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RESUMEN

El tomate de arbol Solanum betaceum es una planta andina con potencial para
convertirse en un producto de alta calidad a nivel nacional e internacional. Por ello, esta
investigacion tuvo como principal objetivo dejar establecido un protocolo de regeneracién de
brotes de tomate de arbol para ser utilizado en futuras aplicaciones biotecnolédgicas. Ademas,
determinar un protocolo de seleccion para futuros explantes transformados con
Agrobacterium tumefaciens EHA105, para lo que se analizé la dosis minima inhibitoria del
agente selectivo kanamicina. Se estudié paralelamente si el tamano de los explantes influye
en la regeneracidn de brotes al ser seleccionados por kanamicina. Por ultimo, se verificé la
funcionalidad de los vectores pGWB402 y pGWB402Q2 construidos por medio de la tecnologia
Gateway a través de un PCR comprobatorio del gen reportero GFP y a través de la técnica de
agroinfiltracion en la planta modelo Nicotiana tabacum.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se determiné que el medio MS + 0.05 ppm
ANA + 4 ppm BAP debe ser usado para la regeneracion de brotes de tomate de arbol in vitro.
La concentracion minima inhibitoria para seleccionar futuros explantes transformados de
tomate de arbol debe ser igual o superior a 50mgL™? de kanamicina. Se vio que el tamafio de
los explantes de tomate de darbol analizados, en este proyecto, no influyeron en la
regeneracion de brotes al ser seleccionados con kanamicina. Finalmente se comprobd que
Agrobacterium tumefaciens EHA105 pGWB402 y pGWB402€2 contienen el gen reportero GFP,
y pueden ser utilizados en experimentos de transformacidon genética. La agroinfiltracidon
permitié comprobar la expresion del GFP a partir del tercer dia, por lo que nuevamente se
verificd la funcionalidad de los vectores binarios construidos con la tecnologia Gateway. Los
protocolos previos a la transformacidon genética del tomate de arbol con Agrobacterium
tumefaciens EHA105 pGWB402 y pGWB402Q2 estan listos, por lo que se recomienda realizar
experimentos de transformaciéon genética utilizando Agrobacterium tumefaciens vy
agroinfiltraciéon en tomate de arbol.

Palabras clave: cultivo in vitro, MS, ANA, BAP, GFP, regeneracidn de brotes, transformacion
genética, tecnologia Gateway, vectores, Agrobacterium tumefaciens, agroinfiltracién.



ABSTRACT

In vitro propagation and genetic transformation are valuable biotechnological tools that can
be applied into tamarillo breeding, allowing this Andean plant to become a high-quality
product in the national and international market. Therefore, the main aim of this research
was to establish a tamarillo in vitro shoot regeneration protocol in order to be used in future
biotechnological applications. Additionally, | studied kanamycin sensitivity in shoot
regeneration of both leaves and cotyledons of tamarillo plants. In one experiment explant’s
size was considered as factor. Furthermore, | analyzed the construction and expression of
pGWB402 and pGWB402Q2 vectors through a PCR for GFP gene, and through the expression
of GFP by agroinfiltration in Nicotiana tabacum.

MS + 0.05 ppm ANA + 4 ppm BAP allows successfully in vitro regeneration of tamarillo shoots
from leaves and cotyledons. The minimum concentration of kanamycin to select future
transformed explants should be equal to or greater than 50mgL™* of kanamycin. It was found
that size of tamarillo explants evaluated in this project did not influence the regeneration of
shoots when selected with kanamycin. Finally, it has been shown that Agrobacterium
tumefaciens EHA105 pGWB402 and pGWB402 contain GFP and can be used in genetic
transformation experiments. Agroinfiltration experiment showed the expression of GFP from
the third day, so again the functionality of the binary vectors constructed with Gateway
technology was verified. A tamarillo in vitro protocol is well established, as well as determined
the minimum concentration of kanamycin. Therefore, is strongly recommended to do genetic
transformation experiments with tamarillo plants with Agobracterium tumefaciens and
agroinfiltration.

Key words: in vitro culture, MS, ANA, BAP, GFP, shoot regeneration, genetic transformation,
Gateway technology, vectors, Agrobacterium tumefaciens, agroinfiltration.
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1. INTRODUCCION

1.1 TOMATE DE ARBOL

1.1.1 Generalidades

El Ecuador es un pais mega diverso ya que contiene miles de especies en tan solo 283.560
km2. Entre esas especies, se encuentran especies de origen andino con gran potencial para
convertirse en productos de alta calidad a nivel nacional e internacional; como por ejemplo
el tomate de arbol (Solanum betaceum) también conocido como tamarillo, tomate de palo 6
tomate cimarrdn (Avila, 2015). El tomate de arbol es un arbusto que puede alcanzar los 3 m
de altura, tiene tallos semilefiosos y follaje perenne. Tiene hojas alternas cordiforme,
carnosas, levemente pubescentes y muy grandes (Calvo, 2009). Tienen peciolos robustos de
hasta 8 cm de longitud (Bohs, 1989). Las nerviaciones en las hojas son prominentes. Sus flores
son pequefias de aproximadamente 1,5 cm de diametro de color blanco-rosaceo, agrupadas
en racimos terminales. Tienen 5 pétalos y 5 estambres amarillos (Calvo, 2009). Su fruto es
una baya ovoide con apices puntiagudos, que contiene una gran cantidad de semillas
pequeiias, entre 150 por fruto (Calvo, 2009). Esto les permite propagarse facilmente vy
germinan sencillamente sin necesitar condiciones especiales. Las plantulas alcanzan la
madurez en 1 o 2 afios y dan frutos continuamente durante 8 a 10 anos (Lewis & Considine,
1999). La pulpa del fruto es jugosa y dependiendo de la variedad puede tener diferentes

colores, al igual que la cascara de la baya.

El tomate de arbol (Solanum betaceum), es una planta originaria del sur de Bolivia que
se ha distribuido naturalmente a lo largo de Sudameérica. Su produccién se concentra en la

region andina ya que normalmente crece entre 1500 a 2600 msnm con una temperatura de
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entre 13 a 24 2C, con precipitaciones anuales de entre 500 y 1500 mm (Revelo, Pérez, & Maila,

2004).

1.1.2 Cultivo de tomate de arbol a nivel mundial

Solanum betaceum produce frutas comestibles con un alto contenido de vitaminas,
minerales, compuestos fendlicos y carotenoides (Correia y Canhoto, 2012; Vasco et al 2009).
Las frutas se usan en helados, mermeladas, jugos y batidos (Bohs, 1989). Por otra parte, las
hojas se usan con fines medicinales para problemas hepaticos, inflamacion de las amigdalas,
entre otros (Calvo, 2009). Por estas propiedades, se cultiva tomate de darbol en la regién
andina de origen principalmente en Chile, Ecuador, Bolivia, Colombia y Brasil. No obstante,
también se cultiva esta planta en las zonas montafiosas de Africa, India y Australia (Calvo,

2009); siendo Nueva Zelanda el mayor productor de este cultivo a nivel mundial (Correia,

2012; Meadows, 2002).

1.1.3 Cultivo de tomate de arbol en el Ecuador

Segun la encuesta de superficie y produccion agropecuaria continua (INEC, 2015) se
produjeron 16 175 toneladas métricas de tomate de arbol en el afio 2015 en el Ecuador.
Siendo Tungurahua la provincia lider de este cultivo, seguida de Imbabura, Cotopaxi,

Chimborazo, Pichincha, Azuay y Bolivar (El Comercio, 2018).

A pesar de que no existe una clasificacion oficial de los genotipos de tomate de arbol

cultivados, comercialmente se los diferencia en base al color de la pulpa y cascara. El estudio
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realizado por el SICA (Sistema de Informaciéon del Censo Agropecuario) clasifica a las
variedades ecuatorianas en 5 cultivares “Tomate Puntén”, “Tomate Negro”, “Tomate

Amarillo”, “Tomate Redondo”, y “Tomate Mora” (Albornoz, 1992).

El tomate de arbol representa un factor econdmico importante para el Ecuador ya que
por sus caracteristicas organolépticas tiene alta acogida en el mercado nacional e
internacional. Ramirez (2009) afirma que en el 2008 Ecuador exporto 1.3 millones de ddlares
de tomate de arbol a Estados Unidos. Sin embargo, uno de los principales problemas de la
produccién ecuatoriana de tomate de arbol son la presencia de enfermedades y plagas, como

nematodos y virus, asi como también a condiciones del suelo.

1.2 CULTIVO IN VITRO PARA APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS

A partir de 1983, se inicid el desarrollo de protocolos para transformar plantas de interés
agricola (Herrera y Estrella, 1983). Estas técnicas incluyen el uso de cultivo in vitro de tejidos
vegetales, el cual es necesario para promover la formacion de plantas a través de dos vias
principales, la organogénesis y embriogénesis somatica (Gutiérrez et al, 2003). Esto se da
porque las células vegetales son células eucariotas totipontentes, esto quiere decir que partir
de una célula pueden generar un nuevo individuo completo (Mendoza de Gyves, 2001).
Schwann y Schleiden reconocieron esta caracteristica de totipontecialidad y por ello
generaron condiciones especificas para originar individuos a partir de una célula (Hooykaas y
Schilperrot, 1992). Las células vegetales diferenciadas y especializadas tienen la capacidad
de desdiferenciarse y perder su especialidad frente a un estrés; por lo que se vuelve una célula

totipotente y puede regenerar una planta completa idéntica genéticamente. Por una parte,
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se puede regenerar drganos como brotes o raices que se conoce como organogénesis
somatica, y, por otro lado, se puede regenerar embriones que se conoce como embriogénesis

somatica (Mendoza de Gyves, 2001).

Sin importar que via se siga, es fundamental el uso de hormonas de crecimiento vegetal
para la regeneracion tanto de érganos como de plantas (Criollo, 2016) y la asepsia para
mantener la esterilidad (Chacén, 2013). Las condiciones que se controlan a través del cultivo
in vitro dependen de la especie y el genotipo, pero existen requerimientos generales como
control el medio de cultivo, los requerimientos hormonales, pH, temperatura, salinidad, horas
luz (Mendoza de Gyves, 2001). El cultivo in vitro es un método de regeneracién indispensable
para introducir genes de interés que han sido aislados, secuenciados y clonados mediante

técnicas de biologia molecular de ingenieria genética (Gutiérrez et al, 2003).

1.3 TRANSFORMACION GENETICA DE PLANTAS

La ingenieria genética de plantas esta dirigida a la produccién de genotipos que expresen
caracteristicas de interés, mediante la integracién en el genoma vegetal, de segmentos de
ADN foraneos, provenientes de cualquier origen (Diaz y Chaparro, 2012). Estos segmentos de
ADN alteran las caracteristicas de las plantas mediante la modificaciéon dirigida y controlada,
al afiadir, eliminar o modificar alguno o algunos de sus genes (Diaz y Chaparro, 2012; Danilova,
2007; Karimi et al, 2007). La ingeria genética permite introducir genes de especies no
relacionadas evolutivamente, por lo que se pueden usar diferentes especies, géneros vy
reinos; eliminando asi las barreras de incompatibilidad sexual y fertilidad. (Vasil, 2007: Diaz y

Chaparro, 2012). Por ello la principal ventaja, es poder introducir una caracteristica sin tener



17

que transferir los miles de genes, si no, traspasar en uno o pocos genes, para conferir la
caracteristica deseada (Danilova, 2007). Otra ventaja es que permite acelerar procesos que
de otra forma serian lentos y laboriosos, para mejorar las especies. (Jauhar, 2006 ; Livemore,

2002; Diaz y Chaparro, 2012).

La transformacidn de plantas usa una amplia gama de herramientas mediante las cuales,
es posible la introducciéon de informaciéon genética foranea, sin afectar las cualidades
agronomicas del cultivo (Diaz y Chaparro, 2012). La primera planta transgénica se reporté en
1983, y a partir de ese entonces, se han logrado transformar mas de 120 especies y 35
diferentes familias vegetales (Diaz y Chaparro, 2012; Bhat y Srinivasan, 2002; Jauhar, 2006).
Sin embargo, esto no significa que sea un proceso sencillo, al contrario, es un proceso
complicado que involucra varias etapas: la identificacién y aislamiento del gen de interés,
construccion de los vectores, desarrollo de un protocolo de transformaciéon para la
introduccidn estable de ADN en el genoma vegetal, sistema de cultivo in vitro de tejidos que
permita regenerar plantas completas, seleccién de transformantes mediante un proceso de
distincién entre individuos transformados de individuos no transformados, y por udltimo un
método analitico para detectar el gen foraneo y sus productos en la planta transformada.

(Diaz et al, 2004, Larik et al, 2004; Jahuar, 2006; Diaz y Chaparro, 2012).

1.3.1 Agrobacterium tumefaciens

El principal método de obtencidn de organismos vegetales genéticamente modificados es
la transformacién mediante Agrobacterium tumefaciens. Una bacteria patogena del suelo

que infecta a plantas para formar la corona de agallas (Siemes y Schiedes, 1996). Esta
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enfermedad fue estudiada por Smith y Twonsend, ya que producia los tumores en las plantas
infectadas (Hooykaas & Schilperoort, 1992). Las células infectadas se duplicaban mas rapido
que las células normales y podrian continuar duplicandose a pesar de que la bacteria ya no
esté presente. Posteriormente en los afios 60, se descubrid que las células infectadas eran
capaces de sintetizar proteinas no vegetales como las opinas. En los aios 70, se entendié que
las opinas servian de alimento para la bacteria y que las cepas virulentas poseian un elemento

genético extracromosomal, el plasmido Ti (tumor inducing) (Hooykaas & Schilperoort, 1992).

El pldsmido Ti estd compuesto por genes virulentos y T- DNA (Binns, 2002). El T-DNA es el
ADN de transferencia del pldsmido Ti, es decir, son los genes que se introducen a la planta
cuando infecta normalmente. Los genes virulentos son encargados de cortar, transferir e
introducir el T-DNA al genoma de la planta. La infeccidon natural de Agrobacterium se da
porque una planta puede tener heridas, donde se liberan al ambiente fenoles conocidos como
acetosiringona (Stachel et al, 1985; Valderrama et al, 2005). Agrobacterium en su membrana
celular tiene receptores (complejo proteico virA y virG) de acetosiringona y por quimiotaxis
se ve atraida a la planta para insertar su elemento genético extracromosomal o plasmido Ti.
A partir de la sefial en la membrana celular (virG), se da una cascada de regulacidn celular que
permite dirigir e introducir genes de virulencia en el genoma de la planta para que se exprese
y sinteticen proteinas de interés bacteriano (Valderrama et al, 2015). Es decir, se promueve
la transcripcion amplificada y la traduccién acelerada de la region de virulencia del plasmido
Ti. Lo primero en sintetizarse son las proteinas virD1 y virD2 que cortan al T-DNA desde su
Left-Border hasta su Right-Border y se queda una cadena pegada a las proteinas. El resto de
la cadena se recubre por otras proteinas como la virE2 y a esto se le conoce como el complejo

T. Se guia al T-DNA hacia la insercién del genoma vegetal del T-DNA a través de un canal que
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une el citoplasma bacteriano con el citoplasma vegetal. Una vez adentro se guia al t-DNA
hacia el nicleo e integracion del genoma por recombinaciéon no homologa (Valderrama et al,
2005). La introduccidn es aleatoria dentro de las regiones eucromaticas donde existe alta
expresion génica. Las auxinas y citoquininas promueven la divisidn celular y por ello se crean

los tumores (Binns, 2002).

1.4 VECTORES

Los descubrimientos cientificos han permitido utilizar el mecanismo de Agrobacterium
tumefaciens para introducir genes de interés, diferentes a los genes virulentos, en especies
determinadas. Los genes de interés no se introducen directamente en una célula u organismo,
ya que estos pueden ser degradados, y si esto no ocurre, no se replicarian y no se pasaria la
informacidn a la siguiente generacidn. Por ello, para asegurarse que los fragmentos de ADN
se copian y se pasan de generacidn en generacién a través de la divisidn celular se utilizan
vectores que garantizan que cada vez que la célula se divide, pasa la informacién introducida
(Lodge, Lund y Minchin, 2007). Existen diferentes vectores entre los mas usados, vectores

virales, vectores plasmidicos y vectores binarios.

Frecuentemente se usan virus que son microorganismos simples que contiene una
molécula de ADN o ARN y una cdpside de proteinas. No tienen la capacidad auténoma de
reproducirse, por ello infectan células eucariotas y procariotas integrando su genoma dentro
de la célula huésped y aumentando la tasa de duplicacion. La sustitucion del genoma virico
por el genoma o genes de interés hace posible que por ejemplo se produzcan antibidticos de

esta manera (Mendoza de Gyves, 2001). Una de las principales limitaciones del uso virico
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para transformacién vegetal es que hay pocos virus de ADN que infectan plantas, como son

los germinovirus y caulimovirus (Mendoza de Gyves, 2001).

Los vectores bacterianos son ampliamente usados como vectores de clonacién para
transferir y replicar fragmentos de ADN insertados mediante técnicas de ADN recombinante
(Valderrama et al, 2005). Generalmente se usa el material extracromosomal bacteriano, los
pldsmidos. Los plasmidos son moléculas de ADN pequeiias, circulares y de doble cadena que
se encuentran en células bacterianas porque les proveen una ventaja adaptativa. Son de suma
importancia para la clonacién, transferencia y manipulacién de genes. Para que un plasmido
sea un vector sea de clonacidn, debe tener un origen de replicacion, genes marcadores y sitios

de restriccion (Valderrama et al, 2005).

Para usar un plasmido como vector de clonacién se debe fragmentar el ADN de
interés, ligar por medio de la enzima ADN ligasa, transferir a una bacteria y seleccionar las
bacterias que contengan el ADN de interés por medio de los marcadores de seleccién. Es
decir, requiere del uso enzimas de restriccidn. Las enzimas de restriccién deben ser
compatibles con los fragmentos de ADN, por lo que limitan la manipulacién de genes por esta
técnica. Hoy en dia, se tienen nuevas tecnologias para construir vectores como la tecnologia

Gateway.

1.4.1 Tecnologia Gateway

La tecnologia Gateway es un método nuevo, para construir vectores de

transformacién genética. Es una técnica de clonacién universal basado en las propiedades de
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recombinacidn especificas del bacteriéfago labmda, que facilita la integracién de lambda en
el cromosoma de E.coli (Landy, 1989; Ptshane, 1992). En esta tecnologia, se modifican los
componentes del sistema de recombinacién lambda para mejorar la especificidad y eficiencia
del sistema (Bushhman et al, 1985). Los componentes del sistema basado en lambda son: las
secuencias de recombinacion de ADN, conocidos como sitios att, y las proteinas que
intervienen en la reacciéon de recombinacion, enzimas ClonaseTM (/Invitrogen). La tecnologia
Gateway usa el sistema de recombinacidn lambda para facilitar la transferencia de secuencias
de ADN heterdlogas, flanqueadas por sitios att modificados, entre vectores (Hartley et al,

2000). Gateway se basa en dos reacciones de recombinacion.

Existen varias ventajas en el uso de esta tecnologia: permite la transferencia de
secuencias de ADN de forma rapida y altamente eficiente a multiples sistemas vectoriales de
expresion de proteinas, asi como el andlisis funcional, mientras mantiene la orientacién y el
marco de lectura (Hartley et al, 2000). Permite el uso y expresion de multiples tipos de
secuencia de ADN, como productos de PCR, clones de ADNc, fragmentos de restriccion. Se
adapta facilmente a la transferencia de un gran nimero de secuencias de ADN en multiples
vectores de destino. Permite la conversidn facil de cualquier vector en un vector de destino

Gateway (Invitrogen) y no se necesita usar las enzimas de restriccion.

Los primeros vectores binarios Gateway para plantas se realizaron en 1995, pero en
2007 fueron mejorados por Nakagawa et al, dando como resultado los ImpGWB, entre los
que estan pGWB402 y pGWB402Q (Nakagawa et al, 2009). Los vectores binarios forman
parte del sistema trans, y son la estrategia mas empleada para la transferencia de genes en

Agrobacterium tumefaciens (Diaz y Chaparro, 2012).
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1.4.2 Gen marcador de seleccion nptli

Los genes marcadores de seleccion son una herramienta indispensable para la
transformacién genética, porque permiten seleccionar las células, tejidos o plantas que han
sido transformadas de las que no han sido transformadas (Diaz et al, 2011). Los genes
marcadores se introducen en el vector junto con los genes de interés y cominmente son
genes de resistencia a antibidticos como el gen nptll. Dicho gen confiere resistencia a
aminoglicésidos como: paramomicina, geniticina y butirosina, que son usados a nivel clinico
(Mella et al, 2004; Sundar y Sakthievel, 2008; Diaz et al, 2011). Sin embargo, para la
produccidn de plantas transgénicas se usa el gen nptll como marcador de seleccion ya que
permite la sobrevivencia de células vegetales transformadas en presencia de kanamicina e
inhibe el crecimiento de las células no transformadas (Brasilerio y Argdo, 2001; Diaz et al,
2011). Esto se debe al gen nptll permite codificar la enzima neomicina fosfotransferasa que

confiere resistencia al antibiético kanamicina (Huang et al, 2002)

1.4.3 Gen Reportero GFP

Ademas de los genes marcadores de seleccidon, se deben introducir en el vector genes
reporteros que permitan visualizar las células o tejidos transformados. Las proteinas
fluorescentes (FP) por sus siglas en inglés, han revolucionado la investigacion en las ciencias
de la vida. Su popularidad deriva del hecho que sus fluoréforos se forman de una reaccién
autocatalitica, por lo tanto, no necesitan de cofactores adicionales (Prasher et al, 1992;
Chalfie et al, 1994; Tsien, 1998; Zhang et al, 2002). En especial, el GFP (Green Fluorescent

Protein, es una proteina que se expresa sin reaccién enzimatica, por ello es facilmente
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observar su expresion en plantas transformadas desde etapas tempranas siendo un excelente
gen reportero (Nakagawa et al., 2007).

El gen de la proteina verde fluorescente esta constituido por 750 pb (Franco y Longart,
2009). Fue aislado originalmente de la medusa Aequorea victoria (Tsien, 1998). El GFP es
comunmente usado como marcador en biologia molecular porque no necesita intermediarios
para expresarse, es susceptible a modificaciones para mejorar su intensidad, cambiar de color
de emisién, construir quimeras con otras proteinas, servir de gen reportero, sensor
bioquimico, medidor sensible de pH, entre muchas otras aplicaciones (Franco y Longart,
2009). La proteina verde fluorescente (GFP) tiene dos picos de excitacién el primero cerca de
los 395 nm, y el segundo de 475 nm; también dos picos de emisidon a 508 nm y a 503 nm.
(Tsien, 1998; Franco y Longart, 2009). Por ello, para que el GFP sea visible, se requiere
excitacién con luz UV. Sin embargo, Franco y Longart (2009) recomiendan considerar la
posibilidad de la fotodegradacién de los tejidos con la exposicién a luz UV. Para este trabajo,

el gen de GFP fue usado como gen reportero y gen de interés.

1.5 AGROINFILTRACION

La agroinfiltracion consiste en la introduccién de una solucidon con Agrobacterium
tumefaciens en el apoplasto (Valero, 2015). En pequefia escala esto se consigue facilmente
inyectando a presion la suspension con una jeringa, aprovechando los estomas de las hojas o
pequeiias heridas como zona de entrada (Valero, 2015). A mediana escala y también a escala
industrial, la agroinfiltraciéon se consigue sumergiendo las plantas en posicion invertida en
tanques de vacio que contienen la suspension de Agrobacterium, facilitando asi la infeccién y

transferencia del T-DNA (Valero, 2015).
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La agroinfiltracidon es una técnica que permite estudiar la expresion génica en plantas ya
gue transforma transitoriamente células vegetales. La expresion transitoria se define como
un proceso rapido, que consiste en la expresion de ciertos genes, que no ha tenido que
integrarse previamente en el genoma de la planta (Valero, 2015). La herramienta clave para
la expresion transitoria en plantas son los genes transmitido por Agrobacterium tumefaciens.
La ventaja mas obvia del sistema es la velocidad, ya que la expresidn de la proteina de interés
en las hojas de las plantas agroinfiltradas se da de 3-4 dias (Gleba et al, 2005; Lacroix et al,
2013; Krenek et al, 2015; Valero, 2015). Por ello, se usa para estudiar la actividad del
promotor, la funcion de genes y proteinas o la interaccién de proteinas in vivo (Bashandy et

al., 2015).

El propdsito de este trabajo fue establecer las etapas previas a la transformacion genética
con Agrobacterium tumefaciens EHA105. Por ello, se estandarizd un protocolo de cultivo in
vitro para la regeneracién de plantas de tomate de arbol, se estandarizé un sistema de
seleccion para futuros explantes transformados, se comprobd que los plasmidos
recombinantes pGWB402 y pGWB402Q) contengan el gen GFP, y por ultimo se evidencio la

expresion del GFP mediante agroinfiltracion en plantas de tabaco.

2. OBIJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GENERAL

- Desarrollar un protocolo de regeneracion de brotes de tomate de arbol partir de

explantes de hoja y cotiledones para futuras aplicaciones de transformacion genética.
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2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

- Comprobar el medio de cultivo y concentraciones éptimas de hormonas para la
regeneracion de plantas de tomate de arbol en cultivo in vitro.

- Determinar la concentracion de kanamicina (marcador de seleccidn) que inhibe el
crecimiento in vitro de explantes de tomate de arbol.

- Establecer si el tamafio de los explantes de hoja de tomate de arbol influye en la
regeneracion de brotes.

- Comprobar que los vectores pGWB402 y pGWB402Q construidos por medio de la
tecnologia Gateway en Agrobacterium tumefaciens EHA105 contengan el gen
reportero GFP.

- Verificar la expresién del gen GFP en plantas de tabaco mediante agroinfiltracion.

3. JUSTIFICACION

El desarrollo tecnolégico del mundo se encuentra tan avanzado, que la transformacién
genética es una metodologia casi estandar en cualquier laboratorio. Esto se debe a que la
transformacién genética puede ser usada para diversas industrias con distintos objetivos.
Dentro de la agricultura, las aplicaciones de la transformacion genética de plantas son
infinitas e importantisimas porque la agricultura es un pilar de la sociedad. Optimizar la
produccion agricola y mejorar la calidad nutricional de los alimentos no solo permiten si
no aseguran un desarrollo sustentable a nivel econdmico y social (Balbas y Lorence, 2004).
Por ello, este trabajo de investigacion es fundamental para futuras aplicaciones de

transformacién genética en tomate de arbol.
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4. AREA DE ESTUDIO

Este proyecto se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal parte del
Colegio de Ciencias Bioldgicas y Ambientales de la Universidad San Francisco de Quito. En

Cumbaya, Ecuador.

5. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS.

5.1 CULTIVO IN VITRO DE TOMATE DE ARBOL

5.1.1 Material vegetal

Tomate de arbol proveniente de la plaza del Maxwell de la Universidad San Francisco
de Quito. Se utilizé las semillas para la germinacién in vitro de las plantas, de las cuales se
extrajeron las hojas que fueron utilizadas para la regeneracién de brotes de los experimentos
1, 2 y 3. Adicionalmente se usé semillas de tomate de arbol de la variedad rojo puntén
obtenidos en el Supermaxi para los experimentos 4, 5 y 6 que fueron esterilizadas y

germinadas in vitro.

5.1.2 Esterilizacion de semillas de tomate de arbol

Solucién de alcohol potable al 70%

- Solucidn de hipoclorito de sodio al 2,5%
- Agua destilada estéril

- Tween 20

- Cdmara de flujo laminar LABCONCO®
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5.1.3 Germinacion in vitro de semillas de tomate de arbol

- Medio MS (Murashige & Skoog,1962) con 30 gL de sacarosa, 7 gL ™* de agary pH 5,8.
- Semillas estériles de tomate de arbol

- Camara de lujo laminar LABCONCO®

5.1.4 Subcultivo in vitro de plantas de tomate de arbol

- Plantas de tomate de arbol germinadas in vitro
- Medio MS (Murashige & Skoog,1962) con 30 gL de sacarosa, 7 gL't de agary pH 5,8.
- Cajas Petri autoclavadas

- Camara de flujo laminar LABCONCO®

5.2 EXPERIMENTOS PARA LA REGENERACION DE BROTES A PARTIR DE
EXPLANTES DE TOMATE DE ARBOL

- Hojas de plantas de tomate de arbol in vitro de 6 semanas de edad aproximadamente
- Medio MS (Murashige & Skoog,1962) con 30 gL de sacarosa, 7 gL't de agary pH 5,8.
- Acido naftalenoacético ANA 0.05 ppm SIGMA

- Benzilaminopurina BAP 4 ppm SIGMA

- Cédmara de flujo laminar LABCONCO®
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5.3 EXPERIMENTOS PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION MiNIMA
INHIBITORIA DE KANAMICINA PARA LA REGENERACION DE BROTES
EN TOMATE DE ARBOL.

- Cotiledones de plantas de tomate de arbol de 4 semanas de edad

- Hojas de plantas de tomate de arbol de 6 semanas de edad

- Medio MS (Murashige & Skoog,1962) con 30 gL de sacarosa, 7 gL de agary pH 5,8.
- Acido naftalenoacético ANA 0.05 ppm SIGMA

- Benzilaminopurina BAP 4 ppm SIGMA

- Kanamicina 0 mgL?, 25 mgL?, 50 mgL?, 75 mgL?, 100 mgL* GIBCO

- Camara de flujo laminar LABCONCO®

- Minitab 17

- IBM SPSS Statistics.

5.4 VERIFICACION DE GFP EN VECTORES PGWB402 Y PGWB402Q

5.4.1 Cepas bacterianas

- Cepa Agrobacterium tumefaciens EHA105 con el plasmido pGWB402

- Cepa Agrobacterium tumefaciens EHA105 con el plasmido pGWB402€2

5.4.2 Medios de cultivo para Agrobacterium tumefaciens EHA105

- Medio LB Invitrogen
- Rifampicina 25 mgL* MK

- Tetraciclina 5 mgL' GENFAR
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- Estreptomicina 40 mgL!SIGMA

- Bacto™ Agar Becton, Dickinson and Company.

5.4.3 Extraccion de ADN de Agrobacterium tumefaciens EHA105

Alicuotas de Agrobacterium tumefaciens EHA105 con el plasmido pGWB402

- Alicuotas de Agrobacterium tumefaciens EHA105 con el plasmido pGWB402 Q

- Ultra congeladora Revco UxF ThermoScientific

- Medio LB + Rifampicina 25 mgL™? + Tetraciclina 5 mgL?* + Estreptomicina 40 mgL™*
- Incubadora Memmert

- UltraPureDestilated Water Invitrogen

- Tubos Eppendorf de 1,5 mL autoclavados

- MultiBlock Heater ThermoScientific

- Termdmetro

- NanoDrop 2000 Spectrophotometer ThermoScientific

- Software NanoDrop 2000 /2000c ThermoScientific

5.4.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

dNTPs 10 mM Invitrogen

- Buffer 10 X Invitrogen

- MgCl>, 50 mM Invitrogen

- Taq DNA polimerasa 1U Invitrogen

- UltraPureDestilated Water Invitrogen



- Primer GFP Forward CACCATGGTGAGCAAGGGGGAGGAG
- Primer GFP Reverse TTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC

- T100 ThermalCycler BIORAD

5.4.5 Electroforesis en gel de agarosa

Agarosa UltraPure ™ Invitrogen

- Balanza Scout Ohaus®

- TBE 1X (Tris base acido bdrico — EDTA)

- SYBR Safe DNA gel Stain Invitrogen

- Blue Juice 10x Loadding Buffer Invitrogen

- Ladder DNA 100pb Invitrogen

- Camara de electroforesis Enduro Gel XL Labnet International
- Fotodocumentador Gel DOC ™ XR BIORAD

- Software Imagelab 5.0 BIORAD

5.5 AGROINFILTRACION EN TABACO

5.5.1 Material vegetal

- Plantas de tabaco de la marca comercial Seeds Garden de la variedad Virginia.

5.5.2 Germinacion de semillas de tabaco

- Semillas de tabaco variedad Virginia

- Sustrato “Tierra Milagrosa”

30
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- Fibra de coco

- Semillero (Bandeja de germinacion) de 128 alveolos.

5.5.3 Agroinfiltracion en plantas de tabaco Nicotiana tabacum

- Plantas de tabaco de la variedad Virginia de 12 semanas de edad

- Alicuotas en glicerol al 60% de Agrobacterium tumefaciens EHA105 con el plasmido
pGWB402 a -80 °C

- Alicuotas en glicerol al 60% de Agrobacterium tumefaciens EHA105 con el plasmido
pGWB402(2 a —80 °C

- Medio LB + Rifampicina 25 mgL™?! + Tetraciclina 5 mgL* + Estreptomicina 40 mgL™

- Bacto™ Agar Becton, Dickinson and Company.

- Incubadora Memmert

- Medio LB + Rifampicina 25 mgL? + Tetraciclina 5 mgL™? + Estreptomicina 40 mgL™ +
acetosiringona 20 uM

- MaxQ 4000 Shaker Thermo Fisher Scientific

- Centrifuga CentraMP4 IEC International Equipment Company

- Espectrofotdmetro Genesys 30 Visible

- Medio MES 10mM (pH 5,6) + acetosiringona 100uM + Agrex-F diluido (1 mL Agrex-F /
1 L de Agua Destilada)

- Jeringas estériles de 1 mL

- Cuarto oscuro

- DMSO Dimetilsuoléxido Iglesia Genesis I
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- Standard Class Microscope Slides Citoplus
- CoverGlass GoldLab

- Cadmara Canon Rebel T2I

- Slee mtc cryostat

- Microscopio de fluorescencia confocal Olympus BX61WI

6. METODOLOGIA

6.1 CULTIVO IN VITRO DE TOMATE DE ARBOL

6.1.1 Material vegetal

Se tomaron frutos de tomate de arbol maduros obtenidos del arbol de la plaza del
Maxwell, en la Universidad San Francisco de Quito. Se cortaron los frutos y se extrajo las
semillas. Estas semillas, se lavaron en agua potable durante 20 minutos y se dejaron secar en
papel toalla absorbente durante 48 horas.

De igual forma, los frutos provenientes del Supermaxi fueron cortados y se extrajeron
las semillas. Estas fueron lavadas en agua potable durante 20 minutos y se dejaron secan en

papel toalla absorbente durante 48 horas.

6.1.2 Esterilizacion de semillas de tomate de arbol

Las semillas secas de tomate de arbol se colocaron en un vaso de precipitacion de
500mL que contenia alcohol al 70% por 5 minutos. Posteriormente, se descarto el alcohol y

se lavaron las semillas en agua destilada estéril. En el mismo vaso se coloco hipoclorito de
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sodio al 2.5% y se afiadid 4 gotas de Tween 20. Las semillas permanecieron en esta solucién
durante 20 minutos con agitacion periddica. Por ultimo, las semillas fueron lavadas 5 veces
con agua destilada estéril hasta eliminar completamente el hipoclorito de sodio al 2.5% y

tween 20.

6.1.3 Germinacion in vitro de semillas de tomate de arbol

Se colocé 10 semillas por frasco en frascos de vidrio estériles con el medio MS
previamente autoclavado, y se esperd 4-6 semanas a que germinen. Los frascos estuvieron

con un fotoperiodo controlado de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.

6.1.4 Subcultivos in vitro de plantas de tomate de arbol

Una vez germinadas las semillas, las plantulas fueron subcultivadas a medio MS cada 4
semanas para su posterior uso en los experimentos de regeneracién de brotes y

determinacion de concentracion minima inhibitoria de kanamicina.

6.2 EXPERIMENTOS PARA LA REGENERACION DE BROTES A PARTIR DE
EXPLANTES DE TOMATE DE ARBOL

Se hizo tres experimentos de regeneracion de brotes a partir de hojas de tomate de
arbol. Los tres experimentos fueron iguales y no se cambid ninguna variable. Cada
experimento tuvo 40 explantes de hojas de tomate de arbol cultivado in vitro de
aproximadamente 6 semanas de edad. Las hojas se cortaron en pedazos de 5 mm?en camaras

de flujo laminar y se colocd 5 explantes en cajas Petri que contenian el medio MS + 0.05ppm
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ANA + 4ppm BAP. Las condiciones de crecimiento fueron un sistema de fotoperiodo con 16
horas de luz y 8 horas de oscuridad y temperatura ambiente. Los subcultivos se realizaron
cada 4 semanas. Se tomaron los datos durante 12 semanas en las que se vio formacién de

callos y brotes.

6.3 EXPERIMENTOS PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION MiNIMA
INHIBITORIA DE KANAMICINA PARA LA REGENERACION DE BROTES
EN TOMATE DE ARBOL.

6.3.1 Hojas

Una vez que se vio el crecimiento de callos y regeneracion de brotes a partir de
explantes de hojas de tomate de arbol (6.2) se hizo un experimento para determinar la
concentracion de agente selectivo (kanamicina) que inhibe el crecimiento de callo. Para ello
se uso hojas de tomates de arbol in vitro de 6 semanas en explantes de 5 mm?2. En total se
obtuvo 90 explantes y se colocd 5 explantes por caja. Se colocd 10 explantes en cajas Petri
gue contenian medio MS+ANA 0.05ppm + BAP 4ppm sin kanamicina como control. Se coloco
20 explantes en cajas Petri que contenian medio MS + 0.05 ppm ANA + 4 ppm BAP + 25 mglL
L KAN. Otros 20 explantes se colocaron en cajas Petri que contenian medio MS + 0.05 ppm
ANA + 4 ppm BAP + 50 mgL? KAN. Otros 20 explantes se colocaron en cajas Petri que
contenian medio MS + 0.05 ppm ANA + 4 ppm BAP + 75mgL* KAN. Por ultimo, se colocé 20
explantes en cajas Petri que contenian medio MS + 0.05 ppm ANA + 4 ppm BAP + 100 mgL™?

KAN.
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6.3.2 Cotiledones

Se repitié el experimento 6.3.1 utilizando cotiledones de tomate de arbol como fuente
de explantes. Se queria comprobar si hay diferencia entre cotiledones y hojas para la

regeneracion de tomate de drbol en condiciones in vitro.

Para ello se utilizé 90 cotiledones que se cortaron en cuadrados de 4 mm? y se
distribuyeron 5 cotiledones por caja. Se colocd 10 explantes en cajas Petri con medio MS +
0.05 ppm ANA + 4 ppm BAP sin kanamicina como control. El resto se dividié en 20 explantes
para cada concentracién de kanamicina en medio MS + 0.05 ppm ANA + 4 ppm BAP + KAN en

25 mgL?, 50 mgL?, 75 mgL! y 100 mgL? respectivamente.

6.3.3 Tamaiio del Explante

Se realizd un experimento factorial 2x5 para analizar cémo influye el tamafio del explante
y la concentracién de kanamicina en la callogénesis y regeneracion de brotes a partir de hojas
de tomate de arbol. Se disefié el experimento con repeticiones y réplicas para que tenga
validez estadistica. Por ello, cada caja Petri contuvo 10 explantes y 3 cajas Petri representaron
1 corrida. El experimento inicial fue de 10 corridas (2 factores x 5 niveles) y se hicieron dos
réplicas por lo que fueron un total de 30 corridas. Cada corrida tenia 3 cajas por lo que fueron
90 cajas Petri. Cada caja contenia 10 explantes por lo que se utilizaron 900 explantes de hoja

de tomate de arbol de 6 semanas de edad para este experimento.

Se dibujé un cuadrado de 1 cm? como guia del tamafio grande, y de 0.5 cm? como guia del

tamafio pequefio en una hoja. La misma que se coloco en la cdmara de flujo laminar debajo
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de la caja Petri para cortar los explantes de hoja. Para el factor concentracién de kanamicina,
se utilizaron 5 niveles OmgL?, 25mgL?, 50mgL?, 75mglL* y 100mgL? suplementados en el
medio MS + 0.05 ppm ANA + 4 ppm BAP. Una vez que se aleatorio las corridas con Excel, se
corto los explantes y se colocé en la caja correspondiente. Los explantes estuvieron expuestos
a un fotoperiodo controlado de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad en temperatura
ambiente. Los explantes fueron subcultivados cada 4 semanas periddicamente. Se tomd los
datos de callogénesis a las 4 semanas y los datos de regeneracion de brotes hasta las 12
semanas de iniciado el ensayo. Los datos obtenidos se analizaron posteriormente con los

softwares estadisticos Minitab 17 y IBM SPSS Statistics.

6.4 VERIFICACION DE GFP EN VECTORES PGWB402 Y PGWB402Q

6.4.1 Cepas bacterianas

Por todas las ventajas antes mencionadas en la introduccién, se usé la tecnologia
Gateway como nuevo sistema de clonacion en dos vectores binarios para plantas, facilitando
asi futuros experimentos transgénicos en biotecnologia vegetal. Esto se realiz previo a este
trabajo por Andrea Argudo en convenio con la Universidad UC Davis, en California-Estados
Unidos. Los dos vectores binarios construidos por la tecnologia Gateway (pGWB) contienen
resistencia a la espectinomicina para seleccidn bacteriana, y el gen NPTII de kanamicina para
seleccion de las plantas (Ver Tabla 1) (Nakagawa et al, 2009). Estos dos vectores binarios
fueron usados en este trabajo y su estructura completa esta descrita basandonos en los
resultados publicados por Nakagawa et al (2007) en la Tabla 1. Cada vector binario Gateway

se insertd en una bacteria de la cepa Agrobacterium tumefaciens EHA105. Por ello, antes de
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realizar la agroinfiltraciéon se hizo un PCR comprobatorio para observar el gen GFP de los

pldsmidos pGWB402 y pGWB402Q.

6.4.2 Crecimiento de Agrobacterium tumefaciens

Se sembrdé Agrobacterium tumefaciens EHA105 pGWBA402 vy Agrobacterium
tumefaciens EHA105 pGWB402Q) en el medio LB liquido + 25 mgL? rifampicina + 5 mgL*
tetraciclina + 40 mgL™ estreptomicina. Posteriormente, se incubé los tubos falcons a 282C
durante 24 horas con agitacidén constante de 180 rpm. Luego se sembro por agotamiento en
medio LB sélido + 25 mgL* rifampicina + 5 mgL? tetraciclina + 40 mgL ! estreptomicina a partir

de los medios liquidos y se incubd durante 48 horas a 282C.

6.4.3 Extraccion de ADN de Agrobacterium tumefaciens

Se colocé 100ul de agua de PCR en 12 tubos eppendorf previamente esterilizados. Se
seleccioné con palillos estériles 6 colonias de Agrobacterium tumefaciens EHA105 pGWB402
y 6 colonias de Agrobacterium tumefaciens EHA105 pGWB402(2. Se disolvid en el agua de un
tubo eppendorf por cada colonia de bacteria y se colocé los tubos eppendorf en la camara de
arena a 1002C por 30 minutos. Posteriormente, se cuantificé el contenido de los tubos antes
mencionados al colocar 2 uL en el NanoDrop para analizar su concentracién y calidad. Se usé

2 ulL de cada tubo como ADN para el PCR.
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6.4.4 PCR de Agrobacterium tumefaciens EHA105 pGWB402 y
pGWB402(2 para el gen GFP

Se realizé la amplificacidn de 6 colonias de Agrobacterium tumefaciens pPGWB402 y 5
colonias de Agrobacterium tumefaciens pGWB402Q por PCR utilizando 1 par de primers de
GFP descritos en la seccidn 5.4.5. En cada reaccién se utilizé un volumen total de 20 uL que
contenian 2 uL de ADN, Buffer de PCR 1X (Invitrogen, California, USA), 2 mM de MgCl,
(Invitrogen, California, USA), 0.4 uM de dNTPs, 0.5 mM de cada primer y 1 unidad de Taq
polimerasa (Invitrogen, California, USA). Se amplificé el ADN en 35 ciclos, utilizando el
termociclador T100 (BioRad, California, USA) programado para 15 segundos de
desnaturalizacién a 94 2C, 30 segundos de annealing a 57 2C y 45 segundos de extension a

682C.

6.4.5 Electroforesis en gel de agarosa

Para comprobar la presencia del GFP en las muestras de Agrobacterium tumefaciens
pGWBA402 y Agrobacterium tumefaciens pGWB402Q2, se realizd una electroforesis en gel de
agarosa al 1,5 % colocando 5 ulL de producto de PCR junto con 3 ul de Blue Juice 10X
(Invitrogen, California, USA) y 1 uL de ladder de 100 pb en el pocillo correspondiente. Se corrid

el gel por 1 hora a 80 voltios.

6.5 AGROINFILTRACION EN TABACO

6.5.1 Material Vegetal
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Se obtuvo las semillas de tabaco de la casa comercial Magic Garden Seeds de la

variedad Virginia.

6.5.2 Germinacion de semillas de tabaco

Se colocé en un semillero de 128 alvéolos una mezcla de % tierra milagrosa + % de
fibra de coco. Las semillas se colocaron superficialmente en el semillero y se cubridé con
plastico durante una semana para mantener la humedad. Se les colocé agua cada dos dias
por el plato del semillero. El semillero radicé en el cuarto de cultivo in vitro que tiene un
fotoperiodo controlado de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad y temperatura ambiente.
Las semillas germinaron en 7 dias y se retird el plastico. A las 4 semanas se transfirio las
plantas a macetas individuales a manteniendo el agua cada dos dias, el fotoperiodo y la

temperatura ambiente.

6.5.3 Agroinfiltracion en Tabaco Nicotiana tabacum

Para la agroinfiltracion se sembrd Agrobacterium tumefaciens EHA105 pGWB402 y
pGB402Q) a partir de las alicuotas A2 (pGWB402) y D2 (pGWB402 Q) en cajas Petri que
contenian LB sélido + 25 mgL ! rifampicina + 5 mgL! tetraciclina + 40 mgL! estreptomicina en
la cdmara de flujo laminar. Las cajas se incubaron a 282C durante 48 horas. Posteriormente,
se hizo un hisopado de la bacteria y se colocé en 5 mL de LB liquido + rifampicina 25 mgL?! +
tetraciclina 5 mgL! + estreptomicina 40 mgL™* + acetosiringona 20uM y se dejé en el shaker a
282Cy 180 rpm durante 12 horas. Se usé 1mL del cultivo incubado en agitacién por cada cepa
y se afiadid en 24 mL de LB liquido + rifampicina 25mgL?! + tetraciclina 5mgL?! +

estreptomicina 40mgL* en tubos Falcons estériles de 50 mL. Se calibro el espectrofotometro
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Genesys 30 Visible mediante absorbancia a 600nm con un blanco que contenia medio LB
liquido + 25 mgL! rifampicina + 5 mgL? tetraciclina + 40 mgL estreptomicina y se midio la
densidad O6ptica de las dos muestras. Se ajustd la ODeoo a 0,8. Se centrifugd a 5000 rpm
durante 15 minutos para precipitar las bacterias. Se resuspendid los pellets en 10 mL de MES
(pH 5.6) + 14 mL de agua destilada estéril + acetosiringona 100 uM + 1 mL de agrex-F diluido
(ImL / 1L de agua). Se mantuvo a temperatura ambiente durante 3 horas y se midié
nuevamente la densidad éptica en el espectrofotémetro Genesys 30 Visible. Se rocié las
plantas de tabaco con el espray rociador que contenia agrex-F diluido en la proporcién 1 mL
de agrex-F diluido para permeabilizar y humectar las hojas. Se esperé 30 minutos y se infiltré
1 mL de solucién en el envés por cada hoja de tabaco con jeringas de 1 mL sin ajuga. Se

mantuvo las plantas en oscuridad durante 5 dias.

Se tomo fotos de las plantas en luz visible con la cdmara Canon Rebel Ti2 desde el dia
cero hasta el dia tres, de igual forma se tomd fotos desde el dia cero hasta el dia tres de las
hojas en luz UV. Al quinto dia se hizo cortes en el micrétomo de 2 u de una hoja control y de
una hoja agroinfiltrada con Agrobacterium tumefaciens EHA105 pGWB402 Q) y se colocé en
un portaobjetos. Las muestras se observaron en el microscopio Olympus BX61WIF con filtro

para GFP con una amplificacién de 10X.

7. RESULTADOS

7.1 EXPERIMENTOS PARA LA REGENERACION DE BROTES A PARTIR DE
EXPLANTES DE TOMATE DE ARBOL
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El laboratorio de biotecnologia vegetal de la USFQ ha tenido experiencia previa en el
cultivo in vitro de tomate de arbol por lo que se comprobd mediante tres experimentos sin
cambiar ninguna variable, que el medio MS (Murashige & Skooge) suplementado con 0.05
ppm ANAy 4 ppm de BAP promueve la callogénesis y regeneracion de brotes en explantes de

tomate de arbol.

En estos tres experimentos las variables mediadas fueron la formacion de callo a las 4
semanas, y el nUmero de brotes por explante hasta las 12 semanas de iniciado cada ensayo.
Se replicé el experimento dos veces para verificar los resultados. Se ve en la Tabla 2 que la
tasa de callogénesis se mantuvo para los 3 experimentos, al 100% lo que indica que el medio
suplementado con 0.05ppm ANA + 4ppm de BAP promueve la callogénesis exitosamente en
explantes de tomate de arbol. Por otra parte, la tasa de formacion de brotes no se mantuvo
en los 3 experimentos, ya que en el primer experimento se obtuvo un 23 %, en el segundo un
45 % y en el tercero un 25 %. Dando como promedio global una tasa de formacion de brotes

de 31 % +- 12.17 %.

7.2 EXPERIMENTOS PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION MiNIMA
INHIBITORIA DE KANAMICINA PARA LA REGENERACION DE BROTES
EN TOMATE DE ARBOL.

7.2.1 Hojas

Se analizé el efecto en la callogénesis y regeneracién de brotes a partir de explantes
de hoja de tomate de arbol en presencia y ausencia de kanamicina. Se utilizé el medio MS +

0.05 ppm ANA + 4 ppm BAP 4 + Kanamicina en diferentes concentraciones. Se us6 0 mgL?, 25
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mgL?, 50 mglL?, 75 mgL'y 100 mgL™* de kanamicina para este ensayo. Las variables mediadas
fueron la callogénesis a las 4 semanas, y el nimero de brotes por explante hasta las 12
semanas de iniciado cada ensayo.

Se observd a partir de la Tabla 3 que los explantes sin kanamicina, asi como los
explantes suplementados con 25mgL tienen tasas de 100 % para callogénesis. Por otro lado,
la tasa de regeneracién de brotes de los explantes sin kanamicina es 15% mas alta que los
explantes en 25 mgL! de Kan. Los explantes expuestos a concentraciones a partir de

50 mgL?y superior no formaron callo ni regeneraron brotes.

7.2.2 Cotiledones

Se analizd el efecto en la callogénesis y regeneracidn de brotes a partir de
explantes de cotiledones de tomate de arbol en presencia y ausencia de kanamicina.
Se utilizé el medio MS + 0.05 ppm ANA + 4 ppm BAP 4 + Kanamicina en diferentes
concentraciones. Se usé nuevamente 0 mgL?, 25 mgL?, 50 mgL?, 75 mgL 'y 100 mgL-
! de kanamicina para este experimento. Las variables mediadas fueron la callogénesis
a las 4 semanas, y el nimero de brotes por explante hasta las 12 semanas de iniciado
cada ensayo.

La Tabla 4 indicd que un 100% en las tasas de callogénesis utilizando cotiledones
como explantes en ausencia de kanamicina, y en MS + 0.05 ppm ANA + 4 ppm BAP 4
+ 25 mgL* Kanamicina. Mientras que los explantes expuestos a 50 mgL?, 75 mgLty

100 mgL ! de kanamicina no formaron callo a las 4 semanas.
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En cuanto a las tasas de regeneracién de brotes, los explantes en ausencia de
kanamicina sorprendentemente no regeneraron brotes mientras que los explantes
expuestos a 25 mgL?! Kanamicina si regeneraron brotes en un 20%. En los explantes
expuestos a 50 mgL?, 75 mglL?! y 100 mgL* de kanamicina no hubo regeneracién de

brotes.

7.2.3 Tamaiio del explante

Se realizé un experimento factorial 2X5, en donde los factores a analizar fueron el tamafio
de la hoja teniendo dos niveles: pequefio es de 0.5 cm? y grande es de 1 cm?; vy la
concentracion del marcador de seleccién kanamicina que tuvo cinco niveles: 0 mgL?, 25 mgL

1,50 mgL?, 75 mgL?ty 100 mglL™.

La Tabla 5 indica que la callogénesis en explantes pequefios (0.5 cm?) y grandes (1 cm?)
en ausencia de kanamicina tienen tasas altas de 99% y 100% respectivamente. De igual forma,
los explantes pequefios (0.5 cm?) y grandes (1 cm?) en concentracion de 25 mgL™ tienen tasas
de 29% y 22% respectivamente. En las concentraciones de kanamicina de 50 mgLt, 75 mgL™?

y 100 mgL! no hubo formacion de callo para ningun tipo de explante.

7.3 VERIFICACION DE GFP EN VECTORES PGWB402 Y PGWB402Q)

Se realizé un PCR comprobatorio para visualizar que los plasmidos binarios pGWB402
y pGWB402Q) en Agrobacterium tumefaciens EHA105 efectivamente tengan en el gen

reportero GFP. Se observd mediante el gel de agarosa la banda esperada de
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aproximadamente 750 pb en todas las muestras, asi como en el control positivo que contenia
el plasmido pGWB402 (Figura 1). Por lo que todas las colonias de las bacterias contienen el

gen reportero GFP.

7.4 AGROINFILTRACION EN TABACO

En el Ultimo experimento se realizd una agroinfiltracidon en hojas de tabaco para ver la
expresion del GFP en plantas. La Figura 2 indicd que la infiltracién con Agrobacterium
tumefaciens EHA105 pGWB402 y Agrobacterium tumefaciens EHA105 pGWB402 € fue
exitosa ya que se observa zonas verdosas en las hojas de tabaco con luz UV. A partir del tercer
dia se observo la expresion de la proteina del GFP en luz UV de forma macroscépica. Por lo
tanto, se realizé cortes de una hoja control y una hoja agroinfiltrada con Agrobacterium

tumefaciens EHA105 pGWB402Q al quinto dia para visualizar microscépicamente (Figura 3).

8. DISCUSION

El tomate de arbol es un frutal de importancia comercial en los paises andinos, donde
se consume su fruta fresca y procesada (Chacon et al, 2013). Tradicionalmente se propaga
por semillas y estacas, pero enfrenta problemas de heterogeneidad y calidad (Chacén et al,
2013; Lobo, 2001). Una alternativa a la propagacion convencional, asi como a sus limitantes,
es la utilizacion de protocolos de cultivo in vitro, que permiten multiplicar de forma rapida y
rentable material élite en cualquier época del afio (Chacdn et al, 2013). Aspectos como la
calidad del explante, el protocolo de desinfeccién, la asepsia, el medio de cultivo utilizado y

las condiciones de crecimiento son fundamentales para el desarrollo exitoso de esta técnica
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(Calvay Pérez, 2005). Todos estos factores, en conjunto, permiten la reproduccién de plantas
completas logrando tener material axénico, viable y vigoroso para una adecuada

manipulacion (Correia et al, 2011; Chacdn et al, 2013).

El cultivo in vitro en tomate de arbol ha sido reportado por Contreras y Almeida (2003)
quienes cultivaron cotiledones e hipocétilos de semillas de tomate de arbol germinadas en
medio Murashige & Skoog (1962) suplementado con BAP (2,0; 3,5y 5,0 mg/L) mas AlA (acido
indol 3-acéito) (0,5; 0,75; 1,0 mg/L) como inductores de morfogénesis y en dos meses
obtuvieron organogénesis de yemas que fueron pasadas a MS sin reguladores de crecimiento.
Apraez et al (2012) regeneraron plantas de tomate de arbol utilizando MS + 5mg/L de 2,4 D
(acido 2,4 diclorofenoxiacético) a partir de callos. Guimaraes et al (1996) obtuvieron plantulas
de tomate de arbol in vitro por organogénesis utilizando como explantes iniciales hipocétilos
y cotiledones de tomate de arbol en presencia de ANA y AIB (acido indol butirico). Sin
embargo, el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ ha tenido experiencia previa en
el cultivo in vitro de tomate de arbol, por lo que basado en los resultados de Arias (2007) y
Borrero (2007) se utilizaron tres protocolos. El primer protocolo para la desinfecciéon de
semillas de tomate de arbol descrito en la secciéon 6.1.2, el segundo protocolo para la
germinacién de semillas descrito en la seccién 6.1.3; y el tercer protocolo para la formacidn
de callo y regeneracion de brotes a partir de explantes de tomate de arbol fue probado en los
experimentos 1, 2 y 3. Se verificd que los tres protocolos son exitosos ya que no hubo
contaminacion en la germinacion de semillas, que se dio de 4 a 6 semanas, dando como
resultado plantas viables y de muy buen aspecto. Asi mismo, se logré formar callo a partir de
hojas y cotiledones de tomate de arbol en el medio MS + 0.05 ppm ANA + 4 ppm BAP y

también se obtuvo regeneracién de brotes a partir de hojas de tomate de arbol.
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Por ello se puede afirmar que los reguladores de crecimiento ANA (Acido
naftalenoacético) y BAP (Benzilaminopurina) indujeron la callogénesis in vitro en explantes
de hojas y cotiledones a las 4 semanas en las concentraciones de 0.05 ppm de ANA y 4 ppm
de BAP suplementadas al medio MS (Murashige y Skoog, 1962) bajo un fotoperiodo de 16
horas de luz y 8 horas de oscuridad a temperatura ambiente. Los callos generados tanto en
las hojas, como en los cotiledones se originaron principalmente en los bordes (sitios de corte).
En los callos formados a partir de hojas, al alcanzar aproximadamente el 75 % de superficie
foliar se empezd a regenerar brotes. En los tres primeros experimentos (Tabla 2), se replicé
un experimento de regeneracion de hojas de tomate de arbol in vitro sin cambiar ninguna
variable debido a limitaciones del proyecto. Las tasas de regeneracién de brotes difieren entre
si principalmente por el experimento 2 que tiene una tasa mas elevada de 45 %, en
comparacion con el experimento 1 que tiene 23 % y con el experimento 3 que tiene 25 %.
Esto se debe, a que el experimento 2 se realizé con hojas mas jovenes. La edad del tejido
influye en la capacidad regenerativa, por lo que hojas mas jévenes tienen una capacidad

regenerativa superior.

Una vez que se verificd el protocolo de induccién de callos y regeneracidn de brotes,
se estandarizé6 el protocolo de cultivo in vitro que inhibe la callogénesis en hojas de tomate
de arbol con el fin de poder usarlo en futuras aplicaciones de transformacién genética para la
seleccion de explantes potencialmente transformados. En el experimento 4, se evalué
durante 12 semanas, la respuesta de explantes de hojas de tomate de arbol en presencia de
kanamicina en diferentes concentraciones (0 mgL-1, 25 mglL-1, 50 mglL-1, 75 mgL-1y 100 mglL-

1) para determinar el nivel adecuado para la seleccion de futuras células vegetales
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transgénicas dentro del tejido del explante no transgénico. Se observé a través de la tasa de
callogénesis que 25 mgL-1 no inhibe a la formacién de callo en explantes de hoja de tomate
de arbol (Tabla 3), ya que se obtuvo una tasa de 100 % al igual que en la concentracion control
de OmgL-1. A partir de la concentracién de 50 mglL-1 de kanamicina, los explantes no
formaron callo a las 4 semanas, por lo que 50 mgL-1, 75mgL-1 y 100 mgL-1 de kanamicina
suplementados en el medio de regeneracidn inhiben la callogénesis a partir de explantes de
hoja de tomate de arbol. Por otra parte, para la regeneracién de brotes en (Tabla 3) se vio
qgue la concentracién de 25 mglL-1 de kanamicina es suficiente para influir en la tasa de
regeneracion de brotes reduciendo un 15 % al comparar con el control 0 mglL-1. En este
experimento si hubo regeneracidn de brotes a partir de callos en las concentraciones de 0
mgL-1 de kanamicina y de 25 mglL-1 de kanamicina. No hubo formacién de callo ni
regeneracion de brotes en las concentraciones de 50 mglL-1, 75 mglLly 100 mglL-1 de
kanamicina. Esto se puede atribuir al efecto fitotdxico que provoca del antibidtico, ya que a
partir de 50 mgL?, los explantes se pusieron de color verde palido o marrdn y dejaron de
crecer. Estos resultados sugieren que la concentracion de 50 mgL? de kanamicina seria
efectiva para la seleccion de transformantes en futuros experimentos de transformacién en
hojas de tomate de arbol. Sin embargo, se recomienda usar més de 50 mgL* debido a que la
regeneracion del tomate de arbol se logra facilmente, por lo que para asegurar la seleccién
de transformantes la concentracion del agente selectivo debe ser superior.

El experimento 5 (Tabla 4) tuvo las mismas condiciones que el experimento 4, con el
Unico cambio el tipo de explante. El experimento 4 se hizo con hojas, y el experimento 5 se
hizo con cotiledones. El objetivo del experimento es evaluar la sensibilidad del antibidtico
para la callogénesis y regeneracién de brotes a partir de explantes cotiledoneos de tomate de

arbol, ya que usualmente en los protocolos de transformacion genética se usa hipocétilos y
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cotiledones como material vegetal de partida. Nuevamente se observa que la tasa de
callogénesis no se ve afectada en 25 mgL?! de kanamicina suplementada al medio de
regeneracion porque se obtuvo un 100 % de callos al igual que en el control de OmgL? de
kanamicina. A partir de 50 mgL* de kanamicina los explantes no forman callo a las 4 semanas,
por lo que 50 mgL?, 75mgL? y 100 mgL? de kanamicina inhiben la callogénesis en hojas y

cotiledones de tomate de arbol.

En cuanto a la regeneracién de brotes los explantes control (0 mgL? de kanamicina)
no formaron brotes mientras que los explantes expuestos a 25 mgL™ de kanamicina si. Esto
es un resultado inesperado, ya que previamente los controles siempre habian dado brotes
hasta las 12 semanas de iniciados los ensayos. Los explantes control presentaron raices, por
lo que hubo organogénesis, pero no de brotes. Muchos investigadores relacionan el tipo de
callo con la respuesta organogénica y embriogénica que se pueda presentar, y afirman que
es altamente dependiente de la especie (Rodriguez et al, 2014). En consecuencia, el tipo de
callo, asi como el color es un indicador importante que considerar. Normalmente los callos
gue no tienen un color verde tienen una apariencia oxidada y se les conoce como callos
fendlicos (Bandyopadhyaya et al., 1999; Ainsley et al., 2000). En la figura 4 se puede observar
el color de los callos control del experimento 5, que posiblemente son callos fendlicos. Esta
caracteristica podria explicar porque no hubo regeneracién de brotes, pero si de raices en los

callos control del experimento 5 (Smith 2012).

La produccién de callo necesita de un explante inicial, el que puede tener una alta
diferenciacion en sus tejidos, como un trozo de raiz, tallo u hoja, o bien la utilizacidén de tejidos

menos diferenciados como los hipocétilos y cotiledones de plantulas recién germinadas
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(Correia y Canhoto, 2010). En cualquier caso, la inducciéon de callo es un proceso de
desdiferenciacion y division celular que depende particularmente del explante, genotipo,
medio de cultivo, tipo de regulador de crecimiento, asi como su concentracion y combinacién.
(Larson et al, 2006; Feeney et al, 2007). Al no ver diferencia entre hojas (experimento 4) y
cotiledones (experimento 5) para la formacidn de callo, se concluye que la callogénesis debe
atribuirse a otros factores que deben ser analizados. Por ello, en el experimento 6 se analizé
una nueva variable: el efecto del tamano del explante. La induccion de callo de los
experimentos previos permitié evidenciar que el callo se forma inicialmente en los bordes de
los explantes, donde hubo incisién con el bisturi. George, (2008) sugiere que los callos se
forman a partir de las heridas como una reaccidn de defensa natural (George, 2008). Por estas
razones, se considerd el tamafio como nuevo factor a analizar. La relacidn herida/superficie
foliar en un explante de 0.5 cm? es mayor a la de un explante de 1 cm?, por ello se definié dos
niveles para el facto tamafio, siendo pequefio 0.5 cm? y grande 1 cm?. Ademads de esto, se
siguid analizando la concentracidon minima inhibitoria para la callogénesis y regeneracién de
brotes con las 5 diferentes concentraciones de kanamicina (0 mgL?, 25mgL?, 50 mgL?, 75mgL

1y 100 mgL?) suplementadas en el medio de regeneracion.

El experimento 6 se considera un disefio experimental factorial 2x5, donde los factores
son: tamano de explante y concentracion de kanamicina. El disefio factorial 2x5 mas sencillo
contiene 10 corridas, pero para que tenga mayor soporte estadistico se recomiendan hacer
réplicas. En base a los recursos disponibles, se realizo el disefio factorial 2x5 con dos réplicas.
La tabla 5 muestra los resultados del experimento 6, para callogénesis. Los explantes
pequefios y grandes en 0 mgL! de kanamicina y 25 mgL?! de kanamicina formaron callo a las

4 semanas. No obstante, es importante recalcar que los explantes pequefios (0.5 cm?)
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formaron callo a partir de todo el explante mientras que los explantes grandes (1 cm?)
formaron callo solo en el borde. A pesar de esta observacién cualitativa, los andlisis
estadisticos (Figura 5) permiten afirmar con un 95% de confianza que no hay diferencia
significativa para la formacién de callo entre la distribucién de datos obtenidos a partir de los
explantes pequefio de 0.5 cm? vs la distribucion de datos de los explantes grande de 1 cm?.
Es decir, la diferencia en el tamafio del explante considerado para este experimento, no afecta

a la formacion de callo.

De igual manera, los analisis estadisticos (Figura 6) permiten afirmar con un 95% de
confianza que existe diferencia significativa entre las cinco diferentes concentraciones de
kanamicina suplementadas al medio de regeneracion. Por ello, la tasa de formacién de callo
se ve directamente afectada por el factor concentracién de kanamicina. Este resultado es
légico, puesto que las cinco concentraciones de kanamicina usadas en este trabajo son
progresivas (0 mgL?, 25mgL?t, 50 mgL?, 75mgL?ty 100 mgL?) y a medida que la concentracién
va aumentando, la tasa de formacién de callo va disminuyendo. Por ello se reconfirma que a
partir de 50 mgL* de kanamicina se inhibe la formacién de callo en explantes de tomate de
arbol. Basado en estos resultados se determina que la concentracién de kanamicina a usar
como sistema de seleccion de futuros explantes transformados de tomate de arbol debe ser

igual o superior a 50 mgL* de kanamicina.

Por ultimo, se realizd se realizé la agroinfiltracion en hojas de tabaco para comprobar
que Agrobacterium tumefaciens EHA105 pGWB402 y Agrobacterium tumefaciens EHA105
pGWB402(Q2 sean capaces de entrar en células vegetales y puedan expresar los genes

contenidos en los plasmidos, siendo GFP el gen reportero. La agroinfiltracion se ha convertido
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en un método rapido, confiable y econdmico para la expresidén génica transitoria (Bashandy
et al., 2015). Este método se basa en el mds antiguo sistema de transformacién genética
vegetal, Agrobacterium tumefaciens. La expresion se basa en un transgen sin la integracion
estable del mismo, por lo que su principal ventaja es que la proteina de interés se expresa en
pocos dias. (Gleba et al, 2005; Lacroix et al, 2013; Krenex et al, 2015). Esto permite el uso de
plantas como biofrabricas (molecular pharming) para la produccion de proteinas
recombinantes, por lo que es de gran interés para la industria farmacéutica, alimentaria,

entre otras.

En este experimento se comprobd que la principal barrera para la penetracién foliar,
la cuticula de la hoja puede ser flanqueada mediante el surfactante tensoactivo Agrex-F. Los
agroquimicos se usan porque solubilizan esta barreara natural y permiten el ingreso de la
soluciéon bacteriana para infiltrar (Valero, 2015). En este ensayo, se observd la expresion de
la proteina GFP a los 3 dias de la agroinfiltraciéon en luz UV en hojas de tabaco (Figura 2).
Adicionalmente al quinto dia se hizo cortes de las hojas infiltradas de 2 micras en el
micréotomo para poder observar microscépicamente la expresion del GFP en el microscopio
de fluorescencia confocal (Figura 3). Demostrando asi que los constructos de los plasmidos

pGWB 402 y pGWB 402Q2 pueden ser utilizados para transformar células vegetales.

9. CONCLUSIONES

e Se concluye que el medio de regeneracién MS + 0.05 ppm ANA + 4 ppm BAP
induce a la formacién de callo y regeneracidn de brotes a partir de plantas de

tomate de arbol en cultivo in vitro
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e La concentracién minima inhibitoria para seleccionar futuros explantes
transformados de tomate de arbol debe ser igual o superior a 50mgL? de
kanamicina.

e El tamaio de los explantes de tomate de arbol analizados no influye en la
formacidn de callo ni regeneracidon de brotes.

e Agrobacterium tumefaciens EHA105 pGWB402 y pGWB402Q) contienen el gen
GFP, y pueden ser utilizados en experimentos de transformacion genética.

e La agroinfiltracién permitié comprobar la expresiéon del GFP, por lo que se
verific6 nuevamente la funcionalidad de los vectores binarios pGWB402 y

pGWB402(2 construidos con la tecnologia Gateway.

10.RECOMENDACIONES

e Se recomienda hacer subcultivos mas seguidos para obtener mejores tasas de
regeneracion de brotes y evitar la formacién de callos fenélicos.
e Se recomienda realizar experimentos de transformacidn genética utilizando

Agrobacterium tumefaciens y agroinfiltracion en el tomate de arbol.
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12.TABLAS

Tabla 1. Lista de ImpGWBs

Bacten:
Veclor name Backbone . Giateway casciie Marker for plant Type
selection ’ J
pliwB40I plLP Spe Pt L ~atrB2-T,, P NPTI {kem’) 355 pro, no lag
pGWH402 0 pPZP ape P s @R - R2-T oy P NPTII {EKom") 2% 355-11 pro, no tag

Fuente: Nakagawa, Ishiguro y Kimura (2009)

Tabla 2. Callogénesis y regeneracion de brotes a partir de explantes de hoja de tomate de
drbol en medio MS + 0.05ppm ANA + 4ppm BAP

Experimento Tasa de Callogénesis  Tasa de Formacion
de Brotes
Experimento 1 100 % 23 %
Experimento 2 100 % 45 %
Experimento 3 100 % 25%
Promedio 100 % 31%
S12.17 %

Tabla 3. Callogénesis y regeneracion de brotes a partir de explantes de hoja de tomate de
drbol en medio MS + 0.05ppm ANA + 4ppm BAP + Kanamicina en diferentes

concentraciones.

Tratamiento Tasa de Callogénesis  Tasa de Formacién
de Brotes
OmgL* Kan 100 % 40 %
25mglLt Kan 100 % 25 %
50mgL? Kan 0% 0%
75mgL? Kan 0% 0%

100mgL?! Kan 0% 0%
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Tabla 4. Callogénesis y regeneracion de brotes a partir de explantes cotileddneos de tomate
de drbol en medio MS + 0.05ppm ANA + 4ppm BAP + KAN en diferentes concentraciones.

Tratamiento Tasa de Callogénesis  Tasa de Formacidn
de Brotes
OmgL? Kan 100 % 0%
25mglLt Kan 100 % 20%
50mgL?t Kan 0% 0%
75mglL?t Kan 0% 0%
100mgL? Kan 0% 0%

Tabla 5. Callogénesis y regeneracion de brotes a partir de explantes de hojas pequefios
(0.5cm 2) y grandes (1cm ?) de tomate de drbol en medio MS + 0.05ppm ANA + 4ppm BAP +

KAN en diferentes concentraciones.

Tamafio del explante [KAN] mgL? Tasa de Callogénesis
pequefio 0 99 %
pequefio 25 29,67 %
pequefio 50 0%
pequefio 75 0%
pequefio 100 0%

grande 0 100 %
grande 25 22 %
grande 50 0%
grande 75 0%

grande 100 0%
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13.FIGURAS

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % de los productos de PCR de Agrobacterium
tumefaciens EHA105 pGWB402 (A1, A2, A3, B1, B2, B3) y Agrobacterium tumefaciens
EHA105 pGWB402 (2 (C1, C2, C3, D1, D2) para comprobar que contengan el gen GFP.

Carril 1: Ladder 100pb Invitrogen. Carril 2: Control +. Carril 3: Muestra. Carril 4: Muestra.
Carril 5: Muestra. Carril 6: Muestra. Carril 7: Muestra. Carril 8: Muestra. Carril 9: Muestra.
Carril 10: Muestra. Carril 11: Muestra. Carril 12: Muestra. Carril 13: Muestra. Carril 14:

Control —.
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Dia0 Dia3

Luz Visible Luz UV Luz Visible Luz UV

Figura 2. Agroinfiltraciéon de hojas de tabaco a los O dias (A, B, C, D, E, F) y a los 3 dias (G, H, |,
J, K, L) de la agroinfiltracién en luz visible (A, C, E, G, |, K) y en luz UV de 302nm (B, D, F, H, J,
L).

Las fotos A, B, G y H corresponden a una hoja control en la que ese infiltré el medio de
suspensidn vacio, sin Agrobacterium tumefaciens. Las fotos C, D, | y J corresponden a una
misma hoja, en la que se infiltrd la suspension con Agrobacterium tumefaciens EHA105
pGWB402. Las fotos E, F, Ky L corresponden a una misma hoja, en la que se infiltrd la

suspensidn con Agrobacterium tumefaciens EHA105 pGWB402Q.
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Se observa la expresidn del gen GFP en hojas de tabaco Nicotiana tabacum en luz UV en la
foto (J) por el vector pPGWB402, asi mismo en la foto (L) por el vector pGWB402Q2 donde se
ven puntos verdes de fluorescencia cercanos al lugar de la agroinfiltracién que no aparecen

en el dia 0 y si aparecen en el dia 3.
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Figura 3. Agroinfiltracién en hojas de tabaco a los 3 dias. (A). Hoja control en luz UV. (B).
Corte de hoja A en microscopio de fluorescencia. (C). Hoja agroinfiltrada con Agrobacterium
tumefaciens EHA105 pGWB402Q. (D). Corte de hoja D en microscopio de fluorescencia. El

microscopio de fluorescencia utilizado para estas fotos es Olymppus BX61WI.

Se observa a través de la UV, que a los 3 dias del experimento de agroinfiltracidn las hojas

control no expresan el gen reportero GFP; mientras que las hojas agroinfiltradas si expresan
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el gen reportero GFP. Se observé puntos de fluorescencia en la hoja C, por lo que se hizo un
corte en el micrétomo para observar la fluorescencia y se obtuvo la imagen D. En

comparacion con el control que no presenta fluorescencia, se puede afirmar que los

vectores son funcionales y que la técnica de agroinfiltracidn es eficiente.

Figura 4. Callos formados a partir de cotiledones de tomate de drbol a las 4 semanas en MS
+ 0.05 ppm ANA + 4 ppm BAP.

A B

Figura 5. Callos a partir de hojas de tomate de drbol a las 4 semanas en medio MS + 0.05
ppm ANA + 4 ppm de BAP + OmgL™* de kanamicina. A. Callos de explantes pequefios 0.5 cm?.
B. Callos de explantes grandes 1 cm?.
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Hypothesis Test Summany
Mull Hypothesis Tes=t Sig. Deci=sion
Related-
Samples
The distributions of Tamafio de Friedman's Retain the
1 explante 0.5 cm2 and Tamafo dEwo-Way 1.000 null
explante 1 cm2 are the zame. Analysis of hypothesis.
Wariance by
Fanks

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05,

Figura 6. Resultado de la prueba de Friedman para analizar si hay diferencia significativa en
el tamafio 0.5 cm? y 1 cm? como fuente de explante hojas de tomate de drbol in vitro.

Hypothesis Test Summary
Mull Hypothesis Te=t Sig. Decision

The distributions of Concentracion

Kanamicina 0 mygiL, Enncentraci-ﬁgEIatEd'

A les
Kanamicina 25 masL amp :
o tLo Friedman's Rejectthe
q Concentracion Kanamicina S0 Tuvo-iiay 00 null

mg/L, Concentracidén Kanamicina g g
75 mg/L and Concentracidn ﬁgﬁg"ﬁf;; RRER =
Kanamicina 100 mgsfL are the R anks H

Same.

Asymptotic significances are displayed. The significance leval is .05,

Figura 7. Resultado de la prueba de Friedman para analizar si hay diferencia significativa
entre los 5 tratamientos de kanamicina (OmglL™, 25mglL~, 50mgL™, 75mgL~, 100mglL™) en
hojas de tomate de drbol in vitro.



