo de soja de

referencia para esta técnica.

- Obtener plantas transformadas de otros dos genotipos de soja de interés para el

laboratorio.

- Analizar la cinética de aparicion de hairy-roots en los tres genotipos y evaluar su

relacion con la eficiencia de la transformacion.
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5. Materiales y Métodos

5.1. Material vegetal

Se trabajé con dos genotipos de soja con respuesta contrastante a sequia, el SO7-
6557, tolerante, y el TIS049, susceptible (cedidos por Sergio Ceretta-INIA La Estanzuela),
de interés para el laboratorio, y con el genotipo Thorne, que es el modelo para la
transformacion transitoria mediada por A. rhizogenes (McBlain et al., 2003).

5.2. Cepa bacteriana

Se utilizd la cepa hipervirulenta K599 de A. rhizogenes (NCPPB2659), la cual
contiene el plasmido RI 2659 de tipo cucumopina (Xiang et al., 2016) y resistencia a
espectinomicina 30 pg/pL (Sm/SpR). La cepa fue proporcionada por el Dr. German Robert
del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Cérdoba, Argentina.

Esta cepa fue transformada con el vector binario pK7GWIWG2D(1),0 (Figura 3) que
presenta dos marcadores de seleccion: Sm/SpR para la seleccion en bacterias (100 pg/uL
en Agrobacterium y 50 pg/uL en E.coli), y el gen de resistencia a kanamicina (Kan) para la
seleccion en el tejido vegetal y, ademas, contiene como gen reportero a la proteina verde

fluorescente GFP.

LB T355| [attR1 intron T355) RB
— P . P p
. I_:L Kan _ 0 ccdB [CmR el T- P p355 _Edfp W p355[ | ~_Sm/SpR s

attR2 intron | attR1
attR2

PK7GWIWG2D(IT),0
14,884 bp

Figura 3. Esquema del vector pk7GWIWG2D(lI),0. Se indican las regiones comprendidas en el ADN-T y

el gen de resistencia a espectinomicina para la seleccién en bacteria (Sm/SpR). La imagen fue extraida del
Software SnapGene.
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5.3. Transformacién de A. rhizogenes y seleccion de colonias

5.3.1. Transformacion por electroporacion

La transformacion se realizd6 con un electroporador modular (The Gene Pulser
Xcell™, Biorad), usando el programa “Agrobacterium” de dicho equipo. Se partié6 de una
alicuota de 50 pl de células competentes de la cepa K599 de A. rhizogenes a la cual se
adicion6 1 pl de ADN plasmidico (vector pK7GWIWG2D(Il),0) con una concentracién de
142,8 ng/uL. Se coloco la muestra dentro de la cubeta del electroporador (0,1 cm) y se
generd un impulso eléctrico a 2,4 Kvolt, 200 Q y 25 uf. Inmediatamente después se adicion6
200 pL de medio SOC (Tabla 1), y se incubaron las células durante 4 h a 28 °C.
Seguidamente, las células se plaquearon en medio Luria-Bertani (LB)-agar (Tabla 2) con

100 pg/pul Sm/Sp, y se incubaron durante 48 h a 28°C.

Tabla 1. Composicién del medio SOC.

Nutriente Concentracién
Triptona 2%
Extracto de 0,5%
levadura
NacCl 10 mM
KCI 2,5mM
MgCl, 10 mM
MgSO. 10mM
Glucosa 20 mM

Tabla 2. Composicién del medio LB.

Nutriente Concentracién (g/L)
Triptona 10
Extracto de levadura 5
Cloruro de sodio 5

5.3.2. Confirmacion de la presencia del vector binario
Previo a la transformacién de las plantas, se verific la presencia del vector binario

en 10 colonias presuntamente transformadas mediante PCR de colonia empleando los
cebadores para amplificar el gen egfp (Tabla 3). Se utilizé el termociclador Senso Quenst
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modelo Labcycler.

Tabla 3. Oligonucledtidos usados para confirmar le presencia del vector binario en las colonias de A.
rhizogenes. Fwd: cebador sentido; Rev: cebador antisentido.

Nombre Secuencia (5’'— 3’) Tm (°C) | Tamafo del Fragmento
(pb)

eGFP Fwd CTCGATGTTGTGGCGGATCT 60,5
535

eGFP Rev ATTATCCTCGGCCGACATGG 60,5

El mix de PCR empleado se muestra en la Tabla 4 y el programa del termociclador
en la Tabla 5. El molde de la reaccion se prepar6 resuspendiendo una parte de cada colonia
en 20 pL hidréxido de sodio 20 mM durante 10 min a temperatura ambiente. De esta

preparacion se utilizaron 2 pL por reaccion.

Tabla 4. Mix de PCR.

Componentes | Concentracion
Taq Buffer 1X
MgCl, 2 mM
dNTPs 0,12 mM
Tag (Thermo
Scientific; 0,06 U/uL
#EPO041)
Cebador Fwd 0,12 uM
Cebador rev 0,12 uM

Tabla 5. Programa del termociclador.

Fase Temperatura (°C) | Tiempo (seq) Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 94 180 1
Desnaturalizacion 94 40 25
Hibridacion 53 30
Extension 72 40
Extension final 72 120 1

5.3.3. Seleccio6n de la colonia efectiva

Las colonias que contenian la construccion se repicaron en placas LB-agar con 100

pHg/uL Sm/Sp y se incubaron durante 24 h a 28 °C. El césped de células obtenido se colectd
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en un microtubo y se resuspendio en 50 pL de agua ultra pura estéril hasta formar una
“‘pasta” homogénea.

Se utilizaron 6 cotiledones por colonia para seleccionar la colonia efectiva. Los
cotiledones se obtuvieron de plantulas de 5 dias del genotipo Thorne (Figura 4: a). Estos
fueron colocados sobre una placa de Petri y se esterilizaron superficialmente con etanol
70% con la finalidad de bajar la carga microbiana que pudieran tener (Figura 4: b). Luego,
con una jeringa de 1 mL se pincharon los cotiledones en la cara abaxial (Figura 4: ¢) y se
coloco “pasta” bacteriana sobre las heridas (Figura 4: d). Por ultimo, los cotiledones se
colocaron en placas de Petri con agar/agua al 0,8% con el lado abaxial hacia arriba (Figura
4: e) y se colocaron en camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16/8 h (luz/oscuridad),
con 25/18 °C (dia/noche) y una radiacion de 800 umol de fotones-m2-seg™. El experimento
se monitore6 cada 5 dias, observando la aparicion de callos y raices, hasta el dia 15. La
colonia seleccionada fue la que mas hairy roots generd. A partir de ella se obtuvieron
gliceroles que se almacenaron en alicuotas de 100 pL a -80 °C hasta su uso.

Figura 4. Etapas del proceso de transformacién de cotiledones
para la seleccion de la colonia efectiva. Se muestran las distintas
etapas del proceso de transformacién. a) Escision del cotiledon con
una pinza previamente esterilizada. b) Esterilizacion superficial con
etanol 70%. c) Generacion de heridas mediante pinchazos en la cara
abaxial del cotileddn. d) Colocacién de la pasta bacteriana sobre las
heridas. €) Los seis cotiledones empleados por colonia colocados en
placas con medio agar-agua al 0,8%.
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5.4. Transformacién de soja mediada por A. rhizogenes

Se siguid la metodologia descripta en Kereszt et al., 2007 con algunas modificaciones en
cuanto al cultivo de la bacteria y al crecimiento de las plantas, que se detallan en las
secciones 5.4.2. y 5.4.3., respectivamente.

5.4.1. Disefio experimental y andlisis estadistico

El experimento se realizé en tres ensayos. Cada ensayo es considerado un
ambiente. En cada uno de estos ambientes se evaluaron los siguientes genotipos de soja:
Thorne, SO7-6557, TIS2049 bajo un disefio completamente al azar con 10 repeticiones por
genotipo. En cada ensayo se sembraron 48 semillas por genotipo en bandejas de 31x15x10
cm utilizando como sustrato vermiculita. Las bandejas se colocaron en la camara de
crecimiento antes mencionada (5.3.2.) con un fotoperiodo de 16/8 h (luz/oscuridad) y
30/20 °C (dia/noche). Las plantas se regaron con solucién nutritiva B&D (Broughton y
Dilworth, 1971; Tabla 6). Pasados 5 dias desde la siembra se eligieron 10 plantulas para
ser infectadas. Estas plantulas infectadas se trasplantaron a macetas de 355 mL (unidad

experimental).

Tabla 6. Composicion de la solucién nutritiva B&D.

Nutriente Concentraciéon (mg/L)
CaCl2-2H20 147,05
KH2P04 68,05
Fe-Citrato 6,63
MgSO4-7H20 61,65
K2S0O4 43,50
MnS0O4.H20 0,17
HsBOs 0,12
ZnS04.7H20 0,14
CuS04.5H,0 0,05
CoCl,.6H20 0,03
Na;MoO4 0,03

El pH se ajust6 a 6,5-6,7 con KOH 2M.
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Para el analisis estadistico se utiliz6 el siguiente modelo lineal general: yjj=u+ai+g;;
donde y; es la variable medida, y es la media general, a; es el efecto del i-ésimo
genotipo y ¢ es el error experimental con N~(0,0°). Para saber si hubo diferencias
significativas entre los genotipos se compararon las medias mediante un analisis de la
varianza (ANAVA) y LSD Fisher en cada ensayo. En todos los casos las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas con valores de p < 0,05.

5.4.2. Cultivo de A. rhizogenes

Para la infeccion de las plantas de cada ensayo, se emple6 una alicuota del glicerol
de la colonia efectiva para cada genotipo. Cada alicuota fue plaqueada en LB/agar con 100
pg/pl Sm/Sp y 200 pg/ul acetociringona, y se incubé durante 48 h a 28 °C. El césped de
células obtenido se colecté en un microtubo y se resuspendio en 100 pL de agua ultra pura
estéril hasta formar una “pasta” homogénea.

Al mismo tiempo se crecid un cultivo de la misma cepa (K599) sin el vector binario
(no transformada) en medio LB-agar con 30 pg/pL Sm/Sp y 200 pg/ul acetociringona
durante 48 h a 28 °C. De igual forma que para el cultivo de la colonia efectiva, éste se
colect6 y se resuspendié en agua destilada ultra pura estéril. Este cultivo fue utilizado para

realizar los controles negativos de la transformacion.

5.4.3. Infeccidn de las plantulas, aparicion y crecimiento de hairy roots

Las 10 plantas que se seleccionaron por cada genotipo y en cada ensayo
presentaban similares caracteristicas y se encontraban en condiciones éptimas para la
transformacion (cotiledones verdes y sin separar) (Figura 5: A). A cada plantula, se le cortd
un pequefio segmento (1 cm de largo x 3 mm de profundidad, aproximadamente) del
hipocétilo proximal con una hoja de bisturi (Figura 5: B) y se pinchd la herida con una jeringa
de 1 mL conteniendo el cultivo de la colonia efectiva (5.3.3.) (Figura 5: C). Luego, las
plantulas se colocaron individualmente en vasos de telgopor de 355 mL de volumen
conteniendo vermiculita previamente humedecida, teniendo la precaucion de que la herida
guedara bien cubierta (Figura 5: D). Los vasos se colocaron en cdmara de crecimiento con
las condiciones antes mencionadas (5.3.2.) (Figura 5: E). En la Figura 5: H se muestra una

planta infectadas, pero no transformada.
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Entre los dias 8 y 17 post-infeccion, se cuantifico la aparicion de raices con el fin de
conocer la cinética del proceso en los tres genotipos evaluados (Figura 5: F). Entre los dias
15-18 se cortaron las hairy-roots originadas a partir del sitio de infeccion (Figura 5: G) y se
identificaron las raices positivas, transformadas, mediante la expresién de GFP en un
microscopio de epifluorescencia.

Para los controles negativos se transformaron 2 plantulas del genotipo TJS2049, 2
plantulas del genotipo S07-6557 y 5 plantulas del genotipo Thorne para cada bloque de
forma idéntica al resto del ensayo, pero infectandolas con la cepa K599 vacia, sin
transformar. Entre los dias 20 y 25 post-infeccién se cort6 la raiz principal de las plantas
transformadas.

Para todas las plantas, las hairy-roots que emergieron a partir del sitio de infeccion
fueron cortadas y lavadas 3 veces con agua ultra pura estéril durante 15 seg; seguidamente,
se incubaron 2 veces con 5 mg/mL cefotaxima durante 40 min y después nuevamente se
realizaron 3 lavados de con agua ultra pura estéril durante 15 segundos. La finalidad de los
lavados con cefotaxima es la eliminacion del Agrobacterium que pueda quedar adherido a
las raices. Al finalizar los lavados, las muestras fueron maceradas en nitrégeno liquido y

posteriormente almacenadas a -80°C hasta su uso.

,\/\/‘4\
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Figura 5: Etapas del proceso de transformacion de soja. Se observan las distintas etapas, desde la
germinacion de las semillas hasta el dia de observacion de las hairy-roots. A) Plantulas de 5 dias de edad. B)
Sitio de infeccién en el hipocdtilo. C) Infeccién de plantulas con la cepa K599 de A. rhizogenes transformada
con el vector pK7TGWIWG2D(II),0. D) Plantula post-infeccion. E) Plantas después de la infeccion en camara
de crecimiento con temperatura controlada (25/18 °C dia/noche, respectivamente). F) Observacion de la
aparicion de hairy roots desde el dia 8 al 18 post-infeccion. G) Planta el dia de corte y observacion de las hairy
roots en microscopio. H) Planta no transformada.

Tesina de Grado, Licenciatura en Bioquimica — Montevideo, Uruguay 2020 28



MATERIALES Y METODOS

5.4.4. Identificacidon de raices transgénicas

Con el fin de identificar las raices transgénicas, se cortaron todas las hairy-roots
(enteras) generadas a partir del sitio de infeccion. La identificacion se bas6 en la
observacién macroscépica de fluorescencia cuando las raices eran excitadas con la luz UV
del microscopio de epifluoresencia (ZEISS-AXIO Imager M2), aplicando filtros de excitacion
entre 450-490 nmy emisién a 515 nm. Una vez observada la fluorescencia, las raices fueron

separadas en pools llamados “positivo o transgénico”, “negativo” e “intermedio”, de acuerdo

con el nivel de emisién que presentaban.

5.4.5. Cuantificacion de la eficiencia de transformacién

Para evaluar nuestros resultados en cuanto a la eficiencia del proceso, se calcularon
para cada genotipo y ensayo, dos pardmetros: la “frecuencia de transformacion” que se
define como el nimero de plantas que presentaron al menos una raiz transgénica sobre la
cantidad de plantas totales, y la “eficiencia de transformacién por ensayo”, que se calcula
haciendo el promedio de la eficiencia de transformacion por planta definida como el nUmero
de raices transgénicas sobre el total de raices. Ambos parametros se expresan en

porcentaje.

namero de plantas transgénicas

Frecuencia de transformacion (%) = - * 100
numero de pantas totales

o N namero de raices transgénicas
Eficiencia de transformacién por planta (%) = - ~ * 100
numero total de raices

5.5. Extraccion de ADN genémico de las hairy-roots

Se realiz6 la extraccién del ADN gendémico de los pools de hairy-roots obtenidos en
la seccion 5.4.5. para cada genotipo y en cada ensayo con la finalidad de confirmar por
PCR la presencia de los genes rolB y egfp, y la ausencia del gen virD en las hairy-roots

positivas. Se siguid el protocolo que se indica a continuacion:
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1)

2)
3)
4)
5)
6)

7)

8)

9)

Se colocé aproximadamente 100 mg de la muestra en un microtubo de 1,5 mL. En
campana de gases se adicion6 a cada tubo 0,7 mL de 2X CTAB (CTAB 2% (w/v);
NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM) con 7 yL 3-mercaptoetanol.

Se mantuvieron las muestras en hielo 5 min.

Se macerd cada muestra con una via de plastico durante 3-5 min.

Se incubaron las muestras en un bafio de agua a 65 °C durante 30 min con ocasional
inversion.

Se dejaron enfriar las muestras a temperatura ambiente.

En campana de gases, se agregé a cada muestra 600 puL de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1) invirtiendo los tubos 5-6 veces. Luego se centrifugd durante 10 min
a 10000 rpm.

En campana de gases, se transfirié la fase acuosa (500 pL) a microtubos nuevos.
Seguidamente se precipité el ADN con igual volumen de isopropanol y se mezclé.
Se mantuvieron los tubos a -20°C durante 90 min.

Se centrifugaron las muestras durante 15 min a 13000 rpm, descartandose
posteriormente el sobrenadante.

Se lavo el ADN precipitado con 1 ml de etanol al 70%, y se centrifugd durante 15

min a 13000 rpm. Se descarto el etanol.

10) Se sect el pellet durante 20-40 min en un SpeedVac (Savant DNA 120, Thermo

Scientific).

11) Se resuspendio el pellet en 30 pL de agua ultra pura estéril.

5.6. Amplificacién por PCR de los genes rolB, virD, egfp

Para la re-confirmacién del material transgénico se realiz6 la amplificacion mediante

PCR de los genes rolB, virD, egfp, empleando los cebadores de las Tablas 3y 7, y utilizando

el ADN extraido en la seccién 5.5.. El equipo empleado fue el termociclador Senso Quenst,

modelo Labcycler. El mix utilizado se muestra en la Tabla 8 y el programa del termociclador

se muestra en la Tabla 9.
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Tabla 7. Oligonucledtidos usados para re-confirmar el material transgénico. Fwd: cebador
sentido; Rev: cebador antisentido.

Nombre Secuencia (5'—3’) Tm (°C) Tamaiio del
Fragmento (pb)

virD Fwd | TCCGACAGCATGGCCATAAG 60,5
virD Rev | CGGACAAAATGGAACGGAGC | 60,5 247

rolB Fwd | TCACGCCAGCATTTTTGGTG 58.4
rolB Rev | GAGATGGTCCGTGCTCACAA | 605 238

Tabla 8. Mix de PCR empleado para re-confirmar
el material transaénico.

Componentes Concentracion
Taqg Buffer 1X
MgCl, 2 mM
dNTPs 0,12 mM
Taq (Thermo
Scientific; 0,06U/uL
#EP041)
Cebador Fwd 0,12 uM
Cebador rev 0,12 uM
Molde 40 ng

Tabla 9. Programa del termociclador empleado parare-confirmar el material transgénico.

Fase Temperatura (°C) | Tiempo (seg) | Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 94 180 1
Desnaturalizacion 94 40 25
Hibridacion - 30
Extension 72 40
Extension final 72 180 1

5.7. Electroforesis de los productos de PCR en gel de agarosa

El ADN se analiz6 mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% para
los productos de la seccién 5.3.2. y de 1,2% para los productos de la seccién 5.6.. El tamp6n
para los geles y la electroforesis fue TAE 1X (0,04 M Tris-acetato, 0,001 M EDTA). En los
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geles se agreg6 SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen) en la cantidad indicada por el
fabricante. Las muestras se mezclaron con el volumen del buffer de carga Orange G 6X (10
mg/mL Orange G, 40% glicerol), necesario para obtener una concentracion final 1X. Como
marcador de peso molecular se utilizé6 1 Kb Ladder plus y 100 bp Ladder (Fermentas). Las
electroforesis se realizaron a 90 V y el ADN se visualizé en un transiluminador con luz UV
(Dynalight Dual intensity UV transilluminator), registrando y almacenandose las imagenes
(Kodak Gel Logic 100, Imagine System).

5.8. Andlisis Western blot

5.8.1. Extraccion y cuantificacién de proteinas totales

Se maceraron 100 mg de raices previamente molidas con nitrégeno liquido (seccion
5.4.5.) con 500 uL de buffer de extracciéon (0.1 M tampon fosfato potasico pH 7.0; 1 mM
EDTA,; 0.2% acido ascorbico; 0.1% triton x100; 15% glicerol; 1% polivinilpirrolidona (PVP);
1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF); 0.36 uM B-mercaptoetanol). Se centrifugé el
homogenado a 15000g durante 15 min a 4 °C y se recogid el sobrenadante. La

cuantificacién de proteinas se realizé segun Bradford, 1976.

5.8.2. SDS-PAGE

La electroforesis de proteinas totales en condiciones desnaturalizantes se realizé en
geles de poliacrilamida-SDS. Para la preparacién del gel y el tampdn se sigui6 el protocolo
propuesto por Sambrook y Russel, 2000. La concentracién de poliacrilamida utilizada para
los geles concentrador y separador fue 5% y 12%, respectivamente. El tampdn de corrida
utilizado fue 25 mM Tris pH 8.3, 0.9 M glicina 'y 1% SDS.

Los extractos obtenidos segun 5.8.1. se mezclaron con tampon de carga (0.192 M
Tris-HClI pH 6.8; 0.002% (p/v) Azul de bromofenol; 2% (p/v) SDS; 5% (v/v) B-
mercaptoetanol; 10% (v/v) glicerol) en una relacion 5:1 y se calentaron durante 10 min a 90
°C. Se carg6 10 ug de proteina por pocillo. La electroforesis se realizé en una cuba Bio-
Rad® (MiniProtean® lIl), la cual se inici6 a 80 V hasta que la muestra ingresara al gel

separador y luego se continué a 100 V hasta el final de la corrida.
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5.8.3. Transferencia de proteinas a membrana

Una vez finalizada la electroforesis, los geles se equilibraron durante 10 min en
tampon de transferencia (25 mM tris, 192 mM glicina pH 8.3, 20% metanol). Previamente,
se saturaron en el mismo tampoén las membranas de PVDF (fluoruro de polivinilideno),
cortadas 0,5 cm mas grande que el gel, y las hojas de papel Whatman 1, cortadas del
mismo tamafo que las esponjas y rejillas del dispositivo de electrotransferencia, que se
mont6 segln las instrucciones del fabricante (Bio-Rad®). La electrotransferencia se realiz6
a 31 mA durante 1 h. La membrana se tifié en una soluciéon 0.5% (p/v) de rojo ponceau

(Sigma) y 1% (v/v) &cido acético para comprobar la correcta transferencia de las proteinas.

5.8.4. Inmunodeteccion de GFP

Para la inmunodeteccion de GFP se utilizaron anticuerpos policlonales fabricados
en conejo. Las membranas se incubaron en TBS (20 mM Tris-HCI pH 7.5 y 0,5 M NaCl) en
agitacion a 30 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. Como solucion de bloqueo se
utilizé leche en polvo libre de grasa 5% en TBS-T (TBS-Tween 20 al 0.1%). Las membranas
se incubaron en agitacion a 30 rpm durante 1 h a temperatura ambiente con la solucion de
bloqueo vy, posteriormente, se lavaron 3 veces con TBS-T durante 10 min cada vez. A
continuacion, se incubaron durante 1 h en agitacién a 30 rpm a temperatura ambiente con
la solucién del anticuerpo primario anti-GFP (dilucién 1:400; G-1544-Sigma-Aldrich®). Las
membranas se lavaron 3 veces con TBS-T durante 10 min cada vez y luego se incubaron
durante 1 h en agitacion a 30 rpm a temperatura ambiente con la solucién del anticuerpo
secundario anti-IlgG de conejo generado en cabra conjugado con HRP (dilucién 1:10000;
Agrisera®-#AS09602). Las membranas se lavaron 3 veces con TBS-T durante 10 min cada
vez y se procedio a su revelado con el kit ECL (Bio-Rad®) o con el kit Super Signal (Thermo
Fisher®) segun las indicaciones de los fabricantes y segun el requerimiento. Por ultimo,
luego de 1 min de incubacién se removié el liquido sobrante de las membranas y se

revelaron en el visualizador C-Digit® (LI-COR).
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5.9. Herramientas informaticas

Las secuencias de los genes rolB y virD empleadas para el disefio de los cebadores
se obtuvieron en la web del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldogica (NCBI)
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/).

La secuencia de ADN para el disefio de los cebadores para el gen egfp se obtuvo
en el sitio web Gateway Vectors (https://gatewayvectors.vib.be/).

Para el disefio de cebadores de los genes rolB y virD se utiliz6 el programa online
Primer designing Tool del NCBI (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/).

El disefio de cebadores del gen egfp se realizdé en el programa online Pirmer3Plus
(https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi).

El andlisis estadistico se realiz6 en el programa el InfoStat® version 2019 (Universidad
Nacional de Cordoba, Argentina)

(https:/www.infostat.com.ar/index.php?mod=page&id=46)
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RESULTADOS

6. Resultados

6.1. Agrobacterium rhizogenes
6.1.1. Verificacion de la presencia del vector binario

Antes de proceder con la transformacién de las plantas, se verificé la presencia del
vector pK7GWIWG2D (II),0 en colonias de la cepa K599 presuntamente transformadas.
Esta verificacion se baso6 en la amplificacion del gen egfp mediante la técnica de PCR de
colonia.

En la Figura 6 se muestran los productos de PCR obtenidos para 10 colonias
seleccionadas al azar. Todas mostraron una banda por encima de los 500 pb, al igual que
el control positivo (dilucion 1:100 del vector pK7GWIWG2D (l1),0), correspondiendo al
producto esperado de 535 pb. Por otro lado, en el control negativo (reaccién de PCR donde
se sustituy6 el vector por agua) no se obtuvo ninguna banda, por lo cual, confirmamos que
los productos obtenidos son especificos.
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Figura 6. Confirmacion de la presencia del vector binario pK7GWIWG2D (11),0
en colonias de la cepa K599 de A. rhizogenes. Gel de agarosa al 1% en el cual
se observan los productos de PCR para 10 colonias (1-10). Como control positivo
(C+) se utilizé6 una diluciéon 1:100 del vector pK7GWIWG2D (lI1),0. El control
negativo (C-) consistio en una reaccion de PCR sustituyendo el vector por agua.
MPM (pb): marcador de peso molecular.
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6.1.2. Seleccién de la colonia efectiva

Durante este trabajo de tesis observamos que la capacidad de infeccion de distintas
colonias de la cepa K599 de A. rhizogenes transformadas con la construccion
pK7GWIWG2D (Il),0 era muy variable. Por esto, previo a la realizacién de los ensayos de
transformacioén de plantulas de soja, chequeamos la capacidad de formacién de hairy-roots
de 10 colonias luego de realizar la transformacion de las bacterias. La evaluacion de la
capacidad de infeccién y generacion de hairy-roots se realiz6 mediante la infeccién ex-vitro
de cotiledones. El uso de cotiledones como explantes para la regeneracion de plantas se
emplea hace mas de 3 décadas (Wright et al., 1986) y también son comunmente usados
para transformar plantas (Hienchee et al., 1988; Paz et al., 2006). En el caso de la infeccion
de los mismos con A. rhizogenes, el método se emplea para obtener rapidamente material
transgénico (raices) (Chen et al., 2018) o, como en este caso, para chequear la virulencia
de las colonias. La transformacion de las 10 colonias evaluadas fue confirmada en la
seccion 6.1.1. Se utilizaron 6 cotiledones de plantulas de 5 dias por colonia evaluada.

Con la finalidad de presentar de forma resumida el proceso de evaluacion de
colonias que se realizé, en la Figura 7 se presenta la evolucién en 3 puntos (5, 10 y 15 dpi)
del proceso de transformacion de los cotiledones infectados en 3 de las 10 colonias
evaluadas (colonia 2, 3 y 8), que son representativas del conjunto. Se puede observar que
a 5 dpi aun no han aparecido raices en ninguno de los cotiledones para ninguna de las
colonias (Figura 7: A, Dy G). A 10 dpi solo 1 cotileddn de la colonia 3 presentd una raiz
(Figura 7: E), y 1 cotiledén de la colonia 8 presenté 3 raices (Figura 7: H). En este mismo
punto, ningun cotiledon infectado con la colonia 2 presento raices (Figura 7: B). A 15 dpi, el
altimo punto de observacion del proceso, 2 de los 6 cotiledones infectados con la colonia 3
presentaban 1 raiz (Figura 7: F) y 3 de los 6 cotiledones infectados con la colonia 8
presentaban multiples raices (Figura 7: 1). En cuanto a la colonia 2, todos los cotiledones
continuaron sin tener raices (Figura 7: C). A partir de este andlisis queda claro que la colonia
gue mayor namero de raices genero, es decir, la mas virulenta, fue la colonia 8 (Figura 7:

G-l) y por tanto fue la seleccionada para los ensayos de infeccion de plantulas de soja.

Tesina de Grado, Licenciatura en Bioquimica — Montevideo, Uruguay 2020 36



RESULTADOS

Colonia 2

Colonia 3

Colonia 8

Figura 7. Resumen del proceso de transformacion de cotiledones para la seleccion de la colonia
efectiva. Se muestra el proceso para las colonias 2, 3y 8 a los 5, 10 y 15 dias post-infeccion (dpi). Las
flechas en color amarillo indican pequefias raices.

Se optd por observar el proceso de infeccidon entre los 5y 15 dpi ya que este periodo
de tiempo es suficiente para identificar la colonia efectiva. Sin embargo, es relevante aclarar
gue el niumero de raices sigue aumentando hasta aproximadamente 35 dpi; a partir de este
punto ya no se obtienen nuevas raices.

6.2. Soja

6.2.1. Cinética del proceso de aparicién de hairy-roots

Como se menciono previamente, en este trabajo analizamos la cinética del proceso

de emergencia de hairy-roots a partir del sitio de infeccion con el fin de evaluar si ésta esta
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relacionada con la susceptibilidad del genotipo a la transformacion, es decir, a la eficiencia
del proceso. En este sentido, se cuantifico la emergencia de las hairy-roots durante el
periodo de tiempo comprendido entre 8 y 15-18 dpi en los 3 genotipos ensayados (Thorne,
SO7_6557 y TJS2049). El periodo de tiempo seleccionado se debié a que antes de los 8
dpi en ningln caso observamos emergencia de raices, y el punto final, de 15-18 dpi, nos
permiti6 obtener raices de una longitud adecuada para ser escindidas del sitio de
emergencia y posteriormente observadas en el microscopio.

Segun puede observarse en la Figura 8, hay variacion en el punto final (dia de corte
y observacion en el microscopio) entre los distintos ensayos y genotipos. Si bien para el
genotipo Thorne el punto final fue 17 dpi en los 3 ensayos (Figura 8: A, B y C) para los
genotipos SO7_6557 y TJS2049 el punto final del tercer ensayo (Figura 8: F, 1) varié
respecto al primer y segundo ensayo, de 18 dpi y 15 dpi, respectivamente (Figura 8: D, E,
G, H), a 17 dpi, con la finalidad de uniformizar para los 3 genotipos en el Gltimo ensayo el
dia final de observacion y corte de raices.

En el ensayo 1 de Thorne (Figura 8: A), las hairy-roots comenzaron a emerger a 9
dpi. A 12 dpi, salvo 1 planta, todas las restantes tenian al menos 1 raiz. A tiempo final, se
observé que el numero de raices por planta fue muy variable (entre 11 y 35). En este caso
se descartaron 2 plantas, una que no generd raices y otra que presentd errores en la
cuantificacién. En el ensayo 2 de Thorne (Figura 8: B), las hairy-roots comenzaron a
emerger a 10 dpi. A 13 dpi la mayoria de las plantas presentaban raices. A tiempo final, de
forma similar a lo ocurrido en el ensayo 1, el nUmero de raices por planta fue muy variable
(entre 4 y 38). En este caso se descart6 1 planta que no generé raices. En el ensayo 3 de
Thorne (Figura 8: C), las hairy-roots comenzaron a emerger a 9 dpi. A 14 dpi todas las

plantas tenian al menos 1 raiz. A tiempo final, salvo 1 planta, las restantes tenian entre 3 y
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30 raices, un rango mas acotado que en los ensayos 1 y 2. En este caso se descartd 1

planta por presentar errores en la cuantificacion.
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Figura 8. Cinética de aparicion de hairy-roots para los genotipos Thorne, SO7_6557 y TJS2049 en los
ensayos 1, 2 y 3. El periodo en el que se cuantificd el proceso fue entre 8 y 15-18 dpi, dependiendo del
genotipo y ensayo.

Es de remarcar que en el ensayo 3 en general (Figura 8: C, F, I), para los 3
genotipos, se observé un retraso en el dia de emergencia de raices, un menor niamero de
raices por planta, asi como una menor variacion de esta variable entre las distintas plantas

si se lo compara con los 2 ensayos anteriores. Esto podria deberse a las condiciones de la
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camara de cultivo al momento del ensayo o a alguna particularidad del cultivo bacteriano
empleado para transformar las plantas de este ensayo.

En el ensayo 1 de SO7_6557 (Figura 8: D), las hairy-roots comenzaron a emerger
a 11 dpi. A 15 dpi casi la totalidad de las plantas presentaban raices. A tiempo final, el
namero de raices totales se encontré nuevamente dentro de un rango muy disperso (entre
4 y 31). En este caso se descartaron 2 plantas que no generaron raices. Es importante
mencionar que en el ensayo 2 hubo problemas con la temperatura de la camara de
crecimiento donde germinaron las semillas, lo que provocé que las plantulas de los
genotipos SO7_6557 y TJS2049 (no asi las de Thorne) usadas para la transformaciéon no
estuvieran en las condiciones Optimas (con cotiledones verdes y cerrados, y uniformes)
para la transformacién. Esto provoc6 que pocos dias después de ser infectadas, muchas
de estas plantulas murieran. Este es el motivo de por qué en este ensayo presentamos
datos solo de 4 plantas del genotipo SO7_6557 (Figura 8: E) y de 2 plantas para el genotipo
TJS2049 (Figura 8: H). Para el genotipo SO7_6557 (Figura 8: E), todas las plantas
presentaban al menos 1 raiz a 12 dpi. A tiempo final, el rango de nimero de raices por
planta se situ6 entre 4 a 21. En el ensayo 3 de SO7_6557 (Figura 8: F), las raices
comenzaron a emerger a 11 dpi, y a 15 dpi todas las plantas presentaban al menos 1 raiz.
A tiempo final, el rango de nimero de raices por planta fue de 6 a 10. En este caso se
descartaron 4 plantas que no generaron raices, y 2 que presentaron un comportamiento
atipico.

En el ensayo 1 de TJS2049 (Figura 8: G), las hairy-roots comenzaron a emerger a
10 dpi. A 12 dpi todas las plantas presentaban raices. A tiempo final, el rango de nimero
de raices por planta obtenido fue muy disperso situdndose entre 9 y 41. En este caso se
descartaron 2 plantas, 1 que no gener6 raices y otra que presentdé un comportamiento
atipico. En el ensayo 2 de TJS2049 (Figura 8: H), las 2 plantas que pudieron ser
cuantificadas presentaban raices a 10 dpi, y a tiempo final una de ellas presentaba 10 raices
y la otra 15. En el ensayo 3 de este mismo genotipo (Figura 8: 1), las hairy-roots comenzaron
a emerger a 10 dpi. A 13 dpi la mayoria de las plantulas presentaban al menos 1 raiz. A
tiempo final, el nGmero de raices por planta fue de entre 8y 29. En este caso, se descartaron

2 plantas que no generaron raices, y 1 por tener errores en la cuantificacion.
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A modo de resumen de lo antes mencionado, en la Tabla 10 se muestra el rango de
namero de raices obtenido a tiempo final (dia de corte y observacion) para cada genotipo y
en cada ensayo.

Tabla 10. Rango de nimero de raices para los genotipos
Thorne, SO7_6557 y TIS2049 en los ensayos 1,2y 3.

. Rango de numero de
Genotipo Ensayo 9 raices
Thorne 1 11-35
SO7_6557 1 4-31
TJS2049 1 9-41
Thorne 2 4-38
SO7_6557 2 4-21
TJS2049 2 10-15
Thorne 3 3-30
SO7_6557 3 6-10
TJS2049 3 8-29

Como se mencion6 anteriormente, una caracteristica deseable de encontrar en un
genotipo en proceso de transformacion es que las raices comiencen a emerger a los pocos
dias de haber realizado la infeccion (Cao et al., 2009). En la Tabla 11 se muestra el dia de
aparicion de hairy-roots después de la infeccion bacteriana (DAI, por su hombre en inglés
Days of hairy-roots emergence after bacterial infection), con su respectivo desvio estandar
para cada genotipo y ensayo. A excepcion del genotipo SO7_6557 en el ensayo 1, en los
demas ensayos no se presentaron diferencias significativas entre los genotipos.

Tabla 11. DAI para los genotipos Thorne, SO7_6557 y

TJS2049 en los ensayos 1, 2 y 3. Se indica con *
diferencias significativas (p = < 0,05).

Genotipo Ensayo DAI
Thorne 1 109 +1,7
SO7_6557 1 3+1,8*
TJS2049 1 11+£0,9
Thorne 2 11,7+1,7
SO7_6557 2 11,5+0,6
TJS2049 2 10,5+0,7
Thorne 3 124 +1,6
SO7_6557 3 13,8+2,6
TJS2049 3 13+1,8
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Analizando la Figura 8 en su conjunto se puede concluir que la variable analizada,
el numero de hairy-roots por planta transformada, presenta una alta variabilidad entre
ensayos y genotipos. Sin embargo, es posible identificar distintas “etapas” o “fases” en el
proceso de aparicion de raices en el tiempo. La primera es la que comprende el periodo de
emergencia de las primeras raices y es la que involucra mas dias, desde 1 dpi hasta 10 dpi
en promedio. La segunda etapa involucra un aumento moderado en el nimero de raices
por planta (entre 10 y 14 dpi, aproximadamente), y es seguida de una Ultima o tercera etapa
en la cual el nimero de raices aumenta mas rapidamente (a partir de 14 dpi y hasta el punto
final).

En particular, analizando con mas detalle la segunda etapa, se puede observar que
existe variacion entre genotipos y entre ensayos. En el ensayo 1 y 2 de Thorne (Figura 8:
A, B) el nUmero de raices aumenta lentamente durante los 2 dias siguientes a la emergencia
de las primeras raices, en cambio, en el ensayo 3 (Figura 8: C) lo hace durante 4 dias. Los
ensayos 1y 2 del genotipo SO7_6557 no presentan etapas tan claras como los otros casos;
en el primer caso es debido a la gran dispersion de los datos (Figura 8: D), y en el otro a
las pocas plantas que se pudieron analizar (Figura 8: E). En el ensayo 3 se observa un
aumento mas lento en el nimero de raices durante los 4 dias posteriores a la aparicion de
las primeras raices. En el ensayo 1 de TJS2049 (Figura 8: G) se observa que el nimero de
raices aumenta lentamente solo durante un dia después de haber emergido las primeras
raices. El ensayo 2 (Figura 8: H) no puede analizarse debido a que solo se tienen datos de
2 plantas. En el ensayo 3 (Figura 8: 1) el nimero de raices crece lentamente durante los 3

dias siguientes a la aparicion de las primeras raices.

6.2.2. Identificacion de raices transgénicas mediante microscopia

La identificacion de las raices transgénicas (aquellas que presentaban la proteina
GFP) se bas6 en su observacién macroscépica al excitarlas con luz UV y observando su
emision de fluorescencia. Fue asi que, durante la seleccién de raices en los 3 genotipos
evaluados, observamos la existencia de 3 poblaciones (Figura 9) con distintas intensidades
de emisién de fluorescencia a las que denominamos:
- Poblacion “positiva o transgénica”: conformada por raices que emitian fluorescencia, se

veian de un color verde intenso (Figura 9: A).
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- Poblacion “negativa”: conformada por raices que no emitian fluorescencia, se veian de
color rojo (Figura 9: C).

- Poblacion “intermedia”. conformada por raices que emitian una intensidad de
fluorescencia notoriamente menor a la poblacién “positiva”, se veian ligeramente verdes
(Figura 9: B).

Figura 9. Identificacion macroscopica de las tres poblaciones de hairy-roots mediante la
observacion de emision de fluorescencia. A) Poblacion “positiva o transgénica”. B) Poblacion
“intermedia”. C) Poblacién “negativa”. Las imagenes fueron tomadas con la camara del celular
Samsung Galaxy J5.

En la Figura 10 se muestran raices de las tres poblaciones antes definidas
observadas al microscopio. En concordancia con la observacion macroscopica, aqui se
observé una intensa emisién de fluorescencia para la poblacién “positiva o transgénica”
(Figura 10: A), una emision muy baja para la poblacion “negativa” (Figura 10: C), y una
emision de fluorescencia de intensidad intermedia para la poblacién “intermedia” (Figura
10: B).

Figura 10. Observacion microscopica de las tres poblaciones de hairy-roots. A) Poblacion
“positiva o transgénica”. B) Poblacion “intermedia”. C) Poblacién “negativa’. Fotos tomadas con
el software del microscopio (Zeiss-ZENpro Imaging Software).

En cuanto a cantidad de raices, la poblacion mayoritaria fue la “negativa”, seguida

por la poblaciéon “positiva o transgénica” y por ultimo la “intermedia” de la cual se obtuvo
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muy poca cantidad de raices. Cada una de las poblaciones antes mencionadas obtenidas
en los tres ensayos se juntaron y se utilizaron para la posterior re-confirmacion del material
transgénico mediante andlisis Western blot y amplificacién de genes por PCR.

6.2.3. Eficiencia de transformacion

Conocer la eficiencia del proceso de transformacion que se planea llevar a cabo es
muy relevante ya que permite conocer, de forma aproximada, cuanto material transgénico
se obtendra al finalizar el ensayo. Esto, a su vez, permite adaptar la cantidad de material
de partida a transformar para luego obtener una cantidad de material transgénico adecuada.
Por otro lado, la informacion sobre eficiencias de transformaciéon de procesos llevados a
cabo con distintas metodologias es un insumo para elegir aquella adecuada para los
intereses, recursos y experiencia del usuario. Debido a que nuestra metodologia de
transformacién se basé en el uso de un vector biolégico, factores como el genotipo de la
planta, la cepa bacteriana utilizada y su virulencia y la manipulacion por parte del usuario
probablemente han influido en la eficiencia global del proceso de transgénesis. Por esto,
calculamos la frecuencia de transformacion, la eficiencia de transformacion por planta y
ensayo (como se destalla en la seccidén 5.4.5.) en todos los 3 genotipos con el fin de evaluar
nuestros resultados en cuanto a la eficiencia del proceso.

En cuanto a las frecuencias de transformacion, en la Tabla 12 se muestran los
valores obtenidos para los 3 genotipos en cada ensayo. El genotipo Thorne tuvo frecuencias
elevadas (80-100 %) en los 3 ensayos. El genotipo TJS2049 presentd valores elevados
para los ensayos 1y 3 (80 %), y un valor bajo en el ensayo 2 (20 %), debido a que solo 2
plantas finalizaron el ensayo (como se mencion6 en la seccién 6.2.1.). El genotipo
SO7_6557 presento valores medios (60-70 %) en los ensayos 1 y 3, y un valor bajo en el
ensayo 2, porque solamente 4 plantas finalizaron el ensayo (como se mencioné en la

seccion 6.2.1.).
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Tabla 12. Frecuencias de transformacion de los
genotipos Thorne, SO7_6557 y TJS2049 en los
ensayos 1, 2 y 3. La frecuencia de transformacion se
define como el porcentaje del nimero de plantas que
presentaron al menos una raiz transgénica sobre la
cantidad de plantas totales.

Genotipo | Ensayo Frecuencia (%)
Thorne 1 90
SO7_6557 1 70
TJS2049 1 80
Thorne 2 80
SO7_6557 2 40
TJS2049 2 20
Thorne 3 100
SO7_6557 3 60
TJS2049 3 80

En cuanto a la eficiencia de transformacion por planta, en la Figura 11 se muestran
los box plots correspondientes a este parametro para cada genotipo y para cada ensayo.
Se observa una gran dispersion de los datos en la mayoria los genotipos y ensayos. Para
el ensayo 1 (E1) de Thorne, se observd una distribucion bastante simétrica y con poca
dispersién de los datos en comparacion con los ensayos 2 (E2) y 3 (E3) que presentaron
una distribucion asimétrica negativa con una mayor dispersion. Por otro lado, observando
los valores de medianas vemos que fueron diferentes en cada ensayo, quedando los
valores de mediana de E2 y E3 al limite del rango intercuartilico de E1. Para el genotipo
SO7_6557, también se obtuvo una tendencia dispersa de los datos en los 3 ensayos. EIE1
mostrd una distribucién mas simétrica, pero a la vez mas dispersa en comparacion con E2
y E3 que presentaron una distribucion asimétrica positiva y una dispersién levemente
menor. El valor de mediana en E2 y E3 fue muy similar, y en E1 se encontré comprendido
dentro del rango intercuartilico de los otros ensayos. Para el genotipo TJS2049 se observo
nuevamente una dispersion de los datos en todos los ensayos, aungue un poco menor que
en SO7_6557. Los datos de E1 mostraron una distribucién asimétrica positiva, en E2
simétrica y en E3 asimétrica negativa. El valor de la mediana fue similar entre E1 y E2, y

muy diferente en E3, quedando fuera del rango intercuartilico de los otros ensayos.
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Figura 11. Box plots correspondientes a
la eficiencia de transformacion por
planta de cada genotipo para cada
ensayo. Ensayo 1 (E1), Ensayo 2 (E2),
60 Ensayo 3 (E3). La eficiencia de
transformacion se define como el
porcentaje del numero de raices
transgénicas sobre el total de raices.
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Los valores de eficiencia de transformacion por ensayo (Tabla 13) para todos los
genotipos son relativamente bajos, presentan altos valores de desvio estandar (salvo en el
ensayo 1 del genotipo Thorne) como era de suponer a partir de la dispersion de los datos
observadas en la Figura 11. Ademas, no se encontraron diferencias significativas entre los

genotipos en cada ensayo (P ensayo1= 0,8764, P ensayo2 = 0,8116 Y P ensayo 3= 0,6815).

Tabla 13. Eficiencia de transformacién de los genotipos
Thorne, SO7_6557 y TJS2049 en los ensayos 1, 2y 3. La
eficiencia de transformacién por ensayo es el promedio de la
eficiencia de transformacion por planta definida como el
namero de raices transgénicas sobre el total de raices. Se
expresa en porcentaje.

Genotipo Ensayo Eficiencia (%)
Thorne 1 3417
SO7_6557 1 27+17
TJS2049 1 29+10
Thorne 2 36121
SO7_6557 2 33+16
TJS2049 2 27+15
Thorne 3 45126
SO7_6557 3 35+31
TJS2049 3 35+17

Tesina de Grado, Licenciatura en Bioquimica — Montevideo, Uruguay 2020 46



RESULTADOS

6.2.4. Analisis Western blot para la confirmacion de las raices transgénicas

Entre la amplia variedad de genes reporteros existentes, el uso de GFP para la
identificacion de raices transgénicas se encuentra entre los mas utilizados ya que se conoce
gue el gen se integra en el genoma y que se expresa de manera eficiente (Cho et al., 2000).
Si bien este método presenta como desventaja en sistemas vegetales la presencia de
autofluoresencia debida a tejidos lignificados y con alto contenido de flavonas, que emiten
en los mismos maximos espectrales que GFP (Lin et al., 2011), en este trabajo pudimos
identificar raices transgénicas que expresaban GFP con este método. Sin embargo, con el
fin de validar el criterio tomado para las poblaciones “positiva o transgénica” y “negativa”,
es decir re-confirmar los resultados obtenidos en la seccion 6.2.2., y dilucidar si la
florescencia emitida por la poblaciéon “intermedia” era producto de la correcta insercion y
expresion del transgén o se debia a autofluoresencia, realizamos un andlisis Western blot
para identificar la proteina GFP.

En la Figura 12 se presentan los Western blot utilizando un anticuerpo anti-GFP de
las poblaciones de hairy-roots “positiva o transgénica”, “negativa” y “intermedia” de los
genotipos Thorne, TJS2049 y SO7_6557. En estos experimentos se incluyd el control
negativo de la transformacion (plantas transformadas con la cepa K599 sin vector binario)
para el genotipo Thorne y, como control negativo del experimento se utilizaron raices
salvajes de plantas Thorne crecidas en una cadmara distinta a la que se encontraba el
ensayo de transformacion (para evitar la contaminacion). Solo se incluy6 el control negativo
de la transformacién para el genotipo Thorne debido a que los genotipos TJS2049 y

SO7_6557 no se transformaron en este caso.
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Figura 12. Anélisis Western blot utilizando un anticuerpo anti-GFP de las poblaciones de hairy-
roots “positiva o transgénica”, “negativa” y “intermedia” de los genotipos Thorne, SO7_6557 y
TJS2049. (+) Poblacién “positiva o transgénica”, (-) Poblacién “negativa”, (+/-) Poblacion “intermedia”,
(c-) Control neaativo de la transformacion. (wt) raices salvaies. PM (KDa): marcador de peso molecular.

La poblacion “positiva o transgénica” de Thorne (Figura 12: A) present6 una banda
por encima de los 25 KDa la cual corresponde a la proteina GFP que tiene un peso
molecular de 27 KDa; para la poblacion “negativa” y ambos controles no se observé ninguna
banda. Por otra parte, la poblacion “intermedia” también presenté una banda de 27 KDa
pero de menor intensidad que la poblacion “positiva”. Iguales resultados se obtuvieron para
los genotipos SO7 6557 y TJS2049 (Figura 12: B). Las poblaciones “positivas o
transgénicas” de ambos presentaron una banda de 27 KDa de igual forma que las
poblaciones “intermedias”, si bien en este caso la banda es de menor intensidad. No se
observé banda para las poblaciones “negativas” ni en los controles negativos. En la
poblacién “positiva o transgénica” del genotipo TJS2049 se observé ademas una banda

inespecifica de 55 kDa aproximadamente.
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6.2.5. Analisis de la transformacion mediante PCR (genes rolB, virD y egfp)

Otra metodologia mediante la cual re-confirmamos la identidad de las poblaciones
de hairy-roots “positivas o transgénicas” y “negativas” de los distintos genotipos fue PCR.
No se incluyeron en este analisis las poblaciones “intermedias” debido a que no se contaba
con material suficiente. Se incluyé como control positivo la cepa K599 transformada con el
vector pK7GWIWG2D (l1), 0, el control negativo de la transformacion (plantas transformadas
con la cepa K599 sin vector binario) y, como control negativo del experimento, raices
salvajes de plantas Thorne.

La estrategia se basé en amplificar tres genes: nuestro gen de interés egfp, el cual
se espera que esté presente en las raices positivas y, eventualmente, en raices negativas
(ya que las copias pueden haberse insertado en algun sitio del genoma que se encuentre
silenciado, y por tanto, no puedan expresarse); el oncogén rolB, confirmando la presencia
de ADN-T del plasmido Ri, y por tanto, ratificando la identidad de las raices como hairy-
roots, esperando que este se encuentre presente en raices positivas y negativas. Por
ultimo, para validar que nuestros resultados se deben efectivamente a inserciones del ADN-
T de ambos plasmidos en el genoma de las raices, y no debido a una eventual
contaminacion por A. rhizogenes, incluimos en el analisis al gen virD que esta presente
Unicamente en la bacteria (ya que no se transfiere al genoma de la planta).

En la Figura 13 se presentan los resultados obtenidos para la amplificacion de los 3
genes antes mencionados para las poblaciones de hairy-roots “positivas o transgénicas” y
“negativas” de los 3 genotipos. Para el gen egfp en Thorne (Figura 13: A) se observo una
banda superior a 500 bp en las raices positivas, negativas, control negativo de la
transformacion y control positivo, los cuales corresponden con el fragmento esperado de
unos 553 pb. Para el gen rolB, las raices positivas y negativas mostraron una banda
superior a los 200pb, al igual que el control positivo, coincidiendo con el fragmento esperado
de unos 238 pb. Para el gen virD se obtuvo una banda superior a 200 pb para las raices
positivas, negativas y control positivo, correspondiendo con el fragmento esperado de unos

247 pb. Las raices salvajes no mostraron ningun producto amplificado para los 3 genes.
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A MPM eGFP rolB virD
(pb) + - C+ wt C- + - C+wt + - C+ wt Figura 13. Re-confirmacion del  material

transgénico mediante PCR. Gel de agarosa al 1,2%
donde los carriles (+) representan la paoblacion
“positiva o transgénica”, (-) poblacién “negativa”, (C+)
cepa K599 transformada con pK7GWIWG2D (ll), 0,
(wt) raices salvajes y (C-) control negativo de la
transformacion. A) Thorne, B) SO7_6557, C) TJS2049.
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Para el genotipo SO7_6557 (Figura 13: B) se obtuvieron iguales resultados que en
el genotipo Thorne para los genes egfp, rolB y virD. Ademas, las raices salvajes mostraron
3 bandas inespecificas para el gen egfp de aproximadamente 400 pb, 1250 pb, y 1350 pb;
también mostraron otra banda inespecifica en rolB de aproximadamente 600 pb, y para el
gen virD otra banda de aproximadamente 400 pb. De igual manera que Thorne y
SO7_6557, para el gen egfp de TJS2049 (Figura 13: C), se observo el fragmento esperado
de 535 pb para las raices positivas, negativas, control negativo de la transformacion y
control positivo. Para el gen rolB, se observé una banda de 238 pb para las raices positivas
y control positivo, mientras que las raices negativas no mostraron una banda clara. Se
obtuvieron productos de unos 247 pb para el gen virD en las raices positivas, negativas y
control positivo. Las raices salvajes mostraron una banda inespecifica en el gen rolB (mayor

a 500 pb) y ninguna banda para egfp y virD.
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7. Discusion

7.1. Importancia de seleccionar la colonia efectiva

A la hora de optimizar un protocolo de transformacion mediada por A. rhizogenes en
las condiciones propias de laboratorio, es imprescindible reproducir las condiciones de
cultivo que han demostrado ser clave para el éxito de esta transformacion. Entre estas
condiciones, se cuenta el lograr mantener en todo momento una alta humedad en el sitio
de infeccidn, necesaria para la morfogénesis y desarrollo de las raices (Kereszt et al., 2007;
Mohammadi-Dehcheshmeh et al., 2014), y mantener la temperatura de la camara de
crecimiento a no mas de 25 °C/28 °C durante el periodo de crecimiento de las hairy-roots,
puesto que a temperaturas superiores la maquinaria de transferencia del ADN-T se ve
afectada, disminuyendo drasticamente la transformacion (Kereszt et al., 2007; Cao et al.,
2009). Otro aspecto relevante que condiciona en gran medida el éxito de la transformacion
es elegir plantulas con cotiledones cerrados y verdes (Kereszt et al., 2007). La importancia
de este aspecto lo comprobamos en el ensayo 2 con los genotipos SO7_6557 y TJS2049,
en el cual se obtuvieron muy pocas plantas transformadas en cada genotipo debido a que
las plantulas que fueron infectadas no estaban en condiciones 6ptimas. Ademas de que es
deseable contar con eficiencias de transformacion altas, es decir, un alto nimero de raices
transgénicas respecto al total de raices obtenidas, otro factor que limita la cantidad de
material transgénico que se va a obtener es el numero de hairy-roots generadas. Este factor
depende en gran parte de la virulencia de la cepa bacteriana empleada en la
transformacion. Durante este trabajo observamos que la virulencia de distintas colonias de
la cepa K599 de A. rhizogenes transformadas con el vector pK7GWIWG2D (Il),0 era
diferente, es decir, cada una de ellas tenia una capacidad distinta de generar hairy-roots
(Figura 7). Por esto, y con el fin de optimizar nuestro protocolo de manera de identificar
aqguella colonia que nos permitiera generar mayor nimero de hairy-roots en los ensayos de
transformacion de plantulas de soja y, por tanto, obtener mayor cantidad de material
potencialmente transgénico, realizamos una busqueda entre 10 colonias transformadas
para seleccionar la colonia efectiva, aquella mas virulenta. Para cumplir este objetivo

infectamos 6 cotiledones con cada colonia y monitoreamos la cantidad de hairy-roots
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generadas a 5, 10 y 15 dpi. Los resultados evidenciaron virulencias muy diferentes entre
las colonias. Hubo colonias, como la 2, que no tuvieron la capacidad de generar hairy-roots
en el lapso de tiempo evaluado (Figura 7: C). Otras, como la colonia 3, presentaron una
escasa capacidad de generacién de hairy-roots, generando 2 o 3 raices en algunos de los
6 cotiledones (Figura 7: F). Sin embargo, algunas colonias se destacaron por tener la
capacidad de generar muchas hairy-roots en mas de un cotiledén. Es asi que de las 10
colonias evaluadas, la colonia 8 (Figura 7: I) fue la seleccionada para realizar los ensayos
de transformacioén en las plantulas de soja por ser la que generé mayor niumero de hairy-
roots en los cotiledones. Una posible hipétesis que explicaria esta diferencia en la
capacidad de generacion de raices entre las colonias podria ser el nimero de copias del
plasmido que ingresaron en las células durante la transformacion. Para poder confirmar
esta hipotesis se podria hacer un cultivo liquido de cada colonia, extraer el ADN plasmidico

y cuantificarlo.

7.2. Andlisis de la cinética del proceso de aparicidon de hairy-roots y su relaciéon con

la eficiencia de transformacion

El analisis de la cinética del proceso de aparicion de hairy-roots se baso6 en la
cuantificacién de las variables “numero de hairy-roots” y “DAI”. Como se menciond en la
seccion 3.3., tanto el nimero de hairy-roots que se obtienen a partir del sitio de infeccién
en un proceso de transformacion como el tiempo en que tardan esas raices en emerger son
aspectos relevantes a considerar en un genotipo a la hora de evaluar un protocolo de
transformacion. Por esto, era de nuestro interés evaluar si los distintos genotipos se
comportaban de manera similar o no en estos aspectos, y también si existia alguna relacion
con la eficiencia de transformacion.

Durante este analisis (Figura 8) observamos que la variable “namero de hairy-roots”
por planta transformada presentaba una alta variabilidad tanto entre plantas del mismo
genotipo y ensayo, como entre genotipos. Esta variabilidad probablemente sea
consecuencia de la manipulacién al momento de herir e infectar las plantulas, ya que como
se detallé en la seccién 5.4.3. este procedimiento es meramente manual, siendo imposible

de reproducir de forma idéntica en cada plantula, y determinante a la hora de generar
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plantas transformadas. A pesar de esta gran variabilidad, se identificaron 3 “etapas” o
“fases” a lo largo del tiempo, en las cuales predominarian diferentes procesos bioldgicos.
La primera fase se caracteriza por ser la méas larga en el tiempo y donde se observa la
presencia de pequefios callos y eventualmente 1 o 2 raices. Durante esta fase
probablemente ocurra la activacion del sistema de virulencia bacteriano, procesamiento del
ADN-T, movimiento del ADN-T desde la bacteria a la célula hospedera e insercion del ADN-
T en el genoma de la planta. La segunda fase, que transcurre durante un periodo corto de
tiempo (1-4 dias), se caracteriza por un aumento en el nimero de callos y crecimiento de
los mismos, y escasa aparicion de raices, predominando la proliferacion celular y posterior
induccion de la raiz. La tercera y Ultima etapa alcanza el tiempo final de observaciéon y se
caracteriza por la generacién de mas de una raiz en 24 h, predomina la diferenciacion del
tejido (callo) al fenotipo raiz y el crecimiento en longitud de las mismas.

La variable “DAI” presentd una alta dispersién en la mayoria de los genotipos y
ensayos, salvo para el genotipo TJS2049 en el ensayo 1 (sin considerar el ensayo 2 para
los genotipos TJS2049 y SO7_6557 por el bajo nUmero de plantas, por lo mencionado en
la seccién 6.1.2.). Esta dispersion podria deberse a efectos de la técnica (manipulacién) al
momento de la infeccion de las plantulas. Por otra parte, solo en el ensayo 1 hubo
diferencias significativas del genotipo SO7_6557 con respecto a los genotipos Thorne y
TJS2049 (Tabla 11). Si bien en los dos ensayos posteriores (ensayos 2 y 3) no se
encontraron diferencias significativas entre los genotipos evaluados, es relevante indicar
gue estos ensayos tuvieron caracteristicas diferentes al ensayo 1 (mencionadas en la
seccion 6.1.2.), que derivo, en el ensayo 2, con que contdramos con un ndmero muy
desigual de plantas a evaluar entre los distintos genotipos. En el caso del ensayo 3, ocurrio
un retraso significativo de DAI con respecto al ensayo 1 en los genotipos Thorne y TJS2049
(ver Anexo). Estas diferencias en las caracteristicas de los ensayos probablemente han
influido en la variabilidad de los resultados obtenidos, por lo cual, seria necesario realizar
otro ensayo con iguales condiciones que el ensayo 1 para poder dilucidar si el genotipo
SO7_6557 es significativamente diferente a los genotipos Thorne y TJS2049 en cuanto a
la variable DAI. Concluimos que los valores obtenidos de la variable “DAI” para todos los
genotipos y ensayos fueron aceptables en el sentido de que en todos los casos el punto
final, es decir, el dia de corte y observacion de las hairy-roots, fue menor a 21 dpi, siendo

este valor el limite establecido en la metodologia de referencia (Kereszt et al., 2007).
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En cuanto al nimero de hairy-roots obtenidas a tiempo final del analisis (corte y
observacioén de las raices al microscopio), se obtuvo un rango amplio de valores para los 3
genotipos en el ensayo 1, y para los genotipos Thorne y SO7_6557 en el ensayo 2 (Tabla
10). Esta gran variabilidad entre plantas del mismo genotipo y ensayo podria deberse
nuevamente a efectos de la manipulacion del material en el momento de la infeccion de las
plantas. Por otro lado, los inconvenientes ocurridos en el ensayo 3 derivaron en rangos de
namero de hairy-roots mas acotados, debido a un enlentecimiento del proceso de aparicién
de hairy-roots que se evidencia por un DAI mas grande en los genotipos Thorne y TJS2049
(ver Anexo). Nuestros resultados estan en concordancia con los obtenidos por Kereszt et
al., 2007; se logro obtener mediante este protocolo una buena cantidad de hairy-roots en
todos los genotipos, superando el promedio obtenido segun el protocolo de referencia
(Kereszt et al., 2007) de 6-7 raices por planta.

Como se mencion6 anteriormente, con el fin de evaluar nuestra metodologia de
transformacion y facilitar la comparacion entre los ensayos se calcularon dos parametros:
la “frecuencia de transformacion” y la “eficiencia de transformacion” por ensayo de los 3
genotipos. En este sentido, el genotipo que resulté ser mas susceptible a la transformacion
fue Thorne ya que presentd una alta frecuencia de transformacion (80-100 %) en todos los
ensayos, siendo ademas dicha frecuencia mayor a la de los restantes genotipos en todos
los ensayos (Tabla 12). Si se tienen en cuenta los ensayos 1 y 3, el genotipo con el valor
mas alto de frecuencia de transformacion después de Thorne fue TJS2049 con un 80%
(Tabla 12). Por ultimo, el genotipo que resultd ser menos susceptible a la transformacion
en nuestras condiciones fue SO7_6557 con un promedio de frecuencia de transformacion
del 65% (Tabla 12). No se tomo en cuenta para el calculo de estos parametros el ensayo 2
para los genotipos SO7_6557 y TJS2049 porque, como hemos mencionado previamente,
el bajo numero de plantas transformadas se debié a una mala calidad de las plantulas a
transformar y no a que las plantas no se hayan transformado. Comparando nuestros
resultados con los del protocolo de referencia (Kereszt et al., 2007), coincidimos en los
valores de frecuencia obtenidos para los genotipos Thorne y TJS2049, estando
comprendidos en el rango de 70%-100% obtenido en dicho protocolo, y un valor inferior
para el genotipo SO7_6557 (65%).

En cuanto al parametro “eficiencia de transformacion por planta”, y segn se observa

en la Figura 11, éste mostr6 una gran variabilidad tanto entre ensayos como entre
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genotipos. Esta variabilidad era esperable luego de observar los altos desvios estandares
que se obtuvieron en los valores de eficiencia de transformacion por ensayo (Tabla 13).
Esta variabilidad podria deberse a multiples factores como: efectos de la manipulacion al
momento de la herida e infeccién de las plantulas, errores al momento de la cuantificacién
de las raices transgénicas (pérdida de raices durante el corte y observacion en el
microscopio), 0 una caracteristica intrinseca de la variable. Por otro lado, los valores de
eficiencia de transformacién por ensayo mostraron que todos los genotipos tienen una baja
susceptibilidad a este tipo de transformacion (Tabla 13). Esto podria deberse a una
caracteristica intrinseca de los genotipos ensayados ya que el éxito de la transformacion
mediada por Agrobacterium es genotipo-dependiente, o a que la metodologia empleada no
permite obtener transformaciones mas eficientes en las condiciones de nuestro laboratorio.

A pesar de haberse obtenido una baja eficiencia de transformacion en todos los
genotipos evaluados, cuando el objetivo es el estudio de la biologia de la raiz esta técnica
continda siendo una buena opcién en comparacion con los métodos de transformacién
estable, ya que, permite obtener en poco tiempo material transgénico, con una
manipulacién y equipamiento sencillo y permitiendo ajustar la cantidad de material
aumentando el niumero de plantas transformadas (Collier et al., 2005; Veena and Taylor,
2007). En este sentido, debido a que el genotipo SO7_6557 presentd la menor frecuencia
de transformacion, se deberia aumentar considerablemente el nimero de plantas a
transformar con respecto a los genotipos Thorne y TJS2049. En cuanto a uno de los
objetivos de este trabajo que era evaluar una posible relacion entre alguna(s) variable
evaluada durante el analisis de la cinética de aparicion de hairy-roots y la eficiencia de
transformacion, debemos decir que debido a la alta variabilidad que mostro el proceso de
cinética de aparicion de hairy-roots, y a que no hubo diferencias significativas en la
eficiencia de transformacién en los genotipos evaluados, no pudimos establecer ninguna

relacion entre ellos.

7.3. Re-confirmaciéon del material transgénico

Durante la identificacion de las raices transgénicas, aquellas que expresaban GFP,

observamos la existencia de 3 poblaciones de raices con distintas intensidades de emisién
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de fluorescencia en todos los genotipos evaluados. Las denominamos: “positiva o
transgénica”, aquellas raices cuya emision de fluorescencia correspondia a la presencia de
GFP; “negativa”, aquellas raices que no emitian fluorescencia y por lo cual concluimos que
no expresaban GFP; “intermedia”, aquellas raices que presentaban cierta emisién de
fluorescencia que podria deberse a la presencia de GFP o a la autofluorescencia intrinseca
del tejido. A pesar de que pudimos reconocer exitosamente mediante microscopia las raices
gue expresaban el transgén, decidimos realizar un analisis Western blot para confirmar la
presencia de la proteina GFP, y un analisis mediante PCR para identificar la presencia o
ausencia de los genes egfp, rolB y virD en las distintas poblaciones de hairy-roots. La
finalidad de las 2 aproximaciones mencionadas fue validar el criterio tomado para las
poblaciones de raices “positiva o transgénica” y “negativa”, y dilucidar si la florescencia
observada en la poblacion “intermedia” era producto de la proteina GFP o se debia a la
autofluorescencia del tejido.

Los resultados obtenidos mediante la técnica Western blot re-confirmaron el criterio
tomado para las poblaciones de raices “positivas o transgénicas” de los genotipos Thorne,
SO7_6557 y TJS2049 ya que como se observa en la Figura 12 en esta poblacion de cada
genotipo se obtuvo una banda de 27 kDa correspondiente a la proteina GFP. Ademas, no
se observé banda tanto en el control negativo de la transformacion (hairy-roots obtenidas
de plantas transformadas con la cepa K599 vacia, sin vector binario), como en el control
del experimento (raices salvajes), lo cual valida que los resultados se deben realmente a la
presencia de GFP, y no a algun producto inespecifico o eventual contaminacién. Para las
poblaciones de raices “negativa”, nuevamente re-confirmamos el criterio tomado en todos
los genotipos evaluados ya que no se obtuvo banda (Figura 12) y por lo tanto concluimos
gue estas raices no presentaban GFP. Por ultimo, confirmamos que la fluorescencia emitida
por las poblaciones de raices “intermedia” (observada en la seccion 6.2.2.) se debia a la
proteina GFP y no a la autofluorescencia intrinseca del tejido ya que se obtuvo la banda de
27 kDa correspondiente a GFP en todos los genotipos (Figura 12). Por tanto, esta poblacion
Nno son MAas que raices transgénicas con un nivel de emision de fluorescencia notoriamente
menor. Esta diferencia en el nivel de emisién de fluorescencia se debe a una menor
cantidad de GFP, ya que, la intensidad de fluorescencia depende de forma lineal de la
cantidad de proteina presente en el tejido (Richards et al., 2003). Esta disminucién de la

cantidad de proteina presente en las raices de la poblacién “intermedia” esta asociada a un
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menor nivel de expresion del transgen, ya que la insercion del mismo ocurre de forma
aleatoria en el genoma de la planta. Este hecho conlleva que cada evento pueda quedar
flanqueado por distintas secuencias génicas afectando su nivel de expresion (Hernandez-
Garcia et al.,, 2009), debido a que estas secuencias pueden contener elementos
reguladores que pueden influir en la transcripcién del transgen (De Bolle et al., 2003).
Ademas, la estructura de la cromatina del ADN flanqueante determina la accesibilidad de
las secuencias reguladoras por la maquinaria de transcripcion, influyendo en la eficiencia
transcripcional (De Bolle et al., 2003). El hecho que las raices “mas-menos” sean en
realidad “positivas o transgénicas” indica que tenemos un error en la cuantificacion de las
raices transgénicas, subestimamos su valor, y, por consiguiente, tenemos un error en el
calculo de la eficiencia de transformacion. Sin embargo, consideramos que este error no
tuvo un impacto significativo en los resultados ya que esta poblacion fue muy pequefa en
comparacion con las poblaciones “positiva o transgénica” y “negativa”.

Los resultados obtenidos mediante PCR mostraron la presencia de contaminacion
con A. rhizogenes en las poblaciones “positiva o transgénica” y “negativa” de los 3 genotipos
evaluados, y en el control negativo de la transformacion, ya que se amplificé el fragmento
de 247 pb especifico del gen virD, que como se menciond anteriormente, no se transfiere
al genoma de la plata, y se encuentra Unicamente en el genoma de la bacteria (Figura 13).
Ademds, esta contaminacion se confirmé al observar en el control negativo de la
transformacion la amplificaciéon del fragmento de 553pb correspondiente a egfp. Estos
resultados muestran que el método empleado para la eliminacion de A. rhizogenes de las
raices no fue eficiente, debido a que la bacteria no solo se encuentra presente en la
superficie de las raices, sino que ademas, se halla en el sistema vascular de las mismas y
en las células del parénquima que rodean al xilema (Falasca et al., 2000). Por tanto, para
préximos experimentos se deberia optar por otra metodologia de extraccion de ADN
gendmico de forma que nos permita obtener y/o discriminar el ADN gendémico de las hairy-
roots del ADN de A. rhizogenes, ya que nuestros resultados muestran que es muy dificil
eliminarlo por completo de las raices. Ademas, este resultado evidencia que la
contaminaciéon del control negativo de la transformacion ocurrié en la camara de
crecimiento, y/o a partir de material contaminado (vasos de telgopor, vermiculita, mesada
de trabajo). En el control negativo del experimento (raices salvajes), como era de esperar,

no se observo la amplificacion correspondiente a ninguno de los genes ensayados. En
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conclusién, debemos decir que no se logré re-confirmar mediante esta aproximacion los
resultados obtenidos inicialmente mediante microscopia. Sin embargo, los resultados del
andlisis Western blot son suficiente evidencia para poder concluir que el criterio tomado
inicialmente para las poblaciones de raices “positiva o transgénica” y “negativa” es correcto.
Para la poblaciéon de raices “positiva o transgénica”, el hecho de haber confirmado la
presencia de GFP ya nos indica que ambaos transgenes (ADN-T del vector Rl y ADN-T del
vector binario) se insertaron en el genoma de la planta, y que las raices son efectivamente
hairy-roots. Por otra parte, en el caso de la poblacion de raices “negativa”, si bien la técnica
de Western blot no nos brinda informacion (directamente) acerca si hubo o no insercién de
los transgenes, un organismo se considera transformado genéticamente cuando un gen o
grupo de genes se inserta de forma estable en el genoma y se expresa de manera
adecuada (Darbani et al., 2008; Keshavareddy et al., 2018). Por lo tanto, como nuestro fin
era poder identificar el material transgénico para luego poder cuantificarlo, es correcto tomar
como poblacién negativa o0 no transgénica a aquella que no expresa el transgén, que en

nuestro caso es GFP.
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8. Conclusiones

La seleccion previa de la colonia efectiva es un paso importante para optimizar un

protocolo de transformacion mediante A. rhizogenes.

Se logré poner a punto la técnica de transformacion transitoria para los tres
genotipos evaluados, obteniéndose plantas transformadas con altas frecuencias,

pero bajas eficiencias.

El analisis de la cinética de aparicién de hairy-roots puede dividirse en tres “etapas

o fases”.

No se encontraron diferencias significativas en la eficiencia de transformacion entre

los genotipos.
No se pudo establecer ninguna relacion entre las variables evaluadas durante el
analisis de la cinética del proceso de aparicion de hairy-roots y la eficiencia de

transformacion.

Para proximos experimentos deben incluirse dentro de la poblacion de raices

transgénicas aquellas que presentan una emisién de fluorescencia intermedia.
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9. Anexo

En la tabla 14 se compararon los DAl de cada genotipo en los 3 ensayos. Se
encontraron diferencias significativas en los DAI de los ensayos 1 y 3 en los genotipos
Thorne y TJS2049, respectivamente.

Tabla 14. Comparacion de DAI para los
genotipos Thorne, SO7_6557 y TJS2049 en
los 3 ensayos. Se representan con letras
distintas donde hubo diferencias significativas (p

<0,05).

Genotipo | Ensayo DAI
Thorne 1 109 A
Thorne 2 11.7 AB
Thorne 3 1248

SO7_6557 1 13 A

SO7_6557 2 11.5A

SO7_6557 3 13.8B

TJS2049 1 11 A

TJS2049 2 105A

TJS2049 3 13B
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