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Resumen

Polioles o alcoholes de azficar son el producto primario de la fotosintesis en diversas
familias de plantas superiores. El sorbitol, uno de estos polioles, es sintetizado y
translocado a través del floema en plantas de las familias Planfaginaceae y Rosaceqe, en
las cuales las enzimas encargadas de su sintesis (sorbitol 6-fosfato deshidrogenasa) y
degradacion (sorbitol deshidrogenasa, SDH) han sido ampliamente estudiadas. En
plantas no-Rosaceas, y que no transportan polioles por el floema se han encontrado
genes ortélogos a las SDH ya descritas, como es el caso del tomate, soya, maiz, entre
otros. Por genética reversa, se identifico un marco de lectura abierto en Arabidopsis
thaliana que codifica para una SDH putativa (42SDL). La secuencia aminoacidica de la
proteina codificada por AzSDL tiene una identidad mayor al 75% con las SDHs ya

descritas, y posee la capacidad de oxidar al sorbitol in vitro.

En este seminario de titulo, se transformaron plantas de Arabidopsis con un construcio
que posee el gen reportero B-glucuronidasa (GUS) rio abajo del promotor putativo de
AtSDL (promAtSDL::GUS), para determinar el patron de expresion del gen. Los
resultados obtenidos utilizando cinco lineas independientes indican que A#SDL es un gen
de expresion ubicua, durante todo el desarrollo de la planta. Estos resultados fueron
corroborados utilizando datos de microarreglos y comparados con resultados de RT-
PCR obtenidos previamente. Un andlisis bicinformitico de la region promotora en
estudio reveld la sobre-representacion de diversos elementos cis-regulatorios, indicando
una posible regulacién de expresidn génica por estimulos, como luz, sacarosa, prolina,

entre otros. Por razones técnicas, se demostrd que no es posible utilizar las lineas

xii




transformadas con promATSDL::GUS para analizar el efecto de uno de estos estimulos
en la expresion génica de manera cuantitativa. Sin embargo, la sobre-representacion de
estos elementos enirega indicios de un posible rol de AzSDL en mecanismos para

enfrentar el estrés abidtico, incluyendo el estrés por frio.
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Abstract

Polyols or sugar alcohols are the primary product of photosynthesis in various higher
plant families. Sorbitol, one of these compounds, is synthesised and translocated through
the phloem in families such as Plantaginaceae and Rosaceae in which the enzymes
responsible for its synthesis (sorbitol 6-phosphate dehydrogenase) and degradation
(sorbitol dehydrogenase, SDH) have been widely studied. In non-Rosaceae plants, in
which sucrose is translocated instead of polyols, genes orthologous to known SDHs have
been found, such as in tomato, soybean and maize. Using a reverse genetics approach,
an open reading frame codifying a putative sorbitol dehydrogenase (4:SDL) in
Arabidopsis thaliana was identified. The protein encoded by A#SDL shares high identity
(>75%) with previously-characterised SDHs, along with the capacity to oxidise sorbitol

in vitro.

Tn this thesis, Arabidopsis plants were transformed with a construct composed of the p-
glucuronidase reporter gene (GUS) downstream of the putative promoter of AtSDL
(promAtSDL::GUS), in order to determine the expression pattern of the gene. The
results obtained from five independent lines indicate that AzSDL is a ubiquitously
expressed gene, during the entire development of the plant. These results were
corroborated using microarray data and previously-obtained RT-PCR results. A
bicinformatic analysis of the promoter region revealed the over-representation of various
cis-elements, indicating a possible regulation of gene expression by light, sucrose,
proline, etc. For technical reasons, it was demonstrated that it is not possible to use the

promAtSDL::GUS transgenic lines to analyse the effect of one of these stimuli on gene
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expression in a quantitative manner, Nonetheless, the over-representation of these
elements indicates that A#SDJ. may play a role in defense mechanisms against abiotic

stress, including cold stress.
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1 Introduccion

1.1 Polioles en plantas superiores.

En la gran mayoria de las plantas superiores, el carbono obtenido de la fotosintesis es
transportado a través del floema en forma de sacarosa. Sin embargo, en algunas familias
vegetales este aziicar se encuentra en mucho menor proporcion que otras formas de
carbohidratos, tales como la rafinosa o los polioles, también conocidos como alcoholes
de azcar (Dinant y Lemoine, 2010). Entre los principales polioles translocados se
encuentran el manitol (Apiaceae, Oledceae, Rubiaceae), galactitol (Celastraceae) y
sorbitol (Rosaceae, Plantaginaceae; Pommerrenig y cols., 2007; Reidel y cols, 2009).
En estas Gltimas familias, el sorbitol es sintetizado en érganos fuentes (6rganos
fotosintéticamente activos como las hojas maduras) a partir de glucosa-6-P, la cual es
transformada por la sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa (S6PDH, EC 1.1.1.200) a sorbitol-
6-P, el cual es desfosforilado a sorbitol por fosfatasas inespecificas. Posteriormente, el
sorbitol es translocado a través del floema hasta los organos sumideros (Organos
fotosintéticamente inactivos como raices, frutos y hojas inmaduras), donde mediante la
sorbitol deshidrogenasa dependiente de NAD™ (SDH; EC 1.1.1.14) es transformado a
fructosa para su uso o almacenamiento (Figura 1; Gao y cols., 2001; Kanamaru y cols.,

2004; Loescher, 1987; Negm y Loescher, 1979; Tao y cols., 1995).




ﬁuente
Fotosintesis

|
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J
Figura 1. Metabolismo del sorbitol en plantas superiores. En Roséceas, la glucosa 6-P obtenida de Ia fotosintesis es
transformada a sorbito! por la sorbitol 6-fosfato deshidrogenasa (S6PDII) y fosfatasas inespecificas, para luego ser
translocado a través del floema desde drganos fuente hasta los érganos sumideros en donde la sorbitol deshidrogenasa
dependiente de NAD" (SDH) fo transforma en fructosa.

1.2 Funciones de los polioles en plantas.

El transporte de polioles en la planta presenta ventajas en comparacién a la movilizacion
de aziicares no-reducidos, ya que los alcoholes de azicar al ser mo-reductores, no
participan de reacciones quimicas mientras viajan por el floema (Dinant y Lemoine,
2010). Representan también un uso més efectivo del carbono, al ser reservorio de poder
reductor, puesto que su metabolizacién genera moléculas reductoras como NADH
(Figura 1). Ademas, sorbitol y manitol facilitan el transporte de boro a través del floema,
formando complejos poliol-boro-poliol, permitiendo la redistribucién de este elemento
por todo el organismo (Bellaloui y cols., 1999; Loescher y cols., 2000). Tabaco
(Nicotiana tabacum) y caqui (Diospyros kaki Thunb. cv Jiro), dos especies incapaces de

sintetizar sorbitol y donde el boro es inmévil en el floema, transformadas con el ADNc




que codifica para la S6PDH de manzana, son capaces de sintetizar sorbitol, de movilizar
boro exégeno a través de sus floemas y son tolerantes a la deficiencia de boro en el
medio de crecimiento (Bellaloui y cols., 1999; Brown y cols., 1999; Deguchi y cols,,

2006; Gao y cols., 2001; Sheveleva y cols., 1998; Tao y cols., 1995; Tao y Gao, 2003).

Como solutos compatibles, sus concentraciones pueden aumentar considerablemente sin
causar dafios en el metabolismo celular (Stoop y cols., 1996). Juegan un papel
importante en la proteccion contra estrés osmético, donde sus grupos —~OH (hidroxilo)
reemplazan a las moléculas de agua en la estabilizacion de la estructura terciaria de las
proteinas, y en la formacién de puentes de hidrogeno en general (Noiraud, 2001). De
esta forma, ademés de aumentar la fuerza de las interacciones hidrofébicas dentro de la
proteina (Taravati y cols., 2007), significa que los polioles ayudan a mantener el

funcionamiento normal de la célula.

Otros roles de los polioles son conferir resistencia a estreses de tipo abidtico (Loescher y
cols., 2000). Por ejemplo, caquis transgénicos que sintetizan sorbitol muestran mayor
tolerancia a estrés salino en comparacién a plantas silvestres (Gao y cols., 2001; Tao y
Gao, 2003). En Plantago major (llantén), una especie que produce sorbitol naturalmente,
la sintesis de este poliol aumenta bajo estrés salino, asi como la expresion de genes que

codifican para transportadores de sorbitol en el floema (Pommerrenig y cols., 2007).

También se ha reportado que los polioles aumentan la resistencia al estrés oxidativo,
disminuyendo las especies reactivas de oxigeno (ROS) y protegiendo de esta manera las
membranas plasmaticas de las células del dafio producido por la peroxidacion lipidica

(Cuin y Shabala, 2008; Loescher y cols., 2000; Smirnoff y Cumbes, 1989).




Ademas se ha propuesto un rol protector frente al frio, en donde existe una correlacion
entre la concentracién de sorbitol y la disminucién de la temperatura en especies
translocadoras y no translocadoras de este compuesio, como en Arabidopsis thaliana
(Kaplan y cols., 2004), aunque no se sabe con certeza el papel que jugarian estos
alcoholes de aziicar en la proteccion al frio (Loescher, 1987; Loescher y cols., 2000;

Sakai, 1962).

1.3 Sorbitol deshidrogenasas.

El metabolismo del sorbitol y de las enzimas relacionadas ha sido ampliamente
estudiado en la familia Rosaceae. Un ejemplo es la manzana (Malus x domestica) cuyo
genoma ha sido liberado recientemente y se han identificado 17 genes putativos que
podrian codificar para enzimas SDH (Velasco y cols., 2010). Nuyeve de las SDHs han
sido parcialmente caracterizadas (Negm y Loescher, 1979; Nosarzewski y Archbold,
2007; Park y cols., 2002; Wang y cols., 2009; Yamada y cols., 1998). Aunque algunas
SDHs se expresan exclusivamente en Organos sumideros (MdSDH2, MdSDH3 'y
MdASDH4, Park y cols., 2002), otras se expresan tanto en érganos fuente como sumidero
(MdSDH1, Park y cols., 2002; Wang y cols, 2009; Yamada y cols., 1998). En pera
(Pyrus seroting) también se han identificado 5 genes putativos SDH, y se ha demostrado
que el gen PpySDHS5 se expresa tanto en hojas jévenes como maduras (Kim y cols,,

2007).

Sin embargo, la presencia de sorbitol o de la actividad SDH ha sido detectada también
en especies no-Rosaceas. En tomate, se identifico el gen responsable de codificar para

una enzima con actividad SDH, llamada LeSDH. LeSDH se expresa de forma ubicua, ¥y




su mayor expresion se registra a nivel de los érganos florales (Ohta y cols., 2005). En
soja, se ha detectado la presencia de sorbitol en los hipocotilos durante la germinacion
de las semillas, pero no asi en las semillas secas o embebidas en agua (Kuo y cols,,
1990). También se ha encontrado la existencia de este poliol en Zea mays,
especificamente en el grano del mafz, donde ademas se ha encontrado una enzima SDH
que cataliza el paso de fructosa a sorbitol (Carey y cols., 1982; Shaw y Dickinson, 1984;
de Sousa y cols., 2008). Sin embargo, en callos embriogénicos de maiz, existe una SDH

que cataliza la conversion de sorbitol a fructosa (Swedlund y Locy, 1993).

1.4 Sorbitol deshidrogenasa en Arabidopsis thaliana.

En el marco de los estudios para determinar el papel de las SDHs presentes en especies
que no translocan sorbitol, utilizando genética reversa se encontrd un marco de lectura
abierto en el locus At5g51970 de Arabidopsis thaliana, cuya secuencia aminoacidica fue
alineada junto a las de SDHs conocidas (manzano, tomate, enire otros; Mandujano,
2010). Se encontrd que la proteina codificada por este locus poseia una alta identidad
con las demas SDHs (cercana al 80%, Tabla I), ademas de poseer dominios conservados
dentro de la familia de alcoholes deshidrogenasas (dominio catalitico de alcoholes
deshidrogenasas y dominio de unién a di-nucledtidos). Mas ain, la proteina presenta los
aminoécidos claves de unién al idn zinc, y en la oxidacion del D-sorbitol. Estos datos
sugieren fuertemente que el locus At5g51970 codifica para una putativa sorbitol

deshidrogenasa, y fue denominado A#SDL.




Tabla 1. Porcentaje de identidad de aminodcidos entre diferentes SDH y AtSDL. AtSDL (Arabidopsis thaliana SDH-
like), LeSDH (Solanum Iycopersicum SDH), MdSDH9 (Malus x domestica SDH 9), FaSDH (Fragaria x ananassa
SDH), PpSDH (Prunus persica SDH), PsSDH (Prunus salicina SDH), ZmSDH (Zea mayz SDH). Tabla extraida de
Mandujano (2010).

% AtSDL  LeSDH  MdSDH9  FaSDH  PpSDH _ PsSDH ZmSDH
AtSDL - 83 82 82 80 79 76
LeSDH . 76 84 80 80 76

MdASDH9 - 78 84 83 73
FaSDH - 80 80 75
PpSDH - 97 73
PsSDH - 75
ZmSDH 2

Modelamiento in silico de la proteina reveld que AtSDL une preferentemente NAD" en
vez de NADP", en presencia de zinc. Ademas, estudios in vitro han mostrado que
AtSDL es capaz de reducir NAD" a NADH en presencia de sorbitol y zinc (Aguayo,
resultados no publicados; Mandujano, 2010). También se prob6 que el ARNm de A1SDL
se expresa en diversos oOrganos de la planta (Figura 2), demostrando que el locus

identificado no es un pseudogen.

PM  CN HR HC R T F

Figura 2. Expresion del ARNm de AtSDL. Reaccion de RT-PCR para amplificar el ADNc de A¢SDL a partir de ARN
extraido de diferentes organos. Control negativo (CN), hoja roseta (HR). hoja caulinar (HC), raiz (R). tallo (T). flor
(F). El tamafio del amplificado esperado es de ~ 1 kb (flechas rojas). Extraido de Mandujano. 2010.

Los trabajos previamente descritos muestran que AfSDL es un gen que se esta
expresando en Arabidopsis cuyo producto génico tiene la capacidad de oxidar sorbitol.
Sin embargo, nada se sabe de la regulacion de la expresion génica de A1SDL en la planta.
Es interesante estudiar la regulacién de la transcripeion ya que hay evidencia que apunta
a que es en este nivel en donde se regula la actividad enzimatica. Por ejemplo, en

Plantago major (Pommerrenig y cols., 2007), la expresion del mensajero de una SDH




putativa disminuye tras estrés salino, ademas de aumentar la concentracién de sorbitol.
En pera (Pyrus seroting) se mostrd una variacion en la actividad SDH segin la estacion
climatica (Yamaki y Moriguchi, 1988), y en manzana, la actividad SDH disminuye a
medida que las hojas pasan de j(’)venés a maduras (Loescher y cols.,, 1982), Mas
interesante resulta el hecho de que en manzana se ha reportado una relacién positiva
entre la variacién de la actividad SDH, y la variacién de la cantidad de proteina y de
transcrito (Yamada y cols., 1999). También se ha probado que existe regulacion por
azticares de la actividad SDH (Archbold, 1999), y que la regulacion de la actividad
enzimatica en tratamientos con aziicar esta fuertemente relacionada con variaciones en la
expresion de los genes responsables, tanto en manzana (Zhou y cols,, 2006) como en
maiz (de Sousa y cols,, 2008). Estos dltimos datos sugieren decididamente a un

mecanismo de regulacién de la actividad SDH a nivel transcripcional.

Con los avances en gendémica y bioinformatica, la secuenciaciéon del genoma de
Arabidopsis (Arabidopsis Genome Initiative, 2000) y la creacién de una base de datos
que constantemente se estd actualizando (www.arabidopsis.org), se ha determinado que
Arabidopsis posee 27,416 genes codificantes (TAIR10, 2010; www.arabidopsis.org).
Esto permite la facil bisqueda de los locus de interés y sus respectivas ubicaciones en
los cromosomas de Arabidopsis, de manera de tener una idea visual del contexto en el
que se encuentra el gen en estudio. Ademds, en la actualidad existen diversas
herramientas bioinformaticas de libre acceso que permiten la identificacion de elementos
cis-reguladores descritos, como PLACE (Higo et al., 1999), PlantPAN (Chang y cols.,

2008), AGRIS (Palaniswamy y cols., 2006), PlantCARE (Lescot y cols., 2002), entre




otros, como también herramientas que permiten buscar elementos especificos en grupos
de secuencias de interés (PatMatch, Yan y cols., 2005). En conjunto, permiten al usuario
hacer hipotesis sobre la regulacion de genes en estudio en base a la analogia de
elementos con otros genes cuya regulacion ya ha sido descrita. Otro recurso sumamente
importante son las bases de datos de microarreglos, como NASCArrays (Craigon y cols..
2004) y AtGenExpress (Kilian y cols., 2007), que permiten buscar posibles condiciones
que regulen la expresion de las secuencias de interés, ya sea desarrollo, ciclo circadiano,

estreses de diversos tipos, etc.

Por estas razones. para estudiar el patron de expresion de AfSDL en Arabidopsis, se
generd un constructo que posee el gen reportero p-glucuronidasa (GUS, E.C 3.2.1.31)
rio abajo del promotor putativo de ArSDL (Severin, 2007). La identificacion del
promotor putativo de AtSDL se realiz6 en base a la base de datos de Arabidopsis (Figura
3). Comprende la region 5°UTR del locus At5g51970 (AtSDL), 221 de las 232 pb de la
regiéon 3’UTR del locus adyacente At5g51960 (gen no caracterizado) y la region
intergénica entre ambos, obteniéndose un fragmento de 692 pb (no fue posible aislar un
fragmento que contuviese las 232 pb de la region 3’UTR del locus At5g51960, Severin,

2007; ver discusion).

GA (-704) -471 Region -375 (+1) ATG
3'UTR gLimergénica ¢ S'UTR

At5g51960

Figura 3. Identificacion del promotor putativo de ArSDL. La regién promotora aislada comprende 692 de los 703 pb
que separan las zonas codificantes de At5g51960 (flecha roja) y At5g51970 (AtSDL, flecha azul). Las flechas negras
indican la distancia rio arriba de la zona codificante del locus At5g51960. la regién intergénica y la region 5"UTR del
locus At5g51970. con respecto al inicio de la transcripeion del mismo (ATG), cuya adenina estd en la posicién +1. El
esquema no esta hecho a escala.




Este constructo binario fue llamado promAtSDL-GUS. Esta construccion se basa en el
vector pPCAMBIA 1381 el cual permite la identificacién de las plantas transformantes

mediante su supervivencia al antibiético higromicina B

(www.patentlens.net/daisv/cambia/585.html#dsy585_ Description, 22-04-2011). 1la
enzima GUS es una hidrolasa que cataliza la hidrélisis de una serie de compuestos p-
glucurénicos, dos de los cuales se usaron en este seminario de titulo. El primero es el 5-
bromo-4-cloro-3-indoxil-p-D-ghucurénido (X-gluc), el cual al ser hidrolizado por GUS
libera cloro-bromoindigo y acido glucurénico. El cloro-bromoindigo posteriormente
dimeriza, formando un precipitado insoluble de color azul llamado dicloro-
dibromoindigo (Jefferson y cols., 1987; Jefferson, 1987; Karcher, 1995), permitiendo de
esta manera una visualizacién cualitativa de la localizacion de la actividad enzimatica

(Figura 4), y por lo tanto de la expresion génica.




Ci o-glucuronic
Br acid

A\

NH

X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronide)

p-glucuronidase
5,5'-dibromo-4, 4'-dichloro-indigo
(insoluble, colored)

Cl
O
¢! OH Br N H
Br
N, —» =
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+ glucuronic
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Figura 4. Reaccifn catalizada por la enzima B-glucuronidasa. X-gluc, al ser clivado por la enzima libera Acido
glucurénico y cloro-bromoindigo. Al oxidarse, el cloro-bromoindigo dimeriza formando el precipitado insoluble de
color azul dicloro-dibromoindigo. Jmagen extraida de Karcher, 19935,

El segundo compuesto utilizado es el 4-metilumbeliferil-B-D-glucurénido (MUG), el
cual tras ser hidrolizado libera acido glucurénico y 4-metilumbeliferona (4-MU), el que
puede ser medido fluorométricamente, permitiendo una cuantificacién de la actividad

enzimética (Gartland y cols., 2000; Jefferson, 1987).

Con el constructo promAtSDL-GUS se procedi6 en una primera instancia a transformar
plantas silvestres de Arabidopsis thaliana Columbia-0. Se obtuvieron dos lincas
resistentes a higromicina (Severin, 2007) y dos mis en trabajos de una Unidad de
Investigacién que realicé previamente a este Seminario de Titulo (Parada, 2010). Un

resumen del trabajo realizado por Severin se muestra en la Figura 5.
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Amplificacion promotor Extraccion desde geles de
putativo de AtSDL agarosa y clonacion en vector
(promAtSDL, 692 pb) p-GEM®-T Easy

Extraccion ADN
tejido A. thaliana Col-0

Clonacion en vector pCAMBIA

Transformacion de E. coli Verificacion por PCR y

ensayos de restriccion

1381 (pCAMBIA promAtSDL-

DH5a GUS)

Transformacién de ; Transformacion de A. thaliana
Agrobacterium tumefaciens por inmersion floral

Seleccién de plantas
transformantes (2 lineas)

Figura 5. Resumen del trabajo previo realizado por Daniel Severin. Se realizo la extraccion de ADN gendmico de
Arabidopsis thaliana Columbia-0 para luego extraer ¢l promotor putativo de ArSDL y clonarlo en el vector pCAMBIA
promAtSDL-GUS, con ¢l cual se transformaron Agrobacterium tumefaciens y se obtuvieron plantas de Arabidopsis
transformantes con las cuales es posible estudiar el patron de expresién de AtSDL.

Sin embargo, la baja tasa de transformacion (0,13%: se espera 1-3%, Clough y Bent,
1998; Zhang y cols., 2006) junto con la muy baja tasa de germinacion de una de las
cuatro lineas transformantes (<8%, Parada, 2010) significaba que las lineas obtenidas

restantes no eran suficientes como para continuar con los analisis.

Resultados publicados en la literatura indican que el analisis de diez lineas
independientes es suficiente al investigar el patron de expresion utilizando plantas
transformadas con el promotor del gen de interés fusionado a un gen reportero (Thakore
y cols., 1999). Por lo tanto, en el trabajo para determinar el patron de expresion de
AtSDL utilizando esta tecnologia, fue necesario volver a transformar plantas silvestres de
Arabidopsis, de manera de obtener més lineas portando promAtSDL::GUS para su
posterior andlisis. Ademas, se complemento este estudio mediante el uso de diversas

herramientas bioinformaticas para estudiar el patron de expresion de AfSDL.
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2 Objetivos generales y especificos

2.1 Objetivo general:

Determinar el patréon de expresién in vivo e in silico de AtSDL, una posible sorbitol

deshidrogenasa en Arabidopsis thaliana.

2.2  Objetivos especificos:

1. Obtener al menos 10 lineas transformantes independientes de A. thaliana que
contengan el inserto promAtSDL::GUS.

2 Visualizar mediante el ensayo histoquimico de GUS con X-gluc, el patron de
expresion de A#SDL en 10 lineas transformantes durante todo el desarrollo de la
planta.

3 Utilizando herramientas bioinformaticas, realizar un analisis in silico de la
secuencia promotora en estudio, para encontrar elementos reguladores en cis.

4. Cuantificar mediante el ensayo de GUS con MUG, el patron de expresion de
A1SDL en al menos 3 lineas transformantes homocigotas en diferentes

condiciones de cultivo.
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3 Materiales y métodos

3.1 Reactivos.

Merck: sacarosa, agar — agar, carbonato de sodio (Na;COs), dihidrégeno fosfato de sodio
monohidrato (NaH;PO4xH,;0), hidrégeno fosfato de disodio anhidro (Na;HPO,), cloruro
de sodio (NaCl), etanol absoluto, acetona, N,N-dimetilformamida, cloroformo, Triton X-
100, nitrato de potasio (KNOj3), nitrato de calcio tetrahidrato (Ca(NO3);x4H,0), cloruro
de potasio (KCI), fosfato monopotasico (KHzPOs), sulfato de manganeso (MnSQy),

sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO4x7H;0).

Sigma: ferricianida de potasio, ferrocianida de potasio, brilliant blue G, i-inositol, 4-
metilumbeliferona(4-MU), dimetilsulféxido (DMSQO), sulfato de cobre (CuSOs), sulfato

de magnesio heptahidratado (MgSO4x7H,0), albtimina de suero bovino (BSA).
Winkler: EDTA sal sédica, Tris, dodecil sulfato de sodio (SDS), ditiotreitol (DTT).

Fermentas: S-bromo-4-cloro-3-indolil glucuronido (X-gluc), GeneRuler 1 kb DNA
Ladder, GeneRuler 100 bp DNA Ladder, dATP 100 mM, dCTP 100 mM, dGTP 100

mM, dTTP 100 mM.

Phytotechnologies Laboratories: 4-metilumbeliferil-B-D-glucurénido (MUG), Murashige

y Skoog Basal Salt Mixture (MS), higromicina B.

Otros: Biolase DNA Polymerase, tampén 10xNH4 y MgCl, (Bioline), extracto de

levadura grado biolégico y triptona grado bioldgico (MO BIO Laboratories, Inc).
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3.2 Esterilizacion y estratificacion de semillas.

En este seminario de titulo, se emplearon plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia-0. El protocolo para esterilizar las semillas varia segin el experimento. Para
las observaciones del patron de expresion de A#SDL mediante tincion de actividad GUS,
las semillas fueron agitadas durante 30 minutos en 1 mL de Triton X-100 0,1%, luego se
removid esta solucién y se agregdé 1 mL de Triton X-100 0,1% en etanol 70% y se
agitaron durante 5 minutos. Luego se removio la solucién y se agregé 1 mL de Triton X-

100 en cloro 1,5% y se agitaron durante 10 minutos.

Para los tratamientos de estrés y la bisqueda de plantas homocigotas, las semillas fueron
esterilizadas de la siguiente manera: a las semillas se les agregdé 1 mL de etanol 95%
filtrado (22 um), y se agitaron durante 5 minutos. Luego se removid el etanol 95% y se
les agregd 1 mL de Triton X-100 y 0,1% en etanol 70% y se agitaron durante 15

minutos.

En ambos casos, se lavaron las semillas con H,O autoclavada estéril y se almacenaron a

4°C en oscuridad durante una noche para estratificarlas.

3.3 Condiciones de cultivo de las plantas.

Semillas estratificadas fueron sembradas en placas de medio MS (Murashige y Skoog,
1962) (medio MS basal 0,443%; sacarosa 3%, agar - agar 0,6%; punta de espatula con i-
inositol; pH 5.8 ajustado con KOH), con o sin el antibi6tico higromicina B (25 pg/mL) y
colocadas en una incubadora a 22°C, 2830 lux y con un fotoperiodo de 16/8 horas
luz/oscuridad. Luego de una semana, se trasplantaron las plantulas a medio hidroponico

(para solucion 100x: KNOs 125 mM, MgS0O4 x 7 H,0 75 mM, KH;PO4 50 mM, KC1 5
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mM, Hz;BO3 5 mM, MnSO4 1 mM, ZnSO4x7 H,O 200 pM, CuSO; 150 pM, Fe/DTPA
10 mM, Ca(NO3)x4H,0 150 mM, Na,0381 10 mM, pH 5) en lana roca, por el resto del
ciclo de vida de las plantas, a 22°C,3810 lux y con un fotoperiodo de 16/8 horas
luz/oscuridad. Para los ensayos del patron de expresion de GUS, se seleccionaron
plantulas T2 provenientes de placas de medio MS suplementadas con higromicina, cuyo
crecimiento no retardado indic6 que eran transformantes. Tras una semana de
crecimiento, algunas plantulas se utilizaron para analizar el patrén de tincion mientras
que las deméas fueron traspasadas a medio hidropénico para analizar el patrén de
expresion en el resto del ciclo de vida de Arabidopsis, bajo las condiciones ya
nombradas. Como controles, se sembraron semillas transformadas en placas sin
antibiodtico (para verificar su viabilidad), y semillas silvestres en medio MS con
antibidtico (para asegurar que la concentracién de higromicina B,25 pg/ml, fuera

suficiente para seleccionar transformantes).

3.4 Transformacion estable y analisis de Arabidopsis

Plantas de Arabidopsis, de alrededor de 6 semanas, que poseian una gran cantidad de
botones cerrados y sin silicuas {si tenian algunas, fueron removidas), fueron
transformadas genéticamente por inmersion floral (Clough y Bent, 1998). Una colonia
de Agrobacterium que contenia el vector pPCAMBIA promAtSDL-GUS, se dejo crecer
durante la noche a 28°C en 5 mL de medio LB con el antibiotico kanamicina (100
mg/mL). Al dia siguiente, se diluyeron en 100 mL del mismo medio con antibidtico y se
dejaron crecer hasta una ODggp de 2. Se centrifugaron las células a 5000 g por 20

minutos, se boté el sobrenadante y se agregaron 50 mL de medio de infiltracién
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(sacarosa al 5% p/v y Silwett L-77 al 0.05% v/v) a cada tubo. Se resuspendieron,
juntaron y diluyeron con medio de infiltracién hasta que la ODgoo fuese 0.8. En esta
suspension, se sumergieron varias veces los botones de Arabidopsis, y a continuacion se
dejaron las plantas durante una noche en oscuridad. Al dia siguiente, fueron devueltas al
medio hidroponico para que terminaran su ciclo de vida y se colectaron las semillas a

medida que se iban produciendo.

3.4.1 Extraccion de ADN genémico de Arabidopsis.

Plantas de Arabidopsis (silvestres y transformantes) de alrededor de 4 semanas fueron
utilizadas para la extraccién de ADN. A cada planta se les cortaron 2 hojas rosetas y se
colocaron en un tubo de 1.5 mL. Luego se les agregaron 50 pL de tampén de exiraceion
(NaCl 500 mM, Tris-HCI 100 mM pH 7.5 y EDTA 50 mM pH 7.5) y se molieron
utilizando un pistilo de plastico, autoclavado previamente. Luego, se les agregd 150 pL
de tampén de extraccion y 20 pL de SDS al 20%. A continuacion se incubaron durante
10 minutos a 65°C, luego se les agregd 250 uL de cloroformo:fenol:alcohol isoamilico
(24:25:1), se agitaron durante 30 segundos y se centrifugaron a 10000 g por 3 minutos.
Se tomaron 20 pl. de la fase superior (fase acuosa) y se mezclaron con 80 pL de H:0

nanopura. Finalmente, estos tubos se almacenaron a -20°C hasta su uso.

3.4.2 Verificacion molecular de las lineas transformantes por PCR.

A las posibles plantas transformantes producto de la inmersion floral, se les extrajo
ADN segtin seccion 1.4.1 y se les aplico un PCR. La mezcla de reaccion (20 pL) estaba
constituida por 1 U Biolase DNA Polymerase, 1x NH;Tampon, MgCl, 3 mM, dNTPs0,2

mM con los partidores pATSDLBamHIS’ 5~
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GGACGGATCCTTCCTCTTTGTCTTTCCGG-3’ y GUS3’ 5—
TGTTGATCCGCATCACGC-3’ a concentraciones finales de 0,5 pM, y 1 puL de ADN
templado. El protocolo de PCR fue: 94°C durante 5 minutos, 30 ciclos de 94°C por 30
segundos, 57°C por 1 minuto y 72°C por 1:30 minutos y un ciclo de 72°C durante 10
minutos. Los productos del PCR fueron almacenados a -20°C hasta que fueron

visualizados en geles de agarosa al 1% (seccion 3.10).

3.43 PCR del gen GAPA.

A las muestras de ADN gendémico producto de la extraccion de ADN de las posibles
plantas transformantes (seccion 3.4.1) se les aplicé ademas un PCR cuya reaccion (20
uL) estaba constituida por 1 U Biolase DNA Polymerase, 1x NH4 Tampon, MgCl, 3
mM, dNTPs 0,2 mM, partidor GAPA-F5’-GGTAGGATCGGGAGGAAC-3’ y GAPA-R
5 CTGGTGCCAAGAAGGTTATC-3’ a concentraciones finales de 0,5 pM, y 1 pL de
ADN como templado. El protocolo de PCR fue: un ciclo a 94°C por 5 minutos, treinta
ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 40 segundos y 72°C por 40 segundos, un ciclo
a 72°C por 10 minutos, y 10°C hasta que se retiran del termociclador. Este PCR es
aplicado para verificar la calidad del ADN, ya que GAPA (codifica para la subunidad 1
de la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) es expresado constitutivamente en

la planta.

3.5 Ensayo histoquimico GUS.
Plantas de Arabidopsis (transformadas y silvestres) fueron analizadas histoquimicamente
para detectar la expresién de GUS utilizando X-Gluc como sustrato (Jefferson y cols,

1987), a partir de la primera semana de desarrollo hasta la octava. Las plantulas de 1y 2
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semanas se usaron de forma completa, mientras que a las plantas desde la tercera a la
octava semana de desarrollo se les extrajo tejido de raices, hojas caulinarias y roseta,
tallos, silicuas y flores, segiin fuese posible dependiendo del estado de desarrolto de cada
planta. Cada muestra fue incubada en oscuridad con la solucién de tefiido GUS (X-Gluc
1 mg/mL, tampén fosfato Na 0.1 M pH 7, Triton X-100 10 mM, K-ferricianida 2 mM y
K-ferrocianida 2 mM) y se les aplicé vacio con una bomba de vacio R-300 (Boeco,
Germany). Se variaron las condiciones de vacio; una reaccién se incubd 60 minutos con
85 kPa de presion, otra 60 minutos con 60 kPa de presion y la tltima se incub6 durante
90 minutos con 85 kPa de presion (cabe mencionar que las condiciones de incubacion se
determinaron empiricamente). Luego, se dejaron a 37°C por 2 dias, se sacaron de
oscuridad y se cambid la solucién de tefiido por etanol al 70% hasta que la clorofila fue
removida. La muestra bioldgica la constituyen 6 individuos (o el tejido de 6 individuos)
de cada linea por semana de desarrollo y se realizaron 3 repeticiones técnicas. Cada
tejido fue visualizado con una lupa Olympus MVX10 y fotografiado con una camara
QImaging Micro Publisher 3.3 RTV, equipada en la lupa. Se utilizd el programa

QCapture Pro versién 6.0 para adquirir las imégenes.

3.6 YExtraccién de ADN plasmidial de Escherichia coli
La cepa E. coli DH5a que contenia el plasmidio pGEM-T promAtSDL (Figura 5; ’
Severin, 2007) fue utilizada para extraer el plasmidio de interés para secuenciacion,
mediante minipreparacién de kit (Axygen Biosciences, Axyprep Plasmid Miniprep). A
partir de un tubo de un clon almacenado a -80°C, se hizo un rayado en placa de medio

LB solido (NaCl 1% p/v, triptona 1% p/v, Extracto de levadura 0,5% p/v, 1,6% p/v en
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agua destilada) el cual se dejo incubando a 37°C por una noche. De esta placa se
tomaron 2 clones y se incubaron durante una noche a 37°C en 5 mL de LB liquido (lo
mismo que el LB solido pero sin el agar-agar). Al dia siguiente se realizd la
minipreparacion de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Tres pL de cada
minipreparacion fueron cargados en geles de agarosa al 1% (ver seccion 3.10).Cada clon
fue posteriormente diluido con H,O nanopura de manera que la concentracion del ADN

fuese de 50 ng/pL.

3.6.1 Secuenciacién del plasmidio pGEM-T promAtSDL

Alicuotas de las minipreparaciones de cada clon fueron enviadas para su secuenciacion a
la empresa Macrogen. La reaccion de secuenciacion estaba constituida por 5 pL de ADN
50 ng/pL, cada reaccién siendo secuenciada a partir de un Unico partidor especifico. Se
utilizaron los partidores universales SP6 y T7 para ambos clones. Cada secuenciacion se

realizd en duplicado.

3.7 Busqueda de elementos regulatorios en el promotor del gen AtSDL mediante
herramientas bioinformaticas.
La secuencia del promotor del gen At5g51970 de Arabidopsis se extrajo de la base de
datos de Arabidopsis, version TAIR10 (www.arabidopsis.org) y también fue obtenida
mediante secuenciacién del vector pGEM-T promAtSDL (seccion 3.6.1; ver seccion 1.4
para una descripcion de las regiones clonadas). Ambas secuencias fueron alineadas con
el programa ClustalX, versién 2.0.12 (www.clustal.org) y analizadas para encontrar
posibles elementos cis-reguladores a través de la herramienta de analisis de promotores

disponible en PLACE (www.dna.affrc gojp/PLACE/Higo vy cols.,1999). Para
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determinar la posible importancia de los elementos encontrados, se calcul la frecuencia
de cada elemento respecto del promedio de veces que cada uno de ellos estd presente en
regiones de longitud equivalente en todos los promotores de Arabidopsis, vale decir 692
pb rio arriba del sitio de inicio de la traduccion. Con la colaboracion del Doctor
Alexander Vergara, se descargaron las secuencias correspondientes a los primeros 1000
pb rio arriba de los inicios de traduccion de todos los genes de Arabidopsis, desde la
base de datos

(fip://ftp.arabidopsis.org/home/tair/Sequences/blast_datasets/TAIR10_blastsets/). Luego,

308 pb fueron removidas de los extremos 5' de cada secuencia, y las restantes 692 pb
fueron analizadas con Patmatch (Yan y cols., 2005). La linea de comandos del programa
fue descargada y asi fue posible buscar y contar el mimero de veces que cada elemento
cis presente en el locus At5g51970 se encuentra en los 692 pb de cada uno de los 27,416

genes codificantes de Arabidopsis (TAIR10, 2010; www.arabidopsis.org).

3.8 Analisis in silico de la expresion de AtSDL.

Se utilizé la herramienta eFP (electronic Fluorescent Pictograph) Browser (hesc4037-
shemp.csb utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi) para analizar la distribucion de la
expresion de AtSDL a través del desarrollo, segin los datos de los chips ATHI de

Affymetrix disponibles.

3.9 Tratamiento de oscuridad en Arabidopsis thaliana.
Semillas transformantes de Arabidopsi sfueron esterilizadas, sembradas en placas de
medio MS y crecidas de forma vertical. Luego de 10 dias, las placas fueron envueltas en

papel de aluminio durante distintos tiempos (0, 1, 3, 6 y 24 horas), tras los cuales las
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plantulas fueron congeladas en nitrogeno liquido y almacenadas a -80°C para la
posterior extraccion de proteinas (seccion 3.9.1). Como controles, se usaron plantas
transformantes correspondientes a cada linea, sin tratamiento, durante los mismos

tiempos.

3.9.1 Extraccion de proteinas.

La extraccion de proteinas se realizd con una adaptacién del protocolo de Gartland y
cols., (2000). Ocho plantas (aproximadamente 50 mg) fueron molidas con pistilos de
plastico autoclavados, en presencia de nitrogeno liquido, cuidando de que los tejidos no
se descongelaran en ningtin momento. Una vez molidas las muestras, se les agregd 250
pL de tampon de extraccion GUS (tampén sodio fosfato 50 mM pH 7, EDTA 10 mM
pH 8, SDS 0,1% p/v, Triton X-100 0,1% v/v, DTT 10 mM; BEG de ahora en adelante) y
se centrifugaron a 14000 g durante 15 minutos. Se colectaron los sobrenadantes y se
centrifugaron nuevamente a 14000 g durante 15 minutos, tras lo cual se volvieron a
colectar los sobrenadantes y se almacenaron a -80°C. La cuantificacion de las proteinas
se realizo mediante el método de Bradford (Bradford, 1976; Kruger, 1994), utilizando

BSA como estandar.,

3.9.2 Ensayo de actividad enzimdtica GUS.

Para cada extracto proteico se realizé la medicién de la actividad de la enzima GUS en
triplicado. La reaccion enzimatica se realizé a 37°C en un bafio termorregulado,
utilizando 288 pL de BEG con MUG 1 mM maés 12 pL de extracto proteico
(determinado empiricamente). La reaccién se detuvo a los 0, 8, 16, 24 y 32 minutos,

extrayendo 50 pL del volumen de reaccién inicial y mezclandolos con 200 pL de
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Na;CO; 0,2 M, lo que desplaza el pH desde 7 a valores mas basicos. En estas
condiciones, la enzima pierde su actividad y se potencia la fluorescencia del 4-MU
producido (Jefferson, 1987; Wilkinson y Lindsey, 1998). El blanco de reaccion estaba
formado por 200 pL.de Na,C030,2 M mas 48 pL de BEG sin MUG mas 2 uL de
extracto proteico. Para cuantificar la cantidad de 4-MU producida se ocupd un
fluorimetro lector de placas de microtitulacién (BioTek Synergy2), excitando a 365 nm
y registrando la fluorescencia emitida a 455 nm. Ademas, se realizé una curva de

calibracién de 4-MU (0-1000 nM) diluido en Na;CO; 0,2 M y BEG sin MUG.

3.10 Visualizacién de dcidos nucleicos en geles de agarosa.

Para la separacion de fragmentos de ADN se realizo electroforesis en geles de agarosa
(1-1,5%, dependiendo del tamafio de la banda) disuelta en tampén TAE (0,49 % p/v
Tiis, 4cido acético 20 mM, EDTA 1 mM pH 8). Una vez realizada la electroforesis los
celes fueron incubados en una solucién de bromuro de etidio de 2 pg/mL durante 20
minutos y luego fueron visualizados en un trans-iluminador UV Gene Genius Classic
(SynGene). Las imégenes fueron obtenidas con el programa GeneSnap versién 7.12.10.
Las cuantificaciones de los fragmentos de interés se realizaron con el programa ImageJ

version 1,44,

3.11 Analisis estadistico.
Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism® version

5.00.
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4 Resultados

Para estudiar el patron de expresion de A1SDL en plantas de Arabidopsis, se decidio
utilizar el gen reportero GUS acoplado al promotor putativo del gen, para visualizar el
patrén mediante un ensayo histoquimico (Jefferson y cols, 1987) durante el desarrollo de
las plantas transformadas con dicho vector. Al comienzo del seminario de titulo, este
vector, pPCAMBIA promAtSDL-GUS, estaba disponible en el laboratorio (Severin,
2007).El promotor fue secuenciado a partir de una colonia de E. coli que contenia el
plasmidio pGEM-T promAtSDL, cuya secuencia fue alineada con la secuencia
disponible en Ia base de datos de Arabidopsis (seccion 3.6.1), tras lo cual se encontrd
una sola diferencia, la sustitucién de una timina por una citosina en la posicién -96

(Figura 3).

4.1 Obtencién de multiples lineas de Arabidopsis thaliana transformadas con el
vector pCAMBIA promAtSDL-GUS.
Se transformaron plantas silvestres de Arabidopsis con pCAMBIA promAtSDL-GUS
mediante el protocolo de inmersion floral (seccion 3.4). Luego, se identificaron posibles
transformantes, sembrando las semillas (T1) en medio de seleccion (higromicina). El
vector contiene el gen Aptll que confiere resistencia a este antibidtico, el cual inhibe la
sintesis proteica, y es muy tOxico para las plantas. El gen de resistencia codifica para
HPTII, una higromicina fosfotransferasa, que afiade un grupo fosfato al antibidtico,
eliminando asi su toxicidad (Miki y cols. 2003, Waldron y cols. 1985, Rao y cols. 1983).

De esta manera, las plantas resistentes al antibidtico (Figura 6, A, B y C) muestran un
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crecimiento equivalente al de una planta silvestre en medio sin antibidtico (Figura 6E),

mientras que las plantulas sensibles al antibidtico muestran un crecimiento retardado y

posteriormente mueren (Figura 6F).

Figura 6. Transformacion estable de Arabidopsis con el vector pCAMBIA promAtSDL-GUS. Semillas transformadas
(T1)y silvestres fueron sembradas en medio MS con y sin higromicina B y fotografiadas luego de una semana. A, By
C. plantas T1 en 25 pg/mL de higromicina B; recuadro en A. B y C, posible transformante junto a un no
transformante; D, T1 en medio sin antibiético; E, planta silvestre en medio sin antibiético; F, planta silvestre en medio
con 25 pg/mL de higromicina B; recuadro en D, E y F. planta tipica de la placa en estudio. Las barras indican 4 cm.

De esta manera, se seleccionaron 17 posibles transformantes y se traspasaron a medio
hidropénico para que completaran su desarrollo. Al cabo de unas semanas, se les extrajo
ADN genomico de hojas roseta para determinar si poseian el transgén de interés
mediante un PCR que amplifica la region correspondiente al promotor clonado de
AtSDL mas una region intermedia en la secuencia codificante del gen gusA, de un
tamafio total de 1384 pb (Figura 7A; seccion 3.4.2). Se determin6 que de las 17 plantas

analizadas, 16 eran transformantes (Figura 7B) mientras que, tal como lo esperado, no
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hubo amplificacién de un producto en el control negativo (ADN de una planta silvestre).
Por lo tanto, se conté con un total de 20 lineas transgénicas independientes,
considerando las 4 lineas obtenidas de forma previa a este seminario de titulo (seccion

1.4; Severin, 2007).

A

pATSDLBamHIS’ GUS 3

promAtSDL gusA NOS poli A

B M 1 2 3 4 S 6 7 8 % 1 um 12 13 14 15 1 17 C C
1500 pb - i P ™
1000 pb o= - ' ‘
C
500 pb

Figura 7. Verificacién por PCR de las lineas de Arabidopsis (T1) transformadas con promAtSDL-GUS. En A se
muestra una representacién esquemética de pPCAMBIA promAtSDL-GUS y la regi6n amplificada por PCR en B. Las
flechas negras indican las posiciones y nombres de los partidores utilizados. B y C: Geles de agarosa tefiidos con
bromuro de etidio muestran amplificado del promotor de AzSDL y un fragmento interno del gen de la f-glucuronidasa
(1384 pb) para 16 de las 17 lincas T1 (panel B). El control positivo (C") corresponde a ADN plasmidial de E. coli
transformadas con el vector pPCAMBIA promAtSDL-GUS y el negativo (C)) a ADN de una planta silvestre como
templado. Como control de calidad del ADN se amplificd un fragmento interno del gen enddgeno de Arabidopsis,
GAPA (panel C). El control positivo (C*) es el ADN de una planta silvestre v el control negativo (C7) es agua
nanopura como templado. PM, indicador de peso molecular.

Por ultimo se contaron las semillas germinadas y no germinadas de cada placa y se
calculd el porcentaje de germinacion para cada caso (Tabla II). Con estos datos se
obtiene que al haber 16 organismos transformantes de 1399 plantas germinadas, la
eficiencia de la transformaciéon fue de un 1.14%, en comparacion al 0.13% de las

semillas obtenidas previamente en el laboratorio (Severin, 2007).

25




Tabla IL. Conteo de semillas de Arabidopsis silvestres y T1 de plantas transformadas con promAtSDL-GUS en medio
MS con y sin higromicina.

Concentracion Total Porcentaje de
Semilla higromicina (ng/mL) Germinaron  No germinaron  semillas  germinacion (%)
T1 0 208 8 216 96.29
10 1399 71 1470 95,17
Silvestre 0 268 27 295 90.85
10 223 18 241 92.53

Las lineas transformantes seleccionadas para el proximo experimento mostraron una
segregacion mendeliana correspondiente a una sola insercién del transgén en el genoma,
vale decir que en plantas heterocigotas para la insercién la distribucion de plantas
resistentes y plantas sensibles fuese 3:1, respectivamente, y cuyos fenotipos de
crecimiento y desarrollo no fueron distintos visualmente al de una planta silvestre (datos

no mostrados).

4.2 Andlisis preliminares del patrén de expresion de AtSDL mediante tincién
GUS.
Existe evidencia de que en lineas transgénicas independientes para un mismo inserto, no
se observan los mismos niveles de expresion de un gen reportero dado (como GUS)
entre todas ellas (De Buck y cols., 2004; De Buck y cols., 2007), lo que puede estar dado
por diversos factores (ver discusién). Es por esta razon que en este seminario de titulo,
se seleccionaron 10 de las 20 lineas transformantes para realizar ensayos histoquimicos
preliminares con X-gluc (Thakore y cols., 1999), para luego enfocar el estudio en las que
mostraron patrones de expresion similares. Se analizaron las 10 lineas durante su
desarrollo (8 semanas), y segiin fuese posible, se ensay la planta por completo (1 y 2

semanas de desarrollo) o se extrajeron los distintos organos para ser tefiidos
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individualmente (de la semana 3 en adelante). Estos tejidos fueron ensayados en tres
condiciones distintas de presion de vacio y/o tiempo (seccion 3.5) para lograr la
penetracién Optima del sustrato, X-gluc, en los tejidos. Sin embargo, no se vieron
diferencias entre los patrones de tincién obtenidos (datos no mostrados), y por lo tanto,
se usaron las condiciones de incubacién en vacio de 85 kPa durante 60 minutos para la
mayoria de los estudios. Se muestra un diagrama de la raiz y la flor de una planta de
Arabidopsis (Figura 8) para facilitar la identificacién de sus distintos érganos y tejidos.
Los ensayos fueron realizados tres veces para cada linea, y en las siguientes figuras
(Figuras 9-19) se muestran imégenes representativas de cada una de las 10 lineas
analizadas durante todo su desarrollo. Al igual que en el caso de las semillas T1, se
contaron los individuos presentes en cada placa y se calcularon los porcentajes de
germinacién correspondientes (Tabla II). En general, todos los porcentajes de
germinacion son cercanos y superiores al 90%, a excepcion de la linea 4 (Tabla ITI). Asi,
se puede descartar algtin efecto a nivel de germinacién por la insercion de los ADN-T en

el genoma de la mayoria de las distintas lineas transgénicas.
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Tabla I11. Conteo de germinacion de semillas provenientes de las 10 lineas transformantes utilizadas en el seminario

de titulo.
Concentracion Porcentaje de
Linea higromicina Germinaron No germinaron To?al germinacion
(ue/mL) semillas (%)

1 0 63 0 63 100,00
25 89 7 96 92,71

3 0 124 7 131 94,66
25 122 18 140 87,14

5 0 121 12 133 90,98
25 117 8 125 93,60

4 0 75 52 127 59,06
25 85 38 123 69.11

0 87 5 92 94,57

2 25 186 23 209 89,00
6 0 49 16 65 75,38
25 147 17 164 89,63

0 85 5 90 94,44

L 25 82 6 88 93,18

g 0 41 2 43 95,35
25 243 1 244 99,59

9 0 116 4 120 96,67
25 112 4 116 96,55

10 0 27 1 28 96,43
25 249 1 250 99,60

. 0 184 17 201 91,54

Silvestre

25 176 12 188 93,62

Figura 8. Esquema de una raiz (A) y flor (B) de Arabidopsis. En naranjo en A se encuentra el centro quiescente.
Imégenes modificadas de Marchant y cols. 1999, y scienceblogs.com, respectivamente.
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Figura 9. Patron de tincion representativo de la linea 1 de Arabidopsis transformada con promAtSDL-GUS durante su

desarrollo. A, plantula de 1 semana; B, hoja de 2-4 semanas; C. tallo de 5-8 semanas; D. flores de 5-8 semanas; E,
silicua de 5-8 semanas: F, raiz de 3-8 semanas. Las barras miden 1 mm.

Figura 10. Patrén de tincion represemat'ivo de la linea 2 de Arabidopsis transformada con promAtSDL-GUS durante
su desarrollo. A, plantula de 1 semana; B, hoja de 2-4 semanas; C. tallo de 5-8 semanas: D, flores de 5-8 semanas; E,
silicua de 5-8 semanas: F. raiz de 3-8 semanas. Las barras miden 1 mm.

Figura 11. Patron de tincion representativo de la linea 3 de Arabidopsis transformada con promAtSDL-GUS durante
su desarrollo. A, plantula de 1 semana; B, hoja de 2-4 semanas; C. tallo de 5-8 semanas; D, flores de 5-8 semanas: E,
silicua de 5-8 semanas; F, raiz de 3-8 semanas. Las barras miden 1 mm.

Figura 12. Patron de tincién rcpsentativo de la linea 4 de Arabidopsis transformada con promAtSDL-GUS durante
su desarrollo. A, plantula de 1 semana; B. hoja de 2-4 semanas; C, tallo de 5-8 semanas: D. flores de 5-8 semanas; E,
silicua de 5-8 semanas; F, raiz de 3-8 semanas. Las barras miden 1 mm.
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Figura 13. Patron de tincion representativo de la linea 5 de Arabi ada con promAtSDL-GUS durante

idopsis transform
su desarrollo. A, plantula de 1 semana; B, hoja de 2-4 semanas; C, tallo de 5-8 semanas: D, flores de 5-8 semanas; E.
silicua de 5-8 semanas: F, raiz de 3-8 semanas. Las barras miden 1 mm.

Figura 14. Ptr(’)n de tincion representativo de la linea 6 de Arabidopsis tfansformada con promAtSDL-GUS durante
su desarrollo. A, plantula de 1 semana; B, hoja de 2-4 semanas; C, tallo de 5-8 semanas; D, flores de 5-8 semanas; E,

silicua de 5-8 semanas: F. raiz de 3-8 semanas. Las barras miden | mm.
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Figura 15. Patron de tincién representativo de la linea 7 de Arabidopsis transformada con promAtSDL-GUS durante
su desarrollo. A, plantula de 1 semana; B, hoja de 2-4 semanas; C, tallo de 5-8 semanas: D, flores de 5-8 semanas; E,

silicua de 5-8 semanas: F. raiz de 3-8 semanas. Las barras miden | mm.

Figura 16. Patron de tincion reprcsentivu de la linea 8 de Arabidopsis transformada co romAtSDL-GUS durante
su desarrollo. A, plantula de 1 semana; B. hoja de 2-4 semanas; C, tallo de 5-8 semanas; D, flores de 5-8 semanas: E.
silicua de 5-8 semanas; F, raiz de 3-8 semanas. Las barras miden 1 mm.
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Figura 17. Patron de tincién representativo de la linea 9 de Arabidopsis transformada con promAtSDL-GUS durante
su desarrollo. A, plantula de | semana; B. hoja de 2-4 semanas; C. tallo de 5-8 semanas; D, flores de 5-8 semanas: E,

silicua de 5-8 semanas: F, raiz de 3-8 semanas. Las barras miden 1 mm,

Fig 18. Patron de tincion represemavo de la linea 10 de Arabidopsis transformada con promAtSDL-GUS durante
su desarrollo. A. plantula de 1 semana: B, hoja de 2-4 semanas; C, tallo de 5-8 semanas: D. flores de 5-8 semanas; E.
silicua de 5-8 semanas; F, raiz de 3-8 semanas. Las barras miden 1 mm.
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Figura 19. Patrén de tincion representativo de plantas silvestres. A, plantula de 1 semana; B, hoja de 2-4 semanas; C,
tallo de 5-8 semanas; D, flores de 3-8 semanas; E, silicua de 5-8 semanas; F, raiz de 3-8 semanas. Las barras miden 1
mm.

Como puede observarse en las Figuras 9-18, no existe un {inico patron de tincion en las
10 lineas analizadas. Sin embargo, 5 lineas si muestran el mismo patrén de expresion del
gen reportero entre si (Figuras 9. 10, 11, 15, 17), en tanto que las otras lineas muestran
patrones distintos (Figuras 12, 13, 14, 16, 18), lo que podria estar relacionado a distintos

niveles de expresion del gen reportero empleado (De Buck y cols., 2004; De Buck y
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cols., 2007; ver discusion). Por esta razon, se concluy6 que el patron de expresion de
AtSDL en Arabidopsis es el correspondiente al mostrado en las lineas 1, 2, 3, 7'y 9

(Figuras 9, 10, 11, 15, 17).

4.3 Anilisis del patrén de expresion de AtSDL mediante tincion GUS vy
herramientas bioinformaticas.

A continuacion se evalud en mayor detalle el patron de tincion en estas lineas para

obtener una mejor visualizacion de los distintos tejidos tefidos (Figuras 20-23, no se

incluyen iméagenes de plantas silvestres ya que en la Figura 19 puede verse que en éstas

no hay expresion del gen reportero) y se compararon con lo mostrado con la herramienta

eFP Browser (Figura 24).

Figura 20. Patron de tincion representativo de Arabidopsis transformada con promAtSDL-GUS en plantas de 1
semana de desarrollo. A, planta completa; B, cotiledon; C. hojas verdaderas; D, seccion del término del hipocotilo y
comienzo de la raiz: E, raiz. Barra, 1 mm.
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Fig;ﬁ 21. Patrén de tincion representativo de Arabidopsis transformada con promAtSDL-GUS en flores y silicuas de
plantas de 4-8 semanas de desarrollo. A, flores y botones; B, flor: C. boton: D, E, F, silicuas en distintos estados de
desarrollo. Barra, 1 mm.

Figura 22. Patron de tincion representativo de Arabidopsis transformada con promAtSDL-GUS en hojas y tricomas
de plantas de 2-8 semanas de desarrollo. A, hoja roseta; B, tricoma de hoja roseta; C, hoja caulinaria; D, tricoma de
hora caulinaria. Barra, | mm.
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Figura 23. Patron de tincion representativo de Arabidopsis transformada con promAtSDL-GUS en tallo y raiz de
plantas de 2-8 semanas de desarrollo. A, tallo; B, C, D, E, F, raiz. Barra, 1| mm.

Figura 24. Representacion pictografica del patron de expresion de AfSDL segin datos de microarreglos de chips
ATH]1. Imagen extraida de 142.150.214.117/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi.

33




Al analizar las Figuras 20-23, se puede ver que la expresion del gen reportero es
esencialmente ubicua en la planta durante su desarrollo. En plantas de 1 semana, A#SDL
se expresa en la totalidad de la planta, siendo la tincién de mayor intensidad en la
vasculatura de los distintos érganos (Figuras 20-23). Durante el resto del desarrollo, se
puede apreciar que la tincién estd presente en todos los 6rganos y nuevamente se puede
observar que es de mayor intensidad en la vasculatura. Las silicuas exhiben un patron de
expresion similar al de los pistilos (Figura 21). Sin embargo, a medida que la silicua va
madurando, se puede ver que la tincién se extiende hasta tefiir por completo la estructura
(Figura 21E-F). En las raices (Figura 23), se puede observar un caso particular en el que
no todas las columelas de las raices registran la expresién de GUS durante su desarrollo:
en plantas de 1 semana de desarrollo no hay tincién de columelas, en tanto que en el
resto del desarrollo, las columelas se tifien en algunos casos, lo que al parecer estaria
relacionado con el estado de desarrollo de la raiz, ya que en las raices secundarias de una
longitud menor a los 1 mm, no fue posible ver tincion de estas células (Figura 23B y
23C). Ademas cabe destacar que no siempre la columela se tifié por completo, habiendo
casos en que la capa mas externa de células no muestra expresion de GUS (Figura 23D).
Las unicas regiones que nunca muestran tincién son los pelos radiculares y las células
inmediatamente anteriores a la columela (zona de elongacién y de divisién celular de la
raiz) (Figura 23B-F), el centro del estilo, el estigma y los sacos de polen (Figura 21).
Ademas, en los pétalos la tincién solo puede verse en Ja vasculatura de los mismos. Por
razones técnicas, no fue posible analizar el patron de expresion del gen reportero en
semillas; para tefiir estas estructuras se necesitaba de un reactivo cuyo uso es ilegal en

Chile, y no se encontr6 algin protocolo alternativo.
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Al analizar la Figura 24 se puede ver que segin los datos de microarreglos disponibles,
AtSDI, se expresa de forma ubicua en toda la planta durante todo el desarrollo de ésta,
siendo, segin la imagen, la mayor expresion del gen localizada en semillas secas,
informacién que no fue posible obtener con el ensayo histoguimico. Los menores niveles
de expresién se encuentran a nivel de estambres y estructuras florales (excluyendo los
sépalos). Con este tipo de andlisis no es posible identificar patrones dentro de los tejidos,
como lo es con el ensayo histoquimico (Figuras 9-23). Sin embargo, se puede ver que a
grandes rasgos tanto el andlisis realizado en el laboratorio como los datos
bioinforméticos (Figura 24) arrojan resultados muy similares, respaldando asi los

resultados del patrén de expresion de 41SDL obtenido histoquimicamente.

4.4 Buasqueda de eclementos regulatorios en el promotor putative de ASDL
mediante herramientas bioinformiticas.

Para dilucidar qué posibles estimulos regulan la expresion de A#SDL, se realizé una

basqueda de elementos reguladores en cis en la secuencia en estudio, utilizando la base

de datos disponible en PLACE (ver secci6n 3.7). Este andlisis preliminar encontré 53

elementos reguladores en cis, cuyas frecuencias se muestran en la Tabla IV.
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Tabla IV. Elementos-cis encontrados en el promotor putativo de AtSDL y sus frecuencias respectivas.

Secuencia Secuencia Secuencia Veces en
Elemento promAtSDL Elemento promAtSDL Elemento promAtSDL
AAAG ACTCA’I: TTTGACY 1
mﬁ;}ACTM | 9 TAACAAR 2 VTATCCA 1
CTCIT 8 ACTTIG 2 TGTCIC i
AGAAA 8 TGTCA 2 GGTTAA 1
GRWAAW 8 GAAAAA 2 AACCCA 1
GATA 7 AATAAA 2 TAACAAA 1
TGAC 5 TTATTT 2 TAACARA 1
ATATT 5 GTGA 2 TATTCT i
CAAT s ARATTAACC cwwwww |
NGATT 5 AATAE AAA ACTTTA 1
GATAA 4 TGAAAACT ACACNNG 1
CANNTG 4 TGAGTCA ATAGAA 1
TGACT 3 AATQA;YA GGATA 1
WAACCA 3 ACAAAGAA AACCAA 1
TIGAC 3 GNATATNC GAGAC 1 |
YTCANTYY 3 CAACTC AAACAAA 1
RTTTTIR 3 ATGGTA CAACA 1
TAAAG 3 TTATCC

Es posible observar que hay varios elementos que se repiten multiples veces en la

secuencia del promotor putativo, como los elementos AAAG y YACT, con 17y 9

repeticiones, respectivamente. Ademds se puede observar que 17 de los 53 elementos

encontrados solo estan presentes una vez en la secuencia de estudio. Sin embargo, para

determinar qué elementos podrian regular a A#SDL, interesa mis saber la sobre-

representacion de los distintos elementos con respecto a todos los promotores del

genoma completo de Arabidopsis, mas que analizar solo la frecuencia de las distintas
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cajas en el promotor, ya que podria ser que por azar algun elemento esté presente
muchas veces, lo que es mas probable considerando secuencias de pocas pares de bases
(como AAAG). Por esta razon, se procedié a analizar la presencia de los elementos de la
Tabla IV en los promotores de todos los 27,416 genes de Arabidopsis. Para hacer este
andlisis, se procedié a cortar in silico todos los promotores, de manera que todas las
secuencias analizadas tuviesen la misma longitud que la clonada en pC AMBIA
promAtSDL-GUS (692 pb; seccion 3.7). Luego, se analizo la frecuencia de los
elementos mostrados en Tabla IV en las 27,416 secuencias mediante PatMatch (seccion
3.7) para posteriormente graficar la distribucion de la sobre-representacion de los

distintos elementos (Figura 25).
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0 A 6 9 12 15 200

Sobre-representacion

Figura 25. Distribucion de la sobre-representacion de los elementos-cis encontrados en el promotor putativo de
AtSDL. En el eje de la abscisa estan los valores de sobre-representacion de todos los elementos cis-reguladores
encontrados en promAtSDL (mostrados en Tabla IV), y en el eje ordenada. se muestra el nimero de elementos (N
total = 53). De manera que, por ejemplo, hay siete elementos cis-reguladores que estan tres veces sobre-representados
en la secuencia analizada. La linea roja marca la cola de la distribucion de frecuencia de elementos en el promotor
putativo de AtSDL.

Como puede verse en la Figura 25, el 85% de los elementos cis encontrados estan 1, 2 o

3 veces sobre-representados, en tanto que a partir del elemento que esta 5 veces sobre-
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representado, hay solo un elemento por cada valor de sobre-representacion. Esta
caracteristica en la distribucién de los datos (similar a una distribucion normal o
Gaussiana) hace que sea interesante enfocar el analisis en aquellos elementos que se
encuentran en la cola de la distribucién (hacia Ia derecha de la linea roja, Figura 25). Los

resultados de! analisis se resumen en la Tabla V (Tabla completa en anexo).
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Tabla V. Sobre-representacién de los elementos reguladores en c¢is encontrados en el promotor putativo de AsSDL con respecto a los promotores de los genes de

Arabidopsis thaliana.

Promedio de
Promedio  Numero veces en Veces en Sobre -
. devecesen degenes  todoslos el _ o
Secuencia Nombre del Posicibnen representacion e .
los genes que promotores  promofor Descripcidn Referencia
Elemento Elemento : promAtSDL en
que poseen poseenla del genoma  putativo MASDLY
la caja caja de de AtSDL pro
Arabidopsis®
AAATTAACCAA L-Box 1,0 101 0,004 1 631 a-621 269 Respuesta a luz Mﬁ:ﬁ%
AATAGAAAA SURE-1 1,0 1637 0,063 1 -145 a-137 16 Respuesta a sacarosa %ﬁwﬂwm
TGAAAACT  CEREGLUBOX2 10 1820 0,070 1 3242317 14 Expresion especificaen  Shirsat y
endospenna cols.,, 1989.
. Expresién especificaen  ~ Wuy cols,,
TGAGTCA Motivo GCN4 1,1 2055 0,079 1 -267 a-261 13 endosp 1998,
Motivo repetitive comin en Xuy cols
AATAAAYAAA A-box 11 2591 0,100 1 -138a-129 10 las regiones de unién a la m«: m =
matriz nuclear (S/MARSs) ’
Elemento encontrado en Ko v cols
ACAAAGAA Sin nombre 1,1 3312 0,130 1 -408 a -401 3 genes de expresion en mwo p N
xilema )
GNATATNC P1BS 1,1 3510 0,141 1 422 a 415 7 Respuesta a falta de fosforo nww__uwof
-670 a -665 .
Respuesta a prolina e Satoh y
ACTCAT PREATPRODH 12 8296 0,370 2 y .mmoaw a- 5 hipoosmolaridad cols,, 2002,

a, (promedio de veces en los genes que poseen la caja xnimero de genes que poseen la caja)Total de genes en Arabidopsis (27,416).
b, veces en el promotor putativo de AtSDL/promedio de veces en todos los promotores del genoma de Arabidopsis.




A partir de esta tabla se puede ver que el elemento L-box, que responde a oscuridad, es
el que estdi mayormente sobre-representado, 269 veces con respecto al promedio de
veces que esta en el todos los promotores de un longitud igual en el genoma. Ademas su
frecuencia es la misma que la de los 101 genes que poseen al elemento (una vez). A
pesar de que elementos que responden a otros estimulos como a sacarosa, falta de
fosforo o a condiciones de hipoosmolaridad (estimulos que podrian estar relacionando al
sorbitol y algiin supuesto rol protector, seccion 1.2) también estin considerablemente
sobre-representados, no se comparan a la sobre-representacion del L-box. Por lo tanto,
resulta interesante comprobar si Ia luz (o en su defecto, oscuridad) regula la expresion de

AtSDL.

4.5 Evaluacién de la expresién de AtSDL bajo estimulo luminico.

Para determinar si efectivamente la luz es un factor que regula la expresion de A2SDL, se
evalu6 la expresion del gen reportero GUS para 3 de las 5 lineas que mostraron el
mismo patrén de expresion en el ensayo histoquimico GUS (lineas L1, L2 y L3; seccion
4.2), bajo un tratamiento (o no) de oscuridad por 0, 1, 3, 6 y 24 horas. En este caso la
cuantificacién de la expresion de GUS se realizé mediante la medicién de la actividad
enzimatica de GUS al ser incubada con el reactivo MUG (seccion 1.4), y se cuantifico la
liberacion del producto 4-MU (secciéon 3.9.2). Con el fin de eliminar posibles
variaciones en la expresion de los genes por dosis génica, se utilizaron lineas
homocigotas para el ADN-T, para lo cual se evalud la descendencia de plantas de la
segunda generacion filial, T2 de cada linea. Para ello, las semillas fueron sembradas en

medio MS suplementado con higromicina B a una concentracion final de 25 pg/mL, y
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tras una semana de desarrollo se revisaron las placas. Las placas en donde todas las
plantas mostraron un fenotipo de resistencia al antibidtico se tomaron como prueba de la
homocigosidad del progenitor y por lo tanto, del resto de las semillas producidas por
éste. Una muestra de las reservas de semillas homocigotas fueron sembradas
nuevamente en medio MS con higromicina B para corroborar la resistencia al antibidtico

en el 100% de los individuos (datos no mostrados).

Los resultados de la cuantificacion de la actividad enzimética para cada linea tras el

tratamiento de oscuridad se muestran en la Figura 26.
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Figura 26. Efecto de Ia oscuridad sobre la actividad del gen reportero GUS en 3 lineas transformantes homocigotas
para el inserto promAtSDL-GUS, tras distintos tiempos de tratamiento. A, L1. B, L2. C, L3. Barras de color blanco,
sin tratamiento. Barras de color negro, tratamiento de oscuridad. Se realizo un ANOVA de dos vias con un post test de
Bonferroni para ver diferencias entre la actividad GUS sin y con tratamiento para cada tiempo, *, P<0,05. ** P<(,01.
#¥+ P<0,001. Los corchetes indican el error estindar, N=9.

Como puede observarse en la Figura 26, las 3 lineas analizadas responden de manera

diferente al mismo estimulo (oscuridad). Por o tanto, no se puede concluir que 4£SDL
I

)
- . ! - . ,
estd siendo regulado por luz, sino que otro mecanismo estd operando (ver
b
I

'
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discusién).Otra forma de comprobar si las diferentes lineas se comportan, ¢ no, de
'

manera similar es analizar si es que las actividades de GUS en las 3 lineas son las

j
mismas a través del tiempo, tanto para los casos con y sin tratamiento, lo cual se muestra

en la Figura 27.
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Figura 27. Evaluacién de la actividad de GUS en Ias 3 lineas en estudio. Barras de color blanco, 1. Barras de color
negro, L.2. Barras de color pris, £.3. A, sin tratamiento. B, con tratamiento de oscuridad. Se realizd mn ANOVA de dos
vias con un post test de Bonferroni. *, P<0,05. **_P<(),01, ¥**, P<),001. Los corchetes indican el error estandar, N=
9. :

l

Se puede ver que a tiempo cero hay diferencias significativas estadisticamente entre las

3 lineas. En el resto de los valores sin tratamiento (Figura 27A), solo hay una diferencia
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significativa entre L1 y L2 a las 3 horas. Para el caso de las actividades GUS con
tratamiento de oscuridad (Figura' 27B), se repite la diferencia a tiempo cero (hay que
tener en cuenta que para sin y con tratamiento, los datos de tiempo cero son los mismos),
y ademas hay diferencias significativas a tiempo 3 horas de las lineas L1y L2conl3,y

a tiempo 24 horas de L2 y L3 con L1.
i

Una ultima manera en que los datos obtenidos permiten ver variaciones entre las lineas

1
1

analizadas, es ver el curso tempotal de la expresion de GUS, en los datos sin tratamiento

(Tabla VI).

Tabla VL ANOVA de una via con post test de Tukey para encontrar diferencias signiticativas entre las actividades
GUS para cada linea en estudio, sin tratamiento. Solamente se comparan los resultados intra-linea. ¥, P<0,05. *¥,
P<0,01. *** P<0,001. ns, no-significativa__

Sin Ll L1 1.1 ©L.i LI L2 L2 12 Lz L2 L3 L3 L3 L3 L3
tratamiento | 0 1 3 6 24 0 1 3 6 24 0 1 3 6 24
hrs, hr. hrs, hrs. his.

L.10 hrs. K‘%ﬂ”{llﬂ"'&ns """

L11 hr ns - ns 1S

L13hs. (Jfsaitnds
PRSP 1 11 { EL ™ 1 O
L16 hrs. ns @ns *

e g
L 24 tos. (S I
1.2 0 lus. - - - .
L21hr #!'ﬁrﬂ -

i
L2 3 hrs. -
L2 6 hrs.
12 24 hss.
13 0 huws.

L1315

L3 3 lus.
L3 6 hs. -

e )

IHES LR et T T iR o bty
i L e d&ﬁhﬁ‘%"ﬁ ns

-

I
Del anilisis de la tabla puede verse que para las 3 lineas ocupadas, hay diferencias

significativas a distintos tiempos, y se puede ver que ninguna responde de manera

|
+

44




similar en comparacion a las otras lineas. De esta manera se puede concluir finalmente
que las 3 lineas transformantes de Arabidopsis, homocigotas para el inserto
promAtSDL-GUS, no responden de manera equivalente tras el mismo tratamiento de
oscuridad. Por lo tanto, mediante esta técnica, no se puede determinar si este estimulo
juega un rol en la regulacion de la expresién de ALSDL, a pesar de la alta sabre-

representacion del elemento L-box (Tabla V).
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5 Discusion
En este seminario de titulo se estudi6 el patron de expresion de AzSDL, una sorbitol
deshidrogenasa putativa de Arabidopsis thaliana, mediante el uso de un constructo que
fusiona la region promotora de AzSDL al gen reportero GUS (promAtSDL::GUS) en un
vector que otorga a las plantas transformantes resistencia al antibidtico higromicina B.
Ademés se realizd una busqueda bioinformética de elementos cis-reguladores utilizando
bases de datos de libre acceso, de manera de encontrar posibles estimulos que regulasen

la expresion del gen.

5.1 Obtencion de lineas transformantes de Arabidopsis con el inserto
promAtSDL::GUS
El método de seleccion (crecimiento en higromicina B) elegido permite diferenciar
facilmente entre plantas silvestres y plantas transformantes, debido al marcado retraso en
el crecimiento de las primeras (Figura 6, recuadros ampliados), lo que facilita la
seleccion de las plantulas de interés de una manera répida y eficiente. Del analisis
molecular de las supuestas transformantes, 16 de 17 dieron un resultado positivo, en
tanto que una de las plantas no mostrd el amplificado esperado (Figura 7, carril 5), a
pesar de que si amplifico el gen GAPA, lo que indica que la extraccion de su ADN era de
buena calidad. Una posible explicacién para este resultado es que, en el momento de la
insercion, el ADN-T haya sufrido una truncacion (Hobbs y cols., 1990; Li y cols,, 2008),
de tal manera que solo logré insertarse la parte del inserto en donde estaba el gen hptl
(otorgando resistencia al antibidtico; Figura 7A), pero no asi la regién del

promAtSDL::GUS, de manera que no pudo ser amplificada por medio del PCR.
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Con las 16 lineas obtenidas se obtuvo una eficiencia de transformacion del 1,14%, Ia
cual es ~O veces mayor que la obtenida previamente (0,13%, por Severin, 2007).
Ademas, el 1,14% de eficiencia obtenido concuerda con los valores descritos por
diversos autores (Clough y Bent, 1998; Zhang y cols., 2006). Si suponemos que el paso
del tiempo afecta por igual a todas las semillas, entonces ésta no puede ser la razon del
por qué las semillas obtenidas por Severin dieron una tan baja tasa de transformacién.
Ademas estas semillas tuvieron un 88% de germinacion (Parada, 2010) de tal manera
que la viabilidad de las mismas no fue gravemente afectada por el tiempo (entre 2 y 3
afios). Adicionalmente, los valores de la Tabla II indican que el proceso de
transformacién no afecta la viabilidad de las semillas. Si suponemos también que la
transformacién fue realizada de la misma manera en 2007 y 2010, la {nica posible
diferencia es el estado de las plantas silvestres al momento de la inmersién en la
solucién con Agrobacterium tumefaciens. Para Clough (1998), esto es un factor
sumamente importante, siendo el momento 6ptimo para realizar la inmersion cuando las
plantas tienen pocas flores abiertas y muchos botones, ya que en caso de haber muchas
flores y/o silicuas, la tasa de transformacion decae drasticamente, obteniéndose
frecuencias de transformacion cercanas al 0,2%, valor similar al obtenido anteriormente
(0,13%). Otros autores recomiendan sacar las flores y silicuas presentes, de manera de
dejar solamente los botones al momento de realizar la inmersion floral (Zhang y cols.,
2006). Dado los valores de las eficiencias de transformacion, y el hecho de que se
removieron todas las flores y silicuas y se traté de maximizar el nimero de botones, ésta
puede ser la mejor razén para explicar las diferencias entre las eficiencias de

transformacion obtenidas en este seminario de titulo y Ias obtenidas previamente.
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5.2 Determinacion del patron de expresion de AtSDL

Con diez de las lineas transgénicas obtenidas (Figura 7) se procedio a realizar el ensayo
histoquimico GUS a través del desarrollo de las plantas (8 semanas). Como puede verse
en las figuras (Figuras 9-18), cinco de las diez lineas analizadas muestran el mismo
patron de expresion. Sin embargo, las otras cinco muestran patrones de expresion Gnicos
en cada linea, reflejando una gran variabilidad en la expresion del gen reportero entre
ellas. Esto concuerda con lo descrito en la literatura (Butaye y cols., 2004; Butaye, 2005,
De Bolle, 2003; De Buck y cols., 2004; Hobbs y cols., 1990; Nagaya y cols., 2005;
Schubert y cols., 2004), y es la razoén por la cual un gran nimero de lineas

independientes debe ser analizado (Butaye y cols., 2005; Thakore y cols, 1999).

Son tres las posibles razones que se pueden mencionar que den cuenta de tales
resultados. Primero, uno podria pensar que se requieren de factores de transcripcion
6rgano o desarrollo-especificos para la correcta expresion del gen reporiero bajo el
promotor putativo de AfSDL. En este estudio, esto es poco probable ya que si €ste
hubiese sido el escenario, el patrén de expresién mas representativo de las 10 lineas
estudiadas seria uno en el que se tifiesen los mismos tejidos en varias lineas (por
ejemplo, solo hojas y raices). Sin embargo, esta situacion no se obtuvo, y en las lineas en
que se observan patrones tejido-especificos, estos patrones no se repitieron en el resto de
las lineas, sino que mas bien son patrones Gnicos y distintivos para cada una de éstas
(Figoras 12, 13, 14, 16, 18), Mas importante aiin, ninguno de estos patrones concuerda
con el analisis pictografico (Figura 24) o con los antecedentes previos a este seminario

de titulo (Figura 2).
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Segundo, a pesar de que la segregacion mendeliana de las lineas finalmente estudiadas
(resistentes:sensibles, 3:1, datos no mostrados) sugiere una Unica insercion del ADN-T
en el genoma de Arabidopsis, de todas formas pueden haberse insertado mas de una
copia en el mismo locus o en loci muy cercanos, lo que podria explicar la segregacion
mendeliana obtenida. Uno entonces tenderia a pensar que a mayor numeros de copia
existe una mayor expresién del gen reportero: sin embargo, hay bastante literatura que
muestra lo contrario (De Bolle y cols.,, 2003; De Buck y cols., 2004; Fagard y cols.,
2000; Hobbs y cols., 1990; Schubert y cols., 2004; Vaucheret y cols., 2001), y en estos
casos lo que ocurre es un silenciamiento en la expresion de los genes estudiados. Una
posible explicacién de este fenomeno, es que al haber un mayor numero de copias,
existe una mayor probabilidad de que alguna de estas secuencias génicas se encuentre
metilada. Entonces, producto de esta metilacion se podrian producir ARNs mensajeros
aberrantes (anormales, sin cola de poli-A, por ejemplo), lo que daria lugar a un
silenciamiento post-transcripcional de todas las copias de transgeén insertadas en el
organismo (Fagard y cols., 2000). Por otro lado, una maquinaria de defensa en la planta
podria detectar multiples copias del inserto, y este evento daria lugar a una hiper-
metilacién de las secuencias relacionadas (promotor y/o gen), lo que se traduce en

silenciamiento transcripcional/post-transcripcional (Fischer y cols., 2008).

Aun suponiendo que se obtuvieron lineas con una sola insercién del ADN-T por
genoma, puede haber silenciamiento {(Butaye y cols., 2004). Se ha reportado (Matzke y
cols., 1998) la insercién en el genoma vegetal de secuencias fuera de los sitios de

recombinacién LB y RB del vector. Estas secuencias provienen del plasmido utilizado
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en la transformacién y son de tipo bacteriano, que se caracterizan (en parte) por poseer
un mayor contenido GC que las secuencias de tipo eucarionte. Es entonces donde entra
en juego la maquinaria defensiva de la célula vegetal, que podria reconocer estas
secuencias de origen desconocido, y gatillar asi la metilacion y silenciamiento de las
secuencias relacionadas (Matzke y cols., 2000). También podria ocurrir que el transgén
se haya insertado en una regién con elementos repetidos y metilados propios del
genoma, lo que provocaria la metilacién de parte de las secuencias del transgén
(Vaucheret y cols., 1998), produciendo su silenciamiento. Por o tanto, ambas formas de
metilacién pueden ocasionar la inhibicion de la transcripcion, o también la produccion
de ARNs mensajeros aberrantes, dando lugar al fenémeno de silenciamiento post-

transcripcional (Eamens y cols., 2008).

Por otro lado, tanto en el caso de multiples como Unicas inserciones pueden dar lugar a
la formacion de ARN de doble hebra, en el caso en que la insercion haya quedado
antisentido con respecto a un promotor enddgeno (Sijen y cols., 2000). Asi se
producirian los ARNs sentido (por efecto de promAtSDL) y antisentido (producto del
promotor endégeno), que podrian producir ARNs de doble hebra que ahora gatillarian

silenciamiento post-transcripcional.

Ninguno de estos casos pudo haber sido reconocido por el PCR empleado para la
confirmacion de transformantes (seccidn 3.4.2), ya que fue optimizado para amplificar el
fragmento promAtSDL-GUS de 1383 pb (Figura 3). Por lo tanto, con el tiempo de
extensién de PCR empleado, no serfa posible amplificar fragmentos mayores a 1500 pb,

asi como tampoco seria posible identificar secuencias fuera de los sitios RB y LB.
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Cabe mencionar, que si bien los distintos fenémenos de silenciamiento han sido
descritos por separado, es posible que en las plantas analizadas esté ocurriendo més de

un mecanismo al mismo tiempo, dando cuenta asi de los patrones observados.

Una tercera posibilidad es que la causa de la heterogeneidad en la tincion de las distintas
lineas es producto del efecto de posicion de insercidn, el cual se refiere a que la
insercién puede haberse realizado en zonas de heterocromatina (una configuracién
“cerrada” del ADN) o eucromatina (una configuracion “abierta” del ADN), de manera
que la transcripcion se vea inhibida o favorecida, respectivamente (Allen, 2008; van
Drunen vy cols., 1997). Sin embargo, se descarta esta hipotesis porque en los casos donde
se haya insertado en heterocromatina llevarian a una inhibicion en Ja transcripcion tanto
de gusA como de AptIl. Si esto ocurre, al momento de la seleccion de las posibles lineas
transformantes, es muy probabie que se hayan comportado como plantas silvestres y por
lo tanto no serian seleccionadas (De Buck y cols., 2004; Gelvin y Kim, 2007, Nagaya y

cols., 2005).

Por ultimo hay que destacar que con el alto nimero de lineas analizadas se logrd obtener
un patrén de expresion de GUS distintivo, lo que por lo tanto permitié avanzar con los

estudios,

5.3 Analisis del patrén de expresion de A£SDL

Con las lineas 1, 2, 3, 7 y 9, que tienen el mismo patrén de expresion de GUS a lo largo
de las 8 semanas de desarrollo analizadas, se determin6 que A£SDL se expresa en todos
los drganos de la planta durante todo el desarrollo, a excepcién de raices donde s6lo se

expresa en la vasculatura y la columela (Figura 22) y en los érganos florales, donde no
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se expresa en los sacos de polen, estigma, ni en el centro del estilo (Figura 21). Si se
compara estos resultados con los de la figura (Figura 24) obtenidos con la herramienta
¢FP Browser, se observan pequefias diferencias pero a grandes rasgos es el mismo
patron de expresion. Las diferencias observadas pueden deberse a que cada método mide
procesos distintos y adem4s tienen diferentes sensibilidades, permitiendo entonces sacar
una conclusion en conjunto de los datos. El ensayo histoquimico GUS permite ver
patrones de tincidn de érganos de manera cualitativa, en donde lo que se esta registrando
es la actividad de una enzima, que es el paso final de una serie de eventos, como la
transcripcion del gen gusA, la estabilidad de los transcritos en el citoplasma, la eficiencia
de la traduccion de dichos transcritos en los ribosomas, la estabilidad del péptido
sintetizado y la disponibilidad del sustrato X-gluc en los distintos tejidos, entre otros.
Esta técnica tiene la ventaja de que permite la visualizacion facil del producto de la
degradacion del X-gluc en la planta, permitiendo ver la distribucién de la actividad en
cada tejido. Sin embargo, al ser cualitativo no se puede determinar en qué tejido hay una
mayor actividad. En cambio el eFP Browser, que utiliza una base de datos de
microarreglos (Winter y cols., 2007), tiene la capacidad de cuantificar los niveles de
ARN mensajero en cada érgano examinado, de manera de que otorga una informacion
que el ensayo histoquimico GUS no puede entregar. Pero este método mide solo la
estabilidad de los transcritos del gen analizado, lo que no necesariamente se ve reflejado
en la actividad enzimética final. Ademas, el uso de microarreglos permite saber en qué
organos se expresa el gen, pero no permite saber el patron de expresion dentro del
4rgano o tejido mismo, informacion que el ensayo histoquimico GUS si proporciona. De

esta forma, se puede suponer por ejemplo, que en la Figura 24, donde se ve expresion en
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los sacos de polen, podria corresponder a la regién de la antera (Figura 21) que sujeta los
granos de polen y si muesira expresion de GUS. Lo que es también importante es que
ambos métodos de andlisis de datos muestran los mismos resultados que trabajos
anteriores en AfSDL (Figura 2, Mandujano, 2010). De esta forma se puede decir que
AISDL se expresa en todos los organos de Arabidopsis y que su mayor nivel de
expresion se localizaria en semillas secas, Una situacion que nos llamo la atencion fue la
expresion del gen reportero a nivel de raices, donde pudimos constatar tincion de las
células de la columela. Las células de la columela acumulan granulos de almiddn en
amiloplastos, los cuales estin relacionados con sensar el vector de gravedad en el
gravitropismo (Miyazawa y cols., 2009). Sin embargo, se ha observado que la columela
también es responsable de sensar el gradiente de humedad en el hidrotropismo. Se ha
visto que cuando la punta de la raiz sigue el gradiente de humedad en una orientacion
que no sigue el vector de gravedad, los granulos de almidén de los amiloplastos se
degradan rapidamente (Eapen y cols., 2005; Miyazawa y cols., 2009; Ponce y cols.,
2008; Takahashi y cols., 2003), mediante un mecanismo desconocido. En la degradacion
del almidén, se produce glucosa-6-P (Neuhaus y Schulte, 1996), parte de la cual podria
ser convertida a sorbitol (Figura 1), y de esta manera AtSDL podria convertir el sorbitol

en fructosa y evitar asi la induccion de estrés osmoético en las células.

El patrén de expresion de ASDL concuerda con el de algunas isoformas de MdSDH de
manzana que se ha reportado que se expresan tanto en organos fuente como sumidero
(por ejemplo MdSDHI, Park y cols., 2002), y también concuerda con el patrén de

expresion de LeSDH, el cual se expresa de forma ubicua en tomate (Ohta y cols., 2005).
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Es dificil dilucidar un rol para A¢SDL en toda la planta en condiciones normales, ya que
falia informacién sobre su actividad enzimdtica in vivo. Sin embargo, la degradacién del
almidén en la planta puede ser la clave para entender una posible funcién de la enzima,
dado que se expresa en toda la planta en las condiciones control (por ¢jemplo, Figuras 9
y 24). Se ha descrito que la degradacién del almidon ocurre principalmente por la noche
con el objetivo de mantener un flujo de sacarosa en ausencia de fotosintesis
(Orzechowski, 2008). Sin embargo, podria ocurrir que parte del almidén sintetizado en
el dia sufra degradacion (ya que el resultado neto es una acumulacién de almidén),
produciéndose glucosa-6-P (Neuhaus y Schulte, 1996). Parte de ésta podria ser
convertida en sorbitol por la S6PDH y asi AtSDL puede convertir el sorbitol producido a
fructosa de manera de sintetizar sacarosa por un camino alternativo, ademds de mantener
las concentraciones de sorbitol bajas en la célula, porque si bien el sorbitol esta
catalogado como soluto compatible (Loescher y cols., 2000; Smirnoff y Cumbes, 1989),
se ha reportado en tabaco y caquis transgénicos capaces de sintetizar este compuesto,
que el exceso de sorbitol puede provocar enanismo en las plantas y un estado de estrés
permanente (Gao y cols., 2001; Sheveleva y cols., 1998). Como consecuencia, elevadas
concentraciones de sorbitol por periodos prolongados podrian terminar siendo
perjudiciales para las especies que no translocan este poliol, como Arabidopsis. Esto
supondria un mecanismo alternativo para la sintesis de sacarosa en Arabidopsis, y
necesita de mayor informacién para ser corroborado. Un posible analisis a seguir serfa el
uso de mutantes que sobre-expresen o también que no tengan expresion de AtSDL
(Aguayo, en progreso), de manera de poder ver cambios en la respuesta hidrotrdpica, o

posibles cambios en la produceién de sacarosa por parte de las plantas.
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5.4 Determinacién de la actividad GUS bajo condiciones de oscuridad

Del andlisis de la regién promotora putativa de AzSDL se puede ver que varios tipos de
estimulos podrian estar jugando un papel en la regulacion de la expresion del gen. El que
mas llama la atencién es el L-box (Giuliano y cols., 1988), que estd 269 veces sobre-
representado en comparacion al promedio del genoma de Arabidopsis (Tabla V). El L-
box es un elemento que se encuentra en varios de los genes de la familia RBCS (gen de
la subunidad pequefia de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxygenasa) de tomate
(Borello y cols., 1993; Giuliano y cols., 1988; Ueda y cols., 1989) y que, a pesar de no
estar funcionalmente caracterizado, proteinas de un extracto proteico de hojas y
cotiledones son capaces de unir 2 esta secuencia (Manzara y cols., 1991). Cuando se
procedié a probar la regulacién por luz (con un tratamiento de oscuridad a distintos
tiempos, seccion 3.9) se vié que las lineas analizadas se comportaban de manera distinta
frente al mismo estimulo (Figura 26 y 27), ademas de que sin tratamiento también la
actividad de GUS era diferente (Tabla VI, Figura 27A). Esta dispersion en los datos no
permite saber si la luz regula o no la expresién de AtSDL. Una posible razon de la
variacién entre lineas es que el contexto génico en el cual las secuencias se insertaron
responda de forma diferente a la luz (Butaye y cols., 2005), asi como la falta de otras
secuencias especificas para que A#SDL pueda responder de forma "normal" al estimulo
de oscuridad (como potenciadores o inhibidores especificos situados fuera de la region
clonada). Por esta razén, se decidié no seguir analizando el resto de las condiciones de la
Tabla V, ya que era probable que las plantas tampoco respondieran similarmente a los

distintos estimulos.
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5.5 Analisis de la sobre-representacién de distintos elementos en el promotor
putativo de AsSDL

La Gnica mutacién encontrada en la secuencia promotora clonada, causé la eliminacion

de un posible sitio regulador por luz (GRWAAW, Tabla IV), sin embargo, si hubiera

estado presente, no habria superado el umbral que se consider6 para analizar los

elementos (datos no mostrados considerando la presencia del elemento eliminado con la

mutacion, Figura 25).

De todas formas, el anélisis de la Tabla V permite asociar a AtSDL a un posible rol
frente a estrés de tipo abiético, ya que los dos motivos mayormenie sobre-representados
(L-box y SURE-1) sugieren regulacion por luz (Manzara y cols. 1991) y sacarosa
(Grierson y cols., 1994) respectivamente, estimulos que han sido asociados a un
aumento en la aclimatacién al frio en Arabidopsis (Rekarte-Cowie y cols., 2008).
Adicionalmente, el elemento SURE-1 se encuentra en genes de Arabidopsis que
aumentan su expresién tras la aplicacion exdgena de sacarosa, glucosa y fructosa

(Khoshnoodi y cols., 1998).

Los dos motivos siguientes en orden de sobre-representacién corresponden al
CEREGLUBOX2 y al motivo GCN4, ambos relacionados con expresion especifica en
endosperma (Shirsat y cols., 1989; Washiday cols., 1999; Wu y cols., 1998). Aunque no
se ha demostrado que estos elementos regulen algin gen de Arabidopsis, la expresion de
A1SDL se ha encontrado en semillas en éste (Figura 24) y trabajos anteriores (Figura 2,

Mandujano, 2010).
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El A-box es un elemento repetitivo encontrado comunmente en los sitios de union a la
matriz nuclear (S/MARs, van Drunen y cols., 1997). Estos sitios pueden medir desde
100 pb a varios kilobases de largo y se cree que delimitan las regiones activas
transcripcionalmente de las inactivas transcripcionalmente (Allen y cols., 2005; Fukuda,
1999). Los S/MARs a pesar de tener varjos tipos de elementos comunes, no tienen una
estructura  definida, y el A-box ha sido encontrado en regiones intergénicas
anteriormente (van Drunen y cols., 1997). De tal forma que en este caso, el A-box
presente en el promotor putativo de A#SDL no estaria indicando la presencia de un
S/MARS en la regién y podria ser producto de la distribucién azarosa que tienen los

elementos.

También hay un motivo de expresioén en xilema, el que si bien no estd funcionalmente
caracterizado, se encuentra en genes de expresion xilematica, cuyos patrones de
expresion son similares al de AZSDL en la vasculatura de las plantas analizadas (Figuras

20-23, Koy cols., 2006).

El elemento de respuesta a prolina e hipoosmolaridad PREATPRODH, también sitdan a
AtSDI, como un gen de respuesta a frio ya que si bien el elemento esta relacionado con
el aumento de expresion génica en condiciones hipoosmolares (lo que se cree que
provoca un aumento de prolina), se ha visto que plantas de Arabidopsis capaces de
acumular prolina tienen una mayor tolerancia al frio (Kishory cols., 2005; Satoh y cols.,

2002).
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5.6 Consideraciones finales

De esta forma los analisis realizados permiten dilucidar un posible rol de AzSDL tanto en
condiciones normales, en la degradacion del almidén, como frente al estrés por frio. Este
posible rol se ve favorecido por el hecho de que en tratamientos con frio se ha visto un
aumento de sorbitol en Arabidopsis thaliana (Kaplan y cols 2004) el cual posteriormente
debe ser metabolizado, y aqui es donde podria actuar AtSDL. Sin embargo, es necesario
hacer otros tipos de analisis que permitan determinar cudles condiciones son las que
efectivamente regulan al expresion del gen, lo que podria lograrse mediante PCR en
tiempo real para medir las variaciones en los niveles del transcrito de 4£5SDL, con la
ventaja de que con este método, usando plantas silvestres, no es necesario aislar el
promotor de su contexto original, eliminando asi las variaciones en la expresion debido a

los factores ya nombrados.

También se debe tener en cuenta que la mayoria de los elementos cis descritos en la
literatura son responsables de aumentos en los niveles de transcripcion. Se ha descrito
que la biisqueda de elementos que repriman la transcripcién ha sido infructuosa (Suzuki
y cols, 2005), de tal manera que no se puede descartar un rol de A#SDL frente a estrés
salino, por ejemplo, en donde se ha visto que los niveles de expresion de los genes SDI

disminuyen en Plantago mayor (Pommerrenig y cols., 2007).

Otro punto a considerar en el analisis es que la regién del promotor seleccionada (Figura
3) no es necesariamente la Unica responsable de la regulacion en la expresion de
AtSDL.Se debe considerar que no se logrd clonar la region 3’UTR completa del locus

adyacente At5g51960 (de funcién desconocida), que podria formar parte del promotor
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de AtSDL (seccidon 1.4). De haberse logrado, se hubieran agregado al analisis preliminar
de los elementos cis-reguladores (Tabla IV) dos nuevos elementos de expresion
especifica en semillas (datos no mostrados). Asimismo, se ha descrito que elementos
reguladores pueden encontrarse rio abajo del inicio de la traduccién, incluso hasta el
primer intrén (Rombauts y cols., 2003). Cabe destacar que aunque el promotor promedio
en Arabidopsis mide entre 1,1 y 1,7 kb promedio (Kristiansson y cols., 2009), no se
pudo aislar una secuencia tan larga en el caso de A#SDL ya que se incorporaria la region
codificante del gen adyacente al analizar cualquier secuencia mayor a ~700 pb,
complicando la interpretacidon de los resultados. Ademds, existen potenciadores e
inhibidores de la transcripcién que pueden localizarse varios kilobases rio arriba o abajo
del gen que regulan, de tal manera que los resultados obtenidos proporcionan una vision
parcial de la expresién de A#SDL. Esto hace evidente la necesidad de implementar otras
técnicas o de realizar otras construcciones que abarquen distintas secuencias a lo largo
de la vecindad del locus At5g51970, para complementar este estudio del patron de

expresion de A1SDL.
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6 Conclusiones

La identificacion de un marco de lectura codificando una posible sorbitol
deshidrogenasa putativa en Arabidopsis despertd las dudas sobre la funcion de los
polioles en plantas que no translocan alcoholes de aziicar. Evidencia que apunta a que la
regulacién de la actividad de enzimas SDH de otros organismos se regula a nivel
transcripcional, hizo evidente la necesidad de estudiar la secuencia promotora del gen.
Para ello, se generd un constructo que fusiona el promotor putativo de A4SDL con un gen
reportero, llamado promAtSDL::GUS. La transformacion estable de Arabidopsis con un
vector binario que lleva el constructo revelo variacion en los perfiles de la actividad de
GUS entre las lineas transformantes obtenidas. Sin embargo, el alto numero de
transformantes analizados permitié obtener cinco lineas con un patrén similar,
mostrando una expresion esencialmente ubicua. Este patron estd en concordancia con lo
obtenido en trabajos previos y con los datos obtenidos desde bases de datos de
microarreglos en condiciones normales de crecimiento. AZSDL es un gen que se expresa
a lo largo de toda la planta durante su desarrollo, y este patron se repite en otras plantas
que no translocan sorbitol, como tomate, y en el gen que codifica para una de las

isoformas de SDH de manzana, que si transloca al poliol.

Analisis bicinformaticos de la secuencia promotora revelaron distintos estimulos como
posibles reguladores de su expresion, siendo un motivo de regulacion por luz el mas
sobre-representado en comparacién a todos los promotores en el genoma de
Arabidopsis. Tras exponer a los transformantes obtenidos a un tratamiento de oscuridad

por distintos tiempos, no se logré obtener un resultado concluyente en cuanto a la
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regulacion de Ia actividad GUS por la oscuridad, asi como tampoco se logré obtener la
misma actividad GUS en las mismas lineas transformantes sin tratamiento (condiciones
control). Sin embargo, el conjunto de estimulos encontrados da indicios de la
participacién de AzSDI en mecanismos gatillados por estrés por frio, de tal forma que se
hacen necesarios utilizar otros métodos de andlisis que permitan dilucidar la
participacién de A£SDL bajo distintos estimulos (luz, exposicion a azicares, falta de

fosfato, condiciones hipoosmolares, etc).
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7 Proyecciones

e Hacer nuevas construcciones que fusionen al gen reportero GUS con regiones
promotoras putativas de AzSDL de distintas longitudes, para confirmar los
patrones de expresién obtenidos y realizar nuevos analisis bioinformaticos que
puedan indicar estimulos adicionales que este trabajo no haya encontrado.

e Medir mediante PCR en tiempo real los niveles del transcrito de 4sSDL bajo
distintos estimulos, basados en los analisis bioinforméticos realizados en este
seminario de titulo y en lo que se sabe acerca de la regulacion de genes SDH
descritos en la literatura.

e Analizar mutantes sobre-expresores y sin la capacidad de expresar AsSDL, de
manera de constatar cambios en el metabolismo de la planta que evidencien el rol

que A#SDL desempefia en condiciones con y sin estrés.
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8 Presentaciones

Metabolismo de sorbitol en plantas no rosiceas. Ampuero D., Parada R,
Mandujano P., Aguayo F. y Handford M. 61 Congreso Agrondmico de Chile,
Santiago, 26 al 29 de septiembre de 2010. Chile.

Caracterizacion de una supuesta Sorbitol Deshidrogenasa de Arabidopsis
thaliana, AtSDL. Ampuero D., Parada R., Mandujano P., Aguayo F. y Handford
M. XXXIII Reunién Anual Sociedad de Bioquimica y Biologia Molecular.
Chillan, 28 de septiembre al 1 de octubre 2010. Chile.

Expression and biochemical analysis of AsSDL, a putative Sorbitol
Dehydrogenase in Arabidopsis thaliana. Parada R., Ampuero D., Aguayo F.,
Mandujano P., Utz D., Handford M. V Reunion de Biologia Vegetal. Olmué, 1 al
3 de diciembre 2010, Chile

Expression and biochemical analysis of A#SDL, a putative sorbitol
dehydrogenase in Arabidopsis thaliana. Ampuero D., Aguayo F., Parada R,
Mandujano P., Handford M. Society for Experimental Biology, Annual Main

Meeting.Glasgow, 1 al 4 de julio 2011.Reino Unido.
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10 Anexo

Tabla VIL Tabla completa de sobre-representacion de los elementos cis-reguladores encontrados en 1a
secuencia promAtSDL,

Promedio Numero . Veces en
Promedio
de veces de el
en los genes de veces en promaotor Sobre-
Secuencia Elemento el genoma . .
gemnes que que de putative  representacijon
poseenla  poseen . . e
caja la caja Arabidopsis AtSDL

ACTCAT 12  819% 037 g 5,40

A

WAACCA 1,9 20116 1,43 3 2,10
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