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VirB9 proteins. C : Formation of T pilus, whose main component is
VirB2, and the VirB1, VirB5 and VirB7 proteins, which interact with
host receptors. C: cytoplasm, OM : bacterial outer membrane, PP :
bacterial periplasm, IM : bacterial inner membrane.

Impart of the T complex from the host cytoplasm to the host cell
nucleus. A: The Agrobacterium VirE2, VirE3 and VirD2 proteins as
well as the cyclophilins, karyopherin a, VIP1 and VIP2 host proteins
are involved in the transport of T-DNA. B: VIP or VirE3 associates
with the T-complex acting as a molecular link with H2A histone in the
host chromatin. C: Formation of SCF-VirF (Skp1-Cullin-F-box
protein/VirF) complex. D ; Degradation of proteins of T-complex by
proteolysis machinery of the host cell through SCF-VirF complex. E:
T-strand released from proteins that facilitated their transport.

Possible mechanism of the T-DNA integration process into host
DNA.: A: Homologous recombination (HR) that requires as a
substrate T-DNA single-stranded. B: Mechanism of single-stranded
gap repair cadena sencilla (SSGR) and integration of T-DNA into
host genome. C: lllegitimate or non-homologous recombination
(NHR). D: Generally requires double-stranded T-DNA as a substrate.
E: DSB repair by the non-homologous end-joining (NHEJ) enzymes.
F: T-DNA integration into host genome.

Representaciéon esquematica de la region entre el borde derecho e
izquierdo del ADN-T del plasmido pCAMBIA2301. En verde se
muestra el promotor 35S el cual controla la expresion del gen uidA, y
en rojo se muestra el gen nptll el cual confiere resistencia a
kanamicina, de color rojo con rayas azuies el gen GUS A (uidA) y de
color celeste el terminador NOS.

Representacion esquematica de la region entre el borde derecho e
izquierdo del ADN-T del ptasmido pER10W-355Red. En verde se
muestra el promotor inducible por 17-B-estradiol el cual controia la
expresion del gen WUSCHEL y en rojo se muestra el gen nptl/ el
cual confiere resistencia a kanamicina y de color verde-amarillo la
proteina roja fluorescente que esta bajo el promotor constitutivo 358S.

Mapa de restriccion del piasmido pLH60-RFP. El promotor es de
ubiquitina, con el terminador NOS, el agente selectivo para células

vegetales es hpt, que le confiere resistencia a la higromicina y el gen
reportero es el RFP (proteina roja fluorescente)(Dsred).

Respuestas obtenidas en los segmentos de C. chinense cultivados
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Globular; B) oblogo; C) acorazonado, D) torpedo, E) cotiledonar.
Todos los cortes son tefiidos con la reaccion de PAS. P: protodermis,
ZV: zona vascular, MA: meristemo apical, PF: primordios foliares, C:
cotiledén. Barras horizontales (A-E): 200 pm.

Numero de explantes cocultivados sin reincidencia de A.
tumefaciens, después de 70 dias de cultivo con diferentes
antibioticos. n= 25

Numero de plantulas obtenidas a partir de los explantes cocultivados
con C58 pER10W-35SRed y sin cocultivar, en el medio cultivo
(MS+3R) con los tratamientos que eliminaron la bacteria (60 a 80%).
n=25

Efecto de la kanamicina en la regeneracion de los explantes sin
cocultivar de C. chinense, a la primera, segunda y tercera semana de
cultivo in vitro en medio MS adicionado con 2 mg/L de ANA, AlAy
BAP respectivamente. Cada barra representa el nimero promedio de
explantes con: (A) desarrollo radicuiar y (B) con formacién de callo.
n=25.

Evaluacién de la actividad GUS en ios explantes cocultivados con
LBA4404 pCAMBIA2301 y del tipo GUS en explantes no
cocultivados. Las barras indican el No. total de explantes tefidos de
color azul en la prueba histoquimica. n=14

Evaluacion de los explantes de C. chinense por tincion histoquimica.
A, C y E: sin cocultivar. B, D y F; cocultivados. A y B: tejido calloso
con brotes, de la C a la F: tejido calloso, G: hoja de tabaco no
cocultivada (testigo positivo) y H: hoja de tabaco cocultivada (testigo
positivo). La barra horizontal equivale para A hasta F = 0.1 cm y en
G-H=05¢cm.

Explantes cocultivados con LBA4404 pCAMBIA2301 y sin cocultivar,
a los 70 dias de cultivo con 8.9 uM ANA, 11.4 uM AIA, 8.9 uM BAP
mas antibiéticos. Barras % explantes.

Evaluacién de la actividad endégena tipo GUS en tejidos de C.
chinense al aplicar el buffer fosfato con diferentes valores de pH (6 a
8). A: embrion cigético, B: placenta, C: pericarpio, D; Séptum, E: flor,
F: calio de 60 d, G: raices de 90 d, H: tallos de 90 d, {: hojas de 90 d.

Transformacion de C. chinense y Nicotiana tabacum con el gen
reportero GUS, evaluados mediante tincién histoquimica con el
buffer fosfatos a pH 8. A y B: explantes de C. chinense. A: sin
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transformado (Dsred), que presentd mayor fluorescencia con
respecto a los callos no transformados.

Evaluation of different tissues of C. chinense transformed with C58
pER10W-35SRed. (A): Amplification of the corresponding fragment of
862 bp expected for WUSCHEL. Line 1: DNA ladder (1 Kb), 2:
pER10W-35SRed, 3: transformed stem, 4: transformed apical
meristem, 5: transformed root, 6: transformed leaf, 7; no load, 8:
stem, 9: apical meristem, 10: root, 11: leaf, and 12: mix PCR. (B):
Absense of virE fragment in transformed tissues, 1: DNA ladder (1
Kb), 2: Agrobacterium, 3: mix PCR, 4: transformed stem, 5:
transformed apical meristem, 6: transformed root, 7: transformed leaf,
8-9: no load, 10: stem, 11: apical meristem, 12: root and 13: leaf. (C)
Internal control a-tubulin. Line 1: transformed stem, 2: transformed
apical meristem, 3: transformed root, 4: transformed leaf, 5: no load,
6: stem, 7: apical meristem, 8: root, 9: leaf. (D and E) seedlings
obtained in vitro 4 months old: (D) non transformed and (E)
transformed with pER10W-35SRed. Scale bars: D-E, 2 cm.

Induced expression of WUSCHEL in transformed explants of C.
chinense with C58 pER10W-35SRed in MS medium. (A-C): After 15
days of treatment, A: without immersion, (B): with immersion only
with DMSO, (C): with immersion in 17 B-estradiol (10 uM) and (D):
after 30 days immersion in 110 uM in 17 B-estradiol. (E): Northern
reverse to detect WUSCHEL expression in stems: 1: WUSCHEL
positive control PCR product; 2: water; 3: non transformed and non
induced stem; 4: non transformed and induced stem; 5: pER10W-
35SRED induced transformed stem. Scale bars: A-B, 0.4 cm; C-D,
0.2cm.

Induced expression of WUSCHEL in transformed explants of C.
chinense with C58 pER10W-35SRed in medium MS, after 45 days of
applied the immersion treatments. A-D: not transformed explants. A:
without immersion, B: immersion only with DMSO, C: 10 uM
immersion with 17 B-estradiol. D: immersion with 110 uM 17 B-
estradiol. E-H: ftransformed explants. E: without immersion. F:
immersion only with DMSO. G and H: immersion with 10 uM 17 8-
estradiol. Scale bars: A, 1 cm; B-F: 0.4 cm; G-H: 0.3 cm.

Histological sections of segments stems of C. chinense in vitro
culture MS. A-C: not transformed stems without immersion. D-I:
transformed stems with immersion in 10 uM 17 B-estradiol. A-C:
Sections of stems showing the absence of meristematic nodules and
of somatic embyos. D-G: Sections of stems showing presence of
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En el presente trabajo se llevaron a cabo estudios para obtener plantas
transformadas in vitro de C. chinense mediante A. tumefaciens, ya que es
indispensable contar con un método de transformacién genética no solo para el
mejoramiento genético de la especie sino para el estudio y entendimiento de
genes particulares.

Ademas, C. chinense es una especie recalcitrante a la morfogénesis
(Santana-Buzzy et al., 2005; Lopez-Puc et al., 2006) y hasta la fecha no se
cuenta con un sistema de regeneracion eficiente y reproducible via
embriogénesis somatica. Por lo tanto, se decidio utilizar el gen heterdiogo
WUSCHEL, el cual en Arabidopsis thaliana tiene un rol clave durante la
embriogénesis, promoviendo la transicion del estado vegetativo al embriogénico
ylo en el mantenimiento de la identidad de las células madre del meristemo
apical del brote, floral y embriogénico (Mayer et al., 1998; Zuo et al., 2002). Por
lo tanto, la transformacion genética de C. chinense y la sobreexpresion del gen
heterdlogo WUSCHEL podria favorecer la respuesta embriogénica en esta
especie.












1.1.6 Enfermedades
C. chinense es una especie altamente susceptible a patégenos virales y
hongos (Delis et al., 2005), que ocasionan importantes pérdidas dei cuitivo.

Enchinamiento o Mulix: conocida regionalmente bajo este nombre, se
manifiesta en las hojas que cambian su color oscuro a claro, e incluso en
ocasiones hasta amarillo, se desarrolian poco y se arrugan. Esta enfermedad es
transmitida por los insectos chupadores de plantas silvestres o cultivadas (Sosa,
1985).

Phytophtora capsici: causa la marchitéz o la secadera del chile,
enfermedad que afio tras afio, genera grandes pérdidas en la produccion y
calidad del chile a nivel regional.

1.1.7 Situacion actual del cultivo de C. chinense

El Capsicum chinense Jacq., es un cultivo de gran importancia
econdmica para los productores del estado de Yucatan, ocupando el segundo
lugar después del cultivo de tomate. La mayor superficie de cultivo se encuentra
en la parte norte del estado y contribuye en méas del 80% del volumen de
produccién estatal, que en su mayor parte se comercializa y se consume en
fresco y so6lo una pequena parte se utiliza en la industria como materia prima
para la elaboracién de salsa picante (Tun, 2001).

La reconocida tradicidén yucateca en el cultivo y consumo de C.
chinense ha permitido que este producto se ofrezca en ofros mercados tanto
nacionales como extranjeros. Esto ha generado un gran interés y demanda en
otras regiones, que oscila ente las 6 a 10 toneladas de fruto verde
semanalmente. Ante esta oportunidad los productores, comercializadores e
industrializadores empiezan a enfrentar situaciones y problemas no previstos,
tanto en el terreno de la produccion (manejo fitosanitario), su comercializacion
(compactacion de voilmenes) y obtencion de nuevos productos industrializados
(pastas y extractos) (Trujillo, 2005). En Yucatdn se estan desarrollando
estrategias para mejorar la produccion de este cultivo asi como las vias de
comercializacién en el Estado para ampliar su mercado a nivel Nacional e
Internacional.

1.2 METODOS DE MEJORAMIENTO EN Capsicum

Existen diferentes métodos de mejoramiento que se podrian utilizar
para producir nuevas variedades de C. chinense. Actuaimente, el mejoramiento
genético de las plantas se puede llevar a cabo mediante dos grandes vertientes
metodoldgicas; mediante técnicas convencionales o tradicionales, que implica
los cruzamientos y seleccion clasicos o mediante técnicas biotecnoldgicas, las






1.3.3 Métodos de transferencia directa de ADN

Los métodos de transferencia directa se han desarrolladc para poder
introducir al ADN directamente al interior de la célula vegetal, atravesando la
barrera de la pared y la membrana de la célula vegetal, sin Ja ayuda de los
vectores biolégicos (plasmidos, bacteriofagos o cosmidos) (Canto, 2003).
Dentro de este grupo, se encuentran los métodos para la obtencion de plantas.
transgénicas como el bombardeo de microparticulas, fibras de carburo de silicio,
microinyeccién y electroporacion (Herrera-Estrella et al., 2004).

En el capitulo Il se menciona en detalle la transferencia de ADN
empleando vectores biolégicos, caso particular de Agrobacterium tumefaciens.

1.4 AVANCES EN EL DESARROLLO DE SISTEMAS DE TRANSFORMACION
GENETICA PARA Capsicum spp.

En los Ultimos afios se han descrito varios protocolos de transformacion
y regeneracion para varias especies de Capsicum (Cuadros 1.1 y 1.2); en su
mayoria han sido para C. annuum L. (Mihalka et al., 2000; Shivegowda et al.,
2002; Lee et al., 2004; Delis et al., 2005) y Venkataiah et al. (2001) emplearon
explantes de C. baccatum, C. frutescens y C. praetermissum. Sin embargo,
estos reportan una baja eficiencia de transformacién y reproducibilidad (Mihalka
etal., 2000, Lee et al., 2004, Delis et al., 2005).

Los dos prerrequisitos mas importantes para el éxito del método de
transformacion genetica son la disponibilidad de un sistema de regeneracion de
los explantes y un método para la transformacion, los cuales no estan
disponibles para Capsicum (Manoharan et al, 1998; Venkataiah et al., 2001;
Ochoa-Alejo y Ramirez-Malagén, 2001; Romero-Pozueta et al., 2001; Dabauza
y Pefia, 2003; Delis et al., 2005).

A continuacién se presentan fos Cuadros 1.1 y 1.2 que resumen
algunos de los trabajos que se han realizado en el género Capsicum sobre
regeneracion y transformacién genética.






hipocétilos (Lee et al., 2004; Delis et al., 2005), o nudos (Santana-Buzzy et al.,
2005).

Cuadro 1.2 Trabajos realizados sobre transformacion genética mediante
infeccion con A. tumefacies en el género Capsicum spp.

Transformacion Cepas Vector Antibidtico Gen Antib. cél.
bacterianas para eliminar | reportero | vegetal
bacteria ylo
interés
Delis et al., 2005 LBA4404 pBl121 Timentina GUs Kan
(300 mg/L) (50 mg/L)
Lee et al., 2004 EHA105 pCAMBIA Cefotaxima TMV-CP Kan
LBA4404 2300 (300 mg/L) (100 mg/L)
Lietal., 2003 LBA4404 pBIi121 Carbenicillina Gus Kan
(500 mg/L) (50 mgl/L)
Dabauza y Pefia, C58, pMP9Q/pBin | Cefotaxima sgfp Kan
2003 EHA105 pBin19 (500 mg/L) (25 mg/L)
1102,42CN
BP Ach5,
A281
Cai et al., 2002 LBA4404 pBTC Carbenicillina | CMV-CP Kan

(300 mg/L) | TMP-CP_| (75 mglL)
- CMV-CP Kan
TMV-CP | (100 mg/L)

Shin et al., 2002 LBA4404 pMBP2

Shivegowda et Ccs58 pGV1040 Cefotaxima GUS Kan
al., 2002 (500 mg/L) (100 mg/L)
Venkataiah ef a/., MVR pCAMBIA Cefotaxima GUS Higro
2001 240299 1304 (500 mg/L) (25 mg/L)
Mihalka et a/, C58C1Rif pRGG Cefotaxima GUs Geneticina
2000 LBA4404 {500 mg/L) (25 mg/L)
EHA101 Augmentina
A281 (400 mg/L)
Manoharan et EHA 105 pBI121 Cefotaxima Gus Kan
al.,1998 (400 mg/L) (50 mglL)
Yu-Xian et al., GV3111-SE | pTi653SE | Carbenicillina | CM-CP Kan
1996 pHCM40 (500mg/L) (50 mg/L)
CMV-CP
Liu et al., 1990 A281 GV3850 Mefoxin GUs Kan
C58 (p3-1-GUS) | (500 ug/mt) (150 mg/L)

10






como el de los reguladores de crecimiento en cultivo de tejidos de plantas y
podrian afectar la embriogénesis somatica en muchas especies (Tsong-Ann et
al., 2001).

En experimentos de transformacién genética de Capsicum han
empleado cefotaxima para eliminar A. tumefacies a concentraciones de 300
mg/L (Romero-Pozueta et al., 2001), 400 mg/L (Mancharan et al., 1998) y 500
mg/L (Liu et al., 1990; Mihalka et a/., 2000; Venkataiah et al., 2001; Mihaika et
al, 2003; Dabauza y Pefia, 2003). Adicionalmente, se reporta el uso de
carbenicillina a concentraciones de 300 mg/L (Cai et al., 2002) y 500 mg/L (Yu-
Xian et al., 1996; Li et al., 2003).

1.6 GEN REPORTERO vidA

El gen GUS (formalmente uidA) que codifica a fa B-glucuronidasa, es
ampliamente utilizado como gen reportero en plantas y en otros organismos.
Este fue originalmente aislado de Escherichia coli (Gallagher, 1992).

La expresion de la fusion del gen de la B-glucuronidasa puede ser
medido por fluorometria, espectrofometria, o ensayo histoquimico. GUS se
encuentra activo en un amplio rango de pH. Sin embargo, los ensayos de la
enzima de E. coli son generaimente realizados entre pH 7 y 8 para evitar la
actividad GUS presente en muchos tejidos de plantas y animales (Naleway,
1992).

A pesar de que el ensayo histoquimico para ia actividad de GUS tiene
muchas ventajas, el color azul conferido es muy dificil de detectar cuando el
nivel de expresion de GUS es bajo y/o cuando la densidad optica de los tejidos
de las plantas es alto. Para esto se utiliza un tratamiento para aclarar los tejidos
y reducir la densidad Optica de las muestras de plantas. En tejidos de color
verde, la clorofila es eliminada con etanol para permitir la visualizacion de la
tincién azul (Rech et al., 2003).

1.7 AGENTES SELECTIVOS

En la transformacién genética, ademas de incorporar genes que le
confieren caracteristicas deseables a las plantas, se requiere la inclusiéon de
genes marcadores capaces de seleccionar células y fejidos de plantas
transformadas.

Los marcadores selectivos se basan en genes dominantes que
confieren la capacidad de crecer en presencia de agentes selectivos como
antibidticos o herbicidas, que son tdxicos a las células o que inhiben el
crecimiento de las plantas (Scutt et al., 2002). En este caso son llamados
“estrategias de seleccion negativas”.

Recientemente han surgido nuevas estrategias como los sistemas de
seleccion positiva; donde el agente selectivo es convertido en un componente
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signals obtained from the host cell. Which include phenolic substances (example
Acetosiringon AS) sugars and changes in pH (Figure 2.1 A-B).

The signals are then sensed by VirA, VirG and ChvE proteins, the last of
which bind to glucose or galactose and interact with VirA (Peng et al. 1998). The
gene chvE works as a channel for specific sugars and starts the transduction
signaling from the components VirA-VirG (Figure 2.1 C-D).

Sugary

Phenolic compounds

Phosphorylation

outer membrane

seriplasm

nner membrane

g —mmems orerrs seesrang BT AT Host Cell

Figure 2.1. Regulatory system of Agrobacterium for the recognition of
susceptible host cells. A : Proteins that are encoded by a set of
bacterial chromosomal genes and for host receptors which are
involved in Agrobacterium binding to the host cell surface. B: Signal
molecules released from the wounded host cell (phenolic
compound, monosaccharides and acidic pH) which are sensed by
virA gene. C: Autophosphorylation of the VirA conserved histidine.
D: activation of VirG and all of the vir genes through the
phosphorylation of conserved aspartate.

The induction signals are detected by protein VirA the which contains a

periplasmic domain at the N-terminus and three cytoplasmic domains which
includes a linker ligand, a kinase and a phophoryi receptor (Chang and Winans,
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for the specific recognition of the substrate by VirE2 (Vergunst et al., 2003). The
C-terminal regions of proteins VirE2 and VirF code for a sequence of amino
acids that is important for the secretion type IV. This regions form a common

motive of Arg-Pro-Arg, which is a conserver domain recognized by the secretion
system of VirB.

virr

LB / \ B
T-DNA R

irD2

irD2 I
VirEl l

T-DNA VirD2-VirE2 n
complex

Figure 2.2. Processing of T complex. A : Ti plasmid with T-DNA flanked by the
two repeats of 25 bp termed as left and right borders and virulence
region. B: VirD2 and VirD1 introduces a nick at the border
sequences surrounding the T-DNA and VirD1.C: VirD1 is
released, whereas VirD2 remains covalently attached to the 5’ end
of the T strand. D : Formation of T complex VirD2-VirE2-VirE1. LB:
left border, RB : right border.
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Furthermore, VirB2 interacts with three plant proteins like BTI1, BTI-2
and BTI-3, from which no current function has been assign, however, Rab8 a
GTPase which is associated to the membrane appears to be involved. These
proteins associated to the membrane and modulate the vesicular traffic between
compartments of endocytosis and biosynthesis (Figure 2.3). The proteins BTI
and Rab8 are involved in the initial interaction with Agrobacterium to the host
(Hwang and Gelvin, 2004).

Other proteins that conform the T pilus are the proteins VirB1, VirB2,
VirB4 and VirB5 that have ATPase activity and that couple they energy
production for the transport of the T-DNA complex (Hwang and Gelvin, 2004)
(Figure 2.3). VirB2 and VirB5 probably interact with the receptors of the host
celis and VirB1 establishes the contact with the cell wall acting as a lytic
transglicolicase to break the wall during the assembly of the transporter
{Middleton et al., 2005)(Figure 2.3).

4 g W

Aly wp

-—
Entrance of transport channel

Figure 2.3. Proteins of Agrobacterium involved in the transport of T-DNA
complex through the type IV secretion system. A: Entrance of
transport channel, conformed by VirB1, VirB4, VirB8, VirB10,
VirB11 and VirD4. B : Transport channel integrated by the VirB6,
VirB7 and VirB9 proteins. C: Formation of T pilus, whose main
component is VirB2, and the VirB1, VirB5 and VirB7 proteins, which
interact with host receptors. C: cytoplasm, OM: bacterial outer
membrane, PP: bacterial periplasm, IM: bacterial inner membrane.
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Moreover a dynein from Arabidopsis (DLC3) is a motor protein that
interacts with VIP1 and allows recognition of VirE2 to the nuclear pore forming
the complex VIP1/VIrE2/T-DNA (Citovsky et al., 2007). However, VIP1 is a
limiting factor due to its low abundance, although several species of plants show
homology to VIP1 it is not certain that they will carry out the same function
(Tzfira et al., 2001).

2,7.3 VirE3

VIirE3 is similar to VIP1 in its capacity to import complexes to the
nucleus, as well as its ability to form a union with VirE2, suggesting a similar role
as VIP1 during the infection of Agrobacterium, acting as an adaptor between
VirE2 and alpha kariopherin (Lacroix et al., 2005) (Figure 2.4).

Besides entering the nucleus the T chain has to be directed for its
integration into the chromatin of the host cell. The events that mediate the
transport into the chromatin are unknown at this point. 1t is possible that nuclear
actin and nuclear myosin interact with the complex to direct the T-DNA to the
chromatin. Nevertheless several factors have been involved like CAK2M which
is a protein that binds TBP and VirD2 (Citovsky et al., 2007).

Since VIP1 interacts with VirE2 which is associated to the T complex
forming an adaptor to the nucleoseome in particular with histone 2 (Figure 2.4 B)
(Loyter et al., 2005). VIP1 probably interacts with the chromatin of the host cell
during transcription where the DNA is more expose for integration (Tzfira et al.,
2001). However, statistical analysis of integration shows a nonselective pattern
for the integration between euchromatin and heterochromatin integrations
(Loyter et al., 2005). VIP1 forms homomultimers in the host cells this is required
for the interaction with H2A and to faciltate the tumor induction by
Agrobacterium (Li et al., 2005-1-).

2.8 DEGRADATION OF THE PROTEINS FROM THE T COMPLEX

The T-DNA must free it self from the transport proteins, which is carried
out using the photolytic machinery of the host cell (Figure 2.4 C); VirF is the first
to participate in the process (Figure 2.4 B) (Citovsky et al., 2007). VirF has an F-
box domain that interacts with different members of the ASK (ASK1, ASK2 and
ASK10) from Arabidopsis, which has a yeast homologous Skp1 (Schrammerijer
et al., 2001). Skp1 functions as a subunit for ubiquitinase ligase E3 forming a
complex SCF (Skp1/cullin/F-box) (Figure 2.4 C). The complex SCF recruits
specific proteins for proteolysis via ubiquitin degradation pathway (Tzfira and
Citovsky, 2002), where VirE2 represents the target of this route (Tzfira et al.,
2004).

VirF empioys VIP1 as a specific substrate that is bound to VirE2 (Tzfira
and Citovsky, 2002), provoking the degradation of the T complex proteins
(Figure 2.4 C). SCF represents the system to free the T-DNA before its
integration to the host genome (Figure 2.4 D) (Tzfira et al., 2004).
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and the induction of sugars (Peng et al., 1998). The signal transduction for the
activation of the vir genes is mediated by a two component VirA/VirG, with
ChvE, that is a union protein for galactose-glucose that interact with VirA (Peng
etal., 1998).

Furthermore salicilic acid (SA) inhibits the expression of VirA/VirG that
controls the expression of the operon repABC controlling vir gene expression.
SA inhibits the functional domain of the kinase of VirA. Plants that are deficient
in SA are more susceptible to the infection by Agrobacterium, while plants that
over express SA are unlikely to form tumors from this bacterium (Yuan et al.,
2007, Annand et al., 2008).

A. tumefaciens causes the sickness known as crown gall in plants due

to the transference of the complex of nucleoproteins together with proteins from
the secretion system IV (T4SS) code by virB/D4 inside the host cell. In a study
carryout by Cao and Saier (2001), show that the proteins VirB are of many sizes
ranging from VirB7 55 aa to VirB4 of 800 aa. VirB4 is one of the largest
conserved proteins of tt ystem and its function involves the structural
mechanism for transport ¢ 2 substrate. Draper (2006), proposes a mode! for
the interaction of VirB4 with VirB11, VirD4, VirB8 and Vir10. Where the C-
terminal domain of the hexamer VirB4 resides in the periplasm ar " "teracts with
the hexamer of VirB11 lorated in the internal membrane and periplasm with
VirB8 and VirB10. Furth_... ore, it is proposed that the N-terminal portion of the
VirB4 protein interacts with VirD4 and VirB10 in the cytoplasm and interacts at
the same time with VirB11.
With the aid of immun  uorescence, as well as, electronic microscopy, the
shape of the transport channel has been identified (Kumar et al., 2000). The first
three components of the channel are VirB8, VirB9 and VirB10 which are
localized in the internal membrane and periplasm and VirB10 is localized in the
external membrane as shown in Figure 2.3 B. The subcelular localization of
VirB9 and VirB10 changes when other VirB proteins are present. VirB8 is a
polypeptide of 237 a. a. and is an integral protein of the membrane with a short
cytoplasm N-terminal domain. VirB8 is fundamental for the establishing of the
complex with VirB9 and VirB10 as well as with it self (Kumar and Das, 2001).

The protein VirB6 is a hydrophobic subunit of the T4SS that crosses the
internal membrane Jakubowski et al. (2003), evaluated the contribution of VirB6
with the activity of VirB8 which are require for further formation of the complex
VirB7 and VirB9 to generate the T pilus and of secretion channel. VirB6 interacts
with the lipoprotein VirB7 and the multimer of VirB9 from the external
membrane.

Sangulenko et al. (2001) demonstrated that VirB11 is regulated in ATP
dependent manner during the establishment of the T-pilus, as well as its role for
substrate selection and transport inside the cell. VirB11 is a hexameric protein
that acts as a chaperon to catalyze the monomer removal from the pilus from the
cytoplasm membrane. The chaperon-pilus interaction is dynamic and requires
hydrolysis of ATP and control of the monomer polymerization of the pilus.

Yuan et al. (Yuan et al., 2005) proposed to refine the model for T-pilus
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VirF. From this work it can be concluded that the transport signal for the
recruitment of effectors proteins VirB/VirD4 is hydrophilic with a positive
consensus motif R-X(7)-R-X-R-X-R-X-X(n)>. Suggesting that VirF probably
interacts with a complentary charge domain of VirD4.

VirD2 is phosphorylated in vivo and in vitro by the activation of nuclear
cycling kinases (CAK2Ms) in M. sativa with a close homolog in A. thalina
CAK2At and in Oriza R20s. CAK2Ms participates in the DNA repair and recruits
in vivo TBP through its phosphorylations of the C-terminal domain of the large
RNA pol Il (Bako et al., 2003).

A phosphatase 2C (DIG3) has been found to interact with VirD2. DIG3
has a role in the transport of the complex VirD2/T-DNA through the specific
interaction of the C-terminal portion for the VirD2. Phosphorylation and
dephosphorylation of the N-terminal portion of VirD2 can also have an important
role in the tumor formation and to improve the transport of the VirD2/T-DNA (Tao
et al., 2004).

Ziemiennowicz et al. (2001) evaluated in vitro the mechanism of nuclear
import of the T-DNA to the plant, he and his co-workers demonstrated that VirD2
can transport oligonucieotides of 25-mer to the nucleus of the plant and it is
dependent on the NLS C-terminal portion. However, the large single stranded
DNA (250-1000 nt) requires also the addition of VirE2. VirE2 is required for the
movement of the DNA complex inside the cell of plant, through the nuclear pore
and for genome incorporation. The NLS C-terminal of VirD2 is recognizing by
the importin a, and then the T-DNA complex couples it self to NPC via importin
B, the 5'end of the T-DNA is then directed to the nuclear pore where the
transport is initiated. VirE2 creates the proper structure for the translocation into
the nuclear pore. In Arabidopsis thaliana VirE2 interacts with the protein 1
(AtVIP1), Which is associated to the T-complex by the component VirE2 as a
binding protein to the complex and the histone 2 from the chromatin of the host
cell. The target for this binding is the chromatin for later integration into the
genome. This is the model by Loyter et al. (2005) checked that AtVIP1 interacts
with plant histone in vitro and in vivo.

According to Lacroix et al. (2005), in the plant cytoplasm the protein
VirE3 interacts with the kariferins-a through its NLS sequence found in the N-
terminal portion. In this work it was demonstrated that in vitro VIirE3 recognizes
the T-Complex. Moreover, Vergunst et al. (2003) results showed that the
chaperone VirE1 is note essential for the transport.

Two current models have been proposse to explain T-DNA integration,
utilizing either the double stranded DNA repair machinery (DSB) or the gap
single stranded reparation. Tzfira et al. (2003), utilize an in vivo genetic system
for DSB suggesting it as the main mechanism for T-DNA integration. in a total of
620 transgenic lines 16 contain T-DNA in the induced DSB and the T chain was
observed as a double stranded DNA before specific integration into the DSB of
the host genome.

The comparison between the response of different cell lines A.
tumefaciens indicate that the T-DNA and the Vir proteins module the gene
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the T-DNA involves at least one guanidine to bind.
2.11 CONCLUSIONS

Today biotechnology has improved much during the last few decades.
This is due to the use of Agrobacterium as a tool for genetic engineering in
plants (Citovsky et al., 2007).

The recombination T-DNA from Agrobacterium tumefaciens, with genes
of interest replace those of the bacterium provided the must common way of
genetic transformation in plants. Furthermore several cell lines of Agrobacterium
(C58, LBA4404, EHA's, etc) have been introduced which different in survival and
transformation efficiency, after several decades different protocols for
transformation continue to be develop for must of the plants, fungi and even
human cell lines. The recent characterization of the components of the T4SS like
VirB4, VirB11 and VirD4 and the T pilus structure VirB2 have provided an inside
in to the mechanism, although there still more to know about the identity of some
of the proteins that make the channel {(Hwang and Gelvin, 2004). However,
further research must be carried out to understand and control the mechanism of
T-DNA integration into the host genome. Aithough there are several proteins that
may be involved which mechanisms are still not yet clearly demonstrated and
further understanding on the role of histone H2A during integration will be of
great interest (Loyter et al., 2005). Further use of specific recombination proteins
may also allow sequence specific integration into the host genome, reducing the
variability of integration and providing a better tool for molecular genetics.
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fosfatos 0.2 M, pH 7.2) por 24 horas bajo presion negativa. Las muestras fueron
deshidratadas en una serie gradual de etanol absoluto: 30%, 50%, 70%, 80%,
90%, 96% y dos veces al 100% durante una hora en cada paso, aplicando
vacio por 5 minutos. El procedimiento de impregnaciéon se realizé usando la
resina JB-4 (Polyscience). Los tejidos tratados con resina se seccionaron en el
microtomo (HM 325, MICROM) realizando cortes de 3 y 5 um. Las secciones
fueron doblemente tefiidas con la reaccion de Acido Periédico-Shiff (PAS, por
sus siglas en inglés), en combinacion con azul-negro naftol (Anexo 1).

3.3 TRANSFORMACION GENETICA DE C. chinense

3.3.1 Cocultivo de embrion cigético maduro

Los segmentos de embrion cigético (225 segmentos) se infectaron por
inmersién con C58C1 pER10W-35SRed (D.O gponm 0.2), durante 40 minutos y
otros segmentos no se infectaron (225 testigo). Luego, los explantes se
colocaron sobre papel filtro para eliminar el exceso de bacteria y se colocaron
en medio semisdlido MS mas 8.9 uM ANA, 11.4 uM AlA y 8.9 uM BAP (3R). Se
incubaron en la oscuridad a 28°C por 48 horas.

3.3.2 Eliminacion de A. tumefaciens después del cocultivo

Después del cocultivo, los segmentos se lavaron con agua esteéril (2-3
veces) y luego se les aplicaron los tratamientos de lavado descritos en el
Cuadro 3.1, durante 40 minutos.

Los explantes se colocaron en medio MS semisélido mas 8.9 uM ANA,
11.4 uM AlA y 8.9 uM BAP (3R}, con los antibidticos segun cada tratamiento de
cultivo (Cuadro 3.1). Los tratamientos se incubaron a 25°C y a fotoperiodo de
16/8 h luz y oscuridad respectivamente, hasta su evaluacion.
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3.4 EVALUACION DE LA KANAMICINA COMO AGENTE SELECTIVO

Se colocaron segmentos de embridn cigético sin cocultivar en medio
MS semisélido con 8.9 uM ANA, 114 uM AIA y 8.9 uM BAP (3R).
Adicionalmente a este medio se le agregdé kanamicina a diferentes
concentraciones: 100, 150, 200, 250 y 300 mg/L y un testigo (en ausencia de
kanamicina).

Cada tratamiento estuvo conformado por 5 repeticiones con 5 explantes
cada uno. Los tratamientos se incubaron a 25°C y a fotoperiodo de 16/8 h luz y
oscuridad, respectivamente. El medio de cultivo se renovo cada 15 dias, ya que
el antibidtico pierde su efecto en ese periodo (Gonzalez, comunicacion
personal).

3.4.1 Efecto de la kanamicina en el cultivo in vitro de los
segmentos de embrién cigoético
Se evalué semanalmente la respuesta de los explantes en el medio de
cultivo en presencia y ausencia de kanamicina. Los datos se analizaron
estadisticamente para identificar diferencias significativas. Para el analisis de
varianza se utilizé un valor de a=0.05 y se procesaron los datos con el
programa Sigma Stat.

3.5 TRANSFORMACION GENETICA DE Capsicum chinense CON EL GEN
REPORTERO GUS

3.5.1 Cepa y plasmido
Se trabajé6 con segmentos de embridon cigbtico los cuales se
cocultivaron con la cepa LBA4404 pCAMBIA2301 que contiene en el ADN-T un
gen reportero uidA que codifica a la B-glucuronidasa con un intron de catalasa,
también el gen de seleccién denominado nptll, el cual confiere resistencia a la
kanamicina bajo el control del promotor 35S (Figura 3.1).
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3.5.2.2 Evaluacion por tincion histoquimica de la actividad -
glucuronidasa (GUS)

Esta prueba se realizd segun el protocolo establecido por Jefferson

(1987). Los explantes se sumergieron en una de solucion conteniendo buffer

fosfato, 100 mM NaH,P04, 10 mM EDTA, 0.5 mM ferrocianuro de potasio

KsFe(CN)s, 0.5 mM ferricianui "7 KsFe/TN)g.3H,0 v 0.2% triton X-100.
A la mezcla anterior se le | iLUC ,5-bromo-4-cloro-3-indolil- $-D-
glucurénido) predisuelto en [ concentracion final de 1 mg/L y se
incub6 en oscuridad a 37°C yras. Ademi” e determiné el efecto

del pH del buffer fosfato en la actividad enzimatica tif  US, modificandolo en
un intervalo de pH de 6 a 8.

Después de la tincion se elimind la solucion de tincidon (X-GLUC) y los
explantes se colocaron en etanol (70%) para eli—-"~ar clorofilas y otros
pigmentos propios del tejido por 24 h. La solucién de oloracion se elimind y
los explantes fueron conservados en etanoi al 70%.

Se evalué la presencia e intensidad de la cotoracion tipo GUS, y en los
casos en lo que no se observo a simple vista, se analizaron en el estereoscopio.
Las fotografias fueron realizadas con una camara unida al estereoscopio y
guardadas digitalmente.

3.5.2.3 Transformacion genética de C. chinense (LBA4404
pCAMBIA2301)

Se llevo a acabo la transformacion de segmentos de C. chinense con la
cepa LBA4404 pCAMBIA2301, a partir de los cuales se obtuvieron plantulas
que fueron evaluadas por tincién histoquimica utilizando el buffer fosfatoc a pH
8. Ademas se consideré tejido foliar de plantulas de Nicotiana tabacum
(tabaco), transformadas con LBA4404 pCAMBIA2301, como testigos positivos
en la tincion utilizando el pH 8 del buffer fosfato.

3.6 TRANSEORMACION GENETICA DE Capsicum chinense CON EL GEN
HETEROLOGO WUSCHEL DE Arabidopsis thaliana

3.6.1 Cepas y plasmidos binarios
Plasmido binario pER10W-35SRed

Se utilizé la cepa de Agrobacterium tumefaciens C58C1 con el
plasmido pER10W-35SRed (Canche-Moo et al., 2006). El testigo consistio
Unicamente de la cepa C58C1 desarmada. El plasmido pER10W-35SRed
contiene en el ADN-T un gen reportero (dsred) que codifica para la
proteina roja fluorescente (RFP), bajo el promotor constitutive 35S clonado
el fragmento Smal y Sacl de pCD 35SRed (Gallie et al.,1989) dentro del
pER10W. Ademas del gen de seleccion denominado nptll el cual confiere
resistencia a kanamicina bajo el control del promotor 35S. Expresa el
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los reguladores de crecimiento antes mencionados.

Después de transcurridos 21 dias, todos los explantes fueron
cambiados a un medio de cultivo fresco, pero se consideraron algunas
modificaciones en los tratamientos. Se trabajo con 6 repeticiones con 5
explantes cada una. La mitad de las repeticiones se mantuvo en el mismo
tratamiento y a la otra mitad se le eliminé Ia presencia del estradiol o del DMSO,
segun fuera el caso. Esto para determinar si la presencia del inductor o del
disolvente tenia un efecto sobre la respuesta.

3.6.5.2 Explantes tratados por inmersién con el inductor (17 #-

estradiol)

En este experimento los explantes fueron sometidos por inmersion a los
siguientes tratamientos: 1) en presencia de 5 uM de 17 B-estradiol, 2) solo con
DMSQO y 3) sin el estradiol ni el DMSO. E! tiempo de inmersién considerado se
basé en el mejor tratamiento de un experimento previo, donde se probaron
diferentes tiempos de inmersién en el disolvente, aplicando lavados y sin
lavados (datos no mostrados). En este caso los segmentos se sumergieron por
40 segundos y posteriormente se lavaron con agua estéril por 5 minutos, luego
se escurrieron en papel filtro y se colocaron en medio de cultivo con MS mas
8.9 uM ANA, 11.4 uM AlA y 8.9 uM BAP (3R), y los antibidticos antes descritos
para eliminar la bacteria.

Microscopia de fiuorescencia

Los callos transformados fueron observados en un estereoscopio de
fluorescencia LEICA mod. MFZLIII, cuyo médulo de fluorescencia cuenta con
los filtros de excitacion de HQ 546/10 nm y emision 600/40 nm (filtros RFP), con
el objetivo de monitorear la expresién del gen dsred en sus tejidos. Las
fotografias se tomaron con camara digital LEICA instalada en el microscopio
con luz visible y fluorescencia.

3.6.5.3 Tejido foliar de plantas transformadas

Se tomaron hojas de las plantas transformadas con C58 pER10W-
35SRed y por medio de inmersion se les aplicaron tres tratamientos: 1) en
presencia de 5 yM de estradiol disuelto en DMSO; 2) solo con DMSO y 3) sin
inmersiéon. Posteriormente los explantes se colocaron sobre papel filtro y
finalmente se colocaron en medio de cultivo MS. Estos tratamientos se
incubaron en fotoperiodo y se evaluaron.
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Purificacion del ADN plasmidico

En cada minicolumna se agregd 1 ml de resina y cuidadosamente se
transfirié el lisado a la resina de cada dispositivo. Todo el liquido atraveso la
columna aplicando vacio.

Lavado

En la columna conteniendo el etanol se colocaron 2 ml de la solucion de
lavado y se aplicd vacio hasta que todo el liquido atravesé la columna; continud
este proceso por 30 segundos. Se removié el cilindro y se transfirié la
minicolumna a un tubo y se centrifugd a 10, 000 x g por 2 minutos.

Elucion
Se agregaron 50 ul de agua libre de nucleasa y se mantuvo a 37°C por
1 minuto. Se centrifugd a 10, 000 x g por 20 segundos a temperatura ambiente.
La verificacién del ADN plasmidico se realizé por electroforesis en un
gel de 0.8% de agarosa en amortiguador TAE 1X a 90 V por 40 minutos.

1.3 EXTRACCION DE ADN DE PLANTA

Del tejido foliar se tomaron 0.15 g y se maceré con N,, después se
agregé 1 ml del buffer de extraccion {SDS), 500 ul de fenol y 500 ul de
cloroformo. El tejido se transfirié a un tubo eppendorf de 2 ml y se centrifugé a
13,000 rpm por 5 min.

Se recuperé el sobrenadante y se agregé isopropanol 0.8 vol (80%);
esta mezcla se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 min. Después se descarté el
sobrenadante y la pastilla se lavdé con etanol frio (500 pl). Se centrifugé a
13,000 rpm por 5 minutos y se seco la pastilla a temperatura ambiente.

La pastilla se resuspendié en TE-RNAsa y agua a pH 8 (10 pl y 20 pl,
respectivamente).

1.4 ANALISIS SOUTHERN BLOT (Amersham Biosciences, 2002)

Se extrajo el ADN de tejido foliar de la planta posiblemente
transformada vy sin transformar (5 a 50 ug) y se digirié con Hindlll, se separaron
en un gel de agarosa y se transfirieron en una membrana de nylon ((Hybond
N+, Amersham Pharmacia Biotech, England).

* Elaboraciéon y marcaje de la sonda

El ADN de WUSCHEL fue digerido con Dral y Haelll, con el fin de liberar un
fragmento de aproximadamente 300 pb, para utilizarse como sonda (ver Anexo
3). Por medio de UV se identificé el fragmento correspondiente al gen
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Dispositivo de montaje para la extraccién de ADN del gel: gel nebulizador, filtro
y vial para microcentrifuga.
Buffer 50x concentrado en 500 ml (2 M Tris-acetato, 5mM Na,EDTA, pH:8).

Soluciones adicionales y reactivos requeridos

Buffer de lavado primario

Urea 120 g/l (2 M)

SDS 1 g/l, 0.1% (wiv)

0.5 M fosfato de sodio pH: 7 en100 ml (50 mM)
NaCl 8.7 g/l (150 mM)

1.0 M MgCl 1 m! (1 mM)

Reactivo bloqueador 2 g/l, 0.2% (p/v)

Buffer de lavado secundario (stock 20 x)

Tris base 121 g/l (1 M)

NaCi 112 g/l (2 M)

Ajustar el pH a 10.0. Preparar 1 litro con agua. Este puede ser mantenido por 4
meses en refrigeracion a 2-8°C.

Buffer de hibridacién

A la solucién de hibridacién se le agregaron 0.5 M de NaCl y reactivo
blogqueador a una concentracion final de 4% (peso/volumen) y se mantuvo en
agitacién por 1 a 2 horas a temperatura ambiente.

Buffer de lavado secundario

El buffer de lavado secundario se empleé a 1 X con 1 M de MgCl, para
dar una concentracién final de 2 mM de magnesio en el buffer. Este buffer no
debe ser almacenado.
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Figura 4.4.4 Transformacion de C. chinense y Nicotiana tabacum con el gen
reportero GUS, evaluados mediante tincion histoquimica con el
buffer fosfatos a pH 8. A y B: explantes de C. chinense. A: sin
cocultivar, B: transfromados con LBA4404 pCAMBIA2301. C-D:
Explantes de N. tabacum. C: Sin cocultivar, D: explantes
transformados con LBA4404 pCAMBIA2301.

4.5 TRANSFORMACION GENETICA DE Capsicum chinense CON EL GEN
HETEROLOGO WUSCHEL DE Arabidopsis thaliana

4.5.1 Verificacion por PCR del plasmido pER10W-35SRED en los
cultivos de A. tumefaciens empleados para el cocultivo

Para poder corroborar la insercion del plasmido en el genoma de la
bacteria se realiz6 el PCR utilizando ADN extraido a partir del cultivo de A.
tumefaciens (C58 pER10W-35SRed), y se utilizé como testigo ADN extraido de
cultivo de pER10W-35SRed de E. coli. Se amplifico una banda de 862 pb, que
corresponde al fragmento esperado con los oligos para WUSCHEL (Figura
4.5.1). A partir de estos cultivos de C58 pER10W-35SRed de A. tumefaciens se
llevaron a cabo los experimentos de transformacién genética de C. chinense.
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de embrion | 2 mg/L ANA+AIA+BAP 4 germ, 4/14
cigotico callo
(47 dias) MS 3germ, 8/14
callo
Fruto naranja
2 mg/L ANA+AIA+BAP 0/14
MS 0/14
Fruto pintén
2 mg/L ANA+AIA+BAP 4 germ, 7/14
callo
MS 1germ, 9/14
callo
Mitades de | 3% sacarosa+2 mg/L 20 rad, 1 cot
semillas 24-D /30
(36 d) 3% sacarosa (testigo) 9rad, 1 cot,
7 rc/30
8% sacarosa+2 mg/L 14 rad/30
2,4-D 14 rad/30
8% sacarosa (testigo) 18 rad/30
10% sacarosa+2 mg/L
2,4-D 24 rad/30
8% sacarosa (testigo)
Hipocétilos | 500 mg/L cefot+3.4uM 7 rad, 11
(37 d) TDZ brotes, 29
callos/55
15rad, 5
3.4 uMTDZ brotes, 42
callos/55
Segmentos | 25 mg/L Kan 63 callos/80
de embrién | 50 mg/L Kan 49 callos y 9
cigotico (30 germ/80
d) 75 mg/L Kan 48 callos y 3
16 expl/5 germ/80
rep 100 mg/L Kan 25callosy 12
germ/80
Testigo 47 callos y 3
germ/80
Hipocétilos | T1: 1 mg/l BAP+ 2 mg/L 0/70
invertidos zeatina + 0.2 mg/L ANA
(15 dias) T2: 2 mg/L BAP+ 2 mg/L 1/70 brote
5 expl/12 zeatina + 0.2 mg/L ANA
rep T3: 3 mg/L BAP+ 2 mg/L 0/70
Eval: 70 d zeatina + 0.2 mg/L ANA
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4.5 mg/L BAP + 2 mg/L
ANA (TEC)

brote

6 cot, 1 rad, 37
callos

2 mg/L ANA +2 mg/L AIA 1 cot, 5rad, 25
+2 mg/L BAP (UBBMP) callos,
4 embriones, 3
brotes
2 mg/L ANA +2 mg/L AlA 24 cot, 3rad,
+ 2 mg/L BAP (TEC) 24 callos
MS (UBBMP) 14 cot, 2 rad,
13 callos, 8
MS (TEC) brotes
9 cot, 6 rad, 8
callos
16. Segmentos | 2 mg/L ANA +2 mg/L 52 callos, 4 exp
de embrion | AIA+ 2 mg/L BAP (34 embriones),
cigotico (UBBMP) 2 expl(5
5 expl/15 brotes)/75
repe
(07-09/06) 38 callos, 2
90d 2 mg/L ANA + 2 mg/L expl (16
AlA+ 2 mg/L BAP (UB) brotes)/75
17. Segmentos | 2 mg/L ANA + 2 mg/L 1 cot, Srad, 24
de embrién | AlA+ 2 mg/L BAP rad, 1 ex (5
cigbtico embr)/55
5 expl/10 4.5 mg/L BAP + 2 mg/L 2 cot, 3rad, 33
repe ANA callo, 2
(18-09/06}) embrién, 1
65d brote/55
MS 7 cot, 3 rad, 12
callo, 9
brotes/55
18. Segmentos | Fruto verde (Dra.
de embrién | Sarita) 1cot, 15
cigético 2 mg/L ANA + 2 mg/L callos/24
8 expl/3 AlA + 2 mg/L BAP
repe 4.5 mg/L BAP + 2 mg/L 2rad, 9
(19-10/06) ANA callos/24
60 d 1 cot, 7 rad, 2
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de embrion 3R Sin inocular: 3R
cigadtico 2 mg/L ANA + 2 mg/L 3cot, 2 Inoculados: 3
pER10W- AlA + 2 mg/L BAP+ 1 g/L callo+rad, 4 cot, 3rad, 2
35SRed cefotaxima+ 500 mg/L callo, 14 rad, 6 callo, 2
Inoculados | timentina brote, 1 brotes/200
200 exp embrion/100
Sin 4.5 mg/L BAP+ 2 mg/L Sin inocular: BAP
inocular ANA+ 1 g/L cefotaxima+ 5 cot, 4 rad, 1 inoculados:
100 expl 500 mg/L timentina callo, 1 brote, 1 1,rad, 13
19/04/07 embrién brotes/200
25, Segmentos Sin inocular No. Inoculados
de embridn plantas No. plantas
cigotico 2 mg/L ANA + 2 mg/L 1.C: 4/25 1.C: 2/25
pER10W- AlA + 2 mg/L BAP mas 2.C+Cl: 1/25 2.C+Cl: 0/25
358Red antibiéticos 3.C+T: 3/25 3. C+T: 5/25
(70 d) 4.T:3/25 4.T7:8/25
Inoculados 5. T+Cl: 5/25 5. T+Cl: 2/25
5 rep/5 expl 6. C+T+Ci: 3/25 6. C+T+Cl:
Sin 7.MR: 5/25 3125
inocular 8: C+MR: 7/25 7. MR: 2/25
5 rep/5 expl 9: Testigo: 0/25 8: C+MR:
1/25
25-05-07 9: Testigo:
0/25
26. Segmentos Eval- 35 dias:
de embrién | 100 mg/L Kan 14 rad, 3 cot, 3
cigético callos/30
(11-06-07) 150 mg/L Kan 23rad, 2 cot, 1
6 rep/S expl callo/30
200 mg/L Kan 16 rad, 2 cot, 3
callo/30
250 mg/L Kan 16 rad, 2 cot, 5
callos/30
300 mg/L Kan 18rad, 3
Testigo callos/30
1 cot, 20
callos/30
27. Segmentos | 100 mg/L Kan+ 1 g/L C+ KSB: 21 rad, 15 Kl 11rad, 3
de embrion | 500 mg/L T cot/50 cot/100
cigético SB: 7rad, 3 I: 6 rad, 6
Inoculados cot/50 cot/100
20 rep/5 INFSB: 14 rad, INF: 6 rad, 4
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ANEXO 3

Analisis Southern blot (Amersham Biosciences, 2002)

A-3.1 ANALISIS CLUSTALW

Se realizd un alineamiento con el software ClustalW2, de la secuencia
de WUSCHEL de A. thaliana con la secuencia de WUSCHEL de Lycopersicum
esculetum, encontradas en el GenBank; debidoc a que la secuencia de
WUSCHEL de C. chinense no ha sido reportada. Se considerd a Lycopersicum
esculetum, debido a que ambas especies son de la misma familia, lo que
permitiria identificar posibles sitios conservados en la secuencia de WUSCHEL
de A. thaliana.
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transformation of this genera has been proven difficult, inefficient and
unreproducible for many species of the genera (Liu et al., 1990; Yu-Xian et al.,
1996; Manoharan et al.,, 1998; Mihalka et al., 2000; Venkataiah et al., 2001;
Ochoa-Alejo and Ramirez-Malagon, 2001; Romero-Pozueta et al., 2001; Shin et
al., 2002a; Cai et al., 2003; Shivegowda et al, 2002; Shin et al., 2002b; Mihalka
et al., 2003; Dabauza and Pefia, 2003; Li et al., 2003; Lee et al., 2004). The
main problem for this is the recalcitrant quality of the species making
regeneration and genetic transformation in vitro difficult (Mihalka et al., 2000).

However some success has been obtain with Capsicum annuun
transformed with genes from the coat protein of the cuccumber mosaic virus
(CMV-CP) (Yu-Xian et al., 1996; Shin et al., 2002a; Zhu et al., 1996; Cai et al.,
2002, Cai et al., 2003), or the coat protein of tomato mosaic virus (TMV-CP) (Cai
et al., 2003), or Tsi1 gene (tobacco stress-induced gene 1) (Shin et al., 2002b)
which shown resistance to either cucumber mosaic virus (CMV), pepper mild
mottle virus (PMMYV), bacterial (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria) or
fungal pathogens (oomycete, Phytophtora capsici) which represents an
improvements for this susceptible cuitivars in which C. chinense is also a very
succeptible species.

In this study we carried experiments to obtain in vitro transformed plants
of C. chinense via Agrobacterium tumefaciens. Since C. chinense is a
recalcitrant species to in vitro morphogenesis (Santana-Buzzy et al., 2005;
Lopez-Puc et al,, 2006). The heterologous gene WUSCHEL was chosen to
improve the recalcitrant quality of the species. Previous overexpresion in
Arabidopsis thaliana and Coffea canephora promoted the vegetative to
embryogenic transition and eventually lead to somatic embryo formation (Zuo et
al., 2002; Arroyo-Herrera et al., 2008). Transform segments of mature zygotic
embryo of C. chinense via A. tumefaciens were carried out. The transformed
chimeric plants with heterologous gene WUSCHEL where used for induction.
Segments of transformed stems showed that the heterologous gene would
induce the formation of globular structures with larger nucleous tipical of
meristem cells.

5.5 MATERIALS AND METHODS

5.5.1 In vitro regeneration

The surface of C. chinense fruits was washed with destilled water and
5% SDS solution, followed by immersion in 70% ethanol for 30 seconds and
rinsed two times with sterile destilled water before placing it in a commercial
solution of sodium hypochiorite at 35%. After 20 minutes the fruits were rinsed
with sterile destilled water. The seeds (mature zygotic embryos) were excised
from fruits and cut in four pieces. Every segment was used immediately as an
explant.

The explants were cultured in MS medium (Murashige and Skoog, 1962)
added with sucrose 3% (w/v), growth regulators (3R: 8.9 uM NAA, 11.4 uM IAA,
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5.5.4 Transformation by co-cultivation of mature zygotic embryo

Four segments were cut from mature zygotic embryos of C. chinense
using a surgical blade. Infection with a diluted culture of C58 pER10W-35SRed
cells was carried out for 40 min in agitation at room temperature. The explants
were blotted dry with sterilized filter paper to remove the excess of
Agrobacterium and placed in the regeneration medium (MS soiid with 3R) in
petri dishes for co-cultivation for 2 days at 28°C in darkness. The controls were
treated in the absence of bacterial solution.

§.5.5 Tissue culture after co-cuitivation

After co-cultivation the explants were washed with sterile distilled water
(2-3 times) for 5 min, submerged in a solution containing 1 g/L cefotaxim and
500 mg/L timentin in agitation for 40 minutes, biotted dry on sterilized fiiter
paper. The explants were placed in jars with 25 ml of MS solid medium
containing growth regufators (3R}, 1 g/L cefotaxim and 500 mg/L timentin, and
100 mg/L of kanamycin. The explants were incubated to 25°C and photoperiod
of 16 h light 8 h dark (40-50 umol/m’s') to 25 x 2°C. Subcultures were carried
out every 20 days during 6 months.

5.5.6 Confirmation of the transgene

Genomic DNA was isolated from leaves, meristem, stem and roots
tissues from regenerated and untransformed C. chinense plants 6 months old.
Tissues were macerated in liquid Nz, with 1 ml of extraction buffer followed by
Phenol-chloroform extraction the final pellet after ethanol precipitation was
resuspended in 20 ul distilled nuclease-free water. The samples were stored at -
20°C.

The extraction of DNA from pER10W-35SRed and C58C1 were carried
out acording to the manual for plasmid purification (Wizard PLUS, PROMEGA).

The primers for PCR amplification used correspond to the WUSCHEL
sequence forward (5-ACATATGGAGCCGCCACAG-3), and reverse (5-
ATCGCCTCCACATTCTTCTT-3'), which amplify a 862 bp fragment. The final
composition of the reaction mixture was: 2.5 yl buffer 10X, 1.5 pl 50 mM MgCl,,
0.5 yl 10 mM dNTPs mix, 1 yl 10 mM forward and reverse primers, 200 ng of
sample DNA and 0.04 U/ul Tag polymerase. The reaction condictions were:
95°C for 2 min, 30 amplification cycles (95°C for 1 min, 52°C for 1 min, 72°C for
1 min) and a final extension step of 10 min at 72°C.

The virE2 selected primers for detection of A. tumefaciens were: forward
(5'-TGCCCACCAAGGCGGAATT-3'), and reverse (5-CTTTGCCGACCCATCGA
-3'), which amplify a 895 bp fragment. The final composition of reaction mixture
was: 2.5 pl buffer 10X, 1.5 pl 50 mM MgCl,, 0.5 pl 10 mM dNTPs mix, 0.5 mM
forward and reverse primers, 200 ng sample DNA plant DNA and 0.04 U/ul Taq
polymerase. The reaction conditions were: 94°C for 30 seconds, 30 amplification
cycles (94°C for 1 min, 55°C for 1 min, 72°C for 1 min) and a final extension step
of 10 min at 72°C.
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5.5.11 Northern reverse

RT-PCR products were separated on 1% (w/v) to 90 V by 40 min
agarose gel and transferred to nylon membranes (Hybond-N+, Amersham
Pharmacia Biosciences) according to the manufacturer's instructions. Following
transfer, DNA was fixed to the membranes via UV crosslinking (120 mJ). A
WUSCHEL probe labelling and hybridization were realized with Gene Images
Alkaphos direct labelling and detection system (Amersham Biosciences) kit. The
hybridization was carried on at 55°C according with the manufacturer's
instructions.

5.6 RESULTS

5.6.1 Genetic transformation of Capsicum chinense with WUSCHEL

Capsicum chinense explants were co-cultivated with C58 pER10W-
35SRed and then cultured in MS medium with growth regulators (3R) and
antibiotics until transformed plants were regenered in vitro. Red fluorescent
plantlets were selected. We evaluated the presence of WUSCHEL by PCR in
apical meristem, stem, roots and leaves of transformed plants. Figure 5.6.1 A
shows the amplification of a 862 bp fragment for the heterologous gene
WUSCHEL only in several transformed tissues. These results suggest the
presence of heterologous gene WUSCHEL in the whole plant of C. chinense.

The absence of A. tumefaciens in the tissues was determined by PCR
with primers for virE2 gene (figure 5.6.1 B). The fragment of 895 bp (expected
size for virE gene) was only amplified in positive control (DNA of strain A.
tumefaciens). The results together with the lack of bacterial growth in the
absence of antibiotics, aliowed us to discard the posibility that A. tumefaciens
would remain in the tissues of transformed plants. The gene a-tubulin was used
as control reaction for PCR and the 700 bp fragmen was observed in all the
evaluated tissues, from transformed and not tranformed plants of C. chinense
(figure 5.6.1 C).

In vitro transformed plants of C. chinense of 4 months old, showed no
differences in their phenotype with the not transformed plants cultured under the
same in vitro conditions (figure 5.6.1 E-D).
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remained green (figure 5.6.2 A). The stems only immersed in MS medium with
DMSO presented necrosis and no morphogenetic response (figure 5.6.2 B). The
stems immersed with 10 uM 17 B-estradiol, developed undifferentiated tissue
(calli) with globular structures (figure 5.6.2 C).

After 30 days the transformed stems immersed with 10 pM 17 B-
estradiol, developed new globular structures and the initial structures shown an
increment in size, also was observed the development of callus over the initia!
globular structures. Moreover the stems treated with 110 uM 17 B-estradiol,
began the formation of globular structures, similar but with less abundance than
those obtained in transformed stems induced with 10 uM (figure 5.6.2 D).

The above results were furthern confirmed in the positive induced
transgenic explant evaluated by Northern reverse analysis of WUSCHEL
transcript (figure 5.6.2 E). The WUSCHEL transcript became detectable on
treatment with 10 uyM 17 B-estradiol and was not detected in the wild type or
untreated transgenic plants (figure 5.6.2 E).

The not transformed stems (control) immersed in MS medium,
developed seedlings after 45 days of in vitro culture (figure 5.6.3 A). The not
transformed stems immersed in MS medium with DMSO (figure 5.6.3 B),
Jikewise the not transformed stems treated with MS medium with 10 yM or 110
uM of 17 B-estradiol (figure 5.6.3 C-D, respectively) presented stagnation in the
growth and necrosis.

After 45 days, the transformed stems immersed in MS medium, showed
tipical development and growth of leaves (figure 5.6.3 E). Transformed stems
immersed in MS medium with DMSO, showed necrosis after 15 days of in vitro
culture which remain by day 45 (figure 5.6.3 F). The transformed stems
immersed with MS medium with 10 uM of 17 B-estradiol showed more globular
structures, however the callus and some globular structures that were originally
white color became dark brown (figure 5.6.3 G and H). The transformed stems
immersed with 110 yM of inducer become stagnant in the development of new
globular structures did not progress after day 30 of in vitro culture.
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5.7 DISCUSSION

Here we report the development of a system for the transformation of C.
chinense using a heterologous gene WUSCHEL of A. thaliana. The genetic
transformation in C. chinense is an important tool in plant improvement.
However, development of an efficient and reproducible tissue culture
regeneration protocol is the first step needed for this tecnology (Binzel et al.,
1996).

C. chinense is a recalcitrant species to in vitro morphogenesis (Santana-
Buzzy et al., 2005; Lopez-Puc et al., 2006). The main technical problem to solve
for in vitro regeneration in C. chinense, is the maduration, germination and
convertion of embryos to seedlings (Lépez-Puc et al., 2006).

Current protocols for Capsicum annuun are not compatible for the
genetic transformation of C. chinense via A. tumefaciens. Primary due to the
effect the antibiotics required for the elimination of bacterium afect the
development of embryonic structures (Liu ef al.,, *~~"; Yu-Xian et al., 1996;
Mancharan et al.,, 1998; Mihalka et al., 2000; Ven} ah et al., 2001; Ochoa-
Alejo and Ramirez- Malagén, 2001; Romero-Pozuc . 3t al., 2001; Shin et al.,
2002a; Cai et al., 2003, Shivegowda et a/, 2002b; Mihalka et al., 2003; Dabauza
and Pefia, 2003; Li et al., 2003; Lee et al., 2004).

In previous genetic transformation protocols for Capsicum used between
300 mg/L to 500 mg/L of cefotaxim to eliminate Agrobacterium (Liu et al., 1990;
Mancharan et al., 1998; Romero and Pozueta et al, 2001; Mihalka et al, 2000;
Venkataiah et al., 2001; Shivegowda et al., 2002; Dabauza and Pefa, 2003),
however this concentration did not eliminate the bacterium of co-culivated
explants of C. chinense. A diverse range of antibiotics and concentrations was
tested for the elimination of A. tumefaciens after co-cultivate of the explants of C.
chinense (data not shown). For the elimination of A. tumefaciens the most
efficient and compatible with development was the use of 1 g/L cefotaxim and
500 mg/L timentin.

We selected the hetorologous gene WUSCHEL of A. thaliana, because
the ovexpresion of WUSCHEL in A. thaliana (Mayer et al., 1998; Gallois et al.,
2002; Zuo et al., 2002) and Coffea canephora induces embryonic cell clusters
(Arroyo-Herrera et al.,, 2008) and in rice induces multiple shoot (Noriko et al.,
2003). So the overexpression of WUSCHEL in C. chinense, may be an
alternative to solve the recalcitrance of the specie.

The medium selected for in vitro culture (3R) permits the regenerated
seedlings of C. chinense from mature zygotic embryos. The callus developed
and were evaluated by red fluorescense (data not shown). The selected
seedlings were evaluated by PCR to determine transformed plants. In all the
transformed tissues evaluated (stem, root, apical meristem and leaves) by PCR
a fragment of 862 bp corresponding to the expected size for gene WUSCHEL
was observed wich was not amplified in wild type tissues of C. chinense (figure
5.6.1 A). Standard PCR for gene virE2 was used to test the absence of C58 A.
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higher estradiol concentrations, and appeared to be saturated at 10 uM estradio!
(Zuo et al., 2000).

The histological analysis of induced transformed stems showed the
development of meristematic nodules (figure 5.6.4 H) and the formation of
globular somatic embryos (figure 5.6.4 1), which presented necrosis after 45
days of in vitro culture (figure 5.6.3 G), which did not continue development into
other embryonic stages or in plants. The results of our work showed that
overexpression of gene WUSCHEL in stems of C. chinense promote the
formation of embryogenic structures but these stagnate in their growth
suggesting that other signais may be need it for induction of proper development
in this species.

From the plant growth regulators auxin is known to be esential for the
induction of somatic embryogenesis in some plant species. Althought 2,4-D is
the most commonly used auxin other auxins may be required for certain species
(Binzel et al.,, 1996; Buyukalaca and Mavituna, 1996). Although only an auxin
pulse is needed as it has to be promptly removed from the medium, for somatic
embryos to form. WUSCHEL fransient overexpression causes highly
embryogenic callus formation in the presence of auxin, whereas it directly
induces somatic embryo formation from different plant organs in the absence of
any exogenous auxin (Zuo et al., 2002). However, it is not clear the auxin levels
required for ectopic WUSCHEL to induce shoot organogenesis or somatic
embryogenesis and this may be species specific (Gallois et al., 2004).
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cultivaron en medio MS sin reguladores de crecimiento considerando dos
condiciones: 1) manteniendo el embridén somatico en el tejido calloso que le dio
origen, 2) desprendiendo el embrién somatico del tejido calloso. Se observé que
en ambos casos, los embriones en estadio de torpedo germinaron a los 120
dias de cultivo (Figura 4.1.4 F y H). Ademas se obtuvo la conversién a plantula
en el 75% de los embriones somdticos formados (Figura 4.1.4 G-l). Sin
embargo, las plantulas que permanecieron en el tejido calloso presentaron
deformidades en el desarrollo del tallo y radicular (Figura 4.1.4 G), y se
necrosaron (Figura 4.1.5 A). Pero en el caso, en el que el embrion en estadio de
torpedo es desprendido del tejido calloso, se regenerd una plantula (130 dias de
cultivo) sin deformidades y con sistema radicular bien formado (Figura 4.1.4 |,
Figura 4.1.5 B).

En cultivos embriogénicos de Capsicum y de otras especies, se han
reportado defectos en los embriones somaticos de manera similar,
observandose embriones fusionados, ausencia de cotiledones, un cotiledén
simple, cotiledones mal formados o fusionados, faita de brotes o deformidades
en el meristemo apical (Steinitz et al, 2003). Las anormalidades estan
asociadas con el uso del 2,4-D en el medio de induccién, en cambio los
embriones inducidos con ANA tienen morfologia mas normal que los inducidos
con 2,4-D (Rodriguez y Wetzstein, 1998). Seglin evidencias con manipulaciones
in vitro de embriones somaticos y cigéticos de especies monocotiledoneas y
dicotiledéneas, las auxinas exdgenas y el transporte polar estan involucrados
en la formacién temprana de los patrones. Los antagonistas de auxinas
endodgenas inhiben la diferenciacién normal en embriones somaticos jovenes
bajo crecimiento isodiamétrico (Steinitz et al., 2003).

De acuerdo con Buyukalaca y Mavituna (1996), el 2,4-D a 9.05 uM fue
efectivo para la induccién de callo embriogénico, pero a los 60 dias se redujo su
concentracion (4.52 uM) para obtener crecimiento saludable, y no afectar la
capacidad embriogénica. También mencionan que los explantes que primero
formaron raiz no produjeron callo embriogénico bajo ninguna condicién. La
frecuencia de conversién fue 97% para la germinacion in vitro y 48% para la
germinacién in vivo.

Los procesos de embriogénesis somatica son a menudo iniciados en
medio de cultivo conteniendo altos niveles de auxinas (principalmente 2,4-D),
pero los embriones usualmente no se desarrollan bien hasta que la
concentracién de auxinas es reducida (Machackova y Zazimalova, 2008). El
2,4-D es la auxina mas comunmente utilizada en el género Capsicum, ya sea
sola o en combinacién con BAP o TDZ (Harini y Sita, 1993, Buyukalaca y
Mavituna, 1996; Binzel et al., 1996; Kintzios et al.,, 2001; Steinitz et al., 2003;
Lopez-Puc et al., 2006; Zapata-Castillo et al., 2007).

Se ha reportado que diferentes combinaciones de ANA, AIA y BAP
favorecen el desarrollo de brotes por lo que se usan para inducir la
regeneracion via organogénesis directa o indirecta a partir de diferentes tipos de
explantes en diferentes cultivares de Capsicum (Liu et al.,1990; Valero-Montero
y Ochoa-Alejo, 1992; Zhu et al., 1996; Manoharan et al., 1998; Venkataiah et
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exhiben clara bipolaridad, cotiledones bien definidos y un buen desarroilo del
apice del brote se convierten mejor que los embriones que muestran
morfolégicas anormalidades (Rodriguez y Wetzstein, 1998). Los embriones
somaticos logran germinar con éxito dependiendo del desarrollo apropiado de
los meristemos apicales, cuyas células son pequefias con nucleos y citoplasma
denso (Nickle y Yeung, 1993). Esta morfologia coincide con las caracteristicas
de las células de meristemo apical de los embriones cotiledonarios de C.
chinense obtenidos en este estudio (Figura 4.1.7 F).

Los analisis histologicos confirmaron que la regeneracién de plantulas
de C. chinense ocurrid mediante embriogénesis somatica indirecta, ya que no
hubo conexi6n vascular con el tejido materno, la estructura presentd bipolaridad
y las caracteristicas del embrién somatico. Ademas por los eventos
involucrados en la embriogénesis somatica indirecta originada en los tejidos
estudiados, podemos decir que el tejido calloso tiene origen simétrico unicelular.
Cuando los embriones tienen origen unicelular, se observan divisiones celulares
coordinadas y algunas veces los embriogénesis somatica estan conectados al
tejido materno por un suspensor. En contraste, los embriones de origen
multicelular se observan inicialmente como protuberancias con divisiones
celulares no coordinadas, los embriones estan en contacto con el area basal y
estan tipicamente fusionados con el tejido maternal (Quiréz-Figueroa et al.,
20086).

El empleo del embrion cigético maduro como explante, representa una
alternativa potencial sobre los embriones somaticos inmaduros u otros tipos de
explantes empleados en los sistemas de embriogénesis somatica; pues las
semillas secas pueden almacenarse facilmente y estar disponibles
continuamente (Steinitz et al., 2003).

- Se considera que la falta de un sistema de regeneracion eficiente ha
limitado el desarrollo de experimentos de transformacién genética en el género
Capsicum (Zhu et al., 1996; Kim et al., 1997). Hasta la fecha para C. chinense
hay dos sistemas de regeneracion in vitro mediante embriogénesis somatica.
Lépez-Puc et al., (2006) indujeron la embriogénesis en medio de cultivo MS con
9-05 uM de 2,4-D utilizando embriones cigéticos germinados in vitro e
hipocotilos y obtuvieron un promedio de 87 y 175 embriones por explante
respectivamente. Sin embargo, la principal limitante fue la maduracién,
germinacién y conversion a plantulas; la mayoria de los embriones no
germinaron y algunos de los embriones que germinaron no se convirtieron en
plantulas y/o presentaron diferentes anormalidades morfolégicas (Lopez-Puc et
al., 2006).

Zapata-Castillo ef al., (2007) lograron la induccién de callo embriogénico
a partir de hipocétilos, en 30 dias de cultivo en medio MS liquido con 9-05 uM
2,4-D. Posteriormente el calio se transfirié a medio de cultivo liquido con 4.4 uM
2,4-D, para la disgregacion y multiplicacion, y los embriones somaticos se
formaron cuando se suprimié el 2,4-D y se adicioné TDZ (Zapata-Castillo ef al.,
2007). Sin embargo, este sistema de regeneracién no es atractivo para
regenerar tejido transformado de C. chinense mediante Agrobacterium
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tratamiento, no solo permitid eliminar la bacteria en un 60% del total de los
explantes, sino que también se desarrollaron mas plantulas a partir de los
segmentos cocultivados (Figura 4.2.2).

6.3 EMPLEO DE LA KANAMICINA COMO AGENTE SELECTIVO EN
EXPLANTES DE C. chinense

En los experimentos de transformacion genética para C. chinense se
utilizaron los vectores pCAMBIA2301 y el pER10W-35SRed, que portan el gen
selectivo nptll que le confiere a la célula vegetal resistencia a fa kanamicina. Por
lo que fue necesario establecer la dosis minima letal de kanamicina para los
segmentos de embrion cigdtico para C. chinense.

En la mayoria de los reportes de transformaciéon genética para
Capsicum, se ha empleado la kanamicina como agente selectivo en
concentraciones que van desde los 25 mg/L hasta los 250 mg/L (Liu et a/, 1990;
Manoharan et al., 1998; Romero-Pozueta et al., 2001; Shin et al, 2002a;
Shivegowda et al., 2002; Shin et al., 2002b; Cai et al., 2002; Dabauza y Pefia,
2003; Mihalka et al., 2003; Li et al., 2003; Lee et al., 2004; Delis et al., 2005).

Sin embargo, se ha visto que la kanamicina no es un marcador de
seleccién éptimo para la transformacién genética de Capsicum, ya que especies
de este género son altamente toierantes al agente selectivo (Shin et al., 2002a;
Liu et al., 2003, Dabauza y Pefia, 2003). Lo anterior coincide con lo obtenido en
este trabajo, ya que segmentos no cocultivados de C. chinense mostraron
tolerancia a concentraciones de hasta 300 mg/L de kanamicina (Figura 4.3.1).
Esto puede ocasionar escapes de plantas tolerantes a la kanamicina en los
experimentos de transformacion genética de piantas (Mihaika et al., 2000).

Se ha determinado que los tejidos de Capsicum no transformados
reducen su respuesta organogénica conforme aumenta la concentracion de
kanamicina. Cai et al. {2003), determinaron que no se producen brotes
adventicios en hipocotilos no transformados de C. annuum, cuando la
concentraciéon de kanamicina es igual 0 mayor a 50 mg/L. Ademas Delis et al.
(2005), encontraron que 50 mg/L de kanamicina reduce la cantidad de
explantes con organogénesis (23.1%) comparados con el testigo (83.6%).

En este estudio los segmentos de C. chinense no cocultivados y en
medio de cultivo en ausencia de kanamicina, mostraron un incremento en la
formacion de tejido calloso con relacién a los tratamientos con kanamicina;
siendo evidente en la segunda y tercera semana de cultivo (Figura 4.3.1 B). Sin
embargo, los explantes sin infectar, cultivados con kanamicina presentaron
desarrollo radicular, el cual no se presenté en los explantes cultivados en
ausencia de kanamicina (Figura 4.3.1 A).

Estos resultados permiten un sistema de seleccion de plantas para
tejido calloso posiblemente transformado de C. chinense; ya que aquelios
explantes no transformados en presencia de 100 mg/L de kanamicina no
formarian tejido calloso y en el caso de observarse desarrollo de callo podria
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suprime a pH entre 7 y 8 (Hu et al., 1990).

Ademas se observé actividad GUS en los explantes de Nicotiana
tabacum cocultivados con LBA4404 pCAMBIA2301, utilizando el buffer fosfato a
pH 8 (Figura 4.5.2).

6.4.2 Transformacion genética de C. chinense con LBA4404
pCAMBIA2301

Se llevé a cabo el cocultivo de segmentos de embrion cigdtico con el
gen reportero GUS, los cuales fueron cultivados en el medio antes descrito. Se
obtuvieron plantulas y se evaluaron por medio de tincion histoquimica
considerando el buffer fosfato a pH 8. La Figura 4.4.4 B) muestra un tallo de la
plantula de C. chinense con actividad GUS, caso contrario al tallo de ia plantula
no transformada (Figura 4.4.4 A). Estos resultados sugieren la posible
transformacion de los explantes de C. chinense con el gen uidA.

Ademas en la prueba histoquimica a pH 8, se consideré como testigo,
explantes de Nicotiana tabacum transformados con el gen reportero y se
observd actividad GUS en el tejido foliar transformado (Figura 4.4.4 C).

Los resultados de la evaluacién histoquimica con buffer fosfatos a pH
8, sugieren que el gen uidA posiblemente introducido en los tejidos de C.
chinense y N. tabacum esta activo, ya que se obtuvo coloraciéon azul en el tejido
transformado (Figura 4.44 A, C). En el caso del tejido de plantas no
transformadas no se presento dicha actividad (Figura 4.4.4 B, D).

6.5 TRANSFQRMACION GENETICA DE Capsicum chinense CON EL GEN
HETEROLOGO WUSCHEL DE Arabidopsis thaliana

6.5.1 Activacion de WUSCHEL en explantes transformados

Explantes con inductor (17 B-estradiol) en el medio de cultivo

Los segmentos de embrion cigético infectados con pER10W-35SRed,
cultivados en medio 3R adicionado con el inductor, no mostraron desarrollo de
estructuras somaticas embrionarias.

La presencia del 17 (-estradiol en el medio de cultivo 3R, afecté la
respuesta in vitro; ya que disminuyé la cantidad de explantes con tejido calloso
y ademas no hubo desarrollo de plantulas (Figura 4.6.2.1 A). Ademas el
disolvente (DMSQ) ocasiond necrosis de los segmentos.

A pesar de que en la cuarta semana se cambiaron los tratamientos,
eliminando la presencia del inductor o del disolvente; los explantes no
desarrollaron estructuras somaticas.
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cuales no se observaron en los explantes no cocultivados en presencia del
inductor. Después de 30 dias, los tallos transformados inmersos con 10 yM 17
B-estradiol, desarrollaron nuevas estructuras globulares y ademas tejido calloso.
A los 45 dias de cultivo las estructuras globulares y el tejido calloso se
necrosaron (Figure 5.6.3 G). Los analisis histologicos de las estructuras
sugieren que de los tallos transformados con WUSCHEL e inducidos se
desarrollaron posibles embriones somaéticos (Figure 5.6.4 1).

Esta observacion coincidié con reportes previos en Coffea canephora,
debido a que la proteina homeodominio, parece trabajar bien en un sistema
heterélogo (Arroyo-Herrera et al., 2008). WUSCHEL se ha encontrado que
induce ia formacién ectépica de células madre (Schoof et al., 2000; Gallois et
al., 2004; Lenhard and Laux, 2003; Zuo et al., 2002).

Los resultados de este trabajo mostraron que la sobreexpresion del gen
WUSCHEL en tallos de C. chinense promueven la formacién de estructuras
embriogénicas, sin embargo estancan su crecimiento; sugiriendo que quizas
otras sefiales estan involucradas en la induccidon embriogénica y adecuado
desarrollo en esta especie.

Cabe mencionar, que tejido foliar y radicular de C. chinense infectado
con pER10W-358Red fue inducido con el 17 B-estradiol, pero no mostraron
alguna respuesta morfogénica.

Las plantulas de C. chinense transformadas con WUSCHEL estan
siendo micropropagadas in vitro.
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La ausencia del fragmento correspondiente a los genes vir en las
plantulas evaluadas mediante PCR, sugieren la ausencia de A.
tumefaciens en los mismos.

Los callos de C. chinense mostraron zonas con fluorescencia roja, io
cual sugiere la posible transformacion genética con el gen dsred.

Los tallos de C. chinense quiméricos con el gen WUSCHEL e inducidos
con 5 uM de 17 B-estradiol, mostraron formacién de estructuras
somaticas. Ademas los resultados de los analisis histologicos de las
estructuras desarrolladas en los explantes transformados con el gen
WUSCHEL, permitieron corroborar el origen embriogénico.

El Northern reverse sugiere la presencia de los transcritos
correspondientes al gen WUSCHEL en los explantes posiblemente
transformados de C. chinense, los cuales estan ausentes en los
explantes no transformados.

Se establecié un sistema de transformacion genética mediante A.
tumefaciens para C. chinense, Gtil para introducir genes funcionales.
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