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RESUMEN

La eleccitn de un promotor, segtin especificidad y ¢! tipo control espacio-temporal que
ejerce, tiene una gran importancia en la regulacién de transgenes en plantas. El
promotor AtPht1;4 tiene un patrén de expresion de tipo raiz- especifico e inducible
frente a déficit de Pi, lo cual lo hace sumamente atractivo para la expresion de
transgenes en plantas monocotiledoneas de interés comercial, como trigo. Analisis /n
silico de los elementos regulatorios en cis presentes en AtPhi1;4 y en otros
fransportadores de alta afinidad, han sugerido similitud entre los sistemas
monocotidéneo y dicotiledéneo. Ademas, AtPht1,4 presenia elementos regulatorios en
cis de respuesta a diferentes sefiales medioambientales, adicionales al déficit de Pi, lo
cual sugiere una mayor versatilidad en su respuesta.

Esta tesis se concentro en el estudio de la respuesta del promotor AtPht1;4 en trigo,
frente a sefiales medioambientales frecuentemente experimentadas por un cuitivo en
condiciones de campo, tales como, calor, sequia, frio e hipoxia. Mediante un sistema
de tipo promotor/gen reportero, AtPht1,4::GUS, se evalud el desempefio de fres lineas
(T3) homocigotas. Inicialmente, un importante grado de silenciamiento fue observado
en todas ellas. No obstante, fue posible observar una expresién GUS de tipo raiz-
especifica e inducida frente a déficit de Pi. Ademas, la localizacion tisular de la
expresion GUS fue situada en el tejido vascular de raices diferenciadas, evidenciando
un potencial relacion de AtPhtt;4 en el transporte de Pi hacla el xilema. La
cuantificacion de la expresion AtPht1,4::GUS por qPCR, mostré una significativa
induccién, al combinar el déficit de Pi con sequia. Ademas, una induccion trescientas
veces mayor fue reportada en la condicion de frio, y de forma similar, en la

combinacion de frio con hipoxia. A pesar, de tal estallido transcripcional, esta




induccidn no se tradujo en mayores niveles de actividad enzimética. Esto podria ser el
resultado de una baja tasa de traduccion y/o la inhibicion de la actividad GUS.
Mayores analisis son necesarios para clarificar la disparidad entre los niveles de

transcripcion y los niveles de actividad enzimatica GUS en plantas de trigo.
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ABSTRACT

The choice of a promoter, according to the type of specificity and spatio-temporal
regulation, is of great importance in the regulation of transgenes in plants. The
promoter AtPht1;4 has a pattem of expression type-specific and root inducible by
phosphorus (Pi) deficiency, which makes it extremely attractive for expression of
transgenes in monocotyledonous plants of commercial interest, such as wheat. In sifico
analysis of cis regulatory elements present in AtPht1;4 and other high-affinity
phosphate transporters has suggested similarities between dicotyledonous and
monocotyledonous. In addition, AtPht1,;4 presents cis regulatory elements in response
to different environmental signals, in addition to Pi deficiency, suggesting a greater
versatility in its response.

This study emphasized the response of the promoter AtPht1,4 in wheat, compared o
environmental signals often experienced by a crop under field conditions, such as heat,
drought, cold and hypoxia. Through a system of type promoter-reporier gene,
AtPht1,4::GUS, we evaluated the performance of three transgenic lines (T3). Initially, a
significant degree of silencing was observed in all of them. However, it was possible to
establish GUS expression type-specific in roots and the induction of the transgene in
deficit of Pi. Furthermore, the cellular localization of GUS expression was localized in
the vascular tissue of differentiated roots, indicating a putative role of AtPht1;4 in the
transport of Pi info the xylem.

AtPht1;4::GUS expression quantificated by qPCR showed a significant induction when
combine Pi deficiency with drought. In addition, a three hundred fold induction was
reported in the cold conditions as well as in the combination of cold and hypoxia

treatment. It is important to mention that even with such transcriptional burst this

xiii




induction could not be translated into higher levels of enzyme activity. This could be a
result from a low rate of transiation and/or inhibition of GUS activity. Further analyses
are necessary o clarify the disparity between GUS transcription levels and activity

levels in wheat plants.
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1. INTRODUCCION

1.1. El fésforo, problemas derivados del déficit y transportadores de fosfato de

alta afinidad

El fésforo es el macro nutriente mas importante para el crecimiento y desarrollo en las
plantas. Es esencial para procesos bioquimicos claves, tales como fotosintesis,
respiracién, la regulacion de enzimas y la sefalizacién intracelular. Ademas, es un
componente esfructural de muchas macromoléculas, como &cidos nucleicos,
fosfolipidos, y moléculas de almacenamiento y transferencia de energia como el ATP
(Eastmond y col, 2003). Sin embargo, el fosforo es relativamente escaso en el suelo y
tiene una muy baja biodisponibilidad para las plantas, dado que habitualmente se
encuentra quelado o asociado a metales (Ticonni y col, 2004). Esta situacion, se ha
convertido en un grave problema para la agricultura mundial. Una soluci6n para esta
problematica ha sido el enriquecimiento del suelo mediante el uso de fertilizantes
fosfatados. Sin embargo, esta medida resulta ser muy poco eficiente, dado que
unicamente un 1% del fertilizante aplicado en el suelo es efectivamente incorporado
por Ia planta. Sumado a lo compleio de esta situacion, se tiene que gran parte del
fertilizante utilizado proviene de reservas en rocas fosféricas, las cuales, se espera
sean totalmente depletadas en la presente centuria (Raghotama y col, 1999).

Las plantas adquieren el fésforo en la forma de fosfato inorganico (Pi) y deben
mantener niveles tisulares del orden milimolar (5-20mM), aln cuando las
concentraciones del suelo se encuentren en el orden micromolar (~2 uM en la mayoria

de los suelos) (Reisenauer y col, 1966). Es por ello que las plantas han desarrollado




un abanico de respuestas para adaptar su crecimiento en condiciones de suelo con
déficit de fosfato, Estas respuestas involucran cambios bioguimicos y moleculares, que
mejoran ia adquisicién y reciclaje de fosfato y que protegen a la plania contra su
carencia (Franco—Zorrilia y col, 2004). Entre las respuestas frente a déficit de Pi,
existen las de tipo morfoldgicas, como el incremento en la relacion raiz:tallo, cambios
en la morfologia y arquitectura de la raiz (Lépez-Bucio y col, 2003), la proliferacion de
pelos radiculares, la acumulacion de pigmentos como antocianinas, la asociacion con
hongos micorriticos (Karandashov y col, 2004) y la formacion de raices proteiformes
{(conglomerados de raices laterales cortas y muy densas). Ademas, existen respuestas
de tipo fisiolégico, como la promocién en la foma de Pi y la reduccion de su salida, la
movilizacion de fosfato desde la vacuola hacia el citoplasma, la retencién de fosfato en
las raices, la exudacién de acidos orgéanicos y protones (Diatlof y col, 2004). Ademas,
se ha reportado la activacion de genes especificos que codifican para transportadores
de Pi de alta afinidad, fosfatasas acidas (intra y extracelulares), RNasas, Ca-ATPasas
y proteinas de almacenamiento {Raghothama y col, 1989).

Una de las adaptaciones mejor conservadas, que exhiben las plantas frente al déficit
de Pi, es la induccion de genes gue codifican fransportadores de alta afinidad. A la
fecha, un gran nimero de transportadores de alta afinidad han sido clonados y
caracterizados en distintas especies (Raghothama y col, 1989; Raghothama y
Karthikeyan, 2005). En Arabidopsis, estos transporiadores de fosfato, han sido
clasificados en la familia génica Phi1, denominada de esta forma, para distinguiria de
la familia de transportadores de baja afinidad Phf2. La familia génica Phtf1 esta
integrada por nueve genes los cuales se expresan, casi exclusivamente, en la raiz de
la planta y en condiciones de déficit de Pi (Smith y col, 1997; Karthikeyan y col, 2002;

Mudge, y col, 2002; Schunmann y col, 2004). Sin embargo, se ha visto que estos



transportadores, también son expresados en otras partes de la planta, incluyendo
organos reproductivos y hojas, pero con un nivel de expresion muy bajo (Karthikeyan y
col, 2002; Mudge y col, 2002).

El transportador de fosfato de alta afinidad Pht1;4 de Arabidopsis {AtPht1;4, también
denominado AtPT2) fue uno de los primeros transportadores de Pi en ser descubiertos
y su importancia en la mantencién de la homeostasis de Pi ha sido ampliamente
destacada a través de diversos estudios (Karthikeyan y col, 2002; Mudge y col, 2002).
El gen AtPhi1;4 codifica una proteina transportadora que posee doce dominios
transmembrana, los que se encuentran separados en dos grupos de seis, por una gran
regidén hidrofilica. Se ha reportado, que el nivel basal de expresién de su mRNA se
incrementa en respuesta a déficit de Pi (Muchhal y col, 19986). Estudios de expresién
génica, en Arabidopsis y tabaco, mediante el uso de genes reporteros (GFP, luciferasa
0 GUS) han localizado su expresion, predominantemente en raices desarrollandose
bajo condiciones de déficit de Pi (Karthikeyan y col, 2002).

La activacion transcripcional de genes codificantes para transportadores de Pi de alta
afinidad, como AtPht1;4, es el principal punto de control en la adquisicion de este
nutriente (Jain y col, 2007, Raghothama 1999; Raghothama y Karthikeyan, 2005).
Andlisis de micro arreglos, han revelado una regulacién diferencial de distintos factores
de franscripcion en respuesta a disponibilidad de fosfato (Misson y col, 2005;
Morcuende y col, 2007). Factores de transcripcién tales como AtMybPHR1 (Rubio y
col, 2001), OsPTF1 (Yi y col, 2005), AWWRKY75 (Devaiah y col, 2007a), AtZAT6
(Devaiah y col, 2007b) y AtMYB62 (Devaiah y col, 2008) han mosirado regular Iz
expresion de genes Inducidos por déficit de fosfato. Ademés, la expresién de algunos
genes de respuesta a déficit de Pi mostrd ser mediada por microRNA (Aung y col,

20086; Bari y col, 2006; Chiou y col, 2008).




Estos estudios, manifiestan la compleja interaccion de factores de transcripcion con los
elementos en cis, ubicados dentro de los promotores de genes que responden a déficit
de fosfato, como los franspottadores de fosfato de alta afinidad. En este contexto,
estudios de expresion en sistemas de tipo promotor-gene reportero han permitido
comprender la regulacién espacio-temporal de los transportadores de alta afinidad
(Karthikeyan y col, 2002; Mudge y col, 2002; Schunmann y col, 2004a). Ademas,
estudios de interaccidon DNA—proteina, usando fragmentos de los promotores AtPht1;4
y TPSI1, revelaron una regulacién negativa de los genes inducidos por déficit de Pi
(Mukatira y col, 2001). El analisis de la delecion de distintas regiones presentes en la
secuencia promotora de genes que codifican para transportadores de Pi de alla
afinidad de cebada (Schunmann y col, 2004b) y Medicago (Xiao y col, 2006), en
sistemas heterlogos (en Arabidopsis), ha permitido la identificacién de distintos
elementos cis que regulan su expresion génica.

Ademas, de los elementos regulatorios en cis, es bien conocido que los intrones en las
plantas también acttian como elementos que promueven la expresion génica. Este
fendémeno, ha sido denominado expresion génica mediada por intrones (IME: Intron-
mediated enhancement; Mascarenhas y col, 1980). IME fue observado por primera vez
en la reguiacion del gen Adht en maiz (Callis y col, 1987). Posteriores estudios han
mostrado que la presencia de un intrén en la regidn 5° de la secuencia codificante o
UTR promueve la acumulacion de mRNA (Casas-Moliano y col, 2008; Curie y col,
1992; Jeong y col, 2006; Rose 2004; Rose y Beliakoff, 2000). En algunos casos, los
intrones no solo promueven expresion génica, sino que también, alteran los patrones
de expresion espacial de los genes (Busch y col, 1999; Casas-Mollano y cof, 2006;
Deyholos y Sieburth, 2000; Jeong y col, 2006; Lohmann y col, 2001). La mayoria de

los transporiadores de Pi de alia afinidad en Arabidopsis tienen intrones en sus



secuencias codificantes. Sin embargo, la secuencia del gen AiPht1;4 esta libre de
elios, alin cuando, se ha reportado la existencia de un intrén en la regién 5'UTR, que
confrolaria su patrdon de expresién génica (Karthikeyan y col, 2009). Este intron
presenta un sitio de unién PHR1 (P1BS) localizado en la posicion -1350, el cual resulté
esencial para la expresion basal del gen AtPht1;4 en raices, sin afectar su capacidad
de responder al estatus de Pi.

Debido a que dirige una expresion génica de tipo tejido—especifico, o restringida a
raices, el promotor AtPht1;4 resulta ser un candidato muy interesante para estudiar la
expresion de genes relacionados con la adquisicion de nutrientes en plantas
monocotiledéneas de interés comercial. Recientemente, se ha estudiado su expresion
en plantas de maiz, mediante la fusidn al gen reportero GUS (Coetho y col, 2010).
Este frabajo permitié evaluar la actividad espacio-temporal del promator AtPht1; 4 en
un sistema heterélogo. Se encontrd que la expresion del reportero GUS bajo la
regulacién del promotor AfPht1;4, es andloga a la encontrada en A. thaliana,
sugiriendo una gran similitud de los elementos en frans y en cis encontrados en los
sistemas monocotiledoneos y dicotiledéneos. Anteriormente, una aproximacion in sifico
llegd a la misma conclusin, tras comparar las secuencias promotoras de los genes
ortélogos de AtPht1;4 en trigo, cebada y arroz (Tittarelli y col, 2007). Estos trabajos
han sugerido el uso del promotor AtPht1;4 como una herramienta (til para la expresion
raiz-especifica de genes heterdlogos y que permitiria, por ejemplo, incrementar la

adquisicién de Pi en suelos con bajos niveles de fosfato disponible.




1.2. El culfivo de trigo en Chile y una estrategia biotecnologica para mejorar la

adquisicion de fosfato

Dada su contribucion en la industria alimenticia, el trigo es uno de los cultivos mas
importantes a nivel mundial y constituye el principal cultivo anual de Chile
(www.odepa.gob.cl). La produccién de trigo en la temporada 2008/2009 alcanzd
aproximadamente 1.145.290 toneladas, con una superficie cultivada de mas de
280.000 hectareas (ODEPA, 2009). Sin embargo, la produccién nacional no es
suficiente para satisfacer la alta demanda intema, situacion que convierte a Chile en
un pais netamente importador.

La produccion nacional de frigo abarca desde la Vil hasta la X region, aunque gran
parte de [a produccién, aproximadamente un 68%, se concentra en la Vill y IX regién
(ODEPA, 2009). Los suelos de estas regiones son antiguos y tienen un origen
volcanico. Se caracterizan por ser suelos pobres y poco fértiles, con bajos contenidos
de materia organica y bajo pH. Ademéas, presentan niveles téxicos de aluminio y una
baja disponibilidad de fésforo dada la alta capacidad de absorcién o fijacion de este
nutriente. Sin embargo, los suelos de Chile poseen alios contenidos de fésforo, atin sin
ser fertilizados. E! problema radica en que el fosforo no se encuentra biodisponible, es
decir, se encuentra quelado o asociado a metales como el hierro y el aluminio, en
forma de inositol penta y hexa fosfatos (Borie y col, 2003). La unién a dichos metales
hace que las concentraciones de fésforo en la rizdsfera se mantengan en el orden
micromaoiar,

Esta situacion de degradacion natural de los suelos, constituye una limitante para la
expansion de la produccidn agricola. Es por elio, que se ha apostado por desarroliar

esirategias biotecnoldgicas, que permitan mejorar el rendimiento de los cultivos en



estas areas, mediante el desarrollo de plantas mejor adaptadas a condiciones de
crecimiento restrictivas.

Tecnologias de DNA recombinante y la generacion de plantas transgénicas que sean
mas productivas, y a la vez, mas tolerantes a condiciones de esirés limitantes,
constituyen nuevas y prometedoras aproximaciones para enfrentar este tipo de
problematicas. El mejoramiento de plantas mediante ingenieria genética tiene como
punto clave, la regulacidn espacio-temporal de la expresién de un transgén. Esta
regulacion radica principalmente, en {a secuencia promotora ubicada generaimente,
“rio arriba” del gen de interés. Para poder controlar y restringir de manera efectiva la
expresién génica, debe escogerse un promotor tejido-especifico. En el caso de plantas
crecidas en suelos naturalmente degradados, se hace necesario el uso de promotores
eficientes de tipo raiz- especifico.

A la fecha, se ha reportado el uso de promotores constitutivos para dirigir la expresion
de fosfatasas y de enzimas “rio arriba” de la sintesis de acidos orgénicos. Se han
disefiado plantas sobreproductoras de citrato o malato, los cuales son aniones que
tienen una alta afinidad por los metales que acomplejan al fésforo y que al ser
exudados hacen mas eficiente la incorporacion de Pi desde la rizésfera (De la Fuente
y col, 1997). Sin embargo, el uso de promotores constitutivos hace que la expresién
del gen introducido se produzca en todo momento y tejido, lo que implica un gran
costo energético para la planta. El uso de promotores tejido-especifico podria ayudar a

mejorar la adquisicién de fosfato en el momento y en el tejido que se desee.

Nuestro pais, también ha planteado una altemnativa de transgénesis para solucionar
este problema. Particularmente, un proyecto conjunto entre nuestro laboratorio e INIA-

Carillanca, se ha enfocado hacia el mejoramiento del cultivo de trigo en suelos acidos




del Sur de Chile, a través de la adquisicién de fosfato de forma regulada e inducida por
déficit. Este proyecto ha avanzado en el desarrollo de lineas de trigo transgénico, y a
la fecha cuenta con el respaldo tanto de ensayos de laboratorio como también de
algunos ensayos de campo. Se han logrado generar sistemas de expresion
heterélogos, donde distintas lineas de trigo (7. aesfivum L. cv. Bobwhite)} son
portadoras de construcciones génicas con promotores de A. thaliana y de T. aestivum
del tipo Pht1 (transportadores de fosfato de alta afinidad) para una expresion regulada
de genes relacionados con la adquisicion de fosfato (Pi).

A la fecha, se ha evaluado la funcionalidad de tres promotores para genes de tipo
Pht1 en trigo (AtPht1; 2, AtPht1; 4 y TaPT2) mediante su fusion al gen reportero GUS.
Se ha constatado especificidad radicular y funcionalidad para todos elios (Tittarelli y
col, 2007; Pefialoza y col, comunicacion personal) aunque con bajos niveles de
expresion. La actividad GUS mediada a través del promotor AtPht1,4 ha mostrado ser
mucho mayor que la de los otros dos promotores, situacion que lo posiciona como un
candidato interesante para potenciales aplicaciones agrondémicas.

En la practica, parte importante de la caracterizacion de plantas transgénicas
portadoras de promotores con potencial agronomice, es determinar si su respuesta en
condiciones de campo pudiera verse infiuenciada por las condiciones
medioambientales imperantes. En suelos de la novena regién, el cultivo de trige puede
verse normalmente influenciado por el efecto de condiciones oscilantes, tales como,
altas temperaturas asociadas a periodos de sequia en verano, asi como, bajas
temperaturas e inundaciones por las intensas lluvias en el periodo invernal. Esie
trabajo de tesis se centrd en este contexto, al estudiar la potencial interrelacién entre
sefiales medioambientales, similares a las encontradas por un cultivos de frigo en

condiciones de campo, y su posible efecto en la respuesta del promotor AtPht1;4 ante




la deficiencia de un nutriente de importancia como el fosfato. La adquisicion de este
nutriente por parte de la planta contribuye significativamente en su crecimiento, por lo
que fluctuaciones en las tasa de incorporacién, resultan cruciales en términos de su
productividad. Este trabajo de tesis buscd contribuir al conocimiento de una posible
comunicacion entre sefiales de estrés que significativamente pudieran afectar el

rendimiento de cultivares de irigo con potencial agrondmico.

2. HIPOTESIS

La respuesta del promotor AtPht1,4 es el resultado de una regulaciéon dada a nivel
transcripcional, que esta en funcién de la disponibilidad de fosfato, asi como de otros

tipos de estimulos abidticos que pudieran afectar a la planta.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar la respuesta del promotor AfPht1;4 en trigo (sistema heterdlogo), en funcién
de la disponibilidad de fosfato y la combinacion con otros tipos de estrés abidtico, tales
como temperatura (frio o calor), disponibilidad de oxigeno (hipoxia) y de agua

(sequia), asi como combinaciones de los mismos (frio-hipoxia y calor-sequia).



3.2. Objetivos especificos

1. Determinar los niveles de expresion génica de distintas lineas de trigo
transgénico para construcciones del tipo AtPht1,4::GUS y AtPht1,;4:Adh:GUS

mediante un sistema reportero.

2. Evaluar la respuesta del sistema reporiero AtPht1,4::GUS frente a deficiencia

de fosfato.

3. Determinar la localizacion tisular de la expresion del sistema reportero

AtPht1;4::GUS en raices de trigo.

4. Estimar mediante anélisis por gPCR, la respuesta de! sistema reportero frente a

distintos tipos de estrés (frio, hipoxia, calor, sequia, y la combinacién de

frio-hipoxia y calor-sequia), adicionales al déficit de fosfato.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material vegetal y condiciones de crecimiento

4.14.1. Triticurn aestivum

Plantas transgénicas de trigo (Triticum aestivum L. cv. Bobwhite) que expresan GUS
bajo la regulacién de la region promotora de! gen del transportador de fosfato de alta
afinidad Phi1;4 de Arabidopsis thaliana, fueron utilizadas en este estudio. Este material
vegetal fue cedido por el Dr. Enrique Pefialoza, del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias CRI Carillanca, quien ademas, efectué todos los tratamientos
experimentales de estrés abidtico descritos aqui. Estas plantas de trigo (Ts
homocigotas), se generaron mediante el método de biobalistica y fueron
caracterizadas en un trabajo anterior (Pefialoza y col, comunicacién perscnal). Estas
plantas contienen dos tipos de construcciones o fusiones génicas. El primer tipo de
construccion, corresponde a 3,0 Kb rio arriba del gen para el transportador de fosfato
de alta afinidad, Pht1;4 fusionado al gen reportero GUS, y se nombré como
AtPht1:4:GUS. El segundo tipo de construccién, corresponde a la misma region
promotora antes descrita, fusionada al intrén del gen Adh? de Zea maysy al reportero
GUS, y se denomina AtPht1,4:Adh:GUS.

En el caso de AiPhi1;4::GUS, se escogieron dos lineas independientes para ser
ensayadas, i1A292 y lIA5, mientras que para la fusion AtPht1,4:Adh:GUS, se escogid
Gnicamente la linea denominada XI720. En cada una de las lineas escogidas, se
analizaron 4-8 plantas tanto en condiciones de déficit de fosfato como en condicicnes
de suficiencia para cada tratamiento efectuado. Como control negativo de

transformacion, se utilizaron plantas silvestres de T. aestivum L cv Bobwhite. Las
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etapas de crecimiento en las plantas de trigo ensayadas, fueron escogidas de acuerdo
a la escala de Zadocks (Zadocks y col, 1974), segtin la mas probable ocurrencia de los

tipos de estrés ensayados en plantas desarrollandose en condiciones de campo.

4.1.2. Arabidopsis thaliana

Plantas transgénicas de A. thaliana (ecotipo Columbia), portadoras de! plasmido
PBI121 (gen reportero GUS bajo el control del promotor constitutivo 358),
representaron el control positivo de expresion y actividad GUS en cada ensayo
efectuado. Estas plantas (Ts homocigotas) fueron obtenidas a partir del stock de
semillas con que cuenta nuestro laboratorio. Cada planta de A. thaliana fue obtenida
mediante germinacién in vitro y posteriormente, fue transferida a cuitivo en tierra. Para
introducir las semillas in vitro, estas fueron esterilizadas superficiaimente, mediante un
lavado inicial en una solucién de cloro comercial 50% {viv), con agitacién fuerte
durante 7 minutos. Luego, se lavaron tres veces en agua estéril durante 3 minutos y se
dejaron estratificar durante 2 dias en oscuridad a 4°C. Luego, las semillas fueron
sembradas en placas con medio Murashige-Skoog (Murashige y Skoog, 1962), el que
fue suplementado con sacarosa 0,1%, agar 0,8% y kanamicina 50 mg/L. Las semilias
fueron germinadas en una camara de crecimiento con una intensidad luminosa de 100
HE m™s™ y bajo un foto periodo de 16h luz/ 8h oscuridad a 25°C. Las plantulas
obtenidas se mantuvieron durante 3 semanas en las condiciones antes descritas.
Luego, fueron transferidas a maceteros con una mezcla de sustratos de tiema;
verniculita (3:1) y fueron crecidas en una camara de crecimiento de 100 pE m™s™ y

25 °C duranie 3 semanas.
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4.2. Tratamientos experimentales

Los tratamientos experimentales de estrés abidtico, descritos a continuacién, fueron
integramente realizados en el laboratorio del Dr. Enrique Pefialoza Hemandez en
dependencias del Instituto de Investigaciones Agropecuarias-CRI Carillanca. Este
materiai vegetal tratado, constituyd el punto de partida de este trabajo de tesis. Sin
embargo, se considerd periinente hacer una referencia detallada de! cémo fue

efectuado cada tipo de tratamiento.

4.2 1. Estrés por baja temperatura (frio)

Semiltas de plantas transgeénicas (T3) de T. aestivum fueron sembradas en maceteros
con tierra y crecidas a 23°C con un fotoperiodo de 10 h, 85% de humedad relativa y
150 pE m™s™ de intensidad luminosa (Peialoza y col, comunicacion personal). La
concentracion promedio de fésforo inorganico (Pi) en las raices fue de 0,008 x+ 0,001
pmol Pi mg™ tejido, para aquellas plantas crecidas en la condicion de déficit de fosfato
{denominado PO) y de 0,011 % 0,0017 pmol Pi mg™ para plantas crecidas en
condiciones de suficiencia de Pi (denominado P1) (Pefialoza y col, comunicacién
personal). En la etapa de crecimiento 13 (estado de tres hojas), una parte de los
maceteros (plantas experimentales), fueron sumergidas en baiio frio hasta que la
temperatura del suelo alcanzd los 5°C. Una vez que los maceteros estuvieron frios,
fueron transferidos a una camara de crecimiento, en la cual el estrés por frio fue
efectivo, registrando una temperatura en el aire de 5°C, el cual fue impuesto durante
tres dias (Pefialoza y col, comunicacién personal). La ofra parte de ios maceteros

(plantas control) fueron mantenidos en las mismas condiciones descritas inicialmente.

13




4.2.2, Estrés por baja disponibilidad de oxigeno {(hipoxia)

Las semillas de trigd fransgénico fueron sembradas y crecidas en las mismas
condiciones antes detalladas. Se usaron concentraciones de Pi de 0,0097 + 0,0021
prmol Pi mg™ tejido para la condicion PO (défic) v de 0,0135 + 0,0023 pmol Pi mg™
tejido para la condicién P1 (suficiencia). Iguaimente, se utilizaron plantas en el estado
de tres hojas tanto para la condicién control como para la condicion experimental. La
condicion de hipoxia radicular, se logré mediante el disefio de un sistema ceirado con
inyecciones periddicas de nitrégeno gaseoso, que fue monitoreado, por una sefie de
sensores insertos en el suelo (Pefaloza y col, comunicacion personal). En estas
condiciones se registréd una hipoxia del 3% en el sistema radicular que alcanzé a ser
extendida durante ~ 8 h. Adicionalmente, plantas control fueron mantenidas a 23°C en
condiciones de nommoxia, es decir, aproximadamente a una concentracion de 21% de

Q. en el aire.

4.2.3. Estrés combinado de baja temperatura y baja disponibilidad de oxigeno

(frio-hipoxia)

Las plantas se sembraron y crecieron en las condiciones anteriormente descritas. Se
usaron concentraciones de Pi de 0,0068 £ 0,002 pmo! Pi mg™ tejido para la condicion
PO (déficit) y de 0,0127 £ 0,004 pmol Pi mg™ tejido para la condicién P1 (suficiencia).
El estrés se indujo en plantas en el estado fenocldgico de tres hojas, las cuales fueron

mantenidas a 5°C y 3% de O2 durante 3 dias (Pefialoza y col, comunicacion personat).
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4.2.4, Estrés por alta temperatura (calor)

Plantas de trigo en el estado de 5 hojas fueron sometidas al régimen de estrés
térmico. Inicialmente la temperatura se mantuvo a 18°C y se elevd paulatinamente a
37°C, extendiéndose esta condicién, durante 8 h. Plantas designadas como control, se
mantuvieron a 23°C/18°C. Las concentraciones de Pj fueron de 0,0088 + 0,0021 pmol
Pi mg™ tejido, para la condicidén de déficit y de 0,0129 + 0,003 ymol Pi mg™ tejido para

plantas con suficiencia de fosfato (Pefialoza y col, comunicacion personal).

4.2.5, Estrés por sequia

Al igual que el estrés por alta temperatura, el estrés por sequia se llevd a cabo en
plantas en e! estado fenoldgice de 5 hojas. En este ensayo, la conceniracion de Pi en
plantas PO fue de 0,009 + 0,0028 pmol Pi mg™ tejido y de 0,014 £ 0,0035 ymol Pi
mg™ tejido en plantas P1. El estrés por sequia se inicid omitiendo el riego y se
extendié durante 7 dias (Pefialoza y col, comunicacion personal). El registro de la
humedad del suelo (medicion volumétrica agua/sustrato) fue de 0,11 m3m?® en la
condicién de sequia, mientras que en la condicién control fue de 0,2 m¥m3. Segun el
método gravimétrico, este rango correspondio a 60% de capacidad de campo y 38%
de punio de marchitez permanente, respectivamente. Plantas control fueron
mantenidas con riego permanente a 23°C/18°C (Pefialoza y col, comunicacion

personal).
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4.2.6. Estrés combinado de alta temperatura y sequia (calor-sequia)

Plantas en el estado de 5 hojas fueron mantenidas a 23°C/18°C con riego continuo
(con una humedad volumétrica de 0,10 m¥m?), fueron designadas como control.
Plantas donde el riego fue omitido durante 7 dias (con una humedad de 0,19 m¥m?}
fueron mantenidas a 37°C durante 8 h (Pefialoza y col, comunicacion personal). La
concentracion de Pi en plantas PO fue de 0,009 + 0,0026 pmal Pi mg™ tejido y de

0,014 £ 0,0035 pmol Pi mg™ tejido en plantas P1.

4.3. Preparacion de muestras

La raiz completa (raiz principal y raices laterales) de plantas crecidas en fas
condiciones antes descritas, constituyé el principal tejido utilizado. Una vez efectuados
cada uno de los ensayos de estirés, las plantas fueron extraidas desde los maceteros y
su raiz fue cosechada, limpiada (libre de tierra) y congelada en nitrégeno liquido. Este

material fue almacenado a -80°C hasta su uso.

4.4. Ensayo bioquimico para actividad especifica GUS

Aproximadamente, 30-50 mg de tejido radicular congelado fueron transferidos a tubos
de micro centrifuga donde fueron pulverizados en nitrégeno liquido y homogeneizados
en 150 pl de buffer de extraccion GUS (NaPO4 50 mM, pH 7.0; EDTA 10 mM, pH 8,0;
0,1% viv Tritdn X-100; lauril sarcosina de sodio 1mg/L; B-mercapioetanol 10 Mm;

PMSF 25 mg/ml). Las muestras fueron centrifugadas a 14000 rpm durante 15 minutos
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a 4 °C y el sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo y usado como fuente de

enzima para el ensayo GUS.

Para la cuantificacion de proteinas iotales, se utilizé el método Bradford (Bradford,
1976}, usando una curva estandar de BSA para extrapolar las cantidades de proteina
total en cada muestra. La medicién de proteinas totaies fue realizada en un lector de

micro placas a 570 nm.

La actividad GUS se midié adoptando una cinética de reaccién para la evolucidn del
sustrato 4-metil-umbeliferil-R-D-glucurénido (MUG), descrito por Jefferson (1987),
como blanco para la enzima B-glucuronidasa (GUS), presente en las muestras
problema.

La reaccién se inicié al mezelar en un tubo de micro centrifuga 50 pl de extracto crudo
de enzima con 950 pl de buffer para ensayo GUS (MUG 2 mM en buffer de extraccién
de proteinas), homogeneizando bien y tomando tiempos de incubacién a 37°C de 15,
30, 60, 100 y 120 minutos. Estos tiempos fueron variables y se ajustaron en la medida
de la evolucién del sustrato. La reaccion fue detenida, al transferir 200 ul de la mezcla
de reaccién a 1800 ul de solucion de detencidn (Na,CO; 0,2 M, pH 9.5). La cantidad
de producio fluorescente generado en la reaccion fue medido con un filtro de
excitacion Ex360/40 (340-380 nm) vy de emision Em460/10 (455-465 nm) en un equipo
Fluorimetro VersaFluor (Bio ~ Rad, USA). La actividad GUS fue expresada como

pmoles de 4-metil-umbeliferil (MU)/min/ug de proteina total extraida.
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4.5, Extraccién de RNA total desde plantas de trigo

RNA total fue extraido a partir de raices de trigo utilizando el método del reactivo Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Para ello, 100 mg de tejido congelado a -80°C fueron
pulverizados con pistilos usando nitrégeno liquido. Se agregé 1 ml de reactivo Trizol y
se agité la muestra vigorosamente. El tejido homogeneizado, se incubé durante 5
minutos en hielo y se agregaron 200 pl de una mezcla cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1). Inmediatamente se aplic6 una agitacion vigorosa por 30 segundos y se incubd
durante 2 minutos en hielo. Se centrifugd a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se
fransfirié la fase acuosa a un tubo nuevo y se agregaron 0,5 mi de isopropanol,
dejando precipitar la reacciéon durante 30 minutos a -20°C. Posteriormente, se
centrifugé por 15 minutos a 4°C y luego se retiré el sobrenadante, agregando 0,5 mide
etanol 75% (preparado con agua DEPC). Se centrifugé durante 4 minutos a 14.000
rpm y se elimind el sobrenadante cuidadosamente y tratando de no dejar residuos de
etanol. Finalmente, el precipitado fue resuspendido en 30 pi de agua [ibre de

nucleasas. El RNA total extraido fue guardado a -80°C.

4,6. Espectrofotometria y electroforesis en condiciones depaturanies

Las muestras de RNA total fueron cuantificadas mediante especirofotometria UV
utilizando un equipo UV-VIS Spectrophotometer Shimadzu. Para ello, se resuspendio
cuidadosamente el RNA y se hicieron diluciones de las muestras en agua libre de
nucieasas, en el rango de 1:30 a 1:60, segun la cantidad de precipitado obtenido. Se

calculé la concentracion de RNA total (Cgya), utilizando la formula Cgya= Azso*Far®
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40/1000, donde C es la concentracion de RNA, Az es la absorbancia a 260 nm, Fy; es
el factor de dilucién de la muestra de RNA, 40 es el factor de correccion especifico
para RNA, y se divide por 1000 para expresar la concentracién en pg/ul. A partir de
esta medida, se calculd el volumen de RNA necesario para cargar 1 g de RNA iotal
en un gel en condiciones denaturantes. Las muestras de RNA se prepararon
agregando 1 volumen de buffer de carga 5X {(0,16% de una solucién de bromefenol
azul saturado, EDTA 4 mM, formaldehido 2,7 %, glicerol 20%, fermamida 30,8%,
MOPS 4X) por cada 4 volimenes de RNA. Se agregd bromuro de etidio a una
concentracion final de 10 pg/ml. Las muestras fueron incubadas 10 minutos a 65°C y
se colocaron inmediatamente en hielo para evitar su renaturacion. Para preparar buffer
de corrida, se utilizé MOPS 10X (MOPS 200 mM; acetato de sodio 50 mM; EDTA 10
mM, pH 7,0 ajustado con acido acético glacial). Cada gel denaturante de
MOPS/formaldehido se prepard a una concentracién de agarosa de 1,5 %. Los geles

fueron coitidos a 80-100 volts durante 20 minutos (Sambrook y col, 1989).

4.7. Real time PCR

Para realizar las reacciones de real time PCR (0 qPCR) las preparaciones de RNA se
trataron previamente con DNasa (Fermentas, USA), con el objeto de eliminar el DNA
remanente. El protocolo se llevd a cabo segin instrucciones del fabricante con
pequenas modificaciones. 1 [ig de RNA total fue tratado para cada muestra, Se utilizd
inhibidor de ribonucleasas (Ribolock; Fermentas, USA) y agua libre de nucleasas

hasta 10 gl totales. La mezcla de reaccion se incubd con DNasa a 37°C durante 30
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minutos y luego se agregd 1ul de EDTA 25 mM incubandose a 65°C durante 10
minutos. El RNA fratado fue guardado a -80°C hasta su uso.

Para la cuantificacion de la expresion génica, se utilizé una estrategia en un solo paso.
Para ello, se utilizé el sistema Brilliant || ®SYBR® Green gPCR Master Mix 1-Step
(Stratagene® Agilent Technologies, USA) que en una Gnica mezcla de reaccion
pemite completar el proceso de transcripcién reversa (RT) y de la amplificacion de los
fragmentos de interés. Se utilizé el sistema completo de equipamiento MX3000P
(Stratagene ® Agilent Technologies, USA). La reaccion se preparé segin instrucciones
del fabricante, con algunas modificaciones. A partir de 1 jg de RNA tratado con
DNasa, se hizo una dilucién 1:16, y se fomaron 2 pl de esta alicuota para cada
reaccion, en un volumen final de 20 yl (0,1 pg de RNA; partidores 0,3 HBM; ROX 300
pM; MgCl, 1 mM). El qPCR de UBIQUITINA fue desarroliado para la normalizacion de
la expresion génica. La expresion génica fue normmalizada por sustraccién del valor de
Cr de UBIQUITINA desde el valor de Cy del gen de interés (GUS). El radio de
expresion génica experimental / control fue obtenido desde la ecuacién 2**%;, donde
AAC+ representa ACt (experimentar) = ACT {controt)s segtin lo reportado por Livak y col (2001).

Las caracteristicas de los partidores usados para qPCR se detallan en la siguiente

fabla:
Gen Secuencia partidores Tm(*C) | Tamafio Eficiencia
5- 3" (FIR) amplicon amplific.
(pb} (%)
GUS GTTGGCGGTAACAAGAAAGG 83-84 178 a0
{gen blanco)
TAGCAATTCCCGAGGCTGT
UBIQUITINA GTTGATTTTTGCTGGGAAGC 83-84 200 89.6
{gen referencia)
GATCTTGGCCTTCACGTTGT
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El programa utilizado para la reaccion de qPCR fue: 1 ciclo de 50°C por 45 min
(Reaccion RT); 1 ciclo de 85°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C por 30 s, 56°C por 30 s,
72°C por 40 s, 1 ciclo de 95°C por 1 min, 55°C por 30 s. En cada ensayo, se
analizaron 3 réplicas biologicas, es decir, se utilizaron 3 plantas distintas de la linea
seleccionada. Cada reaccion de amplificacion se realizé en ftriplicado (réplicas
técnicas). La especificidad de los amplicones obtenidos fue verificada mediante
electroforesis en gel de agarosa 1,5%. Los datos obtenidos mediante qPCR fueron
procesados usando el software MxPro (Stratagene Agilent Technologies, inc. 2009;
USA). Este programa permite visualizar las curvas de eficiencia, amplificacion, y
disociacion (especificidad), ademas de obtener la Tm (temperatura de “melting” o
fusién) de cada producto de PCR obtenido. En los calculos y la normalizacion de
datos, se utilizé el método o modelo matematico Ct comparativo (2 ~2*% Livak y col,
2001). Este método de cuantificacion relativa, asume que la eficiencia de amplificacién

de la muestra experimental y la muestira control son iguales.

4.8. Localizacién histoquimica de la expresion GUS

Los ensayos de tincion histoquimica para actividad GUS, fueron desarrollados como
describe Jefferson (1987) con algunas medificaciones. Fragmentos de raices de
plantas de trigo, descongeladas en hielo, fueron fijados en acetona 80% durante 2 h a
-20°C. Las muestras fueron lavadas dos veces en buffer de lavado (NaH.PO, 100 miM,
pH 7,0) y luego embebidas en solucion de tincion (NaH.PO, 100 mM, pH 7,0; EDTA
10mM; KsFe{CN)s* 3H.O 0,5 mM; KiFe(CN)s 0,5 mM; 5-bromo-4cloro-3-indol-b-
glucuronido (X-GLUC) 1 mM; 0,1% (v/iv) de Tritdn X-100), donde se infiltraron con

21




vacio durante 30-60 min a ~ 500 mmHg. Las muestras fueron incubadas a 37°C
durante 24-48 h. En el caso de tejidos con pigmentos (hojas de A. thaliana) fueron
lavados, varias veces, con etanol 70% (v/v) para su total remocion. Muestras de raices
de plantas representativas de cada linea en estudio, fueron montadas en portaobjetos

para su observacién microscopica o macroscopica.

4.9. Cuantificacién de fésforo soluble en raices

El fosforo soluble fue extraido desde raices de trigo congelado, que fueron pesadas y
reducidas a polvo fino, con un 1% (v/v) de &cido acético. El homogeneizado fue
centrifugado y el sobrenadante utilizado para la cuantificacion de fésforo (Pi) de
acuerdo a Ames (1966). Modificacion del protocolo original se hizo mediante el ajuste
del volumen final a una micro placa de 96 pocillos. La reaccion se incubé a 54°C
durante 20 min y se midi6 absorbancia a 820 nm. El contenido de Pien la muestra se

calculd utilizando una curva estandar y se expreso segn peso fresco de tejido.
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5. RESULTADOS

5.1. Analisis histoquimico y actividad especifica g-glucuronidasa dirigida por el

promotor AtPht1;4 en distintas lineas de trigo

Se establecid previamente, una regién de 3,0 Kb rio arriba del gen de A{Ph1:4,
fusionada al gen reportero GUS de E. coli e introducida en 7. aestivum cv. Bobwhite
via bombardeo de particulas (Pefaloza y col, comunicacién personal). Este sistema de
tipe promotor: gen reportero, planted el estudio de Ia actividad promotora
AtPhi1:4::GUS en una planta monocotiledénea (trigo} como sistema heterélogo. De
esta manera, fueron obtenidos varios eventos de transformaciéon que confimnaron ser
transgénicos mediante analisis de PCR (Pefnaloza y col, comunicacién personal). Este
trabajo de tesis tienen como punto de partida el material vegetal recién descrito, es
decir, utilizara las lineas de trigo transgénico generadas por Pefialoza y col, para hacer
una evaluacion de las mismas frente a distintos tipos de esirés abidtico, adicionales a
la deficiencia de Pi.

Inicialmente, se propusoc evaluar el desempeiio de tres lineas T3 (11A292, IIAS y XI720)
para asi poder escoger a la mas representativa entre todas ellas. Al ser analizadas
mediante ensayos de actividad especifica GUS, se pudo distinguir que las tres lineas
escogidas, difirieron notoriamente en sus niveles de expresion, al ser comparadas
frente a una condicion control. Se establecid una escala decreciente respecte de ia
fuerza con la cual se promueve la expresidn génica AtPht1;4::GUS en cada una de
ellas. De este modo, la linea 11A292 presentd los mayores niveles de actividad
especifica GUS, con valores que se elevan por sobre los 2 pmoles de Mumin/ug

proteina total y que alcanzaron en promedio los 3,5 pmoles de Mu/min/ug proteina
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total (Figura 1). La linea 1IA5 present6 niveles de actividad GUS promedio, que fueron
cercanos a 1 pmol de Mu/minfug proteina total (Figura 1). La menor actividad fue
observada en plantas de la ilinea portadora del intron del gen Adht, es decir la linea

XI720, cuya actividad GUS promedio fue inferior a 0,01 pmoles de Mu/min/ug proteina

total.
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Figura 1. Actividad especifica p-glucuronidasa (GUS) en lineas de trigo
transgénico para las construcciones AtPht1:4::GUS y AtPht1:4:Adh:GUS. Para
cada linea (llA5, 11A292 y Xi720) se muestran 3-4 muestras de raices de plantas
transgénicas (T3) en condiciones de suficiencia de Pi (barras grises) y en condiciones
de déficit de Pi (baras blancas). C corresponde a una muestra conirol negativo de
actividad B-glucuronidasa. Cada barra representa prom + SD (n=3).

Al analizar las lineas mediante tincidn histoquimica GUS de muestras de raiz, se pudo

apreciar la misma tendencia antes mencionada. En cada linea, se tomaron muestras

24




de raices desarrolladas en condiciones de suficiencia como de défict de Pi. La linea
[1A292, nuevamente mostré un mayor grado de expresion GUS en cada muestra de
raiz (Figura 2), ademas, de exhibir tincién para casi la totalidad de las muestras en
condiciones de déficit de Pi (n=6). La linea 1IA5 mostré un grade de tincion GUS
mucho menor respecto de la linea 11A292 (Figura 2, B). En relacién a la linea Xi720
(portadora de intrén), no mostré tincién GUS en ninguna de las muestras analizadas
(Figura 2, C), tanto para condiciones de déficit como de suficiencia, lo que es
consistente con los bajisimos valores de actividad enzimética exhibidos (Figura 1).
Estos resuftados indicaron que la linea 11A292 demostrd ser la mas representativa y
con una mayor estabilidad en la expresion GUS para cada planta, ain cuando,
aproximadamente el 20% de ellas no exhibi6 actividad ni tincidn histoquimica GUS en
condiciones de suficiencia de Pi. La linea I1A5 mostré un mayor grado de variabilidad
intra linea especialmente en condiciones de suficiencia y sus valores de actividad
fueron considerados muy bajos, por lo que su andlisis progresd solamente en este
respecto (actividad GUS) y de modo comparativo, respecto de la linea llA292 en los
siguientes tratamientos experimentales. El comportamiento de la linea XI720
determiné que fuese descartada de ensayos posteriores, pues al parecer la presencia
del intrén Adht en el sistema AtPht1,4:GUS en trigo, iendria mas bien un efecto

inhibitorio.
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Figura 2. Tincién histoquimica GUS en muestras representativas de las lineas de
T. aestivum propuestas para el presente estudio. Fragmentos de la raiz de trigo de
una planta perteneciente a la linea 11A292 (A), a la linea IIA5 (B) y a la linea XI1720 (C),
en respuesta a déficit de fosfato. En (D) se observa el control positivo de tincién de la
raiz de A. thaliana portadora de la fusion constitutiva 355::GUS. Las imagenes fueron

fotografiadas utilizando el mismo aumento.

5.2. Expresion de AtPht1;4::GUS en trigo relativo a la disponibilidad de fosfato

La cuantificacion de la actividad B-glucuronidasa también permiti6 constatar, tal y
como se ha descrito en literatura para el promotor endégeno de Arabidopsis (Muchhal
y col, 1996; Smith y col, 1997; Okumura y col, 1998; Mudge y col, 2002), que en el
sistema heterélogo utilizado, el promotor AtPht1,4 promovié mayores niveles de
expresion GUS en raices que se desarrollaron bajo condiciones de déficit de fosfato
que en presencia de este. La actividad GUS de raices creciendo en tierra, en
condiciones de déficit, fue en promedio entre 1 a 2 veces mayor que creciendo en
condiciones de suficiencia (Figura 1, barras blancas versus barras negras en cada
linea), multiplicandose esta condicion hasta 4 veces en algunas plantas,

especiaimente las pertenecientes a la linea 11A292 (dato no mostrado).
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Como primera aproximacién hacia la evgluacién de la expresién génica mediante

qPCR, se efectuaron reacciones de RT-PCR semi cuantitativo, para correlacionar la

actividad GUS detectada en raices. De gste modo, mRNA de B-glucuronidasa fue

mayormente amplificado en raices de trigo
en condiciones de suficiencia (Figura 3,
resulta ser consistente con la informacion g

del promotor AtPht1,4 (Mudge y col, 2002)

bajo condiciones de déficit de fosfato que
21+ versus P1- y P2+ versus P2-). Esto
e existe en la literatura sobre la expresion

. ¥y con lo observado previamente para los

analisis de actividad GUS y tincion histoquirpica (Figuras 1 y 2).

P1+

AtPht1:4::GUS

Figura 3. Anélisis RT-PCR semi cuantita

P2+ P2-

ivo de la expresién génica de la fusién

AtPhti;4::GUS en la raiz de plantas de T. aestivum, segin disponibilidad de

fosfato. Los niveles de transcritos fueron

P1y P2, representantes de la linea 11A292,
déficit de Pi (-). TaActina, corresponde a la
rRNA, comresponde a las muestras del

onitoreados en plantas nombradas como
n suficiencia de Pi (+) y en condiciones de
mplificacion del gen de referencia Actina.
RNA total utilizado para efectuar las

amplificaciones corridas en un gel de agarosa denaturante.

La eleccion de los partidores para gPCR, ta

gen blanco, fue hecha en base a anteceden

nto para el gen de referencia como para el

les de literatura (Brunner y col, 2004; Nicot

y col, 2005). El criterio de bisqueda para el gen de referencia fue el grado de




estabilidad de su expresion génica frente a condiciones experimentales similares a las
que se planteé analizar. Tras una serie de pruebas de partidores, entre los cuales se
evaluaron los genes 268, PT1 y UBJQUITINA, finalmente se escogid al gen
UBIQUITINA como gen normalizador (Figlra 4). Lo anterior, se fundé principalmente
en la estabilidad de su expresién frente |a condiciones abibticas diferentes, la nula
formacién de dimeros de partidor y la eficiencia de amplificacion medida a través de

una curva estandar para qPCR.
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Figura 4. Evaluacién de la especificidad de amplificacion obtenida mediante
qPCR para la expresion génica de AtPht1;4::GUS y para el gen de referencia UB/
en T. aestivum. La amplificacion fue evaluada en una planta representativa de la linea
11A292, mediante dos réplicas técnicas R1 y R2, frente a la condicién de deficiencia
de fosfato. (A) Gel de agarosa 1,5% para los amplicones generados por los
partidores TaPht1;4::GUS y TaUBI en trigo. M, Estandar de peso molecular 100 bp. (B)
Curva de disociacién para los partidores TaPht1,4::GUS (rojo) y UBI (azul).

29




5.3. Localizacién tisular de la expresion del sistema reportero AtPht1;4::GUS en

raices de trigo en la condicién de déficit de fosfato

Para poder entender la forma en que| se manifestd Ia expresion de la fusion
AtPht1:4::GUS en el sistema radical de frigo, es decir para conocer su localizacion
tisular, se planted analizar algunas de las plantas de la linea 1A292, mediante la
observaciéon microscdpica de raices etidas a tincién histoquimica GUS. Como
control positivo de tincién, se utilizaron raices de A. thaliana transgénicas para la
fusién de tipo constitutiva 35S::GUS (Figura 5, A, B y C). Ademas se utiliz6 este
controi con la finalidad de evidenciar que [a expresién dirigida por un promotor fuerte y
de tipo constitutivo, es muy diferente a la|de un promotor tejido especifico e inducible
(en este caso, por déficit de Pi) como AtPht1;4. El patrén de expresion de la fusion
35S::GUS en Arabidopsis se distribuyé de manera uniforme en el sistema radicular
completo, incluyendo a los pelos radiculares, lo que evidencid el caracter de promotor
constitutivo. Al analizar Ia raiz de plantas de trigo AtPht1,4::GUS, se observé un patrén
de expresién particular (Figura 5, D, E y ). Desde un punto de vista longitudinal, se
pudo apreciar una intensa sefial GUS e la corteza que rodea al sistema vascular
tanto en la raiz primaria como secundaria. Este patrén de distribucion de la actividad
GUS fue de forma discontinua y a modo de paquetes discretos. También, se observo
sefial GUS, pero de forma muy débil, en algunas partes de la epidermis y endodermis
en la zona de maduracién de la raiz. |[No se observé sefial de tincion GUS en
estructuras externas, como pelos radiculares, cuya importancia es gravitante en la
adquisicién de nutrientes, especialmente de Pi. Tampoco, se observé sefial en Ia
punta de la raiz, correspondiente a ia zona meristematica ni en la zona de elengacion.

Adicionalmente, se realizé tincién GUS en las hojas de trigo AtPhi1,4::GUS (dato no
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mostrado), las que exhibieron una muy débil sefial GUS. Estos resultados confirmarian
el caracter de AtPht1,4 como un promotor tejido especifico, es decir cuya expresion
génica esta restringida, casi exclusivamente, a la raiz. Sin embargo, sugieren ademas

un cierto grado de especificidad a nivel celular.

Figura 5. Localizacién histoquimica de actividad especifica GUS en la raiz de
plantas transgénicas de trigo portadoras del casete de expresion AtPht1:4::GUS
frente a déficit de fosfato. Las imagenes fueron obtenidas mediante microscopia
Optica. Como control positivo de tincién, se utilizaron raices de plantas de A. thaliana
transgeénicas para la fusion 35S::GUS (A, B, C). Plantas de trigo en el estado de tres
hojas exhiben una moderada y restringida actividad GUS en raices (D, E, F). Una
fuerte sefial GUS fue encontrada en corteza (c) y tejido circundante al cilindro vascular
(cv). No se observo sefial en pelos radiculares (pr) ni en la punta de la raiz y tejido
meristematico (m). A, B, D, E y F, tienen un aumento de 100X. C, tiene un aumento de
400X.
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5.4. Analisis in silico de la regién promo

tora AtPht1;4 y elementos regulatorios

de respuesta a sefiales medioambientales de estrés

El analisis in silico de la region promotora

PLACE (Plant cis-acting regulatory DNA

]

(2009), reveld la presencia de un nimero de

tPht1:4 (2,3 Kb), usando la base de datos
lements) realizado por Kathikeyan y col.

putativos elementos cis que responderian

o estarfan asociados a distintas sefiales medioambientales (Kathikeyan y col, 2009).

En el estudio citado anteriormente, se ence

710) y un sitio para AtMyc2 (-1809), los

postitivos que responden a estimulos de défi

col, 1997; Abe y col, 2003). Ademas, se
(WRKY domain) en las posiciones -1717 y

los factores de transcripcion WRKY, los cu

ntraron dos sitios para AtMyb2 (-1928 y -
cuales son reguladores transcripcionales
cit de agua y ABA (acido abscisico) {Abe y
dentificaron dos cajas o dominios WRKY
11699, que al parecer son reconocidas por

ales responden a estrés biotico y abidtico.

También ha sido posible identificar dos dominios P1BS en las posiciones -1350 y -395

que, se postularia, podrian ser potengialmente reconocidas por el factor de

transcripcién de tipo MYB R2R3, denominado PHR1 (Rubio y col, 2001).

Partiendo de la base, de que las lineas estiidiadas aqui son portadoras de una region
rio amiba del gen AtPht1;4, de 3 kb, mucho mayor a la reportada para el promotor
AtPht1:4, de 2,3 kb; nuevos andlisis in sifico fueron efectuados (Figura 6). Aunque
existid concordancia en algunos de los eij{mentos cis descritos por Kathikeyan y col
{2009), dado que coincide parte de la regién promotora, también se presentaron
algunas diferencias. Entre los elementos presentes, se identificaron algunos de los
elementos de respuesta a estrés descritos por Kathikeyan y col (2009) aunque en una
mayor frecuencia (Figura 6), como los de tipo MYCATERD1A y MYCATRD22 con tres

elementos de respuesta a deshidratacion (sequia) y ABA, respectivamente.
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Adicicnalmente, se hallaron cuatro motit

MYB2CONSENSUSAT, uno a MYBATR

y0s de respuesta a MYB1AT, cinco a

D22, siete a MYBCORE y catorce a

ACGTATERD1, todos ellos involucrados cor la respuesta a deshidratacion (Figura 6).

Un nimero importante de ocho dominios P1BS, también fueron encontrados para la

respuesta a deficiencia de fosfato. Sin embargo, se identificaron nuevos elementos de

respuesta a sefiales medioambientale

s. Se  hallaron dieciséis elementos

MYCCONSENSUSAT, de respuesia tdnto a deshidratacibn como a bajas

temperaturas. Ademas, se identificaron fres

para la respuesta a bajas temperaturas:

tipos de elementos diferentes y exclusivos

dos elementos LTREs (low-temperature-

responsive elements), un elemento

CBF y un elemenic CRT/DRE (C-

repeat/dehydratation—responsive elements)| Finalmente, cinco elementos de induccion

en anaerobiosis (anaerchic induction elements, AREs), y ofros cinco de respuesta a

calor (heat-stress-responsive elements, HSESs) fueron identificados (Figura 6).

Contando con estos nuevos antecedente

, €s que se planted evaluar el efecto de

sefiales medioambientales de calor, sequia, hipoxia y bajas temperaturas, asi como

combinaciones de ellas.




CCAATBOX1 (calor)
ANAERO1CONSENSUS (anaerobiosis)
P1BS (deficiencia de Pi)
LTRECOREATCOR1S5 (frio)

DRE/CRT (frio)

CBFHV (frio)

MYCCONSENSUSAT (frio-sequia)
ACGTATERD1 (sequia)

MYCATRD22 (sequia/ABA)
MYCATERD1 (sequia)

MYBCORE (sequia)

MYBATRD22 (sequia/ABA)
MYB2CONSENSUSAT (sequia /ABA)
MYB2AT (sequia)

MYB1AT (sequia/ABA)

0 5 10 15 20

frecuencia de elementos cis

Figura 6. Frecuencia de elementos regulatorios cis presentes en 3 kb “rio arriba”
de la secuencia génica AtPht1;4. Las barras muestran la frecuencia de los
elementos cis relacionados con las sefiales de estrés abidtico propuestas para el
presente estudio, que se encuentran presentes en la regiébn promotora de la
construccién AtPht1:4::GUS. Estos elementos fueron determinados mediante el uso de
la base de datos PLACE (http:!lwww.dna.affrc.go.ijPLACEl). Los colores agrupan las
barras segin tipo de estrés abittico involucrado: rojo (calor o alta temperatura), verde
(anaerobiosis), morado (deficiencia de fosfato), celeste (frio o baja temperatura),
turquesa (frio/sequia), naranjo (sequia).

5.5. Analisis cuantitativo de actividad y expresiéon génica GUS en trigo

transgénico AtPht1;4::GUS frente a la condicién de hipoxia

Al plantear diferentes tratamientos experimentales de estrés abidtico, se traté de
establecer una asociaciéon entre la condicion de déficit de Pi y una nueva sefal
medioambiental, que pudiera traducirse en un cambio en la demanda interna de
fosfato. Para poder interpretar los resultados de cada ensayo, se debid establecer

primero, si la induccion del sistema reportero fue efectiva. Es decir, se debi6 partir de
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la base de un sistema inducido frente a
sinergia sobre esta induccién o bien una
medioambiental. En el caso del ensayo
ensayos de estrés, fragmentos de raices

en tierra, con suficiencia o carencia d

déficit de Pi para adicionarle un efecto de
de represién generado por la nueva seifial
de hipoxia, asi como para el resto de los
de plantas de trigo AtPht1,4::GUS crecidas

s fosfato, fueron testeados para actividad

especifica GUS. La condicién de suficiencia de fosfato se ensayd con el proposito de

establecer una comparacién, y a la vez ur
induccidn del sistema generada frente a d
Las condiciones establecidas para el €

estado de hipoxia efectiva en el siste

aproximadamente. Basandose en medig

reportero, realizadas a través de medici
corroborar una vez mas, el grado de vari
pertenecientes a una misma linea estudi
uno de los tratamientos sucesivament
establecida, generé una disminucién sig
linea lIAS en presencia como en ausen
también se observé una marcada redu
plantas en condiciones de déficit y no se
presencia de este.

En términos de expresion génica, Ig respt

establecida como hipoxia, se tradujo en u

control para poder testear continuamente la
afict.

nsayc de hipoxia permitieron alcanzar un

ma radicular de 3% de O, durante 8 h,
iones cuantitativas de expresion dei gen
nes de actividad especifica GUS, se pudo
cion entre las distintas plantas transgénicas
da. Este fenémeno fue evidenciado en cada
efectuados. La condicién de hipoxia asi
ificativa (P<0,05) en la actividad GUS en la
ia de fosfato (Figura 7). En la linea 11A292,
cidn en la actividad, cercana al 50%, para

pbservé efecto del iratamiento de hipoxia en

lesta de la linea 11A292 frente a la condicion

N efecto no significative tanto en Ja condicién

de suficiencia como en condiciones de déficit de fosfato (Figura 8).
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Figura 7, Actividad GUS en plantas transgénicas de trigo T3 portadoras de [a
fusion génica Pht1;4::GUS en respuesta a hipoxia. (A) Linea IIAS y (B) linea
11A292. El estado de hipoxia (H), se indujp manteniendo un 3% de O2 durante 8 h. El
control (Ct) se mantuvo a 23°C/18°C en|condiciones de normoxia. La concentracion
promedio de Pi en raices fue de 0,0097 + 0,0021 pmol Pi mg™ tejido en condiciones
limitantes de Pi (PO, barras blancas) y de 0,0135 x 0,0023 pmoi Pi mg™ tejido en
suficiencia de Pi (P1, barras grises). Cada barra de error representa promedio + SD
(n=3). Barras del mismo color y marcadas con la misma letra indican que los valores
promedios no son significativamente diferentes (test t- student, P<0,05)
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1A292

expresion génica relativa (gPCR)

Figura 8. Niveles de expresion génica GUS mediante qPCR en plantas
tfransgénicas de trigo T3 portadoras de l|a fusion Pht7;4::GUS en Ia linea 11A292
en respuesta a hipoxia. La expresion génica se determind mediante gPCR utilizando
el gen UBIQUITINA como gen de referencia, y segin el método de cuantificacion
relativa 2ddCt. HPO, condicién de hipoxia y, déficit de Pi. HP1, condicion de hipoxia y
suficiencia de Pi. ctP0, condicién control can déficit de Pi. ctP1, condicién control con
suficiencia de Pi. Las barras de error indigan la desviacién estandar (SD) calculada
segln SD DeltaCt =SV(SD12+ SD2?) de los yvalores de Ct para qPCR (n=3).

Los resuftados de tincion histoquimica junto a la actividad especifica B-glucuronidasa
permitieron, en su conjunto, establecer| empiricamente un parametro para la
funcionalidad, segtn el cual, a partir de aproximadamente 0,5 pmoles de Mu/min‘ug de
proteina total, se pudo apreciar una coloracion GUS efectiva en la raiz de las plantas
ensayadas. Es decir, para valores de actividad inferiores a este umbral, no se presenté
tincion GUS aparente y por lo tanto no se consideraron estos valores fidedignos, o
mas bien representativos de la actividad especifica GUS. De este modo, Iz tincion
GUS sirvib como una medida para apoyar consistentemente los resultades de

aclividad. Es el caso de Ia linea X1720, donde no se observd sefial de tincion alguna




(Figura 2, C) lo que es consistente con los bajos niveles de actividad observados tanto

antes como después realizar el ensayo de|hipoxia (dato no mostrado).

5.6. Analisis cuantitativo de actividad y expresién génica GUS en ftrigo

transgénico AtPht1;4::GUS frente a la cpndicion de alta temperatura

En la linea lIA5, las condiciones de alta temperatura establecidas provocaron una
reduccién en la actividad GUS en condiciones de fosfato limitante y un efecto nulo en
su presencia (Figura 9). En cuanto a la linga 11A292, también vio reducida su expresion
s6lo en presencia de fosfato, y en copdiciones limitantes, esta linea no resulto
afectada (Figura 9). Respecto de la| expresion génica, ésta no mosiré ser

significativamente afectada (Figura 10).
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ansgénicas de trigo T3 portadoras de la
fusion génica Pht1;4::GUS en respuesta a alta temperatura. (A) Linea lIAS y (B)
linea IA292. inicialmente la temperatura se mantuvo a 18°C y se elevd paulatinamente
a 37°C (1), extendiéndose esia condicion durante 8 h. El control (Ct) se mantuvo a
23°C/18°C. La concentracién de Pi en rajces fue de 0,0088 + 0,0021 pmol Pi mg™
tejido para la condicién de deficiencia de {osfato (PO, barras blancas) y 0,0129 + 0,003
uficiencia (P1, barras grises). Cada barra de
. Barras del mismo color y marcadas con la
medios no son significativamente diferentes
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expresion génica relativa (gPCR)

Figura 10. Niveles de expresion génica GUS mediante qPCR en plantas
transgénicas de trigo T3 portadoras de la fusién Pht1;4::GUS en la linea 11A292
en respuesta a alta temperatura. La expresion génica se determind mediante gPCR
utilizando el gen UBI/ como gen de referencia, y segin el método de cuantificacion
relativa 2ddCt. TPO, condicién de alta temperatura y déficit de Pi. TP1, condicidon de
alla temperatura y suficiencia de Pi. ctP0,|condicién control con déficit de Pi. ctP1,
condicion control con suficiencia de Pi. Las bamas de error indican la desviacion
estandar (SD) calculada segun SD DeltaCt =SV{SD1? + SD2°) de los valores de Ct
para gPCR (n=3).

5.7. Analisis cuantitativo de actividad y expresiéon génica GUS en trigo

transgénico AtPht1;4::GUS frente a la condicién de sequia

Tras haber inducido el estrés, las mediciones de actividad especifica B-glucuronidasa

en plantas 11A292 mostraron una reduccidn significativa en el estado de déficit de
fosfato y se mostraron invariantes en condiciones de suficiencia (Figura 11). En
cuanto, a la linea lIA5 no se observé efecto del tratamiento respecto de las plantas
control, independientemente, de los niveles de fosfato presentes. En relacién, a la

expresion génica, se observé un incremepto significativo de la expresion GUS en

L=

A




plantas de la linea [1A292 con déficit de fosfato, y sometidas al tratamiento de sequia,
que fue cercano a 10 veces de induccién relativo a la condicion control (Figura 12). La
situacién de suficiencia de fosfato combinada a la de sequia no significé cambio

alguno.
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Figura 11. Actividad GUS en plantas trapsgénicas de trigo T3 portadoras de Ia
fusi6n génica Pht1;4::GUS en respuesta a sequia. (A) Linea 1lA5 y (B) linea 11A292.
El estrés por sequia (S), se indujo por 7 dias a 23°C. El control (Ct) se mantuvo con
riego permanente a 23°C/18°C. La concentracién de Pi en raices fue de 0,009 *
0,0026 pmol Pi mg™ tejido (PO, baras blancas) y de 0,014 + 0,0035 pmol Pi mg™ tejido
(P1, bamas grises). Cada barra de error representa promedio + SD (n=4). Bamas del
mismo color y marcadas con la misma letra| indican que los valores promedios no son
significativamente diferentes (Test t- student, P<0,05).
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hica GUS mediante qPCR en plantas

la fusién Pht1:4::GUS en la linea 1A292

ica se determind mediante qPCR utilizando

el méiodo de cuantificacion relativa 2ddCt.
P1, condicion de sequia y suficiencia de Pi.

ctP0, condicién control con déficit de Pi, ctP1, condicidén control con suficiencia de Pi.
Las baras de eror indican la desviacion [esténdar (SD) calculada segiin SD DeitaGt
=SV(SD1?+ SD2?) de los valores de Ct para qPCR (n=4).

5.8. Analisis cuantitativo de actividad GUS en trigo transgénico AtPht? ;4::GUS

frente a la combinacion de estrés pors

Segin las muestras control tanto en la
tratamiento combinado de sequia y alf
disminucion de la actividad GUS cercana a
condicién de mono estrés, especificaments
independiente del estatus de fosfato. E
nuevamente reducida de una manera sign

respecto del tratamiento combinado, no se

quia y alta temperatura

resencia como en ausencia de fosfafo, el
a temperatura, provocd una significativa

50% en la linea 1IA292 (Figura 13). Para la

> de sequia, la actividad no se vio afectada

=n alta temperatura, la actividad se vio
ficativa y cercana al 50%. En la linea I1AS,

observaron diferencias significativas tanto




en ausencia como en presencia de fosfato |(Figura 13). Cuando las muestras fueron
sometidas a alta temperatura y sequia por separado, no se observé resultado alguno,
salvo en el tratamiento de alta temperatura en la presencia de fosfato, en el cual, se
pudo observar una disminucion de la actividad cercana a la mitad. Para este tipo de
tratamiento, la expresién génica no pudo ser evaluada. La combinacién de ambos
tipos de estrés, asf como el tratamiento findividual de ellos resulta en una clara

inhibicion de la actividad promotora AtPht1,4::GUS.
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Figura 13. Actividad GUS en plantas trapsgénicas de trigo T3 portadoras de la
fusién génica Pht1;4:GUS en las lingas IIA5 y 1IA292 en respuesta a la
combinacién de estrés por alta tempera%ra y sequia. El estrés por sequia (S) se
indujo por 7 dias a 23°C y tras ello se incrementd la temperatura a 37°C (T). E control
se mantuvo con riego permanente a 23°C/18°C. La concentracion de Pi en raices fue
de 0,009 + 0,0026 pmol Pi mg™ tejido (PO,|bamras blancas) y 0,014 & 0,0035 pmol Pi
mg" tejido (P1, barras grises). Cada barra de error representa promedio SD {n=3).




5.9. Analisis cuantitativo de actividad y expresiéon génica GUS en trigo

transgénico AtPht1;4::GUS frente a la condicidn de frio

Antes de analizar el efecto del ensayc de frio, se verificd la induccidn de
AtPht1;4::GUS frente a déficit de fosfato, en plantas control de las lineas 1IA5 y 11A292,
como en ensayos anteriores. Se determiné que fa induccién de la actividad GUS en
AtPht1;4::GUS (11A292) frente a déficit de Pi fue de —pif+pi~ 2.

El tratamiento de frio incrementd una unided, aproximadamente, ia actividad especifica

GUS en la linea liA292 en condiciones dg déficit de fosfato, respecto de la condicion
control (Figura 14). Sin embargo, los analisis de expresion (QPCR) para AtPht1,4::GUS
(1A292), corroboraron los resultados de actividad y mostraron un importante estallido
transcripcional, del orden de trescientas \J ces de induccion por frio ante déficit de Pi,
respecto del control sin fratamiento (Figura 15).

En el caso de suficiencia de fosfato, el tratamiento con frio no significé variacién
alguna. En la linea lIA5, no fue posible apreciar el efecto observado en 11A292. Sin
embargo, esta tendencia fue desestimada debido a que los valores de actividad
registrados fueron inferiores al umbral antes descrito, es decir, fueron mucho menores
a 0,5 pmoles de Mu/minfug de proteina total, situacién corroborada a la vez, con la

ausencia de tincién GUS efectiva (dato nojmostrado).
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Figura 14. Actividad GUS en plantas trapnsgénicas de trigo T3 portadoras de la
fusion Pht1;4::GUS en respuesta a estrés por frio. (A) Linsa lIA5 y (B) linea 11A292.
El estrés por frio (F) se indujo durante 3 dias a 5°C. El control (Ct), se mantuvo a 23°C.
La concentracion de Pi en raices fue de 0,008 £ 0,001 pmol Pi mg-1 tejido (PO, barras
blancas) y de 0,011 % 0,0017 umol Pi mg™| tejido (P1, barras grises). Cada barra de
error representa promedio £ SD (n=3-4). Barras del mismo color y marcadas con la
misma letra, indican que los valores promedios no son significativamente diferentes
(Test t-student, P<0,05),




11A292

U
o

[=]
[==]

lativa (gPCR)
= NN W W
o
(=]

o
Qo

u
(=]

ut
o

»

Fl

expresion génica re
un
=]

o

W T 1

FPO | FP1 ctPO citP1

Figura 15. Niveles de expresiéon génica GUS mediante qPCR en plantas
transgénicas de trigo T3 portadoras de Ila fusion AtPht1;4::GUS para Ia linea
1A292 en respuesta a frio. La expresion génica se detemmind mediante gPCR
utilizando el gen UB/ como gen de referencia, y segin el método de cuantificacion
relativa 2ddCt. FPO, condicion de frio |y déficit de Pi. FP1, condicién de frio y
suficiencia de Pi, ctP0, condicion control con déficit de Pi. ctP1, condicion control con
suficiencia de Pi. Las barras de error indican la desviacion estandar (SD) calculada
seglin SD DeltaCt =Sv(SD1%+ SD2?) de Ids valores de Ct para qPCR (n=4).

6.0. Analisis cuantitativo de actividad y expresion génica GUS en trigo

transgénico AtPht1,4::GUS frente a la combinacién de estrés por hipoxia y frio

Al combinar ambos tipos de estrés, se tiene que la linea 11A292 exhibid un significativo

incremento en la actividad enzimatica |(GUS en la condicion de déficit (P0) no

observado en la condicién de suficiencia (P1) {Figura 16). El analisis de expresion
mediante gPCR mostré una tendencia similar (Figura 17). Sin embargo, se presentd
un importante aumento de mas de doscientas veces en las muestras sometidas tanto
a frio como a hipoxia en el estatus de carencia de fosfato (P0O) y relativo a las muestras

sin tratar,
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La linea lIA5 no mostrd una variacion o diferencia significativa de la actividad B-
glucuronidasa independiente de los niveles de fosfato presentes. Sin embargo, como
antes se menciond, los valores de actividad enzimatica para la linea IIAS no son
comparables a la linea 11A292, presentando la primera, valores de actividad muy
inferiores y estrechamente cercanos al umbral empiricamente establecido, siendo por

lo tanto, poco representativos y desestimables.
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Figura 16. Actividad GUS en plantas transgénicas de trigo T3 portadoras de la
fusion AtPht1:4:;GUS en respuesta a la combinacion de estrés por frio e hipoxia.
(A) Linea IIA5 y (B) linea 11A292. La combinacién de estrés por frio e hipoxia (FH) se
indujo durante 3 dias a 5°C y 3% de O2. E! control (Ct) se mantuvo en normoma a
23°C/18°C. La concentracién de Pl en raices fue de 0, 0068 % 0,002 pmol Pimg™ tejido
(PO, barras blancas) y de 0,0127 + 0,004 ymol Pimg’ ! tejido (P‘I barras grises). Cada
barra de error representa promedlo + SD (n= 3-4). Barras de! mismo color y marcadas
con la misma letra, indican gue los valores promedios no son significativamente
difererites (Test t-student, P<0,05).
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Figura 17. Niveles de expresién génica GUS mediante qPCR en plantas
transgénicas de trigo T3 portadoras de la fusién génica AtPht1;4::GUS en la
linea 1IA292 en respuesta a frio e hipoxia. La expresién génica se determing
mediante gPCR utilizando el gen UB/ como gen de referencia, y segiin el método de
cuantificacion relativa 2ddCt. FHPQ, condicion de frio, hipoxia y déficit de Pi. FHP1,
condicién de frio, hipoxia y suficiencia de Pi. ctP0, condicisn control con déficit de Pi.
ctP1, condicién control con suficiencia de Pi. Las barras de error indican la desviacién
estandar (SD) calculada segin SD DeltaCt =SV(SD12 + SD2?) de los valores de Ct
para qPCR (n=4).
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6. DISCUSION

6.1. Evaluacion de lineas transgénicas para el promotor AtPht1;4 en trigo

Una efectiva aproximacion para estudiar la expresion y regulacion transcripcional de
genes en sistemas heterdlogos, es €l monitoreo de la actividad de genes reporteros. El
gen reportero GUS ha sido exitosamente utilizado en numeroscs trabajos de
investigacién (Jefferson y col, 1987; Karthikeyan y col, 2002; Campillo y col, 2004),
En este estudio, se hizo una evaluacién del sistema promoior/gen reportero
AtPht1,4::GUS, que consistid de la region promotora del gen para el transportador de
alta afinidad Phf1,4 de Arabidopsis (AtPht1,4) fusionada al gen reportero GUS e
insertada en el genoma de trigo via biobalistica (método recurrentemente usado para
la transformacion genética de especies monocotiledéneas, pues resulta ser mucho
mas eficiente en estas especies que la transformacion mediada por A. fumefaciens).

Inicialmente, se planted evaluar tres lineas de trigo AtPhi1,;4::GUS con el objeto de
caracterizarlas en relacion a la fuerza con que es promovida la expresién génica en
cada una de ellas. Numerosos estudios han mostrade que ia inclusién de un intrén
génico es frecuentemente esencial para altos niveles de expresion de un gen foraneo,
incluyendo genes reporteros (Mc Elroy y col, 1990; Luerhsen y Walbot, 1991; Comejo
y col, 1993; Snowden y col, 1996). Sin embargo, el gen AtPht1;4 no contiene intrones
hativos en su secuencia génica para ser utilizados con esta finalidad (aunque posee
un intrdn, este se encuentra en la region 5'UTR y su funcién se relacionaria con la
localizacion), Para soslayar la presencia o ia ausencia de intrén, se planted evaluar

dos tipos de construcciones génicas. Una construccidn sin intrén, representada por las
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iineas HAS y 11A292 y una construccién con el intrén del gen Adh? de Z. mays,
representada a través de la linea Xi720. Resultados de los ensayos de tincidn
histoquimica y actividad GUS, mostiraron que AtPht1,4.:GUS fue funcionaimente
expresado en raices, especialmente en aquellas plantas que se encontraron en
condiciones de déficit. Sin embargo, el promotor AfPhi1;4 en su forma nativa, para las
lineas 11A5 y 1A292, exhibid bajos niveles de expresién del reportero GUS, ademas de
presentar un alto grado de variabilidad, tanto de forma inter como intra linea. Al
comparar ias lineas [1A292 y lIA5, se vio que la primera promueve aproximadamente el
doble de la expresién GUS que la segunda (Figura 1). La modificacién del promotor
AtPht1;4 mediante la incorporacion de un intrén foraneo (derivativo del gen Adh7 de
maiz) resulté en muy bajos niveles de expresion de actividad reportera GUS, en la
linea X1720, en condiciones de deficiencia como de suficiencia de Pi. Un estudio
similar realizado en cebada, para los promotores nativos de los genes HvPhi1;1 y
HvPht1,2 (Schiimann y col, 2004), mostré que estos también dirigen bajos niveles de
expresién génica de aproximadamente 1 a 2 pmoles de Mu/minfug de proteina total en
condiciones de déficit. Estos valores son muy parecidos a los obtenidos para la linea
11A5. Sin embargo, en el estudio de Schiimann y col (2004), la inclusion del intrén del
gen Adh 1 de maiz (es decir la misma secuencia que se utilizé en esie estudio),
mostrd un dramético incremente en [a actividad GUS cercano a veinte veces, para
distintas lineas crecidas en condiciones de déficit de Pi, respecto de las lineas
portadoras de los promotores nativos (Schiimann y col, 2004). Es decir, la inclusion de
un intrén afectd de forma positiva y fuertemente la actividad promotora en cebada, Jo
cual no fue posible apreciar en nuestro sistema de expresién en trigo.

Al comparar la actividad GUS, promovida por AfPht1;4:GUS entre plantas

pertenecientes & una misma linea (intra linea), tanto en IIA5 como en 1IA292
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(Figura 1), también se encontré que la expresion del gen reportero GUS habia sido
silenciada de forma iotal o parcialmente. Se pudo apreciar que atn cuando 1|A292
muestra valores més homogéneos, tanfo en condiciones de suficiencia como de
déficit, existen algunas plantas (aproximadamente un 20%) con practicamente nula
expresion GUS (Figura 1). Esto Glitimo pudo observarse en los analisis de actividad,
tincién histoquimica GUS y ademas en los experimentos de qPCR, en Ia presencia de
fosfato como en su ausencia.

El éxito en el proceso de fransformacién genética no es tnicamente determinado por
la efectiva integracién de transgenes en el genoma de la planta, sino también en la
habilidad de estos transgenes para ser establemente expresados en las siguientes o
sucesivas generaciones. El uso de bombardeo de particulas, como un efectivo,
reproducible y viable método, para introducir genes que controlan importantes rasgos
de interés econdmico, ha revolucionado la investigacion en el cultivo de trigo, en las
Gitimas décadas (Anand y col, 2003; Alspeter y col, 1996). Sin embargo, esta
tecnologia ha sido cada vez mas cuestionada y catalogada como limitada, por la baja
frecuencia de generacién de plantas que muesfren o exhiban altos niveles de
expresion. Este problema, se ha visto exacerbado por reportes de silenciamiento
génico en trigo, detectado al hacer un seguimiento sobre varias generaciones de
plantas transgénicas (Anand y col, 2003; Alvarez y col, 2000; Demeke y col, 1999).
Transgenes que han sido integrados en el genoma de trigo, y que fueron incorporados
mediante bombardeo de pariiculas, pueden ser transmitidos y en la mayoria de los
casos expresados hasta la tercera generacion (Basri y col, 2005). Este podria ser el
caso, de las lineas de trigo estudiadas aqui, donde se ha evidenciado que la expresion
del gen GUS aparece disminuida o completamente ausente, sobre alglin nimero de

plantas en distintas lineas que son homocigotas, a partir de ia tercera generacién.
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Se ha reporiado, que el porcentaje de plantas transgénicas de trigo que son
susceptibles al fenémeno de silenciamiento génico (Chen y col, 1998; Anand y coi,
2003), es muy superior a los niveles de silenciamiento reportado en ofras especies de
monocotiledoneas, tales como amoz y sorgo (Chareonpornwattana y col, 1999,
Krishnaveni y col, 2001). Esto probablemente sea una consecuencia de la complejidad
del genoma de trigo, dado su gran tamafio (17000 Mb) y su caracter poliploide
(hexaploide), hecho que transforma en una gran desafioc cualquier tipo de
manipulacién genética (Patnaik y Khurana, 2001).

Una inestable expresién de transgenes es frecuentemente relacionada con Ia
integracién de multiples copias en el genoma de la planta (Muller y col, 1996); un
efecto posicional, dado la ocurrencia de numerosos re-arregios cromeosomales en los
sitios de integracion (Weiler y Wakimoto, 1985) y el efecto de metilacién del loci
transgénico (Srivastava y col, 1996). Se ha visto, que la expresién de un transgén en
una planta es inversamente proporcional al numero de copias del plasmido
incorporadas. Se argumenta que varias copias de un transgén pueden generar co-
supresion y silenciamiento (Fagard y Vaucheret, 2000; Dai y col, 2002; Shou y col,
2004, Asem y Hassam, 2008).

Para poder determinar el nimero de copias existentes en distintas lineas transgénicas,
es necesario efectuar un ensayo de Southem blot. Sin embargo, las lineas estudiadas
aqui, no han sido objeto de este tipo de caracterizacion. Los resultados de expresién
génica GUS muestran un aito grado de variabilidad entre las lineas, con plantas
silenciadas en fodas ellas, y una linea totaimente silenciada (X1720), lo que debe estar
correlacionado de forma directa respecto del nimero de copias del plasmido

incorporado en cada una de ellas.
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Tras evaluar las distintas lineas seglin la fuerza con que se promovid la expresion
AtPht1;4::GUS y poder postuiar que presentaron diversos grados de silenciamiento, se
escogio a [1A292, como la mejor linea para representar el sistema reportero, aln
cuando, presentd bajos niveles de expresiébn y como se menciond anteriormente,
también exhibié plantas con nula actividad GUS. Por lo tanto, se planteé evaluar los
sigulentes experimentos en esta linea, aunque de igual modo, se contd con IIAS como

referente para los ensayos de actividad.

6.2. Evaluacion del sistema AtPht1;4::GUS en trigo segun el estatus de fosfato

Una vez elegidas las lineas blanco, se plante6 establecer la capacidad de respuesta
del sistema reportero AtPht1;4::GUS en trigo frente al déficit de Pi. Una de las mas
importantes caracteristicas de los transportadores de fosfato de alta afinidad, como
AtPht1;4 (o AtPT2) es su induccién en condiclones de baja concentracién de fosfato
(Muchhal y col, 1998). En plantas de Arabidopsis portadoras de la construccion
reportera AtPht1,4::GUS, se ha visto que la actividad GUS se incrementa como una
consecuencia directa de los cambios en la concentracién de Pi en el medio (Clarkson y
col, 1978; Drew y col, 1984).

En el sistema de estudio planteado se pudo corroborar que frente a condiciones de
déficit de Pi, la fusidbn génica AtPht1,4.:GUS en trigo, reporié mayores niveles de
actividad GUS que frente a condiciones de suficiencia. Es decir, se pudo constatar la
induccién génica del sistema reporiero frente a déficit, tanto en la linea IJA5 como en ia
linea 11A292, siendo en esta (ltima notoriamente mas marcada. A pesar, de que cierto

porcentaje de las plantas en ambas lineas no presentaron expresion GUS, ain fue
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posible estimar la capacidad de respuesta del sistema frente a déficit de Pi en el resto
de los ejemplares, al omitir los valores de expresion nula y poco consistente. Con este
sesgo, se procedio a trabajar en los siguientes ensayos.

Ha sido reportado, que el sistema AtPht1:4::GUS en A. thaliana y N. tabacum
promueve actividad GUS dnicamente en condiciones de deficiencia de Pi (Karthikeyan
y col, 2002). Sin embargo, & pesar de lo descrito por la literatura, la fusion
AtPht1:4::GUS en trigo, promovié también actividad en condiciones de suficiencia, lo
que fue evidenciado mediante actividad y tincién histoquimica GUS. Una explicacion
para esta condicion, es que los valores de actividad y expresion GUS reportados frente
a suficiencia sean basales. Al observar los valores de actividad promedio, vemos que
la induccion frente a déficit fue Gnicamente cercana al doble, lo anterior implica que la
induccién que vemos frente a déficit debié haber sido mas marcada aun, para poder
diferenciarse mas claramente de la condicion de suficiencia y no evidenciar valores tan
comparables. Esto hace suponer que para el caso de la linea 11A292 (linea que mostrd
el mejor desempefio) se promovio actividad GUS unicamente de forma parcial, segun
lo comentado anteriormente, las lineas podrian presentar distintos grados de
silenciamiento génico, teniéndose una linea 1A292, donde la induccion es apreciable,
pero de un modo incompleto, como si fuera una linea heterocigota. En el caso de ia
linea 1IA5, mostrd niveles de actividad tanto en la condicién de défict como de
suficiencia, bastante parejos, o sea, donde la induccién génica no fue tan evidente.
Finalmente, a pesar de no exhibir niveles de expresion considerables, se tiene que la
induccion génica igualmente fue apreciable en la condicion de déficit, especialmente
para fa linea con mayor expresion (1iA292). Por lo tanto, este sistemna, se postuld como
igualmente vélido para poder estimar la respuesta de AtPht1;4::GUS frente a los

tratamientos experimentales inicialmente propuestos. La induccién de! promotor
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AtPht1:4 a bajos niveles de Pi en trigo, sugiere que los elementos cis para el déficit de
Pi, pueden funcionar tanto en células de Arabidopsis como en trigo, lo que evidencia
un alto grado de conservacidon de este tipo de respuestas en especies mono y
dicotiledéneas, tal como ha sido predicho in silico.(Tittarelli y col, 2007) y ha sido

reportado en especies como maiz (Coetho y col, 2010).

6.3. Localizaclén tisular de la expresion de AtPht1;4::GUS en trigo

Antes de efectuar los tratamientos de estrés abidtico, surgid la interrogante sobre la
forma en la cual se estaba expresando la fusion reportera AtPht1;4::GUS en la raiz
trigo, es decir, se planteé determinar su localizacién celular. Una de las ventagjas de
usar genes reporteros, como GUS, es la facilidad para observar los patrones de
expresion génica tejido y 6rgano especifico. En este trabajo se pudo corroborar que la
actividad de el promotor AtPhf1;4 en trigo (sistema heterélogo), se restringe casi
exclusivamente a la raiz, confirmandose el caracter de promotor tejido-especifico.

En Arabidopsis, ocho de los nueve miembros de la familia de transportadores Pht7 son
expresados en raices, asumiéndose que colectivamente se encargan de mediar la
toma de Pi desde el suelo y su transporte hacia el resto de la planta (Bucher y col,
2001; Mudge y col, 2002; Okumura 1998). Sin embargo, el rol particular de cada uno
de ellos y su contribucién en el transporte de Pi no es del todo conocido. Reportes
sobre €] patrdon de expresién de AtPht1,4:GUS en la raiz de Arabidopsis, han
mostrado expresién GUS en la mayor parte de ésta, siendo muy evidente en epidermis
asi como en fejido indiferenciado (zona meristematica) presente en la punta de la raiz

y en la zona de elongacién (Karthikeyan y col, 2002). Tambien, una fuerte sefial de
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actividad GUS ha sido detectada en tejido vascular de regiones diferenciadas o zona
de maduracién (Mudge y col, 2002; Karthikeyan y col, 2002). Del mismo modo, se ha
reportado una alta actividad en estructuras extemas de la raiz, como pelos radicales o
tricoblastos (Karthikeyan y col, 2002). El sistema AtPht1:4::GUS en ftrigo, cumplid
parcialmente con lo anteriormente descrito. Se observdé una muy débil sefial en
epidermis y no se vio expresion del reportero GUS en pelos radiculares o fricoblastos,
tanto en condiciones de suficiencia como de déficit. Tampoco, fue posible observar
sefial de actividad GUS en otras estructuras externas de la raiz, como el capuchén
protector del meristema radical (root cap) ni en la punta de la raiz (root tip). Sin
embargo, una fuerte sefial GUS, fue detectada en el tejido que circunda y forma parte
del sistema vascular, principalmente en la cdrteza de raices maduras o diferenciadas.

Los tricoblastos o pelos radiculares son estructuras que son reconccidas como el
principal sitio de toma de fosfato desde la solucion del suelo (Gahoonia y col, 1998). El
desarrolio y elongacion de pelos radiculares, es considerado un importante
componente en la incorporacion de fosfato, debido a la gran superficie de exploracion
que abarcan y a la habilidad que tienen para acceder a los poros presentes en el
suelo. Cerca del 63% de la incorporacién de fosfato, procede via pelos radiculares,
especialmente en condiciones de deficiencia (Gahoonia y col, 4998). Sin embargo, los
resultados obtenidos para AtPht1;4::GUS en trigo, no concordaron con ia adquisicion
de fosfato por esta via. Al parecer estos resultados indicarian que en el sistema
heterdlogo estudiado aqui, el promotor AtPht1;4 no tendria relacién con dirigir Ia
expresion de un transportador para la transferencia de Pi desde el suelo hacia la
planta, sino mas bien, controlaria a un transportador involucrado con el traspaso de
fosfato (Pi) desde las células de Ia raiz hacla el sistema vascular, es decir fendria un

papel en la carga del xilema.
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Un estudio reciente mostrd, mediante deleciones del promotor AtPht1;4 en maiz, que
la presencia de un intrén 5°'UTR, es gravitante para la expresion en estructuras como
el apice o punta de la raiz {Coelho y col, 2010). Es probable, que en el sistema
AtPht1:4::GUS estudiado, este intrén pudiera encontrarse ausente, debido a ia
ocurrencia de re-arreglos en el locus de insercion o bien parcialmente metilado
producto de un potencial fenémeno de silenciamiento génico, que terminaria afectando
directamente el patrén de expresion de este promotor.

Generalmente, se asume gue los transportadores de fosfato (Pi) de alta afinidad estan
involucrados en la toma de fosfato por la raiz, mientras que los de baja afinidad se
encargan de regular el movimiento de fosfato hacia la planta. Esta presuncion, se debe
a numerosas publicaciones existentes sobre la expresion diferencial en raices de un
numero de transportadores de fosfato de aita afinidad clonados (Muchhal y col, 1996;
Smith y col, 1997; Liu y col, 1998a y 1998b). Sin embargo, estudios realizados a la
fecha, han sugerido la existencia de dos tipos de sisteras de iransportadores de alta
afinidad operando bajo condiciones de deficiencia de Pi. Uno que responderia
rapidamente y de forma especifica ante el déficit de Pi y otro que se expresaria
durante la deficiencia, pero también en condiciones de suficiencia. En el primer caso,
esta funcion podria ser llevada a cabo por el transportador AtPht1;4 mientras que en el
segundo caso, se tendria a otro transportador de alta afinidad denominado AtPht1;2,
que incrementaria su expresién hasta dos veces bajo condiciones de deficiencia
respecto a las de suficiencia. Se ha reportado, que la expresién del transportador
AtPht1:2 se encuentra totalmente ausente del tejido meristematico presente en la
punta de ia raiz (root tip) y de la estructura de capuchén que protege a dicha zona
meristemética (root cap) y sus niveles de expresion disminuyen en las ramificaciones

hacia la formacién de raices secundarias. Otro transportador de esta familia, AfPH1,3
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es expresado fuertemente en tejido vascular con bajos niveles de expresion en células
epidermales cercanas a la punta de la raiz y raices laterales. Es decir, el patron de
expresion de los transportadores Pht1 es complejo y con sobrelapamiento en los sitios
de expresion para algunos miembros de esta familia (Mudge y col 2002; Karthikeyan y
col, 2002). El patrén de expresion del promotor AfPhi1;4 en trigo, coincide
parcialmente con el documentado para ese promotor y para otros miembros de esta
familia. Lo cual no es raro, dado el alto nivel de identidad que ellos exhiben en su

estructura transcripcional.

6.4. AtPht1:4::GUS en trigo y su respuesta a los tratamientos experimentales de

estrés abldético

El estudio de los elementos cis y frans, relacionados con estrés, presentes en los
promotores de genes tipo Pht1- ha sido escasamente documentado. Ha sido
demostrado que los elementos cis presentes en los promotores de genes del tipo
AtPht1, en sistemas heterdlogos, son suficientes para mediar la respuesta frente a
déficit de fosfato (Karthikeyan y col, 2002; Koyama y col, 2005; Tittarelli y col, 2007).
Aparte de los elementos de respuesta a déficit de Pi, comunes a todos los promotores
de tipo Pht1, tales como P1BS y PHO-like (Franco-Zorilla y col, 2004; Hammond y col,
2004), existen otros elementos cis que pueden resultar importantes en la regulacion
transcripcional de los promotores Pht1 in vivo. El andlisis in silico de la region
promotora AtPht1;4 (3,0 Kb) utilizada en las construcciones ensayadas en este estudio
(Figura 8), reveld la existencia de un nimero importante de elementos reguiatorios que

estarian relacionados con diferentes sefiales medioambientales de esirés,
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principalmente, con la respuesta frente a deshidratacion (o sequia), con las bajas
temperaturas, o combinaciones de ambas, como en el caso de los dieciséis elementos
MYCCONSENSUSAT (Figura 8). Esta evidencia in silico, constituyd el punto de
partida para establecer una asociacién in vivo mediante los distintos tratamientos de
estrés que se plantet estudiar.

Al hacer una estimacion de la condicion iniciaimente descrita, es decir, que las lineas
presentarian cierto grado de silenciamiento, se determiné analizar un nimero de
plantas, entre las cuales se escoglid, inicamente, aquellas cuyos valores de actividad
(lineas ilAS y 11A292) ¥ expresién GUS (linea 292), mostraron mayor coherencia.
Como antes fue mencionado, se establecié empiricamente un valor o parémetro para
la expresion de la actividad GUS. Generaimente, por sobre un valor de actividad de
0,5 pmoles de Mu/min/ug proteina total, la coloracion azul pudo ser efectivamente
apreciada en las muestras de raices sometidas a tincion. Esto permitié determinar

aquellos ejemplares donde fa induccion frente a déficit de fosfato fue efectiva.

Para el ensayo de hipoxia (o baja dispenibilidad de oxigeno), inicialmente los valores
de actividad de Ia linea 11A292 en suficiencia versus déficit de las plantas control,
mostraron una tasa de induccién de —pif+pi~2, lo que pemmitio cerificar la
funcionalidad del sistema AtPht1;4::GUS, es decir su capacidad de detectar el déficit y
responder a este mediante un aumento o induccién de la expresion génica. Respecto
de Ia hipoxia misma, se vic que la induccién se mantuvo pero a una tasa menor y
deteminé una disminucion significativa de la actividad frente a déficit de fosfato, es
decir se reprimid la actividad del sistema reportero AtPht1;4::GUS por causa de esta
sefial. No se observd efecto de la hipoxia durante suficiencia de fosfaio, lo que

demuestra que la condicion de déficit de Pi es la que determina la versatilidad de
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respuesta del promotor AtPhi1;4 frente a ofros tipos de estimulos. Quizas, 8 h de
tratamiento en la condicién de hipoxia, no fueron suficientes para provocar un
incremento en la induccion génica. Para evaluar la funcionalidad de esta metodologia,
se midi6 la expresion génica para el gen Adht (Pefaloza ef al, comunicacion
personal), un conocido gen marcador o indicador de aclimatacion a bajas
conceniraciones de O, {Andrews y col, 1993; Drew, 1997). Se vio que 8 h son
insuficientes para gatillar un cambio significative en la expresion de este gen, mientras
que 12 h de hipoxia provocaron un incremento de, aproximadamente, 14 veces,
respecto de la condicién control.

Estos datos se vieron confirmados al observar nuestros analisis de expresion mediante
qPCR, donde no se apreciaron cambios significativos entre {a condicién control y el
tratamiento experimental, Por lo tanto, se estima que nuevos experimentos deben ser
efectuados a partir de 12 h para poder ver un posible efecto sobre la induccién génica
AtPht1,;4::GUS. Probablemente, 8 h de hipoxia no signifiqguen un estrés de fosfato en la
planta, siendo aln capaz de sostener su metabolismo sin hacer el switch completo
hacia un metabolismo de tipc fermentativo o glicolitico, al incrementar la utilizacion de
fotoasimilados, sustentando la produccién de energia por la via regular de fosforilacion
oxidativa.

Respecto del tratamiento de alta temperatura, al observar los resultados de actividad y
de expresion génica AtPht1,4::GUS (I1A292), vemos que no fue posible verificar ei
sistema de induccién en los controles, por lo que no se pudo establecer una respuesta
clara frente al ratamiento, en este sentido.

Al observar los resultados de expresion GUS (QPCR)} para 11A292 frente al fratamiento
de sequia, se vio una induccién de la respuesta frente a défict de Pi de,

aproximadamente, diez veces, respecto del control. Por lo tanto, el tratamiento de
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sequia fue capaz de provocar una respuesta a nivel transcripcional que sin embargo,
no llegé a ser evidenciado a nivel de la fraduccion de este mRNA. Por [o tanto,
AtPhi1:4 se estaria comportando como un gen inducible por sequia, ya que los
elementos de respuesta relacionados con deshidratacion desplegados en su promotor,
fueron capaces de responder de forma directa a la condicién de sequia impuesta. La
sequia involucra la pérdida de agua y deshidratacién tanto a temperaturas normales
como elevadas. La contraccion de las células conduce a pérdidas de turgor, estrés
osmético y cambios en el potencial de membrana. Bajo una condicion de severa
pérdida de agua desde la célula, puede ocurir desintegracién de su membrana y la
abolicion de muchos procesos metaboélicos (Mahajan y Tuteja, 2008). Es por ello, que
la ausencia del agua disponible podria disminuir, por ejemplo, la tasa fotosintética, y
por lo tanto, podria incrementarse la demanda interna de Pi por una escasa
generacion de ATP. Tiene sentido, entonces, que un periodo de sequia de varios dias,
promueva la expresion de transportadores de fosfato de alta afinidad.

Segtin los resulfados de actividad GUS para el ensayo combinado de shock térmico y
sequia, no fue posible apreciar una clara induccién en ninguna de las dos lineas en
estudio para la condicién control. Al comparar la condicién control versus el ensayo
combinado, sin fosfato, se produjo una disminucién de la actividad GUS en 11A292,
mientras que en IIA5 no se observaron diferencias significativas. Este ensayo,
replicaria la condicién de los ensayos individuales, es decir, de no mostrar una
significativa variacién respecto de la condicién control, aunque tienden a la baja de la
actividad GUS, Probablemente, esto se deba al no haber podido establecer un mayor
grado de induccitn frente a déficit de fosfato en estas plantas, quizés, una diferencia
mas notoria hubiera determinado una mayor fuerza de respuesta frente a estimulos

como este.
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En el tratamiento de frio o baja temperatura, el andlisis de expresion {(PCR) para
AtPht1:4::GUS (lI1A292), corrobord los resultados de actividad y a la vez, mostrd un
importante estallido transcripcional, del orden de trescientas veces de induccién por
frio ante déficit de Pi. Nuevamente, quedando de manifiesto, el potencial grado de
silenciamiento que podrian sufrir estas plantas, las cuales no fueron capaces de
traducir este incremento transcripcional a un nivel funcional, manifestando Gnicamente
un aumento moderado de la actividad frente a la combinacién frio-déficit de fosfato.
Finalmente, los resultados del ensayo combinado de frio-hipoxia reforzaron la
tendencia mostrada por los ensayos individuales. A pesar, de la baja tasa de induccién
—pif+pi ~ 1, en plantas control AtPht1:4::GUS (11A292), se vio que la combinacion frio-
hipoxia y déficit de Pi, incremenid la actividad AtPht1,4::GUS (lIA292) en,
aproximadamente, una unidad. Nuevamente, a nivel franscripcional, la combinacion de
tratamientos se tradujo en un gran incremento en la expresion, mayor a doscientas
veces. Como antes se menciond, el tratamiento individual de hipoxia, probablemente,
no seria efectivo durante 8 h y por el contrario, tenderia a reducir la actividad,
aproximadamente a lamitad, mientras, que el tratamiento individual de fric ncremento
la actividad alrededor de una unidad. Al combinar ambos tipos de estrés, y producirse
un balance entre sus efectos, podemos ver que ei frio ain en combinacién con la
hipoxia, estimularia fuertemente fa actividad GUS cuando existe una condicion
limitante de fosfato. A nivel transcripcional, el efecto del frio se vio manifestado
fuertemente, aunque de forma levemente menor versus la situacion de frio como
estrés unico.

Podemos decir, entonces, que AtPhi1;4 actuaria como gen de tipo COR o de
respuesta a frio (“cold responsive genes’; COR-genes), es decir un gen que es

regulado & través de los elementos de respuesta de tipo especifico presentes en su
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promotor (cis-acting elements) llamados C-repeat/dehydratation—responsive elements
(CRT/DRE) o low temperature responsive elements (LTRES) (Beck y col, 2007). La
secuencia promotora AtPht1;4 estudiada, conté con cuatro elementos cis de este tipo,
ademas de dieciséis MYCCONSENSUSAT, los cuales serian responsables de una
gran induccion génica en frio en combinacién con la deficiencia de fosfato. Respecto
de la importancia biolégica de la induccion de AtPht1,4 frente a frio, ha sido reportado
un rol relevante de nutrientes como el N y P en la aclimatacion a bajas temperaturas,
las cuales inhiben el proceso de fotosintesis, y en consecuencia, reducen la
disponibilidad de fosfato inorganico (Humy y col, 2000). Debido a esto, los
fransportadores de fosfato de alta afinidad resultarian fundamentales para restablecer
{a homeostasis interna de Pi. La induccién de promotor AtPht1;4 frente a frio, podria
indicar un reajuste del estatus celular de Pi y el restablecimiento de la produccién de

azlcares, a fravés de fotosintesis.

6.5. Perspectivas

La disponibilidad de fosfato es un factor limitante en el crecimiento, desarroflo y
productividad de las plantas. Tanto en el contexio ecolégico como agricola, [as plantas
crecen en suelos con bajo contenido de fosfato soluble, y particulammente en el caso
del trigo cultivado en Chile, en los suelos acidos del Sur, donde la solubilidad de
fosfato es alin menor. Las plantas responden a esta situacién mediante una serie de
adaptaciones y cambios fisiolégicos, metabdlicos y del desarrollo que tienen por objeto
aumentar la adquisicion de este nutriente vital desde el suelo para poder sustentar su

crecimiento y supervivencia. Sumado a la baja disponibilidad de fosfato, las plantas se
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ven enfrentadas a condiciones ambientales que también podrian influenciar la
incorporacién de este nutriente. Esta situacion resulta particularmente importante, en
términos de su efecto en la produccién agricola. Este trabajo de tesis proporciond una
mirada hacia la compresion de este respecto, al estudiar un promotor para un
transportador de fosfato en trigo frente a tratamientos de estrés que simularon
condiciones del cultivo en campo. De este modo, fue posible establecer la existencia
de una influencia directa en la respuesta de este promotor en téminos
transcripcionales, que estaria vinculada a estimulos de bajas temperaturas y en menor
grado de sequia, frente al déficit de fosfato. Lo anterior permitiria sugerir una mayor
incorporacién yfo distribucién de este nutriente por parte de la planta, al verse
enfrentada a tales condiciones de estrés. Tai informacion podria resultar relevante en
términos de estimular la produccion de cultivos de importancia econémica como trigo.
Sin embargo, dada la complejidad de la respuesta frente a deficiencia de fosfato, la
explotacién del potencial de esta respuesta dependeré de un dominio mas acabado
del sistema regulatorio. Se requieren trabajos adicionales para identificar otros
componentes del sistema regulatorio, tales como factores de transcripcion, y la
coordinacién con otras redes de sefializacion, asi como la relacion con hormonas y
azucares, involucrados en la respuesta a deficiencia de fosfato, antes de poder hacer
una aproximacién hacia la agricuitura sustentable. Sin embargo, el uso de lineas
transgénicas para promotores relacionados con la adquisicién de fosfato, resulta ser
una valiosa herramienta informativa como una aproximacioén hacia la comprension de
la respuesta transcripcional asociada a potenciales interrelaciones entre la asimilacion

y metabolismo de fosfato y sefiales medioambientales.




7. CONCLUSIONES

Se determiné los niveles de actividad GUS para tres fineas diferentes y se
establecié que la linea representante de ia construccién con el intrdn del gen
Adh1 de maiz, XI720, exhibi6 niveles de expresion considerablemente mas
bajos que las lineas para la construccion sin intron. Esto podria explicarse por
un efecto de represién de Ia expresién por parte del mismo intrén. La linea
11A292 presents el nivel mayor y mas homogéneo de expresion entre plantas,

por lo que fue seleccionada para ensayos posteriores.

A pesar del grado de silenciamiento observado en las lineas estudiadas, se
pudo efectivamente establecer una expresién GUS de tipo raiz-especifica e
inducida frente a deficiencia de fosfato, en el sistema heterdlogo planteado, tal

como ha sido reportado para el promotor AtPht1;4.

La localizacién tisular de la expresién GUS, situd la expresion del sistema
promotor-gen reportero AtPht1;4::GUS circundando al tejido vascular, lo que
pemitiria postular un importante papel de Pht1,4 en el transporte de Pi desde

la raiz hacia el resto de la planta por la via del xilema.

Se establecié que las bajas temperaturas, y en menor grado la sequia (o baja
disponibilidad de agua), tuvieron un importante efecto en la respuesta del
promotor AtPht1:4 en trigo frente a deficiencia de fosfato, sugiriendo una fuerte
influencia del fric sobre el patrén de expresion de genes relacionados con la

adquisicién de fosfato.
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Se proporciond una visién de como ofros tipos de sefiales medioambientales,
adicionales al déficit de fosfato, son capaces de influenciar una respuesta
gatillada a nivel transcripcional, al afectar de forma directa la actividad de un

promotor para un gen relacionado con el estatus de fosfato
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