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Resumen

Nuevas estrategias para la transformacion y expresion de genes de interés
en girasol

El girasol es una especie de la familia Asteraceae (Compositagran importancia
economica, considerada hasta hace una década recalcitractdtiad in vitro y la
transformacién genética.

En un trabajo previo (Radonic, 2005) se logr6 establecer el protocolo deidel@or
enraizamiento en kanamicina con una eficiencia del 0,7 %. Enesitast mejord este
protocolo utilizando una construccion portadora de los genes antifingicaanagacy
quitinasa, ambos bajo el control del promotor CaMV358Il yenhancerQ del TMV,
obteniéndose una eficiencia de 1,26 %, al aumentar gradualmente la Em@entel
antibiético kanamicina en los sucesivos medios de regeneracion.

También se evalud la especificidad y estabilidad de dos vectmésniendo la construccion
CaMV35Ssecuencia codificante para la B-glucuronidasa (GUS)-interrumpida por un intron.
Las plantas T1 derivadas de los eventos de transformacion presemtgatron de expresion
de tipo no constitutivo, con expresion de GUS localizada exclusivareanos tricomas de
las nervaduras de la cara abaxial de las hojas, siendo necesdiliadaion de lupa para su
visualizacion. En las plantas T2 no se pudo detectar la prasgmdos transgenes. El nivel
bajo de expresion es similar al descripto en crisantemong$abilidad génica obtenida con
este mismo promotor fue también descripta en lechuga, ambas delim fAsteraceae. Estos
datos llevaron a la busqueda de nuevos promotores para la transformacion de girasol.
Los promotores ensayados fueron CaMV&3MV, PPC, nos, 2X35§ rbcSl. Estos
promotores fueron incorporados en el vector Gateway pKGWFS7,0, disefiado pargisl anal
de promotores regulando, en todos los casos, la expresion del gen reporteEst@Wsctor,
ademas posee el gen nptll de resistencia a kanamicina bajo la regulacion depnos

Para analizar la funcionalidad de las construcciones obtenidas marosalensayos de
agroinfiltracion de Nicotiana benthamiana. La actividad de los promotoregrasol fue
evaluada mediante ensayos de agroinfiltracion en hojas de plantaseemaculo y la
evaluacion temprana de los explantos blanco de transformacion, por detgmina
histoquimica de GUS vy cuantificaciéon fluorométrica de MUG. Para lmsayes de
agroinfiltracion de girasol se logré establecer un protocolo, consideradoeBst@aomento
como no factible, determinando el estadio de desarrollo de la plartepdabacteriana a
utilizar y el tiempo de analisis. Estos analisis permitierétgcemnar al promotor rbcS1 como
el mas adecuado, ya que presentd buenos niveles de actividad eazyméatidiferencia del
promotor CaMV3532 TMV, se expresé mayoritariamente en la zona meristematica de los
explantos blanco de transformacion, region a partir de la cual se regeneran los brotes.
Los resultados obtenidos en los ensayos de transformacion estableanagieael uso del
promotor rbcS1, en comparacion al CaMV33SFMV, no solo aumentd los niveles de
expresion de GUS (donde grandes regiones del mesdfilo mostraron expresion) sino que
modificd la expresion del gen nptll, mejorando notoriamente la eficienciakfdrmacion
(aumentando de 1,26 % a 7,06 %). Ademas, mejord la respuesta y el aspectplaledas
obtenidas (TO) al ser transferidas al invernaculo (tanto por pasaje adirea® como por
injerto), siendo éstas de gran porte y con capitulos florales mas grqnel@ssultaron en un
aumento del numero y tamafo de los aquenios obtenidos. Resultados sifuogaoes
publicados en Arabidopsis donde el promotor CaMV35S afectaba y alteraba en patréne
de expresion de transgenes y cambiaba el fenotipo de las plantasnicassdel analisis de
las plantas T1 permitié observar altos niveles de expresion del gererepoamparable al
de otras especies vegetales.

Los resultados expuestos muestran que es posible transformar girasol con usteoslai
eficiencia y expresion.

Palabras clavesgirasol, seleccion, promotores, agroinfiltracion, transformacion



Abstract

New strategies for the transformation and expression of genes of interest in
sunflower

The sunflower is a species from the Asteraceae family of great emonmportance
considered recalcitrant to in vitro culture and genetic transformation until a degade

In a previous work (Radonic, 2005) it was possible to establish a selectiongbtwy rooting
in kanamycin with an efficiency of 0,7 %. In this thesis this protocol mgsoved using a
construct carrying glucanase and chitinase antifungal genes, both und€aifie35S
promoter andfMV enhancer Q, obtaining an efficiency of 1,26 % by gradually increasing
kanamycin concentration in the successive regeneration media.

The specificity and stability of two vectors containing the construcM\GaS- (-
glucuronidase codifying sequence (GUS)-interrumpted by an intron was alsateda The
T1 plants derived from the transformation events showed a non-constitapvession
pattern, with GUS expression located only in the trichomes of the leaf vei the abaxial
surface of leaves, for its visualization it was necessary to usayaifiying glass. Detection of
transgenes was not possible in T2 plants. This low expressiondesmiilar to that described
in chrysanthemum and the genetic instability achieved with thee ggoomoter was also
described in lettuce, both of the Asteraceae family. These data lgw tsearch for new
promoters for sunflower transformation.

CaMV35SQ TMV, PPG nos, rbcS1 and 2X35S promoters were assayed. These promoters
were incorporated in pPKGWFS7,0 Gateway vector, which is designed for promolgiana
regulating, in all cases, GUS reporter gene expression. This vectorhadsthe nptll
kanamycin resistance gene under the regulation of nos promoter.

Agroinfiltration assays in Nicotiana benthamiana in order to analyfar¢ionality of the
obtained constructs were performed. Promoter activity in sunflower whsat®a in leaf
agroinfiltration assays in greenhouse plants and early evaluation watisformation target
explants, by GUS histochemical determination and MUG fluorometric ¢igatibpn. A
sunflower agroinfiltration protocol was established, until this moment coesidhet feasible,
by determining the developmental plant stage, the bacterial sis@itt and the time of
analysis. These analysis allowed to select rbcS1 promoter asosiesuitable, as it showed
good enzymatic activity levels and, unlike the CaMVZ5SMV promoter, it is mostly
expressed in the meristematic zone from the transformation target expéayitsy from
which shoots regenerate.

Results obtained in stable transformation assays showed that thef useS1 promoter,
compared with CaMV35& TMV promoter, not only increase@US expression levels
(where large regions of the mesophyll showed expression) but modified npd ge
expression, greatly improving transformation efficiency (which increased from 1,26 % to 7,06
%). Moreover, response and aspect of the obtained plants (TO) was improvettheyherre
transferred to the greenhouse (both by direct passage to earth or graftygyetbdarge-
sized and with larger floral chapters, resulting in an increase inuhmer and size of the
obtained achenes. Similar results were published in Arabidopsis wher€atl®/35S
promoter affected and altered in trans transgene pattern expressiohaaged transgenic
plants phenotype. T1 plants analysis allowed to observe high levelspoitere gene
expression, comparable to that of other plant species.

The above results show that it is possible to transform sunflower with Igoeds of
efficiency and expression.

Key words: sunflower, selection, promoters, agroinfiltration, transformation
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1. Introduccioén

1.1. Familia Asteraceae

Introduccién

La familia Asteraceae (Compositae) es la mas grande y divaddfi dentro de las

Angiospermas (Heywood, 1978; Funk y col., 2005) e incluye al 10 % de todapéases

con flor conocidas. Las plantas dentro de esta familia se caraotgrx la presencia de

numerosas inflorescencias agrupadas que presentan el aspecto de una unica flor “compuesta”.

Esta dividida en tres subfamilias mayores y una subfamilia memndacsila lechuga, el

girasol y el cartamo los representantes agrondmicamente importintizs subfamilias

mayores. Otra caracteristica destacable es que presentan una grendiiladi abarcando los

ambientes mas extremos del planeta y no solo en las zonas couigsesrire los tropicos,

como ocurre en el resto de las Angiospermas. Con excepcion de la Ansatetecuentran

representantes de esta familia en todos los ambientes y continentes (FunRG0&)!

Tabla 1. Especies asteraceas con importancia econémica

Nombre comun Género y especie Importancia econémica
Lechuga Lactuca sativd.. Alimento

Girasol Helianthus annuuk. Aceite, alimento y ornamental
Cértamo Carthamus tinctoriuk. Aceite, alimento y ornamental
Endibia Cichorium endivial. Alimento

Achicoria Cichorium intybud.. Alimento

Alcaucil Cynara scolymuk. Alimento

Topinambur Helianthus tuberosus Alimento

Yerba dulce o Stevia Stevia rebaudiana Alimento

Caléndula Calendula officinalid.. Aceite, hierba y ornamental
Guayule Parthenium argentatum Latex hipoalergénico
Piretro Chrysanthemum cinerariifoliuln ~ Pesticida y ornamental
Echinacea Echinacea spp. Medicinal y ornamental
Gerberas Gerbera spp. Ornamental

Copetes Tagetes spp. Ornamental

Cosmos Cosmos spp. Ornamental

Crisantemos Chrysanthemum spp. Ornamental

Zinnias Zinnia spp. Ornamental

Margarita Bellis perennid.. Ornamental y hierba
Artemisias Artemisia spp. Ornamental y hierba
Estragoén Artemisia dracunculuk. Hierba

Manzanilla Anthemis nobilid_. Hierba

Diente de Leon Taraxacum officinald.. Alimento y maleza

Senecio Senecio spp. Maleza

Mas de 40 especies econOémicamente importantes han sido domestieattasde esta

familia (ejemplos de estas especies se detallan en laltpifkesseli y Michelmore, 1997).

Estas incluyen cultivos alimenticios (lechuga, achicoria, topinambuejitesos (girasol,
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cartamo), medicinales (Echinacea, manzanilla) y muchos ornamentassst@ro, dalia,

zinnia y copete) como también muchos cultivos semidomesticados.

Por todas las caracteristicas descriptas en esta familia,lizé eaimportante nimero de
investigaciones en sistematica y evolucion. Por el contrario, esta faendiecgentra relegada
con respecto a otras en lo que se refiere a la caracterizaciécutaohe a la utilizacion o

explotacion de nuevas tecnologias (Kesseli y Michelmore, 1997).

1.2. Girasol

1.2.1. Especie

El girasol, Helianthus annuus L., comprende tres subespecies principaiasitiis annuus
ssp. lenticularis, girasol silvestre; Helianthus annuus ssp. annuusplgiraleza y
Helianthus annuus ssp. macrocarpus, girasol cultivado por sus frutos comestibles.

Su centro de origen es América del Norte, y su antecesor sileesirea especie diploide (2n
= 2Xx = 34) perteneciente a la subtribu Helianthinae, subfamilia Astamigefamilia
Asteraceae (Seiler, 1997), siendo el centro de diversidad de dich&e dapdnén América
del Norte.

Es una especie alégama y autoincompatible, cuya domesticaciépermitido la
autocompatibilidad y un aumento en el tamafio y en el vigor denliflaseEsto hace que el
girasol cultivado tenga varias caracteristicas que facilitadesarrollo de germoplasma
autopolinizable, favoreciendo los programas de mejoramiento como el desderbllaridos.
El girasol cultivado puede ser cruzado sin dificultad, tiene una alta piédude semillas
(aproximadamente 1.000 semillas/planta) y un tiempo generacional corto de 70 a 100 dias.
El girasol es sinbnimo de aceite en primer lugar y de proteina endeelygar. Su aceite ha
sido por afios de tipo "linoleico”, sin embargo por razones vinculadas atloudé la salud y
a la demanda de caracteristicas especiales para usos indystadhapulso el desarrollo del

girasol medio oleico y alto oleico.

1.2.2. El girasol en Argentina

Las primeras referencias sobre el girasol en la Republica Argentiemnsatan al siglo XIX,

cuando los colonos de origen hebreo afincados en las provincias de EntreaRiag;eSy



Introduccién

Buenos Aires realizaron las primeras introducciones de semilla pgregio consumo. A

partir del afio 1900 su difusibn como cultivo, comenz6 en forma casi simultanéa, en
Colonia Mauricio, partido de Carlos Casares, en el oeste de la proviritieedes Aires y en
Basavilbaso, provincia de Entre Rios, por agricultores inmigrantes.

En la Republica Argentina, el cultivo se extiende entre los 24 y gde longitud sur,
abarcando una amplia gama de ambientes, que involucra a una extensa region donde el girasol
constituye una alternativa importante para los productores, como puede obsenvéose

mapas de la figura 1.
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Figura 1. Mapas de la Republica Argentina donde se representartrida bhacia abajo, la superfici
sembrada, la produccion y el rendimiento del cultivo mlasgl entre los afios 1971-2005. (Fuente:
Argentina en mapas, CONICET)

1.2.3. Importancia econémica

1.2.3.1. Mercado internacional

La produccion mundial de girasol (que oscila en torno a las 27/30 millones de toneladas) tiene
cuatro principales protagonistas: la Federacion Rusa, que habitualapemte unas 6,5
millones de toneladas, la Uni6n Europea, con 4,8 a 6,5 millones, Ucranid,Z@n5,3
millones de toneladay, el Unico pais relevante en el hemisferio sur, la Argentina, con 3,5 a
4,5 millones de toneladas.

El principal producto de la molienda de girasol, y que contribuye casiyextémente a la
formacién de su precio, es el aceite. El resto, fundamentalmente thapnateina vegetal, se

vende como insumo forrajero para la produccién de carnes y leche.
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En el mercado mundial de aceites, el de girasol es el cuarto en orohepot@&ncia. En las
campafas que van desde los afios 2003/2004 a 2007/2008 (consideradas para eioHemisfe
Norte), el aceite de girasol participé con 8/9 % de la oferta mundigl.ede producto
compite en el segmento de aceites de mejor calidad junto con el de canola.

Usualmente la Argentina es el primer exportador mundial de ack#agna de girasol. En la
campafia 2007/2008, nuestro pais vendio 1,45 millones de toneladas d€4actité del

total de la produccion). Junto a sus otros dos competidores (Ucrania 88 &% y la
Federacion Rusa con el 12 %) suman el 87 % de la oferta total. Las car2p@@@909 y
2009/2010 no se tuvieron en cuenta debido a la sequia sufrida en la Argeortioaque los

datos no son representativos.

Algo similar ha ocurrido en las ventas de harina de girasol en las ggteoretis ha aportado

el 37,7 % al mercado mundial con 1,33 millones de toneladas. Ucrania, 88/5 &b y la
Federacion Rusa, con el 18 %, son también nuestros principales competidores en est
subproducto.

El mercado de exportacion de la semilla (1,5 millones de toneladasian@esoncentrado
como el de los subproductos. La Argentina aporta menos de 200.000 toneladas, que
representan la mitad de la oferta del principal exportador que es la UnigpeR (integrada

hoy por 27 naciones).

1.2.3.2. La produccidn de girasol en la Argentina

Si se estudian las campafias que van desde la de 1998/1999 hast@0&/2@08, pueden
distinguirse dos etapas muy claras (sin considerar las Gltimaampaitas como se aclaré en
el item anterior):

a) Hasta la campafia 1999/2000;

b) las ocho campafias restantes.

En la primera etapa, hubo un fuerte entusiasmo por el cultivo, que $& eeflen récord de
4,24 millones de hectareas y una produccion de 7,1 millones de toneladasaempédia
1998/1999. El rinde fue muy bueno en la comparacion hist¢kicé2 kg/ha). En la campana
siguiente, se produjeron mas de 6 millones de toneladas. Ambas ofertas fuesdas/al un
mercado mundial fuertemente debilitado en materia de precios, a rzrdgcion de la
oferta del aceite de palma (cultivo perenne, muy significativoséa, Auya produccion entro
al mercado masivamente hacia fines de la década de los "90). Razéstase vieron precios

inusitadamente bajos para los aceites, lo que condujo a la etapa siguiente.
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b) Esta etapa se inicia con una abrupta caida del &rea deasiemimuestro pais como
consecuencia del quebranto economico inducido por los magros precios interngcianale
superficie cayo 45 % en 2000-01 y la produccion apenas llego a 3,18 mibhaseladas.
Desde entonces, ha habido una recuperacion gradual en el area sembrddanzjuéaa 2,7
millones de hectareas en 2007/2008 (36,6 % mas que el valor piso), con una pragiuecion
crecio 41,9 %, hasta las 4,51 millones de toneladas.

La traslacion del cultivo hacia zonas con mayor riesgo agroecologimorgs de menor
calidad y aptitud se observa claramente en los mapas de supsenfiieada y de produccion
(en color verde y naranja, respectivamente) de la figura 1. Como contrapart®rgeraron
importantes cambios tecnoldgicos que produjeron rendimientos cada \@esr(@jdicados

en la figura 1 en color violeta), evitando asi que los rendimientauseh pais no hayan
experimentado bajas significativas. En la campafia 2007/2008 se obtuvieron 1hd @ kg/
nivel pais, mientras que en los ultimos ocho afios, el rango oscildlesdz kg/ha y 1.904
kg/ha.

La participacidn de las distintas provincias en el area sembrada quk la reasignacion de
tierras ha sido por demas significativa, tal como se mencion0 en paargfsres y se
desprende del mapa de superficie sembrada (figura 1, color verde), compargettotiss
1986/90 y 2001/05. En la provincia de Buenos Aires, entre 2000/01 y 2006/07, el area ha
aumentado un 23 %. La segunda provincia en importancia a comienzosédada del "00
fue Cordoba, que ha visto reducida la superficie en un 68 %, mientras §aenpa, tercera
provincia productora, la ha incrementado en un 30,5 %. El Chaco y Santa Fe &seqoe |
mayor aporte han hecho al crecimiento de la superficie de siembpanmera ha pasado de
140.000 a 352.000 hectareas (152 % de aumento) y la segunda, de 117.000 a 193.000 (un 64

% mas) (Asociacion Argentina de Girasol, 2008).

1.3. Mejoramiento vegetal y biotecnologia

La manipulacion genética de las plantas es una practica taruaard@mo la propia
agricultura. Desde sus comienzos, el hombre ha intentado modificar ltsspiae utiliza
para dotarlas de caracteristicas mas ventajosas. Asi, han idendargrimero de forma
intuitiva y posteriormente con técnicas de mayor complejidad lo quiersgmina mejora
genética. Estas caracteristicas estan definidas por el geraitipopjunto de genes de un

individuo, y por lo tanto, éste es el que se va modificando con taeifin de estas técnicas.
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En muchas ocasiones en la especie a mejorar no existe el gencquéiden el caracter de
interés, encontrandose en cambio en otras especies. En este oealizae cruzamientos
interespecificos, para incorporar al genoma de la especie que estajoosndo, el gen
perteneciente a otra especie que generalmente es silvestoerysederada como donante. De
este modo el numero de genes transferidos entre especies ha @asam con el tiempo.
Sin embargo, estas técnicas de mejoramiento tradicional consunafio tiempo y por lo
general, quedan también incorporados al genoma de la especie cultivadgmdose poco
interés agronémico provenientes de la especie donante.

Actualmente, se dispone de una tecnologia que permite la introducciénetedg una forma
controlada, mas eficaz y rapida, que los procedimientos tradicionalesizimientos: la
transformacion genética. En este caso, el gen introducido puede pertanegalquier
especie, no existiendo por lo tanto la limitacibn de compatibilixual y posibilitando la
introduccion de genes de bacterias, animales o plantas. En congecusrc planta
transgénica es aquella que posee uno o varios genes introducidos pors té@mica
transformacion.

Existen distintos métodos para la obtencion de plantas transgéreads, Is. transformacion
mediada por Agrobacterium tumefaciens y la técnica de biolls8ados mas usados, aunque
en todos los casos, las técnicas de transformacién deben combinagsewdtivo de tejidos
(Vasil, 2008).

1.4. Cultivo de tejidos

Las células vegetales, a diferencia de lo que ocurre con ldéasscétimales, mantienen en los
tejidos diferenciados la totipotencia, es decir la capacidad deerageplantas completas a
partir de una unica célula. Asi, las células vegetales cresidasndiciones asépticas, sobre
medios de cultivo adicionados con reguladores del crecimiento, tanteigadbs hormonas
vegetales, pueden dividirse dando dos tipos de respuesta:

i) una desdiferenciacion celular acompafiada de crecimiento tumoral, lpgada una masa
de células denominada callo, la cual en condiciones adecuadas edecggaerar 6rganos o
embriones somaticos,

il) una respuesta morfogenética por la cual se forman directament®®K gaganogénesis) o

embriones (embriones somaticos).
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La primera respuesta se conoce como organogénesis 0 embriogénesisi{mdedada por
un estado de callo), mientras que la segunda se considera organogémelrsogénesis
directa. Cuando el 6rgano originado es un brote, el proceso se denomina caul{djéeetsis

o0 indirecta), como ocurre en el caso de girasol

1.5. Cultivo de tejidos y transformacion en especies asteraceas

El estudio y aplicacion de técnicas biotecnoldgicas relacionddesltao in vitro y la
transformacion en especies de la familia de las asteraceasddadesarrollado casi
exclusivamente en crisantemo y lechuga, constituyendo estasiesspaodelos de
exploracion para otras especies de la familia, como el girasol.

En el caso del crisantemo, los importantes avances que serogasiahre diferentes aspectos
biotecnolégicos, en numerosos laboratorios de investigacion, no se puedeniavieiena
industria o a nivel comercial. A diferencia de lo que ocurre con otrasiesmenamentales,
no se usa la micropropagacion in vitro via embriones somaticosegdaeracion de brotes
para la produccion a gran escala. Tampoco se conocen variedades gengradaisda
hibridos somaticos, ni se utiliza la criopreservacion para el mamgenarde las variedades
existentes ni existen variedades transgénicas disponibles en atlmémvision de Vissey
col., 2007).

Por el contrario, la lechuga (Lactuca sativa) asi como variagiespelacionadas, son
“amigables” al cultivo de tejido y existen sistemas de regeneracion de brotes eficientes a
partir de tejidos, 6rganos, células y protoplastos. Se obtuvieron plantashdgalepor
variacion somaclonal tanto a partir de callos como de protoplastos. Estedude los
primeros casos publicados de obtencién de una planta transgénica por ekecitiopde
protoplastos donde se incorporé el gen de la cloranfenicol acetiltransfeea¥aajo la
regulacion del promotor CaMV35S (Cauliflower Mosaic Virus 35S, sigiagids de 35S del
virus del mosaico del coliflpr(revision de Davey y col., 2007).

Investigadores de EUA, que trabajan en distintos aspectos de la fdenias asteraceés
compuestas) y que participan de una iniciativa internacional en curso det@i@m@apositae
Genome Project, realizaron un encuentro en el afio 2006, en el que granidgs grupos
argentinos que trabajan en girasol, y cuyas conclusiones se escribieroMegting White
Paper. En este documento se afirma, entre otras cosas, que la tracisforgenética

mediada por Agrobacterium, actualmente se realiza de formariaitpaa lechuga pero no
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ocurre lo mismo en el caso del girasol, proponiéndose esta especid vegsatasistema

modelo de transformacion de la familia Asteraceae.

1.6. Cultivo de tejidos y transformacion genética en girasol

1.6.1. Cultivo de tejidos

Actualmente, el mejoramiento por técnicas biotecnoldgicas debhgsasncuentra reducido

a la utilizacion de marcadores, siendo uno de los pocos granos de impomandiial, que

no cuenta con variedades transgénicas en el mercado, fundamentdiehéidea la ausencia

de un protocolo de transformacion eficiente. Este tipo de protocolo paraceamiginto de
especies mediado por técnicas de ingenieria genética, requieresteuma de cultivo in
vitro capaz de producir un niumero importante de individuos transformados gajadesnas
reproducible y confiable. Segun Alibert y co{19949 la aplicacibn de métodos
biotecnolégicos para obtener mejores variedades de girasol, se encuamtaaali
principalmente por la dificultad de regenerar plantas in vitro, en afoaficiente y
reproducible.

En los ultimos 25 afios, se han intentado desarrollar distintos métodagederagion para
esta especie, por medio de organogénesis y/o embriogénesis sobadtiostas indirectas,
pasando por la formacién intermedia de callo, no son recomendadas paaaa] gues en
raros casos se han logrado regenerar embriones o brotes viables (Grecb984; Paterson

y Everett, 1985; Wilcox McCann y col., 1988). La regeneracion mediada por orgasiegéne
se ha obtenido a partir de meristemas apicales o ejes embriohapbyg ¢ol., 1987; Knittel

y col., 1994; Molinier y col., 2002), embriones inmaduros (Power, 1987; Bronner y col.,
1994; Jeannin y col., 1995), cotiledones de semillas maduras (Chraibi y col., 1984l; \Kni
col., 1991; Ceriani y col., 1992; Chraibi y col., 1992; Deglene y col., 1997; Baker,y col
1999; Berrios y col., 1999a; Berrios y col., 1999b; Dhaka y Kothari, 2002; Mayor y col.,
2003), hojas (Konov y col., 1998) y protoplastos (Burrus y col., 1991; Krasnyanski y
Menczel, 1993), mientras que la embriogénesis somatica ha sido olt@yaidariamente a
partir de embriones cigoticos inmaduros (Finer, 1987; Freyssinet y Fray39i8@; Witrzens

y col., 1988; Jeannin y Hahne, 1991; Bronner y col., 1994; Jeannin y col., 1995; Sujatha y
Prabakaran, 2001).
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En el grupo de transformacion genética de girasol perteneciente taiténde Biotecnologia
del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) Castelar, usmta con un
protocolo de cultivo in vitro, reproducible y exitoso, donde particularment®gsaron
Optimas condiciones en el enraizamiento y pasaje a invernactit@cian (Parody, 2003)
Se debe destacar que todas las publicaciones sobre girasol, que smanmescilos parrafos
precedentes, realizaron el pasaje a invernaculo Unicamente por injertogsoproc

extremadamente laborioso y de relativo éxito.

1.6.2. Transformacion genética en girasol

En general, los protocolos de transformacion genética de girasol publicastes ldha
actualidad, sufren de una baja eficiencia de transformacién y no poseen neéiteotes de
seleccidn, resultando en un alto porcentaje de escapes (Bidney y col., hg;Kcol.,

1994; Malone-Schoneberg y col., 1994; Burrus y col., 1996). Los pasos criticos en los
protocolos de transformacién son la transferencia del ADN-T a la maytidach posible de
células y que éstas sean capaces de regenerar y dar una plantllaagnde girasol, la
eficiencia de induccién de embriones adventicios es baja, debido a quecebko de
regeneracion es directo sin pasar por una fase de callo. Por esta razadnagoria de los
protocolos se realizan varios tratamientos a los explantos, para estannifalencia de los
genesvir de Agrobacterium: agregado de compuestos fenélicos como la angtosdj herir

los tejidos bombardeando con particulas desnudas (Bidney y col., 1992), condeoliidso
(Grayburn y Vick, 1995), macerandolos con enzimas (Alibert y col.,, 1999), aplicando
sonicacion (Weber y col., 2003) e incluso deshidratando los explantos antexugVa@
(Hewezi y col.,, 2002). Sin embargo, en todos los casos la eficiencia n@eenlaja o
directamente no se detecta la actividad del gen reporteropdgll@uronidasa en los brotes
recuperados. Burrus y c@lLl996)observaron que las células transformadas muchas veces no
eran las que regeneraban y que los brotes transgénicos correspondian a fevamadas
donde la célula que regeneraba habia sido transformada.

La regeneracion es frecuentemente de origen multicelular, por ldaguyglantas que se
obtienen suelen ser quimeras, pudiendo la regién transformada producir o no descendencia
(Schrammeijer y col., 1990). Para aumentar el nivel de regeneracion ekplastos, se ha
realizado cotransformacién con el gen ipt (isopentenil transferasa) involiemddasintesis

de citoquininas (Molinier y col., 2002) que promueven la divisién celular.
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Debido a los problemas descriptos en el parrafo anterior, existen numerosjis topatea
tratan de transformar otro tipo de explantos no meristematicos, como por ogjéospl
hipocatiles (Mller y col., 2001). Sin embargo las eficiencias continuasibajas y se
producen escapes.
El protocolo mas utilizado en la bibliografia, sigue basicameh&squema descripto por
Molinier y col. (1996)que, en rasgos generales consta de las siguientes etapas:

1. Imbibicién de semillas maduras.
Escision de embriones.
Cocultivo con Agrobacterium.
Induccidn de brotes.
Recuperacion de brotes transformados.
Seleccion en kanamicina.

Elongacion de los brotes.

© N o g s~ w D

Injerto, pasaje a invernaculo y aclimatacion.

1.6.3. Seleccion de brotes transgénicos

Durante la regeneracion de las plantas transformadas, se deb@@ifrosperen aquellas
células o tejidos no transformados, ya que las eficiencias de transfiommacdan valores
muy bajos, entre 0,01 y 5 %. Por esta razén, se introduce junto con el gemédeuintgen al
gue se denomina de seleccion, que proporciona a la célula transformaddilalgubsle
sobrevivir y regenerar en presencia del agente selectivo, que suwelen santibidtico
(kanamicina, gentamicina, etc.) o un herbicida (higromicina, glufosiniatd, mientras que
las células no transformadas mueren o son incapaces de prosperarc@sécta eleccion de
un gen de seleccion determina la posibilidad o no de éxito en la pi@dute plantas
transgénicas.

Esto es muy importante en el caso del girasol ya que la regémeiraitro de las plantulas
(TO) es via organogénesis, produciendo quimeras.

Durante los afios 2003 al 2005, se realiz6 un trabajaustiio para establecer el marcador
selectivo adecuado. Para esto se trabajo con dogeageelectivos: el herbicida glufosinato de
amonio y el antibiético kanamicina. A pesar de los enas0s ensayos realizados utilizando el
herbicida glufosinato de amonio, en distintos mongegtdistintas concentraciones, no se logro
encontrar un criterio que permitiera su utilizaciomooagente selectivo. En lo referente a la

utilizacién del antibiético kanamicina, se obtuvo ueiiciencia del 0,7 % (n° de brotes
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enraizados/n® de brotes tratados para agroinfecotéted, al final del periodo de cultivo de
tejido) donde la seleccion se realiza por la forgraale raices in vitro en presencia del
antibidtico, y la presencia del transgén es confirmpola técnicas de biologia molecular
Asimismo, se demostrd que la coloracion de losdsjitb puede ser utilizada como criterio de
seleccidn, ya que plantulas no transformadas presentarchojptetamente verdes y de aspecto
saludable en presencia del antibiotico. Estos eatdt fueron el producto del desarrollo de una
tesis de licenciatura (Radonic, 2005) y fueron plassmash una publicacidbn en una revista
internacional con referato (Radonic y col., 20B&sta el momento de la escritura de esta tesis
doctoral no se obtuvieron escapes a este criterio elecEsi.

1.7. Incidencia de las enfermedades fangicas en girasol

Se describen al menos treinta enfermedades que afectan al gilaag@ sacultivado,
causadas por varios hongos, bacterias y virus, pero solamente algunasireportincia
como causantes de pérdidas en la produccion (Bradley y col., 2007). Estdaspterdieron

un récord en los afios ‘90 estimado en 642 millones de ddlares en todo el mundo (Hesley,
1999). En la Argentina las enfermedades de mayor repercusion econémica soada®voc
por hongos, aunque en la region pampeana se registran tres enfermedagies/ \oteds
causadas por dos bacterias fitopatégenas, cuyas incidencias difrertas e&amparas
girasoleras.

Entre las enfermedades producidas por hongos, la producida por Verticilliumaedahl
(verticilosis u hoja abigarrada) provoca el secado anticipado y posible queketadtho. Es

la enfermedad mas importante y ocurre en areas donde el girasol & poitivarios afos
consecutivos usando cultivares susceptibles y fundamentalmente debidoresdacia e
incremento de las estructuras del parésito en el suelo. Otro hongo queapsewacio
anticipado e Macrophomina phaseolina (podredumbre carbonosa de la base del tallo), cuya
severidad se incrementa en lotes con deficiencia hidrica, instiéisien fertilidad y piso
arado. La roya negra (Puccinia helianthi), es uno de los parasitoadaislique afecta lotes
de girasol confitero y lotes de siembra tardia de girasol aceitaeoc@®atrolarlo se utilizan
fungicidas de la familia de los triazoles. Dentro de los oomicetiés g@resentes la roya
blanca (Albugo tragopogonis) que provoca dos tipos de sintomas, agalla erasapdnogl
ciclo asexual y necrosis en la insercién de los peciolos por elcestadial. Otro oomicete

gue produce importantes ataques en el cultivo es el Mildiu (downgwnilBlasmopara

11
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halstedii), cuyas oosporas en el suelo generan infecciones primaria® qnanejan con
fungicida curasemilla o cultivares resistentes. Dos hongos afettaapitulo, el mas
importante debido su impacto en la produccién, es el de la podredumbre huohedsi(E

sclerotiorum), cuya acumulacion de esclerocios en el suelo y el manoéntirementan la
severidad en el area. El otro patdgeno del capitulo, del genero Rhizopues;a problemas
de cosecha en lotes con dafios por granizo y tiempo muy humedo a la miaoksigeneros
Septoria, Alternaria y Phoma provocan manchas en hojas, tallosiologe® integran el

complejo de peste negra que conduce al secado anticipado (Pérez Fernandez, 2002).

1.7.1. Enfoques clasicos para el control de enfermedades fungicas

El control de enfermedades fungicas se realiza mediante el edepfangistaticos quimicos,

gue funcionan so6lo como "protectores” y no como “curativos'. Esta es égn&at
extremadamente costosa, que ademas puede conducir a resultados catastroficos desde el punto
de vista ecolégico poniendo en serio riesgo la salud de los operarios dgenrkzed tareas.

Por otra parte, el control quimico resulta en ocasiones ineficaz delléddocarrencia de

lluvias no previstas y a la aparicion del fenomeno de fungoresistenaipielaemanda
aplicaciones adicionales y cambios constantes del tipo de fungiap&ar (Vigliola, 1986)

De ahi que la obtencién de variedades resistentes constitugendy eficiente y econémica

de proteccidn fitosanitaria de los cultivos.

1.7.2. Proteccion ante el ataque de patdgenos fungicos por métodos

biotecnoldgicos

La estrategia de expresar genes de resistencia a patdgenos por medio de la ingedtieda g

en los cultivares de aceptacion comercial de diversas especiesultado muy efectiva y
deseable. En casos experimentales se lograron altos nivelesistena a patdgenos
bacterianos y fangicos, expresando los genes de resistengjax@fl en tomate y arroz,
respectivamente. Sin embargo, la resistencia conferida por estas agemspecifica para
patogenos particulares (Pseudomonas tomatae, Xanthomonas oryzae) y en algunos casos, para
un limitado grupo de patovares.

La resistencia total a un patégeno, puede proveer la oportunidad para otros hongos de emerger
como patdégenos de ese cultivar. Dado que las plantas estan exmuastasmplio e

impredecible espectro de patégenos en la naturaleza, es ventajosoadesmegariedad de
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estrategias de defensa, del mismo modo en que las plantas d¢laniomado en sus
mecanismos de proteccion contra patdogenos. En el caso de las plansggrticas que
expresan proteinas PR (proteinas de resistencia), éstas actuan reforzaespulstas de
defensa inducibles en la planta, y ademas se localizan en zomastejgdbs donde son mas
efectivas contra patdgenos invasores, como por ejemplo, el espacielakra@®atta y col.,
1999).

Los genes que codifican para quitinasag-¥,3-glucanasas, fueron los primeros en ser
introducidos en vegetales por ingenieria genética para defensa codgyenpa. En 1991, se
reveld el primer caso de una planta transgénica decdtatmat aumento en los niveles de
resistencia al hongo Rhizoctonia solani, mediante laesik constitutiva de un gen de
quitinasa basica que poseia un probado efecto antifUngidoar{Broglie y col., 1991).

Desde entonces, han aparecido numerosas publicaciones de plantas transgémtayores
niveles de resistencia al ataque de hongos y bacterias patogetas. résultados se
obtuvieron mediante la expresion constitutiva o inducible de genes lesgetee codifican
proteinas de defensa como quitinasa por ejemplo en trigo, mostrando resatEnisiarium
(Shin y col., 2008) B-1,3-glucanasa en transgénicas de arroz que muestran resistencia a
Magnaporthe grisefNishizawa y col., 2003), proteina inactivadora de ribosomas de hongos
(RIP, sigla en inglés de ribosome inactivation protein), proteipas tdumatina (ap24),
tioninas y enzimas involucradas en las sintesis de fitoalexinas, entre otras.

Se ha demostrado que existe un efecto sinérgico de estas proteinageeeardaion de la
resistencia. En 1994, Zhu y colaboradores informaron qoedapresion constitutiva de los
genes dep-1,3-glucanasa y de quitinasa en plantas de tabat®mnudna un considerable
incremento de resistencia frente a infecciones de CGe@sicotianae. En 1995, Jagh
colaboradores desarrollaron plantas transgénicas dobles con combinacitmsesigigentes
genes: una glucanasa clase Il de cebada, una quitinasa classehbada y una RIP clase | de
cebada, observando que la presencia de dos genes aumenta el porcensigtedeiaede
plantas de tabaco frente a Rhizoctonia solani. En estas plantastablecié una clara
correlacion entre el nivel de acumulacion de las proteinas antifungicgsnivel de
proteccién. Hasta este momento, la bibliografia presenta numerosoglosjede este
abordaje, como la obtencion de plantas transgénicas de arroz resistenteén a
Rhizoctonia solani (Sridevi y col., 2008). Sin embargo, para obtener plamtasn(dtiples
resistencias a patdgenos, es necesaria la expresion coordinada de un geungs déay esto,

es necesario contar con una tecnologia capaz de producir plantas stitiptgénicas de
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una manera eficiente. Uno de los inconvenientes que se presentantal iex@resar varios
transgenes simultaneamente, es que los niveles de expresion de cadalasmgenes son
altamente variables y dependen de varios factores, entre los queugen: el nUmero de
integraciones de cada transgén (van der Hoeven y col., 1994), el siitegtacion dentro
del genoma (An, 1986) y el silenciamiento génico (Finnegan y Mc Elroy, 1994).

Se han descripto varios tipos de silenciamiento génico que puedertatasifientro de dos
categorias; el silenciamiento transcripcional y el silenciamientogpgstipcional. El primero
esta asociado a la redundancia de secuencias regulatoriasamale el segundo se asocia
con redundancia de secuencias codificantes (Vaucheret y col., 1998; Chavidlerheret,
2001). Datos recientes sugieren que ambas categorias son en realigadk pant mismo
sistema ya que comparten varios de los genes necesarios paea [gsnefectos citados. Los
eventos iniciales que disparan estos mecanismos serian los que le otorgarfactieréstiaas
individuales a cada una de las diferentes vias (Vaucheret y Fag@fd,Vazquez Rovere y
col., 2002).

Se han desarrollado varias técnicas alternativas para obteners plieariagénicas para
multiples genes, entre ellas:

1. Cotransformacion utilizando 2 6 3 cepas de Agrobacterium tumefacidasvaz,
conteniendo individualmente los genes a incorporar. Sus ventajas so taing@jejidad de
la realizacidon de las construcciones (promotor-gen-terminador) y la zagetienétodo para
incorporar varias construcciones a la vez. Entre las desventajasicsentea la baja
frecuencia de cotransformacion y la necesidad de confirmar la predertada construccion
utilizada en las plantas obtenidas.

2. Retransformaciéon de una planta transgénica (para una Unica construccion), con
construcciones subsiguientes para agregar paulatinamente los garteséde Posee una alta
eficiencia y la realizacion de la construccion es simple, ahligqgue la descripta
anteriormente. Sin embargo, es un método extremadamente lento ya peeo pse
transforma, luego se caracterizan las putativas plantas trarsgéuaca elegir la linea
candidata (la que posea la mejor expresion del transgén) para rec@trdmsfprmar con la
segunda construccion.

3. Uso de vectores que permitan introducir varios genes en un solo evetast@rmacion.
Posee varias ventajas como: producir plantas multiples transgémioamizando los
inconvenientes de silenciamiento por repeticibn de secuencias oe@slasimpleza en la
confirmacion de la presencia de la construccion (ya que solo se aecesfirmar la

presencia de un solo transgén) y alta eficiencia de transformacion.
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Otra variable utilizada para aumentar la proteccion mediada pordressgntifungicos es la
localizacion de las proteinas transgénicas en distintos compartimsemoslulares. Existen
trabajos donde se ha demostrado que la utilizacion de péptidos sefiales, capacasaradire
proteinas reporteras, fusionados a transgenes antifingicos lograron conferir mayadprotecc
(Jach y col., 1995; Asurmendi, 2002).

1.8. Promotores en plantas

1.8.1. Descripcion y tipo de promotores.

La eleccidén y utilizacion de un promotor adecuado es determinantgitdetjée se logre en
la aplicacion de técnicas de ingenieria genética para el megmianvegetal. La seleccion del
promotor dependerd, entre otros factores, del objetivo perseguido o buscadmaalrma
expresion constitutiva, en un determinado momento del desarrollo o ésjiwifica. Los
promotores afectan la expresion tanto cuantitativa como cualit@n distintas etapas del
desarrollo y diferentes tejidos) del gen cuya expresion estan regulandoaé&ndhdad se
han aislado numerosos promotores de una gran variedad de organismos, tanes\agatal
bacterianos o virales. Los efectos de la estructura molecular yens&t de los promotores
en el mecanismo de regulacion de la transcripcién, estan siendo estudiadosamtsmtsiv

Es un hecho conocido, como ya se describié en parrafos anteriores, que el ido depet
mismo promotor en una misma construccion, frecuentemente produce silentiag@nico.
Como las estrategias actuales buscan introducir numerosos geneségeaigitendmico en un
mismo evento de transformacién, se puede evitar el problema delasit@mto, utilizando
diferentes promotores para regular la expresién de cada uno de los digtiméssque se
desea introducir (Chandler y Vaucheret, 2001). Este aspecto constituye unammazon
poderosa, para que una rama importante de la investigacién en biotecnutagialar esté
orientada a la busqueda de nuevos promotores.

Todos los promotores poseen diversas caracteristicas funcionales y es#bgjctyra
frecuentemente tienen diferentes niveles de actividad y patronespdsion. Se cree que
esto se debe a variaciones en el fondo genético del huésped y ardacion de los
promotores con factores aun no caracterizados (Miao y col., 1991; Ito y col., 20@@y. Es
ello que en una primera etapa, debe analizarse su accionar sobre geriesoseen el fondo

genético adecuado, antes de ser elegido para una estrategia deimaejoraAsi, el promotor
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ractl, que ha sido descripto como un promotor fuerte en arroz y otras monocotiledéneas
es efectivo en plantas de tabaco (Kang y col., 2003), demostrando que gjarar fa
eficiencia de expresion de los transgenes es vital conocer mas sdbreitam de cada

promotor en la especie vegetal que se desea transformar.

1.8.1.1. Promotores constitutivos

Son varios los promotores bien caracterizados y estudiados que estarusieados en la
ingenieria genética de plantas, especialmente a nivel deigaeedn basica. No obstante en

la actualidad, son pocos los promotores utilizados para producir plantgeiaas en forma
extensiva, siendo el mas ampliamente usado el promotor constitutivo 35&Myfue
generalmente confiere niveles altos de expresion génica tantopeciessdicotiledéneas
(Benfey y Chua, 1990) como en monocotiledéneas (Mitsuhara y col., 1996). Sin embargo, se
ha demostrado que los promotores virales podrian conferir caracteristdaseadas, como
aumentar los niveles de recombinacion (Kohli y col., 1999) y silenciar los tranggéedf

y col.,, 2000). Otros promotores constitutivos, que se utilizan en numerosos veldores
transformacion, fueron aislados de Agrobacterium tumefaciens, como el promotor nos
(nopalina sintagaKim y col., 1993), ocs (octopina sintasa) (Kononowicz y col., 19983s
(manopina sintagaMcBride y Summerfelt, 1990). Los otros promotores que dirigen altos
niveles de expresiéon, que son también utilizados con relativa frecuiectigen el promotor

de la ubiquitina del maiz (Christensen y Quail, 1996), de la ubiqulieéhsabaco (Plesse y

col., 2001), y de la actina 1 de arroz (McElroy y col., 1990). En muchos casusdles de
expresion alcanzados superan hasta 35 veces los que produce el promotor CaMV35S como,

por ejemplo, los promotores de ubiquitina de arroz, ryhgb2 (Wang y Oard, 2003).

1.8.1.2. Promotores inducibles

En muchos casos, cuando la funcién del transgén afecta el normal en¢égiyndesarrollo de

la planta, es preferible usar sistemas inducibles. Hastareknto varios sistemas inducibles

han sido publicados para plantas, pero solamente en sistemas modeldratmdopsis o
tabaco. De esta manera, aparecieron sistemas inducibles por etanol (Cadtjcko98), por
esteroides (Aoyama y Chua, 1997), por dexametasona (Ouwerkerk y col.,, 2001) y por
respuesta a distintos tipos de estrés (Hoff y col., 2001) donde se epit@bkeima de la

toxicidad de los compuestos antes mencionados.

1.8.1.3. Promotores tejido especificos
También se han estudiado numerosos promotores que confieren la capa@spcedion en

tejidos especificos, en especial en semilla, utilizando promotores agnpsotde reserva,
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como el promotor de la D hordeina de cebada (Horvath y col., 2000) o elgletédsas de

arroz, donde se describen también diferentes secuencias conservadag,nuaij@es que
actuan ertisy confieren la capacidad de expresion en endosperma (Washida y col., 1999). En
el caso de las dicotiledoneas se han analizado ampliamemrinstores de los genes de la
-conglicina de soja (Chamberland y col., 1992; Lessard y col., 1993}-fakeolina de la
arveja (Bustos y col., 1989). En el caso especifico de girasol rexistenotores bien
caracterizados como el de la heliantinina (Jordano y col., 1989), que es la proteinaniaayorita
de semilla de girasol, que confiere la expresion del gen repofajocuronidasa
exclusivamente en semilla en tabacos transgénicos. Mas re@atdéermn nuestro grupo de
trabajo, se caracterizaron dos secuencias promotoras, correspondientes a una oleata desaturas
(HaFAD2-1) y una lipid transfer protein (HaAP10), que confieren la expresion
exclusivamente en semillas del gen reportero GUS en plantas deddysibi thaliana
(Zavallo y col., 2010).
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Hipétesis y Objetivos

2. Hipotesis y objetivos

El girasol, es una especie de gran importancia econémica a nivelamnyndn cultivo
estratégico para nuestro pais, ya que Argentina es usualment@er gxportador mundial
de derivados de esta oleaginosa.

La importancia de la investigacion en transformacion genétigaaol, no soélo radica en la
posibilidad de obtener plantas transgénicas como producto final, sinoémandn la
capacidad de evaluar los genes candidatos obtenidos in silico o adpadstudios de
genomica funcional, para asistir a los programas de mejoramientiicgese girasol que se

desarrollan en la Argentina.

2.1. Hipotesis

Debido a que el girasol es una especie de la familia Asteeageque otras especies de la
misma familia han sido transformadas genéticamente, es tambiéie pastransformacion
genética con expresion transgénica, tanto transitoria como esti&blgenes en girasol

mediante metodologias que permitan alcanzar buenos niveles de expresion y eficiencia

2.2. Objetivo general

Establecer las bases metodolégicas de una plataforma de mejoraneegt@cayy de
gendmica funcional para la caracterizacion in vivo de genes déesragrondmico, mediante
la transformacioén genética transitoria y estable de asteranegeneral, y de girasol en

particular.

2.3. Objetivos particulares

- Comparar esquemas de aplicacion del antibidtico kanamicina y compaadzarsistencia
del criterio de seleccion por formacién de raices in vitro utilizando remegines con genes
antifangicos heterélogos.

- Estudiar los niveles de expresion obtenidos con genes reporteros, begulicion de
distintos promotores en transformacion transitoria de girasol.

- Consolidar ensayos de transformacion estable de girasol, con construcoitragndo el

promotor seleccionado a partir del punto anterior y analizar la expresion de los transgenes
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3. Materiales y métodos

3.1. Construcciones utilizadas

3.1.1. Construccion GUS-intréon

El estudio de la regulacion de la expresién en lechuga, mediada por el prQabtgdsS
(De Loose y col., 1995), se realizo utilizando el vector GUS-intron (Vaegagrcol., 1990).
Este vector posee el gen reportero de la engisglicuronidasa interrumpido por un intron
(figura 2) y el gen de resistencia a kanamicina nptll (neomicina fasgferasa Il) bajo la
regulacion del promotor de la nopalina sintasa (nos) (Depicker y col., 1982).

RB Nt _ nos 35S gelsREhiiehll NpA LB

Figura 2. Representacion grafica del vector GUS-intron. 35S: promoavM\@35S; GUS-intron: gen
reportero de la enzimg-glucuronidasa interrumpido por un inttémptll: gen de la neomicine
fosfotransferasa IlI; nos, Nt y NpA promotor, terminador gfiad de poliA de la nopalina sintas
respectivamente; RB y LB: bordes derecho e izquierdo del ADN-

3.1.2. Construcciones con genes antifingicos

La transformacion con genes antifungicos se realizd utilizando los cassdeties de
expresion, cedidos por L. Hernandez (CIGB, Cuba), pHCA35 y pHGC39 (figura 3)
conteniendo los genes de quitinasa (ch5B) de Phaseolus vulgaris, y deaspufgin2) y
osmotina (ap24), de Nicotiana tabacum, bajo la regulacion del promotov35&Mon el
enhancel del virus del mosaico del tabaco (TMV, sigla en inglés dectaanosaic virus)
(Gallie y Walbot, 1992). Los mismos poseen el gen de resistencia rjptlalragulacion del

promotor nos.

pHCA35

Nt

Nt nos
pHGC39

Figura 3. Representacion gréfica de los cassettes dobles de exprepbtCA35 y pHGC39 conteniendo
los pares de genes ap24-chpBh5B-gIn2, respectivamente, y el cassette de expresion 8Sptilencias
genéticas regulatorias utilizadas: 35S: promotor CaMVBBSecuencia sintética lider de 65 pb del TM
nos y Nt, promotor y terminador de la nopalina sintasa, reggeente; Oct: terminador de la octopir
sintasa; LB y RB: bordes izquierdo y derecho del ADN-T.

Oct LB
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3.1.3. Construcciones para el analisis de promates

Se realizaron construcciones del vector binario Gateway pKGWFS7,0 (Kadahi, 2002),
disefiado para el estudio de promotores (figura 4), con los siguientes promotores:

- CaMV35S con el enhancer del TMV.

- subunidad pequefia de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa de crisantemo) (rbcS1
(Outchkourov y col., 2003).

- plastocianina de arveja (pea plastocyaRiRQ (Pwee y Gray, 1993).

- nos

- 2X35S (0 e35S, promotor con una duplicacién del enhancer del promotor CaMVags) (K
col., 1987).

El vector posee resistencia a kanamicina (gen nptll bajo laakgnldel promotor nos) para

la seleccion en plantas y a espectinomicina para la seleccién en bacterias

att gus

att |\ Figura 4. Representacion grafica del vector binario
\/’ Gateway pKGWFS7,0.gus: gen reporterf-glucuronidasa;
Kan promotor 135S t35S: terminador del CaMV35S; Kan: cassette de resisten
kanamicina; att: sitios de recombinacion; promotor: S|
LB —RB donde se posicionan los distintos promotores; SpR: gel
resistencia a espectinomicina; LB y RB: bordes izquigrd

SPR \ PREVWFSLO derecho del ADNF.

3.2. Cepas bacterianas

Para la multiplicacién y conservacion de los vectores sedutdscherichia coli cepa D5
(Hanahan, 1983) y para la transformacion transitoria y estable de tejgkialegs las cepas
de Agrobacterium tumefaciens siguientes: GV3101 (Holsters y col., 1880esistencia a
rifampicina y gentamicina; LBA4404 (Hoekemay col., 1983) y EHA105 (Hooal.y 1993),

ambas con resistencia a rifampicina.

3.3. Material vegetal empleado

Se utilizo el genotipo publico HA89 de girasol, Helianthus annuus L., a garés semillas
obtenidas y repicadas en cada campafia en la EEA-INTA BalcBumnos Aires. Se
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emplearon semillas maduras para la agroinfeccion y se obtuvieron plantgsasia
cultivadas en invernaculo en macetas con una capacidad de 8 litros con una mgaotstzom
por tierra (40 %), turba (30 %), estiércol (20 %) y perlita (10 %). Estas plantasestddios
de desarrollo V2 y V12 (con 2 y 12 hojas verdaderas de mas de 4 cm, vespecte)
(Schneiter y Miller, 1981) fueron utilizadas para la agroinfiltracion y 8#/8 (Schneiter y
Miller, 1981) como pie de injerto.

Se utilizo el cultivar Grand Rapids de lechuga, Lactuca satjvarovisto por el banco de
germoplasma de la EEA-INTA La Consulta, Mendoza. Se emplearonaemifiduras para
realizar el protocolo de agroinfeccion.

Se utilizaron plantas de 3 semanas de edad de Nicotiana benthaoliaf@as en macetas
de 1 litro de capacidad con una mezcla compuesta por tierra (50 %), turba (30é¥eplest
(10 %) y perlita (10 %) para los ensayos de agroinfiltracion. Estas pkatalstuvieron a
partir de semillas multiplicadas en el Instituto de BiotecnalofNTA Castelar, Buenos
Aires.

Las condiciones del invernaculo fueron 18 h de luz y una temperatura entre 18 y 25°C.

3.4. Construccion de vectores para el ensayo de promotores

Para el estudio de distintos promotores en girasol se obtuvieron las aos&sde vectores

realizando los pasos que se detallan a continuacion.

3.4.1. Obtencion de promotores por PCR

La obtencién de forma completa de los promotores se realizé media@éed#on en cadena
de la polimerasa (PCR, sigla en inglés de polymerase chaino®aclie disefiaron los
oligonucledtidos iniciadores mediante la ayuda de los programas infoomadrimer3
(Rozen y Skaletsky, 2000) y/o Vector NTI 9 (Invitrogen, EUA) y fueroreszados por la
empresa Alpha DNA, Canada. Las reacciones se llevaron a cabo enmacidkdor

(Programmable Thermal Controller-100, M. J. Research Inc., EUA).

3.4.1.1 PCR CaMV353) TMV
Para obtener el promotor CaMV35S con el enhaficdel TMV, la PCR fue realizada a partir
del cassette doble pHGC39 utilizado en las transformaciones con géfigsgacos, en una

mezcla de reaccion conteniendo: buffer (1x, Invitrogen, EUA), Platinum TagobMAerasa
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(2 U, Invitrogen, EUA), 2,5 mM de Mggl 0,2 mM de dNTPs y O,uM de cada
oligonucledtido  iniciador J  CCAATCCCACAAAAATCTGAGC 3 y &
GTAATTGTAAATGTAATTGTAATGT 3’) en un volumen final de 50 pL. Se realiz6 un
control negativo sin la adicion de ADN.

Las condiciones de la reaccion fueron: 5 min a 94°C, 5 ciclos de touchdovadéeciao se
disminuyo la temperatura de hibridacion de los oligonucleotidos iniciadé@sde 1 min a
94°C, 1 min a 63-58°C, 1 min a 72°C, seguido de 40 ciclos de 1 min a 949CabB%C, 1
min a 72°C y una ultima etapa de 10 min a 72°C. El producto esperado fue de 1.414 pb.

3.4.1.2. PCR rbcS1

La reaccion de amplificacion fue realizada a partir del ImpactVectbr(Plant Research
International) (Outchkourov y col., 2003) en las mismas condiciones dedreacs la PCR
CaMV35SQ TMV (item 3.4.1.1). Se utilizaron los oligonucleotidos iniciadorgs
CTTAGACAAACACCCCTTGTT 3’ y 5° CATGGTTTCTAGATACTTAGG 3’; siendo el
producto esperado de 1.008 pb.

3.4.1.3. PCRPPC

La reaccion de amplificacién fue realizada a partir del plasmido pkgBtRénido por la
firma de un Material Transfer Agreement con Advanced TechnoloGasbridge,
Inglaterra). Se siguieron las mismas condiciones que en el item 3.4lizdndd los
oligonucledtidos iniciadores 5° TATGCAACTTACAACGTGCACT 3 y 5
TTTTTCTCAAGAGTAATGAGTTTCT 3°. El producto esperado fue de 784 pb.

Las condiciones de la reaccion fueron: 5 min a 94°C, 5 ciclos de touchd@@nsde 94°C,
30 s a 65-60°C, 30 s a 72°C, seguido de 40 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 60°T2%®D s a

una ultima etapa de 10 min a 72°C.

3.4.1.4. PCR nos

Como templado de la PCR se us0 el plasmido GUS-intron (item 3.1.1, Vancarowyt
1990) en las mismas condiciones que en el item 3.4.1.1 utilizando los oleyuitiod
iniciadoress’ AGATCCGGTGCAGATTATTT 3’ y 5 GATCATGAGCGGAGAATTAA 3’;
siendo el producto esperado de 307 pb.

Las condiciones de la reaccion fueron: 5 min a 94°C, 8 ciclos de touchddwnidea 94°C,
1 min a 63-55°C, 1 min a 72°C, seguido de 30 ciclos de 1 min a 94°Cal5%t¢, 1 min a
72°C y una ultima etapa de 10 min a 72°C.
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3.4.1.5. PCR 2X35S

La reaccion de amplificacion fue realizada a partir del plasmido JM8K e35S (e35S
proveniente de pMON999, Monsanto, EUA), en las mismas condiciones que temel i
3.4.1.1 utilizando los oligonucleotidos iniciadofésGGTCCGATGTGAGACTTTTC 3’y 5°
TCAGCTTGTCAGCGTGTCCTC 3’ que generan un producto de reaccion de 631 pb.

Las condiciones de la reaccion fueron: 5 min a 94°C, 5 ciclos de touchddwnidea 94°C,

1 min a 63-58°C, 1 min a 72°C, seguido de 30 ciclos de 1 min a 94°C al58i€, 1 min a
72°C y una ultima etapa de 10 min a 72°C.

3.4.2. Electroforesis y purificacion de los productos de PCR

Los productos de PCR obtenidos y el marcador de peso molecular (1 kboNAUadder,
Invitrogen, EUA), fueron sembrados en un gel de agarosa (0,8 %) con bromuro d@gidio
ug/mL) y separados por electroforesis horizontal en buffer TAE (Tris-acetato EDTA, 1x) a 5
V/cm. La visualizacién se realiz6 por exposicion del gel a fuentaiddJY/ de 302 nm
(transiluminador Hoefer Macro Veil U9, Amersham Pharmacia Biotech, Reino Unido). Se
realizo el corte de la banda del tamafio deseado con un escal@giarificacion utilizando
QIAEX Il Gel Extraction Kit o QIAquick Gel Extraction Kit (QIABN, Alemania) siguiendo
las indicaciones del fabricante.

3.4.3. Ligacion de los productos de PCR

Cada una de las secuencias fue clonada en el vector pCR8/GW/TORQvitrAden, EUA),
que permite el clonado de productos de PCR, utilizando el pCR8/GW/TOPO TAEIKni
(Invitrogen, EUA) siguiendo las indicaciones del fabrieaikste vector posee resistencia a

espectinomicina para la seleccion en bacterias.

3.4.4. Obtencion y transformacion de competentes de E. coli Déd5

Las células competentes de E. @H5a fueron obtenidas de acuerdo al protocolo descripto

por Sambrook y Russg|2001) utilizando cloruro de calcio. Se mezclaron @0 de células
competentes con 5 nd/ de ADN. Se incubaron durante 30 min en hielo, luego a 42°C
durante 90 s y se volvieron a incubar en hielo 2 min. Posteriorments, agrégé 1 mL de

medio LB liquido sin antibiético y se incubaron durante 1 hora a 37°C ctatiégi Por
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altimo, se cultivaron en placas con medio LB con espectinomicina (1) en87°C durante

aproximadamente 16 h (overnight, ON).

3.4.5. Obtencion de ADN plasmidico

Se realizaron dos tipos de preparaciones dependiendo del posterior analisis. Para ctanproba
presencia de los vectores en las colonias de bacteria, se realizaron las preparaciopes de

en Sambrook y Russell2001) con algunas modificaciones. A partir de cada colonia
bacteriana obtenida se inocularon 3 mL de medio LB liquido con espeicimaif100 mg/L)

y se cultivaron ON a 37°C con agitacion. Se tomaron 2 mL y sehasseclas células por
centrifugacion durante 5 min a 2.300 x g. Se resuspendieron enl186 Solucion I. Se
agregaron 20@L de Solucion Il 'y se mezcldé suavemente por inversion, luego se agregaron
150 uL de Solucion lll fria, se mezclé suavemente por inversion y se dej&lerpbr 5 min.
Posteriormente, se centrifugé durante 20 min a 13.400 x g a 4°C y se traekfirio
sobrenadante a otro tubo. Luego se agregé [35@e isopropanol frio, se mezclé por
inversion y se dejo por 10 min. Se centrifugé 30 min a 13.400 x g, se descarto el sobrenadante
y se agregaron 3Q0L de etanol 70 % frio. Se centrifugd 10 min a 13400 x g. Finalmente, se
volcé el sobrenadante, se dej6 secar a temperatura ambiente y luego se resuspengib con 50
de HO.

Para la verificacion de la secuencia clonada por secuenciacion tcgoyria recombinacion

con el vector Gateway pKGWFS7,0, se realizd la extraccion d&l plBsmidico utilizando

el QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Alemania) siguiendo las instruccgordel

fabricante.

3.4.6. Verificacion de la orientacion del inserto y de la secuencia clonada

Dado que el vector pCR8/GW/TOPO TA (Invitrogen, EUA) utilizado no brindalonado
direccional, fue necesario realizar digestiones con enzimas de diéstritabla 2) que
proporcionaran informacion sobre la orientacion en la cual fue incorporado el fragmento
amplificado por PCR. Esta fue la forma de verificar cual de las colbacsrianas obtenidas
poseia el inserto en la orientacion necesaria para realizar &igoseécombinacion (item
3.4.7). La selecciéon de las mismas fue realizada con la ayuda del progeator NTI 9
(Invitrogen, EUA). Las reacciones fueron realizadas en un volumen finaladeion de 20
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puL conteniendo buffer 1x, 6 U de enzima y el agregado de seroalbumina KBSA, sigla

en inglés de bovine serum albumin) en una concentracion final de 1 rag/eilcaso que las
enzimas lo requirieran (todos los reactivos fueron de la firma Nevaiohd@iolabs, EUA).

Se incubaron durante 1 hora a 37°C (temperatura Optima de actividad de las enzimas).

Los productos y el marcador de peso molecular (1 kb Plus DNA ladder, levifrBg)A)
fueron sometidos a electroforesis horizontal en geles de agarosa (0,8 %) tefiidoenuro

de etidio (0,5ug/mL) en buffer TAE (1x) a 5 V/cm y visualizados por exposicion a una fuente
de luz UV de 320 nm (Gel Doc XR, Bio-Rad Laboratories, EUA).

Tabla 2. Enzimas de restriccion y fragmentos esperados en ificaeibn de la orientacién de clonado de los
fragmentos de PCR en el vector pCR8/GW/TOPO TA.

CaMV35S-Q

™V rbcS1 PPC nos 2X35S
Enzimas de Sacl-Xbal | EcoRV-Kpnl | Sacl-Xbal | Sacll-Xbal EcoRV
restriccion
Fragmentos 3.928-308 3.365-460 2.876-725 | 2.690-434 | 3.215-233
esperados (pb)

En la parte superior de la tabla se especifican lasrconi&tnes a evaluar.

Para la verificacion del clonado de la secuencia deseada sé t@aiEuenciacion utilizando
los oligonucle6tidos universales M13 directo (5> TGTAAAACGACGGCCAGT 3°) y M13
reverso (5° CAGGAAACAGCTATGACC 3’). La secuenciaciéon se realizd con el
secuenciador capilar Applied Biosystems 3130xl en la Unidad de Gendalitastituto de
Biotecnologia, INTA Castelar, Buenos Aires.

3.4.7. Recombinacion en el vector Gateway pKGWFS7,0

La obtencidon de un vector binario con las secuencias deseadas ckearize paraal
transformacion de A tumefaciens y posterior transformacion de tejidoslesgétara esto se
utilizo el vector Gateway pKGWFS7,0 (Karimi y col., 2002), vector bindisefiado para el
estudio de promotores. La tecnologia Gateway es un método de clorsadto e las
propiedades de recombinacién sitio especifica del bacteriéfago landodanbinacién LR)
(Landy, 1989), permitiendo mover secuencias de ADN en multiples vegara®! analisis
funcional y la expresion de proteinas (Hartley y col., 2000). La transfereneaidabes la
recombinacion LR de los promotores ocurre en el vector pKGWFS7,0, rio arrilgerdel

reportero de I&-glucuronidasa.
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El vector pKGWFS7,0 posee el gen ccdB (Bernard y Couturier, 1992), que permite la
seleccion negativa del mismo en E. coli bHbego de la recombinacion y transformacion.
Cuando ocurre la recombinacion entre el vector pCR8/GW/TOPO TA y dbrvec
pKGWFS7,0, el gen es reemplazado por el fragmento de interés.

Debido a que tanto el vector pCR8/GW/TOPO TA como el vector pKGWFS7,@mtse
resistencia al antibiético espectinomicina, previo a la reabizade la recombinacion LR, fue
necesario realizar la linealizacion del vector pCR8/GW/TOPO TA wuwa enzima de
restriccién. De este modo las colonias obtenidas serian producto de la tracigforoon el
vector resultante de la recombinacion LR. Las reacciones fueriwadza en un volumen de
reaccion final de 30 pL conteniendo buffer (1x), 6 U de enzima (seoudal para la
construccion conteniendo CaMV385TMV y Xhol para las restantes) y el agregado de BSA
en una concentracion final de 1 mg/mL (todos los reactivos fueron de éaNiew England
Biolabs, EUA). Se incubaron durante 2 h a 37°C (temperatura 6ptima de actiddas
enzimas) y posteriormente fueron inactivadas a 65°C durante 20 min.

Se realizé la recombinacién utilizando 2 pL de la enzima clorRda (lnvitrogen, EUA) en
un volumen final de 8 pL incubando ON a 25°C, luego se agreg6 1 uL de asat&iry se
incubo durante 10 min a 37°C. Se transformo E. coli @komo se indica en el item 3.4.4)
y se colocaron en placas de medio LB con espectinomicina (100 mg/LCaC8V¥° Las
colonias resultantes fueron cultivadas en medio LB liquido con espectinarfiioii mg/L) a
37°C con agitacion ON, se realizo la extraccion de ADN plasmidiizanto QIAprep Spin
Miniprep Kit (QIAGEN, Alemania) siguiendo las instrucciones del fatie. La verificacion
de la recombinacion se realizd6 mediante digestiones con endémastriccion seleccionadas
(tabla 3) con la ayuda del programa Vector NTI 9 (Invitrogen, EUA). basliciones de

reaccion fueron las mismas que las dadas en el item 3.4.6.

Tabla 3. Enzimas de restriccion y fragmentos esperados enrificaeién de la recombinacién con el vector
pKGWFS7,0.

CaMV35S-Q TMV rbcS1 PPC nos 2X35S
Enzimas de Xhol-Ncol EcoRl | HindllI-Ncol Sacll EcoRV
restriccion
Fragmentos 11.054- 10.780-359- | 9.468-1.290-
esperados (pb) 9.822-2.664 1.027 8.829-3.027 240 566-231-148

En la parte superior de la tabla se especifican lasrcongines a evaluar.

Los productos y el marcador de peso molecular (1 kb Plus DNA ladder, levifrBg)A)

fueron sometidos a electroforesis horizontal en las mismas condiciones desoritaé.e
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3.5. Obtencidon de competentes y transformacion de Agrobacterium

tumefaciens

Una vez obtenidos los vectores binarios, se procedié a la transformaciés ckpdes de
Agrobacterium tumefaciens LBA4404, GV3101 y EHAL05 para la transformacionidies te
vegetales.

Se obtuvieron células competentes realizando, a partir de una caisiaida, un cultivo
durante 48 h a 28°C en 3 mL de medio LB liquido con rifampicina (100 mg/L) y geimam
(40 mg/L) para la cepa GV3101 y rifampicina (100 mg/L) para las cepas LBA4404 y
EHA105. Luego se inocularon 100 mL de medio LB liquido con los antibidticos
correspondientes a cada cepa con 1 mL del cultivo anterior, se dejdac@8% a 200 rpm
(shaker C25KC, New Brunswick, EUA) hasta alcanzar una densidad optieaOgnty 0,7
medida a 600 nm (Dfn DU-65 Spectrophotometer, Beckman Instruments, EUA).
Posteriormente se enfriaron en hielo, se centrifugaron durante 10 min a 3.220 x gse4°C y
descarto el sobrenadante. Se resuspendieron en glicerol 10 % frio en suagatos ton
100, 50, 2 y 2 mL. Finalmente se resuspendieron en un volumen final de 1 niteda G0

%, se fraccionaron en alicuotas de 50 pL y se guardaron a -80°C hasta su utilizacion.

La transformacioén mediante electroporacion se realizé de acuerdo a Wekr-dude(1989)

con modificaciones. Cincuenta microlitros de células competentes fuesocondeladas en
hielo, se les agregd de 2 a 10 ng de ADN y se transfirieron a una culeégatdsporacion de

0,1 cm (Bio-Rad Laboratories, EUA) enfriada previamente. Se les aplicé un pulso eléctrico de
2,5V con una capacitancia de 25 pF y una resistencia d@ 2électroporador Gene Pulser,
Bio-Rad Laboratories, EUA). Inmediatamente después se agregd 1 médie LB liquido

frio. Se recolecto el volumen y se incub6 en agitacion a 28°C durante 3-4 h.

Finalmente la seleccidn de las colonias transformadas se realigécas de medio LB con
rifampicina (100 mg/L) y espectinomicina (100 mg/L) para las cepagii04 y EHA105, y
rifampicina (100 mg/L), gentamicina (40 mg/L) y espectinomicina 100 (hudka la cepa
GV3101, durante 48 h a 28°C.
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3.6. Agroinfeccion de girasol

Para estudiar la expresion transitoria en los explantos blanco de trangiarniacexpresion
estable en girasol, se realizaron ensayos de agroinfeccion siguiendo los pasos gli@sa deta
continuacion.

El trabajo se realiz6 asépticamente en un gabinete con flujo taminaontal (Nuaire,
EUA).

3.6.1. Desinfeccion del explanto inicial

Los aquenios se colocaron en la soluclant Preservative Mixture (PPM, Plant Cell
Technology Inc., EUA) 20 mL/L con Mggl0,05 mg/mL en oscuridad con agitacion
constante durante 24 h.

3.6.2. Germinacion

A los aquenios desinfectados y sin enjuagar, se les retir6 el peyicanpiinstrumental

adecuado. Luego se germinaron en medio MS12 en oscuridad durante 24 h.

3.6.3. Cultivo bacteriano

La cepa utilizada fue EHA105 (Hood y col.,, 1993) tal como se determirg lpar
transformacion de girasol (Zavallo, 2006). El cultivo se realiz6 enpliEanedio minimo A
(MMA) con rifampicina (100 mg/L) y kanamicina (50 mg/L) para las construcsiaoa
genes antifungicos, y con rifampicina (100 mg/L) y espectinomicina (100) mgra las
construcciones con los distintos promotores. Los cultivos se incubaron a 28°C durante 48 h.
El dia de la agroinfeccion se inicié un cultivo liquido, a partir to&dl de las bacterias
desarrolladas en las placas de MMA, en medio AIM con acetosirin§8ramg/L) a 28°C

con agitacién suave (60 rpm, shaker C25KC, New Brunswick, EUA) hasta ugaded®,2-

0,5 (DU-65 Spectrophotometer, Beckman Instruments, EUA).
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3.6.4. Corte y agroinfeccion

Inmediatamente previo a la agroinfeccion a las semillas gedasnae les realizé un heat
shock a 45°C durante 15 min. Luego se pasaron a una placa de Petri con 15 ultivdele
bacterias en medio AIM con acetosiringona. Se les quitd el apiceuladise cortaron
longitudinalmente separando los cotiledones, obteniéndose asi 2 hemiemhréamzesino
con un cotiledén completo. Posteriormente al corte se infiltraron en bomizcidepor 10
min a una presion de 20-25 psi y se incubaron durante 1-2 h agitandmnalrasnte en
forma manual, en penumbra y a temperatura ambiente.

En los ensayos de control se realiz6 el corte en medio AIM con acetosiringona siasacteri

3.6.5. Cocultivo

Los hemiembriones se dejaron secar sobre papel de filtro estéril panusosny se
transfirieron, con la cara adaxial hacia arriba, a placas de Petriextino de cocultivo. Las

condiciones de cultivo fueron 22°C en oscuridad durante 48-96 h.

3.6.6. Regeneracion

Los medios de cultivo utilizados para la regeneracion estan basadasf@mulacion de
Murashige y Skood1962) con modificaciones. En cada uno de los repiques se vari6 la
concentracion hormonal, tal como se determiné para el cultivo in dérgirasol (Parody,
2003).

Los explantos se transfirieron a placas de Petri con medio Rel, donde waem@ampor 10-

14 dias. A partir de este estadio todos los cultivos se cultivarorR4°22de temperatura, y
con un fotoperiodo de 16/8 h (luz/oscuridad 5000 lux).

Posteriormente los explantos fueron transferidos a medio de cultivo Re2.di2ependel
tamarfio del brote se transfirieron a placas de Petri de 25 mm de altura o a tubos de cultivo, por
un periodo de 7 a 10 dias.

El siguiente pasaje fue a tubos con medio Re3, por un periodo de 7 a 10 dis. fmto se
descartaron los restos de cotiledones del explanto original.

En el dltimo pasaje por medio de regeneracion (Re4), los cultivasas&uvieron por un

espacio de 10 a 14 dias en los tubos de cultivo.
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Finalmente los brotes fueron transferidos a medio de enraizamiento (RA)r&sited un
periodo de 18 a 20 dias de cultivo no se formaban raices, se realizabacpasagy en este

mismo medio.

3.6.7. Pasaje al area de rusticacion

Cuando las plantulas mostraron un desarrollo radicular adecuado, se lelvemagrnaculo
en sus recipientes in vitro, para una preaclimatacion a las morelicde temperatura y
fotoperiodo de dicha area (18-22°C y 16 h luz, respectivamente). Luego ded&as, las
plantulas fueron trasplantadas a macetas de 8 litros de capacidad acoezeteacompuesta
por 40 % de tierra estéril, 30 % de turba, 20 % de estiércol y 10 % de perlita.

Figura 5. Realizacién de un
injerto. A. Brote enraizado que
sera injertado.B. Corte en
forma de cufia de la base d
brote. C. Planta de girasol
HAB89 en estadio V8 que servir
como pie del injerto. —

D. Corte horizontalE y F. Corte longitudinal hasta una profundidad equivalente arignbd de la
cufia G y H. Sujecioén del brote con una cinta y con un broche pequefio

Aquellas plantas cuyo desarrollo radicular no era suficiente paraagé @asnaceta, fueron

injertadas en pies de girasol del genotipo publico HA89, en el eskadiesarrollo V6-V8. El
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injerto se realizo utilizando un pie que tuviera un diametro similde d plantula (figura 5,
Ay C). Para ello, se realizo en el extremo inferior de la plantulzorte en bisel, y en el lado
opuesto un corte superficial para formar una cufia (figura 5, B). Luego se realcite
longitudinal al pie, previamente cortado horizontalmente, hasta una profundudealente a
la longitud de la cufia (figura 5, D-F). Finalmente se introdujo la pirgel la sostuvo con
una cinta de tela y un broche pequefio (figura 5, G y H), tapandose la noacetadolsa de
nylon para mantener la humedad. La cinta se retiré a los 15-20 diapptsuficiente para
gue se produzca la union vegetativa.

Posteriormente, se recolecté material para realizar el an@isiBCR, y en algunos casos
para deteccion histoquimica b actividad de la enzima B-glucuronidasa (GUS).

Los capitulos florales fueron cubiertos con bolsas de tela y se reombetta aquenios

obtenidos.

3.6.8. Redisefio de estrategias para la seleccibn con el antibidtico

kanamicina

Para el redisefio de la estrategia para la seleccion cantikidtico kanamicina (kan) se
probaron tres esquemas de seleccion distintos, utilizando como vector f@rtraci®$n de
los explantos el vector pHGC39.
Esquema 1: Rel kan 1 mg/L; Re2 kan 10 mg/L; Re3, Re4 y RA kan 50 mg/L.
Esquema 2: Rel kan 1 mg/L; Re2 kan 10 mg/L; Re3, Re4 y RA kan 25 mg/L.
Esquema 3: Rel kan 1 mg/L; Re2 kan 10 mg/L; Re3 y Re4 25 mg/L y RA kan 50 mg/L.
Aquellos brotes que enraizaron en medio RA en presencia de kanamicina falesterittos
al invernaculo para su rusticacion.
El porcentaje de eficiencia se calcul6 utilizando la siguiente férmula:

(n° de brotes enraizados/n° total de brotes en medio de enraizamiento) x 100
El esquema que resultd ser el mas adecuado fue el utilizado para dedesshyos de

transformacion.

3.6.9. Andlisis de la expresion de distintos promotores

Para el andlisis de distintos promotores, los explantos transformados fuerpadasdliego
del cocultivo (actividad por transformacion transitoria) en oscuridad (item 30015)

deteccion histoquimica de GUS y de forma individual por cuantificacion flurima de la
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actividad de la enzima B-glucuronidasa (MUG). Adicionalmente, se comparo la actividad de
los promotores rbcSt PP Cluego del cocultivo en oscuridad o en luz (fotoperiodo de 16/8 h
5000 lux).

3.6.10. Obtencion de la T1

Los aquenios recolectados fueron sembrados en arena estéril humedecidasoduciorade

acido giberélico (GA 5 mg/L), cubiertos con una bolsa de nylon y mantenidos a 4°C. Luego
de una semana fueron transferidos a una camara a 22-24°C de temperedumraun
fotoperiodo de 16/8 h (luz/oscuridad 5000 lux). Una vez surgidos los cotiledones fueron
transferidos al invernaculo para su adaptacién y posterior pasajeetantc 8 litros de
capacidad con una mezcla de tierra estéril (40 %), turba (30 %), estiércol y2@ethda (10

%).

3.7. Agroinfeccion de lechuga

Para el estudio de la expresion estable del gen reportero de la B-glucuronidasa con el
promotor CaMV35S, se realizaron ensayos de agroinfeccién de lechuggrolrdegcion se
realizé utilizando el protocolo de Curtis y col. (1994a) descripto désatiante en Davey y
col. (2002)con modificaciones.

Se trabaj6 asépticamente en gabinete con flujo laminar horizontal (Nuaire, EUA).

3.7.1. Desinfeccion del explanto inicial

La desinfeccion de las semillas se realizd por sucesivos lavadogero con agua esteéril,

luego con alcohol 70 % durante 10 s, seguido de dos enjuagues con agua esbéril, y
lavandina (20 %) durante 15 min y luego se las enjuag6 por lo menos 7 veces con agua estéril.
Finalmente se colocaron en una soludfM (20 mL/L) con MgGl (0,05 mg/mL) a 4°C en
oscuridad ON.
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3.7.2. Germinacion

Las semillas se colocaron en placas de Petri con medio MS1{Zeldfah en penumbra y a
23°C en camara de cria (Versatile environmental test cha®aeyp Electric Co, Japon).

Posteriormente se modificaron las condiciones a 16 h de luz.

3.7.3. Cultivo bacteriano

La cepa utilizada fue LBA4404 transformada con el pldsmido GUS-intron. fvocgle
realiz6 en placas de medio MMA con rifampicina (100 mg/L) y kanaai®0 mg/L) a 28°C
durante 48 h. El dia de corte se inici6 un cultivo en medio MMA liquidarér del total de
las bacterias desarrolladas en placa a 28°C con agitacion (shake€,QSv Brunswick,
EUA) hasta una Dg3pde 0,2-0,5 (DU-65 Spectrophotometer, Beckman Instruments, EUA).

3.7.4. Corte

Cuando los cotiledones estuvieron bien expandidos (10 dias aproximadamente)rse corta
separandolos y realizandoles pequefios pinchazos. Luego se los coloco ae@n dhaxial

herida hacia abajo en placas de medio UM sélido por 24 h.

3.7.5. Agroinfeccién y cocultivo

Los explantos se transfirieron a placas de Petri con UM liquido con idogmsa (58,8
mg/L) y una dilucion 1/20 de las agrobacterias. Se realiz6 agitacidmaimauy suave por 10
min, se dejaron secar sobre papel de filtro estéril y se transfirigpatas con medio UM
soélido con acetosiringona (58,8 mg/L). Se colocaron en penumbra en cameaema@3’C
durante 48 h.

3.7.6. Regeneracion y seleccion

Luego del cocultivo los explantos se transfirieron a placas de Petri con medio SIM.-20os 7
dias se transfirieron a placas con medio de regeneracion de lechuganaomcina (50
mg/L). Se repitieron los pasajes en placa cada 10/14 dias, hasta fgumaen brotes y

luego se transfirieron a frascos de vidrio. Este proceso requirié aproximadamente 6 a 7 meses.
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3.7.7. Enraizamiento

Cuando los brotes presentaron un tamafio adecuado se los separé dedectidmsfirieron a

medio de enraizamiento (MS con acido 1-naftalenacético, ANA, 0,1 mg/L)

3.7.8. Pasaje a invernaculo y recoleccion de la T1

Aquellos brotes que mostraron un desarrollo radicular adecuado, se llevaron en sus recipientes
in vitro al invernaculo para una preaclimatacion a las condicioleegemperatura y
fotoperiodo de dicha area (idem a lo descripto en el item 3.6.7). Luegw d#a3; las
plantulas fueron trasplantadas a macetas de 350 mL con una mezctaiaotoateniendo

turba, perlita y vermiculita (Fafard Mix N°2, Conrad Fafard, EUA). Lasef fueon
cubiertas con bolsas de papel y se recolectaron las semillas obtenidas.

3.8. Agroinfiltracion de Nicotiana benthamiana y puesta a punto

de la agroinfiltracion de girasol

Para la agroinfiltracion de N. benthamiana y de girasol, se cultiidn#faciens en 3 mL de
medio LB liquido con rifampicina (100 mg/L) y espectinomicina (100 mpérpa las cepas
EHAL105 y LBA4404, y rifampicina (100 mg/L), gentamicina (40 mg/L) y espeunticina
(100 mg/L) para la cepa GV3101; a 28°C, 200 rpm (shaker C25KC, New Brunswigk, EU
por 24 h.

Luego, con 1 mL del cultivo primario se inocularon 10 mL de medio LB liquao c
antibidticos y acetosiringona (4 mg/L) y se cultivaron a 28°C, 200 rpm por 24 h.

Las bacterias fueron precipitadas a 1.800 x g por 30 min y resuspendidas emcidoa 46l
mM de MgCh, 10 mM de MES (&cido 4-morfolinoetanosulfénico) y 20 mg/L de
acetosiringona en el volumen necesario para lograr ungepD@ 0,7-1 (DU-65
Spectrophotometer, Beckman Instruments, EUA). Los cultivos se dejaron eo pep@s3h

previo a la agroinfiltracion.
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3.8.1. Método de agroinfiltraciéon

Las agroinfiltraciones fueron realizadas como describe Schob y col. (198V) c
modificaciones (protocolo de agroinfiltracion utilizado rutinariamenteekerinstituto de
Biotecnologia, INTA Castelar, Buenos Aires, Bazzini y col., 2007). geteedimiento
consiste en la introduccion de la suspension bacteriana, por la aplicacida plesion suave

y continua sobre la cara abaxial de la lamina de la hoja, con urgajein aguja conteniendo

la suspensioén. Luego de la agroinfiltracion las plantas fueron mantenidas en el invernaculo.

3.8.2. Andlisis de la expresion

Para determinar el tiempo mas adecuado de andlisis por deteccion histagld GUS en
girasol se agroinfiltraron las hojas pertenecientes al mismo pamisass fueron analizadas
a los 3 y 7 dias de realizada la agroinfiltracion. En el caso de Malaiana el analisis se
realizo a los 3 dias. En ambos casos, se cortaron las hojas agroisfiétradbmomento de
realizar el analisis.

El andlisis por cuantificacion fluorométrica de MUG se realid6sa3 dias de realizada la
agroinfiltracion. Para el mismo se cortaron dos discos de cada zonafiligrda utilizando

la tapa de un tubo tipo Eppendorf de 1,5 mL de capacidad como sacabocado.

Una vez puesto a punto el protocolo de agroinfiltracion en girasol, spacamn las
actividades de los promotores realizando la infiltracion de hojas del mismo par pasa etaliz
analisis mediante GUS y MUG. Adicionalmente, se compar@tlaidad de los promotores
rbcS1ly PPCen luz y oscuridad. Para lograr oscuridad se cubrié la planta con unaléolsa

nylon negra.

3.9. Deteccidn histoquimica de GUS

La determinacion de la tincién histoquimica de GUS fue realizadaudzdm a Jeffersom

col. (1987)

Los tejidos a analizar fueron sumergidos en solucién de revelades aplico vacio a una
presion de 20-25 psi durante 10 min y se los incubd con agitacion a 37°C en oscuridad durante
24 h. Luego, se les realiz6 un primer lavado con etanol 70 % y fueron fjjadlasficados

por sucesivos lavados con etanol 96 %. Se us6 como control positivo una hoja ptedmie
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una planta de papa (Solanum tuberosum) transformada con el gen deinta gnz
glucuronidasa.

Las imagenes fueron adquiridas con camara fotografica (CybebBSI@P93, Sony, Japdn o
EasyShare Z1275, Kodak, EUA) o mediante escaneado (ImageScanner,hakmers

Biosciences, Reino Unido).

3.10. Cuantificacion fluorométrica de MUG

3.10.1. Extraccion de proteinas

La extraccion de proteinas se realizd mediante la disrupcion en forraaioaecon el equipo
TissueLyser (QIAGEN, Alemania) realizando 2 ciclos de 2 minutos az2bH 2 bolitas de
tungsteno (3 mm) por tubo de 1,5 mL de capacidad conteniendo el tejido cqil 2O
buffer de extraccién de MUG. Luego, se centrifugaron durante 30 min a 15.700 x g al4°C

sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo.

3.10.2. Cuantificacion fluorométrica de MUG

Para la cuantificacion fluorométrica de MUG se realiz6 el métedorighto por Jefferson y
col. (1987)con la solucién de reaccion de MUG. Para lo que se utilizarqmg & proteina
total de cada muestra, cuantificados mediante el método de Brgdfré) a 600 nm
utilizando un espectrofotémetro (Titertek Multiskan Plus, Labsysteimisngia) y una curva
estandar con BSA.

La cuantificacion fluorométrica fue realizada mediante mediciongengticas de la
actividad enzimética en placas de 96 pocillos empleando un redluecbmetro SpectraMax
GEMINI EM (Molecular Devices Corporation, EUA). Los datos fueron analizados

estadisticamente utilizando el programa Prism 5.03 (GraphPad Software, EUA).
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3.11. Deteccidn de transgenes mediante PCR

3.11.1 Extraccién de ADN gendémico

La extraccion de ADN gendmico para la deteccidon de los transgenemnteddireaccion de
PCR se realizo segun el protocolo descripto por Saghai-Maroof y1884) Se coloco el
tejido machacado en mortero con nitrégeno liquido en tubos de 1,5 mL de adpaaiego

se agregaron 0,8 mL de buffer CTAB a 65°C mezclando varias veces pmidnvy se
incubd 60-90 min a 65°C con agitacion suave. Luego de enfriarse 5 min a temapera
ambiente, se agregaron 0,4 mL de cloroformo:octanol (24:1) mezclando suavériénte
min. Se centrifugd 10 min a 1.500 x g y se transfirio la fase acuosacsupen tubo nuevo.
Este paso se realizd6 dos veces. Posteriormente, se agregaron 0,6 soprdeanol para
precipitar el ADN mezclando suavemente por inversion, se centrifugé 10980@&x g y se
descarto el sobrenadante. Luego, se agregaron 0,4 mL de solucion de |&vatigaNdolo

20 min, se centrifugd 10 min a 9.300 x g y se descarto el sobrenadanieNEUA lavado
rapidamente en 0,4 mL de solucién de lavado N°2, se centrifugd 10 min a 9.306« g y
descart6 el sobrenadante.

Se dejo secar el ADN vy, luego, se lo dejé resuspendiendo en agua Bl 4ARo<eriormente,

el ADN fue tratado con ARNasa A (0,05 mg/mL) durante 60 min a 37°C.

Se evalud la calidad del ADN obtenido realizando una electroforesis hatjzbaia misma
forma que la descripta en 3.4.6.

Se evaluo la concentracion de ADN obtenida midiendo la absorbancia a Z6@&nabDrop
ND-1000 Spectrophotometer, NanoDrop Technologies Inc., EUA). La calidad del ADN fue
dada por las relaciones 260/280 y 260/230.

3.11.2. PCRs

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador PTC-100 (fnegfole Thermal
Controller, M. J. Research, EUA). Los productos de PCR obtenidos y el marcapesale
molecular (1 kb Plus DNA ladder, Invitrogen, EUA), fueron sembrados en wegaarosa

(0,8 %) con bromuro de etidio (0,5 pg/mL), separados por electroforesis horizontal en buffer

TAE (1x) a 5 V/cm y visualizados por exposicion a una fuente de luz UV de 320 nm (Gel Doc
XR, Bio-Rad Laboratories, EUA).
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3.11.2.1. PCR actina

La amplificacion del gen de copia Unica actina se realiz6 comomtdetintegridad del ADN

y como control de ausencia de inhibidores para la polimerasa readeion de PCR. La
reaccion de PCR fue realizada en una de mezcla de reaccion conteniesidGilméh GoTaq
(1x, Promega, EUA), Taq DNA polimerasa (1 U, Invitrogen, EUA), 0,2 mM deR#N 0,1

puM de cada oligonucledtido iniciador (5° GAAGGTGCTGAGTGATGCAA 3° y 5°
GGAGCAGAGAGATTCCGTTTG 3’) en un volumen final de 50 pL utilizando como
templado entre 40 y 60 ng de ADN. El producto esperado fue de aproximadamente 400 pb.
Las condiciones de la reaccion fueron 2 min a 94°C, 5 ciclos de touchdown de930G; 1

min a 60-56°C, 1 min a 72°C, seguido de 30 ciclos de 30 s a 94°C, 1 min a 55°C, 1 min a 72°C
y una ultima etapa de 10 min a 72°C.

Se realizaron 2 controles negativos, uno sin la adicion de ADN vy otra @aticion de ADN
plasmidico que carece de la secuencia blanco para la amplifickcigetina. Como control

positivo se utilizd ADN extraido de una ptanle girasol crecida a campo.

3.11.2.2. PCR nptll

Se evalué la presencia del transgén por PCR utilizando oligonucleétidoadanes
especificos que amplifican una region interna correspondiente al gen m@ptdatcion de
amplificacion fue realizada en una mezcla de reaccion con kEmawicondiciones que las
detalladas para la PCR actina (item121) utilizando los oligonucleétidos iniciadores 5’
CAGACAATCGGCTGCTCTGAT 3’y 5 TGCGATGTTTCGCTTGGTGGT 3’ que generan
un producto esperado de 343 pb.

Las condiciones de la reaccion fueron 10 min a 94°C, 40 ciclos de 1 94fCal min a
50°C, 1 min a 72°C y una ultima etapa de 10 min a 72°C.

Se realizaron 2 controles negativos, uno sin la adicion de ADN vy otra @aticion de ADN
de una planta no transformada, y un control positivo utilizando ADN del jldartilizado

para la transformacion.

3.11.2.3. PCR ch5B

Se verificO la presencia del transgén por PCR utilizando oligonucleotidoisdores
especificos de secuencias internas del promotor CaMV35S y del gen clpiBiniesa. La
reaccion de amplificacion fue realizada en una mezcla de deaamin las mismas
condiciones detalladas para la PCR actina (item 3.11.2.1) utilizandoidosualeotidos
iniciadores 5° CGCACAATCCCACTATCCTT 3’ y 5> GAGGGCGCTGAGATCAGTAG 3’
siendo el producto esperado de aproximadamente 400 pb.
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Las condiciones de la reaccién fueron 2 min a 94°C, 8 ciclos de touchdown de 1 min a 94°C, 1
min a 58-50°C, 1 min a 72°C, seguido de 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 mi@,al58tn a

72°C y una ultima etapa de 10 min a 72°C.

Se realizaron 2 controles negativos, uno sin la adicion de ADN vy otra @aticion de ADN

de una planta no transformada, mientras que para el control positivo z& ABDIN del

plasmido usado para la transformacion.

3.11.2.4. PCRGUS

La deteccion del transgén por PCR fue realizada utilizando oligonddsaticiadores
especificos que amplifican una region interna correspondiente al gen de la enzima f-
glucuronidasa. La reaccion de amplificacion fue llevada a cabo en wtdande reaccion
conteniendo buffer Green GoTaqg (1x, Promega, EUA), Taqg DNA polimerasa (1 U, Invitrogen,
EUA), 0,5 mM de MgC), una concentracion de 0,2 mM de dNTPs y @M de cada
oligonucleotido iniciador 5 CCCTTACGCTGAAGAGATGC ¥ y 5’
GTTCATGCCAGTCCAGCGTT3’) en un volumen final de 50 pL. El producto esperado fue

de 781 pb.

Para algunas muestras fue necesario utilizar buffer (1x, Invitrogen, BPUnum Tagq DNA
polimerasa (1 U, Invitrogen, EUA), 2,5 mM de MgC€bn la misma concentracién de dNTPs

y oligonucleotidos iniciadores.

Las condiciones de la reaccion fueron 2 min a 94°C, 5 ciclos de touchdown de930C; 1

min a 60-56°C, 1 min a 72°C, seguido de 30 ciclos de 30 s a 94°C, 1 min a 55°C, 1 min a 72°C
y una ultima etapa de 10 min a 72°C.

Se realizaron 2 controles negativos, uno sin la adicion de ADN Yy otr@ @alicion de ADN

de una planta no transformada y, un control positivo utilizando ADN del pldanilizado

para la transformacién.

3.11.2.5. PCR nos

Se cheque6 la presencia del transgén por PCR utilizando oligonucleétidesloresi
especificos que amplifican el promotor nos que regula la expresion del gerempis$
construcciones del vector pKGWFS7,0. La reaccion de amplificacion flimdzautilizando
los oligonucledtidos iniciadores 5° GCCTCGATCGAGTTGAGAGTGA 3 y 5
CGGGTACCGAGCTCGAATTAZ’ siendo el producto esperado de 310 pb. Se utiliz6 una
mezcla de reaccion con las mismas condiciones que la PCR GuS3(ité.2.4) siendo
también necesario para algunas muestras utilizar la mezcla ag#dreaon Platinum Taq

DNA polimeras.
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3.12. Southern blot

3.12.1. Extracciéon de ADN gendmico

La extraccion de ADN gendmico para la deteccion de los transgertiante Southern blot

se realizd segun el protocolo descripto por Saghai-Maroof {1@84)y segun se describe

en el item 3.11.1 con variacion en los volimenes de las solucionasliZzseon 9 mL de
buffer CTAB, 4,5 mL de cloroformo:octanol (24:1), 6 mL de isopropanol, 4 mL de &oluci
de lavado N°1 y 2 mL de solucion de lavado N°2.

Adicionalmente, luego de la precipitacion con isopropanol y previo a Vaslda con las
soluciones N°1 y N°2 se resuspendié el ADN en 1 mL de TE a 4°C Oagr&go 1 mL de
fenol equilibrado, se mezcldé suavemente, se centrifugd 20 min a 1.500 & gaysfirio la

fase acuosa superior a un tubo nuevo. Luego, se agregd 1 mL de cloroformo:octanol, se
mezclé suavemente por inversion, se centrifugd 15 min a 1.500 x g y seritrdasfase
acuosa superior a un tubo nuevo. Se precipité el ADN en 100 pL de acetattiadd M pH

5,2 y 3 mL de etanol absoluto a -20°C ON. Luego, se centrifugd 15 min a 9.590s& g
descart6 el sobrenadante. Posteriormente se realizaron los lavado§,sexaegl ADN y se

lo dejo resuspendiendo en TE a 4°C ON.

Se evaluo la concentracion de ADN obtenida midiendo la absorbancia a Z6@&nabrop
ND-1000 Spectrophotometer, NanoDrop Technologies Inc., EUA). La calidad del ADN fue
dada por las relaciones 260/280 y 260/230.

3.12.2. Digestion enzimatica de ADN

Se digirieron 20 ug de ADN por muestra a 37°C ON, con 60 U de laanEmestriccion
Ncol (New England Biolabs, EUA) en un volumen final deu®Q para hibridar luego con la
sonda gus993-1390. El ADN fue tratado con ARNasa A (0,05 mg/mL) al mismmoctige la
restriccion. Luego, se precipito la digestién a -20°C ON por el agregaaleti#o de sodio a
una concentracion final de 0,3 M y de 3 volumenes de etanol absolutanéfital se
resuspendio en 20 de HO.
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3.12.3. Separacion de los fragmentos de restriccion por electroforesis

La separacion de los fragmentos de restriccion se realiz6 mediante electroforesis herizonta
gel de agarosa (0,8 %) en buffer TAE (1x), con bromuro de etidiou(fbL), a 1 V/cm,
durante aproximadamente 16 horas. El marcador de peso molecular qued&duetil kb
Plus DNA ladder (Invitrogen, EUA). Como referencia de separacion atkecde los
fragmentos de restriccion se utilizé la distancia de corrida darda correspondiente al azul
de bromofenol presente en el buffer de siembra, considerando una separacuadaadec

cuando la misma alcanza los 12 cm desde el punto de siembra.

3.12.4. Tratamiento del gel previo a la transferencia

Se coloc6 el gel en un contenedor plastico cubriéndolo con HCI 0,125 M durante 10 min.
Luego, se enjuagsd con agua bidestilada, se realizd una incubacion de &9 solucion de
desnaturalizacion con agitacion suave y se enjuagd nuevamente erbidgsi@ada.
Finalmente se realizd una incubacién con solucidn neutralizan8 din con agitacion

suave.
3.12.5. Transferencia del ADN a la membrana de nylon (Southern blot)

Los fragmentos de ADN separados en el gel de agarosa se transfirlaramesembrana de
nylon, Hybond N+ (Amersham Biosciences, Reino Unido), por transferencia poridagila
utilizandose como buffer SSC 10x pH 7. Posteriormente se fij6 el ARNT&embrana por

exposicién a una fuente de luz UV con una energia de 0,012 J/cm

3.12.6. Preparacion de las sondas

La sonda gus993-1390 (figura 6) corresponde al fragmento de 398 pb correspondientes a los
nucleotidos 993 a 1390 de la secuencia del gen reportero GUS.

Para obtener esta sonda se realizé una reaccion de PCR utilizandeowpizald ADN del

vector pKGWFS7,0 con el promotor rbcS1. La reaccion fue llevada a cabo erencdla de
reaccion conteniendo buffer (1x, Invitrogen, EUA), Platinum Taq DNA polisaefd U,
Invitrogen, EUA), 2,5 mM de MgGJ una concentracién de 0,2 mM de dNTPs yyLde

cada oligonucledtido iniciador (5° CCCTTACGCTGAAGAGATGC 3 y &
GGCACAGCACATCAAAGAGA 3’) en un volumen final de 50 pL. La reaccion se llevo a
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cabo en un termociclador modelo PTC-100 (Programmable Thermal Contrdllér,

Research, EUA) con las condiciones de la reaccion indicadas en el item 3.11.2.4.

EEoRl BamHI

EcoRI Pegs Apall

Apalll Ncol
promotor rbcS1 GUS

us993-1390
Figura 6. Representacion esqueméatica de la secuencia del prorboféit regulando la expresion del gt

reportero GUS. Se indican los sitios de corte de la enHooRI y los de otras enzimas de restriccion.
indica con una linea el fragmento a partir del cual sevobds sonda gus993-1390.

Diez microlitros del producto de PCR se sometieron a electroforesis horieongajarosa
(0,8 %) en buffer TAE (1x) para verificar la reaccion. Luego, a partir de lpd_4@stantes,
se purifico la banda de interés con GFX PCR DNA and Gel Band PtioficKit (GE
Healthcare, Reino Unido) segun las especificaciones del fabricaméémeénte, 20 ng del
ADN purificado se marcaron utilizando [a-*P] dCTP y Prime-a-Gene Labeling System

(Promega, EUA) segun las instrucciones del fabricante.

3.12.7. Hibridacion y deteccién

Las membranas se colocaron en botellas de hibridacién (Biometra, Algmarse
prehibridaron e hibridaron en horno con rotacién constante (Thermo Scientifig,cén 10

mL de ULTRAhyb Ultrasensitive Hybridization Buffer (Ambion, EUA).

La prehibridacion se realizé a 42°C durante 4 h, mientras que la hibridacida somda,
marcada cond->P] y desnaturalizada con 40 pL de NaOH 0,5 M, fue durante 18 h a la
misma temperatura. Transcurrido el tiempo establecido, se realidaravados con
agitacion a 42°C con SSC (2x), SDS (0,1%), de 5 min cada uno; seguidos de otro éaimbién
agitacion con SS(,1x), SDS (0,1%), a 42°C de 10 min.

Las membranas se expusieron en una placa Imaging Plate en un dasgiitte BAS
(Fujifilm, Japo6n) durante 3 dias. Luego, la placa fue escaneada utiliegbedaipo Typhoon

Trio Variable Mode Imager (Amersham Biosciences, Reino Unido).
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3.13. Medios de Cultivo

Las sales, drogas, antibiéticos y medios de cultivo utilizados fuerdasdi'mas Sigma
Aldrich y PhytoTechnology Labs, EUA, excepto las especificadas en el texto.

Los medios de cultivo fueron autoclavados durante 20 min a 1,5 MPa. Lamrsetude
antibidticos o de drogas termolébiles fueron esterilizadas por filtracion en filtros de de 0,2 um

(Millipore, Inglaterra).

3.13.1. Cultivos Bacterianos

LB (Luria Bertani): Extracto de levadura 5 g/L; Bactotriptona (DIFCO, EUA) 10 g/L; NaCl
10 g/L. pH 7. Para medio solido: Agar Tipo A 15 g/L.

Medio Minimo A: KH,PQO, 10,5 g/L; KHPO, 4,5 g/L; (NH).SO, 1 g/L; Citrato de sodio
dihidrato 0,5 g/L; MgSQ7H,O 0,2 g/L; Glucosa 2 g/L. pH 7. Para medio solido: Agar Tipo
A 10 g/L.

AIM: K HPO, 10,5 g/L; KHPO, 4,5 g/L; (NH).SO, 1 g/L; Citrato de sodio dihidrato 5
mg/L; MgSQ,.7H,0 4,06ug/L; Glucosa 2 g/L; Glicerol 5 mL/L. pH 6,5-7. Conservaciéon en

oscuridad.

3.13.2. Cultivos Vegetales

MS (Murashige Skoog) 1/2:MS Sales 2,15 g/L; Sacarosa 10 g/L; Agar Tipo A 8 g/L. pH
5,7.

MS Vitaminas: Glicina 2 mg/L; Mioinositol 100 mg/L; Acido nicotinico 0,5 mg/L;
Piridoxina HCI 0,5 mg/L; Tiamina HCI 0,1 mg/L.

Cocultivo: MS Sales 4,3 g/L; MS Vitaminas 2 mL/L; KN@,1 g/L; Mioinositol 200 mg/L;
Caseina 500 mg/L; Sacarosa 30 g¢/L; Glucosa 10 g/L; buffer MES (aéido
Morfolinoetanosulfénico) pH 5,7 0,5 g/L; Agar Tipo A 8 g/l. Adiciones luego de la
esterilizacion por autoclavado: BAP (6-bencilaminopurina) 0,5 mg/L; Afdéido 1-

naftalenacético) 0,2 mg/L; Acetosiringona 20 mg/L.

Re Base (Medio de RegeneracionMS Sales 4,3 g/L; MS Vitaminas 2 mL/L; KNG, 1
g/L; Mioinositol 200 mg/L; Sacarosa 30 mg/L; Agar Tipo A 8 g/L. pH 5,7.
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Para obtener cada uno de los medios de regeneracion se adiciodaRm8ase, luego de

la esterilizacion por autoclavado; lo siguiente:

Rel: Timentina 0,3 g/L; BAP 0,2 mg/L; ANA 0,01 mg/L; AgN®,82ug/L.
Re2: Timentina 0,3 g/L; BAP 0,2 mg/L; AgN§D,82ug/L.

Re3: Timentina 0,3 g/L; BAP 0,1 mg/L; AgN¢D,82ug/L.

Re4: Timentina 0,3 g/L; AgNQ 0,82ug/L

RA (Medio de enraizamiento): MS sales 2,1 mg/L; Tiamina HCI pg/L; Mioinositol 50
mg/L; Sacarosa 10 g/L; Ancimidol 0,5 mg/L; Agar Tipo A 8 g/L. pH 5,7.cAulies luego de

la esterilizacion por autoclavado: Timentina 0,3 g/L; ANA 0,1 g/L.

UM Vitaminas: Glicina 2 mg/L; Mioinositol 100 mg/L; Acido nicotinico 5 mg/L; Piridozi
HCI 10 mg/L; Tiamina HCI 10 mg/L.

UM: MS Sales 4,3 g/L; UM Vitaminas 10 mL/L; Hidrolizado de caseinaptoha 2 g/L;
Sacarosa 30 g/L; Para medio solido: Agar Tipo A 8 g/L. pH 5,7. Adiciarego de la

esterilizacion por autoclavado: acido 2,4-diclorofenoxiacético 2 mg/L; Kinetinaras

Medio de regeneracién de lechugavS Sales 4,3 g/L; MS Vitaminas 2 mL/L; Sacarosa 30
mg/L; Agar Tipo A 8 g/L. pH 5,7. Adiciones luego de la esterili@agor autoclavado: BAP
0,5 mg/L; ANA 0,04 mg/L; Timentina 250 mg/L; Kanamicina 50 mg/L.

SIM: MS sales 4,3 g/L; MS vitaminas 2 mL/L; Sacarosa 30 g/L; Agar Tipo A:;8Tggmina
HCI 1 mg/L; trans-zeatina 2 mg/L; Timentina 250 mg/L.

3.14. Soluciones

TAE (Tris-Acetato EDTA) 1x: Tris-acetato 40 mM; EDTA 1 mM pH 8.

TE (Tris EDTA): Tris-Cl pH 7,5 100 mM; EDTA 10 mM pH 8.

3.14.1. Extraccion de ADN plasmidico

Solucioén I: Glucosa 50 mM; Tris HCI 25 mM pH 8; EDTA 10 mM pH 8
Solucioén 1l: NaOH 0,2 M; SDS 1 %

Solucion llI: Acetato de potasio 3 M; Acido acético (Merck, Alemania) 5 M

44



Materiales y métodos

3.14.2. Deteccion histoguimica de GUS

Buffer fosfato 0,1 M pH 7: NaH,PO, 57,7 mM; NaHPQO, 42,3 mM

Solucioén de reveladoBuffer fosfato pH 7 200 mL/L; EDTA sal sédica pH 8 10 mM; Triton
X-100 0,1 %; Ferrocianuro de potasio 5 mM; Ferrocianato de Potasio 5 mM; X-Gluc (acido
5-bromo-4-cloro-3-indoliB-D-glucurénico) 1 g/L en dimetilformamida (J. T. Baker,

Holanda).

3.14.3. Cuantificacion fluorométrica de MUG
Buffer de extraccion de MUG: Buffer fosfato pH 7 50 mM; Mercaptoetanol 10 mM; EDTA
sal sodica pH 8 10 mM; N-laurilsarcosina 0,1 %; Tritébn X-100 0,1 %.

Buffer de reaccién de MUG: MUG (4-metilumbeliferil-D-glucurénido) 3,75 mg/mL en

buffer de extraccion de MUG.

3.14.4. Extraccion de ADN gendmico

Buffer CTAB: Tris pH 7,5 100 mM; Tris pH 7,5 700 mM; EDTA sal sédica pH 8 50 mM,;
CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide, bromuro de cetiltrimetilana) 1 %;
Mercaptoetanol 140 mM; PVP (polivinilpirrolidona) 1 %.

Solucién de lavado N°1Etanol absoluto (Merck, Alemania) 76 %; Acetato de sodio 0,2 M.

Solucion de lavado N°2Etanol absoluto (Merck) 76 %; Acetato de amonio 10 mM.

3.14.5. Southern blot

Solucion de desnaturalizacionNaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M.
Solucién neutralizante: Tris 1 M; NaCl 1,5 M. pH 7,5.

SSC 20x:Citrato de sodio tribasico 0,3 M; NaCl 3 M. pH 7.
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4. Resultados

4.1. Redisefilo de estrategias para la seleccion de plantas

regenerantes transgenicas resistentes al antibidtico kanamicina

Previamente, se determindé que el criterio mas efectivo paraldaciém de plantas
regenerantes transgénicas resistentes al antibidtico kanamicilzafenaacion de raices in
vitro (Radonic, 2005). Con este criterio se obtuvo una eficiencia del 0, A&mdeda como

el porcentaje del numero de brotes enraizados sobre el total de brotes agroinfectados en medio
de enraizamiento. Asimismo, se establecié que la seleccion Epeeta o coloracion de las
plantulas no era posible, ya que numerosos brotes no transformados, incluyendo lascontrol
presentaban coloracion verde sin zonas decoloradas o cloroéticas.

Con la finalidad de optimizar este protocolo y aumentar la eficiencia de selecq@éohamon

3 esquemas distintos de aplicacion del antibidtico (item 3.6.8), ecuddss se aumentd
gradualmente su concentracion.

Este trabajo se realiz6 utilizando el vector de transformacion pHGC38dpode los genes
antifangicos glucanasa y quitinasa, mientras que el trabajo mencionadorareete habia

sido realizado con la construccion GUS-intron (item 3.1.1, figura 2).

Con el primer esquema de seleccion (kan 1, 10 y 50 mg/L) se obtuvieron 3 brateslesra

los cuales dieron un resultado positivo mediante el analisis partetxida de nptll o ch5B

por PCR (items 3.11.2.2 y 3.11.2.3), resultando en una eficiencia de 1,26 % (3 brotes
positivos sobre un total de 238 brotes tratados para agroinfeccién). Con el segaridd.(ka

25 mg/L) y tercer esquema (1, 10, 25 y 50 mg/L) se obtuvieron 2 y 3 brotemadosfde un

total de 55 y 38 brotes respectivamente) los que dieron un resultado negativo en epanalisis
PCR. Estos resultados indicarian quenecesaria la seleccion con kanamicina en una
concentracion de 50 mg/L utilizada a partir del tercer medio de regeéme(Re3) para evitar

la obtencion de escapes.

De esta forma, quedd establecido como mas adecuado, el primer esqueptiaad@®ra

gradual del antibidtico.
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4.2. Agroinfeccion con genes antifungicos

Para obtener plantas de girasol que expresen genes antifiUngicoszéelaeadroinfeccion
utilizando las construcciones pHCA35, portadora de los genes de qujtinagabosmotinay
pHGC39, portadora de los genes de glucanasa y quitinasa (item 3.1.2, figurea3p Pa
seleccion se uso el esquema de aplicacion del antibidtico kanarastablecido en el punto
anterior.

Con la construccion pHCA35 se realizaron 7 ensayos con los que se obtuvieraal da tot
452 brotes de los cuales ninguno produjo raiz. En cambio, con la construcciéon pHGC39 se
obtuvieron 30 brotes con raiz, de un total de 2.326 brotes agroinfectados, que a srorez di
un resultado positivo en el andlisis por PCR. La eficiencia con estaunzitn fue de 1,29
%.

Los brotes control sin agroinfectar (557) nunca formaron raices en presenaiéildélico
kanamicina, por lo que el esquema de aplicacion gradual del antibiétieoninado en el
item 4.1 resulto igual de eficiente que el esquema previamente establecido

El aspecto de las raices de los brotes agroinfectados fue muy difereffdelas que
produjeron brotes sin transformar en un medio sin seleccion. Mientras que losesastrah
medio sin antibiético formaron una raiz principal con numerosas raices séasiffigura 7,

A), en presencia de kanamicina aquellas plantulas que enraizaron preseimizrosiz
principal sin formacion de raices secundarias y de longitud variable, que no l&gp@ cm
(figura 7, B, C y D).

— - AW
Figura 7. Brotes de girasol in vitrdA Brote control enraizado en medio sin kanamicina, el ceslgmta una
raiz principal con nhumerosas raices secundaBia€ y D Brotes agroinfectados con los genes antifingi
enraizados en medio con kanamicina presentando séloiamq@ireipal pequefia.
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Una vez finalizado el periodo de cultivo in vitro, las plantulas fudransferidas al
invernaculo. El pasaje se realiz6 mediante injerto (figura 8, A g &)tierra (figura 8, B)
dependiendo del tamafio de la raiz y del aspecto de cada brote. Encasdm$os brotes
tuvieron un desarrollo moderado, alcanzando mayoritariamente alturas de 15 aaB0adum,
muy pocas una altura de no mas de 1 m. Por otra parte, en algunos casos se observo la pérdida
de la dominancia apical (figura 8, C). Todas las plantas obtenidas poodej@pitulos

florales pequeiios, los cuales produjeron en su mayoria aquenios vacios.

TSI e

Figura 8. Brotes de girasol transferidos al invernaculo. Bromgertado Q) y transferido directamente
tierra 8) ambos con un solo capitulo pequefio. Brote injertaddasitinancia apical que presenta numero
capitulos pequefio£y.

En forma paralela, dentro de las actividades del grupo de trabajo, se transéorom vector
gue expresa los genes antifungicos de una glucanasa, una quitinasa, una ¢spstjnade
una proteina inhibidora de ribosomas (RIP) que se traducen como una sola pudifrajei

la regulacion del promotor CaMV383-TMV. Cada gen se encuentra precedido por la
secuencia de reconocimiento de la proteasa Nla del Tobacco iEish(VEV), la cual se
expresa dentro de la poliproteina y tiene capacidad de autoclivarsevdesor poseia
también el gen de resistencia a nptll, bajo la regulacién del promotor nos.

Se realizaron ensayos de transformacion utilizando el esquema dedésekstablecido en
Radonic(2006), aplicando kanamicina 50 mg/L en los medios Re3, Re4 y RA, donde ninguno
de los 422 brotes control fue capaz de enraizar. Los 1.524 brotes obtenidogxjddos
tratados para la transformacion con este vector presentaron aspecto derhijgerthj con
areas necroticas, crecimiento anormal al final del cultivo de tejidos y, probat#easeaniado
con este comportamiento in vitro, ninguno enraizé en el medio de selemmnteniendo

kanamicina.
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4.3. Analisis de la expresion regulada por el promotor CaMV35S

en girasol y lechuga

Durante la puesta a punto del protocolo de seleccion en kanamicina (Radonic, 200%)ése reali
el analisis de la expresiaie la enzima -glucuronidasa regulada por el promotor CaMV35S
mediante deteccion histoquimica de GUS en las hojas de landeac& (T1) de los brotes
obtenidos en la transformacion con la construccién GUS-intrén (figura 2). Eandditds se
observo que la expresion de la enzima reportera era muy baja, siendo nécéasautzacion

con el sustrato por un periodo de 60 h, en lugar de las 24 h realizadasentiay el uso de

lupa (20x) para la visualizaciéon de la tincién. La misma se obselamente en los tricomas

de la nervadura principal en la cara abaxial de hojas jovenes (figura 9).

Figura 9. Patron de actividad de la enzirfiaglucuronidasa obtenido por tincién histoquimica de Gl
Hojas pertenecientes a plantas T1 con la construccibiV8zS GUS Intron realizando la incubacion e
solucién de revelado por 24 A,(B) y por 60 h C). La tincién se observa solamente en los tricodeaia
cara abaxial de la hoja (sefialados con flechas ¢B).

Por otra parte, dentro del grupo de trabajo también se realizé el mismgelpardaograr la

puesta a punto de la seleccion con el herbicida glufosinato de amormEsteecaso, se utilizé

un vector conteniendo la misma construccion para el gen reportero de taa €hzi
glucuronidasa bajo la regulacién del promotor CaMV35S pero con el gen dedselacien

lugar del gen nptll, bajo la regulacion del promotor nos. Cuando se analizareautbados
obtenidos luego de la tincién histoquimica se pudo comprobar que en todosdsseta

patron de tincion fue similar al observado en el caso mencionado en el pateaifar #figura

10). Estos resultados, observados en 6 eventos de transformacion diferentes, con 2 vectores de
estructura idéntica, con excepcion del gen de seleccién (bar o nptll) ranuest patron

consistente de expresion.
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Figura 10. Patrén de actividad de la enzifieglucuronidasa obtenido por tincion histoquimica de Gl
Hojas pertenecientes a plantas T1 obtenidas por selezmmglufosinato de amonio. La tincion se obsel
en los tricomas de la cara abaxial de la hoja.

A partir de las T1 obtenidas, tanto de los ensayos de transformacdiimrastd por seleccion
con kanamicina como con glufosinato de amonio, fue posible obtenguiense generacion
(T2). En el analisis de estas plantas T2 por deteccion histoquimiGd8eno se detectd
tincién, por lo que se realizé la comprobacion de la presencia de losstrassgediante el
andlisis por PCR. De este modo, se observo la ausencia de amplificdemostrando la
ausencia de los transgenes. Este efecto de pérdida de los trarsggenesentra descripto
como inestabilidad de los transgenes.

Por lo expuesto anteriormente, no se prosiguio con la transformacion y ekatgl@antas

de girasol con las construcciones antifingicas. Para hacer posible un futisie dedichas

construcciones, determinamos la necesidad de reemplazar al promotor CaMV35S.

4.3.1. Adaptacion del protocolo de transformacion de lechuga y analisis de

la expresion de la construcciéon GUS-intrén

Con la finalidad de analizar si el patron de tincion restringido a lomries se debia a un
problema o caracteristica intrinseca de la construcciéon utilizaddgp&mansformacion, se
procedio a realizar ensayos de transformacion estable de lechuga, ocosttaccion GUS
intron (item 3.1.1).
Para ello se adapté el protocolo de transformacion de Curtis y col. (1994a).
Las modificaciones introducidas al protocolo fueron las siguientes:

1) Utilizacion del cultivar Grand Rapids.

2) En la desinfeccién se adiciondé un pasaje final en una solucién de P2 an

oscuridad por una noche. Este pasaje disminuy6 la contaminacion al gelasinar
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semillas. El tratamiento con frio logré que se hiciera uniforme el mondenitwotado
de las plantulas.

3) Para aumentar la eficiencia de transformacion, en la agroinfeccionlyiwmse realizo
el agregado de acetosiringona al medio UM, tanto liquido como sélido.

4) En la regeneracion se incluyd un primer pasaje por 7 a 10 diaswediorconteniendo
tiamina y trans-zeatina, sin agente selectivo (SIM). Este eo&sajagente selectivo
evito la aparicion de zonas necragticas, que se tradujo en una mayie tage@neracion
a partir de los explantos, también favorecida por la utilizacionates4zeatina como
regulador relacionado con la activa division celular.

En los sucesivos pasajes por el medio de regeneracién de lechugang#azo el
antibidtico cefotaxima por timentina, mejorando la respuesta en gendeal cidlos y
el numero de brotes obtenidos.

5) Se incluy6 un paso de enraizamiento, escindiendo de los callos aduetks que se
desarrollaron en plantulas de 1 a 2 cm durante la regeneracionritradefos a medio
MS con el agregado de la hormona ANA.

El protocolo final de transformacion genética de lechuga se encuenttaddeta el item 3.7
de materiales y métodos.

Las plantulas de lechuga obtenidas a partir de los callos capmecegenerar y enraizar en
presencia del antibiético, se llevaron al invernaculo para su desarroljgetontEn estas
plantas la expresion del gen reportero GUS regulada por el promotor CaMM85S
constitutiva, como se muestra en la figura 11, observandose la tindrapla gista en todo
el sistema vascular, mientras que con ayuda de lupa, se dategfirésion en los estomas y

el mesdfilo de las hojas.

A B 18‘
|

Control

negativo
Figura 11. Determinacion histoquimica de GUS para hojas de lechugdoimamaslas con la construccio
CaMV35SGUS:intron. A Hoja no transformada (izq, control negativo), hoja tiamséda (der)B Detalle de
hoja donde se observa sefialado por una flecha parte géfilmgue presenta tinciéi€ Detalle de hoja
donde se observan sefialados con flechas algunos de lmastoe presentan tincion.
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De esta forma se mostro que el vector es completamente funcigueallg expresion del gen
reportero en lechuga tenia las caracteristicas propias de un gégdoegor el promotor
constitutivo CaMV35S.
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4.4. Andlisis de la expresion de distintos promotores

Debido a los resultados expuestos en el item 4.3, asi como a los déituyafitos
relacionados con la utilizaciéon del promotor CaMV35S en varias espg@&asparticular, en
especies de la misma familia que el girasol (inestabilidatbsléransgenes en lechuga y
niveles de actividad no detectables en crisantemo) se vecésidad de realizar un cambio
de los promotores utilizados en la transformacién de girasol.

Con esta finalidad se seleccionaron los siguientes promotores paar reatonstrucciones
con el vector binario Gateway pKGWFS7,0:

- CaMV35S con el enhancép del TMV: este promotor se utilizd por estar presente en las
construcciones con genes antifingicos utilizadas en este trabajo de tesis y endasi @uodxdi
de transformacion de girasol, y para poder realizar su comparacion cemiéas promotores
teniendo el mismo fondo genético del vector Gateway pKGWFS7,0.

- 2X35S: se selecciond por ser uno de los mas usados en transformacion.

- rbcS1: este promotor fue seleccionado porque en la transformacion geeétitsantemo
presentaba actividad, a diferencia de lo que ocurria con el CaMV35S, cwgtess nie
adividad no eran detectables (Outchkourov y col., 2003).

- nos: el andlisis de este promotor se realizé por ser muy utilizagecialmente, en la
regulacion de la expresion del gen de resistencia al agenteveel&aii nuestro caso, fue
utilizado para regular la expresion de los genes nptll o bar, en todaenistsucciones
utilizadas.

- PPC promotor utilizado con éxito en la transformacion de lechuga, dado que otorga
estabilidad a los transgenes (McCabe y col., 1999), a diferencia de Iccuue con el
promotor CaMV35S.

Para la obtencion de los distintos promotores se realizaron reaccioasgplifecacion por
PCR con oligonucleotidos iniciadores especificos a partir de distiatisrgs (item 3.4.1).
Posteriormente, para la purificacién de los productos de PCR se realiz&cnaf@lesisy

se utilizdé QIAEX Il Gel Extraction Kit o QIAquick Gel Extraoti Kit (QIAGEN, Alemania)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Se muestra como ejem#ottaferesis realizada
para el producto de la amplificacion del promotor nos (figura 12).

Una vez obtenida la secuencia de cada promotor, se realizbatadtigen el vector

pCR8/GW/TOPO TA y se realizd la verificacién de la orientacionaecubl se produjo la
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ligacion. Para ello, se realiz6 una digestion con enzimas de ré&sirgelieccionadas de tal
forma que proporcionaran esta informacion (item 3.4.6, Tabla 2); como ejemplo s& fiauest
electroforesis realizada para visualizar los productos de la digestiofax@nzimas de
restriccion Sacly Xbal de la ligacion del vector pCR8/GW/TOPO TA con el fragmento
conteniendo el promotor CaMV3%3TMV (figura 13).

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa (0,8 %) con bromustidie 0,5 pg/mL) en buffer TAE (1xa
5 Vicm del producto de amplificacién de la PCR nos a partir deudd se realizé la purificacion de
promotor. 1 kb: 1 BPlus DNA ladder; X: calle vacia.

W e Bl e

308 pb

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa (0,8c®m) bromuro de etidio (0,5 pg/mL) en buffer TAE (1x)a
5 V/cm del producto de la digestion con las enzimas $axbal para verificar la orientacion de Ie
ligaciones obtenidas del fragmento del promotor CaM\@53V con el vector pCR8/GW/TOPO TA. Lot
fragmentos esperados de 3.928 y 308 pb se encuentran sefladadiagaciones 1, 2 y 4 son orientadas,
restantes se encuentran invertidas o no se produjo ligdckim 1 lb Plus DNA ladder.
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Luego, se realizo la recombinacion del vector pCR8/GW/TOPO TA continid promotor

orientado con el vector binario pKGWFS7,0. Esta recombinacion se verifico meedha
digestion con enzimas de restriccion (item 3.4.7, Tabla 3); como ejempexhiee la

digestion realizada con las enzimas de restriccion HilydNtol para la verificacion de la
recombinacion del vector pCR8/GW/TOPO TA conteniendo el pronfRCYy el vector

pKGWFS7,0 (figura 14).

Q. 4. s 'l s »5
3.027 pb» — —— S

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa (0,8 %) con bromustidie (0,5 ug/mL) en buffer TAE (1xja

5 V/cm del producto de la digestion con las enzimas HindMcol para verificar la recombinacién de
vector pKGWFS7,0 con el vector pCR8/GW/TOPO TA llevando el promBt®C Los fragmentos
esperados de 8.829 y 3.027 pb se encuentran sefalados. Todasstmamnanalizadas presentaron
recombinacién esperada. 1 kb:lARdus DNA ladder.

Para su posterior utilizacion en distintas técnicas de transformaddainda construcciones
obtenidas fueron introducidas mediante electroporaciéon en Agrobacterium ienefde 3
cepas diferentes: GV3101, LBA4404 y EHA105.

4.4.1. Agroinfiltracion de Nicotiana benthamiana con las construcciones

conteniendo los distintos promotores

Para verificar la funcionalidad de las construcciones obtenidas d&r veKGWFS7,0
conteniendo los promotores CaMV3&STMV, 2X35S, nos, rbcSly PPC dirigiendo la
expresion del gen de la B-glucuronidasa se realiz6 la agroinfiltracion de plantas de Nicotiana
benthamiana de 3 semanas utilizando Agrobacterium tumefaciens \¢8paiGEn la figura

15, se muestra el analisis por deteccion histoquimica de GUS ligdasagroinfiltradas con
una misma construccion en distintas posiciones, observandose que sodasstaucciones

resultaron funcionales en Nicotiana benthamiana.
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CaMV35S

2X35S *‘ ‘' nos

rbcS1

A :
PPC 3 "‘ nos oS # T

Can35s', . e 1l
Q TMV * PPC , @ 2X35S

' CaMV35S

2X35S o e

bes1 J ® 2355 2x358 # \ CZM}/,\f,\s,S

nos J ucaMV‘?SS rbcS1 ﬁ& PPC
A QMY N
PPC nos
Figura 15. Deteccidn histoquimica de la proteina reportera dirigiddgsodistintos promotores en ensay:
de agroinfiltracién en hojas de Nicotiana benthamia@n®lanta de N. benthamiana de 3 semanas utiliz
para la agroinfiltraciorB Hojas agroinfiltradas con la cepa GV3101 transformada camwfagrucciones de

vector pKGWFS7,0 con los promotores CaMV333MV, 2X355 nos rbcS1ly PPC dirigiendo la expresiol
de la enzim@-glucuronidasa.

4.4.2. Puesta a punto de la técnica de agroinfiltracién en girasol

La puesta a punto de la técnica de agroinfiltracion en plantas deldua realizada para
analizar la funcionalidad y actividad de los promotores evitandosel de un sistema
heterdlogo. Este estudio se realizd con la construccion del vector pKGWideg#a@iendo el

promotor rbcS1.

Para evaluar la influencia del estadio de desarrollo en la afjrarifn, se compararon los
estadios V2 y V12 (figura 16). Para ello, se agroinfiltraron las hojas pedetescal Unico

par de hojas de la planta V2 y del sexto par de hojas (par superiag plantas V12. La
suspension bacteriana se esparcio dentro de las hojas de plantzstexielde desarrollo

V2, ya que la epidermis era mas blanda. En contraste, la epiderraslugds de las plantas
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V12 era mas gruesa y rigida, por lo que presentaron mayor resistentiéildaion, siendo

necesario incrementar la presion ejercida con la jeringa, resultando en un tejothiiads

GV3101

LBA4404

EHA105
Figura 16. Deteccién histoquimica de GUS de plantas de girasol destaslios de desarrollo V2 y V1
agroinfiltradas. lzq. Girasol V2 agroinfiltrado con las trepas de Agrobacterium tumefaciens.
Debajo: detalle de la agroinfiltracion con las cepas GV3LB8B4404 y EHAL105. Se observan areas
tincion mayores al presentar menor resistencia j& yhona mayor tincion en la cepa EHAL105. Der. Gira

V12 agroinfiltrado con las tres cepas. Debajo: detalle dgrtardiltracion con las cepas GV3101, LBA34
y EHAL05. Se observa el dafio producido al presentar maysteresa la hoja a la agroinfiltracion.
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Con el fin de establecer el tiempo de andlisis mediante detecsibguimica de GUS, se
evaluo la intensidad de la tincion a los 3 y 7 dias después deoiafittgacion. Se observé
gue la intensidad de la tincidbn era mayor cuando la deteccion eradaadizos 3 dias (figura
16) y casi nula a los 7 dias de la agroinfiltracién (no mostrado).

Se utiliz6 Agrobacterium tumefaciens de las cepas GV3101, LBA440HALES para
determinar la mas adecuada. En un primer analisis por deteccion histoquén®ias, se
observd que mientras las cepas GV3101 y LBA4404 presentaban areasodddualizadas
casi exclusivamente en la zona de la herida provocada durante el mprenguli de
agroinfiltracion, la cepa EHA105 penetrd facilmente, mas alla derla de contacto de la
hoja con la jeringa, resultando en un area de infiltracibn mas grande (figura 16).
Adicionalmente, se compar0 la actividad enzimatica por cuantdicatuorométrica de
MUG, obtenida con cada cepa en plantas V2 a los 3 dias de daalzagroinfiltracion
(figura 17). Para este analisis se tomaron dos discos de la zona agrdafittn cada cepa, y
se determiné que la cepa EHAL105 presentaba actividad significativamente déddeedtelas

cepas GV3101 y LBA4404 (ANOVA Tukey, p<0,05).

16 :
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L 6
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control EHA105 GV3101 LBA4404

Figura 17. Determinacion fluorométrica de la actividad de la enz{paglucuronidasa para las cepi
EHA105, GV3101 y LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens con la construcciénMsS3,0 con el
promotor rbcS1*p<0,05 (ANOVA Tukey).

Por otra parte, se observo que las suspensiones de Agrobacterium tumst@eigpercieron
por la lamina de la hoja, pero fueron delimitadas por las nervaduras prasidehgirasol,

por lo que las regiones agroinfiltradas nunca se vieron de forma circomaresolas plantas

de Nicotiana benthamiana (figura 18).
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=

N. benthamiana Girasol

Figura 18. Comparacion de las formas de las regiones agroinfiltradate N. benthamiana y girasol. |
girasol B8) muestra un area de infiltracion limitada por las nervadprasninentes, mientras que ¢
Nicotiana benthamiana\j se observa un area circular rodeando el sitio derdjraicion.

De esta forma se establecieron como condiciones mas adecuadks gamnfiltracion en
plantas de girasol, la utilizacion de plantas en el estadiosderdido V2, la utilizacion de la
cepa EHAL05 y la realizacion de la deteccién histoquimica 8 @ los 3 dias post

agroinfiltracion.

4.4.3. Agroinfiltracion de girasol con las distintas construcciones

Una vez puesta a punto la técnica de agroinfiltracion en plantggad®l, la misma fue
realizada utilizando todas las construcciones del vector pKGWFS7,iemnte los distintos
promotores. La deteccion histoquimica de GUS de las hojas agroinfiltragastde que
todos los promotores eran funcionales en girasol (figura 19), pero no se @mdecestuna
diferencia en la expresion mediante un analisis cualitativo.

El andlisis cuantitativo de la agroinfiltracion se realiz6 medideterminacion fluorométrica

de MUG, cortando dos discos de la zona agroinfiltrada. El analisisstistadésultante de la
comparacion de la actividad del mismo promotor en distintas posiciomeseio diferencias
significativas (figura 20). En cambio, la comparacion de la actividadlos distintos
promotores agroinfiltrados en una misma posicién, mostré6 que sélo el promotor 2X35S
presenta diferencias significativas con el control (tejido no agroididjrg los promotores
rbcS1, noy PPCy ninguna diferencia con CaMV35S cuando la agroinfiltracion era realizada
en la base de la hoja (ANOVA Tukey p<0,01).
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rbcS1 PPC

CaMV35S-
rbeS1 2X35S O TMV
CaMV35S-
rbcS1 2X35S 2X3 O TMV
aMV35S-
nos
O TMV rbecS PC

PC nos

Figura 19. Deteccion histoquimica de GUS en hojas de girasol agraafiitr con la cepa EHA10
transformada con el vector pKGWFS7,0 conteniendo los promd@arfes/35SQ TMV, 2X35S nos rbcSly
PPC Se observa la funcionalidad de todos los promotores dmjas de girasol.
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Figura 20. Cuantificacion fluorométrica de MUG de las zonas agilaiadas con los promotores CaMV35!
Q TMV (CaMV35S), 2X35S, rbcS1, nos y PPC en 3 posiciones dentro de la hojaadeldbase, medio y
punta). (n=4). p<0,05 (ANOVA Tukgy

Dado que esta descripto que los promotores ripd®C son inducibles por luz, se analizé si
existia una diferencia en su actividad ante la ausencia o peesienésta. En el analisis por

deteccion histoquimica de GUS (figura 21) no se observé una diferencidiecida para
ambos promotores en las dos condiciones.
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Oscuridad

.rbCS1 PPC. -

Figura 21. Deteccion histoquimica de GUS en hojas de girasol agraadfir con la cepa EHAL0

transformada con el vector pKGWFS7,0 conteniendo los promatoc&dy PPC manteniendo las plant:
en luz u oscuridad durante 3 dias.

En el analisis estadistico de la cuantificacion fluorométrica déGMtampoco hubo

diferencias significativas en la expresion dada por los promotores (figurasn2amnbas
condiciones (ANOVA Tukey, p<0,05).

14
12
Qo
€
£ 10
=
S 3
=
<
o © _
E
s 4
(&)
‘a
2 i
0
control rbcS1 rbecS1 L PPCL

Figura 22. Cuantificacion fluorométrica de MUG de las zonas agiltrieaflas con los promotores rbcgl

PPC manteniendo las plantas en oscuridad o luz (L) duramti@as3 (n=2). No se encontraron diferenci
significativas, p<0,05 (ANOVA Tukgy

4.4.4. Analisis de la expresion transitoria dada por los diferentes
promotores estudiados en girasol

La expresion transitoria de los distintos promotores en los explantos daidlizzara la

agroinfeccion de girasol, se evalu6 por deteccion histoquimica dey@ds cuantificacion
fluoromeétrica de MUG.

61



Resultados

La deteccion histoquimica de GUS (figura 23) se realizé a los 4 diasatizada la
agroinfeccion de girasol, luego del cocultivo, cuando aun se conserva @bagpe forma
del explanto inicial. En una comparacion cualitativa, se obsguw la expresion de la B-
glucuronidasa regulada por los promotores CaM\M@5B4V, 2X35Sy rbcS1 se manifestaba
con una tincién de intensidad similar, siendo fuerte y abarcando pequefias regiengas
gue en la expresion regulada por nos la tincion era débil con presengaade puntos
dispersos. En el caso de la expresion regulad® P@ia tincidon era nula, no observandose ni
un solo punto. Debe aclararse que el color azul presente en puntos co&esgonde a la
actividad especifica de la enzima, mientras que el color cepstente en algunos
cotiledones corresponde a una actividad inespecifica.

Se observd que las areas de tincion para los promotores CaldWIB8/ y 2X35S se
encontraban dispersas por todo el cotileddn mientras que la expresion regulagla por
promotor rbcS1 se encontraba mayoritariamente en la zona del hemiemlmi@, z

meristematica a partir de la cual se regeneran los brotes.

Figura 23. Deteccion histoquimica de GUS en la transformacion toaiside girasol con los promotore
CaMV35SQ TMV (CaMV35S) nos 2X35S rbcS1ly PPC. Los puntos y areas azules corresponden a
actividad especifica, el color celeste corresponde aingiart inespecifica. Se sefialan con flechas las &
con actividad en rbcS1, concentradas en las zonas enadiistas, y con circulos las areas con actividac
CaMV35Sy 2X35S, dispersas en todo el cotileddn.
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El analisis estadistico mediante Kruskal-Wallis con comparatioliple de Dunn, de la
cuantificacion fluorométrica de MUG (figura 24) demostré que sélo los promatoc&s y
2X35S presentaron actividades con diferencias significativas con t@speccontrol
(p<0,001). Del mismo modo el promotor PPC presentd una actividad casi nula,
significativamente diferente a la del promotor rbcS1 (p<0,001) y a I2X8HS (p<0,05).
Estos resultados confirman que el color celeste presente en algutentones (figura 23)
caresponde a una actividad inespecifica. Adicionalmente, el promotor rbcSéntdre

diferencias significativas (p<0,05) con el promotor CaMVg358s.
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Figura 24. Determinaciéon fluorométrica de la actividad de la enzrgducuronidasa para los promotore
CaMV35SQ TMV, 2X35S rbcS1 nosy PPC (n=24).

La comparacion de la actividad de los promotores rlgd®2 Cen ausencia o presencia de luz
se realizd por deteccidon histoquimica de GUS (figura 25) observandosel gammotor
rbcS1 una tincion similar en ambas condiciones. La tincion dada poorabtor PP C fue
casi nula en la oscuridad, tal como se observo en la figura 23, y advise0 ninguna
modificacién en la expresién, por la permanencia de los explantos bajo luz (figura 25).

El andlisis estadistico de la cuantificacion fluorométricanostré diferencias significativas
para un mismo promotor en ambas condiciones (figura 26) y s6lo el promdidrtuvo una
diferencia significativa respecto del control (ANOVA Tukey, p<0,01).

De esta manera se concluyé que, de los promotores estudiados, el promscioiemado a
utilizar en la transformacion estable de girasol era el promotor ripa%fue presentaba una
actividad con niveles similares a los obtenidos con el promotor CaMV35& pe

mayoritariamente localizada en la zona de regeneracién de los expl@atobién se
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determin6 que no debia modificarse el protocolo utilizado por el grupo deotrgbajrealiza
el cocultivo con Agrobacterium tumefaciens en oscuridad, ya que ggamimue éste no es
un factor que influye en forma significativa en la actividad del promotor.

Oscuridad
Con' rb‘ P.
Luz

Con‘ rb' P'

Figura 25. Deteccién histoquimica de GUS de la expresion transitoriacailedones de giraso
transformados con los promotores rbgSRPC realizando el cocultivo en oscuridad (panel supeyriturz
(panel inferior). No se observan diferencias en tensidad de la tincion en la comparacién de am
condiciones.
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Figura 26. Determinacion fluorométrica de la actividad de la enzZrgducuronidasa para los promotort
rbcS1y PPC, en oscuridad y en luz (L). No se observan difaensignificativas (p<0,05) en I
comparacion de un mismo promotor en ambas condicion@2XifANOVA Tukey)
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4.5. Transformacion estable de girasol utlizando el vector
Gateway pKGWFS7,0 con el promotor CaMV35S

Con el fin de obtener brotes transgénicos con el mismo fondo genéticecttal Gateway
pKGWFS7,0 para realizar la comparacion de los promotores se realizargmsernsa
transformacion estable siguiendo el protocolo ya descripto para girasotieeando con el
antibidtico kanamicina, con el esquema determinado en esta tesis4(il) y utilizando el
vector pKGWFS7,0 conteniendo el promotor CaMVEbIMV.

De un total de 314 brotes agroinfectados con esta construccion, se obtdvibrotes
enraizados dando una eficiencia de transformacion de 2,23 %. Los 30 brotes montrol
produjeron raices.

El aspecto de los brotes y de las raices (figura 27) fue similarlas deotes obtenidos con
otras construcciones conteniendo al promotor CaMV35S. Los brotes presentarani@ol
variable, desde color verde intenso saludable a color verde amarilleotadafeen su
mayoria. Las raices estaban s6lo compuestas por una raiz principdtesrsegundarias, de
no mas de 3 cm de longitud, por lo que en el pasaje a invernaculo debieljersetos.
Adicionalmente, algunos de ellos mostraron la pérdida de la dominancia apical (figura 27, C)
Ninguno de los brotes injertados prospero, por lo cual no fue posible obtenecenddesia

y continuar con su analisis.

Figura 27. Brotes agroinfectados con la construccion pKGWFS7,0 cemaniel promotor CaMV359-
TMV, los mismos presentan raices pequefayg B) por lo que debieron ser injertadd3),(y mostraron, en
algunos casos la pérdida de la dominancia apical.
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4.6. Transformacion estable de girasol utlizando el vector

Gateway pKGWFS7,0 con el promotor rbcS1

Se realizaron 30 ensayos de transformacion, tal como se describio @m @nterior 4.5,
utilizando el vector pKGWFS7,0 conteniendo el promotor rbcS1.

De un total de 2.480 brotes se obtuvieron 183 brotes enraizados en el medio de enraizamiento.
Mayormente los brotes presentaron un aspecto y coloracion saludablepaalatyunos

pocos con aspecto y coloracién afectada.

La mayoria de los brotes enraizados presentaron raices similareslealtass controles en

medio sin seleccion (figura 7, A), con una raiz principal y abundantes samaarias, los

cuales fueron transferidos directamente a tierra, mientras que un menao rd@amerotes
enraizados presentaron una raiz principal de menor tamafio, con una, dos 0 ninguna raiz
secundaria, que fueron injertados. Ejemplos de ambos tipos de raicessamere la figura

28 B.

Ninguno de los 413 brotes control sin agroinfectar fueron capaces de desarrokaemagte

medio con kanamicina y muchos de ellos presentaron coloracion normal (figury 28 A
confirmando lo observado anteriormente sobre la imposibilidad de seledcamsiormantes

mediante este criterio.

Figura 28. Brotes control sin agroinfectar en medio con kanamidosamismos no presentan raix)(y
brotes enraizados agroinfectados con la construcciderdendo el promotor rbcSBY).

En condiciones ex vitro las plantas obtenidas, tanto por transferemctadi tierra como por
injerto, presentaron gran porte, con plantas de hasta 2,5 m de alturapitolsdlorales

fueron de mayor tamafo (figura 29) que los obtenidos con las construcciones conteniendo el
promotor CaMV35S.
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Figura 29. Plantas TO
transformadas con le
construccion  pKGWFS7,C
llevando el promotor rbc$l
las cuales presentan un gr¢
tamafio B) y capitulos

florales grandesA). ¢

En concordancia con el mayor tamafio de capitulo floral, se observo un ausiemimdro

de aquenios, con valores desde 2 a 294 aquenios por capitulo, y tambiéradel dantos

mismos. Estos datos se reflejan en la figura 30.
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Figura 30. Comparacion de los
aquenios obtenidos con ur
construccion conteniendo el promot
CaMV35SQ TMV y la construccion
pKGWFS7,0 con el promotor rbcSA
Peso de los aquenios en mg **p<0,(
(test t).B Tamafio de los aquenios, ¢
observa que el tamafio de los aquen
CaMV35S no supera un cmC
Cantidad de aquenios por capitul
***n<0,001 (test t con correccidén de
Welch para varianzas diferentes).
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4.6.1. Andlisisde la TO

4.6.1.1. Deteccion histoquimica de GUS

El analisis de la expresién dada por el promotor rbcS1 por detecstoguimica de GUS,
mostrd una tincién intensa tipica de un promotor constitutivo en algunos de les Béot
obtenidos (figura 31). Anteriormente, este tipo de andlisis no habiaadesplositivo con
ninguna de las construcciones conteniendo el promotor CaMV35S.

Figura 31. Brote enraizado obtenido por transformacion con el vepkBWFS7,0 con el
promotor rbcS1 transferido a macetd).( Deteccion histoquimica de GUS de la expres
regulada por el promotor rbcS1 en una hoja perteneciemebeote enraizado donde se obsel
una tincién intensa tipica de un promotor constitut®p (

4.6.1.2. Deteccion de transgenes mediante PCR

Se comenzo el analisis de la TO realizando PCR para la detecaiorfrdgmento del gen de
actina, como control de integridad del ADN y como control de ausenaihibalores para la
polimerasa. Se muestra un ejemplo en la figura 32 donde en todas fsamaralizadas se

obtuvo amplificacién y no hubo inhibiciones.

BE CEF X T2 S o REE
=

Figura 32. Electroforesis en gel de agarosa ¢
producto de amplificacion de una PCR de actina.
banda esperada se encuentra sefialada con
flecha. Calles 1-5: ADN de plantas TO. B: Contl
negativo sin la adicibn de ADN. -C Control
negativo con la adicion de ADN que no debiera
amplificado. C+: Control positivo de ADN de un
planta de girasol crecida a campo. 1 kb: 1 kb F
DNA ladder. X: calle vacia.
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La determinacion de la presencia de los transgenes se realizanteeldis PCR para la
deteccion de fragmentos de amplificacion de GUS y nos (items 3.11.2.4 y 3.11.2.5,
respectivamente). De los 183 brotes enraizados, 175 resultaron positivos qejenipCR

nos, figura 33). Estos resultados manifiestan una eficiencia de transformacién con el promotor
rbcS1 de 7,06 % y un porcentaje de escapes de 4,37 %, calculado como ehjpodsent

brotes enraizados negativos por PCR sobre el total de brotes enraizados.

Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa del producto de amplfitat® una PCR nos. La banc
esperada se encuentra sefialada con una flecha. CaesADN de plantas TO. B: Control negativo sin
adicién de ADN. €: Control negativo con la adicion de ADN que no debierasw®lificado. C+: Control

positivo de ADN del vector de transformacion. 1 kbbPhus DNA ladder.

4.6.2. Andlisisde la T1

Se germinaron en arena 67 semillas, pertenecientes a la T1 dentbk i, tal como se
describe en el item 3.6.10 de materiales y métodos. El pasapetarhe exitoso para 65 de
las 67 plantas, mientras que las 2 restantes no prosperaron mas alléxgansion de los

cotiledones.

4.6.2.1. Deteccion de transgenes mediante PCR
Se tomaron muestras de las hojas de las plantas obtenidas y fuermadasglor PCR GUS

y/o nos. Las 67 plantas dieron un resultado positivo (ejemplo de PCR GUS, figura 34).

Figura 34. Electroforesis en gel de
producto de amplificacién de un
PCR GUS. La banda esperada ¢
encuentra sefialada con una flecl
Calles 1-9: ADN de plantas T1. B
Control negativo sin la adicion di
ADN. C-: Control negativo con la
adicion de ADN que no debiera st
amplificado. C+: Control positivo
de ADN del vector de
transformacion. 1 kb: 1 kk Plus

DNA ladder. X: calles vacias.
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4.6.2.2. Southern blot

Se analiz6 la presencia del transgén en 7 plantas T1 obtenidas aetas @0 mediante
Southern blot. La digestion se realizo con la enzima Ncol que deyienebos lados del gen

de la B-glucuronidasa dando un fragmento de 2.588 pb, en la figura 35 se observa la
hibridacién de la sonda gus993-1390 (figura 6). Esta banda no se pudo detectar estréa mue
correspondiente a la planta T1 1-5 (TO 8-42). Ademas, se observaron bandas de
aproximadamente 4.000 y 5.000 pb, debido a una hibridacion inespecifica de laEsoetla
control (ADN de una planta de girasol no transformada) no se detectd ninguna banda.

Figura 35. Southern blot de 7 planta |
T1 correspondientes a 4 plantas TO ( = =
42, 11-63. 17-35, 20-72). Las band £

detectadas se encuentran sefialadas |
flechas. | 2%

4.6.2.3. Deteccion histoquimica de GUS

Se analizaron 38 plantas T1 obtenidas de 8 plantas TO mediante @odelestoquimica de
GUS. Se observo tincidbn en 6 hojas procedentes de plantas T1 proveBig@esas TO
distintas (tabla 4).

Tabla 4. Plantas T1 que resultaron positivas por deteccién histicpitle GUS y su correspondiente TO.

Plantas TO (n° ensayo-n° explanto)| Plantas T1 (n° capitulo-n°® aquenio)
8-42 1-5
1-6
11-63 1-1
2-3
2-5
17-35 1-2

En la parte superior de la tabla se indica el tipo deakael significado de su nomenclatura entre paréntesis.
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En las hojas de plantas T1 1-5 y 1-6 (descendientes de la misnaaTa8w42) se observo el
patrén de tincion observado anteriormente para el promotor CaMV35S en losasridena
nervadura principal en la cara abaxial.

En la hoja de la planta T1 1-2 (TO 17-35) se observé tincion en los tricomas de toda la hoja.
Por dltimo, 3 plantas T1, descendientes de la TO 11-63, resultaron pgsiésastando dos
patrones de expresion distintos. En la T1 2-5 se observo tincién erctwsdsi de distintas
zonas de la hoja, mientras que en las hojas de las T1 1-1 y && @kervo tincion intensa
no soélo en los tricomas si no en toda la hoja, comparable a la ob¢éenadeas especies con
promotores constitutivos (figura 36).

Figura 36. Determinacién histoquimica d
GUS en hojas de plantas T1 de giras
llevando la construccién con el promott
rbcS1 A Hojas transformada (izg.) y hoja n
transformada (der. controB. Detalle de hoja
donde se observa la tincion en todo el teji
(20x). C Detalle de hoja donde se observ.
los estomas que presentan tincion (400Xx).
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Discusioén
5. Discusioén

El girasol es un cultivo estratégico para nuestro pais, dado que es Uo® plemeros
productores mundiales de esta oleaginosa. Con una produccion equivalente al 48 % de
produccion mundial, actia como formador de precios de este cultivo. Dadavéancededel
girasol y el desarrollo agroindustrial derivado del mismo para la ecandeiipais, es
importante el desarrollo de la tecnologia necesaria para mantener la cordadtd®i cultivo

a nivel mundial. Hasta el momento no se encuentra disponible, emurado, girasol
transgénico liberado al mercado. Sin embargo, se lo puede encontrar endotroada y
experimental bajo las normativas que rigen para los cultivos transgéaittosen empresas

privadas como en entidades publicas.

5.1. Optimizacion de la seleccion con el antibiotico kanamicina

La mayoria de los sistemas de transformacion genética de spldesarrollados hasta el
momento, requieren necesariamente de algiin mecanismo o método grviarsml aquellas
plantas que contienen el transgén y eliminar a las restantemstbtmadas. Actualmente, el
sistema de seleccién mas utilizado consiste en incorporar, adeingen de interés, otro gen
con resistencia a un antibiético o a un herbicida. De este modo, ahredlcultivo in vitro
en presencia del agente selectivo, se garantiza que Unicamierge\an aquellas plantulas
gue fueron transformadas.

La seleccion por kanamicina ya fue utilizada con anterioridad en |dotmaasion de girasol
(Escandon y Hahne, 1991; Knittel y col., 1994; Malone-Schoneberg y col., 1994; Grayburn y
Vick, 1995; Burrus y col., 1996; Miller y col., 2001) aplicando distintas conceries (de

1 a 175 mg/L) y con distintos niveles de éxito (desde la incapagedesbenerar brotes hasta
un 79,3 % de escapes). Estas publicaciones utilizaban, en su mayoria, denm e
seleccion la pérdida de coloracion de los brotes.

En las investigaciones realizadas durante el desarrollo de la desigenciatura en
Biotecnologia (Radonic, 2005), punto de partida de esta tesis doctoral, wiediaclos
trabajos mencionados en el parrafo anterior y se demostroé que la seercdiormacion de
raiz in vitro en presencia de kanamicina es un método exitoso pasal,gy@ que no se
obtuvieron escapes y la eficiencia de transformacion fue del 0,7 %. AdendEmnostrd que

la seleccion por el aspecto y coloracion del brote es inadecuada e ineficiente, ly29gh&e
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de los brotes obtenidos presentaban una coloracion verde normal, y aesb@®z% de los
mismos eran negativos por PCR. En consecuencia, esta caracteristiesdagada como
criterio de seleccion. Asimismo, se observo que la aplicacion de AOinmgediatamente
después del cocultivo afectaba a los explantos, los que se veiameségialafiados y no eran
capaces de prosperar, siendo adecuada entonces la aplicacién deikara®ning/L en los
medios Re3, Re4 y de enraizamiento (RA).

En el presente trabajo se confirmoé que la seleccion por formacion die veiip en presencia
de kanamicina a una concentracion de 50 mg/L era necesaria ganguea concentracion de
25 mg/L se obtenian escapes. También se corrobord que éste es el tanioagpticable, ya
gue se advirti6 nuevamente que la seleccidn por el aspecto y la dolanacera adecuada.
Con el fin de mejorar la eficiencia de seleccion se aplicaronntdistiesquemas de
concentraciones crecientes de antibiotico demostrando que el esquema Rethdda; Re?2
kan 10 mg/L; Re3, Re4 y RA kan 50 mg/L era el mas adecuado ya quetauaneficiencia
de 0,7 % a 1,26 % y no se registraron escapes.

En los Ultimos afios no se publicaron trabajos sobre protocolos de selecciGanties pl
transgénicas de girasol en kanamicina, aunque existen algunos artient@sdst aumento
en los niveles de transformacion. En estas publicaciones continiaandalia seleccion en
kanamicina por la decoloracién de los brotes, c@ragistii y col. (2008) que realizaron la
seleccién luego de un mes en kanamicina 50 mg/L, con la obtenci@®®,21é6 de brotes
verdes aunque no mencionan el nivel de escapes. De la misma rhamerg,col. (2006)
describieron un protocolo de seleccién en kanamicina 50 mg/L con el que obtuvieron una
eficiencia entre 1 y 5 %. En otros trabajos, a pesar de utilizar kanareit los medios de
cultivo finalmente realizan la seleccion por expresion del gen reportsti®.eg el caso de
Mohamed y col(2006)que mencionan eficiencias de transformacion entre 3,3 y 4,8 % sobre
el total de explantos transformados, realizando la seleccion por la érpilesGUS o GFP
(sigla en inglés de green fluorescent protein, proteina verde fluntesgeesente en los
brotes obtenidos. Del mismo modo, Ikeda y ¢2005) realizaon un pasaje por kanamicina
20 mg/L pero luego evaluaron la transformacion por deteccion histoquimica de GUS.
Con el sistema de cultivo in vitro y transformacion de girasol utilizado etraktgo de tesis,
la regeneracién da lugar a una quimera, que si bien no siempreagdeaenraizar, parte de
sus tejidos se encuentran transformados. Esta caracteristica lfiedaven trabajos previos
(Radonic, 2005; Radonic y col., 2006) en los que se demostré que cerca del 53 % de los

brotes obtenidos resultaron positivos en el analisis por PCR. Por lo taetajuisiramos la
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eficiencia de transformacién teniendo en cuenta estos anteced@desiveles de

transformacion superarian los obtenidos por los autores mencionados precedentemente.

5.2. Transformaciéon con genes antifungicos

La proteccion de los cultivos es uno de los mayores desafios de laltagajcsiendo los
patdgenos fangicos una de las principales causas de pérdidas en eiergadoe los
cultivos. Mediante la expresién de proteinas antifiingicas conocidas pogdase niveles
agronomicamente viables de resistencia durable contra un relatteaaraplio rango de
hongos.

Los genes presentes en las construcciones antifungicas de sshaetesi utilizados en otras
especies, ya sea en forma individual, conjunta, o junto con otros, obteni@listoses
resultados. Ouyang y cdl2005) mostraron que la resistencia a Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici se veia aumentada en los ensayos de susceptibiliddak egeneraciones de
tomates transgénicos para el gen de osmotina y de quitinasa. SaeR905)introdujeron

el gen de quitinasa en soja y obtuvieron algunas lineas transgénieaspmparadas con
plantas no transformadas, mostraban mayor actividad quitinasa en ensdgeafi®ein vitro
contra Rhizoctonia solani. Mondal y c¢2007)expresaron un gen de glucanasa en Brassica
juncea y observaron una resistencia contra Alternaria brassicakestala por el menor
namero y tamafio de las lesiones, y un retraso en el inicio deelanexfad. Sridevi y col.
(2008)observaron resistencia a Rhizoctonia solani en plantas de arroz transfocoadaa
guitinasa de arroz y el gen de glucanasa. Todos los trabajos mencigudnioados durante

el transcurso de esta tesis doctoral muestran y avalan la @gedecesta estrategia de
obtencion de plantas, por expresion de uno o varios genes antifiingicos, para sistadiar
resistencia conferida por los mismos ocurre ya sea de manera individual o de modmwsinérgi
Los dos vectores con genes antifungicos utilizados en este trabtgsisidambién fueron
usados en frutilla (Vellicce y col., 2006) donde se obtuvieron dos lineas trenasgyéel
vector pHGC39 y una linea portadora de pHCAS35. En este mismo trabajo Serobtairas

13 lineas transgénicas, 2 lineas con un vector conteniendo los geresadesa y ap24, y
las lineas restantes con vectores conteniendo uno solo de éstasHiethesafio con el
patdégeno Botrytis cinerea mostré que 2 lineas, que expresaban Unicaheyge de
quitinasa, exhibieron altos niveles de resistencia. Sin embargoanidestaron resistencia

ante el agente etiologico de la antracosis (Colletotrichurtatagn), que fuera el objetivo

74



Discusién

primario del trabajo. Se debe mencionar que en esta publicacion, la utilizaciorcdsdetes
dobles pHGC39 y pHCAS35 redujo la frecuencia de obtencién de plantulas traasgdrics

%, mientras que cuando utilizaban los cassettes simples de un Uniecefjeiencia era del
1,25 %, en tanto que en los ensayos con vectores portadores del gen reportd GUS
eficiencia era del 6,6 %.

Cuando las construcciones pHGC39 y pHCAS35 fueron utilizadas para la treasfornde
girasol, se observaron resultados de eficiencia de transformacion difezetriessi. En el
caso del vector pHGC39, la eficiencia de transformacion obtenida fue2€e%,, no
observandose una reduccion de la eficiencia con respecto a la utilidatiector portando

el gen reportero. Sin embargo, con la construccion pHCA35, aunque los brotes pagsenta
un aspecto similar a los obtenidos con las otras construcciones, ofmiusgeron brotes
enraizados. Si bien el nUmero de brotes agroinfectados obtenidos conmstaaristruccion

fue menor al obtenido con la construccién pHGC39, si consideramos que la eficiéecia de
ser similar a la obtenida previamente en la tesis de latemai (Radonic, 2005) o con la
construccién pHGC39, se deberian haber logrado de 3 a 6 plantulas enraizadas en kanamicina.
Este hecho podria estar indicando que la presencia del gen ap24 podriantefecto
negativo en las células de esta especie vegetal, lo cuatialeder evaluado en futuros

ensayos.

Del mismo modo, con respecto a los brotes obtenidos dentro del grupdaje tan la
construccién conteniendo la poliproteina, la respuesta descripta no fue obpesvataente
en nuestro laboratorio y resulté en la imposibilidad de utilizar esterved.os 1.524 brotes
obtenidos presentaron las caracteristicas negativas descriptas en el item 4. 2.afdosige
todos los materiales utilizados, tales como medios de cultivmillag cepas de
Agrobacterium, etc., asi como las condiciones de trabajo (camarasltde, flujos
laminares, bombas de vacio, etc.) y los recursos humanos participardesdgenismos en
todos los ensayos realizados dentro del grupo de trabajo, sOlo puede atribuirse la
hiperhidricidad y/o necrosis presente en estos brotes, a la utilizatiéectior conteniendo la
poliproteina. Adicionalmente, este fenotipo alterado se observdé en unaucoigstr
conteniendo una poliproteina con los genes reporteros GUS y GFP, por loeqefeetst no
podria ser adjudicado sélo a la presencia de ap24. Dado que las enfermadsa@ascpor
virus en el girasol cultivado (Helianthus annuus L.) o en otras espatieges del género
Helianthus son raras, y teniendo en cuenta que nueve de los virus queiarieait girasol

naturalmente o experimentalmente pertenecen a la familia Potyviridaar@on y col., 2001;
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Gulya y col., 2002), y que ademas el gen de la proteasa Nla utikradeta construccion
pertenece al TEV, el Potyiridae mas relacionado con el virus dehioo del girasol
(SuMyV, sigla en inglés de Sunflower Mosaic Virus), se podria considerar, como hjpfiesis
los tejidos del girasol se verian afectados por la presencia yébivalad de esta proteasa.
Esta posibilidad deberda ser evaluada en futuros ensayos utilizandct@l gae porte

Unicamente el gen de la proteasa.

5.3. Andlisis de la expresion regulada por el promotor CaMV35S

El promotor de origen viral CaMV35S (Benfey y Chua, 1990) es el mas ampleament
utilizado para la transformacién genética de especies vegetalesn@mmicotiledéneas como
dicotileddneas, regulando la expresion de genes reporteros o de seleesiduilizado en
distintos vectores como pCAMBIA, pPZP, pGWB Gateway, etc. Sin embargesar del
éxito en la utilizacibn de este promotor, se han publicado trabajesibisdo ciertas
dificultades o patrones de expresion diferentes a lo esperado. Por estoayrs afes
transformacion de alfalfa se observo expresion del gen reportero en hojas, railbes, y
mientras que el promotor estaba inactivo en las zonas correspondierdssnédulos
simbidticos y a los meristemas apical y radicular (Samac.y2@04). En algodén y tabaco
(Sunilkumar y col., 2002; Hraska y col., 2008) también se describidé una expresidiPde G
diferencial en tejidos y en distintos estadios del desarrollo; mientras que en um bibtid

de genciana (Polano-White) las construcciones conteniendo al promotor CalieB5iS
silenciadas por metilacién de citosinas en sitios CpG y CpWp@Gofwene A o T) (Mishiba

y col., 2005).

En el caso de las especies de la familia Asteraceaetensa y lechuga, los problemas
existentes con el uso del promotor CaMV35S publicados hasta el monmentméas
importantes, ya que no se trata de una expresion diferencial deperdiiemégido o del
estadio del desarrollo, sino a la falta de actividad o lama#ti;mestabilidad de los transgenes.
Asi, en crisantemo, se describio la falta de actividad dp-gducuronidasa cuando se
encuentra bajo la regulacion del promotor CaMV35S (Annadana y col., 2002c; Outchkourov y
col., 2003). Este resultado sugiere que el crisantemo y otras espeeadarddid Asteracege

no poseerian los factores de transcripcion necesarios o en cantidadestssfijgara este
promotor. Visser y col.(2007) informaron que se frustraron numerosos intentos de

sobreexpresion de una gran variedad de diferentes genes, situacion que llevé a los laboratorios
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holandeses y japoneses, donde el crisantemo es una especie econoOminaganportante,

al aislamiento y prueba de varios promotores alternativos para expresartgeto en hoja
como en flores (Annadana y col., 2002a; Annadana y col., 2002b; Outchkourov y col., 2003;
Aida y col., 2004; Aida y col., 2005). Solamente los promotores cab (chlorogirading
protein de crisantemo) y rbcS1 fueron capaces de expresar las proterasregulacion en

un nivel comparable al del promotor CaMV35S en otras especies.

En el caso de la transformacion de girasol, todos los trabajos publicades mundial se
realizaron con este promotor (Lucas y col., 2000; Miiller y col., 2001; Molirget.y2002;
Weber y col., 2003). S6lo en una publicacion donde se transforma girasol con ebghn ox
trigo, se utilizaron los promotores constitutivos sgpRuperMas (Hu y col., 2003), siendo
este ultimo un derivado del CaMV35S.

En esta tesis se probd que todos los eventos obtenidos en girasol con edrp@ahd¥35S
regulando al gen reportero de B-glucuronidasa (utilizando dos vectores de estructura
idéntica, a excepcion del gen de seleccion, bar o)rihen niveles de expresion bajos,
requiriendo el uso de lupa para detectar la tincion, y un patron tejido especifico, ya que sélo se
detecta tincidn en los tricomas de hojas jovenes sobre la nervadura principal en la cara abaxi
(figuras 9 y 10). Adicionalmente, se detectd inestabilidad de los trassgiamo que el
analisis mediante PCR de todas las semillas T2, de 6 evento®3ti) mue carecian de los
transgenes.

Estos resultados se observaenrel caso de la transformacion de lechuga, donde la dificultad
principal no se debid a los bajos niveles de expresion obtenidos, sino a ¢stahjlidad de

los transgenes. En la publicacion de McCabe y(d@8199) se analiz6 la heredabilidad de la
resistencia al herbicida glufosinato de amonio hasta la terceeaagedn, en dos poblaciones
de lechuga transgénicas portadoras del gen bar bajo la regulaci@s geomotores
CaMV35S oPPC Solamente el 2,5 % de las plantas con la construccion CaMV358§tkear
fueron seleccionadas en kanamicina en la TO, transmitieron la resisieherbicida hasta la
generacion T3, mientras que el 97 % de las pldPRGSbar seleccionadas en kanamicina en
la TO, pudieron conferir resistencia al herbicida a través de las tres generaciones.

En concordancia con estos autores, durante este trabajo de tesi$izal Enfuncionalidad

de la construccion GUS-intrén en plantas de lechuga se demostré que l@axpeegen
reportero GUS, regulada por el promotor CaMV35S era constitutiva (figura 11). Seddbserv
tincion a simple vista de todo el sistema vascular, y con ayutlgpdese pudo detectar la
expresion también en los estomas y el mesdfilo de las hojas. Ldabiéidad de los
transgenes no ha sido evaluada.
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5.4. Establecimiento de una nueva estrategia

Los bajos niveles de expresion del gen reportero y la inestabilidad tarisgenes, sumados
a los bajos rendimientos obtenidos con las construcciones antifUngacss yantecedentes
bibliograficos donde se manifiestan las dificultades generadas por edtproBaMV35S en
especies de la familia Asteraceae, condujeron a un replanteo de la estrats@gidetgse para
alcanzar los objetivos propuestos.

De este modo, se planteé que el reemplazo del promotor CaMV35S por otro, méjsraria
niveles de expresion y la estabilidad de los transgenes. Paraeatlomenzoé la basqueda y

evaluacién de otros promotores.

5.5. Puesta a punto de la agroinfiltracion en girasol

Los estudios de expresion de genes en sistemas homélogos o heter@ogtisiyen un
componente critico para la investigacion bioldgica en plantas. Unfidenele la
transformacién genética transitoria es su procesamiento rapido, comparaldo a
transformacion genética estable, pudiéndose obtener los resultados en dias.

Los ensayos de expresion transitoria mediados por Agrobacterium hanxisadmreente
utilizados para analizar la funcion de genes, el silenciamiertdosl mismos y las
interacciones gen a gen, por ejemplo entre los genes de raaisdtehduésped y los de
avirulencia del patogeno (Scofield y col., 1996; Kapila y col., 1997; Frederok,y1998;
Baulcombe, 1999). También han sido empleados para caracterizar lacqibad de
anticuerpos recombinantes en tabaco y lechuga (Vaquero y col., 1999; Negomyi2905).
Notablemente los procedimientos experimentales son simples y no reaqgaigamientos e
insumos costosos (Kim y col., 2009).

En particular, este método funciona eficientemente en muchas sspec@antas, como
tabaco, papa, lechuga, arveja, uva y Arabidopsis (Mestre y col., 2880jer Hoorn y col.,
2000; Wroblewski y col., 2005; Santos-Rosa y col., 2088)embargo, este sistema no habia
sido utilizado en girasol hasta el desarrollo de este trabagside ¢n el que se establecieron
las condiciones para realizar este método de forma equivalente aspteages, definiéndose
entre los factores importantes para el ensayo el estadio de desderddis plantas y los
genotipos (backgrounds genéticos) de Agrobacterium.
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Manavella y Charf2009)realizaron la infiltracion de girasol mediante la aplicacionvatdo

a discos de hoja en el estadio R1 utilizando la cepa LBA4404. Egidonéquiere el cultivo
in vitro de estos discos en camaras de cria durante 3 dias, luegaallsk realizan los
diferentes analisis, siendo posible que las condiciones fisiologicastds tejidos ya no
representen las de los tejidos de plantas crecidas en invernacaka®res aseguran que
en girasol la estructura de la hoja y la dureza de la epidernusli@ifi la entrada de la
suspension bacteriana, en concordancia con lo observado en este trabige pajas de la
planta en estadio V12, pero no asi con lo observado para las plantas \& aqre l&a
suspension bacteriana se esparciéo dentro de las hojas. Al iguasipseautores, en el
presente trabajo de tesis fue posible medir de modo directo ladadtide distintos
promotores por cuantificacion fluorométrica de MUG, ademas de por detecdaguhisca
de GUS, sin la necesidad de un pasaje por cultivo in vitro y p@nto,tconservando las
condiciones fisiolégicas de los tejidos.

Por otro lado, el hecho que la estructura de la hoja puede afecifiitrizcion fue informado
previamente por Wroblewski y cqR005)describiéndolo en lechuga, pimienta, N. tabagum
algodon, tal como se observo en girasol en este trabajo de tesis (§uB). Las
suspensiones bacterianas penetraban los tejidos de la hoja pero su dispersiariimitada
por las nervaduras de las hojas, al contrario de lo que ocurre en Nicotiahanbana
(figura 18 A), Petunia hybrida, tomate y Arabidopsis. Una ventaja de este compuaitaese
gue estas barreras fisicas permiten el ensayo simultaneo dentdgemdnstrucciones,
evitando resultados dudosos por la posibilidad de superposicién de las zonas agroinfiltradas.
Los backgrounds de las cepas bacterianas utilizadas condicionaneraiisitiente la
eficiencia de la expresién transitoria. Las diferentes cepas de Agrobactenidefisidas por
sus backgrounds cromosomales y la presencia de plasmidos Ti resitlanteayoria de las
cepas ampliamente utilizadas se originan de dos aislamienteseefativos, C58 (Hamilton
y Fall, 1971) y Ach5 (Hoekema y col., 1983). Las cepas EHA105 y GV3Iidntiel origen
C58. La cepa LBA4404, una de las mas comunmente utilizadasta técnica, se origina a
partir del background cromosomal Achb.

La virulencia de las cepas depende de las especies de plarta. [ifstas variaciones son
causadas por las diferencias, ya sean en la habilidad de las bélcterianas de unirse a las
células vegetales o en los mecanismos de transferencia del Abddificados tanto por la
bacteria como por la planta (Yanofsky y col., 1985a; Yanofsky y col., 1985b;yNaih,

1997). Sin embargo, se desconocen cuales son los componentes del huéspedaquel afec
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proceso de reconocimiento, la transferencia del ADN y la integraci6REIT en el
huésped (Ditt y col., 2001).

Pareciera que cepas especificas de Agrobacterium funcionan mejor quenogsgecies
vegetales especificas. Por ejemplo, se ha sugerido que la cepa Ch&&slagiecuada para la
expresion transitoria en lechuga, tabaco y Arabidopsis (Wroblewski y col., 2@&guerdo
a esta observacion en este trabajo de tesis se demostré que BHADS fue la mas
adecuada para la agroinfiltracion de girasol. Ademas se demostré alo £2006) que esta
cepa era la mas adecuada para la transformacion transitoria y estabdsale gi
Previamente, habia sido publicado que las respuestas necréticas a tgratmason un
problema muy importante para los ensayos de transformacién en uva (Yanofsky y col., 1985a;
Yanofsky y col., 1985b), tomate, papa, pepino y pimiento (Van der Hoorn y col., Zo0§)).
presente estudio ninguna de las cepas estudiadas produjo una respuésiza rest las
condiciones ensayadas. En el caso de LBA4404 se observé algo de dafio s£n hoja
agroinfiltradas de la planta V12 (figura 16), pero esta respuesta se dehidoleisiemente
al dafio causado por la manipulacién de la lamina de la hojaa qu@s factores como la
virulencia de Agrobacterium.

La intensidad 6ptima de deteccion histoquimica de GUS se obsen® & dias de la
agroinfiltracion y luego decreci6. Este hecho fue informado previamente porewsibly
col. (2005) para todas las especies analizadas y por Kim y(2009) en Arabidopsis, en
concordancia con los resultados presentados.

La puesta a punto de este método otorga una herramienta importanteé addises de
distintos promotores, como asi también la posibilidad de realizartoéstratamientos de la

misma forma en que se realizan en otras especies vegetales.

5.6. Analisis de la transformacion transitoria de girasol con

distintos promotores

Hasta este momento, no se habia realizado una comparacion de promotgiessol, a
diferencia de otras especies como por ejemplo centeno, maiz y t@Ededzewski y
Mendel, 1994) Arabidopsis thaliana (Holtorf y col., 1995; Gandhi y col., 1999), lechuga
(Curtis y col., 1994b; McCabe y col., 1999), gladiolo (Kamo y Blowers, 1999), alfalfa (Samac
y col., 2004) y zanahoria (Wally y col., 2008).
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En este trabajo se demostr6 que, en principio, no existen diferenciastiestadinte
significativas en los niveles de expresion del gen reportero estrprbmotores rbcS§
CaMV35S al menos en los ensayos de expresion transitoria en hojas de(figasa 20),
pero en la evaluacién de la expresion transitoria de los explantos blatr@msfermacion
estable, los niveles de expresion del promotor rbcS1 presentaron diferencias sigrsfazativ
el promotor CaMV35S (figura 24). En consecuencia, el promotor rbcS1 fue cadsid®mo
el mejor candidato ensayado para reemplazar al promotor CaMV35S. Adiciomalment
observo por deteccidn histoquimica de GUS que la expresion de este pronestoorgeaba
principalmente en la zona del hemiembrién (zona meristematica) a garla cual se
regeneran los brotes (figura 23).

Al mismo tiempo, se destacd la importancia de realizar las ewahes de actividad de
promotores, en el sistema propio de estudio. Por ejemplo, el praAfd@descripto como un
promotor fuerte en lechuga (Curtis y col., 1994b), la especie modelo de la fésteraceae
es practicamente no funcional en girasol, quedando asi manifiesta laaim@orde haber
puesto a punto la técnica de la agroinfiltracion y la evaluaciéon deeXpkntos de
transformacion en forma temprana, evitando el analisis en sistemas heterologos.
También se descart0, la utilizacion del promotor 2X35S, a pesar de halbensido niveles
de expresion elevados, debido a que este promotor consiste en una duplielaerdradcer
del promotor CaMV35S. Este enhancer es considerado como el posible causérge de
efectos negativos de este promotor (Yoo y col., 2005; Gudynaite-Savitch y col., 2009).
La expresion dada por el promotor nos, tanto en el analisis de expresiGiorieans los
explantos de transformacién, como en la agroinfiltracion de girasol, fue bajay en
comparacion a los restantes promotores, con excepcion del praaRd@bConsiderando que
el promotor nos, regula la expresion del gen de seleccion en todas lasiccomses
utilizadas en transformacién de girasol, seria necesario evaltdiatodigoromotores para
lograr un aumento en los niveles de eficiencia de transformacion y @ro@ea plantulas
transgénicas obtenidas en cada ensayo de transformacion. En este dabe,tener presente
gue, como afirman Prakash y c¢R008) el uso de un promotor fuerte no siempre se
correlaciona con una frecuencia de transformacion mas alta. De estsaseria posible
reconsiderar la seleccién utilizando el herbicida glufosinato de ama@u@nte la expresion
del gen bar, regulado por otro promotor distinto de nos. El uso de este hefbiida
descartado en el grupo de trabajo por la imposibilidad de establecer tin detseleccion

(tratado en el item 1.6.3).
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5.7. Andlisis de la transformacion estable de girasol utilizando el

promotor rbcS1

El promotor de rbcS1 es homdlogo a los promotores de los genes de rbc®ntaltam
expresados de las familias Asteraceae, Fabac&atanaceae. Este promotor fue utilizado
para expresar inhibidores de proteasas en plantas de papa, debido al mbglerexpeesion
promedio conseguidos en comparacion con el promotor Lhca.3.St1 de papa y @bprom
CaMV35S (Outchkourov y col., 2003; Outchkourov y col., 2004). La comparacion del
promotor rbcS1 con el CaMV35£fgulando la expresion de la B-glucuronidasa en tabaco y
crisantemo, mostré que la actividad promedio de la enzima era 8 we&eslta en la
construcciéon conteniendo el promotor rbcS1 (Outchkourov y col., 2003). Mett (2@017)
expresaron un autoantigeno de la diabetes tipo 1 en plantas dandido¢nthamiana, con
niveles 2 a 3 veces mas altos cuando el promotor rbcS1 controkardasion en lugar del
CaMV35S. En concordancia con estos resultados, los niveles de expresems@rmacion
estable de girasol con el promotor rbcS1 (figuras 31 y 36) fueron mas altios qiéenidos
con el promotor CaMV35S.

Los altos niveles de expresion obtenidos con este promotor en distintasgdfeeron a su
uso para la expresion de antigenos en plantas para la produccion de vacunage@ploo e
se pueden mencionar, la expresion en tabaco y col de una vacuna a subuni@dath cont
viruela (Golovkin y col., 2007), la expresion de los componentes de la vamahtantie para
difteria-tétanos-tos ferina en forma soluble en plantas de tabaco (Brodoik, 2009), la
expresion por agroinfiltracion en N. benthamiana del gen de la glicoprotefamlhénina-
neuroaminidasa del virus de la enfermedad de Newcastle (Gomez 2068), y de una
potencial vacuna del virus de la inmunodeficiencia humana en tabact {Scolt, 2009).
Del mismo modo, fue utilizado en ajo para obtener plantas con resastnigipidoptero
Spodoptera exigua (Zheng y col., 2004; Zheng y col., 2005) y en la caradberidaclos
genes que codifican la enzima final en la biosintesis de sinapinapgliesto mas abundante
en las semillas de Brassica napus (Weier y col., 2008).

El hecho de que de 38 plantas T1 evaluadas, que resultaron positivas podlBGRulantas

T1 presentaran expresion del gen reportero, podria deberse a un silencieaniensortivé
transcripcional (una o multiples copias se integraron en un locus &mmlen o cercano a
secuencias genomicas hipermetiladas) como postranscripcional (laip@aecocurre pero

no se acumula el ARN) (Vaucheret y col., 1998).
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Debe destacarse que hasta el momento no se han publicado trabajos wo@ndefsctos

negativos de este promotor sobre las plantas transformadas.

5.8. Efecto en trans del promotor CaMV35S sobre la construccion

nos-nptll

La primer publicacion que describe un efecto en trans del promotor CaMV35&lizada

por Yoo y col.(2005) Estos autores describen que el promotor CaMV35S afectaba y alteraba
en trans el patrén de expresion de transgenes especificos de tegmbigta el fenotipo de

las plantas transgénicas, mientras que esta interferencia de&apasndo este promotor era
reemplazado. En este trabajo sugieren que estos efectos son provocadli@nipancer el
promotor CaMV35S. Posteriormente, Zheng y «8D07) describen que la presencia del
promotor CaMV35S afecta la expresion de otros promotores dirigiendo diferemies ge
reporteros en plantas de tabaco. Asi, el promotor CaMV35S convierte a los prerAGbte
especifico de ovarid? AB5 egecifico de embriogénesis temprana y tejidos reproductivos y al
promotor AAP2 especifico de tejidos vasculares, en promotores constitutivos. Los autores
proponen entonces la utilizacion del promotor nos para reemplazar al CaMV35S.
Recientemente, Gudynaite-Savitch y o@009) estudiaron en transformacion genética de
Arabidopsis thaliana la interferencia provocada por el promotor CaMV35S eddmila
expresion del gen de seleccion, sobre promotores tejido especificos ulieatias de la
misma construccién. Estos autores deternomaue el promotor CaMV35S interfiere con la
correcta expresion de los transgenes y provoca una pérdida de la especificidad traracripcion
Este efecto desaparece al reemplazar al promotor CaMV35S o etaurda distancia entre
amlos promotores. Adicionalmente aseguran que el potencial de interacci@adde
promotor con el promotor CaMV35S debe ser investigado en profundidad, ya que encuentra
diferente susceptibilidad a esta interaccién para los promotores de una dapBrassica
napus y de la peroxidasa Prx de soja.

En este trabajo de tesis el reemplazo del promotor CaMV35S por edtprarmncS1, produjo

un aumento en los niveles de eficiencia en la transformacion de gitalsimlp a un aumento

del numero de plantulas capaces de enraizar en presencia detieotkadamicina. Esto
podria indicar que la presencia del promotor CaMV35S estaria afectando da &gresion

del gen de seleccion regulada por el promotor nos. Al mismo tiempo, laslgdaoititenidas

con el promotor rbcS1 presentaron en su mayoria un aspecto saludabldag agyelces de
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enraizar en el medio selectivo produjeron, en general, raices abundantes Z8giB).
Ademas, todos los brotes transferidos al invernaculo se adaptaron pesfaetaanlas
condiciones ex vitro, produciendo plantas de gran porte, con capituloesloras grandes y
con un aumento importante en el nimero y tamafio de los aquenios producidos 28gura
30). Es necesario sefialar que esta respuesta de las plantaswennélculo, no habia sido
observada en el laboratorio al trabajar con los diferentes vectores codderlgpromotor
CaMV35S. Este hecho indicaria, tal como describen Yoo y(2005) que la presencia del

promotor viral estaria afectando de algin modo la respuesta en general de la planta TO.

5.9. Consideraciones finales

A partir de los resultados obtenidos durante el desarrollo de estaptedria afirmarse que
las grandes dificultades encontradas en la transformacion genétigasid#, considerando
tanto la experiencia propia como la manifiesta en la bibliograféanacional, se deben al
efecto producido por el promotor CaMV35S y no a la fisiologia y genética del girasa. per
Por otra parte, este trabajo de tesis dio origen a la investigdel promotor CaMV35S en
nuestro Instituto, del que deben estudiarse los motivos de su marcado efecto en lagdespecies
la familia Asteraceae. Asi también, es el principio del establento de las bases para la
caracterizacion in vivo de genes de interés agronomico, cuyo logratuwymstl objetivo
principal de esta tesis. Ademas, el analisis de la estabilelbas dransgenes con el promotor
rbcS1, serd motivo de futuras investigaciones de nuestro grupo de trabajo.

Por todo lo expuesto los objetivos propuestos fueron alcanzados permitienplioneuntar la

hipotesis planteada.
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6. Conclusiones

La eficiencia del esquema de seleccion fue mejorada, por el inccegradual de la
concentracion del antibiético kanamicina, en los sucesivos pasosetenagon in vitro

y de enraizamiento.

La coloracion de las plantulas in vitro en presencia de kananmoipaiede ser utilizada
como criterio de seleccién, confirmandose asi los resultados obtenidaamanate

utilizando el vector GUS-intrén.

Se adaptdé e implement6 la técnica de transformacion genéticacklegd, variedad

Grand Rapids.

Se puso a punto el Unico protocolo de agroinfiltracibn en hojas de plantisasia
mantenidas en invernaculo, similar al descripto para Nicotiana beiatia, que permite

la evaluacion de distintas actividades evitando el uso de sistemas heter6logos

Quedd demostrada la importancia de realizar los ensayos de eMaldacactividad de
promotores en el propio sistema de estudio, a partir de que el promotpd&depto
como un buen promotor en lechuga (especie modelo en la transformacideréecas),

es practicamente no funcional en girasol.

Se demostro la importancia de evaluar los resultados de las transtoresagiediante
diferentes métodos, como la deteccion histoquimica de GUS y la deteidn

fluorométrica de MUG.

Las plantulas transformadas con la construccion conteniendo el promotor rbcS1,
presentaron en general un aspecto mas saludable, y aquellas capeceszde en el

medio selectivo produjeron raices principales con abundantes raices secundarias.

En condiciones ex vitro, las plantas obtenidas con el promotor rbcS&nfaen mayor
altura y mayor tamafio de sus capitulos florales, que llevaron a un awnexitolmero

y tamafio de los aquenios.

Las plantas TO y T1 obtenidas con el promotor rbcS1, presentaron nivebgsrelson

comparables a los obtenidos en otras especies con promotores constitutivos.

La transformacion de girasol fue realizada con niveles de eficieimikares a los

obtenidos en otras especies, cercanos al 7 %.
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11. La presencia del promotor constitutivo de origen viral CaMV35S, regularelgtasion
del gen reportero de la B-glucuronidasa, afectaria en trans al gen de seleccion nptll bajo
la regulacion del promotor nos que se encuentra en el mismo vedtangi®rmacion,

produciendo bajos niveles de eficiencia de transformacion.

Lic. Laura M. Radonic Dr. H. Esteban Hopp Dra. Marisa Lopez Bilbao
Tesista Director Director Asistente
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