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AISLAMIENTO Y CARACTER IZACION DE REGIONES
PROMOTORAS DE GIRASOL PARA DIRIGIR LA
EXPRESION TEJIDO ESPECIFICA DE GENES
FORANEOS A SEMILLA

Resumen

Desde el inicio de Ila utilizacion devariedades transgénicas, la superficie
agrobiotecnolégica ha aumadb exponencialmente, con uriemento del orden de 80
veces en solo 14 afios, y su uso se ha exgr@adinas de veinte especies vegetales. Las
ventajas obtenidas con estos cultivos dggmicos de primera generacion incluyen:
mejor control de insectos y malezas, mayarductividad, y una diccién del uso de
agroquimicos. Los avances de la biotecnologia en los Ultimos afios permitiran,
probablemente en un futuro muy cercano, shd®llo de cultivos con caracteristicas de
interés para los consumidores, relacionadesuna mejora en la calidad nutritiva.. En

este sentido las semillas constituyen un blddeal para este tipo de cultivos debido a

sus propiedades de dormicidn, almacenamiento de nutrientes y la capacidad de germinar
en condiciones limitantes de nutrientes. &ste trabajo, se aislaron las regiones
promotoras de tres genes especificos de semillas de giHa@nthus annuud..

HA89), que codifican para unproteina de transferemcide lipidos (HaAP10), una
oleato desaturasa (HaFAD2-1) y una oleasjHaOLE), las cuales fueron clonadas y
caracterizadas i silico”. Los fragmentos aigtos de 964, 867 y 1838pb
respectivamente, contienen en sus secuencias varios motivos especificos de semilla
como elemento$&5CN4, motivos (AACA)y (ACTG) Prolamine-Box, E-Box, G-Box,

sitos de unionSEF, Shl Boxy elementosRY/G repetidos entre otros. A su vez,
contienen motivos de respuesta a hormoABRE y GARE (4cido abscisico y
giberélico) relacionados con skerollo embrionario. Se rezhron analisis funcionales
mediante la fusidbn de los promotoreslaios al gen reportero GUS en plantas
transgénicas darabidopsisy lechugaNo se observé actividad de la proteina reportera

en ningun tejido vegetativo exceptuando los cotiledones de plantulas pequefias. Al ser
analizados a lo largo del desarrollo e semilla, se observé tincion especifica
restringida a tejido embrionario. En los greafluorométricos cuantitativos se observo

actividad en estadios tardios del desarrdlimjlares a los patrones tipicos de genes de



reserva, siendo el HaFAD2-1 un promotmwn una fuerte actividad especifica de
semilla, con niveles similares a los del promotor constitutivo 35S.

En este trabajo de tesis se confirmd tase regiones promotoras aisladas dirigen la
expresion a semilla en forma especifica y fuerte, con diferencias temporales,
constituyendo, por lo tantomportantes herramientas qpedran ser de utilidad en

futuras aplicaciones biotecnolégicas.

Palabras clavesPromotores de semilla-Girdgbleato desaturasa-Proteina de

trasferencia de lipidos-Oleosina.



ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF
SUNFLOWER PROMOTER REGI ONS TO DIRECT GENE
EXPRESSION TO SEED ORGAN

Abstract

The successful engineering of geneticattpdified (GM) crops has been increasing
exponentially, and its use has been widektended in more than 20 species. The
advantages obtained with thigst generation of transgenics include: herbicide and
pathogen tolerance, increasaebductivity and reduction adigrochemical use. Second
generation crops will soon bring to thensamers products ith better nutritious
properties. In this regard, seeds are natural storage organs that accumulate high levels of
lipids and proteins and constitute ideal tardetexpression of recombinant proteins to
increase nutritional contents andd@velop molecular farming strategies.

Here, we report the isolation and functiboharacterization of three novel sunflower
seed-specific promoters which enconded for a sunflower lipid transfer protein HaAP10,
an oleate desaturase HaFAD2-1 and aosih HaOLE. The 5fragments of 964 bp,
867 bp and 1838 bp respectively, were isolatdoned and sequenced. Bioinformatic
analyses of these sequences allowed thdifbation of several cis-elements involved

in seed-specific transacting factors sashGCN4 motif, AACA motif, ACGT element
E-Boxes, SEF binding sites and Sh1l Box. ¢hg them, it is worth mentioning that
ABRE and GARE elements which are relate@nabryo or seed development, were also
identified. Putative promoter regions ok#ie three genes were cloned into expression
vector, directing the expssion of the GUS gendrabidopsis thalianaand Letucce
plants were transformed with these congtams. No GUS activity was displayed in any
vegetative tissue. Although, proter activity at different seed developmental stages
showed GUS expression in embryos and magaszls. Quantitative fluorometric assays
showed activity on late seedevelopmental stage, similar to seed storage protein
patterns, being the HaFAD2-1 a strong specfed promoter with similar expression

level to the 35S constitutive promoter.



In this thesis we confirmed that the isolated regions are strong specific seed promoters,
with distinct temporal xpression patterns. These oproters represent potencial

biotechnological tools thaihay be useful for futurbiotechnological applications..

Keywords: Seed promoter- Sunflower-Oleate desata-Lipid transfeprotein- Oleosin
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Abreviaturas

Abreviaturas

35S: promotor 35S del virus del mosaico del coliflor

ADN: acido desoxirribonucleico

ARN: acido ribonucleico

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero

ANA: acido 1-naftalenacético

ARNasa A: ribonucleasa A

BAP: 6-bencilaminopurina

BSA: bovine serum albumigseroalbumina bovina)

°C: grados Celsius

cm, mm, um, nm: centimetros, metroslimetros, micrometros, nanémetros
CTAB: Cetyl Trimethyl Ammonium Bromidleromuro de cetiltrimetilamonio)
dNTP: deoxinucledtido trifosfato

DPF: dias post floracion

EDTA: Sal disodica del acidetilen diamino tetraacético

EEA: Estacion experimental agropecuaria

etc.: etcétera

EUA: Estados Unidos de América

g, mg,ug: gramos, miligramos, microgramos

G: fuerza de gravedad

GC-MS: @s chromatography-mass spectetry (cromatografia gaseosa
espectrometria de masa)

GA: &cido giberélico

GFP:green fluorescent proteifproteina verde fluorescente)

GM: Genéticamente modificado

GUS: gen de la enzinfaglucuronidasa

h: horas

IB: Instituto de Biotecnologia

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

IPTG: Isopropil-b-tiogalactopirandsido

kpb: kilo pares de bases



Abreviaturas

[, ul, ml: litros, microlitros, mililitros

LB: Luria Bertani

M, uM, mM: molar, micromolar, milimolar

MES: 4-morpholineethanesulfonic ac{dcido 4-morfolinoetanosulfonico)
min: minutos

MMA: Medio minimo A

MS: medio Murashige Skoog

MS1/2: medio MS con la mitad de la concentracion de sales

MUG: 4-metilumbeliferil$-D-glucurénido

OD: optical density

ON: overnight

N°: nimero

p: valor p o probabilidad deechazar incorrectamente la hipotesis nula en una prueba
estadistica.

PCR:polymerase chain reactiameaccion en cadena de la polimerasa)
PPM: Plant Preservative Mixturenombre comercial de la mezcla de 5-cloro-2-metil-
3(2H)-isotiazolona y 2-metil-3(2H)-isotiazolona.

ppm: partes por millén

psi: pounds per square indffibras por pulgada cuadrada)

PVP: polivinilpirrolidona

rpm: revoluciones por minuto

seg: segundos

SDS:sodium dodecyl sulfafglodecilsulfato sédico)

SSC:saline-sodium citratécitrato de sodio salino)

SSP: seed storage protein (proteidaslmacenamiento de semillas)
TAE: Tris-acetato EDTA

UV: ultravioleta

V: volts

X-Glu: acido 5-brom-4-cloro-3-indolil$-D-glucuronico



Introduccion

Introduccidn

La biotecnologia y el mejoramiento vegetal

La biotecnologia ha sido utilizada porh@imbredesde los comienzos deHastoriaen
actividades tales como lareparacion del pan y déebidas alcohdlicas o el
mejoramiento de cultivos y denimalesdomésticos. Historicaemte, la biotecnologia
implica el uso de organismos para realizar una tafeamon Asi, procesoscomo la
produccidnde cerveza vino, queso, yogurt y pan implican el uso Hdacteriaso
levaduras con el fin de convertir productonatural comdecheo jugo de uvas, en un
producto ddermentaciormas apetecible como el yogurt o el vino.

En las plantas, la manipulacién genéticauaa practica tan antigua como la propia
agricultura. Desde sus comienzos, el hanba intentado modificar las plantas que
utiliza para dotarlas de caradsticas mas ventajosas. Asi, ha ido surgiendo primero de
forma intuitiva y posteriormente con técas de mayor complejidad, lo que se
denomina mejoramiento genético. En muchasos, la especie a mejorar no posee el
gen que le confiera el caractlr interés, y el mismo es pado por otra especie. Es por
ello que se realizan cruzamientos inteeesficos para incorpar al genoma de la
especie que estamos mejorando, el gen pergriea otra especie que generalmente es
silvestre y es considerada como donante. De este modo el nimero de genes transferidos
entre especies ha ido aumentando coriezhpo. Sin embargo, estas técnicas de
mejoramiento tradicional consumen mudiempo y por lo general quedan asimismo
incorporados al genoma de la especie cadiiy otros genes de poco interés agronémico
provenientes de la especie donante.

Actualmente, la biotecnologia moderestd compuesta pama variedad déécnicas
derivadagle lainvestigacioren biologia celular y genética molecular, las cuales pueden
ser utilizadas en cualquier induatque utilice microorganismos alulasvegetales y
animales.

Una de estas técnicas permite la introdicae genes de una forma mas controlada,
eficaz y rapida que los prodadentos tradicionales dewamientos: la transformacion
genética. En este caso, el gen introdugidede pertenecer a cualquier especie, no
existiendo por lo tanto la limitacion de mpatibilidad sexualy posibilitando la

introduccién de genes de badst animales o plantasvw.isaaa.org)
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Introduccion

Aplicaciones de la biotecnalgia a especies agricolas

Después de dos décadas de investigaciones intensivas y costosas, el cultivo comercial
de variedades transgénicas de plantasridadugar en los Ultimos afios con variedades
transgénicas de mas de veinte espeseggtales. Las mas importantes, desde un punto
de vista comercial, son el algoddn, el maizsd@ y la colza. Los paises en que se
sembraron estos cultivos incluyen algunosodemas importantgsroductores agricolas
del mundo: Argentina, Australia, Canada, GhiRrancia, MéxicoSudafrica, Espafia y
los E.U.A. Las caracteristicas mas frecuedtefas nuevas variedades son la resistencia
a insectos (algodon, maiz), eincia a loderbicidas (soja) y maduracion lenta del
fruto (tomate). Las ventajas obtenidas con estos cultivos transgénicos iniciales o
transgénicos de primera generacion suejor control de insectos y malezas, mayor
productividad, y un manejo mas flexible e cultivos. Los beriiarios de estas
mejoras son principalmente los agricultores y las empresas agricolas, pero también se
benefician los consumidoresyn la produccion de alimers@ menores costos y con el
consecuente impacto sobre los preciospdeductos finales. Ademas, se obtienen
beneficios mas generales a favor del ambignte sociedad, que se reflejan en una
agricultura mas sostenible y con mayor setaar alimentaria, gracias al uso reducido
de pesticidas.

Otros caracteres, que se estan probanddadmentalmente en economias emergentes,
incluyen variedades resistentes a virus enarosas especies como melones, papayas,
zambo, tomate y pimientos; arroz, y tomatessstentes a los insectos; papas resistentes
a diferentes enfermedades, y ajies de madirdenta. También sesta trabajando para
utilizar plantas, como el maiz y gilatano, para producir vacunas y plasticos
biodegradables.

Los posteriores avances de la biotecnolagimran, probablemente en un futuro muy
cercano, cultivos con una amplia gama cdeacteristicas, entre las cuales seran de
especial interés para los consumidolas relacionadas con una calidad nutritiva
superior. Estos cultivos podrian ofrecer besie§ nutricionales a millones de personas
que sufren de malnutricion y desordendsficitarios. En este contexto, se han
identificado genes que pueden mejorar la amsiqidn de los aceites, las proteinas, los
carbohidratos y los almidones de granosulgérculos. Como caso testigo se debe
mencionar al5olden Riceo arroz dorado, donde se ha inpmmrado al arroz un gen que

permite la produccion de beta caroteno yraitea A. (Potrykus 2001). La utilizacion de
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Introduccion

este arroz transgeénico mejoeatd dieta de 180 millones déios que sufren deficiencia

de vitamina A, causante de dos millones de muertes anuales. De modo similar, la
introduccién de genes que tripliqguen la cartidie hierro del arroz, es una estrategia
posible para suplir la deficiencia de i@ que afecta a mas de dos mil millones de

personas y ocasiona anemia emitad de ellas (Goto y col. 1999).

Situacion actual de los cultivos biotecnoldgicos en el mundo.

La superficie agrobiotecnolégica se haltiplicado por 80 en solo 14 afos, desde su
adopcion en 1996 hasta el afio 2009. Se ttatan crecimiento sin precedentes, que
pone de manifiesto que esta tecnologiagbzado de la aceptacidon mas rapida en la
historia de la agricultura. Este creoamio refleja la confianza de millones de
agricultores de todo el mundo, que han segindementando su plantacion de cultivos
biotecnolégicos afio tras afio desde 1986ébido a los mudiltiples e importantes
beneficios que ofrecen (James 2009).

Los cuatro grandes cultivos transgénicagistraron cifras récord de hectareas
sembradas. Por primera vez, la soja transgércup0 mas de tresamas partes de los
90 millones de hectareas que se destinanpadduccion de soja en todo el mundo, el
algoddn casi la mitad de los 33 millones detaeeas dedicadas a su cultivo, el maiz
transgénico mas de una cuarta parte dé3@&millones de hectareas globales existentes
y la colza mas de una quinta parte de 3@smillones de hectareas destinadas a su
cultivo mundial. De los 25 paises agrobiot@ogicos, 16 son paises desarrollo y los
otros nueve, paises industrializados. Los quaises lideres en la siembra de cultivos
transgénicos, cultivaron mas de un millonhéetareas cada uno: EUA (64 millones de
hectareas), Brasil (21,4), Argentina (21,®dia (8,4), Canada (8,2), China (3,7),
Paraguay (2,2) y Sudafrica (2,1). Los 2,7 milore hectareas restantes se reparten
entre los 17 paises restantes. La superagrobiotecnolégicacumulada entre 1996 y
2009 asciende a casi 1.000 millones de hectareas (949,9 millones exactamente). El
cuadro muestra los 25 paises con maH@O00 hectareas sembradas con cultivos

transgénicos.
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iz L - 3 e p
Paises y megapaises agrobiotecnolégicos, 2009
NES M2 20 N.214 N2 19 M.222 M.2 25 N2 21
Canadi* Portugal Espafia® Repiiblica Checa Polonia Eslovaguia Rumania
8,2 millones ha <0,05 millones ha 0,1 millones ha <0105 millones ha <0,05 millanes ha <0,05 millones ha <0,05 millanes ha
. Maiz Maiz Malz Maiz Maiz Malz
Colza, maiz, soja y
remolacha azucarcra
N2 6
China*
MN.21 3,7 millones ha
LISA® e
&4 millones ha - !.r" ilamo, prapnya y.
: 2 o~ pimiento dulce
S0ja, maiz, algodon, N
ooiza, calabaza,
papaya; alfalfa y o7 N24
remolacha azucarera India*®
8,4 millones ha
G
N2 15 Algodbn
México®
0,1 millones ha N1l
- Filipinas*®
e 0,5 millones ha
Maiz
MN.2 18
Honduras M2 24
<f1,05 millones ha Egipto
Maiz <0,05 millones ha
Maiz
N2 23
Costa Rica N.212
<0,05 millones ha Australia®
" 0,2 millones ha
Algoddn y soja 2
Algedan yoolza
I:l__EfI?.'. N213
] Burkina Faso
<0,05 millones ha 0,1 millones ha
Algodén Algodda
N2 10 N2 16 N23 Mg N7 MN22 Nt g
Balivia® Chile Argentina® Uruguay* Paraguay” Brasil® Suddfrica®
0,8 millanes ha «<0,05 millones ha 21,3 millones ha 0,8 millones ha 2,2 millones ha 21,4 millones ha 2,1 millones ha
Saja Maiz, sofay coldza Soja, malz y algodén Soja y malz Soja Sofa, malz y algodin Malz, soja y algodtn

[ * 15 megapaises biotecnoldgicos con un minimo de 50.000 hectareas agrobiotecnologicas.

Fuente: Clive James, 2009,

Situacion de los cultivos transgénicos en Argentina

El informe de ISAAA (International Service for de Acquisition of Agri-Biotech
Applications, segun sus siglas ieglés) sefiala que la Angéna contindaiendo uno de

los principales paises productores deiwndt genéticamente modificados (GM), con

21,3 millones de hectareas en 2009, lo gepresenta el 16%lel area total de
transgénicos. En la campafia 2009/2010 satrégiina excelente adopcion de maiz GM

(se estima que un 85% del maiz total) y de algodon GM (mas del 95% del total), con un
aumento en ambos casos de la superficie sembrada con eventos apilados (resistencia a
insectos y tolerancia a herbicida). Por sugdd soja toleranta glifosato se mantuvo

en casi el 100 por ciento del total, coplas camparfias anteriores. Desde el punto de
vista de las aprobaciones regfokias, Argentina autorizdé en 2009 la siembra comercial

de dos nuevos eventos, uno en algodoén y etronaiz, completando asi la lista de los
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siguientes cultivares transgénicos en nuestro pais: un evento de soja, diez de maiz y tres

de algodon aprobados hasta el momento (James 2009).

Cultivos transgénicos de segunda generacion

Los cultivos transgénicoactuales corresponden a lo gse denomina “la primera
generacion” que tiene por objetivo el auneede la productividad de los cultivos, la
reduccion en el uso de agroquimicos, la eorecion de la tierra arable, el agua y la
energia, la reduccion de tmntaminacion del ambiente ysldeneficios para la salud
humana derivados de estos aspectoscd@esidera que “la segunda generacion” de
cultivos transgénicos tendra mas beneficitiectos para losonsumidores. Estos
comprenden el mejoramiento de la calidadricional (proteinas, aceite, vitaminas y
minerales), la eliminacion de alergenosfitiarremediacion (es decia recuperacion de
ambientes contaminados mediante el us@ldatas) y la utilizacion de plantas como
biorreactores para la expresién de prasirecombinantes con fines tales como la
produccion de vacunas comestibles, anticueypoas proteinas de uso terapéutico o
industrial. Esta aplicacion se conoce commotecular farming (produccion de
moléculas en la granja) y presenta numeresatajas para la produccion en gran escala
de estas proteinas en partaruén lo que respecta a costos, practicidad y seguridad. Sin
embargo, aun quedan algunos aspectos qutaiinel potencial us de estas plantas
como biorreactores, como son la calidad danogeneidad del producto final. En este
sentido, en los dltimos afios, ha habido un ergei interés en estudiar el control del
nivel de expresiéon de los transgenes,casno su regulacién espacial y tempogah

este marco, la identificacion de promotogee definan un patrén de expresion espacio-
temporal especifico es fundamental pdaa generacién de este tipo de plantas
transgénicas de “ganda generacion”.

Un ejemplo destacable de transgénicos de segunda generacion, mencionado
anteriormente, es el “arroz dorado” llasheaasi por la pigmentacién amarilla que tienen
sus granos debido a que acumula altoslesvele provitamina A en el endosperma,
dirigido por el promotor déa gluteina de arroz y quee expresa unicamente en el
endosperma (Potrykus 2001) de este cultbste caso, es el mas emblemético y fue
uno de los primeros casos de transgEnide segunda generacién. Sin embargo,
actualmente existen muchos casos en distintas fases de desarrollo, desde etapas de

investigacion, hasta aquellen fase de regulacion y roercializacion. La siguiente
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tabla muestra el avance logrado en diezgmatas diferentes deroductos transgénicos

con calidades mejoradas (Graff y col. 2009).

Fases de Comercializacior
desarrollo esperada

Publicaciones
Avanzada

En marco regulatoric
Comercializadas
2010-2015

Categoria

Proteinas y
aminoacidos

Aceites y acidos grasc

\l

Carbonhidratos y

azucares

Vitaminas, minerales y
componentes

funcionales

Alergenos o toxinas
Maduracion y

productos larga vida
Estética 15
Calidad de fibra 22
Biorremediacion 2
“Calidad alimenticia” 0
0 “Composicion de
semilla”

TOTAL

N oA~ o Al2010

Como se observa en la tabla, la mayoriastes trabajos se enfocan en el mejoramiento
en la calidad nutricional, ya sea en pnoési y aminoacidos, como en acidos grasos y
aceites. En muchos de estos casos, es nababple que el producto final este dirigido
hacia la semilla.

Semillas como sistema de expresion

La evolucion de la semilla otorga una enorme adaptabilidad a las plantas debido a sus
propiedades de dormicion, almacenamientouteientes y la capacidad de germinar en
condiciones limitantes de nutrientes. dhas de estas propiedades pueden ser
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explotadas en aplicaciones biotecnoldgicas comamelécular farming, en especial

cuando se quieren producir grandes cadtdade proteinas recombinantes (Boothe y

col. 2010).

En las semillas, las moléculas de almacenamiento pueden depositarse en una variedad
de tejidos, como en el embridn propiamente dicho, los cotiledones, el tegumento, el
endosperma o la aleurona. Desde un puntuigta evolutivo, estos diferentes tejidos
estan adaptados para la competencia yrsiyemcia de las diferentes especies. Sin
embargo, estas estrategias que usan las plamntden ser explotadas para estrategias de
“molecular farming, en donde los diferentes tejidos de la semilla pueden facilitar la
acumulacion de ciertos productos o inceaar la eficiencia de purificacion.

Es tacito pensar que si las semillas pueden almacenar hasta un 10% de una determinada
proteina o aceite individual respecto dehtenido total de proteinas, también seria
posible acumular esos altos niveles de unapratrecombinante. En arroz, el uso de un
promotor enddgeno de una proteina de regqmawa regular la expsion de una lisozima
humana, dié como resultado una acumulaciéri8e4% del total de proteinas solubles
(Huang 2004). Asimismo se ha logrado la acumulacién de distintos anticuerpos en una
variedad de semillas, con niveles entre 1d&4proteina total (Fiedler y col. 1997; Van
Droogenbroeck y col. 2007). Es interesante noniveles de expresion que se pueden
llegar a obtener eArabidopsis especie utilizada como mddepara distinto tipo de
estudios, donde en algunos casos se llega a niveles de acumulacién de hasta un 40% de
proteina total (De Jaeger y col. 2002).

Otra de las caracteristicas ventajosas jg@sentan las semillas es su capacidad de
almacenamiento estable, tal como ocurre con sus propias proteinas de reserva, lo que
evita la necesidad de tener que dirigiregpresion a compartimentos subcelulares
especificos. Asi, fue posible acumular uridan semillas secas de canola por tres afios
(Boothe y col. 1997). Este grado de estabilidad es una gran ventaja a la hora de producir
proteinas recombinantesiaa escala industrial.

El uso de semillas para la purificacién de las proteinas recombinantes es ventajosa por
varias razones. Primero, la carga bacteriana biolégica es mucho menor en semillas que
en tejidos vegetativos, por Ique con técnicas sencillae esterilizacion se puede
reducir la contaminacion biologica presentdansemillas, mientras que en los tejidos
vegetativos es casi imposilde lograr, sin dafar las célaldel mesofilo. Por otro lado,

las semillas tienen menos de 10% de aguantras que las hojas tienen mas del 90%

en sus tejidos, lo que sigréi que para la misma cantiddd proteina producida, la
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cantidad relativa de biomasa es mucho masdgr&n tejidos vegdtaos. Por ultimo, el
contenido de proteinas en la mayorialae hojas es menor al 5% en tejido seco,
mientras que el porcentaje en semillas alcanza entre el 10% y el 40%.

Es por ello que desde un punto de vistgodesamiento a gran escala, las semillas
tienen mayor capacidad de concentracion ihagaproducto y con menor contenido de
proteasas que puedan degraglamfectar el proceso dpurificacion, si éste no es
realizado rapidamente.

Para optimizar la producciode proteinas recombinantes plantas, es esencial
maximizar la expresion génica. Esto inpli altos niveles de transcripcion en el
momento adecuado y ARNm estables deh gerrespondiente. En el caso de las
semillas, hay un numero de promotores con alta especificidad y fuerte actividad
transcripcional, que corresponde al grupagdees que codifican @alas proteinas de
reserva que tienen las semillas en general.

Por todas estas razones es altamente conversémso de promotores especificos de
semilla para maximizar la expresion de proteinas recombinantes para su produccion

industrial.

Promotores

Los promotores son regiones de ADN que kmah la transcripcién de las regiones

codificantes localizados en forma adyacemndelas mismas. Las secuencias de ADN
dentro de los promotores pueden ser idewtifas como sitios de unién a factores de
activacion ertrans, o “factores de transcripcion” lasiales pueden causar la activacion
0 represion de la transcripcion.

En la actualidad, se puede categorizar a lomptores de acuerdo al tipo de control en
la expresion que tienen. En geadese los puede dividir en:

e Promotores constitutivos. Estos promotores dirigen la expresion a todos los
tejidos e independientemente de factores ambientales o de desarrollo. Debido a
gue su expresion normalmente no esta condicionada a factores enddgenos, los
promotores constitutivos pueden settivexs entre especies 0 incluso entre
reinos.

e Promotores tejido-especifico o desarrollo-especifico. Estos dirigen la
expresion de un gen a un tejido especifi@n un cierto estid de desarrollo. En

el caso de plantas, promotores que dirigeexpresion en tejidos fotosintéticos,
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sistema vascular, tubérculos, raices, semillas y otros oOrganos reproductivos
pueden encontrarse en diversos sistemesesrologos (especies poco relacionadas
0 incluso en otros reinos).

e Promotores inducibles.Su actividad esta condiciota a efectos ambientales o
a estimulos externos que pueden ser clattos artificialmente. Dentro de este
grupo existen promotores modulados pomatzion de factores abidticos (luz,
niveles de oxigeno, temperatura, fricneridas). Por otro lado también existen

promotores que se activan por factores bidticos como los ataques de patdgenos.

La eleccién y utilizacion de un promotoremdiado es determinante del éxito que se
logre en la aplicacion de técnicas de ingeaigenética para el mejoramiento vegetal.

La seleccion del promotor dependera, erndtros factores, del objetivo perseguido o
buscado, tal como una expresion constitutiva, en un determinado momento del
desarrollo o tejido especifica. En la actuadidse han aislado nurosos promotores de

una gran variedad de organismos, targgetales como bacterianos o virales.

El estudio de las secuencias regulatorias ha cobrado importancia en los ultimos afios y
se puede realizar medianpeedicciones realizadda silico y/o empleando técnicas
empiricas de biologia molecular, con el deogenes reporteros. Puede considerarse que
tal vez uno de los grandes logros de la baimitica es la identifacion de promotores

y sus elementos regulatorios (Lescot y @6l02; Rombauts y col. 2002; Shahmuradov

y col. 2005; Venter y Botha 2004). Los esagdempiricos pueden llevarse a cabo por
medio de ensayos de exp@sitransitoria (Agius y coR005) o mediante la obtencion

de plantas transgénicas (Lu y col. 2007;:skld y col. 2007; Yamada y Bohnert 2000).

Asi, la identificacion de los promotores ysslementos regulatorios permite integrar la
gendmica comparativa, estructural y funcional (Lescot y col. 2002; Rombauts y col.
2002; Venter y Botha 2004).

Promotores de expresion en semilla

En la dltima década se han estudiados numerosos promotores que confieren la
capacidad de expresion en las semilla;ydgielos mas utilizados los promotores de
proteinas de reservas (SSPs) (Seed Storageia,opor sus siglas eéngles). Entre las
monocotiledéneas, se puede citar el promd®ta D-hordeina de cebada (Horvath y

col. 2000) o el de las gluteinas de arrordKy col. 1991), donde se describen también
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diferentes secuencias conservadas, cajas y motivos que acta@ayeoonfieren la
capacidad de expresion en endosperma (Washida y col. 1999). En el caso de las
dicotiledoneas se han estudiado ampliamente los genes [gkeolaglicina de soja
(Chamberland y col. 1992; Lessard y col. 1993)p3-faseolina de la arveja (Bustos y

col. 1989), la napina dehaseolus vulgarifChandrasekharan y c@003) entre otras.

Sin embargo, existe un niumero de genes apgifican para proteinas que no son de
reserva pero que si se encuentran abundantemente en semilla. Estas incluyen a las
oleosinas (Huang 1992), las proteinas LREAt¢ Embryogenesiddbundant por sus
siglas en ingles) (Fujiwara y col. 2002 laleato desaturasas (Chung y col. 2008), y las
sucrosas sintetasas (Rasmussen y Donald<i) 2@tre otras, aisladas y caracterizadas
de diferentes especies. Emragiol, existen muy pocos tibs de caracterizacion de
promotores que dirigen la expresion a gleamUn ejemplo es la Helianthina (una
globulina de reserva), que es la proteina mayoritaria de las semillas (Allen y col. 1985)
cuyo promotor ha sido aislado y caracdado (Jordano y col. 1989; Nunberg y col.
1994). Entre los genes de proteinas de dirqise no son de reserva y se expresan en
semilla, solo el promotor del gen LEA Hal8sG1 ha sido aislado y estudiado mediante
ensayos de expresion transitoria en eartas de girasol (Prieto-Dapenay col. 1999).
Como se mencioné anteriormente, uno degl@ndes logros de la bioinformética, ha
sido la identificacion de los elementos reg¢uiims de los promotores. Muchos de estos
elementos estan conservados dentro de losqiooas en cuanto a su especificidad en la
expresion y varios han siddescriptos empiricamente. En canola, un analisis del
promotor napA reveld la presencia de complejos elementos regulatoBdsoX y
elementoRY/Q, necesarios para la expresionesnbrion y endosperma (Ellerstrom y

col. 1996). Ensayos de mutaciones por sustitueial promotor de faseolina de arveja,
revelaron que los motivo&-Box, CCAAAT box, E-bofCACCGT) y elementoRY,
median los niveles de expresion erbeiones (Chandrasekharan y col. 2003).

Muchos estudios, muestran que los motigpe confieren especificidad de semilla
residen en regiones cercanapr@motor, generalmente dentle las 500 pb del sitio de
iniciacion de la @scripcion ((Chamberland y col. 1992; Chandrasekharan y col. 2003;
Wu y col. 2000). Estudios realizados solareegion promotora del gen de prolamina de
cebadalilordeum vulgard..), trigo (wheat {riticum aestivuni.) y maiz eamays L.)
evidenciaron una regién conservada de 80 pb, la cual contenia el moti@sN4y el

motivo de prolamina (descriptos como elementos especificos de endosperma).

Adicionalmente, un elemento llamadbACA fue encontradoy descripto como

19



Introduccion

especifico de semilla en la regulacion del ar@gyta satival..). Estos tres elementos,
son encontrados frecuentemente en promstde genes SSP de monocotiledoneas, los
cuales son reconocidos por factores dectippsion de la familia de los bZIP, DOF, y
MYB respectivamente (Vicenteatbajosa y Carbonero 2005).

Desafortunadamente, las comparaciones @ntnaotores es dificultosa debido a que la
evaluacion de los mismos se hace consganes y plantas distintas (Stoger y col.
2005), y por lo tanto la interpretacién des Ieesultados en formeualitativa resulta
compleja. A su vez, la mayoria de losuegbs de promotores estan basados en pocos
eventos de transformacion independientasmplicando ain mas la comparacion, ya
que con los grandes tamarfos de los gengniependiendo del los sitios de insercion
de los transgenes, los niveles de expresion de promotores supuestamente fuertes, pueden

mostrar una baja actividad transcripcional.

El Girasol

El girasol,Helianthus annuud.., comprende tres subespecies principatedianthus
annuus ssp. lenticularis girasol silvestre;Helianthus annuusssp. annuus girasol
maleza y Helianthus annuusssp. macrocarpus girasol cultivado por sus frutos
comestibles.

Su centro de origen es América del Norte, y su antecesor silvestre es una especie
diploide (2n = 2x = 34) peeneciente a la subtrilidelianthinae subfamiliaAsteroideae

y familia Compositag(Seiler 1997), siendo el centro deversidad de dicha especie
también América del Norte.

Es una especie alégama y autoincompatible, cuya domesticacion ha permitido la
autocompatibilidad y un aumento en el tamafio y en el vigor de la semilla. Esto hace que
el girasol cultivado tenga varias caraidtcas que facilita el desarrollo de
germoplasma autopolinizablé&gvoreciendo los programas de mejoramiento como el
desarrollo de hibridos. El girasol cultivadaoede ser cruzado sin dificultad, tiene una
alta produccion de semillas (aproximadmte 1000 semillas/planta) y un tiempo
generacional corto de 70 a 100 dias.

El girasol es sinbnimo de ate en primer lugar y de pteina en segundo lugar. Su
aceite ha sido por afios de tipo "linoleicgin embargo por razones vinculadas al
cuidado de la salud y a la demanda de caristicas especiales eausos industriales,

se impulso el desarrollo del ga@ medio oleico y alto oleico.
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La Lechuga

La lechugalactuca sativa L, pertenece tambien a la familia de especies Compuestas,
que es la mas grande y diversificada dedérdas Angiospermas. Tiene la particularidad
de ser una planta de gran importancieoagonémica y al mismo tiempo es considerada
una especie modelo de la famil@ompositag como se puede observar en el sitio
Compositae Genome Projecttth//compgenomics.ucdavis.ejiubegun la FAO (2007)

la produccion mundial de lechuga fue 2255 millones de toneladas (51% aportado
por China, 22% por EEUU y 5% por Espafiin esta especit& aplicacion de
biotecnologias esta muy desarrollada y ha bakiamente estudiada, desde aspectos de
la genética clasica y molecular, como tamkaénivel de cultivo de tejido, donde se han
regenerando brotes a partir de tejidodrganos, células y protoplastos. La
transformacion genética pdgrobacteriumactualmente se realiza de forma rutinaria

existiendo numerosas publicaciones apeeto (ver revisioDavey et al., 2007)

Genes candidatos de girasol con expresion en semilla

En trabajos previos se han identificado ymateina de transferencia de lipidos LTP
(Lipid Transfer Protein por sus siglas en ingles) (Regente y de la Canal 2003), una
oleato desaturasa (FAD2-1) (Maez-Rivas y col. 2001) y una oleosina de girasol
(Cummins y Murphy 1992) comogteinas especificas de semilla.

Las proteinas de transferencia de lipidoERs) son proteinas de bajo peso molecular
ampliamente estudiadas en plantas caraetgdais por la presencia de 8 cisteinas en
posiciones altamente conservadas, las cualesar 4 puentes disulfuro. Su funcion
bioldgica sigue siendo incierta, pero ks han atribuido vass roles incluyendo
formacion de la cutina de las paredesuleees, su utilizacion como péptidos
antimicrobiano, movilizacién de lipidos deserva y elongacion de la pared celular
(Pagnussat y col. 2009). Los patrones edgresion reportados para las LTPs de
diferentes plantas son complejos, y @man medida controlados temporal y
espacialmente (Kader 1996).

Por otro lado, las enzimas oleato desaturasas (FAD) tiene la capacidad de transformar el
acido oleico en linoleico. Estos son los acigesdominantes en los aceites vegetales y
sus proporciones relativas en semillas deteam las propiedades nutricionales y la
estabilidad oxidativa de los aceitesg@e el cultivo (Vos y Cunnane 2003). Los

patrones de expresion de los genes FAD&@enos cultivos tienen una alta relacidén con
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el desarrollo de la semillaunque en algunos casos coftrabidopsis su expresion es
constitutiva (Okuley y col. 1994). En girasol, existen mutantes alto oleico donde esta
mutado el gen de la oleato desaturasanpiendo la acumulacion de acido oleico en

sus semillas (Mamez-Rivas y col. 2001).

Por ultimo, las oleosinas son pequefas proteinas de entre 15 y 26 KDa, que cubren
completamente la superficie de los cuerpos olebdddie9 que contienen los lipidos

de reserva (Huang 1992). Cuando una semdl#iene un alto porcentaje de aceite y

sus cuerpos oleicos son pequeios, la cantldamleosinas es alta, llegando incluso a un
porcentaje considerable de las proteinaslde de la semilla (Tzen y col. 1993). En
general, el patron de expresion temporal de los genes de oleosina en semillas es muy
similar al de las proteinas de reserva (3YRssta regulado por factores como el ABA

gue promueven la maduracién y la erabénesis (Huang 1992; Plant y col. 1994; Zou

y col. 1995).

Estudios en girasol y lechuga en nuestro grupo

El grupo de Gendmica de girasol del Ingttde Biotecnologia (IB), CICVYA, INTA
Castelar ha desarrollando diversas estrategias moleculares para el andlisis genémico de
girasol a partir del desarrollo de marcadoneutros (Paniego y col. 2002) y marcadores
funcionales derivados de sencias que se expresan o ESTs (Fernandez y col. 2008;
Fernandez y col. 2003), el mapeo geaseetintegrando informacion local y publica
(Kiani y col. 2007) y el deseollo de herramientas ddt@genética molecular para
integrar el mapa genético y fisicd d@asol cultivado (Talia y col. 2010).

A su vez, se desarroll6 una plataformaaddlisis de micromatriz de ADNc en base a
las secuencias locales de ESTs depositadhasss de datos commodelo exploratorio

al desarrollo de una micromatriz densadligonucleoétidos (Ferandez y col. 2010).

Los estudios de perfiles transcripcionales permitiran integrar la informaciéon de cambios
de expresion a nivel de ARN con cambioetabdlicos analizados por GC-MS en
distintos sistemas biol6gicos abordados poestro grupo de trabajo, tanto para el
estudio de respuestas atreses bidticos (Peluffoy col. 2010) como abibticos
(Fernandez y col. 2011). La integracion de estos analisis funcionales en forma
simultdnea con estudios de mapeo genétide gsociacion (Fusari y col. 2010; Fusari y
col. 2008) permiten la identificacion dergs candidatos robustgsel desarrollo de
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marcadores funcionales de caracteres de itapca agronémica para su aplicacion en

el mejoramiento molecular del cultivo.

Por otra parte, el grupo de transfagion genética de espesi Compuestas ha
desarrollado un protocolo eficiente y regucible de transformacion estable vy
transitoria en girasol, asi como en lechuga, especie considerada modelo dentro del grupo
de las asteraceas (Radonic 2010).

El presente trabajo surge dentro de estg&co como una estrategia no solo para el
desarrollo de nuevasddicas para su aplicacion ertieios genomicos y funcionales

del cultivo de girasol sino también como respuesta a la necesidad de contar con
promotores tejido especificos, con altos niveles de expresion en semilla y de libre
acceso que puedan ser utilizados en ddkarbiotecnoldgicos para la mejora de

caracteres de calidad erstilitas especies de interés agrondémico para el pais.
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Objetivos

Objetivos
Hipotesis

La hipotesis de trabajo quessenta este plan es que es posible identificar, aislar y
caracterizar funcionalmentegienes promotoras de giragplie dirijan la expresion de
proteinas especificamente hacia la semilla, con niveles de expresion significativos y con
diferentes patrones temporalis expresion para la genei@n de plantas transgénicas

con aplicaciones diversas en la produccion de compuestos farmacéMtidesu(ar

Farming) y alimentos nutracéuticos.

Objetivo general

Aislamiento de la region promotora denge candidatos de girasol de expresién en
semilla y su caracterizacion funcional a través de la transgénesis en especies modelo y
de importancia agricola, utilizando constiienes que incluyan distintas regiones del
promotor en estudio fusionadas a genes tepms (GUS/GFP) en vectores de expresion

para aplicaciones biotecnoldgicas.

Objetivos especificos

e Aislamiento y caracterizacion de genes candidatos de expresion especifica en
semillas de girasol.

e Aislamiento y caracterizacion funcional geomotores de los genes candidatos
especificos de semilla.

e Caracterizacion espacialtgmporal de los promotores los sistemas modelos

Arabidopsis thaliana y Lactuca sativa.
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Materiales y Métodos

Material Vegetal

Girasol

Se sembraron semillas de giraddéljanthus annuus.). de la linedHA89 del programa

de mejoramiento de la unidad experimerttal INTA Balcarce, Provincia de Buenos
Aires, Argentina. Los explantos fueron ltotados bajo condiones estandar en
invernaculo (16 horas luz, 8 horas osculid20-24 °C), en macetas de un litro. Las
plantas fueron regadas diariamente y lizdilas semanalmente con Hakaphos (N-P-K)

a una concentracioén final de 100 ppm (0.55% W/V) durante dos semanas. Luego fueron

transplantadas a macetas de cinco litros hasta su cosecha.

Arabidopsis
Para los ensayos de transformacién estable por el mé¢oidonersion floral (Clough y

Bent 1998)se utilizaron plantas dArabidopsis thalianaecotipo Columbia (Col-0)
cultivadas en camaras de cria (Cooni CMP5000, Winnipeg, Manitoba, Canada) a
22°C con un fotoperiodo de héras luz, 8 horas oscurdlg una intensidad luminica
100 pE m? s'. Las plantas transformadas fueron transferidas a invernaculo en
condiciones normales de luz y temperatianato para la produccién de semilla como
para los ensayos de expresion de promot(késhoras luz, 8 has oscuridad; 20-24
°C).

Lechuga
Se utilizaron semillas de lechughatuca sativaL) de la variedadGrand Rapids

provistas por el banco de germoplasmadad&EA-INTA La Consulta, Mendoza para
los ensayos de transformacion. Los exglantransgénicos fueron mantenidos en
camaras de cria (Sanyo, Electric Co, Japtagta su pasaje a invernaculo para la

obtencién de semillas.
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Muestreo del material vegetal

Girasol

Se colectaron muestras de distintos tejidesplantas de gisal correspondientes a
raices, hojas de plantulas (V2: corresponééhajas verdaderas de mas de 4 cm,), hojas
de planta madura (H), tallo, distintos estadlesdesarrollo del capitulo de girasol desde
botén floral (R1) hasta flacién (R6) (Scheneiter Willer 1981) y semillas en
desarrollo a diferentes dias post floracip#F). Las denominaciones de los diferentes
estadios en girasol siguen la nomencktde Schneiter y Mille(1981). Todas las
muestras fueron inmediatamente congedada nitrégeno liquido y almacenadas en

freezer a -80°C hasta su utilizacion.

Arabidopsis
Las muestras obtenidas de las plantassgr@micas de Arabidopsis para los ensayos

histoquimicos y fluorométricos correspondiapl@ntulas de estaa (1.0): cotiledones
completamente abiertos, (1.02): dos hojas deteode 1mm de lgo, (1.04): 4 hojas de

roseta de 1mm de largo, y de plantas adultele el pedunculo floral es visible (5.10)
(Boyes y col. 2001). Para las muestras de semillas, se colectaron flores independientes
al dia 0 de floracion, y vaas cada dos dias despuédaléioracion (DPF: 3, 7, 9, 11,

13, 15y 18) hasta el desarrollo completo de las semillas.

Lechuga
Se cosecharon las semillas de las plantas transgénicas T1 para su evaluacién en tincién

histoquimica y fluorométrica. También se toorahojas para la deteccién del transgén

por la técnica de PCR.

Los reactivos quimicos utiidlos fueron de la marca SIGMArgentina) en todos los

casos excepto para aquellos en los qumdiega explicitamente otro fabricante
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Oligonucléotidos iniciadores utilizados

Los oligonucleétidos iniciadores utilizados fueron disefiados con los programas Oligo
4.0 (Primer Analysis Software, National BioSciences) y con el Vector NTI (Invitrogen,

Argentina), y fueron sintetizados por servicio externo (Alpha DNA, Canada).

Oligonucléotido Secuencia Descripcién

LTP5 F.1 5" CATGGTGCACCCAAGTGAG 3’ sonda Northern del
gen HaAP10

LTP5 R.1 5 TGCTGGTGGAGATACCEAC 3’ sonda Northern del
gen HaAP10

FAD2 F.2 5' GTGCAGGAGAATACACGTCTGT 3' Sonda Northern de
gen HaFAD2-1

FAD2 R.2 5 CAGTAAGAGGCCCATGCGAT 3' Sonda Northern del
gen HaFAD2-1

oleosin F.1 5'GACCGTCATTTCACCACCACCCAACC 3 Sonda Northern de
gen HaOLE

oleosin R.1 5" AACACCAACCTGCCCCTGATCACCC 3 Sonda Northern de
gen HaOLE

LTPIF.1 5 GTTGTGAAGATGGCCTTGGT & sonda Northern del
gen HansLTPI

LTPIR.1 5 TGTTCCATGCACCTACAAGC 3 sonda Northern del
gen HansLTPI

EF502R.2 5" GGCCGAGGTACACGATAACT 3 5’ RACE para ADN
del gen HansLTPI

L4

EF502R.6 5TGATCCATCGATCTCCGTQA 3’ 5" RACE (lera PCR)
para el gen HansLTH|I

EF502R.5 5GGCTGATCTTGTAGGGGAT 3 5’ RACE (2da PCR)
para el gen HansLTH|I

AAP 5'GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGI| 5" RACE (Invitrogen,
G 3’ I=INOSINA Argentina)

AUAP 5" GGCCACGCGTCGACTAGTAE 3’ 5’ RACE (Invitrogen,
Argentina)

LTP5gwl 5TGATCTAAGGTAGGGTAGGAACGGTGT 3 Amplificacion del
promotor de HaAP10
mediante Genome
Walker (1lera PCR)

LTP5gw3 5TAAGGTAGGGTAGGCACGGTAGAGAT 3' Amplificacion del
promotor de HaAP10
mediante Genome
Walker (2da PCR)

FAD2gwl 5'ATCACATGCAAGACAGATAAACGCACA 3 Amplificacién del
promotor de
HaFAD2-1 mediante
Genome Walker
(lera PCR)

FAD2gw?2 5'GACAGAGGCTTAGGGTTTTAACTTCGT 3' Amplificacion del
promotor de
HaFAD2-1 mediante
Genome Walker (2dz
PCR)
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Oligonucléotido
FAD2gw3

Secuencia
5'GTAGAAACGGTGAGTCTCCGETAGTGA 3'

Materiales y Métodos

Descripcién
Amplificacién del
promotor de
HaFAD2-1 mediante
Genome Walker
(lera PCR)

OLEgw1l

5' GAGAGCGGCTAAGCCGAGTAAGATTCC 3

5" RACE para ADN
del gen HaOLE

(@)

OLEgw2

5'AAGTAGGGCGATGATGGGSAGTGTCC 3

Amplificacion del
promotor de HaOLE
mediante Genome
Walker (lera PCR) /
5" RACE (lera PCR)
para el gen HaOLE

OLEgw3

5' CTGGTCGTAGCGGGACCTGTCGTCTTG 3

Amplificacién del
promotor de HaOLE
mediante Genome
Walker (2da PCR) /
5' RACE (2da PCR)
para el gen HaOLE

OLEgw4

5' AACTGATTTGAAAATTGAGCGTGCTTG 3'

Ampliacién del
promotor de HaOLE
mediante Genome
Walker (1lera PCR)

OLEgw5

5' ATGAACAACTTTTTGTGTTAAATTTCG 3

Ampliacion del
promotor de HaOLE
mediante Genome
Walker (2da PCR)

promoAP10 F4

5' AAAATACATAAGGACTCAATTTG 3'

Clonado de promotd
HaAP10 en vectores
de expresion

=

promoAP10 R3

5 GTTTGGTTATTATTATTTGT 3'

Clonado de promotor

HaAP10 en vectores
de expresion

promoFAD2-1 F8

5" ATAGGGGCATGAAAAGGGGGAGA 3

Clonado de promot
HaFAD2-1 en
vectores de expresid

promoFAD2-1 R3

5' AGACAGACGACGATGTGCTTCCG 3

Clonado de promo
HaFAD2-1 en
vectores de expresid

tor

promoOLE F3

5' AAGCCGAGCCTGAACTTAAATATTTCAGC 3'

Clonado de promot
HaOLE en vectores
de expresion

promoOLE R1

5' GTGTTGGATCGAGGGAAATGG 3

Clonado de promo
HaOLE en vectores
de expresion

or

GUS1205

5 GATAGCGTGACAAAAACC 3

Deteccién de planta
transgénicas
amplificando un
fragmento del gen
uidA

vJ

GUSlow

5'GGGATCCAGGCCTTTGTTTGCCTCCGICTG 3’

Deteccién de plantas
transgénicas
amplificando un
fragmento del gen

uidA
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Oligonucléotido Secuencia Descripcién
Actin2-Up 5" AACATTGTGCTCAGTGGTGG 3 Deteccion del gen dg
Actina2 de
Arabidopsis como
control interno
Actin2-Low 5 TCATCATACTCGGCCTTGG 3’ Deteccién del gen d

Actina2 de
Arabidopsis como
control interno

Vectores utilizados

Vectores

Caracteristicas relevantes

Resistencia  Origen

PGemT-Easy

Vector linealizado con una base
protruyente para el clonado directo

productos de PCR con alta eficieng
la actividad transfers

dada que
terminal de la enzim@ag polimerasa
deja una A en el extremo 5'.

insercion interrumpe el marco
lectura de la enzima
codificada por el genlacZ. El
compuesto IPTG es un inductor
dicha enzima en tanto que

compuesto X-Gal es sustrato de
misma y da un producto coloreado.

reporte

(bacterias)

3'-T Ampicilina
de
ia
sa

Promega
EUA)

pCRIITOPO

Vector linealizado con una base 3
protruyente para el clonado directo
productos de PCR con alta eficien
dada que
terminal de la enzim@iaq polimerasa
deja una A en el extremo 5. Ur
insercion interrumpe el marco
lectura de la enzima reporte
codificada por el genlacZ. El
compuesto IPTG es un inductor
dicha enzima en tanto que

compuesto X-Gal es sustrato de
misma y da un producto coloreado.

la actividad transfers

de

T Ampicilina TACIoning,
Invitrogen
Cia (EUA).

sa
a

ra

de

el
la

pCR8/GW/TOPO

Vector linealizado con una base
protruyente para el clonado directo
productos de PCR por la activid
transferasa terminal de la enzifaq

polimerasa deja una A en el extremo

5’. Posee los sitios de reconocimiet
de la enzima “Gateway LR Clona
IIH

3" Hspectinomicina
de
ad

TACIoning,
Invitrogen
(EUA).

to
5

pAKK1431

Posee un sitio de clonado multiple
gen que codifica para
glucuronidasa, un intrébn que aume

la befa-

el Ampicilina

hta

la transcripcion y terminador t-NOS,
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Materiales y Métodos

Vectores Caracteristicas relevantes Resistencia  Origen

(bacterias)

pPKGWFS7,0 | Vector binario Gateway para |aEspectinomicinal (Karimiy col.
recombinacion de promotores fio 2002)
arriba del gen reportero GUS.

pMos Blue Vector utilizado para generarlas Ampicilina GE
bibliotecas de BACs Healthcare

Cepas bacterianas

Escherichia coli

Se utilizé la cepa DHb para las transformaciones aelds los vectores excepto para
los vectores de destino de la tecnologite@ay (Invitrogen, Argentina) para los cuales
se utilizé la cepa DB3.01. Todos los cultiiasron realizados en medio LB (medio de
Luria-Delbrtick, DIFCO, MI, U.S.A). La tengpatura de crecimientfue de 37°C y en
los casos de cultivo liquido la agitacion fie alrededor de 100 rpm y se realizaron en
tubos o erlenmeyers conteniendo un volungen cultivo no mayor al 10% de su
capacidad total. En el caso gee las cepas bacterianagiegran transformadas con un
vector plasmidico, se agregoagitibiotico de seleccion aduado al medio de cultivo.

Agrobacterium tumefaciens

Se utilizaron las cepas GV3101 que pormsistencia a rifampicina (100 mg/l) y
gentamicina (40 mg/l) para las transformacioneg\dbidopsisy la LB4404 con las
mismas resistencias para las transformacidedechuga. Las bacterias se cultivaron en

medio LB o MMA segun cada caso, a una temperatura de 28°C y con agitacion.

Transformacion de bacterias E. coli competentes.

En un tubo de polipropileno de 1,5 ml estéril se mezclarqd 86 células competentes
previamente descongeladas en hielo, cahde mezcla de ligacién. Se incub6 durante
30 min. en hielo. Luego geansfirio durante 90 segundasun bafio termostatizado a
42°C y se volvid al hielo durante 2-5 min. Uzecterias se recupecam en 1 ml de LB
liquido incubando durante 1 lzoa 37° C con agitacion leve. Se centrifugaron 5 min. a
3500 rpm, se descarté el sobrenadante pretipitado se resuspendié en el medio
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remanente. Las bacterias se esparcieroplaras de Petri conteniendo LB agar con

ampicilina y se incubaron durante toda la noche a 37° C.

Electroporacion de Agrdbacterium tumefaciens.

Bacterias de la cepa a GV3101 y LB4101Adeumefaciensueron electroporadas con

los distintos vectores siguiendo el prattficde (Wen-Jun y Forde 1989). Una alicuota
de 4Qul de bacterias competentes se transéiritna cubeta de eteaporacion (Bio-Rad,
EUA) de 0,2 mm previamente enfriada. Se adiciono luggydel ADN correspondiente
(10-50 ng) y se aplicé inmetamente un pulso de corriente usando un Gene Pulser®
con unidad controladora de pulso (Bio-REBHJA). La fuerza de campo aplicada fue de
12,5 kV/cm, la capacitancia de 28 y la resistencia de 400W. Las constantes de
tiempo oscilaron entre 8 y 12 mseg. Las céldileeron transferidas inmediatamente a 1
ml de medio LB y agitadas a 28° C duraBtés. Luego se plaquearon en medio LB
agar conteniendo rifampicina (100 mg/Bentamicina (40 mg/lly el antibidtico

correspondiente al plasmido transformado ynsabaron durante 48-72 hs a 28° C.

Minipreparaciones de ADN plasmidico.

Las minipreparaciones de ADNasmidico se realizaron con el método de lisis alcalina
(Sambrook y col. 1989). Para el cas® las minipreparaciones a partir de
Agrobacteriumse adicionaron 10 de lisozima luego de la primera solucién.

Para la secuenciacion de los clonexombinantes seleccionados se realizaron
minipreparaciones comerciales ztiindo el paquete de reactivdat) Qiaprep spin

minikit (Qiagen, Alemania) siguiendas instrucciones del fabricante.

Geles de agarosa.

Las electroforesis de acidos nucleicos ggles de agarosaativos (para ADN) vy
desnaturalizantes (para ARN) se reabrasegun se describe en (Sambrook y col.
1989).
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Purificaciéon de ADN de agarosa.

Los fragmentos de digestion de ADNaginidico, PCR, RT-PCR, los vectores
recombinantes utilizados para la reation de construcciones o el clonado en
pGEMtEasy y PCRII-TOPO fueron purificados cits Qiaquick y Qiaex Il (Qiagen,

Alemania) segun las recomendaciones del fabricante.

Extraccion de ADN gendmico.

Girasol

Se colectaron hojas de plantas joveriges semanas de edad), se congelaron
inmediatamente en nitrdgeno liquido y saservaron a -80°C hassu procesamiento.
Para la extraccion de ADN se utilizo eltodo Nucleospin Plant Il (Macherey-Nagel),
de acuerdo a las especificaciones del ifabte. Se probaron los dos buffers de
extraccion que provee el kit PL1 (CTAB) PL2 (SDS), obteniéndose los mismos
resultados. Se analizo la integridad del ABXraido mediante electroforesis de acidos
nucleicos en geles nativos al 1% de agarde acuerdo a lo descripto en (Sambrook y
col. 1989).

Arabidopsis
Se tomaron 1 o 2 hojas de planta &y} se colocaron en un tubo de 1.5 ml,

manteniéndolo en hielo. Se agregaron [d0fe buffer de extraccion (Tris-HCI, pH 8 50

mM, EDTA, pH8 10 mM, NaCl100 mM, 10 mM, $D1%) y se calentaron la muestras

10 minutos a 65° C. Luego se agregaron 208e acetato de potasio (AcK) 5 My se
dejaron los tubos 20 minutos en hielo. Se centrifugaron a 13000 rpm durante 20 minutos
a 4° C. Se transfirieron los sobrenadaatésbos limpios. Se precipité el ADN con unos

600 ul de isopropanol y se dejaron 10 minutotemperatura ambiente. Posteriormente

se centrifugaron 10-15 minutos a maxima veladiy se descartaron los sobrenadantes.
Se lavaron los precipitados con etanol 70 % (unog¥08e centrifugaron 2 minutos a
10000 rpm. Se repitié el lavado. Se cengdron 2 minutos a 10000 rpm, se eliminaron

los sobrenadantes, se secaron los ipitados a temperatura ambiente y se

resuspendieron en 20-h0de agua destilada o de buffer TE.
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Lechuga
Para la extraccion de ADN gendmico de jdantas de lechuga se utilizé el mismo

sistema Nucled®!' Phytopur& (GE, Healthcare Life Sciences, Argentina) utilizado

para girasol.

Los ADNs extraidos de las tres especses cuantificaron por espectrofotometria

utilizando un espectrofotometro Nadrop ND-1000 (Thermo Scientific, EUA).

Extraccion de ARN total de girasol.

El ARN total de las muestras fotosintéticas (plantula, hoja madura y tallo), se extrajo
utilizando Trizol (Invitrogen, Argentina). Saolieron 2,5 gr de tejido con nitrégeno
liquido en un mortero hasta convertirlo @m polvo homogéneo. En tubos de 50ml se
fue agregado 25 ml de Triz@lnvitrogen, Argentina) emna proporcion de 1 ml cada
100 mg de tejido. Las muestras se cemgaion a 10000 rpm durante 10 min. a 4° C. Se
traspasaron los sobrenadardestro tubo, se agregaron 2 dd cloroformo (0,2 mil/ml
Trizol), se agitaron y se incubaron a temwgiura ambiente durante 2-3 min. Luego se
centrifugaron a 12000 rpm durani®-20 min. a 4° C. A la fase superior (acuosa)
conteniendo el ARN de cada muestra sagsegaron 5 ml de isopropanol (0,5 ml/ml
Trizol) para precipitar el ARN. Los tubase incubaron por 15 min. a temperatura
ambiente y centrifugaron a 10000 rpm durante 10 min. a 4° C. Se removieron los
sobrenadantes y se lavaron los precipitados etanol 70%. Luego de centrifugar
durante 5 min. a 4° C se deja secar los precipitadosl aire y finalmente se
resuspendieron en agua estéril, librdRiAsas. Los ARN se guardaron a -80° C.

Para las muestras de los estadios reprots;traiz y semillas se utilizo el método de
extraccion de ARN desarrollado por (Salznyacol. 1999). Se molieron 3gr de tejido

en mortero con nitrégeno hasta conveléis muestras en un polvo homogéneo e
inmediatamente se las coloco en tubos denb@ los cuales se les agregaron 30 ml del
buffer de extraccion. Se los agitd vigorosateedurante 2 minutos para homogeneizar
las muestra, se les agreg6é 15 ml de cloroformo: isoamilico y se los agitd utilizando el
vortex. Luego se centrifugam a 16.000 G durante 15 minutasi®C parseparar las
fases organicas y acuosas. Las fases supser{acuosas) fueron transferidas a tubos

limpios y se les agrego cloroformo:isoamilico en una proporcion 1:1. Este
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procedimiento se repitid6 2 o 3 veces hagt@ la interfase este clara y limpida. Se
recuperaron las fases acuosas y se las @cign 2,5 volumenes detanol absoluto y

0,1 volumen de acetato de sodio 3,5 M y se las dejo -20°C por 16 hs.

Luego se centrifugaron por 15 minutos a 4965 pellets se resuspendieron en 10 ml de
agua DEPC y se les agregé el mismo volumen de fenol:cloroformo:isoamilico
(25:24:1), agitando vigorosamente duratbeminutos. Se centrifugaron a 13.000 G por
15 minutos a temperatura ambiente. Se tmesin las fases superiores (acuosas) a
tubos limpios y se agreg6 1X de fenol:clorono:isoamilico (25:24:1). Este proceso se
repitid 2 o 3 veces hasta obtener una interfase clara y limpida. Se recuperaron las fases
acuosas y se precipito de la mismanera descripta anteriormente.

Al dia siguiente se cénifugaron por 15 minutos a 4°C yslpellets se resuspendieron en
un 1ml de agua DEPC.

La cuantificacion del ARN se realiz6 mpoespectrofotometria utilizando un
espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Ther8mentific, EUA). La calidad del ARN
extraido se verificd en geles de agar@$al%, segun el protolo descripto en
(Sambrook y col. 1989).

RT-PCR.

La sintesis se llevd a cabo usangg He ARN de los tejidos seleccionados usando la
transcriptasa reversa SuperScript 11l (Inefen, Argentina) siguiendo las instrucciones
sugeridas por el fabricante.

En primer lugar se trataron los ARN copl e ADNasa y fil de Buffer de ADNasa
10X llevandolos a un volumen final delCon agua DEPC libre de ARNasas. Se
incubaron 15 minutos y se inactivaron con yt de EDTA (25 mM) durante 10
minutos a 65° C. A los 1D de ARN se le agregaroruilde oligo(dT) y 1l de una
mezcla con dNTPs. Se calentdé 5 minuto858C y se incubd en hielo por 1 minuto.
Luego se agregaronuéde Buffer 5X [Tris-HCI 200 mM, pH 8,4), KCI (500 mM),
MgCI2 (25 mM), BSA 1(ug/ul)], il de DTT (0,1 M), 1l de RNAase OUT (inhibidor
de RNAsas) y il de transcriptasa reversa Supeif@chl. Se incubo 1 hora a 50°C,
luego se inactivo durante 15 minutos a 70°C. Se agndgielARNasa H y se incubo a
37°C por 20 minutos para degaadl ARN remanente. EI ADNc se conservé a -20°C.

34



Materiales y Métodos

5" RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends).

Se utilizé la técnica de RACE para obtener el ADNc completo del gen HansLTP, de
acuerdo al protocolo descripto en el kit 5 RACE (Invitrogen, Argentina). Para
sintetizar el ADNcse utilizd 1ug de ARN total de giras@enotipo Ha89 del estadio
R3, el iniciador especifico EF502R.2 correspondiente al gen HansLTP y dNTPs. El
ARN se desnaturaliz6 10 minutos a 70° {figgo se incubd con los otros componentes
de la mezcla de reaccion durante 50 minaté§° C y durante 15 minutos a 70° C para
inactivar la enzima. EI ARN remanentedegradd a 37° C mediante la enzima RNasa
H. El ADNc sintetizado se puiifd segun las especificaciones dél de RACE.
Posteriormente, se utilizé una alicuota ABINc para hacer el agregado de dC en el
extremo 5’ con la enzima TdT (14.9 U) (lmegen, Argentina). La mezcla de reaccion
se incubo durante 1 hora a &°luego de lo cual se inactivé la enzima durante 10 min.
a 65° C. Se utilizaron @ para realizar la PCR, con igliciador especifico EF502R.6 y

el iniciador AAP (Abridge Anchor Prier) (Invitrogen, Argentina). Esta primera
amplificacion se utilizé como templadmra una segunda s el oligonucledtido
anidado EF502R.5 y el iniciador AUAP (Abridged Universal Amplification Primer)
(Invitrogen, Argentina). El programa de @db fue el siguiente: 2 min. a 94° C, 35
ciclos de 40 seg a 94° C, 40 seg a 57U€gp a 60° C en la segunda amplificacion), 1
min y medio a 72° C y una extension finalldemin. a 72° C. Los productos obtenidos
se corrieron en geles de agsal, se tifleron con bromuro eidio y se visualizaron con
luz UV. Posteriormente se purificaron deaagsa y se secuenciaron en forma directa o
fueron clonados en el vector pPGEMT-Easy.

Esta técnica también fue utilizada para obtehesitio de inicio dda transcripcion del
gen HaOLE. Los oligonucleétidos utilizad@seron el OLEgwl para la sintesis del
ADNCc, y los iniciadores especificos OLEgw2OLEgw3, para la primer y segunda
ronda de PCR respectivamente.

Northern blot.

Se utilizaron 10ug de ARN extraido de cada esira de girasol mencionada
anteriormente para realizar experimentos de northern blot. Se le adicioné un volumen de
buffer de corrida (MOPS 1,2X, Formamid&ionizada 60,6%, Formaldehido (37%)
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8,5%, Bromophenol Blue y Xylencianol 0,01184)ARN, y se incubd por 5 min. a 65°
C. Luego las muestras se corrieron en drdgexgarosa 1,5% con 1X de MOPS (Sigma,
Argentina) por 5-6 horas a 60-65 V. Se viz@brevemente a la luz UV para evaluar la
integridad del ARN vy sdransfiri6 a una membrande nylon Hybond-N+ (GE,
Argentina) por capilaridad esolucion 6xSSC durante l@oche. Posteriormente fue
fijado con UV y horneado por 2 h a 80° Geg prehibridaron durante una noche con
ULTRAhyb Hybridization Buffer (AMBION, EUA) a 42° C. Las hibridaciones se
realizaron con sondas radiaets/correspondientes fragmesitde los ADNc de los 3
genes evaluados. Una sonda de 254 ptespondiente al gen HaAP10, una de 250 pb
del gen HaFAD2-1 y una de 457 correspondiente al gen HaOLE fueron marcadas por la
técnica de iniciacion al azaR&ndom Priminy con el kit Prime-a-Gene Labelling
System (Promega, EUA) en presencia[3&P]dCTP (NEN, Perkin Elmer, MA USA)
de acuerdo a las instrucciongsl fabricante. Las hibridaanes se realizaron a 42° C
durante toda la noche con agitacion suaas. membranas se lavaron dos veces por 10
min. a 42° C con 2X SSC/ 0,1% SDS gdo con 0,1X SSC/ 0,1% SDS a 65°C por 30
minutos. Estos lavados se efectuaron omnimas variacionegn cada uno de los
northern realizados, de acuerdo a la necesiltademocion de sonda inespecifica en
cado caso. Las membranas se expusieron a pantallas para captaadiaadieidad por
distintos periodos de tiempo (4 h y una ndghkeiego se escanearon con un detector de

imagenes Typhoon Trio Scanner (GE, Argentina).

Aislamiento de regiones promotoas de los genes candidatos.

Genoteca de girasol en BACs

La genoteca BAC usada en este estudio fustcuida por la Universidad de Clemson a
partir del cultivar HA383 deéd. annuus Contiene 202.752 clones ordenados en 528
placas distribuidos en 11 filtros, y regenta 8,3 veces el tamafio del genoma.

Los clones estan distribuidos por duptiozen la genoteca, con un orden determinado
como se observa en la Figura 6 en la seccion de Resultados. Las sondas utilizadas

fueron las mismas utilizadas en los ensayos de Northern blot.

Caminado cromosémico
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Se utilizé el kit comercial Genome Walk8rUniversal Kit (Cbntech, CA, USA) de
acuerdo a las especificganes del fabricante.

Partiendo de ADN gendmico de las hojas & de plantas de girasol descriptas
anteriormente, se construyeron librerias gagnascon distintas enzimas de restriccion
ligando adaptadores provistos por el kitraP#s distintos prootores se utilizaron
oligonucléotidos especificos para los mismos junto a los provistos por el fabricante,
complementarios a la secuencia de los tdbpes. En la secm de Oligonucléotidos
iniciadores” se detallan los utilizados eada caso. Con ellos se realiz6 una primera
ronda de PCR con los iniciadores AP1 yaligonucleotido especidb para cada gen.
Los productos de esta primera ronda deldicgcion fueron sometidos a electroforesis
en un gel de agarosa, detectandose un pa@@cteristico de “choeado” en todas las
librerias. Una dilucion de loproductos obtenidos fue utilizada para llevar a cabo la
segunda ronda de PCR anidada con AR® wegundo oligonucleotido especifico para
cada gen. A todas las rondas de PCR sedézaron sus respectis controles. Los
fragmentos amplificados fueron clonadosp&R2.1-TOPO (Invitrogen, Argentina) y/o
PGEMt-Easy (Promega, Biodynamics, Ardeaj segun las especificaciones del
fabricante y luego secuenciados.

Secuenciacion y analisis de los fragmentos clonados.

La secuenciacion de todos los fragmentosopes analizados sealizo a través de un
secuenciador automatico Genetic Anallya813130XL (Applied Biosytems, EUA) de

la Unidad de Gendmica del Instibut de Biotecnologia, CICVyA, INTA
(http://www.inta.gov.ar/biotey/ Se emplearon los oligonucleétidos presentes en los
vectores de clonado, T7 y SP6 para PGEMiyBaM13F y M13R para los fragmentos

clonados en pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Argeajiy oligonucleétidos especificos para

cada fragmento aislado. Las secuencs®s compararon y almwaron utilizando
programas de alineamiento locales coeloBlast (Altschul y col. 1990) y otros

programas de analisis de secuencias corBwoeldit o el Vector NTI, de libre acceso.

Estudio de las secuencias promotoras.
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Las secuencias obtenidas mediante laitdcde Genome Walker fueron analizadas
empleando el programa McPromoter p#adeterminacion deposible +1 del gen

(http://tools.genome.duke.edu/generequlation/McPromoté&ara el andlisis de los

motivos y las secuencias régdioras del promotor propigente dicho se emplearon los
programas SignalScaht{p://www.dna.affrc.go.jp/PLACE /signalscan.hjrde la base
PLACE, SoftberryIfttp://linux1.softberry .com/berry.phtjny Matinspector

(http://www.genomatix.de/online_hel@lp_matinspector/matinspector_help.html

Clonado de promotores para su analisis funcional.

Todas las secuencias identificadas copusibles promotores fueron clonadas en
vectores de expresion. Por un lado se clumaen el vector AKK para determinar
funcionalidad de los posibles promotores por bombardeo de hojas de cebolla que se
describird a continuacion.

Por otro lado, las secuencias iden#iflas fueron clonadas en el vector
pPpCR8/GW/TOPO TA (Invitrogen, EUA), que imeite el clonado de productos de PCR,
siguiendo las indicacionesdel fabricante. Este vemt posee resistencia a
espectinomicina para la seleccion en éaas. Dado que el eor pCR8/GW/TOPO

TA (Invitrogen, EUA) utiliza@ no brinda un clonado direccial, fue necesario realizar
PCRs con oligonucleotidos especificos peaala promotor y un oligonucléotido del
plasmido (SP7/T3 o M13F/M13R) para determil@aorientacion eia cual fue clonado

el fragmento. Esta fue la forma de verificaral de las coloniabacterianas obtenidas
poseia el inserto en la oriawston necesaria para realitaposterior recombinacion.

La obtencién de un vector binario con lasusncias deseadas fue necesaria para la
transformacion dé\. tumefacieny posterior transformacion dejidos vegetales. Para
esto se utilizé el vectabatewaypKGWFS7,0 (Karimi y col. 2002), permitiendo mover
secuencias de ADN en multiples vectores parandlisis funciorlay la expresion de
proteinas (Hartley y col. 2000; Landy 1989)..La transferencia basada en la
recombinacién LR de los promotores ocuere el vector pKGWFB&O, rio arriba del
gen reportero de geglucuronidasa.

El vector pKGWFS7,0 posee el geadB (Bernard y Couturier 1992), que permite la
seleccion negativa del mismo da. coli DH5a luego de la recombinacion y

transformaciéon. Cuando ocurre la reconaloidn entre el vector pCR8/GW/TOPO TA
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(Invitrogen, EUA) y el vectopKGWFS7,0, el gen es repfazado por el fragmento de
interés.

Debido a que tanto el vector pCR8/GW/TORFA (Invitrogen, EUA) como el vector
pKGWFS7,0 poseen la resistencia al antibioéispectinomicina, previo a la realizacion

de la recombinacion LR, fue necesariealizar la linealizacion del vector
pCR8/GW/TOPO TA con una enzima de restriccion. De este modo las colonias
obtenidas serian producto de la transfcion con el vector resultante de la

recombinacion LR.

Transformacion transitoria por bombardeo (biolistica).

Se colocaron hojas de cebolla en placas de Petri conteniendo medio MS (MS comercial
con el agregado de 40 g/l derbitol) y se procedié al bombardeo de las mismas con
microparticulas siguiendo el procedimientlescripto por (Cabrera-Ponce y col.
1995)..El ADN plasmidico, purificado mediantelumnas de Qiaprep Spin Plasmid
Miniprep Kit (Qiagen, Alemania), se predd sobre microprogctiles de tungsteno

M10 segun describe (Klein y col988). Se depositaron alicuotas deplq1,66 ug

ADN asociado con 12hg de tungsteno) en cada mamawoier (disco de kapton), se
dejaron secar al aire para remover el etgne utilizaron para bombardear. Se utilizé

una version modificada del cafdn génigoe trabaja segun presion de helio,
originalmente desarrollado p@Sanford 1990). La distarientre la membrana de
ruptura y el disco fue de 1,2 cm. El d¢igji blanco se colocé a 7,0 cm del punto de
lanzamiento y se bombardeé a 600 psi s6lo una vez. La camara fue evacuada a 1
atmoésfera y el tubo de aceleracigas fue presurizado con helio.

Transformacion transitoria de hojas deNicotiana benthamiana.

Para las agroinfiltraciones se cultivaron las célula&gtebacteriuntransformadas con

el plasmido de interés (pKGWFS7,0) a 28°C durante 16 horas en 20 ml de LB con
rifampicina (100 ug/ml), espectinomicina (100 ug/ml) y gentamicina (40 ug/ml). El
cultivo se centrifugd a 4000 rpm 10 min. anperatura ambiente y el pellet se
resuspendio en MES (acido 4-morfolingeiaulfénico) 10mM on acetosiringona

(100mM). Alcanzada una densidad Optica (OD) a 600 nm de 0,5, la suspensiéon se
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incubo 4 horas a temperatura ambiente y skrnén el envés de las hojas con jeringas
sin aguja de 1ml. La coloracion de GUS fealizada entre los 2 4 dias luego de la

infeccion y luego se fotografiaron.

Transformacion estable de plantas de Arabidopsis thaliana vy

confirmacion de transgeénicas por PCR.

Plantas deA. thaliana(Col-0) fueron transformadas pel método de inmersién floral
(Clough y Bent 1998) con una solucion Aetumefaciens&sV3101 transformada con

los vectores binarios recombinantes espondientes a los distintos promotores
(prHaAP10, prHaFAD2-1, prHaOLE y pr35S). Las semillas cosechadas se
seleccionaron placas con medio MS ca&anamicina (50g/ml). Las plantulas
heterocigotas resistentes a la selecciGrdn transferidas a macetas y crecidas en
invernaculo en las condiciosaormales descriptas anteriormente hasta obtener la T2.
Las plantas fueron autofecundadas pors dgeneraciones hastobtener lineas
homocigotas seleccionadas cosaodescribié anteriormente.

Las plantas transgénicasefon confirmadas medianteCR detectando el inserto
transformado utilizando los oligonuclédts GUS1205 y GUSlow para amplificar un
fragmento correspondiente al gen depkglucuronidasa. Como control interno se
amplificd un fragmento del gen de Actina-hdos oligonucléotidogspecificos Actin-

2Up y Actin-2Low.

Deteccion de la proteina reportergd-glucuronidasa (GUS) mediante el

método colorimétrico.

La tincién histoquimica de la actividad GW® realizdé siguiendo el procedimiento
descripto por (McCabe y col. 1988) utilimbo X-Glu (5-bromo-4hloro-3-indolyl-3-
Dglucurdnido) como substrato. Los explanéoanalizar se colocaron en placas de Petri
de 6 cm de diametro y en placas de 6 ljmssdependiendo la muea a analizar y se
cubrieron con solucion GUS [X-Glu (0rag/ml), Na2PO4H2 (100 mM), EDTA (10
mM), ferrocianuro de potasio (5mM),rfecianato de potasio (5mM), Tritdbn X-100
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(0,1%), pH 7]. Luego, se incubaron a 37°Catte 18 hs y se observoé la presencia de
un precipitado azul sobre el tejido.

Para muestras o tejidos con clorofila salizaron varios lavadoson una solucién de
etanol 70% para aumenglrcontraste y detectar ¢mloracion azul de GUS.

Para la adecuada visualizacién de las sesngdka realizd un protocolo modificado de
clarificacion utilizando medidloyers (agua destilada, gomalaiga, hidrato de cloral y
glicerol) (Stangeland y Salehian 2002). Luelgola tincién las semillas fueron fijadas
en etanol/acido acético (1:1) duranteb dhoras, enjuagadas con etanol 100% vy
clarificadas con una solucidhe hidrato cloral (80g de diato cloral; 20ml de agua

destilada y 10ml de glicerol) durante 18 hs.

Deteccion de la proteina reporterg -glucuronidasa (GUS) mediante el

meétodo fluoromeétrico.

La medicion flourométrica cuantitativa eactividad GUS se realizo siguiendo el
procedimiento basico usando MU D-hidrato glucoronidofluka, BioChemika, UK)
como sustrato (Jefferson y col. 1987)cita técnica fue adaptada para emplear
mediciones autométicas de la actividad enzimética en microplacas de 96 pocillos
empleando un espectroflorimetro Spectra®I&EMINI EM (Molecular Devices
Corporation, Sunnyvale, CA, USA). Los dafasron analizados utilizando el programa

SoftMaxPro5 lattp://www.moleculardevicesom/pages/software/softmax.hjmlos

andlisis estadisticos de los datos fuesalizados con la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis (Infostat, version 2008, GrupdoStat, FCA, Universidad Nacional de
Codrdoba, Argentina).

Transformacion estable de plantasde lechuga y confirmacion de

transgénesis por PCR.

Para el estudio de la expresiéstable del gen pertero de Ig3-glucuronidasa con los
distintos promotores se realizaron ensayos de agroinfeccion de lechuga. La
agroinfeccion se realizo utibndo el protocolo de (Curtig col. 1994; Davey y col.
2002) con modificaciones (Radonic, 2010).
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La desinfeccion de las semillas se raalpor sucesivos lavados. Primero con agua
estéril, luego con alcohol 70 % durante 16eguido de dos enjuagueon agua estéril,

y con lavandina (20 %) durante 15 min. ygaese las enjuag6 por lo menos 7 veces con
agua estéril. Finalmente se colocaron en una solir#d (20 mL/L) con MgGl (0,05
mg/mL) a 4°C en oscuridad ON.

Las semillas se colocaron en placas Riri con medio MS1/2 durante 48 h en
penumbra y a 23°C en camara de c¥argatile environmental test champ&anyo
Electric Co, Japon). Posteriormente sedificaron las condiciones a 16 h de luz.

La cepa utilizada fue LBA4404 transformactan los plasmidos pKGWFS7 y pDZ con
los distintos promotores a evaluar. El mdtse realizé en placas de medio MMA con
rifampicina (100 mg/l) y kanamicina (50 mgé)28°C durante 48 Ikl dia de corte se
inicié un cultivo en medio MMAiquido a partir del total de las bacterias desarrolladas
en placa a 28°C con agitaci®hékerC25KC, New Brunswick, EUA) hasta una R@

de 0,2-0,5 (DU-6%pectrophotometeBeckman Instruments, EUA).

Cuando los cotiledones estuvieron bierpandidos (10 dias aproximadamente), se
cortaron separandolos y realizandoles pequaftdsiones. Luego se los colocé con la
cara abaxial herida hacia abajoptacas de medio UM sélido por 24 h.

Los explantos se transfirieron a placas?eééri con UM liquidacon acetosiringona (58,8
mg/L) y una dilucion 1/20 de las agrobagser Se realizé agitacion manual muy suave
por 10 min, se dejaron secar sobre papel de fistéril y se transferon a placas con
medio UM solido con acetosiringona (58,8 mg&é. colocaron en pembra en camara
de cria a 23°C durante 48 h.

Luego del cocultivo los explantos se tramsfon a placas de Petri con medio SIM. A
los 7-10 dias se transfirieron a placesn medio Regeneracién de lechuga con
kanamicina (50 mg/L). Se repitieron los pasajes en placa cada 10/14 dias, hasta que se
formaron brotes y luego seatrsfirieron a frascos dedrio. Este proceso requirid
aproximadamente 6 a 7 meses.

Cuando los brotes presentaron un tamadecuado se los separé del callo y se
transfirieron a medio de enraizamierfdS con &cido 1-naftalenacético, ANA, 0,1
mg/L)

Aquellos brotes que mostraron un desaoralidicular adecuado, se llevaron en sus
recipientesin vitro al invernaculo para una prdiatatacion a las condiciones de
temperatura y fotoperiodo de dicha areaedas de 3-7 dias, las plantulas fueron

trasplantadas a macetas de 350 ml con una mezcla comercial conteniendo turba, perlita
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y vermiculita Fafard Mix N°2, Conrad Fafard, EUA). Ldkres fueron cubiertas con
bolsas de tela y se recolectaron las semillas obtenidas.

Las transgénicas fueron confirmadas mediante PCR detectando el inserto transformado
utilizando los oligonucléotidos GUS120b GUSIow para amplificar un fragmento
correspondiente al gen de flaglucuronidasa. Como contrinterno se amplifico un
fragmento del gen de Actina-2 con loggolucléotidos especificos Actin-2Up y Actin-

2Low.

Medios de Cultivo

Las sales, drogas, antibidticos y medios cdédtivo utilizados fueron de las firmas
Sigma-Aldrich y PhytoTechnology Labs, EUéxcepto las especificadas en el texto.
Los medios de cultivo fueron autoclavadhsante 20 min. a 1,5 MPa. Las soluciones
de antibidticos o de drogas termolabiles fueesterilizadas porlfiacion en filtros de

de 0,2um (Millipore, Inglaterra).

Cultivos Bacterianos

LB (Luria Bertani): Extracto de levadura 5 g/L; Battiptona (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; MgS£7H,O 0,2 g/L; Glucosa 2 g/L. pH 7. Para medio sélido:
Agar Tipo A 10 g/L.

AIM: K;HPQO, 10,5 g/L; KHPO, 4,5 g/L; (NH).SOy 1 g/L; Citrato de sodio dihidrato
5 mg/L; MgSQ.7H,O 4,06 ug/L; Glucosa 2 g/L; Glierol 5 mL/L. pH 6,5-7.

Conservacion en oscuridad.

Cultivos Vegetales

MS (Murashige Skoog) 1/2:MS Sales 2,15 g/L; Sacarosa gA.; Agar Tipo A 8 g/L.
pH 5,7.
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MS Vitaminas: Glicina 2 mg/L; Miohositol 100 mg/L; Acido nicotinico 0,5 mg/L;
Piridoxina HCI 0,5 mg/L; Tiamina HCI 0,1 mg/L.

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

UM: MS Sales 4,3 g/L; UM Vitaminas 10 mL/L; Hidrolizado de caseina o triptona 2
g/L; Sacarosa 30 g/L; Para medio sélidgar Tipo A 8 g/L. pH 5,7. Adiciones luego
de la esterilizacion por autoclavado: dari2,4-diclorofenoxiacético 2 mg/L; Kinetina

0,25 mgl/L.

Regeneracion:MS 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 esterilizacion por aat@do: 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/Bacarosa 30 g/L; Agar Tipo A: 8 g/L;
Tiamina HCI 1 mg/Lirans-zeatina 2 mg/L; Timentina 250 mg/L.
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|ldentificacion y caracterizacion de genes candidatos de

expresion especifica en semillas de girasol.

Identificacidon de genes candidatos

El primer objetivo planteado essta tesis fue la identfacion de genes candidatos que
presenten expresion semilla-especifica coiineatle aislar sus seeuncias promotoras a

partir de informacién disponible en forma publica. El primer seleccionado para su
estudio fue el gen HaAP10 quedifica para una proteina densferencia de lipidos

(Lipid Transfer Protein o LTPde girasol (N° Acceso AF52920Xkuya expresion es
especifica de semilla seca segun se describe en el trabajo de (Regente y de la Canal
2003). Como material de partida para laleacion de los perfite de expresion se
utilizé un plasmido que contiene el ADNc dieho gen, el cual fue cedido por la Dra
Laura de la Canal.

Por otra parte y atendiendo a que el laboratorio cuenta con un banco local de ESTs
organo especificos de girasol (Fernandezly 2@03), se decidid evaluar la expresion

de un EST que codifica para una posible IpBlPa determinar su patron de expresiéon en
distintos tejidos y verificar si es especifide semilla. Este EST en particular, EF502,
proviene de una coleccion de ADNc subdivacde flor temprana (EF:Early Flower).

Se disefaron oligonucledtidos para i la técnica de 5’RACE que permitio
amplificar el ADNc completo del gen corresgliente a una posible LTP no especifica
(HansLTP) (Tabla de Oligonleotidos inciadores en Nkriales y Métodos). La
pertenencia de dicho gen a la familia de las LTPs fue confirmada mediante analisis
comparativos realizados con el progealBLASTN y BLASTX contra secuencias
publicas. Posteriormente se utilizé el ADNargueto obtenido (Figura 1) para realizar

los estudios de expresion.
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PolyA Signal

5 UTR
1 LTP 1

3'UTR

5'RACE

HansLTP
547 pb

Fig 1. Esquema del ADNc completo del gen HansLTP de girasol. La figura muestra
laregion que fue amplificada mediante la técnica de 5' RACE.

En una segunda etapa, se realizaron busquatihograficas de genes que se expresan
en semilla u 6rganos reproductivos de gitakos genes candidatos resultantes de las
basquedas fueron el gen HaFAD2yle codifica para unaedto desaturasa (N° Acceso
AY800244-45) (Manmnez-Rivas y col. 2001) de girasol y un gen que codifica para una
oleosina de girasol (HaOLENC® Acceso X62352) (Cummins y Murphy 1992) para los
cuales se reportd expresion en embrionedesarrollo y semilla seca. Sobre estos genes
candidatos se disefaron oligonucleotidos panglificar sus ADNgor PCR a partir de
ADN gendmico (Tabla de Oligonucleotidosciadores en Matesies y Métodos).

A pesar de que ya se ha descripto elgmatle expresion de la mayoria de los genes
seleccionados, en todos los casos se teaha caracterizacion molecular exhaustiva de

sus patrones de expresiontatemporal como espacial.

Caracterizacion de genes candidatos

Una vez elegidos los genes candidatos seeplio a la colecta y extraccion de muestras
de tejido de la planta de girasol para podalizar los estudios de expresion a nivel
transcripcional.

Se extrajo ARN de hoja en estadio V2 (pldatde 2 hojas verdaderas mayores a 4 cm.),
hoja y tallo de plantas maduras y érgameproductivos en estadios tempranos del
desarrollo (R1-R4) segun (Scheneiter y Mill981). Estas extracciones de ARN se
realizaron utilizando el reactivo Trizol (litkogen) segun el protocolo del fabricante.
Sin embargo para tejidos como semilla, raiz y capitulos post floracion (R5-R6)
(Scheneiter y Miller 1981), esmétodo no resultd eficiendebido a los altos niveles de

polifenoles y carbohidratos que co-precipitzon el ARN (Salzman y col. 1999). Por
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ello se recurrid a un método que utiliza P&@Ruble y precipitacioigon cloruro de litio,
descripto en materiales y métodos, (Salzmaol. 1999) con el cual se logré obtener
ARN de alta calidad y en concentraciones addas para la realizacion de los northern
blot. No obstante, cabe destaque se presentaron difitades en las extracciones de
ARN con el método de Salzman. Se observ® para fenoles edibbirados a pH acido

(6) la pureza del ARN, en relacién a la tidad de ADN, era mayor que la obtenida al
utilizar fenol pH basico (8). Esto es portante en estudios de RT-PCR y Real Time
PCR donde pequeiias trazasAd@N pueden contaminar las mstras y generar falsos
positivos, requiriendo de la aplicacion de tratamientos mas exhaustivos.

Se realizaron estudios @gpresion por RT-PCR de losgénes candidatos en algunos

de los tejidos extraidos pavatener un primer perfil de psesion. Como se observa en

la Figura 2, no se detecté amplificacion les tejidos vegetativos (hoja y tallo de
plantas maduras) para ninguno de los 4 genes. Los genes HaAP10 y HaOLE
presentaron expresion Unicamente en semilla, mientras que HaFAD2-1 y HansLTP
también lo hicieron en los estadios whuctivos tempranos. Sin embargo, como se
observa en la figura la expresion en sendh gen HansLTP es mas débil que en los
otros estadios.

Cuando se realizo el Northern blot cependiente a este gen se observo expresion
entre R1 y R4y no en semilla (Figura 3), por lo que se decidi6 no realizar el aislamiento

de su region promotora.

HaFAD2-1
HaOLE
HansLTP

Actina

Fig 2. RT PCR de los genes candidatos en distintos tejidos de girasol. Se
utilizo Actina como control de los ADNc y ADN gendmico y plasmidico
como controles de PCR
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Fig 3. Northern blot del gen HansLTP en distintos estadios. 10ug
de ARN de los diferentes tejidos fueron hibridizados con una
sonda radioactiva correspondiente al gen HansLTP. Como control
de siembra se indican las bandas correspondientes al ARN
ribosomal 28S tenidas con bromuro de etidio.

Posteriormente se realizarorsagios de northerndt incluyendo muestis de tejidos de
raiz y de hojas (plantas en estadio Vaki como mas estadios de los 6érganos
reproductivos (R4-R6) con el fin de obtemesis detalle del patréie expresion de los
genes. La Figura 4 muestra el perfil dgresion de los genes HaAP10, HaFAD2-1 y
HaOLE en ensayos de northern blot. Tagltgen HaAP10 como el HaOLE presentaron
expresion Unicamente en semilla, coineitio con los ensayos de RT-PCR, mientras
que para el gen HaFAD2-1, también se obsergesion en capitulo en estadio R6, en
donde las semillas ya estan formadas doemacion. Este patron de expresion tiene
relacion con lo visto en la RT-PCR, en lakse detecta expresion de HaFAD2-1 en los
estadios tempranos de floracién R2 y R3d®gue la técnica de PCR es mas sensible
gue la de northern blot y permite detegp@quefias cantidades de un transcripto, se
puede inferir que los niveles de expresiinHaFAD2-1 en R2 y R3 deben ser muy

bajos ya que no se pueden d&een el northern blot.

48



Resultados

E
)

>
i
o

-! HaFAD2-1

. ' HaOLE

---‘Hﬂﬂ -..' W — Actina

Fig 4. Northern blot utilizando 10 pg de ARN total de diferentes tejidos y
estadios de girasol. Se utilizo actina como control interno. V2: Hoja de
plantula; R1-R4: diferentes estadios de boton floral, R5-R6: capitulos a

diferentes tiempos de floracion; Semilla: semillas a los 35 dias post
floracion.

Con objetivo de obtener una caracterizad&)mlo especifica mas exhaustiva del patréon
de expresion temporal de los genes, saliah la expresion ddos transcriptos en
semillas inmaduras a distintos dias pastaition, (DPF5; DPF15; DPF25; DPF35) y en
semillas secas (Semilla). Los patrones de expresion evaluados por northern blot
presentaron diferencias en cada gen edalu€ada gen tuvo su maximo de expresion
en diferentes estadios. Pagh gen HaAP10 el nivel maximo de transcripto fue en
semillas DPF 35, para el gen HaFAD2-1 aresemillas DPF15, mientras que para el
gen HaOLE el nivel maximo fue en sensllaecas (Figura 5a), obteniéndose patrones
de expresion temporal diferentes paraaceandidato. En la figura 5b se esquematizan
capitulos de girasol a distintos tiempos pihstacion. La toma de las muestras se
realiz6 tomando las semillas inmaduras da seccion triangular del capitulo como se

muestra en la figura 5b.
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semillas inmaduras

HaAP10
BrEt
506 125 281 03
-. -— HaFAD2-1
BrEt
0 1 04 53 124
HaOLE
BrEt
R5 R6 R7 R9 |

I L

DPF_5 DPF15 DPF25 DPF35 55

Fig 5. (a) Northern blot utilizando 10 pug de ARN total de semillas en
distintos tiempos de desarrollo. Una seccidon de capitulos de girasol
fueron utilizados como fuente de las semillas inmaduras a diferentes
dias post floracién. Las sondas fueron las mismas utilizadas en la
figura 4. Como control de siembra se indican las bandas
correspondientes al ARN ribosomal 28S tefiidas con bromuro de
etidio. (b) Esquema de la seccion del capitulo de girasol tomada para
realizar el ensayo de Northern blot de las semillas inmaduras. Se
observa la progresion radial del desarrollo de las semillas dentro del
capitulo.
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Aislamiento y caracterizacion funcional de promotores

especificos de semilla.

Aislamiento de promotores

En este apartado se describen las distintas técnicas que se utilizaron para aislar los
promotores de los genes que finalmente fuedegidos luego de evaluar su patron de

expresion, asi como el andlisis biaimhatico de las seeuncias obtenidas.

Genoteca de girasol en BACs

La primera estrategia utilizada para aislos promotores fue relevar los genes
candidatos en una genoteca de girasol codstren BACs (Gentzbittel y col., 2002;

CUGI, Clemson University, USAttp://www.genome.clemson.equ/

Los filtros de alta densidad que contiengor duplicado el totade los clones que
componen la genoteca, fueron analizaron tpbridacion con sondas provenientes de
los genes candidatos marcados &h Como se muestra Figura 6 A, cada BAC que
resulté positivo aparece por duplicado con dligposicion determinada en la grilla.
Cada una de estas disposiciones correspande clon BAC diferente los cuales son
identificados en una planilla de feeencia. Se detectaron 23 y 13 clones
correspondientes a las secuencias con similitud a HansLTP y a HaAP10,
respectivamente.

Una vez detectados los clones BAC que potencialmente poseen parte del gen candidato
y Su region reguladora, se analizaron dosibles estrategias para acotar la busqueda
debido a la amplia capacidad de los BAlesnsertar fragmentos entre 100-350 kpb.

Por un lado, se realizaron digestiones ektos BACs positivos con diferentes
combinaciones de enzimas de restriccion eb fin de obtener bandas de tamafios
adecuados para poder ser clonadas en veghar@ssu posterior secuenciacion. Para
poder determinar cual o cuales de lasidas corresponden al gen en cuestién se
volvieron a hibridar con lasoadas en ensayos de Southélot (Figura 6 B). Las
bandas positivas obtenidas eas digestiones correspomdéafragmentos mayores a 3
kpb, y si bien se intent6 cloras repetidas veces los rééados fueron infructuosos.
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Bacs positivos obtenidos mediante -\
bandas positivas ruptura mecanica con el HydroShear.

Clonado de bandas positivas Bibliotecas de BACs unicos

Fig 6. Esquema de la busqueda de clones positivos de una genoteca de girasol en BACs. (A) Filtros de
alta densidad de hibridados con sondas especificas correspondientes a los genes de interés. Se detallan
los clones positivos y la manera de identificarlos. (B) Digestiones de los BACs positivos con enzimas de
restriccion e hibridacion con las mismas sondas especificas en ensayos de southern blot. Las bandas
positivas fueron aislados y clonadas en vectores para su secuenciacion. (C) Ruptura mecanica de los
BACs positivos mediante el equipo HydroShear en fragmentos homogéneos de 2 a 4 kpb para generar
una libreria de BACs Unicos

La segunda estrategia utilizagara detectar los genes catatos dentro de los BACs
fue la ruptura mecanica de los clonpssitivos, utilizando un equipo llamado

HydroShear que sonica el ADN, fragmertélo uniformemente entre 2 y 4 kpb para
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clonarlos y generar una biblioteca artpade un uUnico BAC (Figura 6 C). Los
fragmentos fueron clonados en el vedRiWos Blue(GE Healthcare) siguiendo los
protocolos recomendados porfabricante. Se intentd generar la biblioteca repetidas
veces obteniéndose no mas de 50 colonias en cada transformacion, de las cuales
ninguna contenia el inserto deseado, cmago con un namero de 100 colonias y un
porcentaje de transformantes del 75%ap®NA control utilizado, por lo que se
concluyo que el protocolo de ruptura dsan HydroShear no fue satisfactorio.

Cabe mencionar que las sondas de loegdélaFAD2-1 y HaOLE no fueron ensayadas
en estos experimentos debido a un cambiedstiategia al momento de realizarlos. De
igual manera, se debe destacar que estosiegreos fueron realizados a la par con los
de caracterizacion de los genes candidgbos, lo que al momento de realizar la

busqueda de los promotores ndiabia descartado el gen HansLTP.

Genome Walker

En forma alternativa al émgue anterior, se evalud lastrategia de caminado
cromosoémico utilizando el kit Genome WalkérUniversal Kit (Clontech, USA)
descripto en la seccion de Mastes y Métodos (Figura 7Este sistema permite generar
4 bibliotecas de ADN genomico digerido corfedéntes enzimas de restriccion que dejan
extremos romosDral (DL1), EcoRV(DL2), Pvull (DL3) y Stul (DL4). Luego de las dos
rondas de amplificacion se obtuvieron banddsrenciales en varias de las librerias
para cada gen. Como control se realizaaoplificaciones empleando s6lo uno u otro
de los iniciadores de la segunda ronda, asi como reacciones cdestgaplado. En la
Figura 8 se muestran los geles corresporids a la primer y segunda ronda de
amplificacion para cada gen.
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ADN Gendmico

. ADN dlgerido con enzimas de restriccion
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v

Clonar los productos y secuenciarlos

Fig 7. Esquema del protocolo del kit Genome Walker. El gel muestra un
resultado tipico generado por el kit. GSP representa a los
oligonucledtidos especificos

De todas las bandas diferenciales identifisa@marcadas con numeros) se aislaron,
clonaron y secuenciaron algunas de ellas.

Para los subsiguientes experimentos soltugeron en cuanta aquellas bandas que al
analizar su secuencia tuvieron homologdm ¢a region 5 del gen correspondiente,

incluido el oligonucléotidos iniador utilizado en la segunda ronda de amplificacion.
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HaAP10

1A 2A 3A 4A 5A M 6A 7A B8A 1B 1B' 2B 2B' 3B 3B'4B 4B' 5B M 6B

HaFAD2-1

1A 2A 3A 4A 5A M 6A TA BA 1B 1B’ 2B 2B' 3B 3B' 4B 4B' M

HaOLE
1A 2A 3A 4A 5A M 6A 7A 8A 1B 1B' 2B 2B’ 3B 3B' 4B 4B' M 5B 6B

Fig 8. Fotografias de |a técnica de caminado cromosomico utilizada para aislar las
secuencias reguladoras de los genes candidatos. Los geles de la izquierda
corresponden a los productos amplificados de primera ronda de PCR con los iniciadores
AP1 y los especificos para cada gen. (1A-4A). amplificaciones de las cuatro librerias de
ADN. 5A: control negativo sin templado. 6A: control positivo de una libreria construida en
paralelo a partir de ADN humano amplificada con iniciadores provistos por el kit. 7A:
control negativo sin libreria de ADN humano. 8A: control positivo de una libreria
preconstruida provista por el kit. Los geles de la derecha corresponden a los productos
amplificados de la PCR anidada con los iniciadores AP2 y los especificos para cada gen
utilizando como templado el producto de la primera PCR. (1B-4B): amplificaciones de las
cuatro librerias de ADN. (1B-4B'): amplificaciones de las cuatro librerias utilizando solo
el iniciador AP2. 5B: control negativo utilizando como templado el producto de 5A. 6B:
control positivo utilizando como templado el producto de 6A.

Promotor HaAP10
Se aislaron las 4 bandas marcadas erglar&i8 correspondientes al gen HaAP10 con el

kit Qiaex Il. Debido a que la concentracide las bandas purificadas fue insuficiente
para su secuenciacion directa, se clonammrel vector PCRII-TOPO y se secuenciaron

previa confirmacion del correctoarlado por restriccion enzimatica.
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De las cuatro bandas aisladas solo la 3 no padolonada y secuenciada. Al analizar la
secuencia del clon correspondiente a la banda 1 se obtuvo una secuencia de 1131pb, de
las cuales 170 pb correspondian al gen HaAR&@iyendo el 5 UTR, el ATG y la
secuencia del iniciador LTP5@acon el que fue realizada segunda ronda de PCR,
mientras que el resto de la secuande 964pb era desconocida y no presentaba

homologia relevante en lasdes de datos de nucledtidos.

Promotor HaFAD2-1
Se aislaron las 4 bandas marcadas dfigara 8 correspondientes al gen HaFAD2-1

con el kit Qiaex Il. En este caso,sldandas fueron clonadas en pGEMt-Easy y
mandadas a secuenciar previa cordiciton del correcto clonado por restriccion
enzimatica. Nuevamente, las bandas rdayor tamafio no pudieron ser clonadas
mientras que las bandas 2 y 3b fueron desay secuenciadas. Al analizarlas se
obtuvieron secuencias de aproximadamed@0 pb para la banda 2 y 700pb para la
banda 3b la cual estaba incluida enbknda 2. Del total de la secuencia, 69 pb
correspondian a una parte del 5’UTR del gen HaFAD2-1 que incluia la secuencia del
iniciador FAD2gw2 con el qu&ue realizada la gginda ronda de PCR. El resto de la
secuencia de 867 pb no presentaba hommloglievante en las bases de datos de

nucledtidos.

Promotor HaOLE

Se aislaron las 4 bandas marcadas en lad&@eorrespondiented gen HaOLE con el

kit Qiaex Il, las cuales fueron clonadas erEp@-Easy. A pesar de vias intentos solo

se pudo clonar y secuenciar la bandd.2.secuencia obtenida fue de 660pb de las
cuales 80pb correspondian al gen HaOLEe docluia la secuencia del iniciador
OLEgw3 con el que fue realida la segunda ronda de PCR. El resto de la secuencia no
presentaba homologia relevante endases de datos de nucledétidos.

Debido a que el promotor aislado possdamente 577 pb y no gaidieron clonar las
bandas de mayor tamafo, se decidi@lizar un nuevo ensayo de caminado
cromosémico con dos nuevos iniciadores a partir de la nueva secuencia 5’ aislada
(OLEgw4 y OLEgw5). En la Figura 9 se @lpga el gel corresporghte a la segunda
ronda de PCR en la cual se observandha diferenciales, que fueron aisladas y
clonadas en PCRII-TOPO. Se realizaron numerosos intentos para obtener clones

positivos de alguna de esthandas. Finalmente se logré clonar la banda 3, que fue
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secuenciada obteniéndose 1400pb extras.sé@uencia analizada solapaba con la
obtenida anteriormente pudiéndose armar aamtig de 1838pb de la region 5’

reguladora del gen HaOLE.

HaOLE

1B 1B’ 2B 2B'3B 3B’ 4B 4B M 5B 6B

Fig 9. Fotografia de la técnica de caminado
cromosémico para ampliar la secuencia reguladora
del gen HaOLE. (1B-4B): amplificaciones de las
cuatro librerias de ADN. (1B-4B’). amplificaciones
de las cuatro librerias utilizando solo el iniciador
AP2. 5B: control negativo sin templado. 6B8: control
positivo utilizando como templado una libreria de
ADN humano.

Analisis bioinformatico de los promotores

Las secuencias rio arriba de los gemandidatos que no presentaron homologia
relevante en bases de datos nucleotidioason caracterizadas bioinforméaticamente.
Primero se determinaron los posibles sitios de iniciacion de la transcripcion,
denominado +1, empleando un programa daalipcion de secueras de promotores
eucariotas (McPromoter). También seeritificaron secuencias correspondientes a
posibles TATA Box, CAT Box y motivos espificos utilizando diversos programas y

bases de datos.

Promotor HaAP10
Los analisis sugirieron la estencia de tres posibledies +1 ubicados a 436, a 22y a

40 pb rio arriba del codén de iniciacion ke traduccion. Temindo en cuenta las
distancias y la secuencia de cDNA reportadadeterminé que éércer sitio era el
correcto. Asimismo, se identificé una senaia correspondiente a un motivo TATA a
25 pb rio arriba del +1 seguido de un posihtgivo CAAT a 321 pb rio arriba del +1.
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A fin de identificar potenciales elementos regulatoriosigrse llevo a cabo un estudio

in silico de la secuencia. Acorde a la basaldms y al sitio PLAE (Higo y col. 1999)

se identificaron numerosos elementos regul@s muchos de los cuales estarian

involucrados en activacion especifica emsia. La Tabla 1 muestra un resumen de los

motivos conservados tipicos de promotoass como de los motivos especificos de

expresion en semilla. Cabe mencionar que también fueron encontrados motivos

relacionados a induccién por auxinas y gibeas relacionadoson el desarrollo de

semillas y embriones.

Motivos detectados en

Posicion del

Motivos Consenso el promotor HaAP10 motire Referencias
Elementos frecuentes
TATA Box CTATAWAWA CTATAAAA 2510 20 {F°:dg%§)°°"
CCAAT Box CCAAT CCAAT 321 10 317 (F°'1"993§}°°'-
Elementos especificos
de semilla
(ACE) ACGT <ontaining
element endosperm- GTACGTG GTACGTG -723 to 717 Wuy col. 2000)
specific
Wuy col. 2000)
AACA motif, endosperm- AACAAAC -260 a -254 (Yoshihara y col.
specific RACAAAG AACAAAC -336 a -330 1996)
S
Sh1 Box, Maize TGAATG TGAATG 551 a 546 1999)
TGAATG -835a -830
CATCTG -64 a-58
E-Box, sarage-protein, CANNTG CACTTG -98 a-93 (Stalberg y col.
oilrape CAAATG -445 a -440 1996)
CACTTG -f67a-762
SEF4 binding
; ATTTTTA -83 a-76
site;soybean embryo RTTTTTR GTTTTTG 4502 -144 (Allen y col. 1988)
factor, seed
Elementos ABRE,
GARE
binding core bZIP, ABA ACACNNG ACACTTG 99 a-93 (Kimy col. 1997)
response
similar to ABRE ACGTGTC ACGTGTC 588 a -582 {Ogaz‘ggg’)m"
GARE TAACAAA/G TAACAAA 647 2 -641 (ngggg) ol
Pyrimidime Box, (ABRE TTTTTTCC TTTTTTCC 564 -557 (Cercos y col.

and GARE)

1989)

Tabla 1. Motivos putativos en la secuencia del promotor HaAP10

Promotor HaFAD2-1

En cuanto al promotor HaFAD2-1 el misraondlisis de prediccion del +1 identificé dos

posibles sitios a 3015 y 2216 pb rio arribaamdon de inicio de la traduccion. Estas

distancias tan grandes sebde a que el gen HaFAD2-1 (y en general muchas oleato

desaturasas de otras espsgiposeen una region 5ugnextensa de 1808 pb, llamada

5'UTR intron. En este caso, segun las dgty la secuencide ADNc se determind
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que el segundo sitio era elroecto. Luego se identifican el motivo TATA a 30 pb rio
arriba del +1 y un posible motivo CAA®R 77 pb del inicio de la transcripcion.
Nuevamente se realizaron los estudiossilico de la secuencia y se identificaron
motivos especificos de expresion en semM&jos de los cuales eran compartidos por
el promotor HaAP10. La Tabla 2 muestrareéumen de los motivos conservados y

especificos para promotor HaFAD2-1.

2 Motivos detectados en Posicién del =
Motivos Consenso el promotor HaFAD2-1 itive Referencias
Elementos frecuentes
TATA Box CTATAWAWA TATATAA -302-24 (F°'1d:8§}°°"
CCAAT Box CCAAT CCAAT 77a-73 {F"’fggg)‘m L
Elementos especificos
de semilla
(ACE) ACGT-containing
element endospem- GTACGTG GTACGTG -811 a 805 (Wu y col. 2000)
specific
5 {(Wu ycol. 2000)
AACA motif, endospem- AACAAAC -159 a -153 ;
specific ARG AACAAAC -681 a 675 W““;’gg}* el
(Muller y Knudsen
GCN4 motif, endosperm- 1993) (Wu y col.
specific, seed, storage TGA(C/G)TCA TGAGTCA -626 a 621 2000)
protein (Yoshihara y col.
1996)
; (D' Aoust y col.
Sh1 Box, Maize TGAATG TGAATG -168 a -163 1999)
. CAAGTG -106 a-100
E-Box, stqlrag&protem. CANNTG CAAATG 331 a -326 (Stall:gg%y cal.
glitaps CATGTG 547 a-542 )
SEF1 binding site,
soybean embryo factor, ATATTTAWW ATATTTAAA -400 a -391 (Allen y col. 1989)
seed
SEF4 binding
. ATTTTTA -673 a 667
site,soybean embryo RTTTTTR GTTTTTA 800 a.794 (Allen y cal. 1989)
factor, seed
Elementos ABRE,
GARE
binding core bZIP, ABA ACACTTG -134 a-128 ;
response AN ACACTTG -186 a -180 USwT 0oL, 1997)
Pyrimidime Box, (ABRE 3 (Cercos y col.
and GARE) TTTTTTCC TTTTTTCC 346 a -339 1999)
Pyrimidime Box GARE CCTTTT CCTTTT -287 a -282 (M°1”9‘ag J }°°"

Tabla 2. Motivos putativos en la secuencia del promotor HaFAD2-1

Promotor HaOLE

Se realizé el mismo analisis de prediccion del +1 bioinforméaticamente arrojando solo

un posible sitio. Sin embargo, en este casse pudo comparar por distancias ya que

no se contaba con la secuencia completa del ARNm en las bases de datos disponibles.
Es por ello, que se procediGealizar la técnica de 5’RACEon el fin de identificar el

+1 experimentalmente. Se determiné quda secuencia depositada le faltaban dos
codones, incluido el ATG de inicio de lamscripcion y el 5 UTR de 8 pb. En este
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caso, el +1 predicho por el analisis hiormatico no coincidié con el identificado
experimentalmente el cual esta a 8 plbsd® de inicio de la traduccion.

Una vez mas, se identific6 un elementoTPRArio arriba del +1 y el Gnico motivo
CAAT encontrado se ubicaba a 833 del sitio de inicio de l&anscripcion. El andlisis
de motivos o elementos regulatorios arrggrios motivos relacionados a expresion

especifica en semillas. La Tabla 3 muestra los motivos encontrados.

2 Motivos detectados en Posicién del =
Motivos Consenso el promotor HaOLE wtive Referencias
Elementos frecuentes
TATA Box CTATAWAWA TATATAA -322-26 (F°r1d:8§}°°"
CCAAT Box CCAAT CCAAT 77a-73 (F"’fgsg}“"-
Elementos especificos
de semilla
Amylase Box TATCCAT TATCCAT 202 2-196 ‘H“"j‘;gsy} e
. (Wu y col. 2000)
AACA motif, endospem- GTTTGTT -570 a -564 ;
specific ANEANME AACAAAC -1500 a -1494 (Y"Sh;gg}y col.
(Muller y Knudsen
GCN4 motif, endosperm- 1993) (Wu y col.
specific, seed, storage TGA(C/G)TCA TGACTCA -1743a-1737 2000)
protein (Yoshihara y col.
1998)
; (Hudsony col.
CACg_TE‘fQ e CACGTG CACGTG 68a-64  2003) (Menkens y
col. 1995)
(CA)n element CNAACAC CGAACAC -1026 a -1020 ‘Eé'glrfggg") y
CATATG -509 a -504
E-Box, storage-protein, CANNTG CATGTG -820 a 815 (Stalberg y col
oilrape CAGCTG -1042 a -1037 1996)
CATCTG -1063 a -1058
Pmolamine Box TGCAAAG TGCAAAG -96 a -90 (Wu y col. 2000)
2 st CATGCA CATGCA -982-93 (Ba“";g;)" 2ol
SEF4 binding
site,soybean embryo RTTTTTR TAAAAAT -1486 a -1480 (Allen y col. 1989)
factor, seed
Elementos ABRE,
GARE
similar to ABRE ACGTGTC ACGTGTC .67 a -61 ‘Ogazgg;’}c""
Opaque 2-binding site i J (Lanahan y col.
(GARE) GATGAYRTGG CCATGTCATC 81a-72 1992)

Tabla 3 Motivos putativos en la secuencia del promotor HaOLE

Ensayos de expresion transoria mediante bombardeo

Con el objetivo de realizar un analidisncional y comprobar que las secuencias
aisladas correspondian a regigmeomotoras, se disefiaronciadores especificos para
amplificar la secuencia correspondiente s pwomotores sin inglr la secuencia del

adaptador en el 5" ni el ATG en el 3’, ehténdose las secuencias unicas y especificas

60



Resultados

de los posibles promotores. Estas sacias fueron denominadas PrHaAP10,
PrHaFAD2-1 y PrHaOLE., las cuales fueronnddas en el vect&KK, rio arriba del
gen reportero que codifica para la enzfpaglucuronidasa..Ademas de los vectores con
los promotores clonados, se utilizaronmeo control positivo el vector AKK con el
promotor 35S del virus del mosaico del dolify como controles negativo el vector

vacio (Figura 10).

v G uwdAa ] [TNos |

Fig 10. Esquema de los casetes de expresion de los plasmidos aptos para
bombardeo génico. AKK::PrHaAP10, AKK::PrHaFAD2-1,
AKK::PrHaOLE: construcciones portadoras de los posibles promotores
aislados en el esqueleto del plasmido pAKK1431. v/v:
construccion control carente de secuencias promotoras (vector vacio);
AKK::358: construccion control portadora del promotor doble 35S.

Se realizaron ensayos de expresion ttana con los plasmidos resultantes, por
bombardeo de hojas de ceboilafue posible detectar laxpresion de la proteina
reportera para los 3 promotores (Figura, tbnfirmandose que las secuencias aisladas

correspondian a regiones promotoras funcionales.
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Fig 11. Ensayos de transformacion transitoria en hojas de cebolla con los promotores HaAP10,
HaFAD2-1 y HaOLE. Se observa tincion en los tres casos con distintas intensidades. El promotor
35S y el vector vacio se muestran como control positivo y negativo respectivamente.
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Ensayos de agroinfiltracion de hojas deNicotiana

benthamiana.

Con el objetivo final de caractear las regiones promotoras vivo, los promotores
PrHaAP10, PrHaFAD2-1, PrHaOLE fueron cldoa con el sistema Gateway utilizando
el vector pCR8/GW/TOPO TAUna vez obtenidos los plaglos se recombinaron con
el vector binario pPKGWFS7,0 apto parattansformacion estable. Las construcciones

resultantes se esquematizan en la Figura 12.

LB

i _ — wosn |
LB

B _ _ NaesE |
LB RB
§ _ — wos | |
LB

& _ _ esE |
LB RB
i _ vV T wdA ] [TNesT| |
Fig 12. Esquema de los elementos presentes en los plasmidos binarios entre ambos bordes.
pKGWFS7PrHaAP10; pKGWFS7PrHaFAD2-1; pKGWFS7PrHaOLE: construcciones
portadoras de los promotores de los genes HaAP10, HaFAD2-1 y HaOLE en el esqueleto del
plasmido pKGWFS7. Las construcciones controles son: pKGWFS735S, portadora del
promotor 35S y V/V carente de secuencias promotoras (vector vacio). LB y RB corresponden a

los bordes izquierdo y derecho reconocidos por las agrobacterias para la recombinacion en el
genoma de la planta.

Para verificar la integridad de los mismos se transformaron agrobacterias de la cepa
GV3101 y se llevaron a cabo ensayts agroinfiltracion en hojas dMicotiana
benthamiana Se realizé un esquema de agroinfiltracion utilizando los promotores a

evaluar junto con sus controles la misma hoja (Figura 13).
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v/v (vector vacio)

MES promotor 35S

{/

v/v (vector vacio) \*tr\ promotor HaFAD2-1

MES A promotor 35S

v/v (vector vacio) promotor HaOLE

Fig 13. Ensayo de transformacién transitoria en hojas de N.
benthamiana con los promotores HaAP10, HaFAD2-1 y HaOLE en
vectores binarios. El promotor 35S se utilizé como control positivo,
mientras que el vector vacio y una solucion de MES como controles
negativos.

Caracterizacion espacial y tempoal de los promotores en el

sistema modeldArabidopsis thaliana.

En esta seccion se realizo la caraztarion funcional de los promotores HaAP10
y HaFAD2 y se avanzé en la obtéin de plantas transgénicas Alebidopsis

homocigotas para gromotor HaOLE.
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Con el fin de estudian vivo la expresion dirigida por $garegiones promotoras de los
distintos genes candidatos se obtuvieroanfals transgénicas del sistema modelo
Arabidopsis thalianautilizando las construcciones degtais en la seccion anterior
(Figura 12). Luego de los ensayos dansformacion y la seleccion en medio con
antibiotico, varias plantulas fueron pasadaserra para generar plantas homocigotas
como se describié en la seccion de Mates y Métodos. Asise obtuvieron lineas
estables para cada promotor a evaluaruyesido los controles 35S y v/v. La presencia
del gen de laB-glucuronidasa fue confirmada mediante PCR en todas las lineas
transgénicas. Para los suhpsentes ensayos de expresion fueron utilizadas dos lineas
homocigotas para el promotor HaAP10, dos para el HaFAD2-1, dos para el control 35S
y dos para el vector vacio.

En primer lugar, se detectd la expresionlaeroteina reportera mediante el método
colorimétrico en plantulas a diferentes egiadile desarrollo vegetativo hasta planta
adulta en estadio 5.10 (Boyes y col. 200@hmo se muestra en la Figura 14 las
plantulas de las lineas HaAP10 y HaFAD2d presentan coloracion de la proteina
reportera mas alla del estadio 1.02 y soldosncotiledones. Por otro lado, como era
esperado, las lineas 35S mostraron tinciomodas las fases del desarrollo vegetativo
mientras que las lineas convelctor vacio no presentaroaloracion en ningun tejido ni

estadio del desarrollo, por lo que éstas ultimas no se incluyeron en la Figura 14.

65



Resultados

a
<€
(13
2
olT
‘gS
S|=
o| T
Tp]
(4p]
1.0 1.02 1.04 510

Estadios

Fig 14. Patron de expresion temporal y espacial de GUS en plantas de
Arabidopsis thaliana portadoras de los promotores HaAP10, HaFAD2-1
y 358. Las plantas fueron cosechadas y tefiidas en los estadios 1.0,
1.02, 1.04, y 5.10 de desarrollo seguin Boyes y col. 2001. En la figura se
muestra una linea representativa de cada construccion.

Una vez descripto el patrén de expresiénosrejidos vegetativos, se procedié a medir
y comparar la actividad de los promotores diferentes estadios de desarrollo
reproductivo mediante los métodos colorineds y fluorométgos. La Figura 15
muestra la expresion de GUS a lo ladg desarrollo, desde embriones en estadio
globular a semillas maduras. Como era esp® la linea 35S presenta una fuerte
tinciéon a lo largo del desarrollo, desde DRFBPF13, y en toda la semilla (embrién,
endosperma y tegumento). En contraste litkeas HaAP10 y HaFAD2-1 presentan un
patron de expresion especificcon tincion de GUS solo dns estadios tardios del
desarrollo embrionario y canfido solo en el embriérNinguna de las tres lineas
presenta tinciéon a los DPF15 y DPF18okmblemente debido a la incapacidad del

sustrato de GUS de penetrar el tegumento de las semillas.

66



Resultados

Promotor

DAF3 DAF5 DAF7 DAF9

Promotor

100

DAF11 DAF13 DAF15 DAF18

Fig 15. Localizacion histoquimica de la actividad de GUS al lo largo del desarrollo
de semillas transgénicas de Arabidopsis portadoras de los promotores HaAP10,
HaFAD2-1y 35S. Las vainas fueron cosechadasalos 3,5,7,9, 11,13, 15y 18 dias
post floracion (DPF). Se presenta una linea representativa de cada construccion
para las tinciones (HaAP10 2a, HaFAD2-1 8e y 35S 12d).

Con el fin de analizar los niveles de expiagde los promotores, se realizaron ensayos
cuantitativos de MUG en dos lineas ipdadientes por cada construccion promotor-

reportero (Figura 16a).
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Fig 16. Patron de expresion temporal de los promotores
especificos de semilla HaAP10 y HaFAD2-1. y el promotor 35S. (a)
La actividad de GUS fue medida en nmoles de 4-metilumbeliferona
(MU) producido por minuto por mg. de proteina. Tres replicas
biologicas en dos lineas independientes para cada construccién
fueron utilizadas para los valores de GUS con sus errores
estandar. Los graficos de barras representan a los promotores
especificos de semilla. Los graficos de lineas representan al
promotor 35S. (b) Comparacion de la expresion espacial entre el
promotor HaFAD2-1 y 35S en vainas de Arabidopsis trangénicas.

Al igual que para el ensayo colorimétrico, las muestras se tomaron a lo largo del
desarrollo embrionario (DPF3-DPF18). d.opromotores HaAP10 y HaFAD2-1
muestran un aumento de la actividad @&JS durante el desarrollo embrionario
(p<0,01). Asimismo, la actividad de GUSIlas dos lineas independientes del promotor
HaFAD2-1 fue considerablemente mayor da® de las lineas del promotor HaAP10,
llegando a valores 25 veces mayores entrestedios DPF11 y DPF18 para las lineas

17d y 2a (p<0,05, Tabla 4). A su vez, gleservd un aumento significativo en la
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actividad de GUS entre los DPF7 y DPF13apks dos promotores (Tabla 5). Estos
estadios coinciden con la transicion erdldin de la morfogérss del embrion y el

inicio de la fase de maduracion de la semilla.

DPF
11 13 15 18

FAD2-1 17d vs FAD2-1 8e 0.32 0.49 0.44 0.44
FAD2-1 17d vs AP102a|  0.04* 0.04+  0.03*  0.03*
FAD2-1 17d vs AP10 8a 0.28 0.17 0.15 0.15
FAD2-1 8e vs AP10 2a 0.28 0.17 0.17 0.17
FAD2-1 8e vs AP10 8a 0.94 0.49 0.49 0.49
AP10 8a vs AP10 2a 0.32 0.49 0.49 0.49

Tabla 4. comparacién de a pares entre las lineas de los promotores dentro de dias
post floracion (DPF). (prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis p<0.05)

Lineas de los promotores
FAD2-117d FAD2-1 8e AP108a AP102a
DAF7 vs DAF9 0.3 0.69 0.49 0.86
DAF7 vs DAF11 0.12 0.00081* 0.03* 0.0022*
DAF7 vs DAF13 0.02* 0.02* 0.01* 0.12
DAF9 vs DAF11 0.6 0.0032* 0.13 0.0012*
DAF9 vs DAF13 0.17 0.06 0.05 0.08
DAF11 vs DAF13 0.39 0.3 0.64 0.13

Tabla 5. comparacion de a pares entre dias post floracion (DPF) dentro de
lineas de los promotores. (prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis p<0.05)

Las lineas transgénicas portadoras dedastruccion 35S mugan una actividad
fluorométrica uniforme a lo largo de todo @gsarrollo de la semilla, incluyendo los
estadios DPF15 y DPF18, confirmando laapacidad del sustrato de GUS para
penetrar eficientemente el tegumento lds semillas maduras, como se sugirio
previamente. (Figura 15, Figura 16a).

Al comparar los niveles de expresion entr@ats las lineas transgénicas (los promotores
especificos de semilla y el 35S constitutivo) dentro de cada estadio de desarrollo (DPF)
se observo una actividad similar sin difeiescsignificativas para los DPF11 al DPF18
entre las lineas de HaFAD2-1 y las 88&S, indicando que cuando es activado, el
promotor HaFAD2-1 es tan fuerte como el 35S en semillas. Este dato se puede
evidenciar aun mas, si se tiene en cuepi@ el material con el que se realizaron los

experimentos son vainas enteras. Comols®erva en la figurd6b, la expresion del
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promotor 35S es constitutiva y por endeatdividad observada corresponde a toda la
vaina, mientras que para el caso del prombtaFAD2-1 la actividad de GUS solo la
aporté el tejido embrionario ifura 16b) por lo que se edtasubestimando la actividad
del mismo, siendo entonces éatdividad ain mas fuerte gla actividad producida por

el promotor 35S.

Caracterizacion espacial de los promotores ebhactuca sativa,

especie modelo de la familia Compositae.

Luego del estudio realizado éwabidopsis se propuso analizar Expresion dirigida
por las regiones promotoras en lechugstesia modelo de las plantas compuestas, con
el fin de evaluar la actividad de esto®mptores en una especie filogenéticamente
relacionada al girasol.

Se realizaron cuatro engs de transformacién geiga de lechuga con las
construcciones HaAP10, HaFAE2y 35S. Se obtuvieron brotde lechuga a partir de
callos embriogénicos capaces de regeneraraizam en presencia del agente selectivo
kanamicina, s6lo con la construccion HdAP Estos brotes &on trasladados al
invernaculo para su desarrollo hasta maddisiplogica. Cadauno de los brotes
representa un evento darnsformacion independiente.

En la figura 17 se muestra el proceso demtitn de plantas de lechuga transgénicas a
partir de callos embriogénicos en medie seleccion, las plantulas que logran

sobrevivir y el pasajeiavernaculo de las mismas.

Fig 17. Ensayo de transformacion de lechuga. (a) callos transformados en medio de seleccion
con kanamicina. (b) brotes resistentes surgidos de callos. (c) plantulas resistentes separadas
de los callos en medio de enraizamiento. (d) plantulas con radiculas en desarrollo. (e) plantas
de lechuga transplantadas a maceta en invernaculo. (f) inflorescencia de una planta de lechuga
transformada.
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Del total de plantas transplantadas a in&euato, 14 fueron seleaadas para seguir su
desarrollo y obtener su desdencia, las cual fue baja érminos de produccién de
semillas. Este efecto probablemente esté relacionado al fotoperiodo y la calidad de luz
mas que a un efecto de estrés generadtagoansformacion, setcion y manipulacion

del cultivoin vitro, ya que se observaron diferencias entre plantas crecidas en distintos
invernaculos. Con las semillas obtenidss realizaron ensayos histoquimicos y
fluorométricos para analizar la expi@sidel gen reportero. También se sembraron
algunas de ellas para avangaruna nueva generacion.

A partir de ADN extraido dbojas de las plantdsl, se realizé un ensayo de PCR, en el
gue se observo que la mayoria mostrabglifioacion del fragmemtt correspondiente al
genuidA, como se muestra en la figura Bn embargo, las lineas 2 y 8, no mostraron
este fragmento tratdndose posiblementestapes a la seleccién con kanamicina.

La figura 19a muestra los nivelds expresion de este mismo gadA de las semillas

de las 14 lineas1l. Como se observa en la figuras loiveles de expresion de cada linea
son variables, probablemente debido a Isgirdbds sitios de insercion del transgen,
encontrdndose diferencias tdasta un orden de magnitud @4 y linea 9). En este
analisis también se incluyeron las lineasgomo controles negats de la actividad

fluorométrica.

E45
1 2 3 4 8 9 12 14 M Ctrl- E44 pl.

Fig 18. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion
de un fragmento del gen uidA para la deteccién de plantas transgénicas de
lechuga. E45: plantas T1 portando la construccion del promotor HaAP10;
E44: ensayo portando otra construccion sin el gen uidA;. Ctrl -: planta no
transformada; PI: vector Tgw::PrHAP10 como control positivo.

La figura 19b muestra tincion histoquimica en semilldsde algunas de las lineas
obtenidas. Se realizé un corte en el tegumento de las mismas con el fin de permitir la
entrada del sustrato de GUEh general, no se observa una tincién uniforme en toda la

semilla, s6lo en zonas alrededor de lasdasrirealizadas. Sin embargo esta coloracion
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no puede ser atribuida a la henma seya que en las lineas 2 y 8 no hay tincién visible
aun cuando se realizaron las heridas (Fig9tg. Para poder visualizar mejor la tincion

de las semillas, se retir6 el tegumeynte decoloraron las semillas con alcohol.
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Fig 19. Patron de expresion del promotor HaAP 10 en semillas de lechuga. (a) actividad de GUS
medida en nmoles de 4-metilumbeliferona (MU) producido por minuto por mg. de proteina de
14 lineas con la construccion HaAP10. GR corresponde a semillas de |la variedad Grand Rapid
sin transformar utilizadas como control negativo. (b) Localizacion histoquimica de la actividad
de GUS de semillas transgénicas de lechuga portadoras del promotor HaAP10.

Debido a que los callos embriogénicogbtenidos a partirde los explantos
transformados cogrobacterium mantienen su capacidad de regenerar brotes en el
medio selectivo por 6 a 8 meses, los bréweson transplantados a maceta en distintos
tiempos, por lo que fue posible evaluar la generadidnde las primeras lineas
cosechadas (lineas 1, 2 y 3) dentro de este trabajo de tesis. De cada una de estas 3 lineas
se sembraron cuatro semillas y luego de 7 meses de desarrollo de las plantas, se

cosecharon sus semillas. Posteriormente se utilizaron 12 semillas de cada planta para el
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analisis fluorométrico de la generaci®g@, tal como se muestra en el esquema de la

figura 20.
lineas T1 Hh
ensayos
fluorométricos'™
« semilla homocigota
«= semilla hemicigota
\{ A - semilla no transgenica
lineas T2 \
Wy Vv ooe®
21222324 31 323334

AN

ensayos fluorométricos

Fig 20. Esquema de obtenciéon de muestras para los ensayos fluorométricos en semillas de
lechuga. Los ensayos fluoromeétricos en el panel superior corresponden a los de la figura 19
realizados a semillas de las 14 lineas T1. Los ensayos del panel inferior corresponden a los de la

figura 21 realizados a semillas de la generacion T2 de laslineas 1,2y 3.

La figura 21 muestra los ensayos fluorométricos e histoquimicos de las semillas de la
generacionT2 de las lineas 1, 2 y 3. Ninguna de Eemillas de k& cuatro plantas
descendientes de la linea 2gnta actividad del gen repor, en concordancia con los
ensayos de fluorométrica y de PCR de la generdcioRor otro lado las semillas de la
generacionT2 de las lineas 1 y 3 presentan un nivel de actividad heterogéneo que
corresponderia a las distintas dosis ¢g@&nien plantas homoigotas (1.2 y 3.1),
hemicigotas (1.4, 3.2y 3.3) y no transgési (1.1, 1.3 y 3.4) para el transgén.
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Fig 21. Patron de expresion del promotor HaAP10 en semillas de lechuga de
plantas de lineas T2. (a) actividad de GUS medida en nmoles de 4-
metilumbeliferona (MU) producido por minuto por mg. de proteina. 10 semillas de
cada linea son utilizadas para las mediciones. (b) Localizacion histoquimica de la
actividad de GUS de semillas transgenicas de lechuga de las mismas lineas
portadoras del promotor HaAP10. Los numeros entre parentesis corresponden a
la proporcion de semillas tefiidas contra no tefiidas.

Dentro de la linea 1, la actividad fluorométrica de las semillas de la fdlantaes

similar a la de lar'2 1.4 mientras que la actividad d& 1.2es mayor. Debido a que

estas plantas son de la misma linea, y por lo tanto el transgén estd en el mismo sitio de
insercion, las difieencias entre la32 1.2 y 1.4 pueden ser atribuéd al nimero de
copias (una o dos dependiendo si son hgias u homocigotas) y a la cantidad de
semillas evaluadas que posean el transgén (la dl&#s homocigota y por lo tanto las

12 semillas evaluadas eran transgénicas, mientras que lalptaesshemicigota, con lo

cual algunas eran no transgénigasiras eran hemicigotadll esquema de la figura 20

grafica este caso.
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De igual manera, las semillas de las plarftas3 T2 3.2y T2 3.3tienen niveles
similares de expresion (hengotas), mientras las dE2 3.1practicamente los duplica
(homocigota).

Otro hecho que sustenta la hipotesis de que las pledtay T2 3.1son homocigotas

es que de las aproximadamente 17 semillas por planta sometidas a tincién histoquimica
de GUS, todas presentaron coloracion azul, mientras que las semillasldgT2 3.2

y T2 3.3lo hicieron en una proporcion 3:1 (Figura 21).
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Discusion

Aislamiento y caracterizacionde genes candidatos de

expresion especifica en semillas de girasol.

El aislamiento y la caracterizacion de paiores especificos de semilla representan un
paso clave en el desarrollo de proyectosssiodldgicos involucrados en la expresion de
genes de interés en semilts cultivos agronémicameniteportantes. Dependiendo del
objetivo de la aplicacion, Igsatrones de expresion, tanto temporal como espacial, son
factores a tener en cuenta en la seleccioprdmotores acordes, plir que la correcta
eleccion de los genes con promotores adbmsi@s clave, y representa el punto de
partida en este tipo de proyectos.

Los genes que codifican para proteinasrédserva en semillas son los primeros
candidatos abordados en la busqueda de promotores especificos de semilla. En girasol,
la proteina mayoritaria de reserva en semillas es la heliantina, una globulina de reserva
(Allen y col. 1985) cuyo promotdra sido aislado y caracterizado (Jordano y col. 1989;
Nunberg y col. 1994). Sus transcriptos afmmniveles de expresion maximos entre 12

y 15 DPF, decreciendo los mismos a medida que la semilla continua su desarrollo,
siendo indetectables en semillas maduras (Allen y col. 1985).

Debido a que la principal proteina de reaede girasol ya ha sido ampliamente
caracterizada y que a su vez posee un palsrexpresion definido, se amplid la
blusqueda a proteinas de expresion espeeificemilla cuya funcion principal no es de
reserva.

Como se describié en la seccién Resldt el primer gen candidato seleccionado
surgid de una colaboracion con el grupo de k& Daura de la Canal, de la Universidad

de Mar del Plata, que aislé y caracterizGéauencia codificante de una proteina de
transferencia de lipidos (LTP) (HaAP1@ue presentaba expresion unicamente en
semillas secas (Regente y de la Canal 2003). Considerando este antecedente, se incluyo
en la evaluacion otro genraidato (HansLTP), derivado de un banco local de ESTs,
aislado de una coleccién de ADNc substraatiedlor temprana de girasol, desarrollada

en el Instituto de Biotecnologia (Fernandez y col. 20D&ha secuencia presentaba
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similitud a una LTP de acuerdo a analisisnparativos realizados con el programa
BLASTN y BLASTX contra secuencias publicas.

Por otro lado, se realiz6 una busqueda hijpplifica de genes de girasol especificos de
semilla, y se seleccionaron dos genes candidatos para el aislamiento de sus regiones
promotoras. Si bien se identificaron drgenes de posible interés, éstos fueron
descartados, ya sea porque sus promotorearhalnio aislados previamente, como en el
caso del gerHa ds10 G1 (Prieto-Dapena y col. 19999 porque eran factores de
transcripcion inducibles por diferentes tiges estrés y/u hormonéBezar y col. 2005;
Rojas y col. 2002).

Uno de los genes seleccionados (HaFAD2-1) codifica para una oleato desaturasa
(Martinez-Rivas y col. 2001), y sxpresa especificamente embriones en desarrollo
de girasol. En este casoslmvestigadores cargerizaron el perfil de expresion del gen
HaFAD2-1 a diferentes dias post-flo@at (DPF), pudiendo determinar un patron
temporal especifico de expresion dueael proceso de desallo y maduracién de
semilla.

El otro gen seleccionado arpade la busqueda bibliogiéa codifica para una oleasina
de girasol, también de expresion especificaamillas. Los ensayos de northern blot de
estudios previos, revelaron expresion erbromes en desarrollo tardio y en semillas
secas (Cummins y Murphy 1992).

Si bien para algunos detes genes selecciotas, existia informacion previa de
patrones de expresion, la misma era phmigncompleta para confirmar expresion
especifica en semilla. En el trabajo de Regente y de la Canal se presenta el perfil de
expresion analizado por northern blot dgin HaAP10 en una amplia variedad de
tejidos, pero dicho trabajo no focaliza en effipeemporal de expresion de semillas en
desarrollo, mientras que en la publicacion sabigen HaFAD2-1, si bien el analisis de
expresion fue mas abarcativo en ese aspect@suito clara la toma de muestras de los
embriones en desarrollo en cuanto al estadio de los mismosn@zaRivas y col.
2001). Debido a estas diferencias en landaoy cantidad de muestras para la
caracterizacion de los perfilele expresion obtenidos etichos trabajos,,se decidio
realizar un analisis mas exhaustivo dies patrones de xpresion, asi como
homogeneizar la toma de muestras. Asi,analiz6 un mayor nimero de muestras
tomadas a diferentes dias post-floracion, stirdbs tiempos del proceso de desarrollo

reproductivo y de maduracion de semillas..
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Los ensayos realizados en este trabajo geterminar los perfiles de expresion de los 4
genes candidatos seleccionados, utilizandm tantécnica de RT®R (Figura 2) como
northern blot (Figura 4), are@ron resultados similares en cuanto a los patrones de
expresion para tres de los genes candidevatuados. A partir de estos estudios de
expresion, fue posible descartar al gen HaRs para realizar el aislamiento de su
promotor, debido al bajo nivel de su exjpdasen semilla, que pudo ser detectado por la
técnica de RT-PCR (Figura 2), pero no purthern blot (Figura 3). Es un hecho
conocido que cada una de éstas técnicamriesus ventajas y que sus niveles de
sensibilidad son diferentes, quedandexpuesto en este caso que fueron
complementarias en cuanto a la decist@ seleccionar los genes con promotores
especificos y fuertes.

La toma de muestras para estudiar losilpsrfle expresion de los 4 genes candidatos,
en especial las muestras correspondieatéss estadios reproductivos y las semillas
inmaduras, se realizé teniendo en consicién que el capitulo de girasol es una
inflorescencia donde el desarrollo y madusacide sus flores y semillas no ocurre de
forma homogénea, sino que se comienza efidess mas externas y prosigue hacia el
interior del capitulo.

Para el caso de las muestdasR1 a R6 observado en lg#iia 4, se tomd una seccion
triangular representativa del capitulo, abado todo el radio e dluyendo receptaculo,
bracteas, flores liguladas, flores y aqueniofoemacién segun el estadio, de manera de
tener representados todos los tipos de tej@aapitulo. De igual manera, las muestras
de las semillas inmaduras para los ensaj@shorthern blot de la Figura 5, fueron
tomadas cada cinco dias partiendo del estadifidRtendo en cuenta que el inicio de la
floracion segun (Scheneiter y Mr 1981) comienza en el estadio R5.1), también de
una seccion representativiiangular abarcgado todo el radio pero incluyendo
Gnicamente a las semillas. Este tipo de tomendestra, involucra a semillas en distinto
grado de desarrollo por lo expuesto antememte, de manera que a medida que pasan
los dias post floracion, aumenta la propordi@semillas maduras en cada una de las
muestras. En lo que se refiere a la tomandestras, se evaluo la posibilidad de tomar
las semillas de la circunferencia exterior del capitulo que estan en el mismo grado de
desarrollo, para asegurar la homogeneidadios tejidos en eduacion. Si bien un
muestreo de tejidos individuales hubierdosimas preciso, consideramos que el mismo
implicaria mayores dificultades en lat@sglarizacion y establecimiento de parametros

tales como el numero de hileras de ap®e que se debian tomar en cada caso.
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Asimismo, en el caso de haber consideréa toma solamente de los aquenios mas
externos al capitulo, el numeede plantas dgirasol necesariabubiera superado la
capacidad del lugar disponible en el IBestinado al ensayo. Por lo expuesto
anteriormente, se realiz6 un muestm@as operativo, de una muestra compuesta,
representada por el sector triangular delitoémy conformada por semillas en distinto
estadio de desarrollo, tomada en la naigorma a distintos dias post-floracién.

Los ensayos de expresion temporal mostrguanel pico de expsion del gen HaAP10

fue a los 35 DPF, concomitantemente con el periodo de acumulacion de
macromoléculas en la semilla de girasoh(khik y col. 2009; Mazhar y col. 1998).
Asimismo, este patron de expresion coinada la movilizacién de lipidos de reserva,
uno de los roles propuestos para las L{ESvist y Farbos 2002; Kader 1997; Kader
1996). Sin embargo, en ebbajo de Gonorazky y colataalores, relacionado con la
actividad antifangica de HaAP10, detectan presencia ¢eol@ina hasta 5 dias post
germinacion en los cotiledones, y priorizanrsl como proteina antimicrobiana, en
contraposicion con su supuesto rol emravilizacion de lipidos (Gonorazky y col.
2005) . De todas formas, estos resultados no se contradicen con los presentados en este
trabajo, debido a que si bien el pico maximo de expresion del transcripto fue a los 35
DPF, la expresion, acumulacion y estabilidi la proteina puede ser mucho mayor.
Por otro lado, en este trabajo de tesissmorealizaron ensayake northern blot de
semillas de girasol en germinacion, por lo goese puede determinar si hay niveles de
transcripto detectables a Ibslias post imbibicion.

Respecto al rol propuesto para esta LA particular, Pagrssat y colaboradores
detectaron presencia de HaAP10 tanto en la fraccién extracelular, tipica de las LTPs y
relacionada con su rol en defensa, conmbién intracelularmente en estructuras no
identificadas (Pagnussat y c8D09). Esta inesperada udion, pocas veces reportada,
podria reforzar la idea de que esta LTP tamgaol especifico en la maduracion de la
semilla.

Por otro lado, el gen HaFAD2-1 tuvo suximo de expresiéon a los 15 DPF para luego

ir decreciendo hasta el final del desarrollo de la semilla. Este patrén coincide con el que
tienen las oleato desaturasas en relacionfargidn en la conveirdn de acido oleico a
linoleico durante el desarrollo embriomarde lo lipidos de reserva en semillas
inmaduras (Hernandez y col. 2009; Li y col. 2008; Ma&z-Rivas y col. 2001).

Por ultimo, para el gen de oleosina (HaOLE® observé el pico maximo de expresion

en semillas maduras, coincidiendo con el dist@&n que la mayoride los aceites se
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acumulan en este tipo de tejidos (Giannoyl@ol. 2007; Huang 1992; Sarmiento y col.
1997). En realidad, los aceites de almacenatmise depositan en estructuras llamadas
cuerpos oleicos en semillas en desasra@unque varia segun la especie (Huang 1992).
La biogénesis y ontogénesis dstos cuerpos oleico®ilkboideg ha sido, y sigue
siendo, una area continuaidegestigacion. Los primeros eslios indicabara presencia

de unas proteinas caracteristicas, y posteriormente, (Huang 1992) identific6 un tipo
particular de proteinas que unianilabodiesy las llamé oleosinas. Estas, estabilizan la
superficie del cuerpo oleico ema sincronizaciéon entre ates y oleosinas, para luego
formar los paquetes de cuerpos oleicogaaaristicos de plantas oleaginosas. Sin
embargo, Murphy y colaboradores, sugiemgme los aceites se acumulan en el
citoplasma, y solo se asocian a las oleosémasstadios tardios de la maduracion de las
semillas (Murphy 1993).

Estas diferencias temporales de expresion en estos genes de semilla, pueden resultar de
gran interés si se contempla la posibiliaghed utilizar las regiones reguladoras que se

aislen de estos genes, para sus pasildes como herramientas biotecnolégicas.

Aislamiento y caracterizacionfuncional de promotores

especificos de semilla.

En trabajos previos se describié una @agbh’ UTR inusualmente larga en los genes
FAD?2 aislados de plantas tan diversas ca@rabidopsis(Okuley y col. 1994), algodon

(Liu y col. 2001), girasol (Schuppert y c@006) o sésamo (Kim y col. 2006). En este
ultimo trabajo en sésamo se caracterizd el promotor SeFAD2-1 y se encontraron varios
elementos regulatorios que aumentaban faeston del gen en su region 5 UTR.. Sin
embargo, este incremento en los niveles de expresion fue observado no sélo en las
semillas sino también en plantulas y otros tejidos, como vainas, hojas y raices,
indicando que la presencia del 5’ UTR conllex@ disminucion en la especificidad de
tejido. En ensayos de deleciones se observd que la ausencia de esta region producia la
recuperacion de la especificidad de tejido en la semilla Es por ello, que restringimos
nuestro estudio a la regiénopnotora de 867pb de HaFAD2alslado inicialmente, sin
buscar obtener una secuencia de mayoritiathgpara mantener la especificidad de

tejido.
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Luego de evaluar diversas técnicas pamsthmiento de los promtores seleccionados,

se concluyé que la estrategia de gadb cromosémico utilizando el kit Genome
Walker, fue la mas adecuada en términos pielez y sencillez. En este trabajo de Tesis
fue posible aislar 3 posiblesgienes reguladoras de los genes especificos de semilla. Se
asilaron, clonaron y secuenciaron fragimos de 964pb, 867pb y 1838pb rio arriba de
los sitios de inicio de HaAP10, HaFAD2yl HaOLE respectivamente. Los analisis
bioinforméticos permitieron detectar endbs los casos, elementos frecuentes de
promotores como TATA y CCATBox Asimismo, se identificaron numerosos
activadores de la transcripcion (CACT) (&ery col. 1985), localizados principalmente

en la zonas mas alejadas al codon de inmigola transcripcion, lo cual indicaria la
importancia de tener secuencias de caraile tamafio para padeer utilizadas como
promotores funcionales.

Por otro lado, los andlisis bioinformatictembién arrojaron la presencia de varios
motivos involucrados en la activacion transcripcional especifica de semilla. Entre los
motivos identificados se destacan los siguien@SN4-Motif elemento(AACA) y
(ACTG) Prolamine-Box(Muller y Knudsen 1993; Wu y col. 2000; Yoshihara y col.
1996),E-Boxeg(Stalberg y col. 1996)G-BoxegHudson y Quail 2003; Menkens y col.
1995) SEF binding siteqAllen y col. 1989),Sh1l Box(D’Aoust y col. 1999) y
elementoRY/Grepetidos (Baumlein y col. 1992). Estos motivos han sido identificados
como caracteristicos de genes expresados en semillas en distintos trabajos. Los motivos
GCN4 (AACA) (ACTG) y Prolamine-Boxfueron identificados frecuentemente en
promotores de genes SSPs en monocotilea®m los cuales se unen factores de
transcripcion de la familia bZIP, DORWYB (Vicente-Carbajosa y Carbonero 2005).

En el trabajo de Chandradmran y colaboradores se rgaton mutaciones en motivos
ampliamente descriptos en dicetibneas como los elementos FEYBoxesy G-Boxes,
demostrando su participacion en losiveles de expresibn en embriones
(Chandrasekharan y col. 2003).

Fauteux y Stromvik realizaron analisisngoarativos de 54 prootores de genes SSPs
representando tres familias de plantas (@naas, Brasicaceas, y Leguminosas), en los
cuales encontraron numerosos motivos conservados en las tres familias. A su vez,
encontraron motivos distintivos para cada familia, en posiciones altamente conservadas
(Fauteux y Stromvik 2009). Si bien el girapertenece a la familia de las Asteraceas,

podemos encontrar la mayoria de estosivos, incluyendo posiciones conservadas,
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dentro de nuestros promotores, concluyendo que los motivos especificos de semillas
estan altamente conservados en distintas especies.

Cabe destacar, que otros motivos de restpuee hormonas tambiémeron identificados,

entre ellos elementos ABRERBA response elem@nGARE GA response elemgnt
Pyrimidine-Box(Cercos y col. 1999; Kim y col. 199¥orita y col. 1998; Ogawa y col.
2003). En todos los casos, estos motivasreselacionados con el desarrollo del
embrion y de la semilla por lo que seriarpartantes en la especificidad de tejido, a
pesar de que en este trabajo no haneiddtuadas las respuestas a hormonas.

Basandose en los motivos especificos duiley en los elementos de respuesta a
hormonas identificados en los analisis biormaticos, las secuencias aisladas fueron

seleccionadas como candidatos para ensayos de expresion de genes reporteros a semilla.

Caracterizacion de expresionespacial y temporal de los

promotores en el sistema modelArabidopsis thaliana.

En este trabajo se realizo la caraetsrion funcional de los promotores HaAP10
y HaFAD2 que sera discutida en estacgan y se avanzo en la obtencion de

plantas transgénicas éeabidopsishomocigotas parel promotor HaOLE.

Luego de probar la funcionalidad de laxusncias aisladas mediante ensayos de
expresion transitoria édmjas de cebolla y ddicotiana benthamianériguras 11y 13),

se realiz6 la caracterizacion biolégida los promotores en el sistemaAtabidopsis
thaliana. Esta especie es frecuentemente utilizada como modelo ya que presenta
grandes ventajas como: su tamafo pequeigjnsiento rapido, facil de transformar,
genoma completamente secuenciado, por lo que ha sido ampliamente utilizada en
estudios de gendmica funcional.

En primer lugar, se realizaron ensayos @olétricos mediante la técnica histoquimica

de GUS en tejidos vegetativde plantas transgénicas para las construcciones con los
promotores. No se observo actividak GUS en ningldn jido vegetativo en
coincidencia con los patrones de expresiéalizados en girasol, exceptuando los
cotiledones de plantula (1.02) ks cuales se detect6 actividdd la proteina reportera.

Sin embargo, esta baja adti@d de GUS observada pueder consecuencia de la
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presencia de la proteirfixglucuronidasa residual de las semillas, y no debida a la
transcripcion de ARNnde novo Estos ensayos fueron confiados mediante la técnica
fluoromeétrica de MUG, con idénticos resultados.

Una vez confirmada, la falta de expresién tejidos vegetativoslirigida por los
promotores, se decidio realizlms experimentos en losjitlos reproductivos. Al igual

que en girasol, el disefio experimental en cuanto a la toma de muestras, fue clave para
determinar un patron de expresion fiableediendo a que es sabido que el desarrollo
reproductivo déArabidopsises mas corto que el de giradalfoma de muestras para las
semillas inmaduras se realiz6 cada didads y no cada cinco, resultando en ocho
muestras a lo largo de dieciocho dias. Adsrmel rapido crecimiento, otra ventaja del
sistema dérabidopsis(ademas del rapido crecimientoms@nado anteriormente) es la
posibilidad de observar los distintos estadies desarrollo embrionario dentro de la
semilla. Esto se pudo lograr mediante la técdie clarificacion de las vainas y semillas,
puesta a punto en este trabajtljzando un microscopio DICjfferential interference
contras). De esta manera, se logro identifichr manera precisa aquellos tejidos que
presentaron expresion del gen repartentro de la semilla (Figura 15).

Las lineas transgénicas portadoras del promotal 35S mostraronna alta intensidad

de tincidn en todos los tejidgembrion, endosperma y tegumento) a lo largo de todo el
desarrollo, tal como era de esperar para un promotor constitutivo. En contraste, las
lineas HaFAD2-1 y HaAP10 revelaron un patrde expresién especifico, solo en
estadios tardios del desarrobonfinado en tejido embrionario.

Sin embargo, tal como se describié ersémcion de Resultados, ninguna de las tres
lineas presento coloracion en los estadi®$15 y DPF18, probablemente debido a la
incapacidad del sustrato de GUS de penetrar el tegumento de las semillas. Con la
finalidad de confirmar esta imposibilidadge realizaron diveos protocolos que
incluyeron desde tratamientos quimicosncacido clorhidrico hasta tratamientos
mecanicos con esferas de vidrio para doga ruptura del tegumento. Se lograron
resultados parciales ya que en algunos cssabtuvo coloracion azul pero a costa del
rompimiento de las semillas. Para poder estandarizar los resultados de los estadios
DPF15 y DPF18 se realizaron ensayos flu@timos en los cuales se realizo el
machacado total de las semillas, para homogenizar las comparaciones.

En los ensayos fluorométricos, en los cuakesealizd el mismo nestreo que para los
ensayos histoquimicos, se utilizaron dogdi independientes parada construccion.

Como se observa en la Figuté, la actividad de las lineas transgénicas conteniendo
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construcciones del promotor HaFAD2-1 fsignificativamente mayor que la actividad

de las lineas del promotor HaAP10. Méas alla de la mayor expresion dirigida por
HaFAD2-1, este agrupamiento entre linedsniiemo promotor en cuanto a actividad,
descarta la posibilidad dan efecto de posicionamiento en la insercion de los
transgenes.

Debido a que la mayor diferencia entre los dos promotores es la presencia del motivo
GCN4, presente en HaFAD2-1 y no en HaAPpodria consideraraste motivo como

la principal causa de estagedencias en los niveles depeesion, y un motivo clave en

la actividad transcripcional del promotor en semillas (Muller y Knudsen 1993; Wu y
col. 2000; Yoshihara y col. 1996).

Comparando los niveles de expresion erttwdos los promotores, se observé una
actividad similar entre los promotores Hdb2-1 y 35S para logstadios finales del
proceso de maduracion, indicando que el promespecifico de semilla HaFAD2-1 es
tan fuerte como el promotgaonstitutivo 35S. Este dato paede evidenciar aun mas, si

se tiene en cuenta que el material cogual se realizaron loxgerimentos son vainas
enteras y tal como se observa en la FEgleb, la expresion observada del promotor
35S corresponde a las semillas mas el tejido fquma la vaina, mientras que para el
caso del promotor HaFAD2-1 la actividad @&JS solo la aport6 el tejido embrionario
(Figura 16b), por lo que setaga subestimando su actividasl, siendo por lo tanto un
promotor mas fuerte que el 35S.

En este sentido, se evalud el efecto detdimia toma de muestras Unicamente a las
semillas para estudiar los patrones de €ipn en esta etapa final de la maduracion.
Esta posibilidad se descarté debido a la difaclitécnica que implica la separacién de
las semillas inmaduras de sus vainas eedtadios tempranos. De todas maneras, dicha
comparacion no hubiera sido del todo precisa ya que las lineas 35S, aln despojadas de
la vaina, todavia aportarian actividad emdica de los otros tejidos que componen la
semilla, como el tegumento y en menor medida el endosperma.

Por otro lado, se observd, pparte de los dos promoes especificos, un aumento
significativo de la actividad entre los aditts DPF7 y DFP13. Este aumento coincide
con la transicion entre lada de morfogénesis del embrjique va desde el estadio
globular a torpedo (en la que se determina laietstra basica de la planta), y la fase de
maduracién en la que la semilla empieza a acumular macromoléculas, incluyendo
proteinas, lipidos y almidén (Bradford yohbgaki 2007). Se puede concluir entonces,

que los patrones de expresion derivadomsi@romotores HaFAD2-1 y HaAP10 en las
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plantas deArabidopsistransgénicas, son similares & leeportados pogenes del tipo
SSPs (Fujiwara y col. 2002).

Las diferencias en los patrones de expresemporales entre los dos genes HaFAD2-1

y HaAP10 encontradas en girasol (Figurary) fueron detectadas en las plantas de
Arabidopsistransformadas con estos proores, utilizando el gen reporteBUS.

Estos resultados sugieren que ciertos motivos responsables del patron de expresion
temporal particular observadm girasol no se encuentran presentes en las secuencias
promotoras aisladas, o que no pueden senmxdos por los factes de transcripcion
presentes en las semillasAi@bidopsis

Los resultados obtenidos en el presenteajoatevelaron que los promotores HaFAD2-1

y HaAP10 son especificamente activos eenbriones en desarrollo, con niveles de
expresion elevados, particularmente el ABE-1, llegando a niveles similares al 35S.
Estos promotores representan potencialesramientas biotecnologicas para la

modificacion de semillas en plantas de interés agrondmico.

Caracterizacion espacial de los promotores ebactuca sativa,

especie modelo de la familia Compositae.

Ademas del estudio realizado Ambidopsis se propuso analizar la expresién dirigida

por las regiones promotoras en lechugacfuca sativ@ sistema modelo de las plantas
compuestas, con el fin de evaluar la actividad de estos promotores en una especie
filogenéticamente relacionada al girasol.

La transformacion genéticale lechuga se realiza timariamente en numerosos
laboratorios del mundo {Davey, 2007 #327}, no splra obtener plantas de lechuga

con mejoras para su produccion sino que existen numerosas publicaciones donde se
propone su utilizacion para la produccion diferentes molécuta constituyendo un

buen ejemplo de plantas teygénicas de segunda o & generacion. Entre estas
propuestas se encuentra la utilizacién ldehuga como sistema de expresion de
miraculina, una proteina modificadora del sabor, que es una alternativa natural a los
edulcorantes artificiale§Hyeon-Jin Sun, 2006 #328}. Tamlmiése describié su uso
como plataforma para la produccién denundgenos que serian utilizados como
vacunas de origen vegetal para preverfieremedades provocadas por bacterias como la
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neumonia y peste bubdnica {Rosales-Mendoza, 2010 #329} o por virus como el
sarampion {Webster, 2006 #330}.

En concordancia con estos antecedentesiuestro grupo de trabajo, previamente, se
puso a punto el sistema de transformagciseleccion y regeneracion de plantas
transgénicas de lechuga. varied@a@nd Rapids {Radonic, 2010 #291}.

Sin embargo, a pesar de lo mencionado smborafos precedentes, la transformacion

de lechuga no se puede comparar a lasaj@ntque presenta la transformacién de
Arabidopsis Uno de los puntos fundamentales que la obtencion de brotes
regenerados, luego de la transformaciéniadeexplantos de lechuga, se comienza a
producir a partir del 7mo mes, realizandsgjas de callos cada 20 dias en frascos con
medio selectivo de regeneracion, comosgamencioné en Resultados. Ademas, las
plantas TO pasadas al inverniculo necesitan unos 5 meses para que se desarrollen todas
las inflorescencias y producir semillas madurDe esta manera, se necesita mucho mas
tiempo y espacio que en lossagyos de transformacion deabidopsis método que se
realiza por inmersioén floral y que en apimadamente 3 meses se obtienen plantas con
semillas. Por estas razones, la cantidad de ensayos de transformacion realizados en
lechuga no pudo ser tan elevada como en el sistereat&opsis.

Se realizaron 4 ensayos de transformacide yobtuvieron brotes regenerantes en el
agente selectivo kanamicina sal@artir de la construccion HaAP10.

Como se mencioné en Resultados, 14 plamasadas a invernaculo completaron su
desarrollo. La cantidad de semillas producidasada planta fue muy baja, siendo en
algunos casos de unas pocas semillas. Esto puede ser atribuido a la época del afio en las
gue se pasaron las plantulas al inverr@cglie no cuenta con ldmparas de sodio sino
con luz artificial comun. De hecho, las planfBi2 surgidas de sembrar directamente
semillas en macetas, en otro invernaculo y otra época del afio, produjeron una gran
cantidad de semillas viables.

Por otro lado, de las 14 plantas menciosad®lo dos resultaron ser escapes a la
seleccién. Esto fue confirmado por PCRy(Fa 18), y por los engas fluorométricos e
histoquimicos (Figura 19).

Se analizaron los niveles de expresion de las semillas de pldnya$2 de lechugas
transgénicas para la construccion mtemotor HaAP10, pudiéndose determinar que
plantas eran homocigotas, hemicigotgs no transgénicas mediante ensayos
fluorométricos e histoquimicos del gen reportero. Las semillas que resultaron
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homocigotas seran plantadas para poder realizar ensayos similares a los hechos en
Arabidopsis

En cuanto a la tincion histoquimica, se obasyn las mismas dificultades que con las
semillas maduras dérabidopsis La barrera que genera el tegumento de las semillas a

la entrada del sustrato de GUS resulté ser un problema a la hora de visualizar la tincion.
Si bien, como se menciond anteriormerge, realizaron distintas pruebas con las
semillas deArabidopss (ruptura mecdanica y tratamiento con acido clorhidrico), la
optimizacién de un método eficiente de tincion, que no comprometa la estructura de las
semillas, constituye un punto importante a superar en futuros experimentos.

Cabe destacar que los niveles de expresion alcanzados en las semillas de lechuga de las
lineas HaAP10 en los ensayos fluorométrisos similares a los obtenidos con las
semillas deArabidopsispara el mismo promotor. Si bien se podria esperar un aumento
en la expresion por tratarse de una pldiltenéticamente emparentada al girasol
(familia Compositag el hecho de que no haya atdo se puede deber a multiples
causas, entre las cuales podemos mencaratos motivos del promotor HaAP10 sean
reconocidos por FT presentes en ambas especies y por ello no se encontraron
diferencias significativas en la expresi@tra explicacién a los niveles similares de
expresion, pueda deberseqae al no ser el promotarompleto, falten elementos
reguladores fundamentales palaanzar los niveles maximos de expresion. Por otro
lado, también es posible que los niveles xf@esion alcanzados sean los maximos para
dicho promotor.

Los niveles de expresion alcanzados en semilla de lechuga, asi como el patron de
expresion dirigido por el promotor HaAP10, sefiala que este elemento seria un excelente
candidato para dirigir la expresion de gerde interés en especies de importancia

agronémica.
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Conclusiones

Las conclusiones de este trabajo son:

e Los genes HaAP10, HaFAD2-1 y €6RE fueron seleccionados como
candidatos para el aislamiento de segiones promotoras atendiendo a los

patrones de expresion esggi temporal especificos de semillas de girasol.

e Los tres genes candidatos presentartereticias temporales en los picos de

expresion durante elesarrollo embrionario.

e El gen HansLTP, considerado en peha instancia como un buen candidato,
fue descartado para el aislamiento d@umotor debido a su baja expresion

en semillas.

e La técnica de caminado cromosémico resulté de gran utilidad en el
aislamiento de los promotores enanto a su rapidez y sencillez, en
contraste con la busqueda de genasdidatos mediante la genoteca de

girasol en BACs.

e Los analisis bioinformaticos de lag$rsecuencias promotoras arrojaron un
alto numero de elementos reguladonesolucrados en el desarrollo
embrionario y de semilla, incluyendagyahos descriptos como esenciales en

la especificidad de semilla.

e Los promotores HaFAD2-1 y HaAP10 no presentaron actividad del gen
reportero en tejidos vegetativde plantas trangenicas Aeabidopsis.

e Los promotores HaFAD2-1 y HaAP10 son especificamente activos en

embriones en desarrollo, con nivelesed@resion elevados, particularmente

el HaFADZ2-1, llegando a niveles similares al promotor constitutivo 35S.
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Conclusiones

e Se lograron obtener plantas transgénam$echuga expresando el promotor
HaAP10 especificamente en semillas con niveles similares a lo de las plantas

transgénicas darabidopsispara el mismo promotor.

Los niveles de expresion alcanzados emilk® asi como el patron temporal de
expresion dirigido por los promotores a&eterizados en este trabajo, sefiala a
estos elementos como hemiantas claves para stutura aplicacion en
mejoramiento de aspectos de calidadgairido la expresiode genes candidatos

claves, en especiesragdémicamente importantes

Lic. Diego Zavallo Dra. Ruth Hiez Dra. Marisa Lopez Bilbao
Doctorando Director Director Asistente
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