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RESUMEN

El fésforo (P) es un nutriente esencial para las plantas, la mayoria de las
cuales no poseen un sistema eficiente para obtenerlo en suelos con poca
biodisponibilidad. Una de estas plantas es el trigo (Triticum aestivum), de gran
importancia econémica para Chile. Una estrategia para generar plantas mas eficientes
en la obtencién de P, requiere contar con promotores que activen la expresion génica
cuando no exista disponiblidad. Mediante la informacién entregada por el proyecto de
secuenciacién del genoma de Arabidopsis thaliana, planta modelo en biologia vegetal,
y con la informacion presente en Genbank, se han logrado identificar promotores y
putativas secuencias promotoras de algunos genes, tanto de Arabidopsis como de
trigo, posiblemente expresados bajo una carencia de P, en raices, tejido responsable
de la captacion de P desde la rizosfera. Basados en dicha informacion, y mediante
analisis de expresién, en comparacién con un gen constitutivo (actina de trigo, acceso
Genbank AY423548), se concluye que los transportadores de fosfato de trigo TaPT2, y
TaPT1 son regulados por carencia de fésforo en raices. Un analisis bioinformatico del
putativo promotor obtenido permitié establecer la existencia de elementos regulatorios

cis conservados entre promotores de otras especies, tanto mono como dicotiledéneas.

VIl



ABSTRACT

Phosphorus (P) is an essential nutrient for plants. Most of the plants do not
have an efficient system to uptake it from the soil. Among these plants, wheat (Triticum
aestivum), has economical importance for Chile. One of the strategies to generate
plants that could improve the uptake of phosphorus is the use of specific promoters.
These promoters must be activated under P starvation. Thanks to the Arabidopsis
thaliana sequencing initiative and the Genbank database, it has been possible to
identify putative promoter sequences of some genes in Arabidopsis and wheat,
probably expressed under P starvation in roots, being the roots responsible for P
uptake from the rhizosphere. With this information and the use of expression analysis
we concluded that wheat phosphate transporters TaPT2 and TaPT1 are regulated
under phosphate starvation on the roots. Bioinformatic analysis showed conserved cis

regulatory elements between other species promoters (mono and dicots).
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1.- INTRODUCCION

Las plantas, en crecimiento natural, o en cultivos artificiales se ven expuestas a diferentes
condiciones ambientales adversas, desde un cambio brusco en la temperatura, hasta una
carencia prolongada de algun nutriente. En el caso de plantas de interés agrondémico,
como los cereales, la investigacion en relacion a la respuesta a estrés es muy activa. Uno
de los cereales méas importantes para Chile, es el trigo, siendo el principal cultivo anual
producido en nuestro pais, con una produccion de mas de 18 millones de quintales
meétricos y una superficie cultivada de mas de 420.000 hectéreas en la temporada agricola
2001/2002 (Fuente: Instituto Nacional de Estadisticas, INE, www.ine.cl ). Las zonas donde
se cultiva este cereal, van desde la séptima a la décima region, cuyos suelos tienen un
origen volcanico, lo cual hace muy dificil el crecimiento de algunos cultivos. Uno de los
problemas mas severos a los que se enfrentan los agricultores de estas zonas son la
acidez, la presencia de altas concentraciones de aluminio, y el bajo fosforo disponible en
los suelos.

Chile es un pais con alto contenido de fésforo total en sus suelos agricolas, incluyendo
suelos no fertilizados. La razén por la cual la mayoria de las plantas no pueden adquirirlo
es porque no se encuentra biodisponible. Esto sucede al encontrarse asociado a algunos
metales, tales como el hierro y el aluminio en forma de inositol penta- y hexa fosfatos
(Borie et al., 2003). La union a dichos metales, hace que las concentraciones de fésforo
en la rizosfera se mantengan en el orden micromolar.

El fésforo es uno de los nutrientes mas importantes para la célula vegetal, participa en la
fotosintesis, respiracién celular, regulacion enzimatica, metabolismo energético,
biosintesis de macromoléculas como por ejemplo acidos nucleicos, fosfolipidos de
membranas, etc. Se considera al fosforo uno de los nutrientes menos disponibles en los
suelos a nivel mundial y uno de los mas utilizados a la hora de enriquecer los suelos para

cultivos.


http://www.ine.cl/

Para aumentar la presencia de fésforo a nivel de cultivos, la solucion que entrega la
agricultura es la aplicacion de fertilizantes fosfatados, con el propésito de enriquecer los
suelos. Este tipo de tratamiento repercute directamente en el precio final del producto.
Alrededor de un 1% del fésforo que se aplica en el suelo es usado por las plantas. La
fuente de fosforo para este tipo de fertilizantes proviene en su mayoria de rocas
fosféricas. Estimaciones afirman que se producira un agotamiento de esta fuente en los
préximos 90 afos (Raghothama, 1999). Chile, al ser un pais con alta retencién de fésforo
en sus suelos, utiliza un promedio de 80 kilos de fertilizantes fosfatados por hectarea
cultivada de trigo, siendo casi el doble que la mayoria de los paises de alta produccion de

este cereal (Fuente: International Fertilizer Industry Association, IFA, www.fertilizer.org/ ).

La utilizacién de fertilizantes fosfatados derivados de rocas fosféricas, produce una
acumulacién de elementos traza metdlicos (ETM) en el suelo, entre ellos el cadmio,
acumulado como impureza en su proceso de elaboracion (Gavi et al., 1997). La
acumulacién de ETM, produce efectos nocivos en la salud humana. El cadmio, por
ejemplo, es un ETM que, al ingresar en la malla tréfica, produce fendmenos de
bioacumulacién y biomagnificacion. La principal fuente de internalizacion de cadmio son
los alimentos de origen vegetal (Norvell et al., 2000). Una manera de controlar los indices
de cadmio artificialmente acumulado en el suelo es disminuir la utilizacion de fertilizantes
fosfatados. Una manera interesante para abordar el problema es observar la adaptacion
de vegetales a suelos no fertilizados, es decir, estudiar las diferentes formas que tienen
las plantas para obtener el fosforo.

Las plantas han desarrollado estrategias para acceder al fésforo, cuando se encuentra
retenido o en poca cantidad. Estas adaptaciones evolutivas varian segun la especie. Entre
estas estrategias se encuentra: 1) la asociaciébn con hongos micorriticos (Harrison et al.,
1999), 2) la variacion en la arquitectura radical (L6pez-Bucio et al., 2002), 3) la sintesis de
transportadores de alta afinidad (Muchhal et al., 1996), 4) la exudacion de fosfatasas

acidas (Haran et al., 2000) y 5) la exudacion de acidos organicos (Ryan et al., 2001).


http://www.fertilizer.org/

Una de las especies vegetales que ha sido mayormente estudiada por su notable
adaptacion a condiciones de carencia de fosforo, es el Lupino blanco (Lupinus albus),
perteneciente a la familia Proteaciae. Esta planta, puede sobrevivir en suelos con un alto
contenido de fésforo retenido, como por ejemplo los de origen volcanico. Para esto,
cambia su arquitectura radical, generando estructuras denominadas raices proteoideas,
las cuales permiten aumentar la superficie de interaccién con el suelo. Ademés presenta
una abundante acumulacion y exudacién del anion orgénico citrato. Otras especies de
plantas exudan otros aniones organicos tricarboxilicos, como por ejemplo malato y
oxaloacetato (Grierson et al., 1992). La razén por la cual algunas plantas realizan esta
liberacion en la rizosfera es que este tipo de aniones organicos, especialmente el citrato,
poseen una alta afinidad por los metales que acomplejan el fésforo. Por lo tanto, su
exudacion produce una competencia entre el fésforo y el anién por los metales, con lo
cual, se produce una liberacion localizada de fosforo en forma de fosfato, la cual es
aprovechada por la planta para internalizarlo. Al observar la adaptaciéon de algunas
especies a la carencia de fosforo, es razonable tratar de aprovechar estas cualidades
para mejorar genéticamente especies de interés productivo.

Se han hecho esfuerzos tendientes a generar plantas transgénicas sobreproductoras de
acidos organicos. La estrategia que se ha seguido es la sobreexpresion de alguna enzima
rio arriba de la sintesis de acidos organicos. En trabajos publicados recientemente, se ha
observado una sobreproduccion y excrecién de citrato en plantas de tabaco (Nicotiana
tabacum) y papaya (Carica papaya) transformadas con un gen que codifica para la
enzima citrato sintasa de Pseudomonas aeruginosa, fusionado al promotor constitutivo
35S (De la Fuente et al., 1997). Estas plantas presentaron una mayor tolerancia a
concentraciones normalmente téxicas de aluminio, caracteristica que normalmente se
produce en el mismo tipo de suelos en que ocurre una carencia de fésforo (Nian et al.,

2003).



La enzima en la cual se centré este trabajo, la citrato sintasa (CS) es una enzima que
produce citrato directamente desde oxaloacetato. Una estrategia alternativa podria ser la
sobreexpresion de otras enzimas que participan en la sintesis de aniones organicos
importantes, como la malato deshidrogenasa, o la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC).
Una sobreproduccion de la PEPC podria traducirse en una mayor produccion de
oxaloacetato, teniendo, de esta manera, una mayor presencia del precursor de malato y
citrato (Figura 1). Una expresion aumentada de PEPC y CS también podria ser una
estrategia atractiva, dado que esto facilitaria la acumulacion de citrato por sobre la de

malato, este Ultimo con una menor afinidad a hierro y aluminio.
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Figura 1: Esquema de la formacion de citrato y malato. Enzimas del ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA), estan involucradas en el metabolismo y exudacion de
acidos organicos. Los circulos rojos denotan transportadores. PEPC: fosfoenolpiruvato
carboxilasa; PK: piruvato kinasa; PDH: piruvato deshidrogenasa; MDH: malato
dehidrogenasa; CS: citrato sintasa.



Si bien la produccion de citrato y malato se da a nivel mitocondrial, la acumulacién de
ellos se produce en el citoplasma. La salida de este tipo de aniones organicos esta dada
por transportadores tanto generales para &cidos tricarboxilicos, como especificos para un
anién en particular (Picault, 2002). Recientemente se ha descrito, por ejemplo, un
transportador mitocondrial de citrato en maiz (Genchi et al., 1999).

La generacion de plantas transgénicas sobreproductoras de &cidos orgénicos, se ha
realizado utilizando promotores constitutivos, lo que significa que la expresién del gen
introducido se produce en todo momento y tejido. Esto podria significar un gran costo
energético para la planta, el cual se hace importante especialmente en especies de
interés agronémico, como es el trigo. Una solucién para este problema es dirigir la
expresion del gen introducido, en el momento y en el tejido que se desee.

En general, las estrategias utilizadas por las plantas para acceder al fésforo, se
manifiestan en regiones determinadas de la planta, y con una intensidad controlada. Para
sobreexpresar un gen de interés, y de esta manera emular alguna estrategia para acceder
al fésforo, se deberia restringir la expresion génica a condiciones de carencia de fésforo,
y en las zonas donde se produce su adquisicion, las raices, mas que inducirse de manera
sistémica. Para encontrar promotores que dirijan la expresion génica de una manera en
particular, un primer paso consiste en buscar genes que se expresen de esa misma
forma. La informacion disponible hoy en dia, con la secuenciacién del genoma de
Arabidopsis thaliana y arroz (Oryza sativa), ademas de los diferentes experimentos de
genodmica funcional presentes en la literatura, han brindado informacién importante acerca
de la expresién de algunos genes (Hammond et al., 2003).

Si bien, ante una situacion de estrés como es el caso de una carencia de fésforo, se
produce una regulacion concertada de mas de setenta genes, algunos de ellos de
respuesta general a estrés, se han encontrado algunos con respuesta mas especifica
(Raghothama, 1999). Se han clonado y caracterizado algunos de ellos, y se ha visto que

se relacionan con distintas funciones, como por ejemplo, genes de respuesta a estrés (Ma



et al.,, 2003), fosfatasas é&cidas (Haran et al., 2000), RNAsas (Bartola et al., 1994) y
transportadores de fosfato de alta afinidad (Wu et al., 2003).

En Arabidopsis thaliana se han descrito hasta ahora nueve miembros de de
transportadores de fosfato de alta afinidad, conocidos como PHT1 (Smith et al., 1997,
Karthikeyan et al., 2002; Mudge et al., 2002). Existen también transportadores de fosfato
de baja afinidad (PHT2), encargados del transporte de fésforo basal, en condiciones de
suficiencia (Daram et al., 1999; Bucher et al., 2001). Los transportadores de fosfato de
alta afinidad son proteinas que poseen doce segmentos transmembrana, con un loop
hidrofilico en su parte central. Esta conformacién ha sido bastante conservada entre
transportadores de otras especies (Muchhal et al., 1999), como es el caso del
transportador PHO84 de levadura, cuyas mutantes defectivas en él, se utilizan para
estudios de complementacion (Muchhal et al., 1996). Este tipo de proteinas se ha
relacionado con la adquisicién y trafico de fosforo por parte de la célula.

Cuando existe una carencia de fosforo, se produce una sobreexpresion de los
transportadores de fosfato de alta afinidad, con el propdésito de captar mas eficientemente
las bajas concentraciones disponibles. Se ha descrito que algunos de estos
transportadores, ademas de ser especificos ante una carencia de este nutriente, se
expresan solo en raices. Esta caracteristica los hace un modelo muy atractivo para el
aislamiento de sus promotores en especies con su genoma secuenciado, como es el caso
de Arabidopsis thaliana. En esta especie, por lo tanto, se cuenta con la informacién
completa de la secuencia de los promotores de transportadores de fosfato de alta
afinidad.

Recientemente en Arabidopsis thaliana se han construido fusiones entre los promotores
de miembros de PHT1 con genes reporteros, como por ejemplo el que codifica para la
proteina fluorescente verde (GFP), la enzima B-glucuronidasa (GUS), y el gen que codifica
para la enzima luciferasa, con lo que se ha determinado que PHT1;2 y PHT1;4 tienen una

expresion especifica de raiz y modulada por la disponibilidad de fésforo (Karthikeyan,



2002; Mudge et al., 2002). Para el caso del trigo, se ha realizado una busqueda en la
base de datos de Genbank, encontrandose 2 transportadores de fosfato: TaPT1, del cual
se tiene solo una secuencia parcial interna, y TaPT2, del cual se encuentra la secuencia
completa del ADNc.

Un alto porcentaje de las secuencias de trigo disponibles en Genbank, provienen de
proyectos de secuenciacién de ESTSs, incluyendo las secuencias de TaPT1 y TaPT2. Las
secuencias no codificantes, como por ejemplo regiones intergénicas, intrones, o regiones
no traducidas, no son tan comunes para esta especie.

Los promotores de transportadores como TaPT1 y TaPT2 podrian compartir algunas
caracteristicas en general, en cuanto a la presencia de elementos cis regulatorios. En
Arabidopsis ya se han encontrado algunos motivos conservados con promotores de
levadura (Mukatira et al., 2001). Estos elementos, son sitios de unién para factores de
transcripcion, los cuales son responsables directos de la regulacion pre-transcripcional. La
interrogante que aparece es acerca de la presencia y conservacion de este tipo de
motivos a través de especies vegetales no muy relacionadas entre si.

En la actualidad, ya se conocen algunas zonas del genoma de plantas como Arabidopsis
thaliana, las cuales corresponden a secuencias regulatorias para genes expresados ante
una carencia de fosforo en raices. Esta informacion ha permitido encontrar
experimentalmente e in silico secuencias que sirven como sitios de union para factores de
transcripcion. Recientemente se ha descrito en Arabidopsis thaliana, un gen que codifica
para un factor de transcripcion de tipo MYB, el cual esta involucrado en la regulaciéon de
genes expresados en carencia de fosforo en la totalidad de las plantas observadas, es
decir, sin especificidad de tejido (Rubio et al., 2001). La putativa secuencia promotora
permitird generar informacién para entender la regulacion de este tipo de genes en trigo,
una especie de la cual se conoce poco acerca de regiones no codificantes. Se buscaran
también posibles sitios de unidn para factores de transcripcion, de plantas dicotiledéneas

y monocotiledéneas mas estudiadas, como por ejemplo arroz y maiz.



Una obtencion y posterior evaluacion funcional de los promotores, podria permitir regular
diferencialmente un gen de interés para optimizar la obtencion de fosfato a nivel radical.
Genes blanco para este tipo de regulacion, son los que codifican para proteinas
pertenecientes a la via metabdlica responsable de la formacién de &cidos organicos,
como por ejemplo la fosfoenolpiruvato carboxilasa, la malato deshidrogenasa o la citrato
sintasa.

En el presente trabajo de tesis, se evaluara 1) si alguno de los transportadores de fosfato
de trigo estudiados (TaPT1 y/o TaPT2) cumple con las caracteristicas de ser expresado
en raiz, ante una carencia de fosfato. Con esta informacién 2) se clonaran sus putativos
promotores, para luego 3) generar constructos entre el promotor y un gen reportero y ver
si mantienen una relacion funcional en la regulacion que producen sobre el gen.

Los promotores de trigo estan llamados a cumplir un importante papel en la optimizacion
de cultivos de cereales, al poder controlar la expresion de genes de interés en el momento
y el tejido que se desee. La secuencia rio arriba del gen TaPT2 obtenida en este trabajo
seria un primer paso para generar este tipo de plantas. El proyecto FIA en el cual esta
inserto este trabajo, contempla la utilizacion de el promotor de TaPT2, como regulador de

la expresion de una enzima involucrada en la biosintesis de acidos organicos.



2.- HIPOTESIS
Los putativos transportadores de fosfato de alta afinidad de trigo (TaPT1 y TaPT2)
se expresan de manera especifica en raiz y estan regulados negativamente por

disponibilidad de fésforo en Triticum aestivum.

3.- OBJETIVOS

3.1.- Objetivo General

Estudiar la estructura y funcion de los putativos promotores de transportadores de

fosfato de alta afinidad de trigo in vivo.

3.2.- Objetivos Especificos

1.

Evaluar la expresion de los genes TaPT1 y TaPT2 bajo condiciones de carencia y
suficiencia de fosforo.

Aislar el o los promotores mas promisorios de los genes TaPT1y TaPT2.
Subclonar el promotor rio arriba del gen reportero gus.

Transformar Arabidopsis thaliana y Triticum aestivum con el vector obtenido, para
un estudiar la actividad del promotor.

Realizar un analisis de secuencias in silico, para localizar elementos cis

regulatorios de promotores en plantas mono y dicotiledéneas.



4.- MATERIALES Y METODOS
4.1.- Material vegetal y condiciones de crecimiento
4.1.1.- Crecimiento de Arabidopsis thaliana en tierra

Para el presente trabajo de tesis se utilizé Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia. Las
semillas de Arabidopsis thaliana se sembraron en vasos de 20 mL, en tierra de hoja de
litre (Anasac) y vermiculita en relacion 3:2, respectivamente, previamente esterilizada en
autoclave durante 90 minutos a 125°C. Los vasos con la mezcla y las semillas se
mantienen por un periodo de 48 horas a 4°C, con el propésito de sincronizar su
germinacion. Las semillas se germinaron en una camara de crecimiento controlado, a
23°C, con un fotoperiodo de 16 horas de luz a 104 peinstein y 8 horas de oscuridad. La
germinacion se produjo a la segunda semana, y posteriormente se mantuvieron con un

régimen de riego de dos veces por semana.

4.1.2.- Crecimiento de Arabidopsis thaliana en condiciones estériles
Se realiz6 un lavado de las semillas por 5 minutos con etanol 70 %, un segundo lavado de
15 a 20 minutos con una solucion de hipoclorito de sodio al 5 % y SDS al 1 %, con una
agitacion constante en ambos casos. Luego se realizaron 5 lavados con H,O estéril. Las
semillas esterilizadas se sembraron en una placa de medio MS agar (Murashige y Skoog,
1962): 4,31 g/L de mezcla de sales Murashige y Skoog y 0,8 % agar (pH 5,8),
suplementado con 1% sacarosa. Para seleccionar plantas transformadas, se suplementé
el medio con 50 pg/uL Kanamicina. Las placas se mantuvieron en oscuridad por un
periodo de 48 horas, a 4°C, para luego traspasarlas a una cdmara de crecimiento a 23°C
con un fotoperiodo de 16 horas de luz por 7 a 10 dias. Luego, las plantas se traspasaron

a la mezcla descrita en la secciéon anterior.
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4.2.- Material microbiolégico, medios y condiciones de cultivo

Las bacterias Escherichia coli cepa DH5a, se crecieron en medio LB liquido (1%
triptona; 0,5% extracto de levadura; 1% NaCl; en agua destilada) y en LB sélido 1,5%
agar. La incubacion se realiz6 a 37°C por 16 horas para E. coli. Para Agrobacterium
tumefaciens cepa GV3101, se utilizé una temperatura de incubacion de 28°C por 16 horas
en medio LB. La velocidad de agitacion para ambas bacterias fue de 250 rpm. Los
antibidticos de seleccion utilizados para E. coli se escogieron segun el gen de resistencia
gue posea el DNA plasmidial a utilizar, y en este trabajo de tesis fueron: ampicilina (100
ug/mL) y kanamicina (50 ug/mL). Para A. tumefaciens, se utiliza rifampicina (10ug/mL) y
gentamicina (100 pg/mL). Para seleccionar los Agrobacterium que portan un vector
binario, se utiliza, ademas de los antibiéticos mencionados, kanamicina (50 pg/mL).
4.3.- Preparacion de células de E. coli DH5a competentes
Las células se prepararon segun Inoue et al. (1990). A partir de una colonia individual de
E. coli DH5q, se inocularon 3 mL de medio LB y se incubaron a 37°C por 16 horas con
agitacion de 250 rpm. Se agreg6 1 mL de este cultivo a un volumen de 250 mL de medio
LB, el cual se crecié a 25°C hasta D.O.gy de 0,6. Se incub6 por 10 minutos en hielo, y se
traspaso a un tubo de centrifuga previamente frio. Se centrifugd a 2.500 g por 10 minutos
a 4°C. Se descartdé el sobrenadante y se resuspendi6 en 20 mL de tampén TB
previamente frio (preparado con una solucién 10 mM PIPES; 15 mM CaCL,; 250 mM KCI
ajustando a pH 6,7 con 5N KOH y agregando MnCl, hasta una concentracion de 55 mM ).
Se centrifugd nuevamente a 2.500 g por 10 minutos a 4°C. Se descarté el sobrenadante y
el pellet se resuspendié en tampon TB preenfriado. Se adicion6 DMSO hasta una
concentracion del 7% y se separaron alicuotas de 200 uL en tubos de microcentrifuga de

1,5 mL, previamente frios. Se congelaron en nitrégeno liquido y se guardaron a -70°C.
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4.4.- Transformacion de E. coli DH5a por estrés térmico

El procedimiento se realiz6 segun Inoue et al. (1990). Se incubaron en hielo 50 pL de
células competentes con aproximadamente 10 ng de ADN plasmidial (en volumen de 1
uL) por 30 minutos. Se traspaso6 a 37°C por 5 minutos, para producir el estrés térmico. Se
enfri6 en hielo, por 1 minuto. Se agregé 1 mL de medio LB, y se dej6é a 37°C con
agitacion de 250 rpm, por 1 hora. Terminado este tiempo, se colectaron las células por
centrifugacion por un periodo de 20 segundos a 10.000 g, y se descartd el sobrenadante
mediante inversién suave del tubo, lo cual deja un remanente de aproximadamente 100
uL. Las células se resuspendieron por pipeteo suave, y se plaguearon en LB-agar,

suplementado con el antibidtico correspondiente a la resistencia del ADN plasmidial.

4.5.- Extraccion de ADN plasmidial desde E. coli DH5a

El procedimiento se realiz6 segun Berger et al., 1994. Se creci6 E. coli, la cual portaba el
plasmido de interés en 4 mL de medio LB, suplementado con el antibiético apropiado, a
37°C por 16 horas, con agitacion de 250 rpm. Se traspasaron 1,5 mL del cultivo a un tubo
de microcentrifuga y se centrifugd a 10.000g por 20 segundos. Se descarté todo el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 100 uL de GTE (50 mM glucosa; 25 mM Tris-
HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA, pH 8,0) mediante una mezcla por vortex. Se afiadieron 200 uL
de tampén de lisis (0,2 M NaOH; 1% SDS) y se invirtié el tubo dos veces para mezclar.
Luego se adicionaron 150 uL de solucién 5M acetato de potasio (se preparé mezclando
60 mL de 5M acetato de potasio; 11,5 mL de acido acético glacial y 28,5 mL de H,0O) y se
agitd vigorosamente con la mano. Esta mezcla se centrifug6 por 10 minutos a 10.000g. El
sobrenadante se recuperd cuidadosamente con una micropipeta, evitando remover el
precipitado, y se depositd en un tubo nuevo. Los &cidos nucleicos se precipitaron
utiizando 1 mL de etanol 95% y se mezcl6 invirtiendo un par de veces el tubo. Se

centrifugd durante 1 minuto para obtener el precipitado que corresponde a ADN plasmidial
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y ARN. El sobrenadante fue descartado y el pellet se sec6 a temperatura ambiente. Se
resuspendié en un volumen de H,O variable (de 50 a 200 uL), conteniendo 10 pg/mL
RNAsa A. El ADN obtenido en este punto puede ser rutinariamente usado en reacciones

de PCR y digestién por endonucleasas.

4.6.- Crecimiento de trigo en condiciones de carencia y suficiencia de fésforo

El crecimiento de las plantas se realizé segin Pefialoza et al., 2002. Para obtener ARN de
trigo, con el proposito de estudiar la expresion de los genes de interés, en suficiencia y
carencia de fosforo se crecieron plantas de trigo, en las condiciones que se describen a
continuacién: semillas de trigo fueron germinadas en papel filtro humedo. Luego, plantulas
de 5 dias, fueron traspasadas a un contenedor lleno con solucion nutritiva aireada sin
fésforo, compuesta de 1 mM NH4NO3; 3 mM KNO3z; 2 mM Ca(NOs); 1 mM MgSO,; 0,07
MM (NH;)sM07024; 22 mM H3BOs3; 1,6 mM ZnSOy4; 0,4 mM CuSQOy; 2,0 mM MnSO4 y 20
mM Fe EDTA. La solucion nutritiva se cambi6 cada 7 dias, y el pH se ajust6 diariamente a
5,8 con 1M KOH. Para los casos con suficiencia de fosforo, las plantas fueron mantenidas

con un aporte de 0,1 mM KH,POy,.

4.7.- Extraccion de ARN desde plantas de trigo

Hojas o raices de trigo (100 mg) fueron pulverizadas utilizando un motor “Kontes pestle”,
con nitrégeno liquido. Luego se agreg6 1 mL de reactivo Trizol de Invitrogen, una solucién
monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina (Chomczynski, 1987). El homogeneizado
se incubd 5 minutos a temperatura ambiente y se le afiadieron 0,2 mL de cloroformo, y se
agité vigorosamente. La muestra se incubd a temperatura ambiente por 3 minutos y se
centrifugd a 10.000 g por 15 minutos a 4°C. La mezcla se separ6 en tres fases, siendo la
superior (acuosa) la que contiene el ARN. Esta fase se transfiri6 a un nuevo tubo y se

agregaron 0,5 mL de isopropanol. Posteriormente se incubd durante 10 minutos a
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temperatura ambiente y se centrifugd a 10.000 g por 10 minutos a 4°C. Se descarto el
sobrenadante y se obtuvo el pellet de ARN, el cual se lavé con 1 mL de etanol 70%, en
H,O tratada con DEPC. La resuspension se mezclé en un vortex y se centrifugd a 4°C por
5 minutos a 7.500 g. El sobrenadante se descarté y se secé el pellet a temperatura
ambiente por 10 minutos. El pellet fue disuelto en agua DEPC y se incub6 durante 10
minutos a 60°C. EI ARN se cuantificé espectrofotométricamente, utilizando un equipo
Perkin Elmer Lambda EZ201, obteniendo el valor de la absorbancia a 260 nm,

multiplicAndolo por el factor de dilucion y por 50, lo cual entrega la concentracién en

ng/pl.

4.8.- Extraccion de ADN desde hojas de trigo.

Cien a 300 mg de tejido joven de hojas de trigo de aproximadamente 3 semanas, se
depositaron en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. Se pulverizé con un motor “Kontes
pestle” el tejido enfriado con nitrégeno liquido. Se le anadieron 500 uL de tampon de
extraccion precalentado a 65°C (preparado con una solucién 500 mM NacCl; 100 mM Tris-
HCI, pH 8,0; 50 mM EDTA; 0,84% SDS, la cual se llevoé hasta un 90% del volumen, se
equilibré6 a 65°C, y se le afiadieron 0,38 g de bisulfito de sodio por cada 100 mL de
tampédn, el cual se ajust6 a pH 7,8 aun tibio). Se agité con vortex hasta resuspension y se
incubd a 65°C por 45 minutos, mezclando suavemente en un vortex cada 10 minutos. Se
dej6 enfriar levemente y se le agregaron 500 uL de solucion de cloroformo-alcohol
isoamilico en proporcion 24:1. Se agitd vigorosamente con vortex hasta homogeneidad. El
tubo se centrifugd a 10.000g por 10 minutos a temperatura ambiente. Se recuperaron 400
uL de sobrenadante y se depositaron en un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL,
conteniendo 1 mL de etanol 95%. La mezcla se incub6 por 15 minutos a temperatura
ambiente y se invirti6 varias veces suavemente. Luego se centrifugd brevemente 10

segundos a 10.000 g, y se descart6 el sobrenadante. El pellet se lavd con etanol 70%
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hasta que quedd limpio y blanco, y luego se centrifugd nuevamente por 10 segundos a
10.000 g. Luego se descartd el sobrenadante y se seco el pellet a temperatura ambiente.

Finalmente, el pellet se resuspendié en 50 uL de H,O con 10 pug/mL RNAsa A.

4.9.- “Genome Walker” o Caminata Genémica
4.9.1.- Generacion de librerias gendmicas

Para amplificar y clonar promotores de trigo, se utilizé el ensayo de “Genome Walker”
(Siebert, 1995), para esto se debe disponer de librerias gendmicas, las cuales consisten
en una fusion entre un adaptador y un segmento de ADN gendmico, lo cual representa el
genoma completo del organismo en cuestion. Se construyeron 10 librerias gendmicas
diferentes. Para realizarlo, se digiri6 con una enzima de restriccion de corte romo,
veinticinco microlitros de ADN gendmico de trigo, a una concentracion de 0,1 pg/uL (las
enzimas utilizadas fueron: Dral, EcoRV, Pvull, Stul, Sspl, Smal, Mscl, Scal, Eco105I y
Hpal, las que generaron las librerias DL1 a DL10, respectivamente). EI ADN que fue
digerido se purific6 mediante una extraccion organica con 1 volumen de fenol, luego una
extraccion con 1 volumen de cloroformo, y se precipité con 2 volumenes de etanol al 95%,
0,1 volumen de 3M NaOAc (pH 4,5) y 20 ug de glicogeno, luego el pellet se lavo con 100
uL de etanol 80%. El pellet fue resuspendido en 20 uL de tampén TE (10 mM Tris-HCI pH
8,0; 0,1 mM EDTA, pH 8,0; se lleva a pH 7,5). EI ADN cortado y purificado se ligo al

adaptador para las reacciones de PCR sucesivas.
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4.9.2.-Amplificacién de putativas secuencias promotoras o Caminata
GenoOmica
Para amplificar la secuencia 5’ rio arriba del sitio de inicio de la traduccion para TaPT1, se
disefiaron los partidores PT1-GSP1 (5-TGTGCCGCAGAAG GCGACGCCGTTGA-3) vy
PT1-GSP2 (5-GTCCGCCCCTTCCC GGTAGTAGTAGAT-3'), y para TaPT2, PT2-GSP1
(5'-AGCCGAAGAAGAG CTGGCCGGCAAGTGT-3") y PT2-GSP2 (5-CTCGTTGAGGGC
AGGGTCGGTGTAGTA-3'). Con las librerias gendmicas, se realizaron reacciones
sucesivas de PCR. La primera de ellas se realizé con 1 uL de la libreria, y utilizando la
enzima “Synergy DNA polymerase” de Genecraft, haciendo “hot start” manualmente. Se le
llama “hot-start” al inicio de la reaccién de PCR, por adicién de la polimerasa o activacion
de ella, en el momento en que se alcanza el primer pico de temperatura, hormalmente a
un promedio de 90°C. Las condiciones para esta amplificacién fueron: 1 ciclo a 93°C por
30 segundos, seguido de 5 ciclos a 72°C por 15 minutos y 93°C por 30 segundos, luego,
25 ciclos a 67°C por 15 minutos y 93°C por 30 segundos. La segunda amplificacién se
llevd a cabo usando la mezcla de enzimas “Advantage Genome Polymerase Mix” de
Clontech, la cual posee actividad de “hot start” automatica. EIl primer PCR se realiza
utilizando los partidores GSP1 y AP1  (5-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’), este
ultimo destinado a unirse al adaptador. Las condiciones para la segunda amplificaciéon
fueron: 1 ciclo a 93°C por 30 segundos, seguido de 5 ciclos a 72°C por 3 minutos y 94°C
por 3 segundos, luego, 25 ciclos a 67°C por 3 minutos y 94°C por 3 segundos. El
segundo PCR se realiza utilizando los partidores GSP2 y AP2 (5'-
ACTATAGGGCACGCGTGGT-3’). En los casos sefalados, los amplificados se clonaron

en el vector pPGEM-T de Promega y se secuenciaron.
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4.10.- Analisis de expresién génica mediante Northern

El procedimiento se realiz6 segun Silva et al., 1999. Veinte microgramos de ARN total por
muestra fueron denaturados por 10 minutos a 70°C, mezclado con 15 uL de tampdn para
carga (65% Formamida; 22% Formaldehido; 13 % MOPS 10X, pH 8,0), separados por
electroforesis en un gel 1,5% agarosa y 3% formaldehido y transferidos a una membrana
de nylon Hybond (Amersham Biosciences). EI ARN unido a la membrana, fue inmovilizado
por luz ultravioleta en un transiluminador Spectroline TS-312A de 312 nm. La membrana
fue prehibridizada por 2 horas en solucién de prehibridizacion, la cual contiene 5X SSC
(1X SSC es 0,15 M NaCl y 0,015 M de citrato de Sodio), 50 mM fosfato de sodio (pH 6,8),
solucion de 5X Denhart (1X solucion de Denhart: 0,02% Ficoll; 0,02% PVP y 0,02% BSA),
1 mM EDTA (pH 8,0); 1% SDS vy 10 pg/mL de ADN de espermio de salmoén. La
hibridizacién se realiz6 por 16 horas en solucién de hibridizacion, la que posee los mismos
componentes que la solucion de prehibridizacion, con la diferencia que el SDS esta a una
concentracion de 0.1%. Luego se afiadié una sonda de ADN denaturado y marcado con
%2p_dCTP, usando el kit Hexalabel de Fermentas. Luego de esto, la membrana fue lavada
a 65°C en 5X SSC con 0.1% SDS por 15 minutos, y luego en 2X SSC con 0.1% SDS por
30 minutos, lo cual es un lavado con estrictez media. La radioactividad fue detectada por

autorradiografia.

4.11.- Analisis de transcripcion reversa con reaccioén en cadena de la polimerasa
(RT-PCR)

Se utilizaron 2,5 ug de ARN total extraido desde raiz y hojas de trigo en condiciones de
carencia o suficiencia de fésforo, como templado para reacciones de transcripcion
reversa. Se utilizé “RevertAid H Minus M-MuLV reverse transcriptase” de Fermentas para

realizar los ensayos, segun instrucciones del fabricante. Para generar el ADN
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complementario, se utilizaron oligonucle6tidos de secuencias poli T. Los partidores
usados para amplificar los segmentos internos de TaPTL1 fueron:

449F-TaPT1 (5-TCGTCACGCTCATCGTC-3) y 776R-TaPT1
(5'-GAAGAGCCCGAACGAGT-3", generando un fragmento amplificado de 327 pares de
bases, y para TaPT2 95F-PT2 (5- ACAGCTCAACGTGTTG-3) y 612R-PT2 (5'-
TGATCGTGACAATAGT-3'), generando un amplificado de 526 pares de bases. Estos
partidores también fueron utilizados para amplificar las sondas utilizadas en el analisis por

“Northern”.

4.12.- Electroforesis en geles de agarosa para analisis de ADN

Para el trabajo de tesis, se utilizaron geles de agarosa desde 0.8% a 2.5%, segun cada
caso, en tampén TAE 1X (40mM Tris-acetato; 1mM EDTA pH 8,0) con bromuro de etidio.
Como estandar de peso molecular se utilizé “1kb DNA ladder” o “100 pb DNA ladder” de
Invitrogen, a una concentracién de 100 ng/uL segun el tamafio del fragmento de ADN a
visualizar. Los geles fueron corridos en una camara BioRad Minisub Cell G1, con una

fuente de poder BioRad Powerpac 300 a 90 V de potencia.

4.13.- Digestion de ADN con endonucleasas de restriccién

Las digestiones se realizaron utilizando 2 unidades de enzima por cada 0.5 ug de ADN,
en un volumen variable, con 10 uL como minimo, e incubando a lo menos por 1 hora a la
temperatura recomendada para la enzima. Una unidad de enzima digiere
aproximadamente 1 pg de ADN del fago A, en 1 hora (definido segun estandares

Invitrogen).
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4.14.- Ligacion de ADN utilizando T4 ADN ligasa

Las ligaciones de insertos de ADN con un vector, previamente preparado por digestion
con endonucleasas, se realizaron con proporciones variables entre ellos, siendo la mas
usual 1:3, utilizando 2,5 unidades de “T4 DNA ligase” de Fermentas, en un volumen de 20

uL, a 16°C por 16 horas.

4.15.- Reaccion en cadena de la Polimerasa.

Se utilizaron como templado 10 a 100 ng de ADN (gendmico o plasmidial), los cuales se
agregan a una solucién con 10 picomoles de partidores previamente disefiados y 0,2 mM
dNTPs. Al usar "Pfu DNA polimerasa”, la solucién contenia 2 mM MgSQ,, y al utilizar “Taq
DNA polimerasa”, contenia 2 mM MgCl,, ademas del tampdn correspondiente a la enzima
en uso en concentracion 1X. Las amplificaciones se realizaron en termocicladores MJ

Research modelos PTC-100 y Minicycler.

4.16.- Preparacion de células competentes de Agrobacterium tumefaciens cepa
GVv3101

El procedimiento se realiz6 segun Chen et al. (1994). Se crece un cultivo bacteriano de 3
mL, a partir de una colonia individual por aproximadamente 16 horas, a 28°C en medio LB
con agitacion a 250 rpm. Se inoculan 2 mL de este cultivo en 50 mL de medio LB, y se
deja a 28°C con la misma agitacion hasta una D.O.g de 0,5. Luego , las bacterias se
enfrian en hielo por 10 minutos y se centrifugan a 3.000 g por 5 minutos. El pellet se
resuspende en 1 mL de 20 mM CacCl, y se preparan alicuotas de 200 uL en tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL previamente enfriados a —20°C. Los tubos se almacenan a —

80°C hasta su uso.
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4.17.- Transformacion de Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101

El procedimiento se realizd6 segun Chen et al. (1994). Se mezclan 100 puL de células
competentes de Agrobacterium con 1 pL del vector de interés, a una concentracion de 1
ug/uL. Se congela con nitrégeno liquido por 5 minutos y luego se incuba a 37°C por 25
minutos. Se agrega 1 mL de LB y se incuba durante 3 horas a 28°C con agitacion
constante. Luego, se colectan las células por centrifugacion a 10.000g por 20 segundos,
para posteriormente descartar el sobrenadante mediante una inversion del tubo, lo cual
deja un remanente de aproximadamente 100 uL. Se resuspenden suavemente las células
mediante pipeteo y se plaquean en LB agar suplementado con los antibiéticos
Rifampicina, Gentamicina y Kanamicina, a las concentraciones descritas en la seccion

“Material microbiolégico, medios y condiciones de cultivo”.

4.18.- Transformacion de Arabidopsis thaliana mediante inmersién floral

El procedimiento se realiz6 segun Clough y Bent (1998). Se utilizan plantas de
Arabidopsis thaliana de 6 semanas de edad, con inflorescencias de 10 centimetros de
largo, a las cuales se les cortaron las silicuas ya formadas. Se transform6 con
Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101, el cual porta el vector binario de interés. El
cultivo de Agrobacterium se inicia con un preinéculo, a partir de una colonia individual,
crecido por 48 horas a 25°C con una agitacion de 250 rpm en medio LB suplementado
con gentamicina, rifampicina y kanamicina. Se transfieren 100 uL de este cultivo a 250 mL
de medio LB con los mismos antibioticos, el cual se incubd a 25°C con agitacion de 250
rpm, hasta D.O.g0 de 0,8. Se centrifugd por 10 minutos a 6.000 g a 4 °C, para obtener las
células, las cuales se resuspendieron en 250 mL de H,O con sacarosa 5% p/v y Silwett L-
77 0,05% v/v. Se sumergieron las inflorescencias de las plantas en esta solucion, durante

15 segundos, para luego ser llevadas a oscuridad por 16 horas. Las plantas se
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transfirieron a una camara con las condiciones de crecimiento de luz y temperatura ya
descritas para Arabidopsis, a la espera de la recoleccion de semillas, lo cual sucede al
secarse las silicuas formadas por las flores tratadas con la soluciébn de Agrobacterium.
Las semillas obtenidas se sembraron en condiciones estériles, en medio MS,
suplementado con kanamicina (50 pg/mL), para seleccionar las transformantes. Las
plantulas que crecieron, se traspasaron a la mezcla de tierra de hojas, para continuar su

crecimiento y obtener semillas.

4.19.- Analisis de secuencias “in silico”
Para predecir los segmentos transmembrana, se utilizd6 la herramienta Tmpred

(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED form.html).

Para encontrar posibles sitios de union a factores de transcripcion, se utilizaron las

herramientas PLANTCARE (http://oberon.fvms.ugent.be:8080/PlantCARE/), PLACE

(http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/), y TRANSFAC (http://transfac.gbf.de/).
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5.- RESULTADOS

5.1.- Andlisis de las secuencias de transportadores de fosfato

Para encontrar secuencias de genes de trigo que posiblemente tuvieran funciones
similares a aquellos que codifican para transportadores de fosfato de alta afinidad de otras
especies, se realizd una busqueda en la base de datos de Genbank. El resultado fue una
secuencia de ADNc parcial que codifica para un transportador de fosfato (TaPT1), nimero
de acceso AF110180, ademas de una secuencia completa de ADNc que codifica para un
transportador de fosfato inorganico (TaPT2), numero de acceso AJ344240. Las
secuencias aminoacidicas entregadas por la base de datos para TaPT1l y TaPT2, se
compararon con las secuencias de transportadores de fosfato de alta afinidad de
Arabidopsis thaliana, PHT1;2 y PHT1;4, las cuales, se expresan especificamente en
raices, ante una carencia de fosforo (Mudge et al., 2002). La comparacion entre las
secuencias aminoacidicas de los dos transportadores de fosfato de Arabidopsis y los dos
de trigo, muestra una conservacion general entre ellas. El alineamiento muestra zonas en
las cuales las secuencias son idénticas, y algunas zonas de menor longitud en que las
secuencias difieren casi totalmente (Figura 2). El porcentaje de homologia promedio entre
estas secuencias es de casi un 83%. Esta informacién, sumada a la entregada por la
comparacion de los patrones de hidrofobicidad (Figura 3), hacen suponer que las
caracteristicas de tipo estructural para estos transportadores se mantienen. La prediccién
de la topologia por medio este tipo de perfiles, arroja una disposicién de doce segmentos

transmembrana, los seis primeros, unidos a los segundos mediante una zona hidrofilica.

5.2.- Analisis de la expresién de los transportadores de fosfato de trigo.

Northern Blot
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Con el propésito de analizar la presencia de transcritos, producto de los genes que
codifican para transportadores de fosfato de alta afinidad en trigo, se realizd un analisis de
tipo Northern. Se extrajo ARN total desde hojas y raices de trigo en plantas mantenidas
sin fésforo durante 5 y 7 dias. Este tipo de analisis requiere que las sondas de ADN
amplificadas y posteriormente utilizadas para hibridar el ARN total, difieran entre si. De
esta forma no se produce un reconocimiento cruzado o inespecifico. La expresion
diferencial se comparé con una hibridacion con una sonda para ARN ribosomal 18S de
Arabidopsis thaliana, presente en el laboratorio. También se generdé una sonda
correspondiente al gen de actina de trigo (ver anexo). Aunque los partidores usados para
amplificar las sondas (449F-TaPT1, 776R-TaPTl y 95F-PT2, 612R-PT2) fueron
disefiados desde zonas en las cuales no habia homologia entre ambas secuencias, los
amplificados resultaron ser casi idénticos, con una identidad de un 93%. Debido a esto, no
se pudo discriminar por esta técnica entre la expresion de TaPT1 y TaPT2. Sin embargo,
las sondas permitieron dar cuenta que los transcritos de TaPT1 y TaPT2 en conjunto son
expresados diferencialmente (Figura 4). En condiciones de carencia de fésforo, se aprecia
un aumento en la expresion de los genes que codifican para transportadores de fosfato,
tanto a 5 como a 7 dias después de la privacion. En el caso de las hojas, no se aprecia
una acumulacion de ARN mensajero tanto en presencia como en ausencia de fésforo.
Estos resultados sugieren una expresion especifica de raiz para los genes TaPTl y

TaPT2 por separado o en conjunto.

RT-PCR

Debido a que el ensayo Northern no permitié discriminar entre la expresion de TaPT1 y
TaPT2, por la similitud de las sondas utilizadas para cada uno, se requirié el uso de una
técnica que proporcionara la especificidad necesaria. Para determinar exactamente a que
gen correspondia la expresion diferencial en estas condiciones, se realizd un ensayo de

RT-PCR. Se comenzé utilizando ARN total, extraido desde raices y hojas, con una
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carencia de fésforo de 7 dias, y se gener6 ADNc, el que sirvi6 como templado para una
reaccion de PCR. Para el ensayo de Northern Blot, la hibridizacion de las sondas no
resulta especifica, sin embargo, para la reaccion de RT-PCR, la zona de unién de los
partidores es distinta, por lo cual, el evento de amplificacion permite discriminar entre
TaPT1 y TaPT2 (Figura 5). Para el caso de TaPT2, se puede apreciar una amplificacion
especifica en raices, ante una carencia de fosforo, sin haber amplificacion desde el ADNc
obtenido desde ARN total de hojas. En presencia de fosforo casi no se aprecia
amplificacion en raices. Para el caso de TaPT1, si bien es apreciable una especificidad de
expresion ante una carencia de fosforo, ésta no resulta especifica de raices. Los tamafos
aproximados de los amplificados para TaPT1l y TaPT2, se correlacionan con los

esperados, 327 pb y 517 pb, respectivamente.
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Figura 2: Alineamiento de las secuencias correspondientes a transportadores de
fosfato de Arabidopsis y trigo. Comparacion de la secuencia aminoacidica de los
transportadores de fosfato de alta afinidad de Arabidopsis (PHT1;2 y PHTL1;4) y los
transportadores de fosfato de trigo (TaPT1 y TaPT2). La secuencia de TaPT1 no esta
completa, pues carece de los extremos amino y carboxilo terminal. El alineamiento se realizd
utilizando la herramienta ClustalW (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/multi-
align.html), y la presentacién de los resultados, utilizando Boxshade
(www.ch.embnet.org/software/BOX form.html).
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Figura 3: Perfiles de hidrofobicidad de los transportadores de fosfato de
Arabidopsis thaliana (PHT1;2 y PHT1;4), y de trigo (TaPT1 y TaPT2).
Comparacion de los perfiles de hidrofobicidad de los transportadores de fosfato de alta
afinidad de Arabidopsis, PHT1;2 ( grafica superior izquierda), PHT1;4 ( grafica
superior derecha); y trigo, TaPT1 ( grafica inferior izquierda), y TaPT2 ( grafica
inferior derecha). Un nimero mayor en la ordenada, indica mayor hidrofobicidad. Los
perfiles se realizaron utilizando la herramienta Tmpred
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED form.html).

5 dias 7 dias 5 dias 7 dias
-P +P -P +P -P +P -P +P

TaPT1/TaPT2

N

188
A. thaliana

Hoja Raiz

Figura 4: Analisis de la expresion de TaPT1 y TaPT2 mediante Northern. Se
cargaron veinte microgramos de ARN total en un gel de agarosa formaldehido y se
transfirid a una membrana de nylon, en la cual fue fijado e hibridado con sondas
marcadas con 3P, con especificidad para los transportadores de fosfato 1 y 2 de trigo
(ver seccién correspondiente en resultados); Como controles de carga, se utilizaron
sondas de una putativa actina de trigo y ARN ribosomal 18S de Arabidopsis.
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Figura 5: Secuencia de los transportadores de fosfato de alta afinidad de trigo
(TaPT1 y TaPT2). Para TaPT1, desde la secuencia resaltada en celeste hasta la gris
(llave verde), se muestra la zona amplificada como sonda para el ensayo de tipo
Northern. Para TaPT2, la sonda corresponde a la secuencia que se encuentra entre las
que estan resaltadas en negro y rosado (llave verde). Las secuencias de color rojo
corresponden a las que resultan identicas entre TaPT1 y TaPT2.
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Figura 6: Analisis de la expresion de TaPT1l y TaPT2 mediante RT-PCR: Se
utilizdo ARN total extraido desde diferentes tejidos de plantas de trigo en condiciones de
carencia o suficiencia de fosforo, los partidores son especificos para segmentos de los
genes de transportadores de fosfato 1 y 2 de trigo y actina (de A. thaliana). +P:
Plantas a 7 dias con 0.1mM Pi en la solucién nutritiva; -P: Plantas a 7 dias con carencia
de fésforo en la solucion nutritiva; A: Actina. Se aprecian bandas secundarias en el
carril de actina, pues las condiciones de PCR fueron optimizadas para los cDNAs de los
transportadores de fosfato. Flecha blanca: 0.3 kb (tamafio TaPT1), Flecha negra; 0.5
kb (tamafio TaPT2), Punta de flecha: banda actina.3

5.3.- Clonamiento de la secuencia promotora de PHT1;2

El patrén de expresién del gen que codifica para el transportador de fosfato TaPT2 de
trigo, esto es, en raices ante una carencia de fosforo, se ha encontrado en genes con la
misma funcion en otras especies (Mukatira et al., 2001). Un ejemplo de esto es el gen
PHT1;2 de la planta Arabidopsis thaliana. Esta planta, al tener su genoma completamente
secuenciado, permite obtener la secuencia reguladora de este gen de una manera directa,
partiendo desde ADN gendmico. Para aislarlo, se disefiaron partidores para amplificar una
seccion de 2,1 kb rio arriba del sitio de inicio de la traduccién, teniendo en cuenta la
posicion del proximo gen en el cromosoma. Este tamafio de secuencia, en trabajos
anteriores, ha garantizado la obtencion de promotores funcionales (Karthikeyan, 2002).

Los partidores disefiados introdujeron los sitios de restriccion Hindlll y BamHI en la
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secuencia amplificada. El producto de PCR obtenido, amplificado utilizando la ADN
polimerasa termoestable con actividad correctora Pfu, se subcloné en el plasmido
pBluescript, en el sitio EcoRV, obteniéndose el vector pLMB1. La secuencia se subclon6
en el vector pBI101.1, previamente digerido con las enzimas Hindlll y BamHI. El vector
pBI101.1 es un vector de tipo binario, es decir, puede replicarse en dos sistemas
procariontes distintos: A. tumefaciens y E. coli. Este vector posee una region flanqueada
por secuencias utilizadas por Agrobacterium para insertar el ADN que se encuentra entre
ellas en el genoma de una planta destino. La estrategia utilizada para insertar la
secuencia en el vector binario permitié, por una parte eliminar el sitio ATG enddgeno de
PHT1;2, asi como conservar la distancia de separacion con el sitio ATG del gen reportero
(gus), presente en pBI101.1. El vector resultante es pLMB2 (Figura 6), el cual puede
utilizarse tanto para obtener plantas transgénicas de Arabidopsis (una dicotiledénea),
como también de trigo (una monocotiledénea), con las cuales, mediante tincion

histoquimica puede revelarse el patrén de expresion in vivo.

Nos-Prom

NPTII(Kanr)

Hindlll

pLMB2
14700 ph

Figura 7: Mapa del vector pLMB2, el cual contiene el promotor del transportador de
fosfato de alta afinidad de Arabidopsis PHT1;2, fusionado al gen reportero gus. Nos-
Prom y Nost: Promotor y terminador del gen de nopalina sintasa, respectivamente;
NPTII: gen que codifica para neomicina fosfotransferasa, que confiere resistencia a
kanamicina
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5.4.- Clonamiento de secuencias 5 rio arriba a genes que codifican para
transportadores de fosfato de alta afinidad

Para la obtencion de putativos promotores de las secuencias que codifican para
transportadores de fosfato en trigo, se debid utilizar la técnica de “Genome Walker”, la
cual permite aislar un fragmento desconocido de ADN gendmico, adyacente a una zona
conocida, en este caso, la secuencia de ADNc de TaPT1y TaPT2. Se extrajo ADN desde
hojas de trigo, con el proposito de construir librerias gendmicas. Estas se generan
digiriendo el ADN con enzimas de restriccion que dan como resultado fragmentos con
extremos romos, para luego realizar una ligaciébn con una secuencia adaptadora. La
secuencia adaptadora presenta sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion
Sall y Smal, ademas de sitios de unién a partidores para realizar PCR. Se generaron 10
librerias genémicas diferentes (ver seccion materiales y métodos). Una vez que se cuenta
con las librerias genémicas, el siguiente paso es aislar el putativo promotor utilizando 2
reacciones sucesivas de PCR. La primera reaccion se realiza utilizando un partidor
especifico de la secuencia adaptadora (AP1), y un partidor especifico de la secuencia de
ADNc (GSP1). La segunda reaccién se realiza utilizando partidores mas internos, el
primero en la secuencia adaptadora (AP2) y otro en la secuencia conocida de ADNCc.
Estas reacciones sucesivas producen un amplificado cuyo tamafio varia segun la
frecuencia de corte de la enzima de restriccion con la cual fue creada la libreria. Estas
secuencias ademas contienen una parte de la seccion 5’ del gen, la cual sirve para
reconocer el amplificado correcto en la secuenciacion, y se les denomina secuencias
marcadoras. Para el caso de TaPT2 se logré amplificar como maximo una secuencia de
tamafio aproximado 0,6 kb la cual se cloné y secuencio, encontrdndose las secuencias

conocidas que sirven como marcadores, estas son: parte de la secuencia del adaptador y
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la parte de la secuencia marcadora conocida. La amplificacién utilizada para aislar la
putativa secuencia regulatoria, fue la resultante de la libreria creada a partir de la enzima
Stul (DL4) (Figura 7). Para el caso de TaPT1, se logré6 amplificar fragmentos de un
tamafio mayor a partir de otras librerias, sin embargo, la secuenciaciébn no permitio
encontrar el marcador correspondiente a la secuencia conocida para TaPT1 (datos no

mostrados).

TaPT2

- N
A PR RNk TR |
0 oo o

PCR1

oL1
pL2
DL3
oL4
DL1
pL2
DL3
DL4

PCR2

I
-
.
1

 05kb
0.5 kb i .

Figura 8: Genome Walker. Amplificacion utilizando cuatro de las 10 librerias
gendmicas creadas, en el primer PCR se aprecia un patron de amplificacion
inespecifico, el cual, sirve como templado para una segunda reaccion de PCR, la
cual produce como resultado normalmente bandas Unicas debido a la mayor
estrictez de las reacciones (ver materiales y métodos). La flecha indica la banda
de producto de PCR que se utilizaria para obtener y aislar el ADN de la
secuencia 5" a TaPT2.
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5.5.- Subclonamiento de la putativa secuencia promotora de TaPT2 en un vector
binario

La secuencia amplificada en la segunda reaccién de PCR de “Genome Walker”, se realiz6
utilizando un mix de polimerasas, “Advantage Genomic Polymerase Mix”, de Clontech, el
cual contiene una fusion entre la Tag polimerasa de Thermus aquaticus, y la polimerasa
termoestable de Thermus thermophilus. Esta polimerasa, posee una actividad correctora,
ademas de generar extremos con terminaciones con el nucle6tido adenina libre en el
amplificado. Esto ultimo permite un clonamiento mas directo en vectores de destino. En
este caso el vector utilizado fue pGEM-T, el cual permite un clonamiento mas eficiente de
este tipo de secuencias. La union de la secuencia de 0,557 kb rio arriba de TaPT2 y
PpGEM-T genero el vector pLMB6, el cual permiti6 obtener su secuencia. Se disefiaron
partidores para amplificar la secuencia clonada en pLMB6 y al mismo tiempo agregarle en
sus extremos sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion Sall y BamHI, para
su posterior subclonamiento en pBI101.1. La amplificacion se llevé a cabo con la
polimerasa termoestable Pfu, esta reaccién generé un producto con extremos romos, al
cual se le agregaron las terminaciones de adenina con una reaccién de incubacién
utilizando la polimerasa Taq. El fragmento obtenido se clon6 nuevamente en el vector
pGEM-T (pLMB8), para luego liberar la secuencia definitiva a ser ligada en pBI101.1, la
liberacion desde pLMBS8, con las endonucleasas antes mencionadas, elimina el sitio ATG
endégeno de TaPT2 y respeta el marco de lectura del ATG presente en el gen gus. El
vector generado es pLMB9. Tanto PLMB2 como pLMB9 se utilizaron para transformar

plantas de Arabidopsis (ver anexo).
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Figura 9: Mapa del vector pLMB9, el cual contiene la secuencia del putativo
promotor de TaPT2, fusionado al gen reportero gus. Nos-Prom y Nost: Promotor y
terminador del gen de nopalina sintasa, respectivamente; NPTII: gen que codifica para
neomicina fosfotransferasa, que confiere resistencia a kanamicina

CGGCCCEEGCTGETCCTTGTTTGETTCATAAGT CCTAAGACTTTTTTTAGT CCCAACTTATAAGTCCC
AAGTCCCTAAAAAGTCCCTACATERITEEETCCCGAGACT TATAAGT CTCTATAAGGCCATATTACAA
CTATAAGTCCCTATAAGTCCCTCCTTGAGAGTCTTATTCCATAAGT CACARATGTCCACTTTAAGTCC
TTATAAGTCCCTCCTGTTCGGTTTAGATGAGACTTATAGGGACT TATT TAAGT CCCTAGACCAATAAA
TCTCTGGAAACAAACACCCTCTTAATCCTTCTAATAATAGARATGTACCATCCETTGACTCTGCGTAT
ATTTTTGTAAGAACTATCGTGATAATGTACAATCCGTTGTATTTACAAGCGATGCCGTGCATATGATA
TTCTATAGTTGCAACTAGCAATGTTAGATTGGCATACCACAATATATCCTTACCTGTATGTTTTCACC
CGGAATTATGCCTATATATACGTCCTAGAAGCGTGGAGCACAGCACACAACAAGAGAGAACCAGAAGA
A ¥TIGTTTAGCCGAGAGATCGCCGGCGECCATE

Figura 9. Secuencia de la regién rio arriba del sitio de inicio de la traduccién
para el gen TaPT2. La secuencia tiene un tamafio total de 0.557 kb. Con letras rojas
se muestra el sitio de inicio de la traduccién. Destacado en rojo, en letras blancas se
encuentra la caja TATA predicha. El sitio de inicio de la traduccién se indica con letras
rojas En amarillo se encuentran los motivos de expresidon en raiz. En verde se
encuentra uno de los sitios de unidn a factores de transcripcion de tipo MYB (Rubio et

al., 2001).
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5.6.- Analisis de la secuencia 5’ rio arriba a TaPT2

Al obtener la secuencia de la region clonada 5 al gen TaPT2, el proximo paso fue
determinar qué elementos conocidos de regulacion se encontraban en ella. Para esto se
utilizaron bases de datos de sitios de unidn a factores de transcripcion (SUFT) conocidos.
Algunas bases de datos contienen informacion especifica de regulacion en modelos
vegetales, como por ejemplo PLANTCARE

(http://oberon.fvms.ugent.be:8080/PlantCARE/), y PLACE

(http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/), y otros contienen informacion de regulacién

en general, como por ejemplo TRANSFAC (http://transfac.gbf.de/). Estas bases de

datos, especialmente las dos primeras, también contienen informacion acerca de SUFT
especificos de especies monocotiledéneas, como por ejemplo arroz y maiz.

Para eliminar la posibilidad de que la secuencia se tratase de una regién 5’ no traducida, y
que no fuera parte del promotor, la primera regiébn a encontrar es la caja TATA. Se
encontré una putativa caja TATA de arroz en la region -27 a la —33, marcada en rojo en la
figura 9. Luego de esto, se intenté encontrar SUFT relacionados con promotores de genes
de expresion tejido especifica. Se encontré un motivo repetido 4 veces, identificado en
genes expresados diferencialmente en raiz en tabaco (Nicotiana tabacum). Un segundo
interés fue buscar SUFT que estén relacionados con respuesta a estrés. Motivos
relacionados con una respuesta a estrés en especifico contra carencia de fésforo no se
encontraron en la base de datos, sin embargo fueron hallados SUFT relacionados a
estrés en general. Entre estos motivos se encuentran algunos relacionados a dafio
mecanico, y de respuesta a acido salicilico. Esta molécula esta involucrada, entre otras
funciones, con mecanismos de respuesta ante fitopatégenos y estrés oxidativo.
Recientemente se ha descrito en Arabidopsis thaliana un gen que codifica para un factor
de transcripcion de tipo MYB, el cual estaria involucrado en la regulacién general de
genes que son expresados ante una carencia de fésforo, expresado en todos los tejidos

de la planta (Rubio et al., 2001). La determinacion de las vias de regulacion especificas
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para cada tipo de gen expresado diferencialmente por fésforo estd aun en evaluacion,
pero el descubrimiento de este factor de transcripcion sienta las bases para una
aproximacion experimental mas cercana. Basando el andlisis en que un factor de
transcripciébn de tipo MYB podria estar interactuando con el ADN de la secuencia
obtenida, se buscaron en las bases de datos SUFT para proteinas de este tipo. El
resultado arrojo tres sitios de reconocimiento de proteinas MYB, una de las cuales es
general para proteinas animales, esto podria sugerir una conservacion de este motivo
entre variadas especies, alejadas evolutivamente entre si.

Los sitios de reconocimiento encontrados han sido comprobados experimentalmente en
otros modelos vegetales. Especificamente para trigo casi no hay SUFT en la literatura, por
lo que los motivos generales de plantas entregan informacién valiosa. Los sitios de
interaccion con factores de transcripcibn mostrados aqui sugieren que la secuencia
encontrada podria corresponder a una secuencia promotora con las caracteristicas
buscadas, sin embargo un ensayo experimental con el vector pLMB9 es necesario para

la comprobacién de su funcién.
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Tablal: Sitios de union a factores de

secuencia 5’ al gen TaPT2 aislada de trigo.

Elemento encontrado

Funcion

transcripcion encontradas en

(Ndmero de veces)

Referencia

HV~CCAAT-box (2)

Sitio de union de factor de
transcripcién de tipo MYB
(Hordeum vulgare)

Plant J. 1993 4:411-22.

TCA (1)

Elemento de respuesta a
acido salicilico (Brassica
oleracea )

WUN (4)

Elemento de respuesta a
dafo (Brassica oleracea )

Plant Cell. 1997 9:49-60.

MRE (3)

Sitio de reconocimiento de
proteinas de tipo MYB
(Petroselinum crispum)

Plant J. 1997 11:1079-93.

MYBPLANT (2)

Sitio de reconocimiento de
proteinas de tipo MYB
(Nicotiana tabacum)

Plant Cell. 1998 10:135-54.
EMBO J. 1994 13:128-37.

MYBCORE (2)

Sitio de reconocimiento de
proteinas de tipo MYB
(Petunia hybrida y MYB
animales)

Genes Dev. 1990 4:2235-41.
Plant Cell. 1993 5:1529-39.
EMBO J. 1995 14:1773-84.

ROOTMOTIFTAPOX1 (4)

Motivo encontrado en
promotores de genes

expresados en raiz

Transgenic Res. 1995 4:388-96.
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6.- DISCUSION

Las plantas, ante una carencia de fosforo, producen una expresion diferencial de genes,
los cuales pueden generar una respuesta de tipo general, 0 una respuesta de tipo
especifica. La respuesta general, se produce por una expresion de genes de respuesta
inespecifica, los cuales pueden ser activados por diferentes estimulos, produciendo una
respuesta similar para cada uno de ellos. Un ejemplo de esto son los genes de respuesta
a estrés en general. La respuesta especifica en este caso, en cambio, tiene que ver con la
expresion de genes regulados Unicamente por fosforo.

Entre los genes de Arabidopsis thaliana que se han considerado de respuesta especifica,
se encuentran los que codifican para transportadores de fosfato de alta afinidad,
agrupados en la familia de los genes PHT1, que actualmente cuenta con nueve miembros
(Mudge et al., 2002). Este tipo de proteinas consta de doce segmentos transmembrana,
los seis primeros unidos a los seis segundos mediante un loop hidrofilico, el cual puede
apreciarse tanto en la comparacion de secuencias como en los patrones de
hidrofobicidad. La informacién de conservacion estructural, sin embargo, no da cuenta de
una regulacion similar, por ejemplo, los nueve transportadores de fosfato de alta afinidad
de Arabidopsis thaliana tienen patrones de expresién con diferencias significativas
(Mudge et al., 2002). Tampoco se ha elucidado la funcién para cada miembro de esta
familia. La expresion divergente entre algunos de ellos sugiere que su funcién es bastante
variada. Las funciones propuestas van desde la captacion de fosfato desde el suelo, hasta
la redistribucion de fosfato entre diferentes tejidos de la planta, sin embargo, se cree que
estan relacionados con otros procesos celulares ademas de la captacion de fosforo, o de
otros nutrientes.

Se ha descubierto recientemente que el transportador de fosfato de levaduras PHO84
también responde ante una carencia de manganeso, y aun se esta por evaluar la accion

de otros metales (Jensen et al., 2003). Levaduras deficientes en la funcion de PHO84 se
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utilizan para realizar estudios de complementacion con transportadores de fosfato de la
familia de PHTL1. Si el transportador PHO84 responde a otros nutrientes y ha servido
como blanco de complementaciéon, una pregunta que aun sigue abierta es si los
transportadores de fosfato de alta afinidad de plantas pueden transportar otros nutrientes
aparte de fosfato.

Ademas de Arabidopsis, entre las plantas que se utilizan cominmente como modelo de
estudio, entre ellas, tomate, papa y alfalfa, se han encontrado transportadores de fosfato
de alta afinidad, los cuales responden a un patrén de expresion bastante similar hasta el
nivel de andlisis que se les ha dado en los estudios, esto es, su expresion es dirigida a la
raiz ante una carencia de fésforo (Mukatira et al., 2001; Muchhal et al., 1999; Leggewie et
al., 1997; Liu et al., 1998 ). Esta observacion lleva a la pregunta de si la regulacién génica
tiene algun nivel de conservaciéon, dado que las funciones que se postulan para este tipo
de transportadores pueden mantenerse o variar de acuerdo a la especie. Las funciones
que se han postulado van desde la captacién de fosfato desde la rizosfera, hasta su
redistribucion intercelular para su reutilizacion desde células senescentes (Mudge et al.,
2002).

En este trabajo, se han escogido dos putativos transportadores de fosfato de trigo: TaPT1
y TaPT2. La expresion de TaPT2 resultd ser especifica de raices, en carencia de fosforo,
y TaPT1 se presentd en hojas y raices también en ausencia de fésforo. La expresion de
estos transportadores indica que estarian involucrados con la captacion de fosfato desde
las raices. Dado que la expresibn de ambos ARN mensajeros es regulada por la
disponibilidad de fdésforo, principalmente en raices, se hace dificil proponer una funcién
alternativa, como por ejemplo la distribucion de fésforo en diferentes tejidos.

Dada la regulacién encontrada para los transportadores de fosfato de trigo, se podria
realizar una analogia con los transportadores de fosfato de Arabidopsis PHT1;2 y PHT1;4
(Mudge et al, 2002). La razén de esto es que TaPT1 tiene una regulacién cercana a

PHT1;1, y TaPT2 a PHT1;4. Este paralelo esta delimitado por supuesto, por el alcance de
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nuestros experimentos, es decir, al observar solamente raices y hojas. Para acotar aun
mas esta relacién, se deberian observar otros tejidos, ademas de realizar una vision mas
exhaustiva en capas celulares dentro de la raiz o en hojas. Esta comparacion puede
extenderse hasta su uso por parte de la célula. La utilizacién que se piensa tienen PHT1;2
y PHT1;4 es la captacion de fosfato desde la rizésfera, cuando se encuentra en
concentraciones del orden micromolar, funcién que se deberia mantener entre especies
evolutivamente distanciadas. Es por lo tanto, posible que TaPT1 y TaPT2 se utilicen con
este objetivo en trigo. La comparacion que se ha realizado entre los transportadores de
fosfato de trigo y de Arabidopsis la hemos establecido suponiendo que su regulacién es
un proceso que se puede haber conservado y que ambas plantas tienen una distribucién
similar para este tipo de transportadores en las mismas regiones. Para los
transportadores de las plantas modelo que se han mencionado, la funcién que se predice
es similar. Si la regulacibn a la cual se ven afectadas plantas tan alejadas
filogenéticamente es comparable, seria probable encontrar elementos regulatorios de tipo
cis que se hayan mantenido en la evolucion. Se sabe que las regiones no codificantes,
esto es, intrones, regiones intergénicas y regiones no codificantes, no son tan
conservadas evolutivamente como lo son las regiones codificantes. Se han hallado
numerosas regiones consenso en zonas no codificantes que tienen en su secuencia sitios
de unién a factores de trascripcion, comprobados experimentalmente. Esto quiere decir
gue se pueden predecir los motivos de las proteinas que regulan la expresion de este tipo
de transportadores, por lo tanto, se las puede clasificar segun lo encontrado. Las bases
de datos especificas para secuencias regulatorias de plantas, como por ejemplo PLACE
y PlantCare, pueden brindarnos este tipo de informaciéon. Al analizar la secuencia
correspondiente al promotor de TaPT2, en estas bases de datos, se han encontrado
algunos motivos correspondientes a sitios de union a factores de transcripcién, tanto de
monocotiledoneas, como de dicotiledéneas, comprobados experimentalmente. Hemos

intentado relacionar este tipo de secuencias a partir de otras especies, con las de trigo,
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dado que la informacién correspondiente a sitios de unién a factores de transcripcion
especificos de trigo, es muy escasa, 0 se encuentra protegida por derechos de patentes.
Se ha puesto especial interés en las secuencias de unién a factores de transcripcion de
tipo MYB, secuencias relacionadas con respuesta a estrés y secuencias relacionadas con
especificidad de transcripcion hacia algun tejido en especial. Estudios recientes (Rubio et
al., 2001), han relacionado a un factor de transcripcién de tipo MYB, con la expresion
diferencial de genes ante una carencia de fosforo. Esta informacién permite poner un
punto de partida para lograr la comprension de las vias regulatorias ante una respuesta
por privacion de fésforo, dado que se cree gque este factor estaria actuando como una
pieza clave en la regulacion mediada por fésforo. Otra evidencia de un factor de
transcripcion de tipo MYB, es la proteina nuclear PSR1 de Chlamydomonas reinhardtii, la
cual se une a un sitio de union en el ADN denominado CCA1. En la secuencia obtenida,
se encuentran presentes motivos diferentes en un nucle6tido al sitio de union a MYB
descrito por Rubio et al. (2001) y a CCA1 (Wykoff et al., 1999). Esta ligera diferencia
podria atribuirse a la distancia evolutiva entre estas especies (un alga verde unicelular y
una planta dicotiledonea) y trigo (una monocotiledénea). También se han encontrado en la
secuencia obtenida, sitios de union a factores de transcripcidon idénticos a algunos
descritos, responsables de expresion raiz especifica y de respuesta a estrés de varios
tipos. Toda esta informacién en conjunto sugiere que esta putativa secuencia regulatoria
tiene elementos para dirigir la expresion ante un estrés de fésforo en raices. Para
comprobar esta afirmacion, es necesario comprobar la funcionalidad de la putativa
secuencia promotora.

Una pregunta que ha estado siempre presente en el transcurso de esta tesis, es si los
motivos de unién a factores de transcripcién de una planta dicotiledénea son funcionales
en una monocotiledénea, y viceversa. Para esto, se cuenta con la posibilidad de
transformar, y obtener plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana y trigo. Se

construyeron vectores, utilizando promotores de ambas especies dirigiendo la expresion
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del gen reportero GUS. Hasta ahora se han obtenido plantas de trigo transformantes, las
cuales expresan GUS débilmente (datos no mostrados). Este hecho estaria demostrando
que la funcionalidad se mantiene entre el promotor de Arabidopsis y una especie como
trigo.

Al determinar el patron de expresion en trigo, utilizando el promotor endégeno obtenido,
se podra saber si nuestra secuencia es capaz de dirigir la expresion génica. ElI promotor
se probara primero con un gen reportero, y luego con genes que permitan adquirir mas
eficientemente el fosforo en condiciones de carencia, en raices. Este procedimiento puede
ser utilizado como herramienta molecular en trigo. En esta planta, la informacién
disponible est4 normalmente protegida por derechos de patentes, por lo cual, un promotor
de este tipo, resulta relevante.

El aislamiento de promotores especificos proporcionara herramientas para dirigir la
expresion de genes de interés, en todo tipo de organismos. En especies importantes
como modelo de investigacion, como Arabidopsis, se han realizado numerosos
experimentos de gendmica funcional bajo diferentes condiciones, en diferentes tejidos.
Recientemente se ha logrado evaluar la expresion de genes regulados por carencia de
fésforo en hojas y raices a gran escala. La interpretacion de esta gran cantidad de
informacion permitira conocer mejor los cambios celulares involucrados con la ausencia
de fosforo. Los autores de este trabajo han acufiado el término de “smart plants” o
“plantas inteligentes”, para plantas transgénicas mas eficientes, mediante la utilizacién de
secuencias regulatorias (Hammond et al., 2003). Al obtener plantas de trigo con expresion
controlada se estara dando un paso importante en esa direccion.

La potencialidad de generar “plantas inteligentes” en el caso de Arabidopsis, es
una meta que no se ve muy lejana, pues su genoma ya se encuentra totalmente
secuenciado. En plantas de interés agronémico, como el trigo, las secuencias no
codificantes son alun escasas, y no existen proyectos de secuenciacion a gran escala por

el momento.
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Los proyectos de secuenciacion, a nivel de ESTs, pueden brindar una gran
cantidad de informacién acerca de la regulacién génica. Este objetivo se puede alcanzar
al ser complementado con otras técnicas, como por ejemplo microarreglos, y el
aislamiento de promotores, con métodos como los descritos en esta tesis, a un costo

mucho menor que una secuenciacion completa del genoma.
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8.- ANEXO
8.1.- Obtencion de una secuencia tipo actina de trigo
En el transcurso de esta tesis, también se ha podido determinar parte de la secuencia
codificante de un gen de trigo, el cual guarda alta homologia con el gen de actina de otras
especies.
Para obtener la secuencia de actina de trigo, se amplific6 una seccion de ADNc con
partidores de actina de Arabidopsis thaliana. Se sabe gque este gen tiene una secuencia
muy conservada en la naturaleza, por esta razon se utilizaron partidores, disefiados a
partir de informacién de secuencias conocidas de ADN de actinas de Arabidopsis thaliana,
para amplificar actina de trigo. Con el resultado de la amplificacion, se procedié a clonar
esta secuencia en el vector pGEM-T, dando como resultado el vector pLMB3. La
secuencia obtenida (tipo-actina de trigo) se ingresé en la base de datos de Genbank y se
puede encontrar bajo el codigo de acceso AY423548.
La informacion que se producira, partiendo de la generada por este trabajo, permitira
obtener la primera secuencia de ADNc de actina de trigo, asi como también su secuencia
promotora. Este tipo de secuencias regulatorias en otras especies han sido utilizadas
como promotor constitutivo, es decir, dirige la expresion génica en todos los tejidos y en
todos los estadios de la planta de una manera fuerte. Se podria obtener por tanto, el

primer promotor constitutivo especifico para trigo.

8.2.- Transformacion de plantas de Arabidopsis thaliana

Con el prépoésito de realizar una evaluacién funcional de las secuencias promotoras
obtenidas, los vectores pLMB2 y pLMB9, conteniendo secuencias promotoras de
Arabidopsis y trigo, respectivamente, fueron transformados en Agrobacterium
tumefaciens. Luego se transformé Arabidopsis thaliana mediante el método de “inmersion
floral”. Para pLMB2 se obtuvieron 11 plantas putativas transformantes (T1) y 2 plantas

para pLMB9. Esta denominacién se entreg0 al apreciarse un crecimiento normal ante una
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seleccidén con Kanamicina. Para realizar el ensayo de la induccién de la expresion génica
de GUS con el crecimiento en carencia de fésforo, se utilizaran plantas T2, al encontrarse
en mayor numero. Al momento de la entrega de la tesis, las plantas T1 se estaban

creciendo a la espera de obtencion de semillas.
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