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Resumen

R. radiobacter es una bacteria que ha tenido un gran impacto la modificacion genética de
plantas, dado su mecanismo para realizar la transferencia de genes entre especies, por lo que
se han buscado alternativas mas viables, mas rentables, més rapidas y con mejor eficiencia
para realizar la integracion de genes de interés. El presente trabajo se realizé mediante el
método de congelacion — descongelacion para realizar la incorporacion del vector
pCAMBIA1301 — CrV1 en cepas quimiocompetentes de E. coli DH5a y posteriormente la
transferencia de su DNA plasmidico a una cepa quiomiocompetente de R. radiobacter para
obtener una clona que contenga el gen CrV1 y mediante el mecanismo que utiliza esta
bacteria poder introducir este gen de interés en células indiferenciadas in vitro de cultivos de
cruciferas. CrV1 es un gen inmunosupresor proveniente de un polydnavirus Cotesia rubecula
que es un endoparasitoide que es control biologico del parasitoide Pieries rapae que ataca a
cultivos de cruciferas. De la transformacion de R. radiobacter se obtuvieron 32 cepas las
cuales se les realizo su comprobacién mediante PCR con cebadores especificos del fragmento
de interés, asi como con los cebadores especificos para pPCAMBIA 1301, de estos productos
se realiz6 una seleccidn de las cuatro cepas mas puras y se realizd una segunda comprobacion
por medio de PCR, donde se logrd determinar el éxito de la transformacion. Se obtuvo un
resultado positivo con la amplificacidn del fragmento de interés con los cebadores especificos
de este, asi como una estabilidad en los controles negativos. Las cepas seleccionadas se
crecieron en medio YEB con los antibidticos kanamicina y rifampicina para después pasar a

su preservacion en glicerol al 50% para su posterior uso.

Palabras clave:

Rhizobium radiobacter que contiene el vector pPCAMBIA — CrV1



. Introduccion

Rhizobium radiobacter (R. radiobacter) anteriormente Agrobacterium tumefaciens (Tiwari &
Beriha, 2015) es una bacteria fitopatdgena que se encuentra en el suelo, esta invade e infecta
a la mayoria de las plantas dicotiledoneas (Rahman et al., 2023), se ha descubierto que el
mecanismo de infeccion se lleva a cabo mediante heridas que son producidas de manera
natural en las plantas, produciendo de esta manera una enfermedad llamada “agalla de la

corona” (Hwang et al., 2017).

Esta bacteria se introduce a partir de células muertas originadas en la herida e infecta las
celulas vivas introduciendo un segmento de su DNA (el plasmido Ti), al ingresar este DNA
utiliza la maquinaria de la célula vegetal para producir compuestos que sirven para la
reproduccion de R. radiobacter, asi como la generacion descontrolada de células para llevar

a cabo la proteccion de la bacteria (Kreuzer & Massey, 2014).

Entre estos compuestos se encuentran las fitohormonas que permiten modificaciones en los
haces vasculares (floema y xilema) proporcionando un flujo constante y abundante de agua,
asi como un aumento de la produccidn de auxinas y citocinas esenciales para la agalla

(Jiménez, 2022).

La enfermedad tumoral conocida como agalla de la corona era desconocida hasta en 1897,
cuando Fridiano Cavara trabajé con una enfermedad causante de tumores en las vides de los
jardines botanicos de Napoles que son proliferaciones cancerosas en el tejido del tallo. Entre
sus trabajos se describe su logro mas grande al aislar a la bacteria causante de esta enfermedad

(Ferrin Suéarez, 2020).



Esta enfermedad afecta a mas de 100 especies de plantas, el nombre de agalla de corona se
caracteriza por crecimientos parecidos a los tumores que se forman en las coronas de las
plantas (Joy & Hudelson, 2005). Se sabe que R. radiobacter infecta principalmente plantas
dicotiledoneas, solo algunas pocas monocotiledoneas y solo en algunas ocasiones puede

llegar a infectar a plantas gimnospermas (Shah, 2013).

R. radiobacter logra producir esta enfermedad a través de una transferencia de material
genético, este proceso se lleva a cabo mediante la entrega de DNA — T proveniente de las
células bacterianas y transferido a una planta huésped que es llevado a cabo por un sistema

de secrecion bacteriana de tipo IV (T4SS) (Hwang et al., 2017)

Investigaciones han revelado la existencia de genes bacterianos y vegetales que son
responsables de la formacidn de los tumores. R. radiobacter lleva a cabo la transformacion
genética en las plantas en presencia de dos componentes genéticos microbianos esenciales

que se encuentran localizado en el plasmido Ti bacteriano (Hwang et al., 2017)

Figura 1. Enfermedad de la agalla de la corona causada por R. radiobacter (Tzotzos et al.,

2009).



I. Objetivos
2.1 Objetivos generales
- Transferir el gen CrV1 a clonas de R. radiobacter para utilizar su mecanismo de
transferencia de genes y provocar la modificacion genética de plantas.
2.2 Objetivos especificos
- Obtener una clona de R. radiobacter transformada que contenga el fragmento CrV1.

- Realizar la verificacién de las clonas de R. radiobacter.



3.1 Morfologia de R. radiobacter

Rhizobium radiobacter es una bacteria Gram negativa, con forma de bastdn que esta rodeada
de una pequefia cantidad de flagelos (Ashraf et al., 2012), alargada y mide de 0.6 uM de
ancho por 1.5 — 3 uM de largo, no forma esporas, son mdviles al tener un flagelo polar o
subpolar, o de dos a seis flagelos peritricos. Estos flagelos pueden tener una longitud de hasta

cuatro o cinco veces la célula bacteriana, las células pueden estar solas o agrupadas y tienen

capsula (L6pez, 1991)

R. radiobacter se diferencia de otras bacterias que solo contienen un cromosoma, ya que este
contiene dos cromosomas (Shah, 2013), un cromosoma bacteriano circular (2.8 Mb) y un
cromosoma lineal (2.1 Mb) (Ren et al., 2022), ademas, contiene dos grandes plasmidos (450
y 195 kb) (Shah, 2013), en donde se incluye el plasmido Ti que es el responsable de iniciar

el proceso de infeccion, asi como el movimiento del DNA al ndcleo de la célula (Jiménez,

2022).

Revision de literatura

/y DNA-T
{

/

" Plasmido Ti

Rhizobium
radiobacter

\%\ Cromosoma

bacteriano

Figura 2. Morfologia de R. radiobacter (Kreuzer & Massey, 2014).



3.1.1 Plasmido Ti

El plasmido Ti estd compuesto por una molécula circular de doble cadena cerrada la cual
contiene genes que confieren la patogenicidad (Jiménez, 2022) vy este tiene un tamafio
aproximado de 160 — 240 kb, dentro del cual se localiza el DNA-T con un tamafio
aproximado de 15 — 30 kb, ademas de una region del gen de virulencia (vir) que son
responsables de la generacion de los tumores durante la infeccion (Rahman et al., 2023)
siendo estos, dos de los tres de los componentes necesarios dentro del plasmido Ti para llevar
a cabo la transformacién de la célula vegetal, siendo el tercer componente tres loci de

virulencia que se encuentra en el cromosoma (havA, chvB y pscA) (Montesinos et al., 2003).

También dentro de este plasmido se encuentran genes implicados en la deteccidn de quorum,
de conjugacion del plasmido Ti (loci tra y trb (Matthysse, 2006), asi como la region rep que
es necesaria para la replicacion del plasmido Ti y el catabolismo de las opinas (Montesinos

et al., 2003).

Produccién de citocininas Sintesis de opinas

Borde derechode DNA-T
Produccion de auxinas

Coni L.
Borde izquierdo de DNA-T onjugacion

Plasmido Ti

Regidn de virulencia . i
Metabolismo opino

Origen de replicacion

Figura 3. Plasmido Ti de R. radiobacter y sus componentes (Oliver et al., 2011).



3.1.1.1 Region T 0o DNA-T

ElI DNA — T es transferido a la célula huésped para su expresion dando asi origen a la
generacion de tumores (Matthysse, 2006). EI DNA — T estd compuesto por bordes
especializados, un borde derecho y un borde izquierdo de 25 pb aproximadamente de largo,

secuencias directamente repetidas (Shah, 2013).

Ademas, contiene tres genes de los cuales dos se denomina oncogenes que son encargados
de producir mitégenos (auxinas y citoquininas), que son los encargados de llevar a cabo la
produccion acelerada del crecimiento y division celular dando origen asi a los tumores y un
tercer gen llamado opine (aminoacidos raros) que son genes que produce octopina, nopalina,
agropina, succinamopina que son usados como carbono y nitrégeno para Rhizibium (Rahman

etal., 2023)

El tamafio del DNA — T varia de tamafio segun el tipo de plasmido y solo los bordes que lo

delimitan son reconocidos durante el proceso de transferencia (Rodriguez et al., 2012).

3.1.1.2 Region vir

La region de virulencia se localiza al lado izquierdo del segmento de DNA-T, esta region
contiene genes que son los encargados de llevar a cabo el proceso de infeccion por lo que se
consideran esenciales para llevar a cabo la transferencia de genes (Kreuzer & Massey, 2014),
dentro de sus funciones principales se encuentra la deteccion de compuestos fenolicos, en el
procesamiento del DNA — T en el plasmido Ti, asi como la secrecion del DNA — T y proteinas
vir, ademas de eventos dentro de la célula huésped para la transferencia y la integracion del

DNA — T en el genoma del huésped (Rodriguez et al., 2012).



La region de virulencia (vir), esta constituido por un operén con ocho genes principales VirA,
virB, virC, virD, VirE, virF, virG y virH, que es regulado por una secuencia promotora de 12

pb en donde se une especificamente la proteina VirG fosforilada (Milena et al., 2005).

El gen virA sintetiza una proteina que actia como sensor ambiental, que se encarga de la
deteccion de pH acidos (5 — 5.5), temperatura, monosacaridos, asi como de compuestos
fenolicos, mientras que virB contiene 11 genes, que son esenciales para llevar a cabo la
tumorogénesis asi como la sintesis de proteinas presentes en la membrana interna o externa
y que son responsables de la salida de la cadena — T de la célula bacteriana y la entrada a la
célula vegetal, excepto virB1. El gen virC codifica las proteinas VirC1l y VirC2 que son
necesarias para la transferencia del DNA-T, mientras que el operon virD codifica proteinas
requeridas para llevar a cabo el corte de las secuencias del borde de DNA — T. El gen virE
codifica dos proteinas (VirEl y VirE2), donde VirEl es la encargada del transporte de la
proteina VirE2 de Rhizobium a la célula vegetal, el operdn virG es el encargado de codificar
un producto que es el activador de la transcripcion de otros genes vir y estos genes vir son
regulados por las proteinas VirA, VirG, asi como todo el proceso de infeccion (Montesinos

etal., 2003).

vird virB virG  virC virD virkl

L L L1 L]

Figura 4. Region vir de R. radiobacter y sus genes principales (Montesinos et al., 2003).



3.1.1.3 Catabolismo de opinas

El plasmido Ti posee una regién que confieren a los tumores un metabolismo nitrogenado
particular por compuestos especificos de bajo peso molecular llamados opinas que son
productos de la condensacion de acidos organico y aminoacidos (disacaridos) y que son
utilizados como fuente de carbono y nitrogeno o fosforo (Montesinos et al., 2003), dentro de
las cuales se pueden encontrar las octopinas, nopalinas, agropinas, nopalinas entre otras, que
sirven como fuente de carbono y nitrégeno para el desarrollo de R. radiobacter por lo que se
consideran de gran importancia, ya que juegan un papel ecologico, promoviendo un ambiente
altamente especifico para R. radiobacter que es altamente toxico para bacterias oportunistas,
ademas de favorecer la expresion de factores de virulencia y una mejor comunicacion

bacteriana (Jiménez, 2022).

3.2 Mecanismo de transferencia del plasmido Ti

R. radiobacter tiene una capacidad de movilidad a través de la pelicula del agua en el suelo
por unas estructuras Ilamadas “flagelos™ (Weir & Dalzell, 2020).El mecanismo de
transformacion comienza cuando R. radiobacter detecta compuestos fenolicos que son
producidas por heridas producidas en las plantas (Ferrin Suérez, 2020), dentro de los que se
puede encontrar acetosiringona que son reconocidos por R. radiobacter que, al llegar al sitio

de la herida, este se adhiere y transfiere su DNA — T (Shah, 2013).



3.2.1 Interaccion bacteria — planta

R. radiobacter utiliza los compuestos fenolicos generados en la herida de la planta como
moléculas de sefial que al ser detectadas y migran a través de un gradiente de concentracion

(Montesinos et al., 2003).

Al llegar al sitio de la herida se une a ella mediante fibrillas de celulosa que sintetiza para
permitir que mas bacterias queden atrapadas en la superficie de la herida (Shah, 2013).
Ademas, dos proteinas, una proteina similar a la vitronectina y una proteina de union a
ricoadhesina, se han propuesto como responsables de esta unién, aunque ain no se ha
demostrado por analisis genéticos, ademas de genes cromosomicos de virulencia chvA, chvB,

psvA que también estan implicados en esta unién (Montesinos et al., 2003).

Figura 5. Unidn de R. radiobacter a la célula huésped (Montesinos et al., 2003).



3.2.2 Reconocimiento de R. radiobacter a la célula huésped

Al llegar a la célula huesped R. radiobacter activa los genes vir que se encuentran en el
plasmido Ti, este proceso comienza con la proteina VirA que le transfiere un fosfato a la
proteina VirG que se encuentra en el citoplasma y esta promueve la activacion de las demas
proteinas de virulencia formando de esta manera el sistema de secrecion tipo 1V (Jiménez,

2022).

Se ha reportado que existen aztcares (glucosa y galactosa) que funcionan como inductores,
estos azlcares son detectados por una proteina ChvE que es sintetizada por un gen
proveniente del cromosoma de Rhizobium. Con la ayuda de estos azucares los genes vir
pueden ser expresados a concentraciones mas bajas de compuestos fendlicos (Lee Lan Ying &

Gelvin Stanton B., 2008).
3.2.3 Transferencia e integracioén del DNA-T

Una vez que los genes vir empiezan a transcribirse inicia la sintesis de la cadena — T, que son
reconocidas por proteinas codificadas en el operén virD que reconoce las secuencias
terminales que delimitan el DNA — T (Montesinos et al., 2003). Las proteinas VirD1 tiene
actividad endonucleasa que se encarga cortar el DNA — T del plasmido Ti en el extremo 57,
mientras la proteina VirD2 corta en el extremo 3° formando asi una molécula de DNA de una

sola hebra (Tapia E, 2014).

Después la proteina VirD2 se une a la cadena — T a través de un residuo de tirosina al extremo
5°de cada cadena rota. La fuerte unidn que tienen la proteina VirD2 hacia la cadena — T le
confiere una polaridad que asegura que el extremo 5 entre primero al nucleo de la célula

huésped (Montesinos et al., 2003).
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La union de la proteina VirD2 a la cadena T se denomina “complejo de transferencia” (Milena
et al., 2005). Este proceso se lleva a cabo mediante el pilus que esta4 formado por proteinas
VirB (VirBl a VirB11) y VirD4. Durante el proceso de transferencia también se transportan
proteinas como VirE2, VirE3, VIrE>5, VirF que se encargan de brindarle proteccion al contra

las nucleasas vegetales (Shah, 2013).

Para poder introducir el fragmento de DNA — T, Rhizobium tiene que romper la barrera de la
pared celular para lo cual utiliza proteinas de virulencia llamadas VirB1 a VirB11 y VirD4
que le permiten introducir el DNA-T a través de la pared celular de la planta (Weir & Dalzell,

2020).

Segun estudios, se menciona que las proteinas VirD4 y VirE2 contienen secuencias de
localizacion nuclear (NLS), las cuales estan implicadas en el transporte del DNA — T al
ndcleo (Hwang et al., 2017).La proteina VirF, una vez dentro de la célula vegetal junto con
el complejo T proteolizan a VirE2 y, de esta manera se elimina VirE2 del complejo T, lo que

permite que la integracion del DNA-T sea mas facil (Shah, 2013).

Una vez dentro del ndcleo de la célula vegetal, el DNA-T se integra al DNA vegetal mediante
rupturas, que al ser reparadas integran el DNA-T. EI DNA vegetal se ve modificado
genéticamente al tener el fragmento de DNA de Rhizobium (Weir & Dalzell, 2020).Una vez
integrado el DNA — T este es expresado por la célula vegetal, provocando de esta manera que
los niveles de hormonas vegetales aumenten, causando una division celular descontrolada

que da como resultado la formacién de tumores (Lee Chil Woo et al., 2009).
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Se ha reportado que las plantas han desarrollado mecanismos de proteccion para Rhizobium,
entre ellos se encuentra los patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP), los cuales
provocan un estallido de reacciones que termina con la muerte celular programada de la
planta (Lee Chil Woo et al., 2009).0tro mecanismo reportado es la activacion de enzimas
para romper el DNA — T antes de su llegada al nucleo de la célula vegetal (Weir & Dalzell,

2020).

3.3 R. radiobacter desarmado

Para la obtencion de una cepa de R. radiobacter que no cause la enfermedad de la agalla de
la corona se tuvo que eliminar los genes (oncogenes), que son los responsables de la
produccion de los tumores. Esto sin afectar los genes vir y reemplazando de esta manera el
DNA-T por un gen de interés que se desee transferir a una planta (Kreuzer & Massey, 2014),
ademas de eliminar los genes OPS responsables de la sintesis de opinas que se encuentran en
la region del DNA — T. Para llevar a cabo este proceso se debe introducir a una cepa de R.
radiobacter el plasmido foraneo con regiones homologas al DNA — T y un gen de resistencia
a antibioticos. Al llevarse a cabo el proceso de recombinacion entre el plasmido foraneo y el
plasmido Ti se elimina el DNA — T y se introduce al plasmido Ti el gen que contiene la
resistencia a antibioticos que permitira la identificacion de la nueva cepa de Rhizobium

desarmada (Diaz Granados & Chaparro-Giraldo, 2012).

Durante este proceso se conservan las secuencias importantes para integrar el DNA-T
(Eckardt, 2006)que delimitan los sitios de origen y terminacién de la transferencia del DNA-
T (Van Montagu & Zambryski, 2017).Se sabe que los genes que participan en la sintesis de

opinas y auxinas no son necesarias para la transferencia del DNA — T (Milena et al., 2005).
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Figura 6. Estructura del plasmido Ti desarmado de R. radiobacter (Bevitori, 2014).

3.4 Transformacion de R. radiobacter por el método congelacion — descongelacion

Para llevar a cabo la introduccion de DNA plasmidico exdgeno en otras células se han
utilizado muchos métodos, dentro de los cuales destaca los procesos quimicos porque son
mas faciles de llevar a cabo, eso sin contar su rentabilidad (Singh et al., 2010). Autores como
Mandel e Higa entre otros en 1970 describieron que este método utiliza una difusion pasiva
que genera lesiones en la pared y membrana permitiendo asi de esta manera al DNA ingresar

a la célula (Holsters et al., 1978).

Este método se ha utilizado como una forma de alterar las células que es provocado por el
crecimiento de cristales de hielo durante el proceso de congelacion (Tian et al., 2010). La
obtencion de células competentes mediante cloruro de calcio (CaCly), seguido de un choque
térmico, ambos pasos son importantes para poder facilitar la adsorcion del DNA dentro del
citoplasma de la célula (Garcia Cérdenas et al., 2019), que implica la modificacidén quimica

de la membrana celular, seguida de la absorcidn fisica del DNA extrafio (Benny et al., 2022).
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Se estima que la eficiencia de transformacion por este método es entre 102 y 103
transformantes por Pg de DNA. Dentro de las ventajas de este método es que no es necesario

un equipo especializado (Wise et al., 2006).
3.5 Vectores binarios

En los primeros intentos por introducir genes en el DNA — T implican manipulaciones
genéticas complicadas debido al tamafio de los plasmidos Ti, por sus bajas copias en
Rhizobium, los dificiles procesos para aislar y la imposible replicacion en E. coli (Lee Lan Ying

& Gelvin Stanton B., 2008)

En 1980 se llevaron a cabo investigaciones para el desarrollo de vectores que permitieran
llevar a cabo la transformacion de plantas superiores, se logré eliminar el DNA-T de tipo
salvaje que es causante del desarrollo de los tumores y que inhibe la regeneracion de las

plantas, dando lugar a cepas de Rhizobium desarmadas (Komari et al., 2006a).

Esta investigacién dio a conocer que las regiones de virulencia (vir) y de DNA — T de los
plasmidos Ti se pueden dividir en dos replicones separados, este sistema se denomind
“sistema binario de T-DNA" (Lee Lan Ying & Gelvin Stanton B., 2008), en donde uno de los
replicones contiene el DNA-T, mientras que el otro contiene los genes virales (Komari et al.,

2006).

Este disefio permite separar la regién de DNA-T en un plasmido méas pequefio de los genes
de virulencia y de esta manera obtener un plasmido Ti avirulento. Este vector puede
replicarse tanto en E. coli como en R. radiobacter o tener dos replicones donde uno sea para

E. coli y el otro para R. radiobacter (Lee et al., 2012).
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Este sistema esta completamente activo cuando las funciones vir y el DNA — T se encuentran

ubicados en replicones compatibles separados en Rhizobium (An et al., 1989).

3.5.1 Estructura de los vectores binarios

Un vector binario estda compuesto por un DNA-T que estd delimitado por secuencias
fronterizas como el borde derecho (RB) y el borde izquierdo (LB), contiene multiples sitios
de clonacion (Komori et al., 2007a), asi como un gen marcador seleccionable para plantas
que les confieren resistencia a antibidticos, en plantas dicotiledéneas se ha utilizado con
mayor frecuencia la kanamicina, también el vector binario contiene un gen informador y

otros genes de interés (Komori et al., 2007b).

Los RB y LB son secuencias repetidas de 25 pb, al llevarse a cabo el proceso de transferencia
las endonucleasas VirD1/VirD2 llevan los cortes en la 3era y 4ta base de esta manera durante
este proceso el DNA-T se encuentra limitado por los nucleétidos 4-25 del LB, mientras que
del RB se encuentran los nucleétidos 1-3 (Lee Lan Ying & Gelvin Stanton B., 2008), por lo que
son considerados como los unicos elementos cis esenciales para llevar a cabo la transferencia
del DNA — T, ademas cuentan con sitios de clonacion (MCS) que son componentes genéticos
gue normalmente se clonan en los vectores binarios, asi como un gen marcador de seleccién
para transformacion de plantas que debe expresarse en los callos de las células para facilitar

la transformacion (Komari et al., 2006b).

La columna vertebral del vector tiene sitios de replicacion en plasmidos tanto de E. coli como
de R. radiobacter, genes marcadores para la seleccion de bacterias (Komori et al., 2007a),
funciones para la movilizacion de plasmidos entre bacterias y otros compuestos accesorios

(Komori et al., 2007Db).
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Figura 7. Estructura del sistema de un vector binario (Petri, 2005).

3.6 Vector pCAMBIA 1301

La transformacion en plantas se realiza mediante la transferencia directa de DNA, por lo que
se ha buscado vectores que sean mas eficientes, la generacion de un nimero mayor de copias,
asi como un mejor rendimiento de DNA y un mejor tamafio. Por lo que se han desarrollado
una serie de vectores pPCAMBIA derivados de los vectores pPZP para mejorar estos
problemas. El vector pCAMBIA se ha utilizado para mejorar la transformacion genética

mediada por Rhizobium.

Entre las ventajas de la utilizacion de vectores pPCAMBIA se pueden encontrar un alto
namero de copias en E. coli lo que permite un mejor rendimiento en la extraccion de DNA
plasmidico, asi como que contiene un replicon pVS1 que le permite tener una mejor
estabilidad en Rhizobium, un tamafio pequefio, que tiene un marcador de seleccion de
resistencia bacteriana y de plantas correspondiente al antibidtico Kanamicina (Kan)

(Leclercq et al., 2015).
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Figura 8. Componentes principales del vector pPCAMBIA 1301 (Snapgene)
3.7 Cotesia rubecula

Las avispas parasitoides se diferencian de otros insectos en que se pueden desarrollar dentro
o fuera de otros artropodos, existen grupos de avispas que son parasitoides idiobiontes que
ataca al huésped y este queda paralizado por la hembra antes de la oviposicién o los
koinobiontes que atacan al huésped, se alimentan y crecen durante las primeras etapas del
parasitismo (Harvey et al., 2016). Las avispas del género Cotesia son endoparasitoides que
han sido usados para el control bioldgico de otros insectos. Este proceso lo lleva a cabo la
avispa hembra que coloca sus huevecillos dentro de orugas y estas al llevar a su etapa de

larva se alimentan del huésped (Gauthier et al., 2021).
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Estos endoparasitos han desarrollado mecanismos que les ha permitido protegerse del
sistema inmunolégico del huésped y de esta manera lograr sobrevivir y desarrollarse dentro
del huésped. Los mecanismos que se han reportado se mencionan la “regulacion activa local”
que se considera una estrategia pasiva en la cual los huevecillos del endoparasitoide es
recubierto por componentes protectores, mientras que las estrategias activas se basan en una
infeccion materna que se lleva a cabo durante la introduccion de los huevos dentro del

huésped.

Dentro de estos factores estan los venenos, polydnavirus (PDV), particulas similares a virus
(VLP) y proteinas ovaricas, cada uno de estos factores dependera directamente de la especie

del parasitoide (Teng et al., 2016).

El endoparasitoide Cotesia glomerata y Cotesia rubecula son avispas cuyo origen radica en
Europa, son consideradas como control bioldgico de Pieris rapae, sin embargo C. glomerata
ataca principalmente a Pieris brassicae y solo en unas ocasiones a P. rapae, siendo de esta
manera considerado asi a C. rubecula como el principal control bioldgico de P. rapae (Vyas

et al., 2020).

C. glomerata ataca a las larvas de P. rapae durante el quinto estadio cuando el dafio es mayor
debido a la alimentacién de la larva, a diferencia de C. rubecula que ataca a esta larva durante
el primer y segundo estadio, matdndola en el cuarto estadio cuando el dafio por la

alimentacion de la larva es menor (HerliHy et al., 2012).
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Una vez llevado a cabo el proceso de parasitacion los genes del bracovirus Cotesia rubecula
(CrBV) se expresan en la larva del huésped P. rapae en un tiempo prolongado de 4 a 12 horas
dando lugar a la produccién de proteinas para desactivar el sistema inmune del huésped

(Glatz et al., 2003).
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Figura 9. Ciclo de vida de Cotesia rubecula y etapa donde intervienen los polydnavirus

(Strand & Burke, 2012).
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3.7.1 Polydnavirus

Los insectos huéspedes responden a objetos extrafios formando una capsula en su superficie
de multiples capas de hemocitos, por lo que los endoparasitoides han desarrollado
mecanismos evolutivos que permiten evitar o suprimir esta respuesta de encapsulamiento,
entre los cuales estan factores maternos como los genes de polydnavirus (PDV) (Asgari,
2006), estos genes se consideran una evolucion importante ya que aseguran la supervivencia

de las larvas del endoparasitoide (Glatz et al., 2003).

Estos PDV viven en asociacion con avispas parasitoides, que son insectos que viven
libremente cuando son adultos y en la etapa larvaria (polillas y mariposas) ponen sus huevos

dentro o fuera de otros insectos (Strand & Burke, 2012).

Los PDV fueron descubiertos entre los afios 1960 y 1970 cuando se analizan los tractos
reproductivos de unas especies de insectos llamadas avispas parasitoides y solo son
producidos por avispas que pertenecen a las superfamilias Ichneumonidae y estas a su vez se
subdividen en dos familias, Braconidae e Ichneumonidae, los PDV producidos por estas dos

familias son morfolégicamente diferentes entre si.

Fueron reconocidos como PDV porque estos se replican en las células del caliz de las avispas,
morfolégicamente parecen virus, empaquetan acido nucleico, son infecciosos y contienen

genes que se transcriben después de la infeccion de los huéspedes (Strand & Burke, 2015).

Los PDV se han reconocido como un grupo de virus de DNA bicatenario (DNAdS), estos se
encuentran en el cromosoma de la avispa como un provirus y se transmite de generacion en
generacion de forma vertical. Su genoma estd constituido por segmentos circulares de

DNADbC (Kumar & Kim, 2014).
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La segmentacion suele ser externa, pueden llegar a tener hasta 28 segmentos de DNA con un
tamarfio del genoma de aproximadamente 250 kb por lo que se hace una comparacion con los
virus de ARN que de igual manera se encuentra segmentado, pero en una menor cantidad,
con lo que se cree que los PDV tuvieron que pasar por muchos procesos evolutivos que les

permitio llegar a una segmentacion de su genoma viral (Webb & Cui, 1998).

Los PDV se inyectan en el hemocele de un huésped durante la oviposicién junto con el huevo
del parasitoide como se muestra en la figura 10, asi como otras secreciones proteicas
maternas (Glatz et al., 2004a), sin embargo, estos no se replican en las células huéspedes ya

que el DNA empaquetado no contiene genes relacionados con su replicacion (Asgari, 2006).

Avispa parasitoide

Oviscapto

/

4 .. .
Polidnavirus —~—«-

Huevo de avispa

Figura 10. Mecanismo de introduccion de polydnavirus en huésped de avispa parasitoide

(Roossinck, 2011).
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También se introduce un veneno de la glandula venenosa que provoca alteraciones
fisiologicas completas que es un factor beneficioso para aquellos endoparasitoides que
carecen de PDV, el cual permite protegerse del sistema inmunoldgico (Teng et al., 2016).
Ademas, este veneno esta asociado a la paralisis, asi como a la detencién del desarrollo del

huésped (Asgari, 2006).

Estos PDV ingresan a células del hemacito y células grasas del huésped, las transcripciones
del virus se detectan durante las primeras horas de la parasitacion. El bracovirus de C.
rubecula se ha destacado por generar cuatro productos genéticos que estan relacionados con

la inactivacion reversible del sistema inmunoldgico celular (Glatz et al., 2004a).

3.7.1.1 Genes de polydnavirus

Se han reportado la proteina tirosina fosfatasa (PTP) que pertenece a una familia de genes de
Bracovirus que provocan la desfosforilacion de las proteinas dianas ocasionando una
interrupcion de los ciclos de quinasa/fosfatasa que participan en multiples procesos en el
desarrollo y la inmunidad del huésped. Entre otras esta las proteinas CpBV — ELP1 que es
codificada por el bracovirus Cotesia vestalis (CvBV) que suprime las poblaciones de

hemocitos ((Ye et al., 2018).

Entre otros genes que se han reportado estan los genes de virulencia que participan en la
desactivacion del sistema inmunoldgico del huésped dentro de los cuales se encuentran los
genes Glc, Ank de BV e IV, los genes Egf y el gen BV15B que estd implicada en el

crecimiento del anfitrion ((Strand & Burke, 2015).

Se han logrado encontrar otros genes especificos de polydnavirus del género Cotesia, dentro

de los que se pueden encontrar EP1, histona viral H4 y CrV1 (Kumar & Kim, 2014).
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El gen CrV1 es un gen encapsulado que se expresa como una transcripcién unica en los
hemocitos del huésped, este es secretado por las células infectadas al suero y al interactuar
con la superficie de los hemocitos que provoca la despolimerizacion de los componentes

estructurales de actina citoplasmatica (Glatz et al., 2004a).
3.7.1.1.1 GenCrV1l

Segun estudios se ha determinado que el bracovirus de Cotesia rubecula (CrBV) solo genera
cuatro productos genéticos en la larva huésped, encontrandose al gen CrV1 como el principal
que se expresa en el huésped (Wei et al., 2016), que es el responsable de codificar una
glicoproteina que permite inactivar los hemocitos del huésped y de esta manera se impide el

encapsulamiento del 6vulo del parasitoide (Glatz et al., 2003).

Crvl es un gen encapsidado que se expresa como una transcripcion tnica (Glatz et al., 2004b)
y una vez que esta proteina ingresa, desestabiliza el citoesqueleto del huésped, dentro de lo
que se sabe de la proteina CrV1 es que es incubado en la hemolinfa y absorbido por los
hemocitos, pero esta proteina no es absorbida en ausencia del plasma hemolinfa (Asgari &
Schmidt, 2002). También se sabe que no existe un receptor para CrV1 en los hemocitos, sino

que es necesario formar un complejo con un factor plasmético (Schmidt et al., 2005).
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IV.  Métodos y materiales

En el desarrollo de este trabajo se llevaron a cabo procedimientos para obtener clonas de

Rhizobium radiobacter transformadas con un vector binario que acarrea el gen CrV1 del

polidnavirus de C. rubecula, el procedimiento general para este fin, esta esquematizados en

la figura 11).
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Figura 11. Esquema general metodologico para la obtencion de cepas transformadas de R.

radiobacter.
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4.1 Transformacion de E. coli Dh5e con vector p CAMBIA-CrV1

El vector pCAMBIA — CrV1, previamente construido, se usd para transformar la cepa
quimio-competente de E. coli Dh5a por el método choque térmico. Se comenzo6 tomando dos
microtubos de 1.5 mL previamente congelados, al primer microtubo se le adicioné 100 ng
del vector pPCAMBIA — CrV1 y 100 pL de células competentes de E. coli. A un segundo
microtubo se le adiciond 1 pL del agua ultrapura estéril y 100 uL de células competentes de

E. coli, que sirvié como control negativo.

Se colocaron ambos microtubos en hielo por 30 minutos, después se realizd un choque
térmico a 42 °C por 30 segundos, pasado esto se colocaron nuevamente en hielo por 5
minutos y se le adiciond 1 mL de medio de cultivo LB liquido (caldo de lisogenia) a cada
uno de los tubos. Se dejo incubar las células a 37°C y 200 rpm (revoluciones por minuto)

durante dos horas.

Una vez culminado el tiempo de incubacion se sembraron las células transformadas en cajas
Petri con medio agar-LB (12.5gr /L- 25 gr/L) adicionadas con el antibi6tico kanamicina (50

pg /mL) y se incubaron a 37°C por 12 horas.

4.2 Extraccion del vector - pCAMBIA - CrV1

Las colonias que resultaron de la transformacion se inocularon en 5 mL de medio LB liquido

(25 gr/L) con kanamicina (g/mL), se incubaron a 37 °C y 180 rpm por 12 horas.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se paso a realizar la extraccion del DNA
plasmidico mediante el estuche comercial de purificacion de DNA plasmidico Wizard Plus

SV Minipreps (Promega, USA).

25



Se comenzo transfiriendo el medio con el crecimiento bacteriano a un tubo de 5 mL, se
centrifugd por 5 minutos a 13000 rpm para descartar el sobrenadante y se seco el tubo
invirtiendo sobre un papel secante para eliminar el exceso del medio. Se afadieron 250 puL
de la solucién de resuspension celular al tubo de 5 mL y, se resuspendié completamente el
sedimento celular mediante agitacion vertical y se transfirié a un tubo de microtubo estéril

de 1.5 mL.

Se agregaron 250 pL de la solucién de lisis celular y se mezcld invirtiendo el microtubo 4
veces, se incub6 hasta que la resuspension de células se aclar6 (cinco minutos
aproximadamente) a temperatura ambiente, después se afiadieron 10 pL de la solucién de
proteasas alcalina y se mezcl6 invirtiendo el microtubo nuevamente 4 veces y se incubé
durante cinco minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 350 pL de solucién de

neutralizacion y se mezcl6 inmediatamente invirtiendo el microtubo 4 veces.

Se centrifugo el lisado bacteriano a 13000 rpm en una centrifugadora durante 10 minutos a
temperatura ambiente, se prepararon unidades de purificacion de DNA plasmidico donde se

inserté una columna de centrifugacion en un tubo de recoleccion de 2 ml.

Una vez llevada a cabo la centrifugacion se transfirio el lisado aclarado (aproximadamente
850 pL) a la columna, se evitd alterar o transferir el precipitado blanco con el sobrenadante
y posteriormente el sobrenadante se centrifugd nuevamente a 13000 rpm en una
microcentrifuga durante 1 min a temperatura ambiente. Se retiro la columna del microtubo
de recoleccion y se desechd el flujo del tubo de recoleccion, se volvio a insertar la columna
en el tubo de recoleccion, se agregaron 750 ul de la solucion de lavado de columna,
previamente diluida con etanol al 95% a la columna de centrifuga, se volvio a centrifugar a

13000 rpm en una centrifuga durante 1 min a temperatura ambiente.
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Se retird la columna y se desecho el filtrado, se repitio el procedimiento de lavado con 250
ML de solucion para posteriormente volver a centrifugar a maxima velocidad durante dos
minutos a temperatura ambiente. Finalmente se transfirié la columna de centrifuga a un
microtubo nuevo y estéril de 1.5 mL y se hidrato el DNA del plasmidico agregando 100 pL
de agua libre de nucleasas a la columna de centrifuga. Se centrifugd a maxima velocidad
durante un minuto a temperatura ambiente en una microcentrifuga. Se retiré el microtubo de
1.5 mL y se desechd la columna de centrifugacion y se guardé el DNA plasmidico purificado

a—20 °C.
4.3 Electroforesis del DNA plasmidico

Para comprobar el éxito de la extraccion del DNA plasmidico, se realiz6 una electroforesis,
donde se carg6 la muestra de DNA plasmidico del paso anterior en un gel de agarosa al 1%

y se visualizd en un fotodocumentador Axygen™,

El gel se coloco en una camara de electroforesis donde se sumergio en amortiguador TAE
1X (Tris-acetato 40mM, EDTA 1 mM, pH 8+/-0,2), se tomd 4 pl de cada reaccion y se
homogenizo con 2.4 ul de amortiguador de carga (5x Buffer + Diamond Nuclei Acid Dye,

ambos de Promega™ USA), que posteriormente se colocé en el gel de agarosa.

4.4 Amplificacion de DNA plasmidico por PCR con cebadores (NCOCRF — bstcrR) y

(PBINNOST - 986-1005CC)

El fragmento CrV1 se amplific6 mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizando los cebadores NCOCRF — bstcrR, al igual que los cebadores PBINNOST — 986-
1005CC (Tablas 1) para lo cual se utiliz6 un termociclador Axygen® MaxyGene Il donde

se utilizaron las Tm (62°C) y (51°C) respectivamente.
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Tabla 1. Secuencia de cebadores utilizados durante el estudio.

Cebadores Secuencia Tm (°C)
NCOCRF 5 ATACCATGGATGTCACTCGTCAAAAGTGC ¥ 63°C
BStcrR 5 ATAGGTCACCTCAGATGCTACATATAGGGA 3 61°C
62-84Pcamv 5GTCACTTTATTGTGAAGATAGT 3 51°C
396-74CR 5 TCCACTGGATAATTCACTAATA 3 49°C
GUSF 5TCGTCCGTCCTGTAGAAA 3 52°C
GUSR 5 TTCACCGAAGTTCATGCC 3 55°C
Tabla 2. Programa de termociclador utilizado para PCR
Temperatura Tiempo Ciclos
94 °C 5 min 1
94 °C 30s
Tm de Cebadores 30s 35
72 °C 30s
72 °C 90 s 1
4°C 0o
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Tabla 3. Componentes de la reaccion de PCR

Volumen de reaccién para 25 pL
Componentes Volumen Concentracion final
GoTaq® Green Master Mix, 2X 12 uL 1X
Cebador foward, 10 uM 0.25-2.5uL 0.1-1.0 uM
Cebador reverse 10 uM 0.25-2.5uL 0.1-1.0 uM
DNA 1-5puL <250ng
Agua libre de nucleasas hasta 25 uL N.A.

Primero se realizaron tres reacciones de PCR con los cebadores NCOCRF — bstcrR (Tabla
1), para lo cual se hizo mezcla de reaccion con los componentes de reaccion (Tabla 3) sin

adicionar el DNA.

Después se tomaron tres microtubos de PCR a los cuales se le afiadié 1 pL de DNA donde el
primer microtubo se le colocé el plasmido pCAMBIA — CrV1, a un segundo microtubo un 1
pL del vector pPCAMBIA 1301 y a un tercer microtubo 1 pL por agua ultrapura estéril en
lugar de DNA. A cada tubo se le adiciond la mezcla de reaccion para obtener un volumen

total de 10 pL.
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Figura 12. Region de reconocimiento en la secuencia de los cebadores NCOCRF — bstcrR

en el vector pPCAMBIA — CrV1.

Se realizé una segunda PCR, con las mismas reacciones de 10 uL, pero usando los cebadores

PBINNOST - 986-1005CC mostrados en la Tabla 1.

Para comprobar el éxito de amplificacion del DNA plasmidico con los cebadores, se realizé
una electroforesis, donde se cargaron los productos de PCR en un gel de agarosa al 1% y se

visualiz6 en un fotodocumentador Axygen™.
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4.5 Cultivo y amplificacion de R. radiobacter

Se inocul6 R. radiobacter en 2 mL en medio de cultivo YEB (16.24 gr /L), al cual se le
adiciono el antibidtico rifampicina (50 pg/ mL) y se dejaron crecer las células durante toda

la noche a una temperatura entre 25 — 28 °C con agitacion (220 — 250 rpm).

4.6 Preparacion de cepas de R. radiobacter quimiocompetentes mediante Cloruro de

Calcio (CaCl2)

Se tomaron los 2 mL de cultivo inoculado para inocular 50 mL del mismo medio en un matraz

de 250 mL hasta lograr hasta que la DO600 del cultivo esté entre 0 y 1,5.

Se centrifugaron las células a 10 000 g durante 10 minutos a 4 °C, se desech0 el sobrenadante

y se resuspendio en 5 mL de CaCl2 mM frio y se repiti6 la centrifugacion.

Se desecho el sobrenadante y se resuspendieron las células en 1 mL de CaCl2 mM frio y se
prepararon alicuotas de 100 pL de la solucién celular en microtubos de 1.5 mL y se guardaron

a—80 °C.

4.7 Transformacion de R. radiobacter con el DNA plasmidico con el vector pCAMBIA

— CrV1 por el método de congelacion / descongelacion.

Se utiliz6 el DNA plasmidico que fue extraido de E. coli el cual contenia el vector pPCAMBIA

—CrV1 para llevar a cabo la transformacion de la cepa quimio competente de R. radiobacter.

Para ello se tomaron tres microtubos de 1.5 mL, al primer tubo se le adicion6 1 pL del vector
pCAMBIA — CrV1 y 100 uL de células quimiocompetentes previamente preparadas de R.

radiobacter, se tomo un segundo microtubo de 1.5 mL y se le adicioné 1 pL del agua
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ultrapura estéril y 100 pL de células competentes de R. radiobacter. A un tercer microtubo
de 1.5 mL se le adicioné 1 pL del vector pPCAMBIA - CcV1y 100 pL de células competentes
de R. radiobacter, estos Gltimos tubos de reaccion sirvieron como controles negativos para

determinar el éxito de la transformacion.

Una vez preparados los microtubos de reaccion se colocaron siempre en hielo, pasando
posteriormente por un choque térmico en nitrégeno liquido por cinco minutos, para
posteriormente pasar por un proceso de descongelacion durante 10 minutos a temperatura
ambiente, una vez descongeladas las muestras se adiciond a cada microtubo 1 mL de medio
YEB vy se incubd de entre 25 a 28°C durante un periodo de tiempo de 2 a 4 horas con

agitacion.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se centrifugaron los microtubos en una
microcentrifuga a 2500 rpm durante 10 min, se desechd 600 pL de medio y se resuspendieron
las células nuevamente y estas se sembraron sobre placas Petri con medio agar-YEB (15
gr/L-16.24gr /L) que contenian los antibidticos kanamicina (50 mg/ mL) y rifampicina (50

mg/ mL) y se dejo crecer a una temperatura de entre 25 a 28°C por 48 horas.
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4.8 Obtencion de colonias de R. radiobacter transformadas y comprobacion de mediante

PCR.

Se obtuvieron 32 cepas de R. radiobacter transformadas y se tomaron para ser diluidas en
microtubos de 1.5 mL, donde se le habia adicionado previamente 10 pL de agua ultrapura
estéril para ser resuspendidas. Una vez resuspendidas las cepas se les realizo una
amplificacion por PCR con los cebadores 62-84PCAM — 396-74Cr, asi como con los

cebadores GusF — GusR (Tabla 1), para su comprobacion en reacciones de 10 pL.

Primero se realizaron 40 ciclos de reaccion de 10 pL en microtubos de PCR con los cebadores
62-84PCAM — 396-74Cr, para lo cual se hizo una mezcla de reaccion con los componentes

de reaccion sin adicionar la cepa transformada (Tabla 3).

Se realizo una PCR para cada una de las cepas transformadas, asi como para determinados
controles negativos. Entre los controles negativos se utilizé el vector pPCAMBIA 1301, es

decir sin el gen CrV1 y agua ultrapura estéril.

Para esta reaccion de PCR se utilizé el programa mostrado en la Tabla 2 donde se utiliz6 una

Tm de 50 °C.
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Figura 14. Regiodn de reconocimiento en la secuencia de los cebadores 62-84PCAM — 396-

74Cr en el vector pPCAMBIA - CrV1.

Siguiendo la misma metodologia anterior se realiz6 una segunda PCR con los cebadores
GusF — GusR, donde de igual manera se realizaron 40 ciclos de reaccion, donde se incluian
controles positivos y negativos. Como controles negativos se encontraba R. radiobacter

transformado con el vector NLPC y el agua ultrapura estéril, asi como R. radiobacter nativo

como control positivo.

Para esta reaccion de PCR se el programa mostrado en la Tabla 2 donde se utiliz6 una Tm

de 53 °C.
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Figura 15. Region de reconocimiento en la secuencia de los cebadores GusF - GusR en el

vector pPCAMBIA 1301.

Con los productos obtenidos de las reacciones de la PCR se realizo electroforesis en gel de

agarosa al 1% para su comprobacion y se visualizd en un fotodocumentador Axygen™.

El gel se colocd en una camara de electroforesis donde se sumergié en Amortiguador TAE
1X (Tris-acetato 40mM, EDTA 1 mM, pH 8+/-0,2), se toméd 4 pl de cada reaccién y se

homogenizo con 2.4 ul de amortiguador de carga.

Una vez observado los productos de la PCR, se realizo una seleccién de las cuatro cepas mas
puras y se inocularon en 5 tubos de 10 ml con 5 mL de medio YEB liquido (16.24 gr/ L) con
los antibidticos kanamicina (50 mg/ mL) y rifampicina (50 mg/ mL), se incubaron a una

temperatura entre 25 a 28 °C por toda la noche.
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Transcurrido el tiempo de incubacion se tomo de cada uno de ellos 1 pL de cultivo que fue
colocado en un microtubo de 1.5 mL y se resuspendié en 199 pL de agua ultrapura estéril

(1:200 pL).

Después se realizd nuevamente dos PCR con los juegos de cebadores 62-84PCAM — 396-

74Cry GusF — GusR (Tabla 1).

Primero se realizaron una mezcla de los componentes de PCR con los cebadores 62-84PCAM
— 396-74Cr (Tabla 1) para 6 reacciones de PCR de 10 pL usando los cebadores, entre las
reacciones se incluyeron dos controles negativos dentro de los cuales se encontraron R.
radiobacter nativo y agua ultrapura estéril, donde se uso el programa de PCR con una Tm de

50 °C.

De igual manera se realizd otra mezcla de los componentes de PCR (Tabla 3) para 6
reacciones de 10 pL usando los cebadores GusF y GusR (Tabla 1), donde se incluy6 un
control positivo R. radiobacter nativo, asi como un control negativo que fue el agua ultrapura
estéril, donde se utilizd el programa de PCR mostrado en la Tabla 2 donde se usé una Tm

de 53 °C.

Los productos obtenidos de las reacciones de la PCR se corrieron en geles de agarosa al 1%

para su comprobacion y se visualizé en un fotodocumentador Axygen™.

El gel se colocd en una camara de electroforesis donde se sumergié en Amortiguador TAE
1X (Tris-acetato 40mM, EDTA 1 mM, pH 8+/-0,2), se tomd 4 pl de cada reaccion y se

homogenizo con 2.4 pl de amortiguador de carga.
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V. Resultados

5.1 Obtencion de DNA plasmidico

La extraccion de DNA plasmidico (figura 16), permitié la obtencion del vector pPCAMBIA
—CrV1, el plasmido obtenido fue utilizado como sustrato para realizar PCR con los cebadores
especificos del gen CrV1, NCOCRF y bstcrR permitio su amplificacion. Como resultado de
la PCR se demostrd que efectivamente tanto el vector contiene el fragmento CrV1, como la

extraccion fue exitosa.

Figura 16. Extraccion del plasmido pCAMBIA — CrV1 de E. coli.
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Figura 17. Gel de electroforesis de los productos de PCR usando cebadores NCOCRF —

bstcrR.

Como se muestra en la Figura 17, en el carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular
de 1Kb (Mn), en el carril 2 se encuentra el fragmento CrV1 que se amplifico con los
cebadores NCOCRF y bstcrR, mientras en el carril 3 es el control negativo donde se cargé el
producto de PCR utilizando el vector pPCAMBIA 1301 como ADN blanco, asi como en el

carril 4 agua ultrapura estéril que fueron usados como controles negativos de la PCR.
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5.2 Obtencion de colonias transformadas de R. radiobacter con DNA plasmidico con el

fragmento CrV1

La transformacion de R. radiobacter por método congelacion-descongelacion se logro
determinar mediante su crecimiento en medio de cultivo agar-YEB, sobre placas Petri que
contuvieron los antibidticos kanamicina y rifampicina, donde se obtuvieron 32 colonias como
se muestra en la Figura 18, donde se puede observar en las placas a, b, ¢, d, mientras que la

placa e se logra observar el control negativo, que demuestra que R. radiobacter contiene el

vector pPCAMBIA — Crvl.

Figura 18. Colonias de R. radiobacter transformadas con DNA plasmidico con fragmento

CrV1.
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5.3 Productos de PCR de R. radiobacter transformadas con el fragmento CrV1

De las colonias resultantes de R. radiobacter transformadas, se realizé PCR utilizando los
cebadores 62-84PCAM — 39674CR (Figura 14), donde se logré determinar la amplificacion
en todas las colonias, que se corroboro mediante un gel de agarosa como se muestra en la

Figura 19.
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Figura 19. Gel de electroforesis con productos de PCR de colonias de R. radiobacter

transformadas utilizando cebadores 62-84PCAM — 396-74CR.
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En los geles se logra observar del carril 1 al 9 y del carril 10 al 16 el resultado de las cepas
transformadas que logran su amplificacion con los cebadores 62-84PCAM — 396-74CR, asi
como los controles negativos que se encuentran en el carril 18 donde se encontraba la cepa
de R. radiobacter transformada con el vector pPCAMBIA 1301, en el carril 19 R. radiobacter
y en el carril 20 el agua ultrapura estéril, mientras que el carril 10 se encontraba el marcador

molecular.

De la segunda PCR de las colonias transformadas de R. radiobacter utilizando los cebadores

GusF y GusR como se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Gel de electroforesis con productos de PCR de colonias de R. radiobacter

transformadas utilizando cebadores GusF — GusR.
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En los geles se logra determinar las 32 cepas transformadas de R. radiobacter donde se logra
observar del carril 1 al 10 y del carril 12 al 16, asi como el control positivo que se encuentran
en el carril 18 donde se encontraba la cepa de R. radiobacter transformada con el vector

pCAMBIA1301 que logro su amplificacion con los cebadores GurF y GusR.

Mientras que los controles negativos se encontraron en el carril 19 donde se usé R.
radiobacter y en el carril 20 el agua ultrapura estéril, mientras que el carril 11 se encontraba

el marcador molecular en ambos geles.
5.4 Productos de la seleccion de cepas transformadas puras.

De las colonias del paso anterior, se selecciond la numero 2 del segundo gel, la cual amplifica
con los cebadores 62-84PCAM — 396-74 CR, pero no con los cebadores GusF — GusR. Dicha
colonia fue suspendida en agua ultrapura y sembrada en una placa de agar-YEB (15 gr/L-

16.24qgr /L) + rifampicina (50 mg/ mL) + kanamicina (50 mg/ mL)

Se realizo la seleccion de las cuatro cepas transformadas de R. radiobacter con el vector
pCAMBIA — CrV1 las cuales fueron mas puras. Una vez llevada a cabo la seleccién de las
cepas de R. radiobacter puras se realizé una PCR con los mismos cebadores 62-84PCAM —
39674CR y los cebadores GusF y GusR. Los productos se cargaron en un gel de agarosa

como se muestra en la Figura 21.
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Figura 21. Segunda comprobacion de cepas de R. radiobacter con cebadores 62-84PCAM

—396-74CR y los cebadores GusF y GusR.

Se puede observar en la Figura 21a donde se utilizaron los cebadores 62-84PCAM — 396-
74CR la amplificacion de las cepas seleccionadas las cual su tamafio es de 699 pb que se
encontraban en los carriles 1 al 4, asi como sus respectivos controles negativos entre 1os
cuales estuvo R. radiobacter transformado con el vector pPCAMBIA 1301 que se encontro
en el carril 5 el vector pPCAMBIA 1301 y agua ultrapura estéril en el carril 6 asi como el

marcador molecular que se encontraba en el carril 7.

En la figura 21b se logr6 determinar la amplificacion del control positivo del gen Gus, el
cual fue R. radiobacter transformada con el vector nativo pPCAMBIA1310 gue se encontraba
en el carril 6 con un tamafio de 2023 pb, mientras las cepas transformadas con el vector
pCAMBIA — CrV1 que se encontraban en los carriles del 2 al 5 salieron negativas, al igual

que la reaccion del carril 7 en el cual se encontraba la reaccion del agua ultrapura esteéril.

Dado estos resultados se puede decir que estas cuatro colonias estan transformadas de manera
exitosa. Asi como que el pPCAMBIA — CrV1 se transfirio de manera eficiente y se encontraba

estable dentro de R. radiobacter.
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VI. Discusién

Durante la elaboracion de este proyecto se logro transformar R. radiobacter con el vector
pCAMBIA — CrV1. Para lo cual primero se realizo la clonacion de CrV1 en un vector binario
(PCAMBIA1301) y después una transformaciéon en E. coli para la amplificacion del vector y
prosiguiendo de una transformacion en R. radiobacter (G. Jyothishwaran, 2007), este

procedimiento se realizé mediante el método de congelacion — descongelacion.

Aunque se sabe que existen otros métodos de transformacion como el apareamiento
triparental, la electroporacion (Benny et al., 2022), asi como la conjugacion (Morton & Fuqua,

2012).

En el método de apareamiento triparental se necesita utilizar dos cepas de E. coli (Benny et
al., 2022), donde la primera cepa porta un plasmido conjugativo (autotransmisible) que
codifica proteinas que son utilizadas como puente de apareamiento y la transferencia de si

mismo o de otro plasmido a las células receptoras.

Mientras que la segunda cepa (cepa donante) que transporta (plasmido movilizable) los genes
de interés para R. radiobacter (Wise et al., 2006). Sin embargo, este método necesita al
menos de cinco a seis dias para lograr la transformacion, asi como se limita a cepas que

contienen el gen Mob (Mazzola et al., 2007).

Otro método es la electroporacion, que utiliza un campo eléctrico que le permite aumentar la
permeabilidad de la membrana celular bacteriana, absorbiendo asi el DNA (Kaman-Toth et

al., 2018).
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Sin embargo, su recuperacion de las transformantes depende de la capacidad que tiene la
membrana para volver a ensamblarse, asi como de las células al sobrevivir al choque que a
su vez va a depender de la relacion de la intensidad del campo eléctrico y de su duracion del

pulso (Wise et al., 2006).

La eficiencia de transformacion por este método depende del tamafio del plasmido, dado que
plasmidos muy grandes disminuyen dicha transformacion (Wise et al., 2006), también se han
reportado poca confiabilidad de transformacion por este método en cepas particulares de
R. radiobacter (McCormac et al., 1998), ademas de que requiere un equipo costoso y la alta
densidad es uno de los factores limitantes, siendo el método congelacion — descongelacion el

mas conveniente y menos costosa a diferencia de los otros métodos (Benny et al., 2022).

Otras de sus desventajas es la regeneracion de la planta y la tendencia al insertar copias
multiples del transgén en el genoma de la planta (Silva, 2012), sin mencionar que este método
solo puede ser aplicable en protoplastos lo que provoca tener que llevar a cabo cultivo de

tejidos muy laboriosos (Lyselle R., 2017).

La conjugacion es un método mas complicado y laborioso que la electroporacién, pero dentro
de sus ventajas esta su eficiencia para introducir DNA plasmidicos que deben mantenerse o
para el uso de plasmidos muy grandes (Morton & Fuqua, 2012), este método requiere del
contacto fisico entre el receptor y el donante que contiene el plasmido conjugativo (Gémez

Arias et al., 2018).
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Por lo cual durante este experimento se realizd en base al método congelacion y
descongelacion por ser un método que logra superar a la electroporacion, al apareamiento
tridimensional y la conjugacion por ser mas rapido, econémico al no ser necesario un equipo
especializado. Ademas de contar con este método se definieron puntos de apoyo que permitio

aseguran la comprobacién de la transformacion.

El primer punto que se utilizé durante este experimento para determinar el éxito de la
transformacion se determind a través de marcadores de seleccion (genes seleccionables) que
contenia el vector que nos permiten reconocer las células de E. coli y R. radiobacter que

fueron transformadas (genes de resistencia a antibioticos).

Estos genes marcadores de seleccion son generalmente de origen microbiano que codifican
proteinas que permiten su crecimiento celular en presencia de antibi6ticos o herbicidas (Pilar

Carbonero, 1997).

El vector pPCAMBIA — CrV1 contiene el gene de resistencia a Kanamicina. Una vez que se
llevd a cabo su integracion en el DNA plasmidico en E. coli le confirid esta propiedad y al
pasarlo a un medio de crecimiento con este antibidtico, permiti6 su crecimiento y a su vez la
seleccion de las células transformadas que contenian el fragmento, que posteriormente sirvio
para realizar su transformacion en R. radiobacter la cual contiene genes de resistencia a

Rifampicina, obteniendo una cepa transformada con resistencia a ambos antibidticos.

Que finalmente al someterse a un medio de cultivo con ambos antibidticos se logro
determinar que efectivamente eran cepas de R. radiobacter con el vector pPCAMBIA — CrV1

el cual contenia el fragmento de interés.
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El segundo punto para la comprobacién de la transformacion fue a través de pruebas
moleculares como fue la PCR donde se utilizaron cebadores especificos del fragmento CrV1
que permitieron flanquear y comprobar por medio de geles de agarosa y posteriormente

observar en el fotodocumentador.

El tercer punto con el que se verificé el éxito de la transformacion tanto en E. coli como en
R. radiobacter fue el uso de controles positivos y negativos que fueron utilizados durante
todo el experimento que fueron puntos de apoyo para determinar el éxito de la
transformacion. Donde los controles negativos indican que no existe contaminacion y los
controles positivos son productos conocidos o productos que se espera que suceda que se

sabe que va a suceder dandole las condiciones necesarias.

Estos controles se introdujeron durante el crecimiento de las células transformadas de E. coli
y R. radiobacter en medios nutritivos en placas Petri, asi como también en las reacciones de
PCR donde se logré amplificar las regiones de interés y determinar las cepas puras que

lograron tener el vector pPCAMBIA — CrV1.

Estos controles son de gran importancia ya que si existiera una variable durante el
experimento los controles se verian afectados, asi como que la transformacion y de esta

manera se corrobora antes de seguir a un siguiente punto.

Dentro de lo esperado con la transformacion en R. radiobacter es obtener una cepa que
contenga el vector pPCAMBIA — CrV1, el cual contiene el gen CrVV1 del polidnavirus de C.
rubecula, que el cual se espera que mediante el mecanismo de transformacion, esta bacteria
logre su transferencia a células indiferenciadas (callo) del cultivos de cruciferas para después

lograr generar una planta genéticamente modificada que logre contrarrestar el ataque de
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P. rapae que como se ha mencionado es un parasito de este cultivo y tiene un gran efecto

perjudicial en este cultivo.

El uso de estas alternativas ha sido explotado usando polidnavirus para inducir la mortalidad,
asi como el control bioldgico de plagas y de esta manera generar plantas genéticamente
modificadas que puedan expresar moléculas que son toxicas para los insectos que puedan ser
usadas como biopesticida permitiendo reducir las péerdidas agricolas, asi como el uso de

pesticidas quimicas usadas en campos reduciendo la contaminacion ambiental.

Este organismo con genes de polidnavirus finalmente debera ser aprobado como control de
insectos plaga en diferentes ambientes para evaluar los efectos adversos, asi como su riesgo

ambiental (Rodriguez Pérez, 2000).
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VII. Conclusién

Se logro generar clonas de R. radiobacter las cuales contienen el gen CrV1 que es un
polydnavirus proveniente de C. rubecula, el cual por medio del uso del principio de un vector
binario se incorporé al vector pPCAMBIA1301 y a traves del método congelacion —
descongelacion, se logro su incorporacion de este vector en una cepa quimiocompetentes de
E. coli, seguido de su incorporacion en una cepa quiomiocompetente de R. radiobacter, las
cuales se les realizo su comprobacion mediante PCR donde se usaron los cebadores
NCOCRF, bstcrR y 62-84Pcamv, 396-74CR respectivamente, obteniendo las

amplificaciones esperadas y determinando la presencia de nuestro gen de interés.

Asi como también se realiz6 su comprobacion usando los cebadores GusF, GusR para
determinaron que las cepas obtenidas durante el ensayo fueran puras y no existiera riesgo de

patogenicidad y evitar problemas futuros que pudieran afectar otros estudios.

Una vez obtenidas estas clonas obtenidas se preservaron para sus estudios posteriores, donde
podrén ser utilizadas para generar plantas genéticamente modificadas mediante el cultivo in
vitro de células indiferenciadas y lograr generar una planta que logre combatir al parasito P.

rapae que es una plaga de importancia en el cultivo de las cruciferas.

El uso de vectores binarios para la incorporacion de genes de interés, asi como para la
transformacion genética en plantas es una alternativa mas amigable que contribuye a reducir
el impacto que tienen los herbicidas y plaguicidas en el medio ambiente, de esta manera

lograr el combate de plagas de importancia econémica.

49



VIIIl. Bibliografia

An, G., Ebert, P. R., Mitra, A., & Ha, S. B. (1989). Binary vectors. Plant Molecular Biology Manual,
29-47. https://doi.org/10.1007/978-94-009-0951-9 3

Asgari, S. (2006). Venom proteins from polydnavirus-producing endoparasitoids: Their role in host-
parasite interactions. Archives of Insect Biochemistry and Physiology, 61(3), 146—156.
https://doi.org/10.1002/ARCH.20109

Ashraf, M., Ahmad, M. S. A., Oztiirk, M., & Aksoy, A. (2012). Crop production for agricultural
improvement. In Crop Production for Agricultural Improvement (Vol. 9789400741164).
Springer Netherlands. https://doi.org/10.1007/978-94-007-4116-4

Benny, A,, Alex, S., Soni, K. B., Anith, K. N., Kiran, A. G., & Viji, M. M. (2022). Improved
transformation of Agrobacterium assisted by silver nanoparticle. BioTechnologia. Journal of
Biotechnology Computational Biology and Bionanotechnology, 103(3), 311-317.
https://doi.org/10.5114/BTA.2022.118673

Bevitori, R. (2014). Documentos 300 Transformacgdo genética de arroz (Oryza sativa L.) mediada
por Agrobacterium tumefaciens: conceitos bdsicos e protocolo Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria Embrapa Arroz e Feijdo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.
www.embrapa.br/arroz-e-feijao

Diaz Granados, C., & Chaparro-Giraldo, A. (2012). METODOS DE TRANSFORMACION GENETICA DE
PLANTAS. Revista U.D.C.A Actualidad &amp; Divulgacion Cientifica, 15(1), 49-61.
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50123-
42262012000100007&Ing=en&nrm=iso&tlng=es

Eckardt, N. A. (2006). A Genomic Analysis of Tumor Development and Source-Sink Relationships in
Agrobacterium-Induced Crown Gall Disease in Arabidopsis. The Plant Cell, 18(12), 3350.
https://doi.org/10.1105/TPC.107.050294

Ferrin Sudrez, X. (2020). Agrobacterium tumefaciens: descubrimiento, ciclo de vida, .

G. Jyothishwaran, D. K. T.S. S. M. S. P. K. R. and C. J. (2007). A modified freeze—thaw method for
efficient transformation of Agrobacterium tumefaciens on JSTOR.
https://www.jstor.org/stable/24099118

Garcia Cardenas, S. Y., Ruvalcaba Hidrogo, D. G., Alvarado Gonzdlez, C. C., Géme Fierro, M. G.,
Judrez Acosta, O. E., Espinoza Duarte, M. R., & Espino Solis, G. P. (2019). Comparacién de la
eficiencia de transformacién entre diferentes cepas de E. coli. Tecnociencia Chihuahua, 13(2),
112-120. https://vocero.uach.mx/index.php/tecnociencia/article/view/434/375

Gauthier, J., Boulain, H., van Vugt, J. J. F. A., Baudry, L., Persyn, E., Aury, J. M., Noel, B.,
Bretaudeau, A., Legeai, F., Warris, S., Chebbi, M. A., Dubreuil, G., Duvic, B., Kremer, N.,
Gayral, P., Musset, K., Josse, T., Bigot, D., Bressac, C., ... Drezen, J. M. (2021). Chromosomal
scale assembly of parasitic wasp genome reveals symbiotic virus colonization.
Communications Biology 2021 4:1, 4(1), 1-15. https://doi.org/10.1038/s42003-020-01623-8

50



Glatz, R., Schmidt, O., & Asgari, S. (2003). Characterization of a novel protein with homology to C-
type lectins expressed by the Cotesia rubecula bracovirus in larvae of the lepidopteran host,
Pieris rapae. The Journal of Biological Chemistry, 278(22), 19743—-19750.
https://doi.org/10.1074/JBC.M301396200

Glatz, R., Schmidt, O., & Asgari, S. (2004a). Isolation and characterization of a Cotesia rubecula
bracovirus gene expressed in the lepidopteran Pieris rapae. Journal of General Virology,
85(10), 2873-2882. https://doi.org/10.1099/VIR.0.80307-0/CITE/REFWORKS

Glatz, R., Schmidt, O., & Asgari, S. (2004b). Isolation and characterization of a Cotesia rubecula
bracovirus gene expressed in the lepidopteran Pieris rapae. The Journal of General Virology,
85(Pt 10), 2873-2882. https://doi.org/10.1099/VIR.0.80307-0

Gdémez Arias, L. Y., Gdmez Daza, S., NUfiez Zarantes, V., Gdmez Arias, L. Y., Gdmez Daza, S., &
Nufiez Zarantes, V. (2018). Estandarizacién de protocolos de transformacion genética en
Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens para la generacién de una coleccién de
constructos génicos. Ciencia En Desarrollo, 9(2), 9-16.
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50121-
74882018000200009&Ing=en&nrm=iso&ting=es

Harvey, J. A., Fei, M., Lammers, M., Kos, M., Zhu, F., Heinen, R., Poelman, E. H., & Gols, R. (2016).
Development of a solitary koinobiont hyperparasitoid in different instars of its primary and
secondary hosts. Journal of Insect Physiology, 90, 36—42.
https://doi.org/10.1016/J.JINSPHYS.2016.05.006

HerliHy, M. V, Van DriescHe, G., abney, M., broDeur, J., Delaney, D., FleiscHer, J., Gruner, D.,
HarMon, J. P., HeiMPel, G., kuHar, P., MaunD, M., sHelton, M., seaMan, J., skinner, M., &
yearGan, V. (2012). DISTRIBUTION OF COTESIA RUBECULA (HYMENOPTERA: BRACONIDAE)
AND ITS DISPLACEMENT OF COTESIA GLOMERATA IN EASTERN NORTH AMERICA.

Holsters, M., de Waele, D., Depicker, A., Messens, E., van Montagu, M., & Schell, J. (1978).
Transfection and transformation of Agrobacterium tumefaciens. MGG Molecular & General
Genetics, 163(2), 181-187. https://doi.org/10.1007/BF00267408/METRICS

Hwang, H.-H., Yu, M., & Lai, E.-M. (2017). Agrobacterium-mediated plant transformation: biology
and applications. The Arabidopsis Book, 15, e0186. https://doi.org/10.1199/TAB.0186

Jiménez, E. S. (2022). CONTROL BIOLOGICO DE Agrobacterium tumefaciens MEDIADO POR
BACTERIAS NATIVAS EN LA AGALLA DE LA CORONA CAMPUS MONTECILLO POSTGRADO DE
FITOSANIDAD FITOPATOLOGIA.

Joy, A., & Hudelson, B. (2005). Crown Gall. https://pddc.wisc.edu.

Kaman-Téth, E., Pogany, M., Dankd, T., Szatmari, A., & Bozsé, Z. (2018). A simplified and efficient
Agrobacterium tumefaciens electroporation method. 3 Biotech, 8(3), 148.
https://doi.org/10.1007/513205-018-1171-9

o1



Komari, T., Takakura, Y., Ueki, J., Kato, N., Ishida, Y., & Hiei, Y. (2006a). Binary vectors and super-
binary vectors. Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.), 343, 15—-41.
https://doi.org/10.1385/1-59745-130-4:15

Komari, T., Takakura, Y., Ueki, J., Kato, N., Ishida, Y., & Hiei, Y. (2006b). Binary vectors and super-
binary vectors. Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.), 343, 15-41.
https://doi.org/10.1385/1-59745-130-4:15

Komori, T., Imayama, T., Kato, N., Ishida, Y., Ueki, J., & Komari, T. (2007a). Current Status of Binary
Vectors and Superbinary Vectors. Plant Physiology, 145(4), 1155-1160.
https://doi.org/10.1104/PP.107.105734

Komori, T., Imayama, T., Kato, N., Ishida, Y., Ueki, J., & Komari, T. (2007b). Current status of binary
vectors and superbinary vectors. In Plant Physiology (Vol. 145, Issue 4, pp. 1155-1160).
American Society of Plant Biologists. https://doi.org/10.1104/pp.107.105734

Kreuzer, H., & Massey, A. (2014). Gene Transfer in Plants by Agrobacterium tumefaciens.
Molecular Biology and Biotechnology, 329-333.
https://doi.org/10.1128/9781555816100.CH22

Kumar, S., & Kim, Y. (2014). Point mutagenesis reveals that a coiled-coil motif of CrV1 is required
for entry to hemocytes to suppress cellular immune responses. Comparative Biochemistry
and Physiology Part A: Molecular & Integrative Physiology, 177, 27-34.
https://doi.org/10.1016/J.CBPA.2014.07.017

Leclercq, J., Szabolcs, T., Martin, F., & Montoro, P. (2015). Development of a new pCAMBIA binary
vector using Gateway® technology. Plasmid, 81, 50-54.
https://doi.org/10.1016/J.PLASMID.2015.07.003

Lee Chil Woo, Efetova Marina, Engelmann Julia C, Kramell Robert, Wasternack, C., Ludwig-Mdller,
J., Hedrich, R., & Deeken, R. (2009). Agrobacterium tumefaciens Promotes Tumor Induction
by Modulating Pathogen Defense in Arabidopsis thaliana. The Plant Cell, 21(9), 2948.
https://doi.org/10.1105/TPC.108.064576

Lee Lan Ying, & Gelvin Stanton B. (2008). T-DNA Binary Vectors and Systems. Plant Physiology,
146(2), 325-332. https://doi.org/10.1104/PP.107.113001

Lee, S., Su, G., Lasserre, E., Aghazadeh, M. A., & Murai, N. (2012). Small high-yielding binary Ti
vectors pLSU with co-directional replicons for Agrobacterium tumefaciens-mediated
transformation of higher plants. Plant Science, 187, 49-58.
https://doi.org/10.1016/J.PLANTSCI.2012.01.012

Lépez, M. (1991). Capitulo 11 Género Agrobacterium.

Lyselle R. (2017). Optimizacion de la transformacion genética via Agrobacterium tumefaciens
(Smith y Townsend) Conn en Phaseolus vulgaris L.

Matthysse, A. G. (2006). The Genus Agrobacterium. The Prokaryotes, 91-114.
https://doi.org/10.1007/0-387-30745-1_5

52



Mazzola, L., Paull, R., Wolfe, J., Hebert, P., Sinkula, M., Luther, W., Kippen, H., Laskin, D., Yang, L.,
Watts, D. J. ; B. R., Pradeep, T., & Limbach, L. K. (2007). A modified freeze-thaw method for
efficient transformation of Agrobacterium tumefaciens. Am. J. Physiol. Lung Cell Mol. Physiol,
93(6), 517-521.

McCormac, A. C,, Elliott, M. C., & Chen, D. F. (1998). A simple method for the production of highly
competent cells of Agrobacterium for transformation via electroporation. Applied
Biochemistry and Biotechnology - Part B Molecular Biotechnology, 9(2), 155—-159.
https://doi.org/10.1007/BF02760816/METRICS

Milena, A., Fonseca, V., Rafael, ;, Isaza, A., & Kafuri, L. A. (2005). “INGENIERIA GENETICA NATURAL
APLICADA.”

Montesinos, - D Emilio, Manuel Pérez, S.-D., Jaime, A.-D., Dabrio, C., Xavier, - D, Leandro, N.-D.,
Garcia, P., Milagros Lépez, D., Beatriz, D., Jesus, L. D., De Publicacions, S., & Llop Pérez, P.
(2003). CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA PERDIDA DEL PODER PATOGENO EN
AGROBACTERIUM TUMEFACIENS.

Morton, E. R., & Fuqua, C. (2012). Unit 3D.2 Genetic Manipulation of Agrobacterium. Current
Protocols in Microbiology, CHAPTER(SUPPL.25), Unit.
https://doi.org/10.1002/9780471729259.MC03D02525

Oliver, B., Zephaniah, D., Alessandra, S., Kakoli, G., & Andrea, S. (2011). Theoretical Foundations of
Transformation in Plant Cells. https://www.researchgate.net/publication/319253190

Petri, C. (2005). Transformacion genética del albaricoquero (Prunus armeniaca L.), mediada por
Agrobacterium, y regeneracion de plantas transformadas.
https://www.researchgate.net/publication/27337129

Pilar Carbonero. (1997). PLANTAS TRANSGENICAS.

Rahman, S. U., Khan, M. 0., Ullah, R., Ahmad, F., & Raza, G. (2023). Agrobacterium-Mediated
Transformation for the Development of Transgenic Crops; Present and Future Prospects.
Molecular Biotechnology, 1-17. https://doi.org/10.1007/512033-023-00826-8/METRICS

Ren, Z., Liao, Q., Karaboja, X., Barton, I. S., Schantz, E. G., Mejia-Santana, A., Fuqua, C., & Wang, X.
(2022). Conformation and dynamic interactions of the multipartite genome in Agrobacterium
tumefaciens. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 119(6). https://doi.org/10.1073/PNAS.2115854119/-/DCSUPPLEMENTAL

Rodriguez, L., Para, R. M., El, O., De Especialista, T., Biotecnologia, E. N., Asesor, A., Yaneth, L., &
Mejia, L. (2012). ACERCAMIENTO AL ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO BIOLOGICO DE
Agrobacterium tumefaciens.

Rodriguez Pérez, M. A. (2000). Proyectos de la Secretaria de Investigacion y Posgrado del Instituto
Politécnico Nacional.

Roossinck, M. J. (2011). The good viruses: viral mutualistic symbioses. Nature Reviews
Microbiology 2011 9:2, 9(2), 99-108. https://doi.org/10.1038/nrmicro2491

53



Schmidt, 0., Glatz, R. V., Asgari, S., & Roberts, H. L. S. (2005). Are insect immune suppressors
driving cellular uptake reactions? Archives of Insect Biochemistry and Physiology, 60(4), 153—
158. https://doi.org/10.1002/ARCH.20111

Shah, J. M. (2013). Glimpses of a Century-Old Story.

Silva, R. E. (2012). Theoretical Foundations of Transformation in Plant Cells. Journal de Ciencia e
Ingenieria, 4(1), 17-26.

Singh, M., Yadav, A., Ma, X., & Amoah, E. (2010). Plasmid DNA Transformation in Escherichia Coli:
Effect of Heat Shock Temperature, Duration, and Cold Incubation of CaCl 2 Treated Cells.
International Journal of Biotechnology and Biochemistry, 6, 561-568.
http://www.ripublication.com/ijbb.htm

Strand, M. R., & Burke, G. R. (2012). Polydnaviruses as Symbionts and Gene Delivery Systems. PLOS
Pathogens, 8(7), €1002757. https://doi.org/10.1371/JOURNAL.PPAT.1002757

Strand, M. R., & Burke, G. R. (2015). Polydnaviruses: From discovery to current insights. Virology,
479-480, 393—-402. https://doi.org/10.1016/J.VIROL.2015.01.018

Tapia E. (2014). EVALUACION DE LA INTERACCION ENTRE LOS PRINCIPALES FACTORES QUE
AFECTAN LA TRANSFORMACION DE CALLO DE CRISANTEMO POR MEDIO DE
AGROBACTERIUM.

Teng, Z. W., Xu, G., Gan, S. Y., Chen, X,, Fang, Q., & Ye, G. Y. (2016). Effects of the endoparasitoid
Cotesia chilonis (Hymenoptera: Braconidae) parasitism, venom, and calyx fluid on cellular
and humoral immunity of its host Chilo suppressalis (Lepidoptera: Crambidae) larvae. Journal
of Insect Physiology, 85, 46-56. https://doi.org/10.1016/J.JINSPHYS.2015.11.014

Tian, Y., Yue, T., Yuan, Y., & Lo, M. (2010). Effects of Cell Lysis Treatments on the Yield of Coenzyme
Q10 Following Agrobacterium tumefaciens Fermentation.
https://doi.org/10.1177/1082013210366788

Tiwari, S., & Beriha, S. S. (2015). Primary bacteremia caused by Rhizobium radiobacter in neonate:
A rare case report. Journal of Clinical and Diagnostic Research, 9(10), DD01-DDO02.
https://doi.org/10.7860/JCDR/2015/15101.6598

Tzotzos, G. T., Head, G. P., & Hull, R. (2009). Setting the Context: Agriculture and Genetic
Modification. Genetically Modified Plants, 1-32. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-374106-
6.00001-1

Van Montagu, M., & Zambryski, P. (2017). Agrobacterium and Ti Plasmids. Reference Module in
Life Sciences. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-809633-8.06024-6

Vyas, D. K., Paul, R. L., Gates, M. W., Kubik, T., Harvey, J. A., Kondratieff, B. C., & Ode, P. J. (2020).
Shared enemies exert differential mortality on two competing parasitic wasps. Basic and
Applied Ecology, 47, 107—119. https://doi.org/10.1016/J.BAAE.2020.04.007

54



Webb, B. A, & Cui, L. (1998). Relationships between polydnavirus genomes and viral gene
expression. Journal of Insect Physiology, 44(9), 785—793. https://doi.org/10.1016/50022-
1910(98)00011-0

Wei, L., Perez-Rodriguez, M. A., & Rodriguez-Perez, M. A. (2016). Effect of recombinant
baculovirus expressing CrV1 protein from Cotesia rubecula bracovirus against Pieris rapae in
insecticidal toxicity. Entomological Research, 46(3), 179—184. https://doi.org/10.1111/1748-
5967.12160

Weir, R. T., & Dalzell, J. J. (2020). Agrobacterium: Soil Microbe, Plant Pathogen, and Natural
Genetic Engineer. Frontiers for Young Minds, 8. https://doi.org/10.3389/FRYM.2020.00064

Wise, A. A., Liu, Z., & Binns, A. N. (2006). Three methods for the introduction of foreign DNA into
Agrobacterium. Methods in Molecular Biology (Clifton, N.J.), 343, 43-53.
https://doi.org/10.1385/1-59745-130-4:43/COVER

Ye, X. gian, Shi, M., Huang, J. hua, & Chen, X. xin. (2018). Parasitoid polydnaviruses and immune
interaction with secondary hosts. Developmental & Comparative Inmunology, 83, 124-129.
https://doi.org/10.1016/).DCI.2018.01.007

55



