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5 Resumen 

 
La soja (Glycine max), una leguminosa nativa y domesticada en Asia, es uno de los principales cultivos 
a nivel mundial debido a los usos y beneficios que proporciona. Esta especie aporta nitrógeno (N) al 
suelo a través de la fijación biológica de nitrógeno como resultado de la simbiosis con bacterias como 
las pertenecientes al género Bradyrhizobium, lo cual se refleja económicamente en la disminución de 
los costos de fertilización química. Entre otras aplicaciones, es usada para la acuicultura, en la 
producción de biocombustibles y como fuente de proteína en la dieta humana. El contenido de aceite 
vegetal contemplado entre un 18% y 22% y su alto contenido proteico evaluado entre un 40% y 42%, 
ambos evaluados en base seca, la posiciona a nivel mundial en un lugar de relevancia en términos de 
elección de una fuente alimenticia. Esto se ve reflejado en el aumento creciente de su producción a 
nivel mundial, incluyendo a Uruguay. Dicha producción tuvo un drástico crecimiento a partir de 2001, 
pasando de 30.000 hectáreas (ha) a superar el millón 300 mil ha en 2014 y 2015, el cual ha disminuido 
levemente en los siguientes años. De esta forma la soja se ha consolidado como el cultivo motor de la 
agricultura de secano del país. El aumento en el área de siembra no siempre ha estado acompañado 
de un incremento del rendimiento (kg/ha), lo que compromete la competitividad del cultivo. En la 
mayoría de las cosechas anuales entre 2001 y 2018 hemos presentado valores de rendimiento por 
hectárea por debajo de los principales países productores de soja como Estados Unidos, Brasil y 
Argentina. El bajo y fluctuante rendimiento se encuentra directamente asociado, entre otros factores, 
a la ocurrencia de períodos de déficit hídrico en los meses de diciembre y enero. En el ámbito del 
proyecto “Biotecnología aplicada al mejoramiento genético de la soja” que se desarrolló en nuestro 
laboratorio, se realizó este trabajo de tesis, en el cual construimos un sistema de vectores genéticos 
para la transformación de soja con el objetivo final (del proyecto), de obtener variedades de soja 
mejoradas genéticamente para el carácter de tolerancia a sequía e intragénicas. Estos vectores 
permitirán la posterior eliminación de secuencias no deseadas de las plantas transformadas usando el 
sistema de recombinación sitio específica Cre/loxP, así como expresar inducible y constitutivamente 
genes de interés bajo la regulación de secuencias endógenas de este cultivo. Las construcciones 
génicas que desarrollamos también permitirán transformar la soja por el método físico de biolística y 
por el método biológico mediado por Agrobacterium tumefaciens, pudiéndose realizar la transferencia 
de la información de un tipo de vector a otro (vector de biolística a vector binario). La evaluación de los 
casetes de expresión con secuencias reguladoras de soja se realizó con genes reporteros fusionados 
como GFP y gus. De esta forma, genes candidatos podrán ser introducidos en esta especie mediante 
ingeniería genética, resultando en la generación de intragénicos, cuyo costo de desregulación se 
espera que sea menor que para los transgénicos. Para expresar constitutivamente los genes 
candidatos en los vectores, usamos el promotor del gen de ubiquitina de soja. Por otro lado, se 
construyó otro vector que contiene un promotor inducible por déficit hídrico, identificado en el presente 
estudio. Estas secuencias se aislaron mediante el análisis de expresión de varios genes identificados 
previamente por ser inducibles frente a déficit hídrico en una variedad de soja tolerante a sequía. Se 
seleccionó el promotor de un gen que codifica una proteína de la familia de las dehidrinas para dirigir 
la expresión de genes de tolerancia a sequía. Este promotor, así como el promotor constitutivo del gen 
de ubiquitina de soja, fueron validados en ensayos de expresión transitoria y estable en soja. Este tipo 
de estrategias de mejoramiento posiciona al país como un generador de productos biotecnológicos de 
origen vegetal y no sólo como un aceptor pasivo de tecnologías desarrolladas en otros países. 
  



Introducción 
 

12 
 

 

 
6 Introducción 

 

La soja (Glycine max) es una especie de la familia de las leguminosas (Fabaceae) cultivada 

por sus semillas y originaria de China. Contiene gran cantidad de nutrientes en base seca (en 

base al grano seco, sin humedad) que incluyen como promedio alrededor de un 20% de 

aceites, 35% de carbohidratos y un alto contenido de proteínas (40%). El grano de soja y sus 

subproductos (aceite y harina de soja, principalmente) se utilizan en la alimentación humana 

y del ganado, destacándose China como uno de los principales importadores. Dentro de sus 

características nutricionales se destaca el alto contenido de metabolitos secundarios [1], [2], 

oligosacáridos, isoflavonas, fitoestrógenos y goitrógenos. 

  

Mientras que la soja ha sido tradicionalmente consumida en Japón, en una variedad de 

alimentos derivados de este cultivo, como el tofu, miso, shoyu y aceite vegetal, el consumo de 

esta especie ha aumentado en todo el mundo por los amplios beneficios reportados para la 

salud. Existen varios estudios que le atribuyen al consumo de soja, efectos tales como la 

disminución de colesterol, prevención de cáncer, obesidad y diabetes, y la protección contra 

enfermedades intestinales y renales [3].  

 

Desde el punto de vista industrial, la soja se ha convertido en un buen candidato para la 

producción de biocombustibles [4]. Esta especie tiene la capacidad de fijar eficientemente el 

nitrógeno atmosférico [5] y por lo tanto requiere un aporte mínimo de fertilizante nitrogenado 

que a menudo representa el mayor costo económico en la agricultura. 

 

6.1 Producción de soja 

 

Más de 1,5 billones de hectáreas (alrededor del 12% de la superficie de tierra del mundo) son 

usadas para la producción agrícola [6]. La soja ocupa el 6% de las tierras cultivables y es la 

especie más representada dentro del grupo de las oleaginosas [7], abarcando el 57% de la 

producción total de semillas oleaginosas a nivel mundial [8]. 

Un estudio realizado por Davil Tilman y colaboradores en 2011 sugiere que el aumento de la 
demanda global de soja ocurrida en las últimas décadas se atribuye al incremento en el poder 
adquisitivo de la población de varias naciones, que a su vez repercute en los niveles de 
consumo de carne y por ende, en el consumo de suplementos alimenticios de origen vegetal 
para los animales de producción. En este estudio se pronosticó que entre 2005 y el 2050 la 
demanda global de calorías por cultivos en general podría aumentar alrededor de un 100% al 
igual que la demanda global de proteínas de origen vegetal. En este contexto, resulta evidente 
la necesidad de incrementar la producción agrícola para sostener la demanda creciente de 
alimentos. 
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Incrementar la producción y el rendimiento de soja en los países donde más se cultiva se ha 
convertido en un enorme desafío debido a que el aumento de las actividades agrícolas amplía 
la producción de gases de efecto invernadero y estos a su vez repercuten en las condiciones 
climáticas afectando los rendimientos en la producción de los cultivos y su calidad.   
  
A partir del año 2000, la producción de soja en Uruguay aumentó considerablemente, pasando 

de ser un cultivo marginal a convertirse en el principal cultivo de exportación, superando al 

arroz y llegando a alcanzar un área de siembra y cosecha de 1,3 millones de hectáreas en los 

años 2014 y 2015 (Figura 1A).  

  

 

 

Figura 1: Evolución de la soja en Uruguay en el período 2000-2018. A: Gráfico que representa la relación entre el área de 
cosecha (ha) del cultivo con relación al tiempo (años). B: Gráfico de que relaciona la producción (toneladas de grano) con 
respecto al tiempo. Fuente: FAOSTAT (27/07/2020). 

Esta intensificación en el cultivo de soja ha ubicado fluctuantemente al país entre los 10 

principales productores de soja a nivel mundial, llegando a superar los tres millones de 

toneladas en los años 2014 y 2015 (“FAOSTAT,” 27/07/2020)(Figura 1 B). 

 

El drástico incremento en el área del cultivo no ha sido acompañado por un crecimiento de la 

productividad del mismo. El rendimiento de la soja en Uruguay se sitúa alrededor de los 2200 

kg/ha, siendo este significativamente inferior al promedio de países como Argentina, Brasil y 

EUA (cerca de los 3000 kg/ha). A su vez, el rendimiento en Uruguay presenta una alta 

variación interanual, asociada en gran medida a la ocurrencia de períodos de déficit hídrico 

que ocurren frecuentemente durante todo el ciclo de vida del cultivo (Figura 2). 
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Figura 2: Evolución fluctuante del rendimiento de soja en Uruguay (hg/ha) por año, en el período de 2000-2018. En el gráfico 
se puede observar una importante caída en el rendimiento desde el 2013, año en el que se alcanzó el máximo. 30K hg/ha = 
30 000 hg/ha =3000 kg/ha. Fuente: FAOSTAT (27/07/2020). 

Este rendimiento bajo y variable representa una amenaza para la competitividad de la soja en 

un escenario de fluctuaciones en los costos de producción y en los precios del grano.  

 

El aumento creciente en la producción de soja en Uruguay a partir del año 2000 estuvo 

impulsado en gran medida por la liberación, en 1996, del primer evento transgénico de soja 

(MON 40-3-2) en el país. Actualmente casi el 100% de la soja que se produce se encuentra 

modificada por ingeniería genética, para caracteres de resistencia a insectos y a herbicidas. 

Estas características agregadas, principalmente la resistencia a herbicida ha revolucionado el 

modo de producción de este cultivo, haciéndolo más rentable y productivo.  

 

6.2  Estrés abiótico y su impacto en la producción agrícola 

 

Tanto los factores de estrés biótico como abiótico pueden afectar el desarrollo y la 

productividad de las plantas. Entre los factores ambientales que más inciden en el desarrollo 

y rendimiento de los cultivos está la sequía[10]. 

 

El estrés por déficit hídrico ocurre cuando la tasa de transpiración excede la toma de agua, 

esto interfiere en la fisiología de la planta conllevando fundamentalmente a la reducción del 

potencial hídrico y de la turgencia de la misma. En términos de producción de los cultivos, el 

déficit hídrico afecta el rendimiento a través de la disminución en la acumulación de materia 

seca y tiene efectos negativos sobre el crecimiento celular, la expansión foliar y la fijación 

bbbiológica de nitrógeno, que es especialmente vulnerable a las deficiencias de agua [11].  
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La susceptibilidad de las plantas al estrés hídrico varía dependiendo del grado de estrés, de 

su combinación con otros factores de estrés, del genotipo de la planta y de su etapa de 

desarrollo [12].  

 

En general, las plantas responden al déficit hídrico a través de cambios de índole morfológicos, 

fisiológicos y bioquímicos. Dentro de las respuestas morfológicas se encuentran la reducción 

del crecimiento celular por la disminución de la presión de turgencia; la reducción del número 

de hojas por planta, el tamaño de la hoja y su longevidad. Estas respuestas ocurren como 

consecuencia de la reducción de la fotosíntesis en condiciones de estrés [13], [14]. También 

disminuye la biomasa húmeda y seca de la planta [15]. 

Dentro de los cambios fisiológicos se encuentra la señalización de hormonas como el ácido 

abscísico (ABA), quien juega un rol esencial en la respuesta al estrés abiótico, las citoquininas 

y el etileno. Los factores de estrés ambientales como la sequía, la salinidad, el frío, el calor y 

las heridas disparan niveles elevados de ABA. Esta hormona naturalmente tiene un rol 

regulador en la activación de genes de respuesta al estrés, en la apertura y cierre estomático, 

la maduración del fruto, en el crecimiento radicular, la germinación, la dormancia de brotes y 

semillas, en el desarrollo de las semillas y en la maduración de embriones [16]–[19]. 

Dentro de las respuestas bioquímicas la producción de Especies reactivas del oxígeno (ROS) 

actúan como un mensajero secundario a subsecuentes reacciones de defensa en plantas. 

ROS, que incluye iones oxígeno, radicales libres y peróxidos forman parte del metabolismo 

normal de oxígeno y juegan un rol importante en la señalización celular. Sin embargo, durante 

el estrés ambiental como la sequía, los niveles de ROS pueden aumentar dramáticamente 

resultando en el daño oxidativo de proteínas, ADN y lípidos a través de la peroxidación lipídica, 

degradación de proteínas y fragmentación del ADN hasta la muerte celular en las plantas. De 

esta forma el estrés hídrico produce estrés oxidativo. 

El balance entre la producción de ROS y las enzimas antioxidantes determina si se producirá 

señalización oxidativa o daño [20]. La capacidad de estas enzimas para transformar las ROS 

y disminuir los efectos de daño puede correlacionarse con la resistencia de las plantas a la 

sequía.  

 

6.2.1 Tolerancia a estrés hídrico 

 

La tolerancia a la deshidratación en las plantas está dada por la activación de un conjunto de 

mecanismos de defensa que permiten responder al estrés. Una gran cantidad de genes son 

activados y como consecuencia, numerosas proteínas son producidas para contribuir a las 

rutas metabólicas que dirigen sinérgicamente al incremento de la tolerancia al estrés (Figura 

3) [21]. 
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Figura 3: Esquema de mecanismos bioquímicos involucrados en la respuesta de estrés por sequía. Tomado y traducido de 
Plant and Cell Physiology, Volume 50, Issue 7, July 2009, Pages 1260–1276, https://doi.org/10.1093/pcp/pcp082 

Como característica general, la respuesta de las plantas frente al estrés puede ser regulada 

de forma dependiente de ABA o independiente. Muchos factores de transcripción, como los 

CBF/DREB, que se unen a elementos sensibles a deshidratación/repetidos-C (DRE/CRT, del 

inglés: “dehydration responsive element/C-repeat”) y las proteínas de unión al elemento de 

respuesta a ABA (ABRE), participan en la respuesta al estrés hídrico mediante la unión a 

elementos regulatorios cis contenidos dentro de las regiones promotoras de sus respectivos 

regulones [22]. 

Las dehidrinas (DHNs) son una de las familias de proteínas que se inducen por estrés y juegan 

un rol en la respuesta adaptativa al estrés hídrico como mecanismo de tolerancia en las 

plantas. Estas proteínas pertenecen al grupo 2 de proteínas LEA (iniciales de “Late 

Embryogenesis Abundant” en inglés, que significa: “abundantes en la embriogénesis tardía”).  

Las dehidrinas se acumulanen en todos los tejidos en condiciones de estrés abiótico [23], [24] 

y en las semillas en forma constitutiva [25], [26]. En particular, los genes que codifican 

dehidrinas son generalmente inducidos en tejidos vegetativos por ABA y en respuesta a 

condiciones de estrés abiótico como salinidad, deshidratación, frío y congelamiento [27], 

exhibiendo una gama de funciones, entre las que se encuentran las de tipo chaperona, 
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protegiendo macromoléculas y estructuras celulares a través de su unión al ADN, fosfolípidos 

de membranas y a otras proteínas. A su vez, también se les ha atribuido a algunos miembros 

de esta familia, la capacidad de unirse a metales pesados y de actuar como secuestradores 

de ROS, protegiendo a las células del estrés oxidativo [28].  

La unión de las DHNs a la superficie parcialmente deshidratada de otras proteínas promueve 

la formación de hélices α anfipáticas en una molécula de DHN y protege a otras proteínas de 

una mayor pérdida de la capa de agua (que puede conducir a cambios irreversibles en su 

conformación, es decir, desnaturalización de proteínas). Se ha sugerido que estas 

interacciones entre las superficies parcialmente deshidratadas de las moléculas de DHN y 

otras proteínas y/o biomembranas (observadas por Koag y colaboradores en el 2003 en el 

caso de DHN1 de maíz), constituyen la base de las funciones protectoras de las dehidrinas 

[29].  

 

6.3 Mejoramiento genético de soja para aumentar la tolerancia a sequía. 

 

La historia del mejoramiento genético de soja para la tolerancia al estrés hídrico es 

relativamente reciente. Hasta 1980 no había genotipos de soja identificados con tolerancia 

agronómica a la sequía. La primera fuente identificada de tolerancia a estrés hídrico se produjo 

con la descripción de líneas de marchitamiento lento (SW, del inglés: “slow wilting") [30], [31].  

El marchitamiento lento se define como una respuesta de marchitamiento tardío a la 

disminución de la humedad del suelo en comparación con un cultivar de soja promedio. La 

evidencia mostró que la respuesta de marchitamiento (marchitamiento rápido o lento / 

retardado) de los genotipos de soja al estrés por sequía difiere (Sloane, Patterson, & Carter, 

1990), y los genotipos de marchitamiento lento tienen la capacidad de conservar la humedad 

del suelo [32]–[34] al reducir la tasa de transpiración para mantener la presión de turgencia en 

comparación con los genotipos de marchitamiento rápido convencionales [35]. 

El marchitamiento es el primer síntoma de estrés visible de la deficiencia de agua del suelo 

causada por sequía y el fenotipo SW en soja se puede identificar con respecto a otro cultivares 

de soja promedios. El primer fenotipo SW en soja fue identificado en la línea Japonesa PI 

416937, que se caracterizó visualmente por ser más vigorosa en el campo y también por un 

mayor contenido relativo de agua en comparación con el marchitamiento rápido de otros 

cultivares [31], [36]. Estas características, junto con el mantenimiento superior de la turgencia 

celular y una capacidad de producción competitiva en condiciones de sequía, hicieron del PI 

416937 un recurso genético útil para el desarrollo de nuevas variedades de soja tolerantes a 

la sequía. 

Si bien quedan muchas preguntas por responder sobre el mecanismo por el cual se puede 

identificar este fenotipo SW en las variedades de soja tolerantes a sequía, se ha convertido 

en un rasgo particularmente útil en los programas de mejoramiento en los países menos 
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desarrollados, que buscan sistemas de marcadores asequibles y visibles para mejorar la 

tolerancia a la sequía [37]. 

El mejoramiento empírico tiene como desventaja que depende exclusivamente de la presencia 

de genes útiles en la población sexualmente compatible. A su vez, la introgresión de genes a 

un genotipo mediante cruzamiento resulta en la transferencia de otras regiones genómicas 

que pueden ser no deseadas. Además, para lograr una ganancia deseada a través de la 

mejora tradicional, puede ser necesario llevar a cabo un número elevado de ciclos de selección 

y de reproducción. Sin embargo, la mejora en un rasgo, a través de la reproducción 

convencional no es posible si la variación genética apropiada en el conjunto de genes de un 

cultivo es muy baja o ausente. Esto ocurre con las variedades de soja que se comercializan, 

que presentan una base genética generalmente muy estrecha, lo cual explica las pocas 

referencias al carácter de tolerancia a sequía comparado con otros cultivos sembrados en las 

mismas regiones geográficas. 

El éxito limitado en mejorar la tolerancia a la sequía en los cultivos podría deberse también a 

que el rasgo de tolerancia a la sequía es controlado por múltiples genes que tienen efecto 

aditivo, es decir, es un factor multigénico y cuantitativo. Además, existe una fuerte interacción 

entre los genes para la tolerancia a la sequía y los involucrados en el rendimiento potencial. 

Por otro lado, el tiempo, la intensidad, la duración y frecuencia del déficit hídrico, así como las 

interacciones planta-suelo-atmósfera son factores que influyen en la respuesta de las plantas 

[38]. 

Por las razones antes expuestas, es necesario buscar enfoques más eficientes para 

complementar los enfoques convencionales y poder alcanzar mayores grados de tolerancia a 

la sequía. 

La disponibilidad de toda la secuencia del genoma, los mapas físicos, la genética y las 

herramientas genómicas funcionales, los enfoques integrados que utilizan la mejora genética 

y la ingeniería genética, ofrece nuevas oportunidades para mejorar la resistencia a la sequía 

en la soja [21]. 

 

6.3.1 Estudios moleculares en soja para mejorar la tolerancia a sequía  

 

Dentro de los marcadores moleculares asociados al mejoramiento genético de soja para la 

tolerancia a sequía se ha identificado cierto número de QTLs (del inglés: “quantitative trait 

loci”, que significa: locus para un carácter cuantitativo)  [39], [40]. Los QTLs son regiones del 

genoma, no necesariamente asociados con un gen sino que pueden abarcar varios genes en 

un fragmento de ADN. La variación alélica del QTL puede causar variación fenotípica en un 

rasgo cuantitativo. 

Se han identificado QTLs asociados con el rendimiento [41], [42] y con el marchitamiento de 

las hojas [35], [42] en pocas cantidades, de 1 a 3 QTLs.  
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Du y colaboradores (2009) identificaron 19 QTLs asociados con el rendimiento de semillas por 

planta bajo estrés hídrico con respecto a semillas por planta con buena hidratación. Además, 

identificaron 10 QTLs asociados con el índice de susceptibilidad a sequía (DSI) en soja. Este 

índice evalúa el rendimiento de un genotipo bajo condiciones de sequía en relación al 

rendimiento sin sequía, como una estimación de la adaptabilidad del genotipo sobre un rango 

de ambientes. En resumen, la fórmula responde a la pérdida relativa de rendimiento de cada 

genotipo dividida por la pérdida media de todos los genotipos testeados en el experimento. De 

esta forma es un parámetro que permite seleccionar genotipos resistentes a sequía lo cual 

sumado a la selección por marcadores moleculares como los QTLs  respalda el mejoramiento 

genético en cuanto a este carácter [43].  

Ye y colaboradores (2019) demostraron que dos QTLs ubicados en los cromosomas 6 y 10 

contribuyen entre un 20% y 30% con la asociación entre el SW y el rendimiento del cultivo en 

condiciones de sequía y se confirmaron por primera vez los efectos del SW QTL como 

herramienta en el mejoramiento asistido por marcadores (MAS) y con grandes posibilidades 

de aplicarlo para mejorar la tolerancia a sequía en otros grupos de madurez de la soja [44]. 

Estas regiones genómicas explican menos del 10% de la variación fenotípica observada entre 

los distintos genotipos [21]. Esto significa que ninguno de los parámetros utilizados para 

analizar los diferentes mecanismos de resistencia a sequía es suficiente, por sí mismo, para 

evaluar fenotípicamente el grado de resistencia a este estrés en esta especie. En este 

contexto, resulta indispensable el empleo de estrategias que integren distintas aproximaciones 

experimentales para generar cultivares elites con un alto potencial de rendimiento bajo 

condiciones de estrés como la sequía.  

La identificación de genes asociados a la tolerancia al estrés es clave para el mejoramiento 

genético convencional y molecular de una especie en cuestión; ya sea para el desarrollo de 

marcadores moleculares que asistan la evaluación del grado de tolerancia de un genotipo en 

particular, como para el mejoramiento de un cultivo por transgénesis [45]. El desarrollo de 

herramientas moleculares derivadas de la genómica y post genómica, incluyendo los análisis 

transcripcionales y metabólicos, constituyen herramientas valiosas para la identificación de 

genes candidatos. En soja existe gran cantidad de información a nivel genómico en el ámbito 

internacional. Se cuenta con un mapa consenso con más de mil marcadores SSR mapeados 

en 20 grupos de ligamiento saturado con marcadores RFLP, RAPD y AFLP, al que se han 

incorporado secuencias de DNAc [46]. El genoma está secuenciado y disponible en la base 

de datos Phytozome y se cuenta actualmente con más de 400 000 ESTs en bases de datos 

de GenBank [47] y alrededor de 4700 SNPs y 839 InDels [48]. Existe una base de datos de 

SNPs en soja con información de secuencias de cebadores, posición de SNP así como 

secuencias de alelos presentes en seis genotipos y el mapa integrado completo con SSR, 

RFLP y SNPs (http://bfgl.anri.barc.usda.gov/cgibin/soybean/Linkage.pl). Asimismo, se han 

desarrollado microarreglos de ADN comerciales (Affymetrix® GeneChip) y recientemente se 

ha reportado el desarrollo de TILLING en soja [49]. Sin embargo, la mayoría de los genes 

candidatos identificados por las herramientas antes descriptas no han sido aún validados 

experimentalmente. 
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6.3.2 La transgénesis como herramienta para aumentar la tolerancia a sequía 

 

Algunas estrategias biotecnológicas que han permitido el desarrollo de plantas con aumento 

en la resistencia a condiciones de estrés son basadas en la ingeniería genética. La 

transgénesis es una herramienta de mejoramiento genético muy poderosa que permite 

incorporar genes nuevos, así como modular la expresión de genes endógenos involucrados 

en caracteres de interés. Existen varios ejemplos de ingeniería genética que han logrado 

incrementar la tolerancia al déficit hídrico en soja. Algunos de ellos se enfocaron en la 

manipulación de genes de factores de transcripción, mientras que otros trabajos han optado 

por incrementar la expresión de genes de respuesta, como enzimas y otras proteínas 

involucradas en la tolerancia al estrés.  

 

6.3.2.1 Sobreexpresión de factores de transcripción para incrementar la tolerancia al 

estrés hídrico 

 

 

Los factores de transcripción son proteínas que reconocen y se unen a secuencias cortas de 

ADN específicas de las regiones reguladoras de genes (por ejemplo; promotores, intrones y 

potenciadores) y han resultado ser buenos candidatos para el mejoramiento de la tolerancia 

al déficit hídrico.  

 

Un ejemplo muy representativo, identificado y desarrollado en Argentina, corresponde al factor 

de trascripción (TF) de girasol, HaHB4 (Helianthus annuus HomeoBox 4). Este TF, 

perteneciente a la familia de homeodominio- Zipper de leucina I, ha sido introducido en varias 

especies vegetales, Arabidopsis, cereales (trigo) y soja. Su evaluación en una amplia gama 

de condiciones de cultivo exhibió una mejor adaptación a entornos propensos a la sequía [50].  

 

Una investigación más profunda sobre el mecanismo desencadenado por este gen HaHB4 

para conferir tolerancia a la sequía indicó que no implicaba el cierre de los estomas. Esto es 

una ventaja, ya que el cierre de los estomas, si bien conduce a la tolerancia a la sequía, 

generalmente se acompaña de una penalización en el rendimiento en algunos entornos. En 

particular, los autores de este estudio asocian la función de este TF a un retraso de la 

senescencia a través de la inhibición de los receptores de etileno [51]. Sin embargo, el 

descubrimiento más importante fue que las plantas de Arabidopsis continuaban creciendo 

cuando el estrés era moderado y, por lo tanto, el impacto negativo en la productividad se 

redujo con respecto a las plantas de control que exhibieron cierre de estomas. Cuando las 

plantas fueron sometidas a estrés severo (no regadas durante 10-20 días), las tasas de 

supervivencia fueron mucho más altas para las plantas genéticamente modificadas (GM) que 

expresan HaHB4 que para los controles de tipo silvestre [52]. A nivel de campo y en una gama 

amplia de condiciones los transgénicos de HaHB4 superaron a los controles silvestres tanto 



Introducción 
 

21 
 

en el HaHB4 expresado en Arabidopsis, como el expresado en soja y trigo [53], [54]. En estos 

estudios, se expresó la región codificante de HaHB4 bajo la regulación del promotor de 

ubiquitina, en el caso de trigo y Arabidopsis, o del promotor propio del gen HaHB4.  

 

Por otro lado, otros factores de transcripción que han sido reportados por su aporte a la 

tolerancia a sequía, como los DREBs (del inglés: Dehydration responsive element binding), 

pertenecientes  a la familia de factores de transcripción de respuesta a etileno (ERF del inglés: 

“ethylene response factors”), que  desempeñan un rol fundamental en la tolerancia a múltiples 

tipos de estrés [55].  

 

Ejemplo de estos estudios, es el caso de la sobreexpresión de AtDREB1A de Arabidopsis, 

bajo el control del promotor inducible por estrés rd29A, el cual mejoró con éxito la respuesta 

de tolerancia a sequía en Arabidopsis thaliana [56]–[58], tabaco [59], arroz [60]–[62], trigo [63], 

[64] y maní [65]–[67]. 

 

Un cultivar de soja BR16 sensible a sequía fue transformado también con el gen AtDREB1A 

bajo el control de este promotor inducible de A. thaliana (rd29A). Las plantas modificadas 

sintetizaron más clorofila, presentaron elevada conductancia estomática y mayores tasas 

fotosintéticas, así como menores tasas de transpiración. Varios genes relacionados con la 

respuesta a sequía fueron altamente expresados cuando se sometieron a un tratamiento de 

déficit de agua severo. Estos resultados indicaron que la sobreexpresión de AtDREB1A en 

soja puede mejorar la tolerancia a sequía [68]. 

 

Otro miembro de la familia DREB, la proteína DREB2A, ha sido usado para desarrollar plantas 

genéticamente modificadas tolerantes a sequía. Ha sido sobreexpresada en A. thaliana 

constitutivamente con resultados significativos de tolerancia a estrés por sequía y calor [69], 

[70]. Genes homólogos de AtDREB2A fueron estudiados en maíz [70], arroz [60], girasol [71], 

trigo [72] y crisantemo [73]. AtDREB2A también fue introducido exitosamente en soja. El 

análisis molecular conducido bajo experimentos hidropónicos muestra que las plantas 

transgénicas exhibieron una elevada expresión del transgén en las raíces, en períodos de 

déficit hídrico. Mizoi y colaboradores, en el 2013,  identificaron un gen de soja DREB2, 

GmDREB2A, y mostraron que la expresión heteróloga en Arabidopsis estimula genes 

inducibles por estrés como RD29A, RD29B, HsfA3 y HSP70 y mejora la tolerancia a estrés[74]. 

Estos hallazgos demuestran que las plantas que sobreexpresan las proteínas AtDREB2A y 

DREB2A adquieren mayor tolerancia a diferentes tipos de estrés abiótico como sequía y calor 

[75]. GmDREB2 también fue sobreexpresado en soja, confiriéndola a este cultivo tolerancia a 

sequía y a elevada salinidad en las plantas transgénicas [76]. 

 

Otra experiencia con el gen de soja GmDREB3 y su sobreexpresión demostró que mejora la 

tolerancia a sequía en paralelo con la acumulación de prolina [77].  

 

La familia de proteínas AREB del inglés “ABA – responsive element- binding” traducido como 

“unión a elemento de respuesta a ABA” han mostrado resultados interesantes confiriendo 
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también tolerancia a sequía. En Arabidopsis, AREB actúa como el principal factor de 

transcripción bajo estrés abiótico [78], [79] y se ha reportado que regula las respuestas al 

estrés ambiental y la señalización de ABA durante la etapa vegetativa [80]–[83].  

 

En soja, el gen AREB1 de A. thaliana fue introducido y sobreexpresado, obteniéndose líneas 

AtAREB1FL que mostraron la habilidad de sobrevivir por un período de 5 días sin agua bajo 

condiciones de invernáculo, sin mostrar daño en las hojas. Estas líneas también mostraron un 

mejor crecimiento y rendimiento fisiológico bajo déficit hídrico (mayor tasa relativa de longitud 

del brote, conductancia estomática y fotosíntesis) en comparación con las silvestres [84]. 

 

Otro ejemplo, lo constituye el gen AtMYB44, un factor de transcripción MYB tipo R2R3 de 

Arabidopsis que participa en la señalización de estrés abiótico mediada por ABA[85]. La 

expresión ectópica de AtMYB44 en soja condujo a una mejor tolerancia a sequía pero con una 

reducción de su crecimiento fenotípico en condiciones normales [86].   

 

6.3.2.2 Sobreexpresión de proteínas o enzimas que participan en las vías de tolerancia 

al estrés hídrico 

 

Además de la sobreexpresión de factores de transcripción, se ha incrementado la expresión 

de enzimas u otras proteínas que participan en vías específicas, o en la tolerancia a estrés 

hídrico.  

 

Uno de los genes reportados en este sentido fue la introducción del gen NTR1 de Brassica 

campestris que codifica para la carboxil mentiltransferasa de ácido jasmónico. Este gen en 

soja aumentó la acumulación de metil jasmonato y con ello aumentó la tolerancia a la 

deshidratación durante la germinación de las semillas [87].  

 

También se ha trabajado mucho con la enzima pirrolina-5-carboxilato reductasa (P5CR), que 

cataliza el primer paso de la biosíntesis de L-prolina a partir de 1-pirrolina-5-carboxilato. La 

prolina participa en la osmoregulación de la célula vegetal en condiciones de estrés por sequía 

con un bajo contenido relativo de agua. De Ronde y colaboradores en el 2004, demostraron 

que la sobreexpresión del gen P5CR de Arabidopsis, en soja, bajo la regulación del promotor 

inducible por estrés, incrementaba los niveles libres de prolina y resultaba en un mayor 

contenido relativo de agua en las plantas transgénicas [88].    

 

6.4 Nuevas estrategias de ingeniería genética para el desarrollo de cultivos con caracteres 

de interés 

6.4.1 Intragénicos como una alternativa en el desarrollo de cultivos transgénicos 

  

A la fecha, todos los ejemplos de soja tolerantes a sequía modificados genéticamente tienen 

en común que incorporan secuencias heterólogas en su genoma, ya sea los genes para 
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conferir la característica de tolerancia, secuencias reguladoras o genes marcadores para la 

selección de los transformantes.  

 

Para la obtención de una planta transgénica, es necesaria la incorporación de una región de 

ADN en su genoma, para que luego ésta sea heredada de manera estable en las sucesivas 

generaciones. Se pueden incorporar genes de otros organismos, genes de otras plantas o 

genes de la misma planta, pero con modificaciones. Comúnmente se usan secuencias 

reguladoras de otras especies (promotores y terminadores) para modular la expresión génica. 

Además, en los procesos de transformación genética de plantas, generalmente se utilizan 

secuencias adicionales que permiten la selección de las células transformadas, como por 

ejempo, genes de resistencia a antibióticos o herbicidas.  

 

El área agrícola usada para el cultivo de transgénicos ha aumentado sin precedentes a partir 

de su introducción hace 20 años, superando los 160 millones de hectáreas en el total de países 

que se producen. La primera generación de transgénicos comprendió cultivos primarios como 

la soja, maíz, algodón y canola con tolerancia a herbicidas y larvas de insectos. La segunda 

generación de cultivos transgénicos comprendió rasgos para mejorar los beneficios para la 

salud, la tolerancia a sequía, así como el uso eficiente de nitrógeno [89]. Si bien la transgénesis 

es una herramienta muy exitosa, sólo una fracción de los potenciales cultivos genéticamente 

modificados es comercializada. Esto se debe en parte a los elevados costos y extensos 

procedimientos para obtener la aprobación de los cultivos GM. Diferentes estudios muestran 

claramente que una de las principales preocupaciones de la sociedad sobre los cultivos 

transgénicos es la combinación artificial de elementos genéticos derivados de diferentes 

organismos que no pueden cruzarse por medios naturales [90], [91]. Esta reserva a menudo 

está vinculada a una noción de respeto por la naturaleza y también puede estar relacionada 

con el temor a los riesgos potenciales para la salud y la propagación de nuevas combinaciones 

de genes en el medio ambiente. 

 

Con el objetivo de cumplir con estas reservas y al mismo tiempo asegurando una planta 

ambientalmente racional y una producción de cultivos eficientes, fueron desarrollados otros 

conceptos de transformación como es el caso de la cisgénesis e intragénesis como 

alternativas al desarrollo de cultivos transgénicos. 

Si el gen donante y todas las secuencias reguladoras del transgén pertenecen a la misma 

especie de cultivo o pertenecen a las especies de reproducción cruzada del huésped, el cultivo 

resultante se denomina "cisgénico". En la tecnología cisgénica, el cisgen debe ser una copia 

idéntica del gen nativo del organismo hospedador, incluyendo sus secuencias reguladoras 

(promotor y terminador). Por otro lado, un cultivo intragénico se obtiene a partir de la inserción 

de genes que contienen secuencias genéticas también presentes en el organismo 

hospedador. En este caso, las secuencias codificantes (con o sin intrones), pueden estar 

reguladas por promotores y terminadores provenientes de diferentes genes (de especies 

compatibles sexualmente), generando nuevas combinaciones que no están presentes como 

tal en el acervo genético del cual provienen pero sí contiene las secuencias que se pueden 

obtener por cruzamientos convencionales [92], [93], [94] (Figura 4). Haciendo referencia al 
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esquema de la figura, para obtener un cisgénicos se puede seleccionar cualquiera de los 

cuatro genes identificados en la parte (a), sin modificar su secuencia (promotor- gen intacto-

terminador) e insertarlo en una especie compatible sexualmente con la especie de la cual 

provienen. Para la construcción de intragénicos representado en la Figura 4, se pueden 

combinar secuencias de la misma especie o de especies compatibles sexualmente con la de 

interés a transformar, como es el caso del promotor del Gen 2, la secuencia codificante del 

Gen 1 (sin intrones) y el terminador del Gen 3.  

 

Figura 4: Ilustración de construcción de intragenes definida por Rommens (2004). La intragénesis permite la recombinación 
in vitro de elementos aislados de diferentes genes dentro del conjunto de genes sexualmente compatibles. 

 

El conjunto de genes usado para la intragénesis debe ser idéntico al usado en el mejoramiento 

tradicional, esto significa que no deben ser modificadas sus secuencias. Los genes foráneos 

como los marcadores de selección y el resto de los genes del esqueleto del vector deben ser 

eliminados de los transformantes intragénicos primarios o de su progenie. 

En resumen, las combinaciones de las secuencias de ADN en la cisgénesis y la intragénesis 

se realizan igual que en los transgénicos, a través de las herramientas de ADN recombinante, 

que permiten (de forma resumida) aislar las secuencias deseadas, pegarlas e insertarlas en 

vectores adecuados que luego serán usados dependiendo del método de transformación que 

corresponda para modificar genéticamente la especie vegetal objetivo. 
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6.4.2 Edición genómica - sistema CRISPR/Cas9 

 

Desde el comienzo en el uso de la transgénesis para la modificación genética de plantas y 

animales, ha existido un gran interés a nivel de la comunidad científica internacional en el 

desarrollo de procedimientos que permitan efectuar cambios dirigidos en el genoma. En la 

última década se ha desarrollado un conjunto de tecnologías, colectivamente llamadas de 

edición genómica, que permiten modificar una región definida del genoma. Esto se logra 

mediante la introducción de cortes específicos en la doble cadena de ADN, lo cual induce los 

mecanismos de reparación del ADN y generando cambios en la secuencia afectada [95]. 

Una de las ventajas de la edición genómica frente a las técnicas convencionales de 

mutagénesis o de transgénesis convencional, es que las mutaciones generadas mediante esta 

tecnología son muchas veces indistinguibles de la variación genética que ocurre naturalmente 

dentro de una especie. A su vez, esta tecnología permite la obtención de mutaciones 

homocigotas desde las primeras etapas del procedimiento, facilitando la selección de 

caracteres recesivos [96], [97] 

Las técnicas de edición dirigida del genoma pueden generar pequeñas deleciones o 

inserciones (indels), pudiendo resultar en la pérdida de función de una proteína. También, es 

posible dirigir la inserción de una nueva secuencia a un locus específico del genoma (en inglés: 

“knockin”), o incluso, regular la transcripción de genes a partir de la utilización de variantes del 

sistema que, sin generar un daño en el ADN, permiten la unión de diferentes proteínas a 

regiones específicas [98], [99]. En comparación con las tecnologías de transgénesis 

convencionales, la edición genómica, como por ejemplo CRISPR/Cas9 (Del inglés: clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats) tiene marcadas ventajas con respecto a otras 

tecnologías previas (ZNF, del inglés: ”zinc finger nuclease” y TALEN, del inglés “transcriptional 

activator-like effector nuclease”), como el fácil diseño y construcción, elevada precisión y 

eficiencia de modificaciones, capacidad de apilar múltiples genes de interés simultáneamente 

y generación de descendientes sin elementos transgénicos. 

La ingeniería dirigida del genoma ha atraído gran atención de los científicos que investigan en 

plantas y de los mejoradores, y ha sido rápidamente adoptada en el mejoramiento de cultivos, 

especialmente desde el surgimiento en 2013 del sistema CRISPR/Cas9.  

Varios países, entre los cuales se encuentran EUA, Argentina, Brasil y Chile, han adoptado la 

resolución de considerar a los cultivos editados como variedades convencionales, siempre y 

cuando se demuestre que no contienen secuencias de ADN de otra especie. Cabe destacar 

que, para generar un individuo editado, en la mayoría de los casos, es necesario utilizar la 

transgénesis como estrategia para introducir el sistema de edición genética a las células 

vegetales. En esos casos, es indispensable eliminar el ADN transgénico post transformación, 

como el marcador de selección y los módulos de expresión de la proteína Cas, así como los 

otros componentes del sistema de edición génica.  
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Actualmente, las plantas intragénicas/cisgénicas están reguladas como plantas transgénicas 

en todo el mundo. Sin embargo, como el acervo genético explotado por la intragénesis y la 

cisgénesis es idéntico al acervo genético disponible para mejoramiento convencional, es 

esperable que en un futuro estos organismos sean sometidos a medidas reglamentarias 

menos estrictas. La regulación de los cultivos intragénicos/cisgénicos se encuentran 

actualmente bajo evaluación en la Unión Europea y en EUA, y es posible que al menos un 

subgrupo de estos cultivos pueda estar exento de regulación [94]. En este contexto, resulta 

particularmente interesante el desarrollo y optimización de metodologías eficientes para la 

transformación de soja. Estas permitirán el empleo de estrategias de mejoramiento basadas 

tanto en la edición del genoma como en la cisgénesis/intragénesis.  

 

6.4.3 Sistemas de eliminación de secuencias de ADN no deseadas 

 

Existen varias herramientas que pueden ayudar a eliminar las regiones no deseadas y 

transgénicas como los genes marcadores de selección una vez culminado el proceso de 

transformación genética y que sonseleccionados los eventos transformados.  

 

6.4.3.1 Sistema de 2 vectores  

 

El uso del sistema de dos vectores, durante la manipulación genética, es uno de los métodos 

de transformación más favorables en el desarrollo de las plantas transgénicas libres de 

marcadores [100], [101]. Un vector contiene el gen de interés mientras que el otro contiene el 

gen marcador. Los explantes son cocultivados con dos cepas de Agrobacterium que sólo 

difieren en que cada una contiene uno de dichos vectores. La transformación por este método 

puede resultar en tres combinaciones:  

a) Un conjunto de transformantes que alberga sólo el gen marcador. 

b) Otro conjunto con sólo el gen candidato. 

c) Una tercera posibilidad donde el gen candidato y el marcador están ambos presentes, 

pero en diferentes loci dentro del genoma de la planta transformada.  

Los transformantes que exhiben la primera y la tercera combinación son evaluados en un 

medio selectivo. Además, son identificados por una reacción de PCR gen específico para 

seleccionar los transformantes con la tercera combinación. Luego se segregan y se 

seleccionan los transformantes que contengan solamente el gen de interés. Las líneas 

transgénicas que contienen solamente el gen candidato son obtenidas como el producto final 

y son denominadas líneas transgénicas libres de marcadores [102].  
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6.4.3.2 Co-transformación mediada por transposones 

 

Los transposones son fragmentos de ADN inestables que pueden cambiar sus posiciones 

dentro del genoma. Estos están siendo muy usados para la generación de plantas 

transgénicas libres de marcadores.  

La estrategia hace uso del sistema de transposición Ac / Ds y se basa principalmente en el 

hecho de que las secuencias de ADN ubicadas en las repeticiones Ds pueden translocarse 

para eliminarlas junto con el elemento Ds [103]. Este método involucra la transformación 

mediada por Agrobacterium seguido de la re-localización intragenómica del transgén de 

interés. Subsecuentemente la segregación del marcador de selección en la progenie o la 

escisión directa del gen marcador del genoma.  

La principal ventaja de esta estrategia es que las plantas transgénicas libres de marcadores 

se pueden seleccionar fácilmente en la generación T0, evitando la necesidad de reproducción 

sexual e indicando la aplicabilidad de la estrategia también a los cultivos propagados 

vegetativamente. A pesar de todas las ventajas, algunas limitaciones son inevitables, como la 

muy baja frecuencia de regeneración de plantas transgénicas libres de marcadores y la 

inestabilidad genómica de las plantas transgénicas debido a la presencia continua de 

transposones heterólogos. El requisito de cruzamiento y segregación genética para separar el 

transgén y el gen marcador es un proceso que requiere mucho tiempo y, por tanto, puede 

contarse como uno de los inconvenientes de este método. 

6.4.3.3 Recombinación sitio específica  

 

La recombinación en un sitio de escisión diana se denomina recombinación sitio específica y 

generalmente se lleva a cabo usando una enzima excisionasa o recombinasa. Esta técnica ha 

sido muy usada en la eliminación de genes marcadores del genoma de plantas transgénicas. 

Diferentes tipos de estrategias de recombinación sitio específica han sido desarrolladas para 

reunir varios cambios en la biotecnología moderna. Recientemente, un sistema de vector de 

transformación multi-auto-transformación (MATVS) fue usado para desarrollar plantas de 

tabaco transgénicas libres de marcador, donde la enzima RDR6 (ARN polimerasa 6 

dependiente de ARN) fue suprimida en eventos de modificación postranscripcional [104]. 

 Otros tres sistemas de recomendación sitio específica se encuentran bien caracterizados por 

la eliminación de los genes marcadores. Estos son, el sistema Cre/loxP del bacteriófago P1 

(el más usado), el sistema de recombinación FLP/FRT de Saccharomyces cerevisiae y el 

sistema de recombinación R/RS de Zygosaccharomyces rouxii. Estos sistemas tienen en 

común que los sitios de recombinación son secuencias de longitud entre 30 y 200 nucleótidos 

y constan de dos motivos con una simetría de repetición invertida parcial. La recombinasa se 

une a estos motivos, los cuales delimitan a una secuencia transversal en la que tiene lugar la 

recombinación. Este sistema es frecuentemente referenciado como autoexcisión [105]. 
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Este método puede presentar algunas desventajas o limitaciones como la amplia presencia 

de recombinasas bacterianas en las plantas, capaces de producir cambios no deseados en el 

genoma de la planta en los sitios de escisión del transgén. Puede funcionar correctamente en 

plantas con flores pero no es usada en plantas que se propagan vegetativamente [106].  

6.4.4 Sistema Cre/loxP 

 

El sistema Cre/loxP es particularmente simple y está bien caracterizado [107].  Se basa en 

dos componentes sin requerimientos de otras proteínas: (a) la recombinasa Cre, que cataliza 

la recombinación entre dos sitios loxP, y (b) los sitios loxP (del inglés “locus of crossing–over” 

que significa lugar de entrecruzamiento).  

 

Cuando se expresa la Cre recombinasa, los eventos de recombinación pueden ocurrir en los 

sitios de reconocimiento loxP del genoma de la célula. En general, son tres los posibles 

resultados de la recombinación Cre/loxP: inversión, translocación o escisión, dependiendo de 

la orientación de los sitios de recombinación loxP (Figura 5). Los eventos de inversión o 

escisión pueden ocurrir cuando los sitios de recombinación están localizados sobre el mismo 

cromosoma con la misma orientación u orientación opuesta, respectivamente. Los eventos de 

translocación pueden resultar del intercambio de segmentos de ADN cuando los dos sitios de 

recombinación están localizados en cromosomas separados con la misma orientación [108]. 

Estas son las dos principales aplicaciones del sistema de recombinación sitio específica: 

remover elementos transgénicos no deseables como los genes marcadores y la integración 

sitio específica de genes de interés. Por ejemplo, el gen marcador de selección HPT, ha sido 

eliminado de plantas transgénicas de mostaza con resistencia a insecticida [109]. La 

eliminación de los genes marcadores han sido reportados en arroz [110], papa [111] y tomate 

[112], etc.  

 



Introducción 
 

29 
 

 

Figura 5: Reacción de recombinación sitio específica mediada por el sistema Cre/loxP. a) El evento de inversión mediada por 
Cre/loxP puede ocurrir cuando los dos sitios loxP están localizados en el mismo cromosoma con orientaciones opuestas. b) 
El evento de translocación mediada por Cre/loxP puede ocurrir cuando los dos sitios loxP están localizados en cromosomas 
diferentes, pero con la misma orientación. c) El evento de escisión mediada por Cre/loxP puede ocurrir cuando los dos sitios 
loxP están localizados en el mismo cromosoma con la misma orientación. Tomado de (X. Yang, Luo, Mo, & Liu, 2019).   

 

La Cre no requiere de la participación de otras proteínas o cofactores y la actividad enzimática 

la realiza bajo una amplia variedad de condiciones celulares y no celulares, de forma intra o 

intermolecularmente (sobre el ADN). La reacción de recombinación es reversible. La reacción 

de escisión es irreversible y cinéticamente más favorable que la integración bimolecular [113], 

[114]. 

 

Son diferentes los métodos de expresión de Cre en diferentes especies de plantas, entre las 

que se encuentran Arabidopsis thaliana, Nicotiana y soja, con diferentes eficiencias de corte 

[115].  

 

Una herramienta que permite la expresión temporal de Cre, inducible químicamente por 

estradiol, fue desarrollada por Zuo y colaboradores  en el 2000 [116] y evaluada en Arabidopsis 

con una eficiencia de corte de hasta un 66%. Esta metodología permite controlar estrictamente 

la expresión de una proteína deseada como puede ser la Cre recombinasa y puede ser muy 

útil para eliminar el sistema CRISPR/Cas9 una vez generada la mutación deseada si se agrega 

un sitio loxP delante del casete CRISPR/Cas9. 
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6.5 Antecedentes del grupo de trabajo 

 

La mejora de la tolerancia al estrés ambiental en plantas es compleja además de no ser 

prioritaria para las grandes empresas biotecnológicas del sector de producción de semillas de 

soja. Esto condiciona que la obtención de variedades tolerantes a estrés ambiental deba 

enmarcarse con recursos a nivel país. Existen diferentes eventos de soja transgénica contra 

el estrés biótico, pero hay pocos avances en este cultivo en la resistencia a estrés abiótico por 

sequía. En este contexto, el mejoramiento genético mediante el desarrollo de material 

tolerante al tipo de sequía que se da regularmente en Uruguay, representa una importante 

oportunidad.  

 

En el marco del proyecto “Aproximación genómica integrada en el MERCOSUR para la 

prospección de genes útiles para el mejoramiento de la soja frente a estrés biótico y abiótico”, 

Biotecsur, financiado por la Unión Europea, nuestro grupo se centró en la identificación de 

genes candidatos para aumentar la tolerancia al déficit hídrico en soja. Como resultado de 

estos estudios se identificaron varios genes de respuesta a sequía. Estos genes mostraron un 

claro patrón de expresión diferencial entre los genotipos tolerantes y susceptibles. Además, 

se evaluó su función en la tolerancia al estrés hídrico utilizando como modelo vegetal 

Arabidopsis thaliana. 

 

Como continuidad de este trabajo, nuestro laboratorio en conjunto con el INIA y la Facultad de 

Agronomía desarrolló el proyecto “Biotecnología aplicada al mejoramiento genético de la soja”. 

Dicho proyecto tiene como objetivo obtener líneas intragénicas de soja más tolerantes a la 

sequía; utilizando el sistema Cre/loxP para eliminar las secuencias de ADN no deseadas 

presentes en las construcciones usadas para la transformación. Las nuevas variantes 

genéticas de soja generadas podrán ingresar al programa de mejoramiento genético de soja 

de INIA y podrán ser usadas para cruzamiento con otras variedades. 
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7 Objetivos 

 

 

7.1 Objetivo general 

 

Desarrollar un sistema de vectores para la transformación de soja que permita la obtención de 

genotipos intragénicos con expresión constitutiva o inducible de genes candidatos.  

 

7.2  Objetivos específicos: 

 

1) Identificar promotores de genes de soja, tanto de expresión constitutiva como de respuesta al 

déficit hídrico.  

2) Generar vectores para la expresión génica constitutiva e inducible por sequía, conteniendo un 

sistema para la eliminación de secuencias no deseadas en etapas post transformación. 

3) Caracterizar los vectores para la expresión génica constitutiva e inducible en plantas modelo 

y soja. 
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8 Estrategia experimental  

La estrategia general del trabajo se ilustra de manera esquemática en la Figura 6. Con el objetivo de 

generar un sistema de vectores para la transformación de soja y obtención de genotipos intragénicos, 

en primer lugar, se identificaron genes de esta especie, cuyos promotores pudieran ser útiles para 

dirigir la expresión de otros genes, en forma constitutiva o inducible por estrés hídrico (Actividad 1). 

Para la búsqueda de genes candidatos, se usaron datos generales de transcriptómica, datos 

bibliográficos, y resultados previos del grupo obtenidos a partir de bibliotecas de ADNc, sustraídas y 

enriquecidas en secuencias inducidas por déficit hídrico.  

Las regiones del promotor de estos genes, junto con la secuencia 3’ no traducida del gen VspB  de 

soja, fueron aisladas y clonadas en vectores, junto con una región de múltiple clonado, para formar 

módulos de expresión (Actividad 2).  

Se generaron vectores de transformación de soja (binarios y para biolística), conteniendo el sistema 

Cre/loxP para la escisión controlada del módulo de selección y del propio sistema Cre/loxP. Esto 

permite la eliminación de las secuencias de ADN no deseadas, una vez seleccionados los genotipos 

transformantes (Actividad 3).  

Los módulos de expresión de regulación de la expresión de genes, junto con las secuencias 

correspondientes al sistema Cre/loxP y el casete de selección, fueron ensamblados para formar 

vectores de tipo binarios y para biolística (Actividad 4). Estos vectores fueron evaluados mediante la 

expresión transitoria del gen reportero GUS, en soja y en plantas modelo. A su vez, se generaron 

plantas transgénicas de soja estables para contribuir a un análisis más detallado acerca de la 

aplicabilidad de estos sistemas de vectores (Actividad 5).  

Figura 6: Representación esquemática de la estrategia utilizada en este proyecto. 
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9 Materiales y métodos 

 

9.1 Material vegetal, condiciones de cultivo 
 

Plantas de Nicotiana benthamiana fueron utilizadas en los ensayos de expresión transitoria 
mediante agroinfiltración de hojas.  
 
Los genotipos de soja (Glycine max (L.) Merr.) utilizados para los ensayos de expresión de 
genes mediante Northern blot fueron:  N7001[30], TJS2049 [117] y Munasqa [118]. Los 
genotipos de soja transformados mediante biolística fueron  el cultivar Jack [119] y la línea 
avanzada de mejoramiento (SJ14241) de INIA, La Estanzuela.  
 
Del genotipo de soja N7001 [30] de marchitamiento lento se aislaron secuencias reguladoras 
para la construcción de los vectores.  
 

9.1.1 Condiciones del cultivo 

 

Para la transformación transitoria de soja, se utilizaron plántulas obtenidas a partir de semillas 

previamente incubadas durante 16 h (ON, del inglés “over night”) con gas cloro (apartado 

9.2.2), y germinadas in vitro en medio MS (1/2) [120]  con un pH 5.7 y  0.7% agar. 

Las plantas de soja utilizadas para producción de embriones somáticos a partir de las semillas 

inmaduras fueron cultivadas con una intensidad de luz de 800 µmol fotones m-2seg-1 alcanzada 

con el aporte combinado de lámparas de halogenuro metálico de 200 W y lámparas de vapor 

de sodio a alta presión de 400 W, utilizando un fotoperiodo de 16/8 h (luz/oscuridad) y a una 

temperatura de 30oC/20oC (día/noche).  

 

9.2 Desinfección de semillas para germinación in vitro 

 

9.2.1 Semillas de Nicotiana benthamiana  

 

Las semillas de tabaco (Nicotiana benthamiana) se desinfectaron mediante incubación 

durante 3 min con etanol 70% y posteriormente durante 15 min con una solución de hipoclorito 

de sodio 25% y Tritón 0,1%.  Posteriormente, se realizaron de 5 a 7 enjuagues con agua 

destilada estéril para eliminar los restos de estas soluciones.  
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9.2.2 Semillas de Soja 

 

Las semillas de soja fueron desinfectadas mediante exposición al gas Cl2, colocándolas en un 

recipiente abierto dentro de un desecador de vidrio junto a un vaso de bohemia con una mezcla 

de 50 mL de hipoclorito de sodio 100%, 50 mL de agua destilada y 3,5 mL de HCl 32%. La 

mezcla del ácido clorhídrico con el hipoclorito de sodio generó gas Cl2 que esterilizó las 

semillas incubándolas ON con el desecador cerrado. El desecador se abrió en cabina de flujo 

laminar para sacar las semillas en condiciones asépticas y se dejó abierto 30 min antes de 

proceder con la siembra in vitro en MS (1/2). 

 

9.3 Cepas de bacterias y condiciones de cultivo 

 

Tabla 1: Cepas bacterianas y plásmidos 

Cepas bacterianas Genotipo Plásmidos Marcador 
relevante 

Referencias 

Escherichia coli     

HB101 (helper) F–, thi-1, hsdS20 (rB–, mB–), supE44, recA13, 
ara-14, leuB6, proA2, lacY1, galK2, rpsL20 
(strr), xyl-5, mtl-1. 

pRK2013 KanR ATCC 

DB 3.1 gyrA462 endA1 Δ(sr1-recA) mcrB mrr hsdS20 
glnV44 (=supE44) ara14 galK2 lacY1 proA2 
rpsL20 xyl5 leuB6 mtl1 

--- ccdBr/Strepr  Invitrogen 

DH5α F- φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 recA1 
endA1 hsdR17(rk - , mk +) phoA supE44 thi-1 
gyrA96 relA1 λ- 

--- --- Invitrogen 

TOP10  F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 
Δ(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 
nupG 

--- Strepr Invitrogen 

Agrobacterium 
tumefaciens 

    

GV3101 
(gentR/strepR) 
Nopalina 

--- Ti pMP90 
(pTiC58DT-
DNA) 

C58C1 
Rifr/Strepr 

[121] 

 

9.3.1 Condiciones de cultivo de las cepas bacterianas  

 

Las cepas de bacterias Escherichia coli (E. coli) fueron cultivadas en medio líquido LB e 

incubadas a 37°C con agitación (120 rpm) ON.   
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Las colonias de bacterias transformados con los diferentes vectores fueron seleccionadas en 

medio sólido LB con el agregado del antibiótico específico para los clones transformantes e 

incubadas en estufa a 37°C ON. 

La fórmula del medio LB Agar bajo en concentración de sales comprendió 10 g de triptona, 5 

g de extracto de levadura y 5 g de NaCl disueltos en un litro de agua destilada y un pH de 

entre 7,5 y 8. Para solidificar el medio se agregó 15 g/L de agar. 

Las cepas de Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens), fueron credidas en medios LB 

sólidos o líquidos con la suplementación de antibióticos, a una temperatura de 28°C en medio 

sólido durante dos días y en medio líquido ON.   

 

9.4 Análisis de expresión génica mediante Northern Blot  

 

El ARN total (15 µg) extraído según se indica en la sección 9.12.4, fue separado en geles de 

agarosa desnaturalizantes con formaldehído 2.2 M, utilizando el buffer 1X MOPS para la 

corrida electroforética, (sección 9.12.4). La transferencia del ARN a membranas de nylon 

(Amersham Hybond-N+, GE Health Care, Buckinghamshire NA) se realizó en solución 20X 

SSC (3 M NaCl, 0.3 M Citrato de sodio). Las muestras de ARN fueron fijadas a las membranas 

por exposición a luz ultravioleta (70.000 μJ/cm2, 5 seg) utilizando un crosslinker (Hoefer UVC 

500 Ultraviolet Crosslinker). Las membranas fueron prehibridadas 4 h e hibridadas ON a 65°C 

en solución Denhardt (5X SSC, 0.2% SDS, 5X Denhardt´s y 500 µg/mL de ADN de esperma 

de salmón desnaturalizado). Se agregaron 50 ng de sondas de ADN desnaturalizadas, 

marcadas con [α-32P] dCTP y se  hibridó ON. Las membranas fueron lavadas a 65°C dos 

veces durante 40 min con 5X SSC, 0.5% SDS y 2 veces con 1X SSC, 0.5% SDS a 65°C. El 

revelado se realizó por medio de películas de autoradiografía KODAK a -80°C (en 

ultrafreezer), así como con el equipo Fuji Imager FLA-3000. Los insertos se purificaron a partir 

de los geles utilizando el Quiagen Gel extraction Kit (Quiagen, Hilden, Germany). Se marcaron 

50 ng de ADN con [α-32P] dCTP 50 µCi, 3000 Ci/mmol (MP Biomedicals, USA) usando el kit 

Amersham Rediprime II DNA Labeling System (GE Health Care, Buckinghamshire NA). Las 

sondas se purificaron con columnas de exclusión cromatográfica Illustra MicroSpin G-25 

Columns (GE Health Care, Buckinghamshire NA).  

 

9.4.1 Estudio de expresión génica del gen de soja GmDHN-27kDa 

 

Para estudiar el perfil de expresión génica de GmDHN-27kDa, se efectuaron ensayos de 

Northern blot a partir de muestras de ARN total obtenidas de 3 genotipos de soja diferentes, 

los cultivares N7001, TJS2049 y Munasqa, que presentan comportamientos contrastantes 

frente a condiciones de sequía. La extracción del ARN total de los tres genotipos se realizó en 

estadio V2 (vegetativo 2: segundo trifolio expandido), tanto en hojas como en raíces y frente 
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a distintos tratamientos. A su vez, se extrajo ARN a partir de semillas (S), cotiledones (C) y 

embriones (E) del genotipo N7001. 

 

Entre los tratamientos realizados, se incluyó el agregado de las hormonas ácido salicílico (SA) 

2 mM y ABA 2uM. A su vez, las plantas fueron tratadas con el herbicida paraquat (Pq - 

metilviológeno) a la concentración de 1uM. Así mismo, las plantas fueron sometidas a un 

estrés por deshidratación mediante la interrupción del riego hasta llegar a una capacidad 

hídrica del sustrato del 50% (3 días).  

Se extrajeron muestras de ARN total a partir de plantas sometidas a los tratamientos antes 

mencionados, tanto de las hojas como de las raíces. Las muestras, de 10 µg de ARN, fueron 

separadas en geles de agarosa desnaturalizantes, transferidas a membranas de nylon, las 

cuales fueron incubadas posteriormente con una sonda marcada con 32P-dCTP. 

La sonda fue preparada a partir de la purificación del inserto de un clon de la biblioteca 

sustraída [122], que corresponde a la secuencia de cDNA comprendida entre las posiciones 

+588 y +763  del sitio de inicio de la traducción del gen. 

 

9.5 Aislamiento de regiones reguladoras de genes de soja 

9.5.1 Promotor del gen ubiquitina (GmUbi) 

 

El promotor de poliubiquitina, pGmUbi (GenBank: EU310508.1) de 917 pb fue amplificado a 

partir de ADN genómico de soja variedad N7001, con los cebadores FGmubi-1001 y RGmUbi-

3 (secuencias en Tabla 15 de la sección “Anexos”) mediante la reacción de PCR que se 

muestra en la Tabla 2 . El amplicón fue clonado en el vector intermediario pCR-Blunt II- TOPO 

de Invitrogen y secuenciado.   

Tabla 2: Condiciones de PCR para amplificar el promotor de poliubiquitina de soja a partir de ADN genómico. 

Gen o 
vector 

Cebadores Condiciones de PCR Amplicón (pb) Polimerasa 

pGmUbi FGmubi-

1001 

RGmUbi-3 

1 ciclo de 3 min. a 95°C; 35 ciclos de 20 seg. a 
98°C, 15 seg. a 55°C, 1 min a 72°C; 1 ciclo de 10 
min. a 72°C de extensión final 

1148 Kapa Hifi Hot 
Start 

 

9.5.2 Promotor del gen dehidrina (GmDHN) 

 

Para clonar el promotor del gen de dehidrina se analizó una secuencia de 2000 pb corriente 

arriba del sitio de inicio de la traducción del gen Glyma.09G185500, presente en la base de 

datos de Phytozome.  
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Se diseñó un par de cebadores (FoGmDHN2 y ReGmDHN2) cuyas secuencias se presentan 

en la Tabla 15 de la sección “Anexos”, para amplificar una región de 1414 pb de promotor, a 

partir de ADN genómico de la variedad de soja N7001 (Tabla 3).  

Tabla 3: Condiciones de PCR para amplificar el promotor de Dehidrina de soja 

Gen Cebadores Condiciones de PCR Amplicón (pb) Polimerasa 

pGmDHN ReGmDHN2
  
FoGmDHN2
  

1 ciclo de 3 min. a 95°C;  
35 ciclos de 15 seg. a 95°C, 15 seg. a 60°C, 3 
min. a 72°C;  
1 ciclo de 7 min. a 72°C de extensión final 

1414 Kapa Hifi Hot 
Start 

 

El fragmento amplificado fue adenilado en sus extremos mediante una reacción en presencia 

de 2mM de dATP y 5U (unidades de enzima) de Taq polimerasa, la cual fue incubada durante 

10 minutos a 72°C. El amplicón fue purificado utilizando QIAquick PCR Purification Kit 

(Qiagen), y clonado por ligación en un vector T/A pCR 2.1 de Invitrogen. Se transformaron 

células quimiocompetentes TOP10. Las colonias positivas fueron seleccionadas en presencia 

de ampicilina y analizadas para la presencia del inserto mediante restricción con EcoRI.  

9.5.3 3´UTR (terminador) del gen VspB 

 

La secuencia terminadora (3’ UTR), del gen de la proteína de almacenamiento vacuolar -B 

(vacuolar storage protein B) de soja tVspB fue amplificada por PCR (ver Tabla 4) a partir de 

ADN genómico de la variedad William 82 con los cebadores F-vspB y R-vspB (Tabla 15 en 

anexos). El fragmento resultante fue clonado en el vector pCR-Blunt II- TOPO de Invitrogen y 

las colonias resultantes fueron seleccionadas en presencia de kanamicina y analizadas por 

restricción con EcoRI. De esta transformación se seleccionó el clon tGmVspB_3. En todos los 

casos, los clones resultantes fueron secuenciados.  

Tabla 4: Condiciones de PCR para amplificar el terminador VspB de soja 

 

9.6 Genes reporteros 

9.6.1 GUS-int 

 

El gen reportero GUS que codifica para la enzima β- glucuronidasa conteniendo un intrón de 

maíz, fue amplificado a partir del vector pSHGus-int (Vidal S, sin publicar) con los cebadores 

gus_FW y gus_RV (Tabla 15) mediante una reacción de PCR. Las condiciones en las cuales 

se llevó a cabo la reacción de amplificación se muestran en la Tabla 6. El amplicón GUS-int 

fue clonado en el vector intermediario pCR-Blunt II- TOPO de Invitrogen, de acuerdo con las 

Gen o 
vector 

Cebadores Condiciones de PCR Amplicón 
(pb) 

Polimerasa 

tGmVspB F-VspB 
R-VspB 

1 ciclo de 3 min. a 95°C; 40 ciclos de 25 seg. a 98°C, 
30 seg. a 59°C, 1 min a 72°C; 1 ciclo de 10 min. a 72°C 
de extensión final 

592 Kapa Hifi Hot 
Start 
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indicaciones del proveedor, e introducido en células quimiocompetentes TOP10. Los clones 

resultantes fueron secuenciados para verificar la ausencia de mutaciones.  

Tabla 5: Condiciones de PCR para amplificar el gen reportero Gus-int 

Gen o 
vector 

Cebadores Condiciones de PCR Amplicón 
(pb) 

Polimerasa 

GUS-int gus_FW  

gus_RV 

1 ciclo de 3 min. a 95°C;  
5 ciclos de 20 seg. a 98°C, 15 seg. a 55°C, 2 min. a 72°C;  
30 ciclos de 20 seg. a 98°C, 15 seg. a 68°C, 2 min. a 72°C; 1 
ciclo de 7 min. a 72°C de extensión final 

2140 Kapa Hifi Hot 
Start 

 

9.6.2 eGFP-GUS 

 

El gen reportero quimérico eGFP-GUS fue amplificado a partir del vector pBGWFS 7.0 (Karimi, 

Inzé, & Depicker, 2002) con los cebadores GFP XhoI-fw y GFP AscI-rv (Tabla 6 y Tabla 15), 

conteniendo en sus extremos 5’, un sitio de restricción para XhoI o AscI, respectivamente, 

mediante una reacción de PCR. Las condiciones en las cuales se llevó a cabo la reacción de 

amplificación se muestran en la Tabla 6.  El amplicón 5’-XhoI-eGFP-GUS-AscI, fue clonado 

en un vector intermediario (pCR2.1, Invitrogen) e introducido en células quimiocompetentes 

TOP10. Los clones resultantes fueron secuenciados para verificar la ausencia de mutaciones.  

Tabla 6: Condiciones de reacción por PCR para amplificar la secuencia de eGFP-GUS a partir del vector pBGWFS 7.0 

Gen Cebadores Condiciones de PCR Amplicón 
(pb) 

Polimerasa 

eGFP-GUS GFP XhoI-fw 
(1000) 
GFP AscI-rv 
(1001) 

1 ciclo de 3 min. a 95°C;  
5 ciclos de 20 seg. a 98°C, 20 seg. a 62°C, 2 min y 40 
seg. a 72°C;  
35 ciclos de 20 seg. a 98°C, 20 seg. a 69°C, 2 min. y 40 
seg. a 72°C; 1 ciclo de 10 min. a 72°C de extensión final 

2900 Kapa Hifi Hot 
Start 

 

9.7 Construcción del vector pSaby-pGmUbi 

 

Para evaluar la actividad del promotor GmUbi, se generó una construcción conteniendo el gen 

reportero GUS_int, flanqueado por la secuencia del promotor GmUbi y del terminador del gen 

VspB. Estas secuencias fueron introducidas entre el borde derecho y el borde izquierdo del 

vector pUb-DEST [123], conteniendo el casete de selección al herbicida glifosinato de amonio. 

Este vector tiene un tamaño de 11136 pb y lo identificamos como pSaby-pGmUbi. Para su 

obtención se realizó una estrategia basada en la recombinación, utilizando el sistema 

GENEART Seamless Cloning and Assembly Kit de Invitrogen. Para ello, se diseñaron 

cebadores conteniendo secuencias solapantes entre cada fragmento y se amplificó por PCR 

las siguientes secuencias: promotor GmUbi; región codificante del gen GUS; región 3’ no 

traducida del gen VspB, esqueleto del vector pUB-DEST, conteniendo el casete de resistencia 

a glufosinato de amonio Tabla 7. La secuencia de los cebadores se presenta en la Tabla 15 

de la sección “Anexos”.  
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Tabla 7: Condiciones de reacción de PCR para amplificar las regiones que serán ensambladas usando GENEART. 

Gen o 
vector 

Cebadores Condiciones de PCR Amplicón 
(pb) 

Polimerasa 

pUB - 
DEST 

pDest_FW 
pDest_RV 

1 ciclo de 3 min. a 95°C; 35 ciclos de 25 seg. a 98°C, 30 
seg. a 55°C, 8 min a 72°C; 1 ciclo de 10 min. a 72°C de 
extensión final 

7808 Kapa Hifi Hot 
Start 

pGmUbi pGmUbi_FW 
pGmUbi_RV 

1 ciclo de 3 min. a 95°C; 35 ciclos de 25 seg. a 98°C, 30 
seg. a 55°C, 1 min a 72°C; 1 ciclo de 10 min. a 72°C de 
extensión final 

927 Kapa Hifi Hot 
Start 

Gus_int Gus_int_FW 
Gus_int_RV 

1 ciclo de 3 min. a 95°C; 35 ciclos de 25 seg. a 98°C, 30 
seg. a 55°C, 2 min a 72°C; 1 ciclo de 10 min. a 72°C de 
extensión final 

1812 Kapa Hifi Hot 
Start 

tVspB VSPB_Ter_FW 
VSPB_Ter_RV 

1 ciclo de 3 min. a 95°C; 35 ciclos de 25 seg. a 98°C, 30 
seg. a 55°C, 40 seg. a 72°C; 1 ciclo de 10 min. a 72°C de 
extensión final 

589 Kapa Hifi Hot 
Start 

 

Los fragmentos lineales amplificados por PCR se ensamblaron mediante una reacción 

enzimática incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos siguiendo las indicaciones 

del Kit. El producto fue transformado en las células de E. coli TOP10 quimiocompetentes. 

 

9.8 Construcción de vectores para biobalística 

 

9.8.1 pSBio-pGmUbi y pSBio-pGmDhn 

 

Para generar un vector conteniendo un sistema de expresión controlada de la recombinasa 

Cre, sobre el cual clonar el casete de selección en planta (resistencia a higromicina) y los 

eventuales módulos de expresión de genes candidatos, una región de estos componentes fue 

sintetizada químicamente y clonada en el vector pBluescript SK (-). Se recurrió a la síntesis 

química de este fragmento debido a la gran abundancia de sitios de restricción presentes en 

las secuencias a introducir.  

Se diseñó una secuencia conteniendo sitios de restricción únicos para las enzimas NaeI, NotI, 

KpnI, XhoI y AscI, ubicados inmediatamente corriente arriba de la secuencia del terminador 

del gen VspB. A su vez, se introdujo la región codificante del gen cre, conteniendo un intrón 

vegetal (cre-int), inmediantamente corriente debajo de la secuencia del operón LexA. Este 

último se colocó en 8 copias, seguido por la secuencia del promotor mínimo (-46) 35S de 

CaMV. Para la correcta expresión de cre-int, se introdujo la región 3’ no traducida del gen NOS 

(nopalina sintetasa) de A. tumefaciens. Finalmente, se introdujeron las secuencias LoxP en 

orientación directa, flanqueando esta secuencia sintética. En los extremos 5’ y 3’ de la 

construcción sintética, se introdujeron los sitios de restricción para las enzimas NaeI y 

Eco53K1, respectivamente.  

El fragmento de ADN sintetizado fue clonado en el vector pBluescript SK (-), entre los sitios 

NaeI y Eco53K1, eliminando de esa forma, gran parte de la secuencia correspondiente al 

origen de replicación del fago F1 y al promotor T7 (Figura 7). 
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La construcción resultante pSBio (de 4855 pb), contiene un sitio de múltiple clonado 

inmediatamente corriente arriba del terminador del gen VspB, para que permita el clonado 

posterior de genes candidatos y promotores de soja. 

 

Figura 7: Respresentación esquemática de la secuencia sintética y la estrategia de clonado para la construcción del vector 
base pSBio. A. Secuencia sintética; B. Representación circular del vector pBluescript SK(-) y sitios de restricción en donde la 
secuencia fue clonada; C. Representación lineal de la construcción resultante (pSBio). TVspB: Terminador gen Vegetative 
Storage Protein B de soja; loxP1: sitio de recombinación de la Cre recombinasa; LexA op: OLexA-35S: operador LexA (8 
copias de la secuencia) fusionado a la secuencia del promotor mínimo(-46) 35S de CaMV; Cre-int: cre recombinasa 
conteniendo el intrón V del gen KORI de Arabidopsis; NOS terminator: terminador del gen de nopalina sintetasa de 
Agrobacterium tumefaciens; ori: origen de replicación oriC de E. coli; AmpR: cassette de resistencia a ampicilina. 

 

9.8.1.1 Clonado del casete de resistencia a higromicina en el vector pSBio 

 

El casete de resistencia a higromicina fue aislado del vector pUHN4, cedido por el Dr. Parrott 

de University of Georgia [124]. Este casete tiene la particularidad de que las secuencias 

reguladoras del gen de resistencia a este antibiótico son de origen vegetal (Solanum 

tuberosum) y corresponden al gen de ubiquitina 10 de esta especie vegetal. Ambas 
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secuencias (promotor y terminador), son utilizadas frecuentemente en vectores de 

transformación de soja. Para el clonado de esta secuencia, se realizó la digestión por 

restricción con las enzimas SpeI-PacI, que permiten extraer el fragmento promotor-hph 

(higromicin fosfotransferasa) y terminador, y clonarlo en los mismos sitios de restricción 

presentes en el vector, generando la construcción pSBio-HygR. 

 

9.8.1.2 Clonado del módulo de regulación de la expresión de la cre recombinasa  

 

Con el objetivo de generar un sistema inducible de expresión de la cre recombinasa, se utilizó 

un sistema de expresión inducible por -estradiol. Para ello, se diseñaron cebadores 

específicos para la amplificación por PCR un fragmento correspondiente al promotor G10-90, 

la secuecia codificante de la proteína quimérica XVE y la región 3’ no traducida del gen Rbcs3A 

de poroto. Estas secuencias están presentes en el vector pER 8, aportado por el Prof. N-H 

Chua de Rockefeller University [116].  

Se utilizaron los cebadores FW Afe-G10b y RV_Spe_Ter Pcr b (la secuencia de los cebadores 

se presenta en la Tabla 15 de la sección “Anexos”) a los cuales se les introdujo los sitios de 

restricción para las enzimas AfeI y SpeI respectivamente, en sus extremos 5’ (Tabla 8). El 

fragmento amplificado por PCR fue clonado en el vector intermediario pCR blunt-topo 2.1 

(Invitrogen) e introducido en células de E. coli quimiocompetentes TOP10. Los clones 

resultantes fueron seleccionados en presencia de Kan (50 µg/mL), aislados y secuenciados. 

El ADN plasmídico de uno de los clones resultantes fue digerido con AfeI y SpeI y el fragmento 

resultante, aislado a partir de un gel de agarosa, fue clonado en los mismos sitios de restricción 

del vector pSBio-HygR. La construcción resultante: pSBio-HygR-XVE, fue secuenciada para 

corroborar la correcta inserción y secuencia de los distintos fragmentos incorporados.  

Tabla 8: Condiciones de PCR para amplificar el casete de regulación de la expresión de Cre que nombramos como XVE. 
Estos cebadores permiten el agregado de los sitios AfeI y SpeI en sus extremos 5´ 

Gen Cebadores Condiciones de PCR Amplicón 
(pb) 

Polimerasa 

Casete 
XVE 

FW Afe-G10b  
RV_Spe_Ter Pcr 
b  

1 ciclo de 3 min. a 95°C;  
5 ciclos de 20 seg. a 98°C, 15 seg. a 55°C, 2 
min. y 20 seg. a 72°C;  
30 ciclos de 20 seg. a 98°C, 15 seg. a 60°C, 2 
min. y 20 seg.  a 72°C;  
1 ciclo de 10 min. a 72°C de extensión final 

2221 Kapa Hifi Hot 
Start 

 

9.8.1.3 Clonación de promotores  

 

La secuencia correspondiente al promotor pGmUbi previamente aislado, fue amplificada a 

partir del vector pSaby-pGmUbi (descrito previamente en la sección 9.7) utilizando los 

cebadores específicos FW-NotGmUbi-2 y RV-Kpn GmUbi, conteniendo en sus extremos 5’, 

los sitios de restricción para las enzimas NotI y KpnI, respectivamente. Las condiciones 

utilizadas para la reacción de amplificación se muestran en la Tabla 9.  



Materiales y métodos 
 

42 
 

Tabla 9: Condiciones de reacción de PCR para amplificar el promotor pGmUbi a partir del vector pSaby-pGmUbi 

Gen Cebadores Condiciones de PCR Amplicón (pb) Polimerasa 

pGmUbi FW- NotGmUbi-
2 (23) 
RV-Kpn GmUbi 
(24) 

1 ciclo de 3 min. a 95°C;  
5 ciclos de 20 seg. a 98°C, 20 seg. a 55°C, 1 min. 
a 72°C;  
30 ciclos de 20 seg. a 98°C, 20 seg. a 60°C, 1 
min. a 72°C; 1 ciclo de 7 min. a 72°C de extensión 
final 

917 Kapa Hifi Hot 
Start 

 

El promotor de dehidrina de soja pGmDHN (Glyma.09G185500), fue amplificada a partir de 

ADN genómico de soja, cultivar N7001, utilizando los cebadores FW-NotGmDHN-1 y RV-

KPNGmDHN, conteniendo los sitios de restricción para las enzimas NotI y 3´- KpnI como se 

muestra en la Tabla 10. Utilizando estos cebadores se amplificó una secuencia de 1404 pb, 

correspondiente a la secuencia genómica del gen desde la posición –1405 a -1 corriente arriba 

del codón de inicio ATG.  

Tabla 10: Condiciones de reacción de PCR para amplificar pGmDhn a partir de ADN genómico de soja N7001 

Gen Cebadores Condiciones de PCR Amplicón (pb) Polimerasa 

pGmDHN FW-NotGmDHN-1 
(25) 
RV-KPNGmDHN 
(27) 

1 ciclo de 3 min. a 95°C;  
5 ciclos de 20 seg. a 98°C, 20 seg. a 55°C, 2 
min. a 72°C;  
30 ciclos de 20 seg. a 98°C, 20 seg. a 60°C, 2 
min. a 72°C; 1 ciclo de 7 min. a 72°C de 
extensión final 

1404 Kapa Hifi Hot 
Start 

 

Los fragmentos amplificados NotI-pGmUbi-KpnI (917 pb) y NotI-pGmDHN-KpnI (1404 pb) 

fueron purificados del gel de agarosa utilizando QIAquick Gel extraction Kit-Qiagen y clonados 

en el vector pCR-Blunt II- TOPO (Invitrogen), como vector intermediario.  

Para clonar estos promotores en el vector pSBio-HygR-XVE, tanto los clones intermediarios, 

como el vector de destino, fueron digeridos con NotI y KpnI, y los fragmentos correspondientes 

a los promotores y el vector fueron ligados entre sí. Las reacciones de ligación fueron 

transformadas en células de E. coli TOP10 quimiocompetentes, y los clones resultantes fueron 

seleccionados en presencia de ampicilina como agente de selección.  

Los clones, conteniendo el promotor de GmUbi o el promotor GmDHN, denominados pSBio-

pGmUbi y pSBio-pGmDHN, respectivamente, fueron secuenciados para verificar la correcta 

inserción de los insertos.  

 

9.8.1.4 Clonado de genes reporteros para evaluar la actividad de las secuencias 

reguladoras  

 

La secuencia codificante para la proteína quimérica eGFP-GUS de 2900 pb fue digerido con 

las enzimas XhoI y AscI, y clonado en los vectores pSBio-GmUbi y pSBio-GmDHN, 

previamente digeridos con las mismas enzimas de restricción.  
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Los clones resultantes fueron analizados mediante digestión con enzimas de restricción y 

secuenciados para determinar la correcta inserción del inserto.  

 

9.9 Construcción de vectores binarios 

 

9.9.1 pSBin-pGmUbi 

 

Para introducir las construcciones génicas presentes en los vectores de biolística, en un vector 

binario, que facilite la transformación de plantas mediada por A. tumefaciens, se generó un 

vector binario base, conteniendo un sitio de restricción para la enzima AfeI entre la secuencia 

del borde derecho y el borde izquierdo del ADN de transferencia. De esta manera, fue posible 

separar el fragmento correspondiente a la construcción presente en el vector binario, mediante 

restricción con la enzima SrfI, que al igual que AfeI, dejó extremos romos luego del corte.  

Para introducir el sitio de restricción AfeI y eliminar la secuencia de ADN de transferencia 

presente en el vector binario pUb-dest [123], se amplificó el vector utilizando cebadores (Scaff-

fwAfeI y Scaff-rvAfeI), que reconocen secuencias inmediatamente por dentro de los bordes 

derecho e izquierdo del ADN de transferencia, conteniendo un sitio de restricción para AfeI en 

su región 5’. Las condiciones de la reacción de PCR utilizadas se muestran en la Tabla 11.  

El producto de amplificación fue digerido con AfeI e incubado con ligasa T4 para permitir la 

autoligación.  

El vector binario desarmado resultante (pUbidest-desarmado) fue utilizado como esqueleto 

para introducir las construcciones génicas generadas en los vectores de biolística, mediante 

ligación de extremos romos en el sitio AfeI.  

Tabla 11: Condiciones de reacción de PCR utilizadas para amplificar el vector pUbidest- desarmado con un sitio AfeI entre 
los bordes derecho e izquierdo. 

Gen Cebadores Condiciones de PCR Amplicón (pb) Polimerasa 

Scaffold-AfeI Scaff-
fwAfeI(1006) 
Scaff-
rvAfeI(1007) 

1 ciclo de 3 min. a 95°C;  
40 ciclos de 20 seg. a 98°C, 
20 seg. a 68°C, 6 min. a 72°C; 
1 ciclo de 7min. a 72°C de 
extensión final 

6805 Kapa Hifi Hot 
Start 

  

Los fragmentos ligados en el vector binario fueron introducidos en células quimiocompetentes 

TOP10 y los clones positivos fueron seleccionados en presencia de espectinomicina (100 

µg/mL).  

Las construcciones presentes en los vectores binarios fueron introducidas posteriormente en 

A. tumefaciens GV3101 por el método triparental y la presencia de las construcciones fue 

confirmada mediante aislamiento del plásmido y restricción.  



Materiales y métodos 
 

44 
 

9.10 Transformación de cepas bacterianas   

9.10.1 Transformación de células quimiocompetentes de E. coli por choque térmico  

 

Se utilizaron células quimiocompetentes de E. coli comerciales o generadas de acuerdo con 

el protocolo descrito por Inoue en 1990 [125]. 

Las células de E. coli competentes se conservaron a -80°C y se mantuvieron en hielo durante 

la manipulación con las construcciones génicas a transformar. Una vez que se agregó la 

reacción de ligación o el plásmido, se mantuvo en hielo durante 30 min. El choque térmico se 

realizó poniendo la mezcla célula más plásmido o mezcla de ligación, contenida en el tubo a 

42°C (bloque térmico) durante 40 seg y de inmediato en hielo nuevamente durante 1 min. Se 

le agregó 150 µL de medio SOB o LB a temperatura ambiente. El tubo se incubó a 37°C con 

agitación durante 1 h y se incubó en dos placas con medio más el antibiótico de selección en 

bacterias. Las placas se incubaron en estufa a 37°C ON y se comprobó que las colonias 

crecidas tuvieran la construcción de interés. 

 

9.10.2 Transformación de E. coli por electroporación 

 

Para transformar E. coli también se usaron células electrocompetentes conservadas en 

alícuotas de 50 µL a -80°C. Para cada trasformación se mezclaron en una celda de 

electroporador (Gene Pulser Xcell Electroporation System (BioRad, USA, CA) 5 µL de reacción 

de ligación con 50 µL de células bacterianas. Se seleccionó el programa de transformación de 

2,5V. Se secó la celda y se chequeó que no queden burbujas. Se colocó en el portacelda, se 

cerró la tapa y se presionó PULSAR. Se corroboró que el voltaje que marca haya sido cercano 

a 2,5V. Se retiró la celda y se agregaron 150 µL de medio LB, mezclando cuidadosamente y 

se retiró con la pipeta automática todo el volumen y se colocó en un tubo de 1,5 mL para la 

recuperación de las bacterias con agitación, durante 1 h a 37°C. 

 

9.10.3 Transformación de A. tumefaciens por conjugación triparental  

 

En la mayoría de los experimentos se utilizó la cepa GV3101 de A. tumefaciens (Deblaere et 

al., 1985).  

La introducción del vector binario en A. tumefaciens se realizó por conjugación de la cepa de 

E. coli portadora del vector construido, la cepa Helper de E. coli que permite la transferencia 

y la cepa receptora de A. tumefaciens [126]. Las tres cepas se estriaron en placas 

independientes con medio LB y antibióticos adecuados y se incubaron ON, a 37°C E. coli y a 

28°C A. tumefaciens. Posteriormente, se estriaron en una placa con medio LB sin antibióticos, 

confluyendo en el centro de la misma y se incubó a 28°C durante 2 d o hasta que fue notable 
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el crecimiento en el área central (Figura 8). Se tomó con el ansa en el centro y se estrió en 

una nueva placa con medio LB más antibióticos para la selección únicamente de la cepa de 

A. tumefaciens con el vector binario construido. 

 

 

Figura 8: Esquema representativo del método triparental en placas, para la transformación de Agrobacterium tumefaciens 
con el vector binario construido por ingeniería genética. 

La cepa de A. tumefaciens se creció en medio LB con rifampicina 100 µg/mL. La bacteria 

transformada se selecciona agregando además de rifampicina al medio de cultivo, el 

antibiótico para el cual generó resistencia el nuevo vector binario que incorporó en la 

transformación. Posteriormente se purificaron 3 colonias por estría y se corroboró por PCR 

que estuviera contenido el plásmido de interés. 

 

9.10.4 Análisis de los clones por secuenciación 

 

La secuenciación de los clones (seleccionados por análisis de restricción o PCR) fue realizada 

por el servicio Macrogen Inc (World Meridian Venture Center, Korea, Seoul) o por el servicio 

del Institut Pasteur de Montevideo con secuenciadores de electroforesis capilar ABI3130 y  

ABI3500 (Applied Biosystems). Las muestras de ADN se obtuvieron a partir de 

minipreparaciones de precultivos de E. coli. 

  

mailto:Webmaster@macrogen.com
https://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_marketing/documents/generaldocuments/cms_041990.pdf
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9.10.5 Preparación del cultivo en glicerol 

 

Las cepas de bacterias con las respectivas construcciones génicas fueron conservadas a -

80°C en glicerol. Se mezclaron 500 µL de cultivo celular con 500 µL de glicerol estéril al 80% 

en condiciones asépticas. 

 

9.10.6 Purificación de ADN de electroforesis 

 

Las moléculas de ADN de interés que fueron corridas en una electroforesis en gel de agarosa 

se purificaron con el Kit de Qiagen “QIAquick Gel Extraction Kit” [127]. 

 

9.10.7 Extracción de plásmidos por lisis alcalina 

 

A partir de las colonias obtenidas se realizaron minipreparaciones de plásmidos utilizando el 

método de lisis alcalina [128]. Las células se crecieron toda la noche en 5 mL de medio de 

cultivo LB con el antibiótico adecuado. El precultivo se centrifugó 5 min a 4000 x g. El pellet 

bacteriano se resuspendió en 0,3 mL de buffer P1 conservado a 4°C (50 mM tris-HCl pH 8.0; 

10 mM EDTA y 100 µg/mL de Rnasa). Posteriormente, se agregó 0,3 mL de buffer P2 (200 

mM de NaOH; 1% de SDS) y se mezcló invirtiendo el tubo 4 a 6 veces. Antes de transcurrir 5 

min a temperatura ambiente se agregó 0,3 mL del buffer P3 (3.0 M de acetato de potasio pH 

5.5), se mezcló inmediatamente invirtiendo el tubo e incubó durante 5 minutos en hielo. La 

centrifugación se realizó a 13000 rpm durante 10 min y el sobrenadante se recuperó pasándolo 

a un tubo limpio. El ADN se precipitó agregando 0,7 volúmenes de isopropanol y se invirtió el 

tubo 4 o 5 veces para luego centrifugar durante 20 min. Culminado este tiempo se descartó el 

sobrenadante y se lavó el pellet con 1 mL de etanol 70% (se dejó caer el etanol sin 

resuspender). Se centrifugó durante 5 min, manteniendo la misma velocidad en cada paso, se 

descartó todo el etanol y se secó el pellet. El pellet se resuspendió en 50 µL de agua ultrapura 

estéril. 

El ADN de los clones confirmados positivos de bacterias (un clon por construcción) se purificó 

por el kit de Miniprep de Quiagen “Qiaprep Spin Cat N° 27106. De esta manera se obtuvo 

material genético de alta pureza para continuar clonando sobre los vectores construidos. 

Para los vectores synt, pUbi-Dest, que son vectores relevantes como base para otras 

construcciones, se procedió a purificar mayor cantidad de ADN de alta pureza a través del Kit 

de Midiprep de Invitrogen. 
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9.11 Transformación genética de plantas  

 

9.11.1 Agroinfiltración de Nicotiana benthamiana  

 

Para cada construcción se inocularon 5 mL de medio YEP con 100 µg/mL de rifamicina, 

carbenicilina y espectinomicina, con cultivos frescos (1 o 2 d) de A. tumefaciens. El crecimiento 

se realizó en agitación a 200 rpm a 28°C ON. Antes de infiltrar se pulverizaron las plantas con 

agua destilada y se colocaron bajo luces para que los estomas se abrieran. Se centrifugó 1 

mL del cultivo a 2200g por 5 min a temperatura ambiente. Se resuspendió el pellet en 1 mL 

de buffer de infiltración (50 mM MES pH 5.6, 2 mM Na3PO4, 0.5% glucosa y 100 µM  

acetosiringona), se centrifugó y resuspendió nuevamente en 1 mL de buffer de infiltración. Se 

diluyó la suspensión bacteriana con buffer de infiltración hasta llegar a una DO600 de 0.1. Las 

infiltraciones se realizaron con jeringas de 5 mL sin aguja, presionando sobre el envés de las 

hojas. Se realizaron 3 o 4 infiltraciones por construcción. Transcurridos de 3 a 5 d se cortaron 

discos de hojas y se procedió a realizar el “ensayo histoquímico de la β-glucuronidasa” para 

evaluar la expresión del gen reportero GUS contenido en el vector de transformación. 

 

9.11.2 Transformación transitoria por biolística 

  

Las pruebas de transformación transitoria se realizaron en hojas de puerro como una primera 

aproximación y en hojas y embriones de soja.  

Se prepararon 4 placas con embriones de soja variedad Jack, dos placas para disparar con el 

vector pSBio-pGmUbi y dos placas para disparar con el vector pSBio-pGmDhn. Después de 

ser transformadas, se incubaron en medio MSD20 (ver preparación en 9.11.3.5). Una placa 

de cada construcción se incubó a 25°C durante 24 h y las dos restantes se incubaron durante 

5 d a la misma temperatura. 

Las hojas de soja después de ser transformadas se incubaron por 24 h y hasta 2 días en la 

oscuridad. 

En el caso de las hojas de puerro, y a diferencia de los embriones, para inducir pGmDhn, se 

incubaron a 4°C durante 24 h y 5 d en la oscuridad. 

 

9.11.2.1 Construcciones génicas 

 

Para cada una de las pruebas de transformación genética de plantas por biolística se 

seleccionó el clon 17 del vector pSBio-pGmUbi y el clon 5 del vector pSBio-pGmDhn como los 

mejores candidatos. 
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9.11.2.2 Soluciones 

 

Para realizar el procedimiento de transformación por Biolística se prepararon las siguientes 

soluciones: Agua ultrapura estéril, glicerol 80% (para preparar las concentraciones de trabajo 

50% y 25%), espermidina 0,1M (duración máxima de 3 meses),  cloruro de calcio 2,5 mM 

(ambas soluciones se conservaron a -20°C) y etanol absoluto frío. 

 

9.11.2.3 Materiales 

  

Los insumos para operar el dispositivo de biolística (PDS-1000/He 165-2257), fueron los 
siguientes: helio comprimido (2,500 psi), macrocarriers (Bio-Rad #165-2335), discos de 
ruptura (e.g. #165-2329), pantallas de detención (# 165-2336).  
Los microcarriers fueron: oro, 1 μm ((Bio-Rad #165-2263) o 0,6 μm ((Bio-Rad #165-2262); 
tungsteno ~1,1 μm de diámetro (Bio-rad #1652267). 
 

9.11.2.4 Recubrimiento de las partículas de tungsteno con ADN (microcarrier) 

 

Se pesaron 50 mg de tungsteno y se lavaron dos veces agregando 1 mL de etanol absoluto. 

Por cada mL agregado se resuspendió con ayuda del vortex, seguido de 30 seg en baño de 

ultrasonido y luego se centrifugó a 10000 x g 1 min. Posteriormente, se lavó dos veces en 

cabina de flujo laminar con agua ultrapura estéril resuspendiendo de igual forma que con el 

lavado de etanol. Se eliminó toda el agua cuidadosamente y se resuspendió el tungsteno con 

1 mL de glicerol 50%. 

Se usaron 5 mg de tungsteno, por tanto, se tomaron 100 µL de la suspensión en glicerol 50% 

y se separaron en tubos identificados con las construcciones a utilizar en la transformación. 

Por cada tuvo con 100 µL de tunsgteno en glicerol 50% se agregó 50 µL de ADN (1 µg/µL). 

Se resuspendió con vortex y ultrasonido. De la mezcla se tomaron 100 µL a un nuevo tubo, 

se le agregó 65 µL de CaCl2 a 2,5 M y se resuspendió de igual forma. Se agregó 25 µL de 

espermidina 0,1 M y se llevó a vortex durante 2 min. Posteriormente, se incubó en hielo 

durante 20 min y se centrifugó a 5000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. Se descartó el 

sobrenadante y se resuspendió el pellet (tungsteno más ADN) en 30 µL de etanol absoluto 

para que se evapore cuando se agregue en el macrocarrier. Se incubó el hielo. Por cada 

disparo se agregaron 10 µL de la mezcla (tungsteno más ADN en etanol absoluto). 

 

9.11.2.5 Bombardeo de partículas 

 
 
Antes de comenzar, se desinfectaron los soportes de macrocarriers durante al menos 1 h en 
EtOH absoluto. Se dejaron en el flujo laminar y se autoclavaron las pantallas de parada. 
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También se esterilizaron los macrocarries y los discos de ruptura durante al menos 1 h en 
EtOH absoluto. Los discos de ruptura están clasificados para varias presiones (400, 600, 800, 
1000, 1100 y 1200 psi). Estos discos se pueden usar en pares para lograr la presión deseada. 
En estas transformaciones usamos discos de ruptura de 1100 psi. Antes de ser usardas, se 
dejaron secar completamente todas las partes esterilizadas con EtOH (excepto los discos de 
ruptura), y se limpiaron todas las piezas del dispositivo de biolística a fondo con 70% EtOH. 
Todo el procedimiento se realizó en la cámara de flijo laminar.  
 
Para cada disparo se insertó el macrocarrier en su soporte. Se resuspendió la suspensión de 

ADN con los microcarriers hasta que quedó bien dispersa y se sonicó durante 10-15 seg. Se 

tomaron 10 μl de la suspensión y se dispersó uniformemente sobre la superficie del 

macrocarrier. Se dejó evaporar el EtOH completamente. La superficie del macrocarrier se 

cubrió con oro uniformemente (para embriones estables de soja) y con tungsteno para la 

transformación transitoria de hojas de soja y de puerro. 

Se colocó la placa de Petri que contiene la muestra en el centro del soporte y se insertó en el 

cuarto estante de la cámara del equipo contando desde arriba, para hojas y embriones de soja 

y en el tercer estante para hojas de puerro. Se ajustó la presión que llega a la pistola a 1300 

psi (200 psi por encima de la resistencia del disco de ruptura). Se realizó el disparo cuando el 

vacío alcanzó 27-28 pulgadas Hg (pulgadas de mercurio como una medida de presión).  

 

9.11.3 Transformación estable de soja por biolística. 

9.11.3.1 Preparación de embriones  

 

Se tomaron embriones (de no más de 9 meses de antigüedad) seleccionados del cultivo en 

medio de mantenimiento (MSD20). Se colocaron de manera uniforme en un área de 30 mm 

de diámetro en el centro de una placa de MSD20. Se eliminaron las zonas oxidadas de tejido 

antes de confeccionar la placa. La placa se preparó 4 d antes de disparar y se abrió en la 

cámara de flujo 20 min antes del bombardeo.  

Alternativamente, se seleccionaron los embriones subcultivados en medio FNL líquido según  

Finer y Nagasawa (1988) [129] y una modificación posterior del protocolo por Samoylov et al 

(1998) [130].  

Luego del bombardeo, los embriones se separaron en 4 placas de medio FNL sólido durante 

una semana y sin la adición de un agente de selección. Pasada la semana se transfirieron a 

matraces conteniendo 35 mL de medio FNL suplementado con 500 mg/L de timetina y 20 mg/L 

de higromicina, realizando cambio de medio semanalmente durante 6-8 semanas. 

Transcurrido este tiempo se evidenciaron colonias verdes correspondientes a tejido resistente 

a higromicina. Se tomaron dichas colonias y se eliminó cualquier tejido muerto. Posteriormente 

se colocaron las colonias separadas en placas de 6 pocillos conteniendo nuevo medio y se 

siguieron propagando, cambiando el medio cada 2 semanas, hasta tener una cantidad 

suficiente de embriones para llevar a la etapa de diferenciación y generación de plántulas.  
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Luego de 6 semanas de la transformación, se controlaron mediante el ensayo histoquímico 

con X-Glu (sección 9.12.2) tanto los embriones trasformados con pSBio-pGmUbi como pSBio-

pGmDhn. 

9.11.3.2 Bombardeo: preparación de Microcarriers 

 
 
Se utilizaron partículas de oro de un diámetro de 1 μm. Las partículas de oro/tungsteno se 
fraccionaron y recubrieron el mismo día en que se realizan los disparos. 
 
Se colocaron 10 mg de polvo de oro (microcarriers) en un tubo eppendorf y se agregó 1 mL 
de EtOH absoluto. Se sonicó en baño sonicador 10 seg y se colocó el tubo en hielo durante 
30 seg. Este paso se repitió tres veces. Se centrifugó 5 min a 7000 rpm. El etanol fue retirado 
sin resuspender el pellet de metal y se añadió 175 µL de EtOH absoluto a los 10 mg de polvo 
de oro. Se mezcló con vortex 1 min. Se sonicó la suspensión de 10 a 15 seg, dos veces. Para 
cada disparo de una determinada construcción, se tomó una alícuota de 35 µL antes de que 
los microcarriers se asentaran (por cada 10 mg de oro se pueden preparar 5 recubrimientos 
diferentes). Se transfirió a un tubo eppendorf estéril de 1,5 mL. Antes de retirar cualquier otra 
alícuota, se agitó con vortex y se sónicó como se indicó anteriormente. Se centrifugaron todas 
las alícuotas brevemente (aproximadamente 10 seg) a 10.000 rpm y se retiró el sobrenadante 
sin levantar el pellet metálico. 
 

9.11.3.3 Bombardeo: recubrimiento de las partículas con ADN 

 
Se agregó 1 mL de H2O ultrapura estéril lentamente y por las paredes del tubo, teniendo 
cuidado de no resuspender el pellet y se centrifugó durante 5 min a 2000 rpm. Posteriormente 
se retiró el agua sin resuspender el pellet y se agregó 25 μL de solución de ADN (6 ng/μL) al 
pellet metálico y se resuspendieron los microcarriers usando la pipeta automática. Luego se 
agitaron en el vortex de 2 a 3 seg y se sonicaron de 10 a 15 seg. Antes de comenzar con el 
siguiente paso, se sonicó el tubo de 10 a 15 seg. Se agregaron 220 μL de H2O ultrapura estéril 
y se resuspendió con pipeta. Luego se agitó con vortex de 2 a 3 seg y se sonicó de 10 a 15 
seg. Antes de comenzar el siguiente paso, se sonicó el tubo de 5 a 7 seg. 
 
Se agregó 250 μL de CaCl2 2,5 M estéril y frío y se resuspendió con la pipeta. Se prosiguió 
con agitación por vortex de 2 a 3 seg y sonicado de 10 a 15 seg. Antes de comenzar el 
siguiente paso, se sonicó el tubo de 5 a 7 seg. 
 
Se añadió 50 μL de espermidina 0,1 M fría y se resuspendió con la pipeta. Se agitó con vortex 
de 2 a 3 seg y se sonicó de 10 a 15 seg. Se mantuvo el tubo en movimiento mientras se 
avanzaba con los demás alícuotas. Se colocó el tubo en hielo de 2 a 3 min y se agitó con el 
vórtex. Luego se centrifugó a 500-1000 rpm durante 5 min y se retiró el sobrenadante sin dejar 
secar el pellet. Se resuspendió el ADN+microcarrirers en 600 μl de EtOH absoluto, luego con 
vortex de 2 a 3 seg y se sonicó de 7 a 10 seg.  
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Se centrifugó 5 min a 500-1000 rpm y se descartó el EtOH sin levantar el pellet. Posteriormente 
se resuspendió el mismo en 36 μl de EtOH al 100% y se sonicó de 5 a 7 seg. Los tubos 
quedaron en hielo 1 h.  
 

9.11.3.4 Bombardeo de partículas 

 

Este procedimiento fue el mismo que para la transformación transitoria por biolística 

explicado en la sección 9.11.2.5. 

 

9.11.3.5 Medios de cultivo para inducción, mantenimiento y diferenciación de embriones 

somáticos de soja 

 

Las soluciones stock preparadas para medios de cultivo de embriones somáticos y plantas 

se resumen en las Figura 9 y Figura 10. 

 

 

Figura 9: Soluciones stock preparadas para los medios de cultivo de embriones somáticos y plantas de soja. 
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Figura 10: Medios de cultivo de embriones somáticos y plantas de soja. 

  

9.12 Evaluación molecular de líneas transgénicas  

9.12.1 Extracción de ADN genómico de plantas  

 

El ADN genómico fue extraído a partir de 100 mg de muestra pulverizada en nitrógeno líquido 

utilizando 600 μL de buffer de extracción (200 mM Tris-HCl pH 9, 500 mM NaCl, 25 mM 

Na2EDTA pH 8,1% SDS, 2% PVP40, 0.1% Triton X-100 y 0.3% mercaptoetanol, agregado en 

el momento). Se mezcló por inversión e incubó durante 30 min a 65 oC, se dejó enfriar, se 

agregaron 200 μL de 5M acetato de potasio (Kac) pH 6, se incubó en hielo 20 min y se 

centrifugó 10 min a 13.000 rpm. Se transfirió el sobrenadante a un tubo, se agregaron 600 μL 

de isopropanol y se incubó en hielo durante 20 min. Posteriormente se centrifugó 5 min a 

13.000 rpm y se descartó el sobrenadante. El pellet se lavó con 1 mL de 70% EtOH, se 

centrifugó 5 min a 13.000 rpm y se dejó secar. El pellet se resuspendió en 100 μL de 1X buffer 

Tango (Fermentas) y se agregó 1 μL de RNAsa A (10 mg/mL) e incubó 1 h a 37oC. Se agregó 

100 μL de agua ultrapura y el ADN se extrajo una vez con 1 volumen de fenol y otra vez con 

1 volumen de cloroformo. La fase acuosa fue transferida a otro tubo y se agregó 40 μL de 3 M 

NaAc pH 8 y 180 μL isopropanol. Se centrifugó 20 min a 13.000 rpm, se lavó el pellet con 1 

mL de 70% EtOH y se resuspendió en 80 μL de agua ultrapura. 
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9.12.2 Ensayo histoquímico de GUS 

 

La actividad β-glucuronidasa se detectó en los tejidos de interés mediante ensayos 

histoquímicos según Jefferson 1987 [131]. El tejido se sumergió en una solución conteniendo: 

100 mM Tris pH 7, 50 mM NaCl, 2 mM ferrocianuro potásico, 0.5% Tritón X100 y 2 mM del 

sustrato ácido 5-bromo-4-cloro-3-indol β-D-glucurónico (X-Gluc). Las muestras se sometieron 

5 veces a vacío durante 5 min y posteriormente se incubaron ON a 37°C en oscuridad con la 

solución conteniendo el sustrato de la enzima.  Se lavaron las muestras en agua y se eliminó 

el pigmento de clorofila del tejido mediante pasos sucesivos de lavados en etanol 70% y 95% 

para poder observar la coloración por la reacción enzimática. El tejido se rehidrató y se 

mantuvo en agua. En los tejidos donde hay actividad GUS se observa la aparición de color 

azul debido a la acción de la enzima sobre el sustrato X-Gluc. 

 

9.12.3 Microscopía para detección de GFP 

 

Para la detección de fluorescencia en los tejidos transformados de forma estable o transitoria 

se usó el estereoscopio de fluorescencia (AXIO ZOOM.V16 de Zeiss). 

 

9.12.4 Extracción de ARN total y mensajero 

 

El ARN total fue extraído a partir de 1 a 2 g de muestra pulverizada en nitrógeno líquido 

utilizando 6 mL de buffer NTES (0,1 M NaCl, 0,01 M Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA, 1% SDS) 

y 6 mL de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1). Las muestras se centrifugaron a 5.000 

rpm durante 20 min y los ácidos nucleicos presentes en la fase acuosa fueron precipitados 

con 0,1 volúmenes de acetato de sodio (NaAc) 3M pH 5,2 y 2,5 volúmenes de etanol anhidro. 

Luego de 3 h de incubación a -20oC, las muestras se centrifugaron durante 20 min a 8.000 

rpm, a 4oC. El pellet se resuspendió en agua ultrapura tratada con 0,1% DEPC 

(Dietilpirocarbonato) y se transfirió a tubos de microcentrífuga. Se agregó un volumen igual de 

4 M LiCl y el ARN se dejó precipitar toda la noche en hielo. Luego, se centrifugó durante 20 

min a 14.000 rpm a 4oC, y los sedimentos se resuspendieron en H2O-DEPC. La concentración 

y calidad del ARN se estimó por espectrofotometría midiendo la absorbancia a 260 nm y 280 

nm. El ARN se visualizó resuspendiendo 3 µg de ARN total en una solución de formaldehído 

2,2 M, 50% (v/v) formamida, 1 X buffer MOPS pH 7 (0,2 M MOPS, 0,05 M NaAc y 0,01 M 

EDTA), bromuro de etidio (BET) 70 ng/µL y 1X buffer de carga (buffer de carga 6X: 0,25% azul 

de bromofenol, 0,25% xilencianol y 15% ficol). Las muestras se desnaturalizaron a 55oC 

durante 10 min y se separaron en geles de agarosa desnaturalizante con 2,2 M formaldehído 

utilizando 1X MOPS como buffer para la electroforesis.  

El ARNm se aisló con el kit MicroPoly(A)Purist (Ambion, inc, Austin, TX, USA), siguiendo las 

instrucciones del fabricante, partiendo de 400 µg de ARN total para cada muestra.  
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10 Resultados y discusión 

  

Este trabajo se centró en la construcción de un sistema de vectores para la transformación de 
soja, compatibles con el empleo de metodologías de biolística o de transformación mediada 
por A. tumefaciens. El sistema tiene dos particularidades; por un lado, permite la eliminación 
de secuencias no deseadas de las plantas transformadas, a través de la incorporación del 
sistema de recombinación Cre/loxP.  Por otro lado, los vectores fueron construidos utilizando 
secuencias de ADN (promotores y terminador) aisladas del genoma de soja, facilitando la 
obtención de genotipos intragénicos. Finalmente, los vectores para biolística y para A. 
tumefaciens fueron diseñados para permitir el fácil intercambio de las construcciones génicas 
entre los mismos.   
 

En el diseño de los vectores se incluyeron 4 módulos de expresión correspondientes a:  

 

1) un módulo para la expresión constitutiva o inducible de los genes candidatos  

2) un módulo de regulación de la expresión de la recombinasa Cre 

3) un módulo para la expresión de Cre 

4) un módulo para la selección en plantas 

 

10.1 Selección, aislamiento y caracterización de secuencias reguladoras de soja para dirigir 

la expresión constitutiva o inducible de genes (módulo 1) 

 

Para dirigir la expresión de los genes candidatos se buscaron secuencias promotoras de 
genes de soja que exhiben una expresión fuerte y constitutiva, así como de genes que se 
activan en respuesta al déficit hídrico.   
 
Dentro de los promotores constitutivos que se usan en plantas se encuentran los provenientes 

de virus o los propios de plantas. Los promotores provenientes de genomas virales son muy 

eficientes para promover la alta expresión de genes en plantas como es el caso del 35S del 

virus del mosaico del coliflor (CaMV) [132]. Este promotor es el más comúnmente usado para 

la expresión constitutiva de genes en plantas. No depende de proteínas virales para su 

activación y es activo tanto en plantas monocotiledóneas como dicotiledóneas [133], [134]. Si 

bien son muy buenos candidatos para la expresión constitutiva de genes, tiene algunas 

limitaciones. A pesar de ser ampliamente utilizado para regular la expresión fuerte de genes 

en plantas, varios trabajos muestran que el promotor 35S tiene mayor probabilidad que otros 

promotores fuertes provenientes de genes de plantas, de ser reconocidos por componentes 

de la maquinaria de silenciamiento génico celular y ser inactivados [135]. Bajo el amplio título 

de “silenciamiento génico transcripcional”, se incluyen mecanismos de inactivación del 

transgén y el promotor, dependientes o independientes de metilación [136], remodelación de 

la cromatina y escisión del ADN foráneo, y emparejamiento homólogo o ectópico cuando 

múltiples copias del transgén se integran en el genoma. El silenciamiento transgénico es 
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impredecible, pero cuando ocurre, este puede conducir al apagado estable de la actividad 

génica de toda la planta o afectar la especificidad de un promotor [137]. El silenciamiento, sin 

embargo, puede ser menor o menos probable cuando los promotores constitutivos usados son 

de origen vegetal. 

Existen varios promotores endógenos de plantas que son utilizados para regular la expresión 

de transgenes en forma constitutiva y en altos niveles [138], [139]. Algunos de estos 

promotores fuertes provienen de genes de actina y ubiquitina. La ubiquitina es una de las 

proteínas conocidas más altamente conservadas. Esta ha sido vinculada con muchos 

procesos celulares vitales incluido la renovación de proteínas [140], la estructura de la 

cromatina y la reparación del ADN[141]. Esta proteína es muy abundante en el citoplasma de 

la mayoría de las células vegetales. Algunos de los genes que codifican ubiquitina son 

expresados constitutivamente [142] mientras otros se expresan sólo en respuesta a estrés 

[143], [144].  

Uno de los promotores de ubiquitina más utilizados para regular la expresión de transgenes, 

es el promotor de ubiquitina 1 de maíz (pUbi), mostrando resultados de expresión en 

protoplastos de maíz pUbi-1:CAT (cloranfenicol acetiltransferasa) 10 veces superiores que 

35S:CAT, pero 10 veces menor en protoplastos de tabaco que 35S:CAT, limitando esta 

potencial actividad a plantas monocotiledóneas [138], [143], [145].  

El promotor del gen Ubi.U4 (flaqueando el extremo 5´ a -263pb) de Nicotiana silvestris contiene 

dos elementos en cis que parecen ser críticos para la expresión génica. Mutaciones en esos 

sitios disminuyen significativamente la expresión del transgén [146]. La actividad GUS en las 

plantas transgénicas con la construcción -263:GUS mostró tres veces más actividad 

comparado con la construcción CaMV 35S:GUS en los tejidos donde fueron expresados de 

manera superpuesta. La mayoría de los órganos contenían células o tejidos que expresaban 

GUS, pero el promotor Ubi.4 generó una expresión de GUS excepcionalmente alta en células 

metabólica y mitóticamente activas.  

 
Varios promotores de genes que codifican ubiquitina han sido aislados y caracterizados a 
partir de especies como A. thaliana [147], maíz [148], papa [149], tomate [150], tabaco [146], 
arroz [151] y soja [152]. La presencia de un intrón principal en su secuencia ha sido estudiada 
por ser crucial en su función constitutiva, demostrándose que su ausencia disminuye la 
intensidad de florescencia de la proteína GFP en cotiledones de habas bombardeados con la 
construcción (Chiera et al 2007). Estudios del intrón del promotor de ubiquitina aislado de arroz 
y tabaco ha demostrado que éste juega un rol fundamental en la fortaleza de la expresión.  
 

10.1.1 Aislamiento del promotor constitutivo de soja y caracterización de su actividad 

 

Chiera y colaboradores en 2007 mostraron que la actividad del promotor de poliubiquitina de 
soja del gen GmUbi3 es mayor que la del promotor CaMV35S para dirigir la expresión de 
genes reporteros en leguminosas [152]. El gen GmUbi3 pertenece a una familia de 25 genes 
de ubiquitina de soja. Hernández y García, en el 2010, evaluaron la actividad de 10 secuencias 
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reguladoras correspondientes a genes de ubiquitina que se identifican en la Figura 11, del 
GmUbi1 al GmUbi10 [153]. En esta figura se puede visualizar la relación filogenética de esta 
familia de proteínas y ubicar los 10 genes con respecto al GmUbi 3.  Para realizar la evaluación 
de las 10 secuencias reguladoras, los autores fusionaron a GFP, una región variable de entre 
800 y 1500 pb corriente arriba del sitio de inicio de la traducción de cada gen, y evaluaron la 
expresión del marcador mediante expresión transitoria en cotiledones de Phaseolus lunatus y 
estable en hairy-roots de soja. La región reguladora del pGmUbi3 de 1438 pb 
(Glyma20g27950.1) expresó mayor cantidad de GFP con respecto a los nueve promotores 
estudiados y al promotor CaMV35S usado como control positivo, en el estudio de 
transformación estable en raíces de soja a través de la transformación con Agrobacterium 
rizogenes. 
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Figura 11: Árbol filogenético de la familia de genes de ubiquitina en soja. Se construyó usando secuencias de aminoácidos 
de 25 genes que codifican para una unidad de ubiquitina. El alineamiento de las secuencias de aminoácidos fue realizado 
por Clustal W y el árbol filogenético fue construido usando MEGA X con el método Neighbor-Joining. Secuencias de 
aminoácidos tomadas de (Hernandez-Garcia et al., 2010). 

En la actualidad, existe una serie de bases de datos que tienen información de secuencia de 

genes vegetales provenientes de numerosos estudios de transcriptómica. Utilizando la 

herramienta Soybean eFP Browser (http://bar.utoronto.ca/efp_soybean/cgi-bin/efpWeb.cgi), 

se analizó in silico la expresión del gen GmUbi3 (Glyma20g27950). Estos análisis mostraron 

que los niveles de expresión de GmUbi3 fueron muy elevados en todos los tejidos vegetales 

http://bar.utoronto.ca/efp_soybean/cgi-bin/efpWeb.cgi
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analizados, siendo la raíz el órgano donde se alcanzó la mayor acumulación del transcripto 

().  

Tabla 12: Valores de expresión RPKM del gen GmUbi3 (Glyma20g27950) en diferentes tejidos según la base de datos 
“Soybean eFP Browser”. 

Tejido Nivel de expresión RPKM* 

Brote de meristema apical (SAM) 1169,00 

Flores 2194,17 

Vainas verdes  2222,03 

Hojas 2109,07 

Nódulo 912,20 

Raíz  3056,28 

Punta de raíz 985,81 

 

*RPKM del inglés “Reads Per Kilobase of transcript, per Million mapped reads” representan las lecturas por Kb de 
transcripto, por millón de lecturas mapeadas. 

En la misma base de datos, realizamos una comparación con el resto de los genes (GmUbi 1 
al 10) y visualizamos que, en todos los tejidos evaluados, GmUbi 3 se expresa en mayor 
cantidad con respecto al resto de los genes como se muestra en la siguiente gráfica con la 
barra gris (Figura 12). Se observa también el mayor nivel de expresión en la raíz, vainas verdes 
y flores. 
 

 
 
Figura 12: Gráfica comparativa de expresión, de los genes GmUbi 1 al 10, en la base de datos eFP Browser, en diferentes 
órganos de soja. Las flechas rojas señalan los órganos donde la señal es mayor para el gen GmUbi 3. 
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Estos resultados corresponden a datos de RNA-Seq obtenidos a partir de tres réplicas 
biológicas de distintos tejidos de soja, cultivar ‘Williams 82’ [154]. En base a estos datos de la 
literatura, se eligió una región de aproximadamente 950 pb corriente arriba de la secuencia 
codificante del gen de poliubiquitina de soja GmUbi3 (Glyma20g27950), como promotor para 
dirigir la expresión constitutiva de genes candidatos en soja.  
 
Para evaluar la funcionalidad del promotor GmUbi3, se amplificó esta secuencia a partir de 

ADN genómico del cultivar N7001 (ver en la sección 9.5.1)  y se clonó en un vector binario, 

derivado del vector pUb-DEST [123] junto con el gen reportero GUS, que codifica para la 

enzima -glucuronidasa. La actividad -glucuronidasa no está presente en células vegetales 

y es fácilmente detectable mediante ensayos colorimétricos, fluorimétricos o histoquímicos. 

En este caso en particular, se utilizó una versión del gen GUS, al cual se le incorporó un intrón 

de un gen de ubiquitina de maíz [155], para poder garantizar que la actividad de su proteína 

se deba a la expresión de GUS a partir de las células vegetales y no provenga de una eventual 

expresión en A. tumefaciens, la bacteria utilizada como vector para la transformación de 

plantas.  

A su vez, se incorporó a la construcción génica el terminador del gen VspB de soja (vacuolar 

storage protein B), el cual ha sido utilizado previamente en forma exitosa para regular la 

correcta expresión de transgenes en esta planta [156]. La región 3’ no traducida de GmVspB, 

de 591 pb, fue aislada mediante amplificación por PCR a partir de ADN genómico del cultivar 

N7001 de soja y clonada corriente abajo del gen GUS. Las secuencias del promotor, 

terminador y la región codificante del gen GUS fueron ensambladas en el vector pUbi-Dest, a 

través de la recombinación de sus extremos usando el método de GeneArt™ Seamless 

Cloning.  

La construcción obtenida fue denominada pSaby-GmUbi y se encuentra representada 

esquemáticamente en un vector lineal en la Figura 13. 

 
Figura 13: Mapa del vector binario pSABY-pGmUBi construido para evaluar las regiones reguladoras de soja (promotor y 
terminador) en plantas modelos. Entre los bordes derecho e izquierdo insertamos dos casetes: uno de expresión (pGmUbi3 
– GUS-int – tGmVspB) y el otro de selección en plantas (basta). BD: borde izquierdo que delimita la región T-DNA (ADN de 
transferencia) del vector binario; pGmUbi: promotor del gen de Ubiquitina 3 de soja; Gus-int: gen que codifica para la β-
Glucuronidasa con un intrón de maíz; tVspB: región 3´UTR del gen que codifica para  la Vegetative Storage Protein B de soja; 
p35S: promotor 35S del virus de mosaico del coliflor;basta: gen ppt (Fosfinotricina N-acetiltransferasa); 3´nos: secuencia 3’ 
no traducida de nopalina sintetasa de Agrobacterium tumefaciens; BI: borde derecho del T-DNA. 

Con el objetivo de evaluar la actividad del promotor GmUbi3, se transformó una cepa de A. 
tumefaciens con la construcción pSaby-GmUbi y se realizaron ensayos de expresión 
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transitoria mediante agroinfiltración de hojas de tabajo y monitoreo de la actividad -
glucuronidasa (Figura 14).  
 

 

Figura 14: Expresión de β-glucuronidasa en hojas de Nicotiana tabacum transformadas de forma transitoria con 
Agrobacterium tumefaciens. Discos de hojas infiltradas y no infiltradas con Agrobacterium conteniendo un vector binario con 
la construcción génica esquematizada en la Figura. Los discos fueron incubados por 3 horas en una solución con el sustrato 

de la -glucuronidasa, X-Gluc, y procesados para estudiar la expresión de la enzima in situ mediante ensayos histoquímicos. 

 
Para el análisis de la actividad GUS, se obtuvieron discos de hoja a partir de las zonas 
agroinfiltradas y se realizaron ensayos histoquímicos 48 h después de la agroinfiltración, 
utilizando el sustrato X-Gluc, de acuerdo al protocolo de referencia [131]. Los resultados 
muestran que las hojas transformadas, en presencia del sustrato X-Gluc, desarrollan un 
intenso color azul, demostrando un nivel alto de expresión del gen reportero.  
 
Estos resultados permitieron determinar que la secuencia aislada de la región del promotor 
GmUbi3 regula correctamente la expresión génica del gen reportero.  
 

10.1.2 Aislamiento de un promotor inducible por estrés hídrico 

 

La expresión constitutiva puede presentar dificultades por varias razones. Si un transgén 

específico se sobreexpresa en el momento equivocado del desarrollo, en tejidos donde 

normalmente no se expresa, o en niveles muy altos, puede tener consecuencias inesperadas 

en el crecimiento y desarrollo de las plantas y, potencialmente, en el medio ambiente. 

Para la selección de secuencias promotoras inducibles por déficit hídrico en soja, se recurrió 

a resultados previos del laboratorio obtenidos a partir de la comparación del perfil 

transcripcional entre dos variedades contrastantes de soja (tolerante y susceptible a sequía), 

sometidas a déficit hídrico [157]. En esos estudios, se construyeron librerías de ADN copia 

sustraídas, enriquecidas en genes de soja inducidos por sequía en una variedad tolerante cv. 

N7001[157]. N7001 fue comparada con una variedad susceptible TJS2049 en condiciones de 
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estrés temprano y tardío y se identificó un grupo de genes de respuesta inducibles por 

deshidratación que confieren protección a la planta. Entre los genes seleccionados, se 

identificaron dos que codifican proteínas de la familia de las dehidrinas ( Dehidrina: DHN- 13 

kDa (Glyma.19G114700); Dehydrin: DHN- 27 kDa (Glyma.09G185500)[122]. 

Con estos dos genes inducibles por sequía como posibles candidatos, se realizó un análisis 

de expresión in silico utilizando la base de datos Soybean eFP Browser ( 

http://bar.utoronto.ca/efp_soybean/cgi-bin/efpWeb.cgi).  

La  muestra los niveles de expresión de ambas dehidrinas y refleja cómo la expresión a nivel 

basal de la DHN-13kDa, es mayor que la DHN-27kDa en todos los órganos medidos y en 

condiciones óptimas de crecimiento. Ambas dehidrinas se expresan en mayor medida en las 

flores. 

 

Tabla 13: Niveles de expresión basal de los genes DHN-13kDa y DHN-27kDa en diferentes tejidos y etapas de desarrollo 
tomados de la base de datos Soybean eFP Browser. 

  DHN- 13 kDa (Glyma.19G114700)  DHN- 27 kDa (Glyma.09G185500) 

Tejidos Nivel de expresión RPKM* Nivel de expresión RPKM* 

Brote de meristema apical (SAM) 2441.09 1.77 

Flores 3262.79 14.23 

Vainas verdes  2782.32 1.36 

Hojas 1457.06 3.9 

Nódulo 33.5 0.0 

Raíz  663.52 1.84 

Punta de raíz 39.86 1.23 

*RPKM del inglés “Reads Per Kilobase of transcript, per Million mapped reads” representan las lecturas por Kb de 
transcripto, por millón de lecturas mapeadas. 

Otros estudios transcriptómicos reportados [158], [159] y [160], demostraron la inducción de 
estas dehidrinas en condiciones de estrés por sequía en diferentes etapas de crecimiento 
como se muestra en la . 

 Los niveles de expresión diferencial (del inglés “fold change”) para cada gen fueron 
determinados en condiciones de estrés por sequía con respecto a condiciones óptimas de 
riego. Lo primero que podemos visualizar en estos resultados consultados en la bibliografía, 
es que ambas proteínas se inducen frente a condiciones de déficit hídrico comparado con las 
condiciones óptimas de crecimiento. Por otro lado, en todos los casos, la DHN-27kDa 
(Glyma.09G185500) se induce en mayor medida que la DHN- 13 kDa (Glyma.19G114700).  

  

http://bar.utoronto.ca/efp_soybean/cgi-bin/efpWeb.cgi


 

Tabla 14: Comparación de los niveles de expresión diferencial (fold change) de los genes DHN- 27 kDa (Glyma.09G185500) y DHN- 13 kDa (Glyma.19G114700) 
en condiciones de estrés por sequía con respecto a condiciones óptimas de riego, en tres estudios diferentes de transcriptómica de soja. 

 

 

 

DHN- 27 kDa 

(Glyma.09G185500)

DHN- 13 kDa 

(Glyma.19G114700)

Genotipo de soja ARN aislado de: Fold change Fold change Análisis Publicación

hojas (V6) 149,09 10,34

Análisis de microarrays de hojas 

(V6) estresadas por la sequía, 

usando el 66K Affymetrix 

Soybean Array GeneChip.

hojas (R2) 59,39 3,69

Análisis de microarrays de 

hojas(R2) estresadas por la 

sequía, usando el 66K Affymetrix 

Soybean Array GeneChip.
Deshidratación durante 

8 horas/ condiciones 

control

D_8/CK Heinong44 4,67 ***

Deshidratación durante 

24 horas/condiciones 

control

D_24/CK Heinong44 6,61 ***

12 hrs 6,38 0,69

24 hrs 8,56 1,39

12 hrs 6,42 0,81

24 hrs -5,00 1,09

Le, 2012

PI 416937 (soja 

tolerante de 

marchitamiento lento)

Benning (soja sensible)

 Shing, 2015

Plantas colectadas en la 

etapa R2 de floración. 

Las plantas enteras, se 

sacaron de la maceta, 

se la lavaron las raíces 

y se expusieron al aire. 

Después de los 

intervalos de tiempo de 

los tratamientos se 

colectaron hojas para el 

aislamiento de ARN.

Análisis por NOISeq con el 

criterio de flod change ≥2 y q≥0.8

hojas (R2)

Condición de deshidratación

hojas V3

6 días sin riego, con SMC ("Contenido volumétrico de 

humedad del suelo") por debajo del 5%
Williams 82

 Wang, 2018

Las librerías fueron secuenciadas 

por HiSeq2000 y las diferencias 

de expresión entre los genotipos 

y los tratamientos fueron 

analizadas por CuffDiff
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Para estudiar el perfil de expresión génica de GmDHN-27kDa, se efectuaron ensayos de 

Northern blot a partir de muestras de ARN total obtenidas de 3 genotipos de soja diferentes, 

los cultivares N7001, TJS2049 y Munasqa, que presentan comportamientos contrastantes 

frente a condiciones de sequía. En particular, el genotipo N7001 es considerado tolerante 

frente a sequía por presentar el fenotipo de marchitamiento lento “slow wilting” [157]. La 

extracción del ARN total de los tres genotipos se realizó en estadio V2 (vegetativo 2: segundo 

trifolio expandido), tanto en hojas como en raíces y frente a distintos tratamientos como se 

muestra en la Figura 15. A su vez, se extrajo ARN a partir de semillas (S), cotiledones (C) y 

embriones (E) del genotipo N7001. 

 

Entre los tratamientos realizados, se incluyó el agregado de las hormonas ácido salicílico (SA) 

y ABA, para determinar una posible regulación en distintas condiciones de estrés biótico y 

abiótico, respectivamente. A su vez, las plantas fueron tratadas con paraquat (Pq - 

metilviológeno), un herbicida que induce la producción del radical superóxido a nivel de los 

cloroplastos, como condición de estrés oxidativo. Así mismo, las plantas fueron sometidas a 

un estrés por deshidratación mediante la interrupción del riego hasta llegar a una capacidad 

hídrica del sustrato del 50%.  

 

Figura 15: Perfil de expresión del gen de dehidrina de 27 kDa por Northern blot en variedades de soja contrastantes. 
Genotipos: T (TJS2049); N (N7001); M (Munasqa). Tratamientos: 24 h a menos que se indique lo contrario. Ctl: control; ABA 
2 µM; SA 2 mM; DH: deshidratación 3 días; Pq: 1 µM. S: semillas; C: cotiledones: E: embriones. Control de carga de ARN en 
gel de electroforesis: tinción de muestras con bromuro de etidio (ARNr). En el Northern superior se evaluó la expresión del 
gen en hojas, en las diferentes condiciones y genotipos. Además se agregó en el gel, el ARN de la variedad de soja N7001 
extraído  de semillas, cotiledones y embriones para evaluar su expresión. En el Norhtern inferior se evaluó la expresión del 
gen DHN en raíces en las diferentes condiciones y genotipos. 
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Como se puede observar en la Figura 15, GmDHN se induce fuertemente en condiciones de 

deshidratación tanto en hojas como en raíces. La evaluación del estrés oxidativo provocado 

por el agregado de Pq demostró la expresión en hojas y no en raíces en los tres genotipos.  

En los tejidos deshidratados naturalmente en el grano de soja (cultivar N7001) se demostró 

también la expresión de la dehidrina, donde se induce en mayor medida en el embrión que en 

los cotiledones. 

Este claro perfil de expresión en condiciones inducibles por sequía nos permitió elegir el gen 

GmDHN (Glyma.09G185500) para clonar su región promotora en el sistema de vectores 

desarrollados en este trabajo y de esta forma poder contar con un sistema de expresión 

inducible, de genes asociados a la tolerancia al estrés hídrico. 

 

Muchos genes inducibles por estrés abiótico contienen dos elementos cis dentro de sus 

promotores. Estos son un elemento de respuesta a la deshidratación o DRE (TACCGACAT) 

[161], y un elemento de respuesta a ABA o ABRE (ACGTGG/TC) [162].  A estas secuencias 

se unen TFs como vías de respuesta, dependientes e independientes de ABA cuando las 

plantas detectan señales de estrés (salinidad, sequía, frío, etc.) (Figura 16). 

 

Figura 16: Representación esquemática de las vías de regulación transcripcional involucradas en las respuestas a estrés 
abiótico, dependiente e independientes del ABA. Se muestran los elementos cis y las familias de factores de transcripción 
que conforman las diferentes vías. Tomado de Gallino, 2013 [122]. 
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Para identificar posibles elementos en cis presentes en el promotor pGmDHN, realizamos un 

análisis in silico de la secuencia del promotor usando la base de datos PlantCare [163]. Como 

resultado, se identificaron varios elementos cis dependiente de ABA (ABRE) en la secuencia 

del promotor, involucrado en la capacidad de respuesta al ácido abscísico (Figura 17Figura 

17A). Este análisis nos permite clasificar el gen DHN seleccionado como dependiente de ABA 

frente a condiciones de estrés por sequía, a pesar de no observar expresión del gen frente al 

tratamiento con esta hormona (Figura 15). En la Figura 17B, se listan otros elementos 

reguladores identificados en el promotor que arroja la base de datos PlantCare. 

 

Figura 17: Análisis de elementos cis en la secuencia del promotor pGmDHN (1552pb) a través de la base de datos 
“PlantCARE”. A: Representación esquemática de la región promotora y ubicación de las secuencias ABRE identificadas 
corrientes arriba en las posiciones con los pb negativos. B: Listados de otros motivos identificados en la secuencia y sus 
funciones. 

La secuencia genómica correspondiente al gen GmDHN la obtuvimos a partir de la base de 

datos Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), en el genoma de referencia 

de soja (Glycine max Wm82.a2.v1). Para amplificar una secuencia lo suficientemente extensa 

como para contener todos los elementos necesarios para la regulación del gen pGmDHN, se 

seleccionaron 1414 pb corriente arriba del codón de inicio de la traducción (ATG) y se 

diseñaron cebadores para amplificar esta región a partir del ADN genómico de la variedad de 

soja N7001. Los cebadores incluyeron la inserción de los sitios de restricción NotI/KpnI en el 

promotor (NotI-pGmDHN-KpnI) para su posterior clonación en el vector de destino.  

  

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
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10.2 Componentes y ensamblado de vectores para transformación génica 

 

Dado que en el transcurso de este trabajo se optó por utilizar el método de transformación de 

soja basado en biolística, en las siguientes construcciones génicas se sustituyó el casete de 

resistencia al herbicida Basta, por un módulo de resistencia a higromicina como agente de 

selección de las células transformadas. El motivo de este cambio de estrategia fue la mayor 

eficiencia de transformación que observamos con el método de biolística en comparación con 

el método de transformación mediada por A. tumefaciens, y el hecho de que la selección 

mediada por Basta no es efectiva en el tipo de explantes que se utilizan en biolística 

(embriones somáticos). Tomando en cuenta estos antecendentes, se generó un nuevo vector 

de transformación conteniendo el sistema Cre/loxP y el módulo de expresión de la higromicina 

fosfotransferasa para conferir resistencia a ese antibiótico.  

El sistema de vectores de transformación de soja fue diseñado para la modificación genética 

de esta especie mediante métodos biológicos y físicos. En cuanto al método físico elegido 

(biolística), una característica importante a tener en cuenta es la posibilidad de minimizar el 

tamaño del vector para reducir la probabilidad de fragmentación del ADN con el impacto de 

las partículas en el tejido vegetal. Teniendo en cuenta este aspecto se partió del plásmido 

pBluescript SK(-); acc. X52324.1, al cual se le eliminó la secuencia comprendida entre los 

sitios de restricción NaeI y KpnI, conteniendo gran parte del origen de replicación del fago f1 

(f1 ori) y el promotor T7, como se muestra en Materiales y Métodos, sección 9.8 y Figura 7. 

 
 

Con la región seleccionada del vector pBluescript SK(-), diseñamos un vector base y sintético 

que identificamos como pSBio (4855 pb), cuyo mapa circular se muestra en la Figura 18 - I), 

en la cual hacia la región 3´ del sitio NaeI de la base del vector pBSK(-), agregamos en el 

siguiente orden un Sitio de Múltiple Clonado (SMC) con las regiones (SrfI, NotI, KpnI, XhoI, 

AscI), seguido del terminador de soja TVspB, la secuencia loxP1, otro SMC (AfeI, SpeI, PacI), 

casete de regulación de la Cre recombinasa tomado del vector pX6-GFP y a continuación el 

sitio loxP2. A partir de este vector pSBio, clonamos por restricción las regiones de interés que 

podemos identificar en la Figura 18 -II) dentro de los casetes de expresión (A), de regulación 

(B), de selección en plantas (C) y de recombinación (D). El resultado final y orden de todas las 

secuencias se observa en los mapas lineales del vector de biolística de la Figura 18- III), donde 

sólo cambia el promotor de soja pGmUbi o pGmDhn. 
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Figura 18: Esquema de los vectores para la transformación genética de plantas por biolística. I) Mapa del vector base pSBio 
circular: vector que se sintetizó incluyendo un fragmento del vector pBluescript SK(-) como backbone; la secuencia TVspB: 
Terminador gen Vegetative Storage Protein B de soja; loxP1: sitio de recombinación de la Cre recombinasa; el casete de 
recombinación (también representado en la parte II)-5 y III)) que incluye la región OLexA-35S: operador LexA (8 copias de la 
secuencia) fusionado a la secuencia del promotor mínimo(-46) 35S de CaMV, fusionado a la Cre-int: cre recombinasa 
conteniendo el intrón V del gen KORI de Arabidopsis, seguido del Ter nos: terminador de la nopalina sintasa de Agrobacterium 
tumefaciens. A este casete le prosigue sitio de LoxP2: sitio de recombinación de la Cre recombinasa. II) Representación de 
los casetes de expresión incluidos en los vectores de biolística: casetes de expresión: 1) pGmUbi-CDS-TVspB: pGmUbi: 
promotor poliubiquitina de soja, CDS: región codificante de cualquier gen que sea necesario insertar en la planta de forma 
estable. Nosotros usamos los genes reporteros fusionados eGFP:GUS y unidos al terminador TvspB descrito en I) y 2) 
pGmDhn-CDS-TVspB con el pGmDHN: promotor dehidrina de soja; 3) casete de regulación: pG10-90-XVE-Ter Pea Rbcs: 
con pG10-90 : promotor sintético G10-90, XVE: fusion gene: activador transcripcional quimérico constituido por el dominio de 
unión al ADN del represor bacteriano LexA, el dominio acídico de transactivación de VP16, y la región carboxilo terminal del 
represor de estrógenos humano, Ter Pea Rbcs: Terminador del gen Rbcs3A del poroto; 4) casete de selección en plantas: 
pStUbi-HygR-Ter StUbi: con pStUbi: promotor de Ubi3 de Solanum tuberosum, Hph: hygromycin B phosphotransferase 
(resistencia a higromicina), StUbi3 ter: terminador del gen Ubi3 de Solanum tuberosum; 5) Casete de recombinación: OLexA 
35S-Cre int- Ter nos (partes definidas en I)). III) vectores de biolística lineales luego de la clonación de todos los casetes 
identificados en II), que se diferencian sólo en el promotor de soja GmUbi o pGmDhn contenido en el casete de expresión. 
Entre los sitios loxP, quedan incluidos los casetes de regulación, selección y recombinación, con el objetivo de ser eliminados 
luego obtener las plantas de soja transgénicas y estables. 
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10.3 Sistema Cre/loxP para eliminar las secuencias no deseadas del genoma 

 

El vector de transformación contiene el gen cre bajo el control de un promotor inducible por -
estradiol, un compuesto ausente en el tejido vegetal. De esta forma, es posible mantener un 
estricto control sobre la expresión de esta proteína y poder regular el momento de escisión del 
ADN no deseado. El sistema de expresión inducible consistió en la secuencia mínima del 
promotor sintético G10-90 [164], controlando la expresión de la proteína XVE. Esta última es un 
activador quimérico de la transcripción, constituido por la región que codifica el dominio de 
unión al ADN del represor bacteriano LexA, el dominio acídico de transactivación de VP16, y 
la región carboxilo terminal del represor de estrógenos humano. Como región de terminación 
de la transcripción del gen XVE, se utilizó la secuencia 3’UTR del gen Rbcs3A de poroto. Este 
módulo de expresión de 2180 pb fue amplificado por PCR a partir del vector pER 8 [116], 
aportado por el Prof. N-H Chua de Rockefeller University. La amplificación se realizó con los 
cebadores FW Afe-G10b (20) y RV_Spe_Ter Pcr b (21), insertando con estos las regiones 5´-
AfeI y 3´-SpeI, sitios en los cuales se insertó en el pSBio luego de digerirlo también con estas 
enzimas. 
 Un segundo módulo de expresión consistió en el gen cre-int, el cual codifica para la cre 
recombinasa, conteniendo el intrón V del gen KORI de Arabidopsis [165]. La presencia del 
intrón permite asegurar que la producción de la proteína cre ocurra en células vegetales, 
evitando su acumulación en células bacterianas lo cual podría interferir con el proceso de 
clonación y transformación. Para regular la expresión de cre, se clonó una secuencia 
correspondiente al operador LexA (en ocho copias), sucedidas por el promotor mínimo (-46) 
35S de CaMV [116] y el terminador 3’ nos, proveniente del gen de la nopalina sintasa de A. 

tumefaciens. Este sistema permite que ante el agregado de -estradiol, el represor XVE se 
libere del operador LexA y consecuentemente se induzca la expresión del gen cre-int. Como 
describimos anteriormente, este módulo quedó incluido en el vector pSBio que se envió a 
sintetizar. Una vez inducida la enzima Cre recombinasa, esta escindirá en el genoma las 
regiones comprendidas entre los sitios LoxP debido a que estos se encuentran orientado en 
el mismo sentido en el vector pSBio. 
 

10.3.1 Módulo de selección de células transformadas (módulo 4) 

 
Para facilitar la selección de los eventos transformados, se incorporó al vector un módulo de 

expresión conteniendo el promotor del gen de ubiquitina de Solanum tuberosum StUbi3 [166], 

el gen hph (hygromycin B phosphotransferase) y la región 3’UTR del gen StUbi3. La expresión 

de hph confiere a la planta resistencia a higromicina. Este último módulo de expresión fue 

aislado del vector pUHN4 aportado por el Dr. Parrott de University of Georgia (ver mapa del 

vector en la sección 13.8). Para clonarlo se realizó una digestión con las enzimas SpeI-PacI 

de este vector para extraer el fragmento (promotor StUbi3: hph: terminador StUbi3) y clonarlo 

en pSBio digerido en estos mismos sitios. 

Se optó por este sistema de selección debido a que la higromicina es un buen agente de 

selección tanto en embriones somáticos como en callos.  
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10.3.2 Delimitación de la secuencia a escindir post-transformación (módulo 2 y 3) 

 
Los dos sitios LoxP (LoxP1 y LoxP2) se ubicaron en el vector sintético flanqueando los dos 
módulos de expresión de cre-int y el módulo de selección. De esa manera, una vez 
seleccionadas las plantas transgénicas, estas secuencias pueden ser eliminadas del genoma 

ante el agregado de -estradiol como se representa esquemáticamente en la Figura 19. 
 
 

 

Figura 19: Representación esquemática de las secuencias resultantes luego de inducir el sistema Cre/loxP en plantas 
transformadas de forma estable con estos vectores.  Toda la región comprendida entre los sitios loxP será delecionada debido 
a que se encuentran las regiones loxP orientada en el mismo sentido en la misma secuencia de ADN.  

 

Para facilitar el clonado de los módulos de expresión de los genes candidatos, se introdujo 
una secuencia con sitios de restricción únicos, en una región inmediatamente corriente arriba 
del sitio LoxP1. Esto permite el clonado de tres o más secuencias de ADN, correspondiente a 
promotor, región codificante y terminador.  
 
Finalmente, para facilitar el aislamiento de la construcción entera, se generaron dos sitios de 
restricción para la enzima SrfI, flanqueando los cuatro módulos de expresión. Esta enzima es 
de corte poco frecuente y deja extremos romos en el ADN. De esta manera, con una única 
enzima se puede separar la construcción entera, permitiendo su clonado en un vector binario, 
o su utilización directa en la transformación vegetal en forma de ADN lineal.   
 
Los vectores resultantes para biolística se denominaron pSBIO – pGmUbi y pSBIO- pGmDhn 
y se esquematizan de forma lineal en la Figura 18 III).  
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10.4 Construcción y evaluación de vectores pSBio-pGmUbi y pSBio-pGmDhn 

 

Para monitorear la eficacia de las regiones reguladoras seleccionadas, una vez generado el 
vector base se introdujeron en estos dos tipos de módulos de expresión de genes candidatos, 
en ambos casos utilizando la secuencia codificante de un gen reportero quimérico, resultante 
de la fusión de GFP (enhanced Green Fluorescent Protein) con GUS (eGFP-GUS). Este gen 
se clonó bajo la regulación del promotor GmUbi, para generar el vector pSBio-GmUbi, o bajo 
la regulación del promotor inducible por sequía GmDHN, para generar el vector pSBio-
GmDHN. De esta manera, la actividad de los promotores fue monitoreada mediante 

visualización de la fluorescencia emitida por GFP, o mediante la detección de la actividad -
glucuronidasa en la cual se forma un producto de color azul en los tejidos que expresan este 
gen reportero. 
 

Para ello, la secuencia correspondiente al promotor pGmUbi se amplificó a partir del vector 

pSABY-pGmUbi, utilizando los cebadores FW-NotGmUbi-2 (23) y RV-Kpn GmUbi (24). 

 

En segundo lugar, el promotor inducible pGmDHN se amplificó con los cebadores FW-

NotGmDHN-1 (25) y RV-KPNGmDHN (27) a partir de ADN genómico de soja variedad N7001, 

para insertar los mismos sitios NotI y KpnI. 

 

Los genes reporteros fusionados eGFP-GUS con un tamaño de 2900 pb, fueron amplificados 

a partir del vector pBGWFS 7.0 (Karimi, Inzé, & Depicker, 2002) con los cebadores GFP XhoI-

fw y GFP AscI-rv para insertar los sitios XhoI-eGFP-gus-AscI. Todos los fragmentos fueron 

clonados mediante restricción y ligación.  

 

10.4.1 Evaluación de vectores pSBio-pGmUbi y pSBio-pGmDhn 

 
Con el objetivo de evaluar experimentalmente la actividad de los promotores aislados para 
controlar la expresión de genes candidatos, se clonaron los genes reporteros fusionados 
eGFP-GUS bajo el control del promotor GmUbi o del promotor GmDHN.  
 
Las construcciones resultantes, pGmUbi-GFP:GUS o pGmDHN-GFP:GUS, fueron 
introducidas por biolística en células de hojas de soja o de puerro o en embriones somáticos 
de soja.  
 
Luego de la transformación, los tejidos bombardeados fueron observados en un estereoscopio 
de fluorescencia para visualizar la señal de GFP o incubados por 3 h en una solución con el 

sustrato de la -glucuronidasa, X-Gluc, y procesados para estudiar la expresión de esta 
enzima in situ, mediante ensayos histoquímicos (Figura 20). El bombardeo de hojas de soja 
se realizó de acuerdo con el protocolo desarrollado por Dou y colaboradores en el 2008 [167], 
utilizándose las primeras hojas verdaderas (monofoliadas), obtenidas de 9 a 14 d después de 
la siembra. 
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Los resultados muestran que el promotor GmUbi promovió la expresión de GFP:GUS en todos 
los tejidos ensayados, como son las hojas de puerro y hojas y embriones de soja (Figura 20A), 
mientras que el promotor GmDHN lo hizo únicamente en embriones somáticos (Figura 20B). 
Esto es coherente con los perfiles de expresión génica de estos genes, que indican que GmUbi 
tiene una expresión basal y constitutiva, mientras que GmDHN, en condiciones óptimas de 
crecimiento, sólo se expresa en embriones u otros componentes de la semilla. Por el contrario, 
este gen se expresa fuertemente en respuesta al estrés hídrico en hojas, siendo este factor 
de estrés, difícil de reproducir en tejidos transformados en forma transitoria. Para analizar la 
actividad del promotor GmDHN en hojas de puerro en respuesta a estrés, se analizó la 

expresión del gen reportero frente a temperaturas bajas (4 C), por ser un factor de estrés que 
frecuentemente puede inducir la expresión de genes de dehidrinas en plantas.  
 
Las hojas bombardeadas mostraron una clara inducción de la señal de GFP, indicando que la 
secuencia del promotor aislada contiene los elementos necesarios para controlar 
correctamente la expresión génica frente a condiciones de estrés o en el desarrollo.  
 
Por otro lado, en el transcurso de este proyecto se realizaron las primeras etapas de 
transformación de embriones somáticos de soja, obteniéndose un número elevado de 
embriones transformados con cada una de las construcciones (Figura 21). Estos embriones 
están actualmente en la etapa de diferenciación para generar plántulas transformadas de la 
generación T0 de cada una de estas construcciones.  
 
La actividad del gen reportero fue monitoreada mediante ensayo histoquímico utilizando el 
sustrato X-Gluc de GUS. Como era de esperarse, ambos promotores indujeron la expresión 
del transgén en este tejido.  
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Figura 20: Expresión transitoria en hojas de puerro y en hojas o embriones somáticos de soja transformados por biolística. A. 
Expresión transitoria de GmUbi-GUS:GFP-TerVspB en hojas y embriones de soja y en hojas de puerro, transformados por 
biolística. Evaluación de actividad GFP-GUS mediante monitoreo de fluorescencia de GFP o actividad GUS mediante reacción 
con X-Gluc. Las fotos fueron tomadas 24 h luego del bombardeo. B. Expresión transitoria de GmDHN-GUS:GFP-TerVspB en 
epidermis de puerro y en embriones de soja transformados por biolística. La fluorescencia emitida por GFP fue evaluada en 
epidermis de puerro incubados a temperatura ambiente o a 4 °C durante dos días. A la izquierda se muestra en campo claro, 
a la derecha, la fluorescencia de GFP. La actividad GUS fue evaluada en embriones somáticos de soja (cultivar Jack) 
mediante ensayos histoquímicos con el sustrato X-Gluc. Las fotografías fueron tomadas 24 h luego del bombardeo. 
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Se cortaron pequeñas porciones de embriones somáticos transformados con pGmUbi-

GFP:GUS (arriba) y pGmDHN-GFP:GUS (abajo) para evaluar la actividad de la -
glucuronidasa mediante el ensayo histoquímico con el sustrato X-Gluc. Los embriones fueron 
previamente seleccionados durante 6 semanas en presencia de higromicina antes de ser 
analizados. 
 

 
Figura 21: Transformación estable de embriones de soja con los vectores para biolística. Las imágenes superiores 
corresponden a la transformación del pSBio-pGmUbi que contiene el casete pGmUbi-GFP:GUS-TerVspB. Las imágenes 
inferiores corresponden a las transformaciones con el pSBio-pGmDhn que contiene el casete pGmDhn-GFP:GUS-TerVspB. 

 
En cuanto al vector pSbio-pGmUbi, hemos obtenido embriones transgénicos estables del 

cultivar Jack de soja por biolística con el pSBio-pGmUbi-GFP:GUS. En la Figura 22 se pueden 

observar embriones de soja de color azul producto de la expresión del gen GUS detectado por 

el ensayo histoquímico con X-gluc. En las imágenes A y C se observan embriones en estadio 

de torpedo y en la B embriones en estadio globular. Una vez obtenidas las plantas 

transgénicas, de la generación T1, se espera evaluar la funcionalidad del mecanismo de 

escisión de secuencias no deseadas basado en el sistema de recombinación Cre/loxP, 

utilizando β-estradiol para la inducción de la expresión de la Cre recombinasa. 
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Figura 22: Embriones diferenciados de soja cultivar Jack transformados de forma estable con el vector pSBio-pGmUbi. La 
coloración azul observada fue desarrolla por el ensayo histoquímico con el sustrato X-Gluc debido a la expresión de la enzima 
β-glucuronidasa por el gen reportero GUS. A y C: embriones en estadio de torpedo. B: embriones en estadío globular. 

 

Como resultado final, se obtuvo un sistema de vectores para biolística que permite la expresión 
de genes candidatos en forma constitutiva o inducible por déficit hídrico, bajo el control de 
secuencias reguladoras propias de soja. Este sistema permitirá la posterior escisión de las 
secuencias de ADN que no se desean mantener en la planta luego de la transformación. Cabe 
destacar que la transformación mediada por biolística permite utilizar ADN lineal. De esta 
manera, es posible utilizar únicamente la construcción génica generada en ausencia de la 
secuencia del vector. Es esperable que este sistema permita obtener plantas intragénicas con 
expresión modulada de genes candidatos, carentes de secuencias exógenas a esta especie 
vegetal.  
 

10.5 Generación de vectores para transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens  
 

Si bien la biolística representa un método eficiente para transformar la soja, la transformación 
mediada por A. tumefaciens tiene algunas ventajas con respecto a esta técnica, y puede ser 
el método de elección en algunos casos. La utilización de Agrobacterium requiere del clonado 
de las construcciones génicas en un vector binario, que consiste en un plásmido con un origen 
de replicación para Agrobacterium y uno para E. coli. A su vez, es necesario incluir las 
secuencias RB y al LB del ADN de transferencia (T-DNA), flanqueando la región de ADN que 
será transferida a la planta.  
 
En esta Tesis se generó un sistema de vectores para transformación mediada por 

Agrobacterium compatible con los vectores para biolística. Para ello, en primer lugar, se 

eliminó toda la secuencia de ADN comprendida entre los RB y LB del T-DNA del vector pUB-

DEST [123]. En el lugar del T-DNA, se introdujo un sitio de restricción para la enzima AfeI. La 

digestión del vector con esta enzima genera una única molécula de ADN con extremos romos 

(Figura 23). Este procedimiento se realizó mediante amplificación por PCR con los cebadores 

Scaff-fwAfeI (1006) y Scaff-rvAfeI (1007) para insertar el sitio único con extremos romos (AfeI) 

entre los RB y LB.  
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De esta manera, la construcción entera pudo ser escindida de pSBio mediante el corte con 
SrfI, y el fragmento correspondiente clonado en el sitio AfeI del vector binario.  
 
 

 
Figura 23: Representación esquemática de la estrategia seguida para generar los vectores para transformación de soja 
mediada por Agrobacterium tumefaciens. RB (right border); LB (left border); pGmUbi (promotor de GmUbi); pGmDHN 
(promotor de GmDHN); CDC (region codificante de gen candidato); TvspB (terminador del gen Vsp-B); Regulación (módulo 
de expresión de XVE); Selección (módulo de expresión de hph); Recombinación: módulo de expresión de cre. 

 
Se obtuvo un sistema de vectores para biolística y para transformación mediada por A. 
tumefaciens, que permite el fácil intercambio de construcciones génicas entre cada tipo de 
vector. Estos vectores serán utilizados para clonar un conjunto de genes candidatos para su 
expresión constitutiva o inducible en soja.  
De los dos vectores de transformación por A. tumefaciens diseñados, pBin-pGmUbi y pBin-
pGmDhn, obtuvimos el binario con el promotor constitutivo. 
 

10.6 Otras aplicaciones de estos vectores de transformación de soja 

 

Además de ser de gran utilidad para la producción de plantas intragénicas, estos vectores 

constituyen una herramienta muy valiosa para la implementación de estrategias de ingeniería 

genética de precisión, como las de edición genómica. Estas técnicas frecuentemente utilizan 

la transgénesis como forma de introducir el sistema de modificación genética (CRISPR/Cas9) 

a las células vegetales [168]. La utilización de vectores de ADN para la expresión in vivo del 

sistema CRISPR/Cas9 tiene varias ventajas técnicas con respecto a otras estrategias. Entre 

otras, la transgénesis habilita la utilización de marcadores de selección de las células 

transformadas, lo cual facilita notoriamente el proceso de obtención e identificación de 
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mutantes. Sin embargo, para que el genotipo vegetal editado no sea considerado transgénico, 

una vez generadas las mutaciones buscadas, es necesario emplear estrategias para eliminar 

el ADN transgénico. El uso del sistema Cre/loxP representa una alternativa válida para lograr 

este propósito. Para ello, los componentes del sistema CRISPR/Cas9 podrán ser clonados en 

estos vectores de transformación entre los sitios LoxP. De esta manera, la inducción de la 

síntesis de la cre recombinasa resultará en la eliminación de los transgenes una vez generada 

la mutación específica. Por consiguiente, los vectores generados en este trabajo podrán ser 

utilizados para realizar modificaciones genéticas de precisión mediante edición genómica.  
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11 Conclusiones 

 

1- Las secuencias inducibles por sequía seleccionadas para evaluar sus niveles de 

expresión fueron los genes de la familia de Dehidrinas: DHN- 13 kDa (Glyma.19G114700) y 

DHN- 27 kDa (Glyma.09G185500). 

2- A nivel basal el DHN- 13 kDa se expresa más que el DHN- 27 kDa pero en condiciones 

de estrés por deshidratación se induce más el DHN- 27 kDa, razón por la cual fue elegido para 

estudiar su expresión.  

3- El estudio del perfil de expresión, por Northern blot, corroboró que el gen de dehidrina 

DHN-27kDa se induce por deshidratación en hojas y raíces y por estrés oxidativo en hojas en 

los tres genotipos de soja evaluados.  

4- El DHN-27kDa en el genotipo tolerante a sequía (N7001) se expresa en semillas, 

embriones y en menor medida en cotiledones. 

5- Generamos tres vectores de los cuatro propuestos inicialmente, dos de ellos para la 

transformación de soja por biolística que se diferencian en las secuencias promotoras de soja 

(pGmUbi o pGmDhn) y un vector binario con el promotor constitutivo (pGmUbi). 

6- Las regiones promotoras pGmUbi y pGmDHN regulan funcionamente la expresión de 

los genes reporteros, GFP y GUS (fusionados) de forma transitoria en soja y puerro. 

7- La región promotora pGmUbi regula adecuadamente la expresión de GUS en soja, 

integrada de forma estable en embriones. 

 

 

 

 

  



Perspectivas 
 

78 
 

 

12 Perspectivas 

 

Este sistema de vectores tendrá la finalidad de:  

• Demostrar que funciona adecuadamente el sistema de recombinación sitio específica 

Cre/loxP para eliminar los genes de selección en plantas y demás secuencias que no son 

endógenas de la soja, comprendida entre los sitios loxP. 

• Clonar genes de respuesta a sequía de soja y aumentar su expresión en la misma en 

condiciones de sequía. 

• Usarlo combinado con la tecnología de edición genómica integrando las secuencias del 

sistema CRISPR entre los sitios loxP para eliminar las secuencias no deseadas. 
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13 Anexos 

 

13.1  Medio de cultivo: Murashige-Skoog (MS) (1 L)  

 

MS mezcla basal de sales 4.31 g  

MES 0.5 g  

Agua ultrapura 0.8 L  

Ajustar pH a 5.7 con 1M KOH  

Llevar volumen a 1L y agregar de 5 a 10 g de agar, dependiendo del experimento.  

Autoclavar 20 min a 121 C  

Procedimiento para germinación de semillas in vitro en placas de Petri  

- Trabajar siempre en flujo laminar, preferentemente horizontal  

- Verter el medio luego de autoclavado, hasta aproximadamente la mitad de la altura de la placa. 

Dejar solidificando las placas a temperatura ambiente. Si las placas no se van a utilizar en el 

momento, envolverlas en plástico y guardarlas a 4 C.  

- Esterilizar las semillas en tubos eppendorf incubándolas por 20 min. en 50% de hipoclorito de 

sodio comercial (agua jane, 40 g/L), con el agregado del detergente Tween 20 (0.05%).  

- Lavar bien los residuos de hipoclorito con agua destilada estéril, 5-7 veces.  

- Para plantar pocas densidades de semillas individuales, succionar las semillas con una pipeta 

p1000 y liberarlas en el agar una a una. Para plantar semillas en densidades altas, mezclarlas 

con agua destilada estéril o 0.1% top agar autoclavado y enfriado, verterlas sobre la placa e 

inmediatamente distribuirlas homogéneamente sobre la superficie de la placa usando una 

punta de pipeta. Remover el exceso de agua o de top agar y dejar secar un poco antes de 

colocar la tapa.  

- Colocar cinta Micropore en todo el perímetro de la placa para prevenir la desecación, 

permitiendo cierta aeración.  

- Colocar las placas 3 días a 4 °C. 

- Trasferir las placas al cuarto de cultivo, con una iluminación de 120-150 μmol/m2 s y 

temperatura de 22-23 °C. 
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13.2 Mapa del vector comercial pCR-Blunt II- TOPO de Invitrogen de 3519 pb 
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13.3 Mapa del vector comercial de Invitrogen pCR2.1 de 3900 pb. 
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13.4 Representación esquemática de la serie de vectores pUbi – Dest  

 

De estos vectores usamos el backbone que incluyen los bordes derecho e izquierdo (LB y 

RB), pVS1: secuencia de replicación en  Agrobacterium tumefaciens; pBR322: origen de 

replicación para elevado número de copias en Escherichia coli y SmR : gen de 

aminoglucósido-3-adeniltransferasa que confiere resistencia a estreptomicina o 

espectinomicina en bacterias. [123]. GenBank: KC441463.1. 

 

 

13.5 Mapa del vector pUB-DESTdesarmado 
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13.6 Listado de cebadores usados en las reacciones de PCR 

 

Tabla 155:Listado de cebadores usado en las reacciones de PCR 

Nombre Secuencia del cebador (5´→3´) 
Tamaño 

(pb) 

Tm (°C) 

FGmubi-1001 GGGCCCAATATAACAACGACGTC 23 
58,0 

RGmUbi-3 CTGTCGAGTCAACAATCACAGATAA 25 
54,8 

R_GmUbi_a CCCGGGCTGTCGAGTCAAC 19 
57,6 

F_GmUbi_a CAATATAACAACGACGTCGTAACAG 25 
54,4 

GmUbi_FW AGCTTGAATTCCTGCAGGGCCCAATATAACAAC 33 
50,7 

GmUbi_RV GGTGAAGGTGATCCCGGGCTGTC 23 
50,7 

gus_FW GTTGACTCGACAGCCCATGTTACGTCCTGTAGAAA 35 
50,6 

gus_RV AGGTGAAGGTGATCCCTCATTGTTTGCCTCCC 32 
50,6 

R-ubi CAGGAATTCAAGCTTCCATGGCTGCATTAATGAATCGGCCAACG 44 
67,5 

F-ubi CTTGAATTCCTGCAGTCTAGAGATAATTCAATTCGGCGTTAATT 44 
62,7 

FGmUbi-1148 CTTTTCAATTATTCTTTTCTGGTCC 25 
50,8 

RGmUbi-1 CTGTCGAGTCAACAATCA 18 
49,3 

F-vspB 
CCTTCACCTCTCTCAACAATCTAG 

 
24 54,5 

R vspB GCCCAAAACTGAACAACCCAAT 22 
56,6 

Tvsp_FW CGGGATCACCTTCACCTCTCTCAAC 25 
53,0 

Tvsp_RV GCGAATTCGCCCAAAACTGAACAAC 25 
53,0 

F_Blunt GGATCTAGAAGTAACGGCCGCCAGTGTGCT 30 
66,0 

R_Blunt TGCTCTAGAGGCCGCCAGTGTCATGGATA 29 
65,5 

FoGmDHN2  
AGAACCCATTTTGACGGCACTA 

22 60,3 

ReGmDHN2  
GGTTTCCTATATAAATAAACCCC   

23 57,5 

FW-NotGmUbi-2 
AACGCGGCCGCAACAGATAAAGCGAAGCTTG 

31 67,2 

RV-Kpn GmUbi 
acaGGTACCTGTCGAGTCAACAATCAC 

27 60 

FW-NotGmDHN-

1 
TTGGCGGCCGCAGAGATACATAATATGCAATG 

32 63,4 

RV-KPNGmDHN 
acaGGTACCGGGGTTTATTTATATAGGAAAC 

31 57,8 

FWAfe-G10b 
ggtAGCGCTaacactgatagtttaaactg 

29 57,3 
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RVSpe-TerPrcb 
gatactagtttcccgccttcagtttcc 

27 58,9 

FoTVSPseq 
GGCCACCATAGTAGACTGACAA 

22 56,3 

GFP XhoI-fw 
tttaCtcgagatgggtaagggagaagaacttttcac 

36 61,6 

GFP AscI-rv 
tGgcgcgccttatttgtatagttcatccatgc 

32 63,4 

Scaff-fwAfeI 
tttagcgctGCAATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTC 

38 62,6 

Scaff-rvAfeI 
tttagcgctGAGCAGCTTGAGCTTGGATCAG 

31 64,9 

ReTVSPseq 
TAAAGCCGGTAAGAGACAACAA 

22 54,1 

FoGmUBIseq 
CGTTGACAAAAAGCCTTATTCG 

22 52,8 

ReGmUbiseq 
AGGGGTGTGGGGCGTTTTAT 

20 59,4 

FoBARlxseq 
CGTTATTTATGAGATGGGTTTT 

22 48,8 

ReBARlxseq 
GTGACCTTAGGCGACTTTTG 

20 53,7 

M13_FW (-20) 
d[GTAAAACGACGGCCAG] 

16 50,7 

M13RV 
d[CAGGAAACAGCTATGAC] 

17 47 

RV_Scaff 
ATCACAGGCAGCAACGCTCTG 

21 60,4 

FW_tNOS_YR 
TCCTGTTGCCGGTCTTGCGA 

20 61,8 

GFP XhoI-fw 
tttaCtcgagatgggtaagggagaagaacttttcac 

36 61,6 

GFP AscI-rv 
tGgcgcgccttatttgtatagttcatccatgc 

32 63,4 

F_hyg_NOS 
CAAGACCTGCCTGAAACCGAAC 

22 58,5 

R_hyg_OCS 
TTTGTTATTGTGGCGCTCTATCAT 

24 54,9 

RV_eGFP 
AGTCGTGCTGCTTCATGTGG 

20 58 

FW_syntext 
GGGAATAAGGGCGACACGGA 

20 59,5 

 
El valor de Tm fue calculado para las reacciones con las herramientas disponibles en la página web de IDT 

(https://www.idtdna.com) 
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13.7 Mapa del vector pER8  

 

 

Secuencia tomada de los autores [116] 
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13.8 Mapa del vector pUHN4  

 

 

Tomado de [124] 

Promotor y terminador de papa para el gen de resistencia a higromicina 

ampR:   143..1003 

StUbi3 Promoter:   2478..3397 

hph:    3426..4451 

StUbi3 Terminator:  4492..4900 
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13.9 Secuencia de ADN de los vectores para biolística 

 

13.9.1 pSBio-pGmUbi 

 

Vector de ADN circular de 12921 pb  

Definición: Vector de transformación genética de plantas por biolística, para expresar genes 

reporteros (eGFP-GUS) constitutivamente en soja. Secuencia completa. 

Fuente: Secuencia artificial, vector  

1..156 - “Fragmento derivado de pBluescript SK(-)” – Incluye dos sitios de restricción del 

vector SrfI y NotI 

Región reguladora  157..1073 (916 pb) – promotor  

/note=  “pGmUbi” – promotor constitutivo del gen de poliubiquitina de soja. 

CDS    1089..3620 (2531 pb) 

    Producto=”eGFP-GUS” 

Región reguladora  3629..4206 (578 pb) – clase de regulador “terminador” 

    /note= “tGmVspB” 

Complemento   (4220..4253) 34 pb 

/note= “loxP1” sitio complementario reconocido por la Cre recombinasa. 

Región reguladora  4267..4509 (243 pb) – clase de regulador “promotor” 

    /note= “G10-90 promoter” 

CDS    4525..6090 (1566 pb)  

    /producto=” XVE” 

    Id de proteína= “AAK08505.1” 

/Traducción= 

“MKALTARQQEVFDLIRDHISQTGMPPTRAEIAQRLGFRSPNAAEEHLKALARKGVIEIVSGASRGIRLLQEEEEGLPLVGRVAAGEPSSAP
PTDVSLGDELHLDGEDVAMAHADALDDFDLDMLGDGDSPGPGFTPHDSAPYGALDMADFEFEQMFTDALGIDEYGGDPSAGDMRAANLWPS

PLMIKRSKKNSLALSLTADQMVSALLDAEPPILYSEYDPTRPFSEASMMGLLTNLADRELVHMINWAKRVPGFVDLTLHDQVHLLECAWLE

ILMIGLVWRSMEHPVKLLFAPNLLLDRNQGKCVEGMVEIFDMLLATSSRFRMMNLQGEEFVCLKSIILLNSGVYTFLSSTLKSLEEKDHIH

RVLDKITDTLIHLMAKAGLTLQQQHQRLAQLLLILSHIRHMSNKGMEHLYSMKCKNVVPLYDLLLEMLDAHRLHAPTSRGGASVEETDQSH

LATAGSTSSHSLQKYYITGEAEGFPATVELPGEFPEMLAEIITNQIPKYSNGNIKKLLFHQKLDL” 

Región reguladora   6116..6410 (295 pb) – tipo de regulador “terminador” 

/note= “TerPeaRbsC”  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/12831188
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Región reguladora   6453..7372 (920 pb) – tipo de regulador “promotor”  

    /note= “StUbi promoter” 

CDS    7401..8426 (1026 pb)   

    /producto= “hph” 

Id de proteína= 

/traducción=”MKKPELTATSVEKFLIEKFDSVSDLMQLSEGEESRAFSFDVGGRGYVLRVNSCADGFYKDRYVYRHFASAALPIPEVL
DIGAFSESLTYCISRRAQGVTLQDLPETELPAVLQPVAEAMDAIAAADLSQTSGFGPFGPQGIGQYTTWRDFICAIADPHVYHWQTVMDDT

VSASVAQALDELMLWAEDCPEVRHLVHADFGSNNVLTDNGRITAVIDWSEAMFGDSQYEVANIFFWRPWLACMEQQTRYFERRHPELAGSP

RLRAYMLRIGLDQLYQSLVDGNFDDAAWAQGRCDAIVRSGAGTVGRTQIARRSAAVWTDGCVEVLADSGNRRPSTRPRAKE”  

Región reguladora  8467..8868 (402 pb) - tipo de regulador “promotor”  

    /note= “StUbi-3 ter” 

Región reguladora 8897..9206 – tipo de regulador “operador fusionado a promotor” 

    /note= “LexA operator 35S prom” 

CDS    fragmentado (9207..9638, 9809..10408) 

    /producto= “cre” 

    Id de proteína= "AAK08508.1" 

/traducción= 

“MSNLLTVHQNLPALPVDATSDEVRKNLMDMFRDRQAFSEHTWKMLLSVCRSWAAWCKLNNRKWFPAEPEDVRDYLLYLQARGLAVKTIQQH
LGQLNMLHRRSGLPRPSDSNAVSLVMRRIRKENVDAGERAKQALAFERTDFDQVRSLMENSDRCQDIRNLAFLGIAYNTLLRIAEIARIRV

KDISRTDGGRMLIHIGRTKTLVSTAGVEKALSLGVTKLVERWISVSGVADDPNNYLFCRVRKNGVAAPSATSQLSTRALEGIFEATHRLIY

GAKDDSGQRYLAWSGHSARVGAARDMARAGVSIPEIMQAGGWTNVNIVMNYIRNLDSETGAMVRLLEDGD” 

Intrón    9639..9808 

    /note= intrón "Arabidopsis KOR1 gene" 

 

Región reguladora   10409..10661 (253 pb) – tipo de regulador “terminador” 

    /note= “TNos” 

Complemento  10662..10698 (37 pb) 

    /note= “loxP2” 

10699..12921 (2223 pb)- “Fragmento derivado de pBluescript SK(-)” 

Secuencia completa del vector pSBio-pGmUbi 

CACCTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCC

CGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCGCCCGGGCAAGCGGCCGCAGGGCCCAATATAACAACGACGTCGTA

ACAGATAAAGCGAAGCTTGAAGGTGCATGTGACTCCGTCAAGATTACGAAACCGCCAACTACCACGCAAATTGCAATTCTCAATTTCCTAG

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/12831191
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AAGGACTCTCCGAAAATGCATCCAATACCAAATATTACCCGTGTCATAGGCACCAAGTGACACCATACATGAACACGCGTCACAATATGAC

TGGAGAAGGGTTCCACACCTTATGCTATAAAACGCCCCACACCCCTCCTCCTTCCTTCGCAGTTCAATTCCAATATATTCCATTCTCTCTG

TGTATTTCCCTACCTCTCCCTTCAAGGTTAGTCGATTTCTTCTGTTTTTCTTCTTCGTTCTTTCCATGAATTGTGTATGTTCTTTGATCAA

TACGATGTTGATTTGATTGTGTTTTGTTTGGTTTCATCGATCTTCAATTTTCATAATCAGATTCAGCTTTTATTATCTTTACAACAACGTC

CTTAATTTGATGATTCTTTAATCGTAGATTTGCTCTAATTAGAGCTTTTTCATGTCAGATCCCTTTACAACAAGCCTTAATTGTTGATTCA

TTAATCGTAGATTAGGGCTTTTTTCATTGATTACTTCAGATCCGTTAAACGTAACCATAGATCAGGGCTTTTTCATGAATTACTTCAGATC

CGTTAAACAACAGCCTTATTTTTTATACTTCTGTGGTTTTTCAAGAAATTGTTCAGATCCGTTGACAAAAAGCCTTATTCGTTGATTCTAT

ATCGTTTTTCGAGAGATATTGCTCAGATCTGTTAGCAACTGCCTTGTTTGTTGATTCTATTGCCGTGGATTAGGGTTTTTTTTCACGAGAT

TGCTTCAGATCCGTACTTAAGATTACGTAATGGATTTTGATTCTGATTTATCTGTGATTGTTGACTCGACAGAGGTACCaactcgagatgg

tgagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccgg

cgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcccaccctcgtg

accaccctgacctacggcgtgcagtgcttcagccgctaccccgaccacatgaagcagcacgacttcttcaagtccgccatgcccgaaggct

acgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgcgccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccg

catcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatc

atggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactacc

agcagaacacccccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagcacccagtccgccctgagcaaagaccccaacga

gaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggacgagctgtacaagcccggcatgttacgt

cctgtagaaaccccaacccgtgaaatcaaaaaactcgacggcctgtgggcattcagtctggatcgcgaaaactgtggaattgatcagcgtt

ggtgggaaagcgcgttacaagaaagccgggcaattgctgtgccaggcagttttaacgatcagttcgccgatgcagatattcgtaattatgc

gggcaacgtctggtatcagcgcgaagtctttataccgaaaggttgggcaggccagcgtatcgtgctgcgtttcgatgcggtcactcattac

ggcaaagtgtgggtcaataatcaggaagtgatggagcatcagggcggctatacgccatttgaagccgatgtcacgccgtatgttattgccg

ggaaaagtgtacgtatcaccgtttgtgtgaacaacgaactgaactggcagactatcccgccgggaatggtgattaccgacgaaaacggcaa

gaaaaagcagtcttacttccatgatttctttaactatgccggaatccatcgcagcgtaatgctctacaccacgccgaacacctgggtggac

gatatcaccgtggtgacgcatgtcgcgcaagactgtaaccacgcgtctgttgactggcaggtggtggccaatggtgatgtcagcgttgaac

tgcgtgatgcggatcaacaggtggttgcaactggacaaggcactagcgggactttgcaagtggtgaatccgcacctctggcaaccgggtga

aggttatctctatgaactgtgcgtcacagccaaaagccagacagagtgtgatatctacccgcttcgcgtcggcatccggtcagtggcagtg

aagggccaacagttcctgattaaccacaaaccgttctactttactggctttggtcgtcatgaagatgcggacttacgtggcaaaggattcg

ataacgtgctgatggtgcacgaccacgcattaatggactggattggggccaactcctaccgtacctcgcattacccttacgctgaagagat

gctcgactgggcagatgaacatggcatcgtggtgattgatgaaactgctgctgtcggctttaacctctctttaggcattggtttcgaagcg

ggcaacaagccgaaagaactgtacagcgaagaggcagtcaacggggaaactcagcaagcgcacttacaggcgattaaagagctgatagcgc

gtgacaaaaaccacccaagcgtggtgatgtggagtattgccaacgaaccggatacccgtccgcaagtgcacgggaatatttcgccactggc

ggaagcaacgcgtaaactcgacccgacgcgtccgatcacctgcgtcaatgtaatgttctgcgacgctcacaccgataccatcagcgatctc

tttgatgtgctgtgcctgaaccgttattacggatggtatgtccaaagcggcgatttggaaacggcagagaaggtactggaaaaagaacttc

tggcctggcaggagaaactgcatcagccgattatcatcaccgaatacggcgtggatacgttagccgggctgcactcaatgtacaccgacat

gtggagtgaagagtatcagtgtgcatggctggatatgtatcaccgcgtctttgatcgcgtcagcgccgtcgtcggtgaacaggtatggaat

ttcgccgattttgcgacctcgcaaggcatattgcgcgttggcggtaacaagaaagggatcttcactcgcgaccgcaaaccgaagtcggcgg

cttttctgctgcaaaaacgctggactggcatgaacttcggtgaaaaaccgcagcagggaggcaaacaatgaGGCGCGCCtaccttcacctc

tctcaacaatctagctagagtttgctcctatctatatgtaataaggtatgctgatatgcactattcaaataggagcattagctatgtttgt

taatgtcactttatgttatgtgggtaagtcacctaagacactccacgtacctacgttgttgtctcttaccggctttaataaatcttctgcc

cttgttccatatttactaattatccctttcttcactaaaagaaaattgttatcattaagtattagtctttagaacatatgaggtctttaat

tgggtaggttttacaaattaactaatataaaatgtcataaaatccacgtggttaaacaaatgcagaaaatcgacgtcgtctattggaccga

cagttgctattaatataatgggccaccatagtagactgacaaataaattacctgacaacatcgtttcactaaataacaaacacaaaaaggg

agtgcattttccagggcatttttgtaataaaaaacagttaaaagggagtgcaatagaaatataggggtgtggaaatagtgatttgagcacg

tcttgaagcaaattgggttgTCTGCCCTAATCAtaacttcgtatagcatacattatacgaagttatgAGCGCTaacactgatagtttaaac

tgaaggcgggaaacgacaatctgatccaagctcaagctaagcttgcatgcctgcaggatatcgtggatccaagcttgccacgtgccgccac

gtgccgccacgtgccgccacgtgcctctagaggatccatctccactgacgtaagggatgacgcacaatcccactatccttcgcaagaccct

tcctctatataaggaagttcatttcatttggagaggacacgctgggatccccaattccgggcggaatgaaagcgttaacggccaggcaaca

agaggtgtttgatctcatccgtgatcacatcagccagacaggtatgccgccgacgcgtgcggaaatcgcgcagcgtttggggttccgttcc

ccaaacgcggctgaagaacatctgaaggcgctggcacgcaaaggcgttattgaaattgtttccggcgcatcacgcgggattcgtctgttgc

aggaagaggaagaagggttgccgctggtaggtcgtgtggctgccggtgaaccgtcgagcgcccccccgaccgatgtcagcctgggggacga

gctccacttagacggcgaggacgtggcgatggcgcatgccgacgcgctagacgatttcgatctggacatgttgggggacggggattccccg

ggtccgggatttaccccccacgactccgccccctacggcgctctggatatggccgacttcgagtttgagcagatgtttaccgatgcccttg

gaattgacgagtacggtggggatccgtctgctggagacatgagagctgccaacctttggccaagcccgctcatgatcaaacgctctaagaa

gaacagcctggccttgtccctgacggccgaccagatggtcagtgccttgttggatgctgagccccccatactctattccgagtatgatcct

accagacccttcagtgaagcttcgatgatgggcttactgaccaacctggcagacagggagctggttcacatgatcaactgggcgaagaggg

tgccaggctttgtggatttgaccctccatgatcaggtccaccttctagaatgtgcctggctagagatcctgatgattggtctcgtctggcg

ctccatggagcacccagtgaagctactgtttgctcctaacttgctcttggacaggaaccagggaaaatgtgtagagggcatggtggagatc

ttcgacatgctgctggctacatcatctcggttccgcatgatgaatctgcagggagaggagtttgtgtgcctcaaatctattattttgctta

attctggagtgtacacatttctgtccagcaccctgaagtctctggaagagaaggaccatatccaccgagtcctggacaagatcacagacac
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tttgatccacctgatggccaaggcaggcctgaccctgcagcagcagcaccagcggctggcccagctcctcctcatcctctcccacatcagg

cacatgagtaacaaaggcatggagcatctgtacagcatgaagtgcaagaacgtggtgcccctctatgacctgctgctggagatgctggacg

cccaccgcctacatgcgcccactagccgtggaggggcatccgtggaggagacggaccaaagccacttggccactgcgggctctacttcatc

gcattccttgcaaaagtattacatcacgggggaggcagagggtttccctgccacagtctgagagctccctggcgaattcccagagatgtta

gctgaaatcatcactaatcagataccaaaatattcaaatggaaatatcaaaaagcttctgtttcatcaaaaatgactcgacctaactgagt

aagctagcttgttcgagtattatggcattgggaaaactgtttttcttgtaccatttgttgtgcttgtaatttactgtgttttttattcggt

tttcgctatcgaactgtgaaatggaaatggatggagaagagttaatgaatgatatggtccttttgttcattctcaaattaatattatttgt

tttttctcttatttgttgtgtgttgaatttgaaattataagagatatgcaaacattttgttttgagtaaaaatgtgtcaaatcgtggcctc

taatgaccgaagttaatatgaggagtaaaacatcccaaacaagcttggaaactgaaggcgggaaACTAGTgggcagatcgatccaaagcac

atacttatcgatttaaatttcatcgaagagattaatatcgaataatcatatacatactttaaatacataacaaattttaaatacatatatc

tggtatataattaattttttaaagtcatgaagtatgtatcaaatacacatatggaaaaaattaactattcataatttaaaaaatagaaaag

atacatctagtgaaattaggtgcatgtatcaaatacattaggaaaagggcatatatcttgatctagataattaacgattttgatttatgta

taatttccaaatgaaggtttatatctacttcagaaataacaatatacttttatcagaacattcaacaaagcaacaaccaactagagtgaaa

aatacacattgttctctagacatacaaaattgagaaaagaatctcaaaatttagagaaacaaatctgaatttctagaagaaaaaaataatt

atgcactttgctattgctcgaaaaataaatgaaagaaattagacttttttaaaagatgttagactagatatactcaaaagctattaaagga

gtaatattcttcttacattaagtattttagttacagtcctgtaattaaagacacattttagattgtatctaaacttaaatgtatctagaat

acatatatttgaatgcatcatatacatgtatccgacacaccaattctcataaaaaacgtaatatcctaaactaatttatccttcaagtcaa

cttaagcccaatatacattttcatctctaaaggcccaagtggcacaaaatgtcaggcccaattacgaagaaaagggcttgtaaaaccctaa

taaagtggcactggcagagcttacactctcattccatcaacaaagaaaccctaaaagccgcagcgccactgatttctctcctccaggcgaa

ggatctcgactctaggggggcaataagatatgaaaaagcctgaactcaccgcgacgtctgtcgagaagtttctgatcgaaaagttcgacag

cgtctccgacctgatgcagctctcggagggcgaagaatctcgtgctttcagcttcgatgtaggagggcgtggatatgtcctgcgggtaaat

agctgcgccgatggtttctacaaagatcgttatgtttatcggcactttgcatcggccgcgctcccgattccggaagtgcttgacattgggg

cattcagcgagagcctgacctattgcatctcccgccgtgcacagggtgtcacgttgcaagacctgcctgaaaccgaactgcccgctgttct

gcagccggtcgcggaggccatggatgcgatcgctgcggccgatcttagccagacgagcgggttcggcccattcggaccgcaaggaatcggt

caatacactacatggcgtgatttcatatgcgcgattgctgatccccatgtgtatcactggcaaactgtgatggacgacaccgtcagtgcgt

ccgtcgcgcaggctctcgatgagctgatgctttgggccgaggactgccccgaagtccggcacctcgtgcacgcggatttcggctccaacaa

tgtcctgacggacaatggccgcataacagcggtcattgactggagcgaggcgatgttcggggattcccaatacgaggtcgccaacatcttc

ttctggaggccgtggttggcttgtatggagcagcagacgcgctacttcgagcggaggcatccggagcttgcaggatcgccgcggctccggg

cgtatatgctccgcattggtcttgaccaactctatcagagcttggttgacggcaatttcgatgatgcagcttgggcgcagggtcgatgcga

cgcaatcgtccgatccggagccgggactgtcgggcgtacacaaatcgcccgcagaagcgcggccgtctggaccgatggctgtgtagaagta

ctcgccgatagtggaaaccgacgccccagcactcgtccgagggcaaaggaatagagtagatgccgaccgggatcaattcggcttgatccaa

attttgattttaatgtttagcaaatgtcttatcagttttctctttttgtcgaacggtaatttagagttttttttgctatatggattttcgt

ttttgatgtatgtgacaaccctcgggattgttgatttatttcaaaactaagagtttttgtcttattgttctcgtctattttggatatcaat

cttagttttatatcttttctagttctctacgtgttaaatgttcaacacactagcaatttggcctgccagcgtatggattatggaactatca

agtctgtgggatcgataaatatgcttctcaggaatttgagattttttatcatgtctttatgctcattcccttgagtataatatagtaaaaa

aatagtaaatttaagcaataatgttaggtgctatgtgtctgtcgagactattgggggtagcTTAATTAAactgtacatataaccactggtt

ttatatacagcagtactgtacatataaccactggttttatatacagcagtcgacgtactgtacatataaccactggttttatatacagcag

tactgtacatataaccactggttttatatacagcagtcgaggtaagattagatatggatatgtatatggatatgtatatggtggtaatgcc

atgtaatatgctcgactctaggatcttcgcaagacccttcctctatataaggaagttcatttcatttggagaggacacgctgaagctagtc

gactctagcctcgacatgtccaatttactgaccgtacaccaaaatttgcctgcattaccggtcgatgcaacgagtgatgaggttcgcaaga

acctgatggacatgttcagggatcgccaggcgttttctgagcatacctggaaaatgcttctgtccgtttgccggtcgtgggcggcatggtg

caagttgaataaccggaaatggtttcccgcagaacctgaagatgttcgcgattatcttctatatcttcaggcgcgcggtctggcagtaaaa

actatccagcaacatttgggccagctaaacatgcttcatcgtcggtccgggctgccacgaccaagtgacagcaatgctgtttcactggtta

tgcggcggatccgaaaagaaaacgttgatgccggtgaacgtgcaaaacaggctctagcgttcgaacgcactgatttcgaccaggtaagtct

tcttttcctttactctttacagaaatggtaatctcagatatagtaatggataagatccaaaaatgacacttttaaccaagattgtacgaag

atctttttaaactccattttttattttgacatctaaattggatttaactcggccttgctgtattttggcaggttcgttcactcatggaaaa

tagcgatcgctgccaggatatacgtaatctggcatttctggggattgcttataacaccctgttacgtatagccgaaattgccaggatcagg

gttaaagatatctcacgtactgacggtgggagaatgttaatccatattggcagaacgaaaacgctggttagcaccgcaggtgtagagaagg

cacttagcctgggggtaactaaactggtcgagcgatggatttccgtctctggtgtagctgatgatccgaataactacctgttttgccgggt

cagaaaaaatggtgttgccgcgccatctgccaccagccagctatcaactcgcgccctggaagggatttttgaagcaactcatcgattgatt

tacggcgctaaggatgactctggtcagagatacctggcctggtctggacacagtgcccgtgtcggagccgcgcgagatatggcccgcgctg

gagtttcaataccggagatcatgcaagctggtggctggaccaatgtaaatattgtcatgaactatatccgtaacctggatagtgaaacagg

ggcaatggtgcgcctgctggaagatggcgattagGatcgttcaaacatttggcaataaagtttcttaagattgaatcctgttgccggtctt

gcgatgattatcatataatttctgttgaattacgttaagcatgtaataattaacatgtaatgcatgacgttatttatgagatgggttttta

tgattagagtcccgcaattatacatttaatacgcgatagaaaacaaaatatagcgcgcaaactaggataaattatcgcgcgcggtgtcatc

tatgttactagatcatcataacttcgtatagcatacattatacgaagttatCCTCAGCaaGCCCGGGCatGAGCTCCAGCTTTTGTTCCCT

TTAGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATA

CGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGT

CGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCT
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CACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGAT

AACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCC

CCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAG

CTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGC

TCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCT

TATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAG

GTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAG

CCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGA

TTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGAT

TTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAA

ACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCG

TCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTT

ATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGG

GAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTA

TGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCC

GATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGA

TGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGG

ATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTT

GAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGA

AGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATC

AGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGC 

13.9.2 pSBio-pGmDHN  

 

1..156 - “Fragmento derivado de pBluescript SK(-)” – Incluye dos sitios de restricción del 

vector SrfI y NotI 

Región reguladora  157..1709 (1553 pb) – promotor  

/note= “pGmDHN” – promotor inducible del gen de dehidrina de soja: DHN- 27 kDa 

(Glyma.09G185500). 

CDS    1725..2441 (717 pb) 

    Producto= ”E-GFP” 

/translation = 
MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPE

GYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADH

YQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK 

CDS     2448..4256 (1725 pb) 

Producto = “GUS” 

/translation = 
MLRPVETPTREIKKLDGLWAFSLDRENCGIDQRWWESALQESRAIAVPGSFNDQFADADIRNYAGNVWYQREVFIPKGWAGQRIVLRFDAV

THYGKVWVNNQEVMEHQGGYTPFEADVTPYVIAGKSVRITVCVNNELNWQTIPPGMVITDENGKKKQSYFHDFFNYAGIHRSVMLYTTPNT

WVDDITVVTHVAQDCNHASVDWQVVANGDVSVELRDADQQVVATGQGTSGTLQVVNPHLWQPGEGYLYELCVTAKSQTECDIYPLRVGIRS

VAVKGQQFLINHKPFYFTGFGRHEDADLRGKGFDNVLMVHDHALMDWIGANSYRTSHYPYAEEMLDWADEHGIVVIDETAAVGFNLSLGIG

FEAGNKPKELYSEEAVNGETQQAHLQAIKELIARDKNHPSVVMWSIANEPDTRPQVHGNISPLAEATRKLDPTRPITCVNVMFCDAHTDTI

SDLFDVLCLNRYYGWYVQSGDLETAEKVLEKELLAWQEKLHQPIIITEYGVDTLAGLHSMYTDMWSEEYQCAWLDMYHRVFDRVSAVVGEQ

VWNFADFATSQGILRVGGNKKGIFTRDRKPKSAAFLLQKRWTGMNFGEKPQQGGKQ  

Región reguladora    4265..4842 (578 pb) – terminador  
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/note = “Ter GmVspB” 

Complemento   4855..4889 (35 pb) 

/note = loxP1 

Región reguladora  4903..5145 (243 pb) - promotor 

/note = “G10-90 promoter” 

 

CDS     5161..6726 (1566 pb) 

Producto = “XVE” fusion protein/rat glucocorticoid receptor 

Id de proteína= “AAK08505.1” 

/translation = 
MKALTARQQEVFDLIRDHISQTGMPPTRAEIAQRLGFRSPNAAEEHLKALARKGVIEIVSGASRGIRLLQEEEEGLPLVGRVAAGEPSSAP

PTDVSLGDELHLDGEDVAMAHADALDDFDLDMLGDGDSPGPGFTPHDSAPYGALDMADFEFEQMFTDALGIDEYGGDPSAGDMRAANLWPS

PLMIKRSKKNSLALSLTADQMVSALLDAEPPILYSEYDPTRPFSEASMMGLLTNLADRELVHMINWAKRVPGFVDLTLHDQVHLLECAWLE

ILMIGLVWRSMEHPVKLLFAPNLLLDRNQGKCVEGMVEIFDMLLATSSRFRMMNLQGEEFVCLKSIILLNSGVYTFLSSTLKSLEEKDHIH

RVLDKITDTLIHLMAKAGLTLQQQHQRLAQLLLILSHIRHMSNKGMEHLYSMKCKNVVPLYDLLLEMLDAHRLHAPTSRGGASVEETDQSH

LATAGSTSSHSLQKYYITGEAEGFPATV.ELPGEFPEMLAEIITNQIPKYSNGNIKKLLFHQK.LDL 

Región reguladora   6752..7046 (295 pb) 

/note = “Ter Pea RbsC” 

 

Región reguladora    7089..8008 (920 pb) 

/note = “StUbi promoter” 

 

CDS     8037..9062 (1026 pb) 

Producto = “hph” 

/translation = 
MKKPELTATSVEKFLIEKFDSVSDLMQLSEGEESRAFSFDVGGRGYVLRVNSCADGFYKDRYVYRHFASAALPIPEVLDIGAFSESLTYCI

SRRAQGVTLQDLPETELPAVLQPVAEAMDAIAAADLSQTSGFGPFGPQGIGQYTTWRDFICAIADPHVYHWQTVMDDTVSASVAQALDELM

LWAEDCPEVRHLVHADFGSNNVLTDNGRITAVIDWSEAMFGDSQYEVANIFFWRPWLACMEQQTRYFERRHPELAGSPRLRAYMLRIGLDQ

LYQSLVDGNFDDAAWAQGRCDAIVRSGAGTVGRTQIARRSAAVWTDGCVEVLADSGNRRPSTRPRAKE  

Región reguladora   9103..9504 (402 pb) - terminador 

/note = “StUbi-3 ter” 

Región reguladora   9533..9842 (310 pb) - promotor 

/note = “LexA operator 35S prom” 
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CDS    fragmentado (9843..10274, 10445..11044) 

    /producto= “cre” 

    Id de proteína= "AAK08508.1" 

/traducción= 

“MSNLLTVHQNLPALPVDATSDEVRKNLMDMFRDRQAFSEHTWKMLLSVCRSWAAWCKLNNRKWFPAEPEDVRDYLLYLQARGLAVKTIQQH
LGQLNMLHRRSGLPRPSDSNAVSLVMRRIRKENVDAGERAKQALAFERTDFDQVRSLMENSDRCQDIRNLAFLGIAYNTLLRIAEIARIRV

KDISRTDGGRMLIHIGRTKTLVSTAGVEKALSLGVTKLVERWISVSGVADDPNNYLFCRVRKNGVAAPSATSQLSTRALEGIFEATHRLIY

GAKDDSGQRYLAWSGHSARVGAARDMARAGVSIPEIMQAGGWTNVNIVMNYIRNLDSETGAMVRLLEDGD” 

 

Intrón    10275..10444 

    /note= intrón "Arabidopsis KOR1 gene" 

 

Región reguladora    11045..11297 (253 pb) - terminador 

/note = “TNos” 

Complemento  11298..11334 (37 pb) 

/note = “loxP2” 

11335..13557 (2223 pb) - “Fragmento derivado de Bluescript SK(-)” 

Secuencia completa del vector pSBio-pGmDHN 

CACCTGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCC

CGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCGCCCGGGCaaGCGGCCGCaGGGGTTTATTTATATAGGAAACCAAG

CATAAAAATCTGGTCAAGGAGTCTTAAAAGTCTGACACGTGCTGCGTGGCGTTGAGGATGTAGCTGCCACGTGCATGGACACGTGTTGGTT

TCCTTTTTAGTGAAACCGTGTCATCGCTTTCTGATTCATGGCTTGACACGTGTGGACTCTATCCAAAATTTGGATAAGTGTTTAGCTAGCT

GGGCCATGGATGGATGTGAATTTAAGCGGTGTTACCGACTCTGGATTTTGTGTGACATCTGTGACAATTTGACAAAGATACAAGAACCCCG

AATTAGTCACAAAAAAAGTTTAGTGGCAAACATGTTAAATTTTGATCATTTGTATTTGCACAATCTTTAGCATGCACATAGCAGAACAAGT

GAACAACCAATATAATTTATATCAGTAATCTTGAATCTTTATCAAAAATATTTTGACGTGAGTATAACGTTTACAAACACAGCTAATTAAA

GTTTTGAGAATATATTTAAATAAATTGAATCTATGATATTGTAAAATAATAGTAAAACTTATATTAGCACAAACTATAAACTTTCCATATA

GCCTTGGAAATTGGCACCACGGATAACGGTAGACTAATGAAACGGACTACTTGATCTAACTTGGGTTGAGCTGATCCTAACCAAGAGAGTG

TTATTTATTGGCTGAAATTGTTGTTATGAGTAGGGTAGGTATTACTTTTTGCACCCGCTTTTTACTTATACATTTTTCTTTATTTTTTTTT

TGTATTTTATTTTAAAAATATTATTTTTTCAAGACTAATTCTAGAACTTCATTTTTACAACTAATACTTTTTTCAAATTTATTTTTTTAAA

TGAAATAATTTTGTTCCGAAAGCTAAAATTTGAAAGTGTAAAATTTTTAATACTTTTAAAAAATAAATTATAAAAGAAGGCTTCCCACGTT

TTTATTTTAGTGATGGCTGTTAACTTAAAGAAGGGATTGTGTGGGGTATTTGGTTTGCTATGAATCAATATGTTTTTAAAAATAGAAAATT

AGATTGTAGTCAGGTGCTTAACAACGTGTTTAACCTCAAAATGTTATCACCTAATCTGAATAGTCAAGTTTATGTTGAATCATATGAGGTG

ATAATATGGAAGAAGTCCCGGATGATCTTCATAAAATCAATTTTCATACTGCAATTAGAAAGGATAGAGAACTGAATTGGATTTAATTGTC

CGTGATGTTCAAGGAAATGTCCTAGCTTCGGCCACACAATATTTTTATAGTTTATTATTCAGTAATAGATGGGGAATAAAATTGCTCACAA

TTTAGCTGCTTTGTCTTTTACCTATTTAGGTAATTGCTTTATTGAGGAAGTCTCCTACAAGTTGGATCAAATCATTGCATATTATGTATCT

CTAGTGCCGTCAAAATGGGTTCTAGTTTGTGGGTCAGCCCGATCCATTGTGAACTAGAGGTGAGTCAGGTTTAATTTTTTTTAATTCAGTA

TTGATAACTTTTCAGTCCGGCCCACTTAACCTGTGGGTTAGGTGGGCTCAATCCGTGGGTTGGTGGGTCAGaGGTACCaactcgagatggt

gagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggc

gagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctgcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcccaccctcgtga

ccaccctgacctacggcgtgcagtgcttcagccgctaccccgaccacatgaagcagcacgacttcttcaagtccgccatgcccgaaggcta

cgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacccgcgccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgc

atcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctggggcacaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatca

tggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgccacaacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactacca

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/12831191
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gcagaacacccccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccactacctgagcacccagtccgccctgagcaaagaccccaacgag

aagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcactctcggcatggacgagctgtacaagcccggcatgttacgtc

ctgtagaaaccccaacccgtgaaatcaaaaaactcgacggcctgtgggcattcagtctggatcgcgaaaactgtggaattgatcagcgttg

gtgggaaagcgcgttacaagaaagccgggcaattgctgtgccaggcagttttaacgatcagttcgccgatgcagatattcgtaattatgcg

ggcaacgtctggtatcagcgcgaagtctttataccgaaaggttgggcaggccagcgtatcgtgctgcgtttcgatgcggtcactcattacg

gcaaagtgtgggtcaataatcaggaagtgatggagcatcagggcggctatacgccatttgaagccgatgtcacgccgtatgttattgccgg

gaaaagtgtacgtatcaccgtttgtgtgaacaacgaactgaactggcagactatcccgccgggaatggtgattaccgacgaaaacggcaag

aaaaagcagtcttacttccatgatttctttaactatgccggaatccatcgcagcgtaatgctctacaccacgccgaacacctgggtggacg

atatcaccgtggtgacgcatgtcgcgcaagactgtaaccacgcgtctgttgactggcaggtggtggccaatggtgatgtcagcgttgaact

gcgtgatgcggatcaacaggtggttgcaactggacaaggcactagcgggactttgcaagtggtgaatccgcacctctggcaaccgggtgaa

ggttatctctatgaactgtgcgtcacagccaaaagccagacagagtgtgatatctacccgcttcgcgtcggcatccggtcagtggcagtga

agggccaacagttcctgattaaccacaaaccgttctactttactggctttggtcgtcatgaagatgcggacttacgtggcaaaggattcga

taacgtgctgatggtgcacgaccacgcattaatggactggattggggccaactcctaccgtacctcgcattacccttacgctgaagagatg

ctcgactgggcagatgaacatggcatcgtggtgattgatgaaactgctgctgtcggctttaacctctctttaggcattggtttcgaagcgg

gcaacaagccgaaagaactgtacagcgaagaggcagtcaacggggaaactcagcaagcgcacttacaggcgattaaagagctgatagcgcg

tgacaaaaaccacccaagcgtggtgatgtggagtattgccaacgaaccggatacccgtccgcaagtgcacgggaatatttcgccactggcg

gaagcaacgcgtaaactcgacccgacgcgtccgatcacctgcgtcaatgtaatgttctgcgacgctcacaccgataccatcagcgatctct

ttgatgtgctgtgcctgaaccgttattacggatggtatgtccaaagcggcgatttggaaacggcagagaaggtactggaaaaagaacttct

ggcctggcaggagaaactgcatcagccgattatcatcaccgaatacggcgtggatacgttagccgggctgcactcaatgtacaccgacatg

tggagtgaagagtatcagtgtgcatggctggatatgtatcaccgcgtctttgatcgcgtcagcgccgtcgtcggtgaacaggtatggaatt

tcgccgattttgcgacctcgcaaggcatattgcgcgttggcggtaacaagaaagggatcttcactcgcgaccgcaaaccgaagtcggcggc

ttttctgctgcaaaaacgctggactggcatgaacttcggtgaaaaaccgcagcagggaggcaaacaatgaGGCGCGCCtaccttcacctct

ctcaacaatctagctagagtttgctcctatctatatgtaataaggtatgctgatatgcactattcaaataggagcattagctatgtttgtt

aatgtcactttatgttatgtgggtaagtcacctaagacactccacgtacctacgttgttgtctcttaccggctttaataaatcttctgccc

ttgttccatatttactaattatccctttcttcactaaaagaaaattgttatcattaagtattagtctttagaacatatgaggtctttaatt

gggtaggttttacaaattaactaatataaaatgtcataaaatccacgtggttaaacaaatgcagaaaatcgacgtcgtctattggaccgac

agttgctattaatataatgggccaccatagtagactgacaaataaattacctgacaacatcgtttcactaaataacaaacacaaaaaggga

gtgcattttccagggcatttttgtaataaaaaacagttaaaagggagtgcaatagaaatataggggtgtggaaatagtgatttgagcacgt

cttgaagcaaattgggttgTCTGCCCTAATCAtaacttcgtatagcatacattatacgaagttatgAGCGCTaacactgatagtttaaact

gaaggcgggaaacgacaatctgatccaagctcaagctaagcttgcatgcctgcaggatatcgtggatccaagcttgccacgtgccgccacg

tgccgccacgtgccgccacgtgcctctagaggatccatctccactgacgtaagggatgacgcacaatcccactatccttcgcaagaccctt

cctctatataaggaagttcatttcatttggagaggacacgctgggatccccaattccgggcggaatgaaagcgttaacggccaggcaacaa

gaggtgtttgatctcatccgtgatcacatcagccagacaggtatgccgccgacgcgtgcggaaatcgcgcagcgtttggggttccgttccc

caaacgcggctgaagaacatctgaaggcgctggcacgcaaaggcgttattgaaattgtttccggcgcatcacgcgggattcgtctgttgca

ggaagaggaagaagggttgccgctggtaggtcgtgtggctgccggtgaaccgtcgagcgcccccccgaccgatgtcagcctgggggacgag

ctccacttagacggcgaggacgtggcgatggcgcatgccgacgcgctagacgatttcgatctggacatgttgggggacggggattccccgg

gtccgggatttaccccccacgactccgccccctacggcgctctggatatggccgacttcgagtttgagcagatgtttaccgatgcccttgg

aattgacgagtacggtggggatccgtctgctggagacatgagagctgccaacctttggccaagcccgctcatgatcaaacgctctaagaag

aacagcctggccttgtccctgacggccgaccagatggtcagtgccttgttggatgctgagccccccatactctattccgagtatgatccta

ccagacccttcagtgaagcttcgatgatgggcttactgaccaacctggcagacagggagctggttcacatgatcaactgggcgaagagggt

gccaggctttgtggatttgaccctccatgatcaggtccaccttctagaatgtgcctggctagagatcctgatgattggtctcgtctggcgc

tccatggagcacccagtgaagctactgtttgctcctaacttgctcttggacaggaaccagggaaaatgtgtagagggcatggtggagatct

tcgacatgctgctggctacatcatctcggttccgcatgatgaatctgcagggagaggagtttgtgtgcctcaaatctattattttgcttaa

ttctggagtgtacacatttctgtccagcaccctgaagtctctggaagagaaggaccatatccaccgagtcctggacaagatcacagacact

ttgatccacctgatggccaaggcaggcctgaccctgcagcagcagcaccagcggctggcccagctcctcctcatcctctcccacatcaggc

acatgagtaacaaaggcatggagcatctgtacagcatgaagtgcaagaacgtggtgcccctctatgacctgctgctggagatgctggacgc

ccaccgcctacatgcgcccactagccgtggaggggcatccgtggaggagacggaccaaagccacttggccactgcgggctctacttcatcg

cattccttgcaaaagtattacatcacgggggaggcagagggtttccctgccacagtctgagagctccctggcgaattcccagagatgttag

ctgaaatcatcactaatcagataccaaaatattcaaatggaaatatcaaaaagcttctgtttcatcaaaaatgactcgacctaactgagta

agctagcttgttcgagtattatggcattgggaaaactgtttttcttgtaccatttgttgtgcttgtaatttactgtgttttttattcggtt

ttcgctatcgaactgtgaaatggaaatggatggagaagagttaatgaatgatatggtccttttgttcattctcaaattaatattatttgtt

ttttctcttatttgttgtgtgttgaatttgaaattataagagatatgcaaacattttgttttgagtaaaaatgtgtcaaatcgtggcctct

aatgaccgaagttaatatgaggagtaaaacatcccaaacaagcttggaaactgaaggcgggaaACTAGTgggcagatcgatccaaagcaca

tacttatcgatttaaatttcatcgaagagattaatatcgaataatcatatacatactttaaatacataacaaattttaaatacatatatct

ggtatataattaattttttaaagtcatgaagtatgtatcaaatacacatatggaaaaaattaactattcataatttaaaaaatagaaaaga

tacatctagtgaaattaggtgcatgtatcaaatacattaggaaaagggcatatatcttgatctagataattaacgattttgatttatgtat

aatttccaaatgaaggtttatatctacttcagaaataacaatatacttttatcagaacattcaacaaagcaacaaccaactagagtgaaaa

atacacattgttctctagacatacaaaattgagaaaagaatctcaaaatttagagaaacaaatctgaatttctagaagaaaaaaataatta

tgcactttgctattgctcgaaaaataaatgaaagaaattagacttttttaaaagatgttagactagatatactcaaaagctattaaaggag
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taatattcttcttacattaagtattttagttacagtcctgtaattaaagacacattttagattgtatctaaacttaaatgtatctagaata

catatatttgaatgcatcatatacatgtatccgacacaccaattctcataaaaaacgtaatatcctaaactaatttatccttcaagtcaac

ttaagcccaatatacattttcatctctaaaggcccaagtggcacaaaatgtcaggcccaattacgaagaaaagggcttgtaaaaccctaat

aaagtggcactggcagagcttacactctcattccatcaacaaagaaaccctaaaagccgcagcgccactgatttctctcctccaggcgaag

gatctcgactctaggggggcaataagatatgaaaaagcctgaactcaccgcgacgtctgtcgagaagtttctgatcgaaaagttcgacagc

gtctccgacctgatgcagctctcggagggcgaagaatctcgtgctttcagcttcgatgtaggagggcgtggatatgtcctgcgggtaaata

gctgcgccgatggtttctacaaagatcgttatgtttatcggcactttgcatcggccgcgctcccgattccggaagtgcttgacattggggc

attcagcgagagcctgacctattgcatctcccgccgtgcacagggtgtcacgttgcaagacctgcctgaaaccgaactgcccgctgttctg

cagccggtcgcggaggccatggatgcgatcgctgcggccgatcttagccagacgagcgggttcggcccattcggaccgcaaggaatcggtc

aatacactacatggcgtgatttcatatgcgcgattgctgatccccatgtgtatcactggcaaactgtgatggacgacaccgtcagtgcgtc

cgtcgcgcaggctctcgatgagctgatgctttgggccgaggactgccccgaagtccggcacctcgtgcacgcggatttcggctccaacaat

gtcctgacggacaatggccgcataacagcggtcattgactggagcgaggcgatgttcggggattcccaatacgaggtcgccaacatcttct

tctggaggccgtggttggcttgtatggagcagcagacgcgctacttcgagcggaggcatccggagcttgcaggatcgccgcggctccgggc

gtatatgctccgcattggtcttgaccaactctatcagagcttggttgacggcaatttcgatgatgcagcttgggcgcagggtcgatgcgac

gcaatcgtccgatccggagccgggactgtcgggcgtacacaaatcgcccgcagaagcgcggccgtctggaccgatggctgtgtagaagtac

tcgccgatagtggaaaccgacgccccagcactcgtccgagggcaaaggaatagagtagatgccgaccgggatcaattcggcttgatccaaa

ttttgattttaatgtttagcaaatgtcttatcagttttctctttttgtcgaacggtaatttagagttttttttgctatatggattttcgtt

tttgatgtatgtgacaaccctcgggattgttgatttatttcaaaactaagagtttttgtcttattgttctcgtctattttggatatcaatc

ttagttttatatcttttctagttctctacgtgttaaatgttcaacacactagcaatttggcctgccagcgtatggattatggaactatcaa

gtctgtgggatcgataaatatgcttctcaggaatttgagattttttatcatgtctttatgctcattcccttgagtataatatagtaaaaaa

atagtaaatttaagcaataatgttaggtgctatgtgtctgtcgagactattgggggtagcTTAATTAAactgtacatataaccactggttt

tatatacagcagtactgtacatataaccactggttttatatacagcagtcgacgtactgtacatataaccactggttttatatacagcagt

actgtacatataaccactggttttatatacagcagtcgaggtaagattagatatggatatgtatatggatatgtatatggtggtaatgcca

tgtaatatgctcgactctaggatcttcgcaagacccttcctctatataaggaagttcatttcatttggagaggacacgctgaagctagtcg

actctagcctcgacatgtccaatttactgaccgtacaccaaaatttgcctgcattaccggtcgatgcaacgagtgatgaggttcgcaagaa

cctgatggacatgttcagggatcgccaggcgttttctgagcatacctggaaaatgcttctgtccgtttgccggtcgtgggcggcatggtgc

aagttgaataaccggaaatggtttcccgcagaacctgaagatgttcgcgattatcttctatatcttcaggcgcgcggtctggcagtaaaaa

ctatccagcaacatttgggccagctaaacatgcttcatcgtcggtccgggctgccacgaccaagtgacagcaatgctgtttcactggttat

gcggcggatccgaaaagaaaacgttgatgccggtgaacgtgcaaaacaggctctagcgttcgaacgcactgatttcgaccaggtaagtctt

cttttcctttactctttacagaaatggtaatctcagatatagtaatggataagatccaaaaatgacacttttaaccaagattgtacgaaga

tctttttaaactccattttttattttgacatctaaattggatttaactcggccttgctgtattttggcaggttcgttcactcatggaaaat

agcgatcgctgccaggatatacgtaatctggcatttctggggattgcttataacaccctgttacgtatagccgaaattgccaggatcaggg

ttaaagatatctcacgtactgacggtgggagaatgttaatccatattggcagaacgaaaacgctggttagcaccgcaggtgtagagaaggc

acttagcctgggggtaactaaactggtcgagcgatggatttccgtctctggtgtagctgatgatccgaataactacctgttttgccgggtc

agaaaaaatggtgttgccgcgccatctgccaccagccagctatcaactcgcgccctggaagggatttttgaagcaactcatcgattgattt

acggcgctaaggatgactctggtcagagatacctggcctggtctggacacagtgcccgtgtcggagccgcgcgagatatggcccgcgctgg

agtttcaataccggagatcatgcaagctggtggctggaccaatgtaaatattgtcatgaactatatccgtaacctggatagtgaaacaggg

gcaatggtgcgcctgctggaagatggcgattagGatcgttcaaacatttggcaataaagtttcttaagattgaatcctgttgccggtcttg

cgatgattatcatataatttctgttgaattacgttaagcatgtaataattaacatgtaatgcatgacgttatttatgagatgggtttttat

gattagagtcccgcaattatacatttaatacgcgatagaaaacaaaatatagcgcgcaaactaggataaattatcgcgcgcggtgtcatct

atgttactagatcatcataacttcgtatagcatacattatacgaagttatCCTCAGCaaGCCCGGGCatGAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTT

TAGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATAC

GAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTC

GGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTC

ACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATA

ACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCC

CCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGC

TCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCT

CACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTT

ATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGG

TATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGC

CAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGAT

TACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATT

TTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAA

CTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGT

CGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTA

TCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGG

AAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTAT

GGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCG
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ATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGAT

GCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGA

TAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTG

AGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAA

GGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCA

GGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGC 
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13.10 Vectores binarios 

13.10.1 pSBin-pGmUbi  

 

Vector de ADN circular de 17256 pb 

Definición: Vector binario de transformación genética de plantas por el método biológico de 

Agrobacterium tumefaciens, para expresar genes reporteros (eGFP-GUS) constitutivamente 

en soja. Secuencia completa. 

Fuente: Secuencia artificial, vector  

 

Región reguladora    16..932 (917 pb) - promotor 

/note = “pGmUbi” 

CDS     948..1664 (717 pb) 

/producto = “E-GFP” 

/translation = 
MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPE

GYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADH

YQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK 

CDS     1671..3479 (1809 pb) 

/producto = GUS 

/translation = 
MLRPVETPTREIKKLDGLWAFSLDRENCGIDQRWWESALQESRAIAVPGSFNDQFADADIRNYAGNVWYQREVFIPKGWAGQRIVLRFDAV

THYGKVWVNNQEVMEHQGGYTPFEADVTPYVIAGKSVRITVCVNNELNWQTIPPGMVITDENGKKKQSYFHDFFNYAGIHRSVMLYTTPNT

WVDDITVVTHVAQDCNHASVDWQVVANGDVSVELRDADQQVVATGQGTSGTLQVVNPHLWQPGEGYLYELCVTAKSQTECDIYPLRVGIRS

VAVKGQQFLINHKPFYFTGFGRHEDADLRGKGFDNVLMVHDHALMDWIGANSYRTSHYPYAEEMLDWADEHGIVVIDETAAVGFNLSLGIG

FEAGNKPKELYSEEAVNGETQQAHLQAIKELIARDKNHPSVVMWSIANEPDTRPQVHGNISPLAEATRKLDPTRPITCVNVMFCDAHTDTI

SDLFDVLCLNRYYGWYVQSGDLETAEKVLEKELLAWQEKLHQPIIITEYGVDTLAGLHSMYTDMWSEEYQCAWLDMYHRVFDRVSAVVGEQ

VWNFADFATSQGILRVGGNKKGIFTRDRKPKSAAFLLQKRWTGMNFGEKPQQGGKQ 

 

Región reguladora    3488..4065 (578pb) - terminador 

/note = Ter GmVspB 

Complemento   (4078..4112) 34 pb 

/note= “loxP1” sitio complementario reconocido por la Cre recombinasa. 

Región reguladora  4126..4368 (243 pb) – clase de regulador “promotor” 

    /note= “G10-90 promoter” 
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CDS    4384..5949 (1566 pb)  

    /producto=” XVE” 

    Id de proteína= “AAK08505.1” 

/Traducción= 

“MKALTARQQEVFDLIRDHISQTGMPPTRAEIAQRLGFRSPNAAEEHLKALARKGVIEIVSGASRGIRLLQEEEEGLPLVGRVAAGEPSSAP
PTDVSLGDELHLDGEDVAMAHADALDDFDLDMLGDGDSPGPGFTPHDSAPYGALDMADFEFEQMFTDALGIDEYGGDPSAGDMRAANLWPS

PLMIKRSKKNSLALSLTADQMVSALLDAEPPILYSEYDPTRPFSEASMMGLLTNLADRELVHMINWAKRVPGFVDLTLHDQVHLLECAWLE

ILMIGLVWRSMEHPVKLLFAPNLLLDRNQGKCVEGMVEIFDMLLATSSRFRMMNLQGEEFVCLKSIILLNSGVYTFLSSTLKSLEEKDHIH

RVLDKITDTLIHLMAKAGLTLQQQHQRLAQLLLILSHIRHMSNKGMEHLYSMKCKNVVPLYDLLLEMLDAHRLHAPTSRGGASVEETDQSH

LATAGSTSSHSLQKYYITGEAEGFP ATV-ELPGEFPEMLAEIITNQIPKYSNGNIKKLLFHQK-LDL” 

Región reguladora   5975..6269 (295 pb) – tipo de regulador “terminador” 

/note= “TerPeaRbsC”  

Región reguladora   6312..7231 (920 pb) – tipo de regulador “promotor”  

    /note= “StUbi promoter” 

CDS    7260..8285 (1026 pb)   

    /producto= “hph” 

Id de proteína= 

/traducción=”MKKPELTATSVEKFLIEKFDSVSDLMQLSEGEESRAFSFDVGGRGYVLRVNSCADGFYKDRYVYRHFASAALPIPEVL
DIGAFSESLTYCISRRAQGVTLQDLPETELPAVLQPVAEAMDAIAAADLSQTSGFGPFGPQGIGQYTTWRDFICAIADPHVYHWQTVMDDT

VSASVAQALDELMLWAEDCPEVRHLVHADFGSNNVLTDNGRITAVIDWSEAMFGDSQYEVANIFFWRPWLACMEQQTRYFERRHPELAGSP

RLRAYMLRIGLDQLYQSLVDGNFDDAAWAQGRCDAIVRSGAGTVGRTQIARRSAAVWTDGCVEVLADSGNRRPSTRPRAKE”  

Región reguladora  8756..9065 (402 pb) - tipo de regulador “promotor”  

    /note= “StUbi-3 ter” 

Región reguladora 8756..9065– tipo de regulador “operador fusionado a promotor” 

    /note= “LexA operator 35S prom” 

CDS    fragmentado (9066..9497, 9668..10267) 

    /producto= “cre” 

    Id de proteína= "AAK08508.1" 

/traducción= 

“MSNLLTVHQNLPALPVDATSDEVRKNLMDMFRDRQAFSEHTWKMLLSVCRSWAAWCKLNNRKWFPAEPEDVRDYLLYLQARGLAVKTIQQH
LGQLNMLHRRSGLPRPSDSNAVSLVMRRIRKENVDAGERAKQALAFERTDFDQVRSLMENSDRCQDIRNLAFLGIAYNTLLRIAEIARIRV

KDISRTDGGRMLIHIGRTKTLVSTAGVEKALSLGVTKLVERWISVSGVADDPNNYLFCRVRKNGVAAPSATSQLSTRALEGIFEATHRLIY

GAKDDSGQRYLAWSGHSARVGAARDMARAGVSIPEIMQAGGWTNVNIVMNYIRNLDSETGAMVRLLEDGD” 

 

Intrón    9498..9667 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/12831188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/12831191
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    /note= intrón "Arabidopsis KOR1 gene" 

 

Región reguladora   10268..10520 (253 pb) – tipo de regulador “terminador” 

    /note= “TNos” 

Complemento  10521..10557 (37 pb) 

    /note= “loxP2” 

Vector binario base  10574..17253 (6680 pb ) – fragmento proveniente del vector binario pUB 

desarmado con sitios AfeI  

Complemento    10667..10691 (25 pb) 

/note = “LB” 

Complemento    17172..17193 (22 pb) 

/note = “RB” 

 

Secuencia completa del vector pSBin-pGmUbi 

GGGCaaGCGGCCGCaGGGCCCAATATAACAACGACGTCGTAACAGATAAAGCGAAGCTTGAAGGTGCATGTGACTCCGTCAAGATTACGAA

ACCGCCAACTACCACGCAAATTGCAATTCTCAATTTCCTAGAAGGACTCTCCGAAAATGCATCCAATACCAAATATTACCCGTGTCATAGG

CACCAAGTGACACCATACATGAACACGCGTCACAATATGACTGGAGAAGGGTTCCACACCTTATGCTATAAAACGCCCCACACCCCTCCTC

CTTCCTTCGCAGTTCAATTCCAATATATTCCATTCTCTCTGTGTATTTCCCTACCTCTCCCTTCAAGGTTAGTCGATTTCTTCTGTTTTTC

TTCTTCGTTCTTTCCATGAATTGTGTATGTTCTTTGATCAATACGATGTTGATTTGATTGTGTTTTGTTTGGTTTCATCGATCTTCAATTT

TCATAATCAGATTCAGCTTTTATTATCTTTACAACAACGTCCTTAATTTGATGATTCTTTAATCGTAGATTTGCTCTAATTAGAGCTTTTT

CATGTCAGATCCCTTTACAACAAGCCTTAATTGTTGATTCATTAATCGTAGATTAGGGCTTTTTTCATTGATTACTTCAGATCCGTTAAAC

GTAACCATAGATCAGGGCTTTTTCATGAATTACTTCAGATCCGTTAAACAACAGCCTTATTTTTTATACTTCTGTGGTTTTTCAAGAAATT

GTTCAGATCCGTTGACAAAAAGCCTTATTCGTTGATTCTATATCGTTTTTCGAGAGATATTGCTCAGATCTGTTAGCAACTGCCTTGTTTG

TTGATTCTATTGCCGTGGATTAGGGTTTTTTTTCACGAGATTGCTTCAGATCCGTACTTAAGATTACGTAATGGATTTTGATTCTGATTTA

TCTGTGATTGTTGACTCGACAGaGGTACCaactcgagatggtgagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgag

ctggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatct

gcaccaccggcaagctgcccgtgccctggcccaccctcgtgaccaccctgacctacggcgtgcagtgcttcagccgctaccccgaccacat

gaagcagcacgacttcttcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagacc

cgcgccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctggggc

acaagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgcca

caacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacacccccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccac

tacctgagcacccagtccgccctgagcaaagaccccaacgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatca

ctctcggcatggacgagctgtacaagcccggcatgttacgtcctgtagaaaccccaacccgtgaaatcaaaaaactcgacggcctgtgggc

attcagtctggatcgcgaaaactgtggaattgatcagcgttggtgggaaagcgcgttacaagaaagccgggcaattgctgtgccaggcagt

tttaacgatcagttcgccgatgcagatattcgtaattatgcgggcaacgtctggtatcagcgcgaagtctttataccgaaaggttgggcag

gccagcgtatcgtgctgcgtttcgatgcggtcactcattacggcaaagtgtgggtcaataatcaggaagtgatggagcatcagggcggcta

tacgccatttgaagccgatgtcacgccgtatgttattgccgggaaaagtgtacgtatcaccgtttgtgtgaacaacgaactgaactggcag

actatcccgccgggaatggtgattaccgacgaaaacggcaagaaaaagcagtcttacttccatgatttctttaactatgccggaatccatc

gcagcgtaatgctctacaccacgccgaacacctgggtggacgatatcaccgtggtgacgcatgtcgcgcaagactgtaaccacgcgtctgt

tgactggcaggtggtggccaatggtgatgtcagcgttgaactgcgtgatgcggatcaacaggtggttgcaactggacaaggcactagcggg

actttgcaagtggtgaatccgcacctctggcaaccgggtgaaggttatctctatgaactgtgcgtcacagccaaaagccagacagagtgtg

atatctacccgcttcgcgtcggcatccggtcagtggcagtgaagggccaacagttcctgattaaccacaaaccgttctactttactggctt

tggtcgtcatgaagatgcggacttacgtggcaaaggattcgataacgtgctgatggtgcacgaccacgcattaatggactggattggggcc

aactcctaccgtacctcgcattacccttacgctgaagagatgctcgactgggcagatgaacatggcatcgtggtgattgatgaaactgctg
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ctgtcggctttaacctctctttaggcattggtttcgaagcgggcaacaagccgaaagaactgtacagcgaagaggcagtcaacggggaaac

tcagcaagcgcacttacaggcgattaaagagctgatagcgcgtgacaaaaaccacccaagcgtggtgatgtggagtattgccaacgaaccg

gatacccgtccgcaagtgcacgggaatatttcgccactggcggaagcaacgcgtaaactcgacccgacgcgtccgatcacctgcgtcaatg

taatgttctgcgacgctcacaccgataccatcagcgatctctttgatgtgctgtgcctgaaccgttattacggatggtatgtccaaagcgg

cgatttggaaacggcagagaaggtactggaaaaagaacttctggcctggcaggagaaactgcatcagccgattatcatcaccgaatacggc

gtggatacgttagccgggctgcactcaatgtacaccgacatgtggagtgaagagtatcagtgtgcatggctggatatgtatcaccgcgtct

ttgatcgcgtcagcgccgtcgtcggtgaacaggtatggaatttcgccgattttgcgacctcgcaaggcatattgcgcgttggcggtaacaa

gaaagggatcttcactcgcgaccgcaaaccgaagtcggcggcttttctgctgcaaaaacgctggactggcatgaacttcggtgaaaaaccg

cagcagggaggcaaacaatgaGGCGCGCCtaccttcacctctctcaacaatctagctagagtttgctcctatctatatgtaataaggtatg

ctgatatgcactattcaaataggagcattagctatgtttgttaatgtcactttatgttatgtgggtaagtcacctaagacactccacgtac

ctacgttgttgtctcttaccggctttaataaatcttctgcccttgttccatatttactaattatccctttcttcactaaaagaaaattgtt

atcattaagtattagtctttagaacatatgaggtctttaattgggtaggttttacaaattaactaatataaaatgtcataaaatccacgtg

gttaaacaaatgcagaaaatcgacgtcgtctattggaccgacagttgctattaatataatgggccaccatagtagactgacaaataaatta

cctgacaacatcgtttcactaaataacaaacacaaaaagggagtgcattttccagggcatttttgtaataaaaaacagttaaaagggagtg

caatagaaatataggggtgtggaaatagtgatttgagcacgtcttgaagcaaattgggttgTCTGCCCTAATCAtaacttcgtatagcata

cattatacgaagttatgAGCGCTaacactgatagtttaaactgaaggcgggaaacgacaatctgatccaagctcaagctaagcttgcatgc

ctgcaggatatcgtggatccaagcttgccacgtgccgccacgtgccgccacgtgccgccacgtgcctctagaggatccatctccactgacg

taagggatgacgcacaatcccactatccttcgcaagacccttcctctatataaggaagttcatttcatttggagaggacacgctgggatcc

ccaattccgggcggaatgaaagcgttaacggccaggcaacaagaggtgtttgatctcatccgtgatcacatcagccagacaggtatgccgc

cgacgcgtgcggaaatcgcgcagcgtttggggttccgttccccaaacgcggctgaagaacatctgaaggcgctggcacgcaaaggcgttat

tgaaattgtttccggcgcatcacgcgggattcgtctgttgcaggaagaggaagaagggttgccgctggtaggtcgtgtggctgccggtgaa

ccgtcgagcgcccccccgaccgatgtcagcctgggggacgagctccacttagacggcgaggacgtggcgatggcgcatgccgacgcgctag

acgatttcgatctggacatgttgggggacggggattccccgggtccgggatttaccccccacgactccgccccctacggcgctctggatat

ggccgacttcgagtttgagcagatgtttaccgatgcccttggaattgacgagtacggtggggatccgtctgctggagacatgagagctgcc

aacctttggccaagcccgctcatgatcaaacgctctaagaagaacagcctggccttgtccctgacggccgaccagatggtcagtgccttgt

tggatgctgagccccccatactctattccgagtatgatcctaccagacccttcagtgaagcttcgatgatgggcttactgaccaacctggc

agacagggagctggttcacatgatcaactgggcgaagagggtgccaggctttgtggatttgaccctccatgatcaggtccaccttctagaa

tgtgcctggctagagatcctgatgattggtctcgtctggcgctccatggagcacccagtgaagctactgtttgctcctaacttgctcttgg

acaggaaccagggaaaatgtgtagagggcatggtggagatcttcgacatgctgctggctacatcatctcggttccgcatgatgaatctgca

gggagaggagtttgtgtgcctcaaatctattattttgcttaattctggagtgtacacatttctgtccagcaccctgaagtctctggaagag

aaggaccatatccaccgagtcctggacaagatcacagacactttgatccacctgatggccaaggcaggcctgaccctgcagcagcagcacc

agcggctggcccagctcctcctcatcctctcccacatcaggcacatgagtaacaaaggcatggagcatctgtacagcatgaagtgcaagaa

cgtggtgcccctctatgacctgctgctggagatgctggacgcccaccgcctacatgcgcccactagccgtggaggggcatccgtggaggag

acggaccaaagccacttggccactgcgggctctacttcatcgcattccttgcaaaagtattacatcacgggggaggcagagggtttccctg

ccacagtctgagagctccctggcgaattcccagagatgttagctgaaatcatcactaatcagataccaaaatattcaaatggaaatatcaa

aaagcttctgtttcatcaaaaatgactcgacctaactgagtaagctagcttgttcgagtattatggcattgggaaaactgtttttcttgta

ccatttgttgtgcttgtaatttactgtgttttttattcggttttcgctatcgaactgtgaaatggaaatggatggagaagagttaatgaat

gatatggtccttttgttcattctcaaattaatattatttgttttttctcttatttgttgtgtgttgaatttgaaattataagagatatgca

aacattttgttttgagtaaaaatgtgtcaaatcgtggcctctaatgaccgaagttaatatgaggagtaaaacatcccaaacaagcttggaa

actgaaggcgggaaACTAGTgggcagatcgatccaaagcacatacttatcgatttaaatttcatcgaagagattaatatcgaataatcata

tacatactttaaatacataacaaattttaaatacatatatctggtatataattaattttttaaagtcatgaagtatgtatcaaatacacat

atggaaaaaattaactattcataatttaaaaaatagaaaagatacatctagtgaaattaggtgcatgtatcaaatacattaggaaaagggc

atatatcttgatctagataattaacgattttgatttatgtataatttccaaatgaaggtttatatctacttcagaaataacaatatacttt

tatcagaacattcaacaaagcaacaaccaactagagtgaaaaatacacattgttctctagacatacaaaattgagaaaagaatctcaaaat

ttagagaaacaaatctgaatttctagaagaaaaaaataattatgcactttgctattgctcgaaaaataaatgaaagaaattagactttttt

aaaagatgttagactagatatactcaaaagctattaaaggagtaatattcttcttacattaagtattttagttacagtcctgtaattaaag

acacattttagattgtatctaaacttaaatgtatctagaatacatatatttgaatgcatcatatacatgtatccgacacaccaattctcat

aaaaaacgtaatatcctaaactaatttatccttcaagtcaacttaagcccaatatacattttcatctctaaaggcccaagtggcacaaaat

gtcaggcccaattacgaagaaaagggcttgtaaaaccctaataaagtggcactggcagagcttacactctcattccatcaacaaagaaacc

ctaaaagccgcagcgccactgatttctctcctccaggcgaaggatctcgactctaggggggcaataagatatgaaaaagcctgaactcacc

gcgacgtctgtcgagaagtttctgatcgaaaagttcgacagcgtctccgacctgatgcagctctcggagggcgaagaatctcgtgctttca

gcttcgatgtaggagggcgtggatatgtcctgcgggtaaatagctgcgccgatggtttctacaaagatcgttatgtttatcggcactttgc

atcggccgcgctcccgattccggaagtgcttgacattggggcattcagcgagagcctgacctattgcatctcccgccgtgcacagggtgtc

acgttgcaagacctgcctgaaaccgaactgcccgctgttctgcagccggtcgcggaggccatggatgcgatcgctgcggccgatcttagcc

agacgagcgggttcggcccattcggaccgcaaggaatcggtcaatacactacatggcgtgatttcatatgcgcgattgctgatccccatgt

gtatcactggcaaactgtgatggacgacaccgtcagtgcgtccgtcgcgcaggctctcgatgagctgatgctttgggccgaggactgcccc

gaagtccggcacctcgtgcacgcggatttcggctccaacaatgtcctgacggacaatggccgcataacagcggtcattgactggagcgagg

cgatgttcggggattcccaatacgaggtcgccaacatcttcttctggaggccgtggttggcttgtatggagcagcagacgcgctacttcga

gcggaggcatccggagcttgcaggatcgccgcggctccgggcgtatatgctccgcattggtcttgaccaactctatcagagcttggttgac
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ggcaatttcgatgatgcagcttgggcgcagggtcgatgcgacgcaatcgtccgatccggagccgggactgtcgggcgtacacaaatcgccc

gcagaagcgcggccgtctggaccgatggctgtgtagaagtactcgccgatagtggaaaccgacgccccagcactcgtccgagggcaaagga

atagagtagatgccgaccgggatcaattcggcttgatccaaattttgattttaatgtttagcaaatgtcttatcagttttctctttttgtc

gaacggtaatttagagttttttttgctatatggattttcgtttttgatgtatgtgacaaccctcgggattgttgatttatttcaaaactaa

gagtttttgtcttattgttctcgtctattttggatatcaatcttagttttatatcttttctagttctctacgtgttaaatgttcaacacac

tagcaatttggcctgccagcgtatggattatggaactatcaagtctgtgggatcgataaatatgcttctcaggaatttgagattttttatc

atgtctttatgctcattcccttgagtataatatagtaaaaaaatagtaaatttaagcaataatgttaggtgctatgtgtctgtcgagacta

ttgggggtagcTTAATTAAactgtacatataaccactggttttatatacagcagtactgtacatataaccactggttttatatacagcagt

cgacgtactgtacatataaccactggttttatatacagcagtactgtacatataaccactggttttatatacagcagtcgaggtaagatta

gatatggatatgtatatggatatgtatatggtggtaatgccatgtaatatgctcgactctaggatcttcgcaagacccttcctctatataa

ggaagttcatttcatttggagaggacacgctgaagctagtcgactctagcctcgacatgtccaatttactgaccgtacaccaaaatttgcc

tgcattaccggtcgatgcaacgagtgatgaggttcgcaagaacctgatggacatgttcagggatcgccaggcgttttctgagcatacctgg

aaaatgcttctgtccgtttgccggtcgtgggcggcatggtgcaagttgaataaccggaaatggtttcccgcagaacctgaagatgttcgcg

attatcttctatatcttcaggcgcgcggtctggcagtaaaaactatccagcaacatttgggccagctaaacatgcttcatcgtcggtccgg

gctgccacgaccaagtgacagcaatgctgtttcactggttatgcggcggatccgaaaagaaaacgttgatgccggtgaacgtgcaaaacag

gctctagcgttcgaacgcactgatttcgaccaggtaagtcttcttttcctttactctttacagaaatggtaatctcagatatagtaatgga

taagatccaaaaatgacacttttaaccaagattgtacgaagatctttttaaactccattttttattttgacatctaaattggatttaactc

ggccttgctgtattttggcaggttcgttcactcatggaaaatagcgatcgctgccaggatatacgtaatctggcatttctggggattgctt

ataacaccctgttacgtatagccgaaattgccaggatcagggttaaagatatctcacgtactgacggtgggagaatgttaatccatattgg

cagaacgaaaacgctggttagcaccgcaggtgtagagaaggcacttagcctgggggtaactaaactggtcgagcgatggatttccgtctct

ggtgtagctgatgatccgaataactacctgttttgccgggtcagaaaaaatggtgttgccgcgccatctgccaccagccagctatcaactc

gcgccctggaagggatttttgaagcaactcatcgattgatttacggcgctaaggatgactctggtcagagatacctggcctggtctggaca

cagtgcccgtgtcggagccgcgcgagatatggcccgcgctggagtttcaataccggagatcatgcaagctggtggctggaccaatgtaaat

attgtcatgaactatatccgtaacctggatagtgaaacaggggcaatggtgcgcctgctggaagatggcgattagGatcgttcaaacattt

ggcaataaagtttcttaagattgaatcctgttgccggtcttgcgatgattatcatataatttctgttgaattacgttaagcatgtaataat

taacatgtaatgcatgacgttatttatgagatgggtttttatgattagagtcccgcaattatacatttaatacgcgatagaaaacaaaata

tagcgcgcaaactaggataaattatcgcgcgcggtgtcatctatgttactagatcatcataacttcgtatagcatacattatacgaagtta

tCCTCAGCaaGCCCgctGCAATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTTGTTTACACCACAATATATCCTGCCACCAGCCAGCCAACAG

CTCCCCGACCGGCAGCTCGGCACAAAATCACCACTCGATACAGGCAGCCCATCAGTCCGGGACGGCGTCAGCGGGAGAGCCGTTGTAAGGC

GGCAGACTTTGCTCATGTTACCGATGCTATTCGGAAGAACGGCAACTAAGCTGCCGGGTTTGAAACACGGATGATCTCGCGGAGGGTAGCA

TGTTGATTGTAACGATGACAGAGCGTTGCTGCCTGTGATCAATTCGGGCACGAACCCAGTGGACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAGCTGTA

ATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGT

TATGACTGTTTTTTTGGGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCA

GCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGGGGGAAGCGGTGATCGCCGAAGTATCGACTCAACTATC

AGAGGTAGTTGGCGTCATCGAGCGCCATCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAAGCCA

CACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTTGATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGG

CTTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTGTGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCG

CGAACTGCAATTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGCCACGATCGACATTGATCTGGCTATCTTGCTG

ACAAAAGCAAGAGAACATAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCTGAACAGGATCTATTTGAGGCGC

TAAATGAAACCTTAACGCTATGGAACTCGCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAG

CGCAGTAACCGGCAAAATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACTTGAA

GCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGCGCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTCCACTACGTGAAAGGCGAGA

TCACCAAGGTAGTCGGCAAATAATGTCTAGCTAGAAATTCGTTCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTAACTCAAGTCGTTAGATGC

ACTAAGCACATAATTGCTCACAGCCAAACTATCAGGTCAAGTCTGCTTTTATTATTTTTAAGCGTGCATAATAAGCCCTACACAAATTGGG

AGATATATCATGCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGA

GATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAA

CTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAA

CTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGAC

TCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCG

AACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGG

AACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGA

TTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTG

CTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAAC

GACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGC

ATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGC

GCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGG

AGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGGGTGCCTTGATGTGGGCGCCGGCGGTCGAGTGGCGACGGC

GCGGCTTGTCCGCGCCCTGGTAGATTGCCTGGCCCTAGGCCAGCCATTTTTGAGCGGCCAGCGGCCGCGATAGGCCGACGCGAAGCGGCGG

GGCGTAGGGAGCGCAGCGACCGAAGGGTAGGCGCTTTTTGCAGCTCTTCGGCTGTGCGCTGGCCAGACAGTTATGCACAGGCCAGGCGGGT
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TTTAAGAGTTTTAATAAGTTTTAAAGAGTTTTAGGCGGAAAAATCGCCTTTTTTCTCTTTTATATCAGTCACTTACATGTGTGACCGGTTC

CCAATGTACGGCTTTGGGTTCCCAATGTACGGGTTCCGGTTCCCAATGTACGGCTTTGGGTTCCCAATGTACGTGCTATCCACAGGAAAGA

GACCTTTTCGACCTTTTTCCCCTGCTAGGGCAATTTGCCCTAGCATCTGCTCCGTACATTAGGAACCGGCGGATGCTTCGCCCTCGATCAG

GTTGCGGTAGCGCATGACTAGGATCGGGCCAGCCTGCCCCGCCTCCTCCTTCAAATCGTACTCCGGCAGGTCATTTGACCCGATCAGCTTG

CGCACGGTGAAACAGAACTTCTTGAACTCTCCGGCGCTGCCACTGCGTTCGTAGATCGTCTTGAACAACCATCTGGCTTCTGCCTTGCCTG

CGGCGCGGCGTGCCAGGCGGTAGAGAAAACGGCCGATGCCGGGATCGATCAAAAAGTAATCGGGGTGAACCGTCAGCACGTCCGGGTTCTT

GCCTTCTGTGATCTCGCGGTACATCCAATCAGCTAGCTCGATCTCGATGTACTCCGGCCGCCCGGTTTCGCTCTTTACGATCTTGTAGCGG

CTAATCAAGGCTTCACCCTCGGATACCGTCACCAGGCGGCCGTTCTTGGCCTTCTTCGTACGCTGCATGGCAACGTGCGTGGTGTTTAACC

GAATGCAGGTTTCTACCAGGTCGTCTTTCTGCTTTCCGCCATCGGCTCGCCGGCAGAACTTGAGTACGTCCGCAACGTGTGGACGGAACAC

GCGGCCGGGCTTGTCTCCCTTCCCTTCCCGGTATCGGTTCATGGATTCGGTTAGATGGGAAACCGCCATCAGTACCAGGTCGTAATCCCAC

ACACTGGCCATGCCGGCCGGCCCTGCGGAAACCTCTACGTGCCCGTCTGGAAGCTCGTAGCGGATCACCTCGCCAGCTCGTCGGTCACGCT

TCGACAGACGGAAAACGGCCACGTCCATGATGCTGCGACTATCGCGGGTGCCCACGTCATAGAGCATCGGAACGAAAAAATCTGGTTGCTC

GTCGCCCTTGGGCGGCTTCCTAATCGACGGCGCACCGGCTGCCGGCGGTTGCCGGGATTCTTTGCGGATTCGATCAGCGGCCGCTTGCCAC

GATTCACCGGGGCGTGCTTCTGCCTCGATGCGTTGCCGCTGGGCGGCCTGCGCGGCCTTCAACTTCTCCACCAGGTCATCACCCAGCGCCG

CGCCGATTTGTACCGGGCCGGATGGTTTGCGACCGTCACGCCGATTCCTCGGGCTTGGGGGTTCCAGTGCCATTGCAGGGCCGGCAGACAA

CCCAGCCGCTTACGCCTGGCCAACCGCCCGTTCCTCCACACATGGGGCATTCCACGGCGTCGGTGCCTGGTTGTTCTTGATTTTCCATGCC

GCCTCCTTTAGCCGCTAAAATTCATCTACTCATTTATTCATTTGCTCATTTACTCTGGTAGCTGCGCGATGTATTCAGATAGCAGCTCGGT

AATGGTCTTGCCTTGGCGTACCGCGTACATCTTCAGCTTGGTGTGATCCTCCGCCGGCAACTGAAAGTTGACCCGCTTCATGGCTGGCGTG

TCTGCCAGGCTGGCCAACGTTGCAGCCTTGCTGCTGCGTGCGCTCGGACGGCCGGCACTTAGCGTGTTTGTGCTTTTGCTCATTTTCTCTT

TACCTCATTAACTCAAATGAGTTTTGATTTAATTTCAGCGGCCAGCGCCTGGACCTCGCGGGCAGCGTCGCCCTCGGGTTCTGATTCAAGA

ACGGTTGTGCCGGCGGCGGCAGTGCCTGGGTAGCTCACGCGCTGCGTGATACGGGACTCAAGAATGGGCAGCTCGTACCCGGCCAGCGCCT

CGGCAACCTCACCGCCGATGCGCGTGCCTTTGATCGCCCGCGACACGACAAAGGCCGCTTGTAGCCTTCCATCCGTGACCTCAATGCGCTG

CTTAACCAGCTCCACCAGGTCGGCGGTGGCCCATATGTCGTAAGGGCTTGGCTGCACCGGAATCAGCACGAAGTCGGCTGCCTTGATCGCG

GACACAGCCAAGTCCGCCGCCTGGGGCGCTCCGTCGATCACTACGAAGTCGCGCCGGCCGATGGCCTTCACGTCGCGGTCAATCGTCGGGC

GGTCGATGCCGACAACGGTTAGCGGTTGATCTTCCCGCACGGCCGCCCAATCGCGGGCACTGCCCTGGGGATCGGAATCGACTAACAGAAC

ATCGGCCCCGGCGAGTTGCAGGGCGCGGGCTAGATGGGTTGCGATGGTCGTCTTGCCTGACCCGCCTTTCTGGTTAAGTACAGCGATAACC

TTCATGCGTTCCCCTTGCGTATTTGTTTATTTACTCATCGCATCATATACGCAGCGACCGCATGACGCAAGCTGTTTTACTCAAATACACA

TCACCTTTTTAGACGGCGGCGCTCGGTTTCTTCAGCGGCCAAGCTGGCCGGCCAGGCCGCCAGCTTGGCATCAGACAAACCGGCCAGGATT

TCATGCAGCCGCACGGTTGAGACGTGCGCGGGCGGCTCGAACACGTACCCGGCCGCGATCATCTCCGCCTCGATCTCTTCGGTAATGAAAA

ACGGTTCGTCCTGGCCGTCCTGGTGCGGTTTCATGCTTGTTCCTCTTGGCGTTCATTCTCGGCGGCCGCCAGGGCGTCGGCCTCGGTCAAT

GCGTCCTCACGGAAGGCACCGCGCCGCCTGGCCTCGGTGGGCGTCACTTCCTCGCTGCGCTCAAGTGCGCGGTACAGGGTCGAGCGATGCA

CGCCAAGCAGTGCAGCCGCCTCTTTCACGGTGCGGCCTTCCTGGTCGATCAGCTCGCGGGCGTGCGCGATCTGTGCCGGGGTGAGGGTAGG

GCGGGGGCCAAACTTCACGCCTCGGGCCTTGGCGGCCTCGCGCCCGCTCCGGGTGCGGTCGATGATTAGGGAACGCTCGAACTCGGCAATG

CCGGCGAACACGGTCAACACCATGCGGCCGGCCGGCGTGGTGGTGTCGGCCCACGGCTCTGCCAGGCTACGCAGGCCCGCGCCGGCCTCCT

GGATGCGCTCGGCAATGTCCAGTAGGTCGCGGGTGCTGCGGGCCAGGCGGTCTAGCCTGGTCACTGTCACAACGTCGCCAGGGCGTAGGTG

GTCAAGCATCCTGGCCAGCTCCGGGCGGTCGCGCCTGGTGCCGGTGATCTTCTCGGAAAACAGCTTGGTGCAGCCGGCCGCGTGCAGTTCG

GCCCGTTGGTTGGTCAAGTCCTGGTCGTCGGTGCTGACGCGGGCATAGCCCAGCAGGCCAGCGGCGGCGCTCTTGTTCATGGCGTAATGTC

TCCGGTTCTAGTCGCAAGTATTCTACTTTATGCGACTAAAACACGCGACAAGAAAACGCCAGGAAAAGGGCAGGGCGGCAGCCTGTCGCGT

AACTTAGGACTTGTGCGACATGTCGTTTTCAGAAGACGGCTGCACTGAACGTCAGAAGCCGACTGCACTATAGCAGCGGAGGGGTTGGATC

AAAGTACTTTAAAGTACTTTAAAGTACTTTAAAGTACTTTGATCCCGAGGGGAACCCTGTGGTTGGCATGCACATACAAATGGACGAACGG

ATAAACCTTTTCACGCCCTTTTAAATATCCGTTATTCTAATAAACGCTCTTTTCTCTTAGGTTTACCCGCCAATATATCCTGTCAAACACT

GATAGTTTAAACTGAAGGCGGGAAACGACAATCTGATCCAAGCTCAAGCTGCTCagc 

13.10.2 pSBin-pGmDHN 

  

Vector de ADN circular de 17 892 pb 

Definición: Vector binario de transformación genética de plantas por el método biológico de 

Agrobacterium tumefaciens, para expresar genes reporteros (eGFP-GUS) de forma inducible 

en soja. Secuencia completa. 

Fuente: Secuencia artificial, vector  

 

Región reguladora    24..1576 (1553 pb) - promotor 
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/note = “pGmDHN” 

CDS     1584..2300 (717 pb) 

/producto = “E-GFP” 

/translation = 
MVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPE

GYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADH

YQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK 

CDS     2307..4115 (1809 pb) 

/producto = GUS 

/translation = 
MLRPVETPTREIKKLDGLWAFSLDRENCGIDQRWWESALQESRAIAVPGSFNDQFADADIRNYAGNVWYQREVFIPKGWAGQRIVLRFDAV

THYGKVWVNNQEVMEHQGGYTPFEADVTPYVIAGKSVRITVCVNNELNWQTIPPGMVITDENGKKKQSYFHDFFNYAGIHRSVMLYTTPNT

WVDDITVVTHVAQDCNHASVDWQVVANGDVSVELRDADQQVVATGQGTSGTLQVVNPHLWQPGEGYLYELCVTAKSQTECDIYPLRVGIRS

VAVKGQQFLINHKPFYFTGFGRHEDADLRGKGFDNVLMVHDHALMDWIGANSYRTSHYPYAEEMLDWADEHGIVVIDETAAVGFNLSLGIG

FEAGNKPKELYSEEAVNGETQQAHLQAIKELIARDKNHPSVVMWSIANEPDTRPQVHGNISPLAEATRKLDPTRPITCVNVMFCDAHTDTI

SDLFDVLCLNRYYGWYVQSGDLETAEKVLEKELLAWQEKLHQPIIITEYGVDTLAGLHSMYTDMWSEEYQCAWLDMYHRVFDRVSAVVGEQ

VWNFADFATSQGILRVGGNKKGIFTRDRKPKSAAFLLQKRWTGMNFGEKPQQGGKQ 

 

Región reguladora    4124..4701 (578pb) - terminador 

/note = Ter GmVspB 

Complemento   (4714..4748) 34 pb 

/note= “loxP1” sitio complementario reconocido por la Cre recombinasa. 

Región reguladora  4762..5004 (243 pb) – clase de regulador “promotor” 

    /note= “G10-90 promoter” 

CDS    5020..6585 (1566 pb)  

    /producto=” XVE” 

    Id de proteína= “AAK08505.1” 

/Traducción= 

“MKALTARQQEVFDLIRDHISQTGMPPTRAEIAQRLGFRSPNAAEEHLKALARKGVIEIVSGASRGIRLLQEEEEGLPLVGRVAAGEPSSAP
PTDVSLGDELHLDGEDVAMAHADALDDFDLDMLGDGDSPGPGFTPHDSAPYGALDMADFEFEQMFTDALGIDEYGGDPSAGDMRAANLWPS

PLMIKRSKKNSLALSLTADQMVSALLDAEPPILYSEYDPTRPFSEASMMGLLTNLADRELVHMINWAKRVPGFVDLTLHDQVHLLECAWLE

ILMIGLVWRSMEHPVKLLFAPNLLLDRNQGKCVEGMVEIFDMLLATSSRFRMMNLQGEEFVCLKSIILLNSGVYTFLSSTLKSLEEKDHIH

RVLDKITDTLIHLMAKAGLTLQQQHQRLAQLLLILSHIRHMSNKGMEHLYSMKCKNVVPLYDLLLEMLDAHRLHAPTSRGGASVEETDQSH

LATAGSTSSHSLQKYYITGEAEGFP ATV-ELPGEFPEMLAEIITNQIPKYSNGNIKKLLFHQK-LDL” 

Región reguladora   6611..6905 (295 pb) – tipo de regulador “terminador” 

/note= “TerPeaRbsC”  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/12831188
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Región reguladora   6948..7867 (920 pb) – tipo de regulador “promotor”  

    /note= “StUbi promoter” 

CDS    7896..8921 (1026 pb)   

    /producto= “hph” 

Id de proteína= 

/traducción=”MKKPELTATSVEKFLIEKFDSVSDLMQLSEGEESRAFSFDVGGRGYVLRVNSCADGFYKDRYVYRHFASAALPIPEVL
DIGAFSESLTYCISRRAQGVTLQDLPETELPAVLQPVAEAMDAIAAADLSQTSGFGPFGPQGIGQYTTWRDFICAIADPHVYHWQTVMDDT

VSASVAQALDELMLWAEDCPEVRHLVHADFGSNNVLTDNGRITAVIDWSEAMFGDSQYEVANIFFWRPWLACMEQQTRYFERRHPELAGSP

RLRAYMLRIGLDQLYQSLVDGNFDDAAWAQGRCDAIVRSGAGTVGRTQIARRSAAVWTDGCVEVLADSGNRRPSTRPRAKE”  

Región reguladora  8962..9363 (402 pb) - tipo de regulador “promotor”  

    /note= “StUbi-3 ter” 

Región reguladora 9392..9701– tipo de regulador “operador fusionado a promotor” 

    /note= “LexA operator 35S prom” 

CDS    fragmentado (9702..10133, 10304..10903) 

    /producto= “cre” 

    Id de proteína= "AAK08508.1" 

/traducción= 

“MSNLLTVHQNLPALPVDATSDEVRKNLMDMFRDRQAFSEHTWKMLLSVCRSWAAWCKLNNRKWFPAEPEDVRDYLLYLQARGLAVKTIQQH
LGQLNMLHRRSGLPRPSDSNAVSLVMRRIRKENVDAGERAKQALAFERTDFDQVRSLMENSDRCQDIRNLAFLGIAYNTLLRIAEIARIRV

KDISRTDGGRMLIHIGRTKTLVSTAGVEKALSLGVTKLVERWISVSGVADDPNNYLFCRVRKNGVAAPSATSQLSTRALEGIFEATHRLIY

GAKDDSGQRYLAWSGHSARVGAARDMARAGVSIPEIMQAGGWTNVNIVMNYIRNLDSETGAMVRLLEDGD” 

 

Intrón    10134..10303 

    /note= intrón "Arabidopsis KOR1 gene" 

 

Región reguladora   10904..11156 (253 pb) – tipo de regulador “terminador” 

    /note= “TNos” 

Complemento  11157..11193 (37 pb) 

    /note= “loxP2” 

Vector binario base  11200..17889 (6680 pb ) – fragmento proveniente del vector binario pUB 

desarmado con sitios AfeI  

Complemento    11303..11327 (25 pb) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/12831191
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/note = “LB” 

Complemento    17808..17829 (22 pb) 

/note = “RB” 

 

Secuencia completa del vector pSBin-pGmUbi 

GGGCaaGCGGCCGCaaGGTACCaGGGGTTTATTTATATAGGAAACCAAGCATAAAAATCTGGTCAAGGAGTCTTAAAAGTCTGACACGTGC

TGCGTGGCGTTGAGGATGTAGCTGCCACGTGCATGGACACGTGTTGGTTTCCTTTTTAGTGAAACCGTGTCATCGCTTTCTGATTCATGGC

TTGACACGTGTGGACTCTATCCAAAATTTGGATAAGTGTTTAGCTAGCTGGGCCATGGATGGATGTGAATTTAAGCGGTGTTACCGACTCT

GGATTTTGTGTGACATCTGTGACAATTTGACAAAGATACAAGAACCCCGAATTAGTCACAAAAAAAGTTTAGTGGCAAACATGTTAAATTT

TGATCATTTGTATTTGCACAATCTTTAGCATGCACATAGCAGAACAAGTGAACAACCAATATAATTTATATCAGTAATCTTGAATCTTTAT

CAAAAATATTTTGACGTGAGTATAACGTTTACAAACACAGCTAATTAAAGTTTTGAGAATATATTTAAATAAATTGAATCTATGATATTGT

AAAATAATAGTAAAACTTATATTAGCACAAACTATAAACTTTCCATATAGCCTTGGAAATTGGCACCACGGATAACGGTAGACTAATGAAA

CGGACTACTTGATCTAACTTGGGTTGAGCTGATCCTAACCAAGAGAGTGTTATTTATTGGCTGAAATTGTTGTTATGAGTAGGGTAGGTAT

TACTTTTTGCACCCGCTTTTTACTTATACATTTTTCTTTATTTTTTTTTTGTATTTTATTTTAAAAATATTATTTTTTCAAGACTAATTCT

AGAACTTCATTTTTACAACTAATACTTTTTTCAAATTTATTTTTTTAAATGAAATAATTTTGTTCCGAAAGCTAAAATTTGAAAGTGTAAA

ATTTTTAATACTTTTAAAAAATAAATTATAAAAGAAGGCTTCCCACGTTTTTATTTTAGTGATGGCTGTTAACTTAAAGAAGGGATTGTGT

GGGGTATTTGGTTTGCTATGAATCAATATGTTTTTAAAAATAGAAAATTAGATTGTAGTCAGGTGCTTAACAACGTGTTTAACCTCAAAAT

GTTATCACCTAATCTGAATAGTCAAGTTTATGTTGAATCATATGAGGTGATAATATGGAAGAAGTCCCGGATGATCTTCATAAAATCAATT

TTCATACTGCAATTAGAAAGGATAGAGAACTGAATTGGATTTAATTGTCCGTGATGTTCAAGGAAATGTCCTAGCTTCGGCCACACAATAT

TTTTATAGTTTATTATTCAGTAATAGATGGGGAATAAAATTGCTCACAATTTAGCTGCTTTGTCTTTTACCTATTTAGGTAATTGCTTTAT

TGAGGAAGTCTCCTACAAGTTGGATCAAATCATTGCATATTATGTATCTCTAGTGCCGTCAAAATGGGTTCTAGTTTGTGGGTCAGCCCGA

TCCATTGTGAACTAGAGGTGAGTCAGGTTTAATTTTTTTTAATTCAGTATTGATAACTTTTCAGTCCGGCCCACTTAACCTGTGGGTTAGG

TGGGCTCAATCCGTGGGTTGGTGGGTCAGactcgagatggtgagcaagggcgaggagctgttcaccggggtggtgcccatcctggtcgagc

tggacggcgacgtaaacggccacaagttcagcgtgtccggcgagggcgagggcgatgccacctacggcaagctgaccctgaagttcatctg

caccaccggcaagctgcccgtgccctggcccaccctcgtgaccaccctgacctacggcgtgcagtgcttcagccgctaccccgaccacatg

aagcagcacgacttcttcaagtccgccatgcccgaaggctacgtccaggagcgcaccatcttcttcaaggacgacggcaactacaagaccc

gcgccgaggtgaagttcgagggcgacaccctggtgaaccgcatcgagctgaagggcatcgacttcaaggaggacggcaacatcctggggca

caagctggagtacaactacaacagccacaacgtctatatcatggccgacaagcagaagaacggcatcaaggtgaacttcaagatccgccac

aacatcgaggacggcagcgtgcagctcgccgaccactaccagcagaacacccccatcggcgacggccccgtgctgctgcccgacaaccact

acctgagcacccagtccgccctgagcaaagaccccaacgagaagcgcgatcacatggtcctgctggagttcgtgaccgccgccgggatcac

tctcggcatggacgagctgtacaagcccggcatgttacgtcctgtagaaaccccaacccgtgaaatcaaaaaactcgacggcctgtgggca

ttcagtctggatcgcgaaaactgtggaattgatcagcgttggtgggaaagcgcgttacaagaaagccgggcaattgctgtgccaggcagtt

ttaacgatcagttcgccgatgcagatattcgtaattatgcgggcaacgtctggtatcagcgcgaagtctttataccgaaaggttgggcagg

ccagcgtatcgtgctgcgtttcgatgcggtcactcattacggcaaagtgtgggtcaataatcaggaagtgatggagcatcagggcggctat

acgccatttgaagccgatgtcacgccgtatgttattgccgggaaaagtgtacgtatcaccgtttgtgtgaacaacgaactgaactggcaga

ctatcccgccgggaatggtgattaccgacgaaaacggcaagaaaaagcagtcttacttccatgatttctttaactatgccggaatccatcg

cagcgtaatgctctacaccacgccgaacacctgggtggacgatatcaccgtggtgacgcatgtcgcgcaagactgtaaccacgcgtctgtt

gactggcaggtggtggccaatggtgatgtcagcgttgaactgcgtgatgcggatcaacaggtggttgcaactggacaaggcactagcggga

ctttgcaagtggtgaatccgcacctctggcaaccgggtgaaggttatctctatgaactgtgcgtcacagccaaaagccagacagagtgtga

tatctacccgcttcgcgtcggcatccggtcagtggcagtgaagggccaacagttcctgattaaccacaaaccgttctactttactggcttt

ggtcgtcatgaagatgcggacttacgtggcaaaggattcgataacgtgctgatggtgcacgaccacgcattaatggactggattggggcca

actcctaccgtacctcgcattacccttacgctgaagagatgctcgactgggcagatgaacatggcatcgtggtgattgatgaaactgctgc

tgtcggctttaacctctctttaggcattggtttcgaagcgggcaacaagccgaaagaactgtacagcgaagaggcagtcaacggggaaact

cagcaagcgcacttacaggcgattaaagagctgatagcgcgtgacaaaaaccacccaagcgtggtgatgtggagtattgccaacgaaccgg

atacccgtccgcaagtgcacgggaatatttcgccactggcggaagcaacgcgtaaactcgacccgacgcgtccgatcacctgcgtcaatgt

aatgttctgcgacgctcacaccgataccatcagcgatctctttgatgtgctgtgcctgaaccgttattacggatggtatgtccaaagcggc

gatttggaaacggcagagaaggtactggaaaaagaacttctggcctggcaggagaaactgcatcagccgattatcatcaccgaatacggcg

tggatacgttagccgggctgcactcaatgtacaccgacatgtggagtgaagagtatcagtgtgcatggctggatatgtatcaccgcgtctt

tgatcgcgtcagcgccgtcgtcggtgaacaggtatggaatttcgccgattttgcgacctcgcaaggcatattgcgcgttggcggtaacaag

aaagggatcttcactcgcgaccgcaaaccgaagtcggcggcttttctgctgcaaaaacgctggactggcatgaacttcggtgaaaaaccgc

agcagggaggcaaacaatgaGGCGCGCCtaccttcacctctctcaacaatctagctagagtttgctcctatctatatgtaataaggtatgc

tgatatgcactattcaaataggagcattagctatgtttgttaatgtcactttatgttatgtgggtaagtcacctaagacactccacgtacc

tacgttgttgtctcttaccggctttaataaatcttctgcccttgttccatatttactaattatccctttcttcactaaaagaaaattgtta
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tcattaagtattagtctttagaacatatgaggtctttaattgggtaggttttacaaattaactaatataaaatgtcataaaatccacgtgg

ttaaacaaatgcagaaaatcgacgtcgtctattggaccgacagttgctattaatataatgggccaccatagtagactgacaaataaattac

ctgacaacatcgtttcactaaataacaaacacaaaaagggagtgcattttccagggcatttttgtaataaaaaacagttaaaagggagtgc

aatagaaatataggggtgtggaaatagtgatttgagcacgtcttgaagcaaattgggttgTCTGCCCTAATCAtaacttcgtatagcatac

attatacgaagttatgAGCGCTaacactgatagtttaaactgaaggcgggaaacgacaatctgatccaagctcaagctaagcttgcatgcc

tgcaggatatcgtggatccaagcttgccacgtgccgccacgtgccgccacgtgccgccacgtgcctctagaggatccatctccactgacgt

aagggatgacgcacaatcccactatccttcgcaagacccttcctctatataaggaagttcatttcatttggagaggacacgctgggatccc

caattccgggcggaatgaaagcgttaacggccaggcaacaagaggtgtttgatctcatccgtgatcacatcagccagacaggtatgccgcc

gacgcgtgcggaaatcgcgcagcgtttggggttccgttccccaaacgcggctgaagaacatctgaaggcgctggcacgcaaaggcgttatt

gaaattgtttccggcgcatcacgcgggattcgtctgttgcaggaagaggaagaagggttgccgctggtaggtcgtgtggctgccggtgaac

cgtcgagcgcccccccgaccgatgtcagcctgggggacgagctccacttagacggcgaggacgtggcgatggcgcatgccgacgcgctaga

cgatttcgatctggacatgttgggggacggggattccccgggtccgggatttaccccccacgactccgccccctacggcgctctggatatg

gccgacttcgagtttgagcagatgtttaccgatgcccttggaattgacgagtacggtggggatccgtctgctggagacatgagagctgcca

acctttggccaagcccgctcatgatcaaacgctctaagaagaacagcctggccttgtccctgacggccgaccagatggtcagtgccttgtt

ggatgctgagccccccatactctattccgagtatgatcctaccagacccttcagtgaagcttcgatgatgggcttactgaccaacctggca

gacagggagctggttcacatgatcaactgggcgaagagggtgccaggctttgtggatttgaccctccatgatcaggtccaccttctagaat

gtgcctggctagagatcctgatgattggtctcgtctggcgctccatggagcacccagtgaagctactgtttgctcctaacttgctcttgga

caggaaccagggaaaatgtgtagagggcatggtggagatcttcgacatgctgctggctacatcatctcggttccgcatgatgaatctgcag

ggagaggagtttgtgtgcctcaaatctattattttgcttaattctggagtgtacacatttctgtccagcaccctgaagtctctggaagaga

aggaccatatccaccgagtcctggacaagatcacagacactttgatccacctgatggccaaggcaggcctgaccctgcagcagcagcacca

gcggctggcccagctcctcctcatcctctcccacatcaggcacatgagtaacaaaggcatggagcatctgtacagcatgaagtgcaagaac

gtggtgcccctctatgacctgctgctggagatgctggacgcccaccgcctacatgcgcccactagccgtggaggggcatccgtggaggaga

cggaccaaagccacttggccactgcgggctctacttcatcgcattccttgcaaaagtattacatcacgggggaggcagagggtttccctgc

cacagtctgagagctccctggcgaattcccagagatgttagctgaaatcatcactaatcagataccaaaatattcaaatggaaatatcaaa

aagcttctgtttcatcaaaaatgactcgacctaactgagtaagctagcttgttcgagtattatggcattgggaaaactgtttttcttgtac

catttgttgtgcttgtaatttactgtgttttttattcggttttcgctatcgaactgtgaaatggaaatggatggagaagagttaatgaatg

atatggtccttttgttcattctcaaattaatattatttgttttttctcttatttgttgtgtgttgaatttgaaattataagagatatgcaa

acattttgttttgagtaaaaatgtgtcaaatcgtggcctctaatgaccgaagttaatatgaggagtaaaacatcccaaacaagcttggaaa

ctgaaggcgggaaACTAGTgggcagatcgatccaaagcacatacttatcgatttaaatttcatcgaagagattaatatcgaataatcatat

acatactttaaatacataacaaattttaaatacatatatctggtatataattaattttttaaagtcatgaagtatgtatcaaatacacata

tggaaaaaattaactattcataatttaaaaaatagaaaagatacatctagtgaaattaggtgcatgtatcaaatacattaggaaaagggca

tatatcttgatctagataattaacgattttgatttatgtataatttccaaatgaaggtttatatctacttcagaaataacaatatactttt

atcagaacattcaacaaagcaacaaccaactagagtgaaaaatacacattgttctctagacatacaaaattgagaaaagaatctcaaaatt

tagagaaacaaatctgaatttctagaagaaaaaaataattatgcactttgctattgctcgaaaaataaatgaaagaaattagactttttta

aaagatgttagactagatatactcaaaagctattaaaggagtaatattcttcttacattaagtattttagttacagtcctgtaattaaaga

cacattttagattgtatctaaacttaaatgtatctagaatacatatatttgaatgcatcatatacatgtatccgacacaccaattctcata

aaaaacgtaatatcctaaactaatttatccttcaagtcaacttaagcccaatatacattttcatctctaaaggcccaagtggcacaaaatg

tcaggcccaattacgaagaaaagggcttgtaaaaccctaataaagtggcactggcagagcttacactctcattccatcaacaaagaaaccc

taaaagccgcagcgccactgatttctctcctccaggcgaaggatctcgactctaggggggcaataagatatgaaaaagcctgaactcaccg

cgacgtctgtcgagaagtttctgatcgaaaagttcgacagcgtctccgacctgatgcagctctcggagggcgaagaatctcgtgctttcag

cttcgatgtaggagggcgtggatatgtcctgcgggtaaatagctgcgccgatggtttctacaaagatcgttatgtttatcggcactttgca

tcggccgcgctcccgattccggaagtgcttgacattggggcattcagcgagagcctgacctattgcatctcccgccgtgcacagggtgtca

cgttgcaagacctgcctgaaaccgaactgcccgctgttctgcagccggtcgcggaggccatggatgcgatcgctgcggccgatcttagcca

gacgagcgggttcggcccattcggaccgcaaggaatcggtcaatacactacatggcgtgatttcatatgcgcgattgctgatccccatgtg

tatcactggcaaactgtgatggacgacaccgtcagtgcgtccgtcgcgcaggctctcgatgagctgatgctttgggccgaggactgccccg

aagtccggcacctcgtgcacgcggatttcggctccaacaatgtcctgacggacaatggccgcataacagcggtcattgactggagcgaggc

gatgttcggggattcccaatacgaggtcgccaacatcttcttctggaggccgtggttggcttgtatggagcagcagacgcgctacttcgag

cggaggcatccggagcttgcaggatcgccgcggctccgggcgtatatgctccgcattggtcttgaccaactctatcagagcttggttgacg

gcaatttcgatgatgcagcttgggcgcagggtcgatgcgacgcaatcgtccgatccggagccgggactgtcgggcgtacacaaatcgcccg

cagaagcgcggccgtctggaccgatggctgtgtagaagtactcgccgatagtggaaaccgacgccccagcactcgtccgagggcaaaggaa

tagagtagatgccgaccgggatcaattcggcttgatccaaattttgattttaatgtttagcaaatgtcttatcagttttctctttttgtcg

aacggtaatttagagttttttttgctatatggattttcgtttttgatgtatgtgacaaccctcgggattgttgatttatttcaaaactaag

agtttttgtcttattgttctcgtctattttggatatcaatcttagttttatatcttttctagttctctacgtgttaaatgttcaacacact

agcaatttggcctgccagcgtatggattatggaactatcaagtctgtgggatcgataaatatgcttctcaggaatttgagattttttatca

tgtctttatgctcattcccttgagtataatatagtaaaaaaatagtaaatttaagcaataatgttaggtgctatgtgtctgtcgagactat

tgggggtagcTTAATTAAactgtacatataaccactggttttatatacagcagtactgtacatataaccactggttttatatacagcagtc

gacgtactgtacatataaccactggttttatatacagcagtactgtacatataaccactggttttatatacagcagtcgaggtaagattag

atatggatatgtatatggatatgtatatggtggtaatgccatgtaatatgctcgactctaggatcttcgcaagacccttcctctatataag

gaagttcatttcatttggagaggacacgctgaagctagtcgactctagcctcgacatgtccaatttactgaccgtacaccaaaatttgcct
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gcattaccggtcgatgcaacgagtgatgaggttcgcaagaacctgatggacatgttcagggatcgccaggcgttttctgagcatacctgga

aaatgcttctgtccgtttgccggtcgtgggcggcatggtgcaagttgaataaccggaaatggtttcccgcagaacctgaagatgttcgcga

ttatcttctatatcttcaggcgcgcggtctggcagtaaaaactatccagcaacatttgggccagctaaacatgcttcatcgtcggtccggg

ctgccacgaccaagtgacagcaatgctgtttcactggttatgcggcggatccgaaaagaaaacgttgatgccggtgaacgtgcaaaacagg

ctctagcgttcgaacgcactgatttcgaccaggtaagtcttcttttcctttactctttacagaaatggtaatctcagatatagtaatggat

aagatccaaaaatgacacttttaaccaagattgtacgaagatctttttaaactccattttttattttgacatctaaattggatttaactcg

gccttgctgtattttggcaggttcgttcactcatggaaaatagcgatcgctgccaggatatacgtaatctggcatttctggggattgctta

taacaccctgttacgtatagccgaaattgccaggatcagggttaaagatatctcacgtactgacggtgggagaatgttaatccatattggc

agaacgaaaacgctggttagcaccgcaggtgtagagaaggcacttagcctgggggtaactaaactggtcgagcgatggatttccgtctctg

gtgtagctgatgatccgaataactacctgttttgccgggtcagaaaaaatggtgttgccgcgccatctgccaccagccagctatcaactcg

cgccctggaagggatttttgaagcaactcatcgattgatttacggcgctaaggatgactctggtcagagatacctggcctggtctggacac

agtgcccgtgtcggagccgcgcgagatatggcccgcgctggagtttcaataccggagatcatgcaagctggtggctggaccaatgtaaata

ttgtcatgaactatatccgtaacctggatagtgaaacaggggcaatggtgcgcctgctggaagatggcgattagGatcgttcaaacatttg

gcaataaagtttcttaagattgaatcctgttgccggtcttgcgatgattatcatataatttctgttgaattacgttaagcatgtaataatt

aacatgtaatgcatgacgttatttatgagatgggtttttatgattagagtcccgcaattatacatttaatacgcgatagaaaacaaaatat

agcgcgcaaactaggataaattatcgcgcgcggtgtcatctatgttactagatcatcataacttcgtatagcatacattatacgaagttat

CCTCAGCaaGCCCgctGCAATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTTGTTTACACCACAATATATCCTGCCACCAGCCAGCCAACAGC

TCCCCGACCGGCAGCTCGGCACAAAATCACCACTCGATACAGGCAGCCCATCAGTCCGGGACGGCGTCAGCGGGAGAGCCGTTGTAAGGCG

GCAGACTTTGCTCATGTTACCGATGCTATTCGGAAGAACGGCAACTAAGCTGCCGGGTTTGAAACACGGATGATCTCGCGGAGGGTAGCAT

GTTGATTGTAACGATGACAGAGCGTTGCTGCCTGTGATCAATTCGGGCACGAACCCAGTGGACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAGCTGTAA

TGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTT

ATGACTGTTTTTTTGGGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAG

CAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGGGGGAAGCGGTGATCGCCGAAGTATCGACTCAACTATCA

GAGGTAGTTGGCGTCATCGAGCGCCATCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAAGCCAC

ACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTTGATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGC

TTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTGTGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGC

GAACTGCAATTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGCCACGATCGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGA

CAAAAGCAAGAGAACATAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCTGAACAGGATCTATTTGAGGCGCT

AAATGAAACCTTAACGCTATGGAACTCGCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGC

GCAGTAACCGGCAAAATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACTTGAAG

CTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGCGCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTCCACTACGTGAAAGGCGAGAT

CACCAAGGTAGTCGGCAAATAATGTCTAGCTAGAAATTCGTTCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTAACTCAAGTCGTTAGATGCA

CTAAGCACATAATTGCTCACAGCCAAACTATCAGGTCAAGTCTGCTTTTATTATTTTTAAGCGTGCATAATAAGCCCTACACAAATTGGGA

GATATATCATGCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAG

ATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAAC

TCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAAC

TCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACT

CAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGA

ACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGA

ACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGAT

TTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGC

TCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACG

ACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCA

TATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCG

CCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGA

GCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGGGTGCCTTGATGTGGGCGCCGGCGGTCGAGTGGCGACGGCG

CGGCTTGTCCGCGCCCTGGTAGATTGCCTGGCCCTAGGCCAGCCATTTTTGAGCGGCCAGCGGCCGCGATAGGCCGACGCGAAGCGGCGGG

GCGTAGGGAGCGCAGCGACCGAAGGGTAGGCGCTTTTTGCAGCTCTTCGGCTGTGCGCTGGCCAGACAGTTATGCACAGGCCAGGCGGGTT

TTAAGAGTTTTAATAAGTTTTAAAGAGTTTTAGGCGGAAAAATCGCCTTTTTTCTCTTTTATATCAGTCACTTACATGTGTGACCGGTTCC

CAATGTACGGCTTTGGGTTCCCAATGTACGGGTTCCGGTTCCCAATGTACGGCTTTGGGTTCCCAATGTACGTGCTATCCACAGGAAAGAG

ACCTTTTCGACCTTTTTCCCCTGCTAGGGCAATTTGCCCTAGCATCTGCTCCGTACATTAGGAACCGGCGGATGCTTCGCCCTCGATCAGG

TTGCGGTAGCGCATGACTAGGATCGGGCCAGCCTGCCCCGCCTCCTCCTTCAAATCGTACTCCGGCAGGTCATTTGACCCGATCAGCTTGC

GCACGGTGAAACAGAACTTCTTGAACTCTCCGGCGCTGCCACTGCGTTCGTAGATCGTCTTGAACAACCATCTGGCTTCTGCCTTGCCTGC

GGCGCGGCGTGCCAGGCGGTAGAGAAAACGGCCGATGCCGGGATCGATCAAAAAGTAATCGGGGTGAACCGTCAGCACGTCCGGGTTCTTG

CCTTCTGTGATCTCGCGGTACATCCAATCAGCTAGCTCGATCTCGATGTACTCCGGCCGCCCGGTTTCGCTCTTTACGATCTTGTAGCGGC

TAATCAAGGCTTCACCCTCGGATACCGTCACCAGGCGGCCGTTCTTGGCCTTCTTCGTACGCTGCATGGCAACGTGCGTGGTGTTTAACCG

AATGCAGGTTTCTACCAGGTCGTCTTTCTGCTTTCCGCCATCGGCTCGCCGGCAGAACTTGAGTACGTCCGCAACGTGTGGACGGAACACG

CGGCCGGGCTTGTCTCCCTTCCCTTCCCGGTATCGGTTCATGGATTCGGTTAGATGGGAAACCGCCATCAGTACCAGGTCGTAATCCCACA

CACTGGCCATGCCGGCCGGCCCTGCGGAAACCTCTACGTGCCCGTCTGGAAGCTCGTAGCGGATCACCTCGCCAGCTCGTCGGTCACGCTT
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CGACAGACGGAAAACGGCCACGTCCATGATGCTGCGACTATCGCGGGTGCCCACGTCATAGAGCATCGGAACGAAAAAATCTGGTTGCTCG

TCGCCCTTGGGCGGCTTCCTAATCGACGGCGCACCGGCTGCCGGCGGTTGCCGGGATTCTTTGCGGATTCGATCAGCGGCCGCTTGCCACG

ATTCACCGGGGCGTGCTTCTGCCTCGATGCGTTGCCGCTGGGCGGCCTGCGCGGCCTTCAACTTCTCCACCAGGTCATCACCCAGCGCCGC

GCCGATTTGTACCGGGCCGGATGGTTTGCGACCGTCACGCCGATTCCTCGGGCTTGGGGGTTCCAGTGCCATTGCAGGGCCGGCAGACAAC

CCAGCCGCTTACGCCTGGCCAACCGCCCGTTCCTCCACACATGGGGCATTCCACGGCGTCGGTGCCTGGTTGTTCTTGATTTTCCATGCCG

CCTCCTTTAGCCGCTAAAATTCATCTACTCATTTATTCATTTGCTCATTTACTCTGGTAGCTGCGCGATGTATTCAGATAGCAGCTCGGTA

ATGGTCTTGCCTTGGCGTACCGCGTACATCTTCAGCTTGGTGTGATCCTCCGCCGGCAACTGAAAGTTGACCCGCTTCATGGCTGGCGTGT

CTGCCAGGCTGGCCAACGTTGCAGCCTTGCTGCTGCGTGCGCTCGGACGGCCGGCACTTAGCGTGTTTGTGCTTTTGCTCATTTTCTCTTT

ACCTCATTAACTCAAATGAGTTTTGATTTAATTTCAGCGGCCAGCGCCTGGACCTCGCGGGCAGCGTCGCCCTCGGGTTCTGATTCAAGAA

CGGTTGTGCCGGCGGCGGCAGTGCCTGGGTAGCTCACGCGCTGCGTGATACGGGACTCAAGAATGGGCAGCTCGTACCCGGCCAGCGCCTC

GGCAACCTCACCGCCGATGCGCGTGCCTTTGATCGCCCGCGACACGACAAAGGCCGCTTGTAGCCTTCCATCCGTGACCTCAATGCGCTGC

TTAACCAGCTCCACCAGGTCGGCGGTGGCCCATATGTCGTAAGGGCTTGGCTGCACCGGAATCAGCACGAAGTCGGCTGCCTTGATCGCGG

ACACAGCCAAGTCCGCCGCCTGGGGCGCTCCGTCGATCACTACGAAGTCGCGCCGGCCGATGGCCTTCACGTCGCGGTCAATCGTCGGGCG

GTCGATGCCGACAACGGTTAGCGGTTGATCTTCCCGCACGGCCGCCCAATCGCGGGCACTGCCCTGGGGATCGGAATCGACTAACAGAACA

TCGGCCCCGGCGAGTTGCAGGGCGCGGGCTAGATGGGTTGCGATGGTCGTCTTGCCTGACCCGCCTTTCTGGTTAAGTACAGCGATAACCT

TCATGCGTTCCCCTTGCGTATTTGTTTATTTACTCATCGCATCATATACGCAGCGACCGCATGACGCAAGCTGTTTTACTCAAATACACAT

CACCTTTTTAGACGGCGGCGCTCGGTTTCTTCAGCGGCCAAGCTGGCCGGCCAGGCCGCCAGCTTGGCATCAGACAAACCGGCCAGGATTT

CATGCAGCCGCACGGTTGAGACGTGCGCGGGCGGCTCGAACACGTACCCGGCCGCGATCATCTCCGCCTCGATCTCTTCGGTAATGAAAAA

CGGTTCGTCCTGGCCGTCCTGGTGCGGTTTCATGCTTGTTCCTCTTGGCGTTCATTCTCGGCGGCCGCCAGGGCGTCGGCCTCGGTCAATG

CGTCCTCACGGAAGGCACCGCGCCGCCTGGCCTCGGTGGGCGTCACTTCCTCGCTGCGCTCAAGTGCGCGGTACAGGGTCGAGCGATGCAC

GCCAAGCAGTGCAGCCGCCTCTTTCACGGTGCGGCCTTCCTGGTCGATCAGCTCGCGGGCGTGCGCGATCTGTGCCGGGGTGAGGGTAGGG

CGGGGGCCAAACTTCACGCCTCGGGCCTTGGCGGCCTCGCGCCCGCTCCGGGTGCGGTCGATGATTAGGGAACGCTCGAACTCGGCAATGC

CGGCGAACACGGTCAACACCATGCGGCCGGCCGGCGTGGTGGTGTCGGCCCACGGCTCTGCCAGGCTACGCAGGCCCGCGCCGGCCTCCTG

GATGCGCTCGGCAATGTCCAGTAGGTCGCGGGTGCTGCGGGCCAGGCGGTCTAGCCTGGTCACTGTCACAACGTCGCCAGGGCGTAGGTGG

TCAAGCATCCTGGCCAGCTCCGGGCGGTCGCGCCTGGTGCCGGTGATCTTCTCGGAAAACAGCTTGGTGCAGCCGGCCGCGTGCAGTTCGG

CCCGTTGGTTGGTCAAGTCCTGGTCGTCGGTGCTGACGCGGGCATAGCCCAGCAGGCCAGCGGCGGCGCTCTTGTTCATGGCGTAATGTCT

CCGGTTCTAGTCGCAAGTATTCTACTTTATGCGACTAAAACACGCGACAAGAAAACGCCAGGAAAAGGGCAGGGCGGCAGCCTGTCGCGTA

ACTTAGGACTTGTGCGACATGTCGTTTTCAGAAGACGGCTGCACTGAACGTCAGAAGCCGACTGCACTATAGCAGCGGAGGGGTTGGATCA

AAGTACTTTAAAGTACTTTAAAGTACTTTAAAGTACTTTGATCCCGAGGGGAACCCTGTGGTTGGCATGCACATACAAATGGACGAACGGA

TAAACCTTTTCACGCCCTTTTAAATATCCGTTATTCTAATAAACGCTCTTTTCTCTTAGGTTTACCCGCCAATATATCCTGTCAAACACTG

ATAGTTTAAACTGAAGGCGGGAAACGACAATCTGATCCAAGCTCAAGCTGCTCagc 
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