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RESUMEN

Colobanthus quitensis, una de las dos plantas vasculares nativas de la Antartica, presenta
una notable capacidad de adaptacion a ambientes extremos, lo que la convierte en un
modelo valioso para estudiar los mecanismos de tolerancia al estrés, asi como para
investigaciones en genética y gendmica funcional. Sin embargo, las herramientas
moleculares de edicion genética no han sido validadas para la especie. Este estudio tuvo
como objetivo optimizar un protocolo de transformacidn genética para C. quitensis mediado
por Agrobacterium tumefaciens, cepa LBA4404, enfocandose en la aplicacion de la
infiltracién al vacio como un paso adicional para aumentar la eficiencia de la transformacion.
La investigacion utilizé explantes de C. quitensis sometidos a dos tratamientos: T1
(infiltracién al vacio durante 3 minutos a 630 mmHg) y T2 (transformacion estandar sin
infiltracion al vacio). La expresion del gen reportero uidA se evalud mediante ensayos
histoquimicos GUS para determinar las eficiencias de transformacion transitoria y estable.
Ademas, se implementaron pasos de preseleccion para promover la recuperacion de los
explantes y garantizar la estabilidad genética. Los resultados mostraron una mejora
significativa en la eficiencia de transformacion con la infiltracion al vacio, mostrando un
incremento de un 13% con respecto a estudios anteriores, donde se llevaron a cabo otras
técnicas de transformacion. En T1, ocho de cincuenta plantas sobrevivieron al proceso de
seleccidn, todas con expresion estable del gen uidA en distintas proporciones. En contraste,
en T2 no se observd expresion estable en las dos plantas sobrevivientes. Este estudio
resalta la importancia de incorporar la infiltracion al vacio y la recuperacion de explantes en
los protocolos de transformacion, estableciendo una base soélida para estudios genéticos y
gendmicos funcionales en C. quitensis. El protocolo optimizado abre oportunidades para
aplicaciones biotecnoldgicas avanzadas, incluida la edicién génica basada en CRISPR/Cas,
para explorar mecanismos de adaptacion al estrés y mejorar la resiliencia de las plantas en
condiciones extremas. Estos hallazgos contribuyen al avance cientifico en linea con los
desafios globales de sostenibilidad, particularmente en lo relacionado con la conservacion

ambiental, la resiliencia climéatica y la innovacion tecnolégica en biotecnologia.
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ABSTRACT

Colobanthus quitensis, one of the two vascular plants native to Antarctica, exhibits
remarkable adaptability to extreme environments, making it a valuable model for studying
stress tolerance mechanisms, as well as for research in genetics and functional genomics.
However, molecular tools for genetic editing have not yet been validated in this species. This
study aimed to optimize a genetic transformation protocol for C. quitensis mediated by
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 strain, focusing on the application of vacuum
infiltration as an additional step to enhance transformation efficiency. The research utilized
explants from C. quitensis subjected to two treatments: T1 (vacuum infiltration for 3 minutes
at 630 mmHg) and T2 (standard transformation without vacuum infiltration). Expression of
the reporter gene uidA was evaluated through histochemical GUS assays to determine
transient and stable transformation efficiencies. Additionally, pre-selection steps were
implemented to promote explant recovery and ensure genetic stability. Results revealed a
significant improvement in transformation efficiency with vacuum infiltration, showing a 13%
increase compared to previous studies, where others transformation techniques were
carried. In T1, eight of fifty plants survived the selection process, all displaying stable
expressions of the uidA gen in different proportions. In contrast, no stable expression was
observed in the two surviving plants from T2. This study highlights the importance of
incorporating vacuum infiltration and explant recovery into transformation protocols,
establishing a robust foundation for genetic and functional genomic studies in C. quitensis.
The optimized protocol paves the way for advanced biotechnological applications, including
CRISPR/Cas-based genome editing, to further explore stress adaptation mechanisms and
improve plant resilience under extreme conditions. These findings contribute to scientific
advancements aligned with global sustainability challenges, particularly those related to
environmental conservation, climate resilience, and technological innovation in

biotechnology.



12

1. INTRODUCCION

La flora antartica, compuesta principalmente por musgos, liquenes y sélo dos especies de
plantas con flores, Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. (Caryophyllaceae) y Deschampsia
antarctica Desv. (Poaceae), enfrenta condiciones extremas en un entorno caracterizado por
bajas temperaturas, fuertes vientos y alta radiacion (Convey 2001; Ovstedal y Smith 2001).
Diversas investigaciones han resaltado los efectos del estrés hidrico, las temperaturas
extremadamente bajas y la radiacion solar en las especies vegetales endémicas de la
Antértica, evidenciando alteraciones foliares, disminucion del rendimiento fisiol6gico y
reduccién en la capacidad reproductiva (Pearce 2008; Torres-Diaz et al . 2016; Singh et al.
2018; Clemente-Moreno et al. 2020).

A pesar de estos desafios, C. quitensis y D. antarctica han demostrado una notable
capacidad de adaptacion, siendo las Unicas dos plantas vasculares nativas que prosperan
en este territorio antartico (Alberdi et al. 2002; Rogers, 2007). C. quitensis es una planta
dicotiledonea, perenne y de habito herbaceo, cuya distribucion se extiende desde el sur de
México hasta la Peninsula Antartica, mostrando una destacada plasticidad morfo-fisiologica
y prosperando en condiciones adversas, incluso a altitudes de 4200 m.s.n.m en los Andes
(Moore, 1970b; Smith, 2003).

Colobanthus quitensis ha desarrollado diversos mecanismos moleculares, bioquimicos y
fisiologicos que le permiten enfrentar las condiciones extremas y asegurar su supervivencia
en un entorno tan inhdspito como la Antéartica (Cuba-Diaz, 2011; Ramirez et al. 2024). Estos
mecanismos de adaptacion incluyen la tolerancia a bajas temperaturas, la resistencia a la
congelacion, la fotosintesis en condiciones de estrés y mecanismos de proteccidn contra la
radiacion solar (Sierra-Almeida et al. 2018; Clemente-Moreno et al. 2020; GOmez-Espinoza
et al. 2020). La amplia distribucion y capacidad de adaptacion de C. quitensis a diversas
condiciones abidticas la convierte en una planta modelo ideal para el estudio de los
mecanismos ecofisioldégicos y moleculares relacionados con la adaptacion al estrés (Cuba-
Diaz, 2011), asi como en estudios de genética y gendmica funcional de genes que regulan

estos mecanismos.

La biotecnologia ha avanzado significativamente en el desarrollo de nuevas técnicas para
obtener variedades vegetales mejoradas mediante herramientas biotecnoldgicas (Adlak et

al. 2019). Una de estas técnicas es la transformacion o modificacién genética, que permite
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introducir caracteristicas deseables en un organismo en un periodo de tiempo relativamente
corto (Su et al. 2023). Existen diversas metodologias de transformacion genética en plantas,
siendo una de las mas utilizadas la mediada por cepas modificadas de Agrobacterium
tumefaciens, que emplea la capacidad natural de esta bacteria para transferir genes
especificos a células vegetales (Tiwari et al. 2022). La transformacion genética mediada por
A. tumefaciens es una técnica biotecnoldgica clave ampliamente utilizada para introducir
genes de interés en diversas especies vegetales, gracias al plasmido Ti (“Tumor Inductor”)
de esta bacteria, que contiene el ADN de transferencia (T-DNA) y genes de virulencia (vir)

esenciales para la integracion de genes en el genoma de la planta huésped.

Para llevar a cabo estudios de genética y genémica funcional en especies vegetales, es
esencial contar con protocolos de transformacion genética eficientes que permitan obtener
la mayor cantidad de transformantes posibles. Diversas caracteristicas del proceso de
transformacion genética mediada por A. tumefaciens pueden ser manipuladas, como la
temperatura (Chakrabarty et al. 2002), el pH del medio de cultivo bacteriano (Mondal et al.
2001) y el uso de inductores quimicos como la acetosiringona (Stachel et al. 1985;
Chakrabarty et al. 2002). Estudios han demostrado que técnicas como la sonicacion y la
infiltracion al vacio pueden aumentar la eficiencia de la transformacion genética en diversas
especies vegetales de importancia mundial (Arun et al. 2015, 2016; Vasudevan et al. 2021,
Sedaghati et al. 2021; Zhang et al. 2022).

Colobanthus quitensis ha sido objeto de estudios de transformacion genética en semillas,
brotes y callos (Arcos 2015; Burgos 2017), sin embargo, aun no se ha desarrollado un
protocolo eficiente de transformacion genética para esta especie ni se cuenta con los datos
necesarios para establecerlo. Por esta razon, en esta investigacion se evaluara el efecto de
la infiltracion al vacio en la eficiencia de la transformacion genética de C. quitensis mediada

por A. tumefaciens.

En este contexto, este estudio se alinea con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS),
en particular con la meta de promover la innovacién cientifica y el desarrollo de tecnologias
sostenibles (ODS 9), generar conocimiento relevante para afrontar los efectos del cambio
climatico en la vegetacion de zonas extremas (ODS 13) y fortalecer la resiliencia de los

ecosistemas terrestres y la conservacion de la biodiversidad (ODS 15).
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Colobanthus quitensis

Colobanthus quitensis (Khunt) Bartl., conocida cominmente como clavelito antartico, es una
de las dos plantas con flores que habitan el continente Antartico, junto con Deschampsia
antarctica Desv. (Poaceae) (Rogers 2007), siendo estas las dos Unicas plantas vasculares

nativas del continente blanco (Alberdi et al. 2002).

Colobanthus quitensis es una planta dicotiledénea, perenne y de habito herbaceo,
perteneciente a la familia Caryophyllaceae. Se distingue por tener hojas largas y extendidas,
a veces mas largas que las ramillas (Pisano 1976), con un apice mucronado o entero y un
margen membranoso (Moore 1970b). Su tamafio varia de 1,5 a 8 cm de altura, y puede
crecer en forma de cojines compactos debido a sus tallos simples o ramificados que miden

entre 0,5 a 2 cm, de los cuales brotan ramas distales (Smith et al. 2003).

En su habitat antartico, C. quitensis crece en suelos con buen drenaje, alto contenido de
arcillas y moderada retencion de humedad (Komarkova et al. 1990; Grobe et al. 1997). Sus
flores, que aparecen solitarias en los apices de las ramas, tienen 4 6 5 sépalos y 4 6 5 estilos
y estambres, siendo estos ultimos alternados. Los sépalos son ovados a lanceolados,
triangulares ovales u obtusos a agudos y tienen un margen membranoso, mientras que los
pétalos estan ausentes. La capsula es de tamafio similar a los sépalos o 1.7 veces mas
grandes que estos, y contiene numerosas semillas triangular-reniformes de color rojizo o

marron (Moore 1970a).

Colobanthus quitensis es auto-compatible y a menudo se auto-poliniza, siendo
consideradas plantas cleistbgamas (Moore 1970a; Smith 2003; Klagges et al. 2013). Las
caracteristicas morfologicas pueden variar entre poblaciones debido a factores genéticos y
ambientales, o que sugiere respuestas ecotipicas a diferencias de habitat (Gianoli et al.
2004; Molina-Montenegro et al. 2012; Klagges et al. 2013; Torres-Diaz et al. 2016).
Generalmente se encuentra en suelos desde el nivel del mar hasta los 50 metros,
principalmente en la Peninsula Antartica (Greene y Holtom 1971), y puede crecer en suelos
arenosos o ripiosos, asi como en fisuras con contacto constante con aguas dulces o
salobres (Pisano 1976).
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La adaptacion de C. quitensis a condiciones climéaticas extremas incluye, por ejemplo, la
acumulacién de azlcares y otros metabolitos que le permiten resistir a la congelacion
(Clemente-Moreno et al. 2020); la descomposicién de cristales de oxalato de calcio para
llevar a cabo la fotosintesis en condiciones de baja disponibilidad ambiental de CO, (Gémez-
Espinoza et al. 2020) y presentar una alta capacidad antioxidante constitutiva que le
permiten evitar el dafio fotoinhibitorio producido por la radiacién solar excesiva (Clemente-
Moreno et al. 2020). Las poblaciones antarticas presentan caracteristicas similares a las
plantas xerdfitas, con hojas gruesas que poseen mesoéfilo espeso y sin fibras (Mantovani y
Vieira 2000) permitiéndole sobrevivir en un entorno con estrés hidrico debido a la escasez

de precipitaciones y bajas temperaturas (Smith 2003).

La capacidad de C. quitensis para reproducirse en condiciones antarticas extremas se debe
a su estrategia de reproduccion generativa (Gielwanowska et al. 2011), produciendo flores
casi anualmente (Convey 1996). Sin embargo, los veranos cortos y frescos a menudo

afectan la viabilidad de las semillas (Convey 1996).
2.2 Distribucion

Colobanthus quitensis se extiende desde el sur de México (17° N) hasta el norte de la
Peninsula Antartica (68° S). La alta plasticidad morfo-fisioldgica le ha permitido una amplia
distribucion territorial, prosperando al nivel del mar hasta altitudes 4200 metros sobre el nivel
del mar en la cordillera de Los Andes (Smith 2003; Cuba-Diaz et al. 2019). Especificamente,
Moore (1970a) indica la distribucion de C. quitensis en México (provincia de Vera Cruz),
Ecuador (provincia de Pichincha, Cotopaxi), Peru (provincia de Lima, Junin, Huacavelica,
Puno, Tacna), Argentina (provincia de Jujuy, Tucuman, Catamarca, La Rioja, San Juan,
Mendoza, Neuquén, Chubut, Santa Cruz), Chile (provincias de Antofagasta, Atacama,
Coquimbo, Aconcagua, Santiago, Cautin, Osorno, Chiloé, Aysén, Magallanes), Tierra del
fuego e islas asociadas, Islas Falkland, Scotia Ridge (Georgia del Sur, Islas Orkney del Sur,
Islas Shetland del Sur), y Antartica (costa oeste de la peninsula Antartica y sus Islas

adyacentes).

El territorio antartico se caracteriza por mantener bajas temperaturas durante todo el afio,
asi como por la presencia de fuertes vientos y una radiacion solar elevada (Convey 1996;

Bernhard et al. 2020). Estas condiciones ambientales representan un desafio aun mayor
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para las plantas, ya que se enfrentan a un déficit hidrico, la exposicion a brisas de agua
salada y una baja disponibilidad de nutrientes (Alberdi et al. 2002; Robinson et al. 2003;
Chwedorzewska 2009; Saez et al. 2018).

2.3 Mecanismos de Tolerancia al Estrés en Colobanthus quitensis

2.3.1 Tolerancia a la Congelacion

Colobanthus quitensis ha desarrollado una notable resistencia a la congelacién para
sobrevivir en un ambiente extremo como los es la Antartica. Sierra-Almeida et al. (2018)
llevaron a cabo un estudio in situ en tres sitios de la Isla Rey Jorge, donde se demostré que
C. quitensis tiene un umbral de temperatura letal del 50% de los tejidos foliares (LTso) de
aproximadamente -15.3°C; ademas, se descubrido que la temperatura de nucleacion fue
superior a la LTsp, lo que indica la capacidad de C. quitensis para tolerar la formacion de

hielo dentro de sus tejidos foliares.

Por otro lado, Clemente-Moreno et al. (2020) observaron un aumento significativo de
metabolitos relacionados con la osmo-proteccion y la estabilizacidon de membranas a bajas
temperaturas, como prolina, sacarosa, fructosa, galactinol, rafinosa y GABA (acido gamma-

aminobutirico) en C. quitensis.
2.3.2 Fotosintesis en Condiciones de Estrés

Se ha planteado que las caracteristicas anatomicas de C. quitensis que determinan la
conductancia mesofilica (gm) y, por ende, la fotosintesis neta, como el grosor de la pared
celular, los componentes citoplasmaticos y estomaticos, y el tamafio y disposicion del
cloroplasto (Saez et al. 2017), se complementan con un mecanismo conocido como
fotosintesis de alarma, a través del cual se asimila CO, derivado de la descomposicion de

cristales de oxalato de calcio (CaOx) (Gomez-Espinoza et al. 2020).

Gomez-Espinoza et al. (2020) hallaron que, al exponer a C. quitensis a concentraciones
limitadas de CO, (11.5 ppm), aumentaba significativamente la actividad de enzima oxalato
oxidasa y la descomposicion de los cristales de oxalato de calcio en las hojas. Esto sugiere
gue, en condiciones de estrés, la descomposicion de estos cristales podria proporcionar
CO, al tejido del mesdfilo. En paralelo, la tasa de transporte de electrones (ETR) mostrd una

ligera disminucion, pero se mantuvo estable en comparacion con el grupo de control.
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Adicionalmente, en condiciones no fotorespiratorias, a pesar de la ausencia de CO,
atmosférico y O, como aceptores finales de electrones, C. quitensis pudo mantener un valor
de ETR estable de alrededor de 20 umol e m=2 s™* durante unas 10 horas de estrés (Gomez-
Espinoza et al. 2020). Es posible la ETR se mantuviera debido al uso del CO, proporcionado
por los cristales de CaOx como aceptores finales de electrones. En consecuencia, este
mecanismo es fundamental para la adaptacion de C. quitensis a las condiciones climéaticas
de la Antartica, representando un mecanismo complementario vital que optimiza el
suministro de carbono ante las restricciones en la difusion de CO, impuestas por sus

caracteristicas anatomicas (Gomez-Espinoza et al. 2020).
2.3.3 Mecanismos de Proteccién contra la Radiacion

La radiacion solar excesiva, especialmente en las regiones polares durante los meses de
verano, representa un desafio significativo para las plantas antarticas (Casanova-Katny et
al. 2006; Sierra-Almeida et al. 2018). C. quitensis ha desarrollado mecanismos especificos
para gestionar el exceso de irradiacion, evitando el dafio fotoinhibitorio. En este contexto,
se ha demostrados que C. quitensis puede exhibir una alta capacidad antioxidante
constitutiva, relacionada principalmente con metabolitos que contienen azufre y otros del
metabolismo del shikimato, sin variaciones significativas en sus actividades enzimaticas
antioxidantes (Clemente-Moreno et al. 2020); ademas, los mismos investigadores
mencionados anteriormente han identificado que C. quitensis utiliza la via de respiracion del
citocromo y el metabolismo del azufre para mantener la homeostasis energética y la funcion
celular en condiciones de baja temperatura. Por otro lado, una rapida recuperacion de la
fotoinhibicion provocada por bajas temperaturas se ha asociado a que C. quitensis puede
estabilizar los polipéptidos de la cadena de transporte de electrones dentro de la membrana

del tilacoide o mantener su recambio (Bascufian-Godoy et al. 2012).

En respuesta a las condiciones climaticas extremas, las plantas antarticas han desarrollado
mecanismos moleculares, bioquimicos y fisiolégicos que les permiten sobrevivir en su
habitat extremo (Cuba-Diaz 2011). Estos mecanismos adaptativos le proporcionan las
herramientas necesarias para enfrentar las condiciones adversas y garantizar su

supervivencia en un entorno tan inhospito.
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Los mecanismos adaptativos antes mencionados le proporcionan a C. quitensis las
herramientas necesarias para enfrentar las condiciones adversas y garantizar su
supervivencia en un entorno tan inhéspito. De esta manera, la amplia distribucion y
capacidad de adaptacién de C. quitensis a diversas condiciones abidticas, la convierte en
una planta modelo ideal para el estudio de los mecanismos ecofisiolégicos y moleculares
relacionados con la adaptaciéon al estrés (Cuba-Diaz 2011), asi como en estudios de

genética y gendmica funcional de genes que regulan los mecanismos antes mencionados.
2.4 Transformacion Genética

La biotecnologia, mediante la utilizacion de herramientas biotecnoldgicas, ha avanzado
significativamente en el desarrollo de nuevas técnicas que permitan obtener variedades
vegetales mejoradas (Adlak et al. 2019). Uno de los métodos para lograr esto, es la
transformacion o modificacion genética, un proceso que consiste en la introduccion estable
de material genético exdgeno en el genoma de un organismo, con el fin de conferirle
caracteristicas de interés agronomico, industrial, ambiental o comercial (Alpeter et al. 2016;
Nasti y Voytas et al. 2021). Esta técnica brinda la posibilidad de introducir caracteristicas
deseables en un organismo, en un periodo de tiempo relativamente corto, en comparacion

con los métodos tradicionales de mejoramiento genético (Su et al. 2023).

Los avances en biotecnologia vegetal han permitido desarrollar varias estrategias para la
obtencién de plantas transgénicas, es decir, es decir, aquellas plantas que han sido
modificadas genéticamente mediante la incorporacion de uno o mas genes de otras
especies u organismos, con el objetivo de conferirles nuevas caracteristicas o mejorar las
existentes (Rahman et al. 2024). Estos métodos abarcan desde técnicas fisicas como la
electroporacién, abrasion con fibras, biobalistca o bombardeo de particulas,
microinyecciones, utilizaciéon de laser y tratamiento con polietilenglicol (PEG), hasta
métodos bioldgicos, empleando bacterias del género Agrobacterium (Hodson 2005). Los
métodos de transformacion genética mediante Agrobacterium (A. tumefaciens o A.
rhizogenes) (Rahman et al. 2024) se encuentran entre los mas utilizados y eficientes, ya
gue en este tipo de bacterias existen cepas que poseen la capacidad natural de integrar y

transferir genes a células vegetales (Tiwari et al. 2022).
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Agrobacterium tumefaciens se identifica como el patégeno responsable de la patologia
conocida como agallas o tumores de cuello en las plantas vasculares. Con el tiempo, se ha
vuelto patente que el proceso de transferencia génica de esta bacteria a las plantas puede
constituir la base molecular fundamental en el desarrollo del sistema de transferencia
genética, lo cual ha permitido su aplicacion en la ingenieria genética de organismos

vegetales (Hooykaas y Shilperoort 1992).

Las cepas virulentas de A. tumefaciens contienen un elemento extracromosOmico
(plasmido) llamado plasmido Ti (siglas en inglés de “Tumor Inductor”), que hospeda a los
genes que participan en la induccién de la enfermedad de la agalla del cuello en plantas
(Guo et al. 2019). Para ello, la bacteria infecta al tejido vegetal, transfiriendo ciertos genes
del plasmido. Dichos genes originan la multiplicacion de células desdiferenciadas, las cuales
formaran el tumor. El plasmido Ti posee una porcion de acido nucleico llamada ADN de
transferencia (T-DNA) que es transferida a la célula vegetal, donde finalmente puede

integrarse de manera estable al genoma (Hodson 2005; Tiwari et al. 2022).

Para llevar a cabo la transferencia exitosa de genes desde Agrobacterium hasta las células
vegetales se requiere un conjunto de genes de virulencia (vir) presentes en el plasmido Ti,
gue incluyen los genes virA, virB, virC, virD, VirE, virG y virH (Lakroix y Citovsky 2022), los
cuales son activados por diversos factores de la planta; el ADN de transferencia (T-DNA); y
una serie de genes del cromosoma bacteriano (chv) necesarios para la expresion de
virulencia (Zupan et al. 2000; Hodson 2005; Lakroix y Citovsky 2019).

El T-DNA codifica varias enzimas involucradas en la sintesis de reguladores de crecimiento
como auxinas Yy citoquininas, los cuales provocan el crecimiento tumoral descontrolado en
plantas (Guo et al. 2019). EI T-DNA estd flanqueado por secuencias especificas
denominadas secuencias borde, cruciales para la transferencia genética. Sin embargo, los
genes codificados en el T-DNA no son imprescindibles para la transferencia, puesto que la
transferencia de ADN ocurre de igual manera, aunque los genes hayan sido modificados
(Tiwari et al. 2022). Esta Ultima caracteristica es la que permite usar cepas de Agrobacterium
modificadas con un gen de interés, gen de seleccion y/o un gen marcador, integrandolos
dentro de la regién del T-DNA, permitiendo el uso de cepas modificadas de Agrobacterium

con genes de interés.
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El gen de seleccion codifica una enzima que inactiva un antibiético u otro agente de
seleccion afiadido al medio de cultivo para la morfogénesis in vitro, permitiendo la exclusiva
regeneraciéon de plantas transformadas, excluyendo aquellas no transformadas. Entre los
genes de seleccion mas utilizados se encuentra el gen que codifica para la enzima
neomicina fosfotransferasa Il (nptll), que confiere resistencia a algunos antibidticos
aminoglucosidos como la neomicinay la kanamicina. En cuanto al gen marcador o reportero,
uno de los mas utilizados es el gen uidA, que codifica para la enzima hidrolasa B-
glucuronidasa (Jefferson et al. 1987), que tiene como uno de sus sustratos histoquimicos el
compuesto  X-Gluc  (acido  5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénico, sal de
ciclohexilamonio). Cuando la enzima B-glucuronidasa se encuentra presente y activa,
cataliza la hidrdlisis del enlace glucurénico del compuesto X-Gluc. Esta reaccién libera un
grupo indol que, al oxidarse en presencia de oxigeno, genera el compuesto azul 5,5-
dibromo-4,4’-dicloro-indigo, siendo notable por su estabilidad a altas temperaturas,
resistencia a la fijacion histoquimica y facil deteccion en los tejidos (Xion et al. 2011; Basso
et al. 2020).

Para llevar a cabo estudios de genética y gendmica funcional en especies vegetales, es
esencial contar con protocolos de transformacidén genética eficiente, que permitas obtener
la mayor cantidad de transformantes posibles y que, ademas, estos se mantengan en el
tiempo y produzcan descendencia que exprese los componentes genéticos de interés. Para
ello, la eficiencia en la transformacion genética puede incrementarse manipulando las
técnicas de cultivo de Agrobacterium y plantas, conduciendo a un aumento de inoculaciéon
en las plantas y la expresion de los genes vir (Xu et al 2020) (. En este contexto, se sabe
gue modificaciones en la temperatura y el pH del medio de cultivo bacteriano, asi como el
uso de inductores quimicos como la acetosiringona cumplen un rol crucial en la eficiencia
de un protocolo de transformacién genética (Xu et al 2020; Anjanappa y Gruissem 2021;

Azizi-Dargahlou y Pouresmaeil 2024).

Se sabe que la acetosiringona (3,5-dimetoxi-4-hidroxiacetofenona) es un compuesto
fendlico que es liberado por las plantas cuando reciben algun tipo de dafio mecéanico, la
cual, a su vez, funciona como molécula de sefalizacidn, en respuesta a la infeccion por A.
tumefaciens, activando la expresion de los genes vir para transferir el T-DNA a las células

objetivo (Peng et al. 1998; Gelvin 2003). Si bien la adicién de acetosiringona en los medios
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de co-cultivo no es imprescindible para que ocurra la transferencia genética, diversos
estudios han demostrado que aumenta la eficiencia de la transformacion genética (Mayavan
et al. 2013; Manickavasagam et al. 2015; Taak et al. 2020; Bhatt et al. 2021).

Gnasekaran et al., (2014) y Nyaboga et al. (2015), sefialan que los mejores resultados para
la obtencidén de una alta inoculacion de Agrobacterium, se logran mediante el co-cultivo
sélido suplementado con acetosiringona 200 uM. No obstante, Rashid et al. (1996); Gould
(1997); Henzi et al. (2000); Ali et al. (2006) y Thiruvengadam et al. (2011), sugieren que al
utilizar una concentracién de 200 uM de acetosiringona en ambos medios de co-cultivo

(liquido y sdlido) se inhibe la transformacion genética.

La aplicacion y manipulacién de otros factores, como la infiltracion al vacio y la sonicacion
han demostrado aumentar la eficiencia de la transformacion genética en diversas especies
vegetales de importancia mundial, como el trigo (Amoah et al. 2001), el poroto (Liu et al.
2005), el rabano (Park et al. 2005), la soya (Arun et al. 2015, 2016) y la sandia (Vasudevan
et al. 2021). La infiltracion al vacio actia generando una presion atmosférica negativa que
expulsa el aire de las cavidades y crea espacios vacios dentro de los tejidos vegetales,
resultando en un mayor ingreso de las células de Agrobacterium al tejido objetivo (Tague y
Mantis 2006; Lin et al. 2009; Manickavasagam et al. 2015). Sedaghati et al. (2021) reporto
gue la aplicacion combinada de sonicacion e infiltracion al vacio por 2 minutos en semillas
de Portulaca oleracea L. aumento6 la eficiencia de la transformacion genética en dicha
especie, obteniendo 39.25+2.88% de explantes positivos para la expresion estable del gen
uidA. Por otro lado, Zhang et al. (2022) report6 que al infiltrar al vacio explantes de hojas y
peciolos de Tripterygium wilfordii por 3 minutos, obtuvo un 76,36% de explantes

sobrevivientes al medio de seleccion de transformantes.

2.5 Edicion genética mediante CRISPR/Cas

El sistema CRISPR/Cas (por sus siglas en inglés “Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats y Cas”, proteinas asociadas) ha revolucionado la biotecnologia al
permitir la edicion precisa de genomas en una amplia variedad de organismos, incluidas las
plantas (Zhu et al. 2020). Este sistema se basa en una guia de ARN (ARNsg) que dirige la
proteina Cas9 hacia secuencias especificas de ADN, donde induce cortes de doble hebra.

La célula repara estos cortes mediante mecanismos de union de extremos no homdlogos
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(NHEJ) o reparacion dirigida por homologia (HDR), lo que permite realizar inserciones,
deleciones o reemplazos de secuencias genéticas de interés (Jilin et al. 2022; Kumar et al.
2023).

En el ambito vegetal, CRISPR/Cas ha demostrado ser una herramienta poderosa para
mejorar cultivos mediante la introduccion de rasgos como tolerancia al estrés abiotico,
resistencia a enfermedades y aumento en la productividad (Zhang et al. 2020). Ademas, su
implementacion en plantas no modelo, como Colobanthus quitensis, ofrece un enfoque
innovador para estudiar mecanismos de adaptacién en ambientes extremos, como los de la
Antértica. La integracién de esta tecnologia con protocolos eficientes de transformacién
genética, como los desarrollados en esta investigacién, podria facilitar aplicaciones
biotecnolégicas avanzadas que mejoren la resiliencia y capacidad adaptativa de las plantas
(Li et al. 2013; Schindele et al. 2020).

2.6 Antecedentes de Transformacidn genética en Colobanthus quitensis

En C. quitensis se han reportado estudios de transformacion genética en semillas, brotes y

callos de diferentes poblaciones (Arcos 2015; Burgos 2017).

Arcos (2015) reporto que, en semillas, plantulas obtenidas a partir de semillas germinadas
(SG) y plantas in vitro, el mayor nimero de explantes que expresaron de manera transitoria
el gen uidA se obtuvo utilizando la cepa LBA4404 de A. tumefaciens, portadora del plasmido
pBI121. Asi mismo, obtuvo un promedio 11,7 transitorios para semillas, un promedio de 10,7
transitorios para plantulas SG y un promedio de 17,7 transitorios para plantas, utilizando
una densidad bacteriana con una absorbancia 0,9 a D.O soponm Y co-cultivo liquido de 30
minutos. Por otro lado, Burgos (2017) obtuvo el mayor niumero de brotes y callos de C.
qguitensis que expresaron de manera transitoria el gen uidA utilizando 200 pM de

acetosiringona en el medio de co-cultivo sdlido.

A pesar de los avances en transformacién genética de C. quitensis, no existen antecedentes
bibliograficos suficientes para el establecimiento de un protocolo eficiente de transformacién
genética para la especie, como, por ejemplo, donde se prueben factores como la infiltracidon
al vacio o la presencia de acetosiringona so6lo en el co-cultivo liquido, donde dicho
compuesto fendlico es indispensable para aumentar la eficiencia de la transformacion

genética. Ademas, el establecimiento de un protocolo eficiente de transformacién genética
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en C. quitensis mediada por A. tumefaciens permitird sentar las bases para establecer
sistemas de transformacion aln mas rapidos, precisos y eficientes como lo son
CRISPR/Cas. Por lo tanto, el presente trabajo tiene como objetivo establecer un protocolo
de transformacion genética de Colobanthus quitensis mediada por Agrobacterium

tumefaciens.
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3. HIPOTESIS
La aplicacion de la infiltracién al vacio en explantes de Colobanthus quitensis aumentara la

eficiencia de la transformacion genética para dicha especie.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Establecer un protocolo de transformacion genética de Colobanthus quitensis mediada por

Agrobacterium tumefaciens.
4.2 Objetivos Especificos

I. Evaluar el efecto de los métodos de transformacidn genética con y sin infiltracion al

vacio en la expresion transitoria del gen uidA.

II. Determinar la eficiencia de la transformacion genética mediante el nUmero de

plantas sobrevivientes a la seleccion de transformantes.

5. METODOLOGIA
5.1 Material Vegetal

Se utilizaron explantes de C. quitensis, de aproximadamente 1 cm., incluyendo hojas y parte
de la raiz principal, de plantas obtenidas desde la Coleccion de Plantas Vasculares
Antéarticas (CPVA- Proyecto VRID 2023000418ESP), de la Universidad de Concepcion
campus Los Angeles. Dichos explantes se obtuvieron a partir de plantas de C. quitensis
previamente establecidas in vitro en frascos de vidrio de 250 ml con 25 ml de medio de
cultivo base MS (Murashige & Skoog 1962), al 100% de concentracion (4,43g/L),
complementado con sacarosa al 3%, 6-Bencilaminopurina (BAP) 0,5 mg/L, Acido indol-3-
acético (AIA) 0,25 mg/L, a un pH 5.7, en camara de crecimiento a 18+2 °C, con un

fotoperiodo de 16 hr luz/8 hr oscuridad e intensidad luminica de 45 + 2 ymol m?s-1.
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5.2 Vector Binario, cepay cultivo de Agrobacterium Tumefaciens

Se utiliz6 la cepa LBA4404 de A. tumefaciens, que alberga el plasmido pBI121, para la
transformacion genética de C. quitensis (Arcos 2015). Dicha cepa bacteriana se encontraba
conservada en tubos crioviales con medio de cultivo YEP (Yeast Extract Peptone) (Extracto
de levadura 2%, Peptona 2%, NaCl 2%) y glicerol al 20%, a -80 °C. El vector binario pBl121
codifica los genes nptll (neomicina fosfotransferasa Il) y uidA que confieren resistencia a
kanamicina (Km) y expresion de la enzima (B-glucuronidasa (GUS), respectivamente. El gen
nptll se encuentra bajo el control del promotor y terminador de la nopalina sintetasa (nos),
mientras que el gen uidA, se encuentra bajo el promotor del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV35S) y el terminador nos (Hoekema et al. 1983).

Para llevar a cabo el cultivo de la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens, se tomaron
100 uL de la suspensién bacteriana almacenada en tubos criogénicos y se cultivaron en 100
mL de medio YEP (Extracto de levadura 2%, Peptona 2%, NaCl 2%) suplementado con
estreptomicina (50 mg/L) y kanamicina (50 mg/L). El cultivo se incubo a 28 °C durante 48
horas en un agitador orbital a 150 rpm (Lab. Rotator, modelo DRS-2100V) segun el protocolo
descrito por Gelvin (2006). Una vez completada la incubacion, el cultivo bacteriano fue
centrifugado a 4000 rpm durante 20 minutos para obtener el pellet bacteriano, el cual se re-
suspendio en un medio de co-cultivo liquido compuesto por 1/10 MS, 3% de sacarosa y 200

MM de acetosiringona (AS), ajustado a un pH de 7.

A continuacion, la densidad éptica de la suspension bacteriana se ajusté a 600 nm (DOeoo),
alcanzando un valor de absorbancia de 0.8, conforme al promedio de las absorbancias mas
eficientes establecidas por Arcos (2015), utilizando un espectrofotometro “Thermo Scientific
GENESYS 10UV”. Finalmente, la suspension bacteriana se activd mediante incubacion a

28 °C en agitacion constante a 100 rpm durante 4 horas.

5.3 Transformacién genética de Colobanthus quitensis

5.3.1 Tratamiento 1 (T1): Infiltracion al vacio

Bajo camara de flujo laminar, se prepararon 15 explantes de aproximadamente 1 cm, se
dispusieron en medio de co-cultivo liquido y se infiltraron al vacio durante 3 minutos a una

presiéon de 630 mmHg (Zhang et al. 2022), utilizando un Kitasato y una bomba de vacio
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(Arguimed, modelo su-660). Tras la infiltracion al vacio, se prosiguio con el procedimiento
de transformacion (Sedaghati et al. 2021) descrito para C. quitensis (Arcos 2015). De esta
manera, los explantes se sometieron a agitacion constante a 100 rpm y temperatura

ambiente (20 + 2 °C) durante 30 minutos en el mismo medio de co-cultivo (Arcos 2015).

Pasados los 30 minutos, se retiraron los explantes del medio de co-cultivo y se eliminé el

exceso de solucién bacteriana utilizando papel absorbente estéril.
5.3.2 Tratamiento 2 (T2): Transformacién sin infiltracion al vacio

Bajo camara de flujo laminar, los explantes se dispusieron en medio de co-cultivo liquido
sometiéndolos a agitacion constante a 100 rpm y temperatura ambiente (20 + 2 °C) durante
30 minutos (Arcos 2015). Transcurridos los 30 minutos, se retiraron los explantes del medio
de co-cultivo y se elimind el exceso de solucion bacteriana utilizando papel absorbente

estéril.

Para ambos tratamientos (T1 y T2), una vez transcurridos los 30 minutos de co-cultivo
liquido en agitacion, los explantes se colocaron en posicion horizontal en placas Petri con
medio de co-cultivo solido (Y2 MS, 3% sacarosa, 0.7% agar, pH 5.7) durante 48 horas (Arcos
2015) en una camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad, a 18

+ 2 °C y una intensidad luminica de 45 + 2 pmol m2s™,

En simultaneo a los experimentos de transformacion genética de los tratamientos T1y T2,
se llevé a cabo un control negativo para cada tratamiento y en cada repeticion, el cual consta
en someter a los explantes a las mismas condiciones que en dichos tratamientos, a

excepcion del contacto con el cultivo de A. tumefaciens.
5.4 Pre-seleccion de explantes

Transcurridas las 48 horas, bajo camara de flujo laminar, se tomaron 10 explantes del medio
de co-cultivo solido y se trasladaron a frascos de 250 mL con 20 mL de medio de
preseleccion (MS completo, 3% sacarosa, 0.5 mg/L de BAP, 300 mg/L de cefotaxima, 0.7%
agar, pH 5.7). Los explantes se colocaron en posicién vertical y se incubaron durante 21
dias en una camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad, a 18 +

2 °C y una intensidad luminica de 45 + 2 umol m2s™. Este procedimiento se realizé para
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estimular el crecimiento y la recuperacion de los explantes tras el proceso de transformacion

y para eliminar el exceso de bacterias.
5.5 Ensayo Histoquimico GUS

Se evalud la expresién transitoria del gen uidA mediante el ensayo histoquimico de la
enzima B-glucuronidasa, segun la metodologia de Vitha et al. (1995), con modificaciones.
Transcurridas las 48 horas de co-cultivo sélido, se seleccionaron al azar 5 explantes por
tratamiento, se lavaron con una solucién de /10 MS y 300 mg/L de cefotaxima para eliminar
el exceso de solucién bacteriana y se secaron sobre papel absorbente. Posteriormente, los
explantes se colocaron en placas de ELISA y se sumergieron completamente en una
solucién de X-Gluc (Tampon fosfato 0.1M a pH 7, EDTA 10 mM, Triton X-100 0.1%,
Ferricianuro de potasio 100 mM, Ferrocianuro de potasio 100 mM, X-Gluc 100 mM). Los
explantes, separados por tratamientos, se incubaron en total oscuridad durante 18 horas a
37 °C.

Después de la incubacion, para eliminar la clorofila de los explantes, se utilizaron soluciones
de etanol en concentraciones crecientes (70%, 85%, 90%, 96%) durante 30 minutos cada
una, repitiendo el procedimiento hasta despigmentar por completo los explantes.
Finalmente, se afiadid una solucion de clareo (etanol: acido acético en una proporcion de
3:1) durante 30 minutos, para mejorar la visualizacion de los puntos azules que indican la

actividad transitoria del gen uidA.

Los explantes se conservaron en tubos Eppendorf con glicerol 100% estéril para facilitar su

observacion sin que se deshidraten.
5.6 Deteccion microscopica

Para evaluar la expresién transitoria del gen reportero uidA, los explantes conservados en
glicerol se colocaron en portaobjetos y se analizaron utilizando una lupa OLYMPUS SZ51y
un microscopio optico OLYMPUS CX31 con un aumento de 10X. Este procedimiento se
llevdé a cabo para determinar la eficiencia de la transformacion transitoria mediante la
cuantificacion de la cantidad de explantes por tratamiento (1 y 2) que presentaron actividad
de la enzima B-glucuronidasa, evidenciada por el precipitado de color azul en los explantes.
Por otro lado, los resultados fueron comparados con los datos mostrados en la Fig. 1 para

validar y contrastar los niveles de expresion del gen uidA en los tratamientos 1y 2.
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Fig. 1: Representacion para la determinacion porcentual de expresion transitoria en brotes

de Colobanthus quitensis. ©Guillermo Paz (Citado y modificado por Arcos 2015).
5.7 Seleccion de transformantes

Transcurrida la etapa de preseleccion, los explantes se colocaron en posicion horizontal en
placas Petri con medios de seleccion (MS completo, 3% sacarosa, 0.7% agar, 0.5 mg/L de
BAP, 0.25 mg/L de AIA, 300 mg/L de Cefy 550 mg/L de Km, pH 5.7) (Arcos 2015; Burgos
2017). Posteriormente, las placas con los explantes se trasladaron a una camara de
crecimiento con un fotoperiodo de 16 horas de luz/8 horas de oscuridad, a una temperatura
de 18 + 2 °C y una intensidad luminica de 45 + 2 pumol m2s™, Los explantes permanecieron
en los medios de seleccion hasta que los controles negativos presentaron necrosis y/o
muerte celular. Finalmente, los explantes sometidos a los tratamientos de transformacion
genética que sobrevivieron al medio de seleccion fueron cuantificados, obteniendo asi el
porcentaje de explantes sobrevivientes por cada tratamiento (T1 y T2), en base a la

siguiente formula:

% De Explantes Sobrevivient _N° de Explantes Sobrevivientes % 100
o L€ Explantes sobrevivientes = N° Total de Explantes Tratados

5.8 Regeneracion de transformantes

Luego del periodo de seleccién de transformantes, los explantes sobrevivientes fueron
transferidos al medio de cultivo empleado en la propagacion de C. quitensis (MS completo,
3% sacarosa, 0.7% agar, 1 mg/L de BAP, 0.5 mg/L de AIA, 10 uM de STS, pH 5.7), con
adicion de 550 mg/L de Km para evitar la proliferacion de células no transformadas. Esto se
realizo con el objetivo de promover el crecimiento y desarrollo de las plantas sobrevivientes,
obteniendo asi una generacion de plantas transformadas estables disponibles para futuros

estudios.
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5.9 Expresion Estable del gen uidA

Un mes después de transferir las plantas sobrevivientes del proceso de seleccion de
transformantes al medio de propagacion, se procedi6 a evaluar la expresion estable del gen
uidA. Para ello, se obtuvo un fragmento foliar de cada una de las plantas sobrevivientes, y
se aplico el ensayo histoquimico GUS siguiendo la metodologia previamente descrita,

omitiendo el paso de lavado con la solucién de 1/10 MS y 300 mg/L de cefotaxima.
5.10 Analisis Estadistico

Todos los ensayos fueron realizados de manera completamente aleatorios, llevando a cabo
5 repeticiones en el tiempo por cada tratamiento evaluado (T1 y T2), incluyendo sus

respectivos controles negativos, con un total de 60 explantes de C. quitensis por ensayo.

Para evaluar las diferencias estadisticas entre los tratamientos, se realiz6 el analisis
estadistico t-test para variables independientes, utilizando el software STADISTICA version
10.0. La obtenciéon de los graficos fue desarrollada utilizando el software STADISTICA

version 10.0 y SigmaPlot version 12.0.
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6. RESULTADOS
6.1 Ensayo Histoquimico GUS

Los resultados del ensayo histoquimico en explantes de Colobanthus quitensis (Fig. 2)
revelaron expresion transitoria del gen uidA en ambos tratamientos (T1 y T2), siendo mas
notable en el T1. En este tratamiento, los 25 explantes sometidos al ensayo histoquimico
mostraron tincién azul en distintas intensidades (Fig. 2 y Fig. 3), confirmando la clara
expresion transitoria del gen. Por el contrario, en el Tratamiento 2, solo 19 de los 25
explantes analizados presentaron tincion azul (Fig. 2 y Fig. 3), la cual fue menos intensa en
comparacioén con el tratamiento T1. Finalmente, los explantes pertenecientes a los controles
negativos de ambos tratamientos no exhibieron tincién azul en sus tejidos, corroborando la

ausencia del gen uidA en estos casos.

Tratamiento Repeticion 3

Repeticion 1 | Repeticion 2

— T

Repeticion 4

G

Repeticion 5

T1:
Infiltracion al
Vacio

T2: Sin
Infiltracion al
Vacio

Control T1:
Infitracion al
Vacio

Control T2:
Sin
Infiltracion al
Vacio

Fig. 2: Expresion transitoria del gen uidA en explantes de Colobanthus quitensis sometidos
a transformacién genética mediante infiltracion al vacio (T1) y sin infiltracion al vacio (T2),

junto a sus respectivos controles.
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Fig. 3: Numero de explantes de Colobanthus quitensis sometidos a transformacién genética
mediante infiltracion al vacio (T1) y sin infiltracion al vacio (T2), que presentaron expresion

transitoria del gen uidA.
6.2 Deteccion microscopica

El porcentaje de expresion transitoria del gen uidA en los explantes de C. quitensis fue
significativamente mayor en los explantes sometidos a transformacion genética mediante
infiltracion al vacio (T1), en comparacion con aquellos transformados sin infiltracion al vacio
(T2) (Fig. 4). En promedio, el T1 mostr6é un 51% de expresion transitoria, mientras que el T2

alcanz6 solo un 36% de expresion transitoria.
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Fig. 4: Expresion transitoria del gen uidA en explantes de Colobanthus quitensis sometidos
a transformacion genética mediante infiltracion al vacio (T1) y sin infiltracion al vacio (T2).
Tratamientos realizados en quintuplicado. Barras de error indican Error Estandar (SE).

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (t-test; p < 0,05).
6.3 Seleccion de transformantes

Después de que los explantes permanecieran en el medio de pre-seleccion durante un
periodo de 21 dias, fueron transferidos a medios de seleccion, donde se realizaron
subcultivos en intervalos de 30 dias mes. Tras aproximadamente tres meses, una vez que
los controles negativos de ambos tratamientos (T1 y T2) mostraron necrosis y/o muerte
celular, se observaron plantas sobrevivientes en ambos tratamientos. En el tratamiento T1
se obtuvieron 8 plantas sobrevivientes (Fig. 5 A), mientras que en el tratamiento T2 se

registraron Unicamente 2 individuos sobrevivientes (Fig. 5 B).

Aplicando la férmula anteriormente descrita (ver Punto 5.7), el porcentaje de sobrevivencia

de explantes fue del 16% en el tratamiento T1 y del 4% en el tratamiento T2.
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Fig. 5: Plantas de Colobanthus quitensis en medio de propagacion con adicion de Km (550
mg/L), seleccionadas como transformantes, sobrevivientes al antibioético Km (550 mg/L). A)

Plantas provenientes del T1. B) Plantas provenientes del T2.
6.3 Regeneracion de transformantes.

Las plantas sobrevivientes al medio de seleccion de transformantes, correspondientes a
ambos tratamientos (T1 y T2), fueron trasladadas a medios de propagacion con el objetivo
de favorecer su recuperacion y permitir su uso en estudios posteriores. Transcurrido un mes
en el medio de propagacion con adicion de Km (550 mg/L), y debido al desarrollo reducido
de las plantas, se recolect6 un fragmento foliar de cada planta para realizar el experimento

de evaluacién de la expresion estable del gen uidA previamente descrito.
6.4 Expresion Estable del gen uidA

Los resultados de la evaluacion de la expresion estable del gen uidA en las plantas
sobrevivientes al medio de seleccion mostraron que, en el tratamiento T1, las ocho plantas
sobrevivientes presentaron expresion estable del gen en distintas proporciones, aplicado la
misma escala para estimar el porcentaje de expresién transitoria del gen uidA (Fig. 6). Por
otro lado, en el tratamiento T2, ninguna de las dos plantas sobrevivientes mostré expresion

estable del gen (Fig. 6).
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Fig. 6: Escala de la determinacion porcentual de la expresion estable del gen uidA en
fragmentos foliares de plantas de Colobanthus quitensis sobrevivientes a la seleccion de

transformantes provenientes del tratamiento T1y T2.
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7. DISCUSION

En el presente estudio, la inclusién de un paso adicional de infiltracion al vacio en la
transformacion genética de C. quitensis resulté en un incremento significativo en la eficiencia
del proceso. En particular, la aplicacién de vacio a 630 mmHg durante 3 minutos permitio
aumentar la tasa de explantes sobrevivientes a la seleccion de transformantes del 3%

reportado por Burgos (2017) al 16%.

La mejora en la eficiencia de transformacidén genética mediante infiltracion al vacio puede
explicarse desde una perspectiva tanto fisica como biolégica. Este procedimiento facilita la
penetracion de A. tumefaciens en los tejidos vegetales al reducir la presion interna de los
espacios intercelulares, permitiendo una mayor difusion de la suspensién bacteriana y
favoreciendo el contacto con las células diana (Manickavasagam et al. 2015). Asimismo, la
infiltracion promueve una absorcion mas eficiente del medio de cultivo que contiene A.
tumefaciens, lo que incrementa la probabilidad de interaccion entre la bacteria y las células
vegetales, optimizando la transferencia del ADN-T. Estudios previos han reportado efectos
similares en otras especies vegetales. Por ejemplo, en Chrysanthemum morifolium, la
infiltracion al vacio incremento la eficiencia de transformacion de un 6,25% a un 16% (Xu et
al. 2022). De manera analoga, Zhang et al. (2022) observaron que la aplicacion de vacio en
explantes foliares y peciolares de T. wilfordii por 3 minutos resulté en un 76,36% de
explantes sobrevivientes al proceso de seleccion de transformantes. Asi mismo, en
especies como Medicago truncatula, Dianthus chinensis y Oryza sativa, se han reportado
porcentajes de eficiencia de la transformacion genética similares a lo obtenido en esta
investigacion (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacién de la eficiencia de la transformacion genética en cuatro especies
vegetales.

Eficiencia de la
Especie Transformacion Autores
Genética (%)

Medicago truncatula Cult. A17 15 Wen et al. 2019
Dianthus chinensis 21 Zhang et al. 2021
Oryza sativa Cult. ZS97 10,5 Chen et al. 2023

Colobanthus quitensis 16 Sepulveda 2025
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En este estudio, la transformacion genética con infiltracion al vacio resulto en la obtencion
de ocho plantas supervivientes en el tratamiento T1, las cuales evidenciaron expresion
estable del gen uidA, aunque con variaciones en los niveles de expresion en los distintos
tejidos analizados. Estas discrepancias podrian atribuirse a la incorporacion diferencial del
plasmido pBI121 durante la fase de recuperacion y multiplicacién celular posterior a la
transformacion genética. Investigaciones previas han demostrado que factores como la
eficiencia en la integracion del ADN-T, la actividad diferencial de los promotores y la
regeneracién desigual de los tejidos transformados pueden generar variabilidad en la
expresion geénica (Kairuz et al. 2018). Ademas, el estrés celular inducido por el
procedimiento de transformacion y la exposicion a agentes selectivos, como la kanamicina,
pueden afectar la tasa de division celular, impactando tanto la integracion como la expresion
del transgén. Otros factores determinantes incluyen la localizacion gendmica del transgén y
el numero de copias insertadas, ya que la transformacion genética es un proceso aleatorio

gue ocurre de manera independiente en cada célula (Anjanappa & Gruissem, 2021).

Los resultados de expresion estable del gen uidA son consistentes con los datos de
expresion transitoria, donde todos los explantes transformados del tratamiento T1 sometidos
al ensayo histoquimico GUS mostraron expresion transitoria del gen uidA. En detalle, 8
explantes expresaron el gen en un 25%, 9 alcanzaron un nivel de expresion del 50%, y 8

presentaron una expresion del 75%.

Por el contrario, los explantes transformados del tratamiento T2 mostraron menores
porcentajes de expresion transitoria del gen uidA. De estos, 4 no presentaron expresion, 10
evidenciaron una expresion del 25%, 7 alcanzaron el 50%, y solo 4 mostraron una expresion
del 75%, reflejando diferencias en la eficiencia de transformacion y expresién del gen uidA

entre ambos tratamientos.

El aumento en la eficiencia de la transformacion genética puede atribuirse, ademas de la
infiltracion al vacio, a laimplementacion de la pre-seleccion o recuperacion de plantas previo
a su exposiciéon al medio de seleccion. Segun Anjanappa y Gruissem (2021) y Zhang et al.

(2022), este proceso es critico para garantizar la estabilidad genética de las plantas



37

transformadas, ya que permite que las plantas recuperen vigor antes de enfrentarse al

estrés generado por los agentes selectivos.

En conjunto, los resultados de este estudio no solo confirman la importancia de optimizar
las etapas clave del protocolo de transformacidén genética, sino que también destacan la
necesidad de incorporar estrategias adicionales, como la recuperacion previa y la infiltracion
al vacio, para maximizar la eficiencia del proceso y garantizar la obtencién de plantas

genéticamente estables.

Por otro lado, la optimizacién del protocolo de transformacién genética de C. quitensis
mediante la infiltracion al vacio no solo permiti6 mejorar la eficiencia del proceso, sino que
también representa un aporte significativo en el ambito de la biotecnologia aplicada a
especies vegetales extremdfilas. En este sentido, la investigacion se alinea con diversos
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), en particular con el ODS 9 (Industria, Innovacion
e Infraestructura), al desarrollar y perfeccionar una metodologia biotecnologica que facilita
la manipulacion genética de especies no convencionales, abriendo nuevas oportunidades
para su estudio y potencial aplicacion en la agricultura de ambientes extremos. Asimismo,
la capacidad de C. quitensis para tolerar condiciones de frio extremo y estrés ambiental
hace que este estudio tribute al ODS 13 (Accion por el Clima), ya que el conocimiento
generado puede contribuir a la identificacion de genes clave involucrados en la adaptacion
a temperaturas bajas, lo que a futuro podria permitir la ingenieria genética de cultivos mas
resilientes al cambio climéatico. Ademas, este estudio aporta informacion relevante para la
conservacion y uso sostenible de la biodiversidad vegetal, alineandose con el ODS 15 (Vida
de Ecosistemas Terrestres). C. quitensis, al ser una de las pocas plantas vasculares
capaces de sobrevivir en la Antartica, representa un modelo ideal para investigar
mecanismos de adaptacién en entornos extremos, y su transformacion genética eficiente
podria facilitar estudios funcionales de genes relacionados con la tolerancia al estrés
ambiental, promoviendo estrategias para la proteccidon de especies en peligro por el

calentamiento global.
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8. PROYECCIONES Y RECOMENDACIONES PARA FUTURO EXPERIMENTOS

En la presente investigacion, se logro obtener ocho plantas transformadas genéticamente
mediante el método de infiltracion al vacio, las cuales mostraron una expresion estable del
gen uidA. No obstante, es crucial proceder al aislamiento de individuos clonales a partir de
los brotes de estas plantas y subcultivarlos periédicamente en un medio de propagacion
estandarizado (MS completo, 3% sacarosa, 0.7% agar, 0.5 mg/L de BAP, 0.25 mg/L de AlA,
10 uM de STS, pH 5.7), suplementado con un agente de seleccién a base de kanamicina
(550 mg/L). Este proceso debe realizarse aproximadamente cada 30 dias, con el objetivo
de garantizar la obtencién de lineas clonales con una expresion 100% estable del gen uidA,
resultando en una planta transgénica completamente aislada y disponible para estudios

posteriores.

Adicionalmente, se propone el cultivo de una de las plantas transformadas, en condiciones
de jardin comun (generacion TO) con el propdsito de obtener semillas viables. Estas semillas
permitiran generar nuevas generaciones sexuales (Tn) de plantas transgénicas, que

también estaran disponibles para investigaciones futuras.

El éxito alcanzado en la transformacion genética de Colobanthus quitensis mediada por
Agrobacterium tumefaciens, empleando el método de infiltracion al vacio, representa un
avance significativo y sienta un precedente fundamental para futuras investigaciones en

este campo.

Se propone perfeccionar este método mediante la integracion de herramientas avanzadas
de edicion génica, como CRISPR/Cas, para lograr modificaciones mas precisas, rapidas y
dirigidas. Asimismo, la combinacion de técnicas, como la sonicacion de semillas junto con

la infiltracion al vacio, podria potenciar ain mas la eficiencia del proceso de transformacion.

Finalmente, la implementacion de andlisis transcriptomicos en las plantas transgénicas
obtenidas permitira identificar genes clave involucrados en la tolerancia a estrés abidtico, lo
gue contribuirhA a maximizar su potencial biotecnolégico. Esto no solo ampliara el
conocimiento sobre los mecanismos moleculares de adaptacion a ecosistemas extremos,
sino que también abrirA nuevas oportunidades para aplicaciones biotecnolégicas en

escenarios climaticamente desafiantes.
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Fig. 7. Esquema general y secuencial del protocolo de transformacién genética de
Colobanthus quitensis mediada por Agrobacterium tumefaciens, llevado a cabo en esta

investigacion. Realizado utilizando BioRender.com

La Figura 7 sintetiza los pasos fundamentales del protocolo de transformacion genética de
C. quitensis mediada por A. tumefaciens. El procedimiento comienza con la preparacion de
los explantes y su inmersién en un medio de co-cultivo liquido, seguido de la aplicacion de
infiltracion al vacio a 630 mmHg durante 3 minutos, un paso clave que contribuye
significativamente a mejorar la eficiencia de la transformacién. Posteriormente, los explantes
se someten a un co-cultivo en agitacion constante durante 30 minutos (sin condiciones de
vacio), tras lo cual se transfieren a un medio de co-cultivo sélido, donde se incuban durante
48 horas.

El protocolo continda con la transferencia de los explantes al medio de preseleccion,
disefiado para facilitar su recuperacién y eliminar el exceso de bacterias. A continuacién, los
explantes son expuestos al medio de seleccién que contiene kanamicina, permitiendo la

identificacion y seleccibn de transformantes resistentes. Finalmente, las plantas
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seleccionadas son regeneradas en medios de cultivo especificos optimizados para

promover su crecimiento.

El proceso concluye con la evaluacion de la expresion transitoria y estable del gen reportero
uidA mediante ensayos histoquimicos GUS, los cuales permiten confirmar la incorporacion
y actividad del transgén en las plantas transformadas, identificando asi transformantes

genéticamente estables.
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9. CONCLUSIONES

La hipotesis planteada en esta investigacion fue confirmada, ya que la infiltracion al vacio
demostré ser una estrategia efectiva para incrementar la eficiencia de la transformacion
genética de Colobanthus quitensis mediada por Agrobacterium tumefaciens. En especifico,
este método permitié aumentar la eficiencia del proceso de transformacion de un 3% (valor
previo reportado) a un 16%, lo que representa un avance significativo en el desarrollo de un

protocolo optimizado para esta especie.

El tratamiento con infiltracién al vacio (T1) gener6 un mayor numero de plantas
sobrevivientes y con expresion estable del gen uidA en comparacion con el tratamiento sin
infiltracidn al vacio (T2). En T1, ocho plantas sobrevivientes presentaron expresion estable
del gen, mientras que en T2, ninguna de las dos plantas sobrevivientes evidencio esta

expresion.

La etapa de preseleccidon o recuperacion de explantes antes de su exposicion al medio de
seleccion fue crucial para mejorar la estabilidad genética y el vigor de las plantas
transformadas, destacando la importancia de incluir esta etapa en protocolos futuros de

transformacion genética.

Los resultados sientan las bases para el desarrollo de protocolos mas eficientes de
transformacion genética en C. quitensis. Ademas, el éxito de este protocolo proporciona
herramientas clave para investigaciones futuras en genética y gendémica funcional, que
pueden enfocarse en mecanismos de adaptacion al estrés abidtico y en la mejora de

especies vegetales bajo condiciones extremas.

Este trabajo abre oportunidades para explorar técnicas avanzadas, como la edicion génica
mediante CRISPR/Cas, en combinacién con protocolos optimizados de transformacion
genética, para obtener mejoras mas precisas y rapidas en C. quitensis y otras especies de

interés.
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11. ANEXO

De manera paralela a los experimentos principales de esta investigacion, se llevd a cabo un
ensayo practico con fines docentes, centrado en la transformacién genética de callos
celulares de Colobanthus quitensis. En este ensayo se utilizo la cepa LBA4404 de
Agrobacterium tumefaciens, portadora del plasmido pBI121, para realizar una comparacion
preliminar entre la transformacién genética mediada por infiltracion al vacio y aquella
realizada sin infiltracién al vacio. Los resultados, basados en la expresion transitoria del gen
uidA, revelaron una expresion mayor en los callos celulares transformados mediante
infiltracidn al vacio en comparacion con los transformados sin este procedimiento. Por tanto,
se recomienda que futuros experimentos de transformacion genética en callos celulares de
C. quitensis validen esta observacion preliminar, tomando como referencia la metodologia

descrita en esta investigacion.

Fig. 8: Expresion transitoria del gen uidA en callos celulares de Colobanthus quitensis,
transformados sin infiltracion al vacio (A) y con infiltracidn al vacio (B). Escala de referencia
de Burgos (2017).
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