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RESUMEN

Tomando en cuenta las condiciones climaticas actuales, la creciente demanda
energética y la disminucion en los reservorios de combustibles foésiles, es
indispensable encontrar alternativas energéticas que contribuyan al desarrollo

sustentable de la sociedad.

Los acidos grasos producidos en las semillas de Jatropha curcas son una buena
opcion para generar biodiesel, sin embargo, su relacibn de &cidos grasos
saturados e insaturados limita la calidad del biodiesel producido. Una alternativa
viable para producir biodiesel de mejor calidad a partir de J. curcas, es modificar la
ruta de biosintesis de acidos grasos para disminuir la concentracion de lipidos

insaturados y aumentar la de saturados.

En este trabajo, se generd una secuencia de ADN para silenciar mediante ARN de
interferencia, el gen JcSAD1, el cual, codifica para la enzima A9-desaturasa. Esta
enzima agrega la primer insaturacién al acido estearico (18:0), para producir acido
oleico (18:1). La secuencia de JcSADL1 utilizada para el silenciamiento, tiene una
alta similitud con secuencias ortélogas de organismos de interés agroindustrial,
por lo tanto, hay amplias posibilidades de que la construccion generada en este
trabajo pueda ser utilizada en otras especies, con buenos resultados de

silenciamiento de genes ortdlogos.

También se establecidé un protocolo de transformacion para callos de J. curcas
mediante Agrobacterium tumefaciens, utilizando el vector pCAMBIA 1301 y se

comprobé dicha transformacion mediante la prueba histoquimica de GUS.
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ABSTRACT

According with the actual environmental condition, energy demand and the
decreasing fossil fuels availability, it is necessary to look at the alternative energy

sources in order to contribute to the sustainable development.

Fatty acids produced in Jatropha curcas seeds are a good option to be converted
into biodiesel; however, the relation between saturated and unsaturated fatty acids
in the seeds is a limiting factor for the biodiesel quality. A feasible option to
produce better quality of biodiesel from J. curcas, is modifying the fatty acid
biosynthesis pathway to reduce the concentration of unsaturated lipids and to

increase those saturated.

In this work, it was made a construct of DNA to silencing the JcSAD1 gene by
interference RNA (iRNA). The SAD1 gene encodes the A9-desaturase enzyme.
This enzyme adds the first unsaturation in the stearic acid (18:0) to produce oleic
acid (18:1). The JcSAD1 sequence used in this work has high similitude with the
orthologues genes from others important agro-industrial organisms. Hence, it is
possible that the construction made in this work could be successful to silence
orthologues genes.

On the other hand, a transformation methodology of J. curcas callus has been
established, for what the pCAMBIA 1301 vector was used. The efficient

transformation was detected by the histochemical GUS assay.
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INTRODUCCION

La creciente demanda de energia por el aumento poblacional y por el cambio en
los habitos de vida, hace que el apetito voraz por petroleo (como la principal fuente
de energia para la sociedad actual) nos esté llevando a un cuello de botella tanto
ecoldgico como energético.

Es por ello, que es necesario implementar estrategias que nos permitan solventar
nuestras necesidades sin comprometer el suministro energético ni el equilibrio
ecoldgico del planeta para las generaciones futuras —desarrollo sustentable—. En
este sentido, surgen las fuentes de energia renovable como una posible
alternativa que si bien no puede solucionar —en la actualidad— todos los
problemas energéticos y ambientales, pueden ayudar a minimizar los efectos

negativos que provoca el satisfacer la demanda energética.

A lo largo de la historia, el hombre ha desarrollado diversas tecnologias que
permiten aprovechar la biomasa para obtener energia que pueda ser aprovechada
para satisfacer las necesidades de las sociedades que han existido. Con el paso
de tiempo, estas tecnologias han sido modificadas para incrementar su eficiencia.
Ejemplo de estas tecnologias son los biocombustibles como bioetanol y biodiesel.

Una de las grandes ventajas de este tipo de biocombustibles es que poseen
caracteristicas fisico-quimicas que permiten hacer mezclas con los combustibles
fésiles de mayor uso en la actualidad —gasolina y diesel—, esto facilita su
utilizacién en motores disefiados para gasolina y diesel sin necesidad de efectuar
muchas modificaciones. Una de las mejores alternativas como biocombustible, es

el biodiesel, dado que su contenido energético es mas alto que el del bioetanol,
1



puede satisfacer mejor las necesidades de potencia que se requieren en los

vehiculos de uso cotidiano [1].

En este sentido, Jatropha curcas surge como una posible fuente de materia prima
para producir biodiesel, debido a su capacidad de crecer en condiciones poco
propicias para la agricultura tradicional, su facil propagacion, amplia adaptacion,
bajo costo de semillas, corto periodo de gestacion, asi como semillas con un alto

contenido de aceites propicios a ser convertidos en biodiesel [2-4].

Sin embargo, se sabe que a mayor cantidad de insaturaciones en los aceites se
reduce el indice de cetanos del biodiesel obtenido a partir de dichos lipidos [5;6].
Teniendo en cuanta la alta proporcion de aceites insaturados —principalmente
oleico— producido en semillas de J. curcas [3], se plantea la posibilidad de
modificar la ruta de biosintesis de acidos grasos para disminuir la produccion de
acidos grasos insaturados, esperando que el biodiesel generado a partir de ellos

tenga mejores valores de indice de cetanos.






CAPITULO I: ANTECEDENTES

1.1. ¢POR QUE USAR BIOCOMBUSTIBLES?

Durante el afio de 2008 el precio internacional del petrdleo alcanz6 valores tan
altos que rosaron los niveles histéricos, esta situacion fue utilizada como
argumento —aunado al agotamiento de las reservas de petréleo— para incentivar
la llamada transicion energética, que se refiere basicamente a la investigacion y
uso de fuentes alternas de energia, siendo los biocombustibles una de las
opciones mas apoyadas en la ultima década, especialmente bioetanol y biodiesel.
Entre las ventajas que presentan estas opciones de energia renovable, podemos
mencionar que son tecnologias en las cuales participa activamente el proceso de
fotosintesis —para producir biomasa—, lo cual ayuda a mantener en equilibrio el
ciclo de carbono, esto es una gran ventaja ya que contribuye a disminuir las
emisiones de CO, a la atmosfera [7-10]. Sin bien, la combustién de estos
biocombustibles genera emisiones de CO,, este es rapidamente retirado de la
atmosfera por los mismos procesos biolégicos —fotosintesis— que sirven para
generar mas biocombustibles, de esta manera se logra una disminucion neta en

las emisiones de CO, a la atmosfera.

En la dltima década se ha visto un marcado incremento en la utilizacion de
biocombustibles como bioetanol y biodiesel, siendo la Unién Europea el principal
productor y consumidor de biodiesel, mientras que EUA y Brasil lo son para el
caso de bioetanol [11]. Hasta el dia de hoy, el etanol ha sido el biocombustible
mas utilizado, esto debido a un amplio conocimiento de sus caracteristicas y a la
disponibilidad de metodologias bien establecidas para su produccién a niveles
industriales, principalmente para la industria de alimentos y bebidas, sin embargo,

es posible que el etanol no sea la mejor opcion como biocombustible, debido a
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ciertos problemas técnicos relacionados con los motores de combustion interna,
un ejemplo de ello puede ser la alta solubilidad en agua, lo cual dificulta su
purificacion y puede generar problemas en los sistemas de combustion, asi como
el bajo contenido energético —comparado con los combustibles normales, como

gasolina y diesel— [1].

Uno de los problemas que enfrentan las tecnologias de biocombustibles es el
hecho de que al basarse en biomasa, es necesario producirla a niveles
industriales, lo cual implica altos costos de inversion inicial, mantenimiento y
cosecha, también son procesos largos que requieren mucha energia para su
completa realizacién, esto hace que sea muy dificil satisfacer la demanda de
combustibles a precios competitivos respecto a los combustibles fosiles
tradicionales. Es importante que este tipo de cultivos no compitan por tierras que
podrian ser utilizadas para generar alimentos de consumo humano, tampoco es
recomendable talar bosques y/o selvas para establecer nuevos cultivos. Esto hace
gue el area superficial disponible para cultivos bioenergéticos sea solo una

fraccidbn mucho menor a la totalidad usada para agricultura [10].

Resulta claro que es necesario realizar cambios que permitan acercarnos mas al
desarrollo sustentable, de lo que lo hemos hecho hasta ahora. En este sentido los
biocombustibles brindan la gran ventaja de que aparte de ayudar a producir
energéticos, también ayudan a revertir algunos efectos negativos de la utilizacién

de combustibles fosiles, como es la produccion de CO».



1.2. JATROPHA CURCAS COMO FUENTE DE ENERGIA RENOVABLE

Jatropha curcas es una planta perenne que pertenece a la familia de las
Euforbidceas, es diploide con 22 cromosomas [12] y se ha estimado el tamafio de
su genoma en 416 Mb [13].

El origen de J. curcas es algo discutido, pero se cree que es nativa de México y
que fue transportada a Asia y Africa por los portugueses, sin embargo es
necesario hacer un estudio mas detallado para confirmar esta idea, esto podria
hacerse mediante técnicas moleculares como RAPD (Random Amplification
Polymorphic DNA), AFLP (amplified fragment length polymorphism), ISSR (inter

simple sequence repeat) y SSRs (single sequence repeats) [14;15].

Entre las principales caracteristicas de se destacan: la capacidad de crecer en
condiciones “marginales”, es decir, en areas poco propicias para la agricultura
tradicional, es de facil propagacion, amplia adaptacion, bajo costo de semillas,
corto periodo de gestacion. Otra caracteristica importante de J. curcas es, que en
sus semillas se encuentra un alto contenido de aceites propicios a ser convertidos
en biodiesel, lo cual, le proporciona un alto potencial como cultivo bioenergético [2-
4].

La mayoria de las variedades de J. curcas presentan toxicidad, por lo que los
residuos obtenidos después de la extraccién del aceite no pueden ser usados
como alimento para el ganado, sin embargo, en México se han identificado
variedades no toxicas para el ganado, lo cual, le aporta un valor agregado a estas

variedades como cultivos bioenergéticos, ya que estos residuos se podrian utilizar



para producir forraje y haria mas rentable la produccion en gran escala de J.
curcas [16].

Existe un creciente interés en establecer cultivos de J. curcas tanto del sector
privado como del gubernamental, un ejemplo de esto son las compafias D1 Oils
plc, Viridas plc y Energem Resources Inc., las cuales, tienen plantaciones de J.
curcas en India, Sur Africa, el Sureste Asiatico, entre otros. A pesar del gran
interés por los cultivos de J. curca, los datos de rendimiento para esta especie aun
son algo limitados e inciertos, sin embargo, se espera que en los préximos afios
las plantaciones recientemente iniciadas puedan aportar datos que ayuden a tener

informacion mas confiable sobre sus rendimientos [3].

En un trabajo que se realiz6 en la India [17], utilizaron acidos grasos libres
colectados de plantas de distintas regiones de Maharashtra, con las cuales se
procedid a generar biodiesel por medio de transesterificacion, finalmente se logré
observa que el biodiesel generado por este método fue de muy buena calidad para
ser utilizado comercialmente como biodiesel, a diferencia de cuando se utilizan los
acidos grasos libres como mezcla de aceites, con el proceso de transesterificacion
se logra mejorar alguna de las propiedades de los aceites, incluida la viscosidad,
gue es una de las mayores limitantes para usar los aceites de J. curcas

directamente en un motor de diesel.

1.3. OPCIONES A MEJORAR EN J. CURCAS

En un trabajo de revision, realizado por Durrett et al. [5], se reporté un extenso

analisis sobre los metil ésteres de acidos grasos, obtenidos mediante la



esterificacion de aceites de distintas plantas, y se resalta la relacion inversa entre
la cantidad de insaturaciones y el indice de cetanos (CN) —por sus siglas en
inglés—. El indice de cetano, es un pardmetro de calidad de combustibles para
motores de diesel, se refiere al tiempo de retardo de la ignicion (ID) —por sus
siglas en ingles—, es decir, al tiempo que transcurre desde el momento en que el
combustible entra en el cilindro de compresion hasta el momento en que hace

ignicién, a menor valor de ID, mayor valor de CN [6].

Uno de los pardmetros mas importantes a conocer en J. curcas es su contenido y
composicién de &cidos grasos, ya que estos, contribuyen de gran manera a
muchas caracteristicas de interés como: viscosidad, flujo en frio, punto de
enturbiamiento y estabilidad oxidativa del aceite producido por la planta que,

después sera usado para producir biodiesel [3].

Se ha reportado que las semillas de J. curcas contienen entre 27 a 62% de aceite
[3;18;19], donde el principal acido graso es el oleico a diferencia de otras especies
de Jatropha, en las cuales predomina el acido linoleico [20], también se han
reportado valores de 32% —masa seca— de contenido de aceite en semillas de

J. curcas y de 24% para J. gossypiifolia en muestras colectadas en Brasil [2].

En un estudio [3] realizado a semillas de J. curcas de 23 sitios de Madagascar
para conocer su composicion de acidos grasos, mediante andlisis de AFLP se
observd que las variaciones genéticas de las diferentes semillas era muy pocas
como para explicar la variacion en la composicion de acidos grasos observada,
por lo que se concluyé que las condiciones ambientales deben tener un papel muy
importante como determinantes del contenido de acidos grasos en J. curcas. En
dicho estudio también se estimoé el indice de cetano que se obtendria de cada
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para las plantas de cada localidad, de acuerdo a su composicion de acidos grasos,
y en todos los casos el valor estimado cumpli6 con los criterios minimos

establecidos por la Unién Europea (51) y EUA (47).

En este mismo estudio se obtuvieron valores de 33.8% a 51.7% de contenido de
acido oleico para muestras de semillas de J. curcas colectadas en Madagascar,
mientras que de Oliveira et al. [2] reportd valores de 22.4% para semillas de la
misma especie pero de muestras originarias de Brasil, asi como porcentajes de
instauraciones de 40% a 70%, los cuales son comparables a los reportados en

soya y palma aceitera [21].

Para que la escala de cultivos de J. curcas aumente en el mundo, es necesario
desarrollar nuevas variedades que produzcan la méaxima cantidad y calidad de
aceites, incrementar sus rendimientos de produccidon y que sea tolerantes a
condiciones ambientales adversas, para lograr lo anterior, seria muy util

desarrollar metodologias que permitan la modificacion genética de esta especie

[3].

A diferencia de la mayoria de los cultivos de oleaginosas actuales, en el mercado
no hay variedades de J. curcas agronémicamente mejoradas. Algunas de las vias
para obtener variedades mejoradas para implementarlas como cultivo
bioenergético podrian ser por métodos tradiciones de cruzas entre diferentes
variedades, induccion de mutaciones, transgénesis y/o cisgénesis [14]. Estudios
anteriores han revelado susceptibilidad de plantulas [22] y discos de cotiledones J.
curcas, a ser transformados mediante Agrobacterium tumefaciens, con una

eficiencia de transformacién de 13% para discos de cotiledones [23].



Uno de los puntos importantes a estudiar y tratar de mejorar en J. curcas es su
contenido y composicion de acidos grasos, esto podria hacerse mediante
alteraciones en los niveles de produccion de las enzimas que participan en las
rutas de biosintesis de acidos grasos, este tipo de modificaciones se han
reportado en plantas como Arabidopsis thaliana y Brassica napus [24;25].

Ejemplo de estos posibles blancos a modificar para incrementar los rendimientos
de produccién de aceites en J. curcas son el gen GLABRA2, del cual su disrupcion
permite incrementar el contenido de aceite en Arabidopsis [26] y la sobreexpresién
de los factores de transcripcion GmDOF4 y GmDOF1 también han mostrado tener
efectos positivos en el incremento del contenido de aceites en Arabidopsis [27].
También se propone el silenciamiento del gen de las enzimas A-12 (FAD2) o A-9
(SAD) desaturasas para incrementar la acumulacién de &cido oleico o esteérico

respectivamente, como se ha hecho en otros cultivos de oleaginosas [14;28].

La transformacion por A. tumefaciens es uno de los métodos mas usados para
transformar plantas y el caso de J. curcas no es diferente hasta la actualidad. Para
transformar J. curcas se han utilizado principalmente las cepas LBA4404 [23] y
EHA101 [29]. Aungue las eficiencias de transformacion de cada cepa han sido
notoriamente diferentes —aparentemente mayor eficiencia para LBA4404—, es
dificil decir cual cepa es mejor para transformar ya que, puede haber muchos

factores experimentales que afecten eficiencia de transformacion.

La transformacion de J. curcas con A. tumefaciens se puede hacer sobre

diferentes tipos de explantes, se han reportado transformaciones de tejidos de
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segmentos de hipocotilo de plantulas in vitro [29] y en discos de cotiledones [23]

con buenos resultados.

La biobalistica también es una posibilidad para obtener plantas transgénicas ya
gue se ha visto que J. curcas puede incorporar ADN plasmidico directamente por
medio de biobalistica [30]. En dicho trabajo se reportd una eficiente transformacion
de brotes apicales con el transgen uidA, asi como su posterior expresion y

actividad bioldgica.

Ya se han hecho varios trabajos sobre transformacion de Jatropha curcas, en los
cuales, se han utilizado diferentes explantes, vectores, y cepas de Agrobacterium

tumefaciens, como se resume en la Tabla 1.3.1.

En un estudio del transcriptoma de semillas de J. curcas en dos estadios de
desarrollo de la planta [31], se analizaron los transcritos durante desarrollo de
semillas y geminaciéon de semillas. Con los resultados obtenidos y con ayuda de
herramientas bioinformaticas se logré6 hacer una reconstruccion de las rutas
metabdlicas relacionadas con la biosintesis y acumulacién de acidos grasos en
semillas de J. curcas. Entre los resultados, destacan significativamente los
elevados niveles de expresion de la enzima que cataliza la sintesis de acido oleico
y estearico [Acil-tioesterasa A, (FatA)], lo cual concuerda con los altos niveles de
estos acidos grasos encontrados en semillas de J. curcas, sin embargo, también
se han reportado altos valores de acido linoleico (18:2) lo cual es apoyado por
niveles de expresion medianamente elevados de FAD2 para llevar a la sintesis del

18:2, como se muestra en la Figura 1.3.1.
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Figura 1.3.1. Ruta de biosintesis de acidos grasos en J. curcas.
La intensidad del color en las casillas debajo del nombre de cada gen, representa
el nimero de ESTs de J. curcas, encontrados en los dos estadios analizados JD

(desarrollo) y JG (germinacion) [31]
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Tabla 1.3.1 Resumen de trabajos reportados sobre transformacion de J. curcas.

[}
@ _ 5 o5 8 k= 5
Método de s = ° o S35 s 8 2 @
.z [} — (&) E I [&] o —_ © —_
transformacion O = 9] s 8o - > a 3
w > a 3 & © © .
S ] @
Agrobacterium | s 1404 cJ pBI121 CaMV35S | nptll uidA TGI Japén | [32]
tumefaciens
Agrobacterium . JcFAD2 | TGI, PR, .
tumefaciens | T Cotiledones pCAMBIA1300 | CaMV35S GFP 1 RNAi. AS Singapore | [33]
Agrobacterium | 1 a g 05 HC, H PCAMBIA2301 | CaMV35S | nptll uidA TE India [17]
tumefaciens
Agrobacterium . .
tumefaciens LBA4404 HC pCAMBIA1301 CaMV35S Bar uidA SR China [34]
Agrobacterium EHA101, . .
tumefaciens LBA4404 SH, SH pIG121Hm CaMV35S nptll uidA TE India [29]
Agrobacterium . .
tumefaciens LBA4404 HC pCAMBIA2301 CaMV35S nptll uidA TGI China [35]
Agrobacterium LBA4404 .
tumefaciens EHA105 HJ pBl121 CaMV35S nptll LIF TGI China [36]
Agrobacterium . .
tumefaciens LBA4404 SH, HC pCAMBIA1301 CaMV35S Hpt uidA TGI India [37]
AtPPAT,
Agrobacterium AtNF-
9 . LBA4404 CJ, HJ pGWB11 CaMV35S nptll YB1, TGI, PR Japén [38]
tumefaciens
GSMT,
DMT
Biobalistica | ------------- BA pBl426 CaMV35S nptll uidA TGI, PR India [30]
Biobalistica | ------------- E pCAMBIA1301 CaMV35S Hpt SbTHX TGI, PR India [39]

CJ, cotiledones juveniles; IGB, integracion del gen blanco; RP, regeneracion de planta; ARNi, ARN de interferencia;
AS, antisentido; HC, hoja cotiledonar; H, hojas; E, embriones; ET, expresion transitoria; RB, regeneracion de brotes;
SH, segmentos de hoja; SH, segmentos de hipocétilo; HJ; hoja joven; BA, brotes apicales.

13




Por los resultados obtenidos por Costa et al. [31] y en trabajas anteriores [40;41],
surge como opcion de modificacion genética, el silenciamiento del gen que
codifica para la enzima A-9-desaturasa, también conocida como estearoil-ACP
desaturasa, ya que una de las principales caracteristicas deseadas en aceite de
semillas de J. curcas es que tenga la menor cantidad posibles de instauraciones, y

esto se podria lograr interrumpiendo la ruta de biosintesis de acidos grasos.

En un estudio realizado en Caenorhabditis elegans, se descubrié que, cuando se
inyectaban moléculas de ARN de doble cadena —sentido y antisentido—,
especificas para un gen enddgeno de C. elegans, se obtenia un efecto de
silenciamiento de dicho gen, mucho mayor a cuando se inyectaba una molécula

de ARN de cadena sencilla, ya fuera en sentido o antisentido [42].

En un trabajo realizado por Waterhouse et al. [43], se propone un mecanismo de
accion de moléculas de ARNdc (ARN de doble cadena) formadas por el
apareamiento de secuencias sentido y antisentido de un mismo transcrito, para
silenciar genes enddgenos o genes exdgenos en plantas. Muchos trabajos se han
enfocado en tratar de explicar el mecanismo de accion de los ARNi (ARN de
interferencia). Posteriormente, Waterhouse et al. [44] propusieron un modelo
mucho mas complejo del mecanismo de accién de los ARNi y de sus posibles

implicaciones bioldgicas.

Una estrategia de modificacion genética en J. curcas es el silenciamiento génico
por medio de virus, un ejemplo de ello es lo hecho por Ye et al. [45], donde
utilizaron el Virus Sonajero de Tabaco (TRV) por sus siglas en inglés “Tobacco
Rattle Virus”, para realizar silenciamiento génico virus-inducido (VIGS) por sus
siglas en inglés “Virus-Induced Gene Silencing”, esta técnica permite la generacion
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de moléculas de ARNpi (ARN pequefios de interferencia), especificos para
secuencias de ARNm de genes blanco a silenciar. Esto se logra construyendo
vectores virales recombinantes con la secuencia parcial de algin gen de interés a

silenciar.

Como esta técnica genera un fenotipo transitorio y reversible es posible utilizarla
para silenciar genes de los cuales una deficiencia durante los procesos de

embriogénesis podria ser letal [46].

La utilizacion de esta técnica por Ye et al. [45] para silenciar genes de la
biosintesis de acidos grasos en Jatropha, mostré que el silenciamiento del gen
KASII incrementaba la acumulacion de acido palmitico (16:0) respecto a las no
infectadas con el vector (TRV: KASII). De igual manera, Ye et al. [45] construyeron
un vector TRV con las secuencias de dos genes de la via de biosintesis de acidos
grasos en Jatropha (TRV: KASII+FATB), con lo cual esperaban una mayor
acumulacion de 16:0, sin embargo el efecto acumulativo de 16:0 fue menor que en
el vector TRV: KASII, por lo cual estos autores suponen que el co-silenciamiento
de KASII+FATB puede revertir el efecto de silenciamiento de KASII —solo— en la

via de biosintesis de acidos grasos en Jatropha.

En el mismo trabajo de Ye et al. [45], también se silenciaron los genes FAD2-1 (A-
12 desaturasa) SAD1-L (A-9 desaturasa), se obtuvieron valores incrementados en
los niveles de acumulacion de 16:0 y 18:0 para SAD1-L silenciado y mayores
niveles de 18:1 para FAD2-1 silenciado. Sin embargo, han sido desarrollados
vectores que aprovechan otros mecanismos de silenciamiento por ARNi, como el
vector pHANNIBAL [47].
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En el trabajo de Wesley et al. [47], se reportd que las estructuras de ARNi tienen
una mayor eficiencia de silenciamiento cuando los brazos de la horquilla miden de
100 a 850 pb e incluyen un intron, también se compard la eficiencia de
silenciamiento entre un vector pHANNIBAL con una construccion de para ARNi de
secuencia sentido y antisentido, contra vectores que solo contenia la secuencia en
orientacion sentido o antisentido, y se observO una gran eficiencia de
silenciamiento en la construccion de ARNi de aproximadamente 95% en
comparaciéon de eficiencias de aprox. 10% para las construcciones con solo una
secuencia sentido o antisentido del gen de interés a silenciar. El vector
pKANNIBAL —a diferencia de pHANNIBAL, tiene un gen de resistencia para
kanamicina en bacterias— fue desarrollado para generar una estructura de
horquilla de ARN, compuesta por una secuencia de interés en orientacion sentido,
seguida por un intron del gen PDK (piruvato ortofosfato dikinasa) y la misma

secuencia de interés en orientacion antisentido [47].

Con este mismo vector —pero con distintos intrones— se logré silenciar la
produccion de la enzima A-9 y A-12 desaturasa en plantas de algodén y
Arabidopsis, con rendimientos de silenciamiento de aproximadamente 50% para
los vectores que no contenian intrén y de 100% para los vectores que si contenian
un intron como parte de la horquilla de ARN [47]. De esta manera, estos vectores
surgen como una buena opcion para silenciar eficazmente genes especificos,

como pueden ser, genes de rutas metabdlicas.

La modificacion de la ruta de biosintesis de acidos grasos mediante el
silenciamiento por ARN antisentido del gen SAD (A-9 desaturasa) ya se ha
reportado en especies del género Brassica [25], donde se utiliz6 una secuencia

antisentido del gen que codifica para la A-9- desaturasa, de este modo se logré
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disminuir significativamente la produccidn de esta proteina en semillas de la

progenie genéticamente modificada.

A pesar de la importancia que tiene incentivar la investigacion y establecimiento de
nuevas tecnologias para la produccion y energias renovables es necesario ser
conscientes del real potencial que tienen dichas tecnologias sobre su alcance en
la contribucion del desarrollo sustentable. Por ejemplo, en el caso del biodiesel, en
el estado de Chiapas se estima que el area disponible para cultivo de Jatropha
curcas es de un maximo de 230 mil hectareas, mientras que la actual demanda de
diesel en México es de aproximadamente 17.4 millones de toneladas métricas,
esto requeriria de aproximadamente 23 millones de hectareas plantadas con J.
curcas, lo cual es equivalente a mas del 90% de la superficie cultivable del pais
[10].

Otro punto a considerar respecto al cultivo de Organismos Genéticamente
Modificados (OGMSs) es la legislacion vigente, en México, estamos regidos por la
Ley de Bioseguridad de Organismos Genéticamente Modificados con su
respectivo reglamento (Reglamento de la Ley de Bioseguridad de Organismos
Genéticamente Modificados) en los cuales se establecen numerosos criterios que
se deben cumplir para poder ser aprobados en alguna region o momento
determinado, para el caso de J. curcas no es distinto, su aprobacién para ser
liberado como OGM de uso industrial deberd ser revisado por un grupo de
especialistas que evaluaran la situacion de cada caso particular, no es tan sencillo
como decir que sera aprobado en todos los casos o en todos los casos negado, ya

gue son muchos los criterios que se mencionan en dicha ley.
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Una vez obtenidos los permisos para el establecimiento de cultivos bioenergéticos
genéticamente modificados, es recomendable evitar el uso de fertilizantes
quimicos debido que estos representan el mayor consumo energético en la
agricultura —desde su elaboracion hasta su aplicacion—, otra recomendacion
para este tipo de tecnologias es que sean enfocadas a satisfacer demandas
locales y no globales, es decir, que el biocombustible generado por medio de este
tipo de cultivos sea usado en los lugares cercanos a donde se establecié la
plantacion, de este modo se disminuyen los costos de transporte y se hace mas

favorable el balance energético [10].
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JUSTIFICACION

Dadas las condiciones actuales de demanda de fuentes de energia que
favorezcan el desarrollo sustentable, se hace de vital importancia mejorar las
tecnologias actuales de manera que nos permitan hacer méas eficientes, rentables
y sustentables las opciones de energias renovables. La generacion de una
construccion génica que permita modificar la relacion de acidos grasos saturados
e insaturados en las semillas de J. curcas podria ayudarnos a mejorar la

rentabilidad de su utilizacion cultivo bioenergético.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es necesario establecer metodologias que permitan la modificacion genética de J.
curcas para poder mejorar caracteristicas de la planta que nos permitan obtener
mejores resultados al utilizarla como productora de aceite para generar biodiesel a

niveles industriales.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Establecer una metodologia para transformacion de callos de J. curcas, asi como
generar una construccion para el silenciamiento del gen JcCSAD1 que sirvan como

base para posteriores trabajos de modificacion genética.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer un protocolo para transformar callos de J. curcas mediante
Agrobacterium tumefaciens,

e Generar la construccion para el silenciamiento de JcCSADL1.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1. INTRODUCCION.

El callo de plantas se produce como consecuencia de la exposicion a ciertos
reguladores de crecimiento y en cierta concentraciones inmediatamente después
de un dafo en el tejido vegetal [48] y puede ser obtenido de casi cualquier parte
de la planta, sin embargo, la eficiencia en la produccion de callo dependera de
muchos factores que van desde el genotipo de la planta utilizada hasta las

condiciones ambientales en las que se cultive el explante [49;50].

Los callos se pueden mantener en medios semisélidos o liquidos, cuando se
requiere un rapido crecimiento, suele ser mas conveniente colocarlos en medio

liquido y agitacién constante [49].

En 1984 se reportd el primer trabajo de modificacion genética de una planta [51], y
desde entonces han desarrollado diferentes metodologias de transformacion vy

seleccién de transformantes, asi como tecnologias de modificacion genética.

Para obtener plantas de J. curcas genéticamente modificadas para usarlas
exitosamente como cultivo bioenergético, primero es necesario establecer
mecanismos de seleccién de transformantes que nos permitan discriminar
eficazmente entre los explantes modificados y los no modificados, esto se puede
hacer con estudios farmacoldgicos usando antibidticos que sean toxicos para los
explantes silvestres y vectores que aporten resistencia a los mismos antibidticos.

Para esto es importante evaluar los efectos de los antibiéticos usados en el
23



proceso de seleccidn sobre los explantes a transformar. Un ejemplo de esto se
encuentra en el trabajo de Li et al. [34] donde se observd que concentraciones de
50 mg/L de kanamicina, 0.5 mg/L de fosfinotricina o0 5 mg/L de higromicina,
inhiben la generacién de brotes en los callos no transformados, mientras que 100
mg/L de kanamicina, 1 mg/L de fosfinotricina o 7.5 mg/L de higromicina en el

medio, mata los callos no transformados.

Otro ensayo para la confirmacién de la exitosa transformacion, es la prueba
histoquimica GUS. En 1987 se publico el primer trabajo de una planta transgénica
gue habia incorporé el gen GUS (B-glucoronidasa) de E. coli, como un gen
reportero de la transformacion de células vegetales, de igual manera se demostro
gue la incorporacion de esta secuencia no afecta la salud y fertilidad de las plantas
transgénicas. Cuando se utiliza este sistema como gen reportero, es necesario
gue la planta silvestre —sin transformar— no de positiva a la tincion histoquimica
GUS [52]. Para el caso de J. curcas, no se reportado un resultado positivo a esta
prueba en plantas silvestres, lo cual permite su utilizacion sin riesgos de falsos

positivos de transformacién [17].

El sustrato mas utilizado para detectar la actividad biolégica de la B-glucoronidasa
es el 5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucuronido o X-Gluc, el cual al ser procesado
por la enzima genera dicloro-dibromoindigo (CIBr-indigo), que es insoluble y de
color azul [53].

Si bien es cierto que ya hay varios trabajos donde se ha reportado la exitosa
transformacion de células de J. curcas, es necesario que en nuestro grupo de
trabajo se pongan a prueba las metodologias reportadas, y sean optimizadas para
el cultivar de J. curcas con el gue nosotros estamos trabajando, porque si bien es
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la misma especie el genotipo no lo es al 100% y eso implica la posibilidad de
respuesta diferente a los mecanismos de seleccion, transformacion e identificacion

mediante la prueba de GUS.

Como se comento anteriormente, desde 1984 se ha venido desarrollando distintas
estrategias de modificacion genética de plantas y un ejemplo de esto es el trabajo
publicado en 2001 por Wesley et al. [47], donde se observo que una construccion
de silenciamiento formada por la secuencia sentido de un gen X, fusionado un
intron de plantas y a la secuencia antisentido del mismo gen X produciria
transcritos que podrian formar estructuras de bucles o “hairpin”, las cuales, tienen
un potente y especifico efecto de silenciamiento génico postranscripcional sobre

transcritos con secuencias similares a la del gen X utilizado en la construccion.

Sabiendo que el gen SAD1 codifica para un propéptido que migra hasta el
plastidio, donde al ser introducido es cortado, dejando una enzima biol6égicamente
activa, compuesta por aproximadamente 363 residuos aminoacidicos, conocida

como A-9-desaturasa [40;54].

Debido a que la mayoria de las plantas carecen de otras desaturasas que se
encarguen de procesar los acidos grasos 18:0 de forma similar a la A-9-
desaturasa, se piensa que esta enzima es la responsable de la relacion de acidos

grasos saturados y los monoinsaturados [55].

De esta manera surge la idea de utilizar el vector pKANNIBAL [47] para armar un
constructo de ADN, que permita silenciar el gen JcSAD1 en plantas de J. curcas

transformadas con dicha construccion. Todo esto con la intencibn de obtener
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plantas que en sus semillas tengan una mayor cantidad de &cidos grasos
saturados en comparacion con las plantas silvestres, ya que el biodiesel producido
a partir de acidos grasos saturados tendrd mayores valores de indice de cetanos
[5;6].

2.2. MATERIAL VEGETAL.

En el presente trabajo, se utilizaron callos previamente generados por la Ing. Celia
Maricruz Ucan Uc, y callos generados en el transcurso de este trabajo, tomando
como base lo establecido por Galaz-Avalos et al. [49]. Para la obtencion de los
callos se parti6é de plantulas obtenidas in vitro a partir de embriones cigéticos de
un cultivar de J. curcas originario del estado de Chiapas, México, con el cual, se
ha venido trabajando en el laboratorio 24 de la Unidad de Bioguimica y Biologia
Molecular, a cargo del Dr. Victor Manuel Loyola Vargas del Centro de

Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C. (CICY).

Para la germinacién de los embriones cigoticos —de semillas traidas del estado
de Chiapas, México—, se utiliz6 un medio de cultivo a base de sales MS [56],

adicionado con vitaminas B5 [57], como se muestra en la tabla 2.2.1.

Tabla 2.2.1 Composicion del medio para germinacion de embriones cigéticos de J.
curcas.

Reactivo g/L
Sales MS 4.3
Mioinositol 0.1
Glicina 0.002

Tiamina-HCL 0.0001
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Acido nicotinico 0.0005
Piridoxina-HCL 0.0005

Agar 8

Sacarosa 30

PPM 2%
pH=5.8

Una vez obtenidas las plantulas in vitro, se les corté el hipocétilo en condiciones
de esterilidad, y fueron transferidos a medio para induccion de callos (IC) (tabla
2.2.2), adicionado con los reguladores de crecimiento acido indolacético (AIA) y
benzil adenina (BA), asi como PPM (Plant Preservative Mixture) para reducir las
probabilidades de proliferacion de agentes contaminantes. Los explantes se
mantuvieron en foto-periodo 16:8 —luz:oscuridad— a 25°C, hasta que se

generaron callos.

Tabla 2.2.2 Composicion del medio para induccion de callos (IC) de J. curcas.

Reactivo Cantidad
Sales MS 4.3 g/L
Mioinositol 0.1g/L

Acido nicotinico 0.001 g/L
Tiamina-HCL 0.01g/L
Piridoxina-HCL 0.001 g/L

Sacarosa 30 g/L
Agar 8 g/L
AlA 10 mM
BA 5 mM
PPM 2%
pH=5.8

Una vez obtenido tejido de callo, fue removido y transferido al medio de

mantenimiento de callos, que es igual al medio de induccion pero sin agar, es
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decir, medio liquido, y se mantuvieron en este medio en foto periodo 16:8 a 25°C,

con cambios de medio cada 15 dias.

2.3. ANTIBIOGRAMA

Se evalué el efecto que tienen los antibidticos kanamicina, higromicina y
cefotaxima sobre los callos de Jatropha curcas, en base a lo elaborado por
Palomo-Rios et al. [58]y Li et al. [34].

Se realizdé un antibiograma para cada antibiético, en el caso de higromicina se
utilizaron las concentraciones 2.5 mg/L, 5 mg/L y 10 mg/L, para kanamicina 25
mg/L, 50 mg/L y 100 mg/L, se decidié utilizar estas concentraciones de antibiéticos
en el medio IC debido a que las concentraciones 5 mg/L y 50 mg/L son las
reportadas como dosis optimas para la seleccién de transformantes mediante
higromicina y kanamicina respectivamente [34;58]. Mientras que para cefotaxima
solo se utilizd la concentracion de 400 mg/L, debido a que la concentraciéon
reportada es de 200 mg/L [35].. [58]y Li et al. [34].

El ensayo se llevo a cabo colocando 5 callos de aproximadamente 0.5 cm de
diametro en cada caja Petri, para ello, el medio IC fue adicionado con agar y
previo a ser vaciado en la caja Petri se le agrego el antibiético, se realizaron 3
cajas Petri con cada antibi6tico. Los callos se dejaron incubar por un mes a foto
periodo 16/8 (luz/oscuridad). El tratamiento testigo fueron callos del mismo
tamanfo, incubados el mismo tiempo y a las mismas condiciones pero en medio de

IC solido sin antibioticos.
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2.4. TRANSFORMACION DE CALLOS DE J. CURCAS.

Para la estandarizacion del protocolo de transformacion de callos de J. curcas se
utiliz6 una cepa de A. tumefaciens LBA4404 que contenia el vector de
transformacion de plantas “pCAMBIA 1301” (figura 3.2) donado por el Dr. José
Juan Zuhiga (UBBMP-CICY). Durante el proceso, es necesario contar con células
de A. tumefaciens en medio liquido a ODgyonm=0.6, las cuales, fueron cosechadas
por centrifugacion 3000 xg por 5 min, y después resuspendidas en la solucién de
infeccion (MS + vitaminas B5 + acetosiringona [200 uM]), a pH=5.5)[29;59], una
vez resuspendidas, se mantuvieron en oscuridad a 200 rpm a 28°C durante 2 h 'y
una vez transcurrida la incubacion, se agregaron los callos a la solucion de

infeccion y se incubaron por 72 h, las mismas condiciones.

Una vez transcurridas las 72 h, el proceso de transformacion debié estar
terminado, por lo tanto se procedio a realizar la prueba histoquimica de GUS, para
esto, los callos con diametro de 3-5 mm, se transfirieron a solucion sustrato X-Gluc
(suficiente para cubrir los callos a tratar) (tabla 5.2.2), y se dejaron 24 h en
oscuridad a 37°C. Una vez transcurridas las 24 h, se procedi6o a destefiir los

tejidos mediante dos lavados de 24 h c/u con metanol acetona (3:1).

Tabla 2.2.1 Composicion de la solucién sustrato X-Gluc.

Reactivo Concentracion
Fosfato de sodiopH7 100 mM
EDTApH 7 10 mM

Ferricianuro de potasio 0.5 mM
Ferrocianuro de potasio 0.5 mM
Triton X-100 1%
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X-Gluc 2mM
pH=7

El tratamiento testigo fueron callos sometido a la tincion de GUS y destefiido, a las

mismas condiciones que los callos transformados con pCAMBIA 1301.

2.5. VECTORES.

Se utilizé6 el vector pGEM®-T Easy Vector (figura 2.5. A) para clonar los
amplicones obtenidos con los cebadores par2, parl. El vector “pGEM®-T Easy
Vector” contiene el gen bla, el cual, produce una proteina (B-lactamasa, que le
confiere resistencia contra ampicilina a las células de E. coli transformadas con

este plasmido.

El vector pKANNIBAL (figura 2.5. B) (donado para propésitos de investigacion
académica por CSIRO Plant Industry) es un derivado del vector pART7 que a su
vez se derivo del vector pGEM-9zf(-), contiene una secuencia “KanR”, que codifica
para una enzima aminoglucésido fosfotransferasa, que le aporta resistencia contra
kanamicina a las células de E. coli transformadas con este vector. También
contiene la secuencia promotora del gen 35S del virus del mosaico de la coliflor
(35S CaMV), asi como el intron 2 del gen especifico de plantas PDK vy la
secuencia de la region terminadora del gen OCS (octopina sintasa).

El vector pKANNIBAL ha sido disefiado con sitios de reconocimiento para
endonucleasas que permitan la ligacién de una secuencia de ADN en orientacién

sentido o antisentido flanqueando el intrén de PDK. Esta caracteristica le permite
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formar una crear una secuencia que al ser expresada tome una estructura de

bucle o “hairpin”.

Debido a estas caracteristicas, se decidio utilizar el vector pKANNIBAL para
generar la construccion para el silenciamiento del gen SAD1 en J. curcas. Este
vector también fue disefiado con sitios de reconocimiento para la enzima Notl, los
cuales permiten escindir la construccion de silenciamiento para ser transferida a
otro vector. En este caso se decidio subclonar la construccion de silenciamiento en

el vector de clonacién pBluescript KS(+) (figura 2.5.C).

El vector de clonacién pBluescript KS(+) contiene dentro de la region del “sitio de
clonacién multiple” (SCM) un sitio de reconocimiento para la enzima Notl, esto nos
permite ligar la construccion escindida de pKANNIBAL en pBluescript, la
construccion quedaria flanqueada por sitios para las endonucleasas Sacl y Sall,
los cuales nos permitirian escindirla nuevamente para ser transferida al SCM del
vector pCAMBIA1301 (figura 2.5.D), el cual, también cuenta con sitios de
reconocimiento para esas enzimas dentro de la regién de SCM.

El vector pCAMBIA1301 tiene una secuencia GUSA, que codifica para una
proteina B-D-glucuronidasa esta secuencia codificante se encuentra interrumpida
por un intron, de modo que la actividad biolégica de la B-D-glucuronidasa, solo
puede estar presente si la transcripcion de la secuencia GUSA se realizé dentro

de las células vegetales.

La expresion de la secuencia GUSA esta controlada por el promotor 35SCaMy,

mientras que la secuencia HygR que codifica para una higromicina
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fosfotransferasa, se encuentra bajo el control del promotor de 35SCaMv duplicado,
esto con el fin de aportar resistencia a higromicina a las células vegetales
transformadas con esta secuencia. Al igual que el vector pKANNIBAL, también

contiene una secuencia KanR para resistencia a Kanamicina en células de E. coli.

Este vector también contiene las regiones de los bordes izquierdo y derecho del
ADN de transferencia (ADN-T) del pladsmido Ti, —originario del género
Agrobacterium—, los bordes del ADN-T, permiten que la maquinaria celular de las
bacterias del genero Agrobacterium puedan escindir la region flanqueada por esas
secuencias —mitad superior del vector de figura 2.5 D—, la cual, posteriormente

seré exportada al interior de las células vegetales.
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Figura 2.5. Mapas de los vectores utilizados.
A) Mapa del vector pGEM®-T Easy Vector, B) Mapa del vector pKANNIBAL, C)
Mapa del vector pBluescript KS(+), D) Mapa del vector pCAMBIA1301.

2.6. CEPAS.

Se utilizé la cepa E. coli DH5a para clonar los vectores necesarios durante el
proceso de construccién de la secuencia ihp-JcSAD1, asi como los vectores
necesarios para transformar las células vegetales, mientras que para la

transformacion de callos se utilizd6 Agrobacterium tumefaciens LBA4404.
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2.7 CEBADORES Y ENDONUCLEASAS.

A partir de los cebadores CC_F y CC_R disefiados por Cristy Catzin durante su
trabajo de doctorado (en curso) —en el mismo equipo de trabajo— para aislar un
fragmento del gen JcSAD1, se sintetizaron nuevos oligonucleétidos (tabla 2.7) a
los cuales, se les agregaron secuencias de reconocimiento para enzimas de
restriccion, estos sitios de corte permiten ligar los amplicones en pKANNIBAL en
orientacién sentido (amplicén obtenido con par_1) y antisentido (amplicén obtenido
con par_2). Los cebadores fueron sintetizados por la compafia Sigma Aldrich®,

mientras que las enzimas de restriccibn se adquirieron en la compafia New

England BioLabs Inc.

Tabla 2.7 Cebadores y endonucleasas utilizados durante la construccion de ihp-

JcSAD1.
Identificacion
Secuencia cebadores (5'2>3’) Endonucleasa
del cebador
CC_F AGTTCGGGATGAAACTGGTG =~ —mmeemmmeemeee
CC_R TCATGTCGCTTCTCATCTGC ~ —mmmmemmmmeee
parl_F GATCTCGAGTTCGGGATGAAACTGGTG Xhol
parl R AAAGAATTCATGTCGCTTCTCATCTGC EcoRl
par2_F GATTCTAGAGTTCGGGATGAAACTGGTG Xbal
par2_R GATAAGCTTCATGTCGCTTCTCATCTGC Hindlll
par6_F TCCCACTATCCTTCGCAAGACC ~ reemmmeeeeee
par6_R1 ATCCAGACTGAATGCCCACA e
par6_R2 TAGGTTTGACCGGTTCTGCC ~ —ommmemmmeeeee
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2.8 FRAGMENTO DE JcSAD1.

A partir de semillas de J. curcas, Cristy Catzin logro aislar un fragmento de 341 pb
del gen JcSAD1 (figura 3.2.4.1) utilizando los cebadores CC_F y CC_R, el cual
ligd en el vector pPGEM®-T Easy, para obtener el vector pGEM-JCSADL1 (figura
2.8.2), lo propago y criopreservo en células de E. coli DH5a.

CC_F |CC7R
o0 = 1000T 15007
JcSAD1 ADNc
|

JcSAD1 amplicdn (341 pb)

Figura 2.8.1 Diagrama de obtencién del fragmento de JcCSADL.
Esquema de hibridacién del par de cebadores CC_F y CC_R en el ADNc de

JcSAD1, y el amplicén resultante de una PCR con esos oligonucleétidos.

pGEM-T Easy-JcSAD1

3342 bp

Figura 2.8.2 Mapa del vector pGEM-T-JCSAD1.
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Para comprobar la integridad e identidad de la secuencia del fragmento JcSAD1
por Cristy Catzyn y asi, tener la certeza de que la secuencia con la que se
trabajaria posteriormente era correspondiente al gen SAD1 de J. curcas, la
muestra (ADNp) de pGEM-JcSDA1 se mandd a secuenciar a Clemson University
Genomics Institute (CUGI).

La secuenciacion se realiz6 utilizando los cebadores universales “M13 Forward” y
“‘M13 Reverse”. La secuencia obtenida fue analizada con el programa
bioinformatico SnapGene® Viewer V. 2.1, asi como con la herramienta
bioinformatica BLASTn.

Para la realizacion de este trabajo, se parti6 de las cepas de criopreservadas
(-80°C) por Cristy Catzin,las cuales, contenian el vector pPGEM-JcSAD1. De estas
celulas se tom6 una alicuota (50 pL) para inocular 10 mL de medio LB liquido +
100 mg/L de ampicilina. El cultivo se dejé crecer toda la noche, a 37°C en

agitacion constante a 200 rpm.

Después de aproximadamente 12 horas de incubaciéon se dividieron los 10 mL de
cultivo en dos volumenes de 5 mL, con una de ellas se procedié a realizar el
protocolo de criopreservacion de las cepas de E. coli DH5aq, el cual consistié en
hacer 10 alicuotas de 500 pL del cultivo (en tubos de 1.5 mL) a los cuales, se les
agregd el mismo volumen de glicerol —previamente esterilizado—, una vez
agregado el glicerol se taparon y agitaron en vortex por 30 segundos, y se
sumergieron en nitrogeno liquido por 1 min. Finalmente se pasaron del nitrégeno

liquido al ultracongelador para mantenerlas indefinidamente a -80°C.

36



Con los 5 mL restantes del cultivo se procedio a realizar la extraccion de ADN
plasmidico (ADNp), protocolo modificado de [60]. Se transfirieron 1.5 mL de
medio de cultivo bacteriano a un tubo nuevo estéril de 1.5 mL, se colectaron las
bacterias por centrifugacion, se decantd el sobrenadante y se repitid lo anterior
para incrementar la cantidad de células en el tubo. La pastilla de células fue
resuspendida en 150 pL de solucion | (tabla 3.2.4), posteriormente, se afiadieron
300 pL de solucion Il 'y se agit6 la muestra por medio de inversién intensa durante
15 s, y se dejé en hielo durante 5 min, se agregaron 300 puL de solucién Il y
mezclé por inversion suave durante 10 s para posteriormente dejarla 10 min en

hielo.

Una vez transcurridos los 10 min, la muestra fue centrifugada 10 min a 12 000 x g
se transfirid la fase acuosa a un tubo nuevo estéril y se agregaron 700 uL de
isopropanol absoluto frio, se mezcldé bruscamente y se dejé en hielo por 10 min.
Posteriormente centrifugar a 12 000 x g por 10 min, se decanto el isopropanol y
resuspendi6 la pastilla de ADNp en 1 mL de etanol frio al 70%, se centrifugo
nuevamente a 12 000 x g 10 min, se decanto el etanol y coloco el tubo abierto en
posicion invertida sobre papel absorbente durante 20 min, finalmente se
resuspendi6 el ADNp en 20 pL H,O bidestilada estéril.

Tabla 2.8 Composicion de soluciones para extracciéon de ADN plasmidico.

Solucién I: Solucion Il Solucion 11 (50 ml):
Glucosa 50 mM NaOH 200 mM 5 M acetato de potasio (30 mL)
Tris-HCI 25 mM (PH=8) SDS 1% Acido acético glacial (5.75 mL)

EDTA 10 mM (PH=8)
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2.9 CONSTRUCCION pK-ihp-JcSADL.

Una vez extraido el ADNp (pGEM®-T-JcSADL1), se utiliz6 como muestra para una
reaccion de PCR con los cebadores par2_F y par2_R (tabla 3.2.3), para obtener el
fragmento al que llamamos “JcSAD7as”, ya que el objetivo de esta secuencia era
ser ligada en orientacion antisentido en el vector pKANNIBAL, para generar el
vector pK-JcSAdlas (figura 3.2.6). La reaccibn de PCR se realizé a las

condiciones de la tabla 3.2.5.

Tabla 2.9 Condiciones de PCR para amplificar los fragmentos JcSADlas y
JcSAD1s.

Temperatura (°C) Tiempo (S)

Desnaturalizacion inicial 94 180
Desnaturalizacion 94 120 ”
Hibridacion 55 30 S
Extension 68 45 9
Extension final 68 300

Las mismas condiciones de PCR se utilizaron posteriormente con los cebadores
parl F vy par1_R, para generar un fragmento al que llamamos “JcSAD7s”, el cual,

sera ligado en orientacion sentido en el vector pK-JcSAD1as.

Los amplicones generados, “JcSAD1s” y “JcSAD1as”, se ligaron por separado en

el vector de clonacion pGEM®-T Easy Vector, para formar los vectores pGEM-

JcSAD1s y pGEM-JcSADlas (figura 2.9.1), con los cuales se transformd por

choque térmico, células de E. coli DH5a. Una vez transformadas, se cultivaron en

medio LB semisolido + X-gal + ampicilina 100 mg/L, y se incubaron a 37°c durante
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14 h. Las colonias blancas formadas, se picaron para inocular 2 mL medio LB
liquido + ampicilina 100 mg/L y se incubaron a 37°C a 200 rpm durante 14 h. A los
tubos que mostraron crecimiento se les realiz6 extraccion de ADNp usando el kit

“‘PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit” de Invitrogen™.

PGEM-JcSADlas

3342 bp

Figura 2.9.1 Mapas de vectores de clonacion.
A) pGEM-JcSAD1las, B) pGEM-JcSAD1as.

Las muestras de ADNp de colonias distintas, fueron analizadas por PCR
(condiciones de la tabla 3.2.5) con los cebadores correspondientes a cada inserto,
y las positivas al PCR fueron digeridas con las endonucleasas correspondientes a

los cebadores para producir el inserto contenido en cada muestra de ADNp.

Una vez identificadas colonias positivas a los vectores pGEM-JcSAD1as y pGEM-
JcSAD1s, se procedio a realizar la construccion ihp-JcSAD1, para lo cual, primero
se digiri6 el vector pGEM-JcSAD1as con las enzimas Xbal y Hindlll, debido a que
en los cebadores par2 se agregaron sitios de reconocimiento para dichas enzimas
(tabla 2.7). SimultAneamente, se digiri6 el vector pKANNIBAL con las mismas

enzimas.
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Una vez terminado el tiempo de digestion, se procedi6 a cargar el total (20 pL) del
producto de digestion en un gel de agarosa al 0.8% y se realizé una electroforesis
(80 voltios por 50 min). Las bandas que correspondian a la masa molecular del
fragmento de interés (~350 pb, para el caso de la digestion del vector pGEM-
JcSADlas, y ~6 Kb para la digestion de pKANNIBAL), fueron cortadas del gel y
purificadas con el kit “Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit” de Zymo Research

Corporation.

Una vez purificadas las secuencias de interés, se procedié a mezclarlas de la
siguiente manera: ~30 ng del vector pKANNIBAL + 150 ng del fragmento
JcSADlas + 2 uL de 10X buffer de ligacion, se incub6 a 60°C por 20 min para
inactivar cualquier resto de enzima de digestién y se agregd 0.5 pL (1000 U) de T4
ligasa (New England BioLabs Inc.) y se ajusté con agua desionizada estéril a un
volumen final de 20 pL, se incub6 1 h a temperatura ambiente. Como producto de

esta ligacion se esperaba la formacion del vector pK- JcSAD1as.

Terminada la ligacién se procedid a transformar células competentes de E. coli
DH5a, se cultivaron en medio semisdlido + Kanamicina (50 mg/L), durante toda la
noche a 37°C, se picaron colonias para inocular medio liquido + kanamicina para

posteriormente hacerles extraccion de ADNp.

Con las muestras de ADNp identificadas como positivas a la formacion del vector
pK-JcSAD1as (figura 2.9.2), se procedio a hacer la digestion de dicho vector con
las enzimas Xhol + EcoRI, y las mismas enzimas se utilizaron para digerir

simultaneamente el vector pGEM-JcSAD1s.
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pK-JcSAD1las
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Figura 2.9.2 Mapa del vector pK-JcSAD1.

Terminadas las digestiones, los productos de ambas digestiones se corrieron en
una electroforesis. Se cortaron y purificaron las bandas correspondientes a
fragmentos de ~350 pb para el caso de la digestion de pGEM-JcSAD1s y de ~6 Kb
para la muestra de digestion de pK-JcSADlas.

Una vez purificados ambos fragmentos, se procedié a realizar la ligacion de
ambos, siguiendo el mismo protocolo de la ligacion anterior. Posteriormente se
transformaron células de E. coli DH5q, para finalmente obtener muestras de ADNp
susceptible a ser analizado con la intencién de identificar la correcta formacion del
vector pK-ihp-JcSADL1 (figura 3.3.3 C), dicho andlisis se realizé mediante digestion
enziméatica con las endonucleasas Xbal y Xhol. Este mismo analisis se realiz6 in
silico con el programa bioinforméatico GENtle V 1.9.4 para cotejar los resultados in

silico e in vitro (figura 3.3.3 Ay B).
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CAPITULO Ill: RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 CALLOS DE J. CURCAS.

Después de 1 mes de crecimiento en medio de germinacion (tabla 2.2.1) y en
condiciones de fotoperiodo 16:8 —horas luz:oscuridad— a 25°C, las plantulas
obtenidas alcanzaron un tamafio que permitio usar el hipocétilo (~1.5 cm de

longitud) para generar callos.

Los hipocoétilos colocados en medio IC (tabla 2.2.2), formaron callos después de
un mes, pero como nos importaba multiplicar los tejidos callosos, estos fueron
transferidos a un medio para IC liquido, ya que en medio liquido con agitacion
constante se obtiene una mayor proliferacion [49]. En este medio, los callos
continuaron proliferando sin formar otras estructuras —como se aprecia en la

figura 3.1.) —.

Figura 3.1. Callos de J. curcas.
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3.2 ANTIBIOGRAMA.

Los resultados de los antibiogramas de callos de J. curcas contra los antibiéticos
higromicina (Figura 3.2 A) y Kanamicina (Figura 3.2 B) mostraron los callos de J.
curcas son susceptibles a ambos antibidticos, debido al claro estado necrético que
mostraron después de un mes en presencia de dichos antibioticos, comparados
con el tratamiento testigo. Sin embargo, los callos tratados con higromicina
mostraron un estado de necrosis mas evidente que los callos tratados con
kanamicina, este patron se mantuvo en todas las concentraciones utilizadas, no se
realizaron estudios mas detallados sobre esto, porque no se disponia de material
suficiente, ni era parte fundamental del trabajo, era solo para corroborar que los
callos de J. curcas generadas en nuestro laboratorio se comportaban de acuerdo

a lo reportado en la bibliografia [34;35;58].

oy

4

S5mg/L

Higromicina
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100 mg/L

Kanamicina

Figura 4.3.1 Antibiograma de callos de J. curcas.
A) Callos de J. curcas vs higromicina, el callo
del centro de cada imagen es el tratamiento
testigo, B) Callos de J. curcas vs kanamicina,

- C) callos de J. curcas vs cefotaxima.

400 mg/L

e Cefotaxima

Este ensayo también sirvié para decidir con mayor certeza cual era el mejor vector
de transformacién de plantas que se podia utilizar para nuestros explantes de
callos, ya que disponia de dos vectores, uno que aportaba resistencia a
kanamicina —pCAMBIA 2301— vy otro para higromicina —pCAMBIA 1301—. En
base a estos resultados obtenidos se decidié utilizar el vector pCAMBIA 1301.
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Por otra parte, mediante el antibiograma contra cefotaxima (Figura 3.2 C), se
comprobd que este antibidtico no presenta un efecto toxico visible después de un
mes de tratamiento sobre los callos de J. curcas, lo cual se corresponde a la
bibliografia mencionada en la tabla 1.3.1. Este resultado confirma que es seguro
utilizar cefotaxima eliminar A. tumefaciens después de la infeccibn de nuestros
explantes, ya que no perjudica a los callos tratados y se pueden seguir utilizando
durante el posterior mantenimiento de los callos asi como los procesos de

regeneracion.

3.3 TRANSFORMACION DE CALLOS DE J. CURCAS.

Los callos transformados, sometidos a la prueba histoquimica GUS mostraron una
clara coloracion azul (figura 3.3. A) respecto del tratamiento testigo (figura 3.3. B),
estos resultados se corresponden a lo reportado en los trabajos sobre

transformacioén de J. curcas presentados en la tabla 1.3.1.

Una de las ventajas que presenta el vector pCAMBIA 1301 es, que debido a un
intron que interrumpe la secuencia GUSA (véase seccién 2.5 VECTORES) la
coloracion no puede ser producida por células de A. tumefaciens presentes en el
explante, por lo tanto, si el tratamiento testigo no presenta coloracién azul —como
es el caso— la color azul solo puede deberse a la actividad biologica de la

proteina heterdéloga B-glucoronidasa [53].
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Figura 3.3 Prueba histoquimica de GUS a callos de J. curcas.
A) Callo de J. curcas positivo a la prueba histoquimica GUS, B) Tratamiento

testigo, negativo a la prueba GUS.

Debido a lo anterior, cuando se trabaja con este tipo de vectores, no es necesario
eliminar Agrobacterium, para realizar la tincion histoquimica GUS, esto solo se
requiere cuando el tejido transformado sera utilizado para fines distintos a la

prueba histoquimica de GUS.

3.4. FRAGMENTO DE JcSAD1.

La region secuenciada del vector pGEM-JcSAD1, demostré que efectivamente
contiene un inserto correspondiente al tamafio esperado, asi como sitios de unién
a los oligonucleétidos usados para generar el fragmento insertado (figura 3.4.1 A).
Asi mismo, se analizé la identidad del fragmento flanqueado por ese par de
cebadores utilizando BLASTn, y se vio que tiene una perfecta homologia con una

region del ADNc de SAD1 de J. curcas (gb|DQ084491.1]) (figura 3.4.1 B), basado
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en estas evidencias se puede asegurar que el fragmento contenido en pGEM-

JcSADL1 corresponde a una region del gen JcSADL1.

Q CC_F (100 .. 119) CC_R (419 .. 438)
L

2007 4oo0f —— 6007

Amplicén JcSAD1

B/

Jatropha curcas stearoyl-ACP desaturase mRNA, complete cds
Sequence ID: gi|68144099|gb|DQ084491.1| Length: 1506 Number of Matches: 1

Range 1: 463 to B01 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
627 bits(339) 3e-176 339/339(100%) 0/339(0%) Plus/Plus
Query 1 AGTTCGGGATGARACTGGTGCTAGCCTTACTTCTTGGGCAATTTGGACAAGGGCATGGAC 60

trrreeeereereerrrrrrrerrerrrrrrrrerrerrerr et rrrr e
Shjct 463 AGTTCGGGATGARACTGGTGCTAGCCTTACTTCTTGGGCRAATTTGGACAAGGGCATGGAC 522

Query 61 TGCTGRAAGAGAATAGACATGGCGACCTTCTCAATAAGTATCTCTATCTGTCTGGACGAGT 120
Shict 523 TGCTGAAGAGAATAGACATGRCGACCTTCTCRATAAGTATCICTATCTGTCTGRACSAGT 582
Query 121 GGACATGAGGCAAATTGAGARAGACAATTCAATATTTGATTGGATCAGGAATGGATCCACG 180
Sbict 533 GGACATGAGGCARATTGAGAAGACAATTCAATATTTGATTGGATCAGGAATGGATCCACS 642
Query 181 GACTGARAACAGTCCCTATCTTGGATTCATCTACACATCATTCCAAGAAAGGGCAACGTT 240
Sbict 643 GACTGARRACAGTCCCTATCTTGEATICATCTACACATCATICCAAGRRAGGGCRACETT 702
Query 241 CATCTCGCATGGARAACACTGCCAGACTTGCCARAGARACATGGAGACATARAGTTGGCTCA 300
Sbict 703 CATCICGCATGGARACACTGCCAGACTTIGCCAAAGAACATCGAGACATARAGTIGECTCA 762
Query 301 AATATGTGGTACAATTGCTGCAGATGAGAAGCGACATGA 339

trererrrrrrrerrerrerrrr e e rrerrrrrenl
Sbjct 763 ARATATGTGGTACRATTGCTGCAGATGAGARAGCGACATGA 801

Figura 3.4.1 Analisis del fragmento insertado en el vector pGEM-JCSAD1.

A) Esquema generado con SnapGene® Viewer V. 2.1 a partir de la secuenciacion
de pGEM-JcSAD1. B) Alineamiento resultado de BLASTn entre la el fragmento
insertado en pGEM-JcSADL1 y la secuencia reportada de JcSAD1.
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Mediante BLASTn, se encontré que la secuencia del fragmento de JcSAD1
comparte una alta homologia con secuencias de plantas de conocida importancia
industrial, siendo la secuencia del ARNmMm del gen SAD de
Cinnamomum longipaniculatum, la que presenta mayor homologia con el
fragmento JcSADL1 (figura 3.3.2 A), mientras que la secuencia del ARNm de SAD
de Lotus coniculatus (figura 3.3.2 B) y una secuencia de ARNm de Zea mays
(figura 3.3.2 C), son las que presentan menor similitud. Sin embargo, aun en estas
secuencias, la similitud con el fragmento de JcSAD1 podria permitir el
silenciamiento por ARNi debido a que tienen regiones homologas mayores a 24
nucleotidos, las cuales pueden ser reconocidas por la maquinaria de

silenciamiento por ARNi [47].
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Zea_mays_LOC100283843__csu333___mRNA
Lotus_corniculatus_var__japonicus_acyl__acyl_carrier_protein__desaturase_mRNA__complete_cds
Millettia_pinnata_steroyl_ACP_desaturase_mRNA__complete_cds
Glycine_max_stearoyl_acyl_carrier_protein_desaturase__ ACPD___mRNA

Phaseolus_lunatus_stearoyl_acyl_carrier_protein_desaturase__ SAD__mRNA__complete_cds
Macadamia_tetraphylla_stearoyl_acyl_carrier_protein_desaturase__SAD1__mRNA__complete_cds

Camellia_chekiangoleosa_isolate_zjs01_stearoyl_ACP_desaturase__SAD__mRNA__complete_cds

Sesamum_indicum_mRNA_for_stearoyl_acyl_carrier_protein_desaturase__complete_cds__clone__CDES01
Thunbergia_alata_clone_pTAD1_delta_9_stearoyl_acyl_carrier_protein_desaturase_mRNA__partial_cds

Hordeum_wvulgare_subsp__wvulgare_cDNA_clone__FLbaf89g11__mRNA_sequence

Triticum_aestivum_aestivum_stearoyl_ACP_desaturase__SAD1__mRNA__complete_cds
Populus_trichocarpa_predicted_protein__mRNA

Ricinus_communis_Stearoy_ACP_desaturase__mRNA
Manihot_esculenta_cultivar_SC8_stearoyl_acyl_carrier_protein_desaturase__ SACPD__mRNA__complete_cds
Vernicia_montana_stearoyl_ACP_desaturase__SAD__mRNA__complete_cds
Vernicia_fordii_SAD_mRNA__complete_cds

Fragmento_JcSAD1

Cinnamomum_longipaniculatum_plastid_stearoyl_acyl_carrier_protein_desaturase__ SAD__mRNA__complete_cds__nuclear_gene_for_plastid_product
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Lotus corniculatus var. japonicus acyl-[acyl-carrier-protein] desaturase mRNA, complete cds
Sequence ID: Qi|67633222|gb|DQ020280.1| Length: 1325 Number of Matches: 1

Range 1: 541 to 880 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
268 bits(145) 2e-68 275/340(81%) 0/340(0%) Plus/Plus
Query 2 GTTCGGGATGARAACTGGTGCTAGCCTTACTTCTTGGGCRAATTTGGACAAGGGCATGGACT el

teerr reereree rerrrerrorerr o rrer rgrrrrrr e rrrrrren
Sbjct 541 GTTCGTGATGAAACAGGGGCCAGCCCTACTCCGTGECCARTTTIGGACAAGGGCATGGACT 600

Query 62 GCTGAAGAGAATAGACAYGGCGACCTTCTCAATAAGTATCTCTATCTGTCTGGACGAGTG 121
0 U I e I O O O N I R O Frerrrrrr
Sbjct 601 _GCTGARGARRRTAGACAJGGTGATCTGCTTAACAAATATCTTTACTTGTGTGGACGTETT 660

Query 122 GAPATGAGGCAAATTGAGAAGACAATTCAATATTTGATTGGATCAGGAATGGATCCACGG 181
P rerererererererrerergrr o rererrr rrorerrrrererr
sbict €61 GAlAIGAGACARARTTGAGAAGACAATTCAGTACCTGATTGGGTCTGGAATGGATCCTCGA 720

Query 182 ACTGAARAACAGTCCCTATCTTGGATTCATCTACACATCATTCCAAGAAAGGGCAACGTTC 241

NN N N N N N N Ny
Sbjct 721 ACTGAGRACAGCCCCTACCTTGGTTTCATCTACACTTCATTTCAAGAGAGGGCGACCTTIT 780

Query 242 ATCTCGCATGGARACACTGCCAGACTTGCCAAAGAACATGGAGACATAAAGTTGGCTCAA 301
N N e N e
Sbjct 781 ATTTCCCACGGAAACACGGCCAGGCATGCTAAGGAGCATGGTGATATARAGCTGGCTCAG 840

Query 302 ATATGTGGTACAATTGCTGCAGATGAGAAGCGACATGAGA 341
IErrrrnd FErr e reeereer re rereed
@ Sbjct 841 ATCTGTGGTCTGATCGCCGCTGATGAGAAACGCCACGAGA 880
Zea mays LOC100283843 (csu333), mRNA
Sequence ID: gi|226499471|ref|[NM_001156741.1] Length: 1696 Number of Matches: 1
> See 1 more title(s)

Range 1: 622 to 954 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
255 bits(138) le-64 269/334(81%) 2/334(0%) Plus/Plus

Query 1 AGTTCGGGATGARACTGGTGCTAGCCTTACTTCTTGGGCAATTGGACAAGGGCATGGAC 60
Lerrrrrreeerereererr rerorr r el [AERE RN RRERRRERN

Sbjct 622 AGTCCGGGATGARAACTGGTGCAAGTCCAARCCACGTGGGCGGYTTGGACAAGGGCATGGAC 681

Query 61  TGCTGAAGAGAATAGACATGGJGACCTTCTCAATAAGTATCTCTATCTGTCTGGACGAGT 120

Feerrrreerr reereerrpgrerr e e rerer e rr rrrrrer ol
Sbjct 682 AGCTGRAGAGARCAGACATGGIIGACCTCCTTAACAAGTACATGTACCTTACTGGACGGGT 741

Query 121 GGACATGAGGCARATTGAGAAGACAATTCAATATTTGATTGGATCAGGAATGGATCCACG 180
Frverer rerrrrrrrerr e rr rerrrr rerr e rr rrrr el
Sbjct 742 TGACATGAAACAAATTGAGAAGACCATACAATATCTGATTGGTTCCGGAATGGATCCTGG £01

Query 181 GACTGRARACAGTCCCTATCTT-GGATTCARTCTACACATCATTCCAAGARAGGGCAAC 23¢%
Feeer reer rrere rer e rrr e e e e e el

Sbjct 802 AACTGAGRACARCCCCTA-CTTGGGTTTCETCTACACATCATTCCRAGARAGGGCAACH

H—H

860

Query 240 TCATCTCGCATGGAARACACTGCCAGACTTGCCAAAGAACATGGAGACATAAAGTTGGCTC 299
LIS 1 1 1 1 11 T U e e I O U Y O I I O O O
Sbjct 861 TTGTGTCGCATGGGARTACTGCAAGGCATGCCAAGGAGTATGGTGATCTCAAGCTGGCCC 920

Query 300 AAATATGTGGTACAATTGCTGCAGATGAGAAGCG 333
e re re e rerrrrrrn
Sbjct 921 AGATATGTGGCACGATAGCAGCCGATGAGARRGCG 954

Figura 3.4.2 Analisis filogenetico del fragmento JcSAD1.

A) Arbol filogenético elaborado con el resultado de una blsqueda en Blastn para
encontrar secuencias ortélogas al fragmento JcSAD1, B) los recuadros rojos son
regiones de alta homologia entre el fragmento de JcSAD1 utilizado para la

construccién de silenciamiento y la secuencia de LcSAD, C) los recuadros rojos
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son regiones de alta homologia entre el fragmento de JcSADL1 utilizado para la

construccion de silenciamiento y una secuencia de Zea mays.

3.3.2. CONSTRUCCION pK-ihp-JcSAD1as.

Para comprobar la correcta formacion de la construccion de ihp-JcSAD1, se digirié
el ADNp de pK-ihp-JcSAD1 con las enzimas Xhol y Xbal, esto se realizo tanto in
silico como in vitro, (figura 3.3.3 Ay B), y se decidi6 utilizar esta digestion porque
era la que desde el principio hasta el final del proceso aportaria mas informacion
sobre la integridad del vector, pero sobre todo la integridad de la regién donde se

realizarian las ligaciones.

Sin embargo, también se realizaron las digestiones necesarias para liberar cada
fragmento, sentido “JcSAD1s” y antisentido “JcSAD7as” del vector pK-ihp-JcSAD1
con las enzimas correspondientes para cada fragmento (figura 3.3.3 C). Sin
embargo, debido al tamafio del fragmento, para obtener bandas suficientemente
intensas del fragmento liberado, era necesario utilizar una alta concentracién del
vector, lo cual requeria utilizar muestra que podia ser necesaria para posteriores
ensayos. Es por esto, que la liberacién de los fragmentos de interés no era la
mejor forma para saber si el fragmento se habia insertado correctamente, sin
embargo se realizaba como una segunda prueba. El resultado de ambos ensayos
nos permite suponer con un alto grado de certeza la correcta secuencia de la
construccion ihp-JcSADL1 (figura 3.3.3 D).
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Figura 3.3.3 Constructo de silenciamiento “ihp-JcSAD1”.

A) Electroforesis in silico realizado con el software GENtle V 1.9.4. B) Gel de
electroforesis en agarosa, “Testigo” es la misma muestra de pKANNIBAL pero sin
digerir, C) Digestiones para liberar los fragmentos sentido y antisentido, el
tratamiento testigo es el vector pK-ihp-JcSAD1 sin digerir, D) mapa del vector pK-
ihp-JCSADL1.
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CONCLUSIONES

Se logro establecer una metodologia para transformar callos de J. curcas
mediante A. tumefaciens, utilizando en vector pCAMBIA1301 como vector de
transformacion de plantas. También, se generd un constructo de ADN que de
acuerdo a lo reportado en la bibliografia, se espera que tenga un efecto potente y
especifico sobre el gen SAD1 de J. curcas. Sin embargo por cuestion de tiempo no
fue posible combinar ambos logros para obtener tejidos vegetales modificados

genéticamente con dicha construccion.

Se comprobé mediante analisis bioinformaticos que la construccion de
silenciamiento “ihp-JcSAD1”, podria funcionar en otros modelos vegetales para
silenciar genes ortélogos a JcSAD1, ya que la secuencia utiliza en la construccion
comparte una elevada similitud con secuencias de otras especies vegetales de

gran importancia.

Por lo anterior, considero que la construccion “ihp-JcSAD1” puede ser una
herramienta valiosa para el estudio de la ruta de biosintesis en otros sistemas

vegetales.

En este trabajo han establecido metodologias y generado herramientas que
contribuyan al estudio subsecuente estudio de J. curcas los cuales se espera
culminen en la generacion de variedades mejoradas, que hagan a J. curcas una
opcién mas atractiva como cultivo bioenergético, con el fin de acércanos un poco

mas al tan buscado desarrollo sostenible.
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PERSPECTIVAS

Como perspectivas para este trabajo, solo seria necesario introducir la
construccion ihp-JcSAD1 en pCAMBIA 1301, lo cual requerira una sublocacion en
el vector pBluescript KS(+) (figura 2.5 C) vy transformar callos de J. curcas, para
obtener brotes transformados. Esto se podria lograr utilizando las metodologias ya

estandarizadas en este trabajo.

Esto se puede lograr utilizando la endonucleasa Notl para poder ligar la
construccion ihp-JcSAD1 en pBluescript KS(+), y una vez realizado esto la
construccion podra ser transferida a pCAMBIA 1301 usando las endonucleasas

Sall y Sacl.

Una vez logrado esto, serd posible transformar callos de J. curcas siguiendo la
metodologia establecida en este trabajo. Para comprobar que los tejidos
regenerados verdaderamente estén transformados y han integrado la construccién
ihp-JcSAD1, se podra realizar un analisis de PCR con los oligonucleétidos par_6
(tabla 2.7). los cebadores par6 F + par6_R1 permitiran detectar el vector
pCAMBIA 1301 [35], mientras que el par, par6_F + par6_R2 serviran para detectar

la construccién ihp-JcSAD1.

Estas mismas pruebas moleculares se podran realizar periédicamente a la
progenie de las plantas completas obtenidas, para asegurarse que no se pierdan

las secuencias de silenciamiento.
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