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RESUMEN

La escasez de recursos para abastecer nutricionalmente a una poblacién en constante
crecimiento, junto con los cambios de habitos de los consumidores, que demandan
alimentos mas saludables y respetuosos con el medio ambiente, ha fomentado la
investigacion de estrategias que permitan obtener alimentos mas ricos nutricionalmente,
y que mejoren la sostenibilidad de la produccién alimentaria. De esta demanda surgen
los alimentos modificados genéticamente, que, aunque plantean una solucién a estos
retos, levantan diversas controversias y estan sometidos a estrictas regulaciones
legales. Este trabajo plantea una metodologia alternativa, basada en la incorporacion
de ARN mensajero mediante cultivo hidropdnico, para conseguir la expresion temporal
de proteinas de interés en las plantas, sin modificar de forma permanente su ADN. En
este trabajo se utiliz6 como modelo el gen YFP (Yellow Fluorescent Protein), cuya

expresion en plantulas de tomate se monitorizé mediante microscopia laser confocal.

Palabras clave: ARN mensajero, expresion temporal, cultivo hidropdnico, microscopia

confocal.
ABSTRACT

The scarcity of resources to nutritionally support a constantly growing population,
combined with changing consumer habits demanding healthier and more
environmentally friendly foods, has driven research into strategies for producing more
nutritious and sustainable foods. Genetically modified foods have emerged from this
demand, offering a solution to current challenges, though they are subject to multiple
controversies regarding their safety and strict legal regulations. This work proposes an
alternative methodology that incorporates messenger RNA through hydroponic
cultivation to achieve temporary expression of proteins of interest in plants without
permanently modifying their DNA. In this work, the YFP (Yellow Fluorescent Protein)
gene was used as a model. Its mRNA was introduced into tomato seedlings via
hydroponics, and its expression was monitored by means laser scanning confocal

microscopy

Keywords: messenger RNA, temporal expression, hydroponic cultivation, confocal

microscopy.
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1. INTRODUCCION

1.1.CONTEXTO GENERAL

En las ultimas décadas, la poblacién mundial ha crecido por encima de todas las
predicciones. Alcanzé los 8000 millones a finales de 2022, y se estima que lleguemos a
los 9700 millones en 2050, y a 10400 millones en 2080 (Naciones Unidas, s. f.).

Ademas, los habitos de consumo y las preocupaciones sociales han cambiado, al
incrementarse la concienciacion y el interés sobre la salud, el bienestar, y el impacto
medioambiental. Como consecuencia, los consumidores ya no solo buscan alimentos
que cubran sus necesidades, sino que exigen productos con mayor vida util, mejor
aspecto, un perfil nutricional mas completo y que sean mas respetuosos con el medio
ambiente (FAO, 2017).

Este cambio se ve reflejado en un aumento de publicaciones en este campo, como
demostraron Fang et al. (2023) en su revision bibliométrica, donde revelaron el drastico
incremento de publicaciones anuales sobre alimentacién saludable, pasando de 71
publicaciones en 2017, hasta 1764 en 2021. En esta revisidén se sefalaron como los
principales retos actuales, el cambio climatico debido a la agricultura mundial, el

incremento de poblacion y la incidencia de las enfermedades no transmisibles.,

En este contexto, es necesario mejorar la sostenibilidad de la produccién alimentaria,
para lo cual se estan empleando diversas estrategias: algunas de ellas se centran en
la reduccién u optimizacion del uso del agua mediante riego deficitario o la integracion
de biocarbdn en los suelos (Singh et al.,, 2019); otras emplean agricultura inteligente,
que permite optimizar la racionalizacion de agua y fertilizantes utilizando un sistema de
gestion de datos y la inteligencia artificial, reduciendo la sobredosificacion y el
desperdicio (Al-Ammary y Ghanem, 2023). También hay estrategias que tratan de
reducir la huella de carbono de la industria durante el procesado de los alimentos,
utilizando envases mas ecolégicos o midiendo el desperdicio alimentario (Bureau
Veritas, 2020). Por otro lado, hay planes politicos, como la estrategia europea “De la
granja a la mesa”, que busca un sistema alimentario sostenible, que asegure la
seguridad alimentaria, y la accesibilidad y nutricion de todos los habitantes (Comisién
Europea, 2022). Ademas, los avances en biotecnologia y mejora genética han hecho
posible desarrollar plantas resistentes a estreses bidticos (como plagas o enfermedades
vegetales) y abidticos (lluvias, sequia, temperaturas extremas o viento) (Verma et al.,
2021).



Por otro lado, para cubrir las necesidades y preocupaciones nutricionales de la
poblacion, encontramos cada vez mas variedad de suplementos externos a la dieta, al
alcance de los consumidores. Pero, estas preocupaciones estan creciendo a la vez que
lo hace la tendencia hacia lo “natural”, de modo que es preferible obtener todos los
nutrientes a partir de la dieta, como reflejan Verma et al. (2021) en su articulo sobre la
obtencion de antioxidantes a partir de los alimentos que incluimos en la dieta, para
prevenir enfermedades relacionadas con la edad. Sobre esta idea, surge también el
desarrollo de alimentos funcionales, cada vez mas presentes en el mercado (Grand
View Research, 2023), que pueden incluir probidticos, prebidticos, acidos grasos
esenciales y antioxidantes, entre otros compuesto, y suponen un beneficio en la salud
a nivel digestivo, cardiovascular e inmunolégico (UMD College of Agriculture & Natural
Resources, 2023). El empleo de técnicas de ingenieria genética para obtener cultivos
biofortificados esta presentandose como una solucién a las condiciones de deficiencia
nutricional que se dan en paises en desarrollo, ya que, ademas de mejorar el contenido

en nutrientes, pueden presentar mas resistencia a plagas (Mohidem et al., 2022).

1.2.0RGANISMOS  MODIFICADOS GENETICAMENTE Y SUS
LIMITACIONES

De las técnicas de mejora genética que se emplean actualmente, cabe destacar la

obtencién de organismos genéticamente modificados.

Un organismo genéticamente modificado (OGM) es cualquier organismo, con excepcion
de los seres humanos, cuyo material genético haya sido modificado de una manera que
no se produce de forma natural mediante cruzamiento o en la recombinacién natural,
siempre que se utilicen las técnicas que reglamentariamente se establezcan (AESAN -

Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién, s. f.).

Pueden clasificarse los OGM, segun la técnica de modificacion empleada, en

transgénicos y cisgénicos (Tabla 1) (Lakna, 2018).



Tabla 1. Diferencias entre organismos transgénicos y cisgénicos (Lanka, 2018).

TRANSGENICOS

CISGENICOS

Los genes introducidos provienen de un
organismo sexualmente incompatible, no

relacionado.

Los genes introducidos provienen de un
organismo sexualmente compatible, no

intervienen otras especies.

Pueden contener secuencias reguladoras

artificiales.

Los genes se introducen con secuencias

promotoras y terminadoras naturales.

Los organismos expresan rasgos

novedosos, que pueden afectar a la

viabilidad del organismo.

Los organismos no expresan rasgos

novedosos, su viabilidad no se ve

afectada.

Las caracteristicas pueden pasar a los

descendientes  silvestres por  flujo

genético, es considerado peligroso.

Las caracteristicas no pasan a los
descendientes silvestres, es considerado

seguro.

Es importante diferenciar entre OGM y transgénico, ya que todos los transgénicos son
OGM, pero no todos los OGM son transgénicos, y por tanto no estan sometidos a las

mismas regulaciones legales (Chofre, 2020).

Los OGM ofrecen una variedad de beneficios y aplicaciones significativas en la
agricultura moderna y la biotecnologia. Entre los principales beneficios se encuentran el
aumento en la productividad agricola y la reduccion de pérdidas por plagas y
enfermedades. Por ejemplo, cultivos como el maiz Bt y el algodéon Bt han sido
modificados para producir toxinas que son letales para ciertos insectos, reduciendo asi
la necesidad de los pesticidas quimicos y promoviendo practicas agricolas mas
sostenibles (Kumar et al., 2020). Ademas, estos cultivos pueden ser disenados para ser
resistentes a herbicidas, lo que facilita el control de malezas y mejora el rendimiento

agricola.

Las aplicaciones de los OGM también pueden ir dirigidos a obtener mejoras
nutricionales significativas. Un ejemplo destacado es el arroz dorado, que se modifico
para producir betacaroteno, un precursor de la vitamina A, con el objetivo de combatir
la deficiencia de esta vitamina en regiones donde el arroz es un alimento basico en la
dieta (Kumar et al., 2020), reduciendo asi la incidencia de ceguera infantil y mejorando
la salud general (Paine et al., 2005). Este tipo de mejoras no solo aborda problemas de
salud publica, sino que también puede contribuir a la seguridad alimentaria global al
hacer que los alimentos sean mas nutritivos y accesibles en paises menos

desarrollados.



El factor mas limitante para el cultivo y comercializaciéon de OGM en la Unién Europea
es la legislacién, una de las mas estrictas a nivel mundial. La Uniéon Europea aplica el
principio de precaucién, lo que significa que solo aquellos OGM que han pasado
rigurosas evaluaciones de seguridad y han sido autorizados por la Autoridad Europea

de Seguridad Alimentaria (EFSA) pueden ser comercializados.

Los cultivos transgénicos permitidos para consumo humano o elaboracion de piensos
en la UE actualmente, junto con sus caracteristicas mejoradas, se recogen en la Tabla
2.

Tabla 2. Cultivos transgénicos permitidos para consumo humano o elaboracién de piensos en
la UE (elaboracién propia a partir de los datos del Registro de la UE de OGM autorizados,

2024).
CULTIVO CEPA RESISTENCIA TOLERANCIA
MAIZ MONS810 Insectos
Bt11 Insectos Herbicidas
NK603 Herbicidas
MONB863 Insectos
1507 Insectos Herbicidas
SOJA GTS40-3-2 Herbicidas
MON89788 Herbicidas
ALGODON MON1445 Herbicidas
MON15985 Insectos Herbicidas
COLZA GT73 Herbicidas
Ms8, Rf3 Herbicidas
REMOLACHA H7-1 Herbicidas

AZUCARERA

Estos OGM estan registrados en el Registro Comunitario de Alimentos y Piensos
Modificados Genéticamente (EU Register Of Authorised GMOs, s. f.), administrado por

la Comision Europea.

Ante una regulacién tan estricta, se estan explorando nuevas vias alternativas de
introduccion de material genético en plantas que no supongan una modificacion

permanente de su ADN.



1.3.INTRODUCCION EXOGENA DE ARN MENSAJERO: UNA
ALTERNATIVA A LOS OGM

Con el fin de facilitar su aprobacion en Europa y su cultivo, se estan planteando diversas
estrategias que permiten la produccién temporal de proteinas especificas de interés
dentro de la planta, pero que no impliquen la modificacion permanente del ADN. De este
modo, las plantas modificadas no se encontrarian sujetas a las mismas regulaciones

que los OGM, y seria mas sencillo su cultivo y su comercializacion.

Una de estas estrategias es la introduccion de ARN mensajero (ARNm) a través de las
raices, mediante un cultivo en hidroponia con las moléculas de ARNm presentes en la

solucién hidroponica.

La hidroponia es un método de cultivo de plantas que emplea una solucion nutritiva en
lugar de un sustrato sélido o suelo. Se trata de una alternativa innovadora y sostenible
para la agricultura, teniendo en cuenta el actual aumento de la poblacion y la
disminucion de las superficies de tierras cultivables (Jiffy Group E, s.f.). Ademas, esta
técnica permite un mayor control sobre los nutrientes disponibles para las plantas y las
condiciones de su entorno (Nguyen et al., 2016). Frente a la agricultura convencional, la
hidroponia puede suponer entre un 10 y un 25% de reduccién de la tierra cultivable
necesaria, una reduccion del 33% en el consumo de agua, y una tasa de crecimiento
entre un 30 y un 50% mas rapidas (Pomoni et al., 2023). Este ahorro de agua se debe
a la posibilidad de recircularla y reutilizarla, disminuyendo asi las pérdidas por

evaporacion y filtracion.

1.4.ANTECEDENTES

Entre los casos de éxito de la incorporacion de ARN exdgeno a través de la superficie
vegetal, destaca el presentado por Konakalla ef al. en 2016, en el que se administré de
forma exdgena el ARN, en este caso ARN bicatenario de los genes p726 'y CP del virus
de mosaico del tabaco (TMV) sobre hojas de las plantas infectadas por TMV. Tras el
tiempo de incubacion, se analizé la carga viral de las plantas tratadas y sus respectivos
controles. Las plantas tratadas presentaron menos carga viral que las no tratadas, como
consecuencia de una toma exdégena de ARN, lo que desencadend la activacion del

mecanismo de defensa virica del ARN interferente.

Dalakouras et al. (2018) demostraron que las plantas también pueden absorber ARN a

través de heridas, como refleja su estudio, en que se aplicod exitosamente ARN sobre la



superficie de hojas danadas, y posteriormente se extrajo el ARN total de las hojas y se

comprobd la presencia del ARN aplicado.

H. Li et al. (2015) pusieron a prueba la absorcion, a través de las raices, de ARN de
doble cadena (dsARN) marcado con proteina fluorescente amarilla (dsEYEFP). Para
ello, sumergieron raices de plantas de arroz durante 24 horas en una solucién que
contenia dsEYEFP, y posteriormente observaron fluorescencia tanto en los tallos de la
planta, como en las chicharritas pardas que se alimentaron del arroz 24 horas después
de la inmersion de las raices. Demostraron asi que remojar las raices de arroz en ARN

bicatenario podria proteger contra ciertas plagas.

2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue desarrollar una metodologia que permita producir

proteinas de interés en plantas sin necesidad de obtener una planta transgénica.

Segun la hipétesis de este trabajo, el ARNm absorbido podria ser incorporado por las
células de la raiz y transportado sistémicamente a otras partes de la planta donde se

traduciria en proteinas de interés.

Para comprobarlo, se generé el ARN mensajero del gen YFP (Yellow Fluorescence
Protein), cuya traducciéon da lugar a una proteina fluorescente (YFP) de facil
visualizacién y seguimiento mediante técnicas de microscopia, y se introdujo en la planta
tomate de variedad RAF (Resistant Against Fusarium), cuya genética ha sido
ampliamente estudiada y es facil de cultivar, lo que la convierte en una excelente planta
modelo para la experimentacién. Por ultimo, se hicieron cortes de distintos tejidos que
fueron observados bajo microscopio confocal para comprobar la traduccién del ARN

introducido.
En este contexto, hemos abordado los siguientes objetivos parciales:

1) Clonar el gen YFP en células de Escherichia coli.
2) Obtener ARN mensajero del gen YFP mediante transcripcion in vitro.
3) Introducir el ARN mensajero del gen YPF y verificar su traduccion en los tejidos

del tomate, utilizando microscopia laser confocal.



3. MATERIALES Y METODOS

En primer lugar, y para una mejor comprensién del trabajo realizado, se presenta un

diagrama de los pasos seguidos durante el desarrollo de este trabajo (Figura 1).

El desarrollo de este trabajo se agrupa en 2 grandes etapas:

Obtencion de ARN mensajero (ARNm) de YFP: el gen YFP se obtuvo de un
plasmido de una cepa modificada genéticamente de la bacteria Bacillus subtilis
(pYFP). Para obtener grandes cantidades de este gen, fue necesario cultivar la cepa,
extraer el plasmido de la bacteria y amplificarlo mediante PCR con oligonucleétidos
previamente disefiados de forma selectiva para el gen de interés (YFP). A
continuacion, se ligd el gen a otro plasmido vector, el pT7, que contiene el promotor
T7 aguas arriba de una regién polylinker en la que se insertod, para su expresion el
marco de lectura abierto del gen YFP amplificado previamente mediante PCR. Este
plasmido modificado que hemos denominado pT7:YFP en la bacteria Escherichia
col,. Se cultivé la cepa anteriormente descrita de E. coli para conseguir mas copias
del plasmido con el gen de interés, y se linearizo el plasmido para poder transcribirlo
in vitro a ARN mensajero. Previamente, se secuencio el plasmido para comprobar la
correcta insercion del gen.

Incorporacion de ARNm exégeno a las plantas de tomate: para incorporar el
ARNm a las plantas se utilizaron plantulas de tomate, obtenidas mediante la
germinacion de las semillas en vermiculita; las plantulas se incubaron en hidroponia
con el ARNm incorporado a la solucién acuosa, y, tras 24 horas de contacto, se
observaron distintos cortes de estas plantulas en un microscopio confocal con
fluorescencia, para comprobar si traducia el gen YFP, y por tanto podia observarse

la emision de fluorescencia producida por la proteina YFP.



Cultivo de Bacillus subtilis 168-dsYFP

Extraccion del plasmido pdsYFP

OBTENCION FRAGMENTO T7:YFP Drestic de pikises b l
amplificar gen YFP ~ — P(l?R —— Electroforesis
Purificacién PCR
Cuantificacion
Ligamiento fragmento T7:YFP
en plasmido plet1.2.

Transformacién Escherichia
coli con plasmido plet1.2. +
T7:YFP

Reconstitucion bacterias
en medio liquido LB

Crecimiento bacterias en
medio sdlido LB + ampicilina

LIGAMIENTO EN PLASMIDO PARA

OBTENCION DE pT7:YFP PCR «—— Seleccién colonias positivas
Electroforesis Crecimiento colonias

positivas en medio liquido LB

Extraccién plasmido plet1.2.

Secuenciacion «—— +T7:YFP

Linearizacion plasmido con
enzima de restriccién Bglll

Purificacion ADN plasmidico
linealizado
l :
Transcripcién in vitro de ADN a ARNm Germinacién en vermiculita de semillas
(obtencién ARNm de YFP) de t te RAF (Sol lent
lycopersicum)
Tratamiento con ADNasa |NC°RPORAC|°N DEL ARNm
OBTENCION ARNm YFP ) l EXOGENO A LAS PLANTAS DE
Electroforesis «——— ARNm de YFP purificado ———————————— Cultivo pléntulas en hidroponia TOMATE

Observacién en microscopio
confocal

Figura 1. Diagrama de flujo del trabajo.



3.1. MATERIAL BIOLOGICO UTILIZADO
3.1.1. Bacillus subtilis

Para la obtencion del plasmido pdsYFP se emple6 la cepa de B. subtilis 168-dsYFP,
modificada genéticamente a partir de la cepa silvestre B. subtilis 168. El plasmido pYFP
(Figura 2) contiene el gen YFP, que codifica para la proteina fluorescente YFP (Yellow
Fluorescence Protein). Ademas, contiene un gen de resistencia a la ampicilina, lo que

permitié seleccionar a las bacterias que habian incorporado el plasmido.
3.1.2. Escherichia coli

Se empled la cepa comercial TOP10 de E. coli (TermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) para clonar el plasmido pT7:YFP, construido a partir del plasmido
comercial pJet1.2. con el gen YFP, bajo el control del promotor T7. Se introdujo el
plasmido en la bacteria, mediante transformaciéon de células competentes y estas se

cultivaron para obtener mas copias del plasmido.

Fragmento de ADN insertado

Sitios de

Promotor ' restriccion
Origen de
- . la replicaciéon
Plasmido
pT7:YFP
Gen de !
resistencia a

los antibioticos

Figura 2. Esquema de las células de la bacteria Escherichia coli transformada con el plasmido
pT7:YFP, construido en este trabajo.



3.2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO BACTERIANO

El medio de cultivo empleado para el crecimiento bacteriano tanto de B. subtilis como
de E. coli fue LB (Lysogeny Broth). En ambos casos, se emplearon 10 mL de medio
liquido, que se incubaron en agitacion a 250 rpm, durante 16 horas, a 30°C en el caso

de B. subtilis y a 37°C en el caso de E. coli.

La composicién del medio LB fue 0,5% NaCl, extracto de levadura 0,55%, peptona de
caseina 1%. Cuando fue necesario se afiadié el antibidtico ampicilina a razén de 100

pg/mL.

El medio sélido tenia la misma composicidon que el medio liquido, al que se le afladieron
15 g/L de agar bacteriologico. Las placas de Petri inoculadas se incubaron 16 horas a
37°C.

3.3. EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO

Los plasmidos de interés se extrajeron siguiendo el protocolo de purificacién de
plasmidos “Isolation of high-copy plasmid ADN from E. coli (Nucleospin®
Plasmid/Plasmid (NoLid) protocols” (Macherey-Nagel, Diren, Alemania), adaptado para

bacterias gram + en el caso de B. subtilis.

Tras el cultivo bacteriano, se utilizaron los procedimientos y reactivos descritos por el

fabricante y contenidos en el kit, siguiendo los siguientes pasos:

1. Sedimentacién de bacterias: se centrifugaron 2 mL de cultivo bacteriano
liquido, durante 30 segundos, a 11000 x g. Se deseché el sobrenadante,

eliminando asi todo el medio de cultivo posible.

2. Lisis celular: se anadieron 250 yL del Buffer A1 (lisis), y se resuspendi6 el
precipitado de células empleando un Vértex. El protocolo esta originalmente
disefiado para bacterias gram — como E. coli, asi que para B. subtilis (gram +)
se modificd ligeramente. B. subtilis presenta una capa mas gruesa de pared
celular, compuesta por peptidoglicano, lo que dificulta la lisis celular inicamente
mediante la accion del detergente incluido en el Buffer Al (lisis). Por esta razén,
para extraer los plasmidos de B. subtilis, se aplico calor (60°C) y se aumento el
tiempo de incubacion a 10 minutos. A continuacién, se afadieron 250 uL del

Buffer A2, y se incub6 a T2 ambiente durante 5 minutos. Posteriormente, se
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adicionaron 300 uL del Buffer A3 (neutralizacion) y se mezclo invirtiendo los

tubos suavemente.

Clarificacién del lisado: se centrifugd durante 5 minutos a 11000 x g, a

temperatura ambiente para eliminar los residuos celulares.

Union del ADN a la membrana de silice/columna: se coloc6 una columna de
filtracién del kit en un tubo colector y se pipeted el sobrenadante obtenido de la
clarificacién, con precaucion de evitar el precipitado. Se centrifugd durante 1

minuto a 11000 x g, y se descart6 el liquido recogido en el tubo colector.

Lavado de la membrana de silice: se afiadieron 600 uL del Buffer A4 (tampdn
de lavado), suplementado con etanol, segln se indica en el protocolo del kit y se
centrifugd durante 1 minuto a 11000 x g, descartando de nuevo el liquido
recogido en el tubo colector.

Secado de la membrana de silice: se centrifugé durante 2 minutos a 11000 x
g, Y se desechd el tubo colector.

Elucion del ADN: se coloco la columna con el ADN retenido en la membrana en
un microtubo de centrifuga, y se afiadieron 50 pL de agua Milli-Q® autoclavada.
El protocolo convencional dicta eluir con Buffer AE, pero para evitar interacciones
en otros procesos, y dado que también permite una elucién eficiente, se decidié
emplear agua en este paso. Se centrifugé durante 1 minuto a 11000 x g, y se

conservo el producto de la elucién a 4°C hasta su utilizacion.

3.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) es una técnica

empleada para amplificar secuencias de ADN. En ella, se utilizan cebadores

(secuencias cortas de nucleétidos) para iniciar, de forma selectiva, el copiado de la parte

del genoma que se quiere amplificar y se aplican sucesivamente temperaturas

especificas para la desnaturalizacién, hibridacién y replicacion del ADN diana, que se

repiten una serie de veces para obtener suficientes copias de este. En nuestro caso las

temperaturas empleadas fueron de 98, 60 y 72°C, respectivamente y el nimero de ciclos

fue de 40, tal como se describe en la Tabla 3.

En este trabajo se realizaron PCRs tanto sobre ADN purificado como sobre colonias

bacterianas.
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Tabla 3. Programa de amplificacién por PCR.

Temperatura (°C) Tiempo (min:s)

98 Desnaturalizacion inicial 0:30

98 Desnaturalizacion ciclica 0:10

60 Hibridacion 0:35 x40 ciclos
72 Extension 0:30

72 Extension final 7:00

12 Conservacion Indeterminado

Una vez obtenido el producto amplificado de la PCR (amplicén), este se almacend a
4°C.

Para que la reaccién en cadena de la polimerasa tenga lugar, son necesarios distintos
compuestos: nucleétidos (ANTPs), que seran las piezas que conformen las nuevas
hebras de ADN sintetizadas; iniciadores F (forward) y R (reverse), que delimitan la region
de ADN a copiar; una polimerasa encargada de llevar a cabo la sintesis del ADN que
queremos amplificar, con su correspondiente tampon; y agua hasta completar el
volumen de reaccion. En este trabajo se empleé la polimerasa de alta fidelidad “Phusion

High-Fidelity ADN Polymerase” que deja extremos romos en el amplicon.
Las proporciones de cada compuesto estan recogidas en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicién de la mezcla de reaccion de PCR realizada para amplificar el plasmido
purificado de Bacillus.

Compuesto Volumen (pL) Concentracidn final
Agua 15,75 0,63 pL/ pL

5x Bbuffer{cx2-10x2) 5 0,2 pL/ pL

dNTPs (10 mM) 0,5 0,2 mM

Iniciador F(10 uM) 1,25 0,2 yM

Iniciador R (10 uM) 1,25 0,2 yM

Polimerasa (30 U/uL) 0,25 0,3 U/uL

ADN molde 1 0,04 pL/ pL

2.5. ELECTROFORESIS

La electroforesis es una técnica que permite separar moléculas en funcién de su tamafo
y de su carga eléctrica (Figura 3). Se coloca en el equipo un gel o matriz similar, que
actua como un tamiz, sumergido en un tampon. Se aplica una corriente eléctrica que
hace migrar las moléculas hacia el polo opuesto del gel, a través de los poros, de modo
que las moléculas mas pequenas se desplazan a mayor velocidad, y viceversa. Se
separa en el mismo gel un marcador (conjunto de moléculas de tamafio conocido), que

permite deducir el tamafo de las bandas de la muestra.
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Figura 3. Esquema de un equipo de electroforesis con un gel de agarosa.

En este trabajo, se utilizaron geles de agarosa al 1% en TAE. En nuestro caso,
preparamos el gel fundiendo en el microondas 1 g de agarosa en 100 mL de TAE [Tris
acetato 0,4 M (pH 8,3); EDTA 0,01 M]. A continuacion, se afadieron 5 L de GreenSafe
Premium (NZYTech, Lisboa, Portugal). Se dejé enfriar el contenido del matraz a
temperatura ambiente hasta alcanzar una temperatura de unos 60°C, y se vertid el
liquido en un molde para geles de agarosa, dotado de un peine para formar los pocillos
donde se introduciran las muestras y los marcadores. Este peine se retird

cuidadosamente una vez solidificado el gel.

En las electroforesis realizadas en este trabajo, se utilizd6 el marcador de tamafio
molecular FastGene 1 kb DNA Marker Plus (NIPPON Genetics EUROPE, Duren,
Alemania). A las muestras insertadas en los pocillos, se les afiadié un tampoén de carga
que contenia glicerol y azul de bromofenol para asegurar la permanencia de la muestra

en el pocillo y el seguimiento de su carrera.
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2.6. CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

La cuantificacion de acidos nucleicos se hizo empleando un fluorimetro Qubit 4
Fluorometer (TermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). La medida se
basa en la unién de los acidos nucleicos de la muestra con los fluorocromos del kit, de
forma que se puede distinguir el ADN bicatenario del monocatenario, y el ARN intacto
del degradado, incluso en cantidades muy pequefias o en presencia de contaminantes,
y cuantificarlos. El kit empleado para medir la concentracién de ADN en la muestra fue
“Kit de ensayo de alta sensibilidad (HS) de ADNds Qubit™ 1X”.

2.7. LIGAMIENTO PARA LA OBTENCION DEL PLASMIDO
pT7:YFP

El ligamiento entre el ADN purificado y el plasmido vector pJet1.2, se realizé siguiendo
el protocolo “CloneJET PCR Cloning Kit (Blunt-End Cloning protocol)” (TermoFisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Este protocolo permite ligar extremos romos,
que son los extremos que deja la enzima Phusion High-Fidelity ADN Polymerase,

empleada en la PCR para amplificar el gen YFP.

La preparacion de la mezcla de ligamiento se llevé a cabo en un Eppendorf colocado
sobre hielo. La composicion de la mezcla fue: 10 uL de buffer de reaccién, 1 yL de
producto de PCR (obtenido del apartado 3.4.), 1 pL del vector de clonaciéon pJET1.2, 7
ML de agua comercial libre de nucleasas, y 1 uL de ADN ligasa T4. La mezcla se agito
con ayuda de un vortex durante 5 segundos. Finalmente, la preparacién se incubo a

16°C toda la noche.
2.8. TRANSFORMACION BACTERIANA

Para la transformacion bacteriana se emplearon células competentes de Escherichia

coli Top 10 y el plasmido recombinante obtenido en el apartado 2.7.

1. Incubacién (30 minutos en hielo). Se mezclaron en un tubo Eppendorf 10 uL de
producto de ligamiento y 50 uL de células competentes de E. coli, y se incubaron

durante 30 minutos sobre hielo.

2. Choque térmico (1 minuto a 42°C y 2 minutos en hielo). Se prepar6 un bafio a
42°C, y se introdujeron los tubos Eppendorf durante 1 minuto. Rpidamente se

pasaron los dos tubos a una caja con hielo, y se incubaron durante 2 minutos.
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3. Incubacién en medio LB. Se afadieron 450 uyL de medio liquido LB, y se
incubaron los tubos a 37°C durante a 250 r.p.m. durante 1,5 horas. Este paso
permite la expresion del gen de resistencia a ampicilina en las células

transformadas.

4. Incubacién en medio sélido LB + ampicilina 100 pg/mL. Las células del paso
anterior se transfirieron a una placa de medio LB -agar y se incubaron las a 37°C
durante 16 horas. La adicibn de ampicilina impidié la supervivencia de las

bacterias que no hubieran incorporado el plasmido de interés.
2.9. LINEARIZACION DEL PLASMIDO EXTRAIDO

El plasmido se aislé de las bacterias del anterior siguiendo el mismo protocolo que en el

punto 3.3.

Una vez extraido, se traté con el enzima Bglll (New England Biolabs) como sigue: se
incubaron 5 ng del plasmido extraido con 50 unidades del enzima, 5 puL del tampodn
correspondiente (1X NEBuffer™ r3.1) en 50 uL de volumen final un bafio a 37°C durante

1 hora con el fin de linearizar el plasmido.

2.10. PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Para eliminar la enzima de restriccién Bglll empleada en la linearizacion, se empleo el
kit “Macherey-Nagel™ NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up Kit”, de la marca Macherey-
Nagel.

Este procedimiento permite aislar el ADN del resto de componentes de las distintas
reacciones enzimaticas. En este proyecto, dicho procedimiento se llevdé a cabo en
diversas ocasiones para aislar el amplicon de PCR, después del proceso de ligacion, y

después de la transcripcion.
Este protocolo se siguio tal y como indican sus instrucciones:

1. Ajuste de las condiciones de union del ADN: se mezclaron en un tubo

Eppendorf una parte de muestra y dos de buffer NTI.

2. Union del ADN: se colocé una de las columnas de cromatografia del kit sobre
un tubo colector de 2 mL, y se cargaron 700 pL de la mezcla anterior en esta
columna. Se centrifugd durante 30 segundos a 11000 x g y se descarto el eluato

del tubo colector. Se volvid a colocar la columna sobre el tubo colector.
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3.

Lavado de la membrana de silice: se afiadieron 700 uL del buffer NT3 a la
columna, se centrifugé durante 30 segundos a 11000 x g y se descarto el eluato

del tubo colector. Se volvio a colocar la columna sobre el tubo colector.

Secado de la membrana de silice: se centrifugd durante 1 minuto a 11000 x g
la columna sobre el tubo colector, para eliminar completamente los restos de

buffer NT3. Se descart6 el tubo colector con el eluato.

Elucién del ADN purificado: se coloc6 la columna en un nuevo tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL, y se afadieron 10-30 pyL de agua Milli-Q®
autoclavada. Se incubé a temperatura ambiente durante 1 minuto, y transcurrido

este tiempo se centrifugd durante 1 minuto a 11000 x g. Se conservo el eluato.

2.11. TRANSCRIPCION DE ADN A ARN

Para transcribir el ADN a ARNm se empled la enzima T7 ARN polimerasa (Thermo

Fisher), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante y siguiendo los siguientes

pasos:

1.

Composicion de la mezcla de reaccion: los reactivos utilizados, las
concentraciones iniciales y finales y el volumen de cada uno empleado para cada

reaccion (50uL) se recoge en la Tabla 5.

Tabla 5. Composicién de la reaccion de transcripcion de ADN a ARN (Thermo Fischer).

Compuesto Volumen (pL) Concentracién final
5x buffer de transcripcion 10 0,2 yL/uL
ATP/GTP/CTP/UTP Mix, 10 mM 10 2mM
cada
ADN linearizado (10 ug) 1 0,2 pg/pL
Thermo Scientific RiboLock 1,25 (50 U) 1,25 U/uL
RNase Inhibitor (50 U/uL)
ARN polimerasa T7 (30 U/pL) 30U 0,6 U/uL
Agua tratada DEPC Hasta 50
2. Incubacién a 37°C durante 4 horas.

3. Al producto obtenido de la transcripcion, se le aplicd un tratamiento con 2 uL (2

4.

U) de ADNasa, para degradar el ADN molde. La mezcla se incub6 durante 15
minutos a 37°C, de modo que no interfiriese en las posteriores transformaciones

ni en el peso molecular de las pruebas de verificacion.

Inactivacién de la ADNasa mediante extraccién con fenol/cloroformo (50:50).
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2.12. CULTIVO DE PLANTAS DE TOMATE

2.121. MATERIAL VEGETAL

Como material vegetal se emplearon semillas de tomate Solanum lycopersicum de la
variedad RAF (Rocalba).

2.12.2. GERMINACION EN VERMICULITA

Se pusieron a germinar las semillas en una bandeja con vermiculita (material inerte y
con alta capacidad de retencion de agua) humeda durante 7 dias a 21,5°C, con un ciclo

de 16 horas de luz y 8 horas en oscuridad.

2.123. CULTIVO EN HIDROPONIA

Una vez germinadas las semillas, las plantulas se pasaron de la vermiculita a un tubo
“Falcon” de 50 mL, y se cultivaron durante 16 horas en 50 mL de agua estéril con el
ARNmM obtenido en el apartado 3.11. Los tubos se recubrieron con papel de aluminio,

para proteger el contenido de la luz.

2.13. MICROSCOPIA

Se llevaron a cabo cortes longitudinales de las hojas y transversales de los tallos para

ser observados en un microscopio confocal con fluorescencia.

Para el analisis CLSM (confocal laser scanning microscopy), o microscopia confocal, las
hojas de las plantas de tomate se lavaron en agua destilada estéril. Se cortaron
manualmente con una cuchilla secciones transversales de la planta y muestras
longitudinales de 1 mm de grosor. Las muestras se colocaron en un portaobjetos
sumergidas en glicerol 50% (V/V). El andlisis microscopico se llevd a cabo usando un
microscopio confocal de barrido laser espectral (TC S2-SP8, Leica Microsystems). La
excitaciéon fue proporcionada por un laser de argdén (488 nm). La fluorescencia de la

proteina YFP se detect6 en el espectro comprendido entre 520 y 560 nm.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.5. CONSTRUCCION DEL VECTOR DE EXPRESION DEL GEN
YFP

Se construy6 el plasmido pT7:YFP a partir del plasmido comercial pJet1.2., que permitio
la insercién del gen YFP bajo el control del promotor T7. El plasmido pJet1.2. es un
vector que contiene el gen de resistencia a ampicilina, lo cual permite la seleccidon

positiva de las bacterias transformadas.

El primer T7-YFP F, se disefi6 de la siguiente forma: la secuencia del promotor T7 se
unioé a una secuencia ampliamente empleada por otros investigadores que se ubico por
delante (upstream) a la secuencia de interés, ya que se establecio la hipotesis de que
mejoraria y facilitaria la traduccién de la secuencia de interés de este estudio (a esta
region se uniria el ribosoma); y por ultimo la secuencia inicial del gen YFP (inicio en
“‘ATG”).

e Secuencia primer T7-YFP F (forward 2). 5 — TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA
GAC TAC CGG TCG CCACCATGG TGAGCAAGG GCGAGGAGC -

Para el diseno del primer T7-YFP R, se emplearon la secuencia reversa complementaria
del final del terminador de T7 y la secuencia reversa complementaria de los ultimos 25
nucleétidos del gen YFP (se seleccionaron 25 para ajustar el tamafio del primer a 60

pares de bases).

e Secuencia primer T7-YFP R (reverse <): 5 — CCC TCAAGA CCC GTT TAG AGG
CCC CAAGGG GTTATC TACTTG TACAGC TCG TCCATG CCG -3

Para validar estas secuencias se establecieron 3 parametros: T2 de desnaturalizacién
superior a 60°C, proporcion de G+C/A+T (45-60%) suficiente para asegurar la
especificidad, y ausencia de secuencias complementarias para evitar la hibridacion

entre plasmidos.

Para disefiar estas secuencias, se tuvo en cuenta la relacion porcentual de C+G/A+T.
Un porcentaje alto facilita una mejor especificidad de la transcripcién, ya que se requiere
una mayor temperatura de desnaturalizacion para las parejas GC que para las parejas

AT. De esta forma, conseguimos temperaturas de anillamiento superiores a 60°C.

Una vez introducido en el vector, se identificé el fragmento de ADN correspondiente al

gen YFP, regulado por el promotor T7 y el terminador T7, realizando la electroforesis
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cuyo resultado se muestra en la Figura 4. En esta electroforesis, la muestra empleada

fue el plasmido purificado de Bacillus.

Masa de ADN (ng/uL) Pares de bases

10.000
8.000
6.000
5.000
4.000
3.000

2.000

1.500

1.000

750

500

250

100

Figura 4. A: control positivo. B: muestra. C: control negativo.

La banda observada en los pocillos A (control positivo) y B (muestra) del gel de agarosa
presentaron al mismo tamafo, de unas 800 pb. Este resultado indica que el amplicdn
obtenido corresponde al fragmento de YFP junto con las secuencias del promotor y del

terminador anadidos.

3.6. CLONACION DEL GEN YFP EN Escherichia coli

El crecimiento de las colonias fue doblemente selectivo, tal como se indica en la Tabla
7. Por un lado, tal como se recoge en la Figura 2 (pagina 9) el plasmido contiene el gen
de resistencia a la ampicilina. De esta manera, al anadir ampicilina al medio de cultivo,
se impide el crecimiento de cualquier bacteria que no haya incorporado el plasmido

vector.

Por otro lado, el plasmido contiene el gen eco47IR, cuya expresion da lugar a la muerte
de las bacterias que lo contengan. Sin embargo, tal como se refleja en la Figura 2, este
gen de letalidad contiene una secuencia diana para el enzima de restriccion Bglll que
se usoO para clonar el fragmento de interés, en nuestro caso, el gen YFP. De esta
manera, si las bacterias transformadas integran el plasmido vacio, el gen de letalidad
estaria intacto y las bacterias moririan; sin embargo, si se ha producido la insercion del
fragmento de interés en el gen de letalidad, este quedaria inactivado (Fig.2, p9)
permitiendo la viabilidad de las bacterias que lo integren. Combinando ambas
caracteristicas del plasmido, nos aseguramos de que todas las bacterias que generen

colonias en el medio, hayan incorporado tanto el plasmido (y la resistencia a la
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ampicilina), como el fragmento de interés, al tener interrumpido, y por consiguiente,

desactivado, el gen de letalidad.

Tabla 6. Criterio de seleccién de bacterias transformadas.

FRAGMENTO

PLASMIDO DE INTERES RESULTADO
CASO Muerte de la bacteria por su sensibilidad a
1 X X la ampicilina
CASO v X Muerte de la bacteria por presencia del gen
2 de letalidad eco47IR en el plasmido

Viabilidad de la bacteria por presencia de
v v resistencia a la ampicilina e interrupcion del
gen de letalidad

CASO

Los resultados de la clonacion se recogen en la Figura 5. Las colonias viables de las
placas A y B tienen interrumpido el gen de letalidad, y presentan resistencia a la
ampicilina, por lo que son positivas en incorporacion de pT7:YFP. Las colonias viables
de la placa C, correspondiente al control negativo, en el que el crecimiento de algunas

colonias a veces es visible debido a la generacion de cepas resistentes a ampicilina.

Figura 5. Placas de colonias de Escherichia coli. A y B: placas inoculadas con bacterias
transformadas. C: control negativo. Sobre algunas colonias de las placas A y B se verificé la
presencia del gen de interés mediante secuenciacion posteriormente.

Para verificar que las bacterias de las colonias transformadas contenian el gen de
interés, se llevd a cabo una amplificacion por PCR de colonia. Para ello, se
seleccionaron dos colonias positivas de la placa A (A4 y A5), dos colonias positivas de
la placa B (B4 y B4), y se tomaron como control negativo dos colonias de la placa C
(PJET Ay PJET B). El resultado de la PCR se comprobd mediante una electroforesis

que se presenta en la Figura 6.
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Figura 6. Electroforesis de los productos de PCR a partir de las colonias A4, A5, B4, B5, PET A
y PJET B.

Los productos de las colonias A4, A5 y B4 se esperaban positivos, es decir, con un
tamano de aproximadamente 750 pb, y asi lo reveld la electroforesis. El producto de la
colonia B5 no es visible en este gel, probablemente debido a una baja concentracién de
la muestra cargada en el pocillo correspondiente. Los productos de las colonias PJET A
y PJET B se esperaban negativas, y asi lo confirmé la electroforesis, dado que no se

obtuvo banda a la a altura del tamafo de pb del fragmento de interés.

Para confirmar que la secuencia del gen YFP no ha sufrido ningun cambio nucleotidico
durante todo el proceso, se secuencié mediante tecnologia Sanger en la empresa Stab

vida.

En la Figura 7 se recogen las secuencias nucleotidicas del gen YFP y del producto de
secuenciacion es homologa completamente, excepto en un nucledtido (46), debido a la
baja resolucion de la secuenciacion en su inicio (propia de la tecnologia Sanger), por lo
que podemos concluir que el plasmido pT7:YFP incluye el gen de interés YFP con la

secuencia nativa.
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Figura 7. Alineamiento de las secuencias gen YPF original (YFP extraction) y del producto de secuenciacion del plasmido T7:YFP. La barra
verde indica homologia para cada nucleétido entre las dos secuencias.
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3.7. TRANSCRIPCION IN VITRO DEL GEN YFP

El gen YFP fue transcrito a partir del plasmido T7:YFP in vitro, tal como se indica en el
apartado 2.11. de esta memoria, utilizando 77ng del plasmido linearizado (concentracién
estimada mediante Qubit, apartado 2.12 de esta memoria). A continuacién, el ARNm

obtenido fue tratado con ADNasa para degradar el ADN molde.

Para verificar la presencia del ARNm, se realizé una electroforesis que se recoge en la
Figura 8. En la misma, se aprecia una uUnica banda de unos 750 pb que corresponde

con el tamafo del gen YFP.
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Figura 8. Electroforesis del ARN mensajero transcrito.

3.8. EXPRESION DE LA PROTEINA YFP POR LA PLANTA

Las semillas de tomate se pusieron a germinar en las condiciones descritas en el
apartado 2.12.2. de este trabajo. Las plantulas obtenidas se incubaron con el ARNm del
gen YFP segun se describe en el apartado 2.12.3. Si la planta incorporase el ARNm del
gen YFP, deberia traducir la proteina correspondiente que emite fluorescencia bajo el
microscopio.

La Figura 9 muestra las plantulas de tomate cultivadas en hidroponia. Tal como se
detalla en el apartado 2.12., en la soluciéon acuosa se afadié el ARNm del gen de la

proteina fluorescente YFP, transcrito in vitro en los pasos anteriores.
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Figura 9. Plantulas de tomate cultivadas en hidroponia con ARNm suspendido en la solucién
de cultivo.

Tras el periodo de incubacion, se realizaron cortes transversales con una cuchilla en
tallo y hojas, y fueron observados bajo el microscopio confocal. En la Figura 10 se

muestran las imagenes del tallo y las hojas en las que se aprecia fluorescencia.
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En este trabajo no se realizé un control negativo de microscopia de fluorescencia, dado
que no se consideré la autofluorescencia de la propia planta. Este fenédmeno puede ser
generado por otras moléculas presentes en los tejidos vegetales, como la clorofila o la
lignina. Aunque sus rangos de excitacién son distintos a los de YPF, los de emision
podrian ser solapantes con la fluorescencia de nuestra molécula “chivata”, YFP, tal como

se recoge en la Tabla 8.

Tabla 7. Rangos de emisioén y excitaciéon YFP, lignina y clorofila.

Rango de excitacién Rango de emisién
YFP 490-515 nm (Silva et al., 520-560 nm (Silva et al.,
2023b) 2023b)
Lignina 360 nm (Terryn et al., 440-550 nm (Terryn et al.,
2018) 2018)
Clorofila 720-730 nm (Donaldson, 685 nm (Donaldson, 2020)
2020)

*luz azul, verde o UV

La distribucion y abundancia de la fluorescencia detectada en los cortes analizados
(Figura 10), parece indicar que, ademas de la fluorescencia debida a la incorporacion
de ARNm de YFP, existiria también autofluorescencia generada por los tejidos
vegetales. No obstante, en ausencia de un control negativo y de mas repeticiones, no

puede asegurarse la procedencia de esta fluorescencia.

A la vista de estos resultados y para asegurar la efectividad de esta estrategia de forma
mas concluyente, seria interesante cambiar de marcador, por ejemplo, utilizando como
moléculas fluorescentes GFP (excitacion 488 nm y emision 510 nm) (Thermo Fisher, s.

f.), o proteina roja mCherry (excitacion 587 nm, emisién 610 nm) (Lambert, s. f.).
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4. CONCLUSIONES

Conclusiones especificas:

e La metodologia utilizada en este trabajo para obtener ARN mensajero de la
proteina fluorescente YFP utilizada como marcador, fue efectiva y eficaz, ya que
la secuencia del ARNm secuenciado a partir de la expresion de la construccion

fue practicamente idéntica a la del gen original YFP.

e Las metodologias utilizadas para la introduccién del ARNm en plantas,
traslocacion de forma sistémica a los distintos érganos de la planta, y traduccion
correspondiente en dichos 6rganos, no pudo ser verificada en este trabajo,

puesto que no se considerd la autofluorescencia de los compuestos vegetales.

o Para asegurar el origen de la fluorescencia observada, se podria utilizar otra
molécula fluorescente marcadora cuya longitud de onda de emisién no solapara

con la de la autofluorescencia.
Conclusiones generales:

e No puede confirmarse ni descartarse la captacion de ARN exdgeno en este
trabajo, deberia hacerse otra prueba con un marcador que no sea detectable a

la misma longitud de onda que la autofluorescencia de la pared vegetal.
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