ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS- UNIVERSIDAD DE CHILE

“AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE UN GEN TIPO-CBF DE EUCALYPTUS

GLOBULUS”

Memoria de titulo entregada a la Universidad de Chile en cumplimiento parcial de los

requisitos para optar al titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular.

MARIA CECILIA GAMBOA GARRIDO

Director de la Memoria de Titulo

Dr. Pablo Valenzuela Valdés

Dr. Erwin Krauskopf Poblete

Dr. Mario Rosemblatt Silber

Comision de Evaluacion de la Memoria de Titulo

Dra. Liliana Cardemil
Presidenta de la Comision

Dr. Michael Handford

Santiago de Chile, Agosto 2005




UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS X% e’
ESCUELA DE PREGRADO N >

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE UN GEN TIPO-CBF

(C-Repeat Binding Factor) DE EUCALYPTUS GLOBULUS

MEMORIA PARA OPTAR AL TiTULO PROFESIONAL DE INGENIERO EN

BIOTECNOLOGIA MOLECULAR

Maria Cecilia Gamboa Garrido

Directores de Memoria: Dr. Pablo Valenzuela Valdés
Dr. Erwin Krauskopf Poblete

Profesor patrocinante: Dr. Mario Rosemblatt Silber

FUNDACION CIENCIA PARA LA VIDA

Santiago, Chile 2005




Hace exactamente 10 afios yo ingresaba a la Universidad de Chile a esta
hermosa, dificil y en ese momento desconocida carrera. Tenia 18 afos,
acababa de salir del colegio y ya llevaba 2 afios pololeando con la persona que
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RESUNMEN
Las proteinas CBF pertenecen a una pequefia familia de factores de transcripcion que
juegan un papel importante en la capacidad que tienen las plantas de tolerar distintos tipos
de estrés abiotico. Se ha demostrado que las proteinas CBF1, CBF2 y CBF3 de Arabidopsis
thaliana estan involucradas en la tolerancia a bajas temperaturas. Estas proteinas 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 trigo, cumpliendo en todas ellas una funcién similar.
En el desarrollo de este trabajo se aislé un gen tipo-CBF de Eucalyptus globulus, especie
forestal de gran importancia comercial en nuestro pais. El gen aislado posee una region
codifi(‘:ante de 672 pares de bases correspondientes a 223 aminoacidos, encontrandose en
esta secuencia un dominio de unidén al ADN, denominado AP2, una secuencia de
localizacién nuclear y la secuencia sefial CBF.
Los resultados obtenidos indican que el gen EgCBF esta presente en més de una copia en el
genoma de Eucalyptus globulus. Experimentos de expresion de este gen bajo diferentes
condiciones de estrés medioambiental demostraron un aumento de su expresion cuando la
planta es expuesta a bajas temperaturas con un pivel maximo a los 30 minutos de
tratamiento a 4°C.
Para comenzar a estudiar la funcién del gen EgCBF, se transformé Arabidopsis thaliana, con
un vector binario conteniendo este gen bajo el promotor CaMV 35S. Se confirmé el caracter
transgénico de las plantas por su resisiencia a kanamicina y por la amplificacion del gen
EgCBF a partir de ADN genémico de A. thaliana. La generacion T1 de plantas transgénicas
presentd un tamafio menor con respecto a plantas control, las cuales se mantendran en

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

realizaran los experimentos fenotipicos de resistencia al frio.




SUMMARY

Plants can {olerate abiotic siress due to a small family of transcription factors known as CBF
proteins. The over expression of CBF genes in Arabidopsis thaliana results in an increased
tolerance to freezing temperatures, water deficit and high salinity. it has been shown that
Arabidopsis thaliana 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 globulus, one of the most
commercially important foresiry 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 Eucalyptus
globulus 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, Arabidopsis thaliana 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. thaliana genomic DNA. The T1 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.

xi




1 INTRODUCCION

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 coiglies
(Nothofagus).

En el afio 2002 las plantaciones de Eucalyptus en Chile alcanzaron las 387000 hectéreas,
de éstas e] 80% corresponden a E. globulus y el 20% a E. nitens (INFOR, 2003), siendo
éstas las dos especies de Eucalyptus cullivadas en nuestro pais a nivel comercial. El
Eucalyptus 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. E| mercado generado alrededor de la
produccién de Eucalyptus, se ha incrementado en los UGltimos afios. De esta manera, se ha
establecido que los requerimientos de madera pulpable aumentara radicalmente desde 4,6
millones de metros clbicos en el afio 2003 a 7,4 millones de metros ctibicos para el afio
2010, correspondiendo de esta Ultima cifra 4,4 millones a Eucalyptus globulus solamente
(INFOR, 2003). Esta variedad es la especie forestal que se utiliza principalmente en la
produccién forestal en Chile ya que presenta ventajas comparativas con respecto a E. nitens
en relacién con la calidad de la celulosa producida. E. globulus se utiliza como materia prima
en la produccion de celulosa de fibra corta, material apto para la fabricacién de papeles de
impresion y elaboracion de pulpa. Sin embargo, esta variedad presenta una gran limitacion
en su produccion comercial debido a su poca tolerancia a la sequia prolongada y a las bajas
temperaturas, sobre todo en arboles jévenes menores de 2 afios, lo cual restringe la

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




razones que al analizar la distribucién por regiones de las hectareas destinadas a la
produccion forestal de Eucalyptus, se puede apreciar que ésta se concentra principalmente
entre la octava y novena regiéon de nuestro pais, mientras que en la zona norte
practicamente no hay un desarrollo forestal comercial.

Debido a la sensibilidad de E. globulus a temperaturas bajo 0°C y a periodos de sequias
prolongadas se provocan pérdidas importantes a los productores forestales, en afios que son
particularmente frios o secos.

Todas estas caracteristicas, hacen sumamente interesante desarrollar una investigacion
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
importante aporte inicial, podrian constituir un aporte en la recuperacion de terrenos
marginales, degradados o en franco proceso de desertificacion, como también en la
incorporacion de zonas precordilleranas y terrenos del Norte de Chile.

La manipulacion genética de especies lefiosas presenta ciertas dificultades tales como
largos ciclos reproductivos y tiempos de regeneracion, por lo cual el desarrollo de un sistema
in vifro para realizar estudios bajo condiciones de laboratorio controladas y el desarrollo de
un sistema de transformacién han centrado grandes esfuerzos el Ultimo tiempo.
Recientemente se publicé una patente (EP1050209A2) donde se describe un método de
transformacion, ademas de un estudio donde se describe la transformacién mediante
Agrobacterium tumefaciens de segmentos nodales de Eucalyptus cultivados in vitro
(Spokevicius y col. 2005), lo cual constituye un importante avance en el area de investigacién

forestal.




1.2 Estrés abidtico en plantas

El medicambiente presenta condiciones estresantes para las plantas tales como sequia, alta
salinidad y frio, las cuales causan grandes dafios en la produccién de los cultivos alrededor
del mundo. Aunque hay diferentes tipos de estrés, 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 célula vegetal, siendo esto el causante del dafio fisiolégico que sufre
la planta llegando a causar la muerte de los cultivos en casos exiremos de estrés abidticos.
Al ser las plantas inméviles es fundamental la forma en que responden a los cambios
medioambientales, los cuales generalmente son desfavorables para ella, es asi como los
procesos de adaptacion que desarrollan las plantas son muy importantes para su sobre
vivencia. ’

En las Ultimas décadas 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; Ingram y col., 1996; Bray, 1997). Estos genes se clasifican en dos
grandes grupos de acuerdo a la funcién que cumplen (Liu y col., 2000).

El primer grupc comprende genes que codifican para proteinas que protegen
macromoléculas y membranas celulares (como proteinas LEA, proteinas anticongelantes y
chaperonas), proteinas que mantienen el flujo de agua a través 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 célula vegetal { como glutation S-transferasa y superoxido
dismutasa).

E!l ofro grupo incluye proteinas que estan envueltas en transduccién de sefal del estrés y el

control de la expresiéon de genes involucrados en la tolerancia al estrés como factores de




transcripcion (genes CBF y MYC) (Figura 1), proteinas quinasas (como MAP quinasas y CDP
quinasas) y proteinasas (fosfoesterasas y fosfolipasa C).

Analisis de expresion de genes inducidos por sequia, alta salinidad y frio han mostrado la
existencia de distintos sistemas regulatorios de respuesta a estrés, algunos dependientes y
otros independientes de ABA (acido absisico) (Bray 1997; Shinozaki y col., 1996; Shinozaki
y col.,, 1997, Thomashow ,1999), lo cual indica la existencia de mecanismos regulatorios
complejos entre percepcion de la sefial de estrés abidtico y expresion génica.

A pesar de conocerse algunos de los posibles genes participantes, atin no es claro el
mecanismo molecular mediante el cual la planta percibe el estrés medioambiental al cual
estd siendo sometida, ni como esta sefial de estrés es traducida en una respuesta de

adaptacion en la planta.




1.3 Factores de transcripcion, genes CBF (c-Repeat Binding 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 éstas extremas, conociéndose este fenomeno como aclimatacién
al frio (Hughes y col., 1996). La tolerancia al congelamiento implica cambios fisiolégicos y
bioquimicos, y esta muy intimamente ligada a la tolerancia al estrés por falta de agua, ya
que, durante el congelamiento, la formacion de hielo extracelular disminuye el potencial de
agua fuera de la célula lo que causa que el agua fluya fuera de ésta. Por lo tanto, el dafio
causado por el congelamiento es inducido por la deshidratacion que sufre la célula vegetal.
Es por esto que las plantas responden a las bajas temperaturas y a la desecacion a nivel

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

Muchos genes tales como RD (responsive to dehydration), COR (cold regulated), LT/ (low-
temperature induced) y KIN (cold inducible} se inducen por bajas temperaturas y sequia
(Ingram y col., 1996; Pearce, 1999; Thomashow, 1999) (Figura 1). Estas proteinas de funcidn
desconocida en general presentan regiones con capacidad para formar a-hélices anfipaticas,
siendo algunas de ellas parte de la familia de proteinas LEA, como COR47, la cual codifica
un polipéptido altamente hidrofilico, el que participa durante el proceso de deshidratacién de
la planta (Thomashow 1999). También se ha descrito la funcidn del gen COR15 en la
tolerancia a estrés por frio actuando sobre la conformacién lipidica de la membrana de los
cloroplastos (Steponkus y col., 1998).

Recientemente se ha establecido que un importante componente en la aclimatizacién al frio
en Arabidopsis 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 exposicién al frio de la planta, (Gilmour y col.,




1998; Medina y col., 1999; Stockinger y col., 1997). En el genoma de Arabidopsis thaliana se
han descrito cuatro genes CBF/DRE, siendo la expresién de tres de ellos (CBF1, CBF2 y
CBF3) inducida por bajas temperaturas mientras que la expresion 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 expresion de estos genes activa rapidamente e!
regulon CBF (aproximadamente 2 horas), un conjuntc de genes que son inducidos en
respuesta a la activacion transcripcional de los CBF ctorgando 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 consensc de 5
pares de bases rica en citosina, CCGAC, repetida multiples veces en dichos promotores.
Esta secuencia regulatoria del ADN es a la cual se unen los factores de transcripcion CBF
por medio del dominio de unién AP2 (Baker y col. 1994; Stockinger y cols. 1997; Yamaguchi-
Shiozaki y col. 1994). Esta familia de proteinas de union al ADN llamadas AP2/ERF
(Stockinger y col. 1997), comprende mas de 140 miembros en A. thaliana, teniendo todas en
comun el motivo de unién 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, denomindndose “secuencia sefial CBF”, siendo su funcién atin no determinada
(Jaglo y col., 2001). También hacia el extremo carboxilo terminal da la proteina CBF1 de
A. thaliana se han descrito motivos de aminoéacidos hidrofébicos, como LWSY, los cuales
serian fundamentales en la funcidn como activador tfranscripcional de las proteinas CBF

(Zhibin y col. 2005).




Cuando en plantas de A. thaliana se sobre-expresan en forma constitutiva los genes CBF
nativos se induce la expresion de ofros 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),
CORG6.6 (Wang y cols., 1995) y KIN1 (Wang v col., 1995), sin embargo, cuando las plantas
sobre expresan algin gen CBF bajo el control de un promotor constitutivo, como el promotor
del virus del mosaico de la coliflor (CaMV 358), las plantas sufren problemas de retardacion
del crecimiento y disminucion de la floracién. Por ofro lado cuando se sobre expresan los
genes CBF bajo un promotor inducible, como el rd29A, el cual es activado por frio, se

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

aumento de la tolerancia al estrés abiético (Kasuga y col., 1999).
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Los genes CBF se han descrito en diferentes especies vegetales de interés comerciat como
arroz (Oryza sativa), tomate (Lycopersicon esculentum) (Zhang y col., 2004), trigo (Triticum
aestivum L. cv Norstar) (Jaglo y col., 2001), cebada (Hordeum vulgare) (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 unioén 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. Por gjemplo, en el caso de tomate y maiz, se realizaron
estudios donde se aislaron los genes CBF nativos y su funcion fue estudiada en un sistema
heterdlogo utilizando Arabidopsis thaliana 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 referiré como genes tipo-CBF a aquellos genes que a pesar
de tener una elevada identidad con genes CBF, no se les ha comprobado una funcién

dentro de la respuesta a estrés en la planta.




1.4 Hipétesis

Postulamos que Eucalyptus globulus posee un gen tipo CBF que esta involucrado en la

respuesta a estrés abidtico

1.4 Objetivo General

» Aislar y caracterizar un gen tipo-CBF de Eucalyptus globulus

1.5 Objetivos Especificos

» Disefio de partidores en base a secuencias conocidas de genes CBF pertenecientes
a ofras especies y amplificacién de un gen tipo-CBF de Eucalyptus globuius

- Estudio del niimero de copias del gen tipo-CBF de Eucalyptus globulus mediante
Southern blot

« Estudio de expresién del gen tipo-CBF de Eucalyptus globulus bajo diferentes
condiciones de estrés medioambiental

» Clonacion del gen tipo-CBF de Eucalyptus globulus en un vector binario

» Transformacion de Agrobacterium tumefaciens con vector binario que contiene el
gen tipo-CBF

= Transformacion de Arabidopsis thaliana con Agrobacterium tumefaciens conteniendo

el gen tipo-CBF de Eucalyptus globulus

10




2 MATERIALES Y METODOS

21 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 restriccion, Tag ADN polimerasa, T4 ADN ligasa, DNasa |
y los desoxiribonucledtidos dATP, dCTP, dGTP, dTTP, la fosfatasa alcalina de camardn,
RNasin, transcriptasa reversa, y los estandar de peso molecular de acidos nucleicos (1Kb,
DNA/Hind Il y una mezcla de A DNA/Hind Il y ©/X 174 RF DNA/Hae ll]), se obtuvieron en
Invitrogen. Triptona, extracto de proteina y agar fueron adquiridos en Laboratorios Difco. Los
kit comerciales que se utilizaron para la purificacion de ADN plasmidial y de ADN a partir de
geles son de E. Z. N. A. Omega Bio-tek. Para la purificaciéon de productos de PCR se utilizd

el kit de Qiagen.

2.2 Cepas bacterianas
Se utilizé la cepa Nova blue de Escherichia coli para la mantencién y multiplicacién de los
vectores recombinantes y la cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens para la

transformacién de Arabidopsis thaliana.

2.3 Medios de cultivo

LB: Bactotriptona 10g/L., extracto de levadura 5g/L, NaCl 10g/L. Para medio sélido se
adiciona agar 15g/L.
S0OC: Baciotriptona 20g/L, extracto de levadura 5g/L; NaCl 0,5¢g/L, glucosa 1M y MgCl, 0,1M

11




MS: Sales MS (macroelementos, microelementos y quelatos de fierre) 4,3g/L, mioinositol

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

2,4 Antibidticos

Las soluciones de antibiéticos se prepararon en H,O (agua desionizada bidestilada) y fueron
esterilizados por filtracién a través de una membrana de nitrocelulosa de 0,22pum de diametro
de porosidad (Millipore). Los antibidticos 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 suifoxido).

2.5 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Plantas de Eucalyptus globulus fueron cuitivadas en el laboratorio a partir de semillas
adquiridas en el vivero Antumapu de la Universidad de Chile. Ademas se utilizaron plantas

de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia cultivadas en el laboratorio.

2.6 Desinfeccion, germinacion de semillas y cultivo de Arabidopsis thaliana

Semillas de A. thaliana se desinfectaron segtin el protocolo descrito a continuacion. Las

semillas se lavaron en 1ml de una solucion 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 estéril para luego depositar las semillas en placas con

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

realizé en una campana de flujo laminar.

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

sincronizar la germinacién de ellas. Luego las placas se transfirieron a una camara de



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 culftivo 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 %2

parte de turba (ANASAC)

2.6.2 Cultivo de plantas

Las plantas de A. thaliana germinadas in vitro se traspasaron a macetas con la mezcla de
tierra descrita previamente (seccion 2.6.1), con la precaucion de eliminar el medio de cultivo
remanente en las raices. Las maceias 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 seccion 2.6. Para la obtencion de las semillas, las
plantas se mantienen en condiciones de invernadero hasta la formacién de vainas con
semillas (2 meses aproximadamente) momento en el cual son envueltas en bolsas de papel
para facilitar su recoleccién. Luego se disminuye el riego para obiener las vainas con
semillas secas, estas son terminadas de secar y almacenadas a temperatura ambiente.

En el caso de E. globulus 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. thaliana, descrita en la

seccion 2.6
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2.7 Mantencién y crecimiento de cepas bacterianas

Cepas de E. cofi se crecieron a 37°C con agitacion constante durante 16 h en medio liquido
LB suplementado con el antibiético apropiado. A partir de estos cuitivos se tomaron indculos
con los que se prepararon stocks al 20% de glicerol los que fueron almacenados a -80°C.

La cepa de A. tumefaciens se crecid a 28°C en medio liquido o placas con LB suplementado
con Gen (100pg/mL), Kan (100pg/mL) y Rif (10pg/mL) durante 48h. El método de

almacenaje fue similar al anterior.

2.8 Preparacion de células competentes de Eschericha coli Novablue

El método utilizado fue el descrito por Sambrook (Sambrook y col., 1989). Brevemente, se
cultivaron células de E. cofi Novablue en medio LB (100pL de células en SmL de medio)
durante toda la noche a 37°C con agitacién constante. Al dia siguiente se agreg6 este cultivo
bacteriano a 500mL de medio LB, incubandose a 37°C hasta alcanzar una DOggonr, de 0,6-
0,8. El cultivo se centrifugd a 3500xg por 10 min a 4°C y las células fueron resuspendidas en
250mL de NaCl 10mM frio. Las células se centrifugaron nuevamente en las condiciones
antes descritas y luego se resuspendieron en 250mL de CaCl, 75mM. El cultivo se mantuvo
en hielo durante 30 min para posteriormente ser centrifugado. Las células se
resuspendieron en 60mL de CaCl, 75mM y glicerol 15% v/v, a 4°C, manteniéndose en hielo
por 3 h, distribuyéndose posteriormente en tubos Eppendorf estériles. A continuacion los

tubos se congelaron rapidamente en hielo seco con etanol y almacenados a -80°C.

2.9 Transformacion de células competentes de Escherichia coli Novablue

El protocolo de transformacion utilizado fue el descrito por Inoue {Inoue y col.,1991). Este

método consiste en mezclar 100uL de células competentes con 5 - 10pul de un vector
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recombinante. Esta mezcla se dejo en hielo por 30 min, siendo posteriormente incubada a
42°C por 1 min, luego del cual se vuelve a colocar en hielo por otros 2 min. A continuacion se
agregé 1mL de medio de crecimiento SOC, y se mantuvo en agitacién constante por 1 h a
37°C. Transcurrido este tiempo, la suspensidn se centrifugd a 10000xg por 1 min,
descartandose casi por completo el sobrenadante, dejando aproximadamente 200pL de
medio para permitir la resuspensién de las bacterias. Las bacterias se siembran en placas de
L.B-agar que contienen un antibiético de seleccion pertinente al vector en uso, Amp 50pg/mL
para pGEM-T y PUCpSS y Kan 50ug/mL para pBIN19. En el caso del vector pGEM-T y
pBIN19, se realiza una seleccion por alfa complementacion agregando 20pL de X-GAL

50mg/mL y 10L de IPTG 1M.

2.10 Vectores

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

estructuras se esquematizan en la Figura 2.

Tabla 1. Descripcion de plasmidios utflizados en este trabajo

Nombre |Tamaiio | Seleccion Caracteristicas Referencia
(Kb}
pGEM-T 3,0 Amp Vector utilizado para clonar productos Promega
de PCR
PUCPpSS 36 Amp Vector utilizado para clonar nuestro gen |  Dr. Patricio Arce
de interés bajo un doble promotor U. Catdlica de Chile
CaMV 355
pBIN 19 11,7 Kan/Kan Vector binario utilizado en la Br, Patricio Arce
transformacion mediada por U. Catdlica de Chile
Agrobacterium

15




Hind 1l

EcoR |

T PUCPSS -
Sitio de 3580 bp BamH |

i S,

T c¢lonamiento Ter CaMV .

Hind Il

ori

pBIN 19
11700 pb

Hind Il

Figura 2. Plasmidios utilizados durante el desarrollo de esta memoria de tesis

PGEM-T. ampicilina (Amp), /lac Z (region codificante para la B-galactosidasa) interrumpida
por el sitio de clonamiento. PUCpSS. Amp, doble promotor CaMV 35S, Ter CaMV 35S, un
origen de replicacion (ori). pBIN19. BD y Bl (bordes derecho e izquierdo respectivamente) en
esta zona se encuentra una resistencia a kanamicina (Kan), ademas de un sitio de
clonamiento multiple, fuera de los bordes se encuentra otra resistencia a Kan. Se indica en
cada caso los sitios de restriccion utilizados para el clonamiento del gen tipo-EgCBF.

2.11 Purificacion de ADN plasmidial

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

la noche a 37°C con agitacién constante. El cultivo se centrifugé a 5000xg por 1 min
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obteniéndose una pella de bacterias. A partir de esta pella el ADN plasmidial se obtuvo
siguiendo el protocolo suministrado por el fabricante del Kit E.Z.N.A. Plasmid Miniprep,

Omega Bio-tek.

2.12 Digestion de ADN mediante endonucleasas de restriccion

ADN fue digerido usando 1-5 U de enzima por ug de ADN con el tampén de reaccion 10x
apropiado, segun 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 Desfosforilacién de ADN

Los vectores plasmidiales previamente digerido con endonucleasas de restriccién fueron
desfosforilados para evitar su recirculacién. Para esto se utilizd la enzima fosfatasa alcalina
de camaron (Invitrogen). Brevemente, a 5-10ug de ADN plasmidial previamente cortado, se
le agregd 10uL de la solucion tampon 10X suministrada con la enzima, 2 U de dicha enzima
y agua bidesiilada 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 Ligacion de fragmentos de ADN

Los fragmentos de ADN amplificados por PCR o extraidos desde geles de agarosa, fueron
ligados a los vectores de clonacion en una relacién 1:10 de vector con respecto al inserto de

ADN. Para esto se mezclaron 5ul de solucién tampdn de ligasa 2X, entre 10-55ng de vector,

ADN para obtener ia razén molar ya descrita y 13l de la enzima ADN T4 ligasa (Invitrogen).
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Se completé con agua bidestilada hasta un volumen final de 10uL y la mezcla se incubd

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

2.15 Purificacién de fragmentos de ADN de un gel

Una vez finalizada la digestion la mezcla de reaccion se sometid a electroforesis en un gel de
agarosa de bajo punto de fusion a 50V. Luego el gel se tifié con una solucion de BrEt 1ug/mL
para visualizar los fragmentos de ADN. El trozo de agarosa que contenia el fragmento
deseado se extrajo del gel con un bisturi y se colocé en un tubo Eppendorf. Finalmente se
procedido de acuerdo al protocolo del Kit E.Z.N.A. Gel Exiraction, 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 Invitrogen. La temperatura de hibridacion
(Tm), de cada partidor se calculé en base a la formula:

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

En la Tabla 2 se muestra [a secuencia y la Tm de cada partidor.




Tabla 2. Partidores.

Listado de partidores utilizados en el desarrollo de esta memoria. En color rojo se
encuentra indicado el sitio de restriccion EcoR | y en color azul el sitio de restriccion
BamH | incorporados en estas secuencias.

Nombre del partidor Secuencia Tm (°C)
1- PR4F 5' aag aaa ccg gca ggc cgg aag aag aa 3' 56
2- PROR 5' cca agc cga gtc age gaa gtt 3' 56
3- G775 5' gac tcg agt cga cat cga ttt ttt ttt ttt tt 3' 42
4- G702 5' gac tcg agt cga cat cg 3' 52
5- CBF1 EgPUCF 5' ata gaa tic cct cecc atg aac tet tec t 3 58
6- CBF1 EgPUCR 5' ata gga tcc tac tta cta agt ggg geca tc 3 58
7- histona H4 F 5 gaagcggcacagaaaggtcd 58
8- histona H4 R 5' ccc aca agt tca ttt cgt ctg 3’ 58
9- 5 EgCBF1 F 5' ctg ctt cat tcc aac tca ac 3' 58
10- 3’ EgCBF1 R 5'ccc taatga caa aattgagaaa 3’ 58
11- CaMV 35S F 5' ccc cca ccc acg agg age 3' 64
12- Ter CaMV 35S 5' tac aaa tca ata cta agg gtt tc 3' 60

2.17 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion se realizé en tubos Eppendorf autoclavados de 500puL, mezclando los siguientes
componentes: 2uL de tampén PCR 10X, 0,6uL de MgCl, 50mM, 1,6uL de la mezcla de
dNTPs 10mM, 1uL de cada partidor a una concentracion de 10uM, 50-200ng de ADN
templado, 0,2ul. de Tag DNA polimerasa 5U/uL y se completé a un volumen final de 20uL
con agua bidestilada. Se utilizé un termociclador modelo PTC-200 (MJ Research) con un

programa que consistid en una etapa inicial de desnaturacion a 94°C durante 4 min, 30 ciclos
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de amplificacién, consistente en una etapa de desnaturacion a 95°C por 1 min, una etapa de
hibridacion a 50-60°C, dependiendo de la Tm de los partidores utilizados, durante 30 seg y
una etapa de extension a 72°C durante 1-2 min. Finalmente se realizé una etapa de

elongacion por 10 min a 72°C.

2.18 Purificacion del ADN amplificado mediante PCR

La purificacién de los productos de PCR se realizé con el propésito de remover sales y
enzimas, para esto se utilizd el Kit Qiaquick de Qiagen siguiendo las instrucciones

suministradas por el fabricante.

2.19 Preparacion de ARN total de Eucalyptus globulus

El método se bhasd 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. globulus obtenido a partir de hojas sin nervaduras fue molido hasta un polvo fino en
nitrégeno liquido, para luego ser incubado un minimo de 5 min a 65°C con 600uL de tampon
de extraccion (CTAB 2%, PVP30 2%, Tris-HCI 100mM pH8,0, EDTA 25mM, NaCl 2M,
espermidina 0,5g/L) previamente calentado a 65°C y adicionado con B-mercaptoetanol al 2%
y acido ascérbico 8mM. Dos exiracciones con 1 volumen de cloroformo alcohol iscamilico
(24:1) se realizaron centrifugando cada vez a 13000xg por 5 min, recuperando la fase
superior luego de cada centrifugacion. A continuacion el ARN se precipitd con % de volumen
de LiCl 2,5M durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente el precipitado se centrifugé 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 resuspendic en SDS 5% y

se incubé 5 min a temperatura ambiente. Luego de realizar una nueva extraccion con
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cloroformo alcohol isoamilico, la fase acuosa recuperada se precipité con etanol absoluto a -
20°C durante 2 h y a continuacién se centrifugd en las mismas condiciones antes descritas.
Finalmente la pella se secé a temperatura ambiente, siendo resuspendida en 30pL de agua

bidestilada tratada con DEPC.

2.20 Transcripcioén reversa

La transcripcion reversa se realizo utilizando como templado 2pg ARN total. Se utilizé 1uL
del partidor reverso (oligo dT o 3'Eg CBF1 R) a una concentracion de 10uM. El ARN se
incubd con el partidor reverso durante 10 min a 70°C. Luego esta mezcla se mantuvo en
hielo durante 5 min. A continuacion se [e agregaron 5SpL del tampdn 5X, 1L de la enzima M-
MLV (Invitrogen), 4uL de dNTP (10uM), 25 unidades de inhibidor de RNasa (RNasin), y agua

hasta completar 25pl finales. Esta mezcla se incubd a 42°C durante 1h.

2.21 Obtencion de los extremos del gen tipo-EgCBF mediante 5’ y 3' RACE (Rapid

Amplification of cDNA Ends}

Para la obtencion del extremo 5 del gen se utilizé el kit First Choice TM RLM-RACE
(Ambion) siguiendo las indicaciones dadas por el fabricante.

En el caso del extremo 3' se realizé un procedimiento basado en la estrategia del kit
mencionado anteriormente pero con partidores extraidos de la publicaciéon de Frohman y col.
{1988), denominados G775 y G702 (Tabla 2). La hebra de ADN complementario se generd

con el partidor G775 y el PCR se realizd utilizando el partidor G702 y 5'CBF1 F(Tabla 2).
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2.22 Preparacion de ADN genémico de Eucalyptus globulus

El procedimiento se basé en el método descrito por Stange (Stange y cols.,1998). Para esto
se tomaron 100mg de tejido, los que fueron pulverizados en nitrdgeno liquido utilizando un
mortero. Este poivo fue incubado a 60°C durante 30 min en 800pL del tampoén de exiraccién
de ADN (NaCl 1,42M, EDTA 20mM, acido ascérbico 5mM, DIECA 4mM, CTAB 2%, PVP40
2%, Tris-HC| pH8,0 100mM)} suplementado con 3uL de B-mercaptoetanol. Luego de la
incubacion se realizaron dos extracciones con 500uL de cloroformo alcohol iscamilico (24:1)
centrifugando cada vez a 13000xg durante 5 min. La fase acuosa recuperada se precipité
durante toda la noche con isopropanol a -20°C. A la mafiana siguiente el tubo se centrifugd a
13000xg durante 10 min a 4°C concentrandose |a pella en el fondo del tubo y eliminando el
sobrenadante por inversion. La pella se lavéd con etanol frio al 70% y se secd a temperatura
ambiente. A continuacién, la pella se resuspendio en 50pL de agua bidestilada y se traté con
5uL de RNasa (10mg/L} seguido de una incubacion de 30 min a 37°C. Posteriormente la
muestra fue precipitada adicionando 500 pL de isopropanol frio durante 2 h y centrifugando
nuevamente en las condiciones antes descritas. La pella se lavé con etanol 70% frio, se dejo
secar a temperatura ambiente sobre un papel filtro y se resuspendié finalmente en 50uL de

agua.

2.23 Preparacion de ADN genomico de Arabidopsis thaliana

La preparacion se realizé a partir de hojas de [a roseta de A. thaliana siguiendo el

procedimiento descrito 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 concentracion ajustada segtin el tamafio del
fragmento a observar (entre 0,8% y 2,0%) en tampon TAE 1X (Tris-acetato 40mM y EDTA
1mM pH 8,3) y BrEt 0,2 pg/mL. Se utilizé como estandar de peso molecular una mezcla de
fragmentos de ADN. Antes de ser cargados en el gel, se agregd a la muestra solucion de
carga 10x (azul de bromofenol 0.25% p/v y glicerol 50% v/v en TE). El gel se corrié en
tampon TAE 1X durante el tiempo necesaric para resolver los componentes de la muestra
(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 Preparacion de una sonda radiactiva

La sonda se realizé amplificando un gen con partidores especificos (Tabla 2) a través de una
reaccién de PCR (seccion 2.17) cambiando la concentracién de los dNTPs usados. Las
cantidades de dNTPs utilizados fueron las siguientes: 4uL a-**P dCTP (3,33uM), 3uL dCTP
(0,1mM) y 3uL de una mezcla de dNTPs sin dCTP (0,33mM). Los volimenes descritos
fueron para reacciones con un volumen final de 50pL. El producto de PCR fue purificado a
través de una columna con resina G50 para eliminar los remanentes de dNTPs que no se

incorporaron a la sonda.

2.26 Southern blot

Se usd el protocolo descrito por Sambrook (Sambrook y col, 1989). Se realizaron
digestiones con enzimas que no cortaran en la secuencia a analizar. Un total 10ug de ADN
gendmico de E. globulus fue utilizado para cada digestion. Luego los fragmentos de ADN

fueron separados mediante una electroforesis en gel de agarosa (seccion 2.24)

23




Una vez concluida la electroforesis el gel se colocd en una solucién despurinizante (HCl
0,25M) agitando suavemente durante 15 min. Transcurrido este tiempo se desechd la
solucion y se afiadio la solucion desnaturante (NaCl 1,5M y NaCH 0,5M) incubando en las
mismas condiciones del paso anterior. Nuevamente se desechd la solucién anterior y se
agrego una solucién neutralizante (NaCl 1,5M y Tris-HCI 0,5M pH8,0) incubandose por otros
15 min.

El sistema de transferencia consiste en una bandeja con solucion tampon SSC 20x (NaCl 3M
y citrato de sodio 0.3M), de la siguiente manera: dentro de la bandeja se coloca un soporte,
sobre éste se pone papel Whatman 3MM de tal manera que los extremos del papel estén en
contacto con la solucion tampoén. Luego se pone el gel de agarosa sobre el papsl filtro
cuidando que no queden burbujas de aire entre el gel y el papel filtro, para a continuacion
poner sobre el gel fa membrana de nitrocelulosa del tamario justo para cubrir la superficie del
gel evitando la formacién de burbujas de aire. Luego sobre la membrana se ponen varios
trozos de papel Whatman del mismo tamano de ésta. Finalmente se apilé sobre el papel
Whatman varios papeles absorbentes del mismo tamarno hasta alcanzar una altura
aproximada de 10 centimetros y sobre estos un peso suficiente para compactar los papeles y
permitir una buena transferencia. El sistema de transferencia de dejé durante toda la noche.
Al dia siguiente se desmontd recuperando la membrana de nitrocelulosa. Por ultimo la
membrana se sect en papel Whatman y se fijé el ADN con luz UV durante 3 min.

La membrana de nitrocelulosa se prehibridd durante 1 h a 42°C con la solucidon de
hibridacién (SSC 6x, Denhartds 5x, formamida 50%, SDS 0,5%, ADN de carpa 0,05%).

A continuacion [a membrana se hibridd con la sonda marcada radiactivamente, descrita en [a
seccion 2.25 durante 16 h, a 42°C y con agitacién constante, en la misma solucién antes
descrita. Posteriormente la membrana se lavé con una solucién que contiene: SDS 0,1% vy

una concentracion 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 fotografica durante
aproximadamente 72 h a -80°C. Finalmente la placa fotografica se reveld siguiendo el
siguiente procedimiento: 5 min en solucién reveladora Scientific Imaging Film Biomax de
Kodak, enjuague en agua potable por un minuto y 1,5 min en solucién fijadora Scientific

Imaging Film Biomax de Kodak.

2.27 Preparacion de células competentes de Agrobacterium tumefaciens

Se utilizd el método descrito por Chen (Chen y col. ,1994). Este consistié en crecer un cultivo
bacteriano de 3mL hasta fase logaritmica (aproximadamente 36 horas) a 28°C en medio LB.
Se inocularon 2mL de éste cuitivo en 50mL de medio LB fresco y se crecid a 28°C hasta
obtener una DOswonm de 0,5. Una vez alcanzada ésta densidad oéptica, las bacterias se
enfriaron en hielo por 10 min previo a ser centrifugadas a 3000xg por 5 min. Luego las
bacterias se resuspendieron en 1mL de CaCl, 20mM y se prepararon alicuotas de 200uL en

tubos de 1,5ml preenfriados. Finalmente los tubos se almacenaron a —80°C.

2.28 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

Para transformar Agrobacterium se utilizé6 el método descrito por Chen y col (1294), en el
cual 100puL de células competentes se mezclaron con el ADN de interés a una concentracion
de 1ug/pl congelandose en nitrégeno liquido por 5 min. Posteriormente se descongelaron y
mantuvieron a 37°C durante 25 min. Transcurrido este tiempo se agregd 1mL de medio LB y
se incubd por 3 horas a 28°C con agitacién suave. Finalmente se centrifugd la mezcla
durante 1 min a 10000xg, descartando la mayoria del sobrenadante y resuspendiendo las
bacterias en el sobrenadante residual (aproximadamente 200pL) para plaguearlas en placas

que contenian LB-agar mas los antibidticos para la seleccion (Gen 100pg/mL y Rif 10ug/mL,
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resistencias aportadas por la cepa de A. fumefaciens, y Kan 100ug/mL, resistencia aportada

por el vector utilizado para la transformacién).

2.29 Transformacidn de Arabidopsis thaliana mediante inmersién floral

La transformacion fue realizada segun el protocolo descrito por Clough (Clough y col., 1998).
Se utilizé A. tumefaciens transformada con la construccion molecular deseada, que fue
cultivada hasta una DOggonm de 0,6-0,8 en medio LB suplementado con los antibiéticos
correspondientes. Las células fueron precipitadas en una centrifuga refrigerada a 4°C a
3500xg durante 15 min y luego resuspendidas en medio MS con 5% sacarosa y 0,05%
detergente (Silwett L-77). La transformacion se realizé 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 Seleccion de semillas transformadas

Las semillas de las plantas sometidas al método de transformacion descrito previamente,
fueron evaluadas para establecer los porcentajes de eficiencia de transformacién obtenidos.
Para determinar el n(mero de semillas aproximado con las que se trabaja se utiliza la
siguiente relacion: un volumen de 50yl corresponde aproximadamente a 1250 semillas de A.
thaliana. Las semillas se esterilizaron (seccién 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 antibidtico se traspasaron a tierra para obtener de ellas la
siguiente generacion de semillas. La eficiencia de la transformacion se calculd 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 (Invitrogen). 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 NCBI mediante los algoritmos BLASTN, BLASTX y BLASTP
(Altschul y col., 1997). Los alineamientos se hicieron utilizando el programa Clustal W. La
busqueda de dominios con funcion conocida se realizdé mediante el sitio
http:/fwww.ebi.ac.uk/InterProScan/ y el arbol filogenético se construyé con el programa

MEGA versién 3.0 (Kumar y col., 2004).
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3 RESULTADOS

3.1 Aislamiento e identificacién de un gen tipo-CBF de Eucalyptus globulus

3.1.1 Aislamiento de un gen tipo-CBF de Eucalyptus globulus a partir de ADN
complementario

Con el proposito de obtener un gen tipo-CBF de E. globulus se comenzd este trabajo
alineando secuencias nucleotidicas disponibles en la base de datos GenBank. Se utilizaron
secuencias de genes CBF de otras especies como arabidopsis (A. thaliana), tomate (L.
esculentum) y trigo (7. aestivum). Todas éstas presentan una zona muy conservada en la
region central, correspondiente al dominio de union al ADN AP2. Aprovechando esta
particularidad se disefiaron varios partidores para esta region a partir de la secuencia
consenso obtenida a través de ClustalW. Como templado se utilizd ADN complementario
producido por transcripcidén reversa de ARN de una planta de E. globulus que fue sometida a
4°C durante 30 min, seguin procedimiento descrito en la seccion 2.20. El PCR se realizé con
los partidores especificos PR4F-PRYR (Tabla 2) que amplificaron el fragmento esperado de
aproximadamente 200pb (Figura 3A). Este producto de PCR se cloné en el vector pGEM-T,
el cual se utilizo para transformar E. coli, siendo dos de los clones recombinantes obtenidos
secuenciado en ambas direcciones. El resultado de la secuencia obtenida confirmé la
identidad de este fragmento del gen tipe-CBF de E. globulus, indicando la correspondencia
de este fragmento, de 230 pares de bases, con la region central de los genes CBF descritos
en otras especies. Por lo tanto, a continuacién se comenzé a irabajar en la obtencion de la
secuencia completa de nuestro gen tipo-CBF de E. globulus, focalizandonos en las

secuencias de los extremos 5’ y 3’ del gen.
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3.1.2 Obtencién de los extremos del gen tipo-CBF de Eucalyptus globulus

El método descrito anteriormente no nos permitié obtener las secuencias de los extremos &’
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.
globulus se utilizd [a técnica RACE como se describié en materiales y métodos (seccién
2.21), utilizando ADN complementario generado a partir de ARN total de plantas de E.
globulus sometidas a 4°C durante 30 min.

El extremo &' del gen tipo-EgCBF se obtuvo utilizando el kit First Choice TM RLM-RACE
(Ambion) y el partidor interno PRYR. El resultado fue la amplificacién de un fragmento de
aproximadamente 450 pb (Figura 3B), el cual se clondé en pGEM-T y dos clones fueron
secuenciaron por ambos exiremos, para confirmar dicha secuencia. A pariir de la secuencia
obtenida se disefid un partidor especifico para E. globulus en el extremo 5 del gen,
denominado 5’EgCBF1 F (Tabla 2). Para la obtencion del extremo 3’ del gen tipo-EgCBF,
basado en la técnica RACE, se generd 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. globufus sometida
durante 30 min a 4°C, ademas de tener una secuencia adaptadora. El PCR posterior se
realizé con el partidor G702 que es complementario a la secuencia adaptadora del partidor
G775 mas el partidor disefiado en el extremo &' del gen, 5EgCBF1 F (Tabla 2). De esta
manera se amplificd un fragmento que poseia la zona codificante completa del gen de E.
globulus. Dicho fragmento amplificado, de aproximadamente 900 pb (Figura 3C), se clond y
dos clones fueron secuenciados. A partir de esta secuencia se disefid el partidor especifico
para el extremo 3' del gen tipo-CBF de E. globulus, denominado 3'EgCBF1 R (Tabla 2).
Utilizando este partidor mas el del otro extremo del gen, 5’EgCBF1 F, se pudo amplificar un
fragmento de aproximadamente 750 pb del gen tipo-CBF de E. globulus (Figura 3D) y

posteriormente obtener la secuencia completa de dicho gen (Figura 4). Finalmente se
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establecioé que el gen tipo-CBF de E. globulus 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.
5 Dominio AP2 3
AAAA/| Adaptador
PR4F w—p ——— == PRIR
Adaptador .. 4 PRO9R
5'EgCBF1F ==b @ G702
5EQCBF1F ey < 3'EgCBF1R
A B c D
St /o
1353pb
1078pb
872pb
250pb
200pb

Figura 3. Amplificacion del gen tipo-CBF de E. globulus mediante PCR a partir de ADN
complementario

Electroforesis en geles de agarosa al 1,5%. Esquema del procedimiento utilizado para obtener
cada uno de los fragmentos del gen tipo-EQCBF. A. Producto amplificado de aproximadamente
200pb al utilizar los partidores PR4F y PRIR; B. Producto amplificado de aproximadamente
450pb con los partidores Adaptador y PR9R; C. Producto amplificado de aproximadamente
900pb con los partidores 5EgGCBF1 F y G702; D. Producto amplificado de aproximadamente
750pb al utilizar los partidores especificos para el gen tipo-EgCBF, 5EgCBF1 F y 3 EgCBF1 R.
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ggagétatatatgccggactggécgacgggaacttggacgcatacgcgtcattatgqagc

| E D L D

tattccatgtga
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Figura 4. Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la region codificante del gen tipo-
CBF de E. globulus.

Secuencia completa de la regiéon codificante del gen tipo-CBF de E. globulus, 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 tipo-CBF de Eucalyptus globulus a partir de ADN genomico

Una vez que se aislé el gen tipo-CBF desde ADN complementario de E. globulus, se
procedid a aislar dicho gen desde ADN gendmico. Con los partidores especificos para el gen
tipo-EgCBF, 5'EgCBF1 F y 3'EgCBF1 R (Tabla 2) se realizd6 un PCR a partir de ADN
gendmico extraido desde hojas de plantas jovenes de 2 meses de vida (Figura 5A). El
fragmento amplificado de aproximadamente 750 pares de bases, presenté el mismo
tamario del fragmento amplificado a partir del ADN complementario (Figura 5B). Este
fragmento fue aislado desde el gel (seccién 2.15) y clonado en el vector pGEM-T para su
posterior secuenciacion. El analisis de la secuencia sentido y antisentido del fragmento
amplificado tuve 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. globulus no posee intrones en su estructura.

23000pb——

Figu'ra 5. Amplificacidn del gen tipo-CBF de E. globulus mediante PCR a partir de ADN
genomico

Geles de agarosa al 1%, estandar M®. A. ADN genomico de E. globulfus B. En el carril 1 se
muestra el control (+) correspondiente a la banda amplificada con los partidores especificos
5’EgCBF1 F y 3EgCBF1 R a partir del gen tipo-EgCBF aislado desde ADN complementario
clonado en pGEM-T. En el caril 2 se muestra la banda amplificada por PCR con los
partidores especificos 5’EgCBF1 F y 3'EgCBF1 R a partir de ADN genodmico de E. globulus.
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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 seccion 3.1, se
confirmd que la secuencia de 672 pares de bases, aislada a partir de E. globuius,
corresponde a un gen tipo-CBF. Al comparar la secuencia aminoacidica de tipo-EgCBF con
las secuencias CBF de A. thaliana se obtiene una identidad de 55.4% con CBF3 de dicha
especie y al realizar un BLAST directo en la base de datos GenBank se obtiene que la mayor
identidad de secuencia la tiene con el gen CBF1 de L. esculentum con un 57.8% (Tabla 3).

En la secuencia aminoacidica de tipo-EgCBF, aislado duranie esta memoria se encontrd
una sefal de localizacion nuclear (RKKFRETRHPVYRGVRLR) en el extremo amino terminal
de [a proteina. Ademas en la region carboxilo terminal de ésta se encontré una secuencia
caracteristica de las proteinas CBF (LWSY), la que en conjunto con otros motivos
hidrofobicos de este extremo son importantes dentro de la funcién de la proteina CBF como
activador transcripcional (Figura 8). El analisis de la secuencia obtenida indica que en la
parte central, la regién 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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MNSSSYISHPNSFSFDFAEPPFSLLLSHDRSAAPGNFSGEEVRLASDHPKKPAG

RKKFRETRHPVYRGVRLRDSGKWNMCEVREPRKKSRIWLGTFPTVDMAARAHD

VAALALRGRSACLNFADSAWRLLVPASPNTKDIQRAAAKAAEAFQLVESEDVCR
EREEVAFGRGSVVDKEDIFGMPGLLANMAEGMLLFPPECSGDIYAGLDDGNLDA

YASLWSYSM

Figura 6. Secuencia y dominios de la proteina CBF de E. globulus.

Se muestra la secuencia aminoacidica de la proteina tipo-EQCBF de E. globulus de 223
aminoacidos. Se destaca en azul el dominio conservado AP2, dentro de éste se destacan en
celeste los residuos valina 14 y acido glutamico 19. En rojo las secuencias sefiales CBF y
subrayado se destaca la secuencia de localizacién nuclear. En morado se indica la
secuencia conservada del extremo carboxilo terminal.

3.2.2 Analisis de los dominios de la proteina tipo-EgCBF

La secuencia aminoacidica de tipo-EgCBF obtenida durante esta memoria, posee un
dominio AP2, el cual tiene sobre un 84,5% de identidad a nivel aminoacidico con el dominio
AP2 de los diferentes genes CBF de A. thaliana y L. esculentum, 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 conservacion en diferentes especies, como son: valina 14 y acido

glutamico19 (Figura 6 y7).

Al analizar la secuencia aminoacidica correspondiente a tipo-EgCBF se observd la presencia

de las “secuencias sefal CBF”, constituidas por los 16 aminoacidos que se encuentran
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inmediatamente rio arriba del dominio AP2 y los § aminoacidos rio abajo a este dominio
(Figurag8y 7).

Para hacer un analisis mas acabado, se realizé un alineamiento mediante el programa
ClustalV, de todas las secuencias CBF disponibles en GenBank que tuvieran una
publicacion asociada donde demostraran su funcién como un gen CBF (Figura 7). El
resultado de! alineamiento muestra claramente el dominio AP2 altamente conservado en
todas las secuencias analizadas al igual que la secuencia sefial ubicada rio arriba a este
dominio, sin embargo, la secuencia sefial rio abajo del dominio AP2 es menos conservada,
lo cual queda en evidencia en las secuencias HvCBF1 (Hordeum vulgare), LpCBF3 (Lolium
perenne), SaCBF3 (Schedonorus arundinaceus) y ZmDREB1A (Zea mays).

Las secuencias utilizadas en este analisis fueron: CBF1, 2 y 3 de Arabidopsis thaliana
(AF076155); CBF4 de Arabidopsis thaliana (Q9FJ93); CBF1, 2 y 3 de Lycopersicon
esculentumn (AY497899); CBF1 de Hordeum vulgare (AF298230); CBF2 de Hordeumn vulgare
(AF442489); CBF3 de Hordeum vulgare (AF298231); CBF1 de Triticum aestivum
(AF376136);, CBF2 de Triticum aestivum {(AY572831); CBF1 de Oryza sativa (AF494422);
DREB1 de Thellungiella salsuginea (AY514018); DREB1 de Prunus avium (AB121674);
CBF3 de Lolium perenne (AY960831); CBF25 de Capselfa bursa-pastoris (AY491488), CBF1
de Gossypium hirsutum (AY321150); CBF1 de Capsicum annuum (AY368483), DREB1A de

Schedonorus arundinaceus (AJ717399) y DREB1A de Zea mays (AF450481).
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Tabla 3. Relacion de identidad de secuencias CBF de diferentes especies

Secuencias % de identidad % de identidad % de identidad

comparadas nucleotidica total aminoacidico total dominio AP2
EgCBF / AtCBF1 52,1 51,8 84,5
EgCBF / AICBF2 555 54,5 86,2
EgCBF / AtCBF3 52,5 55,4 87.9
EgCBF / AICBF4 51,6 53,3 91,4
EgCBF / LeCBF1 53,5 57.8 84,5
EgCBF / LeCBF2 53,5 54,5 86,2
EgCBF / LeCBF3 52,5 55,5 87.9
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AtCBF1 —==GDYCETLAT S~ === ——— CPKKPAGRKKFRETRHP I YRGVRQR-NSGKWMSEVREP 66
CbpCBF25 =—=GDYCPTLATS ————————- CPKKPAGRKKFRETRHPI YRGVRQR-NSGKWMSELREP 72
TsDREB1 —==GDYCPTLATS ~———————= CPKKPAGRKKFRETRHPIYRGVRRR-NSGKWMCEVREP 69
AtCBF4 ---SECSPKLASS-—-——-———— CPKKRAGRKKFRETRHP I YRGVRQR-NSGKWMCEVREP 72
LeCBF3 ANHSDEEVILASN-—======= NPKKPAGRKKFRETRHPVYRGVRKR-NSGKWMCEVREP 69
AtCBF3 ANHSDEEVILASN-=—==———=— NPKKPAGRKKFRETRHPVYRGVRKR-NSGKWMCEVREP 69
CaCBF1 AIFSDEEVILASN-—-——-———- NPKKPAGRKKFRETRHPVYRGVRKR-NSGKWMCEVREP 79
LeCBF2 YSPNEEVIILASN-————-——-— NPKKPAGRKKFRETRHPVYRGIRKR-NSGKWMCEVREFP 81
AtCBF2 YSPNEEVIILASN-———===== NPKKPAGRKKFRETRHPVYRGIRKR-NSGKWMCEVREP 81
LeCBF1 -SFSEEEVILASN--=—=————— NPKKPAGRKKFRETRHPIYRGIRKR-NSGKWMCEVREP 73
GhCBF1 VNFSDEYVMLASS-——--————-— YPKRPAGRKKFRETRHPVYRGVRRR-NPGKWMSEVREP 74
EgCBF N-FSGEEVRLASD—=—===—=== HPKKPAGRKKFRETRHPVYRGVRLR-DSGKWMCEVREP 84
PaDREB1 ASCSDGDVILASS-———————— RPKKRAGRRVFKETRHPVYRGVRRR-NNDKWMCEMREP 79
HvCBF1 —=GESTYIMIVSBA————————= PPKRRAGRTKFKETRHPVYKGVRRR-NPGRWMCEVREP 74
LpCBE3 ——=———= QTVW T memm e KRPAGRTKFRETRHPVYRGVRRRGNAGRWMCEVRVP 72
SaCBF3 wm e S KO T AWM e ey KRPAGRTKFRETRHPVFRGVRRRGNAGRWMCEVRVP 77
OsCBE]l =  ==—==—— OTVWT A== PPKRPAGRTKFRETRHPVFRGVRRRGNAGRWMCEVRVP 70
ZmDREB1A  ----—-- RKAAWPPSTASSPQOPPKKRPAGRTKFRETRHPVFRGVRRRGAAGRWMCEVRVP 83
HvCBF3 ---SPSSSSVSSSPEHAARRAS PAKRPAGRTKFRETRHPVYRGVRRRGNTERWMCEVRVP111
TaCBF1 ~  —=-——-—- HRTVCSE----—-———— PPKRPAGRTKFRETRHPLYRGVRRRGRLGQWMCEVRVR 57
TaCBF2 =  —————- HRTVHSE====~=—== PPKRPAGRTKFKETRHPLYRGVRRRGPAGRWMCEVRVL 57
HvCBF2 ~ —-—————- YRTVWSE-———————- PPKRRAGRIKLOETRHPVYRGVRRRGKVGQWMCELRVP 69
*: * Kk ::*****:::*:* * :**_*:*
AtCBF1l -NKKT-RIWLGTFQTAEMAARAHDVAALALRGR--=---= SACLNFADSAWRLRIPES---115
CbpCBF25 ~NKKT-RIWLGTFQTAEMAARAHDVAAITLRGR--———— SACLNFADSAWRLRIPES---121
TsDREB1 -NKKS-RIWLGTFPTAEMAARAHDVAAIALRGR--—--- SACLNFADSAWRLRIPES---118
AtCBF4 -NKKS-RIWLGTFPTVEMAARAHDVAALALRGR——-——-— SACLNFADSAWRLRIPET---121
LeCBF3 -NKKT-RIWLGTFPTAEMAARAHDVAAIALRGR-=--=-~- SACLNFADSAWRLPTPDS---118
AtCBF3 ~NKKT-RIWLGTFPTAEMAARAHDVAATALRGR-———-— SACLNFADSAWRLPTPDS---118
CaCBF1 -NKKS-RIWLGTFPTAEMAARAHDVAATALRGR--—-—-- SACLNFADSAWRLPVPAS---128
LeCBF2 -NKKT-RIWLGTFPTAEMAARAHDVAATALRGR------ SACLNFADSVWRLPIPAS---130
AtCBF2 ~NKKT-RIWLGTFPTAEMAARAHDVAATALRGR—-—-——-- SACLNFADSVWRLPIPAS---130
LeCBF1 -NKKT-RIWLGTFPTAEMAARAHDVAALALRGR--——-- SACLNFSDSAWRLPIPAS---122
GhCBF1 -NKKS-RIWLGTFPKADMAARAHDVAATALRGK---—---— SACLNFADSAWKLPVPAS---123
EgCBF -RKKS-RIWLGTFPTVDMAARAHDVAALALRGR------ SACLNFADSAWRLLVPAS---133
PaDREB1 NKKKS-RIWLGTYPTAEMAARAHDVAALAFRGK-—-——-- LACINFADSAWRLPVPAS---129
HvCBF1 -HSKQO-RIWLGTFETAEMAARAHDVAALALRGR--——-- AACLNFADSPRRLRVPAVG--124
LpCBF3 GRRGS-RLWVGTFDTAEIAARAHDAAMLALAAG--——-—-— DVCLNFADSAELLDM-PASS-123
SaCBF3 GRRGS-RLWVGTFDTAEIAARAHDAAMLALAAG-—-~—-—~ DACLNFADSAELLAV-PAS--127
0sCBF1 GRRGC-RLWLGTFDTAEGAARAHDAAMLAINAGGGGGGGACCLNFADSAWLLAV-PRS--126
ZmDREB1A GRRGA-RLWLGTYLAAEAAARAHDAAILALQGRG----- AGRLNFPDSARLLAVPPPSA-136
HvCBF3 GKRGA-RLWLGTYATAEVAARANDAAMLALGGRS--—--— ATCLNFADSAWLLAV--PSA-162
TaCBF1 GAQGY-RLWLGTFTTAEMAARAHDSAVLALLDR-—-——-- AACLNFADSAWRMLPVLAAGS110
TaCBF2 GMRGS-RLWLGTFTTAEMAARAHDAAVLALSGR--—-—-—- AACLNFADSAWRMLPVLAG--108
HvCBF2 VSRGYSRLWLGTFANPEMAARAHDSAALALSGH---—--— DACLNFADSAWRMMPVHATGS123

* ek e kok oo s Fkkk ok k. . -k k  kk .

-

Figura 7. Alineacion de diferentes proteinas CBF.

Comparacién de una parte de las secuencias aminoacidicas de los genes CBF de diferentes especies: At: Arabidopsis
thaliana, Cpb: Capsella bursa-pastoris, Ts: Thellungiella salsuginea, Le: Lycopersicon esculentum, Ca: Capsicum
annuum, Gh: Gossypium hirsutum, Eg: Eucalyptus globulus, Pa: Prunus avium, Hv. Hordeum vulgare, Lp: Lolium
perenne, Sa: Schedonorus arundinaceus, Os: Oryza sativa, Zm: Zea mays, Ta: Triticum aestivum. Los residuos de color
azul representan al dominio AP2, la zona amarilla a las secuencias sefial CBF, los residuos dentro de la caja azul
corresponden a val 14 y glu 19 y en rojo se destaca una secuencia altamente conservada dentro del dominio AP2. “."
indica aminoacidos conservados, “:" indica sustituciones conservadas, “." indica sustituciones semi-conservada
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AtCBF1 -=-ETMVEAIYT--——~ PEQSEGAFYMDEETMFGMPTLILDNMAEGMLLPPPSVQWNHNYDG 202
CbpCBF25 --ETMVEATVT———--- PEQSD-SLYIDEEAMEFGMPSFLDSMAEGMLLPPPSVQWNTNYDV 212
TsDREB1 --ETTVEVIVT——--—- EEEQSEGFYMDEEAMFGMPRLLANMAEGMLLPPPSVQWGHNYDC 205
AtCBF4 --EAAGEGVREGERRAEEQNGGVFE YMDDEALLGMPNFFENMAEGML LPPPEVGWNHN-DF 211
LeCBF3 === PPPDDM= == —m—— = FFMDEEALFCMPGLLTNMAEGLMVPPPQCTEMGDH-V 193
AtCBF3 ===TTPDDM--——————m———— FFMDEEALFCMPGLLTNMAEGLMVPPPQCTEMGDH-V 193
CaCBF1 === G TPESM— == mmmie e e FFMDEEALFCMPGLLTNMAEGLML.PPPQCAEIGDH-V 201
LeCBF2 ~==NVQESS———=————m————— DFVDEEALFSMPGLLANMAEGLMLPPPQCLEIGDHYV 204
AtCBF2 —~e=NVQESS~———————————— DFVDEEALFSMPGLLANMAEGLMLPPPQCLEIGDHYV 204
LeCBF1 —==NVOESS~—==——————————— DFVDEEAIFFMPGLLANMAEGLMLPPPQCAEMGDHCV 196
GhCBF1 ===TEMEKG====—==—>=————— FYLDEEALFGTQRFWANMAAGMMMSPPRSGHDGGWEE 202
EgCBF --EVAFGRG-——-—-——————=———— SVVDKEDIFGMPGLLANMAEGMLLFPPECSGDIYAGL 207
PaDREB1 KGSVNLERSRS————-———--- LSLSYWDEEEVFHMPRLLHDMAEGLLLSPSQCLGG-YMNL 224
HvCBF1 -—--MQFAGDP---—-—-=——-=—-—=—- YYGMDDGMDFGMQGY LD-MAQGMLIAPPPLVGPSATAG 204
LpCBF3 -=-ESS—-—~--- TPFELD-————-—- VLSDMG--WDL--YYASLAQG-MILMSSPFLAASAALG 206
SaCBF3 --EASSQADNSPFELE--——-——- VLSDMG--WDL--YYSSLAQGMMIMAPPFLAASAAFG 221
OsCBF1 GDESSSPASDLAFELD--—-—=--- VLSDMG--WDL--YYASLAQG-MLMEPP----SAALG 223
ZmDREB1A EHVPVKADEAVALDLDGDVFGPDWFGDMG--LELDAYYASLAEG-LLVEPPPPPAAWDHG 251
HvCBF3 STGTSEPSANGVFEGPVVMDSEMFRLDLFPEMDLGSYYMSLAEALLMDPPPTATIIHAYE 275
TaCBF1 --TPSELSTSSDLLDEH------ WFGGMD----AGSYYASLAQGMILMEPPSARTWSEDGG 201
TaCBF2 --APSALFMSSELLNEH---—-- WEFGGMD----AGSFYS—-—-EGLFMESPDTRPWRED-L 199
HvCBF2 --TPITSSDLSGLDDEH--—-—-—- WIGGMD----AGSYYASLAQGMIMEPPAAGGWREDDG 206
AtCBF1 EGDGD====VSLWSY==== 213

CbpCBF25 DGDDD=----LSL —-———— 223

TsDREB1 DGDAD--—--VSLWSY—-—-- 216

AtCBF4 DGVGD—----VSLWS

LeCBF3

AtCBF3

CaCBF1 ETADA---DTPLWSYSI-- 215

LeCBF2 ELADVHAYMP-L

AtCBF2 ELADVHAYMP-LWNYSI-- 220

LeCBF1 ETD---AYMITLWNYSI-- 210

GhCBF1 5 4

EgCBF DDGNL-DAYASLWEY

PaDREB1 DDMGT-DADVKLWS

HvCBF1 DGDDD--GEVSLWSY

LpCBF3 DYGEANLADVPLWSYLS-- 223

SaCBF3 DYGEVNLADVPL

0sCBF1 DDGDAILADVPLWEY

ZmDREB1A DCCDSGAADVAL

HvCBF3 DNGDGG-ADVRI

TaCBF1 EYSA---VYTP

TaCBF2 ELCG---VETPPI

HvCBF2 EHDDGFSTSTSIWSY==== 221

*-

Figura 8. Alineacién correspondiente al extremo carboxilo terminal de diferentes

proteinas CBF.

Comparacion del extremo carboxilo terminal de las secuencias aminoacidicas de los genes CBF de diferentes especies:
At: Arabidopsis thaliana, Cpb: Capsella bursa-pastoris, Ts: Thellungiella salsuginea, Le: Lycopersicon esculentum, Ca:
Capsicum annuum, Gh: Gossypium hirsutum, Eg: Eucalyptus globulus, Pa: Prunus avium, Hv: Hordeum vulgare, Lp:
Lolium perenne, Sa: Schedonorus arundinaceus, Os: Oryza sativa, Zm: Zea mays, Ta: Triticum aestivum. Los residuos
de color rojo representan los motivos hidrofébicos conservados con respecto a la secuencia CBF1 de A. thaliana . “"

indica aminoacidos conservados, “:" indica sustituciones conservadas, “.” indica sustituciones semi-conservada
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3.2.3 Arbol filogenético

Con el fin de estudiar la relacién filogenética de [a proteina del gen tipo-CBF de E. globulus
con respecto a otras proteinas CBF descritas en la literatura, se construyé un arbol
filogenético. Se consideraron para este andlisis las mismas secuencias aminoacidicas de
genes CBF descritas en la seccion 3.2.2. Los alineamientos de las secuencias se realizaron
mediante el programa ClustalW y el arbol filogenética fue construido con el programa MEGA
3.0, por el método de neighbour-joining con 15000 réplicas (Figura 9). El arbol filogenético
construido mostré una clara separacion entre las especies monocotiledoneas, agrupadas en
la parte inferior del arbol, de las especies dicotiledéneas ubicadas en la parte superior. La
secuencia de la proteina tipo-EgCBF se ubicd entre las dicotiledoneas, pero en una rama
independiente, junto a la secuencia DREB1 de cerezo (PaDREB1, Prunus avium). Cabe
destacar que estas son las tnicas secuencias proteicas disponibles en bases de datos

publicados, provenientes de especies lefiosas.
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Figura 9. Relacion filogenética generada a partir de secuencias aminoacidicas de las

proteinas CBF

Le: Lycopersicon esculentum, At. Arabidopsis thaliana, Gh: Gossypium hirsutum , Cpb:
Capseila bursa-pastoris , Ts: Thellungiella salsuginea, Pa: Prunus avium, Eg. Eucalyptus
globulus, Hv: Hordeum vulgare, Lp: Lolium perenne, Sa: Schedonorus arundinaceus, Os:
Oryza sativa, Ta: Triticum aestivum, Zm: Zea mays, Ca: Capsicum annuum. L.os nimeros

indican los resultados del bootstrap
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3.3 Caracterizacion del gen tipo- CBF de Eucalyptus globulus

Una vez que se obtuvo el gen tipo-EgCBF y se confirmé su secuencia, se considerd de
interés realizar experimentos con el objeto de estudiar su grado de expresion bajo diferentes
condiciones de estrés abidtico, analizar el nimero de copias presentes en el genoma de E.
globulus y clonar este gen bajo el control de un promotor fuerte dentro de un sistema
heterélogo tal como A. thaliana. Estos experimentos se consideran como un primer paso

para futuros estudios relacionados con la funcionalidad del gen tipo-EgCBF en E. globufus.

3.3.1 Copias del gen tipo-EgCBF dentro del genoma de Eucalyptus globulus

El nimero de copias del gen tipo-EgCBF en el genoma de E. globulus, se establecio
mediante la técnica de Southern biot. Como se describio en la seccién 2.26, 10ug de ADN
genomico de E. globulus se digirieron con tres endonucleasas de restriccion que no cortaran
dentro de la secuencia del gen tipo-EgCBF, escogiendo EcoR |, Hind Il y BamH | (Figura
10A). La sonda utilizada para realizar el Southern biot fue el mismo gen tipe-CBF de E.
globujus amplificado por PCR con los partidores especificos, 8EgCBF1 F y 3'EgCBF1 R
(Tabla 2), seccion 2.25. La membrana de nitrocelulosa se hibridé 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 continuacién de cada lavado la membrana se expuso a una placa fotografica durante 72
h, observandose en todos los casos el mismo resultado, ia presencia de mas de una banda
en cada carril (Figura 10B). En la digestion con EcoR | las bandas obtenidas son de

aproximadamente 4300 y 1300 pares de bases, mientras que en la digestion con Hind 11, las
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bandas obtenidas son de aproximadamente 2500 y 1000 pares de bases, considerandose
la banda de mayor peso molecular como digestion parcial del ADN gendmico. Por ultimo en
la digestién con BamH |, las bandas generadas son de aproximadamente 4500 y 2300 pares
de bases (Figura 10B). Este resultado sugiriere la presencia de més de una copia del gen
tipo-EgCBF en el genoma de E. globulus

Como un control de la sensibilidad del Southern blot se realizé un Dot blot {Figura 10C). Para
esto se depositd sobre la membrana de nitrocelulosa 1pL 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 estimd. que nuesiro Southem biot fue capaz de detectar hasta una
concentracion de 2,5 ng/uL de ADN, es decir, aproximadamente 1000 veces menos ‘de la

cantidad inicial de ADN que se utilizd en la digestion.

A B C

1 1/0 1/100 1/1000

-

Pk i ’ 3 i

Figura 10. Analisis de ADN gendmico de E. globulus con la sonda tipo-EgCBF

A. Gel de agarosa al 1%, estandar de peso molecular N®. B. Placa fotogréfica luego de
realizada Ia hibridizacién de la membrana de nitrocelulosa con la sonda de tipo-EgCBF C.
Dot blot, con las diferentes cantidades de ADN plasmidial conteniendo el gen tipo-EgCBF.
Carriles 1, 2 y 3 ADN genémico de E. globulus digerido con las enzimas de restriccion
EcoR |, Hind 11l y BamH | respectivamente.
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3.3.2 Estudio de la expresién del gen tipo-EgCBF

Una vez que se identificé el gen tipo-CBF de E. globulus, fue interesante estudiar como se
expresaban los transcritos de éste gen, por lo tanto, se utilizé la técnica de RT-PCR como
una forma semi cuantitativa de estudio de la expresién de los transcritos del gen tipo-EgCBF
en plantas de E. globulus sometidas a diferentes condiciones de estrés medioambiental. Se
extrajo ARN de plantulas de 2 meses de vida de E. globulus bajo tres condiciones diferentes:
30 min de frio (4°C), 30 min de sequia (exponiendo las raices de [as plantulas al aire) y 30
min de sal (las raices de las plantulas fueron sumergidas en una solucién de NaCl 250mM}.
Este ARN fue cuantificado en un gel de agarosa, con el propésito de establecer su calidad y
concentracion aproximada mediante el analisis de la intensidad de las bandas ribosomales
observadas. La transcripcion reversa se realizé con el partidor especifico 3'EgCBF1 R (Tabla
2), utilizando cantidades similares de ARN (Figura 11A). Para confirmar la calidad def ADN
complementario generado, se realizé una amplificacién con partidores especificos para el
gen constitutivo histona H4 (Tabla 2)(Figura 11B). Posteriormente el PCR se realizd con los
partidores especificos de E. globulus, §EgCBF1 F y 3'EgCBF1 R. ElI PCR fue realizado
como se describié en la seccién 2.17, con 35 ciclos de amplificacion. El nimero 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 saturacién.

El resultado del RT-PCR bajo distintos tipos de estrés abidtico, dio un fragmento amplificado
de 750 pares de bases correspondiente al tamafo del gen tipo-EgCBF solamente en la
muesira sometida a 4°C durante 30 min, con lo cual se demosird que el gen tipo-EgCBF se
expreso Unicamente en las plantulas sometidas a frio y no a las otras condiciones de estrés,

sequia y salinidad (Figura 11C).
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Par lo tanto, el siguiente paso fue estudiar la expresién del gen tipo-EgCBF en plantulas de
E. globulus sometidas a diferentes tiempos de frio: 0, 13, 30 y 45 min a 4°C. Para esto se
realizé una extraccién de ARN en estas condiciones (Figura 11D) y el RT se llevo a cabo
utilizando la misma cantidad de ARN en cada reaccion de transcripcion reversa con el
partidor especifico 3'EgCBF1 R. A partir del ADN complementario generado se realizo la
amplificacién del gen de histona H4 con partidores especificos (Tabla 2)(Figura 11E).El PCR
posterior se realizd utilizando los partidores 5'EgCBF1 F y 3EgCBF1 R (Tabla 2). El
resultado de este RT-PCR dio la amplificacién de bandas del tamario 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 expresion a los 15 min de estar la planta sometida a frio con un
maximo en la expresién a los 30 min, decayendo a los 45 min de tratamiento (Figura 11F).
Cada reaccion de RT-PCR en ambos experimentos fue realizada en triplicado a partir de un
ARN original, obteniéndose resultados idénticos en cada caso.

Finalmente, en base a nuestros resultados se puede concluir que la expresién del gen tipo-
EgCBF esta sujeta a activacién a baja temperatura y que se expresa durante la primera

media hora de ser sometidas las plantas de E. globulus a estrés de frio.
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271pb

872pb
603pb

Figura 11. Analisis electroforético de ARN y de la expresion del gen tipo-EgCBF en plantas
de E. globulus sometidas a diferentes tipos de estrés abidticos.

Electroforesis en geles de agarosa al 1%, estandar de peso molecular M®

A. ARN de plantulas de E. globulus extraido bajo diferentes condiciones, carriles 1, 2, 3 y 4
corresponden a la muestra control, sometida a 30 min de frio, sequia y exceso de sal,
respectivamente. B. RT-PCR con los partidores especificos para el gen histona H4, a partir del
ADN complementario 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. globulus sometidas a diferentes tiempos de exposicion 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 pariir del ARN extraido en las diferentes
condiciones descritas en D. F. RT-PCR del ADN complementario generado a partir del ARN
extraido en los diferenies fiempos de frio descrifos en D.

3.3.3 Estrategia de clonamiento del vector binario pBIN19 con el gen tipo-EgCBF bajo el

promotor fuerte CaMV 35S

Con el proposito de estudiar la posible funcién del gen tipo-CBF de E. globulus aislado en
este trabajo, se planteé como objetivo la transformacién de una planta heterdloga y estudiar

el efecto producido por la expresion del gen tipo-EgCBF en ella. Para esto se utilizé como
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planta modelo A. thaliana, con el gen tipo-EgCBF bajo el control de un promotor constitutivo.
Con este fin se disefié una estrategia de clonamiento (Figura 12) con el propésito de crear un
constructo donde el gen tipo-EgCBF estuviera bajo el control del promotor del virus del
mosaico de la coliflor {CaMV 358) dentro de un vector binario. Con este objetivo se utilizé el
vector PUCpSS (Figura 2), el cual posee un doble promotor CaMV 35S y a continuacién el
terminador CaMV. Se disefiaron partidores basados en la secuencia tipo-EgCBF que
incluyen en sus extremos sitios de reconocimiento para las endonucleasas EcoR | y BamH |
respectivamente (Tabla 2). Con estos partidores se realizé un PCR y el amplificado obtenido
fue clonado en pGEM-T, confirmando mediante la secuenciacion a partir de ambos extremos
la correcta amplificacion del gen tipo-EgCBF. A partir de éste se extrajo el gen tipo-EgCBF a
través de una digestibn con las enzimas de resfriccion antes mencionadas, para
posteriormente clonarlo en la orientacion correcta en el vector PUCpSS entre el doble

promotor CaMV 358 y el terminador CaMV 3568S.
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EcoR | BamH |

35 EcoR |
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Figura 12. Estrategia de construccion del vector binario pBIN19 con el gen
EgCBF.

Estrategia seguida para la construccion del vector binario pBIN19 conteniendo el
gen tipo-EgGCBF bajo el control de un promotor fuerte CaMV 35S
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Una vez confirmada la orientacion del gen tipo-EgCBF 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 digestion de dicho vector utilizando la endonucleasa de
restriccion Hind 111, El resultado de esta digestién produjo la liberacion del constructo de
interés, es decir, promotor CaMV 35S ftipo-EgCBF/ terminador CaMV 35S, correspondiente

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

El constructo de interés fue clonado en el vector binario pBIN19 previamente digerido con la
endonucleasa de restriccion Hind Ill y desfosforilado. La integridad del constructo dentro del
vector binario fue confirmada mediante digestién con la enzima Hind lil, con lo cual se
obtuvo una banda de alto peso molecular correspondiente al vector lineal mas una banda de

1700 pares de bases correspondiente al inserto liberado (Figura 13B).

> Vector pBIN19 digetido
Vector PUCPSS digerida 5] — Rapitepelemade
o

I .~ con Hind Il

2322pb 2322ph__ ] . c
P4 onstructo promotor
12"27";’_ .. Constructo promotor 2027pb— g ‘_Camvsssfggcsw
353pl CaMV35S/EgCBF/ 1353ph ter CaMV35S
ter CaMVv353

Figura 13. Confirmacién de la integridad del constructo promotor CaMV 35S/tipo-
EgCBFfter CaMV 35S en PUCpSS y en pBIN19.
Electroforesis en geles de agarosa ai 1%, st M®. A. Digestién del vector PUCPpSS que contenia
el gen tipo-EgCBF bajo el control del promotor CaMV 358 con la enzima de restriccion Hind 111,
que permite la liberacién del casefte compleio. B. Digestién del vector pBIN18 fransformado
con el constructo de interés con la enzima Hind 1.
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3.3.4 Transformacion de Arabidopsis thaliana y seleccion de semillas transgénicas

Una vez que el constructo de interés, es decir, el gen tipo-EgCBF bajo el control del promotor
CaMV 358, fue clonado en el vector binario pBIN19, se transformo A. fumefaciens como se
describié en la seccién 2.28, para posteriormente transformar A. thaliana. La integridad del
gen tipo-EgCBF dentro de A. tumefaciens fue confirmada mediante PCR con los partidores
especificos para el gen tipo-CBF de E. globulus 5'EgCBF1 F y 3’EgCBF1 R (Tabla 2},
obteniéndose el fragmento amplificado del tamafio esperado de 750 pares de bases (Figura
14). Posteriormente A. tumefaciens conteniendo el vector binario con el constructo de
interés, se utilizd para transformar A. thaliana por el método de inmersién floral (seccién
2.29). Un total de 16250 semillas desarrolladas por las plantas sometidas a transformacion,
fueron seleccionadas en medio suplementado con Kan (75ug/mL) (Figura 15), como control
de la transformacién se utilizé un vector binario pBIN19 vacio, con el cual se transformé
plantas de A. thaliana y se recolectaron sus semillas, sin embargo, hasta la fecha atn no se
realiza la seleccion de éstas. Como resultado de la seleccion de las semillas de las plantas
transformadas con el constructo que contiene el gen tipo-CBF de E. globulus se obtuvieron
85 plantas resistentes al antibiético, lo cual representa una eficiencia de transformacion del

0,5%, (Tabla 4).
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Figura 14. Amplificacion del gen tipo-EgCBF a partir de A. tumefaciens transformada
con el vector binario pBIN19

Electroforesis en gel de agarosa al 1%, estandar A/®. Amplificacién mediante PCR con los
partidores especificos para el gen tipo-EgCBF a partir del vector binario pBIN19
transformado con el constructo de interés, es decir, el promotor CaMV 35S /gen tipo-EgCBF/
ter CaMV 35S

Figura 15. Seleccion de semillas
Placas de medio MS suplementado con Kan 75ug/mL con semillas de A. thaliana
transformadas con el vector binario pBIN19 conteniendo el constructo de interés
promotor CaMV 35S / gen tipo-EgGCBF / Ter CaMV 35S. Las flechas indican las
plantulas resistentes al antibiético.
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Tabla 4. Recuento de transformacion de A. thaliana

Resumen del nimero de semillas transformadas y resistentes al antibiotico de seleccidn
(Kan 75ug/mL).

# de semillas # de plantas % de eficiencia en la
Construccién sometidas a seleccién | resistentes a Kan (T1) transformacion
pBIN19 / EgCBF 16250 85 0,5

A partir de 10 plantas, escogidas al azar, que fueron resistentes al antibidtico (Kan 75ug/mL)
y 2 plantas silvestres, se amplificé mediante PCR (Figura 16}, con el fin de confirmar en las
plantas resistentes la presencia del transgen y en las silvestres la ausencia de éste. Para
esto se amplificd el constructo de interés a partir de ADN gendémico extraido de hojas de la
roseta de las plantas (seccion 2.23). Se utilizaron las siguientes combinaciones de partidores
para la confirmacion del transgen en A. thaliana:

° CaMV' 358 F + JFEQGCBF1 R (1), cuyo amplificado fue un fragmento de
aproximadamente 840 pares de bases correspondiente al tamario del gen tipo-
EgCBF mas 170 pares de bases del promotor CaMV 358.

o SEGCBF1F + Ter CaMV35S R (2), los que dan un amplificado de aproximadamente
1000 pares de bases correspondientes al gen tipo-EgCBF mads 241 pares de bases

del terminador CaMV 358
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Figura 16. Analisis mediante PCR de plantas transgénicas

Electroforesis en gel de agarosa al 1%, estandar M®. Carriles 1y 2, amplificacion de plantas
silvestres mediante PCR (controles negativos de amplificacion). Carriles 3 y 4, plantas
transformadas resistentes a Kan fueron corroboradas mediante PCR. Las parejas de
partidores utilizados fueron: 35S / 3 EgCBF R (1) y 5EQCBF F / Ter CaMV35S (2)

Las plantas capaces de crecer en medio de seleccién y cuya condicion de transgénica fue
confirmada mediante PCR en algunas de ellas, fueron traspasadas a tierra y mantenidas en
condiciones de invernadero (Figura 17). Como se puede apreciar en esta figura, las plantas
transgénicas 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
comparacién a una planta de A. thaliana silvestre. Todas las plantas trasgénicas presentaron
el mismo fenotipo descrito en la figura 17, a partir de lo cual podemos concluir que este
fenotipo es producto de la sobre expresion del gen tipo-CBF de E. globulus y no debido a la

interrupcion de un gen de crecimiento producto de la insercion al azar del gen tipo-EgCBF.
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Figura 17. Plantas de 4 semanas de crecimiento de A. thaliana silvestres y
transformadas

(A) Plantas de A. thaliana silvestre y en (B) plantas de A. thaliana transformadas con el

constructo promotor CaMV 35S/tipo-EgCBF/ Terminador CaMV 35S. Las condiciones de
invernadero son 16 h de luz a 22°C.

Las plantas de A. thaliana transformadas con el constructo de interés confirmadas como
transgénicas, han sido mantenidas en condiciones de invernadero en tierra, con el fin de que
éstas desarrollen las vainas con semillas maduras para su recoleccién. 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 daran origen a la generacion T3 de plantas transgénicas de A. thaliana. Es en esta
generacién de plantas transgénicas en donde se deben realizar los experimentos de estudios

fenotipicos de respuesta a condiciones medioambientales estresantes y estudios de
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expresion de genes blanco de los factores de transcripciéon CBF, con el fin de probar la
posible funcién del gen tipo-EgCBF en A. thaliana.

Estos experimentos requieren en forma minima 120 dias adicionales y es por esto que se
decidié completar esta memoria con los resultados obtenidos en la generacion T1 de A.

thaliana, sin embargo, esta investigacion sigue en curso en el laboratorio.
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4 DISCUSION

En distintas especies se ha demostrado que la aclimatacion al frio involucra la accidn de la
via activada por los genes CBF. Estos genes tienen una alta homologia de secuencia
especialmente en el dominio de unién al ADN denominado AP2. Cabe destacar que este
dominio no es Unico de las proteinas CBF sino que esta presente en muchas proteinas de
union al ADN, encontrandose en A. thaliana 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. globulus 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. thaliana. 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 proteina CBF1 de A.
thaliana (Jaglo y col., 2001), mientras que las proteinas CBF de tomate tienen entre 51 vy
59% de identidad con las proteinas CBF de A. thaliana (Zhang y col., 2004). En el caso de
proteinas CBF de Brassica napus se observa aproximadamente un 76% de identidad con
CBF1 de A. thaliana (Jaglo y col., 2001), lo que es esperable ya que Arabidopsis pertenece a
fa familia de las Brassicaceas. Por el contrario dentro de las especies analizadas en este
estudio, las monocotiledéneas arroz y maiz son las que presentan valores de identidad mas

bajos.

Dentro del dominio AP2 de la proteina tipo-CBF de E. globulus se encuentran dos
aminoacidos altamente conservados, valina 14 y acido glutamico 19 (Figura 6 y7). Se ha
descrito que esios residuos juegan un rol fundamental en el reconocimiento y unién del
dominic AP2 a la secuencia blanco de ADN (Sakuma y col., 2002). Sin embargo, el residuo

19 en algunas especies, especialmente monocotiledéneas, es reemplazado por una valina
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(Figura 7). Este resultado concuerda con publicaciones 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, las cuales
estan presente sélo en las proteinas CBF, denominadas “secuencias sefial CBF” (Jaglo y col.,
2001). Estas secuencias son altamente conservadas en la mayoria de las especies donde se
ha descrito un gen tipo-CBF, incluyendoe monocotiledéneas y dicotiledéneas. La proteina
tipo-CBF de E. globulus también posee estas secuencias sefial CBF. Cabe destacar que las
proteinas de especies monocotiledéneas como CBF1 de cebada (Hordeum vulgare), CBF3
de una variedad de pasto (Lolium perenne), CBF3 de festuca (Schedonorus arundinaceus) y
DREB1A de maiz (Zea mays) presentan la “secuencia sefal CBF” rio abajo al dominio AP2
con algunas sustituciones poco conservadas (Figura 7). La funcidon de estas secuencias
sefial aun no ha sido determinada, no obstante, la funcién de los genes CBF sefalados
anteriormente ha sido confirmada mediante la transformacién en A. thaliana, siendo en todos
los casos capaz de generar una mayor respuesta a estrés e inducir la expresion de genes
blanco de los factores de transcripcion CBF. Por lo tanto, se podria inferir que los cambios en
estas secuencias sefial CBF rio abajo del dominio AP2 no tendrian un efecto fundamental en
estos procesos.

En el extremo carboxilo terminal de [a 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 funcion como activador transcripcional
dentro de la proteina CBF1 de A. thaliana (Wang y col., 2005). Al realizar un analisis de las
secuencias se puede observar que algunos de estos motivos no presentan una conservacion
elevada en las diferentes proteinas CBF de las diferentes especies, sin embargo, los

aminoacidos son reemplazados por ofros que mantienen la misma caracteristica funcional
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(Figura 9). Estos motivos se han descrito con una funcién redundante dentro de la proteina
CBF1 de A. thaliana, siendo necesario mutar por o menos 3 de estos motivos para eliminar
la funcién activadora de la proteina CBF. Finalmente en base a esto se podria decir que
estos motivos son importantes para la union de otros factores y de la proteina RNA

polimerasa Il para comenzar la transcripcion.

Como resultado del PCR a partir de ADN gendémico (Figura 5), se obtuvo un fragmento
amplificado que al ser secuenciado presento la misma la secuencia obtenida a partir de ADN
complementario. Este resultado nos lleva a concluir que el gen tipo-CBF de E. globulus no
posee intrones en su estructura, caracteristica que es compartida con otros genes CBF,
como en Arabidopsis thaliana y Lycopersicon esculentum, donde estos genes, se
encuentran en tandem sin presentar intrones en ninguna de sus secuencias, dato que puede
comprobarse analizando las secuencias en los nimeros de acceso AF076155 y AY497899

respectivamente.

Al analizar el resultado obtenido del arbol filogenético (Figura 9) se observd que la proteina
tipo-CBF de E. gfobulus formé una rama independiente dentro de las dicotiledoneas junto
con la proteina DREB1 de cerezo (Prunus avium), con la cual tiene un 51,0% de identidad
aminoacidica. Este resultado es esperable ya que estas son las dos unicas secuencias de
especies leficsas presente en esie estudio. Cabe destacar que estas dos especies
agrupadas en una misma rama del arbol filogenético, presentan las secuencias sefial CBF
completamente conservadas (Figura 7). Ofro aspecto interesante es |la presencia en ramas
distintas de las diferentes proteinas CBF de A. thaliana, L. esculentum y H. vulgare. Esto
puede deberse a que existe mayor similitud entre genes ortdlogos que pardlogos, lo que

sugeriria que los genes CBF provendrian de un gen ancestral comin que se duplicd
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tempranamente durante el proceso evolutivo, previo a la separacion de las especies
monocotiledéneas y dicotiledéneas.

El estudio de Lawton-Rauh (2003) sugiere que la dinamica en la evolucion podria estar
asociado al potencial adaptativo de las plantas, lo 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.
thaliana. Seria de mucho interés aislar mas genes CBF de E. globulus con el propdsito de
establecer su ubicacién dentro del arbol filogenético, para de esta forma corroborar nuestras

sugerencias.

Los estudios de expresién, del gen tipo-EgCBF aislado de E. globulus, se realizaron
mediante RT-PCR el cual es una técnica semi cuantitativa ya que no nos permite determinar
exactamente la concentracién del producto de PCR, por lo tanto, nos indica una tendencia de
como se desarrolla la expresion. Los transcritos de este gen, se acumularon principalmente
cuando la planta fue expuesta a 4°C y no a los otros estrés abidticos (sequia y exceso de sal)
siendo evidente la expresion a los 15 minutos con un punto maximo de acumulacion a los 30
minutos de tratamiento (Figura 11). Este resultado estd de acuerdo con lo descrito en la
literatura para otras especies como raps, trigo y arroz (Jaglo y col, 2001) donde los
transcritos de genes CBF se acumulan dentro de los primeros 15-30 minutos de exposicion
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 exposicion al frio
con un punto maximo de expresion a las 2 horas de tratamiento, mientras que en el caso del
gen DREB1A de maiz los transcritos se comienzan a acumular a la hora de exposicion a 4°C
(Qin y col., 2004).

El procedimiento utilizado para la realizacion de los experimentos de expresion en

condiciones de sequia y salinidad del gen tipo-CBF de E. globulus, el cual consistio en sacar
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las plantas de la tierra para exponer sus raices a las diferentes tipos de estrés, podria causar
algn tipo de respuesta provocado por estrés mecanico. Para descartar esta hipdtesis se
realizd un RT-PCR con los partidores especificos para el gen tipo-EgCBF a partir de ARN
total aislado inmediatamente después de extraidas las plantas de la tierra. El resultado fue la
ausencia total de expresion del gen tipo-CBF bajo esta condiciéon (resultado no mostrado),
indicandose, por lo tanto, que Ia expresion del gen tipo-EgCBF fue en respuesta al estrés de
frio y no al posible estrés mecanico al cual estd siendo sometida la planta. Otro aspecto a
considerar es el dafie que pueden sufrir las raices al remover las plantas de la tierra, lo cual
impediria que la planta sensara el estrés al cual esta siendo sometida, no produciéndose por
lo tanto expresion del gen tipo-EgCBF en estas condiciones. Sin embargo, el dafio producido
para generar esta respuesta tendria que ser sobre el total de [as raices de lo contrario la
sensibilidad podria disminuir pero no anularse por completo. Un buen método para descartar
estas hipotesis seria realizar los experimentos con plantas en cultivos hidropénicos, los
cuales nos permitirian exponer las raices a las distintas condiciones sin causar dafio
radicular.

Cabe destacar que el método de RT-PCR uiilizado en este trabajo para estudiar la expresién
del gen en cuestién, es una técnica semi cuantitativa, por lo tanto, entrega una tendencia
sobre la expresién del gen tipo-EgCBF en E. globulus. 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 Northern blot o un PCR en tiempo real,

técnicas que permiten una cuantificacién del ARN mensajero sintetizado

Los resultados del andlisis del nimero de copias del gen tipo-EgCBF dentro del genoma de

E. globulus mediante Southern biot (Figura 10), sugieren que el gen tipo-£gCBF tiene dos

copias dentro del genoma de E. globulus, el cual tiene un tamafio de 530 Mpb (Myburg y col.
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2003). Esto es distinto a lo descrito en ofras especies como Arabidopsis y maiz donde cada
gen CBF existe en copia Unica 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 hibridacion en el Southern blof no haya sido
lo suficientemente especifica para un gen CBF en particular y por lo tanto, estamos
detectando la presencia de mas de un gen CBF. Sin embargo, [a estrictez utilizada en los
lavados de la membrana fueron lo suficientemente allos como para evitar uniones
inespecificas de la sonda, es decir, 0,1% SSC y 0,1% SDS durante 20 minutos a 50°C,
permiten teéricamente sdlo [a unién de las secuencias con un 90% de identidad. Entre los
diferentes genes CBF de Arabidopsis 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 duplicaciéon 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 digestion, ya que los genes CBF de Eucalyptus 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 gendmico, también son una posible causa de errores en
el bandeo como resultado de un Southern, 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 Southern blot hibridando con una
sonda amplificada a partir del extremo 5' del gen tipo-CBF de E. globufus, 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 transformacidn de A. thaliana 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 transformacién establecido por Clough (Clough y col. 1998).
Cabe destacar que se realizé como control, la transformacién de A. thaliana con el vector
binario vacio, con el fin de descartar que el fenotipo producido se deba al proceso de
transformacion o a algun efecto del vector utilizado. Sin embargo, la semillas generadas de

estas transformaciones alin no han sido seleccionadas.

Todas las plantas de A. thaliana 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 caracterizdé por un crecimienio reducido (Figura 17). Por {o tanto, en base
a este resultado se puede establecer que el fenotipo producido es causado por la sobre
expresion del gen tipo-EgCBF y no por un efecto insercional. Este fenotipo ha sido
ampliamente descrito en plantas transformadas que sobre expresan algan 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. thaliana que sobre expresan
un gen CBF propio (Kasuga y col., 1999), en plantas de A. thaliana que sobre expresan un
gen CBF de arroz (Dubouzet y col., 2003) o en plantas de A. thaliana que sobre expresan un
gen CBF de tomate (Zhang y col., 2004). Este fenotipo puede ser afribuido al desgaste
metabdlico que sufre la planta al estar expresando constantemente un factor de transcripcion,
el cual desencadena una serie de eventos fisiologicos 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 sobre expresados
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desarrollan un fenotipo similar, como por ejemplo la sobre expresion del gen ADC2, el cual
también es inducido por estrés abidtico en A. thafiana. Este gen bajo el control del promotor
CaMV 358, presenta el mismo fenotipo de retardo del crecimiento y disminucién de la
floracion (Alcazar y col., 2005). En todos los casos mencionados anteriormente de sobre
expresion de genes CBF de diferentes especies en A. thaliana, sin importar la procedencia
del gen incorporado, los resultados se tradujeron en un aumento en la capacidad de tolerar
el estrés abiotico acompanado con una reduccion en el crecimiento y la floracion de la planta,
por otro lado también se han sobre expresados genes CBF de A. thaliana en sistemas
heterdlogos como tomate (Hsieh y col. 2002), desarrollandose el mismo fenolipo y
caracteristicas de tolerancia a estrés. Esto permite deducir que el sistema de aclimatacion a
cambios medioambientales contiene proteinas y vias metabolicas conservadas en una
amplia variedad de plantas, tanto monocotiledéneas como dicotiledéneas. Por lo tanto es de
esperar que el proceso de aclimatacion al frioc en E. globulus contenga también estas
caracteristicas, para confirmar esta hipdtesis estamos realizando experimentos adicionales
que permitan establecer la funcionalidad del gen tipo-CBF de E. globulus aislado durante

este trabajo.
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5 CONCLUSIONES

Se aislé un gen tipo-CBF de E. globulus, 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. globulus.

El gen tipo-EgCBF se expresa principaimente en condiciones de frio durante los
primeros 15 minutos de exposicion con un punto méaximo a los 30 minutos de

tratamiento.

Plantas de la generacién T1 de Arabidopsis thaliana transformadas con el gen tipo-
EgCBF baijo 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 FUTURCO

Estudios de funcionalidad (fenotipica y molecular) del gen tipo-EgCBF en Arabidopsis

thaliana

Transformacidn de Arabidopsis thaliana con el gen tipo-EgCBF bajo el control de un

promotor inducible, como el promotor rd29A, el cual es inducido por frio

Transformacion de Eucalyptus globulus con el gen tipo-CBF aistado durante esta

memoria
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