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RESUMEN
Actinidia deliciosa corresponde a una fruta de relevancia econdmica para Chile y se ha
descrito como altamente sensible a la salinidad del suelo, en donde concentraciones
cercanas a los 50 mM NaCl requieren que se aplique un fuerte manejo agronémico
para mantener su produccion. Los factores de transcripcion de tipo AREB/ABF o
proteinas de respuesta a Acido Abscisico (ABA) descritos en Arabidopsis thaliana son
factores del tipo bZIP que participan en la respuesta mediada por la hormona vegetal
ABA, que modera la tolerancia de plantas a altas concentraciones de sal, frio o sequia.
La sintesis de ABA comienza con la de sus precursores carotenoides gracias a la
enzima PSY. En Daucus carota, nuestro modelo de estudio, existen dos copias de PSY
que presentan tres secuencias de union para factores AREB/ABF en su promotor.
Luego de un estudio de alineaciéon para factores de transcripcion de tipo AREB/ABF
entre D. carota y A. thaliana, se obtuvieron tres factores DCAREB que fueron
caracterizados, dentro de los cuales destaca DcCAREB3, objeto de estudio en este
seminario de titulo. DCAREB3 fue previamente transformado en A. deliciosa para
dilucidar si el gen DCAREB3 otorga 0 no proteccion frente a estrés abidtico y en este
trabajo genotipificamos las lineas transgénicas y el nivel de expresion relativo del gen
DcAREB3 en ellas, para luego realizar un ensayo de tolerancia a estrés salino en
plantas transgénicas. Para llevar a cabo los objetivos, se mantuvieron y propagaron in
vitro las plantas transgénicas, asi como sus respectivos controles. Mediante PCR se
obtuvieron 7 lineas transgénicas para DCAREB3, de las cuales la linea 1y 6 tenian el
mayor nivel de expresion relativo del transgén y las lineas 4 y 7 no presentaron
abundancia de transcrito. Finalmente, se realizé un ensayo DAB semicuantitativo para

medir los niveles de perdxido de hidrégeno en hojas de A. deliciosa frente a estrés



salino. Debido a la falta de tejido vegetal, el ensayo de tolerancia a estrés salino se
realizé con un pool general de hojas de las lineas transgénicas y solo se obtuvo un
resultado preliminar, el cual indica que el gen DCAREB3 no protegeria a las plantas
transgénicas frente a estrés salino. Sin embargo, para tener conclusiones mas
confiables se deberia repetir el experimento con plantas completas o con un namero

mayor de hojas por linea transgénica y al menos dos repeticiones por condicion.



ABSTRACT
Actinidia deliciosa is a fruit of economic relevance for Chile and has been described as
highly sensitive to soil salinity, where it is specifically determined at 50 mM NacCl that a

strong agronomic management is required to maintain its production.

AREB/ABF-type transcription factors or Abscisic Acid (ABA) response proteins
described in Arabidopsis thaliana are bZIP-type transcription factors that participate in
the response mediated by ABA plant hormone, which moderates plant tolerance to high
amounts of salinity, cold or drought. The synthesis of ABA begins with that of its
carotenoid precursors thanks to the PSY enzyme. In Daucus carota, our study model,
there are two copies of PSY that present three binding sequences for AREB/ABF
factors in its promoter. After an alignment study for transcription factors of AREB/ABF
type between D. carota and A. thaliana, we obtained three DcAREB factors that were
characterized, among which DCAREB3 stands out, object of study in this title seminar.
DcAREB3 was previously transformed into A. deliciosa to determine whether DCAREB3
grants protection against salt stress and in this work, we genotyped the transgenic lines
and the level of relative expression of the DCAREB3 gene and performed a salt stress
tolerance test in transgenic plants. To achieve the objectives, the transgenic plants, as

well as their controls, were maintained and propagated in vitro.

By means of PCR, 7 transgenic lines were obtained for DCAREB3, of which line 1 and 6
had the highest level of relative expression of the transgene and line 4 and 7 did not.
Finally, a semi-quantitative DAB test was performed to measure hydrogen peroxide
levels in A. deliciosa leaves against saline stress. Due to the lack of sufficient plant
tissue, the salt stress tolerance test was performed with a general pool of leaves of the

transgenic lines and only a preliminary result was obtained, which indicates that the



DcAREB3 gene does not protect the transgenic plants against saline stress. However,
to have more reliable conclusions, the experiment should be repeated with whole plants
or with a greater number of leaves per transgenic line and at least two repetitions per

condition.



INTRODUCCION

1.1 Genero Actinidia

El género Actinidia corresponde a especies de enredaderas perennes caducifolias
nativas del sur y este de Asia que producen frutos clasificados como bayas de forma
esférica o casi esférica (Ferguson, 1984). Se han descrito un total de 76 especies y
aproximadamente 120 taxones en total, con un numero basico de 29 cromosomas y

una inusual variacion en la ploidia inter e intrataxal (Ferguson & Huang, 2007).

Especies de Actinidia fueron introducidas a Nueva Zelanda, Estados Unidos y Europa
entre finales del siglo XIX y comienzos del siglo XX (Ferguson & Bollard, 1990). Esto
deja al kiwi como uno de los cultivos de fruta méas recientemente domesticado, donde
se destacan las variedades A. deliciosa (kiwi de pulpa verde, de genotipo hexaploide) vy,
mas recientemente aun, A. chinensis (kiwi de pulpa amarilla, de genotipo diploide). En
el caso de A. deliciosa ésta fue desarrollada principalmente en Nueva Zelanda, desde
donde se logré expandir comercialmente a otros paises (Ferguson & Seal, 2008). La
produccion de kiwi mundialmente se concentra en China, el cual se ubica como el
mayor productor mundial, seguido de Italia, Nueva Zelanda, Iran, Grecia y Chile
(FAOSTAT & FAO, 2017). En Chile, la exportacion de kiwi, preferentemente A.
deliciosa ocupa el séptimo lugar como fruta fresca exportada. Durante el periodo del
afio 2017, Chile export6 aproximadamente 174.000 toneladas de fruta fresca, lo que

equivale a aproximadamente USD$188 millones (BANCO CENTRAL DE CHILE, 2017).

El kiwi tiene distintas cualidades que lo hacen atractivo como fruta para consumidores
y productores, dentro de ellas su color, textura, sabor y beneficios para la salud, ya que

su consumo se ha visto beneficioso para la prevencion de enfermedades



cardiovasculares y de ciertos canceres. Esto gracias a su actividad antioxidante y

citotoxica (Guroo et al., 2017).

1.2 Actinidia y estrés abi6tico

Uno de los factores importantes para el rendimiento de cualquier cultivo es la
adaptacion a las condiciones edafocliméticas de su entorno, como lo son temperatura,
cantidad de agua, etc. Un desbalance en esta adaptacion o su tolerancia se traduce en
lo que se conoce como estrés abidtico. Se ha establecido que el estrés abidtico es una
de las causas principales de pérdidas de cosechas a nivel mundial (Mahajan & Tuteja,
2005; Wang, et. al., 2003). Dentro del estrés abibtico destacan la salinidad, la sequia y
las temperaturas extremas, las cuales podrian causar la salinizacion de méas del 50%
de las tierras cultivables para el afio 2050 (Wang et al., 2003). Es por estas razones
que la mejora de la tolerancia al estrés abidtico en plantas se establece como un

mecanismo para aumentar y mejorar la produccion de alimentos.

A. deliciosa o kiwi es susceptible a bajas temperaturas y no pueden soportar
temperaturas invernales bajo los 0°C, pero aun asi requieren de un periodo frio de
invierno para romper la latencia y tener una floraciéon adecuada. A esto se le suma la
necesidad de un periodo libre de heladas de aproximadamente 270 a 300 dias desde
el brote hasta su cosecha comercial. Esto los hace susceptible a heladas de finales de

primavera o principios de otofio (Ferguson & Seal, 2008).

Otra caracteristica importante de esta planta es que se ha reportado como sensible a la
salinidad, en donde se ve afectado negativamente su crecimiento, o que se traduce en
una reduccién de la acumulacion de biomasa (Chartzoulakis et al., 1995). Dentro de los
frutales de importancia comercial en Chile, se ha descrito al kiwi como uno de los més

sensibles (Figura 1), donde una concentracion salina de 4,4 mmhos/cm (Merlet &



D’Etigny, 1989), que equivale a aproximadamente 50 mM, ya afecta su crecimiento
debiendo aplicar un fuerte manejo agronémico para lograr una produccién moderada

cercana al 50% del rendimiento potencial (Merlet & D’Etigny, 1989).
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Figura 1. Tolerancia a la salinidad de distintos frutales.

El kiwi, junto a otros frutales, se encuentra en la categoria de alta sensibilidad a salinidad del
suelo. Los valores se presentan como rangos aceptados de conductividad eléctrica en suelo, la
cual ira en aumento con una mayor concentracion de sales presentes en éste. Para el kiwi, el
valor critico de conductividad eléctrica, y de tolerancia a salinidad, corresponde a 4,4

mmhos/cm (Merlet & D’Etigny, 1989).



La importancia del estudio de resistencia a estrés hidrico y estrés salino en Chile es
relevante porque se encuentra dentro de los paises con “alto estrés hidrico” segun el
informe publicado por el Instituto de Recursos Mundiales (Forni, 2019). En el informe
sefiala que 17 paises se encuentran en peligro “extremadamente alto”, seguido del
grupo de 27 paises bajo “alto estrés hidrico”, en donde Chile encabeza la lista en el
puesto 18 (Hofste et al., 2019). En este informe, se establece que una de las formas
mas directas de reducir el estrés hidrico al que se enfrenta un pais es mejorar la

eficiencia de la agricultura.

Tal como se menciond anteriormente, el crecimiento de las plantas se ve reducido por
la salinidad de la tierra (Roy et al., 2014), las cuales desencadenan una respuesta
fisiol6gica y molecular para defenderse frente a este ambiente hostil. A nivel molecular
se han identificado cascadas de sefalizaciébn que culminan en una proteccion de las
células frente a, por ejemplo, la falta de agua. Una de las rutas mas conocidas es
aguella desencadenada por la hormona acido abscisico (ABA) para la protecciéon
contra la sequia o la salinidad (Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013; luchi et al., 2001;
Rodriguez-Villalon et al., 2014). Esta hormona induce la expresion de varios genes
cuyos productos génicos como deshidrinas y proteinas LEA protegen a la planta bajo
estrés hidrico (Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013). ABA se sintetiza a partir de la
ruta de sintesis de carotenoides, siendo la enzima 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa
(NCED) un punto clave en su sintesis (Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013; luchi et al.,
2001). Por otro lado, los carotenoides, como 3-caroteno, son moléculas antioxidantes
gue sirven de protectores contra el dafio oxidativo generado por estrés por sequia

(Krauss et al., 2006). El pigmento B-caroteno actla como protector al prevenir la



generacion de singletes de oxigeno (Farooq et al., 2009) lo que previene la aparicién

de especies reactivas de oxigeno.

En tomate, concentraciones moderadas de sal aumentan el contenido de licopeno y -
caroteno, mejorando la capacidad antioxidante (De Pascale et al., 2001; Krauss et al.,
2006). En lechuga romana con baja tolerancia a estrés salino, la irrigaciobn con
concentraciones relativamente bajas de sal, de 5 mM, produjo un aumento en el
contenido de carotenoides como luteina y B-caroteno sin producir cambio de color (Kim
et al., 2008). Ademas, se ha reportado que en Arabidopsis sp. y tabaco que la
ingenieria metabdlica de la biosintesis de carotenoides mejora la tolerancia a estrés
luminico, UV, herbicidas y estrés salino (Chen et al., 2011). Por ejemplo, en el caso de
Arabidopsis thaliana, se mejor6 la tolerancia a estrés salino mediante la
sobreexpresion de uno de los genes involucrados en la biosintesis de carotenoides, lo
cual produjo una mejora en la eficiencia de la fotosintesis y en la capacidad
antioxidante (Han et al., 2008). En el caso de Nicotiana tabacum, la sobreexpresion de
uno de estos genes produjo una fuerte acumulacion de carotenoides, ademas de un
aumento de la tolerancia a estrés salino y al estrés por sequia con un aumento en los
niveles de ABA (Shi et al., 2015). Esto demuestra la importancia de la ruta de sintesis
de los carotenoides, de ABA y sus derivados en la tolerancia de estrés abidtico en

plantas, destacando en el caso de los carotenoides su accion antioxidante.

1.3 Factores de transcripcién AREB

Las proteinas de respuesta de ABA, corresponden a factores de transcripcion
conocidos como AREB por sus siglas en inglés (ABA-responsive element binding
protein). Estas codifican factores de transcripcion de tipo bZIP o basic-domain leucine

zipper (Figura 2), las cuales son proteinas que contienen un dominio basico de union a
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ADN unido a un dominio de cremallera de leucina, que interactian con una secuencia
consenso denominada elemento de respuesta a ABA o ABRE por sus siglas en inglés
(ABA-responding element). Esta secuencia es un elemento de accién cis que se
encuentra en las regiones promotoras de muchos genes inducidos por ABA, formando
la secuencia consenso (C/T)ACGTGGC (Choi et al.,, 2000; S. Kim et al., 2004; Kim,

2005; Uno et al., 2000; Shiota et al., 2008; Simpson et al., 2018; Yoshida et al., 2010).

Los factores de transcripcion AREB (Figura 2), también conocidos como ABF por ABA-
binding factor o factor de unién a ABA, poseen un dominio bZIP compuesto por a-
hélices en la region N-terminal con amino4cidos basicos que pueden interactuar con
una secuencia en el surco mayor del ADN de forma especifica, y un dominio anfipatico
de a-hélices en la regidon C-terminal que es capaz de interactuar con otro dominio bZIP
para dimerizar (Llorca et al., 2014; Vinson et al., 2006). La capacidad de dimerizacion
de esta proteina se traduce en que para producir una activacion efectiva del factor de
transcripcién se necesita mas de una copia de la secuencia ABRE o un elemento de
acoplamiento (Choi et al., 2000; Kim, 2006; Uno et al., 2000), por lo que en este caso

los factores AREB caen dentro del grupo A de factores bZIP (Jakoby et al., 2002).
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Figura 2. Factores de transcripcion de tipo bZIP

La regién N-terminal interactia con el surco mayor del ADN de forma especifica mediante el
dominio bésico de unién, mientras que la region C-terminal interactia con otro dominio de
cremallera de leucina para dimerizar. A) Esquema de un dimero bZIP unido a ADN. Ambas
proteinas forman una estructura en forma de Y (Figura 2 Llorca et al., 2014). B) Modelo del
factor de transcripcion de tipo bZIP AREB3 de Arabidopsis thaliana (Jakoby et al.,, 2002;
PlantTFDB, s. f.)

Estos factores de transcripcion tienen la capacidad de responder frente a cambios de
concentraciéon de la hormona ABA, tal como su nombre lo indica, y son inducidos por
ABA, altas concentraciones de sal (250 mM NacCl), frio o sequia (Choi et al., 2000). Es
por esto que los ABF o ABRE estan involucrados con las respuestas a estrés

dependientes de ABA (Kim et al., 2004).

1.3.1 Mecanismo de accidn para inducir tolerancia a estrés abiético
Dentro de los AREB pertenecientes a la ruta de respuesta de ABA, en Arabidopsis
thaliana se encuentran los ABF1, ABF2/AREB1, ABF3 y ABF4/AREB2 (Choi et al.,
2000; Kang et al., 2002; Uno et al., 2000), los cuales son parte de una subfamilia de

ABA-INSENSITIVE 5 (ABI5), llamada subfamilia bZIP ABI5 (Kim et al., 2002). ABF1 es
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inducido por frio, ABF2 y ABF3 son inducidos por altas concentraciones de sal y ABF4
es inducido por frio, altas concentraciones de sal y estrés hidrico. ABF2 y ABF4

destacan por su rapida respuesta a ABA exdgeno (Choi et al., 2000).

En cuanto a la sefalizacion por ABA, ésta comienza con receptores para la hormona,
identificados en Arabidopsis thaliana, llamados resistencia a pirrabactina 1, PYR1 por
sus siglas en inglés; PYR-related o PYL,; y receptor del componente regulatorio de ABA
0 RCAR por sus siglas en inglés. Estos receptores se pueden unir a proteinas
fosfatasas del grupo A, conocidas como PP2C en presencia de ABA (Ma et al., 2009;
Park et al., 2009). Esto libera las proteina quinasa 2 (SnRK2) relacionada a la proteina
sacarosa no fermentadora 1 (SNF1), las cuales se autofosforilan en un loop de
activacion. De esta forma la SnRK2 activa puede fosforilar proteinas de sustrato rio
abajo, como factores de transcripcion (Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013; Sah et al.,
2016), esto incluye factores ABF o AREB y ABI5 (Fujii et al., 2007). En caso de que no
haya presencia de ABA, las proteinas SnRK2 se encuentran inactivadas por PP2C y no
hay sefializacion rio abajo (Sah et al., 2016). Un esquema de la sefializacion por ABA
se muestra en la Figura 3. De esta forma, se activa la expresion de genes que generan
la respuesta de ABA por estrés, como por ejemplo el cierre de los estomas

(Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013).
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Figura 3. Esquema representativo de la sefializacion por ABA.

En ausencia de ABA PP2C se asocia con SnRK2 inactivandola e impidiendo la fosforilacion rio
abajo. En presencia de ABA, los receptores PYR/PYL/RCAR se unen a ABA e interactlan con
PP2C, liberando a SnRK2. Esto permite que ésta Ultima se autofosforile en su loop de
activacion y pueda fosforilar factores de transcripcién rio abajo (Modificado de Figura 2 Sah
et al., 2016).

Recientemente, en Daucus carota, se determiné que bajo tratamientos de NaCl de 250
mM se produce un aumento de los niveles de expresion de DcPSY1 y DcPSY2,
correlacionado con un aumento de ABA en hojas y raices (Simpson et al., 2018). La
fitoeno sintasa (PSY) corresponde a la primera enzima en la sintesis de carotenoides
(Figura 4), ruta de la cual deriva ABA, y posee dos copias en zanahoria (Simpson et al.,
2018). Esta enzima, que se encuentra en el plastidio, es la mas regulada en la ruta de
sintesis de carotenoides, entre ellos el B-caroteno, y por tanto de vital importancia para
generar los precursores de ABA (Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013; Ruiz-Sola &

Rodriguez-Concepcion, 2012; Sah etal.,, 2016). Estos precursores contindan el
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proceso de sintesis de ABA en el plastidio, donde se lleva a cabo una epoxidacion
desde zeaxantina y anteraxantina a violaxantina catalizada por la enzima zeaxantina
epoxidasa (ZEP) (Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013). Luego de algunas
modificaciones, la violaxantina es convertida a 9-cis-violaxantina o 9’-cis-neoxantina. El
corte de estas moléculas por la enzima 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED)
produce la xantoxina (Figura 4). Este paso, junto a la de ZEP, son claves para la
produccién de ABA (Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013; Sah etal.,, 2016). La
xantoxina es convertida a un aldehido de ABA mediante la enzima alcohol
deshidrogenasa/reductasa (SDR) de cadena corta, reaccion que ocurre en el
citoplasma de la célula (Figura 4). Este ultimo precursor es oxidado a ABA mediante la

enzima abscisica aldehido oxidasa (AAO) (Sah et al., 2016).
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Figura 4. Esquema representativo de la biosintesis de ABA.

Para la sintesis de ABA se requiere producir los carotenoides como el B-caroteno para lo cual
PSY (fitoeno sintasa) es la enzima clave. La sintesis de ABA comienza en el plastidio con la
conversion de B-caroteno a zeaxantina y anteraxantina a violaxantina por la enzima zeaxantina
epoxidasa (ZEP). Esta tltima molécula es convertida a 9-cis-violaxantina o 9’-cis-neoxantina por
la enzima 9-cis-epoxycarotenoide dioxigenasa (NCED), dando un intermediario de 15 carbonos
llamado xantoxina. Este es exportado al citoplasma y convertido a un aldehido de ABA por la
enzima alcohol deshidrogenasa/reductasa (SDR) de cadena corta y, finalmente, es oxidado a
ABA mediante la enzima abscisica aldehido oxidasa (AAO). (Adaptado de Sah et al., 2016).

Se describié también que ABA induce la sintesis de sus precursores metabdlicos, los
carotenoides en Arabidopsis thaliana y en zanahoria (Simpson et al.,, 2018). En D.
carota se identificaron elementos de respuesta cis para hormonas en su promotor,
dentro de los cuales se encontraban tres ABREs que respondian a ABA (Simpson et al.,
2018). Luego de un estudio de alineacion entre en transcriptoma de D. carota y la base
de datos de factores de transcripcion de plantas (PlantTFDB) seleccionando

secuencias homologas para la subfamilia de factores de transcripcion AREB/ABF, se
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obtuvieron tres factores nombrados DcAREB1, DcCAREB3 y DcAREBA4. Todos ellos
mostraron localizacién nuclear y unidén directa al promotor DcPSY2, ademas de la
transactivacion de genes reporteros en sistemas monohibridos de levadura (Simpson
etal.,, 2018). Sumado a esto, resultados de andlisis de expresion indicaron que
DcAREB3 y DcPSY2 son inducidos en respuesta a ABA y NaCl en érganos vegetativos

(Simpson et al., 2018).

A partir de estos datos, actualmente se busca dilucidar el rol de AREB3 en conferir
tolerancia a estrés abidtico, para lo cual se transformaron Arabidopsis thaliana y
Actinidia deliciosa con el vector pK7RWG2-AREB3 y se utiliz la estrategia detallada a

continuacion.

1.4 Estrategia a utilizar

En este trabajo se utilizaron plantas de A. deliciosa previamente transformadas con el
vector pK7RWG2-AREB3 (Figura 5), para la expresion de DcCAREB3 bajo el promotor
constitutivo y fuerte 35ScaMV quedando el factor de transcripcion fusionado a RFP

(Simpson, 2015).

A partir de las transformantes para DCAREB3, se obtuvieron lineas transgénicas, las
cuales se comprobaron mediante andlisis molecular. Luego, estas lineas fueron
utilizadas para determinar el nivel de expresion relativa y un ensayo de salinidad para
determinar si se genera un aumento en la tolerancia a estrés en las lineas transgénicas

DcAREBS3.

1.5 Objetivo general
Seleccionar lineas transgénicas de Actinidia deliciosa que expresan el gen DCAREB3 y

determinar la tolerancia a estrés salino.
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1.6 Objetivos especificos
v' Seleccionar molecularmente lineas transgénicas de Actinidia deliciosa.
v' Determinar el nivel de expresion relativo del gen DcAREB3 en las lineas
transgeénicas de A. deliciosa.
v' Determinar la tolerancia a estrés salino en las lineas transgénicas de Actinidia

deliciosa para el gen DCAREBS.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Cultivo in vitro de Actinidia deliciosa

Al inicio de este seminario de titulo se contaba con material in vitro de Actinidia
deliciosa silvestre (WT) y transformada con el gen DcAREB3 (vector pK7RWG2-
AREB3, Figura 5) en distintas etapas del desarrollo. A estas se le suman plantas vector
sin inserto, con el vector pK7RWG2 vacio. Se mantuvo el cultivo in vitro de kiwi durante
la realizacibn de este seminario de titulo, principalmente durante la etapa de
elongacién de brotes en medio Il de seleccién, en donde se utilizé medio MS
(Murashige & Skoog) 0,5X con 30 g/L de sacarosa, 100 mg/L de mioinositol, 7g/L de
agar y con pH ajustado a 5,8 suplementado con 1 mL/L de PPM, 0,5 mg/L de BAP, 300
mg/L de timentin y 100 mg/L de kanamicina como agente de seleccion. Los explantes
fueron refrescados cada 4 semanas hasta la induccién de brotes y su elongacion. Al
cabo de aproximadamente 4 meses se cont6 con suficientes brotes transformantes
para ser analizados molecularmente. A partir de esto se obtuvieron siete lineas

transformantes.
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- ——— AREB3
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p35s

Figura 5. Vector de transformacién pK7RWG2.

Vector utilizado para transformar A. deliciosa, el cual genera proteinas de fusién entre los
factores de transcripcion de interés y RFP (Modificado de Simpson, 2015). Originalmente
llamado pK7RWG2 — ABRES3, en esta figura se cambi6 el nombre a pK7TRWG2 — AREB3 para
aclarar que el vector contiene la secuencia del factor de transcripci6n AREB3 de Daucus carota
y no la secuencia de su sitio de unién en este organismo.

Ademas, se realiz6 la propagacion de lineas en caso de ser necesario, para lo cual se
cortaron explantes de hojas de A. deliciosa de aproximadamente 1 cm?, los cuales se
dejaron en placas Petri con medio | con MS 0,5X con 30 g/L de sacarosa, 100 mg/L de
mioinositol, 7 g/L de agar con pH ajustado a 5,8 suplementado con 25 mg/L de
kanamicina como agente de seleccién, 2 mg/L de 2,4-D para la induccion de callos, y
BAP 0,5 mg/L. En el caso de los callos inducidos, estos fueron transferidos a medio

fresco con 0,5X medio MS, 30 g/L de sacarosa, 100 mg/L de mioinositol, 7 g/L de agar
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con pH ajustado a 5,8 suplementado con 5 mg/L de BAP y 40 mg/L de kanamicina

como agente de seleccion (Quiroz, 2014).

Todo el cultivo in vitro se realizd bajo condiciones de esterilidad en una camara de flujo
laminar. Todos los medios fueron autoclavados durante 40 minutos luego de ajustar el

pH y los cultivos fueron mantenidos con un fotoperiodo de 16 horas a 20+2°C.

2.2 Extraccion de ADN a partir de tejido vegetal

La extraccion de ADN genomico de Actinidia deliciosa se realiz6 utilizando el tampon
de extraccion CTAB 2X (2% p/v CTAB, 100 mM Tris HCI pH 8, 20 mM EDTA pH 8, 1%
p/v.PVP 40, 1,4 M NaCl). Para esto se comenz6 con 100 mg de tejido, que
corresponde aproximadamente a 2 hojas pequefias de kiwi, las cuales fueron
congeladas con nitrégeno liquido antes de ser molidas en morteros, previamente
esterilizados y enfriados, en presencia de nitrégeno liquido. Una vez que el tejido fue
molido finamente, se agregaron 400 pL del reactivo CTAB 2X, se homogenizé la
mezcla y fue traspasada a un tubo Eppendorf. Esta fue brevemente agitada en vortex
para luego ser incubada a 37°C por al menos 30 minutos. Luego, la mezcla se enfrié a
temperatura ambiente por aproximadamente 10 minutos, después de lo cual se
agregaron 400 pL de cloroformo y se mezclé en voértex por 15 segundos para
homogenizar por completo. La mezcla fue centrifugada durante 5 minutos a 12500 rpm
a temperatura ambiente y, cuidadosamente, se transfirieron aproximadamente 300 L
de la fase superior acuosa a un nuevo tubo Eppendorf. Luego se agregaron 400 pL de
cloroformo y se homogenizé la mezcla en vértex, para luego ser centrifugada
nuevamente durante 5 minutos a 12500 rpm. Nuevamente, se transfirié la fase acuosa
superior a otro tubo Eppendorf, y luego se agreg6 400 uL de isopropanol y, luego de

mezclar bien, se dej6 incubando la mezcla a temperatura ambiente durante 5 minutos
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para precipitar el ADN. Al finalizar la incubacioén, se centrifugé durante 30 minutos a
12500 rpm a 4°C, luego se descartd el sobrenadante y se agregaron 200 UL de etanol
70% (en agua libre de nucleasas) para lavar el precipitado. Se centrifugé a 12500 rpm
a 4°C durante 15 minutos y se descartdé el sobrenadante nuevamente. El pellet
obtenido se secd dejando los tubos abiertos e invertidos sobre papel limpio por al
menos 30 minutos. Finalmente, el precipitado fue resuspendido en 200 pL de agua

libre de nucleasas.

2.3 Electroforesis en geles de agarosa

Para visualizar la integridad del ADN o ARN se realizaron electroforesis en geles de
agarosa al 1,5-2%, los cuales fueron preparados en TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y
EDTA 1 mM a pH 8). Se cargaron las muestras en los pocillos de los geles, junto con 1
uL de buffer de carga y 5 pL de Ladder GeneRuler (ThermoFisher) para determinar el
tamafio de las bandas. La electroforesis se realizé a 90 volts durante aproximadamente
una hora para el ADN y a 70 volts durante 20 minutos en el caso del ARN. Finalmente,
los geles fueron incubados en una solucion de bromuro de etidio y visualizados bajo luz

ultravioleta en un transiluminador (SYNGENE).

2.4 Extraccion de ARN a partir de tejido vegetal

Se molié en un mortero, previamente esterilizado, entre 100 y 200 mg de hojas de kiwi
con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino, al cual se le agregé 1 mL de reactivo
CTAB 2X y se homogenizé la mezcla, la cual luego fue traspasada a un tubo
Eppendorf de 2 mL. Los tubos se mantuvieron en hielo durante el resto del protocolo a
menos que se indique lo contrario. Luego, se agregdé 2% de B-mercaptoetanol (20 uL)
al tubo y se homogenizé la muestra en vortex, para luego ser llevado a un bafio

caliente a 65°C por 15 minutos, agitando por inversién al menos 4 veces cada 5
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minutos. Finalizada la incubacién, se agregd 1 mL de cloroformo:alcohol isoamilico
24:1 frio y se agitd en vortex hasta obtener una emulsion completa. Se centrifugé a
12000 g durante 15 minutos a 4°C y luego se recuperd la fase acuosa superior a un
nuevo tubo Eppendorf de 2 mL. A esto se le agregd un volumen de cloroformo:alcohol
isoamilico 24:1 frio y nuevamente se homogenizé en vértex y se centrifugé a 12000 g
durante 15 minutos a 4°C. Luego, se recuperd cuidadosamente la fase superior en un
tubo Eppendorf de 1,5 mL y se agregd ¥ del volumen del sobrenadante en LiCl 10 M,

se agitd 6 veces por inversion y se dejé precipitando el ARN a 4°C durante la noche.

Posteriormente, se centrifugd la muestra a 12000 g durante 20 minutos a 4°C, luego se
eliminé el sobrenadante por inversiéon y se agregd 1 mL de etanol 70% DEPC frio para
lavar el precipitado. Se centrifugé a 12000 g durante 10 minutos a 4°C, se eliminé el
sobrenadante y se repiti6 el lavado. Luego, se eliminé el etanol 70% DEPC por
inversion y se dejaron secar los tubos abiertos e invertidos sobre papel limpio.

Finalmente, se resuspendio el pellet en 25 uL de agua libre de nucleasas.

La concentracién y la pureza (mediante las razones 260/280 y 260/230) de ARN
extraido se determind en un espectrofotdmetro Epoch 2 y la integridad se verificd

mediante electroforesis en gel de agarosa (seccion 2.3).

2.5 Reaccion en cadena de polimerasa PCR: PCR convencional

Para amplificar fragmentos de ADN a partir de distintas muestras se utilizé la mezcla
SapphireAmp Fast PCR Master Mix (Takara Bio Inc., USA), la cual incluye la enzima
de PCR, buffer optimizado y mezcla de dNTP. En este caso, por cada reaccién de PCR
se utilizaron 10 pL de SapphireAmp Fast PCR Master Mix (Takara Bio Inc., USA), 0,5
uL de partidor forward (DcABRE3 F), 0,5 pL de partidor reverse (DcABRE3 R), 8 L de

agua libre de nucleasas y 1 uL de templado, en un volumen total de 20 pL por reaccion.
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Cada vez que se realiz6 un PCR se utilizé un control negativo al cual no se le agregé
templado. De ser necesario se agregd un control positivo, el cual corresponde a una
muestra de ADN previamente verificada. Los programas utilizados (Tabla 1) en cada
experimento varian dependiendo del tiempo de extensién requerido y de la temperatura
de disociacion de los partidores utilizados (Tabla 2). Finalmente, los productos del PCR

se visualizaron en un gel de agarosa mediante electroforesis.

Tabla 1. Programas para PCR convencional.

Paso Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Denaturacion inicial 98 2 minutos 1
Denaturacion 94 5 segundos
Hibridacién ™ 5 segundos 34
Extension 72 10 seg/kb
Extension final 72 1 minuto 1
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Tabla 2. Partidores utilizados en este Seminario de Titulo.

En el caso de los partidores gABRES3, a partir de este momento se les llamard gAREB3 para
evitar confusiones sobre su relacion al factor de transcripcién estudiado, ya que los partidores
se unen a la secuencia de éste y no a la secuencia de su sitio de unién.

Tamafio aproximado
Partidor Secuencia ™m Uso
amplicén (pb)

DcABRE3 5-GGC TTG TCT GGATCA PCR
59,7°C 1300
F GGATCAGGATCAGC-3' convencional
DCcABRE3 | 5- CCA AGG TCC GGT CAG PCR
62,5°C 1300
R GGT CC -3 convencional

5- GCC AGT TTAGCA CCT
gABRE3 F 60,9°C 200 gRTPCR
CGT GTT GC -3’

5-CGC CTT CTC TCC ACC

gABRE3 R 59,5°C 200 gRTPCR
ACTTTCTC -3
5- CTG TGA AAC TGC GAA
gl8S F 56,7°C 100 gRTPCR
TGG CTC -3
5- TTC CAG AAG TCG GGG
gl8S R 56,5°C 100 gRTPCR
TTT GT -3
5'- GCA GGA ATC CAT GAG
gActina F 54,9°C 100 gRTPCR
ACT ACC -3
5- GTC TGC GAT ACC AGG
gActina R 56,8°C 100 gRTPCR
GAA CAT -3

2.6 Sintesis de ADNc
Para sintetizar ADNc a partir de ARN extraido desde tejido vegetal se realiz6 una
reaccion de transcripcion reversa (RT) utilizando la enzima RT ImProm Il (Promega,

USA). En primer lugar, se eliminé el ADN genomico de la muestra mediante la enzima
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DNasa |, para lo cual se preparé un mix de DNasa | que contenia 1 pL de enzima
DNasa |, 2 pyL de buffer para DNasa | y 1 yL de Ribolock, correspondiente a un
inhibidor de ARNasa, sumando un total de 4 yL por reacciéon. A esto se le agregé el
volumen correspondiente a 3 pg de ARN extraido y se llevé a un volumen total de 20
UL por reaccion, para luego dejar el tratamiento con DNasa | a 37°C por 45 minutos. Al
terminar el tiempo de incubacién se detuvo la reaccién agregando 1 pL de EDTA 50

mM e incubando durante 10 minutos a 65°C.

Para comenzar la sintesis de ADNc se prepard un mix RT-PCR con 4 pL de buffer RT
5X, 3 pL de MgCl 25 mM, 0,5 yL de Ribolock, 1 pL de dNTPs 10 mM y 1 uL de agua
libre de nucleasas, sumando un total de 9,5 pyL por reaccién. A cada reaccion se le
agrega 1,5 pL de oligo AP 10 uM y 8 uL de ARN tratado con DNasa |, sumando un total
de 19 uL por reaccion. Esto se incubd en el termociclador a 70°C durante 5 minutos,
para luego pasar rapidamente los tubos a hielo, incubar aproximadamente 3 minutos y
luego agregar 1 pL de enzima RT ImProm Il (Promega, USA), la cual no es
termoestable, sumando un total de 20 pL por reaccién. Luego de esto se continla con
el programa de la reaccion en el termociclador, donde luego de la primera incubacion le
siguen 5 minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C y 10 minutos a 70°C. Al terminar el

programa, se obtuvo una concentracion tedrica de 60 ng/uL de ADNCc.

2.7 RT-PCR cuantitativo: qRTPCR

Se utilizé la técnica de gRTPCR para cuantificar la cantidad de transcrito presente en
las lineas de A. deliciosa transgénicas. Para ello se utilizO el ADNc previamente
generado a una concentracién de 10 ng/uL. Para llevar a cabo la reaccién se utilizaron
6,5 pL de Forget-Me-Not EvaGreen gPCR Master Mix (2-color tracking) (Biotium, USA),

0,2 pyL de partidor forward, 0,2 pL de partidor reverse, 3,1 pL de agua libre de
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nucleasas y 3 pL de templado, sumando un total de 13 pL por reaccién. Los programas
usados para llevar a cabo la reaccién varian respecto a la temperatura de disociacion
de los partidores utilizados (Tabla 3 y Tabla 4). Los partidores utilizados para genes
housekeeping (control) corresponden al gen ARN ribosomal 18S y Actina, mientras que

se evaluo la presencia del transcrito de interés con los partidores gQAREB3 (Tabla 2).

Tabla 3. Programas utilizados para gRTPCR 18S y actina.

Paso Temperatura (°C) Tiempo NUmero de ciclos
Denaturacion inicial 95 10 minutos 1
Denaturacion 95 15 segundos
Hibridacion 55 15 segundos 40
Extension 72 15 segundos
Denaturacion 95 1 minuto 1
Hibridacion final 55 30 segundos 1
Denaturacion final 95 30 segundos 1

Tabla 4. Programa utilizado para qRTPCR AREB3.

Paso Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Denaturacion inicial 95 10 minutos 1
Denaturacion 95 15 segundos
Hibridacion 60 15 segundos 50
Extension 72 15 segundos
Denaturacion 95 1 minuto 1
Hibridacion final 60 30 segundos 1
Denaturacion final 95 30 segundos 1
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En el caso de los partidores gAREB3 F y gAREB3 R se utilizé la herramienta Primer-
BLAST de NCBI con los organismos Daucus carota y Actinidia deliciosa para verificar

las posibles regiones de union y el tamafio del amplicon esperado.

Finalmente, para analizar los datos obtenidos se utilizd la ecuacion correspondiente al
método matematico delta-delta para comparar la expresion relativa entre resultados

(Pfaffl, 2001) y los datos fueron graficados en GraphPad.

2.8 Ensayo DAB

Se realiz6 un ensayo preliminar de DAB para medir de forma cualitativa y
semicuantitativa la tolerancia a estrés medido como cantidad de peroxido de hidrogeno
inducido por estrés salino en plantas transgénicas DCAREB3 a tiempo 0, 24 horas y 48
horas. Para esto se comenz6 cortando hojas de Actinidia deliciosa transgénica,
ademas de plantas WT y vector sin inserto (VSI), y se preparé una solucion de NacCl
200 mM para realizar el tratamiento. La solucion se vertié en una placa Petri de vidrio y
luego se agregaron entre una y tres hojas de cada grupo (7 lineas transgénicas, VS| y

WT), se realiz6 un control del tratamiento con agua.

Luego de la incubacién de 0, 24 y 48 horas en NaCl o agua como control, se tomaron
las hojas y se sometieron a tinciébn con DAB. Para realizar la tincién, se comenz6
preparando una solucién DAB 1 mg/mL en una botella cubierta con papel aluminio. Se
agregaron 300 mg de DAB y 270 mL de agua estéril y la solucién fue llevada a pH 3
con HCI 0,1 M en agitacion para disolver el DAB. Luego, se agregaron 150 pyL de
Tween 20, ademas de 15 mL de Na,HPO, 200 mM, para obtener una solucion 0,05%
viv. Tween 20 y 10 mM de Na;HPO.. Las hojas fueron sumergidas en 25 mL
aproximadamente de solucién de tincion DAB en un vaso de precipitado cubierto con

papel aluminio y se les aplico vacio leve durante 5 minutos. Luego se dejo el vaso
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incubando en agitacion, asegurandose de que la solucion cubriera por completo las
hojas, durante 4 horas. Al terminar el tiempo, se pasaron las hojas a tubos falcon de 50
mL con solucién de blanqueamiento (etanol:acido acético:glicerol = 3:1:1) para eliminar
la clorofila y se dejaron en un bafo caliente a 85°C durante 20 minutos. Luego se
cambid la solucion de blanqueamiento y se dej6 reposando nuevamente por 30
minutos (Daudi & O’Brien, 2012) hasta que las hojas hayan eliminado toda la clorofila.
Finalmente, se observaron y se fotografiaron las hojas. La tincién DAB fue cuantificada

utilizando el programa ImageJ.

2.9 Analisis de imagenes en ImageJ

El programa ImageJ permite cuantificar los pixeles dentro de un area de la imagen.
Para obtener una lectura mas clara de los pixeles se aplicé un filtro (Royal invertido)
luego de transformar la imagen a 8-bit rgbh, que permitié delimitar el borde de la hoja
para obtener el area total de la hoja en pixeles y luego poder definir un rango de color

para delimitar el area mayormente oxidada.

Luego se modificé el umbral de color, que en formato 8-bit rgb muestra un rango
maximo de 256 colores, cuantificado en pixeles en primer lugar para delimitar el area
total de la hoja y luego se usé un rango de color desde el 0 al 75 para definir el area
mayormente oxidada. De esta forma se obtuvo el area en pixeles en cada caso, lo que
permitié calcular un porcentaje de area mayormente oxidada en cada hoja y de esta

forma hacer en andlisis semicuantitativo.

Esto se realiz6 para tres hojas por condicion en dos ensayos (repeticién) con plantas
silvestres, en donde una de ellas tuvo cuatro hojas en la condicién de 48 horas en agua.
En el caso del ensayo con plantas VSI se usaron tres hojas a las 0 horas y dos hojas

para las 24 y 48 horas con solucién salina cada una. En el caso de las plantas
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transformadas con DCAREB3 se usaron tres hojas para las 0 horas, una hoja para las
24 horas en agua, tres hojas para las 24 horas en solucion salina, una hoja para las 48
horas en agua y tres hojas para las 48 horas en solucion salina. Luego, se promediaron
los valores obtenidos en caso de haber mas de una hoja por ensayo y finalmente se
calculé el porcentaje correspondiente al area mayormente oxidada a partir del area

total de la hoja.

En el caso de las plantas silvestres se sacé un promedio de &area entre ambas para
realizar el andlisis. De esta forma, se promediaron las areas de las hojas en cada caso,
area total y mayormente oxidada, y luego se calcul6 el porcentaje correspondiente al
area mayormente oxidada del area total de la hoja. Esto se realiz6 para los controles

en agua y los ensayos en solucion salina con 200 mM NacCl.
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RESULTADOS

3.1 Seleccion de lineas transgénicas para el factor de transcripciéon DcAREB3 de
Actinidia deliciosa

Para comenzar con los experimentos se determinaron las lineas de Actinidia deliciosa
gue poseian el gen de interés DCAREB3 mediante PCR de ADN gendmico extraido a
partir de hojas de plantulas de 2 y 4 meses en cultivo in vitro (Figura 6A), tal como se
describié en Materiales y Métodos (secciones 2.2 y 2.3). El PCR mostré que todas las
lineas, exceptuando la linea 3, presentaron la amplificacibn de una banda de
aproximadamente 1300 pb correspondiente al gen DCAREB3, confirmando que 6 de
las 7 plantas son transgénicas para el gen DCAREBS3 (Figura 6B). A pesar de esto, se

siguieron utilizando todas las lineas para los andlisis posteriores.
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[

2 meses

B. DcAREB3

Ladder Ladder
1tkb () () wT vsi 11 L2 13 W4 5 L6 L7 1kb

1000 pb—> -

C. 18S

Ladder Ladder
100 pb (+) (-) wWT vsI L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 100 pb

200 pb—
100 pb—>

Figura 6. Fenotipo de plantulas transformantes y PCR convencional a partir de ADN
gendmico de Actinidia deliciosa para determinar y seleccionar las lineas transgénicas.

A) Se muestran plantulas transformantes de kiwi in vitro en etapa Il a los dos meses post
transformacion y el fenotipo en etapa Il a los cuatro meses post transformacion. Se
seleccionaron hojas de plantulas de ambos estadios para el analisis molecular. B) Resultados
obtenidos del PCR para el transgén DcAREBS3 (aproximadamente 1400 pb). Se observa que en
el caso de L3 no se obtuvo amplificado del gen DcAREB3. C) PCR obtenido para el gen 18S
(aproximadamente 100 pb), utilizado como control. En este caso no se observd amplificado en
L4. (+): control positivo, linea previamente comprobada con vector pK7RWG2-ABRE3; (-):
control negativo, reaccion sin ADN; WT: wild type, linea silvestre; VSI: linea transformada con
vector pK7RWG2 sin inserto; L1-L7: linea numerada.

En el caso del PCR obtenido para el gen 18S se observo la banda esperada en todas
las plantas, incluidas la planta silvestre (WT) y la vector sin inserto (VSI), excepto la
linea 4, lo que pudo ser resultado de contaminacion presente en la reaccion mas que

una mala extracciébn de ADN gendmico, ya que en el PCR para el transgén si se
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observo una banda a pesar de ser tenue (Figura 6B). Se destaca ademas que los
partidores usados son especificos; no hibridan en otro gen enddgeno de kiwi ya que no
se aprecia la amplificacion de una banda en la planta silvestre (WT) ni en la vector sin

inserto (VSI).

3.2 Determinacién de los niveles de expresion del transgén
Se mantuvo el cultivo in vitro de las lineas transgénicas de Actinidia deliciosa hasta que

presentaran suficiente tejido vegetal para realizar los analisis posteriores (Figura 6A).

3.2.1 Extraccion de ARN y determinacién de su pureza e integridad.
Luego de extraer ARN de hojas de plantas transgénicas (seccion 2.4), se obtuvo el
ARN en triplicado para las lineas L1 a L4 y en duplicado para las lineas L5 a L7 de
acuerdo con la disponibilidad de material vegetal para cada linea transgénica. Se
obtuvo un ARN integro ya que se observaron las bandas y perfil correspondientes de

los ARN ribosomales (Figura 7).

WT L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7

Figura 7. Extraccién de ARN de lineas transgénicas de Actinidia deliciosa.

Andlisis de integridad del ARN extraido a partir de hojas de Actinidia deliciosa mediante
electroforesis en gel. WT: linea silvestre o wild type; L1-L7: lineas transgénicas de kiwi con el
gen DcAREB3. Se aprecian las bandas representativas de ARN ribosomal 28S y 18S. El ARN
de la linea VSI también se obtuvo en buena calidad, pero no se muestra.
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También se verificaron las razones 260/280 y 260/230 del ARN en un
espectrofotdmetro Epoch 2, donde se observo que el ARN extraido era puro y de una

calidad que permitié ser usado para los ensayos de qRTPCR (Tabla 5).

Tabla 5. Datos obtenidos de espectrofotometro Epoch2.

Se sefialan triplicados o duplicados en cada caso luego de la puntuacion en la tabla, es decir,
WT.2 corresponde al duplicado y WT.3 al triplicado y asi sucesivamente para el resto de las
muestras. WT: linea sin modificar o wild type; L: linea numerada. EI ARN de la linea VSI
también se obtuvo en buena calidad, pero no se muestra.

Muestra | Absorbancia 260/280 | Absorbancia 260/230 | Concentracién (ng/uL)
WT.1 2,201 2,33 353
WT.2 2,308 2,398 398
WT.3 2,284 2,248 276

L1.1 2,203 2,357 755
L1.2 2,281 2,369 603
L1.3 2,262 2,409 605
L2.1 2,228 2,355 1112
L2.2 2,251 2,394 1042
L2.3 2,217 2,389 1045
L3.1 2,212 2,377 412
L3.2 2,197 2,433 415
L3.3 2,24 2,324 383
L4.1 2,249 2,288 648
L4.2 2,264 2,387 634
L4.3 2,262 2,396 613
L5.1 2,16 1,916 366
L5.2 2,25 2,446 831
L6.1 2,306 2,302 767
L6.2 2,254 2,437 725
L7.1 2,209 2,243 953
L7.2 2,276 2,452 1230

La concentracion obtenida de ARN en las muestras fue baja, pero éstas presentaban
un buen grado de pureza en el caso del indice 260/280 (indicativo de presencia de

proteinas), con razones entre 1,8 y 2,3. En el caso de indice 260/230, indicativo de
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contaminacion con azucares y fenoles, en varios casos se obtuvieron razones mayores

a 2,3, por lo cual fueron considerados para la sintesis de ADNc (seccion 2.6).

3.2.2 Verificacién de partidores in silico
Se verificaron los partidores de gPCR para el transgén DCAREB3 mediante un Primer-
BLAST (seccion 2.7) y luego mediante una reaccion de PCR convencional. En el caso
del Primer-BLAST, se usaron las secuencias forward (F) y reverse (R) del partidor
gAREB3 para buscar secuencias de uniéon en Daucus carota y en Actinidia deliciosa.
En zanahoria se predijeron tres secuencias de union, correspondientes ARN mensajero
de tres variantes de transcripcion para Abscisic Acid-Insensitive 5-like protein 7 o ABI5-
like protein 7 (LOC108225746), correspondiente a AREB3, los que se encontraban
dentro de la region codificante y que en todos los casos amplificarian un fragmento de

179 pb. En kiwi no se encontraron sitios de union a templado.

Products on target templates
>XM_017400688.1 PREDICTED: Daucus carota subsp. sativus ABSCISIC ACID-INSENSITIVE 5-like protein 7 (LOC108225746), transcript variant X3, mRNA

product length = 179

Forward primer 1 GCCAGTTTAGCACCTCGTGTTGC 23

Template i b - Tisissssasss 1125

Reverse primer 1 CGCCTTCTCTCCACCACTTTCTC 23

Template - 1259

>XM_017400687.1 PREDICTED: Daucus carota subsp. sativus ABSCISIC ACID-INSENSITIVE 5-like protein 7 (LOC108225746), transcript variant X2, mRNA

product length = 179

Forward primer 1 GCCAGTTTAGCACCTCGTGTTGC 23
Template 1898 .........n. Tissssssnsas 1128
Reverse primer 1 CGCCTTCTCTCCACCACTTTCTC 23
Template 1276 icsssscsisississisases 1254

>XM_017400685.1 PREDICTED: Daucus carota subsp. sativus ABSCISIC ACID-INSENSITIVE 5-like protein 7 (LOC108225748), transcript variant X1, mRNA

product length = 179
Forward primer 1 GCCAGTTTAGCACCTCGTGTTGC 23
Template 1274 i Teveennennns 1296

Reverse primer 1 CGCCTTCTCTCCACCACTTTCTC 23
Template 1452 uviirnnssrrnnaarinnans 1430

Figura 8. Primer-BLAST de Daucus carota con partidores gAREB3.

Se predijeron tres variantes de transcripcion de Abscisic Acid-Insensitive 5-like protein 7 o ABI5-
like protein 7 (DCAREB3). Se sefala el nimero de acceso subrayado en morado, el largo del
producto y el lugar de unién al templado.
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3.2.3 Verificacion de partidores in vitro
Ademas, se realiz6 un RT-PCR convencional para verificar que los partidores gAREB3
hibridaran en ADNc de D. carota y no en A. deliciosa (Figura 9). En el caso del ADNc
de zanahoria se observa una banda de aproximadamente 200 pb para ambas
muestras. En el caso del kiwi no se observan bandas, demostrando que las plantas
transgénicas VSI y otra linea transgénica control, que expresa el gen Alfind de

tolerancia a estrés abi6tico, no presentan el gen AREB de D. carota.

Ladder D.carota A.deliciosa Ladder
100pb (-) M1 M2 VSI1 VSI2 A4 100 pb

200 pb —»
100 pb —

Figura 9. Verificacion de la especificidad de partidores para amplificar el gen DcAREB3.
Amplificacion por RT-PCR de un fragmento de 179 pb usando partidores disefiados para
DcAREB3 y ADNc de D. carota y A. deliciosa. (-): control negativo, reaccién sin material
genético; M1 y M2: dos réplicas de ADNc de D. carota; VSI: linea transgénica VSI de kiwi; Al4:
linea transgénica de kiwi transformada con el gen Alfin4.

Con estos resultados se confirma que los partidores no poseen sitios de unién
inespecificos en Actinidia deliciosa, y que solo se unen en el gen de Daucus carota, por
lo cual se pueden utilizar para determinar la expresiéon del transgén DcAREB3 en

lineas transgénicas de Kiwi.

Luego, se realiz6 un RT-PCR convencional con los partidores q18S, gActina y gAREB3

(Figura 9; Tabla 2) determinando que todas las lineas transgénicas presentaban el
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amplicon de tamafio esperado en cada caso (Figura 10), lo que aseguraba su

utilizacion para un gRT-PCR.

A 18S

WT L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 VSl

B Actina

Ladder

100 pb (-) WT L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 VSl

200 pb
100 pb

C DcAREB3

Ladder
100 pb (-) (+)

WT L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7  ys)

200 pb

100 pb

Figura 10. Presencia de transcrito DcCAREB3 en lineas transgénicas de Actinidia deliciosa
mediante RT-PCR convencional.

RT-PCR convencional con partidores de gRTPCR para el gen A) ARN ribosomal 18S, B) Actina
y para C) el transgén DcAREB3. En los tres casos debi6 incluirse un segundo pocillo con ladder
al extremo final para asegurar el tamafio de las bandas. Aun asi, podemos asegurar el tamafio
de las bandas dado que los partidores utilizados son especificos. (-): control negativo sin
material genético; (+): control positivo, ADN gendmico de una muestra previamente
comprobada como transgénica; WT: linea silvestre o wild type; VSI: linea transformada con
vector pK7TRWG?2 sin inserto; L1-L7: lineas transgénicas de kiwi con el gen DCAREB3.

Se observo que en el caso de las reacciones con los partidores q18S, éstos generaron
producto de amplificacion de aproximadamente 100 pb en todas las muestras, lo que
se condice con el uso de partidores para un gen de housekeeping e indica la 6ptima
calidad de los ADNc. En el caso de los partidores para actina, un gen de expresion

constitutiva, al igual que el ARN ribosomal 18S, se observaron bandas en todas las
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lineas, pero con bandas muy tenues en dos de las repeticiones de la linea 4 y en el VSI.
Para los partidores gAREB3 no se observaron bandas en la linea WT ni en el VSI ya
que éstos no poseen el transgén de interés. Para las lineas restantes se observaron
bandas bien definidas, excepto en las dos repeticiones de la linea 4, que tampoco
amplificé para actina, y en la linea 7. En el caso de la linea 4 puede deberse a un error
en la reaccion o una baja abundancia de templado, teniendo en cuenta que esta linea
si presentd el transgén al momento de realizar el PCR (Figura 6). También hay que
destacar que la linea 3 si present6 transcrito del gen DCAREB3 (Figura 10C) cuando no
habia presentado inserto en el PCR (Figura 6B), lo que puede indicar un posible error
durante la primera reaccion de PCR. Por otro lado, en la linea 7 esto puede haber
ocurrido porque el gen no se expresa, sobre todo si se compara con las
amplificaciones con 18S y actina (Figura 10A y B). Por ello, para tener un resultado

mas preciso se realiz6 un gRTPCR.

3.2.3 gRTPCR de plantas transgénicas de Actinidia deliciosa
Luego de verificar que los partidores funcionaran correctamente se procedio a realizar
la cuantificacién de transcrito para el gen de interés mediante un RT-PCR cuantitativo
(seccibén 2.7). A partir de esto se obtuvieron graficos de amplificacion, donde se pudo
observar el nimero de ciclos a partir del cual se amplifica la muestra al superar el
umbral de ciclos, y curvas de disociacion, donde se pueden identificar los fragmentos
de ADNc amplificados. De esta forma, en un gréafico de amplificacion se espera que las
curvas se encuentren agrupadas y en una curva de disociacion se espera que se

encuentre solo un pico, el cual es especifico para el fragmento de ADN de interés.

En el caso del gen 18S se obtuvo un gréfico de amplificacién (Figura 11A) donde la

mayoria de las curvas se encuentran agrupadas, comenzando entre los ciclos 16 y 24.
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Las curvas que comienzan a partir del ciclo 28 corresponden a repeticiones de la
muestra correspondiente a la linea 4, mostrando la baja abundancia de ADNc en esta
linea. El resto de las curvas corresponden a controles negativos. En el caso de las
curvas de disociaciéon (Figura 11B) se obtuvo solo un pico, lo que corresponderia solo a
un fragmento dentro de las muestras. Cabe hacer notar que para cada linea se
consideraron tres mediciones (a menos que se sefiale lo contrario), que se presentan

como tres lineas de colores en los gréficos.
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Figura 11. Perfil del gRTPCR del gen 18S.
Se muestran en el panel A) Gréafico de amplificacion del gen 18S obtenido con linea umbral y B)
Curva de disociacion para el gen 18S obtenidas del gqRTPCR.

En el caso del gRTPCR para el gen de actina, cuyos resultados obtenidos se muestran
en la Figura 12, en el panel A se muestra el gréfico de amplificacién, donde la mayoria
de las curvas se encuentran agrupadas entre los ciclos 22 y 28. Entre los ciclos 32 y 34
se encuentran amplificaciones correspondientes a VSl y la linea 4, a partir del ciclo 36
se amplifican muestras correspondientes a linea 4 y controles negativos. Esto permite
concluir que la cantidad de ADNc de L4 es menor a la del resto de las lineas
transgénicas. En el caso de la curva de disociacion (Figura 12B) se obtuvo un pico
principal antecedido por un “hombro” que se sefiala encerrado en rojo, lo que indica
gue podrian estar amplificAndose més de un fragmento de ADN. Cabe hacer notar que
para cada linea se consideraron tres mediciones, a menos que se sefiale lo contrario,

gue se presentan como tres lineas de colores en los gréficos.
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Figura 12. Perfil del gqRTPCR del gen Actina.
Se muestran en el panel A) Grafico de amplificacion obtenido para el gen Actina con linea

umbral y en B) Curva de disociacion obtenido para el gen Actina, encerrado en rojo se sefiala
un “hombro” dentro de la curva.
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Es por ello que, para los siguientes andlisis del gRTPCR, se utiliz6 como gen

normalizador el gen 18S y no de actina para la cuantificacion de expresion relativa.

Para el gen de interés DcCAREB3 se obtuvieron los resultados observados en la Figura
13. En el panel del grafico de amplificacion (Figura 13A) no se obtuvieron curvas
agrupadas como en los casos anteriores para 18S (Figura 11A) y actina (Figura 12A),
lo que era de esperar dado que cada linea puede tener un nivel de abundancia de
transcrito diferente, por lo que se decidié considerar amplificaciones ocurridas dentro
de los ciclos 29 y 34 como aceptables, ya que la mayoria de las muestras
correspondientes a lineas transgénicas presentaban un umbral de ciclo dentro de este
rango. Las muestras que se escapan de este rango corresponden a WT y lineas 4 (que
era esperable por el menor contenido de ADNc) y 7. En cuanto a la curva de
disociacién obtenida (Figura 13B) se obtuvo un pico principal en donde se agrupan la
mayoria de las muestras y se sefialan picos secundarios obtenidos en muestras
correspondientes a WT encerrado en rojo, y a la linea 7 encerrado en negro. Esto
indica que en estos casos hubo amplificacion de fragmentos inespecificos ocurridos a
ciclos muy tardios (Figura 13A, ver lineas de colores rojas, grises, celeste y

anaranjado).
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Figura 13. Perfil del gqRTPCR para el gen DCAREB3.

Se muestran en el panel A) Gréafico de amplificacion obtenido para el gen DCAREB3 de interés
con linea umbral y en B) Curva de disociaciéon obtenida para el gen DCAREBS3, se sefiala
encerrado en rojo un pico correspondiente a muestras WT y encerrado en negro picos
correspondientes a la linea 7.
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3.2.4 Determinacion de los niveles de transcrito del transgén DcAREB3
Con los datos obtenidos a partir del qRTPCR se analizé la abundancia de transcrito
relativa del gen DcAREB3 en las lineas transgénicas seleccionadas mediante el

método delta-delta (Pfaffl, 2001).

DcAREB3
1500-

80—
60
404 ns
20-
ns
0 _'L

WT VSI L2 L3 L4 LS L6 L7

Niveles de transcrito
relativo a gen 18

Figura 14. Niveles de transcrito relativo a 18S de DcAREB3 en lineas transgénicas de A.
deliciosa.

Niveles de expresion de transcrito DCAREB3 en las hojas de 7 lineas transgénicas de A.
deliciosa a partir de ADNc. Se utilizé6 el gen 18S como normalizador, mientras que como
calibrador se usaron los datos de las plantas silvestres (WT). WT: niveles de expresion en
plantas silvestres; VSI: linea transformada con vector pK7RWG2 sin inserto; L1-L7: lineas
transgénicas de kiwi con el gen DCAREB3. Se contd con triplicados biolégicos y duplicados
técnicos en todas las lineas, excepto en lineas L5, L6 y L7, donde se contd con duplicados
biolégicos vy triplicado técnico. Las columnas y barras representan el promedio y la desviacion
estandar respectivamente. Los asteriscos indican diferencias significativas entre las lineas
transgénicas y la linea silvestre, y fueron determinadas mediante Test de Student (T test) no
pareado de dos colas. ns: no significativo; *: p<0,05; **: p<0,01; ****: p<0,0001.
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En el grafico (Figura 14), se destaca que, de las 7 plantas analizadas, 5 presentan una
significativa abundancia de transcrito, destacandose la linea 1 y 6 con la mas alta
abundancia de transcrito del gen. Las lineas 4 y 7 no mostraron una diferencia
significativa de abundancia de transcrito al compararlas con la linea silvestre. Para la
linea 4 puede deberse a la baja cantidad de ADNc dado que para 18S y actina la linea
4 mostré6 menos abundancia de transcrito, por lo que se concluye que en este caso es
necesario repetir el ensayo con mas ADNc. En el caso de la linea 7, ésta no presenta
expresion del gen. Ya que se trata de la expresion de un transgén de zanahoria en kiwi,
la expresion se evalla respecto de una linea silvestre que no posee el gen, y ello
genera que se observen altos promedios de expresion relativas en las lineas

analizadas.

3.3 Ensayo semicuantitativo de nivel de peréxido de hidrégeno en hojas de
Actinidia deliciosa

Luego de determinar los niveles relativos de transcrito de DCAREB3 en las distintas
lineas transgénicas de A. deliciosa, se realiz6 un ensayo DAB (seccion 2.8) para
determinar de forma semicuantitativa como se comportaban estas lineas frente a
estrés. En este caso, se realiz6 un ensayo preliminar de estrés salino tratando hojas de
kiwi con 200 mM de NaCl por 0, 24 y 48 horas. Se espera que plantas mas
susceptibles a estrés salino produzcan mayor cantidad de H;O.. El nivel de H.O- fue
semicuantificado usando la tincién con 3,3-diaminobencidina (DAB) para tefiir y poder
detectar visualmente las zonas con presencia de perdxido de hidrégeno, uno de las
principales especies reactivas de oxigeno (Daudi & O’'Brien, 2012). Debido a que no se
produjo crecimiento suficiente de tejido vegetal (hojas) en las lineas transgénicas, el

ensayo se realizd6 con entre 2 a 4 hojas pequefias del grupo completo de plantas
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transformadas con DCAREB3 que se encontraban en medio Il de seleccion, por lo cual
es un resultado preliminar que hay que repetir con mas tejido vegetal y con cada linea

transgénica por separado.

Luego de realizar el ensayo se fotografiaron las hojas tefiidas como se muestra en la
Figura 15, donde se puede visualizar en un color café oscuro las zonas con mas H-O..
Se observa una coloracion tenue a tiempos 0, 24 y 48 horas en agua, sobre todo en
WT, indicativo de la baja produccién de H2O- (Figura 15 A y B). Un aumento progresivo
del color café oscuro se aprecia a medida que las hojas pasan mas tiempo en la
solucion con 200 mM NacCl, indicativo de mayor dafio oxidativo a mayor tiempo en
solucion (Figura 15 C y E). En los controles con agua respectivos para 24 horas y 48
horas (Figura 15 B y D) se notdé una diferencia leve de coloracién respecto a la
condicién inicial a las 0 horas (Figura 15 A), pero en el caso de las plantas
transformadas con DCAREB3 se observd una coloracion café mayor, especialmente a
las 48 horas en agua (Figura 15 A y D). Esto implica que las plantas transformadas con
DcAREB3 poseen mas H,O- que las plantas silvestres al estar en agua por 48 horas, lo
que también se ve en el caso de las hojas en solucién salina (Figura 15 E). Sin
embargo, como se puede apreciar, el ensayo fue realizado en algunos casos con tan
solo una hoja por situacion, lo cual no permite concluir, y solo sugerir una tendencia en

los resultados.
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WT VSI DcAREB3

0 hrs V ‘ . §

N. A

24 hrs

H20

C

24 hrs

200 mM NacCl

D ) N. A

48 hrs H,O

E

48 hrs 200 mM NacCl

Figura 15. Resultados de ensayo DAB

Se muestran las hojas resultantes de cada tincion con DAB luego de A) 0 horas, es decir, al
inicio del experimento, B) 24 horas en agua, C) 24 horas en una solucién con 200 mM NaCl, D)
48 horas en agua y E) 48 horas en una solucién de 200 mM de NaCl. Esto para plantas
silvestres o wild type (WT), lineas transformadas con vector pK7RWG2 sin inserto (VSI) y
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plantas transgénicas que expresan DCAREB3. No se realizaron controles en agua en el caso de
la linea VSI ya que no se tenia suficiente tejido vegetal. N. A: no aplica, no se contd con tejido
suficiente para realizar el ensayo.

Debido a que los resultados sefialados fueron cualitativos, se buscé profundizar el
analisis para hacerlo semicuantitativo, para lo cual se midié el porcentaje del area
mayormente oxidada de las hojas a partir del &rea total. Para esto se analizaron las
imagenes mediante el programa ImageJ, el que permite cuantificar los pixeles dentro
de un area de la imagen. Esto permiti6 visualizar de mejor manera las areas oxidadas
de las hojas, las cuales se destacan en colores verde, anaranjado, rojo y blanco segun
la calibracién de este caso, la cual esta invertida. De esta forma, las hojas con menos
dafo se observan mayoritariamente azules o celestes (Figura 16 A) al comienzo del
tratamiento, mientras que las hojas mas dafiadas, correspondientes a las que pasaron
24 y 48 horas en tratamiento con solucion salina, se observan mas anaranjadas y rojas
(Figura 16 C y E), llegando al blanco en el caso de las plantas transformadas con
DcAREB3 a las 48 horas (Figura 16 E). En el caso de los controles con agua, se
observa méas anaranjado y rojo en el caso de las 24 horas para las plantas silvestres
(Figura 16 B) y las 48 horas en el caso de las plantas transformadas con DcCAREB3

(Figura 16 D).
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Figura 16. Imagenes modificadas para andlisis semicuantitativo del ensayo DAB

Se muestran las hojas resultantes luego de modificar las imagenes de cada tincion con DAB
luego de A) 0 horas, es decir, al inicio del experimento, B) 24 horas en agua, C) 24 horas en
una solucién con 200 mM NacCl, D) 48 horas en agua y E) 48 horas en una solucién de 200 mM
de NaCl. Se aplico el filtro Royal invertido a imagenes 8-bit para poder visualizar las areas
oxidadas. Esto para plantas silvestres o wild type (WT), donde se muestran hojas
representativas, lineas transformadas con vector pK7RWG2 sin inserto (VSI) y plantas
transformadas con DCAREB3. No se realizaron controles en agua en el caso de la linea VSI ya
que no se tenia suficiente tejido vegetal. La F) calibracién normal para el filtro royal, la cual se
debe observar de forma invertida para este caso, es decir, el 0 corresponde a alta oxidacion y el
255 corresponde al nivel base de color, es decir, sin oxidacion. Es por esto que en la figura las
zonas oxidadas se ven desde el color verde al color blanco. N. A: no aplica, no se cont6 con
tejido suficiente para realizar el ensayo.

Posteriormente se calculd el porcentaje de area mayormente oxidada en cada hoja,
con lo que se gener6 el grafico de la Figura 17, donde en el caso de las plantas
silvestres se comienza con un 23,63% de area oxidada al tiempo 0, lo cual aumenta a
un 54,49% a las 24 horas en solucion salina 200 mM NaCl y se mantiene muy cercano
con 54,08% a las 48 horas en tratamiento. Por otro lado, en el caso de las hojas de la
linea VSI se inicia con un porcentaje mucho menor de area oxidada, equivalente a un
1,97% y el porcentaje de area mayormente oxidada va aumentando progresivamente.

A las 24 horas en tratamiento se tiene un 30,14% de area oxidada y a las 48 horas un




50

52,84%. Esta diferencia entre plantas silvestres y la linea VSI puede deberse al menor
namero de hojas para el ensayo con VSI, que equivale al 66,6% y puede reflejar una
mayor dispersién en los resultados. Dentro de todo hay que destacar que plantas
silvestres y la linea VSI alcanzan un porcentaje similar de rea mayormente oxidada a

las 48 horas de tratamiento.

En cuanto a las hojas de plantas de kiwi transformadas con DcAREB3, se observé un
aumento progresivo del area mayormente oxidada, tal como sucedié en el caso de las
VSI, pero en mayor medida. Comienzan con un 17,16% de &rea mayormente oxidada
en el tiempo 0, la cual luego aumenta a 57,50% a las 24 horas en tratamiento salino y
termina con 87,67% de &rea oxidada a las 48 horas con tratamiento salino. Esto
implica que a pesar de que se esperaba una capacidad protectora de DcCAREB3 frente
a estrés salino, se observé una mayor cantidad de H,O, en comparacién a plantas
silvestres y la linea VSI, por lo que a modo preliminar no habria capacidad protectora.
Hay que destacar que para obtener resultados concluyentes es necesario repetir el

experimento con un nimero mayor de hojas por condicion.
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Figura 17. Gréfico de area mayormente oxidada para ensayo DAB

La cuantificacion del area mayormente oxidada se realizé usando el programa ImageJ, donde
se midi6 la cantidad total de pixeles de la hoja y luego se aplicé un rango de 75 pixeles para
medir la zona méas oxidada a partir de las imagenes previamente modificadas. WT: planta
silvestre o wild type; VSI: linea transformada con vector pK7TRWG2 sin inserto; DcCAREB3:
plantas transformadas con DcCAREBS3.



52

DISCUSION Y/O PROYECCIONES

4.1 Caracterizacién molecular de lineas transgénicas de Actinidia deliciosa

En 6 de las 7 lineas caracterizadas se obtuvo el tamafio esperado de
aproximadamente 1300 pb para DcCAREB3, que corresponde a la region codificante del
gen determinado mediante andlisis bioinformatico (Simpson, 2015). En este caso, el
gen de interés tiene un tamafo de 1311 pb, el cual fue aislado a partir de ADNc de D.
carota y posee una alta identidad con el factor de transcripcion ABF1 (AT1G49720.1)
de Arabidopsis thaliana (Simpson, 2015). En este organismo, los ABF corresponden a
una familia de proteinas de tipo bZIP que puede ser inducida por ABA y que tiene
actividad transcripcional en Arabidopsis thaliana (Choi etal., 2000). Este factor
ABF1/AtbZIP35 se encuentra dentro del grupo A de factores de transcripcion de tipo
bZIP, grupo que comparte con las proteinas AREB2/ABF4/AtbZIP38 y ABI5/AtbZIP39,
las cuales responden a ABA y estrés abiético como sequia o alta salinidad en tejidos

vegetativos (Jakoby et al., 2002).

Luego de seleccionar las lineas transgénicas de A. deliciosa, se mantuvieron en cultivo
in vitro por 1 mes para poder tener suficiente tejido vegetal para comenzar los analisis
de RTPCR. Se destaca que la extraccion de ARN fue 6ptima, resultando un ARN
integro y con pureza suficiente como para continuar con los ensayos (Figura 7; Tabla

5).

La verificacion in silico de los partidores a usar en el analisis molecular de las lineas
transgénicas predijeron tres secuencias de unién correspondientes ARN mensajero de
tres variantes de transcripcion para Abscisic Acid-Insensitive 5-like protein 7 o ABI5-like
protein 7 (LOC108225746), perteneciente a la subfamilia de ABI5 y correspondiente a

una secuencia predicha para el factor denominado ABRE3 en Simpson, 2015.
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Posteriormente este factor fue denominado DCAREBS3 en Simpson et al., 2018 dada su
homologia a factores de transcripcibn de tipo bZIP pertenecientes al grupo A,
especificamente los llamados AREB/ABF en A. thaliana. Los partidores utilizados se
encontraban dentro de la region codificante para amplificar un fragmento pequefio de
179 pb de las tres variantes de transcripcién (Figura 8). Generalmente, las variantes de
transcripcién producen fragmentos de distintos tamafios por splicing alternativo, pero
en este caso todas las variantes presentaron el mismo tamafio porque la regién
amplificada por los partidores gAREB3 corresponde a una region comdn entre las
variantes. Es importante destacar que descartamos que en A. deliciosa silvestre los
partidores hibridaran con algun templado, sugiriendo que los AREB de kiwi tienen otras

secuencias en la regién donde hibridan los partidores usados.

Los genes 18S y Actina corresponden a genes constitutivos y son utilizados como
controles positivos, housekeeping, en las reacciones de gRTPCR, ya que se expresan
en todas las células de un organismo al ser requeridas para el funcionamiento basal de
la célula. En el caso de la reaccion con los partidores q18S (Figura 11), se observo un
producto Unico, mientras que los partidores de gActina (Figura 12) se generaron dos
productos: el producto esperado y otro adicional. Esto demuestra la importancia de que
previo a un qRT hay que evaluar mas de un gen housekeeping y que no basta con
evaluarlo en un RTPCR convencional (Figura 10) porque la sensibilidad de este

método no permite ver mas de una banda como en nuestro caso.

Para las lineas transgénicas se observé una abundancia de transcrito diferente entre
ellas dado generalmente por un efecto insercional del transgén. Este efecto consiste en
alteraciones en el ADN de la planta inducido por el proceso de transformacion de ella.

En este caso, la transformacion de las plantas de A. deliciosa fue realizada mediante
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Agrobacterium tumefaciens (Quiroz, 2014), donde la transformacion se produce por la
insercion aleatoria de la region de ADN-T o ADN transferible desde el plasmido binario
facilitado por los factores VIR codificados en el plasmido inductor de tumores o Ti. Esto
implica que la insercion puede ocurrir en cualquier segmento del genoma, por lo que se
puede producir expresion diferencial del transgén. En este sentido, el transgén puede
ser insertado en una region cercana o lejana a potenciadores de transcripcion,
provocando que el transgén se active o no respectivamente. Lo mismo sucede en el
caso de que el transgén se inserte en regiones transcripcionales activas o silenciadas

(Gelvin, 2003).

En las lineas 4 y 7 no se obtuvo abundancia de transcrito de DcCAREB3 (Figura 14), lo
que puede deberse a una baja abundancia de templado, como para el caso de linea 4
dado que en RTPCR convencional tampoco presentd bandas al amplificar actina
(Figura 10). En este caso habria que repetir el ensayo con una mayor cantidad de
ADNCc. En el caso de linea 7 no hubo amplificacion (Figura 10; Figura 14) lo cual podria
ser porque el gen de interés no se estd expresando y no debido a menor cantidad de
ADNCc. En este caso, al amplificar los genes 18S y actina (Figura 10; Figura 11; Figura
12) se descarta que haya una cantidad reducida de templado ya que se puede
observar producto. También hay que destacar que la linea 3 si presentdé expresion
relativa de transcrito del gen DcAREBS3 (Figura 10C; Figura 14) a pesar de que no
habia presentado amplificado en el PCR convencional (Figura 6), lo que puede indicar

un posible error durante la primera reaccion de PCR.

Respecto de los graficos de amplificacion para los genes housekeeping se espera que
las curvas se encuentren agrupadas, cercanas a un umbral de niumero de ciclos similar,

y que en una curva de disociacién se encuentre solo un pico, el cual es especifico para
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el fragmento de ADN de interés. Cuando se obtiene mas de un pico en la curva de

disociacion, esto indica que se esta produciendo algun producto inespecifico.

En el caso de ARNr18S (houskeeping) las curvas se encuentran agrupadas entre los
ciclos 16 y 24, en el caso de actina, entre 22 y 28, porque al ser genes constitutivos
presentan la misma abundancia en todas las muestras. Las curvas que comienzan a
partir del ciclo 28 corresponden a réplicas de la muestra correspondiente a la linea 4,
mostrando la baja abundancia de ADNc en esta linea. El resto de las curvas
corresponden a controles negativos. En el caso de las curvas de disociacion (Figura
11B) se obtuvo solo un pico para gen 18S, pero un “hombro” para actina lo que indica
gue se amplifica mas de un fragmento de ADN, es decir, podrian estar produciéndose
reacciones inespecificas. Es por esta razén que este gen fue descartado en los
ensayos futuros donde solo se normalizé la abundancia del transcrito DcAREB3

respecto al gen 18S.

Para el gen de interés DCAREB3, en el grafico de amplificacion (Figura 13A) no se
obtuvieron curvas agrupadas como en los casos anteriores para 18S (Figura 11A) y
actina (Figura 12A) debido a que cada linea transgénica produce diferentes tasas
esperables de abundancia de transcrito por el efecto insercional mencionado
anteriormente. En cuanto a la curva de disociacién obtenida (Figura 13B) se obtuvieron
picos inespecificos en muestras correspondientes a WT y a la linea 7, demostrando

que no presentan el transcrito de DCAREBS3.

En cuanto a la expresion en las lineas transgénicas, se obtuvieron 5 lineas con
diferente abundancia de transcrito (Figura 14). Se espera que las lineas con mas

abundancia de transcrito tengan méas proteina del factor de transcripcion y con ello
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induzcan una mayor tolerancia a estrés mediado por ABA en las plantas transgénicas

(J.-B. Kim et al., 2004; S. Kim et al., 2004; S. Y. Kim, 2006).

A pesar de que los resultados fueron analizados contra la planta silvestre (WT),
utilizado como control, también se muestran los resultados obtenidos para VSI que es
una planta transgénica pero que no posee el transgén. Generalmente estas lineas
transgénicas se usan como control (debe tener mismo resultado que WT) porque
permite concluir que los resultados obtenidos son por la presencia del transgén y no
por el hecho de que la planta sea transgénica en si. Esto es importante de recalcar
porque el vector utilizado pK7RWG2-AREB3 (Simpson, 2015) posee otros elementos
como marcadores de seleccion (Figura 5), que podrian tener un efecto indeseado en el
ensayo. Aun asi, se utiliz6 como control la linea WT ya que corresponde al estado

silvestre de A. deliciosa.

Cabe destacar que los analisis comparativos entre PCR, RT-PCR y qRT son valiosos y
permiten proponer que al momento de genotipificar y determinar expresion relativa, es
importante tomar todas estas precauciones para no descartar plantas falsas negativas
como la L3. También permiten asegurar tener suficiente cantidad de ADNc de todas las
lineas a analizar y usar un buen gen housekeeping como el 18S, lo que también
depende de cada planta en estudio. Estas consideraciones son indispensables para

tener resultados confiables.

4.3 Ensayo de tolerancia a estrés salino

Luego de determinar los niveles relativos de expresion de DcCAREB3, y debido a que no
se produjo crecimiento suficiente de tejido vegetal (hojas) en las lineas transgénicas, el
ensayo de DAB para determinar el nivel de perdxido de hidrégeno, uno de las

principales especies reactivas de oxigeno (Daudi & O’Brien, 2012), se realizé solo con
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2 a 4 hojas pequefias del pool completo de plantas transgénicas que expresan

DcAREB3 (se excluyeron las lineas 4 y 7 por no expresar el transgén).

Por ello, los resultados donde las plantas transgénicas DCAREB3 poseen mas H.O;
que las plantas silvestres al estar en agua y NaCl por 48 horas puede deberse a un
efecto técnico dado por el bajo nimero de hojas o réplicas del ensayo o que el gen no

es requerido para conferir tolerancia a salinidad en hojas de plantas transgénicas.

Podemos mencionar que la semicuantificacion usando el programa ImageJ, permitié
visualizar de mejor manera las areas oxidadas, calculando el area y porcentaje de
oxidacion (Figura 16; Figura 17). La menor tasa de oxidacion de VSI respecto a WT fue
inesperada y puede deberse a que las plantas VSI se encontraban bajo una presion
selectiva (medio con antibiéticos al igual que las DcCAREB3), mientras que las plantas
silvestres no, por lo que las primeras pueden estar mejor preparadas para responder
frente al estrés salino. Dentro de todo hay que destacar que plantas silvestres y la linea
VSI alcanzan un porcentaje similar de area mayormente oxidada a las 48 horas de

tratamiento (Figura 17).

En cuanto a las hojas de plantas de kiwi transformadas con DCAREB3, se observo un
aumento progresivo del area mayormente oxidada, llegando a un 87,67% de area
oxidada a las 48 horas con tratamiento salino de 200 mM NaCl. Se esperaba una
capacidad protectora de DCAREBS frente a estrés salino por la relacion que tienen los
factores de transcripciébn AREB con la resistencia a estrés hidrico, salino y osmotico,
en donde bajo estrés se activan estos factores de transcripcion para generar una
respuesta protectora (Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013; luchi et al., 2001; Simpson
et al., 2018; Uno et al., 2000; Yoshida et al., 2010). En cambio, se observé una mayor

cantidad de H>O, en comparacion a plantas silvestres y la linea VSI, por lo que a modo
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preliminar no habria capacidad protectora. Esto teniendo en cuenta que la
concentracion de la soluciébn salina representa un estrés agudo en situaciones
controladas de laboratorio y que A. deliciosa en estado silvestre presenta una alta

sensibilidad a la salinidad, de aproximadamente 50 mM (Merlet & D’Etigny, 1989).

También hay que tener en cuenta que existe la posibilidad de que la mayor cantidad de
H.O, generado en las hojas puede deberse a la accién de la enzima superoxido
dismutasa (SOD), la cual es la primera linea de defensa frente a especies reactivas de
oxigeno (ROS) al dismutar 0; en O, y H.O, (Das & Roychoudhury, 2014). Esto
significaria que el aumento de la cantidad de peréxido en las hojas de las plantas
transformadas con DcAREB3 podria deberse a una mayor eliminaciéon de radicales. A
pesar de esto, hay que tener en cuenta que el tiempo transcurrido en los experimentos
(24 y 48 hrs) son muy largos, por lo que deberia haberse producido accién de enzimas

peroxidasas que eliminaran el peréxido en esos tiempos.

De todas formas, hay que destacar que para obtener resultados mas confiables es
necesario repetir el experimento con un mayor nimero de hojas por linea y condicién
evaluando de manera independiente cada linea transgénica. En este punto también se
podria incluir un cambio en los tiempos transcurridos bajo estrés salino,
disminuyéndolos a 3, 6 y 12 horas. También es necesario realizar un ensayo en planta
completa lo que daria resultados mas concluyentes, considerando que el estrés salino

es sensado en las raices de las plantas.
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CONCLUSIONES
Se seleccionaron molecularmente las lineas transgénicas para DCAREB3 de plantas de
Actinidia deliciosa previamente transformadas, obteniéndose un total de 5 lineas

transgénicas con expresion diferencial del transgén.

En cuanto a la tolerancia a estrés salino en las lineas transgénicas, se concluye
preliminarmente que la presencia del transgén DcAREB3 no otorga capacidad
protectora debido al elevado nivel de H;O. en las hojas transcurrido el tiempo del
ensayo. Sin embargo, es muy importante tener en cuenta que éste no fue realizado de
manera optima, por lo que habria que repetirlo en condiciones que permitan obtener

una conclusiéon mas robusta.
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