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RESUIVIEN

Las  proteinas  CBF  pertenecen  a  una  pequefia  familia  de  factores  de  transcripci6n  que

juegan  un  papel  importante  en  la  capacidad  que tienen  las  plantas  de tolerar distintos tipos

de estfes abi6tico.  Se  ha demostrado que las proteinas CBF1,  CBF2 y CBF3 de Arab/.c/aps/.s

tha//.ana  estan   involucradas   en   la  tolerancia  a   bajas  temperaturas.   Estas   protefnas  que

poseen  una  relativa  homologia,  desencadenan,  una  serie  de  eventos  que  permite  que  la

planta sobreviva a bajas temperaturas.  Los genes CBF han sido descritos en especies como

maiz,  arroz y trjgo,  cumpliendo en todas ellas una funci6n similar,

En  el  desarrollo  de  este  trabajo  se  aisl6  un  gen  tipo-CBF  de  Euca/ypfus  g/obu/us,  especie

forestal  de  gran  importancia  comercial  en  nuestro  pais.   EI  gen  aislado  posee  una  regi6n
\

codificante  de  672  pares  de  bases  correspondientes  a  223  aminoacidos,  encontfandose  en

esta   secuencia   un   dominio   de   uni6n   al   ADN,   denominado   AP2,    una   secuencia   de

localizaci6n nuclear y la secuencia serial CBF.

Los resultados obtenidos indican que el gen EgcBF esta presente en mas de una copia en el

genoma  de  Euca/ypfus  g/obu/us.  Experimentos  de  expresi6n  de  este  gen  bajo  diferentes

condiciones  de  esttes  medioambiental  demostraron  un  aumento  de  su  expresi6n  cuando  la

planta   es   expuesta   a   bajas   temperaturas   con   un   nivel   maximo   a   los   30   minutos   de

tratamiento a 4°C.

Para comenzar a estudiar la funci6n del gen EgcBF,  se transform6 Arab/.daps/.s tha//.ar)a,  con

un vector binario  conteniendo  este gen  bajo el  promo{or CaMV 35S.  Se confirm6 el  caracter

transg6nico  de  las  plantas  por  su  resistencia  a  kanamicina  y  por  la  amplificaci6n  del  gen

EgcBF a  partir de ADN  gen6mico de A.  tha//.ana.  La generaci6n Tl  de  plantas transg6nicas

present6  un  tamafio  menor  con  respecto  a  plantas  control,  las  cuales  se  mantendran  en

condiciones  de  crecimiento  hasta  obtener  la  generaci6n  de  plantas  T3,  en  las  cuales  se

realjzaran  los experimentos fenotipjcos de resistencia al friQ.



SUMIV]ARY

plants can tolerate abiotic stress due to a small family of transcription factors known as CBF

proteins.  The  over expression  of CBF  genes  in Arab/.daps/.s  tha//.ana  results  in  an  increased

tolerance  to  freezing  temperatures,  water  deficit  and  high  salinity,  It  has  been  shown  that

Arab/.daps/.s  tha//.ana  CBF1,  CBF2  and  CBF3  proteins  are  involved  in  the  tolerance  to  low

temperature.  These  highly  similar  proteins  trigger,  independently,     a  series  of  events  that

allow  the  plants  to  survive  to  low  temperature.  These  CBF  genes  have  been  described  in

many plant species including tomato, maize,  rice and wheat.

During  this  project,  a  CBF-like gene was  isolated from  Eucalyptus g/obu/us,  one  of the  most

commercially important forestry species. This gene has a coding region of 672 base pairs that

encode 223 amino acids. Within the protein sequence there is a DNA binding domain,  named

AP2,   a   nuclear  localization   signal   and   a   CBF   signature  sequence.   The  results  obtained

showed  that  this  EgcBF  gene  is  present  in  more  than   one  copy  within  the  Euca/ypfus

g/obu/us  genome.   Expression   studies   of  this   gene   under  different   environmental   stress

conditions showed  an  increased expression when the plant was exposed to low temperature,

with an expression peak at 30 min of cold exposure.

As   a   first   approach   to   establish   the   function   of  this   gene,   Arab/.daps/.s   fha//.ana   was

transformed   with   a   binary   vector   containing   EgcBF   under   the   control   of   CaMV   35S.

Transgenic plants were confirmed by their resistance to kanamycin and by the amplification of

EgcBF   from   A.   tha//.ana   genomic   DNA.   The  Tl   transgenic   plants   produced   showed   a

reduction  in  their rate of growth.  Currently,  the transgenic plants are  being  grown  in order to

collect seeds from T2 and T3 plants in order to confirm their cold resistant phenotype.



1       INTRODUCC16N

1.1     Cultivo de Eucalyptus

Mas  de  600  son  las  especies  de  eucaliptos  reconocidas  en  el  mundo.   Estas  se  ubican

principalmente en Australia, al sureste del continente, y en la isla de Tasmania, donde crecen

asociadas   a   especies   que   pertenecen   a   la   familia   botanica   de   los   robles   y   coigt]es

(Ncthofagus).

En  el  afio  2002  las  plantaciones  de  Euca/ypfus en  Chile  alcanzaron  las  387000  hectareas,

de  6stas  el  80%  corresponden  a  E.  g/obu/us  y  el  20%  a  E.  n/.fens  (lNFOR,  2003),  siendo

estas  las  dos   especies  de   Eucalyptus   cultivadas  en   nuestro   pals   a   nivel   comercial.   EI

Euca/ypfus presenta ventajas comparativas respecto a otras especies forestales, tales como

su mayor tasa de crecimiento,  adaptablidad y calidad de su  madera,  las cuales lo hacen una

especie  muy  atractiva  para  el  desarrollo  comercial.  El  mercado  generado  alrededor  de  la

producci6n  de  Euca/ypfus,  se  ha  incrementado en  los  dltjmos  afios.  De  esta  manera,  se  ha

establecido  que  los  requerimientos  de  madera  pulpable  aumentara  radjcalmente  desde 4,6

millones  de  metros  cdbicos  en  el  afio  2003  a  7,4  millones  de  metros  ct]bicos  para  el  afio

2010,  correspondiendo  de  esta  tlltima  cifra  4,4  millones  a  Euca/ypfus  g/obu/us  solamente

(lNFOR,   2003).   Esta  variedad   es  la  especie  forestal  que  se   utiliza   principalmente  en   la

producci6n forestal en  Chile ya que presenta ventajas comparativas con  respecto a E.  n/.fens

en relaci6n con la calidad de la celulosa producida.  E.  g/obu/us se utiliza como materia prima

en  la  producci6n  de  celulosa  de fibra  corta,  material  apto  para  la fabricaci6n  de  papeles  de

impresi6n  y elaboraci6n  de  pulpa.  Sin  embargo,  esta  variedad  presenta  una  gran  limitaci6n

en su producci6n comercial debido a su poca tolerancia a la sequia  prolongada y a las bajas

temperaturas,   sobre  todo   en   arboles  j6venes   menores   de   2   afios,   lo   cual   restringe   la

disponibilidad  de  los  terrenos  aptos  para  el  desarrollo  de  esta  plantaci6n.   Es  por  estas



razones   que   al   analizar   la   distribuci6n   por  regiones   de   las   hectareas   destinadas   a   la

producci6n  forestal  de  Euca/ypfus,  se  puede  apreciar que  esta  se  concentra  principalmente

entre   la   octava   y   novena   regi6n   de   nuestro   pals,    mientras   que   en   la   zona   norte

pfacticamente no hay un desarrollo forestal comercial.

Debido  a  la  sensibilidad  de  E.  g/obu/us  a  temperaturas  bajo  0°C  y  a  periodos  de  sequfas

prolongadas se provocan p6rdidas importantes a los productores forestales,  en afios que son

particularmente frios o secos.

Todas  estas  caracteristicas,   hacen  sumamente  interesante  desarrollar  una   investigaci6n

sobre una posible via de tolerancia frente a los cambios medioambientales que pudiese tener

esta   especie.   Los   resultados   en   este   campo,   en   los   que   este   estudio   constituye   un

jmportante   aporte   inicial,   podrian   constituir   un   aporte   en   la   recuperaci6n   de   terrenos

marginales,   degradados   o   en   franco   proceso   de   desertificaci6n,   como   tambi6n   en   la

incorporaci6n de zonas precordilleranas y terrenos del Norte de Chile.

La   manipulaci6n   genetica   de  especies   lefiosas   presenta  ciertas   dificultades  tales  como

largos ciclos reproductivos y tiempos de regeneraci6n,  por lo cual el desarrollo de un sistema

/.n  v/.fro  para  realizar estudios  bajo  condiciones  de  laboratorio  controladas  y el  desarrollo  de

un    sistema    de    transformaci6n    ham    centrado    grandes    esfuerzos    el    ultimo    tiempo.

Recientemente  se  public6  una  patente  (EP1050209A2)  donde  se  describe  un  metodo  de

transformaci6n,     ademas   de   un   estudio  donde   se  describe   la  transformaci6n   mediante

Agrobacterium   tumefaciens   de   segmentos   nodales   cle   Eucalyptus   cultivados   in   vitro

(Spokevicius y col. 2005),  lo cual constituye un importante avance en el area de investigaci6n

forestal.



1.2     Estfes abi6tico en plantas

El medioambiente presenta condiciones estresantes para las plantas tales como sequia,  alta

salinidad y frio,  Ias  cuales  causan grandes dafios  en  la  producci6n  de  los  cultivos  alrededor

del  mundo.  Aunque  hay  diferentes  tipos  de  estfes,  el  dafio  que  causan  a  las  plantas  es

basicamente el  mismo.  Es asi como,  sequia,  exceso de sal y frio disminuyen el  potencial de

agua disponible para la c6lula vegetal,  siendo esto el causante del dafio fisiol6gico que sufre

la  planta  llegando  a  causar la  muerte de los cultivos  en  casos  extremos de  esttes abi6ticos.

Al  ser  las  plantas   inm6viles  es  fundamental   la  forma  en  que  responden  a   los  cambios

medioambientales,  los  cuales  generalmente  son  desfavorables  para  ella,  es  asi  como  los

procesos  de  adaptaci6n  que  desarrollan  las  plantas  son  muy  importantes  para  su  sobre

vivencia.

En  las  tiltimas  decadas  se  han  publicado  numerosos  trabajos,  en  los  cuales  se  describen

genes  de  plantas  que  son  inducidos  por  sequia,  salinidad  y  frio  (Shinozaki  y  col.,   1996;

Shinzaki  y  col.,   1997;    lngram  y  col.,  1996;  Bray,  1997).  Estos  genes  se  clasifican  en  dos

grandes grupos de acuerdo a la funci6n que cumplen (Liu y col., 2000).

El     primer    grupo     comprende    genes    que     codifican     para     proteinas     que     protegen

macromol6culas  y  membranas  celulares  (como  proteinas  LEA,  proteinas  anticongelantes  y

chaperonas),  proteinas  que  mantienen  el  flujo  de  agua  a  trav6s  de  las  membranas  (como

canales   de  agua   y  proteinas  transportadoras),   enzimas   que   catalizan   la   biosintesis   de

osmoreguladores  (como  prolina  y trehalosa)  y enzimas  detoxificantes  capaces  de  mantener

un  metabolismo  normal  en  la  celula  vegetal  (  como  glutation  S-transferasa  y  superoxido

dismutasa).

El otro grupo incluye  proteinas que estan envueltas en transducci6n  de seFlal del estfes y el

control  de  la  expresi6n  de  genes  involucrados  en  la  tolerancia  al  estr6s  como  factores  de



transcripci6n (genes CBF y MYC) (Figura  1), pro{einas quinasas (como MAP quinasas y CDP

quinasas) y proteinasas (fosfoesterasas y fosfolipasa C).

Analisis  de  expresi6n  de  genes  inducidos  por sequia,  alta  salinidad  y  frio  han  mostrado  la

existencia  de distintos  sistemas  regulatorios  de  respuesta  a  estfes,  algunos  dependientes  y

otros independientes de ABA (acido absisico)  (Bray   1997;  Shinozaki   y col.,1996;  Shinozaki

y  col.,   1997;  Thomashc)w  ,1999),  Io  cual  indica  la  existencia  de  mecanismos  regulatorios

complejos entre percepci6n de la serial de estr6s abi6tico y expresi6n genica.

A  pesar  de  conocerse  algunos  de  los  posibles  genes   participantes,   adn  no  es  claro  el

mecanismo  molecular  mediante  el  cual  la  planta  percibe  el  estfes  medioambiental  al  cual

esta  siendo  sometida,  ni  como  esta  serial  de  esttes  es  traducida  en  una  respuesta  de

adaptaci6n en la planta.



1.3     Factores de transcripci6n, genes CBF (c-Rapeaf Bi.nc/ing Factor)

Las plantas de regiones tropicales no tienen la capacidad de sobrevivir a bajas temperaturas,

sin  embargo  las  plantas  herbaceas  de  regiones  mas  templadas  si  la  tienen,  estas  plantas

pueden  soportar rangos de temperaturas  muy  bajos  una  vez  que   la  planta  es  expuesta  a

bajas temperaturas sin ser 6stas extremas,  conoci6ndose este fen6meno  como aclimataci6n

al  frfo  (Hughes  y  col.,   1996).  La  tolerancia  al  congelamiento  implica  cambios  fisiol6gicos  y

bioquimicos,  y  esta  muy  intimamente  ligada  a  la  tolerancia  al  estfes  por falta  de  agua,  ya

que,  durante  el  congelamiento,  la formaci6n  de  hielo  extracelular disminuye  el  potencial  de

agua fuera  de  la  celula  lo  que  causa  que  el  agua fluya fuera  de  6sta.  Por  lo  tan{o,  el  dafio

causado  por el  congelamiento  es  inducido  por la deshidrataci6n  que sufre  la  c6lula vegetal.

Es  por  esto  que  las  plantas  responden  a  las  bajas  temperaturas  y  a  la  desecaci6n  a  nivel

molecular,  de forma muy similar (Pearce,1999;  Shinozaki y col.,  2000).

Muchos  genes tales  como  RD  (responsive  to  dehydration),  COR (cold  regulated),  L77  (low-

temperature  induced)  y  KW  (cold  inducible)  se  inducen  por  bajas  temperaturas  y  sequia

(lngram y col.,1996;  Pearce,1999; Thomashow,1999)  (Figura  1).  Estas proteinas de funci6n

desconocida en general presentan regiones con capacidad para formar a-h6lices anfipaticas,

siendo  algunas  de  ellas  parte de  la familia  de  proteinas  LEA,  como  Cofi47,  la  cual  codifica

un  polipeptido altamente  hidrofilico,  el que participa durante el  proceso de deshidrataci6n de

la   planta   (Thomashow   1999).   Tambien  se   ha  descrito  la  funci6n   del  gen   COR75  en   la

tolerancia  a  estfes  por frio  actuando  sabre  la  conformaci6n  lipidica  de  la  membrana  de  los

cloroplastos (Steponkus y col.,1998).

Recientemente se  ha  establecido que  un  jmportante  componente en  la  aclimatizaci6n  al frio

en  Arab/.daps/.s  es  la  cascada  de  eventos  regulada  por  los  genes  CBF/DREB  (C-repeat-

binding factor o dehydration-responsive element-binding  protein)  (Figura  1).  Estos genes son

inducidos  dentro  de  los  primeros  15  min  de  exposici6n  al  frio  de  la  planta,  (Gilmour y  col.,



1998;  Medina y col.,1999;  Stockinger y col.,1997).  En el genoma  de Arab/.daps/.s fha//.ana se

han  descrito  cuatro  genes  CBF/DRE,  siendo  la  expresi6n  de  tres  de  ellos  (CBF1,  CBF2  y

CBF3)  inducida  por bajas  temperaturas  mientras que  la  expresi6n  de  CBF4 es  inducida  por

la  falta  de  agua  pero  no  por frio  (Gilmour  y  col.,  1998;  Medina  y  col.,  1999:  Haake  y  col.,

2002).  A su  vez,  se  ha  demostrado  que  la  expresi6n  de  estos  genes  activa  rapidamente  el

regul6n   CBF  (aproximadamente  2  horas),   un   conjunto  de  genes  que  son   inducidos  en

respuesta a la activaci6n transcripcional de los CBF otorgando tolerancia al frio y a la sequia

a  las  plantas  (Seki  y  col.,  2001).  El  blanco  inmediato  de  las  proteinas  codificadas  por  los

genes   CBF   tienen    un    elemento    en   su    promotor   denominado    CRT   (C-repeat)/DRE

(dehydration  responsive  element),  elemento  que  contiene  una  secuencia  consenso  de  5

pares  de  bases  rica  en  citosina,  CCGAC,  repetida  mtiltiples  veces  en  dichos  promotores.

Esta  secuencia  regulatoria  del ADN  es  a  la  cual  se  unen  los  factores  de transcripci6n  CBF

por medio del dominio de uni6n AP2  (Baker y col.1994;  Stockinger y cols.1997;  Yamaguchi-

Shiozaki   y   col.    1994).   Esta   familia   de   proteinas   de   uni6n   al   ADN   Ilamadas   AP2/ERF

(Stockinger y col.1997),  comprende mss de  140 miembros en A.  fha//.ana, teniendo todas en

comdn  el  motivo  de  uni6n  al ADN AP2/ERF  (Okamuro y  col.1997;  Riechmann  y  col.1998).

Sin embargo, existen   secuencias aminoacidicas conservadas que distinguen a las proteinas

CBF     del     resto     de     las     proteinas     que     poseen     este     dominio.     Las     secuencias

PK(K/R)PAGRXKFXETRHP  y  DSAWR  que  se  encuentran  rio  arriba  y  rio  abajo  del  dominio

AP2/ERF,  denominandose  "secuencia  serial  CBF",  siendo  su  funci6n  aun  no  determinada

(Jaglo  y  col.,  2001).  Tambi6n  hacia    el  extremo  carboxilo  terminal  da  la  proteina  CBFl  de

A.  tha//.ana  se  han  descrito  motivos  de  aminoacidos  hidrofobicos,  coma  LWSY,  los  cuales

serian  fundamentales  en  la  funci6n  como  activador  transcripcional  de  las  proteinas  CBF

(Zhibin y col.  2005).



Cuando  en  plantas  de  A.  tha//.ana  se  sobre-expresan  en  forma  constitutiva  los  genes  CBF

nativos  se  induce  la  expresi6n  de  otros  genes  que  confieren  tolerancia  al  congelamiento,

sequedad  y  altas  concentraciones  de  sales  a  estas  plantas.(Jaglo-Ottosen  y  col.,   1998),

como  por ejemplo  el  gen  COR15  (Baker y col.,1994),  COR78/RD29A (Horvath  y col.,1993),

COR6.6  (\/Vang  y  cols.,1995)  y  KIN1  (\/Vang  y  col.,1995),  sin  embargo,  cuando  las  plantas

sobre expresan algdn gen  CBF bajo el control de un  promotor constitutivo,  como el promo{or

del virus del  mosaico de la  coliflor (CaMV 35S),  las  plantas sufren  problemas de  retardaci6n

del  crecimiento  y  disminuci6n  de  la  floraci6n.  Por  otro  lado  cuando  se  sobre  expresan  los

genes  CBF  bajo  un  promotor  inducible,  como  el  rd29A,  el  cual  es  activado  por  frl.o,  se

minimizan   los  efectos  negativos  sobre  el  crecimiento  de  [a  planta,   pero  se  mantiene  el

aumento de la tolerancia a[ esttes abj6tico (Kasuga y col,,1999).
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Los genes CBF se han descrito en diferentes especies vegetales de intefes comercial como

arroz  (Oryza  sat/.va/,  tomate  (Lycapers/con  escu/enfum)  (Zhang  y col.,  2004),  trigo  (rrr.fi.com

aesf/.vum i.  cv IVorsfar)  (Jaglo y col.,  2001),  cebada  (Hordeum  w/gare)  (Choi y col.,  2002)  y

maiz (Zea mays) (Qin y col., 2004) presentando entre ellos una alta homologia de secuencia,

especialmente  en  el  dominio  de  uni6n  al  DNA,  AP2.  En  muchos  de  ellas  se  ha  observado

que  al  sobre  expresar  estos  genes,   las  plantas  se  hacen  mas  tolerantes  a  los  cambios

medioambientales  desfavorables.  For  ejemplo,  en  el  caso  de  tomate  y  maiz,  se  realizaron

estudios donde se  aislaron  los genes  CBF nativos y su funci6n fue estudiada en  un  sistema

heter6logo  utilizando  Arab/.c/apsi.s  fha/f.ana  como  planta  modelo,  observandose  los  mismos

resultados descritos  anteriormente,  es  decir,  mayor tolerancia  al  frio  y  la  sequia  (Qin  y  col.,

2004;  Zhang y col.,  2004).

Para facilitar la nomenclatura me referife como genes tipo-CBF a aquellos genes que a pesar

de  tener  una  elevada  identidad  con  genes  CBF,  no  se  les  ha  comprobado  una    funci6n

dentro de la respuesta a estfes en la planta.



1.4        Hip6tesis

Postulamos  que    Euca/ypfus  g/obu/us  posee  un  gen  tipo  CBF  que  esta  involucrado  en  la

respuesta a estr6s abi6tico

1.4     0bjetivo General

•     Ai§lar y caracterizar un gen tipo-CBF de Euca/ypfus g/obu/us

1.5     0bjetivos Especificos

•      Disefio de  partidores en  base  a secuencias  conocidas de genes CBF  pertenecientes

a otras especies y amplificaci6n de un gen tipo-CBF de Euca/ypfus g/obu/us

•      Estudio  del  ndmero  de  copias  del  gen  tipo-CBF  de  Euca/ypfus  g/obu/us  mediante

Southern blot

•      Estudio   de   expresi6n   del   gen   tipo-CBF   de   Euca/ypfus   g/obu/us   baj.o   diferentes

condiciones de estr6s medioambiental

•      Clonaci6n del gen tipo-CBF de Euoa/ypfus g/obu/us en un vector binario

•     Transformaci6n  de  Agrobacfer/.urn  fumefac/.ens    con  vector  binario  que  contiene  el

gen tipo-CBF

•     Transtormacji6n de Arabidopsis thaliana con Agrobacterium tumefaciens  coriteriiendo

el gen tlipo-CBF de Eucalyptus globulus
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2       MATERIALESYMETODOS

2.1     Reactivos y enzimas

Los  reactivos utilizados  en el desarrollo de este trabajo fueron de grado  pro analisis o grado

molecular   y   se   adquirieron   en   los   siguientes   laboratorios:    Sigma   Chemical,    Merck   y

Phytotechnology.  Las enzimas de restricci6n, Taq ADN  polimerasa,  T4 ADN  ligasa,  DNasa  I

y  los  desoxiribonucle6tidos  dATP,  dcTP,  dGTP,  dTTP,  la  fosfatasa  alcalina  de  camar6n,

RNasin,  transcriptasa  reversa,  y  los  estandar de  peso  molecular de  acidos  nucleicos  (1Kb,

DNAVH/.nd  Ill  y  una  mezcla  de  ^  DNA/tJ/.nd Ill  y  a/X  174  RF  DNA/Hae  Ill),  se  obtuvieron  en

lnvitrogen. Triptona,  extracto de proteina y agar fueron adquiridos en  Laboratorios Difco.  Los

kit comerciales  que se  utilizaron  para  la  purificaci6n  de ADN  plasmidial  y de ADN  a  partir de

geles son de  E.  Z.  N. A.  Omega  Bio-tek.  Para la  purificaci6n de productos de  PCR se utiliz6

el kit de Qiagen.

2.2     Cepas bacterianas

Se  utiliz6  la  cepa  IVova  b/ue  de  Escher/.cwh/.a  co//.  para  la  mantenci6n  y  multiplicaci6n  de  los

vectores    recombinantes   y    la    cepa    GV3101    de   Agrobacfer/.urn   fumefac/.ens   para    la

trar\stormacti6n de Arabl.dopsis thaliana.

2.3      lvledios de cultivo

LB:  Bactotriptona 10g/L, extracto de levadura 5g/L,  Nacl  10g/L  Para medio s6lido se

adiciona agar 15g/L.

SOC:  Bactotriptona 20g/L, extracto de levadura 5g/L;  Nacl 0,5g/L, glucosa  lM y Mgc12 0,1M
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MS:  Sales  MS  (macroelementos,  microelementos  y  quelatos  de  fierro)  4,3g/L,   mioinositol

0,1g/L,  sacarosa 50g/L.  Para medio s6lido se usa sacarosa 30g/L y agar-agar 7g/L.

2.4     Antibi6ticos

Las soluciones de antibi6ticos se prepararon en  H20  (agua desionjzada  bidestilada) y fueron

esterilizados por filtraci6n a traves de una membrana de nitrocelulosa de 0,22LLm de diametro

de  porosidad  (Millipore).  Los  antibi6ticos  se  prepararon  en  las  siguientes  concentraciones:

ampicilina  (Amp,100mg/mL),  gentamicina  (Gen,100mg/mL),  kanamicina  (Kan,  50mg/mL)  y

rifampicina (Rif,100mg/mL en dimetil sulf6xido).

2.5     Material vegetal y condiciones de crecimiento

Plantas  de   Euca/ypfus  g/obu/us  fueron   cultivadas  en   el   laboratorio   a   partir  de  semillas

adquiridas  en  el  vivero Antumapu  de  la  Universidad  de  Chile.  Ademas  se  utiljzaron  plantas

de Arab/.daps/.s fha//.ana ecotjpo Columbia cu[tivadas en el laboratorio.

2.6     Desinfecci6n, germinaci6n de semillas y cultivo de Arab/.c/ops/.s !ha//.ana

Semillas  de  A.   tha//.ana  se  desinfectaron  segdn  el  protocolo  descrito  a  continuaci6n.   Las

semillas  se  lavaron  en  lml  de  una  soluci6n  de  hipoclorito  de  sodio  al  20%  y  TWEEN  10%

durante 5 min, seguido de un lavado con etanol 95% durante 3 min.  Finalmente se realizaron

3  a  4  lavados  con  agua  destilada  esteril  para  luego  depositar  las  semillas  en  placas  con

medio MS,  en  una densidad  aproximada de 30 semillas  por placa.  Todo el  procedimiento se

realiz6 en  una campana de flujo laminar.

Las  placas  con  semillas  se  mantuvieron  a  4°C  en  completa  oscuridad  durante  2  dias  para

sincronizar  la  germinaci6n   de  ellas.   Luego  las   placas   se  transfirieron   a   una   camara  de
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crecimiento con un foto periodo de 16/8 h de luz / oscuridad y un rango de temperatura entre

20-25°C.  Las semillas germinadas fueron luego transferidas a tierra.

2.6.1     Mezcla de tierra para el cultivo de plantas

La   mezcla   de  tierra   utilizada   fue   la   siguiente:   4   partes   de  tierra   organica   desinfectada

(ANASAC),  1  parte  del  vermiculita  (World  Minerals),  1   parte  de  perlita  (World  Minerals)  y  1/2

parte de turba (ANASAC)

2.6.2    Cultivo de plantas

Las  plantas  de A.  tha//.ana  germinadas  /.n  v/.fro se  traspasaron  a  macetas  con  la  mezcla  de

tierra  descrita  previamente  (secci6n  2.6.1),  con  la  precauci6n  de  eliminar el  medio  de  cultivo

remanente  en  las  raices.   Las  macetas  se  mantuvieron  cubiertas  con  plastico  durante  la

primera semana con  el  objetivo de  mantener la humedad,  siendo  regadas con  agua  potable

2  veces   a   la   semana  y   cada   2   semanas   con   urea   (Ergo)   10g/L.   Las   condiciones   de

crecimiento son las mismas descritas en la secci6n 2.6.  Para la obtenci6n de las semillas, Ias

plantas  se  mantienen  en  condiciones  de  invernadero  hasta  la  formaci6n  de  vainas  con

semillas  (2  meses aproximadamente)  momento en  el cual son envueltas  en  bolsas de papel

para  facilitar  su   recolecci6n.   Luego   se  disminuye   el   riego   para   obtener  las  vainas   con

semillas secas, estas son terminadas de secar y almacenadas a temperatura ambiente.

En  el  caso  de  E.  g/obu/us  las  semillas  fueron  puestas  directamente  sobre  una  maceta  con

tierra,   siendo   regadas  con   agua  potable  y  urea   10g/L  alternadamente,   dos  veces   a   la

semana.   Las  condiciones  de  crecimiento  son  iguales  que  para  A.  tha//.ar]a,  descrita  en  la

secci6n 2.6

13



2.7     Mantenci6n y crecimiento de cepas bacterianas

Cepas de E.  co//. se crecieron  a 37°C con agitaci6n constante durante  16 h  en  medio liquido

LB suplementado con  el antibi6tico apropiado. A partir de estos cultivos se tomaron  in6culos

con los que se prepararon stocks al 20% de glicerol los que fueron almacenados a -80°C.

La cepa de A.  fumefac/.ens se creci6 a 28°C en medio liquido o placas con  LB suplementado

con   Gen   (100ug/mL),    Kan   (100Hg/mL)   y   Rif      (10LLg/mL)   durante   48h.   EI   metodo   de

almacenaje fue similar al anterior.

2.8     Preparaci6n de ce]ulas competentes de Escher/.cha co//' Novablue

El  m6todo  utilizado  fue  el  descrito  por  Sambrook  (Sambrook  y  col.,  1989).  Brevemente,  se

cultivaron  c6lulas  de  E.  co//.  Novablue    en  medio  LB  (100LiL  de  celulas  en  5mL  de  medio)

durante toda la noche a 37°C con agitaci6n constante. Al dia siguiente se agreg6 este cultivo

bacteriano  a  500mL de  medio  LB,  incubandose  a  37°C  hasta  alcanzar  una  D06oonm de  0,6-

0,8.  El cultivo se centrifug6 a 3500xg  por 10 min a 4°C y las c6lulas fueron resuspendidas en

250mL  de  Nacl   10mM  frio.   Las  c6lulas  se  centrifugaron  nuevamente  en  las  condiciones

antes descritas y luego se resuspendieron en 250mL de Cac12 75mM.  El  cultivo se mantuvo

en    hielo    durante    30    min    para    posteriormente    ser    centrifugado.    Las    c6lulas        se

resuspendieron  en  60mL de  Cac12 75mM  y glicerol  15% v/v,  a 4°C,  manteni6ndose  en  hielo

por  3  h,  distribuy6ndose  posteriormente  en  tubos  Eppendorf  esteriles.  A  continuaci6n  los

tubos se congelaron rapidamente en hielo seco con etanol y almacenados a -8`0°C.

2.9     Transformaci6n de c6lulas competentes de Escher/.ch/.a co//.  Wovab/de

El  protocolo  de  transformaci6n  utilizado  fue  el  descrito  por  lnoue  (Inoue  y  col.,1991).  Este

m6todo  consis{e  en   mezclar  100L[L  de   c6lulas  competentes   con  5  -   10LiL  de  un  vector
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recombinante.  Esta  mezcla  se  dej6  en  hielo  por 30  min,  siendo  posteriormente  incubada  a

42°C por 1  min,  Iuego del cual se vuelve a colocar en hielo por otros 2 min. A continuaci6n se

agreg61mL  de  medio  de  crecimiento  SOC,  y  se  mantuvo  en  agitaci6n  constante  por  1  h  a

37°C.   Transcurrido   este   tiempo,   la   suspensi6n   se   centrifug6   a    10000xg    por   1    min,

descartandose  casi   por  completo  el   sobrenadante,   dejando  aproximadamente  200prL  de

medio para permitir la resuspensi6n de las bacterias.  Las bacterjas se siembran en placas de

LB-agar que contienen un  antibi6tico de selecci6n  pertinente al vector en uso, Amp 50ug/mL

para  PGEM-T  y  PUCpSS  y  Kan  50ug/mL  para  pBIN19.   En  el  caso  del  vector  PGEM-T  y

pBIN19,   se  realiza   una   selecci6n   por  alfa  complementaci6n   agregando   20uL  de  X-GAL

50mg/mL y  10uL de  lpTG  IM.

2.10   Vectores

Los plasmidios utilizados durante el desarrollo de esta tesis se describen en la Tabla 1  y sus

estructuras se esquematizan en la Figura 2.

Tabla 1. Descripci6n de plasmidios utilizados en este trabajo

Nombre Tamafio(Kb' Selecci6n Caracteristicas Referencia

PGEMT 3,0 Amp Vector utilizadc) para clonar productos Promega
de PCR

PUCpSS 3,6 Amp Vector utilizado para clonar nuestro gen Dr.  Patricio Arce
de interes bajo un doble promotor U.  Cat6lica de Chile

CaMV 35S

PBIN  19 11,7 Kan/Kan Vector binario utilizado en  la Dr.  Patrjcio Arce
transformaci6n mediada por U.  Cat6Iica de Chile

Agrobacterium
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Figura 2. P[asmidios utilizados du[ante el desarrollo de esfa memoria de tesis
PGEM-T.  ampicilina  (Amp),    /ac Z (region  codificante  para  la  Bi)alactosidasa)  interrumpida

por el sitio de clonamiento.  PUCpSS. Amp,  doble promoter CaMV 35S,  Ter CaMV 35S,  un
origen de replicaci6n (ow).  pBIN19.  BD y 81 (bordes derecho e izquierdo respectivamente) en
esta  zona   se   encuentra   una   resistencia   a   kanamicina   (Kan),   ademas   de   un   sitio   de
clonamiento mtlltiple, fuera de los bordes se encuentra otra resistencia a  Kan.  Se indica en
cada caso los sitios de restricci6n utilizados para el clonamiento del gen tipo-EjgcBF,

2.11   Purificacj6n de ADN plasmidial

Para la extracci6n de ADN plasmidial se utiliz6 un cultivo bacteriano (2-5 mL) crecido durante

la  noche  a  37°C  con  agitaci6n  constante.   El  cultivo  se  centrifug6  a  5000xg   por  1   min
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obteniendose  una  pella  de  bacterias.  A  partir  de  esta  pella  el  ADN  plasmidial  se  obtuvo

sigujendo   el   protocolo   suministrado   por  el  fabricante   del   Kit   E.Z.N.A,   Plasmid   Miniprep,

Omega  Bio-tek.

2.12   Digesti6n de ADN mediante endonucleasas de restricci6n

ADN  fue  digerido  usando  1-5  U  de  enzima  por  Lig  de  ADN  con  el  tamp6n  de  reacci6n  10x

apropiado,  segtln las instrucciones del fabricante.  La mezcla se incub6 a 37°C durante  1-4 h.

Inactivandose la enzima cuando corresponda a 65°C por 15 min.

2.13   Desfosforilaci6n de ADN

Los  vectores  plasmidiales  previamente  digerido  con  endonucleasas  de  restricci6n  fueron

desfosforilados  para  evitar su  recirculaci6n.  Para esto se  utiliz6  Ia  enzima fosfatasa  alcalina

de  camar6n  (lnvitrogen).  Brevemente,  a  5-10Lig  de  ADN  plasmjdjal  previamente  cortado,  se

le  agreg610prL de  la  soluci6n tamp6n  10X suministrada con  la enzima,  2  U  de  dicha enzima

y agua bidestilada hasta completar volumen final.  Esta mezcla se incub6 durante  1  h a 37°C,

luego  se  procede  a  inactivar  la  enzima  agregando  EDTA  (10mM)  e  incubando  durante  15

min a 75°c.

2.14   Ligaci6n de fragmentos de ADN

Los  fragmentos  de ADN  amplificados  por PCR  o  extraidos  desde  geles  de  agarosa,  fueron

ligados a los vectores de clonaci6n en una relaci6n  1 :10 de vector con  respecto al inserto de

ADN.  Para esto se mezclaron 5prL de soluci6n tamp6n de ligasa 2X,  entre 10-55ng de vector,

ADN  para obtener la raz6n molar ya descrita y  lprL de la enzima ADN T4 Iigasa (lnvitrogen).
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Se  complet6  con  agua  bidestilada  hasta  un  volumen  final  de  10prL  y  la  mezcla  se  incub6

durante  la noche a 4°C o durante 1  h a temperatura ambiente.

2.15   Purificaci6n de fragmentos de ADN de Lin gel

Una vez finalizada la digesti6n la mezcla de reacci6n se someti6 a electroforesis en un gel de

agarosa de bajo punto de fusi6n a 50V. Luego el gel se tifi6 con una soluci6n de BrEt lprg/mL

para  visualizar  los  fragmentos  de  ADN.   EI  trozo  de  agarosa  que  contenia  el  fragmento

deseado  se  extrajo  del  gel  con  un  bisturi y  se  coloc6  en  un  tubo  Eppendorf.  Finalmente se

procedi6   de   acuerdo   al   protocolo   del   Kit   E.Z.N.A.   Gel   Extraction,   de   Omega   Bio-tek,

suministrado por el fabricante.

2.16   Partidores

Los  partidores fueron  disefiados  y analizados  mediante  el  programa  computacional  OLIGO,

para  confirmar su  calidad  siendo  sintetizados  por  lnvitrogen.  La  temperatura  de  hibridaci6n

(Tin), de cada partidor se calcul6 en base a la f6rmula:

Tin = 2 (A+T) + 4 (G+C)

En la Tabla 2 se muestra la secuencia y la Tin de cada partidor.
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Tabla 2. Partidores.
Listado de partidores utilizados en el desarrollo de esta  memoria.  En color rojo se
enouentra indicado el sitio de restricci6n EcoR I y en color azul el sitio de restricci6n
BamH I incorporados en estas secuencias.

Nombro d®l Dartldor Secuencla Tin (®C)

1-PR4F 5'  aag aaa cca aca ggc cad aaa aaa aa 3' 56

2- PR9R 5' cca age caa ctc aac aaa att 3' 56

3- G775 5' gac tcg act cga cat cga ttt ttt ttt ttt tt 3' 42

- G702 5. gac tog agt cga cat cg 3' 52

5- CBFI  Eo PUC F 5' ata gaa ttc cot coc atg aac tct tcc t  3' 58

6- CBFI  Eo PUC R 5' ata gga tcc tac tta eta agt ggg gca tc  3' 58

7- histona H4 F 5' aaa gcg gca cag aaa ggt c 3' 58

8- histona H4 R 5' occ aca agt tca ttt oat ctg 3' 58

9-5' E.dcBFI  F 5' cta ctt cat tcc aac tca ac 3' 58

io-3' EacBFi  R 5' occ taa tga caa aat tga gaa a  3' 58

11-CaMV 35S F 5' ccc cca occ ace agg age 3' 64

1 2- Ter CaMV 35S 5' tac aaa tca ata cta agg gtt tc 3' 60

2.17   Reacci6n en cadena de [a polimerasa (PCR)

La reacci6n se realiz6 en tubos Eppendorf autoclavados de 500LLL,  mezclando los siguientes

componentes:  2HL  de  tampon  PCR  10X,  0,6HL  de  Mgc12  50mM,1,6HL  de  la  mezcla  de

dNTPs   10mM,   1uL  de  cada  partidor  a  una  concentraci6n  de  10HM,   50-200ng  de  ADN

templado,  0,2HL de Taq  DP\IA polimerasa  5U/HL y se  complet6 a  un  volumen final  de  20LLL

con  agua  bidestilada.  Se  utiliz6  un  termociclador  modelo  PTC-200  (MJ  Research)  con  un

programa que consisti6 en una etapa inicial de desnaturaci6n a 94°C durante 4 min, 30 ciclos
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de amplificaci6n,  consistente en una etapa de desnaturaci6n a 95°C por 1  min,  una etapa de

hibridaci6n  a  50-60°C,  dependiendo de la Tin de  los  partidores  utilizados,  durante 30 seg   y

una  etapa  de  extensi6n     a  72°C  durante   1-2  min.   Finalmente  se  realiz6   una  etapa  de

elongaci6n  por 10 min a 72°C.

2.18   Purificaci6n del ADN amplificado mediante PCR

La  purificaci6n  de  los  productos  de  PCR  se  realiz6  con  el  prop6sito  de  remover  sales  y

enzimas,   para   esto   se   utiliz6   el   Kit   Qiaquick   de   Qiagen   siguiendo   las   instrucciones

suministradas por el fabricante.

2.19   Preparaci6n de ARN total de Eucalyptus g/obu/us

El  m6todo  se  bas6  en  el  protocolo  descrito  por  Chang   (Chang  y  cols.,1993).  Todas  las

soluciones se prepararon con agua tratada con DEPC. Aproximadamente 100mg de tejido de

E.  g/obu/us    obtenido  a  partir  de  hojas  sin  nervaduras  fue  molido  hasta  un  polvo  fino  en

nitr6geno liquido,  para luego ser incubado un minimo de 5 min a 65°C con 600uL de tamp6n

de  extracci6n   (CTAB  2%,   PVP30  2%,   Tris-Hcl   100mM  pH8,0,   EDTA  25mM,   Nacl  2M,

espermidina 0,5g/L)  previamente calentado a 65°C y adicionado con a-mercaptoetanol al 20/o

y  acido  asc6rbico  8mM.  Dos  extracciones  con  1  volumen    de  cloroformo  alcohol  isoamilico

(24:1)   se   realizaron   centrifugando   cada  vez  a   13000xg   por  5   min,   recuperando   la  fase

superior luego de cada centrifugaci6n. A continuaci6n el ARN se precipit6 con % de volumen

de  Licl  2,5M  durante  toda  la  noche  a  4°C.  Al  dia  siguiente  el  precipitado  se  centrifug6  a

20000xg   durante   25   min   a   4°C   eliminandose   el   sobrenadante   y      secando   el   tubo   a

temperatura ambiente sobre papel filtro.  Una vez seca,  la pella se resuspendi6 en SDS 5% y

se  incub6  5  min  a  temperatura  ambiente.   Luego  de   realizar  una   nueva  extracci6n   con
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cloroformo alcohol isoamilico,  la fase acuosa recuperada se precipit6 con etanol absoluto a -

20°C durante 2  h y a  continuaci6n se centrifug6 en  las mismas  condiciones antes descritas.

Finalmente  la  pella  se sec6  a temperatura  ambiente,  siendo  resuspendida  en  30uL de agua

bidestilada tratada con DEPC.

2.20   Transcripci6n reversa

La  transcripci6n  reversa  se  realiz6  utilizando  como  templado  2Ltg  ARN  total.  Se  utiliz61LLL

del  partidor  reverso  (oligo  dT  o  3'Eg  CBFI   R)  a  una  concentraci6n  de  10prM.  EI  ARN  se

incub6  con  el  partidor  reverso  durante  10  min  a  70°C.  Luego  esta  mezcla  se  mantuvo  en

hielo durante 5  min.  A continuaci6n  se  le agregaron  5prL del tamp6n  5X,  1 uL de la enzima  M-

MLV (lnvitrogen),  4LiL de dNTP  (10HM),  25  unidades de inhibidor de  RNasa  (RNasin),  y agua

hasta completar 25prL finales.  Esta mezcla se incub6 a 42°C durante  lh.

2.21   0btenci6n de los extremos del gen tipo-EgcBF mediante 5' y 3' RACE (Rap/.c/

Amplification of CDNA Ends)

Para   la   obtenci6n   del   extremo   5'   del   gen  se   utiliz6  el   kit   First   Choice  TM   RLM-RACE

(Ambion) siguiendo las  indicaciones dadas por el fabricante.

En  el  caso  del   extremo  3'  se  realiz6   un   procedimiento   basado  en   la  estrategia  del  kit

mencionado anterjormente pero con partidores extraidos de la publicaci6n de Frohman y col.

(1988),  denominados  G775  y  G702  (Tabla 2).  La  hebra  de ADN  complementario  se gener6

con el partidor G775 y el  PCR se realiz6 utilizando el partidor G702 y 5'CBFI  F(Tabla 2).
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2.22   Preparaci6n de ADN gen6mico de Eucalyptus g/obu/us

El  procedimiento se bas6 en el  metodo descrito par Stange  (Stange y cols.,1998).  Para esto

se tomaron  100mg  de tejido,  los  que fueron  pulverizados  en  nitr6geno  liquido  utilizando  un

mortero.  Este pctlvo fue  incubado  a  60°C  durante  30  min  en  800LIL del tamp6n  de extracci6n

de ADN  (Nacl  1,42M,  EDTA 20mM,  acido  asc6rbico  5mM,  DIECA 4mM,  CTAB  2%,  PVP40

2%,   Tris-Hcl   pH8,0   100mM)   suplementado   con   3LIL  de   P-mercaptoetanol.   Luego   de   la

incubaci6n se  realizaron  dos  extracciones  con  500uL de  cloroformo  alcohol  i§oamilico  (24:1)

centrifugando  cada  vez  a  13000xg  durante  5  min.  La  fase  acuosa  recuperada  se  precipit6

durante toda la noche con isopropanol a -20°C. A la mafiana siguiente el tubo se centrifug6 a

13000xg durante  10 min a 4°C concentfandose la  pella en  el fondo del tubo y eliminando   el

sobrenadante por inversi6n.  La  pella  se  lav6 con etanol frio al  70%  y se sec6  a temperatura

ambiente.  A continuaci6n,  Ia  pella se resuspendi6 en 50LIL de  agua  bidestilada y se trat6 con

5uL  de  RNasa  (10mg/L)  seguido  de  una  incubaci6n  de  30  min  a  37°C.  Posteriormente  la

muestra fue  precipitada  adicionando  500  uL de  isopropanol trio  durante 2  h  y centrifugando

nuevamente en las condiciones antes descrjtas.  La pella se lav6 con etanol 70% frio,  se dej6

secar a temperatura  ambiente  sobre  un  papel filtro y se  resuspendi6 finalmente  en  50uL de

agua.

2.23   Preparaci6n de ADN gen6mico de Arabi.dapsjs tha//.ana

La   preparaci6n   se   realiz6   a   partir   de   hojas   de   la   roseta   de   A.   ffta//.ana   siguiendo   el

procedimiento descrjto por el fabricante del kit Genomic DNA Purification de Wizard.
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2.24  Analisis de ADN y ARN mediante electroforesis en geles de agarosa

Se  utilizaron  geles  de  agarosa  (Sigma)  de  una  concentraci6n  ajustada  segtln  el tamafio del

fragmento  a  observar  (entre  0,8%  y  2,0%)  en  tamp6n  TAE  IX  (Tris-acetato  40mM  y  EDTA

lmM  pH  8,3)  y  BrEt 0,2  Hg/mL.  Se  utiliz6  como estandar de  peso  molecular una  mezcla de

fragmentos  de  ADN.  Antes  de  ser cargados  en  el  gel,  se  agreg6  a  la  muestra  soluci6n  de

carga  10x  (azul  de  bromofenol  0.25%  p/v  y  glicerol  50%  v/v  en  TE).   El  gel  se  corri6  en

tamp6n  TAE  IX  durante  el  tiempo  necesario  para  resolver  los  componentes  de  la  mLiestra

(30-60   min)   a   un   voltaje   aproximado   de   90   volts.   El   gel   fue   observado   y  fotografiado

mediante el uso de un transiluminador de luz UV.

2.25   Preparaci6n de una sonda radiactiva

La sonda se realiz6 amplificando un gen con partidores especificos (Tabla 2) a trav6s de una

reacci6n  de  PCR  (secci6n  2.17)  cambiando  la  concentraci6n  de  los  dNTPs  usados.   Las

cantidades  de  dNTPs  utilizados fueron  las  siguientes:  4ijL a-32P  dcTP  (3,33uM),  3uL dcTP

(0,1mM)  y  3tjL  de  una  mezcla  de  dNTPs  sin  dcTP  (0,33mM).   Los  voltlmenes  descritos

fueron  para  reacciones  con  un  volumen final  de  50uL.  El  producto  de  PCR fue  purificado  a

trav6s  de  una  columna  con  resina  G50  para  eliminar  los  remanentes  de  dNTPs  que  no  se

incorporaron a  la sonda.

2.26   Southern blot

Se   us6   el   protocolo   descrito   por   Sambrook   (Sambrook   y   col.,    1989).   Se   realizaron

digestiones con  enzimas que  no  cortaran  en  la  secuencia a  analizar.  Un total  10Lig  de ADN

gen6mico  de  E.  g/obu/us fue  utilizado  para  cada  dige§ti6n.  Luego  los  fragmentos  de ADN

fueron separados mediante una electroforesis en gel de agarosa (secci6n 2.24)
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Una  vez  concluida  la  electroforesis  el  gel  se  coloc6  en  una  soluci6n  despurinizante  (Hcl

0,25M)   agitando   suavemente  durante   15   min.   Transcurrido   este  tiempo   se   desech6   la

soluci6n  y  se  afiadi6  Ia  soluci6n  desnaturante  (Nacl  1,5M  y  NaoH  0,5M)  incubando  en  las

mismas  condiciones  del  paso  anterior.  Nuevamente  se  desech6  la  soluci6n  anterior  y  se

agreg6 una soluci6n  neutralizante  (Nacl  1,5M y Tris-Hcl  0,5M  pH8,0)  incubandose por otros

15  min.

El sistema de transferencia consiste en una bandeja con soluci6n tamp6n SSC 20x (Nacl 3M

y citrato de sodio 0.3M),   de la siguiente manera:  dentro de la bandeja se coloca un soporte,

sobre este se pone papel Whatman 3MM de tal manera  que los extremos del papel est6n en

contacto  con  la  soluci6n  tamp6n.   Luego  se  pone  el  gel    de  agarosa  sobre  el  papel  filtro

cuidando  que  no  queden  burbujas  de  aire  entre  el  gel  y  el  papel  filtro,  para  a  continuaci6n

poner sobre el gel la membrana de nitrocelulosa del tamafio justo para cubrir la supemcie del

gel  evitando  la  formaci6n  de  burbujas  de  aire.  Luego  sobre  la  membrana  se  ponen  varios

trozos  de  papel  Whatman  del  mismo  tamafio  de  6sta.  Finalmente  se  apil6  sobre  el  papel

Whatman   varios      papeles   absorbentes   del   mismo   tamafio   hasta   alcanzar   una   altura

aproximada de 10 centimetros y sabre estos un peso suficiente para compac{ar los papeles y

permitir una buena transferencia.  El sistema de transferencia de dej6 durante toda la  noche.

Al   dia   siguiente  se   desmont6   recuperando   la  membrana   de   nitrocelulosa.   Por  tlltimo   la

membrana se sec6 en papel Whatman y se fij6 el ADN con luz UV durante 3 min.

La   membrana   de   nitrocelulosa   se   prehibrid6   durante   1   h   a   42°C   con   la   soluci6n   de

hibridaci6n    (SSC 6x,  Denhartds 5x, formamida 50%,  SDS 0,5%, ADN de carpa 0,05%).

A continuaci6n la membrana se hibrid6 con la sonda marcada radiactivamente, descrita en la

secci6n  2.25  durante  16  h,  a  42°C  y  con  agitaci6n  constante,  en  la  misma  soluci6n  antes

descrita.  Posteriormente  la  membrana  se  lav6  con  una  soluci6n  que  contiene:  SDS  0,1%  y

una concentraci6n variable de SSC, desde 2x hasta 0.1x, dependiendo del grado de estrictez
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que se requiera en el lavado.  Luego la membrana se expuso a una placa fotogfafica durante

aproximadamente   72   h   a   -80°C.   Finalmente   la   placa  fotografica   se   revel6   siguiendo   el

siguiente  procedimiento:  5  min  en  soluci6n  reveladora  Scientific  lmaging  Film  Biomax  de

Kodak,  enjuague  en  agua  potable  por  un  minuto  y  1,5  min  en  soluci6n  fijadora  Scientific

lmaging  Film  Biomax de Kodak.

2.27   Preparaci6n de c6lulas competentes de Agrobacfer/.tim fumefac/.ens

Se utiliz6 el metodo descrito  por Chen  (Chen y col.  ,1994).  Este consisti6 en  crecer un cultivo

bacteriano de 3mL hasta fase logaritmica (aproximadamente 36  horas)  a 28°C en medio  LB.

Se  inocularon  2mL  de  este  cultivo  en  50mL  de  medio  LB  fresco  y  se  creci6  a  28°C  hasta

obtener  una   D06oonm  de   0,5.   Una  vez  alcanzada  esta  densidad   6ptica,   las   bacterias  se

enfriaron  en  hielo  por  10  min  previo  a  ser  centrifugadas  a  3000xg  por  5  min.   Luego  las

bacterias se resuspendieron en  1 mL de Cac12 20mM y se prepararon alicuotas de 200LtL en

tubos de 1,5mL preenfriados.  Finalmente los tubos se almacenaron a  -80°C.

2.28  Transformaci6n de Agrobacfer/'um funefac/.eps

Para  transformar Agrobacfer/.urn se  utiliz6  el  metodo  descrito  por  Chen  y  col  (1994),  en  el

cual  100LLL de c6lulas competen{es se mezclaron  con el ADN  de  intefes  a  una concentraci6n

de lprg/prL congelandose en nitr6geno liquido por 5 min.  Posteriormente   se descongelaron   y

mantuvieron a 37°C durante 25 min. Transcurrido este tiempo se agreg61mL de medio LB y

se  incub6  por  3  horas  a  28°C  con  agitaci6n  suave.     Finalmente  se  centrifug6  la  mezcla

durante  1  min  a  10000xg,  descartando  la  mayoria  del  sobrenadante  y  resuspendiendo  las

bacterias en el sobrenadante  residual  (aproximadamente 200HL)  para plaquearlas en  placas

que  contenian  LB-agar mas  los  antibi6ticos  para  la  selecci6n  (Gen  100Hg/mL y  Rif 10Lig/mL,
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resistencias aportadas por la cepa de A.  £umefac/.ens,  y Kan  100Lig/mL,  resistencia aportada

por el vector utilizado  para la transformaci6n).

2.29  Transformaci6n de Arab/.dops/.s fha//.ana mediante inmersi6n floral

La transformaci6n fue  realjzada segi]n el protocolo descrito  por Clough  (Clough y col„  1998).

Se  utiliz6  A.   fumefac/.ens  transformada  con  la  construcci6n   molecular  deseada,   que  fue

cultivada   hasta   una   D06oonm  de  0,6-0,8   en   medio   LB  suplementado   con   los   antibi6ticos

correspondientes.   Las   c6lulas  fueron   precipitadas  en  una  centrifuga   refrigerada   a  4°C  a

3500xg  durante  15  min  y  luego  resuspendidas  en  medio  MS  con  5%  sacarosa  y  0,050/o

detergente (Silwett L-77).  La transformaci6n se realiz6 sumergiendo las  inflorescencias de la

planta   en   el   medio   MS   antes   descrito   durante   2   min.   Posteriormente   las   plantas   se

mantuvieron     en      condiciones     de     vivero     hasta     que      completaron      su      desarrollo

(aproximadamente 8 semanas) para finalmente cosechar las semillas.

2.30   Selecci6n de semillas transformadas

Las  semillas  de  las  plantas  sometidas  al  metodo  de  transformaci6n  descrjto  previamente,

fueron  evaluadas  para establecer los  porcentajes de eficiencia  de transformaci6n  obtenidos.

Para  determinar  el   ntlmero  de  semillas  aproximado  con   las  que  se  trabaja  se  utiliza   la

siguiente relaci6n:  un volumen de 50ul corresponde   aproximadamente a 1250 semillas de A.

tha//.ana.  Las  semillas  se esterilizaron  (secci6n  2.6)  y luego  se sembraron  en  placas de  MS-

agar  suplementado   con   75ug/mL  de   Kan,   como   medio   selectivo.   Aquellas   plantas  que

sobrevivieron  en  presencia  del  antibi6tico  se  traspasaron  a  tierra  para  obtener  de  ellas  la

siguiente generaci6n de semillas.  La eficiencia de la transformaci6n se calcul6 determinando

el porcentaje de semillas resistentes a Kan del total de semillas colocadas a germinar.
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2.31   Analisis de secuencia

Las  secuencias  fueron  analizadas  y  ensambladas  utilizando  el   programa  computacional

Vector NTI  Suite  8.0  (lnvitrogen).  Las  comparaciones  de secuencias se realizaron  utilizando

las  bases  de  datos  disponibles  en  la  red  como  Swiss-Prot  and  TrEMBL  de  ExPAsy  Server

(Gasteiger  y  col.,   2003)   y   NCBl   mediante   los   algoritmos   BLASTN,   BLASTX  y   BLASTP

(Altschul  y  col.,   1997).  Los  alineamientos  se  hicieron  utilizando  el  programa  Clustal  W.  La

bdsqueda      de      dominios      con      funci6n      conocjda      se      realiz6      mediante      el      sitio

http://www.ebi.ac.uk/lnterproscan/   y   el   arbol   filogen6tico   se   construy6   con   el   programa

MEGA versi6n 3.0 (Kumar y col„  2004).
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3       RESU LTADOS

3.1     Aislamiento e identificaci6n de un gen tipo-CBF de Euca/ypfus g/obu/us

3.1.1    Aislamiento   de   un   gen   tipo-CBF   de   Euca/yptus   g/obu/us   a   partir   de   ADN

complementario

Con  el  prop6sito  de  obtener  un  gen  tipo-CBF  de  E.   g/obu/us  se  comenz6  este    trabajo

alineando   secuencias  nucleotfdicas disponibles  en  la  base de datos GenBank.  Se  utilizaron

secuencias  de  genes  CBF  de  otras  especies  como  arabidopsis  (A.   fha//.ana/,   fomate  /i.

escw/er]£um/  y  trigo  /I.  aesf/.win/.  Todas  estas  presentan  una  zona  muy  conservada  en  la

region   central,   correspondiente   al   dominio   de   uni6n   al   ADN   AP2.   Aprovechando   esta

particularidad   se   disefiaron   varios   partidores   para   esta   regi6n   a   partir  de   la   secuencia

consenso  obtenida  a  traves  de  Clustalw.  Como  templado  se  utiliz6  ADN  complementario

producido por transcripci6n reversa de ARN de una planta de E.  g/obu/us que fue sometida a

4°C duran{e 30  min,  segtln procedimiento descrito en la secci6n 2.20.  EI  PCR se realiz6 con

los partidores  especificos  PR4F-PR9R  (Tabla 2)  que  amplificaron  el fragmento  esperado de

aproximadamente 200pb  (Figura  3A).  Este  producto de  PCR se clon6  en  el vector PGEM-T,

el  cual  se  utiliz6  para transformar E.  co//.,  siendo dos de  los  clones  recombinantes  obtenidos

secuenciado   en   ambas   direcciones.   El   resultado   de   la   secuencia   obtenida   confirm6   la

identidad  de  este fragmento  del  gen  tipo-CBF  de  E.  g/obu/us,  indicando  la  correspondencia

de este fragmento,  de 230 pares de bases,  con  la regi6n central de los genes CBF descritos

en  otras especies.  Por lo tanto,  a continuaci6n  se  comenz6  a trabajar en  la  obtenci6n  de  la

secuencia   completa   de   nuestro   gen   tipo-CBF   de   E.   g/obu/us,   focalizandonos   en   las

secuencias de los extremos 5' y 3' del gen.
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3.1.2    0btenci6n de los extremos del gen tipo-CBF de Euca/ypfus g/obu/us

El  m6todo descrito  anteriormente no  nos  permiti6  obtener las secuencias de los extremos 5'

y  3'  del  gen,  ya  que  estas  zonas  son  poco  conservadas  dentro  de  las  secuencias  de  los

genes  CBF.     Por  lo  tanto,  con  el  fin  de  completar  la  secuencia  del  gen  tipo-CBF  de  E.

g/obu/us  se  utiliz6  la  t6cnica  RACE  como  se  describi6  en  materiales  y  m6todos  (secci6n

2.21),   utilizando  ADN   complementario  generado  a   partir  de  ARN   total  de   plantas  de   E.

g/obu/us sometidas a 4°C durante 30 min.

El  extremo  5'  del  gen  tipo-EgcBF    se  obtuvo  utilizando  el  kit  First  Choice  TM  RLM-RACE

(Ambion)    y  el  partidor  interno  PR9R.  El  resultado  fue  la  amplificaci6n  de  un  fragmento  de

aproximadamente  450  pb  (Figura  38),  el  cual  se  clon6  en  PGEM-T  y  dos  clones  fueron

secuenciaron por ambos extremos,  para confirmar dicha secuencia. A partir  de la secuencia

obtenida   se   disefi6   un   partidor  especifico   para   E.   g/obu/us   en   el   extremo   5'   del   gen,

denominado  5'EgcBFI  F  (Tabla  2).  Para  la  obtenci6n  del  extremo  3'  del  gen  tipo-EgcBF,

basado en  la t6cnica  RACE,  se gener6 el ADN complementario con el partidor G775,  el cual

se une a la cola de poli A del ARN  mensajero aislado de una planta de E.  g/obu/us sometida

durante  30  min  a  4°C,  ademas  de  tener  una  secuencia  adaptadora.  EI  PCR  posterior  se

realiz6  con  el  partidor G702  que  es  complementario  a  la  secuencia  adaptadora  del  partidor

G775  mas  el  partidor  disefiado  en  el  extremo  5'  del  gen,  5'EgcBFI   F  (Tabla  2).  De  esta

manera  se  amplific6  un  fragmento  que  poseia  la  zona  codificante  completa  del  gen  de  E.

g/obu/us.  Djcho fragmento  amplificado,  de  aproximadamente  900  pb  (Figura  3C),  se  clon6 y

dos clones fueron  secuenciados.  A partir de esta  secuencia  se disefi6  el  par}idor especifico

para  el  extremo  3'  del  gen  tipo-CBF  de  E.  g/obu/us,  denominado  3'EgcBFI   R  (Tabla  2).

Utilizando este  partidor mss el del  otro extremo del gen,  5'EgcBFI  F,  se pudo amplificar un

fragmento  de  aproximadamente  750  pb  del  gen  tipo-CBF  de  E,   g/obu/us  (Figura  3D)  y

posteriormente   obtener  la   secuencia   completa   de   dicho   gen   (Figura  4).   Finalmente   se
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estableci6 que el gen tipo-CBF de E. g/obu/us esta compuesto por 672 pb, que codifican para

224 aminoacidos.  El 3'  UTR de este gen esta formado por 85 pb y el 5'UTR consiste de 54

pb.

Figura 3. Amplificaci6n del gen tipo{BF de E. g/ob«/us mediante PCR a partir de ADN
complementarjo
Electroforesis en geles de agarosa al  1,5%.  Esquema del procedimiento utilizado para obtener
cada uno de los fragmentos del gen tipo-EOCBF. A. Producto amplificado de aproximadamente
200pb  al  utilizar los  partidores  PR4F  y  PR9R;  a.  Producto  amplificado  de  aproximadamente
450pb  con  los  partidores Adaptador y  PR9R;  C.    Producto  amplificado  de  aproximadamente
900pb con  los partidores 5'EOCBFI  F y G702;  D.   Producto amplificado de aproximadamente
750pb al utilizar los partidores especificos para el gen tipo-EOCBF, 5'EjgcBFI  F y 3'EOCBFI  R.

30



atgaactcttcctcttatatctcccaccccaactcctttagcttcgacttcgccgagccg
MNSSSYISHPNSFSFDFAEP

cctttctcgttgctgctgtcccacgaccggagtgcagcgcccgggaacttctctggggaa
PFSLLLSHDRSAAPGNFSGE

gaggtgcgcctcgcgtccgaccacccgaagaaaccggcaggccggaagaagttccgggag
EVRLASDHPKKPAGRKKFRE

acacgccaccccgtgtaccggggggtgcggctgcgcgactcgggaaagtgggtctgcgag
T       R       H        P       V       Y       R       G       V       R       Ij       R       D       S       G       K       W       V       C       E

gtccgcgagcccagaaagaagtcgaggatctggctcggcaccttccccaccgtagacatg
VREPRKKSRIWLGTFPTVDM

gccgcaagggcacacgatgtggcggcgctcgcgctgaggggccggtccgcctgcctcaac
AARAHDVAALALRGRSACLN

ttcgcggactccgcgtggcggctgctcgtgccggcgtcacccaacaccaaggacatacag
FADSAWRLLVPASPNTKDIQ

agggcagcagccaaggccgcggaggcattccagctggtggaatccgaggatgtatgtcgg
RAAAKAAEAFQLVESEDVCR

gaacgagaagaagttgcattcggaagagggagtgttgtcgacaaggaggacatcttcggg
EREEVAFGRGSVVDKEDIFG

atgccggggttgctcgccaatatggcggaggggatgctcttgtttccaccggaatgcagc
MPGLLANMAEGMLLFPPECS

ggagatatatatgccggactggacgacgggaacttggacgcatacgcgtcattatggagc
GDIYAGLDDGNLDAYASLWS

tattccatgtga
YSM-

Figura 4. Secuencia   nuc[eotidica y aminoacidica de la region codificante del gen tipo-
CBF de E. globulus.
Secuencia completa de la  regi6n  codificante del  gen tipo-CBF de  E.  g/obu/us,  en  negro se
encuentra   la   secuencia   nucleotidica   compuesta   por   672   pb   y   en   rojo   la   secuencia
aminoacidica formada por 223 residuos de aminoacidos.
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3.1.3    Aislamiento del gen tipocBF de Ewca/ypfos g/obu/«s a partir de ADN gen6mico

Una  vez  que  se  aisl6  el  gen  tipo-CBF  desde  ADN  complementario  de  E.   g/obu/us,  se

procedi6 a aislar dicho gen desde ADN gen6mico. Con los partidores especificos para el gen

tipo-EjgrcBF,   5'EjgcBFI   F  y  3'EjgcBFI   R  ITabla  2)  se  realiz6  un  PCR  a  partir  de  ADN

gen6mico  extraido  desde  hojas  de  plantas  j6venes  de  2  meses  de  vida  (Figura  5A).  El

fragmento     amplificado  de  aproximadamente  750  pares  de  bases,     present6  el  mismo

tamafio   del  fragmento   amplificado   a   partir  del  ADN   complementario   (Figura   58).   Este

fragmento  fue  aislado  desde  el  gel  (secci6n  2.15)  y  clonado  en  el  vector  PGEM-T  para  su

posterior  secuenciaci6n.  El  analisis  de  la  secuencia  sentido  y  antisentido  del  fragmento

amplificado   tuvo   un   100%   de   identidad   con   la   secuencia   obtenida   a   partir   de   ADN

complementario  (Figura 4),  por lo tanto,  en  base a  este  resultado se  puede afirmar que el

gen tipo-CBF de E. g/obu/us no posee intrones en su estructura.

Figura 5. Amplificaci6n del gen tipo-CBF de E. g/obu/us mediante PCR a partir de ADN
gen6mico
Geles de agarosa al 1%, estandar IV®. A.  ADN gen6mico de E. g/obu/us  a. En el carril 1  se
muestra el control (+) correspondiente a la banda amplificada con los partidores especificos
5'EgcBFI  F y 3'EgcBFI  R a partir del gen tipo-EjgcBF aislado desde ADN complementario
clonado  en  PGEM-T.   En  el  carril  2  se  muestra  la  banda  amplificada  por  PCR  con  los
partidores especificos 5'EgcBFI  F y 3'EjgcBFI  R a partir de ADN gen6mico de E. g/obu/us.
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3.2     Analisis bioinformatico

3.2.1     Analisis de la secuencia del gen tipo-EgcBF \
Al   analizar   la   secuencia   obtenida,   por  el   procedimiento   descrito   en   la   secci6n   3.1,   se

confirm6   que   la   secuencia   de   672   pares   de   bases,   aislada   a   partir   de   E.   g/obu/us,

corresponde a  un  gen tipo-CBF.  AI  comparar la secuencia  aminoacidica  de tipo-EgcBF con

las  secuencias  CBF  de  A.  tha//.ana  se  obtiene  una  identidad  de  55.4%  con  CBF3  de  dicha

especie y al realizar un BLAsr directo en la base de datos GenBank se obtiene que la mayor

identidad de secuencia la tiene con el gen CBFl  de i,  escu/entum con un 57.8% (Tabla 3).

En  la  secuencia  aminoacidica  de    tipo-EgcBF,  aislado  durante  esta  memoria  se  encontr6

una serial de localizaci6n nuclear (RKKFRETRHPVYRGVRLR)  en el extremo amino terminal

de  la  proteina.  Ademas  en  la  regi6n  carboxilo  terminal  de  esta  se  encontr6  una  secuencia

caracteristica   de   las   proteinas   CBF   (LWSY),   Ia   que   en   conjunto   con   otros   motivos

hidrofobicos de este extremo  son  importantes dentro de la funci6n de  la  proteina  CBF como

activador  transcripcional  (Figura  8).    EI  analisis  de  la  secuencia  obtenida  indica  que  en  la

parte  central,  la  regi6n  codificante  posee  un  dominio  AP2,  constituido  por  58  aminoacidos

correspondiente  a  una  zona  altamente  conservada  en  diferentes  genes  CBF  de  diferentes

especies  (Figura 6).
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Figura 6. Secuencia  y dominios de [a proteina CBF de E. g/obu/us.
Se  muestra  la  secuencia  aminoacidica  de  la  proteina  tiporEOCBF  de  E.  g/obu/us  de  223
aminoacidos, Se destaca en azul el dominio oonservado AP2, dentro de 6ste se destacan en
celeste los residuos valina  14 y acido glufamico  19.  En  rojo  las secuencias sefiales CBF  y
subrayado  se  destaca  la  secuencia  de   localizaci6n   nuclear.     En   morado  se  indica   la
secuencia conservada del extremo carboxilo terminal.

3.2.2    Analisis de los dominjos de la proteina tipo-EgcBF

La   secuencia   aminoacidica   de  tipo-EOCBF   obtenida   durante   esta   memoria,   posee   un

dominio AP2,  el cual tiene sabre un 84,5% de identidad a nivel aminoacidico con el dominio

AP2 de los diferentes genes CBF de A. aha//.ana y L escu/entt/in, resultado que se encuentra

detallado en la Tabla 3.  Dentro de este dominio se encuentra una secuencia conservada,  la

cual ha sido descrita en todas las proteinas que contienen un dominio AP2 en su secuencia

(WLG) (Sakuma y col.,  2002) (Figura 7),  ademas de dos aminoacidos,  los cuales presentan

un   alto   nivel   de   conservaci6n   en   diferentes   especies,   coma   son:   valina   14   y   acido

glutamicol 9 (Figura 6 y7).

Al analizar la secuencia aminoacidica correspondiente a tipo-EjgcBF se observ6 la presencia

de  las  "secuencias  seflal  CBF",  constituidas  por  los  16  aminoacidos  que  se  encuentran
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inmediatamente  rio  arriba  del  dominio  AP2  y  los  5  aminoacidos  rio  abajo  a  este  dominio

(Figura 6 y 7).

Para  hacer  un  analisis  mas  acabado,  se  realiz6  un  alineamiento  mediante  el  programa

Clustalw,   de   todas   las   secuencias   CBF   disponibles   en   GenBank   que   tuvieran   una

publicaci6n   asociada   donde   demostraran   su   funci6n   como   un   gen   CBF   (Figura   7).   El

resultado  del  alineamiento  muestra  claramente  el  dominio  AP2   altamente  conservado  en

todas  las  secuencias  analizadas  al  igual  que  la  secuencia  serial  ubicada  rio  arriba  a  este

dominjo,  sin  embargo,  la secuencia  serial  rio  abajo  del  dominio AP2  es  menos  conservada,

Io  cual  queda  en  evidencia  en  las secuencias  HvCBF1  (Hordeum  w/gare),  ipcBF3  (Lo/i.urn

perenne), SacBF3 (Schedonorus arundinaceus) y ZmDF\EBI A (Zea mays).

Las  secuencias  utilizadas  en  este  analisis  fueron:   CBF1,   2  y  3  de  Arab/Oaps/.s  tha//.ana

(AF076155);   CBF4   de   Arabt.dapsi.s   tha/t.ana   (Q9FJ93);   CBF1,   2   y   3   de   Lycapers;.con

esculentum (AV497899)., CBFl  de Hordeum vulgare (A;F298230).. CBF2 de Hordeum vulgare

(AF442489);    CBF3    de    Hordeum    w/gare    (AF298231);    CBFl    de    7ti.I/.cwm    aesf/.vum

(AF376136);  CBF2  de  Tr/.i/.cwm  aesf/.vum  (AY572831);  CBFl   de  Oryza  saf/.va  (AF494422);

DREBl   de   rf}e//uno/.e//a   sa/st/g/.r}ea   (AY514018);   DREBl   de   Prttnus   av/.urn  (A8121674);

CBF3 de Lo/t.t/in pereme (AY960831);  CBF25 de Capse//a bursa-pastor/.s (AY491498),  CBFl

de  Gossyp/.urn h/.rsutum (AY321150);  CBFl  de  Caps/.cwm  annuum  (AY368483),  DREBIA de

Schedor]oms arund/.naceus (AJ717399) y DREBIA de Zea mays (AF450481 ).
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Tabla 3. Relaci6n de identidad de secuencias CBF de diferentes especies

Secuencias % de identidad % de identidad a/a de identidad

comparadas nucleotidica total aminoacidico total dominio AP2

E.qcBF / AroBFi 52,1 51,8 84,5

E.gcBF / AroBF2 55,5 54,5 86,2

E.OCBF / AfcBF3 52,5 55,4 87,9

EqcBF / AroBF4 51,6 53,3 91,4

E.qcBF / iecBF1 53,5 57,8 84,5

EgcBF / iecBF2 53,5 54,5 86.2

E.gcBF / LecBF3 52,5 55.5 87.9
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AtcBFI
CbpcBF25
TSDREBI
AtcBF4
I.ecBF3
AtcBF3
CacBFI
LecBF2
AtcBF2
LecBFI
GhcBFI
EgcBF
PaDREBI
HvCBFI
LpCBF3
SacBF3
0sCBFI
ZmDREBIA
HvCBF3
TacBFI
TacBF2
HvCBF2

---GD¥CPTI.ATS---------CPREREGSKKRE
---GDYCPTIATS---------CPREPAGRKKFRE
---GDYCPTliATS-----
---SECSPKIASS-----

IYRGVRQR-NSGK
IYRGVRQR-NSGK

::::8E££8¥EE3¥]:!:8¥:g::¥S8
ANHSDEEVILASN---------NPKKPAGRKKFRETRHPVYRGVRKR-NSGK
ANHSDEEVIIASN---------N
AIFSDEEVILASN---------N
YSPNEEVIILASN---------N
YSPNEEVIILASN---------N
-SFSEEEVILASN----~----N
VNFSDEYVMLASS---------Y
N-FSGEEVRLASD---------H
ASCSDGDVILASS---------R
--GFSTYMTVSSA---------P
-------QTVWT------------kRPAGRTKFRETRHF|VYRGVRRRGNAGR
~--HSQK6TA"-----------=kRPAGRTKFRETRHfyFRGVRRRGNAG
-------QTWTA---------P
------RKAAWPPSTASSPQQPP
---SPSSSSVSSSPEHAARRASP
------HRTVCSE----
------HRTWSE----

:;.:.:;:;;:;;;;::.::.;;:;::::::i:`_::.:.`::.:.i:.:
-----PPKRPAGRTKFRETREFLYRGVRRRGRLG
-----ppKRPAGRTKrRETREBLyRGVRRRGPAG

------ YRTVWSE --------- P VYRGVRRRGKVGQ

AtcBFl                -NKKT-RIWLGTFQTAEMAARAHDVAALALRGR ------ SACLNF
CbpcBF2 5         -NKKT-RIWLGTFQTAEMAARAHDVAAI TLRGR ------ SACLNFA
TSDREB1             -NKKS-RIWLGTFPTAEMAARAHDVAAIALRGR ------ SACLNFA
AtcBF4                -NKKS-RIWLGTFPTVEMAARAHDVAALALRGR ------ SACLNFA
LecBF3                -NKKT-RIWLGTFPTAEMAARAHDVAAIALRGR ------ SACLNFA

EVRIP
ELRIP
EVRIP
EVRIP
EVRIP
EVRTP

EVRIP
EVRTP
EVRIP
EVRTP
EVRTP
EMRIP

66
72
69
72
69
69

EVRVP   72
FNP:WP   JJ
EVRVP   70
EVRVP   83
EVRVP 1 1 1
EVRVR   57
EVRVL   57
ELRVP   69

RIPES---115
RIPES---121
RIPES---|18
RIPET---121
PTPDS---118

AtcBF3               -NKKT-RlwLGTFPTAEMAARAHDVAAIALRGR ------ sACLNFAasAwnLPTPDs---1 1 8
CacBF1                -NKKS-RIWLGTFPTAEMAARAHDVAAIALRGR~ ----- SACLN
LecBF2                -NKKT-RIWLGTFPTAEMAARAHDVAAIALRGR ------ SACLN
AtcBF2                -NKKT-RIWLGTFPTAEMAARAHDVAAIALRGR ------ SACLN
LecBF1                -NKKT-RIWLGTFPTAEMAARAHDVAALALRGR ------ SACLNFS
GhcBF1                -NKKS-RIWLGTFPKADMAARAHDVAAIALRGK ------ SACLNF
EgcBF                   -RKKS-RIWLGTFPTVDMAARAHDVAALALRGR ------ SACLNF
PaDREBI             NKKKS-RIWLGTYPTAEMAARAHDVAALAFRGK ------ LACINF
HvCBF1                -HSKQ-RIWLGTFETAEMAARAHDVAALALRGR ------ AACLNF
LpCBF3                GRRGS-RLWVGTFDTAE IAARAHDAAMLALAAG ------ DVCLNF
SacBF3                GRRGS-RLWVGTFDTAE IAARAHDAAMLALAAG ------ DACLNF
OsCBFI                 GRRGC-RLWLGTFDTAEGAARAHDAAMLAINAGGGGGGGACCLNF
ZmDREBIA         GRRGA-RLWLGTyLAAEAAARAHDAAI LALQGRG ----- AGRLNFP
HvCBF3                GKRGA-RLWLGTYATAEVAARANDAAMLALGGRS ----- ATCLNF
TacBFI                GAQGY-RLWLGTFTTAEMAARAHDSAVLALLDR ------ AACLNF
TacBF2                GMRGS-RLWLGTFTTAEMAARAHDAAVLALSGR ------ AACLNF
HvCBF2                VSRGYSRLWLGTFANPEMAARAHDSAALALSGH ------ DACLNF

*  +*  ,**  ,             ®     ****  ,*    *     +  ,  ,

E::;:::::::::
REI::::;:::I::
E L L DM-PAS S -12 3
E L LAV-PAS --12 7

ELLAV-PRS--126
LLAVPPPSA-13 6
LLAV--P SA-1 6 2
inLpvLAAGs 1 1 o

EN_-iERI„
PVI.AG--10 8
PVHATGS123

Fjgura 7. Alineaci6n de diferentes  proteinas CBF.
Comparacl6n de una parte de las secuencias aminoacidicas de los genes CBF de diferentes especies: At: Arabi.dqpsi.s
thaliana,  Cpb..  Capsella  bursapastoris,  Ts`.  Thellungiella  salsuginea,  l.e`.  Lycopersicon    esculentum`  Ca.`  Capsioum
annuum,  Gh..  Gossypium  hirsutum,  E9+  Eucalyptus  gtobulus`  Pa-.  Prunus  avium,  ltw`.  Hordeum  vuky8re,  l.a..  Lolium
perenne, Sa.. Schedenerus arundinaceus` Os.. Oryza sativa` Zm: Zea mays, Tal.. Triticum 8est)vum. \os restduos de color
azul  representan  al  dominio  AP2,  la  zona  amarilla  a  las  secuencias  seflal  CBF,  log  residuos  dentro  de  la  caja  azul
corresponden a val  14 y glu  19 y en rojo se destaca una secuencia altamente oonservada dentro del dominio AP2.  -."
indica aminoacldce conservados, d :"  indica sustituciones conservadas, -." indica slJsttuciones semieonservada
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AtcBF1                --ETMVEAIYT ----- PEQSEGAFYMDEETMFGMPTLLDNMAEGMLLPPPSVQWNHNYDG
CbpcBF2 5          --ETMVEATVT ----- PEQSD-SLYIDEEAMFGMPSFLDSMAEGMLLPPPSVQWNTNYDV
TSDREB1             --ETTVEVIVT ----- EEEQSEGFYMDEEAMFGMPRLLENMAEGMLLPPPSVQWGHNYDC
AtcB F 4                --EAAGEGVREGERRAEEQNGGV FYMDDEALLGMPNF FENMAEGMLL P P PEVGWNHN -DF
LecBF3               ---TTPDDM -------------- FFMDEEAI.FCMPGLLTNMAEGLMVPPPQCTEMGDH-V
AtcBF3               ---TTPDDM -------------- FFMDEEALFCMPGljLTNMAEGI.MVPPPQCTEMGDH-V
CacBF1               ---STPESM ---- ~ --------- FFMDEEALFCMPGLLTNMAEGLMLPPPQCAEIGDH-V
LecBF2              ---NVQESS -------------- DFVDEEALFSMPGLIENMAEGLMLPPPQCLEIGDH¥V
AtcBF2               ---NVQESS -------------- DFVDEEALFSMPGLLANMAEGLMLPPPQCLEIGDHYV
LecBF1               ---NVQESS -------------- DFVDEEAI FFMPGLLANMAEGLMLPPPQCAEMGDHCV
GhcBF1               ---TEMEKG -------------- FYLDEEALFGTQRFWANMAAGMMMSPPRSGHDGGWEE
EgcBF                 --EVAFGRG -------------- SVVDKEDI FGMPGLLANMAEGMLLFPPECSGDIYAGli
PaDREBI             KGSVNLERSRS --------- LSLSYWDEEEVFHMPRLLHDMAEGLLLSPSQCLGG-YMNL
HvCBF1               ---MQFAGDP ------------ YYGMDDGMDFGMQGYLD-MAQGMLIAPPPLVGPSATAG
LpCBF3              --ESS ----- TPFEI.D ------- VLSDMG--WDL--YYASLAQG-MLMSSPFLAASAALG
SacBF3               --EASSQADNSPFELE ------- VLSDMG--WDL--YYSSLAQGMMLMAPPFLAASAAFG
OsCBFI               GDESSSPASDLAFELD ------- VLSDMG--WDL--YYASLAQG-MLMEPP ---- SAALG
ZmDREB IA         E HVPVKADEAVAL DLDG DVFG PDWFGDMG--LEL DAYYAS LAEG-L LVE P P PP PAAWDHG
HvCB F 3                S TGT SE P SANGVFE G PVVMDS EMFRL DLFPEMDLGS YYMS LAEAL LMDP P PTAT I I HAYE
TacBF1               --TPSELSTSSDI,LDEH ------ WFGGMD ---- AGSYYASIAQGMLMEPPSARTWSEDGG
TacBF2               --APSALFMSSELljNEH ------ WFGGMD ---- AGSFYS---EGLFMESPDTRPWRED-L
HvCBF2               --TPITSSDLSGLDDEI] ------ WIGGMD ---- AGSYYASLAQGMLMEPPAAGGWREDDG

AtcBFI              EGDGD ---- VSLWSY ----
CbpcBF2 5         DGDDD ---- LSLWSY ----
TSDREBI            DGDAD ---- VSLWSY ----
AtcBF4               DGVGD ---- VSLWSFDE--
LecBF3              BAD ----- DMPLWSYSI--
AtcBF3              EAD ----- DMPLWSYSI--
CacBFI               ETADA---DTPLWSYS I--
LecBF2               ELADVHAyMP-LWN¥S I --
AtcBF2               ELADVHAYMP-LWNYSI --
LecBFI               ETD---AYMITLWNYS I --
GhcBFI               HEVDD---YVPLWSYS I --
EgcBF                   DDGNL-DAYASLWSYSM--
PaDREBI             DDMGT-DADVKLWSFS I --
HvCBFI               DGDDD--GEVSLWSY ----
LpCBF3                DYGEANIADVPLWSYLS--
SacBF3                DYGEVNI.ADVPLWSYQS--
OsCBFI               DDGDAIIADVPLWSY ----
ZmDREBIA         DCCDSGAADVALWS¥Y---
I]vCB F 3                 DNGDGG -ADVRLW S Y SVDM
TacBFI             E¥SA---V¥TPLWN -----
TacBF2               ELCG---VETPPWSYLFD-
HvCBF2               EHDDGFSTSTSLWSY ----

*
221

Figura  8.  Alineaci6h  correspondiente  al  extreme  carboxjlo  teiminal  de  diferentes
proteinas CBF.
Comparad6n del extremo carboxllo terminal  de las secuencias aminoacidica8 de los genes CBF de diferentes e8pecies:
AJt.  Arabidopsis th8Iiana, Cpb.. Capsella  bursaapastoris` Ts-. Thellungielfa salsugjne8, l.je.`  Lycoperslcon   esoulentum , Ca..
Capslcum  annuum, Gh`.  Gossypium  hirsutum, E®..  Eucalyptus globulus, Pa..  Prunus avium,  Hv..  Hordeum  vubare. Ip..
Lolium perenne, Sa..  Schedonorus 8rundin8ceus. Os.. Oryza satlve. Zm: Zee mays, Ta.. Triticum 8estivum. lee residuios
de color rojo representan  los motivce hidrofobicos conservado8 con re8pecto a la secuencia CBFl  de A.  Iha//'ana  .  ".a
indica aminoacidos conservados, ":I  indica susttuciones conservadas, a.. indica Sustituclones semieonservada
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3.2.3    Arbol  filogen6tico

Con  el fin  de estudiar la  relaci6n filogen6tica de  la  proteina del  gen tipo-CBF de E.  g/obu/us

con   respecto   a   otras   proteinas   CBF   descritas   en   la   literatura,   se   construy6   un   arbol

filogen6tico.  Se  consideraron  para  este  analisis  las  mismas  secuencias  aminoacidicas  de

genes CBF descritas en  la secci6n  3.2.2.  Los alineamientos de las secuencias se realizaron

mediante el  programa  Clustalvv y el  arbol filogenetico fue  construido  con  el  programa  MEGA

3.0,  por  el  metodo  de  neighbour-joining  con  15000  replicas  (Figura  9).  El  arbol  filogenetico

construido mostr6  una clara separaci6n entre las especies  monocotiled6neas,  agrupadas en

la  parte  inferior del  arbol,  de  las  especies  dicotiled6neas  ubicadas  en  la  parte  superior.  La

secuencia  de  la  proteina  tipo-EgcBF  se  ubic6  entre  las  dicotiled6neas,  pero  en  una  rama

independiente,  junto  a  la  secuencia  DREBl   de  cerezo  (PaDREB1,   Prunus  av/.urn/.  Cabe

destacar  que  estas  son  las  unicas  secuencias  proteicas  disponibles  en  bases  de  datos

publicados,   provenientes de especies lefiosas.
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Figura 9.  Relaci6n filogen6tica generada a partir de secuencias aminoacidicas de las
proteinas CBF
Le..  Lycopersicon    esculentum,  AI:.  Arabidopsis  thaliana,  Gh:.  Gossypium  hirsutum  ,  Cpb..
Capsella  bursa-pastoris  , Ts..  Thellungiella  salsuginea, Pa:.  Prunus  avium, Eg:  Euc;alyptus
globulus,  HN..  Hordeum  vulgare, l!p:  Lolium  perenne,  Sa:.  Schedonorus  arundinaceus,  Os;.
Oryza sativa, Ta..  Triticum  aestivum,   Zm:  Zea mays,  Ca:  Capsicum  annuum. I.os nbmeros
indican los resultados del bootstrap
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3.3     Caracterizaci6n del gen tipo-CBF de Euca/yptrs g/obu/us

Una  vez  que  se  obtuvo  el  gen  tipo-EgcBF  y  se  confirm6  su  secuencia,  se  consider6  de

intefes realizar experimentos con el objeto de estudiar su grado de expresi6n bajo diferentes

condiciones  de  estres  abi6tico,  analizar el  ndmero  de  copias  presentes  en  el  genoma  de E.

g/obu/us  y  clonar  este  gen  bajo  el  control  de  un   promotor  fuerte  dentro  de  un  sistema

heter6logo  tal  como  A.  Aha//.ana.  Estos  experimentos  se  consideran  como  un  primer  paso

para futuros estudios relacio.nados con la  funcionalidad del gen tipo-EgcBF en E. g/obu/L/s.

3.3.1    Copias del gen tipo-EgcBF dentro del genoma de Euca/ypfus g/obu/us

El   ntlmero  de  copias  del   gen  tipo-EgcBF  en  el  genoma  de  E.   g/obu/us,   se  estableci6

mediante  la tecnica  de  Southern b/of.  Como  se  describi6  en  la  secci6n  2.26,10ug  de ADN

gen6mico de E.  g/obu/us se digirieron con tres endonucleasas de restricci6n que no cortaran

dentro  de  la  secuencia  del  gen  tipo-EgcBF,  escogiendo  EcoR  I,    Ht.nc/ Ill  y  BamH  I  (Figura

10A).   La  sonda  utilizada  para  realizar  el  Southern  b/of  fue  el  mismo  gen  tipo-CBF  de  E.

g/obu/us  amplificado  por  PCR  con  los  partidores  especificos,  5'EgcBFI   F  y  3'EgcBFI   R

(Tabla  2),  secci6n  2.25.   La  membrana  de  nitrocelulo§a  se  hibrid6  con  la  sonda  marcada

radiactivamente  por  16  h  a  42°C  para  posteriormente  ser  lavada,   aumentando  en  cada

lavado la estrictez, de acuerdo a las siguientes condiciones:

1.1x SSC,  SDS 0,1%, 20min a 42°C

2.  0,1x SSC,  SDS 0,1%, 20min a 42°C

3.  0,1x SSC,  SDS 0,1%, 20min a 50°C

A continuaci6n de cada  lavado  la membrana se expuso a  una placa fotografica   durante   72

h,   observandose en todos los casos el  mismo resultado,  la  presencia de mss de una banda

en  cada     carril  (Figura   108).   En     la  digesti6n  con  EcoR  I   las  bandas  obtenidas  son  de

aproximadamente  4300 y 1300 pares de bases,  mientras que en la digesti6n con H/.nd Ill,  las
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bandas obtenidas son de   aproximadamente  2500 y 1000 pares de bases, considefandose

la  banda de mayor peso molecular como digesti6n  parcial del ADN gen6mico.  Par tlltimo en

la digesti6n  con BamH I, Ias bandas generadas son de aproximadamente 4500 y 2300 pares

de bases (Figura  108). Este resultado   sugiriere la presencia de mas de una copia   del gen

tipo-EjgcBF en el genoma de E. g/obu/us

Como un control de la sensibilidad del Soufhem b/of se realiz6 un Dot b/o£ (Figura 10C).  Para

esto se deposit6 sobre la  membrana de nitrocelulosa  lLiL de diluciones crecientes de ADN

plasmidial  que  contenia  el  gen tipo-EgcBF  utilizado  como  sonda  (1,1/10,1/100 y  1/1000),

con   lo  cual  se  estim6`  que  nuestro   Southern  b/of     fue  capaz  de  detectar  hasta  una

concentraci6n  de  2,5  ng/uL de ADN,  es  decir,  aproximadamente  1000  veces  menos  de  la

cantidad inicial de ADN que se utiliz6 en la digesti6n.

Figura 10. Analisis de ADN gen6mico de E. g/obqfus con la sonda tipo-EjgcBF
A.   Gel de agarosa al 1%, estandar  de peso molecular IV®.  8. Placa fotogfafica luego de

realizada la hibridizaci6n de la membrana de nitrocelu[osa con la sonda de tipo-EgcBF C.
Dot b/of, con las diferentes cantidades de ADN plasmidial conteniendo el gen tipo-EjgcBF.
Carriles  1,  2  y 3 ADN  gen6mico  de  E.  g/obu/us digerido  con  las  enzimas de  restricci6n
EcoR I, A/'nd Ill y BamH I respectivamente.
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3.3.2    Estudio de la expresi6n del gen tipo-EacBF

Una  vez que  se  identific6  el  gen  tipo-CBF  de  E.  g/obu/us,  fue  interesante  estudiar como  se

expresaban  los  transcritos  de  este  gen,  por  lo tanto,  se  utiliz6  la  t6cnica  de  RT-PCR  como

una forma semi cuantitativa de estudio de la expresi6n de los transcritos del gen tipo-EgcBF

en  plantas de E.  g/obu/us sometidas  a diferentes  condiciones  de estr6s  medioambiental.  Se

extrajo ARN de plantulas de 2 meses de vida de E.  g/obu/us bajo tres condiciones diferentes:

30  min  de frio  (4°C),  30  min  de  sequia  (exponiendo  las  raices  de  las  plantulas  al  aire)  y  30

min  de sal  (Ias rafces  de  las  plantulas fueron sumergidas en  una soluci6n  de  NacI  250mM).

Este ARN fue cuantificado en  un gel de agarosa,  con el  prop6sito de establecer su calidad y

concentraci6n  aproximada  mediante  e]  analisis  de  la  intensidad  de  las  bandas  rjbosomales

observadas.  La transcripci6n reversa se realiz6 con el partidor especifico 3'EgcBFI  R (Tabla

2),  utilizando  cantidades  similares  de  ARN  (Figura  llA).  Para  confirmar la  calidad  del  ADN

complementario  generado,  se  realiz6  una  amplificaci6n  con  partidores  especificos  para  el

gen  constitutivo  histona  H4  (Tabla  2)(Figura  118).  Posteriormente  el  PCR  se  realiz6  con  los

partidores  especificos  de  E.  g/obu/us,  5'EgcBFI   F  y  3'EgcBFI   R.   EI  PCR  fue  realizado

como se describi6 en  la secci6n 2.17,  con  35 ciclos de amplificaci6n.  El  ntlmero de ciclos fue

previamente  establecido   por   medio   de   una   serie   de   reacciones   de   PCR   con   distintos

numeros de ciclos hasta obtener una banda amplificada,  correspondiente al gen tipo-EgcBF,

que no presentara saturaci6n.

EI resultado del  RT-PCR bajo distintos tipos de esties abi6tico,  djo un fragmento amplificado

de  750  pares  de  bases  correspondiente  al  tamafio  del  gen  tipo-EgcBF  solamente  en  la

muestra sometida  a 4°C durante 30  min,  con  lo  cual  se demostr6 que el gen tipo-EgcBF se

expres6 dnicamente en las   plantulas sometidas a frio y no a las otras condiciones de estfes,

sequia y salinidad  (Figura  llC).
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Par lo tanto,  el  siguiente  paso fue estudiar la expresi6n  del  gen tipo-EgcBF en  plantulas  de

E.  g/obu/us  sometidas  a  diferentes  tiempos  de trio:  0,15,  30  y 45  min  a  4°C.  Para  esto  se

realiz6  una  extracci6n  de  ARN  en  estas  condiciones  (Figura  llD)  y  el  RT  se  llev6  a  cabo

utilizando   la  misma  cantidad   de  ARN   en  cada   reacci6n   de  transcripci6n   reversa   con  el

partidor  especifico  3'EgcBFI   R.  A  partir  del  ADN  complementario  generado  se  realiz6  Ia

amplificaci6n  del  gen de histona  H4 con  partidores especificos  (Tabla 2)(Figura  11 E).EI  PCR

posterior  se   realiz6   utilizando   los   partidores   5'EgcBFI    F   y   3'EgcBFI   R   (Tabla   2).   El

resultado de este RT-PCR dio la amplificaci6n de bandas del tamafio esperado,  es decir 750

pares de bases, en los carriles 2 y 3,  a partir de lo cual se puede concluir que el transcrito del

gen tipo-EgcBF aument6 su expresi6n a los 15 min de estar la planta sometida a frio con un

maximo  en  la  expresi6n  a  los  30  min,  decayendo  a  los 45  min  de tratamiento  (Figura  llF).

Cada  reacci6n de  RT-PCR en  ambos experimentos fue realizada  en triplicado  a  partir de un

ARN original, obteni6ndose resultados id6nticos en cada caso.

Finalmente,  en  base  a  nuestros  resultados  se  puede  concluir que  la  expresi6n  del  gen tipo-

EgcBF  esta  suj.eta  a  activaci6n  a  baja  temperatura  y  que  se  expresa  durante  la  primera

media hora de ser sometidas las plantas de E.  g/obu/us a esttes de frio.
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Figura 11. Analisis electrofor6tico de ARN y de la expresi6n del gen tipo-EjcBF en plantas
de E. g/obq/us somel:idas a diferentes tipos de estfes abi6ticos.
Electroforesis en geles de agarosa al 1 %, esfandar de peso molecular IV®
A.  ARN  de  plantulas  de  E.  g/obu/us  extraido  bajo  diferentes  condiciones,  carriles  1.  2,  3  y 4
corresponden   a   la   muestra   control,   sometida   a  30   min   de  frfo,   sequia   y  exceso   de  sal,
respectivamente.  8.  RT-PCR con  los  partidores especificos  para el gen  histona  H4,  a  partir del
ADN complementan.o generado a partir del ARN extraido en las diferentes condiciones descritas
en A. C. RT-PCR con los partidores especificos para el gen tipo-EgcBF D. ARN de plantulas de
E. g/obu/us sometidas a diferentes tiempos de exposici6n al frio, carril 5, 6, 7 y 8 corresponden a
0,15,  30,  y 45  min de frio  (4°C).  E.  RT-PCR con  los  partidores especificos para el gen  histona
H4,  a  partir  del  ADN  complementario  generado  a  partjr  del  ARN  extraido  en  las  diferentes
condiciones  descritas  en  D.  F.  RT-PCR  del  ADN  complementario  generado  a  partir  del  ARN
extraido en los diferentes tiempos de frio descritos en D.

3.3.3    Estrategia de c]onamiento de]  vector binario pBIN19 con e] gen tipo-EOCBF bajo e]

promotor fuerte Cal`rv 35S

Con  el  prop6sito de estudiar la  posible funci6n del  gen tipo-CBF de E.  g/obu/us aislado en

este trabajo, se planted como objetivo la transformaci6n de una planta heter6loga y estudiar

el efecto  producido  por la expresi6n  del  gen tipo-EjgcBF en  ella.  Para esto se  utiliz6  como
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planta modelo A.  tha//.ana,  con el gen tipo-EgcBF bajo el control de un promotor constitutivo.

Con este fin se disefi6 una estrategia de clonamiento (Figura 12) con el prop6sito de crear un

constructo  donde  el  gen  tipo-EgcBF  estuviera  bajo  el  control  del   promotor  del  virus  del

mosaico  de la  coliflor (CaMV 35S)  dentro de un vector binario.  Con este objetivo   se utiliz6 el

vector  PUCpSS  (Figura  2),  el  cual  posee  un  doble  promotor CaMV 35S  y  a  continuaci6n  el

terminador  CaMV.   Se  disefiaron     partidores  basados  en   la  secuencia  tipo-EgcBF     que

incluyen  en sus extremos  sitios de reconocimiento  para las endonucleasas EcoR  I  y BamH  I

respectivamente (Tabla 2).  Con estos partidores se  realiz6 un  PCR y el ainplificado obtenido

fue clonado en PGEM-T,  confirmando mediante la secuenciaci6n a partir de ambos extremos

la correcta amplificaci6n del gen tipo-EgcBF. A   partir de 6ste se extrajo el gen tipo-EgcBF a

traves    de    una    digesti6n    con    las    enzimas    de    restricci6n    antes    mencionadas,    para

posteriormente   clonarlo   en   la   orientaci6n   correcta   en   el   vector   PUCpSS   entre   el   doble

promotor CaMV 35S y el terminador CaMV 35S.
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Figura 12. Estrategja de construcci6n del vector binario pBIN19 con el gen
EcOBF.
Estrategia seguida para la construcci6n del vector binario PBIN 19 conteniendo el
gen tipo-EcOBF bajo el control de un promctor fuerte CaMV 35S



Una vez confirmada la orientaci6n del gen tipo-EOCBF en el vector PUCpSS, mediante PCR

utilizando un  partidor especifico  para el  promotor mas el  partidor especifico  para el extremo

3'  del gen  (Tabla 2),  se  realiz6 una digesti6n de dicho vector utilizando  la  endonilcleasa de

restricci6n  A/'nd  1[1,  El  resultado  de  esta  digesti6n  produjo  la  liberaci6n  del  constructo  de

intefes,  es decir,  promotor CaMV 35S /tipo-EjgcBF/ terminador CaMV 35S,  correspondiente

a una banda de aproximadamente 1700 pares de bases (Figura 13A)

El constructo de intefes fue clonado en el vector binario pBIN19 previamente digerido con la

endonucleasa de restricci6n H/.nd Ill  y desfosforilado.  La integridad del constructo dentro del

vector  binario  fue  confimada    mediante  digesti6n  con  la  enzima  H/.nd  Ill,  con  lo  cual  se

obtuvo una banda de alto peso molecular correspondiente al vector lineal mss una banda de

1700 pares de bases correspondiente al inserto liberado (Figura 138).

Figura   13.   Confirmaci6n   de   ]a   integridad   del   constructo   promotoT   CaMV   35S/tipo-
EjgcBF/ter Cal\IV 35S  en PuCpSS  y en pBIN19.
Electroforesis en geles de agarosa al 1 %, st IV®. A. Digestion del vector PUCpSS que contenla
el gen tipo-EdcBF bajo el control del promotor CaMV 35S con   la enzima de restricci6n H/.nd Ill,
que  permite  la  liberaci6n  del  casette  complete.  a.   Digestion  del   vector   pBIN19 transformado
con el constructo de intefes con la enzima  H/.nd Ill.
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3.3.4    Transformaci6n de Arab/.dops/.s fha/t.ana y selecci6n de semillas transgenicas

Una vez que el constructo de intetes, es decir, el gen tipo-EgcBF bajo el control del promotor

CaMV 35S,  fue clonado en  el vector binario  pBIN19,  se transform6 A.  fumerac/.ens como se

describi6  en  la  secci6n  2.28,  para  posteriormente  transformar A.  ffra//.ana.  La  integridad  del

gen   tipo-EgcBF dentro de A.  fumefac/.ens fue confirmada mediante  PCR con  los partidores

especificos  para  el  gen  tipo-CBF  de  E.   g/obu/us  5'EgcBFI   F  y  3'EgcBFI   R  (Tabla  2),

obteni6ndose el fragmento amplificado del tamafio esperado  de 750  pares  de  bases  (Figura

14).   Posteriormente   A.   fumefac/.ens  `conteniendo   el   vector   binario   con   el   constructo   de

intefes,  se  utiliz6  para    transformar  A.  Aha//.ana  por  el  m6todo  de  inmersi6n  floral  (secci6n

2.29).  Un total  de  16250  semillas  desarrolladas  por las  plantas sometidas  a transformaci6n,

fueron  seleccionadas en  medio  suplementado  con  Kan  (75ug/mL)  (Figura  15),  como control

de  la  transformaci6n  se  utiliz6  un  vector  binario  pBIN19  vacio,  con  el  cual  se  transform6

plantas de A  tha/t.ana y se recolectaron sus semillas,  sin embargo,  hasta  la fecha adn  no se

realiza  la  selecci6n  de  estas.  Como  resultado  de  la  selecci6n  de  las  semillas  de  las  plantas

transformadas  con el  constructo que contiene el gen tipo-CBF de E.  g/obu/us se   obtuvieron

85 plantas  resistentes al  antibi6tico,  lo cual  representa   una  eficiencia de transformaci6n  del

0,5%,  (Tabla 4).
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Figura 14. Amplificaci6n del gen tipo-EOCBF a partir de A. funefac/.e/zs transformada
con el vector binario pBIN19
Electroforesis en gel de agarosa al 1 %, estandar IV®. Amplificaci6n mediante PCR con los
partidores especificos para el gen tipo-EOCBF a partir del vector binario pBIN19
transformado con el constructo de intefes, es decir,  el promotor CaMV 35S /gen tipo-EcOBF/
ter CaMV 35S

Figura 15. Selecci6n de s®millas
Placas  de  medio  MS  suplementado  con  Kan  75LIg/mL  con  semillas  de  A.  fha//.ana
transformadas  con  el  vector  binario  pBIN19  conteniendo  el  constructo  de  intefes
promotor  CaMV  35S  /  gen  tipo-EjgcBF  /  Ter  CaMV  35S.  Las  flechas  indican  las
plantulas resistentes al antibi6tico.
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Tabla 4. Recuento de transformaci6n de A. fAa//.ana
Resumen  del  nt]mero  de  semillas  transformadas  y  resistentes  al  antibi6tico  de  selecci6n
(Kan 75ug/mL).

Construccl6n
# de semillas # de plantas % de eficiencia en la

somet!das a seleccl6n resistentes a Kan (T1) transformaci6n

pBIN19 / EgcBF 16250 85 0,5

A partir de 10 plantas,  escogidas al azar, que fueron resistentes al   antibi6tico (Kan 75ijg/mL)

y 2 plantas silvestres,  se amplific6 mediante  PCR (Figura  16),  con  el fin   de confirmar en las

plantas  resistentes  la  presencia  del  transgen  y  en  las  silvestres  la  ausencia  de  6ste.  Para

esto se amplific6  el  constructo  de  intefes a  partir de ADN  gen6mico  extraido de  hojas  de  la

roseta de las plantas (secci6n 2.23).  Se utilizaron las siguientes combinaciones de partidores

para la confirmaci6n del transgen en A.  Aha//.ana:

•     CaMV    35S    F    +    3'EgcBFI     R    (1),    cuyo    amplificado    fue    un    fragmento    de

aproximadamente   840   pares   de   bases   correspondiente   al   tamafio   del   gen  tipo-

EgcBF mss 170 pares de bases del promotor CaMV 35S.

•       5'EgcBFI  F + TercaMV35S  R (2),  losque dan un amplificado de aproximadamente

1000 pares de bases   correspondientes al gen tipo-EgcBF mas 241  pares de bases

del terminador CaMV 35S
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Figura 16. Analisis mediante PCR de planfas transg6nicas
Electroforesis en gel de agarosa al  1%,  estandar IV®.  Carriles  ly 2,  ampl.rficaci6n de plantas
silvestres   mediante   PCR   (controles   negativos  de  amplificaci6n).   Carriles   3  y  4,   plantas
transformadas   resistentes   a   Kan  fueron   corroboradas   mediante   PCR.   Las   parejas  de
partidores  utilhados fueron: 35S / 3'EOCBF R (1) y 5'EcOBF F / Ter CaMV35S (2)

Las plantas capaces de crecer en  medio de selecci6n y cuya condici6n  de transg6nica fue

confirmada mediante PCR en algunas de ellas, fueron traspasadas a tierra y mantenidas en

condiciones de invemadero (Figura  17). Como se puede apreciar en esta figura,  las plantas

transg6nicas  de 4  semanas  de  crecimiento  muestran  un  desarrollo  aparentemente  normal

tanto  en  color  y  forma,  sin  embargo,  el  tamafio  de  dichas  plantas  es  mucho  menor  en

comparaci6n a una planta de A. fha//.ana silvestre. Todas las plantas trasg6njcas presentaron

el  mismo  fenotipo  descrito  en  la  figura  17,  a  partir  de  lo  cual  podemos  concluir  que  este

fenotipo es producto de la sabre expresi6n del gen tipo-CBF de E.  g/obu/us y no debido a la

interrupci6n de un gen de crecimiento producto de la inserci6n al azar del gen tipo-EOCBF.
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Figula   17.   Plantas   de   4   semanas   de   crecimiento   de   A.   tha//-ana   silvestres   y
transformadas
(A)  Plantas  de A.  fha//`ana  silvestre    y  en  (8)  plantas  de  A.  tva//.ana transformadas  con  el
constructo  promotor  CaMV  35SItipo-EOCBF/  Terminador  CaMV  35S.  Las  condiciones  de
invernadero son  16 h de luz a 22°C.

Las  plantas  de  A.  tva//.ana  transformadas  con  el  oonstructo  de  interes  confirmadas  como

transg6nicas, nan sido mantenidas en condiciones de invernadero en tierra, con el fin de que

estas desarrollen  las vainas con  semillas  maduras  para su  recolecci6n,  Posteriormente  las

semillas  recolectadas  (T2),  se deben  crecer hasta  que  las  plantas  T2 formen  sus semillas

maduras,  las cuales nuevamente deben ser recolectadas,  siendo estas ultimas las semillas

que  da fan  origen  a  la  generaci6n  T3  de  plantas  transgenicas  de  A.  fha/i.are.  Es  en  esta

generaci6n de plantas transg6nicas en donde se deben realizar los experimentos de estudios

fenotipicos   de   respuesta   a   condiciones   medioambientales   estresantes   y   estudios   de
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expresi6n  de  genes  blanco  de  los  factores  de  transcrjpci6n  CBF,  con  el  fin  de  probar  la

posible funci6n del gen tipo-EgcBF en A.  tha//.aha.

Estos  experimentos  requieren  en  forma  minima  120  dias  adicionales  y  es  por  esto  que  se

decidi6  completar  esta  memoria  con  los  resultados  obtenidos  en  la  generaci6n  Tl   de  A.

tha//.ana, sin embargo, esta investigaci6n sigue en curso en el laboratorio.
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4     DISCUSION

En  distintas  especies  se  ha  demostrado  que  la  aclimataci6n  al frio  involucra  la  acci6n  de  la

via  activada  por  los  genes  CBF.   Estos  genes     tienen  una  alta  homologia  de  secuencia

especialmente  en  el  dominio  de  uni6n  al  ADN  denominado  AP2.  Cabe  destacar  que  este

dominio  no  es  t]nico  de  las  proteinas  CBF  sino  que  esta  presente  en  muchas  proteinas  de

uni6n al ADN,  encontrandose en A.  tha//.ana mas de  140  proteinas que poseen este dominio

(Okamuro y col.,1997;  Riechmann y col.,1998).

La    secuencia  de  la  proteina  tipo-CBF  de  E.  g/obu/us  deducida  del  gen  correspondiente

durante  el  desarrollo  de  esta  memoria,  esta  compuesta  por  223  aminoacidos,  posee  una

identidad de 55,4% con la proteina CBF3 de A.  tha//.arta.  Este grado de identidad es similar a

lo ya  descrito  anteriormente  para proteinas CBF de  otras especies, tales como,  arroz y trigo

que  muestran  un  30%  y  34%  de  identidad  respectivamente  con  la  protefna  CBFl   de  A.

tha//.ana  (Jaglo  y  col.,  2001),    mientras  que  las  proteinas  CBF  de  tomate  tienen  entre  51  y

590/o   de identidad con  las  proteinas CBF de A,  fAa//.ana ¢hang   y col.,  2004).  En el  caso de

proteinas  CBF  de  Brass/.ca  napus  se  observa  aproximadamente  un  76%  de  identidad  con

CBFl  de A.  fha//.ana /Jaglo y col.,  2001),  lo que es esperable ya que Arab/.Oaps/.s pertenece a

la  familia  de  las  Brassicaceas.  Por  el  contrario  dentro  de  las  especies  analizadas  en  este

estudio,  las   monocotiled6neas arroz y maiz son las que presentan valores de identidad mas

bajos.

Dentro   del   dominio   AP2   de   la   proteina   tipo-CBF   de   E.   g/obu/us   se   encuentran   dos

aminoacidos  altamente  conservados,  valina  14  y  acido  glutamico  19  (Figura  6  y7).  Se  ha

descrito  que  estos  residuos    juegan  un  rol  fundamental  en  el  reconocimiento  y  uni6n  del

dominio AP2  a  la  secuencia  blanco  de ADN  (Sakuma y col.,  2002).  Sin  embargo,  el  residuo

19  en  algunas  especies,  especialmente  monocotiled6neas,  es  reemplazado  por  una  valina
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(Figura  7).  Este  resultado  concuerda  con    publjcaciones  que  han  descrito  que  valina  14  es

mas importante durante el reconocimiento del ADN que el residuo  19 (Sakuma y col., 2002).

Existen secuencias aminoacidicas ubicadas rio arriba y rio abajo del dominio AP2,  Ias cuales

estan presente s6lo en las proteinas CBF, denominadas "secuencias serial CBF" (Jaglo y col.,

2001).  Estas secuencias son altamente conservadas en la mayoria de las especies donde se

ha  descrito  un  gen  tipo-CBF,  incluyendo  monocotiled6neas  y  dicotiled6neas.     La  proteina

tipo-CBF de E.  g/obu/us tambien  posee estas secuencias serial  CBF.  Cabe destacar que las

proteinas de especies monocotiled6neas como CBFl   de cebada  (Hordeum w/gave),  CBF3

de una variedad de   pasto (Lo//.urn perenne),  CBF3 de festuca (Schedor}orus arunc//.naceus) y

DREBIA de maiz (Zea mays)  presentan   la "secuencia serial  CBF"  rio  abajo al  dominio AP2

con  algunas  sustituciones  poco  conservada§  (Figura  7).   La  funci6n  de  estas  secuencias

serial  atln  no  ha  sido  determinada,    no  obstante,  la  funci6n  de  los  genes  CBF  sefialados

anteriormente ha sido confirmada mediante la transformaci6n en A.  tha//.ana,  siendo en todos

los  casos  capaz de generar una  mayor respuesta  a estfes  e  inducir la expresi6n  de genes

blanco de los factores de transcripci6n CBF.  Por lo tanto, se podria inferir que los cambios en

estas secuencias serial CBF rio abajo del dominio AP2 no tendrian un efecto fundamental en

estos procesos.

En  el  extremo  carboxilo  terminal  de  la  proteina  tipo-EgcBF  se  encuentran  varios  motivos

hidrofobicos,   como   por  ejemplo   el  formado   por  los   residuos   LWSY,   los   cuales   ha   sido

recientemente  descrito  que  son  fundamentales  su  funci6n  coma  activador  transcripcional

dentro  de  la  proteina  CBFl  de A.  £fra//-ana  (Wang  y  col.,  2005).  Al  realizar  un  analisis  de  las

secuencias se puede observar que algunos de estos motivos no presentan una conservaci6n

elevada   en   las   djferentes   proteinas   CBF   de   las   diferentes   especies,   sin   embargo,   los

aminoacidos  son  reemplazados  por  otros  que  mantienen  la  misma  caracteristica  funcional
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(Figura  9).  Estos  motivos  se  han  descrito  con  una funci6n  redundante dentro  de  la  proteina

CBFl  de A.  tha//.ana,  siendo  necesario mutar por lo  menos  3 de estos  motivos  para  eliminar

la  funci6n  activadora  de  la  proteina  CBF.  Finalmente  en  base  a  esto  se  podria  decir  que

estos   motivos   son   importantes   para   la   uni6n   de   otros   factores   y   de   la   proteina   RNA

polimerasa  11  para comenzar la transcripci6n.

Como  resultado  del  PCR  a  partir  de  ADN  gen6mico  (Figura  5),  se  obtuvo  un  fragmento

amplificado que al ser secuenciado presen{6 Ia misma la secuencia obtenida a partir de ADN

complementario.  Este  resultado  mos  lleva  a  concluir que  el  gen  tipo-CBF  de  E.  g/obu/us  no

posee  intrones  en  su  estructura,  caracteristica  que  es  compartida  con    otros  genes  CBF,

como   en     Arabidopsis  thaliana   y   Lycopersicon   esculentum,   donde      estos   ger\es,   se

encuentran en tandem sin presentar intrones en ninguna de sus secuencias,  dato que puede

comprobarse  analizando  las  secuencias  en  los  ntlmeros  de  acceso AF076155  y AY497899

respectivamente.

Al  analizar el  resultado  obtenido  del  arbol filogenetico  (Figura  9)  se  observ6  que la  proteina

tipo-CBF  de  E.  g/obu/us form6  una  rama  independiente  dentro  de  las  dicotiled6neas  junto

con  la  proteina  DREBl  de  cerezo  (Prunus  av/.urn/,  con  la  cual  tiene  un  51,0%  de  iden{idad

aminoacidica.  Este  resultado  es  esperable  ya  que  estas  son  las  dos  l]nicas  secuencias  de

especies   lefiosas   presente   en   este   estudio.   Cabe   destacar   que   estas   dos   especies

agrupadas  en  una  misma  rama  del  arbol  filogen6tico,  presentan  las  secuencias  serial  CBF

completamente  conservadas  (Figura  7).  Otro  aspecto  interesante  es  la  presencia  en  ramas

distintas  de  las  diferentes  proteinas  CBF  de  A.  tha//.ana,  i.  escu/enfum  y  H.  w/gare.  Esto

puede  deberse  a  que  existe  mayor  similitud  entre  genes  ort6Iogos  que  par6logos,  lo  que

sugeriria   que   los  genes   CBF   provendrian   de   un   gen   ancestral   comt]n   que   se  duplic6
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tempranamente   durante   el   proceso   evolutivo,   previo   a   la   separaci6n   de   las   especies

monocotiled6neas y dicotiled6neas.

El  estudio  de  Lawton-Rauh  (2003)  sugiere  que  la  dinamica  en  la  evoluci6n  podria  estar

asociado al  potencial adaptativo de las  plantas,  Io que explicaria  la  presencia de genes CBF

con funciones diferentes,  como es el caso de los genes CBF1-3,  con respecto a CBF4   de A.

tha//.ana.   Seria  de  mucho  intetes  aislar mas genes  CBF de  E.  g/obu/us   con  el  prop6sito de

establecer su ubicaci6n dentro del arbol filogenetico,  para de esta forma corroborar nuestras

sugerencias.

Los   estudios   de   expresi6n,   del   gen   tipo-EgcBF   aislado   de   E.   g/obu/us,   se   realizaron

mediante RT-PCR el cual es  una t6cnica semi cuantitativa ya que no nos permite determinar

exactamente la concentraci6n del producto de PCR,  por lo tanto, nos indica una tendencia de

c6mo se desarrolla  la expresi6n.  Los   transcritos de este gen,  se acumularon principalmente

cuando la planta fue expuesta a 4°C y no a lo.s otros esttes abi6ticos (§equia y exceso de sal)

siendo evidente la expresi6n a los  15 minutos con un punto maximo de acumulaci6n a los 30

minutos  de  tratamiento  (Figura   11).  Este  resul{ado  esta  de  acuerdo  con  lo  descrito  en  la

literatura   para  otras   especies   como   raps,   trigo   y   arroz   (Jaglo  y   col.,   2001)   donde   los

tran§critos  de genes  CBF  se  acumulan  dentro  de  los  primeros  15-30  minutos  de  exposici6n

al  frio.  En  otras  especies  como  en tomate  (Zhang  y col„  2004)  y  cebada  (Choi  y  col.  2002)

los transcritos de genes CBF se comienzan a acumular a los  15 minutos de exposici6n al frio

con un punto maximo   de expresi6n a las 2 horas de tratamiento, mientras que en el caso del

gen DREBIA de mafz los transcritos se comienzan a acumular a la hora de exposici6n a 4°C

(Qin y col.,  2004).

El   procedimiento    utilizado   para   la   realizaci6n   de   los   experimentos   de   expresi6n   en

condiciones de sequia y salinidad del gen tipo-CBF de E.  g/obu/us,  el cual consistio en sacar
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las plantas de la tierra para exponer sus raices a las diferentes tipos de estfes,  podria causar

algun  tipo  de  respuesta  provocado  por  estr6s  mecanico.  Para  descartar  esta  hip6tesis  se

realiz6  un  RT-PCR  con  los  partidores  especificos  para  el  gen  tipo-EgcBF  a  partir de  ARN

total aislado jnmediatamente despues de extraidas las plantas de la tierra.  El resultado fue la

ausencia  total  de  expresi6n  del  gen  tipo-CBF  bajo  esta  condici6n  (resultado  no  mostrado),

indicandose,  por lo tanto,  que la expresi6n del gen tipo-EgcBF fue en respuesta al estfes de

frio  y  no  al  posible  estfes  mecanico  al  cual  esta  siendo  sometida  la  planta.  Otro  aspecto  a

considerar es el  dafio que pueden  sufrir las raices al  remover las plantas de la tierra,  lo cual

impediria que la planta sensara el estfes al cual esta siendo sometida,  no produciendose por

lo tanto expresi6n del gen tipo-EgcBF en estas condiciones.  Sin embargo, el dafio producido

para  generar  esta  respuesta  tendria  que  ser  sobre  el  total  de  las  raices  de  lo  contrario  la

sensibilidad  podria disminuir pero no anularse por completo.  Un buen m6todo para descartar

estas   hip6tesis  seria   rea]izar  los  experimentos   con   plantas  en   cultivos   hidrop6nicos,   los

cuales   nos   permitirian   exponer   las   raices   a   las   distintas   condiciones   sin   causar   dafio

radicular.

Cabe destacar que el metodo de RT-PCR utilizado en este trabajo para estudiar la expresi6n

del  gen  en  cuesti6n,  es  una  t6cnica  semi  cuan{itativa,  por  lo  tanto,  entrega  una  tendencia

sobre  la  expresi6n  del  gen  tipo-EgcBF  en  E.  g/obu/us.  Para  complementar  los  resultados

entregados  en este trabajo  y determinar como se   expresa  el  gen  tipo-EgcBF  en  diferentes

condiciones  medioambientales,  se podria realizar un  IVorfhem b/of o un  PCR en tiempo real,

tecnicas que permiten una cuantificaci6n del ARN mensajero sintetizado

Los  resultados  del  analisis  del  ntlmero  de copias del gen tipo-EgcBF dentro del  genoma de

E.  g/c)bu/us  mediante  Southern b/of (Figura  10),  sugieren  que  el  gen  tipo-EgcBF  tiene  dos

copias dentro del genoma de E.  g/obu/us,  el cual tiene un tamafio de 530 Mpb (Myburg y col.
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2003).  Esto es distinto a lo descrito en otras especies como   Arabidopsis y maiz donde cada

gen CBF existe en copia tlnica dentro del genoma  (Stockinger  y col.,1997;  Qin   y col.,  2004).

Pueden   haber   diferentes   motivos   por   los   cuales   se   haya   obtenido   el   resultado   antes

mencionado,  como que  la  sonda  utilizada en  la hibridaci6n  en  el  Southern b/of no  haya sido

lo   suficientemente   especffica   para   un   gen   CBF   en   particular   y   por   lo   tanto,   estamos

detectando  la  presencia  de  mss  de  un  gen  CBF.  Sin  embargo,  la  estrictez  utilizada  en  los

lavados   de   la    membrana   fueron   lo   suficientemente   altos    como    para   evjtar   uniones

inespecificas  de  la  sonda,  es  decir,  0,1%  SSC  y  0,1%  SDS  durante  20  minutos  a  50°C,

permiten te6ricamente  s6lo  la  uni6n  de   las  secuencias  con  un  90%  de  identidad.  Entre  los

diferentes  genes  CBF  de  Arab/.Oaps/.s  existe  un  maximo  de  identidad  de  88%,  el  cual  es

similar a lo encontrado entre los genes CBF de tomate (86%).  Por lo tanto, en base a esto se

podria esperar que los diferentes genes CBF de Eucalyptus no tuvieran  un nivel de identidad

mayor a  estos valores,  a  no ser que el  proceso de duplicaci6n  de estos genes  CBF en esta

especie  haya  sido  un  evento  evolutivo  reciente  y  por  lo  tanto  las  secuencias  posean  un

mayor  grado   de   identidad.   Esto   podria   explicar   la   presencia   de   bandas   con   distintas

intensidades  en  una  misma  digesti6n,  ya  que  los  genes  CBF  de  Euca/yp{us  podrian  tener

una homologia   mayor al  nivel de estrictez aplicado al  lavado del  Southern,  detectandose de

esta forma dos miembros de la familia CBF.

Las digestiones  parciales  del ADN  gen6mico,  tambien  son  una  posible  causa  de errores  en

el  bandeo  como  resultado  de  un  Sc>uthem,  sin  embargo,  el  mismo  resultado  se  obtuvo  con

tres enzimas diferentes para las digestiones, lo que permitiria descartar esta posibilidad.

Para comprobar el  resultado obtenido se podria realizar un Southerr) b/of hibridando con una

sonda  amplificada   a  partir  del  extremo  5'  del  gen  tipo-CBF  de  E.   g/obu/us,   el  cual  es

altamente  variable  y  por  lo  tanto  el  resultado  obtenido  deberia  corresponder a  la  presencia

de un gen en particular.
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El proceso de transformaci6n de A.  tha//.ana con el vector binario pBIN19 conteniendo el gen

tipo-CBF  bajo  el  control  del  promotor CaMV 35S,  tuvo  una  eficiencia  del  0,5%,  la  cual  esta

dentro del  rango de eficiencia de transformaci6n establecido por Clough  (Clough y col.1998).

Cabe  destacar  que  se  realiz6  como  control,  la  transformaci6n  de  A.  Aha//.ana  con  el  vector

binario  vacio,   con  el  fin  de  descartar  que  el  fenotipo  producido  se  deba  al  proceso  de

transformaci6n  o  a  algtln  efecto  del vector utilizado.  Sin  embargo,  la  semillas  generadas  de

estas transformaciones aun no han sido seleccionadas.

Todas  las  plantas  de  A.  tha//.ana  transformadas  con  el  gen  tipo-EgcBF  bajo  el  control  del

promotor CaMV 35S,  que  fueron   desarrolladas  durante esta  memoria,  mostraron  el  mismo

fenotipo,  el cual se caracteriz6   por un crecimiento reducido (Fjgura  17).  Por lo tanto,  en base

a  este  resultado  se  puede  establecer  que  el  fenotipo  producido  es  causado  por  la  sobre

expresi6n   del   gen   tipo-EgcBF   y   no   por   un   efecto   insercional.   Este   fenotipo   ha   sido

ampliamente  descrito  en  plantas transformadas que sobre expresan  algtln  gen  CBF bajo  un

promotor  constitutivo,  es  decir,  un  aspecto  normal  con  respecto  al  color  y  estructura,  pero

con  un  retardo en el  crecimiento.  Por ejemplo en  plantas  de A.  tha//.ana que  sobre expresan

un  gen  CBF  propio  (Kasuga  y col.,1999),  en  plantas  de A.  tha//.ana que  sobre expresan  un

gen CBF de arroz (Dubouzet y col., 2003) o  en plantas de A.  tha//.ana que sobre expresan un

gen  CBF  de  tomate  (Zhang  y  col.,  2004).   Este  fenotipo  puede  ser  atribuido  al  desgaste

metab6lico que sufre la planta al estar expresando constantemente un factor de transcripci6n,

el  cual  desencadena  una  serje  de  eventos fisiol6gicos  que  eventualmente  podrian  interferir

con   el   crecimiento   normal   de   la   planta.   Cabe   destacar  que   el  fenotipo   de   crecimiento

reducido  no  es  exclusivo  de  plantas  que  sobre  expresan  genes  CBF  bajo  el  control  de  un

promotor  constitutivo.   Existen   algunos   estudios   de   genes   que   al   ser  sabre  expresados
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desarrollan  un fenotipo  similar,  como  por ejemplo  la  sobre  expresi6n  del  gen  ADC2,  el  cual

tambien  es  inducido  por estres  abi6tico  en A.  Aha/r`ana.  Este  gen  bai.o  el  control  del  promotor

CaMV  35S,   presenta   el   mismo  fenotipo   de   re{ardo   del   crecimiento   y  disminuci6n   de  la

floraci6n  (Alcazar  y  col.,  2005).  En  todos  los  casos  mencionados  anteriormente  de  sobre

expresi6n  de  genes  CBF  de  diferentes  especies  en A.  tha//.ana,  sin  importar la  procedencia

del  gen  incorporado,  los  resultados  se tradujeron  en  un  aumento  en  la  capacidad  de tolerar

el estfes abi6tico acompafiado con una reducci6n en el crecimiento y la floraci6n de la planta,

por  otro  lado  tambi6n  se  han  sobre  expresados  genes  CBF  de  A,   Aha//.ana  en  sistemas

heter6logos   como   tomate    (Hsieh   y   col.    2002),    desarrollandose   el   mismo   fenotipo   y

caracteristicas de tolerancia  a esttes.  Esto permite deducir que el sistema de  aclimataci6n  a

cambios   medioambientales   contiene   proteinas   y  vfas   metab6licas   conservadas   en   una

amplia variedad de plantas,  tanto  monocotiled6neas  como dicotiled6neas.  Por lo tanto es de

esperar  que  el   proceso  de  aclimataci6n   al  frio  en   E.   g/obu/us  contenga  tambien   estas

caracteristicas,  para  confirmar  esta  hip6tesis  estamos  realizando  experimentos  adicionales

que  permitan  establecer  la  funcionalidad  del  gen  tipo-CBF  de  E.  g/obu/us  aislado  durante

este trabajo.
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5       CONCLUSIONES

•     Se aisl6 un gen tipo-CBF de E. g/obu/us,  cuya secuencia nucleotidica y aminoacidica

posee una elevada identidad con secuencias CBF de otras especies.

•     El  gen  tipo-EgcBF  no  posee  intrones  en  su  secuencia  y  esta  presente  en  mas  de

una copia en el genoma de E, g/obu/us.

•     EI  gen  tipo-EgcBF  se  expresa  principalmente  en  condiciones  de  frio  durante  los

primeros   15  minutos  de  exposici6n     con  un   punto   maximo   a  los  30  minutos  de

tratamiento.

•     Plantas  de  la  generaci6n  Tl  de Arab/.daps/.s aha//.ar]a transformadas  con  el  gen tipo-

EgcBF bajo el  control del  promotor CaMV 35S  presentaron un crecimiento reducido,

fenotipo  caracteristico  de  plantas  que  sobre  expresan  genes  CBF  bajo  promotores

constitutivos.

6     PROYECCIONES Y TRABAJO FUTURO

Estudios de funcionalidad (fenotipica y molecular) del gen tipo-EgcBF en Arab/.daps/.s

thaliana

•     Transformaci6n  de Arab/.daps/.s tha//'ana con  el  gen tipo-EgcBF  bajo el  control  de  un

promotor inducible,  como el  promotor rd29A,  el  cual es inducido por frio

•     Transformaci6n  de  Euca/ypfus  g/obu/us  con  el  gen  tipo-CBF  aislado  durante  esta

memoria
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