OPTIMIZACION DE TECNICAS DE REGENERACION IN VITRO Y TRANSFORMACION
GENETICA MEDIADA POR AGROBACTERIUM TUMEFACIENS EN LOTUS TENUIS

Trabajo Final de Grado
de la alumna

FLORENCIA GISELLE GUTIERREZ

Este trabajo ha sido presentado como requisito
para la obtencion del titulo de

Licenciada en Genética

Carrera

Licenciatura en Genética

Escuela de Ciencias Agrarias, Naturales y Ambientales.
Universidad Nacional del Noroeste de la Provincia de Buenos Aires.

Pergamino, 6 de diciembre de 2024



OPTIM,IZACI(')N DE TECNICAS DE REGENERACION IN VITRO Y TRANSFORMACION
GENETICA MEDIADA POR AGROBACTERIUM TUMEFACIENS EN LOTUS TENUIS

Trabajo Final de Grado

de la alumna

FLORENCIA GISELLE GUTIERREZ

Aprobada por el Tribunal Evaluador

Maria Aurora Maciel Maria Laura Federico Erika Mroginski
Evaluador/a Evaluador/a Evaluador/a
Maria Lorena Roldan Maria Agostina Affinito
Co-Director/a Director/a

Escuela de Ciencias Agrarias, Naturales y Ambientales,
Universidad Nacional del Noroeste de la Provincia de Buenos Aires

Pergamino, 6 de diciembre de 2024



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional del Noroeste de la Provincia de Buenos Aires por brindarme

formacion de calidad y por convertirse en mi segunda casa durante estos afios.

A mi directora Agos, por estar siempre disponible para responder mis dudas, por confiar en
mi y transmitirme seguridad. A mi codirectora Lore, por su paciencia al explicarme cada

detalle y por su buena predisposicion.

A los integrantes del laboratorio de biotecnologia de la EEA INTA Pergamino por permitirme

compartir el espacio y por su amabilidad.

A mi docente de secundaria, Marisol, que desperté mi interés por la Genética. A mis
docentes de la facu, sobre todo a aquellos que confiaron en mi para ser ayudante, por

permitirme participar y por brindarme herramientas, principalmente a Susi y a Majo.

A mis padres, hermanos y abuelos, por apoyarme durante toda la carrera y por estar
presentes con sus buenos deseos antes de cada examen. A mi mamay a mi abuela, por
sus mensajes a diario. A mis tios y primos por estar presentes a la distancia. A Nico, por
esperarme con tanta felicidad después de cada viaje. A Reina, por ser mi compafiera de

cursada virtual durante la pandemia.

A mis facuamigos, por los dias de estudio, mates y viajes compartidos. A Viqui, por
brindarme un hogar en Junin y por su compariia durante mi primer afio. A Joha, por festejar
cada uno de mis logros como si fuera suyo. A Cande, por ser mi compafiera de cursada

hasta el ultimo dia. Gracias por ser incondicionales.

A mis amigos de siempre: Sole, Peti, Diego, Romi y Meli, por seguir presentes a lo largo de

los arios.

A mis compafieros de trabajo, en especial a Cin, por su apoyo en la ultima parte de este

recorrido.

Y a todas las personas que, de unay otra forma, estuvieron presentes en esta etapa.



PRESENTACIONES A CONGRESOS

Gutiérrez, F.G., Lopez Mir6, D., Roldan, M. L., Affinito M.A. (2024). Regeneracion in
vitro y transformacion de Lotus tenuis: efecto del genotipo, el ambiente de cultivo y

la cepa bacteriana. Ill Congreso Multidisciplinario de la UNNOBA. Junin, Argentina.

Gutiérrez, F.G., Lopez Mir¢, D., Roldan, M. L., Affinito, M. A., Diaz Paleo, A.H. (2023).
Regeneracion y elongacion de tallos in vitro a partir de un genotipo de Lotus tenuis
cultivado en tres ambientes. LI Congreso Argentino de Genética y | Jornadas
Regionales SAG-CENTRO. Rio Cuarto, Argentina.

Gutiérrez, F.G., Lopez Mir6, D., Roldan, M. L., Affinito M.A. (2023). La regeneracion
in vitro de Lotus tenuis depende del genotipo utilizado y del ambiente de cultivo de
la fuente de explante. VIII Jornada de Jovenes Investigadores de la UNNOBA.

Pergamino, Argentina.

Gutiérrez, F.G., Lopez Miro, D., Decker, V., Affinito, M.A., Roldan, M.L. (2023).
Eficiencia de transferencia de ADN de distintas cepas de Agrobacterium tumefaciens
en la transformacion de Lotus tenuis. XIV Simposio Redbio Argentina “Biotecnologia

para un mundo en cambio”. Buenos Aires, Argentina.

Gutiérrez, F.G., Roldan, M.L., Affinito, M.A., Diaz Paleo, A.H. (2022). Regeneracion
y elongacion de tallos in vitro de cinco genotipos de Lotus tenuis. | Simposio de
Ciencias Agrarias de INTA “Innovando Ciencia: Nuevas tecnologias aplicadas al

mejoramiento genético”. Modalidad virtual.

Gutierrez, F.G., Affinito, M. A., Roldan, M. L., Maciel, M. A., Diaz Paleo, A. H. (2022).
Optimizacion de técnicas de regeneracion in vitro y transformacién genética mediada
por Agrobacterium tumefaciens en Lotus tenuis (Wald et. Kit). L Congreso Argentino

de Genética y Il Jornadas Regionales SAG-NEA. Corrientes, Argentina.



INDICE

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS ............coouiuiiieieeceeeeeee ettt
RESUMEN ...ttt e ettt e e et e e e e e h b bt e e e ek bt e e e e s b be e e e e anbb e e e e e anbneeaeaas
1. INTRODUGCCION ..ottt ettt ettt et et ettt e et e e teeveeteeeteeteetesteensetesteateerseaesaeareaneaneas
1.1. IMPOrtanCia de LOTUS TENUIS .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieiii bbb neenennene
1.2. REGENEIACION 1N VITIO 1ottt ettt e e e e e et e e e e e e e e e nnaeneees
1.3. Transformacion genética vegetal ......................ouiiiiiiiiiiiiiiiiii
1.3.1. Métodos directos o fisicos de transformacion ......................ccccccc,
1.3.2. Métodos indirectos de transformacion .....................ccccccc
1.3.2.1. Transformacion mediada por A. tumefaciens............................cccceveieeiiiinninnnnnn,

1.3.2.1.1. Factores que afectan la eficiencia de transformaciéon mediada por

AGIOBACIEIIUM ...

1.4. Regeneracion in vitro y transformacion genética de L. tenuis ........................ccc..........
A o 1120 3 =] TR
. OBUIET IV O S i e et e e e e et e e et e ettt et e rt e e ear e aanes
3.1. OBJIETIVO GENERAL ...euiiiiii ettt e et e e e e et e e e e tt e e e eataneeaees
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt ettt ettt se et es e
4, MATERIALES Y METODOS ..ottt ettt ettt ettt st teeteste e e e eaeeneareaneens
4.1. Regeneracién y elongacion in vitro de distintos genotipos de L. tenuis .....................
4.1.1. Crecimiento de 1as plantas...........iieiiii i
4.1.2. CUILIVO TN VITEO 1ttt ettt e et e e e e e et r e e e e e e e ann
4.1.3. VariablesS @ValUAU@S .........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii e

4.2. Regeneracion y elongacién in vitro del genotipo de L. tenuis previamente

seleccionado crecido en distintos ambIENTES ...
4.3. Transformacion de L. tenuis mediante Agrobacterium tumefaciens............cccccovvveeee.
4.3.1. VeCtor pCambDia 2301 ........uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieii bbb annnee

4.3.2. Transformacion bacteriana con pCambia 2301 .......ccceeviiiiiiiiiiiiiieee e



4.3.3. Transformacion de L. tENUIS .....uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibieiiaeeaeeeaeeeesaeaeeeeeeeeeseeeennesenenenes 32
4.3.3.1. Crecimiento y preparacion de A. tumefaciens ..........ccccvveviiiii i, 32
4.3.3.2. Preparacion de los foliolos de L. tenuis y co-cultivo con Agrobacterium....... 33

4.3.3.3. Visualizacién de la transferencia del ADN-T mediante la técnica histoquimica

[0 TSI €10 RS 35
4.3.3.4. Evaluacion de la sobrevida de los explantes post-transformacion ................. 36

4.4, ANALISIS ©STAUISTICO ...uuviiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e s et bn e e e eeas 36
5. RESULTADOS .ottt e et e e ettt e e e e et e e e e et e e et et e e e etb e e e eabaeeaeees 39
5.1. Regeneracién y elongacion in vitro de distintos genotipos de L. tenuis ..................... 39
5.1.1. REJENEIACION 1N VITIO ooviiiiiiii i e et e e e e e e e et e e e e e e e e e eraeaa s 39
T i Lo Yo F=Tod [oT g W e [=T8 = 11 o 1 SRS 43

5.2. Regeneracién y elongacion in vitro del genotipo PWt de L. tenuis crecido en distintos

AN D BNTES oo 47
5.2.1. REJENEIACION 1N VITIO ooviiiiiii ettt s e e e e e e e et e e e e e e e e e enraaanas a7
5.2.2. EIONQACION A€ tAIIOS ...uviiiiiiieiiiiiiee e 50

5.3. Transformacion de L. tenuis mediante A. tumefaciens ..., 54
5.3.1. Transformacion DaCteriaNa .........c.cvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 54
5.3.2. Transformacion de L. tENUIS ......ooeviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 55

(o LT €10 S 56
5.3.2.2. Evaluacién de la sobrevida de los explantes post-transformacion ................. 57

B. DISCUSION ..ottt 60
T.CONCLUSIONES ....... ...ttt e e e ekt e e e ekt et e e e e bbe e e e e e bbe e e e e e nnteeaeeaanrneeas 64
8. BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt et e et e e te et et e et e e teate et e naeateareeneenes 65
LS TN AT 1 TSP UPPTPPPIN 84
Anexo |. Protocolo de ImageJ para el andlisis de area regenerada ...............cccccevvvvvvveveeeennnnnn. 84
Anexo Il. Protocolo para generar células competentes de A. tumefaciens..............cccccevvvveee. 86
Anexo lll. Protocolo de extraccion de ADN plasmidiCoO .........cccuvveiiiiiieeiiiiiiiiiieecee e 87

Anexo V. Composicion del SUSLrato X-GIUC .......cc.uuuuiiiiiieiiiiiiiiiiiee e 89



Anexo V. Valores medios de regeneracion y elongacién de cinco genotipos de L. tenuis ........

Anexo VI. Valores medios de regeneracion y elongacién del genotipo PWt de L. tenuis...........



iNDICE DE ECUACIONES

Ecuacion 1. Célculo del porcentaje de regeneracion ...........ccuuueeeieeeeiiiiiiiiiiiieee e e asiiiieeeae e e e e 26
Ecuacién 2. Célculo del porcentaje de transferencia de las cepas de A. tumefaciens empleadas
LT T = = U 1] {0 g = Vo o o 36

Ecuacién 3. Modelo estadistico lineal para la variable porcentaje de regeneracion en el ensayo de

OENOTIPOS . ..ttt 37
Ecuacién 4. Modelo estadistico lineal para la variable area regenerada en el ensayo de genotipos
..................................................................................................................................................... 37
Ecuacién 5. Modelo estadistico lineal para el ensayo de transformacion...................ccooevevvvvvnnnnn. 38

Ecuacién 6. Célculo de la escala de trabajo realizado por ImageJd........cccoooevvviiiiiiiiiieeee e, 85



iNDICE DE FIGURAS

FIQUIA 1. LOTUS TENUIS .....ccooeiiiieiiiiieeeeee e 7
Figura 2. Parte de la region pampeana y la actividad ganadera en la Republica Argentina ........... 9
Figura 3. Procesos morfogénicos obtenidos a partir del cultivo in vitro de diferentes explantes ... 11
Figura 4. Representacion esquematica del plasmido Ti tipo octopina de A. tumefaciens ............. 15

Figura 5. Diagrama esquematico de los sistemas de vectores utilizados en la transformacion

genética mediada pPOr AGrODACIEIIUIMN. ..............uuuuuiiiiiiiiie e nennnnnnnnnne 16
Figura 6. Crecimiento de 1aS PIANtAS ........cc.oiiiiiiiii e e e 24
Figura 7. Cultivo in VItrO de L. tENUIS ......ccoiiiieiice et e e e e e e e e s 25
Figura 8. Elongacion de tallos regenerados de un genotipo de L. tenuis..........ccccceeeeeeeeeeiieiiinnnnnn. 27
Figura 9. Genotipo de L. tenuis crecido en distintos ambientes ..........cccoeevieriiiiiiiiin e, 28
Figura 10. Mapa y region T-DNA del vector pCambia 2301 ............ooiiiiiiiiieeiiiiiiee e, 30
Figura 11. Técnica de transformacion de foliolos L. teNUIS.............ccuviiiiiiiieiiiiieee e, 34
Figura 12. Foliolos tratados y decolorados Con X-GIUC ........cccooveiiiiiiiiiiiiiii e 35

Figura 13. Regeneracion de foliolos en medio MR con agente selectivo a 60 dias de la
ErANSTOIMACION ... 36
Figura 14. Regeneracion de distintos genotipos de L. tenuis a los 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77, 84
Nl o LT Lo [ =T EY 1Yo PP URSPPPPRURN 41
Figura 15. Regeneracioén de foliolos de los cinco genotipos de L. tenuis evaluados a los 49 dias

(0 [ =T 0 ESY- |0 SR PRPSPP 42
Figura 16. Area regenerada promedio de foliolos de distintos genotipos de L. tenuis a los 63 dias
(0 [ =T 0 ESY- |0 PP PSP 43
Figura 17. Numero de tallos por explante de los cinco genotipos de L. tenuis evaluados a los 100
dias de ensayo Yy error estandar aSOCIAUO .........cccoiiiiiiiiiiii i e 44
Figura 18. Altura promedio de tallos por explante de los cinco genotipos de L. tenuis evaluados a
los 100 dias de ensayo y error estandar aSOCIAAO ............cevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeee e 45
Figura 19. Elongacion de tallos de los cinco genotipos de L. tenuis a los 60 dias del traspaso del
tejido Morfogenico @ MEdIO MS 0,5X ...coiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e s a e e e e e e e nnnneeees 46
Figura 20. Regeneracion de foliolos del genotipo PampaWT de L. tenuis provenientes de tres
ambientes (in vitro, en sala de crecimiento e invernaculo) a los 17, 21, 28, 35, 42, 49 y 56 dias de
[T 1ST= 1Y PRSP PTTUPUPTTTUPPPIN 48
Figura 21. Regeneracion de foliolos del genotipo PWt de L. tenuis proveniente de tres ambientes
(in vitro, en sala de crecimiento e invernaculo) a los 49 dias de ensayo .........ccccccceeeviiiiiiineennnn. 49
Figura 22. Area regenerada promedio de foliolos del genotipo PWt de L. tenuis provenientes de

tres ambientes (in vitro, en sala de crecimiento e invernaculo) a los 32 dias de ensayo............... 50



Figura 23. Numero de tallos por explante de los cinco genotipos de L. tenuis evaluados a los 100
dias de ensayo y error eStANAAr @SOCIAAO .........euiiiiiiiiiiiiiiiii e e e e e e 51
Figura 24. Altura promedio de tallos por explante de foliolos del genotipo PWt de L. tenuis crecido
en tres ambientes (in vitro, en sala de crecimiento e invernaculo) evaluados a los a los 64 dias del
Cultivo in vitro y error estandar aSOCIATO ............ceiiiiiiiiiiiiiiiie e e e 52
Figura 25. Elongacion de tallos a partir de foliolos del genotipo PWt crecido in vitro, en sala de
crecimiento e invernaculo, a 60 dias del traspaso del tejido morfogénico a medio MS 0,5X ......... 53
Figura 26. Transformacion de A. tumefaciens y extraccion del plasmido pCambia 2301 ............. 55
Figura 27. Expresion transitoria promedio de gusA en foliolos PWt transformados con las cepas
EHALOS, AGLL Y GV3L0L ..oiiiiiiiieeeiiiiiiiiiie e e e e e e ettt e e e e e e e e st e e e e e e e e s s snnttaeeaaaaeeeaasnsssannaaaneaaaanns 57
Figura 28. Diagrama de dispersién del porcentaje de explantes con expresion transitoria y el

porcentaje de explantes resistentes a kanamicina post-transformacion .................cccccccviiieeenee, 59



iNDICE DE TABLAS

Tabla 1. Resistencia a antibioticos y factor de dilucion en medio LB de las cepas de A.
tumefaciens empleadas para la transformacién bacteriana con el vector pCambia 2301.............. 31
Tabla 2. Cebadores utilizados para la validacion por PCR de la presencia del plasmido pCambia
2301 en distintas cepas de A. tUMETACIENS .........uuuuuuiuiiiiiiiiiiiiii e enennnne 32
Tabla 3. Comportamiento promedio de los genotipos PWt, 2297, P1, P2 y E3 de L. tenuis para las
variables regeneracion, area regenerada y namero y altura de tallos por explante........................ 39
Tabla 4. Comportamiento promedio del genotipo PWt de L. tenuis proveniente de tres ambientes
(in vitro, sala de crecimiento e invernaculo) para la variable regeneracién y nimero y altura de
A0S POF EXPIANTE ... ... e e e e e e e et e e e e e e e e e e e et e e e eeaeeee sttt e aaaeaeeeearnes a7
Tabla 5. Reactivos y concentraciones para la preparacion del buffer X-Gluc.............cccccccoviinnnne. 89
Tabla 6. Promedios de regeneracion de los distintos genotipos de L. tenuis y error estandar

= Y003 - T [ 1 90
Tabla 7. Promedios de elongacion de los distintos genotipos de L. tenuis y error estandar

= Y003 - T [ 90
Tabla 8. Promedios de regeneracion del genotipo PWt de L. tenuis proveniente de tres ambientes
Y €rror €StANAAr ASOCIAUO .....uuuii i i e e e e e et e s e e e e e e e et et e s e e eeeeesesatta e eaeeaaeeennnes 91
Tabla 9. Promedios de elongacidon del genotipo PWt de L. tenuis proveniente de tres ambientes y

EITON ESTANUAT ASOCIATO ... ettt ettt et e e e et e e e e 91



ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Mg: microgramo

ML: microlitro

MM: micromolar

%m/v: porcentaje masa en volumen

2iP: N6-A2-isopentenil-adenina

Ab": resistencia a antibioticos

ADN: acido desoxirribonucleico

ANA: acido a-naftalenacético

ANOVA: analisis de la varianza

ARN: acido ribonucleico

BAP: 6-bencilaminopurina

cab/ha: cabezas por hectarea

CaClz: cloruro de calcio

CaMV 358S: promotor 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor
chv: virulencia cromosomica

Ci: concentracion inicial

cm: centimetro

cm?: centimetro cuadrado

CRISPR/Cas9: Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y Regularmente
Interespaciadas/Caspasa 9

CV: coeficiente de variacion

DCA: disefio completamente aleatorizado
ddi: dias desde inicio del ensayo

DGC: Di Rienzo Guzman Casanoves
dMS: dias desde el traspaso del explante a medio MS 0,5X
DMSO: dimetilsulféxido

dNTP: desoxirribonucleétido

E3: Esmeralda 3

E.E.: error estandar

EDTA: acido etilendiaminotetraacético
EtOH: etanol



gfp: proteina verde fluorescente
goi: gen de interés
GUS/gusAluidA: B-glucoronidasa
H20: agua

HCI: acido clorhidrico

hs: horas

I: invernaculo

IBA: &cido indolbutirico

iv: in vitro

K: potasio

KsFe(CN)s: ferricianuro de potasio
K4Fe(CN)s-3H20: ferrocianuro de potasio
KanR: resistencia a kanamicina
Km: kanamicina

L: litro

LB: medio Luria-Bertani

LtNHX1: transportador Na*/H* exchange de Lotus tenuis
M: molar

mg: miligramo

Mg?*: cation magnesio

min: minuto

mL: mililitro

MLM: modelo lineal general y mixto
mm: milimetro

mM: milimolar

MR: medio de regeneracion

MS: medio Murashige y Skoog
Na: sodio

NaCl: cloruro de sodio

NaOH: hidroxido de sodio

ng: nanogramo

nm: nandémetro



nptll: neomicina fosfotransferasa |l

NOS: promotor de nopalina sintasa
ODeoo: densidad optica a 600 nanémetros
ON: Over Night

ori: origen de replicacion

p: probabilidad

P1: Pampa 1

P2: Pampa 2

pb: pares de bases

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa
PEG: polietilenglicol

PGR: reguladores de crecimiento vegetal
pH: potencial de Hidrogeno

PWt: Pampa Wild-type

px: pixel

rpm: revoluciones por minuto

S: sala de crecimiento

SDS: dodecilsulfato sodico

seg: segundo

T-DNA: ADN de transferencia

TDZ: thidiazurén

TE: Tris-EDTA

Tm: temperatura de annealing

TNOS: terminador de nopalina sintasa
Ti: inductor de tumores

Vf: volumen final

vol: volumen

X-Gluc: acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénico, sal ciclohexilamonio



RESUMEN

Lotus tenuis es una leguminosa forrajera de importancia en suelos con limitantes
edafoclimaticas como la salinidad y los anegamientos transitorios, caracteristicos de la
Pampa Deprimida. Para favorecer la cria de ganado en estos suelos es necesario disponer
de cultivares de alta productividad con tolerancia incrementada a estreses abidticos, lo cual
se puede alcanzar con el apoyo de herramientas biotecnoldgicas. Por su importancia, L.
tenuis constituye una especie atractiva para implementar la técnica de edicion génica. Sin
embargo, para poder aplicarla, es necesario contar con protocolos de transformacion
genética que garanticen altas frecuencias de regeneracion in vitro y transferencia de ADN.
La regeneracion in vitro puede estar influenciada por diversos factores, como el genotipo y
el ambiente, mientras que la eficiencia de la transformacién genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens depende, en gran medida, de la cepa utilizada.

El objetivo de este trabajo fue optimizar técnicas de regeneracion in vitro y transformacion
mediada por A. tumefaciens en L. tenuis a fin de que puedan ser utilizadas para realizar
edicion génica. Para esto, en una primera etapa, se comparo la capacidad de regeneracion
y elongacién de tallos in vitro de cinco genotipos de diversos origenes utilizando foliolos
como explante: uno del cultivar Esmeralda de la empresa Gentos (E3), tres del cultivar
Pampa INTA (P1, P2, PWt) y uno de una familia de medios hermanos del programa de
Mejoramiento Genético de INTA EEA Pergamino (2297). Se determiné el porcentaje de
regeneracion hasta los 91 dias de ensayo, el area regenerada a los 63 dias de ensayo y el
numero y altura de tallos/explante (mm) a los 100 dias de ensayo y a los 60 dias del pasaje
de los explantes a medio MS 0,5X. Se analizaron los datos mediante ANOVA o prueba de
Kruskall Wallis y pruebas de comparaciones multiples. Los genotipos que alcanzaron mayor
regeneracion en menor tiempo fueron 2297 y PWt (p<0,05), que a su vez presentdé mayor
numero de tallos y mayor altura, en conjunto con P1. Considerando estos resultados se
escogi6 al genotipo PWt para, en una segunda etapa, comparar con la misma metodologia,
su capacidad de regeneracion y elongacion de tallos in vitro en tres ambientes: invernaculo,
sala de crecimiento e in vitro. Se determiné el porcentaje de regeneracién hasta los 56 dias
de ensayo, el area regenerada a los 32 dias de ensayo y el numero y altura de
tallos/explante (mm) a los 64 dias y a los 60 dias del pasaje de los explantes a medio MS

0,5X. Nuevamente, se analizaron los datos mediante ANOVA o prueba de Kruskall Wallis,



y pruebas de comparaciones multiples. Los foliolos provenientes de plantas in vitro se
destacaron para las variables evaluadas (p<0,05), por lo que se utilizaron en una ultima
etapa para comparar la eficiencia de transferencia de ADN de cuatro cepas de A.
tumefaciens (AGL1, EHA105, GV3101 y LBA4404). Para esto se utilizd el plasmido
pCambia2301 que permite la expresion del gen reportero gusA. En primera instancia, se
llevo a cabo la transformacion de las cepas AGL1, EHA105 y LBA4404 utilizando el vector
pCambia2301, mientras que la cepa GV3101 portadora del plasmido fue cedida por el
Instituto de Genética “Ewald A. Favret”. La presencia del plasmido se confirmé mediante
PCR para el gen de seleccion nptlly el gen reportero gusA. Foliolos de PWt se agitaron en
suspensiones bacterianas competentes, siguiendo un protocolo publicado en bibliografia.
La transformacion se repitié cinco veces por cepa y se determiné el porcentaje de foliolos
con expresion transitoria a los 4 dias mediante observacion bajo la lupa (10X), considerando
positivos a aquellos con coloracidon azul. Se realiz6 ANOVA y prueba de comparaciones
multiples. La cepa LBA4404 no presentd foliolos positivos. El porcentaje de expresion
transitoria utilizando GV3101 (45,3 % + 3,3) resulté similar al de AGL1 (49,6 %  3,2) y
menor al de EHA105 (79,6 % * 2,7). Por lo tanto, la cepa EHA105 resulté mas eficiente en
la transferencia de T-DNA. La expresion transitoria se correlacioné con la resistencia de los
explantes al agente selectivo kanamicina a los 60 y 90 dias post-transformacién.

Este trabajo permitié establecer un protocolo eficiente para la transformacion de foliolos de
L. tenuis, provenientes del genotipo PWt cultivado en condiciones in vitro, utilizando la cepa
EHA105 de A. tumefaciens. Se logré una eficiencia de transformacion transitoria cercana al
80 %, lo cual representa un avance significativo para poder realizar edicién génica en esta

especie.



INTRODUCCION
1.1. Importancia de Lotus tenuis

Lotus tenuis Waldst. et Kit., conocida vulgarmente como lotus, trébol pata de pajaro o lotus
de hoja angosta, es una leguminosa herbacea, alégama y perenne (Minon et al., 1990;
Vignolio et al., 2002). Su morfologia consta de hojas con cinco foliolos lanceolados
angostos, dos ubicados en la base del peciolo y tres en la parte terminal, y de una raiz
pivotante con ramificaciones que dan origen a raices laterales con nddulos, producto de la
infeccion por bacterias nitrificantes (Mifidn et al., 1990). En ausencia de competencia por
luz, la especie presenta crecimiento postrado, sin embargo, sus tallos adquieren porte
erecto cuando se asocia a pastizales altos (Beuselinck et al., 1986; MiAdén et al., 1990;
Vignolio & Fernandez, 2006) (Figura 1.A). A pesar de carecer de 6rganos de propagacion
vegetativa, los tallos tendidos sobre el suelo humedo pueden desarrollar raices adventicias
(Vignolio & Fernandez, 1997). La planta presenta coloracion verde azulada (Carambula &
Bermudez, 1998) con flores amarillas de corto pedicelo agrupadas de una a seis en
umbelas (Lambrechtsen et al., 1986; Mifion et al., 1990; Vignolio et al., 2002) (Figura 1.B).
La floracién de L. tenuis comienza en primavera y se prolonga hasta fines del verano,
cuando produce frutos y semillas (Vignolio & Fernandez, 2006). Los frutos son vainas
dehiscentes de color castano oscuro (Mifidn et al., 1990) con forma cilindrica achatada, que
contienen un promedio entre 12 y 16 semillas (Lambrechtsen et al., 1986; Vignolio &
Fernandez, 2006; Vignolio et al., 2002).



Figura 1. L. tenuis. A: Habito de crecimiento. Lefnaer, S. (2020). B: Vastago. Moro, A. (2004).

Presenta autoincompatibilidad (Lundqvist, 1993), reproduccién sexual y fecundacion
predominantemente cruzada y entomdfila, por o que la accion de insectos polinizadores,
principalmente la abeja doméstica Apis mellifera, resulta imprescindible para la produccion
de semillas (Mifidn et al., 1990). No obstante, es posible obtener algunas semillas viables

por autopolinizacién (Montes, 1988).

Es considerada una especie diploide, distintos autores han reportado 2n=2x=12 como
numero cromosomico de la especie (Baltisberger, 1990; Lovkvist & Hultgard, 1999), aunque
en algunos trabajos se han encontrado poblaciones 2n=18 (Celotto & Sanso, 2008) y 2n=24
(Yan et al., 1989).

La especie es nativa de Europa y Asia Menor (Lambrechtsen et al., 1986) y la mayor
diversidad de especies del género Lotus se ubica en la Cuenca del Mediterraneo, posible
lugar de origen (Seaney & Henson, 1970). Fue introducida en Argentina en el siglo XX,
alrededor de 1930 (Burkart, 1952), y se desconoce si el ingreso de sus semillas se produjo
de manera voluntaria y no declarada, o de forma involuntaria, mezclada con semillas de
otras especies forrajeras importadas o junto con las heces de animales provenientes de
Europa (Valverde, sin afio). Actualmente, se halla naturalizada en los ambientes pastoriles
de la Pampa Deprimida (Vignolio & Fernandez, 2006) (Figura 2.A), caracterizados por

presentar suelos heterogéneos con limitantes como salinidad, alcalinidad, baja infiltracién



de agua e inundaciones periddicas (Mifén et al., 1990). Es comun que se encuentre en
simbiosis bacteriana con cepas de los genéros Rhizobium, Mesorhizobium vy
Bradyrhizobium, interaccion que le otorga la capacidad de fijar nitrogeno atmosférico
(Balatti, 1996). L. tenuis crece en suelos con un amplio rango de pH que se extiende entre
5,5y 9,8, moderado contenido de sodio y baja concentracién de fésforo (Mendoza et al.,
2000; Montes, 1988; Stoffella et al., 1998). Su crecimiento resulta menos afectado que el
de otras especies forrajeras frente a variaciones en la temperatura debidas a los cambios
de estacion (Arcioni et al., 1985; Ayers, 1948) y se han observado plantas que resisten por
debajo de los 0 °C como también al congelamiento del agua (Vignolio et al., 1999; Vignolio
et al., 1994). Las poblaciones tolerantes al anegamiento presentan modificaciones
morfoldgicas y anatomicas en raices y tallos (Mendoza et al., 2005; Striker et al., 2006;
Striker et al., 2005; Vignolio & Fernandez, 1997; Vignolio et al., 1999; Vignolio, et. al., 1994).

Desde la segunda mitad del siglo XX, sobre todo desde la década del ‘90 con el crecimiento
de la produccion de soja, existe en el pais una gran expansién agricola, en desmedro de
otras actividades agropecuarias (Coppi, 2010). Es por esto que la ganaderia se desplazo a
suelos con limitantes edafoclimaticas (Figura 2.B), como las zonas bajas e inundables con
problemas de halomorfismo de la Pampa Humeda (Lavado, 2007). En esta region se ubica
la Cuenca del Rio Salado, una de las principales areas ganaderas del pais (Colombet, 2017;
Vazquez & Rojas, 2006). Un elevado porcentaje de los suelos de esta zona son salino-
alcalinos e hidromorficos (Matteucci, 2012), con escasez de nutrientes y alternancia de
periodos de inundaciones y sequias, que afectan seriamente las capacidades de
produccioén agropecuarias y derivan en una pérdida de produccién de forraje (Batista et al.,
2005; Paruelo et al., 2010). Por lo tanto, desarrollar cultivares de especies forrajeras de
buena productividad con tolerancia a estreses abidticos, ya sea en forma convencional o
con el apoyo de herramientas biotecnoldgicas, es actualmente un objetivo central en los
programas de mejoramiento genético. En este contexto, L. fenuis es econdmicamente
importante por su aporte a la oferta forrajera de los sistemas ganaderos ya que presenta
una buena adaptacion en areas donde predominan gramineas de bajo valor nutricional y
no prosperan especies leguminosas mas importantes como la alfalfa, convirtiéndola en una
buena alternativa (Clua et al., 1997; Pesqueira, 2009; Teakle, 2008).



Pampa
interior

REs Pampa
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Figura 2. Parte de laregién pampeanay la actividad ganadera en la Republica Argentina. A: La region
pampeana y sus sub-regiones en la provincia de Buenos Aires. Mapa adaptado de la publicacién de Bilenca
etal. (2012). B: Densidad de bovinos en la Republica Argentina al 31 de diciembre de 2023. La distribucion
de existencias bovinas se mide en cab/ha. Mapa elaborado por la Coordinacién de Anélisis Pecuario

(Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca, Ministerio de Economia de la Nacién).

1.2. Regeneracion in vitro

El cultivo de tejidos in vitro comprende el conjunto de técnicas mediante las cuales un
explante (parte separada de un vegetal, por ejemplo: protoplasto, célula, tejido, 6rgano) se
cultiva asépticamente en un medio de composicién quimica definida y se incuba en
condiciones ambientales controladas (Mroginski & Roca, 1991). El cultivo in vitro se apoya
en el principio de totipotencia, que indica que cualquier célula vegetal contiene una copia
integra del material genético de la planta a la que pertenece sin importar su funcién o
posicion en ella y por lo tanto cuenta con el potencial para regenerar una nueva planta
completa (Ferl & Paul, 2000). En referencia a las ventajas de este grupo de técnicas, cabe
mencionar que permiten la produccion masiva de plantas libres de patégenos, a bajo costo,

en espacios reducidos y tiempos cortos, bajo condiciones controladas con enfoques



comerciales y agroindustriales, ademas de la produccion de material vegetal para el
establecimiento de cultivos y la generacién de metabolitos secundarios (Bonilla-Morales &
Hernandez-Castafieda, 2012; Tavazza et al., 2015). Como desventaja, la conservacion y
multiplicacion in vitro durante un tiempo prolongado puede resultar en cambios genéticos y
dar lugar a una progenie con alteraciones en lugar de conservar las adaptaciones
genotipicas a sus condiciones naturales (Daskalova et al., 2011). Lo anterior se debe a que
el cultivo in vitro puede inducir la aparicion de eventos mutacionales como consecuencia de
las nuevas condiciones ambientales impuestas, que resultan estresantes para las células
sometidas a la técnica (Phillips et al., 1994). Tales variaciones se describieron bajo el

concepto de variacion somaclonal (Larkin & Scowcroft, 1981).

En el cultivo in vitro, la regeneracion de células somaticas vegetales puede ocurrir por dos
procesos (Llorente, 2002). Una de las vias morfogénicas es la embriogénesis somatica, que
consiste en la obtencion de embriones similares a los cigéticos, sin que medie la fertilizacion
de las gametas (Radice, 2010), es decir, a partir de células somaticas (Yang & Zhang, 2010).
La formacién de los embriones somaticos puede involucrar una fase de callo previa
(embriogénesis indirecta) o desarrollarse sin requerir que se forme callo (embriogénesis
directa) (Sharp et al., 1980).

En contraste con la embriogénesis somatica, la organogénesis comprende el desarrollo de
tallos, raices o flores, cuya formacion es inducida a partir de una célula o de un grupo de
células capaces de mantenerse en activa division (Radice, 2010). Consiste en la formacion
de un primordio unipolar a partir de una yema y el desarrollo de ese primordio en brotes
vegetativos que luego enraizan mediante la formacion y proliferacion de meristemas
radicales (Jiménez Gonzalez, 1998). Segun el modo de ocurrencia, la organogénesis puede
ser directa con la formacioén de brotes a partir del explante utilizado, sin la intervencion de
la etapa de callo; o indirecta, en los que se observa la formacion previa de callos en el
explante (desdiferenciacion del tejido), y generacidn de brotes a partir de la diferenciacion
del tejido calloso (George & Debergh, 2008) (Figura 3). El proceso se desarrolla mediante
la inclusion de tejido meristematico estéril (yemas axilares o adventicias) en un medio
suplementado con niveles optimos de sales, compuestos organicos y reguladores de
crecimiento (Krikorian, 1991). La proporcién entre auxinas y citoquininas permite regular la
organogénesis o la desdiferenciacion, en general, cuando la relacién auxina/citoquinina es

alta se forman raices, cuando es baja se producen vastagos y con relaciones cercanas a
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uno se producen callos (Krikorian, 1995). La micropropagacion, que permite la produccién
de poblaciones de plantulas idénticas a la que les dio origen, constituye la técnica mas

difundida de propagacién masiva via organogénesis (Krikorian, 1991).

Explante

h |

Brotes @ Embriones somaticos

Figura 3. Procesos morfogénicos obtenidos a partir del cultivo in vitro de diferentes explantes. Las
lineas continuas expresan organogénesis o0 embriogénesis directa mientras que las lineas quebradas
indican que la morfogénesis se obtiene por via indirecta. llustraciéon tomada de la publicacién de Torres et
al. (2022).
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Para el establecimiento de los cultivos es necesario tener en cuenta las caracteristicas del
material de partida, el medio de crecimiento, las condiciones de incubacién y la asepsia
(Mroginski et al., 2010). En este sentido, el explante puede consistir de hojas, raices,
embriones cigoticos, anteras, hipocétilos, epicotilos, cotiledones, entre otros segmentos
vegetales. Para una eleccién apropiada del mismo debe considerarse el objetivo del cultivo
y la época del afio, como asi también la posibilidad de contaminacion, la edad fisiologica,
el tamano, el genotipo y el ambiente de procedencia del explante (Mroginski et al., 2010).
Mroginski et al. (2010) plantearon que las tasas de contaminacion pueden reducirse
cultivando explantes de plantas donantes crecidas en invernadero y evitando el uso de
explantes sucios (raices, rizomas), provenientes de plantas crecidas en macetas o en el
campo, cuya desinfeccion no se logra realizar correctamente. Asimismo, sefialaron que la
época del afo esta asociada a la posibilidad de proliferacién de microorganismos, como asi
también al grado de dormicidn de ciertos explantes (como yemas, por ejemplo). En diversos
cultivos se ha demostrado que la regeneracion es genotipo-dependiente y depende también
del tipo y la edad del explante (Espasandin et al., 2010; Monthony et al., 2021; Wan et al.,
1988). El potencial organogénico de un explante resulta inversamente proporcional a su
edad fisiolégica (Alleweldt & Radler, 1962), siendo los explantes de mayor tamafio los que
presentan una capacidad de regeneracion superior respecto a los mas pequefos,
caracterizados por contar con menor viabilidad (Litz & Jarret, 1991). Un factor determinante
en la obtencion y el crecimiento de nuevos érganos in vitro es el genotipo del material de
partida (Radice, 2010). Bajo idénticas condiciones medioambientales, se observé variacion
entre plantas pertenecientes a distintos cultivares de una misma especie en las respuestas
in vitro de un determinado explante, por lo que resulta importante tener en cuenta la
variabilidad genotipica de las plantas (Mroginski & Roca, 1991). Por otro lado, varios
autores han reportado que el entorno del cual proviene el explante tiene efectos sobre su
capacidad de regeneracion (Barbon-Rodriguez, 2003; Danoso, 1998; Jiménez-Martinez et
al., 2013).

El medio de cultivo se compone de una fuente de carbono, nutrientes minerales, sustancias
vitaminicas, reguladores del crecimiento y un agente gelificante en medios semisolidos,
requeridos para la nutricion y manipulacién de los cultivos. La incubacion se debe llevar a
cabo en condiciones ambientales controladas en lo que respecta a temperatura, calidad e

intensidad de luz, fotoperiodo, humedad atmosférica e higiene. La asociacion entre el medio
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y el explante, y las condiciones fisicas de incubacién conforman un ambiente propicio para
la proliferacién de microorganismos (bacterias, hongos), que pueden destruir el cultivo,
competir con el explante por el medio o modificarlo (Mroginski & Roca, 1991). Por lo anterior,
resulta determinante trabajar en condiciones asépticas o de esterilidad. Segun el propdsito
del cultivo, puede existir una fase de aclimatacién de las plantas regeneradas in vitro,
durante la cual deberan controlarse los parametros ambientales externos, diferentes a los
del cuarto de cultivo, con el objetivo de minimizar la deshidratacion y estimular la

fotosintesis (Mroginski et al., 2010).

1.3. Transformacién genética vegetal

La transformacion genética vegetal es una técnica que permite introducir en plantas genes
provenientes de otras especies y/o modificar la expresiébn de genes presentes en su
genoma (M. L. Diaz et al., 2010). En la actualidad existe una amplia diversidad de sistemas
de transformacion genética, clasificados en métodos directos o indirectos, dependiendo del
mecanismo utilizado para efectuar la transferencia del material genético hacia la célula
vegetal (Mohan Babu et al., 2003; Rao et al., 2009).

1.3.1. Métodos directos o fisicos de transformacion

Estos métodos permiten la introduccion del ADN exdgeno desnudo en el genoma mediante
un medio fisico o quimico. El surgimiento de estas técnicas se debié a que en ciertas
especies de importancia econdmica no pueden utilizarse métodos indirectos (M. L. Diaz et
al., 2010). La biobalistica constituye uno de los métodos mas difundidos y consiste en el
bombardeo de tejidos con microproyectiles de oro o tungsteno cubiertos con ADN o con
cualquier otra biomolécula que se pretenda introducir (Sanford, 1988). Otro método de la
misma categoria es la electroporacion, que comprende la aplicacion de un campo eléctrico
(Diaz Granados & Chaparro-Giraldo, 2012) y genera la desestabilizacién de las
membranas, induciendo en ellas poros reversibles por los que se produce el paso de
macromoléculas, fuga de iones, escape de metabolitos y mayor absorciéon de ADN por parte
de las células (Fox et al., 2006; Krassowska & Filev, 2007). Tales poros también pueden ser
generados durante el proceso de sonicacion (Mehier-Humbert et al., 2005) o bien de
manera quimica aplicando sustancias como polietilenglicol (PEG), fosfato de calcio y poly-

L-omotina (B. Chakrabarty et al., 2008). En otra técnica, el material a transferir es
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encapsulado en una esfera conformada por varias bicapas de lipidos o liposoma, que facilita

su pasaje a la célula vegetal por endocitosis (Rao et al., 2009).
1.3.2. Métodos indirectos de transformacion

Se trata de técnicas basadas en la utilizacion de vectores bioldgicos, aprovechando sus
caracteristicas naturales de patogenicidad en plantas para introducir genes de interés al
genoma vegetal (Rao et al., 2009; Veluthambi et al., 2003). EI método mas estudiado y
utilizado es mediado por Agrobacterium spp. (Hwang et al., 2017), sin embargo, los vectores
virales constituyen un segundo método de transformacion indirecta (Diaz Granados &
Chaparro-Giraldo, 2012). Esta clase de vectores puede disefiarse mediante dos
estrategias: introduciendo el gen foraneo dentro del virus completo, o bien, eliminando o
sustituyendo regiones virales, ademas de realizar la insercidn del gen de interés. Luego,
estos vectores pueden ser empleados en la transfeccion de la planta, como particula

madura o como copias del vector viral (Gleba et al., 2007; Gleba et al., 2004).
1.3.2.1. Transformacion mediada por A. tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria gram negativa del suelo que infecta a las
plantas a partir de heridas (Hwang et al., 2017). La capacidad de virulencia de A.
tumefaciens depende de la presencia del plasmido inductor de tumores (Ti) (Figura 4), que
alberga un segmento de ADN (T-DNA) (Subramoni et al., 2014), transferido naturalmente
por la bacteria a las células vegetales (Francis & Spiker, 2005). Las labores de trasplante,
mantenimiento o la accion de insectos y nematodos del sistema radical generan heridas en
las plantas (Arguedas, 2009), que al ser dafadas liberan compuestos fendlicos, azucares
neutros y acidos, necesarios para la reparacion tisular (Winans, 1992). En la naturaleza,
Agrobacterium reconoce estas sefiales derivadas de la planta, encargadas de mediar su
quimiotaxis hacia el sitio danado (Kado & Hooykaas, 1991; Wright et al., 1998) y activa la
transcripcion de genes vir involucrados en la transferencia e integracion del T-DNA en el
nucleo de las células vegetales (Subramoni et al., 2014). Por su parte, la regiéon T-DNA del
plasmido alberga oncogenes para la sintesis de reguladores de crecimiento (Korber et al.,
1991) y genes de la sintesis de opinas (M. L. Diaz et al., 2010), a diferencia de los genes
responsables del catabolismo de opinas, que se hallan en otro sector del plasmido
(Carbonero Zalduegui, 1997). Los genes rep codifican para el mantenimiento del plasmido,
mientras que los productos de tra y trb participan en su transferencia conjugativa hacia las
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agrobacterias receptoras (Christie, 2000). Por otro lado, los genes de virulencia
cromosomica (chv) se ubican fuera del plasmido Ti y sus productos estan involucrados en
la sintesis de oligosacaridos extracelulares, que permiten que Agrobacterium se adhiera a

los huéspedes vegetales (Cangelosi et al., 1989).

Genes oncogénicos

Citoquinina OPina

@ / Borde derecho del T-DNA

‘Transferencia conjugativa

Auxina

Borde izquierdo del T-DNA a Region T-DNA

Plasmido Ti
(tipo octopina)
Region de virulencia Catabolismo de opinas

Orlgen de replicacion (ori)

Figura 4. Representacion esquematica del plasmido Ti tipo octopina de A. tumefaciens. llustracion
adaptada de Pé&curar et al. (2011).

Debido a que la induccion de tumores en plantas no suele ser un resultado previsto en los
experimentos biotecnoldgicos, se han elaborado cepas curadas o desarmadas, derivadas
de Agrobacterium (De Saeger et al., 2021), que permiten suprimir este tipo de respuesta.
Las cepas curadas no contienen al plasmido Ti, mientras que las cepas desarmadas
conservan el plasmido, pero se han eliminado o inactivado los genes oncogénicos por lo
que se consideran avirulentas (De Saeger et al., 2021). Estas cepas logran infectar células
vegetales nuevamente al reintroducir en ellas un plasmido Ti modificado, el cual contiene

en la region T-DNA el gen de interés y los genes marcadores (Hwang et al., 2017).
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Asimismo, se distinguen dos clases de vectores capaces de mediar la transgénesis (Petri
Serrano, 2005). Por un lado, el sistema de vector cointegrado, compuesto por un plasmido
de E. coli portador del gen de interés y por el plasmido Ti de Agrobacterium portador de un
fragmento del plasmido de E. coli. Al transferir el plasmido de E. coli a Agrobacterium, el
gen de interés se traslada al plasmido Ti debido al proceso de recombinacion homdloga
(Figura 5.A). Por su parte, el sistema de vector binario se halla constituido por dos plasmidos
dentro de Agrobacterium: un plasmido Ti helper portador unicamente de la region viry un

plasmido portador del gen de interés (Figura 5.B).

Plasmido de E. coli

—_

/r': PlasmidoTi KB\ Genes vir
Genes vir

Plasmido Ti helper

goi

LB piasmidoTi RB Genes vir

A B

Figura 5. Diagrama esquematico de los sistemas de vectores utilizados en la transformacion genética
mediada por Agrobacterium. A: Estrategia de vector cointegrado. B: Estrategia de vector binario. goi: Gen
de interés, LB: Borde izquierdo del T-DNA, RB: Borde derecho del T-DNA, ori: Origen de replicacién, Ab":

Gen de resistencia a antibidticos. llustraciones adaptadas de la publicacién de Lee & Gelvin (2008).

Tras un ensayo de transformacién, no todas las células diana son transformadas, por lo que
resulta necesario establecer un protocolo de seleccion que impida o reduzca la aparicion

de escapes o brotes no transformados (Petri Serrano, 2005). En este sentido, se confieren
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caracteristicas distintivas a las células modificadas genéticamente mediante el uso de
genes marcadores, que permiten reconocerlas y seleccionarlas (Miki & McHugh, 2004). Hay
dos clases de genes marcadores: los de seleccion y los reporteros; ambos se introducen
en la construccion junto al gen de interés que se busca expresar en la planta. Los genes de
seleccion confieren una ventaja a las células transformadas frente a las no transformadas
en un medio selectivo, para que lleguen a diferenciarse y den lugar a un individuo completo.
El agente selectivo suele ser un antibidtico o un herbicida. El gen de la neomicina
fosfotransferasa (nptll) es uno de los genes de seleccion usualmente utilizados y confiere
resistencia frente a aminoglicésidos como la kanamicina. Por su parte, los genes reporteros
otorgan una caracteristica a las células transformantes que permite distinguirlas de las no
transformadas. En general, codifican enzimas que actuan sobre sustratos cromogénicos,
fluorogénicos, emisores de fotones o radiactivos, de tal manera que cuando se anade su
sustrato al medio se logra identificar visualmente a las células transformadas. Los
reporteros mas usuales son el gen de la B-glucoronidasa (uidA o gusA), que hidroliza 3-
glucurénidos (Vancanneyt et al., 1990), y el de la proteina verde fluorescente (gfp) (Chiu et
al., 1996), que al ser excitada con luz azul o ultravioleta emite una fluorescencia verde y
permite detectar las células transformadas de una manera no destructiva sin necesidad de

afiadir ningun sustrato al medio (Petri Serrano, 2005).

Los genes marcadores no deberian expresarse en la bacteria ya que de lo contrario seria
imposible detectar si la expresién del gen se debe a células del material vegetal o a la
expresion de la proteina en Agrobacterium (Petri Serrano, 2005). Para evitar esta expresion
se recurre a la introduccion de un intrén en el gen reportero de tal manera que solo puede
ser expresado correctamente en una célula eucariota, ya que la bacteria carece del sistema
de maduracion de ARN mensajero necesario para la eliminaciéon de dicho intrén. Otra
estrategia planteada, consiste en colocar los genes bajo el control de un promotor
especifico de eucariotas como el CaMV35S (del Virus del Mosaico de la Coliflor). Los
promotores empleados pueden ser constitutivos, de manera que la proteina que esta bajo
su control se expresa continuamente, o bien, pueden ser inducibles, de forma que el gen
solo se expresa en determinadas condiciones, por ejemplo, frente al agregado de un

sustrato especifico, debido a un aumento de la temperatura o tras un cambio en el pH.

La transformacion se puede clasificar en transitoria o estable (Hwang et al., 2017). La

transformacion transitoria no requiere la incorporacion del transgén al genoma del huésped
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y la expresion de este T-DNA suele durar pocos dias (Jones et al., 2009; Kim et al., 2009;
Li et al., 2009; Marion et al., 2008; Tsuda et al., 2012; Wroblewski et al., 2005; Wu et al.,
2014), permitiendo observar resultados en un corto periodo de tiempo (Hwang et al., 2017).
Por su parte, la transformacion estable requiere que el T-DNA se integre al genoma de la
célula huésped para que posteriormente se transmita a la siguiente generacion (Bent, 2006;
Gelvin, 2006; Rivero et al., 2014; Tague & Mantis, 2006), por lo que se trata de un proceso
largo que en muchos casos exige técnicas de cultivo de tejidos para el crecimiento de
plantas completas a partir de células o tejidos transformados (Hwang et al., 2017). Aunque
con los marcadores genéticos se seleccionan las células y los individuos que han sido
transformados, para disponer de una prueba definitiva de la integracién de los transgenes
se utilizan técnicas moleculares como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, de
sus siglas en inglés) (Petri Serrano, 2005) o el Southern Blot (Southern, 1975). Si estas
pruebas otorgan un resultado positivo, la integracién de los transgenes al genoma de la

planta se considera irrefutable.

Existen dos clases de métodos de transformacion con Agrobacterium: in vitro, que implica
el cultivo de células y tejidos vegetales seguido de la regeneracion de la planta, e in planta,
que prescinde de esta etapa, ya que los individuos transformantes provienen de células
vegetales que se mantienen intactas en la planta (Chumakov & Moiseeva, 2012), como por
ejemplo la inmersiéon de yemas florales (floral dip o spray floral), la inoculacién de tejido

meristematico y la transformacion de semillas, entre otros (Chumakov & Moiseeva, 2012).

1.3.2.1.1. Factores que afectan la eficiencia de transformacién mediada por

Agrobacterium

Existen diversos factores que influyen en la eficiencia de transformacion mediada por
Agrobacterium, entre los que se encuentran la temperatura, la luz, el uso de inductores de
genes de virulencia (Valderrama et al.,, 2005), el genotipo de la planta, la cepa de
Agrobacterium, el tipo de construccion del vector, la composicion del medio de inoculacion,
la concentracion de células bacterianas (Cheng et al., 2004), el tiempo de co-cultivo
(Ramirez et al., 2009), los genes marcadores (Opabode, 2006) y el medio de seleccion
(Petri Serrano, 2005).

Diferentes condiciones de iluminacion pueden afectar factores fisiolégicos que a su vez

influyen en la competencia por la transferencia de T-DNA e incluyen: el nivel de hormonas
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de la planta, la proliferacion celular y el estadio del ciclo celular (Villemont et al., 1997). El
intervalo de temperatura adecuado para la transformacion de Agrobacterium esta limitado
por la tolerancia de las proteinas que participan en la transferencia del T-DNA (Chumakov
& Moiseeva, 2012). La induccion de los genes vir ocurre a 25 °C, mientras que la
transferencia del T-DNA se produce a 19 °C (Fullner et al., 1996). El co-cultivo comprende
el tiempo de exposicién del explante a la bacteria (Degiovanni et al., 2010) y requiere
temperaturas cercanas o inferiores a 25 °C (Valderrama et al., 2005) debido a que valores
superiores generan necrosis tisular y reduccién de la tasa de transformacion (Salas et al.,
2001; R. Chakrabarty et al., 2002). Asimismo, cerca de los 32 °C ocurre un cambio
conformacional de la proteina VirA, involucrada en la regulacién de los genes vir (Jin et al.,
1993).

El genotipo vegetal también puede influir significativamente en el éxito de la transformacion,
debido a las caracteristicas fisiologicas y genéticas de las plantas de partida (Chumakov &
Moiseeva, 2012). En este sentido, la célula vegetal puede ser altamente susceptible o no
susceptible a la infeccion por Agrobacterium, dependiendo del genotipo de la planta

huésped y de la cepa bacteriana empleada (Jordan & Hobbs, 1994).

La concentracion optima de células de A. tumefaciens constituye otro parametro relevante
a tener en cuenta en cualquier protocolo de transformacion (Gurlitz et al., 1987). En este
sentido, valores de concentracién inferiores al 6ptimo pueden reducir la transferencia de
ADN, mientras que valores superiores al mismo pueden causar la muerte del explante
diana. La cepa de A. tumefaciens utilizada en la transferencia de ADN puede influir
significativamente en la eficiencia de la transformacién genética (Chumakov & Moiseeva,
2012). La virulencia, asi como la estructura y la organizacion del T-DNA y los genes vir
pueden ser distintos entre una cepay otra, lo que afectaria su capacidad de infeccion (Grant
et al., 2003). Las mas utilizadas son GV3101, LBA4404, EHA101, EHA105 y AGL-1 (De
Saeger et al., 2021) y poseen diferencias en relacion a la organizaciéon de su genoma,
presentando distintos backgrounds cromosomicos (De Saeger et al., 2021) y diferentes
plasmidos Ti (Hellens et al., 2000). Respecto a las caracteristicas del vector utilizado, se ha
observado que las construcciones mas largas y complejas dan como resultado frecuencias
de transformacion mas bajas y una regeneracién mas lenta (Richael & Rommens, 2012).
Por su parte, el empleo de un gen reportero biolégico o trazador vital (Chiu et al., 1996) en

las construcciones permite realizar un seguimiento de los eventos de transformacién in vivo
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(Petri Serrano, 2005). Por el contrario, la utilizacion de otros genes reportero no vitales para

confirmar la transformacién no permite detectar la tasa de supervivencia de los explantes.

En cuanto al medio de co-cultivo, varios autores han demostrado que un pH menor a 5,7
incrementa la virulencia de Agrobacterium (James et al., 1993; Alt-Morbe et al., 1989;
Vernade et al., 1988) unicamente durante el periodo de induccién de virulencia de la
bacteria, antes de la transformacion (Petri Serrano, 2005). Asimismo, un incremento del pH
en el medio tras 10 o 20 hs desde el inicio de la induccion, bloquea la expresion de los
genes de virulencia (Vernade et al.,1988). Con el objetivo de inducir la expresion de los
genes viry facilitar la transformacién se ha utilizado glucosa, azacitidina (Boase et al., 1998;
R. Chakrabarty et al., 2002), galactosa (Cangelosi et al., 1990), acetosiringona (AS) y a-
hidroxiacetosiringona (OH-AS) (Hooykaas & Schilperoort, 1984; Stachel et al., 1985). Por
otro lado, mientras que el co-cultivo prolongado promueve la colonizacién excesiva de los
explantes por parte de A. tumefaciens, lo cual puede generar alta mortalidad por sobre-
infeccion bacteriana, reduciendo la eficiencia de transformacion (Ramirez et al., 2009;
Wardhani et al., 2019), un periodo insuficiente de co-cultivo no permite observar expresion

transitoria en los explantes (Ramirez et al., 2009).

La concentracion del agente selectivo y el momento de aplicacion de la seleccion afectan
la transformacion y por lo tanto la aparicién de individuos transformados (Petri Serrano,
2005). Por lo general se suele utilizar la concentracion umbral del agente selectivo que
inhibe totalmente la regeneracion en material sin transformar (Mante et al., 1991).
Asimismo, es importante que los explantes sean transferidos al medio de seleccion pasado
un tiempo durante el cual el T-DNA se integra al genoma vegetal (Serrano, 2005). Asimismo,
dependiendo del tipo de marcador utilizado se puede evaluar la evolucion de transformacion
transitoria a estable. Wang et al. (1997) observaron que la insercion de intrones en un gen
marcador permitid mejorar el control del crecimiento de Agrobacterium durante el proceso

de transformacion.

Eltipo y la edad fisiolégica del explante, el método inductor de dafio empleado y la presencia
de reguladores de crecimiento son factores que adquieren relevancia en la transformacion
in vitro. Si bien distintos tipos de explantes pueden utilizarse como diana en la
transformacién con Agrobacterium, el material de partida debe ser apto para la

regeneracion y permitir la recuperacion de plantas transgénicas enteras (Karami, 2008).
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Asimismo, distintos tejidos, 6rganos y células de una misma planta pueden diferir en su
susceptibilidad a Agrobacterium. El estado fisioldgico del explante influye en gran medida
en la tasa de transformacion. En este sentido, se ha observado mayor éxito utilizando como
explante tejidos en activa division (Schuerman & Dandekar, 1993), por lo que varios autores
han empleado callos embriogénicos, hipocétilos y cotiledones (Mante et al., 1991). Por lo
general, en los sistemas mediados por Agrobacterium los explantes son sometidos a dafo
fisico, lo cual influye en la eficiencia de la transformacion (Rashid et al., 1996). Segun el
meétodo utilizado, las heridas se pueden originar durante el curso normal de la preparacion
del explante (Horsch et al., 1985), o bien, empleando pistolas de particulas (Bidney et al.,
1992), jeringas cargadas con Agrobacterium (Chee et al., 1989) o sonicacion (Trick & Finer,
1997). Los reguladores de crecimiento vegetal (PGR) son esenciales en la transformacion
de las plantas (Karami, 2008). La competencia para la transformacion puede estar ausente
o ser baja en explantes recalcitrantes, sin embargo, puede mejorarse mediante tratamientos
con PGR (Geier & Sangwan 1996; Sangwan et al., 1992; Valvekens et al., 1988; Villemont
et al., 1997). Asimismo, un explante puede adquirir susceptibilidad a Agrobacterium tras su
precultivo en un medio con reguladores (Chateau et al., 2000; Potrykus, 1990; Sangwan et
al., 1992; Valvekens et al., 1988). En cuanto al efecto de las condiciones de crecimiento de
las plantas donantes sobre la transformacion, Carvalho et al. (2004) observaron que
embriones de sorgo provenientes de plantas criadas en un ambiente éptimo mostraron
cierto crecimiento durante el co-cultivo y resultaron menos afectados negativamente por la
inoculacién con Agrobacterium, ademas de responder mas rapidamente al cultivo de tejidos
y contar con mayor probabilidad de supervivencia. Por el contrario, los explantes obtenidos
de plantas crecidas en condiciones subdptimas, como estrés hidrico y baja temperatura, no
mostraron ningun crecimiento aparente durante el co-cultivo y, a menudo, murieron después

del co-cultivo.
1.4. Regeneracion in vitro y transformacion genética de L. tenuis

La expresion de un marcado caracter heterocigético en las poblaciones silvestres limito el
mejoramiento genético convencional en algunas especies del género Lotus (Kade et al.,
2003). El cultivo in vitro puede ser una alternativa para obtener progenie genéticamente
homogénea y libre de enfermedades a partir de una sola planta (Suman, 2017). Ademas, la
seleccion de células y callos de Lotus en medios que contienen hormonas constituye una

herramienta util para la seleccién de variantes de origen somaclonal en programas de
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mejoramiento genético (Damiani et al., 1985; Nikoli¢ et al., 1997; Swanson, 1983), de
manera similar a lo que se ha observado para otras especies vegetales (Oger & Dessaux,
2003). Asimismao, el cultivo in vitro forma parte de los protocolos de transformacion genética
de las especies del género. El éxito de la misma depende de una alta frecuencia de
regeneracion, que varia entre especies o dentro de una especie determinada de Lotus
(Oger & Dessaux, 2003). Por lo tanto, el genotipo resulta un aspecto clave para determinar
la capacidad de regeneracion del cultivo, lo cual requiere determinar las condiciones
apropiadas para cada uno (Gokge & Suleymanpaper, 2020; Oger & Dessaux, 2003). Se han
realizado estudios de regeneracion con L. tenuis (Espasandin et al., 2010; Piccirilli et al.,
1988), Lotus pedunculatus Cav. (Pupilli et al., 1990), Lotus japonicus (Regel) K. Larsen
(Handberg & Stougaard, 1992; Lombardi et al., 2003), Lotus angustissimus L. (Nenz et al.,
1996), Lotus maritimus (Gokge & Suleymanpaper, 2020) y en particular con L. corniculatus,
la especie mas importante del género desde el punto de vista agronémico, cuyo cultivo in
vitro se realiza desde los afnos 70 (Akashi, Hoffmann-Tsay & Hoffmann, 1998; Damiani, et
al., 2008; Nikoli¢ et al., 2006; Orcen, 2013).

Los protocolos desarrollados para la transformacion de Lotus se basan en la sensibilidad
de la mayoria de las especies del género a la transferencia de genes mediada por A.
tumefaciens (Akashi, Uchiyama et al., 1998; Oger et al., 1996; Webb et al., 1996) o A.
rhizogenes (Damiani et al., 1993; Handberg & Stougaard, 1992; Nenz et al., 1996; Oger et
al., 1996; Petit et al., 1987; Stiller et al., 1997). Esto no implica necesariamente que otros
métodos, como el bombardeo de particulas, no funcionen de manera eficiente, sin embargo,
el sistema Agrobacterium representa una solucion versatil, barata y sencilla (Swanson et
al., 1990). La incorporacion de la ingenieria genética como una alternativa aplicable a los
planes de mejoramiento ha permitido reportar la transformacion genética mediada por
Agrobacterium en L. angustissimus (Nenz et al., 1996), L. corniculatus (Armstead & Webb
1987; Bellucci et al., 2000; Damiani et al., 1993, 2008), L. japonicus (Aoki et al., 2002; P.
Diaz et al., 2005; Lohar et al., 2001; Stiller et al., 1997) y L. tenuis (Damiani et al., 1993;
Espasandin et al., 2010).

El protocolo de regeneracién y transformacién mediada por A. tumefaciens cepa GV3101
en L. tenuis (Espasandin et al., 2010) fue aplicado exitosamente por el grupo de trabajo del
Laboratorio de Biotecnologia de la unidad integrada UNNOBA-INTA en la obtencién de

lineas que presentan sobreexpresion del gen LINHX1 (Affinito et al., 2021), pero dicho
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protocolo presento baja eficiencia, por lo que su optimizacién resulté necesaria. De manera
previa a la realizacion de esta tesis, se comenzo a trabajar en la optimizacion del protocolo,
por ejemplo, mediante la incorporacion de acetosiringona en la transformacién. Asimismo,
se venia utilizando un genotipo derivado del cultivar Pampa INTA, por lo que en el presente
trabajo se evaluaron otros genotipos de ese u otro origen en su capacidad de regeneracion
y elongacién de tallos y se estudio si su lugar de cria afectaba los mismos. Ademas, se
comparo la eficiencia de distintas cepas de A. tumefaciens en el proceso de transformacion,
evaluando la expresion transitoria del gen reportero GUS, que codifica la enzima -

glucoronidasa (Janssen & Gardner, 1990).

HIPOTESIS

En Lotus tenuis, la regeneracién in vitro utilizando foliolos como explante depende del
genotipo y del lugar de cria de la planta donadora del explante; y la eficiencia de

transformacion genética depende de la cepa de Agrobacterium tumefaciens utilizada.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Optimizar técnicas de regeneracion in vitro y transformacién mediante Agrobacterium
tumefaciens en Lotus tenuis a fin de que puedan ser utilizadas para realizar edicidon génica.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar la capacidad de regeneracion y elongacion in vitro de genotipos de L. tenuis de

diversos origenes utilizando foliolos como explantes.

- Evaluar la eficiencia de regeneracion y elongacion in vitro de un genotipo de L. tenuis

crecido en distintos ambientes (invernaculo, sala de crecimiento, in vitro).

- Comparar la eficiencia de transferencia de ADN de distintas cepas de A. tumefaciens al

transformar foliolos de L. tenuis utilizando el gen reportero GUS.
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarrolld6 en el Laboratorio de Biotecnologia de la Estacion

Experimental Pergamino de INTA (EEA INTA Pergamino).

4.1. Regeneracion y elongacion in vitro de distintos genotipos de L. tenuis

4.1.1. Crecimiento de las plantas madres o donadoras del explante

Se criaron en sala de crecimiento cinco genotipos de L. tenuis de diversos origenes: uno
proveniente del cultivar Esmeralda de la empresa Gentos (E3), tres del cultivar Pampa INTA
(P1, P2y PWt), y uno de la familia de medios hermanos 2297 del programa de Mejoramiento
Genético de INTA Pergamino (2297). Se acondicionaron en macetas individuales usando
como sustrato mezcla de tierra y perlita (2:1) a 24 °C con fotoperiodo de 16 hs de luz (Figura
6).

Figura 6. Crecimiento de las plantas madres. Ejemplares correspondientes a los cinco genotipos de L.

tenuis ubicados en macetas en sala de crecimiento.
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4.1.2. Cultivo in vitro

Se tomaron 35 foliolos de cada genotipo y se esterilizaron con hipoclorito de sodio 2 g/L
durante 5 min en flujo laminar horizontal. Posteriormente, se realizaron sucesivos lavados
con agua bidestilada estéril y se colocaron en frascos conteniendo medio de regeneracion
semisélido (MR), a razdn de cinco foliolos por frasco (Figura 7). El medio MR se compuso
del medio basal MS 1X (Murashige & Skoog, 1962) suplementado con las hormonas 6-
bencilaminopurina 4,5 mg/L y &cido a-naftalenacético 93 pg/L, soluciéon de vitaminas 1X
(Sigma, EEUU), anfotericina 1,25 mg/L y agar 3 % (Espasandin et al., 2010). Se dispusieron
en un disefio completamente aleatorizado (DCA) en cuarto de cultivo a 22 °C y ciclo de 16
hs luz - 8 hs oscuridad. Se controld la regeneracion una vez por semana y cuando el tejido
morfogénico presentd un tamafio mayor a 5 mm, se traspaso a frascos con medio MS 0,5X

para permitir la elongacion de tallos.

Figura 7. Cultivo in vitro de L. tenuis. A: Obtencién de material vegetal. A.1 y A.2: Corte de foliolos de
cinco genotipos de L. tenuis criados en sala de crecimiento. B: Esterilizacién de foliolos. B.1: Preparacion
de frascos con hipoclorito de sodio y agua bidestilada. B.2: Traspaso de foliolos a filtro de metal. B.3:
Realizacion de lavados. C: Ensayo de regeneracion y elongacion. C.1: Disposicion de foliolos en frascos
con medio MR. C.2: Foliolos en regeneracion. C.3: Elongacion de tallos en medio MS 0,5X.

4.1.3. Variables evaluadas

Se determinaron las siguientes variables:
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» Porcentaje de regeneracion: se calculd por frasco a los 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77, 84
y 91 dias de ensayo segun la ecuacion:

» Foliolos con regeneraciéon
% de regeneracion = - x 100
Foliolos por frasco

Ecuacion 1. Calculo del porcentaje de regeneracion. Foliolos con
regeneracion: explantes con presencia de tejido morfogénico. Foliolos por

frasco: explantes con y sin regeneracion.

= Arearegenerada (cm?): se determiné el area promedio por frasco a los 63 dias de ensayo
a partir del analisis de imagenes con el programa ImageJ. Para obtener los valores de la

variable en unidades de area (cm?) se determiné una escala segin Anexo |.

= Numero de tallos por explante y altura de los mismos: los datos se registraron en dos
momentos. En primer lugar, a los 100 dias de iniciado el ensayo (100 ddi) se realizé el
recuento de tallos de cada explante dentro del frasco con medio MR y se determiné su
altura (mm) utilizando una regla. En segundo lugar, a medida que cada explante alcanzé
60 dias del pasaje a MS 0,5X, fueron retirados de los frascos y colocados sobre una
placa, donde se registr6 el nimero de tallos de cada uno y se determind su altura
utilizando regla (Figura 8). Posteriormente se descartaron, dando por concluido el

ensayo.
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Figura 8. Elongacion de tallos regenerados de un genotipo de L. tenuis. A:
Dentro de frasco para el registro a los 100 dias de ensayo. B: Fuera del frasco

transcurridos 60 dias del pasaje a MS 0,5X.

4.2. Regeneracion y elongacion in vitro del genotipo de L. tenuis previamente
seleccionado crecido en distintos ambientes

Una vez determinado el genotipo con mayor porcentaje de regeneracion y elongacién in
vitro, se evaluo el lugar de cria del material de partida: explantes (foliolos) provenientes de
plantulas crecidas in vitro (iv) (Figura 9.A), de plantas crecidas en invernaculo (1) (Figura
9.B) y de plantas crecidas en sala de crecimiento (S) (Figura 9.C). El genotipo se propago
vegetativamente y se crecid en macetas con tierra y perlita (2:1) en sala de crecimiento y
en invernaculo. Por otra parte, a partir de los explantes in vitro regenerados en la Seccion
4.1.2, se cortaron tallos de 2-4 cm de largo y se incubaron en condiciones de esterilidad
con &cido indolbutirico (IBA) 100 ppm durante 2 hs. Posteriormente, se pasaron a medio
MS 0,5X y sirvieron como fuente de los explantes criados in vitro (iv).
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Figura 9. Genotipo de L. tenuis crecido en distintos ambientes. Plantas del genotipo

seleccionado crecidas en A: Cuarto in vitro, B: Invernaculo, C: Sala de crecimiento.

Finalmente, se utilizé la misma metodologia que la descripta en la Seccion 4.1.2 a
excepcion de los foliolos provenientes de plantas obtenidas in vitro en condiciones axénicas
gue se colectaron dentro del flujo laminar y no se esterilizaron. En este caso, se tomo con
una pinza la planta del genotipo selecto previamente regenerado in vitro, y se colocé sobre

placa de Petri. Los foliolos se cortaron con la ayuda de pinzas y bisturi.

El registro de las variables se realizé de la misma manera que en el ensayo anterior
(Seccion 4.1.3). El porcentaje de regeneracion promedio se considero a los 17, 21, 28, 35,
42, 49 y 56 dias, mientras que el area regenerada promedio se evalud a los 32 dias de
ensayo. Por su parte, el nimero promedio de tallos por explante y la altura promedio de los
mismos se midieron a los 64 dias de ensayo y a los 60 dias del pasaje a MS 0,5X.
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4.3. Transformacién de L. tenuis mediante Agrobacterium tumefaciens

4.3.1. Vector pCambia 2301

Para la transformacién de foliolos de L. tenuis se utilizo el vector binario pCambia 2301 de
11634 pb (Figura 10). Los bordes izquierdo y derecho flanquean la region T-DNA de 5391
pb (Escoffié, 2003), que porta el gen reportero gusA (uidA) y el gen de seleccion nptll,
ambos bajo el control transcripcional del promotor constitutivo CaMV35S (May, 2015). El
gen reportero gusA codifica para la enzima 3-glucoronidasa, que cliva al sustrato X-Gluc y
genera una coloracion azul indigo facilmente detectable mediante la prueba histoquimica
de GUS. Para asegurar que el gen solo se exprese en células eucariotas, y no aparezcan
falsos positivos en la prueba por expresion en A. tumefaciens, se introdujo el intrén de la
catalasa vegetal entre los exones de GUS (Gilissen et al., 1998) constituyendo la
construcciéon gusA-intron. Durante el procesamiento del ARN inmaduro, el intrén del gen
GUS es eliminado por splicing en la célula vegetal, pero esto no ocurre en las células
procariotas, por lo que no se detecta la actividad de GUS en las bacterias que contienen la
construccion. Por otro lado, el gen nptll (neomicina fosfotransferasa Il) otorga resistencia al
antibidtico kanamicina utilizado para la seleccion de bacterias y plantas transformadas
(Escoffié, 2003).
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Figura 10. Mapa y regién T-DNA del vector pCambia 2301. A: Conformacion circular; B:
programa SnapGene Viewer

Conformacién lineal. Figuras obtenidas con el
(https://snapgene.com/snapgene-viewer). C: T-DNA. KanR (nptll): cassette que contiene al gen

marcador selectivo que codifica para la enzima neomicina fosfotransferasa Il y confiere

resistencia a kanamicina, con su promotor y terminador; 35S: promotor CaMV35S; gusA-intron:
gen reportero que codifica la enzima R-glucoronidasa; TNOS: terminador de nopalina sintasa

(NOS); LB: borde izquierdo; RB: borde derecho.



4.3.2. Transformacion bacteriana con pCambia 2301

Se generaron células competentes de A. tumefaciens cepas AGL1, EHA105 y LBA4404 y
se transformaron con el plasmido mediante el método freeze-thaw (ver Anexo Il). Para esto,
se mezclaron 500 pL de células competentes con 2 pL del vector, se incubaron a 37 °C
durante 2 min en un bafio de agua y se colocaron 60 min en hielo mezclando cada 15 min.
Luego, se adicioné 1 mL de medio Luria-Bertani (LB) estéril y se incub6 a 28 °C con
agitacion a 250 rpm durante 120 min. EI medio LB se compone de triptona 10 g/L, extracto
de levadura 5 g/L y NaCl 10 g/L (Sambrook et al., 1989). Posteriormente, se centrifug6 30
seg a 6000 rpm, se descartd el sobrenadante y se distribuyeron las bacterias en placas de
Petri con LB-agar 14 g/L y los antibiéticos correspondientes para la seleccidén segun la cepa
(Tabla 1) y kanamicina para la seleccion del plasmido (50 ug/mL). Se incubaron 2 dias a 28
°C y se realizé extraccion de ADN plasmidico de las colonias resistentes a los antibioticos

segun lo indicado por Green & Sambrook (2016) (ver Anexo II).

Concentracién del Dilucién en LB en

Cepa Agente selectivo agente selectivo la transformacion
AGL1 12,5 pg/mL 1/10000
Rifampicina
EHA105 25 pg/mL 1/40000
Rifampicina 25 pg/mL
GVv3101 1/40000
Gentamicina 50 pg/mL
Rifampicina 50 pg/mL
LBA4404 1/1000
Estreptomicina 100 pg/mL

Tabla 1. Resistencia a antibi6ticos y factor de dilucion en medio LB de las cepas de A. tumefaciens empleadas

para la transformacion bacteriana con el vector pCambia 2301.

Se realiz6 PCR con cebadores especificos (Tabla 2) para corroborar que las colonias
contenian el plasmido pCambia 2301. Las células competentes de la cepa GV3101 de A.

tumefaciens fueron gentileza del Instituto de Genética “Ewald A. Favret” (IGEAF, INTA).
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Nombre del cebador Secuencia (5'2>3’) Tm (°C) Amplicon (pb)
TAGAAACCCCAACCCGTGAAA

gusA o8 326
TGGCGTATAGCCGCCCTGAT
GATGTTTCGCTTGGTGGTCG

nptil o8 402
CAAGATGGATTGCACGCAGG

Tabla 2. Cebadores utilizados para la validacién por PCR de la presencia del plasmido
pCambia 2301 en distintas cepas de A. tumefaciens. Se indica la secuencia, la temperatura

de annealing (Tm) y el tamafio del amplicon que genera el par de cebadores en pares de bases
(pb).

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de reaccién de 12,5 yL. En cada
reaccion se utilizé 0,13 pL de cada dNTP 200 uM, 1,67 yL de Buffer Taq 10X, 0,67 uL de
Mg?* 2,5 mM, 0,26 L de cada cebador 10 mM, 0,11 pL de Taq ADN Polimerasa Pegasus
(PB-L, Argentina) y 30 ng de ADN templado. Se llevaron a cabo en un termociclador
Veriti 96-Well Thermal Cycler (ThermoFisher, Estados Unidos), utilizando el siguiente perfil
de PCR: 1 min a 95 °C; 35 ciclos de 15 seg a 95 °C, 30 seg a la temperatura de annealing
y 30 seg a 72 °C; y una etapa final de extension de 7 min a 72 °C. El producto de

amplificacion fue resuelto en gel de agarosa 0,8 %, tefiido con bromuro de etidio (0,5 g/mL).

4.3.3. Transformacion de L. tenuis
Se utilizo el protocolo de transformacion genética de Espasandin et al. (2010), con

modificaciones.

4.3.3.1. Crecimiento y preparacion de A. tumefaciens

Se prepararon cultivos de A. tumefaciens cepas GV3101, EHA105, LBA4404 y AGL-1 con
el plasmido pCambia 2301 (Figura 11.A.1-8). El crecimiento de los cultivos se realiz6 a 28
°C en placas de Petri con medio LB-agar suplementado con antibiéticos de seleccion
correspondientes a cada cepa. Dos dias antes de la transformacion, se inocularon 2 mL de
medio LB y antibi6ticos con una colonia. El preparado se incubd a 28 °C en agitacion a 250
rpm ON (del inglés Over Night, durante la noche). Al dia siguiente, se realizé una dilucion
en medio LB con antibidticos segun la cepa y se incubd a 28 °C a 250 rpm hasta alcanzar
una ODeoo (del inglés Optical Density, densidad optica a 600 nm) de 0,4. Luego, el cultivo

bacteriano se centrifugd a 5000 rpm durante 10 min. Pasado este tiempo, se descarto el
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sobrenadante y se resuspendio el pellet en 100 mL de medio MR liquido con acetosiringona
100 uM. Finalmente, se cultivd en oscuridad por 60 min en agitacién a 250 rpm y 28 °C,

logrando de esta manera células competentes para infectar los foliolos.

4.3.3.2. Preparacion de los foliolos de L. tenuis y co-cultivo con Agrobacterium

Se obtuvieron 250 foliolos del genotipo seleccionado cultivado in vitro. Cada una de las
cuatro suspensiones bacterianas competentes, obtenidas segun la Seccion 4.3.3.1, se
incubaron con 50 foliolos en oscuridad durante 15 min a 250 rpm y 28 °C. Posteriormente,
se escurrieron sobre papel de filtro estéril y se colocaron en placas de Petri con medio MR
semisélido y acetosiringona 200 puM (Figura 11.B.1-3). Los 50 foliolos restantes se
colocaron directamente en placas de Petri con medio MR semisdlido como control negativo

de transformacién. El co-cultivo se realizé durante 4 dias en oscuridad a 22 °C.
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Figura 11. Técnica de transformacidon de foliolos L. tenuis. A: Crecimiento y preparacion de las cepas
de A. tumefaciens portadoras del plasmido pCambia 2301. A.1l: Inéculo bacteriano en medio LB
suplementado con antibidticos. A.2: Agitacidn del preparado en incubadora a 250 rpm y 28 °C ON. A.3:
Dilucién del cultivo de A. tumefaciens crecido ON. A.4: Determinacion de la densidad 6ptica del cultivo
bacteriano en espectrofotometro. A.5: Preparacion de tubos con cultivo para centrifugacion. A.6:
Centrifugacion del cultivo a 5000 rpm durante 10 min a 4 °C. A.7: Precipitado de bacterias obtenido por
centrifugacion. A.8: Pellet resuspendido en medio MR liquido con acetosiringona 100 pM. B: Preparacion
de los foliolos de L. tenuis y co-cultivo con Agrobacterium. B.1: Inmersion de foliolos en la suspension
bacteriana. B.2: Agitacion del preparado en incubadora a 250 rpm durante 15 min a 28 °C. B.3: Secado de

foliolos en papel de filtro para su posterior co-cultivo.
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4.3.3.3. Visualizacion de la transferencia del ADN-T mediante la técnica histoquimica
de GUS

La deteccion del gen gusA (uidA) se basoé en la actividad que presenta la R-glucoronidasa
para catalizar la hidrélisis de X-Gluc (acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénico, sal
ciclohexilamonio) (Escoffié, 2003). La solucién de X-Gluc se preparé con dimetilformamida
a una concentracion de 100 mg/mL a partir de la mezcla de sustrato (ver Anexo V).
Transcurridos los 4 dias de co-cultivo, la mitad de los foliolos se colocé en tubos cénicos y
se les adicion6 la solucion de coloraciéon X-Gluc. Se incubé ON a 37 °C en oscuridad y se
extrajeron los pigmentos mediante sucesivos lavados de concentraciones crecientes de
etanol. La enzima interactué con el sustrato y por dimerizacion oxidativa produjo un
precipitado azul (May, 2015) observado en los foliolos transformados (Figura 12).

Figura 12. Foliolos tratados y decolorados con X-Gluc. Los explantes con

tincién presentan expresion transitoria del gen gusA.

Se determiné el porcentaje de transferencia de cada cepa a partir del recuento de foliolos
con coloracién azul mediante su observacion bajo la lupa (10X) segun la ecuacion:
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0% de t N de foliolos con tincién 100
b de transferencia = N° de foliolos observados x

Ecuacion 2. Calculo del porcentaje de transferencia de las cepas de
A. tumefaciens empleadas en la transformacioén. Foliolos con tincién:
explantes positivos para la coloracion X-Gluc. Foliolos observados:

explantes positivos y negativos para la tincién examinados bajo lupa.

4.3.3.4. Evaluacion de la sobrevida de los explantes post-transformacién

La otra mitad de los foliolos se colocé en medio MR con cefotaxima 400 pg/mL y kanamicina
25 pg/mL para permitir la regeneracion de aquellos que hubieran sido transformados. A los
60 y a los 90 dias se determind la sobrevida de los explantes (Figura 13).

Figura 13. Regeneracion de foliolos en medio de regeneracién (MR) con agente selectivo a 60 dias

de la transformacién. Los explantes corresponden al tratamiento con la cepa AGL1 de A. tumefaciens.

4.4. Andlisis estadistico

El andlisis de los datos obtenidos se realiz6 mediante distintos procedimientos del software
InfoStat en su interfaz con R (Di Rienzo et al., 2020).

Se determind si las variables presentaban distribucion normal mediante la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk y mediante Q-Q plots de los residuos. También se realizaron
gréaficos de dispersion de los residuos versus los valores predichos. Se ajustaron modelos
para heterogeneidad de variancias y/o datos correlacionados mediante el médulo de

36



modelos lineales generales y mixtos (MLM). En los casos en los que los datos no resultaron
normales o no pudieron ajustarse por MLM, se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskall
Wallis. Se utilizé un nivel de probabilidad de 0,05 para evaluar el grado de significancia
estadistica. Cuando se detectaron diferencias significativas (p<0,05), se aplico el test de
comparaciones multiples DGC (prueba de formacion de grupos excluyentes, Di Rienzo et
al., 2002) cuando se realiz6 ANOVA y el test de comparaciones multiples de a pares de

Conover cuando se realizé la prueba de Kruskall Wallis.

En el ensayo de genotipos se realizaron siete repeticiones por genotipo en un disefio
experimental completamente aleatorizado. Para el analisis del porcentaje de regeneracién
se realiz6 ANOVA de dos factores (genotipo y tiempo) considerando medidas repetidas en
el tiempo, utilizando estructura autorregresiva de orden 1 entre los errores del mismo frasco
y varianza residual diferente en los distintos tiempos. Se siguié el siguiente modelo

estadistico lineal:

Vi =1+ vi+ o+ o)+ &ijk

Ecuacion 3. Modelo estadistico lineal para la variable porcentaje de

regeneracion en el ensayo de genotipos. Y;;,.: Observacion debida al i-ésimo

genotipo en la j-ésima fecha. u: Media general. y;: Efecto del i-ésimo genotipo.
;. Efecto de la j-ésima fecha. (y¢);;: Efecto de la interaccion entre el i-ésimo

genotipo y la j-ésima fecha. ¢;.: Error de la ijk observacion.

Para el area regenerada se realiz6 ANOVA de un factor (genotipo) considerando varianza

residual diferente en los distintos genotipos, segun el modelo:

Yij= ,Ll+ Ki+£ij

Ecuacion 4. Modelo estadistico lineal para la variable area

regenerada en el ensayo de genotipos. Y;;: Observacion

debida al i-ésimo genotipo. u: Media general. k;: Efecto del i-

€simo genotipo. ¢;;: Error de la ij observacion.
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Para el numero de tallos y altura promedio de los mismos a los 100ddi y 60dMS, se aplico
la prueba de Kruskall Wallis debido a que los datos no eran normales ni pudieron ajustarse.

En el ensayo de comparacion de lugares de cria de las plantas madres o donadoras de
explantes se realizaron siete repeticiones por lugar en un disefio experimental
completamente aleatorizado. Para el andlisis del porcentaje de regeneracion se realizo
ANOVA de dos factores (lugar y tiempo) considerando medidas repetidas en el tiempo,
utilizando estructura autorregresiva de orden 1 entre los errores del mismo frasco y varianza
residual diferente en los distintos tiempos; para el area regenerada se realiz6 ANOVA de
un factor (lugar), considerando varianza residual diferente para los distintos lugares de cria
y para el numero de tallos y altura promedio, la prueba de Kruskall Wallis. Los modelos
estadisticos utilizados fueron similares a aquellos considerados en el ensayo de
comparacioén de genotipos, pero considerando los efectos de los lugares de cria de las

plantas madres.

En el ensayo de transformacién se realizaron cinco repeticiones del protocolo con cada
cepa. Para el andlisis del porcentaje de foliolos con expresion transitoria obtenido con cada
cepa se realiz6 ANOVA de un factor (cepa) y test de comparaciones multiples DGC. La

variable se analiz6 utilizando el siguiente modelo estadistico lineal:

Yij: ,u-l— Ki+€ij

Ecuacion 5. Modelo estadistico lineal para el ensayo de

transformacion. Y;;: Observacion debida a la i-ésima cepa. pu:
Media general. k;: Efecto de la i-ésima cepa. ¢;: Error de la

ij observacion.

Se calcul6 el coeficiente de variacion de los porcentajes de expresion transitoria por cepa 'y
el coeficiente de correlacion de Pearson entre el porcentaje de explantes con expresion
transitoria y el porcentaje de explantes resistentes al agente de seleccion, kanamicina, a

los 60 y 90 dias de la transformacion.
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RESULTADOS

5.1. Regeneracion y elongacion in vitro de distintos genotipos de L. tenuis

El primer ensayo consistié en evaluar el comportamiento promedio de distintos genotipos
de L. tenuis a partir del analisis de las variables morfoldgicas presentadas en la Seccién
4.1.3. Se encontraron diferencias significativas entre genotipos (p<0,05) para todas las
variables estudiadas excepto para el area regenerada a los 63 dias de ensayo (Tabla 3).
Asimismo, se observaron diferencias significativas entre fechas (p<0,05) e interaccion

significativa entre los genotipos y la fecha de evaluacion (p<0,05) para la regeneracion.

Variable Momento de Media E.E. Analisis
evaluacién p-valor
Regeneracion (%) Semanal hasta 61,74 1,80 Genotipo: 0,0007
91 ddi Fecha:
<0,0001
Genotipo*Fecha:
0,0278
Area regenerada 63 ddi 0,0779 0,0077 Genotipo:
(cm?) 0,1602
Numero de 100 ddi 1,43 0,26 Genotipo:
tallos/explante <0,0001
60 dMS 9,10 1,36 Genotipo:
<0,0001
Altura promedio de 100 ddi 1,44 0,32 Genotipo:
tallos/explante <0,0001
(mm) 60 dMS 421 0,69 Genotipo:
<0,0001

Tabla 3. Comportamiento promedio de los genotipos PWt, 2297, P1, P2y E3 de L. tenuis paralas
variables regeneracion, area regenerada y namero y altura de tallos por explante. Media, error
estandar (E.E.), coeficiente de variacion (CV) y p-valor para genotipo, fecha e interaccion
genotipo*fecha, cuando corresponde. ddi: Dias desde inicio del ensayo; dMS: Dias desde el traspaso

del explante a medio MS 0,5X.

5.1.1. Regeneracion in vitro
Para evaluar si la regeneracion in vitro era dependiente del genotipo del explante, se
registr6 semanalmente el porcentaje de regeneraciéon de los foliolos hasta los 91 dias de

ensayo y se midi6é su area regenerada a los 63 dias. La Figura 14 muestra que el genotipo
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2297 presentod porcentajes significativamente mayores a los demas genotipos hasta los 42
dias de ensayo. Puede observarse que a los 28 dias, alcanzé una regeneracion del 62 + 9
% (ver Anexo V), mientras que el resto de los genotipos no supero el 30 %. Tras una
semana, el genotipo 2297 no incremento considerablemente su porcentaje de regeneracion
(65 + 11 %) mientras que los genotipos PWty E3 superaron el 40 %. Por su parte, P1y P2
mantuvieron una regeneracion inferior al 30 %. A los 42 dias, el genotipo 2297 logré una
regeneracion de 73 + 11 %, mientras que PWt, E3 y P1 mostraron valores entre el 40 % y
el 55 %, y P2 no logré alcanzar el 20 %. Una semana después, los genotipos 2297 y PWt
se diferenciaron del resto con porcentajes de aproximadamente 80 % (Figura 15). En las
siguientes semanas, los demés genotipos fueron acercandose a estos dos y dejaron de
presentar diferencias significativas con ellos, hasta que a los 77 dias, todos los genotipos
presentaron valores similares de regeneracion, superando el 80 %. A los 91 dias, todos los
genotipos alcanzaron una regeneracion superior al 85 %. Cabe destacar que una vez que
cada genotipo supero aproximadamente el 70 % de regeneracion, el porcentaje no presento
incrementos significativos durante el resto del ensayo. En este sentido, los genotipos que
lograron una regeneracion superior al 70 % en menor tiempo fueron 2297 (42 dias) y PWt
(49 dias).
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Figura 14. Regeneracioén de distintos genotipos de L. tenuis alos 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77, 84 y 91 dias
de ensayo. La regeneracion se expresa en %. 2297: Genotipo de una familia de medios hermanos de INTA E3:
Genotipo proveniente del cultivar Esmeralda, PWt, P1 y P2: Genotipos provenientes del cultivar Pampa INTA.
Las barras indican medias y error estdndar. Letras distintas indican diferencias significativas entre genotipos
(p<0,05) segun el test de comparaciones multiples DGC.
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PWt 2297 E3

Figura 15. Regeneracién de foliolos de los cinco genotipos de L. tenuis evaluados alos 49 dias de

ensayo. Barra: 1 cm.

Los foliolos provenientes de distintos genotipos no presentaron valores significativamente
diferentes entre si para el area regenerada a los 63 dias (p>0,05). Cabe aclarar que, si bien
en la Figura 16 puede observarse cierta tendencia que indica mayor area regenerada de
PW1, el conjunto de datos correspondiente a este genotipo presenta dispersion. En este
sentido, a causa de la variabilidad presente, no se encontraron diferencias significativas
entre el area regenerada de PWt y la del resto de los genotipos. Los valores medios de

regeneracion se detallan en el Anexo V.
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Figura 16. Area regenerada promedio de foliolos de distintos genotipos de L. tenuis a los 63 dias de
ensayo. El area se expresa en cm?. Las barras indican medias y error estandar. Medias con una letra comin no

son significativamente diferentes (p<0,05) segun el test de comparaciones multiples DGC.

5.1.2. Elongacion de tallos

Para determinar si la elongacion in vitro resultaba dependiente del genotipo, se registro el
numero de tallos por explante y la altura de los mismos a los 100 dias de ensayo y a los 60
dias del traspaso de tejido morfogénico a medio MS 0,5X. Se encontraron diferencias
significativas (p<0,05) entre los genotipos para ambas variables evaluadas a los 100 dias
de iniciado el ensayo. En la Figura 17 se puede observar que PWt presentdé mayor nimero
de tallos por explante que los demas genotipos con un promedio 4,00 + 0,66 tallos (ver
Anexo V). Por su parte, P1 y P2 mostraron un namero de tallos similar entre si y
significativamente inferior que PWt. Asi mismo, el genotipo 2297 tuvo un comportamiento
similar a P2 para la misma variable. Debe destacarse que en el periodo de tiempo ensayado
el genotipo E3 no desarrollo tallos. A partir de la Figura 18 se puede observar que los
genotipos destacados por presentar mayor altura de los tallos regenerados fueron P1, con
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una altura media de 2,84 + 0,88 mm, y PWt, que presentd una altura promedio de 2,73 *

0,86 mm. Entre ellos no se evidenciaron diferencias significativas para esta variable, pero

resultaron superiores a los demas genotipos. En este sentido, P2 y 2297 mostraron un

comportamiento similar entre si respecto a la altura de los tallos.

w »
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Figura 17. Namero de tallos por explante de los cinco genotipos de L. tenuis evaluados
a los 100 dias de ensayo y error estandar asociado. Letras distintas indican diferencias

significativas entre genotipos (p<0,05) segun el test de comparaciones miltiples de a pares

de Conover.
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100 dias de ensayo
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Figura 18. Altura promedio de tallos por explante de los cinco genotipos de L. tenuis
evaluados a los 100 dias de ensayo y error estandar asociado. La altura se expresa en
mm. Letras distintas indican diferencias significativas entre genotipos (p<0,05) segun el test

de comparaciones multiples de a pares de Conover.

Cada explante regenerado fue quitado del frasco a los 60 dias de su traspaso a medio MS
0,5X, se contd el numero de tallos por explante y se midié su altura (Figura 19.A). Se
encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre los genotipos en el numero y la altura
de tallos por explante. La Figura 19.B muestra que PWt y P1 no presentaron diferencias
significativas en el numero de tallos por explante, con valores medios de 21,33 + 2,56 y
12,1 + 1,79 tallos, respectivamente (ver Anexo V). Por su lado, P2 se comporté de forma
similar a P1, aunque su numero de tallos promedio fue inferior al de PWt. E3 y 2297
presentaron valores promedio inferiores a PWt y P1. De acuerdo con la Figura 19.C los
genotipos que mostraron mayor altura fueron PWt, con una altura media de 21,33 £ 1,6
mm, y P1, con una altura promedio de 7,57 + 1,26 mm. Por su parte, E3, P2 y 2297
mostraron un comportamiento similar entre si para la misma variable. En general, el
comportamiento entre genotipos para la altura de los tallos regenerados resultdo semejante
al observado a los 100 dias de ensayo. Sin embargo, a diferencia de lo observado en ese
momento, el genotipo E3 desarroll6 tallos, pese a mostrar el menor niamero y altura de estos

en conjunto con el genotipo 2297. Asimismo, PWt y P1 no presentaron diferencias
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significativas entre si para ninguna de las dos variables, resultando superiores al resto de

los genotipos.
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Figura 19. Elongacion de tallos de los cinco genotipos de L. tenuis alos 60 dias del traspaso del tejido
morfogénico a medio MS 0,5X. A: Tallos regenerados a partir de foliolos de los cinco genotipos. MS: medio
de elongacién. B: Numero de tallos por explante y error estandar asociado. C: Altura promedio de tallos por
explante y error estandar asociado. La altura se expresa en mm. Letras distintas indican diferencias

significativas entre genotipos (p<0,05) segun el test de comparaciones multiples de a pares de Conover.
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5.2. Regeneracion y elongacion in vitro del genotipo PWt de L. tenuis crecido en

distintos ambientes

El segundo ensayo consistié en evaluar el comportamiento promedio del genotipo PWt de
L. tenuis proveniente de distintos ambientes, a partir del andlisis de las variables
morfolégicas presentadas en la Seccion 4.1.3. Se encontraron diferencias significativas
entre ambientes (p<0,05) para todas las variables estudiadas, excepto para el nimero de
tallos y la altura promedio de los mismos a los 60 dias del traspaso del tejido morfogénico
a MS 0,5X (Tabla 4). Asimismo, se observé diferencia significativa (p<0,05) entre fechas e
interaccidon significativa (p<0,05) entre los ambientes y la fecha de evaluacion para la

regeneracion.

Variable Momento de Media E.E. Andlisis
evaluacion estadistico
p-valor
Regeneracion (%) Semanal hasta 58,49 2,66 Lugar: <0,0001
56 ddi Fecha: <0,0001
Lugar*Fecha:
<0,0001
Area regenerada 32 ddi 0,0929 0,0260 Lugar: 0,0006
(cm?)
Numero de 64 ddi 5,32 0,76 Lugar: <0,0001
tallos/explante
60 dMS 45,50 5,50 Lugar: 0,1172
Altura promedio de 64 ddi 1,91 0,28 Lugar: 0,0006
tallos/explante
(mm) 60 dMS 5,86 075 Lugar: 0,4223

Tabla 4. Comportamiento promedio del genotipo PWt de L. tenuis proveniente de tres ambientes
(in vitro, sala de crecimiento e invernaculo) para la variable regeneracion y niumero y altura de
tallos por explante. Media, error estandar (E.E.) y p-valor para lugar, fecha e interaccion lugar*fecha,
cuando corresponde. ddi: Dias desde inicio del ensayo; dMS: Dias desde el traspaso del explante a
medio MS 0,5X.

5.2.1. Regeneracion in vitro

Para evaluar si la regeneracion in vitro de PWt era dependiente del ambiente de donde

provino el explante, se registré6 semanalmente el porcentaje de regeneracién de los foliolos
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hasta los 56 dias de ensayo y se midio su area regenerada a los 32 dias. Como se presenta
en la Figura 20, se observé que en todos los momentos de evaluacion los foliolos
provenientes de cultivo in vitro presentaron mayor porcentaje de regeneracion que los
provenientes de sala de crecimiento, y estos a su vez presentaron mayores porcentajes
gue los de invernaculo. A los 17 dias, los foliolos provenientes de cultivo in vitro alcanzaron
un 77 £ 5 % de regeneracion (ver Anexo VI), mientras que los procedentes de sala e
invernaculo no superaron el 10 %. A lo largo del tiempo, se fue incrementando el porcentaje
de regeneracion de los tres origenes, manteniendo el ranking (Figura 21). Finalmente, a los
56 dias, los foliolos procedentes de cultivo in vitro alcanzaron el 100 % de regeneracion, y

los de los ambientes restantes se mantuvieron por debajo del 75 %.
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Figura 20. Regeneracion de foliolos del genotipo PWT de L. tenuis provenientes de tres ambientes (in
vitro, en sala de crecimiento e invernaculo) a los 17, 21, 28, 35, 42, 49 y 56 dias de ensayo. La
regeneracion se expresa en %. Las barras indican medias y error estandar. Letras distintas indican diferencias

significativas entre ambientes (p<0,05) segun el test de comparaciones multiples DGC.
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In vitro Sala Invernaculo

—

Figura 21. Regeneracidn de foliolos del genotipo PWt de L. tenuis proveniente de tres ambientes (in
vitro, en sala de crecimiento e invernaculo) a los 49 dias de ensayo. Los explantes crecidos in vitro

presentaron mayor area regenerada que el resto. Barra: 1 cm.

Para obtener el valor de area regenerada se utilizé la misma metodologia que en el ensayo
de genotipos (ver Anexo I). A los 32 dias de ensayo, los foliolos crecidos in vitro presentaron
un area regenerada promedio de 0,23 + 0,04 cm? (ver Anexo V1), significativamente superior
a aquellos cultivados en sala e invernaculo, que no presentaron diferencias entre ellos, con

areas promedio de 0,03 + 4,90 cm?y 0,02 + 4,702 cm?, respectivamente (Figura 22).
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Figura 22. Area regenerada promedio de foliolos del genotipo PWt de L. tenuis provenientes de tres
ambientes (in vitro, en sala de crecimiento e invernaculo) alos 32 dias de ensayo. El &rea se expresa en
cm?. Las barras indican medias y error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre

ambientes (p<0,05) segun el test de comparaciones multiples DGC.

5.2.2. Elongacion de tallos

Para determinar si la elongacioén in vitro de PWt resultaba dependiente del ambiente, se
registré el numero de tallos por explante y la altura de los mismos en explantes de este
genotipo crecido in vitro, en sala de crecimiento e invernaculo, a los 64 dias de ensayoy a
los 60 dias del traspaso de tejido morfogénico a medio MS 0,5X. Se encontraron diferencias
significativas (p<0,05) entre los ambientes para ambas variables evaluadas a los 64 dias
de ensayo. En las Figuras 23 y 24 puede observarse que los explantes provenientes de
cultivo in vitro presentaron un numero y altura de tallos significativamente superior que
aquellos procedentes de los ambientes restantes, mostrando un promedio de 8,89 + 0,92
tallos y una altura media de 2,72 £ 0,4 mm (ver Anexo VII). Los explantes crecidos en
invernaculo y sala mostraron un comportamiento similar entre si y no evidenciaron

diferencias significativas entre ellos para ambas variables.
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Figura 23. Nimero de tallos por explante de los cinco genotipos de L. tenuis evaluados
a los 100 dias de ensayo y error estandar asociado. Letras distintas indican diferencias

significativas entre ambientes (p<0,05) segun el test de comparaciones multiples DGC.
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Figura 24. Altura promedio de tallos por explante de foliolos del genotipo PWt de L.
tenuis crecido en tres ambientes (in vitro, en sala de crecimiento e invernaculo)
evaluados a los a los 64 dias del cultivo in vitro y error estadndar asociado. La altura se
expresa en mm. Letras distintas indican diferencias significativas entre ambientes (p<0,05)

segun el test de comparaciones multiples DGC.

Cada explante regenerado fue retirado del frasco a los 60 dias de su traspaso a medio MS
0,5X, se contd el niumero de tallos por explante y se midié su altura (Figura 25.A). A
diferencia de lo observado a los 64 dias de ensayo y como se muestra en la Figura 25.B-
C, los foliolos provenientes de los distintos ambientes no presentaron diferencias
significativas para ninguna de las dos variables (p>0,05). Los valores medios de elongacion

a los 60 dias del traspaso a medio MS 0,5X se hallan especificados en el Anexo VI.
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Figura 25. Elongacioén de tallos a partir de foliolos del genotipo PWt crecido in vitro, en sala de
crecimiento e invernaculo, a 60 dias del traspaso del tejido morfogénico a medio MS 0,5X. A:
Tallos regenerados a partir de foliolos de PWt crecido en tres ambientes. MS: medio de elongacion.
B: NUumero de tallos por explante de PWt crecido en tres ambientes y error estandar asociado. Medias
con una letra comdn no son significativamente diferentes (p<0,05) segun el test de comparaciones
multiples DGC. C: Altura promedio de tallos por explante de PWt proveniente de tres ambientes y
error estandar asociado. La altura se expresa en mm. Medias con una letra comin no son

significativamente diferentes (p<0,05) segun el test de comparaciones multiples DGC.

53



5.3. Transformacion de L. tenuis mediante A. tumefaciens

5.3.1. Transformacion bacteriana
Se logré la transformacién de las cepas AGL1, EHA105 y LBA4404 con el pladsmido

pCambia 2301 mediante el método freeze-thaw. Las bacterias transformantes crecieron en
medio selectivo con antibidticos para cada cepa y kanamicina (Figura 26.A.1-3). Luego, a
través de una PCR se corrobor6 la presencia del vector en las tres cepas bacterianas. En
las Figuras 26.B y 26.C se muestra el perfil electroforético obtenido a partir del ADN
plasmidico aislado del cultivo bacteriano. Se observa una banda en la regién entre 200 y
400 pb, coincidente con el tamafio esperado para el gen gusA (Figura 26.B), y una banda
en la regiéon entre 400 y 500 pb, concordante con el tamafio esperado para el gen nptll
(Figura 26.C), ambos presentes en el vector. Esto permitié confirmar la identidad del

plasmido extraido y suponer que se obtuvo una poblacién de bacterias transformantes.
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Figura 26. Transformacién de A. tumefaciens y extraccién del plasmido pCambia 2301. A: Cepas
transformantes de A. tumefaciens. Al: AGL1. A2: EHA105. A3: LBA4404. Las flechas indican algunas
colonias crecidas en medio LB suplementado con antibioticos segun la cepa y Km. B y C: Electroforesis
en gel de agarosa (0,8 %). Carriles: A.1-4: Cepa AGL1; B.1-2: Cepa EHA105; C.1-2: Cepa LBA4404; D.1:
Control positivo (GV3101 con el pldsmido); D.2: Control negativo (ADN de Agrobacterium sin el plasmido);
E: Blanco (reaccion de PCR sin ADN); F: Marcador de peso molecular (qLadder 100pb presicion, PB-L,
Argentina). B: Productos de amplificacién con cebadores especificos para el gen gusA del plasmido. La
flecha indica la presencia de una banda de aproximadamente 300 pb, coincidente con el tamafio esperado
de la regién amplificada de gusA (326 pb). C: Productos de amplificacion con cebadores especificos para
el gen nptll del vector. La flecha indica la presencia de una banda de aproximadamente 400 pb,

coincidente con el tamafio esperado de la region amplificada de nptll (409 pb).
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5.3.2. Transformacién de L. tenuis

5.3.2.1. Visualizacién de la transferencia del ADN-T mediante la técnica histoquimica
de GUS

Se logr6 la transformacién de foliolos PWt utilizando las cepas GV3101, EHA105 y AGL1
portadoras del plasmido pCambia-2301. Se evaluo el porcentaje de expresion transitoria de
gusA a partir de los explantes con tincion X-Gluc positiva. La cepa LBA4404 no generé
foliolos con coloracion azul en las condiciones ensayadas por lo que no se consideré en el
analisis estadistico. Se encontraron diferencias significativas entre las cepas restantes
(p<0,0001) para la variable analizada. A partir de los porcentajes de foliolos con expresion
transitoria de GUS, se observo que los valores de transferencia de T-DNA de las cepas
AGL1 y GV3101 resultaron estadisticamente similares entre si y significativamente
inferiores que el de la cepa EHA105, que presentd un elevado porcentaje de expresion
transitoria de gusA en los foliolos transformados (Figura 27). Los mismos, a su vez,
presentaron una tincién X-Gluc mas intensa que los explantes transformados con AGL1 y
GV3101. Se calculo el coeficiente de variacion de los porcentajes de expresion transitoria
por cepa considerando las repeticiones que se realizaron transformando con cada una, y
los valores fueron 15,15; 29,52 y 33,99 para EHA105, AGL1 y GV3101, respectivamente.
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Figura 27. Expresién transitoria promedio de gusA en foliolos PWt transformados con las cepas

EHA105, AGL1 y GV3101. Las imégenes corresponden a la visualizacion bajo lupa (10X) de los foliolos
tratados con el colorante X-Gluc. La expresion transitoria se expresa en % y equivale al porcentaje de
foliolos con tincién en distintas fechas del ensayo. Las barras corresponden a las medias y error estandar.

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun el test de comparaciones multiples DGC.

5.3.2.2. Evaluacion de la sobrevida de los explantes post-transformacién

Se evaluo la sobrevida de los explantes que no se decoloraron y se mantuvieron en MR y
agente selectivo (kanamicina) a los 60 y a los 90 dias de la transformacién y se calculé el
coeficiente de correlacion de Pearson entre el porcentaje de explantes con expresion
transitoria y el porcentaje de explantes resistentes al antibidtico. Existi6 una correlacion

positiva y significativa a los 60 y 90 dias de la transformacién, con valores de 0,585
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(p=0,036) (Figura 28.A) y 0,683 (p=0,010) (Figura 28.B), respectivamente. Sin embargo, se

observé mayor correlacion a los 90 dias de la transformacion.
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Figura 28. Diagrama de dispersién del porcentaje de explantes con
expresion transitoria y el porcentaje de explantes resistentes a
kanamicina post-transformacién. Los explantes considerados se
transformaron con las cepas EHA105, AGL1 y GV3101 de A. tumefaciens.

A: 60 dias post-transformacion. B: 90 dias post-transformacion.
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DISCUSION

Las plantas poseen una notable capacidad regenerativa, atribuida a su alta plasticidad de
desarrollo. Esta capacidad puede optimizarse mediante el uso de hormonas vegetales,
donde el equilibrio entre auxinas y citoquininas juega un papel clave en la determinacion
del destino de los 6rganos en regeneracion. Las diferentes especies de Lotus presentan
variaciones en los reguladores de crecimiento necesarios para inducir la regeneracion. Por
ejemplo, L. corniculatus (Mariotti et al., 1984; Niizeki & Grant, 1971), L. tenuis (Piccirilli et
al., 1988) y L. pedunculatus (Pupilli et al., 1990) requieren tanto una citoquinina como una
auxina para regenerar eficientemente. Por otro lado, L. japonicus (Handberg & Stougaard,
1992) y L. corniculatus (Swanson & Tomes, 1980) responden mejor a bajos niveles de BAP,
mientras que L. angustissimus produce brotes en presencia de ANA (acido a-
naftalenacético) combinado con BAP (6-bencilaminopurina) o 2iP (N®-A2-isopentenil-
adenina) (Nenz et al., 1996). Espasandin (2010) evalué el potencial regenerativo de L.
tenuis cultivar Pampa INTA, utilizando cotiledones, raices y hojas de plantulas de 30 dias,
cultivadas en medio MS con diversas concentraciones y combinaciones de ANA, BAP y
TDZ (thidiazurén). Se observé que los foliolos presentaban una mayor velocidad de
crecimiento y calidad cuando se empleaba un balance hormonal de 0,5 yM de auxina (ANA)
y 20 yM de citoquinina (BAP), logrando que el 67 % de los foliolos regenerados formaran
tallos. En el presente trabajo, se buscé optimizar la regeneracion de L. tenuis, partiendo del

protocolo surgido a partir de los resultados previamente mencionados.

La capacidad regenerativa esta influenciada por la interaccion entre factores genéticos,
epigenéticos y fisioldgicos de cada genotipo. Existe una numerosa cantidad de trabajos que
indican una fuerte relacion entre la capacidad de regeneracion y elongacion y el genotipo
en diferentes especies como el trigo (Zale et al., 2004), el arroz (Hoque & Mansfield, 2004;
Khanna & Raina, 1998), Primula ssp. (Schween & Schwenkel, 2003), entre otras.
Considerando que el genotipo también resulta uno de los factores mas importantes para
establecer cultivos in vitro exitosos en otras especies forrajeras, como la alfalfa y el trébol
(Arcioni et al., 1990; Williams et al., 1990), es que se procedio a evaluar distintos genotipos
de L. tenuis, teniendo de referencia el protocolo previamente descrito por Espasandin et al.
(2010). Los resultados indicaron que PWt mostré una mayor capacidad de regeneracion y

elongacién de tallos in vitro en comparacion con los otros genotipos evaluados. Esta ventaja
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podria estar relacionada con ciertas caracteristicas conferidas por el fondo genético, tales
como una mayor capacidad para regenerarse y elongarse en un medio semisolido, ademas

de resistencia frente a ciertos patdgenos.

Donoso (1998) senalé que las condiciones fisiologicas de la planta donante de explantes
tienen una influencia significativa en la respuesta in vitro. Factores como la temperatura, la
humedad, la concentracion de azucares y la densidad de fotones pueden favorecer un
balance adecuado de hormonas endogenas, lo cual mejora la regeneracion de los explantes
provenientes de cultivo in vitro en comparacion con plantas donantes cultivadas ex vitro,
que pueden verse afectadas por variaciones estacionales en los niveles de nutrientes,
hormonas y aminoacidos libres (Jiménez-Martinez et al., 2013). Lo mencionado coincide
con los resultados presentados en este trabajo, donde los explantes cultivados en las
condiciones controladas de cultivo in vitro mostraron mayor capacidad de regeneracion y

elongacién de tallos que los provenientes de invernaculo y sala de crecimiento ex vitro.

Existen protocolos de transformacion de diversas especies del género Lotus, utilizando A.
tumefaciens o A. rhizogenes (Aoki et al., 2002; Armstead & Webb, 1987; Lombari et al.,
2003; Nenz et al., 1996; Stiller et al., 1997). En L. tenuis, las plantas transgénicas obtenidas
mediante A. rhizogenes presentaban un fenotipo alterado (Damiani et al., 1993), pero
durante afos fue el unico protocolo disponible, probablemente debido a que no se
encontraban genotipos de buena regeneracion. Espasandin et al. (2010) lograron
desarrollar un protocolo de transformacion en la especie mediada por A. tumefaciens y
reporto eficiencias de entre 10-18 % en foliolos de L. tenuis cultivar PWt utilizando la cepa
GV3101. Los factores que influyen en la eficiencia de transformacion mediada por
Agrobacterium son diversos. Uno de ellos es el uso de agentes inductores de genes de
virulencia. Varios estudios han informado que el rango de hospedadores en los que
Agrobacterium es capaz de mediar la transformacién se ha expandido gracias a la adicion
de compuestos fendlicos como la acetosiringona, e incluye plantas dicotiledéneas (Rashid
et al., 1996; Rohini & Rao, 2000; Wenck et al., 1999) y monocotiledoneas (Cheng et al.,
1997; Hiei et al., 1997; Ishida et al., 1996), hongos (De Groot et al., 1998; Piers et al., 1996)
y lineas celulares humanas (Kunik et al., 2001). De manera previa a este trabajo, se habia
incorporado el agregado de acetosiringona al medio de co-cultivo, generando una mayor
eficiencia en la transformacion respecto al protocolo inicial (Gutiérrez et al., 2022). Otro de

los factores que influye en la transformacion genética mediada por A. tumefaciens es la
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cepa empleada. Diversas cepas de Agrobacterium se han utilizado para la transformacion
de leguminosas; por ejemplo, Damiani et al. (2008) destacaron la eficiencia de las cepas
C58 y LBA4404 para transformar raices de L. corniculatus, mientras que Damiani et al.
(1993) usaron la cepa LBA9402 de A. rhizogenes para transformar L. tenuis. Otros estudios
han demostrado la eficacia de las cepas LBA4404, AGLO, AGL1 y C58 de A. tumefaciens
para transformar hipocotilos de la variedad Gifu de L. japonicus (Lombari et al., 2003).
Armstead y Webb (1987) transformaron cotiledones de L. corniculatus con las cepas C58 y

GV3101, y observaron como el genotipo de la plantula influia en la respuesta morfogénica.

Dado que la expresion transitoria del gen reportero GUS permite evaluar diversos factores
y establecer condiciones Optimas para maximizar la eficiencia de transformacion, se
procedioé a evaluar la capacidad de transferencia del gen GUS mediante distintas cepas de
A. tumefaciens. Se demostré que la cepa EHA105 fue mas eficiente que AGL1, GV3101 y
LBA4404 en la transferencia de T-DNA a foliolos de L. tenuis, superando en todos los casos
el 20 % de foliolos con expresién transitoria de GUS y resistentes a la kanamicina a los 90
dias de transformacién, con maximos de alrededor del 90 %, con excepcion de la cepa
LBA4404 con la que no se logré transferencia. Es importante destacar que los explantes
resistentes al antibidtico a los 60 o 90 dias de la transformacién presentarian el T-DNA
integrado en el cromosoma vegetal, debido a que esta region proveniente del plasmido y

transferida por Agrobacterium confiere resistencia al agente de seleccion.

Para poder realizar edicion génica mediante el sistema CRISPR/Cas9, es necesario realizar
transformacién genética. Posteriormente los transgenes se eliminan mediante segregacion
mendeliana, heredandose unicamente el resultado de la edicién (Mao et al., 2017). Es por
esto que, tanto para transformar como para editar un cultivo de interés, se requiere un
eficiente protocolo de transformacion que no existe para todas las especies o para el que
cultivares elite (que deberian ser los utilizados idealmente) no presentan la adecuada
capacidad de regeneracion (Botella, 2019). El hecho de haber hallado, a partir de los
resultados de este trabajo, un genotipo de alta regeneracién y tener conocimiento sobre el
ambiente en el que deberia criarse para ser utilizado como fuente de explantes, resulta en
una optimizacion respecto al protocolo inicial, que partia de semillas (Espasandin et al.,
2010). Si bien las semillas podrian presentar ventajas debido a su menor posibilidad de
contaminacion y a los tiempos en los cuales se genera una plantula respecto a la utilizacion

de foliolos, en una especie autoincompatible como L. tenuis, en la que los cultivares suelen
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ser sintéticas o variedades de polinizacion abierta, cada semilla constituye un individuo
diferente, que, tal como se vio en este trabajo, puede presentar variacion en su capacidad
de regeneracion y elongacién. Como desventaja, puede considerarse la posible aparicion
de variacion somaclonal indeseada, inducida por el cultivo in vitro, que genere
disminuciones en la tasa de crecimiento, fertilidad, y capacidad de regeneracién (Ranghoo-
Sanmukhiya, 2021). Es por eso que el grupo de trabajo planea el mantenimiento de la planta

madre ex vitro, para poder reiniciar el proceso cada cierto numero de generaciones.

Con respecto al protocolo de transformacion, logré obtenerse un 79,6 % promedio de
eficiencia de transferencia de ADN en forma transitoria mediante la utilizacion de la cepa
EHA105, lo cual resulta promisorio para aplicaciones futuras de la técnica. De acuerdo a
los resultados discutidos, el protocolo desarrollado constituye una alternativa eficaz para la
transformacion de foliolos de L. tenuis y representa un avance significativo hacia la edicidon

génica en esta especie.
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CONCLUSIONES

En L. tenuis, la regeneracion y la elongacioén de tallos in vitro a partir de foliolos dependio
del genotipo de la planta utilizada como fuente de explante. Debido a su desempefio, se
selecciond el genotipo PWt para continuar aplicando la técnica. Asimismo, al comparar
explantes provenientes de plantas de PWt crecidas en distintos ambientes se determiné
que el hecho de utilizar foliolos provenientes de plantas in vitro como material de partida

permitié acelerar la regeneracion, llegando a aproximadamente un 80 % en 21 dias.

Se logr6é la transformacion de distintas cepas de A. tumefaciens con el plasmido
pCambia2301, lo que permitid comparar su eficiencia de transferencia de ADN a L. tenuis.
La cepa EHA105 presentd una eficiencia cercana al 80 %, por lo que se preveé su utilizaciéon

para la transformacion con genes de interés agronémico.

Mediante este proyecto se logro sentar las bases para realizar edicién génica en L. tenuis
mediante CRISPR/Cas9. A futuro, se propone corroborar la posibilidad de aplicar dicha
técnica mediante el knockout del gen gusA-intron en las plantas transformadas obtenidas
en este trabajo. De ser factible, se continuara con la puesta a punto de la maquinaria

CRISPR-Cas9 para editar genes de interés productivo y comercial.
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ANEXOS

Anexo |

Protocolo de ImageJ para el analisis de area regenerada

1.

Ingresar al software ImageJ y abrir una imagen representativa del fondo del

frasco mediante el comando “File — Open...”.

Seleccionar la herramienta “Straight” y trazar una linea de extremo a
extremo del fondo. Guardar la medicion mediante el comando “Analyze —

Measure” o “Ctrl+M”.

Repetir varias veces la accion del paso 2 y luego de guardar la ultima

medicidn clickear la imagen para deshacer la ultima linea.

Utilizar el comando “Results — Summarize” de la ventana de resultados

para obtener la distancia media (Mean Length) del conjunto de mediciones.

Establecer la escala entre la unidad de medida del software (px) y la del dato
de longitud conocida (cm) tomado como referencia. Utilizar el comando
“‘Analyze — Set Scale...”. Completar los recuadros de la ventana “Set Scale”

de la siguiente manera:
“Distance in pixels”: distancia media obtenida en el paso 4.

“‘Known distance”: longitud del fondo del frasco de cultivo in vitro medida en

cm con regla milimetrada (4,5).
“Unit of length”: unidad de medida de la longitud del fondo del frasco (cm).

Tildar la opcion “Global” y presionar OK para guardar los valores con los que

el software calcula la escala (488,806 px/cm) segun la ecuacion:
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Distance in pixels

Scale =
Known distance (cm)

Ecuacion 6. Calculo de la escala de trabajo realizado por
ImageJ. Distance in pixels: longitud promedio de un conjunto de
lineas trazadas de extremo a extremo del fondo del frasco con la
herramienta Straight. Known distance (cm): extensién del fondo del
frasco medida con regla milimétrica. La escala se expresa en px/cm.
Esta conversién permite obtener valores en unidades de area (cm?)

para los distintos genotipos.

6. Utilizar el comando “Results — Clear Results” de la ventana de resultados y

seleccionar la opcion “Don't save” para eliminar los resultados anteriores.
7. Abrir una imagen con foliolos en regeneracion como indica el paso 1.

8. Contornear el area regenerada mediante la herramienta “Freehand
selections”. Acumular las mediciones de un mismo frasco mediante el

comando “Analyze — Measure” o “Ctrl+M”.

9. Sumar los valores de area regenerada de distintas zonas de un mismo

foliolo para obtener el &rea regenerada por foliolo.
10. Calcular el area regenerada promedio por frasco.

11. Exportar los valores obtenidos en el paso 10 a un archivo Excel para su

posterior utilizacion en el analisis estadistico en InfoStat.

12. Repetir los pasos 7-11 para todas las imagenes de foliolos en regeneracion.
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Anexo |l
Protocolo para generar células competentes de A. tumefaciens

Ausubel, F.M., Brent, R., Kingston, R.E., Moore, D.D., Seidman, J.G.,Smith, J.A. & Struhl,
K. (eds.) 1987. Current protocols in molecular biology. John Wiley and Sons, New York, NY.

1. Tomar con ansa Agrobacterium del stock de glicerol y colocar en 2 mL medio
LB en un tubo de ensayo estéril, sin antibioticos. Crecer ON (del inglés Over
Night, durante la noche) a 28 °C agitando a 250 rpm.

2. Realizar una dilucién 1/10 en LB en un erlenmeyer estéril.

3. Crecer a 28 °C agitando a 250 rpm hasta que la ODeoo (del inglés Optical
Density, densidad Optica a 600 nm) alcance 0,4-0,6. La mayor eficiencia de

transformacion se logra con valores de ODeoo entre 0,375-0,4.

Nota: A partir de este paso las bacterias deben mantenerse en frio en cada

uno de las etapas.

4. Alicuotar las células de a 25 mL en tubos conicos estériles, previamente
enfriados. Incubar en hielo por 10 min.

5. Centrifugar 10 min. a 4000 rpmy 4 °C.

6. Descartar el sobrenadante y resuspender cada tubo en 5 mL de 0,15 M NacCl frio

pipeteando gentilmente hacia arriba y abajo. Colocar en frio por 10 min.
7. Centrifugar por 10 min. a 4000 rpm y 4 °C.

8. Descartar el sobrenadante y resuspender cada tubo en 500 pL de 20mM CaCl2
frio pipeteando gentilmente hacia arriba y abajo.

9. En caso de no transformar el mismo dia, congelar en nitrogeno liquido y colocar

a -80 °C inmediatamente.
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Anexo |l

Protocolo de extraccién de ADN plasmidico

Green, M. R. & Sambrook, J. (2016). Precipitation of DNA with ethanol. Cold Spring Harbor

Protoc

ols, 2016 (12), pdb-prot093377.

. Picar la/s colonias de interés en 2 mL de LB con antibioticos y dejar crecer ON a 28 °C.

2. Transferir los 2 mL de cultivo a tubo eppendorf.

. Centrifugar a 3500 rpm por 5 min. Descartar el sobrenadante volcando y escurrir sobre

papel.

4. Agregar 100 pL de SOLUCION I + Lisozima (50 ng/uL), 10 pL en 100 pL de Solucién I.

5. Vortexear para resuspender. Dejar 10 min. a temperatura ambiente (si no se usa

15.

lisozima, incubar sélo 5 min a temperatura ambiente).

. Agregar 200 pL de SOLUCION IlI.
. Invertir el tubo lentamente varias veces y dejar 5 min. a temperatura ambiente.
. Agregar 150 pL de SOLUCION III.

. Invertir el tubo varias veces y dejar en hielo 5 min.

. Centrifugar a 12000 rpm por 20 min. a temperatura ambiente o 4 °C.
. Transferir con pipeta el sobrenadante a otro tubo.

. Precipitar el ADN agregando 0,6 vol. de isopropanol.

. Dejar 10 min. a temperatura ambiente.

. Centrifugar a 12000 rpm por 20 min. a temperatura ambiente.

Descartar el sobrenadante por inversion y agregar 500 pL de EtOH 70 % frio

despegando el pellet.

16
17
18

Soluci

. Centrifugar a 12000 rpm por 10 min.
. Descartar el sobrenadante y dejar secar el pellet.

. Resuspender en 20 pL de TE 1X o agua miliQ.
on |

Glucosa 50 mM

EDTA 10 mM

Tris HCI pH 8,25 mM
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Para preparar un Vf de 50 mL: Pesar 0,45 g de sacarosa, agregar 1 mL de EDTA 0,5 M +
1,25 mL Tris HCI 1 M pH 8,0 y llevar a 50 mL con H20 bidestilada estéril.

Solucion 1l
NaOH 0,2 M
SDS preparado en el dia 1 %

Para preparar un Vf de 50 mL: agregar 5 mL SDS 10 % y 20 mL NaOH 0,5 M. Llevar a 50

mL con H20 bidestilada estéril.
Solucién Il

5 M acético/3 M K: para 100 mL agregar 60 mL de acetato de Potasio 5 M, 11,5

mL de acético y 28,5 mL de agua destilada.

Para preparar un Vf de 50 mL: agregar 30 mL de acetato de Potasio 5 My 5,75 mL de acido

acético. Llevar a 50 mL con H20 bidestilada estéril.
Lisozima

Pesar 100 mg de Lisozima y disolver en 1 mL de Tris HCl 10 mM pH 8,0 (Ci: 100 pg/pL).
Tomar 10 pL (10 pg/pL) por cada 100 pL de Solucién .
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Anexo IV

Composicién de la mezcla de sustrato X-Gluc

Mendel, R. R., Mlller, B., Schulze, J., Kolesnikov, V. & Zelenin, A. (1989). Delivery of foreign

genes to intact barley cells by high-velocity microprojectiles. Theoretical and applied

genetics, 78, 31-34.

Compuesto Concentracién
X-Gluc 0,3 %m/v
Buffer fosfato de Na/K (pH = 7,0) 0,1 M
EDTA 10 mM
Triton X-100 0,1%
KsFe(CN)s 5mM
KaFe(CN)s-3H20 5mM

Tabla 5. Reactivos y concentraciones de la mezcla de
sustrato X-Gluc.
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Anexo V

Valores medios de regeneracion y elongacién de cinco genotipos de L. tenuis

% de regeneracion Area
Genotipo regenerada
28 ddi 56 ddi 90 ddi 63 ddi
E3 28,33+85C 72,86+10,68A 8595+468A 0,09+0,02A
PWt 22,14 +85C 80 + 10,68 A 9429+4,68A 0,15+0,04 A
P1 21,9+85C 60 + 10,68 B 91,19+4,68A 0,07x0,02A
P2 286+85C 41,75+10,94B 84,76 +501A 0,05x0,01A
2297 61,9+8,5B 85,71 +10,68 A 92,86+468A 0,08+0,01A

Tabla 6. Promedios de regeneracion de los distintos genotipos de L. tenuis y error estandar asociado.
ddi: Dias desde inicio del ensayo. Letras distintas indican diferencias significativas entre genotipos (p<0,05)
segun el test de comparaciones multiples DGC.

Numero de tallos/explante Altura promedio de
Genotipo tallos/explante (mm)
100 ddi 60 dMS 100 ddi 60 dMS

E3 0+x0C 0,6+04D 0+0B 0,27 +0,18 B
PWt 4+0,66A 21,33+256A 2,73+0,86A 21,33+16A
P1 1,83+0,59B 121+1,79BA 284+088A 757+126A
P2 0,63+0,3CB 8,9+2,44CB 0,41+0,17B 2,23+0,57B
2297 0,63+0,46 C 3,22+2,41 DC 0,7+0,53B 3,57+2,03B

Tabla 7. Promedios de elongacion de los distintos genotipos de L. tenuis y error estandar asociado.
ddi: Dias desde inicio del ensayo; dMS: Dias desde el traspaso del explante a medio MS 0,5X. Letras distintas

indican diferencias significativas entre genotipos (p<0,05) segun el test de comparaciones multiples DGC.
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Anexo VI

Valores medios de regeneracion y elongacién del genotipo PWt de L. tenuis

% de regeneracion Area
Ambiente regenerada
17 ddi 35 ddi 56 ddi 32 ddi
In vitro 77,14+4,75B 8857+4,75B 100+x4,75A 0,23+0,04 A
Sala 857+7,05E 5857+7,06C 72,25+7,05B 0,03+4,90°B

Invernaculo 357+726E 36,43+7,26D 62,67+7,26C 0,02+4,70°B

Tabla 8. Promedios de regeneraciéon del genotipo PWt de L. tenuis proveniente de tres ambientes y
error estandar asociado. ddi: Dias desde inicio del ensayo. Letras distintas indican diferencias significativas

entre genotipos (p<0,05) segun el test de comparaciones multiples DGC.

Numero de tallos/explante Altura promedio de
Ambiente tallos/explante (mm)
64 ddi 60 dMS 64 ddi 60 dMS
In vitro 8,80+0,92 A 33+485A 2,72+ 04 A 6,7+ 1,09 A
Sala 1+0,26 B 55,6 +10,57A 093%x02B 509+129A
Invernéaculo 3+0,8B 57,67 +12,13A 094+0,31B 532+174A

Tabla 9. Promedios de elongacion del genotipo PWt de L. tenuis proveniente de tres ambientes y error
estandar asociado. ddi: Dias desde inicio del ensayo; dMS: Dias desde el traspaso del explante a medio MS
0,5X. Letras distintas indican diferencias significativas entre genotipos (p<0,05) segun el test de

comparaciones multiples DGC.
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