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Resumen

Los polidnavirus son virus asociados a avispas parasitoides, los cuales permiten la
supervivencia de la avispa dentro de su hospedador mediante la expresion de ciertos genes, algunos
de los cuales se ha detectado que cuentan con actividad inmunosupresora. Por ello, los genes de
polidnavirus han despertado el interés de los investigadores como una alternativa mas amigable a
los plaguicidas empleados en el sector agricola. En el presente trabajo se construyd mediante el
método tradicional con enzimas de restriccion un vector para la transformacion de plantas el cual,
posee el gen inmunosupresor CrV1 del polidnavirus de Cotesia rubecula. El fragmento CrV1 se
amplifico mediante PCR empleando cebadores especificos los cuales contenian adaptadores para
las enzimas de restriccion Ncol y BstEII, luego se purificd y se procedioé a digerirlo con dichas
enzimas. A la par, el vector pCAMBIA1301 se multiplicé en la cepa de E.coli DH5a y se purifico
para de igual manera ser digerido con las enzimas ya mencionadas. Se realizé la ligacion del
fragmento CrV1 y el vector pCAMBIA1301 digeridos y purificados empleando la enzima T4
ligasa, se realizd la transformacion con los productos de ligacion y se sembraron en placas de
seleccion con kanamicina. Se obtuvieron 31 clonas de las cuales se analizaron 22 mediante PCR
en colonia para determinar la presencia del fragmento, obteniendo como resultado 13 colonias
positivas. Una vez detectada la presencia del fragmento se seleccionaron las clonas uno y dos para
extraer las construcciones. Las construcciones se mandaron a secuenciar para tener mayor certeza
tanto de la presencia como de la direccionalidad del fragmento CrV1. Los resultados de la
secuenciacion demostraron gue en efecto la secuencia CrV1 se insert6 en el sitié esperado bajo el

promotor CaMV 35 y aguas arriba del terminador NOS.

Palabras clave: PDV, Ligacion, CrV1, Vector, Secuenciacion, Parasitoide.



l. Introduccion

La agricultura es una de las actividades méas importantes a nivel mundial, pues ademas de
contribuir al crecimiento econdémico, es la principal fuente de alimentos. Sin embargo, el sector
agricola continuamente se enfrenta a una serie de problemas que van desde las malezas, fenémenos
meteoroldgicos desfavorables y plagas; por consiguiente, se pone en riesgo la disponibilidad

alimentaria y la generacion de ingresos econémicos.

Las plagas son uno de los mayores desafias del sector agricola, pues segun la FAO, 2022
las pérdidas de los cultivos llegan a ser del 40%. Una plaga se puede definir como “Cualquier
especie, raza o biotipo vegetal o animal o agente patdégeno dafino para las plantas o productos

vegetales” (NIMF n.° 05, 2010, citado por FAO 2012).

Para erradicar y controlar este problema, los agricultores emplean principalmente
compuestos quimicos conocidos como plaguicidas o pesticidas los cuales llegan a alcanzar una
cantidad de tres mil millones de toneladas al afiio (Gomez, 2012). Por otra parte, su uso desmedido
ha impactado gravemente en los ecosistemas, afectando la calidad del agua, aire y suelo; por lo
tanto, esto incide de manera negativa en la salud humana. Debido a ello, se han buscado estrategias

novedosas que ayuden a disminuir el uso de pesticidas.

La mariposa blanca de la col (Pieris rapae) es una plaga de importancia considerable en el
Norte de América, japon, china, Australia y nueva Zelanda (Hely et al., 1982). Esta plaga afecta
principalmente a los cultivos de la familia de las cruciferas y de no ser controlada tiene como
consecuencia la pérdida total del cultivo. En afios anteriores se han estudiado los enemigos
naturales de Pieris rapae y de otras plagas de importancia como método de control bioldgico,

destacando los himendpteros parasitoides (Herliny & Van Driesche, 2013) los cuales viven a



expensas de otro organismo (generalmente dentro de este) hasta completar su desarrollo
ocasionando la muerte del hospedador (Godfray, 2001). Para sobrevivir dentro del hospedador, los
parasitoides emplean una serie de estrategias entre las cuales destaca la asociacion con virus
pertenecientes a la familia de los polidnavirus (PDV) cuya expresion genética afecta varios
aspectos del desarrollo fisiolégico del hospedador teniendo aplicaciones en el ambito

biotecnoldgico, principalmente en el control de plagas (Gill et al., 2006).



Il. Objetivos

2.1 Objetivo general

o Construir un vector con el gen CrV1 para la modificacion genética de plantas.

2.2 Objetivos especificos
o Clonar la secuencia CrV1 bajo el promotor del vector pPCAMBIA1301.

o Verificar la construccion pPCAMBIA1301-CrV1.



I11. Revision de literatura

3.1. Parasitoides y polidnavirus

Un parasitoide puede matar instantaneamente al hospedador una vez parasitado y se le designa
como idiobionte; en caso contrario estan los parasitoides koinobiontes los cuales pueden continuar
desarrollandose por un tiempo dentro del hospedador hasta culminar con la muerte de este
(Godfray, 2001; Kalyanasundaram & Kamala, 2016). Estos Gltimos, ademas de tener que superar
las barreras fisicas, tienen que superar el sistema inmune del hospedador el cual empieza a actuar
una vez el parasitoide ha ingresado. Principalmente intervienen unas células anélogas a los
fagocitos de los vertebrados llamadas hemocitos (Figura 1), los cuales se encargan sobre todo de
detectar la presencia de un cuerpo extrafio para que luego sea encapsulado y finalmente melanizado

para lograr su eliminacion (Figura 1) (Godfray, 2001; Liu et al., 2017; Strand, 2012).

Los parasitoides himenopteros en el estadio adulto son de vida libre y, durante su etapa larvaria
se desarrollan a expensas de otro organismo al igual que los parasitos, sin embargo, el primero
termina por matar a su hospedador; estos pueden ser endoparasitoides si se establecen dentro del

hospedador o ectoparasitoides si se desarrollan fuera (Godfray, 2001).

Algunos parasitoides han adoptado una serie de mecanismos para protegerse del sistema
inmune de su hospedador y evitar la muerte. Varios de ellos se defienden de forma pasiva
depositando sus huevos en o6rganos distantes a las células inmunitarias o los encubren con ciertas
proteinas que los permiten pasar desapercibidos ante el sistema inmune del hospedador (Asgari &
Schmidt, 1994; Feddersen et al., 1986); otros parasitoides se defienden de manera activa mediante

la secrecion de veneno (Mrinalini & Werren, 2017) y en un caso particular, las avispas



pertenecientes a las familias Ichneumonidae y Braconidae, durante la ovoposicién inoculan virus

denominados polidnavirus (Godfray, 2001).
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Figura 1.Componentes celulares del sistema inmune en invertebrados, sus principales funciones

y pasos generales del proceso de encapsulacién en insectos (Strand, 2012).

Los polidnavirus son virus asociados a avispas parasitoides, los cuales reciben su nombre

debido a que presentan ADN polidisperso (Drezen et al., 2003; Shelby & Webb, 1999). Se

clasifican en bracovirus e ichnovirus (BV e 1V, respectivamente) segun sea la familia que lo porta

y son genéticamente Unicos para cada clase de avispa. Ellos son necesarios para asegurar la

supervivencia del parasitoide puesto que interfieren con el sistema endocrino e inmune del



hospedador (Webb, 1998). Se encuentran en forma de provirus integrados en el genoma de su
portador y Gnicamente se replican en las células del Calix donde se almacenan hasta ser inyectados

durante la ovoposicion (Strand, 2012; Webb, 1998).

3.1.1. Ciclo infeccioso de los polidnavirus

Los PDV presentan un ciclo de vida inusual entre los virus, puesto que la replicacion,
empaquetamiento, transmision y expresion son eventos que se distribuyen entre el parasitoide y el

hospedador (Fath-Goodin & Webb, 2008).

Como ya se menciond anteriormente, los polidnavirus se encuentran integrados en el
genoma de la avispa de manera estable y por ello se transmiten verticalmente de generacion en
generacion siguiendo las leyes mendelianas (Fath-Goodin & Webb, 2008; Volkoff et al., 2002;
Whitfield & Asgari, 2003). A partir de este ADN proviral los PDV comienzan a replicarse y
empaquetarse unicamente en el tracto reproductivo femenino, especificamente en el nlcleo de las
células del céliz y durante las Ultimas etapas del desarrollo de la avispa (Fath-Goodin & Wehb,
2008; Gill et al., 2006; Webb, 1998). Una vez que los virones se acumulan en las células, son
liberados de forma continua al lumen del caliz por gemacién en el caso de los 1V (Volkoff et al.,
1995) o lisis celular en los BV (de Buron & Beckage, 1992). Durante la ovoposicion, los virones
de PDV ingresan en el hospedador a la par de proteinas, veneno y huevecillos (beckage N, 1998;
Fath-Goodin & Webb, 2008; Whitfield & Asgari, 2003). Dentro del hospedador acontece la
expresion genética del PDV, la cual comienza desde las primeras horas de la parasitacion (Beckage
et al.,, 1987; Fath-Goodin & Webb, 2008). Se ha encontrado que la expresion tiene lugar
principalmente en los hemocitos y el tejido graso, sin embargo, también se puede llevar a cabo en
células de otros tejidos como en la epidermis, intestino o el sistema nervioso (Beckage, 2008). Los

productos génicos del PDV alteran la fisiologia del hospedador asegurando la supervivencia del

6



parasitoide hasta completar su desarrollo y emerger como pupa (Figura 2) (Fath-Goodin & Webb,

2008).
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Figura 2. Ciclo de vida del parasitoide y el polidnavirus (Fath-Goodin & Webb, 2008).
3.1.2. Productos génicos relevantes que expresan los polidnavirus

Theilmann & Summers, 1988 clasificaron los genes de PDV en tres clases segun su
expresion; la clase I corresponde a los genes que se expresan Unicamente en el parasitoide, clase
Il son los genes que se expresan Unicamente en el hospedador y en la clase Ill se encuentran
aquellos que se expresan en ambos. Los genes de la clase 11 que se expresan en insectos parasitados
son los que resultan de mayor importancia ya que son los involucrados en las alteraciones

fisiologicas del huésped gue conllevan a la supervivencia del parasitoide (Webb, 1998).



La secuenciacion del genoma de especies de IV y BV ha revelado la existencia de familias
de multigenes, los cuales codifican productos que intervienen con varios procesos fisiologicos

principalmente implicados en la defensa inmunoldgica (Figura 3) (Ye et al., 2018).

Tanaka y colaboradores en el 2007 realizaron un analisis comparativo de genomas de IV
el cual determiné la presencia de seis familias de genes las cuales corresponden a motivos de
cisteina (cys) que se asocian principalmente a la supresion de la inmunidad celular como en el caso
de la proteina VHv1.1 de C. sonorensis (X. Li & Webb, 1994); elemento repetido (rep) una de las
familias mas grandes de genes en PDV donde se encuentra la proteina TrFrepl de T. rostrela (A.
N. Volkoff et al., 2002) ; innexina viral (inx) parecidas a las proteinas gap, actdan interrumpiendo
la comunicacion entre los hemocitos en el proceso de encapsulacion (Kroemer & Webb, 2004);
anquirina viral (ank) implicadas en la interrupcion de sefalizacion relacionada a factores de
transcripcion del hospedador (Thoetkiattikul et al., 2005); N genes y las proteinas ricas en residuos
polares (PRRP) de las cuales se cuenta aun con poca informacién sobre su funcion (Gill et al.,

2006).

En cuanto a BV, Espagne y colaboradores en el 2005, describieron la familia de genes de
las cistatinas, los cuales se expresan durante el proceso de parasitismo dando como indicio su
implicacién en la proteccion del parasitoide, sin embargo, atn no se establece una funcion concreta
para esta familia de genes. Una de las familias de genes mas grandes en BV reportada en la
literatura es la de la proteina tirosina fosfatasa (PTP) (Provost et al., 2004) de las cuales se ha
propuesto su papel en la desfosforilacidon de los residuos de tirosina causando una interrupcion de
la actividad fenol oxidasa (PO) implicada en los procesos de melanizacion (Beck & Strand, 2007;
Gao et al., 2022), tal es el caso de las proteinas Egf1.0 y Egf1.5 de Microplitis demolitor bracovirus

(MdBV) (Beck & Strand, 2007; Lu et al., 2010). Ademas, los ensayos realizados por Suderman y



colaboradores en 2008 en la linea celular Sf-21, determinaron que la PTP H2 de MdBYV cuenta con

actividad anti fagocitica e induce la apoptosis de células inmunoldgicas.

En las especies de BV C. kariyai, C. ruficrus y C. rubecula se ha descrito la presencia de
genes con motivos de lectinas de los cuales se sugiere disminuyen las reacciones inmunoldgicas

al competir con las proteinas de lectina del hospedador (Glatz et al., 2003; Kroemer & Wehb,

2004).
Genes PDV:
PTP
Apoptosis de hemocitos EP .z
Motivos-Cys Interrupcion
v dela
1 ;
g - @ Motivos-Cys ?SPUESta
ox & @ Degradacion del citoesqueleto g:‘“ iInmune
L_,J"; C
35 V-inexina celular
Polimerosde Monémeros
actina de actina
proPO Inhibicion
—i PAP * Inhibicién de la melanizacién EGF de la
PO respuesta
\\’ s V-anquirina inmune
ibicid Lectina
° D Inhibicidn de la defensa molecular humoral

Figura 3. Productos genicos de PDV y su efecto en el hospedador (Ye et al., 2018).

3.1.3. Gen CrV1y su accién en el hospedero

Cotesia rubecula BV es un caso especial entre los polidnavirus, puesto que en el
hospedador expresa Unicamente cuatro productos génicos los cuales se sabe estan directamente
relacionados con la disrupcion de la actividad celular del sistema inmune del hospedador, aunque

solamente el producto génico CrV1 se expresa dentro de los hemocitos (Asgari et al., 1996).



En 1996 Asgariy colaboradores estudiaron los efectos del PDV producido por el braconido
Cotesia rubecula en los hemocitos del lepidoptero Pieris rapae. En el estudio se reportd la
expresion de un transcrito denominado CrV1 (GenBank: U55279.1) con un marco de lectura de
912 pb el cual codifica para una glicoproteina de 304 aa; este se expresaba de manera transitoria
en un rango de 4-8 h después de la parasitacion, alcanzando un pico maximo de expresion a las
seis horas. Ademas, se realizaron analisis estructurales a los hemocitos de larvas parasitadas,
demostrando alteraciones en la estructura de los filamentos de actina seis horas después de la
parasitacion, lo cual al coincidir con el tiempo de expresién del transcrito dio como indicio la

accion del gen en el hospedador.

En los estudios para comprobar el efecto de CrV1 en los hemocitos (Asgari et al., 1997),
se inyecto tal transcrito en larvas de Pieris rapae obteniendo como resultado el rompimiento de
los filamentos de actina y la presencia de actina sin polimerizar lo cual impide las reacciones de

actividad celular resultando en la inactivacion de los hemocitos.

3.2. Técnicas de modificacion genética de plantas

Los requerimientos alimentarios en el mundo demandan practicas de mejoramiento
vegetal, sin embargo, los métodos tradicionales conllevan tiempo y no son especificos en cuanto
al rasgo que se desea modificar, por ello, se han desarrollado métodos de transformacion genética
los cuales han mejorado la precision, velocidad, confiabilidad y alcance del mejoramiento genético

(Mubeen et al., 2016).

La transformacion genética implica la introduccién del material genético de interés a la

célula, su posterior integracion en el genoma de la planta y la seleccion y regeneracién de las
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celulas transformadas (Altpeter et al., 2016). Los principales métodos empleados en plantas se

describen a continuacion.

3.2.1. Transformacion mediada por polietilenglicol (PEG)

Es un método directo en el cual se transforman protoplastos vegetales estando en una
solucion de PEG con el material genético de interés (Danilova, 2007). Los protoplastos son células
despojadas de pared celular por métodos mecéanicos o enzimaticos (Raven et al., 1992), lo cual
facilita el ingreso de las moléculas a la célula. El polietilen-glicol (PEG) es un polimero que
permeabiliza las membranas de manera reversible, permitiendo el paso a moléculas que van desde

plasmidos hasta cromosomas completos (Desai et al., 2016).

3.2.2. Bombardeo de particulas

También conocido como biolistica o pistola de genes, es un método que emplea moléculas
de oro o tungsteno de 0.5 mm las cuales se recubren con el material genético que se desea ingresar
a la planta ya sea en forma de vector o como casete de expresion lineal (Keshavareddy et al., 2018;
Mubeen et al., 2016). Empleando helio comprimido, las particulas se disparan a los tejidos de la

planta atravesando la parde celular entregando asi el material genético (Mubeen et al., 2016).

3.2.3. Transformacion mediada por Agrobacterium

Es el método mayormente preferido para la transformacion genética de plantas el cual, se
basa en el mecanismo natural de infeccion de Agrobacterium tumefaciens la cual transfiere un
segmento ADN directamente al nicleo de las células que infecta (Danilova, 2007; Mubeen et al.,

2016).
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A. tumefaciens es una bacteria gram negativa que infecta a plantas, principalmente
dicotiledoneas (Haelterman, 2019), provocando la aparicion de tumores o agallas en la base de los
tallos y raices a partir de heridas lo cual se conoce como enfermedad de la agalla de la corona

(Arguedas, 2009).

3.3. El ciclo infeccioso de Agrobacterium tumefaciens

Para que A. tumefaciens infecte a la planta es necesario la presencia de heridas las cuales
liberan compuestos fendlicos que inducen el movimiento de la bacteria hacia la planta mediante el
proceso de quimiotaxis (Ramsey et al., 2009). Una vez en contacto con el hospedador,
Agrobacterium comienza a generar fibras de celulosa y proteinas que le permiten fijarse a la
superficie celular del huésped (Christie, 2009). Ademas, la presencia de compuestos fendlicos,
principalmente la acetosiringona asi como un pH bajo y la presencia de azucares induce la
activacion del sistema de virulencia lo cual conlleva toda una cascada de sefializaciones (Figura 4)

(Anand & Mysore, 2006; Tiwari et al., 2022).

Después de que se activan los genes virulentos, el complejo proteico VirD1-VirD2 escinde
del ADN de transferencia una cadena monocatenaria llamada hebra T (Abu-Arish et al., 2004). En
el extremo 5° de la hebra T se asocia la proteina VirD2 y junto a otras proteinas de virulencia se
transfiere a la célula vegetal mediante el sistema de secrecion tipo 4 (T4SS) compuesto por VirD4
y 11 proteinas VirB (Y. G. Li & Christie, 2018; Tiwari et al., 2022). Una vez dentro de la célula
del hospedador, el resto de la cadena T se recubre en su totalidad por la proteina VirE2 formando
el complejo T el cual permite el transito de la hebra a través del citoplasma hasta llegar al nucleo

(Citovsky et al., 1992; Tiwari et al., 2022).
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Para ingresar al nucleo, la hebra T es desprovista de las proteinas Vir asociadas debido a la
accion de VirF y la proteina del hospedador VBF (Tzfira et al., 2004; Zaltsman et al., 2010).
Finalmente, el ADN se integra en el nicleo con ayuda de proteinas del hospedador mediante un
tipo de recombinacion y comienza la expresion de los genes tanto de los causantes de la formacién

de tumores como de aquellos que conducen a la sintesis de opinas que serviran de alimento para

Agrobacterium (Christie, 2009).

Agrobacterium tumefaciens Célula de la planta
Fenoles, azucares,
pH acido \
Reconocimiento de sefiales Herida
Activacion de los genes Vir )
Nucleo
Operan Adhesion
vir ’ z
célula-célula
> VIE2, VirF,
;ﬁ g’ VDS, VirE3 : g
—~—*m o0 Sistema T4S T-DNA integracion
T-DNA processing \‘0 VirB/D4
v
Hebra-T Wiz
—T -5 —
Translocacién-nucleoproteina Translocacion Virb2
competente contacto-
dependiente QO
o
VirF, VirDS, VIrE3

Figura 4. Proceso de infeccion de A. tumefaciens (Christie, 2009).

3.3.1. El plasmido Ti

Durante el estudio de la patologia de la agalla de la corona, se descubrié que en los tumores
no habia presencia del patdgeno, sin embargo, todas aquellas cepas de la bacteria que causaban la

enfermedad presentaban un plasmido que era inexistente en las cepas avirulentas. Por tanto, se
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lleg6 a la conclusion de que el plasmido era el desencadenante del efecto tumorogénico en la

planta, por lo que se le denomind pldsmido inductor de tumores Ti (Pratiwi & Surya, 2020).

El plasmido inductor de tumores esta compuesto principalmente por la region vir que
codifica los genes virulentos, el sitio ori para el mantenimiento y replicacion del plasmido, el
segmento involucrado con el metabolismo de opinas (Gordon & Christie, 2014) y una region
flanqueada por secuencias repetidas de 25 pb la cual se denomina T-DNA (Figura 5) (Pratiwi &
Surya, 2020) ya que es el segmento que se transfiere y se integra en el ADN nuclear de las células

de la planta gracias a la expresion de los genes de virulencia de la regién vir (Hwang et al., 2017).

Genes de Genes de
citoquininas  sintesis de

opinas

Genes de
auxinas

Borde
izquierdo
(LB)

Borde
derecho

Plasmido
Tl

Metabolismo
/ de opinas

Genes de virulencia \
(region vir) Origen de
replicacion

Figura 5. Estructura del plasmido TI (Clark et al., 2019).

El T-DNA alberga la informacion para la sintesis de auxinas y citocinas, asi como de
opinas. Las auxinas y citocinas son fitohormonas que naturalmente participan en el crecimiento y
desarrollo de las plantas (Su et al., 2011), entonces, al producirse en exceso, ocasionan un

desbalance de la concentracion optima en la planta dando como resultado un crecimiento celular
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descontrolado que causa la formacion de los tumores (Escobar & Dandekar, 2003). Las opinas son
tanto amino&cidos como azucares derivados del fosfato los cuales varian dependiendo de la cepa

ya que sirven como alimento para A. tumefaciens (Gordon & Christie, 2014).

El descubrimiento de la capacidad de A. tumefaciens para transferir material genético a las
plantas resulté de gran interés para la ingenieria genética, llevando asi al desarrollo de una
tecnologia para la obtencion de plantas transgénicas que se basa en el proceso que ocurre de forma
natural. Para ello se eliminaron los genes pertenecientes a las fitohormonas y opinas dentro de la
region del T-DNA, permitiendo asi la sustitucién de esta region por alguna secuencia de interés
(Pratiwi & Surya, 2020). Después, lo que se hizo fue colocar la region de virulencia y del T-DNA

en vectores separados obteniendo asi un sistema binario (Figura 6) (Lee & Gelvin, 2008) .

3.4. Vector de Transferencia pPCAMBIA1301

La linea de vectores pPCAMBIA se construyo a partir de la estructura del vector pPZP. Son
vectores con un tamafio entre 7 y 12 kb, presentan alto nimero de copias en E. coli y poseen alta

estabilidad en Agrobacterium debido a la presencia del replicon pVSL.

El vector pPCAMBIA 1301 (GenBank: AF234297.1) mostrado en la Figura 7 es un vector
binario que se emplea para la transformacion de plantas. Posee el polilinker pUC18-lacZa y los
marcadores de seleccion de la higromicina (HygR) para plantas y el de resistencia a la kanamicina
(KanR) para bacterias. Ademas, posee el gen reportero de la glucuronidasa (GUS) comprendido
entre el promotor constitutivo fuerte CaMV 35S y el terminador NOS. EI gen reportero se puede
emplear para para crear fusiones o bien puede ser sustituido por el gen de interés (Legacy

pCAMBIA Vectors — Cambia, s/f).
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Figura 6. Estructura de un vector binario y sus componentes (Komori et al., 2007).
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Figura 7. Mapa del vector pPCAMBIA1301 y sus componentes.
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IV. Materiales y métodos

En el presente trabajo se llevaron a cabo una serie de procedimientos para la obtencion y
manipulacion del material genético requerido para el ensamblaje del gen CrV1 del polidnavirus C.
rubecula en el vector pPCAMBIA1301. El proceso general empleado para la obtencion y

verificacion de la construccion se presenta en el diagrama de la Figura 8.

| Vector pBSK-Crv1 |

l

Transformacion de E. coli
Dh5a

Y

Purificacion del Vector

pBSK-Crv1
l Vector pCAMBIA 1301
Amplificacion de p Disefio de cebadores i
Ncol-CrV1-BstEll N Ncol-CrV1-BstEll Transformacion de E.
i coli Dh5a
Purificacion de v
Neol-Cr\V/1-BstEll Purificaciéon de
pCAMBIA 1301

Y

Restriccion de 4
Ncol-CrV1-BstEll con Restriccion de pCAMBIA
Ncol-BstEill 1301 con Ncol-BstEil
! )
Purificacion del producto Ligacid |<7 Purificacion del
o —»I igacion o
de restriccion producto de restriccién

Y

Transformacion de E.
coli Dh5a

v
Disefio de cebadores —»‘ PCR de verificacién ‘

de verificacion

v

| Secuenciacion |

Y

| Andlisis de la secuencia |

Figura 8. Diagrama de procedimiento para la construccién del vector pPCAMBIA1301-CrV1.
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4.1. Vectores

El vector pBSK-CrV1 fue previamente construido (Wei et al.,, 2016) y el vector

pCAMBIA1301 fue donado por el Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas de la FAUANL.

4.2. Transformacion de E.coli Dh5a con el vector pBSK-CrV1

El vector pBSK-CrV1 fue utilizado para transformar la cepa quimiocompetente de E. coli
Dh5a por el método de choque térmico. Para lo cual, se afiadieron 100 ng del vector y 100 pL de
células competentes en un microtubo de 1.5 mL. Se colocé en hielo durante 30 minutos, tras lo
cual se coloco en un agitador térmico durante 45 s a una temperatura de 42° C, posteriormente se
volvio a colocar en hielo durante dos minutos. Finalmente se agregaron 500 pL de medio LB
(caldo de lisogenia) liquido al tubo de reaccion y se procedié a incubar durante dos horas a 37° C
y 200 rpm (revoluciones por minuto). Posterior a la incubacion, se procedié a sembrar las células
transformadas en cajas Petri con medio agar-LB (15gr/L-25 gr/L) con ampicilina (50 mg/mL).

Después de la siembra, las cajas se incubaron toda la noche a 37° C.

4.3. Purificacion del vector pBSK-CrV1

Las colonias resultantes del paso anterior se inocularon en cinco mL de medio LB liquido
(25 gr/L) con ampicilina (50 mg/mL) y se llevaron a incubar a 37°C con agitacion de 200 rpm
durante 12 horas. Posteriormente se realizd la extraccion de ADN plasmidico, empleando el
método de lisis alcalina previamente documentado (Sambrook et al., 1989); para lo cual, primero
se transfirieron 1.5 mL de cada medio con crecimiento bacteriano a un microtubo de 1.5 mL,
posteriormente se centrifugd a 14.000 rpm para luego descartar el sobrenadante. Después se
agregaron 150 pL de la solucién buffer (solucion 1) y se resuspendio la pastilla con ayuda de un

agitador tipo vortex. Después de la resuspension se agregaron 200 mL de la solucién Il a
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temperatura ambiente y se mezcl6 por inversion hasta obtener una solucion viscosa, tras lo cual se
afiadieron 300 pL de la solucion Il y se mezcld por inversion. Posteriormente se centrifugé a
14.000 rpm durante cinco minutos. El sobrenadante fue transferido a un microtubo de 1.5 mL
limpio y se agregd isopropanol en una proporcion 1:1 al sobrenadante transferido. La solucion se
mezcld por inversion y en seguida se llevé a incubar a -20° C durante 20 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo, se realizd centrifugacion a 14.000 rpm durante cinco minutos, luego se
removio el sobrenadante y se afiadieron 600 pL de etanol al 70 % y se mezcl6 por inversion.
Finalmente se llevo a centrifugar a 14.000 rpm durante cinco minutos, se removio el sobrenadante

y se dejo secar la pastilla durante 20 min para luego rehidratarla con 50 pl de agua libre nucleasas.

Para corroborar la correcta extraccion del vector, se realizo una electroforesis cargando una

muestra en un gel de agarosa al 0.8% y se visualizé en un fotodocumentador Axygen™.

Tabla 1 Composicion de las soluciones del método de lisis alcalina para extraccion de plasmidos

Solucion |
Buffer EB (10 mM tris-Cl, pH 8.5)
(resuspension)

Solucion 11
0.2 N NaOH, 1% SDS, agua
(lisis)

Solucion 11
5 M acetato de potasio, acido glacial acético, agua
(neutralizacidn)
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4.4. Diseno de cebadores Ncol-CrV1-BstElI

Para la amplificacion del fragmento CrV1 se realiz el disefio de cebadores empleando el

software SnapGene® V 6.0.2 (Figura 9).

Los cebadores NCOCRF y bstcrR (tabla 2), se disefiaron de manera que sean especificos
para CrVV1y ademas contengan secuencias de reconocimiento para las enzimas de restriccion Ncol

y BstEll (Figura 10) respectivamente en los extremos 5°.

Start (0) Ncol
NCOCRF
[AtaccatggATGTCACTCGTCAAAAGTGC End (954)
5' ATGTCACTCGTCAAAAGTGCGTCTGTGCTGCTCTCAGCTC AAACTTTTTTTTGATCCCTATATGTAGCATCTGA 3’
3 TACAGTGAGCAGTTTTCACgCAGACACGACGAGAGTCGAG TTTGAAAAAAAACTAGGGATATACATCGTAGACT 5

M S L VvV K S§ A S V L L 5 A Q@ T F F @ -

AGGGATATACATCGTAGACTccactggatal
bstcrR

BStEII

Figura 9. Disefio de cebadores NCOCRF vy bstcrR.

Tabla 2. Secuencia de los cebadores NCOCRF y bstcrR

Nombre Secuencia Tm
NCOCRF 5’ AtaccatggATGTCACTCGTCAAAAGTGce 3° 62°C

bstcrR 5’ ataggtcaccTCAGATGCTACATATAGGGA 3° 61°C
58 G|GTNACC 3 5 C/CATG G 3
AS'CCANTGTG 5' BS'GGTACTC 5

Figura 10. Sitios de reconocimiento y corte de las enzimas de restriccion BstEIl (A) y Ncol (B).
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4.5. Amplificacién de Ncol-CrV1-BstEII

El fragmento CrV1 se amplificé mediante la reaccion en cadena de la polimerasa utilizando
el estuche comercial de PCR Advantage HF 2 (Takara Bio) y los cebadores con adaptadores
NCOCRF y bstcrR descritos anteriormente empleando un termociclador Axygen® MaxyGene II.
Cada reaccion contenia los cebadores directo e inverso, el vector PBSK-CrV1, dNTPs, buffer y la
enzima polimerasa, todo en un volumen de reaccion de 20 uL (Tabla 4). El programa de PCR

empleado se muestra en la Tabla 3.

Para corroborar el producto de PCR se realizo un corrimiento electroforético en gel de

agarosa al 0.08% y se visualizé en un fotodocumentador Axygen™.

Tabla 3. Programa de PCR para la amplificacion Ncol-CrV1-BstEII

Pasos Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94 5 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 94 30s

Alineamiento 61 30s 30 ciclos
Extension 72 30s
Extension 72 10 min 1 ciclo
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Tabla 4. Componentes de la reaccion de PCR para amplificar el fragmento Ncol-CrV1-BstElI

Concentracion

Componentes Volumen
final
H20 grado-PCR 13.1 L --
10X HF 2 PCR Buffer 2 uL 1x
PBSK-CrV1 0.5 pL 0.2 ng
Primer 1 (10 puM) 1L 0.5 uM
Primer 2 (10 puM) 1L 0.5 uM
10X HF 2 dNTP Mix 2 UL 1x
50X Advantage-HF 2 Polymerase Mix 0.4 pL 1x
Volumen final 20 pL

4.6. Purificacion del producto de PCR

Una vez obtenido el amplicon, se realizo la purificacion empleando el estuche comercial
Wizard™ SV Gel and PCR Cleanup System (Promega), para lo cual: se afiadio igual volumen de
membrane binding solution al producto de PCR y la mezcla se transfirio a una minicolumna
insertada en un tubo de recoleccién y se dejo incubar durante un minuto. Una vez transcurrido el
tiempo, se llevo a centrifugar a 14,000 rpm durante un minuto y se descarté el liquido obtenido en
el tubo de recoleccion. En seguida se limpid la columna afiadiendo 700 pL de membrane wash
solution para después centrifugar a 14,000 rpm durante un minuto y luego descartar el liquido del
tubo de recoleccidn. La limpieza se repitié afiadiendo ahora 500 pL de membrane wash solution y

centrifugando durante cinco minutos. Al final de los lavados se realiz6 una centrifugacion extra de
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un minuto para asegurar la eliminacion de etanol residual. Después se colocé la columna sobre un
microtubo limpio de 1.5 mL para proceder con la elucion en la cual se afiadieron 30 pL de agua
libre de nucleasas y se dejo incubar durante un minuto. Transcurrido el tiempo, se centrifugd a

14,000 rpm durante un minuto y la muestra de ADN obtenida se almaceno¢ a 4°C.
4.7. Restriccion del producto de PCR Ncol-CrV1-BstElI

Una vez amplificado y purificado el fragmento, se emple6 el estuche comercial FastDigest
Ncol (thermo scientific) para realizar la primera digestion del fragmento Ncol-CrV1-BstEIl. La
mezcla de la reaccion se realizo segln las indicaciones del fabricante (Tabla 5) y se incubd durante

una hora a 37°C.

Después del tiempo de incubacion, se realizé la purificacion por columnas con el estuche
comercial Wizard™ SV Gel and PCR Cleanup System (Promega) siguiendo los pasos descritos

anteriormente y se visualizd mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8%.

Una vez cortado el fragmento CrV1 con Ncol y posteriormente purificado, se procedio a
realizar la digestion con la enzima BstEIl (thermo scientific). Se realizaron tres reacciones de
restriccion de 20 pL c/u como se muestra en la Tabla 6 siguiendo las indicaciones del proveedor y

se llevé a incubar a 37°C durante 16 horas.
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Tabla 5. Componentes de la reaccion de digestion del producto de PCR CrV1 con Ncol

Concentracion

Componentes Volumen
Final
ADN 9uL 1ug
10X FastDigest buffer 2uL 1X
Ncol (1 U/uL) 1L 1U
Agua libre de nucleasas 8 --
Volumen final 20 pL

Tabla 6. Componentes de la reaccion de digestion del producto de PCR CrV1 con BstEII

Componentes Volumen  Concentracion final
ADN 17 pL 1lug
10X Buffer O 2 UL 1x
BStEIN (10 U/L) 1L 10 U
Volumen final 20 pL

4.8. Purificacion del producto de restriccion CrV1 con Ncol-BstEII.

Se realizo electroforesis del producto de restriccion Ncol-CrVV1-BstEIl en un gel de agarosa
al 0.8%. Posteriormente bajo luz UV se escindi6 manualmente con un bisturi la banda
correspondiente al producto de restriccion y se coloco en un tubo de reaccion para proceder a
emplear el estuche comercial de purificacion de fragmentos de ADN Wizard™ SV Gel and PCR

Cleanup System (Promega). Para esto, se agregaron 10 pL de membrane binding solution por cada
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10 mg de gel de agarosa para luego llevar a incubacion a 65°C durante aproximadamente 10 min
0 hasta que el gel se haya disuelto completamente. Durante el tiempo de incubacion se mezclo de
manera intermitente el tubo en un agitador tipo vortex, esto para facilitar la disolucion del gel de
agarosa. Una vez se disolvié por completo el gel, se prosiguié con el método de purificacion por

columnas descrito en este documento.

4.9. Transformacion de E. coli Dh5a con el vector pPCAMBIA 1301

El vector pPCAMBIA 1301 fue utilizado para transformar la cepa quimiocompetente de E.
coli Dh5a por el método de choque térmico. Para ello, se afiadieron 100 ng de vector
pCAMBIA1301 y 100uL de células competentes en un microtubo de 1.5 mL. EI microtubo se
colocd en hielo durante 30 minutos y posteriormente en agitador térmico durante 45 s a una
temperatura de 42° C, posteriormente se colocé nuevamente en hielo durante dos minutos.
Finalmente se agregaron 500 pL de medio LB liquido al tubo de reaccion y se procedié a incubar
durante dos horas a 37° C y 200 rpm. Seguido de la incubacion, se procedio a sembrar las células
transformadas en cajas Petri con medio agar-LB (25gr/L-15 gr/L) con kanamicina (50mg/mL),

después de la siembra, las cajas se llevaron a incubar toda la noche a 37° C.

4.10. Purificacion del vector pPCAMBIA 1301

Las colonias resultantes de la transformacién se inocularon en 5 mL de medio LB liquido
con kanamicina (50 mg/mL) y se incubaron a 37° C con agitacion de 200 rpm durante 12 horas.
Posteriormente se realizé la extraccion de ADN plasmidico, empleando el método de lisis alcalina
(Sambrook et al., 1989) para lo cual, primero se transfirieron 1.5 mL de cada medio con
crecimiento bacteriano a un microtubo de 1.5 mL, posteriormente se centrifug6 a 14.000 rpm para

luego descartar el sobrenadante. Después se agregaron 150 pL de la solucién buffer (solucion I) y
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se resuspendid la pastilla con ayuda de un agitador tipo vortex. Después de la resuspension se
agregaron 200 mL de la solucion 1l a temperatura ambiente y se mezcl6 por inversion hasta obtener
una solucidn viscosa, tras lo cual se afiadieron 300 pL de la solucion I11'y se mezcld por inversion.
Posteriormente se centrifugé a 14.000 rpm durante cinco minutos. Con ayuda de una micropipeta
el sobrenadante fue transferido a un microtubo de 1.5 mL limpio y se agreg6 isopropanol en una
proporcién similar al sobrenadante transferido. La solucion se mezcld por inversion y en seguida
se llevo a incubar a -20° C durante 20 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se realizd
centrifugacion a 14.000 rpm durante cinco minutos, se removio el sobrenadante y se afiadieron
600 pL de etanol al 70 % para luego mezclar el tubo por inversion. Finalmente se llevo a
centrifugar a 14.000 rpm durante cinco min, se removio el sobrenadante y se dejé secar la pastilla

durante 20 min para luego rehidratarla con 50 pl agua libre nucleasas.

Para corroborar la correcta extraccion del vector, se realizo una electroforésis cargando una

muestra en un gel de agarosa 0.8% y se visualizé en un fotodocumentador Axygen™.

4.11. Restriccion del vector pPCAMBIA 1301 con Ncol-BstEII

El vector purificado al igual que el producto de PCR se cortaron empleando el estuche
comercial FastDigest Ncol (thermo scientific). La mezcla de reaccion (Tabla 7) se realizd

siguiendo las indicaciones del proveedor y se incubd durante una hora a 37°C.

Después del tiempo de incubacion, se realizo la purificacion por columnas con el estuche
comercial Wizard™ SV Gel and PCR Cleanup System (Promega) siguiendo el procedimiento ya

descrito.

Una vez digerido con Ncol y posteriormente purificado, se procedid a realizar la digestién

con la enzima BstEIl (Thermo Scientific). Se realizaron tres reacciones de restriccion de 20 pL c/u
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como se muestra en la Tabla 8 siguiendo las indicaciones del proveedor y se llevo a incubar a 37°C

durante 16 horas.

Tabla 7. Componentes de la reaccion de digestion de pPCAMBIA 1301 con Ncol

Concentracion

Componentes Volumen
final
ADN 17 pL 1ug
10 x FastDigest Buffer 2 uL 1x
Ncol (1U/pL) 1L 1U
Volumen final 20 pL

Tabla 8. Componentes de la reaccion de digestion de pCAMBIA 1301 con BstEII

Concentracion

Componentes Volumen
final
ADN 17 pL 1ug
10X Buffer O 2 UL 1x
BStEINl (10 U/pML) 1pL 10 U
Volumen final 20 pL

4.12. Purificacion del vector pPCAMBIA 1301 con Ncol-BstEl

Se realiz6 un corrimiento electroforético del total de producto de restriccion de
pCAMBIA1301 (60 pL) en gel de agarosa al 0.8%. Posteriormente bajo luz UV se escindid

manualmente con un bisturi la banda correspondiente al vector pPCAMBIA1301 producto de la
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restriccion y se colocd en un tubo de reaccion para proceder a emplear el estuche comercial de
purificacion de fragmentos de ADN Wizard™ SV Gel and PCR Cleanup System (Promega). Para
esto, se agregaron 10 pL de membrane binding solution por cada 10 mg de gel de agarosa para
luego llevar a incubar a 65°C durante aproximadamente 10 min o hasta que el gel se haya disuelto
completamente. Durante el tiempo de incubacion se debe mezclar de manera intermitente el tubo
en un agitador tipo vortex, esto para facilitar la disolucion del gel de agarosa. Una vez esté disuelto
por completo el gel, se prosiguidé con el método de purificacion por columnas descrito en este

documento.
4.13. Ligacion

Para la construccion del vector se optd por el método de ligacion empleando la enzima T4
DNA ligasa (Promega). Para ello se utilizd el vector pPCAMBIA 1301 y el fragmento CrV1
posteriormente digeridos y purificados. Se realizaron tres reacciones empleando las relaciones
molares de vector-inserto 1:1, 1:3 y 3:1 (Tabla 9). Las mezclas de reaccion se incubaron a 4°C

toda la noche.
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Tabla 9. Componentes de las reacciones de ligacion

Relacion 1:1 1:3 3:1
Vector 100 ng 100 ng 100 ng
Inserto 9ng 28 ng 3 ng

Buffer 10x 1x 1x 1x
Ligasa 1U 1U 1U
Volumen final 10ul

4.14. Transformacion de E. coli Dh5a

Se realiz6 una transformacion por cada tratamiento de ligacion y se emple6 agua como
control negativo y el vector pPCAMBIA 1301 como control positivo. El procedimiento se realizé
empleando el método de choque téermico como ya se ha descrito anteriormente, solo que en este

caso se empleo el total de las reacciones de ligacion (10uL) para transformar las células.

Finalmente, el resultado de la transformacion se sembré en placas con medio LB

suplementado con kanamicina (50 mg/mL) y se llevo a incubar a 37°C durante toda la noche.
4.15. Disefio de cebadores de verificacion para la construccion

Los cebadores para verificacion se disefiaron con ayuda del software SnapGene®R V 6.0.2.
Los cebadores pbinCamV y pbinNost (Tabla 10) se emplearon para la verificacion mediante PCR
puesto que fueron disefiados de tal manera que fueran especificos del vector y amplificaran la

secuencia comprendida entre el promotor CaMV 35S y el terminador NOS (Figura 11). Esto
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permitiria de acuerdo con el tamafio del amplicon obtenido confirmar la insercion del fragmento

CrV1 que, en caso de ser positivo, tendria un tamafio alrededor de 1.2 kb.

Los cebadores pbinNost, 62-84Pcamv y 265-45CR (Tabla 10) se emplearon para verificar

la construccién mediante secuenciacion y se disefiaron de tal manera que se secuenciara en su

totalidad el gen CrV1 asi como parte de las secuencias adyacentes a este (promotor CaMV 35Sy

terminador NOS) (Figura 12).

Tabla 10. Cebadores para verificacion de la construccion pPCAMBIA1301-CrV1

Nombre Secuencia Tm
pbinCamV 5> AGTGGATTGATGTGATATCTCC 3’ 54°C
pbinNost 5> GTTAATTATTACATGCTTAACG 3’ 50°C
62-84Pcamv 5" GTCACTTTATTGTGAAGATAGT 3’ 51°C
265-45CR 5" GTGCCTCAGAATAAGACTTC 3’ 52°C
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111 .. 132) pbinNost RB T-DNA repeat

(9666 ., 9687) pbinCamV

MCS

lac promoter

PCAM NCO-CR-BSTE
10,730 bp

(pVS1 RepA|

LB T-DNA repeat

Figura 11. Esquema de la construccidn esperada que muestra la secuencia que amplifican los

cebadores de comprobacion.

NOS terminator 265-45CR (1194 .. 1213)
pbinnost (391 .. 412) NcoI (1459)
Start (0) ( IBstEII (517) 62-84Pcamv (1741 .. 1762) End (2530)

RB T-DNA repeat CaMV 35S promoter | | CAP binding site
lac operator lac promoter

o
M13 fwd | M13 rev
MCS

Figura 12. Sitio de hibridacion de los cebadores disefiados para la verificacion por secuenciacion.
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4.16. PCR de verificacion

Se realizaron 23 reacciones de PCR en colonia para identificar si alguna de las colonias que
crecieron en las placas presentaba la construccion esperada. Para ello se usé el estuche comercial
Gotaq green master mix (Promega), los cebadores pbinCamV y pbinNost que se presentan en la
Tabla 10 y se emple6 como control negativo el vector pBSK-CrV1. El programa de PCR empleado

se describe en la Tabla 12 y la mezcla de reaccion en la Tabla 11.

Tabla 11. Componentes de la reaccién PCR en colonia

Componentes Volumen Concentracion final
H20 2.5 uL -
ADN - >250 ng
Primer 1 (10 puM) 1puL 1uM
Primer 2 (10 uM) 1puL 1uM
2x Go tag mix 5uL 1x
Volumen final 10 pul
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Tabla 12. Programa de PCR para la verificacion de la construccion pCAMBIA1301-CrV1

Pasos Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacién 94 5 min 1 ciclo
Desnaturalizacién 94 30s

Alineamiento 52 30s 30 ciclos
Extension 72 45s
Extension 72 10 min 1 ciclo

De las muestras positivas a la PCR en colonia se eligieron la clona uno y dos para inocular
en 5 mL de medio LB liquido (25 gr/L) con kanamicina (50 mg/mL) y posteriormente extraer el
vector. Con el vector aislado se realizd una segunda PCR empleando pCAMBIA 1301 como
control, los mismos cebadores (Tabla 10) y el programa (Tabla 12) de la PCR en colonia. Para ello

se empleo el Go tag green master mix (Promega) realizando la mezcla de reaccion de la Tabla 13.
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Tabla 13. Componentes de la reaccion de PCR de comprobacion.

Concentracion

Componentes Volumen
final
H-0 2.5 UL -
ADN 0.5 pL >250 ng
Primer 1 (10 puM) 1pL 1uM
Primer 2 (10 uM) 1L 1uM
2x Go taq mix SuL 1x
Volumen final 10 pl

4.17. Secuenciacion

Las muestras de vector positivas se multiplicaron en E. coli Dh5a, se extrajeron por el
método de lisis alcalina (Sambrook et al., 1989) y se prepararon para mandar a secuenciar al
Laboratorio de Servicios Genomicos del LANGEBIO empleando los cebadores 62-84Pcamv, 265-

45CR y pbinNost que se muestran en la Tabla 10.
4.18. Analisis de la secuencia

Empleando el software SnapGene® V 6.0.2. se realizd el analisis de las secuencias
realizando el alineamiento de estas para determinar si coincidian con el segmento de la
construccion que se pretendia secuenciar el cual, comprendia la secuencia completa del gen, asi

como parte de sus secuencias adyacentes, es decir el promotor y el terminador.
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V. Resultados
5.1. Obtencién de ADN

La extraccion mediante lisis alcalina permitio la obtencion del vector PBSK-CrV1 (Figura 14). La
PCR utilizando el vector PBSK-CrV1y los cebadores NCOCRF y bstcrR permitio la amplificacion
de fragmento CrV1 con los extremos correspondientes a las enzimas de restriccion Ncol y BstEll
(Figura 15); esto demuestra tanto que el vector PBSK contiene el fragmento perteneciente a CrvV1
como que el disefio de los cebadores fue correcto ya que la banda corresponde al tamafio esperado
de 954 pb (Figura 13).

En el carril dos de la Figura 15 se observa el resultado de una extraccion y purificacion
mediante lisis alcalina, técnica que permitio aislar el vector pPCAMBIA1301 que seria digerido con
enzimas para la ligacién con CrV1; el corrimiento electroforético del vector aislado muestra un

tamafo de banda que corresponde al tamafio del vector el cual consta de 11,850 pb.

EcoNI (374) BpmlI - Eco57MI (797)
(71) HindITI (304) AfIIT - SmiIT HincII (421) Bmrl (884)

Tatl (237)

BstBI (358)  BspEI (454) Bs;:(?(é::?)
BfuAlL (360) BsaWl NspI (598) !
BspMI EcoP151 (801) ',bstch (925 .. 954)

(4) StyI - BtgI - Ncol (178) Sfcl (270) BamnI
(1..29) NCOCRF (144) MspAl1l
| |
(0) Start | (101) EcoRI

=

I
2007 4007 6001 800

Figura 13. Esquema que muestra el producto de PCR de 954 pb Ncol-CrV1-BstEIl.
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Figura 14. Electroforesis del vector pBSK-CrV1 extraido mediante lisis alcalina.

Figura 15. Electroforesis del amplicon Ncol-CrV1-BstEll y el vector pCAMBIA1301 extraido

mediante lisis alcalina (carril 1y 2 respectivamente). M: marcador de peso molecular Axygen 1kb.
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5.2. Digestion con enzimas

Para la digestion se emplearon dos enzimas de restriccion distintas: Ncol y BstElI las cuales
permitirian la escision de la secuencia perteneciente a GUS vy del affinity tag 6xHis, dejando libre
el espacio entre el promotor CaMV 35S y el terminador NOS necesarios para la expresion genética;

por tanto, este espacio se pudo aprovechar para sustituirlo por el fragmento CrV1.

Del proceso de digestion con ambas enzimas se obtuvieron las bandas mostradas en el gel
de electroforesis de la Figura 17, donde A es el fragmento CrV1 digerido el cual corresponde al
tamafo esperado de 946 pb. En cuanto a la banda B, representa el vector pPCAMBIA1301 cortado,
del cual se esperaba un tamarfio de 9789 pb una vez desprovisto de la secuencia GUS-6xHis la cual
se representa con la letra C y corresponde al tamafio previsto de 2061 pb (Figura 16). La
purificacion de los productos de restriccion se realizo para CrV1y el fragmento grande del vector

pCAMBIA1301, lo cual se muestra en la Figura 18.
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Figura 16. Esquema del vector pPCAMBIA 1301, que muestra el fragmento que escinden las

enzimas de restriccion Ncol y BstEIl (2061 pb).
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700 pb

Figura 17. Electroforesis del producto de PCR Ncol-CrV1-BstEll y pCAMBIA1301, digeridos
con Ncol y BstEII. Carril M: marcador de peso molecular de 1Kb de axygen, carril 1 Ncol-CrV1-

BstEII digerido con Ncol y BstEll, carril 2 pPCAMBIA1301 digerido con Ncol y BstEII.
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Figura 18. Producto de purificacion en gel de CrvV1 y pCAMBIAL301 tratados con las enzimas
de restriccion Ncol y BstEIl. El carril A corresponde a CrV1, el carril B pertenece a el vector

pCAMBIA1301 y M representa el marcador de peso molecular 1Kb Axygen.

5.3. Ligacion

Los productos de ligacion de las tres relaciones vector-inserto (1:1, 1:3 'y 3:1) y un control
negativo se emplearon para transformar la cepa E. coli Dh5a y se sembraron en placas de seleccion
para identificar las clonas que presumiblemente contenian la construccion esperada. De la
transformacion se obtuvieron en total 31 clonas, la mayoria pertenecientes al tratamiento 1:1 lo

cual se puede observar en la Figura 19.
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Figura 19. Clonas resultantes de la transformacion genética de los productos de ligacidn. Las
placas uno y dos corresponden al tratamiento de ligacion 3:1, la placa tres pertenece a el

tratamiento 1:1y la letra C representa el control negativo.

5.4. PCR de comprobacién

De las clonas resultantes del paso anterior, se seleccionaron 22 para realizar una
comprobacion mediante PCR en colonia, en donde la estrategia consistio en emplear cebadores
especificos que amplifican entre la secuencia del promotor CaMV 35S y el terminador NOS lo
cual, nos permitiria identificar si las clonas poseian el vector con el fragmento CrV1 clonado o se
trataba del vector pPCAMBIA1301 nativo. En caso de que el resultado fuera positivo, la banda
amplificada tendria que contar con un tamafio de 1197 pb mientras que un resultado negativo

corresponde a una amplificacion de 2317 pb.
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En la Figura 20 se muestra el resultado de la PCR en colonia, donde de las 22 colonias
sometidas a prueba solo en 13 hubo amplificacion siendo en todos los casos positiva para el

constructo esperado.

o

’

1)

Figura 20. Corrimiento electroforético de la PCR en colonia, utilizando los cebadores pbinCamV
y pbinNost. Se representan numeradas del 1 al 22 las colonias sometidas a prueba, la letra C

corresponde al control negativo pBSK-CRV1 y M es el marcador molecular 1Kb Axygen.

Para mayor certeza se eligieron dos de las clonas que dieron positivo a la PCR en colonia
y se les realiz6 una extraccion plasmidica la cual se muestra en la Figura 21. Una vez purificada
la construccion se realiz6 una PCR empleando la misma estrategia de la PCR en colonia, y para
contrastar el resultado se emple6 como control el vector pPCAMBIA1301 nativo. En este caso se
corroboro que ambas clonas presentaban el constructo esperado ya que como se muestra en la
Figura 22 las clonas uno y dos (pertenecientes al carril A y B respectivamente) presentaron una

amplificacion prevista de 1197 pb. El carril C de la Figura 21 corresponde al resultado de la

43



amplificacion del vector nativo pPCAMBIA1301 empleado como control, el cual cuenta con el

tamario previsto de 2317 pb.

Figura 21. Purificacion del constructo mediante lisis alcalina de las dos clonas seleccionadas.
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Figura 22. PCR utilizando los cebadores pbinCamV y pbinNost y el vector pBSK-CrV1 como
sustrato. Vector de las clonas uno y dos pertenecientes al carril A y B respectivamente. El carril C

corresponde al control pPCAMBIA1301. M: marcador de peso molecular 1 Kb Axygen.

5.5. Secuenciacion

Se obtuvo una secuencia para cada cebador, con las cuales se realizo el alineamiento
mostrado en la figura 23, donde se observa que las secuencias se sobreponen y cubren en su
totalidad la secuencia del gen CrV1, el promotor CaMV 35S y parte del terminador Nos. Ademas,
las secuencias obtenidas con los cebadores 62-84Pcamv y 265-45CR (Figura 24) presentan el sitio
restrictivo de la enzima Ncol, mientras que la secuencia obtenida con el cebador pbinNost (Figura
25) presenta el sitio restrictivo de la enzima BstEIl demostrando la correcta insercion del gen en

el vector pPCAMBIA1301.
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Figura 23. Alineamiento de las secuencias obtenidas y el constructo esperado.

ATTTTGAATTCTTTCCCATTGETATTCGGATCCATAAGCTTGCGTACATCATTEACTCAGGAGAGETGAGAGCAGCACAGACGCACTTTTEACCAGTGACATCEATGETCAACABTCCCCCETETTCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCTTATATAGAL
1 + L |

t t t 1 t t t t 1
TAAAACTTAAGAAAGGGTAACCATAAGCCTACCTATTCEAACECATGTACTAACTGAGTCCTCTCGACTCTCGTCETETCTGCGTGAAAACTGCTCACTETAGETAC!

t t t t
CAGTTCTCAGEGEGCACAAGAGAGGTTTACTTTACTTGAAGGAATATATCT(

0 s o 15 10 s 1

CalV 35 promoter

Move: 4
Aligned Sequences %
Original Sequence  [«][][5] ATTTTOAATTCTTTCECATTO0TATTCSGATOBATARGE TTOCGTACATEATTGACTCAGOATAGETGAGAGTAGCACAGACBCACTTTTGACGAGTBACATCEAT S0 TEAAGAGT COEECETATTETETECARATGAAATEARCTTCCTTATATAGAL

) PCAMV NCO CR BST (872 «mm TTTTGAATTCTTTCCCATTGETATTCCEATCGATAAGETTCCOTACATEATTGACTCAGGAGAGCTGACAGEAGCACAGACYCACTTTTGACCAGTGACATCCAtgETCAAGAGTCCECCOTOTTETCTECAAATGAAATGAACTTCCTTATATAGAL

} 43.-2CrV1_p62_C06_2023 wem ATTTTGAATTCTTTCCCATTGGTATTCGGATGEATAAGCTTGCGTACATGATTGACTCAGEAGAGCTGAGAGCAGCACAGACGCACTTTTGACGAGTGACATCCATGOTCAAGAGTCCE

GTGTTCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCTTATATAGA

} 44.-2CrV1_p265_D06_202 mep ATTTTGAATTCTTTCCCATTGGTATTCGGATGGATAAGCTTGCOTACATOATTGACTCAGGAGAGCTGAGAGCAGCACAGACGCACTTTTGACGAGTGACATCCATGGTCAAGAGTCCECCOTOTTCTCTCCAAATBAAATGAACTTCCTTATATAGA

Figura 24. Secuencias obtenidas con los cebadores 62-84Pcamv y 265-45CR.

AN A e e AT T AN YRR AN G Y T AT T8 CC A AA T e T AR C G AT C 08 AR AN O A R ET 8 ST EACC T CAGAT 0 CTACATATABE AT CARARAARAGT TTOC BAT E 00 8 1T BT AT CAC TGO GATAAGTAACTCE T CTTC Y TATT ACTTCT
+ N ' R N 4 4 + N + '

t t 1 1 t
TTTTCAAACGCTACCCCAACATAGTGACCCTATTCATTGAGEAAGAAGCAATAATCGAAGE

305 00 5 50
s G

—_—
FGTTGTCCTAAGTTAGAATTCTTTGAAATAACGGTTTACAAACTTGCTAGCCCCTTTAAGCTCGACCAGTGEABTCTACGATGTATATCCCTAGTTTT
.

85
Y

— NOS terminator

@ F FT Qs P T T DS P Y TV GEENNAE
Move: 4 U

Aligned Sequences. M
Original Sequence EDE];:uum;nruncnun.ucnnns:c.urmrmucsnmms.uncs.nmsnAc:rcu.mcuc.nussmrcuuuunrmcsnmmnn.urc.:mnnnunn.crccncrnnnrunmrm

} PCAMV NCO CR BST (872 <mm $CAACAGGATTCAATCTTAAGAAACTTTATTGCCAAATGTTTGAACCATCGGGGAAATTCEAGCTCGTCACE TCAGATGCTACATATAGGEATCAAAAAAAAGTTTGCGATGCCGTTGTATCACTGCGATAAGTAACTCETTETTCOTTATTAGCTTCT

} 77.-pcacr_pPbinnost-F_E1( mep 3CAACAGEATTCAATCTTAAGAAACTTTATTGCCARATGTTTGAACGATCGGGGAAATTCEAGCTGGTCACCTCAGATGCTACATATAGGEATCAARAAAAAGTTTGCGATGGEGTTGTATCACTGEGATAAGTAACTCETTETTCRTTATTAGCTTCT

Figura 25. Secuencia obtenida con el cebador pbinNost.
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VI. Discusién

En el curso de este trabajo se generd un vector para plantas el cual posee la secuencia
codificante del gen CrV1 del bracovirus de Cotesia rubecula. Para ello se emple6 el método de
clonacion tradicional con enzimas de restriccion y ligasa; el cual, sigue siendo uno de los mas
empleados aun con el desarrollado de métodos mas modernos, pues a pesar de que relativamente
requiere un trabajo mas laborioso, es mas facil monitorear los errores que se pueden cometer
durante cada paso del proceso, determinando asi si es conveniente continuar con la siguiente fase

o0 hay que modificar alguna de las técnicas empleadas (Matsumura, 2015).

En el caso de este trabajo, los resultados de cada técnica empleada como fue la extraccion de
plasmidos, amplificaciones por PCR, reacciones de digestion y purificacion de ADN, fueron
visualizados mediante electroforesis en geles de agarosa lo cual nos dio la pauta para continuar

con cada parte del proceso de la construccion del vector pPCAMBIA1301-CrV1.

La construccion obtenida se verificd haciendo uso de la técnica de PCR empleando
cebadores especificos del vector los cuales flanquean el sitio de insercion del gen, siendo asi el
tamafo del amplicon el que determiné la presencia del inserto puesto que al visualizar en un gel

de electroforesis se obtuvieron las bandas correspondientes de 1197 pb.

Pese a que se detecto la presencia del inserto en la construccion, aun no era suficiente para
confirmar la direccionalidad de este, aunque de cierta manera se esperaba fuera correcta debido a
que en la digestion se emplearon dos enzimas de restriccidn distintas (Ncol y BstEII) lo cual segun
Sambrook et al., 1989 asegura la obtencidén de construcciones con el inserto en la orientacion

deseada.
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Para tener la certeza de la direccionalidad, asi como de la presencia del inserto se optd por
secuenciar muestras de los vectores positivos a la PCR de comprobacion. Las secuencias
resultantes cubrian la secuencia total del gen CrV1 asi como del promotor y parte del terminador,
presentando ademas los sitios restrictivos de Ncol y BstEll lo cual permitié determinar que el
fragmento se encuentra en el sentido correcto y en el sitio establecido entre el promotor CaMV

35S y el terminador NOS.

El promotor es una secuencia de ADN que se encuentra aguas arriba del gen, la cual posee los
sitios de unidn para los factores de transcripcion y la polimerasa, por lo cual es en esta region
donde se inicia la transcripcion génica, determinando el espacio y tiempo en que se expresa un gen
(Addgene: Promoters, s/f; Grunennvaldt et al., 2015). EI promotor constitutivo 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV 35S) es uno de los principales promotores empleados para una alta
expresion de transgenes en plantas tanto dicotiledoneas como monocotiledoneas (Amack &
Antunes, 2020; Battraw & Hall, 1990), proporcionando asi un amplio uso de la construccion

obtenida para la expresion de CrV1 en gran diversidad de cultivos.

El terminador también es un elemento génico importante en la expresion del transgén. Este se
encuentra aguas abajo del gen y contiene las regiones que determinan el final de la transcripcion,
la escision del pre-ARNm y la poliadenilacidn del extremo 3’ lo cual, es de suma importancia para
la exportacion y estabilidad del transcrito en la planta (De Felippes & Waterhouse, 2023); en este

caso se empleo el terminador de la nopalina sintasa de Agrobacterium tumefaciens.

La construccidn obtenida se puede emplear posteriormente para la transformacion genética
de plantas empleando el método de transformacién mediada por Agrobacterium, puesto que se
trabajé con un vector binario. Aunque se espera que se pueda aplicar a gran variedad de cultivos,

la construccion se disefié especificamente para la transformacion de cruciferas. Estudios anteriores
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han demostrado la accién inmunosupresora de genes de PDV (Asgari et al., 1997; Bitra et al.,
2012; X. Li & Webb, 1994; Suderman et al., 2008; Thoetkiattikul et al., 2005); en el caso de una
de las plagas de las cruciferas, el lepidoptero Pieris rapae, se ha descrito la actividad
inmunosupresora del gen CrVV1 del PDV de C. rubecula el cual actda despolimerizando de los
filamentos de actina de los hemocitos provocando la muerte del lepiddptero, es por ello que se
opt6 por emplear el gen CrV1. Ademas de actuar sobre los hemocitos de P. rapae seria deseable
que el gen pueda actuar de igual manera en otras plagas, principalmente lepidopteros de
importancia como Manduca sexta, Plutella xylostella y Spodoptera exigua, lo cual requiere futuros

estudios.
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V1. Conclusion

Se logré amplificar la secuencia codificante del gen CrVV1y, su posterior clonacion debajo
del promotor CaMV 35s en el vector de transferencia pPCAMBIA1301, empleando el método
tradicional con las enzimas de restriccion Ncol y BstEll. Se confirmé mediante las técnicas de
PCR en colonia y secuenciacion que la construccion pPCAMBIA1301-CrV1 se construyo conforme
a lo esperado. El vector construido en el presente trabajo es apto para la transformacion de plantas
en general, lo cual se espera en un futuro sea de utilidad para combatir plagas, principalmente
lepiddpteros, siendo el uso de genes de PDVs con actividad insecticida una alternativa
prometedora contra el uso de pesticidas disminuyendo los impactos ambientales y econémicos que

estos conllevan.
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