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Il. RESUMEN EJECUTIVO

El presente documento corresponde al Informe Final del proyecto “integracién de genes de lupino en el
genoma del trigo, con potencial para movilizar el fésforo inorganico retenido en los suelos del centro-sur y
sur de Chile”. Este proyecto tuvo como objetivo desarrolfar trigos con habifidad para movilizar el fésforo
inorgénico refenido en los suelos, posible de lograr en plantas que acumulen y exuden &cidos organicos
en la rizosfera. Con este objetivo, se transformd trigo con los genes que codifican para las enzimas
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y malato dehidrogenasa (MDH), separados y co-integrados, en
ambos casos modulados por un promotor raiz-especifico e inducible por la deficiencia de fosforo.

Entre los principales logros del praoyecto se indican la propiedad de una libreria de expresion de genes y
el aislamiento de 30 secuencias de genes que se expresan en respuesta a la deficiencia de fosforo, de
los cuales se obtuvo el cADN completo en siete de ellos (objetivo especifico 1), el clonamiento de tres
promotores raiz-especificos e inducibles por la deficiencia de fosforo (objetivo especifico 2), la capacidad
instalada para transformar trigo (objetivo especifico 3), la expresién heterbloga en frigo, demostrada a
través de fa funcionalidad de promotores de dicotiledéneas en monocotiledéneas (objetivo especifico 4),
y el desarroflo de plantas de trigo transformadas con el gen de la PEPC y de la MDH, y de ambos co-
integrados en el genoma de esta especie {objetivos especificos 5 y 6).

En condiciones de hidroponia, se demostré que las plantas transgénicas acumulan y exudan malato en
cantidades significativamente superiores al trigo no transformado. Establecidas en suelo, sin embargo,
estas plantas muestran los sintomas caracteristicos de la deficiencia de fésforo, lo que sugeriria que fa
cantidad de exudados radicales es insuficiente para lograr una eficiente movilizacién de este nutriente.
Evidencia reciente indica que exudacion de &cidos orgdnicos en la rizésfera pudiera estar deferminada
por fa presencia de canales iénicos, y que la absorcion del fosforo movilizado por los acidos organicos
puede facilitarse con la incorporacién de proteinas transportadoras. Estos nuevos elementos pueden
sinergizar la estrategia inicialmente planteada y desarrollada en este proyecto.

La efecucion del proyecto no se ajusté al cronograma inicial debido a la necesidad de mejorar
metodologias y estrategias de acuerdo a la informacién del momento. Es el caso del clonamiento de fres
isogenes PEPC, del aislamiento de nuevos promotores, o de la incorporacién de nuevos elementos a las
construcciones génicas, como la adicién de infrones con el propdsito de incrementar la expresién de
transgenes. Estas modificaciones permiten explicar la extension en la duracién del proyecto respecto a
fos plazos iniciales, las que se realizaron sin alterar el presupuesto comprometido. Si bien estos
resulfados dan por concluido el estudio en sus aspectos formales y contractuales, su efecucioén ha

iniciado en el pais una linea de investigacion de relevancia y a la que se fe debe dar continuidad.

Reconocimiento: El equipo técnico que participd en la ejecucién de este proyecto desea agradecer a la
Fundacion para la Innovacion Agraria y al Instituto de Investigaciones Agropecuarias por el apoyo y

financiamiento de esta investigacion.



lll. INFORME TECNICO

1. OBJETIVOS DEL PROYECTO

El objetivo general del proyecto consistié en integrar genes de lupino en el genoma del trigo mediante
biobalistica, con el propésito de desarrollar trigos con habilidad para movilizar el fésforo inorganico
retenido en los suelos del centro-sur y sur de Chile. Este objetivo general se cumplié a través de la
ejecucién de seis objetivos especificos, cuyos resultados, impactes y cuantificacion relativa de
cumplimiento se indican a continuacién.

1. Aislar y caracterizar genes asociados con la exudacién de citrato en Lupinus albus. Se aislaron,
clonaron y secuenciaron, y se confirmé la expresion de 30 genes parciales desde tejidos que exudan
citrato en respuesta a la deficiencia de fosforo. Como productos adicionales generados en esta actividad,
se dispone de una libreria de expresion de genes construida desde el tejido modelo, y del largo completo
de la regién codificante de siete de ellos. Entre éstos se incluye tres isogenes fosfoenolpiruvato
carboxilasa (PEPC36, PEPC41 y PEPC54), una malato dehidrogenasa, una ascorbato peroxidasa, un
transportador de fosfato de alta afinidad y una sulfolipido sintasa. Tres de estos genes (isogenes
fosfoenclpiruvato carboxilasa) se incorporaron a la base de datos del GenBank. De acuerdo a fos
resultados esperados, las actividades de este objetivo especifico permitieron aislar 30 genes y
caracterizar siete, de un total de diez comprometidos como meta final y uno como meta parcial.

2. Identificar promotores funcionales en trigo, especificos de raices y modulados por la
disponibilidad de fésforo. Con el propésito de identificar promotores para dirigir la expresion de genes
de lupino en trigo, en esta actividad se aislaron cinco promotores de plantas modulados por fésforo.
Cuatro de estos corresponden a promotores de transportadores de fosfato de alta afinidad aislados desde
Arabidopsis (AtPT1 y AtPT2) y desde trigo {TaPT1 y TaPT2), en tanto que unc corresponde al promotor
de la fosfatasa acida de Arabidopsis (PAP-1). De acuerdo a los resultados esperados, las actividades de
este objetivo especifico permitieron clonar cinco promotores, de un total de tres comprometidos como
meta final y uno como meta parcial.

3. Optimizar la transformacién genética de variedades elite de trigo chilenos mediante
biobalistica. En esta actividad se estandarizaron las condiciones para transformar trigos mediante
biobalistica. Incorporando modificaciones a metodologias utilizadas por CIMMYT, se transformd
eficientemente el cultivar de trige modelo Bobwhite, y las variedades chilenas Dalcahue y Dollinco.
Debido principaimente a diferencias en la capacidad de regeneracion y precocidad, se selecciont ef cv.
Bobwhite para realizar todos los estudios de integracién de genes de lupino en trigo. Las actividades de
este objetivo especifico permitieron transformar trigo Bobwhite y dos culfivares de trigo chileno, de uno
comprometido como meta final y parcial.

4. Evaluar la funcionalidad en trigo, de promotores aislados desde Arabidopsis y trigo. Utilizando
RT-PCR, fluorometria v tincion histoquimica para detectar expresion de transcritos, actividad enzimatica
in vitro y tincion enzimética in vivo, respectivamente, en esta actividad se demostré la funcionalidad en
plantas de trigo, de los promotores de Arabidopsis (AtPT1 y AtPT2) y de trigo (TaPT2) fusionados al gen
reportero gus. De acuerdo a los resultados de funcionalidad de plantas establecidas tanto en suelo como
en hidroponia, finalmente se selecciond el promotor AtPT2 para dirigir la expresién de genes de lupino en
trigo. De acuerdo a los resultados esperados, las actividades de este objetivo especifico permitieron
demostrar la funcionalidad en trigo de tres promotores, de uno comprometido como meta final y parcial.



5. Transformar trigo con el gen de la PEPC de L. albus. Se transformé trigo Bobwhite con la region
codificante del gen PEPC, modulada por el promotor AtPT2 fusionado al intrén adh? de maiz, utilizando
NosT como region de término de la transcripcién (AtPT2-adh-PEPC-nosT). Adicionalmente, también se
transformd trigo con la misma construccién, sin el intrén (AtPT2-PEPC-nosT). En ambas construcciones,
la transformacién se realizé con PEPC36, entre tres isogenes PEPC identificados en el objetivo
especifico 1 de este proyecto (PEPC36, PEPC41 y PEPC54). La generacion T, se evalud en hidroponia,
demostrandose que plantas de trigo transgénico exudaron y acumularon malato en el tejido, en
cantidades significativamente superiores al control no transformado. De acuerdo a los resultados de este
objetivo especifico, las tasas de exudacién de malato y concentracion de malato en el tejido de plantas
fransgénicas (PEPC36) fueron significativamente superiores a los indicadores establecidos como meta
final (20%) y parcial {(10%).

6. Transformar trigo con otros genes de L. albus. Se transformd trigo Bobwhite con {a region
codificante de fa enzima malato dehidrogenasa (MDH) modulada por el promotor AtPT2 fusionado al
intrén adht de maiz, utilizando NosT como regién de término de la transcripcion {AtPT2-adh-MDH-nosT).
Adicionalmente, también se transform6 con la misma construccion sin el intron adh (AtPT2-MDH-nosT),
asi como con los genes PEPC36 y MDH co-integrades en el genoma Bobwhite sin intron (AtPT2-
PEPC36-nosT y AtPT2-MDH-nosT y con intrén (AtPT2-adh-PEPC36-nosT y AtPT2-adh-MDH-nosT). La
generacion T, se evaludé en hidroponia, demostrandose que plantas de trigo transgénico exudaron y
acumularon malato en el tejido, en cantidades significativamente superiores al control no transformado.
De acuerdo a los resultados de este objetivo especifico, las tasas de exudacién de mafato y
concentracion de malato en el tefido de plantas fransgénicas (MDH y PEPC36) fueron significativamente
superiores a los indicadores establecidos como meta final (20%) y parcial (10%).



2. METODOLOGIAS DEL PROYECTO

OBJETIVO ESPECIFICO 1

ACTIVIDAD 1.1. Disefio y construccién de partidores

1.1.1. Descripcién de la metodologia utilizada

Las raicillas proteoideas corresponden al tejido donde ocurre la exudacién de &cidos orgénicos en
Lupinus albus 'y, por lo tanto, donde se expresan los genes que interesa transferir a trigo. Con el
proposito de identificar genes que se expresan diferencialmente en este tejido radical, se disefiaron 24
partidores arbitrarios y tres partidores de anclaje (oligo-dTs). El disefio incorporé un sitio Hindill en el
extrema 5’ para facilitar la liberacién del fragmento clonado.

1.1.2. Principales problemas metodolégicos

No hubo problemas durante el desarrolio de esta actividad.

1.1.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

La actividad se desarrollé de acuerdo a lo programado, sin modificaciones de relevancia.

ACTIVIDAD 1.2. Crecimiento de plantas y extraccion de ARN
1.2.1. Descripcién de la metodologia utilizada

Se establecio un cultivo de L. albus en solucién nutritiva en ausencia de fésforo (P). Esta actividad tuvo
como objetivo obtener ARN mensajero (ARNm) desde tejidos radicales que exudan acidos organicos en
respuesta a la deficiencia de P, en cantidad suficiente para construir una genoteca de expresion, y para
los estudios de “differential display”.

Semillas de L.albus cv. Victoria Baer se desinfectaron superficialmente y germinaron. Las plantulas se
trasplantaron a envases de 42 L conteniendo solucion nutritiva basal pH 5,8 mantenida con aireacién
permanente, en ausencia P. El tejido radical se coseché transcurridos 24 dias, periodo durante el cual las
plantas desarrollaron suficientes raices protecideas. Desde las raices proteoideas se aislaron los
conglomerados de raicillas proteoideas maduras, las que se molieron en nitrégeno liquido y almacenaron
hasta su utilizacion. La extraccion de ARN total se realizé utilizando e! reactivo de Chomzinski con feno!,
visualizandose la integridad del ARN en geles de agarosa—formaldehido, y cuantificAndolo
espectrofotométricamente.

1.2.2. Principales problemas metodoldgicos
No hubo problemas durante el desarrollo de esta actividad.
1.2.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Esta actividad se realizd de acuerdo al protocolo previamente establecido.



ACTIVIDAD 1.3. “Differential display” de ARN mensajeros
1.3.1. Descripcidn de la metedologia utilizada

Se realizaron los experimentos de "differential display” dirigidos a identificar genes que se inducen o
reprimen en respuesta al estrés inducido por la deficiencia de P en L. albus. El principio basico de la
técnica consiste en la transcripcién reversa de una poblacién de ARNm capturados por un partidor de
anclaje {oligo-dT) que contiene una 6 dos bases adicionales en su extremo 3', suficiente para proveer de
especificidad. Los productos de la transcripcion reversa son amplificados por PCR, utilizando el partidor
de anclaje junto a un partidor de secuencia arbitraria. La combinacion de ambos partidores genera
finalmente sub-poblaciones de ARNm, los que son separados por tamafio en geles denaturantes.

En este estudio se utilizaron 3 oligo-dTs y 24 partidores arbitrarios, lo que permitié analizar 72
combinaciones para cada muestra de ARN. Los partidores se disefiaron incluyendo un sitio de restriccion
Hindlll en el extremo 5' para facilitar la recuperacion del fragmento clonado. Con el propésito de reducir el
ndmero de reacciones de transcripcién reversa, minimizar la redundancia y la escasa representacion de
ciertos ARNm, los partidores arbitrarios se disefiaron con s6lo una base de anclaje en el extreme 3. Los
experimentos se realizaron utilizando ARN total extraido desde plantas de L. albus mantenidas en
invernadero. Las plantulas se transplantarcn a contenedores de 42 L de capacidad rellenos con solucion
nutritiva basal. Todas las plantas se mantuvieron en ausencia de P, agregandose 0,1 mM P a la mitad de
los contenedores, 24 dias después del transplante.

El tejido se cosecht a las 72 h de agregado 0,1 mM P, a plantas mantenidas en ausencia de P por 24
dias. ElI ARN total se obtuvo desde conglomerados de raicillas proteoideas maduras, vy que corresponden
a aquellos donde ocurre exudacién de citratc en L. albus. Los conglomerados se cortaron de la raiz
protecidea con un bisturi e inmediatamente se depositaron en un mortero conteniendo nitrégeno liquido.
Una vez eliminados los trozos de raiz primaria y evaporado el nitrogeno liquido, el tejido restante (raicillas
protecideas) se macerd y almacenéd en tubos de microcentrifuga a —70°C. El ARN se cuantificé por
espectrofotometria, visualizandose su integridad en geles de agarosa-formaldehido. EI ADN cromosomal
remanente se eliminé incubando la solucion con DNasal por 30 min a 37°C.

La sintesis de cADN se realizd en un velumen final de 40 uL conteniendo ARN total, oligo-dT, dNTPs,
DTT y ARNsin. La reaccidn se incubo a 42°C por 2 min, se adiciond 1 uL {200 U} de SuperScript [}
RNAse H’ reversa transcriptasa (Invitrogen), continuandose la incubacién a 42°C por 50 min adicionales.
La transcriptasa reversa se reemplazé por 1 pL agua desionizada en el tratamiento control sin
transcripcion reversa. La reaccién se inactivé a 70°C por 15 min. Los oligo-dTs utilizados para la sintesis
de cADN se marcaron radiactivamente con y[P] ATP y T4 polinucleotido kinasa (Invitrogen). Los tubos
se incubaron a 37°C por 30 min, deteniéndose la reaccién a 68°C por 10 min.

Los productos de la transcripcién reversa se amplificaron por PCR en un termaciclador GeneAmp PCR
system 9700. Los productos PCR se resclvieron en geles de secuenciacién compuestos por 8 M urea y
6% acrilamida. Finalizada |a electroforesis, el gel se expuso himedo a un film de autoradiografia a —70°C.
Una vez revelada, la autoradiografia se alineé con el ge!, cortandose las bandas de interés a través del
film, y almacenandolas en tubos de microcentrifuga a —70°C hasta su uso.

1.3.2. Principales problemas metodolégicos

No hubo problemas durante el desarrollo de esta actividad

1.3.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Con el propésito de evitar eventuales efectos ambientales en la expresién de ARNm inducidos por el
estrés, el “differential display” se realizé con ARN obtenido desde plantas cosechadas en siembras de
otofio y primavera, en muestreos realizados sélo a las 72 h de agregado 0,1 mM P. Esta modificacion

reemplazé al muestreo inicialmente programado a las 24 y 72 h de agregado el P, y que consideraba
ARN extraido de sélo una fecha de siembra.



ACTIVIDAD 1.4. Reamplificacién de productos diferenciales
1.4.1. Descripcion de la metodologia utilizada

Mediante PCR se reamplificaron 104 productos de un total de 109 aislados utilizando "differential display”.
Los trozos de gel conteniendo el cADN de productos diferenciales (Actividad 1.3.) se descongelaron y se
incubaron en 100 uL de H,O estéril. El ADN se eluyd a 100°C por 10 min, centrifugando el homogenizado
por 2 min. EI ADN se recuperd del sobrenadante y se precipité con acetato de sodio, glicbgeno y etanol
absoluto. Los tubos se incubaron a —=20°C por 30 min y se centrifugaron por 15 min. El pellet se lavo con
75% etanol, recuperando el ADN posterior a una centrifugaciéon por 5 min. Finalmente, el pellet se secé a
temperatura ambiente y resuspendio en 20 pL H,0 estéril. Ocho pL de la suspensién conteniendo cADN
eluido desde geles de acrilamida se reamplificé por PCR. Los productos de la reamplificacion se
visualizaron en geles de agarosa al 1,5%. Confirmada la amplificacion de productos del tamafio
esperado, se recuperé la banda de interés, purificandose el ADN desde agarosa.

1.4.2. Principales problemas metodolégicos

No hubo problemas durante el desarrolio de esta actividad.
1.4.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Esta actividad se desarrolléd de acuerdo al protocole previamente establecido, sin modificaciones.

ACTIVIDAD 1.5. Clonamiento de productos diferenciales
1.5.1. Descripcién de la metodologia utilizada

Para cada fragmento diferencial, el ADN reamplificado y purificado en la actividad anterior se ligd al
vector pGEM-T y se cloné en células competentes de E. coli JM109. Las reacciones de ligacién se
hicieron a 25°C por 1 h. La transformacién se realizé mediante shock térmico. Las células transformadas
se recuperaron en SOC y se incubaron a 37°C por 1,5 h. Ciento cincuenta pL de la suspensién bacteriana
se cultivd en placas de Petri conteniendo medic Luria-Bertani (LB), ampicilina, IPTG y X-gal, por 16 h a
37°C. La colonias de bacterias transformadas se identificaron en funcién al fenotipo, seleccionandose
entre 5 a 8 colonias por producto diferencial. Estas colonias se repicaron a placas de Petri conteniendo
medio LB y ampicilina, se incubaron a 37°C por 16 h, y finalmente se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Tres clones de cada producto diferencial se repicaron a tubos Falcon conteniendo 4 mL de medio LB con
el antibidtico de seleccidn. Transcurridas 16 h de Incubacién a 37°C, el cuitivo bacterianc se concentrd
por centrifugacion, aislandose el ADN plasmidial. El ADN plasmidial de cada uno de los seis clones por
fragmento diferencial se digiri6 con la enzima Hindill, con el propbsito de verificar la presencia del
fragmento clonado.

1.5.2. Principales problemas metodoldgicos

No hubo problemas durante el desarrollo de esta actividad.

1.5.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Esta actividad se desarrollé de acuerdo al protocolo previamente establecido, sin modificaciones.



ACTIVIDAD 1.6. Secuenciacion y andlisis de homologias
1.6.1. Descripcion de la metodologia utilizada

Alrededor de 300 ng de plasmidio conteniendo el inserto de interés se secuenciaron autométicamente en
las instalaciones de INIA Carillanca. Se utilizaron los partidores universales M13R y M13F, analizando los
productos de la reaccién de secuenciacién en un equipo ABRI PRISM 310 Genetic Analyser. Las
secuencias obtenidas se compararon con aquellas depositadas en el banco de datos del NCBI (National
Center for Biotechnology Information) utilizando el algoritmo BLAST. La homologia se analizé en funcién
a la secuencia nucleotidica de cada clon, asi como a su secuencia aminoacidica deducida. Se utilizaron
valores de “E” (probabilidad) menores a 10" y 107 como criterio para definir homologia a nivel
nucteotidico y aminoacidico, respectivamente.

1.6.2. Principales problemas metodolégicos
No hubo problemas durante el desarrollo de esta actividad.
1.6.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Esta actividad se desarrolldé de acuerdo al protocolo previamente establecido, sin modificaciones.

ACTIVIDAD 1.7. Verificacion de expresion diferencial mediante “northern blot”
1.7.1. Descripcién de la metodologia utilizada

En esta actividad se verificd la expresion diferencial mediante “northern blot” de los productos cADNs
clonados en la Actividad 1.5. Se utilizé ARN obtenido desde raicillas protecideas de L. albus
muestreadas a las 0, 8, 24 y 72 h después de agregar 0,1 mM P a plantas mantenidas en ausencia de P
por 20 dias. Quince pg ARN total se denaturaron a 65°C por 5 min, realizandose la electroforesis en geles
de agarosa-formaldehido. EI ARN se transfiri6 a membranas de nylon GeneScreen Plus (NEN Life
Science Products) por 24 h en 10X SSC. Finalizada la transferencia, la membrana se lavé en 2X SSC
para remover agarosa residual. La transferencia del ARN se verificé exponiendo tanto el gel como la
membrana a un transiluminador. El ARN se f{ijé e inmovilizd mediante exposiciébn a un UV crosslinker
(Hoefer) a 254 nm por 5 min, y posterior horneado a 80°C por 30 min. El cADN sonda se marcd
radiactivamente con o**{P]-dCTP mediante el kit Prime-a-gene labelling system (Promega), realizandose
la hibridacion la hibridacion del tipo “northern blot” entre la sonda radiactiva y el ARN total transferido a la
membrana de nylon. Finalmente, la membrana se expuso a autcradiografia en un film Biomax MR
{Kodak) a -70°C.

1.7.2. Principales problemas metodoldgicos
No hubo problemas durante el desarrollo de esta actividad
1.7.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Esta actividad se desarrollé de acuerdo a los protocolos previamente establecido, sin modificacicnes.



ACTIVIDAD 1.8. Construccitn de una genoteca de cADN de L.albus
1.8.1. Descripcion de la metodologia utilizada

El ARN mensajero se obtuvo a partir del ARN total preparado en la Actividad 1.2., utilizando el protocolo
“PolyATtrack® mRNA Isolation System III” (Promega). Para |a sintesis del cADN se utilizo el protocolo
“SuperScript™ Lambda System for cDNA Synthesis and A Cloning” (Gibco BRL). Para determinar la
distribucién de cADNs sintetizados, una fraccién del cADN se analizé mediante electroforesis en 1% de
agarosa. Veinte ng del cADN se ligd al vector de expresidn AZIPLOX™. Los productos de la ligacion se
empacaron en particulas virales utilizando el extracto “Packagene® Lambda DNA Packing System”
(Promega). Para determinar la cantidad de fagos obtenido tanto en la reacciones de empaquetamiento
como en la genoteca amplificada, la solucién de fagos se mezcld con una suspension de la cepa Y1090
de E. coli. Dicha mezcla se sembrdé en medio LB suplementado con el antibidtico de seleccion. Para
determinar el porcentaje de fagos recombinantes, una porcién de la solucién de fagos se utilizé para
infectar células de la cepa DH10B(ZIP) de E. coli Esta cepa bacteriana transforma el ADN del
bacteriofago en un plasmidio, de modo que se puede evaluar la presencia de insertos mediante
determinacion del fenotipo de la colonia, La genoteca se amplificd en E. coli a modo de obtener alrededor
de 30.000 fagos en placas de Petri de 15 cm de didmetro. Tanto la genoteca primaria como la secundaria
actualmente se mantienen a —70°C en tampodn de fagos conteniendo 7% de dimetilsulfoxido.

1.8.2. Principales problemas metodolégicos
No hubo problemas durante el desarrollo de esta actividad.
1.8.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Inicialmente se obtuvo un titulo de genoteca primaria bajo (4x10* ufp/ml), requiriéndose por lo menos un
orden de magnitud mayor. Para incrementar la cantidad de fagos en la genoteca primaria, se procedié a
realizar ligaciones por periodos mas extensas (16 h a 3 dias) y a diversas temperaturas (4 y 16°C), de
modo de obtener un mayer nimero de moléculas de cADN ligadas en el vector.

ACTIVIDAD 1.9. Aislar el cADN que codifica para PEPC
1.9.1. Descripcion de la metodologia utilizada

Se realizaron los escrutinios dirigidos a aislar el cADN correspondiente al gen de la enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), a partir de una genoteca de cADN contruida desde raices
protecideas de L. albus deficiente en P. El escrutinio de la genoteca se realiz6 en una alicuota de la
suspensién de fagos que constituyen la genoteca amplificada, la que se diluyd y utilizé para infectar
células de la cepa Y1090(ZL) de E. cofi Las placas de lisis se transfiieron a membranas de
nitrocelulosa, sobre las cuales se realizé la hibridizacién. Los fagos que dieron reaccion positiva se
aislaron para realizar con ellos el segundo escrutinio. Los clones obtenidos se transformaron a la forma
plasmidial mediante excisién in vivo. Para esto, cada fago seleccionade se utilizé para infectar la cepa
DH10B (ZIP) de E. coli, obteniéndose colonias que portan el plasmidio pZL1 con el cADN de interés. El
plasmidio se purificé, se aislé el inserto y se digirié con la enzima Hindlll. Una fraccion de la digestion se
analizd en geles de agarosa al 1% para verificar la liberacién de fragmento. Los insertos de interés se
amplificaron por PCR, se secuenciaron utilizando los partidores universales M13R y M13F, y se les
asigné identidad probable. Las secuencias de ADN se tradujeron a proteinas utilizando el servidor
ExPASy, buscando secuencias aminoacidicas que fueran similares a las descritas para PEPC.

Para aislar el cADN de largo completo de las PEPC se utilizo el kit GeneRacer (Invitrogen). EI ARN total
se defosforilo, se removi6 la estructura CAP y se sometié a transcripcién reversa. Con el propésito de
amplificar el extremo 5 de los cADNs de interés, se hizo PCR utilizando una polimerasa termoestable de
alta fidelidad. La amplificacién inicial involucré el partidor GR5' y un partidor especifico disefiado sobre la
base de las secuencias hasta ahora conocidas para las PEPCs de interés. Las reacciones de
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amplificacion se sometieron a electroforésis en agarosa, y se aislaron y clonaron en el vector pCR4-
TOPO. El vector con el inserto se utilizé para transformar células quimicamente competentes de E. coli
DH5a. Las bacterias transformadas se seleccionaron en medio LB. Se aislaron los plasmidios y se
amplificd el inserto de interés. Los productos de amplificacion se analizaron electroforéticamente en geles
de agarosa. Alrededor de 300 ng de ADN plasmidial se secuenciaron utilizando los partidores universales
M13R y M13F.

Para asignar la identidad de los clones, se estableci6 su similaridad con genes conocidos,
particularemente otras PEPCs. Con este propdsito, las secuencias se sometieron a una comparacién con
aquellas depositadas en el banco de datos NCBI utilizando el programa BLAST. La similaridad de las
secuencias obtenidas de los clones, tanto entre ellos como con la secuencia de otras PEPC, se realizo
mediante alineamientos utilizando el programa MegAling (ADNStar) y el programa MultAling. Las
secuencias de ADN se tradujeron a proteinas utilizando el servidor ExPASy (Expert Protein Analysis
System) dei SIB (Swiss Institute of Bioinformatics). Los péptidos obtenidos se analizaron visualmente
buscando secuencias aminoacidicas que fueran similares a las descritas para PEPC.

1.9.2. Principales problemas metodelégicos
No hubo problemas durante el desarrollo de esta actividad.
1.9.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Con el propésito de intentar discriminar la expresiéon de cada uno de los isogenes PEPC que finalmente
se aislaron desde la genoteca de expresidn, en esta actividad se incorporaron experimentos adicionales
que correspondieron a estudios de expresion mediante “northern blot” y RT-PCR, cuya metodologia se
detalla a continuacion.

1.9.3.1. Estudios de expresién de transcritos mediante “northern blot”

Los estudios de expresién se realizaron con ARN extraido desde raicillas proteideas muestreadas
alas 24 y 72 h de agregado 0,1 mM P a plantas mantenidas en ausencia de P por 24 dias.
Quince pg ARN total se denaturaron a 65°C por 5 min, realizandose la electroforesis en geles de
agarosa-formaldehido. El ARN se transfirié a membranas de nylon GeneScreen Plus (NEN Life
Science Products) por 24 h en 10X SSC. Finalizada la transferencia, la membrana se lavd en 2X
S5C para remover agarosa residual. La transferencia del ARN se verificd exponiendo tanto el gel
como la membrana a un transiluminador. El ARN se fijé e inmovilizé mediante exposicién a un UV
crosslinker (Hoefer) a 254 nm por 5 min, y posterior horneado a 86°C por 30 min.

Las sondas disponibles para PEPC36, PEPC41 y PEPC54 se marcaron radiactivamente con
«**[P]-dCTP mediante el kit de partidores al azar (Promega). La membrana de nylon se hidraté en
Na,HPO, por 2 min y se incubé en la solucién de prehibridacion (Na.HPO, [pH 7.2], SDS, EDTA
[pH 8,0], BSA) a 65°C por 2 h. Transcurrido este periodo, se agregd la sonda cADN radiactiva,
continuandose la incubacion en esta misma solucién. Finalizada la hibridacion, la membrana se
lavé 2 veces a 65°C por 15 min a baja severidad, seguidc de 2 lavados por 15 min a 65°C con
solucidn de alta severidad. Finalmente, la membrana se expuso a autoradiografia en un film
Biomax MR (Kodak) a -70°C, por tiempos variables dependiendo de la sefial emitida por la
sonda, y se regeneré en una solucién SSC-SDS a 100°C por 10 min.

1.9.3.2. Estudios de expresién de transcritos mediante RT-PCR

Para identificar expresion PEPC mediante RT-PCR, se disefiaron partidores que permitieran
amplificar un fragmento de la regién 3' UTR (regidbn 3’ no traducida) de cada uno de los 3
fragmentos ADN de PEPC disponibles. El ARN utilizado en estos experimentos se obtuvo de
raicillas protecideas deficientes y suficientes en fosfatos, muestreadas a las 72 h después de
agregado 0,1 mM P a plantas deficientes en P por 24 dias. Se eliminé el ADN cromosomal, se
cuantificd y se visualizé su integridad. La transcripcion reversa de los ARN mensajeros se realizé
utilizando un oligo-dTy ¥ ARN total, en un volimen final de 25 pL conteniendo DTT, dNTPs,
ARNSsin y la enzima reversa transcriptasa (Invitrogen).
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Para establecer las condiciones 6ptimas de amplificacion por PCR para los tres isogenes, se
analizé6 una combinacién de tres temperaturas de unién (54, 58 y 62°C) y cinco tratamientos de
niimero de ciclos de amplificacion (24, 28, 32, 36 y 40). Como contro! positivo se utilizé el gen de
las ciclofilinas, cuya expresion es independiente de la disponibilidad de fosfatos (Pefialoza et al.,
2002). De acuerdo a los resultados, el numero de ciclos de amplificacion y la temperatura de
unién se optimizaron a 28 y 54°C, respectivamente.

ACTIVIDAD 1.10. Aislar cADNs codificantes para otros genes de L. albus
1.10.1. Descripcién de la metodologia utilizada

Tal como se propuso en el proyecto, se estuvo alerta a la literatura en cuanto a encontrar la descripcion
de genes de lupino que podrian contribuir a la consecucion del objetivo del proyecto. Particularmente, se
mantuvo una constante revisién de los bancos de datos de genes, encontrandose dos genes de interés:
un transportador de alta afinidad de fosfato (LaPT1) y dos cADNs que codifican para la enzima malato
dehidrogenasa (MDH1 y MDH2). El aislamiento de cADNs desde L. albus se realizd de acuerdo a
metodologias convencionales de la biologia molecular (Sambrook et al., 1989). Se utilizé la informacién
de las bases de datos para disefiar partidores que permitieran amplificar los genes de interés, o los
productos diferenciales identificados mediante “differential display” como sonda para el escrutinio de la
biblioteca de expresion.

1.10.2. Principales problemas metodolégicos

No hubo problemas durante el desarrollo de esta actividad,
1.10.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Esta actividad se desarrolld de acuerdo a los protocolos previamente establecido, sin modificaciones.

OBJETIVO ESPECIFICO 2

ACTIVIDAD 2.1.1. Amplificar el promotor de los genes AtPT1, AtPT2 y AP de Arabidopsis thaliana
2.1.1.1. Descripcién de la metodologia utilizada

Utilizando informacién de secuencias publicada en la literatura (Okumura et al., 1998; Haran et al., 2000)
se disefiaron partidores para amplificar el promoter del gen que codifica para un transportador de fosfato
de alta afinidad (AtPT1) y del gen que codifica para una fosfatasa acida (AP 6 PUP-1) de A. thaliana. Los
partidores se disefiaron con un sitic Hindlll en sus extremos para facilitar la purificacion. Se extrajo ADN
genémico desde hojas de Arabidopsis crecidas por 3 semanas en una camara de crecimiento con un
fotoperiodo de 16 horas a 23°C. Este ADN se utilizé como templado para las reacciones de amplificacion
de los promotores de los genes AtPT1 y PUP-1. Durante el desarrolio del proyecto, esta aclividad se
complement6 con la amplificacién del promotor del transportador de fosfato de alta afinidad AtPT2 de
Arabidopsis.

Para la amplificacion de AtPT1 y AtPT2 se realizaron ensayos utilizando Taq polimerasa, variando las
condiciones de los ciclos hasta obtener un producto Unico, Esta amplificacion se complementé con el uso
de una ADN polimerasa termoresistente con actividad 5-3' excnucleasa, o correctora (Pfu), para
disminuir la probabilidad de errores al amplificar la secuencia. La Pfu ADN polimerasa genera un producto
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de extremos romos, lo que permite clonar los promotores en pBluescript, plasmido que posee secuencias
de partidores universales haciendo posible su posterior secuenciacién. Paralelamente, esta estrategia
asegura que los fragmentos amplificados por PCR son cortados por las enzimas de restriccion para las
cuales se incorporaron secuencias de reconocimiento. Los sitios de restriccion adicionados a los
partidores se utilizaron para el posterior clonamiento en el vector binario pBI101.1. En este plasmido, los
sitios de restriccion escogidos se encuentran en un polylinker precedente al gen gus. Con esto, la
secuencia promotora quedd en el mismo marco de lectura del gen gus, haciendo posible modular su
expresion, La amplificacién del promotor de PAP-1 se realizd con la enzima Tag polimerasa, que produce
amplificados con extremos adenilados. Se realiz6é una ligacién por 16 h a 4°C con el vector pGEM-T,
utilizando el “rapid ligation buffer” (Promega).

2.1.1.2. Principales problemas metodolégicos
No hubo problemas metodolégicos durante el desarrollo de esta actividad.
2.1.1.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Adicional a AtPT1 y PAP-1, en esta actividad también se amplificé el promotor de fosfato de alta afinidad
AtPT2 de Arabidopsis.

ACTIVIDAD 2.1.2. Clonamiento y secuenciacion de los promotores amplificados
2.1.2.1. Descripcién de la metodologia utilizada

El amplificado del promotor de AtPT1 se inserté en el vector pBluescript digerido previamente con EcoRV,
endonucleasa que produce extremos romaos. El amplificado del promotor de AtPT2 se inserté en el vector
pGEM-T, para luego escindirlo mediante enzimas de restriccion, e insertarlo en el vector pBluescript. Una
vez amplificados y aislados, los promotores se clonaron corriente arriba del gen gus procedente de
pBI101.1, en el plasmido pAHC25. Este vector contiene el gen bar, que confiere resistencia al herbicida
Basta, bajo el promotor ubi de maiz, el cual hace que su expresion sea constitutiva. pAHC25 fue el vector
utilizado para transformar trigo. Con el propdsito de secuenciar los promotores obtenidos mediante la
amplificacion por PCR, éstos se clonaron primeramente en el vector pGEM-T (Promega). Los productos
resultantes fueron el plasmido pCN1 que posee inserto el promotor de AtPT2, y el ptasmido pCN3
producto de la ligacion entre pGEM-T vy el promotor de PAP-1. Ambos promotores fueron posteriormente
secuenciados tanto para determinar su identidad como para constatar la no introduccion de mutaciones
durante el clonamiento

El promotor de PAP-1 se intenté liberarlo desde pGEM-T utilizando las enzimas Safl y BamHI, sin
resultados positivos. Se idearon tres estrategias distintas para su clonamiento en el vector binario
pBI101.3. La primera de ellas consistid en amplificar el fragmento con !la ADN polimerasa Synergy
(Genecraft) y los partidores especificos del promotor, desde pCN3, y posteriormente ligar el amplificado al
vector pBI101.3 previamente cortado con la enzima de restriccion Smal. La segunda estrategia consistio
en obtener un amplificado de igual forma que el anterior, para luego digerirlo con la enzima Salt. El
producto cbtenido de esa digestién se ligbé a pB1101.3 previamente digerido con Sall y Smal. Por uitimo,
se amplificé con la enzima Synergy, utilizando los partidores SP6 (de pGEM-T) y PAPR, lo que
posteriormente se digirio con la enzima Sall. El producte de esta digestion finalmente se clond en
pBl101.3 previamente digerido con Sall y Smal.

2.1.2.2. Principales problemas metodolégicos
El clonamiento de los promotores PAP-1 y AtPT2 origindé problemas tanto con la amplificacién de sus

secuencias, como en el clonamiento. Las modificaciones incorporadas permitieron finalmente clonar
ambos promotores.
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2.1.2.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Adicional a AtPT1 y PAP-1, en esta actividad también se aisl6 el promotor del gen AtPT2 de Arabidopsis,
inicialmente no considerado en el proyecto.

ACTIVIDAD 2.1.3. Construccion de fusiones entre los promotores AtPT1, AtPT2 y AP, y el gen
reportero gus

2.1.3.1. Descripcion de la metodologia utilizada

Para verificar la expresion de! gen de interés, asi como el lugar de expresion en los tejidos de trigo
transformado, en esta actividad se construyeron fusiones entre el gen reportero gus y los promotores
AtPT1 y AtPT2. Ambos promotores se liberaron desde pBluescript mediante una digestién Hindlll/BamHl,
ligandose posteriormente al vector binario pBI101.1 digerido previamente con las mismas endonucleasas.
Las técnicas de biclogia molecular para estas actividades se realizaron segun Sambrook et al.(1989). El
promotor AIPT1 se purificd desde ADN plasmidial a partir de una colonia positiva para pCN1, liberandose
de este plasmidio mediante una digestién doble con las enzimas Safl y Smal, para posteriormente
insertarlo en el vector binario pBI101.3 previamente digerido con estas mismas enzimas de restriccion. La
misma estrategia se utilizb para el promotor AtPT2.

2.1.3.2. Principales problemas metodolégicos
No hubo problemas metodolégicos durante el desarrollo de esta actividad.

2.1.3.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

De acuerdo a las modificaciones indicadas en el punto 2.1.2.3., se incorporé a esta actividad la
construccidn con el promotor AtPT2 fusionado a gus, ademas de AtPT1-gus. Evidencia reciente indica
que PAP-1 se expresa en diferentes tejidos de la planta, incluida la parte aérea. Esta informacién sugiere
que este promotor no seria raiz-especifico, por lo que los trabajos con promotores de Arabidopsis
continuaron sélo con AtPT1 y AtPT2.

ACTIVIDAD 2.2. Aislar el promotor de los genes TaPT1 y TaPT2 de trigo
2.2.1. Descripcién de la metodologia utilizada

Los factores de transcripcion que moduian la expresion de genes difieren entre monocotiledoneas y
dicotiledéneas, lo cual sugirié la necesidad de identificar promotores especificos de trigo. Se ha descrito
un transportador de P de alta afinidad en trigo (TaPT1, AF110180 NCBI), cuya regulacion adn no se ha
estudiado. Recientemente se describié la secuencia de otro transportader de P en trigo (TaPT2,
AJ344240), del cual tampoco se conoce su regulacién. De acuerdo a esta informacion, y adicional a
TaPT1, en esta actividad también se aislo el promotor del gen TaPT2 de trigo.

Basado en la secuencia TaPT1 y TaPT2 disponible en la base de datos del NCBI, se disefiaron partidores
especificos dirigidos a amplificar y clonar la regién codificante de TaPT1 y TaPT2 de trigo (Actividad 2.2.1
en la seccidn Resultados). La amplificacién se realizé mediante PCR hasta obtener una banda unica. La
banda se aislé desde geles de agarosa, se clond en el vector pGEM-T (Promega) y se secuencid
parcialmente utlizando los partidores universales M13F y M13R.

La expresion TaPT1 y TaPT2 de trigo se analizdé mediante “northern blot” {Actividad 2.2.2 en la seccion
Resultados). La sonda utilizada correspondié al amplificado de la regién codificante de ambos genes
obtenida en la Actividad 2.2.1 (0,32 kb para AtPT1 y de 0,55 kb para AtPT2). Se utiliz6 el gen de la Actina
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como control de carga, cuya sonda se obtuvo mediante RT-PCR amplificando un fragmento de 0,6 kb con
partidores especificos de Arabidopsis. El ARN total se obtuvo de plantas de trigo crecidas durante 12 dias
con 0,1 mM P. Transcurrido este periodo se transfirieron a un medio carente de P (Pefialoza et al., 2002),
obteniéndose ARN de raiz y hojas a los 5 y 7 dias posterior a la transferencia. Los controles se
mantuvieron en 0,1 mM P por todo el periodo. Veinticinco pg de ARN se separaron electroforéticamente
en un gel de agarosa-formaldehido y se transfirieron a una membrana de nylon. El filtro se hibridi6 toda la
noche con sondas de ADN marcado con *P. Para discriminar adicionalmente la expresién de ambos
genes, se realizaron experimentos de RT-PCR utilizando ARN obtenido de la Actividad 2.2.1.2. La
generacion de cADN se realizé utilizando la enzima RevertAid H® M-MuLV Reverse Transcriptase
{Fermentas), con partidores especificos disefiados de acuerdo a la secuencia de ambos genes.

Para aislar |a regién 5'de los putativos promotores de los genes TaPT1 y TaPT2 (Actividad 2.2.3. en la
seccién Resultados), se utilizé el kit “Universal Genome Walker” (Clontech), el cual permite construir
librerias genémicas utilizando enzimas de restricciébn que generan extremos romos y, mediante
reacciones de PCR sucesivas, amplificar una regién desconocida adyacente a una conocida. Utilizando
este kit” se construyen librerias gendmicas partiendo con una digestién con enzimas que produzcan como
resultado extremos romos. En este caso se utilizaron las enzimas de restriccién Dral, EcoRV, Pvull y Stul
provistas por el fabricante, para digerir 2,5 pg de ADN genémico de trigo. También se utilizd,
adicionalmente para TaPT2, la enzima Sspl {(Fermentas), al no obtenerse un amplificado de un tamafio
superior a 1 kb con las enzimas provistas por el kit. Luego se realizd una ligacién con un adaptador de 50
nucledtidos que tiene sitios de unién para partidores especificos y sitios de reconocimiento para las
enzimas de restriccion Miul, Sall y Smal.

Para amplificar y clonar la regién promotora de TaPT1 y TaPT2 (Actividad 2.2.4. en la seccitn
Resultados) se realizé un primer PCR con un partidor adaptador especifico (AP1) como partidor
“forward”, y un partidor gen especifico como partidor “reverse” (GSP1). Un segundo PCR utilizando como
templade una dilucion de 20 veces del primer producto de PCR se realizé con partidores internos que
corresponden a un segundo partidor adaptador especifico (AP2) como partidor “forward”, y un segundo
partidor gen especifico como partidor “reverse” {GSP2). Estas dos reacciones de amplificacion
permitieron obtener productos PCR de diferente tamafic dependiendc de la libreria gendmica utilizada. El
clonamiento del amplificado se realizé en el vector pGEM-T {Promega), mediante una ligacién de 16 h a
4°C. La obtencion de ADN plasmidial a partir de colonias positivas permitid secuenciar la regién
promotora.

2.2.2. Principales problemas metodolégicos

Se realizaron intentos para aislar una regién promotcra de mayor extension para TaPT2, generando
librerias gendmicas adicionales a las provistas en el kit. Los productos obtenidos no superaron en ningin
caso los 0,55 kb.

2.2.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Al aislamiento, estudios de expresion y clonamiento de TaPT1, en esta actividad también se incorpord el

promotor TaPT2, que finalmente se utilizé en los estudios de funcionalidad de promotores homélogos en
trigo.

ACTIVIDAD 2.3. Construir fusién entre el promotor del gen TaPT2 y el gen reportero gus
2.3.1. Descripcién de la metodologia utilizada

Puesto que los resultados indicaron una expresién raiz especifica y modulada por la disponibilidad de
fosforo sélo para TaPT2 (ver seccion Resultados), el proyecto se continué con solo este promotor aislado
de trigo. La fusion entre la regién promotora de TaPT2 y el gen reportero gus se realizd en el vector
pBI101.1. Para trasladar la secuencia (0,55 Kb) del promotor TaPT2 a un vector binario rio arriba del gen
reportero gus, se subcloné un amplificado desde pLMB& con el primer AP2 de “Genome Walker” y el
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primer pLMB6R, para obtener el vector pLMB8. El fragmento se liberé desde este vector mediante
digestion con las enzimas Safl y BamH|, y se insert6 en el vector binario pB1101.1 previamente digerido
con estas enzimas de restriccién, dando como resultado el vector pLMB9. Este vector posee un gen que
te confiere resistencia a kanamicina, y es viable para la transformacion de trigo.

2.3.2, Principales problemas metodolégicos

No hubo problemas metodoldgicos en el desarrollo de esta actividad.

2.3.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

La construccién génica que finalmente se utilizé para transformar trigo fue modulada por el promotor

AtPT2, en reemplazo de AtPT1. Esta modificacién se realizd esencialmente en funcién a estudios de
expresion que indicaron que sblo AtPT2 seria modulado por la deficiencia de fésforo en raices de trigo.

OBJETIVO ESPECIFICO 3

ACTIVIDAD 3.1. Optimizar condiciones de transformacién en cuitivares de trigo chileno
3.1.1. Descripcién de la metodologia utilizada

La transformacion se realizd a través de biobalistica usando el dispositivo “PDS 1000/He microprojectible
gun” (Bio-Rad). Una vez establecida la metedologia en el genotipo modelo de transformacion genética
Bobwhite, se transformd un cultivar de trigo elite chileno de habito priméveral (Dalcahue-INIA) y un
cultivar de tipo alternativo {Dollinco-INIA). La transformacién genética se realizé en embriones inmaduros,
los que se mantuvieron en un medio de deshidratacién (osméticé) con el propésito de pre-acondicionar
las células al bombardeo con particulas de oro. Para evaluar expresién transciente se usé el plasmido
pAHC25, que contiene el gen gus (que codifica para la enzima B-glucuronidasa) y el gen bar (que
confiere resistencia al herbicida Basta). Ambos genes estan bajo el control del promotor ubiquitin (Ubi) de
maiz. Los embriones bombardeados se trasladaron a un medic de induccion al dia siguiente del
bombardeo.

3.1.2. Principales problemas metodolégicos

No se detectaron problemas metodolbgicos durante el desarrollo de esta actividad.
3.1.3. Adaptaciones o modificaclones introducidas
Esta actividad se esta realizando de acuerdo a lo programado, exceptuando modificaciones introducidas

respecto al protecolo utilizade en el CIMMYT, y que consideraron principalmente presion de ruptura y
distancia entre el macro y micro carrier.

ACTIVIDAD 3.2. Evaluar expresion transciente con el gen gus
3.2.1. Descripci6n de la metodologia utilizada
Para evaluar expresién transciente se uso el plasmido pAHC25, que contiene el gen gus (que codifica

para la enzima B-glucuronidasa) y el gen bar (que confiere resistencia al herbicida Basta), ambos bajo el
control del promotor Ubi de maiz y clonados en el sitio de restriccion Hindlll. EI ADN plasmidial se
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precipité en particulas de oro de 0,6 um. Diez |L de microparticulas (microcarriers} se depositaron en
macrocarriers, realizando los bombardeos con discos de ruptura de 900 y 1100 psi, bajo condiciones de
esterilidad en camaras de flujo laminar. Los embriones bombardeados se trasladaron a un medic de
induccién al dia siguiente del bombardeo. Transcurridos 2-3 dias, los embriones se sometieron a un
analisis histoquimico para evaluar la expresién transciente del gen gus utilizando X-gluc como substrato.
Las células embrionarias se observaran visualmente bajo fupa estereoscépica en funcidn a la presencia
de tincion azul, correspondiente al producto de la reaccion enzimatica de la proteina B-glucoronidasa, y
gue demuestra la expresion del gen gus en células transformadas.

3.2.2. Principales problemas metodoldgicos enfrentados
No se detectaron problemas durante el desarrollo de esta actividad.
3.2.3. Adaptaciones o moadificaciones introducidas

Esta actividad se realizé de acuerdo a las metodologias inicialmente establecidas.

OBJETIVO ESPECIFICO 4

ACTIVIDAD 4.1. Transformar trigo con el gen gus, bar, y nuevos promotores
4.1.1. Descripcion de la metodologia utilizada

La transformacién se realizé a través de biobalistica utilizando embriones de trigo immaduroes obtenidos
del cv. Bobwhite, en un sistema de co-transformacidn con dos plasmidios. Una construccién correspondid
al plasmidio pAL51 que contiene el gen bar bajo el control del promotor constitutivo Ubiquitin (Ubi) de
maiz, cuya expresion permite utilizar a! herbicida Basta tantc como agente de seleccion tanto a nivel de
cultivo in vitro, como én la evaluacion fenotipica de la segregacion del gen en invernadero. Las otras
construcciones utilizadas correspondieron a los plasmidios pLMB2, pCN2 y LMBS, las cuales contienen el
gen reportero gus bajo el control del promotor AtPT1, AtPT2 y TaPT2, respectivamente(Figura 1).

Paralelamente, en esta actividad se incorpord ia construccién Actin-gus debidc a que este promotor
constitutivo ha mostrado en otros experimentos mayor actividad radical que el promotor Ubi. Para la
expresion constitutiva con Actina se utilizd el plasmidic pACT-gus obtenido de! Dr. Alessandro
Peregrineschi (CIMMYT, México}, que contiene el promotor de Actina de arroz fusionado al gen reportero
gus.

4.1.2. Principales problemas metodoldgicos

No hubo problemas metodolégicos durante el desarrollo de esta actividad.

4.1.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Con el objetivo de disponer de al menos un promotor constitutivo funcional en trigo, en esta actividad se

incorporé el promotor constitutivo Actin fusionado a gus (Actin-gus), como complemento a la construccion
Ubi-gus.
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ACTIVIDAD 4.2. Obtencion de lineas transgénicas T,
4.2.1. Descripcién de la metodologia utilizada

Las lineas transgénicas T, se obtuvieron posterior al proceso de seleccidn in vitro bajo el agente de
seleccién Glufosinato, ingrediente activo del herbicida Basta. Las plantulas sobrevivientes en este medio
in vitro se transplantaron a suelo texturizado en invernadero, y se clasificaron con una sinonimia tal que
permitiera determinar con exactitud el origen de cada linea transgénica (embrién, célula, evento de
transformacién, presién de bombardeo, etc.). Al estado de tres hojas verdaderas, las plantas se
clasificaron de acuerdo al nivel de expresion del gen bar en base a la resistencia al herbicida Basta. Para
la obtencién de lineas T, con el gen reportero gus bajo un promotor constitutivo, se utilizé el plasmidio
pAHC25, el cual posee los genes bar y gus bajo el control del promotor Ubi de maiz.También se obtuvo
lineas Ty con el reportero gus fusionado al promotor Actin

4.2.2, Principales problemas metodolégicos
No hubo problemas metodolbgicos durante el desarrollo de esta actividad.
4.2.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Esta actividad se realizd de acuerdo a las metodologias inicialmente establecidas.

ACTIVIDAD 4.3. Andlisis genético y molecular de plantas T,
4.3.1. Descripcién de la metodologia utilizada

El analisis genético consistié en test de progenie de lineas T, obtenidas a través de autofecundacién de
lineas transgénicas T,. Con este propdsito, semillas T, obtenidas de lineas T, se recolectaron
transcurridos 20 dias post-antesis, se esterilizaron y extrajeron los embriones bajo estereo-microscopio.
Las semillas recolectas se germinaron en capsulas de Petri y luego se transplantaron a suelo texturizado
para el andlisis de segregaciébn genética del transgen. Para el caso de lineas transgénicas con el
promotor AtPT1, AtPT2 y TaPT2, posterior al cultivo in vitro de embriones las plantulas se transplantaron
a un sisterna hidroponico con solucién nutritiva para su aclimatacion, y luego a soluciones hidroponicas
deficientes en P. Las lineas transgénicas con los promotores constitutivos se cultivaron en solucion
nutritiva en presencia de P

El analisis molecular se realizé con ADN gendmico total de cada una de las lineas transgénicas, extraido
mediante el método de Chomczynski (Wincker). El ADN se cuantificd por espectofotometria, utilizandose
50 a 70 ng de cada linea para amplificar el gen bar y los promotores AtPT1, AtPT2 y TaPT2 en las
construcciones con promotores inducibles, asi como el gen bar y los promotores Actina y Ubi en las
construcciones con promotores constitutivos. Los productos de amplificacion, cuyes tamafos se indican
en la Figura 1, se separaron en geles de agarosa al 2%, y se visualizaron mediante tincion.

4.3.2. Principales problemas metodolégicos

No obstante numerosos intentos, no fue posible confirmar la presencia del transgen en plantas de trigo
transformadas con los promotores constitutivos Actina y ubi. Sélo se obtuvo expresién en raices.

4.3.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Uno de los problemas detectados en trigo es el alto grado de quimerismo en plantas T, en macetero. Esto
generd un mayor trabajo, y mas tiempo de lo planificado debido a que ha sido necesario analizar
detalladamente al menos 4 espigas por planta. De esta forma se ha corrcborado que una linea
transgénica puede presentar espigas no fransgénicas. En esta actividad, los analisis genético
moleculares se extendieron hasta la generacion T, {inicialmente no considerado en el proyecto).
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ACTIVIDAD 4.4. Evaluar el nive! de expresién de los nuevos promotores en lineas T,

4.4.1. Descripcion de ta metodologia utilizada

Inicialmente se planted estudiar ia expresion de promotores en lineas T,. Para evitar un posible efecto de
dosis génica, descartar quimerismo y disponer de plantas homocigotas, los andlisis de expresion se
realizan finalmente &n la generacién T.. Esta modificacion retrasé la actividad 4.4. en aproximadamente
10 meses, y explica en gran parte la necesidad de extender el periodo de ejecucion de este proyecto.

En esta actividad se evalud Ja funcionalidad de los promotores AtPT1, AtPT2 y TaPT2 fusionados al gen
reportero gus. Los estudios consideraron: a) andlisis histoquimico, b) expresion de transcritos gus
mediante RT-PCR, vy c¢) evaluaciones de actividad especifica de la proteina Gus mediante flucrometria,
en eventos RT-PCR positivos. Las lineas se cultivaron en hidroponia en soluciones nutritivas en
presencia de P por 7 dias. Una vez confirmado la homocigosis para el gen bar, diez de estas plantas se
trastadaron a una solucion de hidroponia sin fosfatos, desde donde se colectd periddicamente tejido
radical para realizar los analisis de funcionalidad.

Andlisis histoquimico. Las raices de trigo transgénicoe se sometieron a tincién histoquimica para revelar
actividad GUS utiiizando la metodologia de Jefferson et al. (1987). Brevemente, las raices se incubaron
en el sustrato de la enzima por 24 h a 37°C, se lavaron con etanol y se visualizé la tincién en raices
atribuible a la proteina Gus. Este mismo procedimiento se utilizé para plantas mantenidas en un suelo
con 4 ppm de P, posterior al lavado de raices para eliminar la tierra adherida.

Expresién de transcritos gus mediante RT-PCR. Se utilizaron muestras de raices maceradas en
nitrégeno liquido y almacenadas a -70°C. El ARN total se extrajo utilizando solucién de Chomczynski con
fencl (W&Z) y se cuantificd mediante espectrofotometria y visualizacidén en geles denaturantes. El ARN
total se tratd con Dnasal para eliminar el ADN cromosomal, realizandose la transcripcién reversa con 1
Hg de ARN total libre de ADN. Los productos de la transcripcidn reversa se utilizaron como templado para
la reaccién de PCR en presencia de partidores especificos para amplificar un fragmento de 380 pb de
transcritos gus, y para amplificar un fragmento de 250 bp de transcritos de! gen ribosomal 288 de trigo
{conirol interno). Se utilizaron 38 ciclos de amplificacion. Los productos PCR se resolvieron en genes de
agarosa y se visualizaron mediante tincidn.

Actividad de la proteina GUS mediante fluorometria. La proteina total se extrajo desde muestras de
raices almacenadas a —70°C utilizando tampén fosfato pH 6,8, DTT, EDTA y triton X-114, y se cuantificé
mediante Bradford. La reaccidn se inicié con la incorporacién del extracto (20 pg de proteina) a tubos
conteniendo 2 mM MUG (metil umberiferil glucorénido) en 480 pl de tampén de extracciéon. La reaccion se
incubé por 6 h a 37°C, periodo durante el cual se tomaron muestras de 100 yl alas 0, 2, 4 y 6 h posterior
a la adicién del extracto, las que se traspasaron a tubos conteniendo 1,4 ml NaCO, para detener la
reaccion. El fluorémetro se calibrd con concentraciones de metilumberiferona (MU) fluctuantes entre O vy
1000 pmoles MU en 1,5 ml, antes del inicio de las mediciones de actividad. Para cada muestra, las
unidades de fluorescencia se calcularon a partir de la recta de calibracién, expresandose la actividad Gus
como pmoles MU producidos min™. La cuantificacion de la proteina total permitié expresar los resultados
de actividad Gus en el extracto como pmoles MU min™ mg proteina™ (actividad especifica).

4.4.2. Principales problemas metodoldgicos
No hubo problemas metodolégicos durante el desarrollo de esta actividad.
4.4.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Las evaluaciones de expresion de los promotores se realizd en la generacién T, y no en T, como estaba
inicialmente programado. Esta modificacion se introdujo con el propésito de realizar los andlisis en lineas
homocigotas para el transgen. Adicionalmente, los andlisis histoguimicos se extendieron a plantas
establecidas en un suelo muy bajo en P disponible (4 ppm). Esta adaptacion le otorga particular interés a
los resultados ya que en la literatura no existe informacion sobre tincidén histoquimica Gus en plantas
establecidas en este sustrato.
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OBJETIVO ESPECIFICO 5

ACTIVIDAD 5.1. Caracterizar metabolitos y actividad PEPC en cultivares de trigo no transformado
5.1.1. Descripcion de la metodotogia utilizada

Se cuantificaron exudados radicales, metabolitos (citrato, malato y fosfoenolpiruvato) y se evalud
actividad de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) de raices, en cinco cultivares de trigo
mantenidos en ausencia y en presencia de 0,2 mM de P, utilizando L. albus como especie de referencia.
Las plantas de trigo se transplantaron a ocho contenedores de 42 L conteniendo solucidn nutritiva basal
en ausencia de P {4 contenedores), y en presencia de 0,2 mM P (4 contenedores).

Los exudados radicales se colectaron desde plantulas muestreadas a los 2, 9 y 16 dias después del
transplante a la solucién nutritiva. Dos ml de exudados se esterilizé por filtracién, se concentrd, y se
resuspendié en 0,008 N H,S0,. Los exudados de citrato y malato se cuantificaron directamente por
HPLC, utilizando estandares de acidos orgénicos tratados de manera similar a las muestras Una vez
colectado los exudados, las raices se molieran en nitrégeno liquido y almacenaron hasta su uso.

La actividad PEPC se evalué en el tejido radical molido en nitrégeno liguido, extrayéndose las proteinas
totales en tampén Hepes-KOH. La actividad PEPC se evalud en una reaccidn acoplada a la enzima
malato dehidrogenasa, a una longitud de onda de 340 nm, Las proteinas totales se cuantificaron por el
métedo de Bradford, utilizando BSA como estandar.

Los metabolitos se evaluarcn utilizando tejido radical molide en nitrégeno liquido. Las proteinas se
precipitaron con 0,6 N acido perclérico, cuantificando metabolitos en el sobrenadante posterior a su
neutralizacion. E! sobrenadante neutralizado se separd en tres fracciones, las que se utilizaron para
cuantificar fosfoenolpiruvato mediante métodos enzimaticos, citrato y malato mediante HPLC, y fosfatos
mediante métodos colorimétricos.

5.1.2. Principales problemas metodolégicos
No hubo problemas metodolégicos durante el desarrollo de esta actividad.
5.1.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Aun cuando no se consideré inicialmente, se cuantifich la concentracion de fasforo intracelutar, con el
objetive de establecer el grado de estrés por deficiencia de P a que estuvieron sometidas las plantas.

ACTIVIDAD 5.2. Construir fusion entre promotor identificado y PEPC
5.2.1. Descripcidn de la metodologia utilizada

Se disefiaron construcciones basadas en un promotor constitutivo y un promotor inducible, a los cuales
se fusion6 PEPC. Para las construcciones de expresion constitutiva se utilizé el plasmidio pACT-gus
obtenido de! Dr. Alessandro Peregrineschi (CIMMYT, México), que contiene el promotor de Actina de
arroz fusionado al gen reportero gus. Todas las amplificaciones utilizadas en esta actividad se realizaron
utilizando la enzima Taq polimerasa HiFi (Invitrogen) para asegurar fidelidad, y se clonaron en el vector
TOPQ-TA. En las construcciones pAct-M1 y pAct-M2, que contienen el promotor de la Actina mas un sitio
de clonamiento mdltiple (SCM), se introdujo un sitio Spel en e! extremo 3', el cual se utilizd para
posteriormente introducir los respectivos promotores en el vector pBluescriptSK(+). Los vectores
finalmente obtenidos, pVAN1 y pVAN2 conteniendo la regién terminadora NosT, se evaluaron mediante la
linealizacion con las enzimas de restriccién involucradas en su SCM.
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Para el disefio de las construcciones con el promotor constitutivo, la Actina se fusiont la regién
codificante del isogen PEPC36 generando la construccién Actina-PEPC36 inserta en el plasmidio pVAN1.
Para la construccién con el promotor Ubi, el plasmidio pVAN1 se digiri6 con Notl y Befl para eliminar el
fragmento de la Actina (2190 bp). Esta digestion generd dos productos, purificandose la banda de 6131
bp con sitios Notl y Bell en sus extremos. El promotor Ubi se liberé desde el plasmidio pALS1 con Notl y
BamH| y se lig6 al producto de la digestidn anterior para generar la construccién Ubi-PEPC36.

La construccion PEPC36 modulada por un promotor regulado por fésforo se realizé con el promotor
seleccionado en la Actividad 4.4. (AtPT2). Debido a la baja actividad Gus detectada con este promotor, y
a la evidencia que indica que el nivel de expresion de transgenes en monocotiledoneas se puede
incrementar significativamente con la introduccién de intrones, se optd por incorporar en la construccion
el primer intron del gen adh de maiz (adh1)} Este intron se amplificé del ADN de maiz y se clond en el
vector TOPO-TA . El promotor del gen AtPTZ de A. thaliana se obtuvo de la construccion pCNZ2 que
contiene dicho promotor fusionado al gen reportero gus. Para realizar esta construccién se utilizé como
base el plasmidio pVAN-PEPC36, aprovechando los sifios Belll, EcoRl y Nofl para fusionar las regiones
involucradas. Finalmente se obtuvo la construccion AtPT2-adh-PC36 (Figura 1).

5.2.2. Principales problemas metodolégicos

Hubo dificultades técnicas en el emsamble de las construcciones, resueltas durante la ejecucion del
proyecto, pero que se tradujeron en atrasos significativos respecto de las fechas inicialmente propuestas.

5.2.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Inicialmente se consideré el disefio de tres construcciones: a} promotor inducible fusionade a PEPC, b)
promotor constitutivo fusionado a PEPC y ¢) promotor constitutivo fusionade al gen de seleccién bar. Sin
embargo, consideradc los bajos niveles de expresion detectados con los promotores inducibles
fusionados al gen reportero, asi como evidencia aparecida durante la ejecucidon de este proyecto
{Schunmann et al., 2004), se estimé imprescindible incorporar un intrédn 2 la construccién con el promotor
inducible al cual finalmente se fusioné PEPC.

Aun cuando inicialmente se considerd el promotor de la Actina para dirigir la expresion constitutiva, la
imposibilidad de detertar expresion Actina en raices de trigo sugirié la necesidad de incorporar una nueva
construccién con el promotor Ubi para dirigir expresién constitutiva, en reemplazo de Actina, Esta
modificacion también se debe considerar en la extensidn de los plazos iniclamente propuestos en este
proyecto.

ACTIVIDAD 5.3. Transformar trigos con el gen PEPC

5.3.1. Descripcidon de la metodologia utilizada

Las construcciones con PEPC36 ligada a un promotor constitutivo (Ubi-PEPC36), al promotor modulado
AtPT2 sin intrén (AtPT2-PEPC36), y fusionade al intron adh? (AtPT2-adh-PEPC36) (Figura 1), se
utilizaron para transformar trigo Bobwhite. Se utilizd un esquema de co-transformacion con la
construccion del gen de seleccidn bar bajo la accion del promotor conslitutivo Ubi de malz. Las
condiciones de transformacién se presentaron en la metodologia de la Actividad 4.1.

5.3.2, Principales problemas metodolégicos

No se detectaron problemas durante el desarrollo de esta actividad.

20



5.3.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas
Debido al retraso en la construcciones génicas con el promotor modulado AtPT2 (Actividad 5.2.), se optd
por priorizar las transformaciones con sélo una (PEPC36), entre los tres isogenes disponibles (PEPC36,

PEPC41 y PEPC54). Esta modificacion no alterd la meta comprometida en el proyecto, que iniciaimente
consideré transformar trigos con sélo un gen PEPC.

ACTIVIDAD 5.4, Obtener lineas transgénicas T, con el gen PEPC de L. albus

5.4.1. Descripcidn de la metodologia utilizada

Las lineas transgénicas T, se obtuvieron posterior al proceso de seleccion in vitro bajo el agente de
seleccién Glufosinato. Las plantulas sobrevivientes en este medio se transplantaron a suelo texturizado
en invernadero. Al estado de tres hojas verdaderas, las plantas se clasificaron de acuerdo al nivel de
expresion del gen bar en base a la resistencia al herbicida Basta. Para la obtencion de lineas T, con el
gen reportero gus bajo un promotor constitutivo, se utilizé el plasmidio pAHC25, el cual posee los genes
bar y gus bajo el control del promotor Ubi de malz.

5.4.2. Principales problemas metodolégicos

No hubo problemas metedolégicos durante el desarrollo de esta actividad.

5.4.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Esta actividad se realizé de acuerdo a las metodologias inicialmente establecidas.

ACTIVIDAD 5.5. Analizar genética y molecularmente lineas transgénicas T,

5.5.1. Descripcion de la metodologia utilizada

El desarrallo de las actividades anteriores permitid disponer de tres construcciones en las cuales se
inserto la region cedificante PEPC36, y que correspondieron al promotor constitutive de la ubiquitina (Ub-
PEPC36), y al promotor inducible AtPT2 fusionado a PEPC36 sin infron {(AtPT2-PEPC38) y con intrén
(AtPT2-adh-PEPC). Entre estas construcciones, solo se presentan los andlisis genético-moleculares de
AtPT2-adh-PEPC36, abarcando desde la generacion T, hasta la generacién T,. En estos andlisis se
utilizaron partidores especificos que cubrieron tanto el segmento AtPT2-adh-PEPC36 (PCR1, 891 bp)
como el segmento PEPC36-NosT (PCR2, 428 pb). El diserio de esta construccién, asi como la posicion
de los partidores PCR1 y PCR2 se indican en la Figura 1.

5.5.2, Principales problemas metodolégicos

No hubo problemas durante el desarrollo de esta actividad.

5.5.3. Adaptaciones o medificaciones introducidas

Esta actividad se desarrollé de acuerdo a los protocolos inicialmente establecidos.
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ACTIVIDAD 5.6. Analizar genética y molecularmente lineas transgénicas Ty~
5.6.1. Descripcion de la metodologia utilizada

Esta actividad se realizé de manera similar a la actividad anterior, analizando genética y molecularmente
las poblaciones T, y T,, con los mismos juegos de partidores descritos anteriomente. Estas poblaciones
se obtuvieron mediante autopolinizacién, en condiciones de invernadero.

5.6.2. Principales problemas metodoldgicos
No hubo problemas durante el desarrolle de esta actividad.
5.6.3. Adaptaciones o medificaciones introducidas

Para complementar la informacion genética-molecular de los segregantes, en esta actividad también se
agregé el anélisis de la poblacién T..

ACTIVIDAD 5.7. Caracterizacion fisiolégica de lineas transgénicas T,
5.7.1. Descripcién de la metodologia utilizada

Con el objetivo de realizar la caracterizacién fisiolégica en plantas de trige que efectivamente expresaran
el transgen, esta actividad se complementd con estudios de expresion realizados mediante PCR en
tiempo real (QPCR). Con este propdsito, se evalud la expresién PEPC yfo MDH en 20 plantas de la
construccidn AtPT2-adh-PEPC, 10 plantas de la construccién AtPT2-adh-MDH, y 10 plantas en donde se
co-integraron ambos transgenes. La evaluacion se realizé mediante PCR en tiempo real, posterior a la
transcripcién reversa a partir de ARNm. Las plantas se establecieron en solucidn nutritiva en presencia de
0,1 mM P por siete dias, traspasandose luego a solucidon nutritiva en ausencia de P. El ARN se colectd
desde raices de plantas mantenidas por 14 dias en ausencia de P, y se retrotranscribid a cADN mediante
métodos convencicnales. El PCR en tiempo real se realizé con 1 pl de ¢cADN en un equipo Mx3000
(Stratagene). Para discriminar entre PEPC o MDH propias de trigo, uno de los partideres se disefid con
anclaje en la regién NosT {Figura 1), de manera de atribuir la expresién exclusivamente al transgen. La
expresion se cuantificé por el método delta-delta Ct, utilizandose el gen ribosomal 26S como control
interno.

Cuantificacién de la actividad enzimatica in vitro. No fue posible realizar este experimento debido al
retraso en la generacién de plantas T, Para cumplir con la meta final de este proyecto (disponer de
plantas transgénicas que acumulen y exuden acidos organicos) en el plaze estipulado y posterior a dos
solicitudes de extension, se optd por priorizar las evaluaciones sobre exudacion y acumulacién de citrato
y malato, y la capacidad de plantas transgénicas para establecerse y crecer en suelos bajos en P
disponible. Si bien no contribuye al logro de la meta final, la cuantificaciéon de actividad PEPC se estima
de relevancia para publicar los resultados de este proyecto.

Exudacion de citrato y malato. Se realizaron estudios preliminares para determinar el periodo dptimo
de muestreo para cuantificar acidos organicos exudados. Semillas de trigo transgénico se germinaron y
trasplantaron a solucidn nutritiva conteniendo 0,1 mM P. Transcurrida una semana las plantas se
traspasaron a solucién nutritiva sin P. Los exudados se colectaron a los 14 dias posterior al traspaso
desde +P a —P. La colecta de exudados se realiz6 en un volumen de 30 ml por 2 h. El extracto se liofilizé,
se resuspendié en proporcion 1:5 con 0,01 M H,SO, cuantificAndose los acidos organicos mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Los picos se compararon con estandares de
conceniracién conocida tratados de manera similar a Is muestras.

Cuantificacién de metabolitos. Se cuantificé citrato y malato en el tejido radical de trigo transgénico
utilizado en la exudacién de citrato y malato. El tejido se colecto finalizada la exudacién de cada planta
individual cortando la raiz y dejando aproximadamente 3-4 cm de cuello de la planta. La planta con raiz
parcial se traspaso a solucién nutritiva para iniciar su recuperacién, y a suelo texturizado transcurridos
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una semana en recuperacion. El tejido radical muestreado se almacené inmediatamente a —70°C hasta
su maceracion en nitrégeno liquido. Los acidos organicos se extrajeron con 0,6 N é&cido perclérico, se
neutralizaron con KOH, se filtraron a 0,45 pm, se liofilizaron y se resuspendieron en igual volumen de
0,01 N H,SO,. Los acidos organicos se cuantificaron mediante cromatografia liquida de aita resolucion
(HPLC) de manera similar a los exudados radicales.

Efecto de !a expresién PEPC sobre la fotosintesis. Este experimento no contribuye mayormente a la
meta final de este proyecto (disponer de plantas transgénicas que acumulen y exuden &cidos organicos),
y tampoco es relevante para publicar los resultados generados. Se sugiere descartar este experimento,
entre todos los realizados en este proyecto.

Capacidad para utilizar fosfatos desde fuentes de P de baja solubilidad. Con el proposito de
evaluar la capacidad de trigo transformado para establecerse y crecer en presencia de fuentes de P de
baja solubilidad, se realizaron ensayos preliminares con AIPQO,, FePO, y CaPQ,, comparados con
K,HPO,. Previo a su utilizacién como fertilizante, se realizaron lavados sucesivos con agua destilada con
el objetivo de eliminar el P soluble presente como contaminante, cuantificandose el P soluble posterior a
cada lavado. Las evaluacionss se realizaron en vermiculita como sustrato, utilizando dosis de P
equivalentes a 0 y 40 mg kg de vermiculita humedecida. Adicionalmente, se realizaron ensayos
preliminares para evaluar |la capacidad de trigo de establecerse y crecer en suelos bajos en P disponible
(4 ppm), utilizando dosis de P equivalentes a 0, 20, 40 y 80 mg kg’ de suelo. Los sustratos se fertilizaron
con solucién nutritiva basal sin P (vermiculita) y con N, K, Mg, S y B de acuerdo al analisis preliminar
{suelo). En ambos sustratos se sembré trigo Bobwhite, cosechandose la biomasa aérea a los 50 dias
posterior a la siembra. En estos ensayos se evalud fitomasa aérea y concentracién de Pi en la fitomasa
aérea. De acuerdo a los resultados de crecimiento en ambos sustratos, la evaluacién de plantas
transgénicas se realizé finalmente en suelo con 4 ppm de P disponible, esterilizado para evitar
interferencia de micorrizas.

Capacidad para tolerar concentraciones de aluminio fitotoxico. Este experimento aun no se realiza
debido a que se requiere disponer de la informacién sobre exudacién de acidos organicos para
discriminar entre las plantas transformadas. La alternativa de realizar este experimento en paralelo no fue
factible debido al escaso nimero de semillas cosechadas de cada linea T,, optando por priorizar la
cuantificacion de exudados radicales y la capacidad de plantas transgénicas para establecerse y crecer
en suelos bajos en P disponible.

5.7.2. Principales problemas metodolégicos

No hubo problemas metodolégicos durante el desarrollo de esta actividad.

5.7.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Debido a la necesidad de disponer de lineas homocigotas, la caracterizacion fisiologica se realizo en
lineas transgénicas de la generacién T,. Lo anterior provocé retrasos sighificativos en el desarrollo de
esta actividad, los que se tradujeron en la imposibilidad de informar tanto el experimento relativo a la
cuantificacién de la actividad PEPC, como al comportamiento de plantas transgénicas en respuesta a

aluminio fitotéxico. Debido al abundante nimero de plantas transgénicas T, se incorperd un experimento
adicional que permitié seleccionar las plantas en funcién a su expresion de transcritos (qPCR).
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OBJETIVO ESPECIFICO 6

ACTIVIDAD 6.1. Construir fusion entre promotor identificado y otros genes de L. albus
6.1.1. Descripcion de la metodelogia utilizada

Esta actividad tuvo como objetive introducir en trigo genes adicionales a PEPC, y cuya proteina
contribuya a la sintesis y acumulacion de acidos organicos. Entre los genes potenciales identificados en
este proyecto y que cumplen esta condicion se opté por el gen que codifica a la enzima malato
dehidrogenasa (MDH), aislada en [a Actividad 1.10.

Se realizaron construcciones con el gen LaMDH1 (malato dehidrogenasa) aislado desde raices
proteoideas de L. albus, y fusionado a un promotor inducible por la deficiencia de fésforo. La racionalidad
de esta eleccidon se fundamenta en la posibilidad de canalizar el producto de la enzima PEPC
(fosfoenolpiruvato) hacia la praduccion de malato, catalizado por la enzima malato dehidrogenasa (MDH).
Los procedimientos que se utilizaron corresponden a aquellos que se indican para la Actividad 5.2. La
diferencia entre ambas actividades radica en que, mientras en la Actividad 5.2 el gen fusionado a los
promotores constitutivo e inducible corresponde a PEPC38, en la Actividad 6.1. el gen fusionado a los
promotores constitutive e inducible corresponde a LaMDH1. Como promotor regulado por la
disponibilidad de fésforo se utilizé el promotor del gen AtPT2 de A. thaliana. En la actualidad se dispone
de las construcciones AtPT2-MDH y AtPT2-adh-MDH (Figura 1), las que se utilizaron para transformar
trigo.

6.1.2. Principales problemas metodoldgicos

Los indicados en la Actividad 5.2

6.1.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Debido a las dificultades que se han experimentado en esta Actividad, se opté por descartar el
transportador de fosfafo LaPT1 y priorizar construcciones solo con el gen de MDH. La regién codificante
del gen MDH se expreso6 bajo !a accion de promotor inducible AtPT2.

De acuerdo a los bajos niveles de actividad Gus detectada en plantas transformadas con el promotor
inducible AtPT2, y a evidencia reciente que sefiala |a utilidad de intrones para incrementar la expresion de

este tipo de promotores en monocotiledéneas (Schunmann et al., 2004), la construccion AtPT2-MDH se
complementd con la insercién del intron 1 del gen de la alcoho! dehidrogenasa (AtPT2-adh1-MDH).

ACTIVIDAD 6.2. Transformar trigo con otros genes de L. albus
6.2.1. Descripcion de la metodologia utilizada

Las construcciones con MDH ligada al promotor modulado sin intrén (AtPT2-MDH), y fusionado al intron
adh1 (AtPT2-adh-MDH) se utilizaron para transformar trigo Bobwhite, en un esquema de co-
transformacion con la construccion del gen de seleccién bar bajo la accion del promotor constitutive ub/
de maiz (Ubi-bar). Adicionalmente, en esta actividad se transformé trigo co-integrando ambas
construcciones (AtPT2-adh-PEPC36 y AtPT2-adh-MDH) en el genoma de trigo Bobwhite, Se utilizd
bicbalistica para la integracion de genes de lupino en el genoma de trigo, de acuerdo a la metodologia
descrita en la Actividad 4.1

6.2.2. Principales problemas metodoldgicos

Los indicados en la Actividad 5.2
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6.2.3, Adaptaciones o maodificaciones introducidas

Debido al retraso en la construcciones con otros genes de L. albus {Actividad 6.1.), se opib por priorizar
las transformaciones s6lo con LaMDH, de los dos genes inicialmente considerados (LaMDH1 y LaPT1).
Esta modificacién alter6 la meta comprometida en el proyecto (que inicialmente consider6 transformar
trigos con tres genes de L. albus adicionales a PEPC), para priorizar més bien cuatro construcciones
génicas (AtPT2-PEPC36, AtPT2-adh-PEPC36, AtPT2-MDH y AtPT2-adh-MDH1).

ACTIVIDAD 6.3. Obtener lineas transgénicas T,

6.3.1. Descripcion de la metodologia utilizada

De manera similar a metodologia indicada en las actividades 4.2. y 5.4., las lineas transgénicas T, se
obtuvieron posterior al proceso de seleccién in vifro. Las plantulas sobrevivientes en este medio se
transplantaron a suelo texturizado en invernadero. Al estado de tres hojas verdaderas, las plantas se
clasificaron de acuerdo al nivel de expresién del gen bar en base a la resistencia al herbicida Basta. Para
la obtencién de lineas T, con el gen reportero gus bajo un promotor constitutivo, se utilizo el plasmidio
pAHC25, el cual posee los genes bar y gus bajo el control del promotor Ubi de maiz.

6.3.2. Principales problemas metodoldgicos

No hubo problemas metodolégicos durante el desarrollo de esta actividad.

6.3.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Esta actividad se realizé de acuerdo a las metodologias inicialmente establecidas.

ACTIVIDAD 6.4. Caracterizar genética y molecularmente lineas transgénicas T,
6.4.1. Descripcion de la metodologia utilizada

El desarrollo de las actividades anteriores permitié disponer de dos construcciones en las cuales se
insertd la region codificante MDH, y que correspondieron al premotor inducible AtPT2 fusionado a MDH
sin intron (AtPT2-MDH) y con intrén (AtPT2-adh-MDH). Entre estas construcciones, se presentan los
andlisis genético-moleculares de AtPT2-adh-MDH y de AtPT2-adh-MDH co-integrada a la construccion
AtPT2-adh-PEPC36, abarcando desde la generacion T, a la generacion T,. Para discriminar el gen MDH
endégeno, en estos analisis se utilizaron partidores especificos gue cubrieron tos segmentos AtPT2-adh-
MDH (PCR3, 854 bp), MDH-NosT (PCR4, 428 pb), AtPT2-adh-PEPC36 (PCR1, 891 pb) y PEPC36-NosT
{PCR1, 428 pb). El disefio de esta construccién, asi como la posicion de los partidores PCR1 y PCR2 se
indican en la Figura 1.

6.4.2. Principales problemas metodolégicos

No hubo problemas durante el desarrollo de esta actividad.

6.4.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Esta actividad se desarrollé de acuerdo a los protocolos inicialmente establecidos.
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ACTIVIDAD 6.5. Analizar genética y molecularmente lineas transgénicas T,

6.5.1. Descripcién de la metodologia utilizada

Esta actividad se realizé de manera similar a la actividad anterior, analizando genética y molecularmente
las poblaciones T, y T2, con los mismos juegos de partidores descritos anteriomente. Estas poblaciones
se obtuvieron mediante autopolinizacion, en condiciones de invernadero.

6.5.2. Principales problemas metodolégicos

No hubo problemas durante el desarrollo de esta actividad.

6.5.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Esta actividad se desarrolld de acuerdo a los protocolos inicialmente establecidos.

ACTIVIDAD 6.6. Caracterizacién fisiolégica de lineas transgénicas T,

6.6.1. Descripcion de la metodologia utilizada

En esta actividad se caracterizé exudacion de acidos orgdnicos a través de raices concentracién de
acidos organicos en raices, y capacidad de plantas transgénicas de la generacién T2 para establecerse y
crecer en suelos bajos en P disponible. Las plantas transgénicas evaluadas corresponden a las
construcciones AtPT2-adh-MDH, asi como AtPT2-adh-MDH co-integrada en el genoma Bobwhite junto a
la construccion AtPT2-adh-PEPC36. Estas evaluacicnes se realizaron en lineas transgénicas
previamente analizadas por gPCR. Las metodologias utilizadas en estas evaluaciones se detalla en la
Actividad 5.7

6.6.2. Principales problemas metodoldgicos

Neo hubo problemas durante el desarrollo de esta actividad.

6.6.3. Adaptaciones o modificaciones introducidas

Las indicadas en el punto 5.7.3.
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Figura 1. Construcciones génicas con los promotores AtPT1 (a), AtPT2 (b) y TaPT2 (c) fusionados al
gen reportero gus, y con el promotor AtPT2 fusionado a PEPC36 sin y con intrdn (d y f) y a MDH sin y
con intron (e y g). Se indica el intrén adh, fa regién codificante de PEPC36 y MDH, el terminador
NosT, los sitios de restriccién y la posicion de los partidores PCR. Todas las construcciones se
insertaron en el vector pBluescript.
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3. ACTIVIDADES DEL PROYECTO

En la siguiente hoja se presenta la carta Gantt de todas las actividades consideradas para la ejecucion de
este proyecto. En cuadros con fondo oscuro se indica la programacién inicial. En cuadros con fondo claro
se indica la reprogramacién solicitada, en tanto que en cuadros con fondo blanco marcados con X
(mayuscula) se sefialan los tiempos reales utilizados hasta este Informe Final. Con x (minuscula) se
marcan las extensiones solicitadas y no utilizadas efectivamente.

Entre 38 actividades cubiertas a través de seis Objetivos Especificos, no se realizé el mapeo fisico del
transgen (Actividad 5.8, Objetivo Especifico 5) debido a la imposibilidad de disponer del equipo necesario
(PCR in situ). La posibilidad de condicionar el desarrollo de esta actividad a la disponibilidad de este
instrumento se indicé en la carta Gantt modificada que se envié a FIA el 31 de agosto de 2005. Si bien
esta actividad no afecta el cumplimento de los objetivos de este proyecto, se estima de relevancia para
identificar la posicién fisica del transgen, sobre todo en aquellas plantas en las cuales se ha co-integrado
mas de un gen.

Las discrepancias entre ia programacién inicial y final de actividades se explica principalmente por
atrasos en la Actividad 1.9. {Aislar cADN de PEPC), asi como por la necesidad de realizar las
evaluaciones en plantas transgénicas de |la generacién T, en lugar de T,.

La extensién en la Actividad 1.9 se atribuye al aislamiento y clonamiento del cADN de largo completo de
tres isogenes PEPC en lugar de uno considerado inicialmente. Este trabajo generd informacion que
permitid publicar un articulo cientifico en la revista Joumal of Experimental Botany, asi como incorporar la
secuencia de los tres isogenes PEPC al GenBank. Adicionalmente, se estimé de relevancia para tratar de
discriminar el isogen PEPC que se finalmente se utilizé para transformar trigo.

La extension atribuible a la necesidad de realizar las evaluaciones en T, se consideré como estrategia
para disponer de plantas homocigotas para el transgen, y que se debid haber programado inicialmente,
No obstante esta modificacion y los esfuerzos dedicados, solo fue posible obtener homocigosis en
aproximadamente el 20% de los eventos de transformacion.

Durante el desarrollo de este proyectc se incorporaron experimentos adicicnales a los inicialmente
programados, estimados necesarios, y que contribuyeron con informacién relevante para la continuidad
de esta linea de ivestigacion. Entre muchos, especial relevancia adquiere el clonamiento de tres isogenes
PEPC, la evaluacion del gen reportero gus fusionado a promotores inducibles en plantas establecidas en
suelo, asi como la evaluacién de la expresidon de transgenes mediante PCR en tiempo real (gPCR}. Sin
embargo, también se debe mencionar tres experimentos inicialmente programados y no reatizados,
debido a la necesidad de priorizar resultados en funcién del objetivo central de este proyecto, y que se
mencionan y discuten en la seccién Resultados de este Informe Final.
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IV. RESULTADOS DEL PROYECTO

OBJETIVO ESPECIFICO 1

ACTIVIDAD 1.1. Diseito y construccion de partidores

Se disefiaron 24 partidores arbitrarios y tres partidores de anclaje (oligo-dTs) de 16 mers, conteniendo un
sitio de restriccion Hindlll en el extremo 5’ para facilitar la liberacién del fragmento clonado. Los partidores
se sintetizaron en Life Science Technology. Los tres oligo-dTs se diferenciaron entre si por fa
incorporaciéon de una base (A, G 6 C) en el extremo 3'. Esta estrategia permitié separar los ARNm en
tres sub-poblaciones, las cuales se combinaron con los 24 partidores arbitrarios para los analisis de
expresion diferencial (Actividad 1.3)

En esta actividad se construyeron 27 partidores para iniciar el aislamiento de genes desde raices
proteoideas de L. albus.

ACTIVIDAD 1.2. Crecimiento de plantas y extraccién de ARN

En contraste a raices protecideas, el tejido radical donde ocurre la exudacién de acidos organicos en L.
albus (raicillas proteoideas) es significativamente bajo en cantidad. Considerando esta limitacion, la
extracciébn de ARN se realizé desde aproximadamente 200 plantas de L.albus mantenido en solucién
nutritiva en ausencia de P. Se obtuvo un rendimiento de 619 pg de ARN total, con lo que se superd la
meta (200 pg) en esta actividad. Este ARN total se utilizo para los experimentos de “differential display”, y
para la construccién de la genoteca de expresién desde donde se aislaron los cADNs de largo completo
correspendientes a los genes que se introduciran en trigo.

En esta actividad se aislé el ARN necesario para realizar los experimentos de differential display y la
construceion de una genoteca de expresion, en cantidades superiores a la meta inicialmente propuesta.

ACTIVIDAD 1.3. “Differential display” de ARN mensajeros

Se detectaron entre 80 a 90 bandas cADN expresadas con una determinada combinacion de partidores.
Considerando las 72 combinaciones posibles (3 partidores de anclaje y 24 partidores arbitrarios), el
niamero total de transcritos visualizados correspondid aproximadamenta a 6.000. En 108 de éstos se
detectd expresidon diferencial, indicando que fos genes que se inducen o reprimen en respuesta a esta
condicién de estrés corresponderia aproximadamente al 2%. Si se considera la redundancia (presencia
repetida de un mismo gen)} y eventuales falsos positivos, este porcentaje es una sobre-estimacion de la
proporcién real de expresion diferencial de genes en el tejido utilizado como maodelo.

En esta actividad se identificaron 109 productos diferenciales, de un total de 100 comprometidos en el
proyecto.
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ACTIVIDAD 1.4. Reamplificacion de productos diferenciales

Se reamplificaron 104 productos diferenciales de un total de 109 identificados y aislados mediante
“differential display”, lo que indica un 95% de recuperacion de fragmentos. Del total de 104 productos
reamplificados se seleccionaron 50 para pasar a la etapa de clonamiento, cuya discriminacion se realizo
en funcién a la intensidad de la banda y tamario del fragmento.

En esta actividad se reamplificaron 104 productos diferenciales, de un total de 80 comprometidos.

ACTIVIDAD 1.5. Clonamiento de productos diferenciales

Se clonaron 61 productos diferenciales aislandose entre cinco a ocho c¢olonias independientes de cada
uno de ellos. El ADN plasmidial de tres clones por producto diferencial se digirié con la enzima Hindill
para verificar la presencia del inserto. La presencia del inserto se confirmo: a) en los tres clones de 40
productos diferenciales, b) en dos de los tres clones en 13 productos diferenciales, c) en uno de los tres
clones en dos productos diferenciates, d) en ninguno de los tres clones en seis productos diferenciales.
Con el propésito de disponer al menos de tres clones por producto diferencial, se prepararon nuevas
colonias desde aquellos productos diferenciales donde sélo se obtuvo 1 6 2 clones positivos. Se
descartaron de los analisis postericres aquellos productos diferenciales donde no se obtuvieron clones
positivos en tres intentos.

En esta actividad se clonaron 61 productos diferenciales, de un total de 50 comprometidos en el proyecto.

ACTIVIDAD 1.6. Secuenciacién y andlisis de homologias

Se realizé un total de 150 secuenciaciones entre los 61 productes diferenciales. Dependiendo de! nimero
de clones positivos y de la homologia de bases entre ellos, se secuenciaron entre dos ¢ mas clones
dentro de un mismo producto diferencial. De acuerdo a la probable homologia de secuencias con
aquellas depositadas en el banco de datos del NCBI, se disponde de clenes con homologia a fosfatasas,
a la enzima malato dehidrogenasa, a proteinas relacionadas con la madurez, a proteinas inducidas por
eliciteres, a acuaporina y a ubiquitinas, entre otras.

En esta actividad se secuenciaron 61 producfos diferenciales, de un total de 50 comprometidos.

ACTIVIDAD 1.7. Verificacién de expresién diferencial

Se realizaron 32 hibridaciones del tipo “northern”, utilizando como sonda el cADN de clones
independientes aislados mediante “differential display”. Se verificd expresion diferencial en 28 de ellos, en
tanto gue sélo cuatro corresponderian a falsos positivos. El porcentaje de falsos positivos (12,5%) es
consistente con estudios que hemos realizado anteriormente (Pefialoza et al., 2002), y significativamente
inferior al que caracteriza a la técnica del “differential display”. Veinte dé estos cADNs reconocieron
transcritos que se expresan preferentemente en ausencia de fosfatos, en tanto que ocho corresponderian
a franscritos que se expresan en presencia de fosfatos. Ninguno de los cADNs identificados en este
proyecto tiene homologia con 17 cADNs identificados en estudios previos (Pefaloza et al., 2002).

Se analizé la expresion diferencial de 32 ¢ADNSs, de un total de 30 comprometidos en el proyecto. Esto

indica que actualmente se dispone de cADNSs parciales correspondiente a méas de 45 genes (o isogenes)
que se expresan diferencialmente en raices proteoideas de L. albus.
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ACTIVIDAD 1.8. Construccidn de una genoteca de cADN de L.albus

El ARN total extraido en la Actividad 1.2. se utilizé para purificar el ARN mensajero (ARNm), del que se
obtuvo 10 pg. Considerando que la abundancia del ARNm en la células es usualmente entre un 1 a 5%,
la cantidad de ARNm obtenido corresponde al 1,6% del ARN total, valor que se encuentra dentro de lo
esperado. La sintesis de cADN se realizé a partir de 5 pg de ARNm. El cADN se ligé en el vector
MZIPLOX, y se empacd en particulas virales, determinandose un titulo de 1x10° ufp/ml. Se disEone de
una genoteca primaria de 3,9x10° fagos totales en un volumen de 3 ml, con un titulo de 1,3x10” ufp/ml,
razonables para una genoteca primaria. El anslisis del porcentaje de fages recombinantes en cada una
de las ligaciones efectuadas fluctud entre 73% y 97% . La amplificacién realizada resulté en una genoteca
secundaria de 76 ml con un titulo de 2,88x10™ ufp/ml.

En esta actividad se consfruyd una biblioteca de expresion desde raicillas proteoideas de L. albus,
cumplieéndose fa meta comprometida en el proyecto.

ACTIVIDAD 1.9. Aislar el cADN que codifica para PEPC

Puesto que trabajos preliminares {Pefaloza et al., 2002) hablan permitido aislar dos cADN parciales
correspondientes al extremo 3' del cADN de la PEPC, se sugirié que podrian existir mas de una isoforma
PEPC en raicillas protecideas de L. albus. Consecuentemente, se decidid aislar todos los probables
isogenes PEPC presentes en la genoteca. El escrutinio de la genoteca permitié identificar 50 clones
PEPC putativos, de los cuales se seleccioné 13 para secuenciar. El anélisis de secuencias indicd que
éstas se agruparon en tres grandes categorias. La excepcion correspondié a los clones 8, 2 v 45, cuyas
secuencias fueron significativamente divergentes. El andlisis de homologia de secuencias indico que los
clones 8 y 2 no presentan homologia con genes conocidos. En tanto, el clon 45 presentd similaridad
significativa con genes que codifican para la ascorbato peroxidasa, enzima involucrada en diversos tipos
de estrés en plantas y otros organismos. Los otros 10 clones mostraron alta homologia con la PEPC de
plantas. Los clones 15c, 20, 37, y 54c tienen una secuencia muy similar a la del fragmento C4280
identificada previamente (Pefialoza et al., 2002}, y que en este trabajo se denomindé PEPC54. Los clones
10, 29 y 41 comparten una secuencia muy similar al del fragmento A4271 identificado previamente
{Pefaloza et al., 2002), y forman el grupc denominado PEPC41. Los clones 14b, 31 y 36 son similares
entre ellos y forman un grupo denominado PEPC38. Este ultimo grupo de clones son bastante similares a
una PEPC de L. albus (PEPC1), cuya secuencia fue publicada en la base de datos del NCBI en diciembre
del 2001. Este cADN (accesion AF458644} no esta asociado con ninguna publicacion, por lo cual se
desconoce su relevancia en la sintesis de Acidos organicos en raices proteoideas de L. albus.

Para obtener los cADNs de largo completo de los tres isogenes PEPC se utilizé el sistema GeneRacer.
Finalmente se obtuvo la regidn codificante de las tres PEPCs, cuyo tamario varia en tres nucleotidos de
largo, lo que se traduce en una proteina deducida que varia en un aminoacido (967 a 968 aminoacidos).
De la secuencia aminoacidica de cada proteina se determind ciertas caracteristicas fisicoguimicas tales
como el punto isoeléctrico. De acuerdo a estas propiedad, PEPCS54 seria mas alcalina que PEPC41 y
PEPC36, mientras que estas dos dltimas se presentan mas acidicas.

Con el propésite de discriminar la expresion de transcritos de los tres isogenes PEPC detectados en
raicillas proteoideas de L. albus, se realizaron experimentos adicionales de “northern blot “ y RT-PCR.
Utilizando ARN extraido desde raicillas proteocideas y eje de un conglomerado de raicillas proteoideas, los
analisis mediante "northern blot” no permitieron discriminar con precisién la expresion de isogenes PEPC
en estos tejidos radicales. Es importante mencianar que, no obstante las diferencias nucleotidicas en la
regidn 3' UTR, los tres isogenes comparten en comun fragmentos de secuencia idénticos que podrian
estar hibridando v originando una serial positiva.

Utilizando las condiciones de PCR estandarizadas para detectar tanto los tres isogenes como para el
control interno (ciclofilinas), los estudios mediante RT-PCR permitieron identificar la presencia de
transcritos que codifican para las tres isogenes PEPC en raices totales, raices primarias y hojas de
L.albus muestreadas a las 72 h de agregado 0,1 mM P a plantas deficientes en P por 24 dias. Solo
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PEPC36 se detectd también en cotiledones, sugiriendo que ésta corresponderia a la isoforma PEPC
“housekeeping” (ie. presente en todos los tejidos de la planta). La expresion del transcrito PEPC36 es
similar a PEPC54 vy, en contraste a PEPC41, ambos parecen no ser fuertemente modulado por la
disponibilidad de P. Esta expresion es consistente con lo observado en experimentos independientes y
realizados con ARN obtenido de ensayos diferentes, y sugieren que la expresién de los tres isogenes
estarian modulado por distintos promotores PEPC, y que PEPC41 seria mas fuertemente regulado por la
disponibilidad de P (Pefialoza et al., 2005) Cualquiera sea la explicacién fisiclégica, la sefial detectada en
estudios de regulacién, ya sea mediante “northern blot” o RT-PCR, son el reflejo de la expresion del
promator y, por lo tanto, no permiten discriminar la expresién de la proteina PEPC.

En esta actividad se aisld el cADN de largo completo de tres isogenes PEPC que se expresan en raices
protecideas de L. albus, de uno comprometido en el proyecto. Debido a Ia necesidad de discriminar entre
eslos isogenes, adicionaimente se realizaron estudios de expresion mediante “northern blot” y RT-PCR
no considerados inicialmente.

ACTIVIDAD 1.10. Aislar cADNs codificantes para otros genes de L. albus

Tal como se propuso en el proyecto, se estuvo alerta a la literatura en cuanto a encontrar la descripcién
de otros genes de L. albus que podrian estar asociados a la estrategia que se pretende incorporar en
trigo transgénico. Ademas de los trés isogenes PEPC, finalmente se aisld el cADN de largo completo de
un transportador de fosfatos de alta afinidad, una malato dehidrogenasa, una sulfolipido sintasa y una
que codifica para la enzima ascorbato peroxidasa .

Transportador de fosfato de alta afinidad. La proteina que codifica al transportador de fosfatos de alta
afinidad (LaPT1) podria aumentar la capacidad de las plantas para utilizar P soluble presente en baja
concentracién en la rizésfera. Basados en la secuencia disponible en la base de datos, se disefarcn
partidores que permitieron amplificar una banda de alrededor de 1700 pb. La amplificacion de los
putativos clones para este transportador obtuvo una banda de alrededor de 2000 pb. El clonamiento y
posterior secuenciacion de esta banda confirmé la identidad de dicho cADN como LaPT1.

Malato dehidrogenasa. La enzima malato deshidrogenasa (MDH) participa en la sintesis de acidos
organicos, por lo que se espera que su sobre-expresién se traduzca en la preferencia hacia la produccion
de malato en el citosol, el que podria ser eventualmente exudado en la rizosfera. En el Genbank estan
descritas dos secuencias que codifican para MDH (MDH1 y MDH2), bastante similares entre si. Basado
en esta informacion, se disefiaron partidores que amplificaron una banda de alrededor de 1200 pb. El
clonamiento y posterior secuenciacién de esta banda confirmé que se trata del cADN de largo completo
que codifica para MDH1.

Sulfolipido sintasa. Se hizo un escrutinio doble de la genoteca de cADN, utilizando como sonda un
fragmento obtenidos mediante “diferencial display” que codificaria parcialmente para una sulfolipido
sintasa que se expresa en ausencia de P. De este escrulinio doble se aislaron alrededor de 20 clones. La
secuenciacion y analisis de estos clones identificaron al clon E1c19 con homologia con la sulfolipido
sintasa de A. thaliana, del cual se dispone el cADN de largo completo. Esta enzima participa en el
reciclaje de fosforo desde fosfolipidos de membrana, reemplazandolos por sulfolipidos.

Ascorbato peroxidasa Durante el escrutinio realizado a la genoteca de cADN para aislar los genes
PEPC se obtuvieron como “contaminantes” tres clones que al secuenciarlos no correspondian a PEPC. Ei
andlisis de la secuencia parcial del extremo 3’ de los tres clones permitié establecer que el clon E3c45
corresponderia a una ascorbato peroxidasa. Genes de este tipo estan ampliamente descritos en plantas
participando en respuesta a diversos tipos de estrés. El clonamiento y posterior secuenciacién de esta
banda confirmé que se trata del cADN de largo completo que codifica para una ascorbato peroxidasa.

En esta actividad se aislé el cADN de largo completo de cuatro genes que se expresan en raices
proteoideas de L. albus, de un total de tres comprometidos en el proyecto.
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OBJETIVO ESPECIFICO 2

ACTIVIDAD 2.1.1. Amplificar el promotor de los genes AtPT1 y AP de Arabidopsis thaliana

Utilizando partidores especificos disefiados de acuerdo a secuencias disponibles en la base de datos
(GenBank), se amplificaron desde ADN genémico las secuencias correspondientes a los promotores del
gen que codifica para un transportador de fosfato de alta afinidad (AtPT1) y del gen que codifica para una
fosfatasa acida (AP 6 PAP-1), ambos de Arabidopsis. La amplificacion se realizd con una polimerasa con
actividad correctora, con el fin de minimizar la posibilidad de errores en la reaccidén de PCR. Los tamarios
amplificados corresponden a 2,07 kb para AtPT1 y 1,5 kb para PAP-1. La identidad de estos cADNs se
confirmé mediante andlisis de restriccién y secuenciacién parcial.

Evidencia publicada durante la ejecucion de este proyecto (Mudge et al, 2002) sefala que los
transportadores de fosfato de Arabidopsis (APT1 y AtPT2) son regulados negativamente en presencia de
P. La diferencia entre ellos radica en que, mientras AtPT1 mantiene una expresion significativa bajo
condiciones de suficiencia de P, AtPT2 se expresa solo en ausencia de P. Esta evidencia indicaria que
AtPT1 no seria fuertemente modulado por la disponibilidad de este nutriente. Por tal razén, y
adicionalmente a AtPT1, se amplifico el promotor AtPT2 (3 kb). Andlisis en genes de agarosa detectaron
productos Unicos para cada promotor, los que se insertaron en pGEM-T.

En esta actividad se amplificaron tres promotores potenciales para dirigir la expresién de genes en frigo
(AtPT1, AIPTZ2 y PAP-1}, de un total de dos comprometidos en el proyecto.

ACTIVIDAD 2.1.2, Clonamiento y secuenciacion de los promotores amplificados

Los fragmentos amplificados en la Actividad 2.1.1 se sub-clonaron en el vector pBluescript SK y se
secuenciaron. Las secuencias obtenidas corresponden a secciones rio arriba de los genes AtPT1 y
AtPT2, segun la base de datos NCBI, lo que confirma que el clonamiento de los promotores fue correcto.
Debido a que los promotores de transportadores de fosfato de alta afinidad son més relevantes para
dirigir la expresion de genes que las fosfatasa, y mas especificos de raices, el promotor PAP-1 se
reemplazé por el promotor AtPT2. Este Gltimo promotor fue el que finalmente se utilizé para dirigir la
expresion de genes en trigo.

En esta actividad se clonaron y secuenciaron tres promotores potenciales para dirigir la expresién de
genes en trigo (AtPT1, AtPT2 y PAP-1), cumpliendo con la meta comprometida en el proyecto.

ACTIVIDAD 2.1.3. Construccion de fusiones entre los promotores AtPT1 y AtPT2, y el gen
reportero gus

El fragmento correspondiente a los promotores aislados en la Actividad 2.1.1 se liberd de pGEM-T con las
enzimas Sall y BamHl, lo cual permiti¢ insertarlo directamente en el vector binaric pBI101.3, rio arriba del
gen reportero gus. Este sitio de clonamiento se comprobd mediante la utilizacion de enzimas de
restriccién para escindir y analizar el patrén de restriccion del fragmento. Todos los cortes realizados
presentan resultados que coinciden con lo esperado para el plasmido pCN2. Este vector sera utilizado
para la transformacion de trigos. El disefio de las construcciones se indica en la Figura 1.

En esta actividad se realizaron las construcciones con los promotores inducibles fusionados al gen

reportero gus (AtPT1-gus y APT2-gus), que se utilizarén para estudios de funcionalidad de promotores.
Estos resuitados dan cumplimiento a lo comprometido en el proyecto.
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ACTIVIDAD 2.2.1. Amplificacién y clonamiento del promotor del gen TaPT1 de trigo

Utilizando partidores especificos, se amplificé y cloné un fragmento de 0,32 kb del transportador de
fosfato de alta afinidad TaPT1. Adicionalmente, también se amplificé y clond un fragmento de 0,55 kb del
transportador de alta afinidad TaPT2. No obstante los intentos, no fue posible amplificar fragmentos
superiores a los indicados. Evidencia reciente de estudios realizados con transportadores de fosfafto de
alta afinidad (Schunmann et al., 2004) indica que la funcionalidad de promotores de transportadores de
fosfato esta determinada esencialmente por las primeras 100 bases corriente arriba del sitic de inicio de
la transcripcion (ATG). Sobre la base de esta evidencia, ambos promotores serian funcionales en trigo.

En esta actividad se amplificaron y clonaron fragmentos parciales de dos promotores de genes que
codifican trasportadores de fosfato de alta afinidad en trigo (TaPT1 y TaPT2), de uno (TaPT1)
comprometido en este proyecto.

ACTIVIDAD 2.2.2. Determinar la expresion del gen TaPT1 y TaPT2

Mediante “northern blot” se analizd la expresién de dos genes que codifican transportadores de fosfato de
alta afinidad en trigo (TaPT1 y TaPT2). Para TaPT2, la maycr expresion se cbservo en raices de plantas
mantenidas por 5 y 7 dias en ausencia de P. Aun cuandc de menor intensidad, también se observd
expresion en hojas y raices de plantas mantenidas en presencia de P. La secuencia nucleotidica del
transportador TaPT1 tiene alta identidad con TaPT2, razén por la cual el disefio de la sonda para TaPT1
no permitié diferenciar claramente entre la expresion de TaPT1 y TaPT2. Para discriminar entre ambos
transportadores se utilizo RT-PCR con partidores especificos para cada unc. Los resultados de este
experimento sugierieron una expresién diferencial de estos genes, principalmente TaPTZ2, regulada
negativamente por disponibilidad de P en raices de trigo. No se obtuvo una sefial adecuada para TaPT1.

De acuerdo a los resultados de esta actividad, se encontré evidencia de regulacién por fésforo sdlo para
el promotor del gen TaPT2 de trigo.

ACTIVIDAD 2.2.3. Aislar la region 5’ del gen TaPT1 y TaPT2

t

Utilizando el kit “Genome Walker * {Clontech), en esta actividad se logr6 aislar un segmento gendmico de
2,5 kb que contendria la regidon 5° del gen TaPT1. De la misma forma, se logrd aislar un segmento
genomico de 1,1 kb que contendria la region 5 de TaPT2, cuya secuencia 5 hasta ahora es
desconaocida. Se realizaron diferentes intentos para aislar una secuencia promotora de mayor extensidn
para TaPT2, para lo cual se crearon 6 librerias gendmicas adicionales a las provistas en el kit. Los
productos obtenidos para ser aislados no superaron en ningan caso los 0,55 kb. Los segmentos
gendmicos aislados se ligaron al plasmidio pLMB6.

En esta actividad se aislé segmentos gendmicos de los transportador de fosfato de alta afinidad AtPT1 y
AtPT2 de trigo. Con este resuitado se da cumplimiento a lo comprometido en el proyecto.

ACTIVIDAD 2.2.4. Amplificar y clonar laregién 5’ del gen TaPT2

El proyecto inicialmente consideré el aislamiento de promotor del gen TaPT1 de trigo. Segin los
resultados obtenidos en ensayos del tipo “northern blot” y RT-PCR para TaPT1 y TaPT2, sélo la
expresion de TaPT2 es especifica de raices y regulada positivamente por la deficiencia de fosfatos.
Consecuentemente, esta actividad se concentrd exclusivamente en el aislamiento de la regién promotora
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del gen TaPT2. Se utilizé el kit Genome Walker para obtener una secuencia promotora rio arriba del gen
TaPT2, el cual codifica para el transportador de fosfato de aita afinidad en trigo. E! producto resultante
{0,55 kb) se cloné en pGEM-T (Promega) y se secuencié. La putativa caja TATA de este promotor se
encuentra en la regién -33 del sitio de inicio de la traduccion. En la secuencia del promotor TaPT2
también se identificaron sitios de unién a factores de transcripcién relacionados a respuesta a estrés a
tejido especificidad, y a sitios de unidn a factores de transcripcion de tipo MYB, que recientemente se han
relacionado a genes regulados por fosforo.

En esta actividad se amplificé, clond y secuencié 0,55 kb el promotor del gen que codifica al transportador
de fosfato de aifa afinidad TaPT2 de trigo. TaPT2 se utilizé en los estudios de expresion de
transportadores de fosfato en ef genoma de trigo.

ACTIVIDAD 2.2.5. Construir fusion entre el promotor TaPT2 y el gen reportero gus

Con la secuencia del promotor de TaPT2 conccida e inserta en pLMBS, ésta se reamplificé y clond para
generar pLMBS, disponiéndose de este modo de nuevos sitios de restriccidon para subclonar directamente
en pBI101.1, De esta manera se obtuvo el vector pLMBS, el que se utilizard para la transformacion de
trigo. El disefio de la construccién TaPT2-gus se indica en la Figura 1.

En esta actividad se realizd la construccién TaPT2 fusionado al gen reportero gus (TaPT2-gus), la que se
utilizard para estudiar la funcionalidad de este promofor en frigo transgénico. Con este resultado se da
cumplimiento a lo comprometido en este proyecto.

OBJETIVO ESPECIFICO 3

ACTIVIDAD 3.1, Optimizar las condicionas de transformacion de cultivares de trigo chileno

Las condiciones de transformacion inicialmente planteadas en el proyecto no generaron expresion
transciente del gen gus, cuando se utilizaron células escutelares del cultivar Bobwhite. Por tal razén, se
modificé el protocolo original en lo que respecta a distancias entre disco de ruptura y macrocarrier,
distancia de vuelo del macrocarrier y presion de bombardeo. Utilizando finalmente una mayor presion se
logré una 6ptima condicibn de bombardeo, observandose que el 100% de los aproximadamente 1000
embriones jévenes evaluados presentd expresién transciente del gen gus en el cultivar Bobwhite. Una
vez establecidas las condiciones de transformacién, se bombardearcn células embrionarias de los
cultivares Dalcahue-INIA y Dollinco-INIA. Se observd expresion transciente en practicamente todos los
embriones bombardeados (Figura 2).

Mediante modificaciones a los protocolos iniciales, en esta actividad se demostro fa factibilidad de
transformar trigo chileno, de manera similar al cv. modelo Bobwhile.
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Figura 2. Expresion transciente def gen gus en embriones de trigo (A), capacidad de regeneracion
de plantas transformadas en cultivares de trigo chifeno (B), expresién def gen bar en hojas confiriendo
resistencia al herbicida Basta (C), y expresion constitutiva gus (tincién oscura} en hojas de trigo.
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ACTIVIDAD 3.2. Evaluar expresién transciente con el gen gus

No se observaron diferencias en expresion transciente entre los cultivares de trigo evaluados en la
Actividad 3.1 (Bobwhite, Dalcahue y Dollinco). Con el propésito de determinar la integracién de genes en
forma estable, se inici® la evaluacién de la habilidad regenerativa de los embriones transformados,
observandose una excelente capacidad regenerativa en el cultivar Bobwhite. Se detecté adecuada accion
del agente de seleccién (glufosinato, ingrediente activo del herbicida Basta), ya que los embriones control
(no transformados con el gen de tolerancia a herbicida) presentaron baja proporcion de escape. Sin
embargo, estas plantas (que pudieran comresponder a potenciales escapes) no evidenciaron un estado
vigoroso a nivel foliar ni radical. Estas observaciones indicaron que el cultivar Dalcahue-INIA parece
sobresalir en su habilidad regenerativa. Los estudios de expresion transciente permitieron detectar la
presencia de mas de un evento de transformacién, Esta observacion es de relevancia ya que diversos
sitios de integracién aumentan la eficiencia de transformacién y generan una mayor variabilidad de
posiciones genéticas del transgen.

En esta actividad se demostrd expresidn fransciente del gen reportero gus en ftrigo. Se identificaron
plantas tolerantes al herbicida, lo que indica una expresion estable def gen bar integrado en el genoma de
trigo. Entre los trigos chilenos, el cultivar Dalcahue-INIA se vislumbra con mayores capacidades de
regeneracion y transformacion.

OBJETIVO ESPECIFICO 4

ACTIVIDAD 4.1. Transformar trigo con el gen gus y bar, y nuevos promotores

No obstante e! cv. Dalcahue correspondié a aquel con mayor receptibidad a la transformacion genetica
entre los cvs. chilenos, esta variedad no presento adecuada capacidad de regeneracién en comparacion
con la variedad modelo para transformacion. Consecuentemente, estos estudios se realizaron en el cv.
Bobwhite, con el propésitc de asegurar un nimero aceptable de lineas transgénicas necesarias para
evaluar la funcionalidad de elflos promotores. En esta actividad se transformd trigo Bobwhite con los
promotores AtPT1, AIPT2 y TaPT2 ligados al gen reportero gus, bajo un esquema de co-transformacion
con la construcciébn Ubi-bar como gen de seleccion. Paralelamente, se transformd trigos con la
construccion Actin-gus, debido a que el promotor Actin ha mostrado en ofros experimentos mayor
actividad radical que el promotor Ubi. Se transformé 2345 embriones para la construccién AtPT1-gus,
1150 embriones para AtPT2-gus y 1365 embriones para TaPT2-gus. Para los promotores constitutivos
fusionados al gen reportero gus se transformaron 700 embriones (Actina-gus} y 777 embriones (Ubf-gus).

En esta actividad se transformé trigo con las construcciones AtPT1-gus, AtPT2-gus y TaPT2-gus. Estas
construcciones se utilizaron para evaluar la funcionalidad de los promotores en T».

ACTIVIDAD 4.2. Obtencion de lineas transgénicas T,

Se obtuvieron 10 lineas transgénicas T, con la construccién Ubi-gus y Actina-gus co-integradas a Ubi
bar. Por otra parte, se generaron 20 lineas transgénicas T, bajo &l esquema de co-transformacién con los
genes de seleccion bar y gen reportero gus bajo la accién de los promotores AtPT1, AtPT2 y TaPT2
(AtPT1-gus, AtPT2-gus, TaPT2-gus). Las lineas transgénicas se confirmaron fenotipicamente en
invernadero por su tolerancia al herbicida Basta.

En esta actividad se generaron fineas transgénicas T, con las construcciones AtPT1-gus, AtPT2-gus,
TaPT2-gus, Ubi-gus y Actin-gus.
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ACTIVIDAD 4.3. Evaluar genética y molecularmente lineas transgénicas Ty ..

En lineas transgénicas tolerantes a herbicida Basta, se amplificd el gen bar y los promotores AIPT1,
AtPT2 y TaPT2 fusionados a gus. La herencia de!l transgen se caracterizé en cada linea T, obteniéndose,
en la mayoria de los casos, un patrén de segregacion tipico de un loci 3:1. Para el promotor AtPT1 se
identificaron 13 lineas a nivel molecular y genético con el gen de interés (AtPT1-gus), mas el gen de
seleccion (Ubi-bar). Para el promotor AtPT2 se identificaron cuatro lineas a nivel molecular y genético con
el gen de interés (AtPT2-gus) mas el gen de seleccién (Ubi-bar). Para el promotor TaPT2 se identificaron
ocho lineas a nivel molecular y genético con el gen de interés (TaPT2-gus) més el gen de seleccién (Ubi-
bar). Las lineas confirmadas a nivel molecular y genético se avanzaron a T, donde se utilizaron para los
estudios de expresién del promotor bajo estrés de fosfatos.

Debido a la dificultad de identificar lineas con expresién constitutiva del gen reporterc gus, se realizd
analisis histoquimico en tres de ellas. Se cbservd expresién de la proteina Gus en tejido foliar, pero
ausencia a expresion en tejido radical. Esta situacién se repitié en andlisis histoquimicos adicionales, y
en nuevas transformaciones. Por tal razén, se optd por utilizar otro promotor para dirigir la expresion
constitutiva gus. En Hordeum vulgare, recientemente se demostré que el promotor Actina presenta un
nivel de expresién constitutiva superior al gen gus. Puesto que H. vulgare es una especie muy cercana a
trigo, se postuld que podria obtenerse mejor nivel de expresién con este promotor constitutivo en trigo. No
se logro resultades positivos con este nuevo promotor, por lo que se reintentd nuevamente con Ubi. No
obstate los intentos, sélo se logré expresién en hojas y no en raices. Consecuentemente, no fue posible
obtener construcciones funcionales con algan promotor constitutivo.

En esta actividad se identificaron genéfica y molecularmente lineas de trigo transgénico para las
construcciones AlPT1-gus, AtPT1-gus y TaPT2-gus. No obstante tres intenfos (ubiquitina, actina y
nuevamente ubiquitina), no fue posible obtener expresion constitutiva en raices de frigo.

ACTIVIDAD 4.4. Evaluar ¢l nivel de expresion de los nuevos promotores en lineas T,

Se evalud la funcionalidad de lineas T, correspondientes a eventos de transformacién independiente con
las construcciones AtPT1-gus, AtPT2-gus y TaPT2-gus. Estos estudios consideraron analisis de
expresion de transcritos gus mediante RT-PCR, cuantificacion de actividad Gus mediante fluocrometria, y
tincion histoquimica Gus.

Mediante RT-PCR, y utilizando nidmero de ciclos PCR a saturacion (38 cicibs), se detectd expresién de
transcritos gus en 2 de 9, 3 de 5 y 2 de 6 lineas T, transformadas con las construcciones AtPT1-gus,
AtPT2-gus y TaPT2-gus, respectivamente (Figuras 3, 4 y 5). Puesto que estos analisis se hicieron en
lineas previamente confirmadas por PCR para los genes gus, bar y el promotor correspondiente, los
resultados indican que la transcripcion del gen gus ocurrié en aproximadameénte e! 35% de las lineas Ta.

La cuantificacion de actividad Gus en las lineas RT-PCR positivas permitié detectar niveles de actividad
especifica Gus fluctuante entre 0,1 y 1,4 pmoles MU min™' mg proteina™” (Figura 6). Considerando la
actividad promedio para cada promotor, ésta fue superior en la construccion AtPT2-gus, comparada con
las construcciones AtPT1-gus y TaPT2-gus. Este nivel de actividad es significativamente inferior al
informado en construcciones similares en genomas homoélogos (promotor de Arabidopsis en Arabidopsis),
pero esta dentro del range de construcciones similares en genomas heterélogos (promotor de cebada en
arroz) (Schunmann et al., 2004). Estos autores lograron incrementar 20 veces la actividad Gus, cuando
sus construcciones se complementaron con la adicién del intrén 1 del gen de la alcoho! dehidrogenasa
(adht).
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Figura 3. A. Expresién de transcrilos gus en

nueve lineas transgénicas T, con la construccion AtPT1-

gus, evaluados mediante RT-PCR. Los andlisis se realizaron a partir de ARN lotal extraido desde tefido
radical muestreado a los 0, 2-3 y 5-6 dias posterior al traspaso de las plantas desde sofucién nutritiva
conteniendo 0,2 mM Pi a sciucién nutritiva carente de Pi. B. Expresién de transcritos del gen ribosomal

288 utilizado comao control interno,

Figura 4. A. Expresién de franscrifos gus en

cinco lineas transgénicas T, con la construccion Od 2d 5 0d 2d 5d 0Od 3d 5d Od 3d 5d Od 3d 5d

AtPT2-gus, evaluados mediante RT-PCR. Los

analisis se realizaron a partir de ARN total exiraido
desde tejido radical muestreado alos 0, 2-3y 5

dias posterior al traspaso de fas plantas desde
solucién nutritiva conteniendo 0,2 mM Pi a

solucién nutritiva carente de Pi. B. Expresién de
transcritos del gen ribosomal 288 utilizado como

control interno.

Figura 5. A. Expresion de transcrifos gus en
seis lineas transgénicas T, con la construccion
TaPT2-gus evaluados mediante RT-PCR. Los
andlisis se realizaron a partir de ARN total
exfraido desde tejido radical muestreado a fos
0, 2-3 y 5 dias posterior al fraspaso de fas
plantas desde solucion nutritiva conteniendo
0,2 mM Pi a solucién nutritiva carente de Pi.

B. Expresidn de transcritos del gen ribosomal
288 utilizade como control interno.
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Figura 6. A. Actividad especifica Gus en seis lineas transgénicas T, con la construccion AtPT1-gus (IA..),
AtPT2-gus (IA..) y TaPT2-gus (lllA.) evaluada mediante fluorometrfa. Los analisis se realizaron en
lineas RT-PCR positivas, a partir extractos muestreado a los 0 y 2-3 dias posterior al traspasc de fas
pfantas desde solucidn nutritiva confeniendo 0,2 mM Pi a solucién nutritiva carente de Pr. Como conlrol se
utifizd una linea transgénica RT-PCR negativo (IA127). En (B) se presenta la actividad Gus de cada
linea, menos la aclividad detectada en la linea transgénica utilizada como control,

Los analisis histoquimicos detectaron tincién atribuible a la proteina Gus en raices de trigo Bobwhite
transformado con tas tres construcciones, sélo en ausencia de fosforo. La intensidad de ia tincion fue
bastante menocr que lo observade para un promotor constitutivo en Arabidopsis, sugiriendo que la
actividad promotora no es muy elevada. Ademas, se observd que la tincidén no fue homogénea a lo largo
de toda la raiz (Figura 7, A, B y C), observandose que la mayor intensidad ocurié con el promotor AtPT2.

En suelo, las plantas manifestaron una tincién ain mas baja que la observada en hidroponia y con una
distribucién mas heterogénea (Figura 8, A y B). Interesantemente, la construccion con el promotor
AtPT2 presentd la tincion mas intensa en suelo. Esta baja actividad promotora pareciera ser una
caracteristica de los promotores de transportadores de fosfato en cereales. En efecto, una situacién
similar se ha descrito para los promotores de cebada (Schunmann et al.,, 2004), y para AtPT2 en maiz
{http://mcknight.ccrp.cornell.edu/program docs/project documents/cereal roots/SO progressrep 02-

03 yr1 17sep03.pdf ). En funcidon a estos resultades, y considerando: a) evidencia histoquimica en
Arabidopsis que indica que la expresion Gus modulada por AtPT2 es mas raiz-especifica que AtPT1, b)
que en suelo sblo se observéd tincion Gus evidente sdlo con el promotor AtPT2, se seleccioné el promotor
de Arabidopsis AtPT2 para dirigir la expresién inducible de genes de lupino en trigo. Sobre la base de la
evidencia informada por Schunmann et al. (2004), las construcciones con AtPTZ2 se complementaron con
la introduccion del intron adh?.

En esta actividad se demostré la funcionalidad de AtPT1, APT2 y TaPT2 en trigo. Entre eslos
promofores, se sefecciond el promotor de Arabidopsis AtPT2 para dirigir la expresién inducible de genes
de lupino en trigo. Con este resuitado se da cumplimiento a la meta inicialmente propuesta en el proyecto.
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Figura 7. Tincién histoquimica de raices de plantas transformadas con el gen gus fusionado al promotor
TaPT2 de trigo (A) y AtPTZ2 de Arabidopsis (B, C). Las plantas se cultivaron en hidroponia por 7 dias en
presencia de 0,1 mM P, para luego ser traspasadas por 4 dias a hidroponia en ausencia de P. En (D) se
presenta la tincion de una planta de Arabidopsis transformada con la construccién 35S-gus, ulilizada

como control positivo de la reaccion de tincién.
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Figura 8. Tincion histoquimica
de raices de trigo transformado
con el gen gus fusionado al
promotor AtPT2, cultivadas en
suelo. En (A) y (B) se muestra
el resuftado de tinciones de dos
plantas mantenidas por 46 dias
en ausencia de P.



OBJETIVO ESPECIFICO 5

ACTIVIDAD 5.1. Caracterizar metabolitos y actividad PEPC en trigo no transformado

Exudacion de acidos orgénicos. Se observod bajo nivel de exudados de citrato y malato en el sistema
radical de los cinco cultivares de ftrigo evaluados. Estas tasas de exudacién en trigos difieren
significativamente de aquella observada en L.albus, y corresponden a niveles basales caracteristicos de
difusion pasiva de metabolitos.

Actividad PEPC. PEPC es una enzima que participa en la sintesis y acumulacién de acidos organicos en
plantas de [.albus deficientes en P. Con el propbsito de comparar la actividlad PEPC entre especies
divergentes en términos de su contenido de proteina total (trigos vs. L.afbus), la actividad PEPC se
expres6 como Unidades de actividad. De acuerdo a estas comparaciones, la actividad PEPC no difiere
entre trigos y L. albus, en plantas de 16 dias en ausencia de P. Sin embargo, la actividad PEPC en L.
albus esta es significativamente superior a trigos, cuando la enzima se extrae desde conglomerados
maduros de una raiz proteoidea, precisamente el tejido desde donde se aislaron los cADN de PEPC
clonados en este proyacto.

Concentracidn de metabolitos. La concentracién promedio de citrato en trigos no difirid marcadamente
ya sea entre fechas de muestreo o entre genotipos. La mayor concentracién de citrato se observo en el
cv. Dalcahue en ausencia de P y correspondié a 2 pmoles g peso fresco. En promedio, la concentracion
de malato fue 3 a 4 veces superior a citrato en raices de todos los genctipos de trigo evaluados. Sin
embargo, el promedio no superé los 7 pmoles g peso fresco. En contraste a citrato, este acido orgénico
se redujo significativamente en presencia de P, indicando que su concentracién es modulada por la
disponibilidad de P en el tejido radical. En trigos, la concentracion de malato no se correlaciond con las
tasas de exudacién. La excepcion parece corresponder a MS, genotipe donde se observo la mayor tasa
de exudacién de malate {7 nmoles h** planta™), consistente con su comparativamente alta concentracion
en el tejido (7 pmoles g™ peso fresco).

Fosfoenolpiruvate {(PEP) corresponde al substrato de la enzima PEPC. Comparado con io observado
para citrato y malato, la concentracién de este metabolito en tejidos radicales de genotipos de trigo no
difirid marcadamente de aquella que caracterizé a L. albus. No obstante, se debe mencionar que las
evaluaciones se realizaron en plantas de una misma edad cronolégica, pero en diferentes estados
fenclogico (16 dia en ausencia de P). Consecuentemente, la concentracion de PEP a 16 dias en
ausencia de P no necesariamente refleja lo que ocurre en estructuras radicales de L. albus que exudan
citrato, cuya aparicioén en la planta ocurre aproximadamente a los 222-24 dias en esta condicidn.

En esta actividad se evalub la actividad PEPC y metabalitos en trigo no transformado. Los resuitados
reflejan fa situacién actual en esta especie, que se pretende modificar mediante transgénesis en este
proyecto.

ACTIVIDAD 5.2. Construir fusién entre promotor identificado y PEPC

Se realizaron las construcciones con ios promotores constitutivos Actina-PEPC36 y Ubi-PEPC36
fusionados a la secuencia terminadora NosT de Agrobacterium, e incluyendo un sitio multiple de
clonamiento (SMC) para facilitar la insercién de diversos genes. También se realizaron las construcciones
con el promotor inducible AtPT2 fusionado a PEPC36 (AtPT2-PEPC36) y a la secuencia NosT, asi como
esta misma construccion a la cual se le insertd el intron Adh? de maiz (AtPT2-adh-PEPC36).

En esta actividad se desarroffaron dos construcciones génicas de expresion constitutiva (Actin-PEPC36 y

Ubi-PEPC36) y dos construcciones moduladas por un promotor inducible por la deficiencia de fésforo
{AtPT2-PEPC36 y AtPT2-adh-PEPC36)}.
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ACTIVIDAD 5.3. Transformar trigos con el gen PEPC

Se transformaron 1627 embriones de trigo Bobwhite con la construccion AtPT2-adh-PEPC36-NosT, 1190
embriones con la construccién AtPT2-PEPC36-NosT y 1212 embriones con |a construccién Ubi-PEPC36-
NosT. De estos embriones se logré regenerar 99, 45 y 14 plantas, respectivamente. En todos los casos
se utilizé un esquema de co-transformacién para cada gen de interés, con la construccion Ubi-bar como
gen de seleccién. En estas construcciones, el fenotipo Bar fue positivo en 45 de 99 para AtPT2-adh-
PEPC36-NosT, 26 de 45 para AtPT2-PEPC36-NosT, y de 14 para Ubi-PEPC36-NosT. Considerando el
nimero de embriones transformados como referencia, el porcentaje de plantas regeneradas correspondio
a 6,8% en la construccion AtPT2-adh-PEPC36-NosT, 3,8% en la construccion AtPT2-PEPC36-NosT y
1,1% en la construccion Ubi-PEPC36-NosT.

En esta actividad se transformé trigo bobwhite con la regién codificante de PEPC36 modulada por el
promolor inducible AtPT2 y el promotor constitutivo Ubi, con porcentajes de regeneracion fluctuantes
entre 6,8y 1,1%.

ACTIVIDAD 5.4. Obtener lineas transgénicas T, con el gen PEPC36 de L. albus.

Entre las transformaciones realizadas con la regién codificante PEPC36 (Actin-PEPC36, Ubi-PEPC36,
AtPT2-PEPC36 y AtPT2-adh-PEPC36) co-integradas con la construccién Ubi-bar como gen de seleccion,
en ésta y las siguientes actividades (5.5 y 5.6) s6lo se presentan y discuten los resultados de ia
construccion AtPT2-adh-PEPC36. Lo anterior con el objetive de realizar un analisis detallado en la
evolucidn desde la generacién Ty a T, En esta construccién se obtuvieron 17 lineas transgénicas T, con
el gen PEPC36 bajo la accidén del promotor modulado AtPT2 y el intron adh (AtPT2-adh-PEPC36). Las
lineas y su sinonimia se indican en la Tabla 1.

En esta actividad se generaron 17 lineas de la construccién AtPT2-adh-PEPC. Esta lineas se avanzaron
a la siguienfe generacion para los analisis genético-moleculares.

ACTIVIDAD 5.5. Analizar genética y molecularmente lineas transgénicas T,

Para el analisis genético-molecular se amplificé por PCR distintos segmentos de la construccion AtPT2-
adh-PEPC36-NosT integrada en e! genoma de trigo, utilizando partidores especificos que cubrieron tanto
el segmento AtPT2-adh-PEPC36 {PCR1, 891 bp) como el segmento PEPC36-NosT (PCR2, 428 pb). El
disefio de esta construccidn, asi como la posicion de los partidores se indican en la Figura 1.

En la Tabla 1 se muestra el resultado de la amplificacién de distintas fracciones de la construccion. Se
observan eventos positivos para todos los fragmentos amplificados. Sin embargo, y no obstante tener
gran parte de la construccion integrada, no se logré amplificar algunc de los dos fragmentos de la
construccién en las lineas 12, 15 y 17. Aun cuando existe la posibilidad de fraccionamiento de
transgenes, o de errores en el PCR, no se disponde de informacién suficiente para atribuir esta
discrepancia a alguna de las causas mencionadas.

En esta actividad se analizé molecularmente 17 eventos T, de la construccion AtPT2-adh-PEPC36-NosT.
En 14 de elios se confirmd la presencia de transgén en el ganoma Bobwhite.
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Tabla 1. Andlisis molecular de lineas transgénicas T, de la construccion AtPT2-adh-PEPC36.

N° | LINEA AtPT2-adh-PC36 AtPT2-adh PC36-NOST
1 | VILAT714(3) + + +
2 [VIIA738b(1) + + +
3 |VHAT738¢ + + +
4 |VIIA745a + + +
5 |VIl A745¢(1) + + +
8 | VIl AT745¢(2) + + +
7 | VI A745¢(3) + + +
8 [VII A745¢(4) + + +
9 | VIl A 745c(5) + + +
10 [VII A 745¢(B) + + +
11 [VII A 775¢(1) + + +
12 | VII A 783(1) - + +
13 [VH A 785(1) + + +
14 |VILA 793(1) + + +
15 [VII A 798a(1) - + +
16 [ VII A 745¢(7) + + +
17 [ VII A 706b + - +

Signo (+) corresponde a presencia del fragmento amplificado y signo (-) ausencia.

ACTIVIDAD 5.6. Analizar genética y molecularmente lineas transgénicas T,

En la Tabla 2 se muestra el analisis fenotipico (resistencia al herbicida Basta) de lineas transgénicas T,
obtenidas a partir de la autopolinizacién de la generacion Ty Aun cuando se tratd de analizar una
progenie de 20 individuos segregantes de cada evento independiente T,, en algunos casos y dado la
época del afo, no fue factible por la baja fertilidad de flores en espigas. Aun cuando en lineas con mayor
progenie los valores son cercanos al 75% esperado de plantas (+) para la integracion de un locus, en
general se aprecia una segregacion distorsionada del transgen. Considerando esta evidencia, sélo se
selccignaron las lineas 3, 8 y 10 para el analisis molecular.

Tabla 2. Andlisis fenotipico de lineas transgénicas T; de la construccion AtPT2-adh-PEPC36.

VIl (AtPT2-adh-PEPCJ8-NOST) (T0) Fanotipo T1

N* [LINEA APT2anPCH | APTIadn | PC3SNOST 2 1 2 |3]4] 5 6 |[7]8] 9 F10[11112]13[14]15]16f47]18]18[ 20 | %
1 Vil A 7380(1) + + + + . . + [+] + + |+ + HEEEEENEEEEREEEEEERE) - | 65
2 |VITA 738c(1) + * + + + | + [+ |+ 100
3 |VIl A 745a(1) + + + + + + + | +] + | -{+] + + ] -]+ +]sls]s]s]e]«] > 0
5 |Vl A 745c(2) + + + + * + -1 - - + |+ ¢l -1 +]+]+ ]
6§__ VI A 745¢(3) + + + + + O [+ + Jele]l+fs] -G -1+]+]+1=+

7 [MUA 7455 + + + + + )+ |- 1
8 [Vl A 745¢(8) + * + + N + F+ ]+ » + [ -]«] « 1+ 1+ [
9 [MIAT7BYY) - + + * - « [+ ]+ 5
10 |MILA 785(1) + + + + + + + |+ + + |+ |+ - e -+ e]++]+]-]-1+]+«]80
11 [VIL A 7386(2) - - + + - + + |+ ] » - | . s | -+« [+]|+]-]-1+«]+1-]+ 80
12 |Vl A 733a(1) + + - - + ]+ ] + + |+ . « | -1+l -]-1+ 53
13 |V A 738a(1) + + + + -]+l + + |+ + + 73
14 [VilA B&%a(1) + + - - . |+ + - | . 18
15 [VII A 708(1) + + + [+ ]-] « + | -] +] + « | + + - «| « | 55
18 [Vl A 747e(1) + * « [+ ]+] + + {+ [+ ] +]+ sls s« +] + |80
17 [V A T78c(1) + - -]+ + |+ + + + + |+ 40
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En el Tabla 3 se muestra el analisis molecular de las lineas T, seleccionadas para determinar la
ocurrencia o no de co-integracién de los genes de interés y el gen de seleccion. De las tres lineas, la
linea 10 pareciera tener los genes de interés y de seleccion integrados en distintos loci en el genoma de
trigo, por lo que podrian estar segregando independientemente.

Tabla 3. Caracterizacion molecular de lineas transgénicas T, de la construccion AtPT2-adh-PEPC36.

VIlI (AtPT2-adh-PEPC36-NOST)
N° LINEA N°* TUBO | awrTzachrcse PCAB-NOST T1
8 |VIIA 745¢c(6)9 VII-8-9 - + +
8 VIl A 745¢c(6)4 VIi-8-4 - + +
8 VIl A 745c(6)8 VII-8-8 + + +
8 Vil A 745c(6)7 VII-8-7 - + +
8 VII A 745c(6)5 Vil-8-5 + + +
8 VIl A 745¢({6)3 Vil-8-3 - + +
8 |VITA745¢(6)10] VII-8-10 + + +
10 VI A 7B5(1)19 VII-10-19 + + +
10 VII A 785(1)15 VII-10-15 + + +
10 VII A 785(1)6 VII-10-6 + + -
10 VILA 785(1)5 VII-10-5 + + +
10 VII A 785(1)3 VI9i-10-3 + + +
10 VII A 785(1)16 VII-10-16 + + +
10 VII A 785(1)13 VI-10-13 + + +
10 VII A 785(1 )1 VII-10-1 + + +
3 |VIA745a(1)8 VI-3-8 ¥ + r
3 VI A 745a(1)3 VII-3-3 + + +
3 |VIIA 745a(1115]| VII-3-15 + + +

De acuerdo a la informacién disponible en la Tabla 4, la linea No 10 presenta baja ocurrencia de plantas
tolerantes al herbicida Basta (fenotipo), lo que indicaria una planta completamente heterocigota. Esto
pudiera atribuirse tanto al bajo nimero de plantas analizadas (15 plantas segregantes), asi como a la
presion de seleccidon ocurrida en generaciones anteriores guiadas por la presencia sblo de los genes de
interés. En cambio, la linea 3 planta 8 (Cédigo VIl 3-8), presenta el 100% de su progenie resistente al
herbicida, lo que indica que esta linea es homocigota. Para confirmar el patron de segregacion, las lineas
3, 8 y 10 se avanzaron a generacion T,.

Tabla 4. Caracterizacién genética de lineas fransgénicas T, de la construccion AtPT2-adh-PEFPC36.

Vil {AtPT2-adh-PEPC36-NOST FENOTIPO T2 SUELD
N* [LINEA CODIGO ANPT2adh PCIBNOST Tt 1 2314|5678 |8 (1041 ]12)]1]2!23
3 VIl A 745a(1}3 \Vi-3-3 + + + - -+ + ]+ + + [+ ] -]+ -1+}F+]+
3 Ml A745a(1)8 VIl-3.8 + + + + ¥ 1+ |+ ]| + |+ + |+« + [ +J+]+}+]+
3 _[MIAT745a(1118 VII-3-16 + + + * | ]+ ]+ ] +F+] [ +]- NI
8 V1| A 745¢(6)3 V11-8-3 - + + + - BEEEEREEEEEDE HEE R
8 VIl A T45¢(6)5 I-8-5 - + + Y |+ | + | + - . - - | + . e+ ]+ ]+
8  |VILA T45¢c(8)8 \II-8-8 + + + - + | -] -]1+[+]+} -+ +]-1-01+1-1%+
8 VIl A 745¢(8)10 Vii-8-10 + + + - . -+ ]+ - + - . . + B S+t
10 [VILA 785(1)5 VII-10-5 + + + + NIRRT - + |+ -
10 VI A 78516 MI-10-6 + + + [ s+l -1 -1 - - - + ] +1] -
16 VI A 785(1113 VII-10-13 + + + . .- -1-1- B
10 |V A785(1115 WII-10-15 + + + . . HEEERRE NI R

46



En este proyecto originalmente no se contemplé la generacion T,. Sin embargo, en esia actividad
también se desarroll6 la generacién T, para poseer una mayor cantidad de plantas para las evaluaciones
en hidroponia y aminorar algin posible efecto de dosis génica en la expresion de los genes. El analisis
molecular de la generacién T, se muestra en la Tabla 5. De esta tabla se desprende que, efectivamente,
la linea 10 presenta una segregacién independiente de los genes de interés y de seleccion. Mas aun,
evidencia la presencia de seleccion hacia los genes de interés, lo que explicaria la baja ocurrencia de
plantas resistentes a herbicida Basta. Por otra parte, la linea 3 planta 8, presenta una co-segregacion
completa de los genes de interés y de seleccidon. En consecuencia, esta linea esté al estado homocigoto
(ie. cada planta de este evento corresponde a una repeticion).

Tabla 5. Caracterizacién molecular de lineas transgénicas T, de la construccién AtPT2-adh-PEPC36.

Vil {AtPT2-adh-PEPC36-NOST) PLANTAS T2

N°_|LINEA CODIGO chaques T 1 2 3 4 [ 5 1 6 ] 7 [ 8 [ @8 [10]11]12
3 |VILA 745a{1)8 Vil-3-8 FENQTIPO + + + + + + + + + + + + +
3 |VIlAT745a{1)8 VII-3-8 PCI8-NOST + + * + + + + + + + + + +
3 [Vil AT45a{1)8 ViIl-3-8 ATPT2-ADH-PC36 + + * + + + + + + + + + +
8 [V A 745¢(6)10 | VII-8-10 FENOTIPO + - - - + + - + . - - - -

8 [vil A 745¢(6)10 | VII-8-10 PC36NOST + - - - + + + + - - - + -
8 [VIIA745c(6)10 | VII-8-10 | ATPT2ADHPC3S + - - - + + - + . - . - .

10__|VIl A 785(1)5 VI-10-5 FENGOTIPQ + - - - - - - - - - . . .

10 |Vil A 785(1)5 VII-10-5 PC38-NOST + + + + - - * + + + + +
10 |VI A 785(1)5 VII-10-§ | ATPT2-ADHPC36 + + B + - + + + + + +
10 |V A ﬁ5(1)15 ViI-10-15 FENOTIPO + - - - . - - . - - - - -

10 |VIl A 785(1)15 VII-10-15 PCIBNOST + + + + + + + + + +

10 |VIl A785(1115 VII-10-15 | ATPTZ-ADH-PC38 + + - + + + + + + +

En esta actividad se analizé gendfica y molecularmente 17 eventos T, de la construccion AtPTZ2-adh-
PEPC36-NosT, de los cuales tres se avanzaron a T2, Solo una linea resufté homocigota para el transgen
y el gen de seleccién.

ACTIVIDAD 5.7. Caracterizar fisioldgicamente lineas transgénicas T0

Esta actividad se realizé en lineas de trigo transgénico T, previamente confirmadas tanto por genética
como molecularmente en las actividades 5.4, 5.5 y 5.6 (presencia del transgen en el genoma mediante
PCR), asi como por la presencia de transcritos mediante gPCR. Los resultados de esta actividad se
presentan y discuten en la Actividad 6.6., en conjunto con las construcciones que involucraron a MDH, asi
como a aquellas donde se co-integraron PEPC36 y MDH.

ACTIVIDAD 5.8. Mapear fisicamente el transgén en lineas elite T1
Esta actividad no se realizdé por no disponer del equipo PCR “in situ”. Sin embargo, su ejecucién no se

estima de relevancia para el objetivo central del proyecto, ni prioritaria, considerando la significativa
cantidad de experimentos realizados durante su ejecucion.
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OBJETIVO ESPECIFICO 6

ACTIVIDAD 6.1. Construir fusion entre promotor identificado y otros genes de L. albus

Para realizar la construccién con el promotor regulado se tomd como base el plasmidio pYAN-MDH,
particularmente los sitios Ncol, Nhel y Noil. En esta construccién, las modificaciones para introducir los
sitios de restriccion involucraron partidores con extremos libres de al menos 5 bases extras, de modo de
digerir los fragmentos directamente una vez amplificados y evitar clonamientos en vectores TOPO. De
esta forma se obtuvo la construccion AtPT2-adh-MDH. Mediante escision de intron adh1 se obtuvo la
construccion AtPT2-MDH, todas insertas en el vector pBluescript (Figura 1).

En esta actividad se realizaron las construcciones con MDH fusionada al vector modulado AtPTZ con
intron (AtPT2-adh-MDH) y sin intrén (AtPT2-MDH).

ACTIVIDAD 6.2. Transformar trigo con otros genes de L. albus

Se transformaron 1315 embriones de trigo Bobwhite con la construccién AtPT2-adh-MDH-NosT, 1164
embriones con la construccion AtPT2-MDH, 1300 embriones con la construccion AtPT2-adh-MDH-NosT
co-integrada con la construccion AiPT2-adh-PEPC36-NosT, y 1344 embriones con la construccidn
AtPT2-MDH-NosT co-integrada con la construccion AtPT2 -PEPC36-NosT. De estos embriones se logré
regenerar 119, 49, 64 y 45 plantas, respectivamente. En todos los casos se utilizé un esquema de co-
transformacion para cada gen de interés, con la construccién Ubi-bar como gen de seleccién.

Se transformo trigo Bobwhile con las construcciones AtPT2-MDH, AtPT2-adh-MDH, AtPTZ2-adh-MDH co-
integrada con AtPT2-adh-PEPC36, y AtPT2-MDH co-integrada con AtPT2-PEPC36. En esta actividad de
priorizé cuatro construcciones con dos genes, en reemplazo de tres genes comprometidos en ef proyecto.

ACTIVIDAD 6.3. Obtencién de lineas transgénicas T,

En estas construcciones utilizadas en |a actividad anterior para transformar trigo Bobwhite, el fenotipe Bar
fue positivo en 84 de 119 plantas para AtPT2-adh-MDH-NosT, 13 de 49 plantas para AtPT2-MDH-NosT,
21 de 64 plantas para AtPT2-adh-MDH-NosT co-integrada con AtPT2-adh-PEPC36-NosT, vy 12 de 25
plantas para la construccion AtPT2-PEPC36-NosT co-integrada con AtPT2-MDH-NosT. Considerando el
numero de embriones transformados como referencia, el porcentaje de plantas regeneradas correspondio
a 9,0% en la construccion AtPT2-adh-MDH-NosT, 4,2% en la construccion AtPT2-PEPC36-NosT, 4,9%
para AtPT2-adh-MDH-NosT co-integrada con AtPT2-adh-PEPC36-NosT, v 3,8% para AtPTZ2-PEPC36-
NosT co-integrada con AtPT2-MDH-NosT.

Se obtuvieron lineas T, de cuatro construcciones, con porcentajes de regeneracion de plantas fluctuantes
enfre 3,8 y 9%. Del total de construcciones con las cuales se transformé trigo Bobwhite, en las dos
actividades siguientes se presenta y discute desde la generacién T, hasta T, de las construcciones
AtPT2-adh-MDH (Actividad 6.4), y de AtPT2-adh-MDH co-integrada con AtPT2-adh-PEPC36 (Actividad
6.5).
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ACTIVIDAD 6.4. Analizar genética y molecularmente lineas T, de la construccién AtPT2-adh-MDH

Se obtuvieron ocho eventos independientes T, con la construccion AtPT2-adh-MDH. En la Tabla 6 se
muestran las lineas transgénicas, sus sinonimias, y la amplificacién por PCR de los genes de interés. En
todos las lineas se amplificd claramente el gen MDH con el terminal NosT y el gen de seleccién bar. Sin
embargo e! promotor AtPT2 con el intrén no se amplificé en las lineas 5, 6 y 7. De igual forma no fue
posible amplificar los tres genes de interés en forma simultanea, a excepcion de la linea 8. Dado que en
todas las lineas se amplifican independientemente los genes de interés, es factible que esta discrepancia
se deba al tamafio del producto PCR (854 bp). Asumiendo problemas de amplificacion por PCR, se
seleccionaron para los analisis genéticos y moleculares en T, las lineas 2, 3 y 4. La linea 8 presentd
esterilidad, por lo que no fue factible pasarla a la prdxima generacién.

Tabla 6. Analisis molecular de lineas transgenicas T, de la construccion AtPT2-adh-MDH.

AtPT2-adh-MDH-NosT
N°|lLinea Muestra | AtPT2-adh-MDH AtPT2-adh MDH-NOST BAR
1T IVILA g2 - + + +
2 VLA 93 - + + +
3 IVILA 113 - + + +
4 [VIILA 187 - + + +
5 VI A 448 112 - - + +
6 VIl A 114 - - + +
7 VIl A48 115 - - + +
8 \VIIVILA 127 + + + +

Para generar lineas homocigotas y determinar el nimerc de loci donde se insertaron los genes de
seleccion, de interés y si co-segregan o no con el gen de seleccion bar, se realizé un test de progenie en
la generacién T, (Tabla 7). Se observa que fas lineas 1, 2, 3 y 4 son las mas préximas a lo esperado para
un loci tnico de integracion del transgene (75%). Por ofra parte la linea 7 presenté un 95% de progenie
con el gen de seleccion bar. Esto no corresponde a lo esperado en una generacion T4, pero pudiera
aclarase analizando un nimero mayor de segregantes. Tanto la linea 7 como la linea 5 no presentaron
una clara integracién de los genes de interés en Ty (Tabla 6). Adicionalmente, en ia linea 5 se observd
insegura integracion de los genes de interés y baja fertilidad de flores, lo que generé baja disponibilidad
de semillas para el analisis genético.

Tabla 7. Andlisis geneético de lineas segregantes T, de la construccion AtPT2-adh-MDH

[ AtPT2-adh-MDH-NosT Fenotipo T1

N? [LINEA N*TUBO{ AtPTZ-adn. AtPTZ-adh | MDH-NoST [BaR]Tol 12|33 ]4|6]|6]7 |8 ]9 [10] 11 |12]13]14[16]16][17{18]19(20] %
1 VIl A 50(1) 92 + + + |+|+[+]-]2]*]+]-]-]-]-] - [-]-1]- o] -l 83
2_|VIILA 50(2) 93 + + + [+]+]4]-T-]*]-Qef4)-1-] + J4]e]elefr]+]+]+ 74
3 |VIN A 46b(1}) 113 + + + | +]- | -|e]v]|+)*]|-]| + J+|+]+]+ +{+|+|+]78
4 VIILA 82a(1) 187 + + + J+]-]+]+ w4+l +]+]+]+] - | -] -]+V+]+}+]+]+][+]75
§ |VIII A 44a(1) 112 - - + + J+j+l+]e]+ 100
6 |VIIt A 46b(2) 114 - - + + |+]-1.]- +|+]-1-1-1- 20
7 [VIILA 48(1) 115 - - + + [+]+]|+]| ||+ ]| -+ |+] + |+ *|*r|[+]e]+]|+|[+]+]08

De acuerdo a los resultados anteriores, sélo se analizaron molecularmente las lineas 2, 3 y 4, para
determinar la co-integracién o no de los transgenes. Este analisis indica que los genes de interés y gen
de seleccién presentan co-integracion en las tres lineas seleccionadas (Tabla 8), requiriéndose confirmar
molecularmente cada planta en la proxima generacién.
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Tabla 8. Anélisis molecular de lineas segregantes Ty de la construccion AtPT2-adh-MDH.

AtPT2-adh-MDH-NosT
N° {LINEA N° TUBO AtPT2-adh-MDH MDH-NOST T
2 VIl ASB0(2)5 VIlI-2-5 + + +
2 [VIILAS0(2) 8 VIH-2-8 + + +
2 [VILAS0(2)9 VIlI-2-9 + + -
2 |Vl AS0(2) 10 Vit-2-10 + + -
2 Vil AB0(2) 11 Vill-2-11 + + +
2 |VIILAS0(2)13 VII-2-13 + + +
2 |VIIAS0(2) 14 VIll-2-14 + + +
2 |VIIASB0(2) 15 VII-2-15 + + +
2 |VIIl A 50(2) 18 Vill-2-18 + + +
3 |Vill A 46b({1)20 VIII-3-20 + + +
3 |VIIL A 46b{1}15 VII-3-15 + + +
3 |VHI A 465(1)9 VIiil-3-9 + + +
3 |VIILA46b{1)6 Viil-3-6 + + +
3 |VIIA4B6b(1113 VIII-3-13 + + +
3 |VIIA 46b{1)12 VII-3-12 + + +
3 [VIILA 46b{1)11 Vill-3-11 + + +
3 |VII A 46b{1)10 VII-3-10 + + -
4 |VIII A 82a{1)}5 VII-5-5 + + +
4 VIl A 82a{1)8 Vill-5-8 + + +
4 VIl A 82a{1)16 VIlI-5-16 + + +
4 VIl A 82a(1)20 VIII-5-20 + + +
4 VI A 82a{1}11 5-11 - - -

De acuerdo a la informacién molecular, genética y disponibilidad de semilla en T,, se seleccionaron las
lineas 2 planta 11, linea 3 planta 20 y linea 4 plantas 16 y 11 para el desarrollo de la generacién T,. En la
Tabla 9 se muestra el analisis genético de segregantes T,. Como se observa, €l loci del gen de seleccioén
bar continia en estado heterocigoto en las lineas seleccionadas. En el caso de la linea 4 planta 11, al ser
ta generacion T, (-) era esperable no poseer segregantes positivos en T,. Esto corrobora la condicion
heterocigota del transgen en esta linea y los analisis fenotipicos en T,.

Tabla 9. Andlisis genético de segregantes T, de la construccion AtPT2-adh-MDH.

VIl {AtPT2-adh-MDH-NOST) FENOTIPO T2 SUELO
N® |LINEA CODIGO AtPT2-adh MOH-NOST T 1 |2|3]4]ls5]|s]|7|8l9]10]14]12] 1 2131%
2 {VIILA 50(2)11 VI-2-11 + + + || -]-]*[e]e]-0-1-]-1T+] + [+ +]60
3 |VIII A 46b(1)20 VII-3-20 + + + |||+ -] -]+ x|+ +]+] + | +] + |87
4 VIl A 82a(1)16 VIII-5-16 + + + |+l t[+]+]-]-1+]+|+]+] + + |+ |BT
4 [VITABZa(1)41 | Vill-5-11 - - T Ll l-1-1-1-1-1-1- T1-i-To

Por consiguiente, fue necesario amplificar los genes de interés en las lineas seleccionadas para tener la
certeza de la presencia del transgén. En la Tabla 10 se observa que las lineas 2, 3 y 4 continlan en
condicién heterocigota. Sin embargo, es muy probable que las plantas 20 y 16 de las lineas 3 y 4,
presenten co-integracién de los genes de interés y de seleccidn. No es factible concluir con mayor
precision en esta generacién, debido a que las amplificaciones de algunos fragmentos de los transgenes
presentan distarsiones. La posible co-integracion de {os genes se demuestra en la co-segregacion de la
no presencia de genes en la planta 11 de la misma linea 4.
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Tabla 10. Caracterizacién mofecular de lineas transgénicas T, de la construccién AtPT2-adh-MDH.

AtPT2-adh-MDH-NosT PLANTAS T2
N? [Linea Cédigo chequeo T1 1 2 |3[4]|5(6|7[8]9]10{11]12
2 [vIIl A 50{2)11 VIIl-2-11 FENOTIPO + + + [ =|-]+[#]*#]-]-1-]-|+*
2 |Vl A 50(2)11 Vill-2-11 MDH-NOST + + # [+[+]-]-]+[+][-]-]-]-
2 |VII A 50(2)11 VIll-2-11 | ATPT2-ADH-MDH + + + |+ ]+ + |+
3 VI A 46b{1)20 V111-3-20 FENOTIPO + + + [+ +] -] -|+]+]+] ]+
3 [VIIL A 46b{1)20 Viil-3-20 MDH-NOST + + |+l -{el+]-[+]-1+]+
3 |VIil A 46b{1)20 VIII-3-20 | ATPT2-ADH-MDH + + + |+ + + |+ - + |+
4 |VII} A82a(1)16 VIll-5-16 FENOTIPO + + + | +[+[+]|+]-]-[+]|F]+]+
4 [VI AB2a(1)16 VIil-5-16 MDH-NOST + + + ||| *+|[-]-]-]*+]+]+
4 [VIIl A 82a(1)16 VIl-5-16 | ATPT2-ADH-MDH + + +|-|+ + |+ |+
4 |VIIl AB2a(1)11 VIII-5-11 EENOTIPC - - e | -1-]-1-1-1-]-]-1-1-
4 Vil A 82a{1)11 Vil-5-11 MDH-NOST - - - -1-1-1-1-1-1-]-1-1-
4 |Vl A 82a(1)11 VII-5-11 | ATPT2-ADH-MDH - - = = -l-L-l=l<]=-1=1=]-

En esta actividad se analizaron genética y molecularmente los segregantes de la construccion AtPT2-
adh-MDH. Se demostré homocigocis en solo una de cuatro lineas estudiadas en la generacion T..

ACTIVIDAD 6.5. Analizar genética y melecularmente lineas T,.; de la construcciéon AtPT2-adh-MDH
co-integrada con la censtruccion AtPT2-adh-PEPC36

En esta construccién se combinaron dos genes de L. albus (PEPC36 y MDH), ambos fusionados al intron
adh y bajo el control del promotor modulado AtPT2. En la Tabla 11 se muestra los 13 eventos
independientes obtenidos con esta combinacion de genes, junto al analisis molecular de lineas
transgénicas T,. A excepcion de las lineas 8 y 9, todas presentan el gen de seleccién bar incorporado en
su genoma. De manera similar a lo observado para otras construcciones, algunas lineas no presentan
amplificacion del fragmento AtPT2-adh-PC36 y AtPT2-adh-MDH. Como sé explicd anteriormente, esto
podria atribvirse a problemas de amplificacién por PCR debido al tamafio del fragmento, mas que
eventual fragmentacién de la construccién.

Tabla 11. Caraclerizacion molecular de lineas transgenicas T, de la construccién AtPT2-adh-MDH co-
integrada con la construccién AtPT2-adh-PEPC36.

AtPT2-adh-PEPC36-NosT + AtPT2-adh-MDH-NosT
AtPT2-adh-PC38- | AtPT2-adh-MDH-
N° LINEA MUESTRA NOST NOST PC36-NOST MD-NOST BAR
1 XVILA 901] 70 + + + ha +
2 XVILA 12(2) 73 + - + + +
3 XVILA 15(1) 207 - + + + +
4 XVILA 21d(1} 213 + + + + +
5 XVILA 21d(2) 214 + + + + +
i] XVIi A 43a 220 + + + + +
7 XVILA 9{(1.1) 253 + + + * +
8 XVILA 9{4) 255 + + + + -
9 XVIIA 9(5) 256 + + + + -
i0 XVILA 12(3) 259 + + + + +
11 XVIIA 15(2) 263 - + + + +
12 XVIILA 21d(3) 267 + + b + +
13 XVII A 21d{4) 268 + + + + +
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Para determinar presencia o no de co-integracién de genes de interés e identificar progenies para la
generacién T,, se generaron las progenies T, que se muestran en Tabla 12. Se observa que las lineas
con mayor progenie presentaron tolerancia al herbicida Basta, normal para la integracion de un loci del
gen bar (75%). Las lineas con menor progenie (dado a problemas de germinacién de semillas)
presentaron proporciones levemente distorsionadas de lo esperado, lo que se explica por el reducido
tamafio de la progenie que impide tener una valor representative de las clases a obtener.

Tabla 12. Caracterizacion genética de lineas transgenicas T, de la construccién AtPT2-adh-MDH co-
integrada con Ila construccién AtPT2-adh-PEPC36.

XVII {AtPT2-adh-PEPC38-NOST + AtPTzadh-MDH-NOgT] FENOTIPO T1
AFT2a e | Av2adn

N* [LINEA HT WOHHORT | pcae oot MO-MOST To | 1 23] 4 5 (6|7 8 [el10/44f12}13]14[15}18)17[18] 19 | 20 | %
XV A K1) Y + ¥ T )+ |+ * ] * [*|+] - |*+]+]|-]+l+1+]*f*l«]-1+ 79 |
XA 12(2) + + + + 1 + [« [+] « + |« |+ | + |+ [+ [+]+ « [ be]e]+ + | T
XviLA 15(1) - + + + + - +[»] * * |+ |+]| ¥ |+ |+ e ls|*fa]e]e] +

4 PVlA43a + + + + +F o [ +]+] - +

5 [ATABIT) + + ¥ + + ] « |+ [+ + - B0

8 DVITA 15(2) - D ¥ v 1T 1T+ T [+ + 6

De acuerdo a los resultados de caracterizacion molecular, las lineas 1, 3 ¥ 4 no presentarian co-
integracién de los genes de L. albus, en contraste con lo que se cbhserva en la linea 2. Para confirmar la
posible co-integracion de genes de interés y de seleccidbn se desarrollé la generacion T, mediante
autopolinizacion de las plantas 2y 12 de lalinea 1; 6, 12y 16 de lalinea 2; 2, 14 y 15 de lalinea 3, y
planta 5 de la linea 4. En la Tabla 13 se aprecia que plantas de las lineas 1, 2 y 4 presentan segregacidn
del gen de seleccién bar, en tanto que la linea 2 planta 16 y linea 3 planta 2 parecieran estar al estado
homocigoto para el gen de seleccién bar.

Tabla 13. Caracterizacion genética de lineas transgénicas T, de la construccion AtPT2-adh-MDH co-
infegrada con la construccién AtPTZ2-adh-PEPC36.

I1AtPT2-adh-PEPC36-NosT + AtPT2-adh-MDH-NosT FENOTIPO SUELO
N* |LINEA CODIGO %w@m PCI8S- MD- THjtf2]3|4]s|slT7|B8|(9 10|11 ]j2]3)]2]3
1 XOVILA B(1)2 Xvii-1-2 + + + - + - - - - + | - - N HMEEEED
1 XV AB(1]112 XVil-1-12 + + * - + - ™ - - - + | + + |+ ]+
2 XVILA 12{2)6 XvIi-2-8 + + + + s+ P+ e e[+ ]+ «fe]+]+]+]+
2 XV A 12{2)12 Xwi-2-12 + + + + + + + + + +* - + + - + + |+ ]+ + +
2 XVIEA 12{2)18 Xwvil-2-16 + + + + + + + + + + + + + + LIRS ENEEE]
3 XVILA 15{1)2 XVIN-3-2 + + + * + + + * * + + + + + + |+ ]+ + +
3 XVILA 18{1}14 XvVil-3-14 + + + + + + + + - + + + | + + MEAEE KN RS E
3 XVILA 15{1)}15 XVI1-3.156 * + + + + + |+ | + + |+ | ¥ |+ - + |+ ]+ ]+ ]+
4 XVII A 433-8 XVIl-4-5 - - - - + - - - - + | . . - - =l -1+ ] -

Para confirmar la posible co-integracion del gen de seleccidon con los genes de interés, se analizaron
todos los genes, promotores e intrones en las lineas previamente analizadas fenotipicamente en términos
de tolerancia al herbicida Basta. De acuerdo a los resultados obtenidos (Tabla 14), las lineas 2 y 3,
plantas 16 y 2, respectivamente, serian homocigotas para los genes de interés y de seleccién, y estarian
co-segregando. Si bien existen algunas plantas de la progenie de estas lineas con amplificacion negativa
para algunos fragmentos, estas no presentan una secuencia légica dado que otros fragmentos de iguales
genes o partes de ellos aparecen positivos en las mismas lineas. Como se explico, este comportamiento
podria atribuirse a problemas de calidad del ADN, asi como a las reacciones de PCR, entre ofros. El resto
de las lineas se encuentran aun en estado heterocigoto y sus genes posiblemente no estan co-
integrados.
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Tabla 14, Caracterizacién molecular de lineas transgénicas T, de la construccién AtPT2-adh-MDH co-
integrada con la construccion AtPT2-adh-PEPC36.

XVl (AtPT2-adh-PEPC36-NOST + AtPT2-adh-MDH-NOQST) PLANTAS T2

N° |LINEA CODIGO analisiy T 1 2|a3la|5]6t7 |85 ft10]11]12
1 LA S(1)12 | XMVIl-1-12 FENOTIPO ¥ - |+ | - T+ |+

1 XVILA 9(1)12 XVI-1-12 | APT2-a0h-PC38 + * + + + + + | + +

1 XV A 91112 X\VI-1-12 PCIB-NOST + + + | + * | + + | + +

1 Xvil AB(1)12 XMI-1-12 | APT2-adhMDH + * + | + + - + | + +

1 XV A 9(1)12 XVH-1-12 MDH-NOST + + -]+ -+ + ] | +

2 XA A12(2)16 | XVi-2-18 FENOTIPOD + * e |+ V] + | +]+]|+]+]+]+]+
2 VA 12(2)16 | XWi-2-16 | APT2-adh-PC38 + + |+ |+ |+ ]+ +]+]+

2 XV A 12(2)16 | XVil-2-16 PCIBNOST + * |+ + - + - + - -

2 XMILA 12(2)16 | XMI-2-16 | AIPT2-adhMDH + +1 |+ -]+ +] | +] ]|+

2 XMV A 12(2)16 | Xwv1-2-16 MDH-NOST + * e+ o |+ ] +] - . - .

3 XMIA 15(1)2 XVI1-3-2 FENOTIPO + + |+ 1+ |+ |+ ]+ +]+]+]+]+
3 XV A 15(1)2 XVI1-3-2 AtPTZ-adh-PC36 + * + | + * + + - + . +

3 XA 15(1)2 XMII-3-2 PC38-NOST + + + | - -+ ]+ ] - - | - .

3 XV A 15(4)2 XVIN-3-2 AtPT 2-adh-MDH + - + |+ |+ | + - - + | +

3 XA 15(1)2 XMI-3-2 MDH-NOST + + |+ -]+« -] +]- .

4 X1 A 433-5 Xl4-5 FENGTIPO + - - b - s+ [ -] -

4 XV A 43a-5 XV-4-5 AtPT2-adh-PC38 - - - - .

4 XA 4335 X\V-4-5 PC38-NOST - - - -

4 XM A 4335 X\V14-5 APT2-adhMDH - - - .

4 XVl A 43a-5 XVI1-4-5 MOH-NOST - - -1 -

En esta actividad se analizaron genética y molecularmente los segregantes de fa construccion AtPT2-
adh-MDH con-integrada con AtPT2-adh-PEPC36. Se demostré homocigocis en dos de cuatro fineas
estudiadas en la generacién T,.

ACTIVIDAD 6.6. Caracterizar fisiolégicamente lineas transgénicas T2

Esta actividad se realizd en lineas de trigo transgénico previamente caracterizadas genética y
molecularmente. Adicionalmente, y con el objetivo de caracterizar fisicldgicamente plantas transgénicas
gque efectivamente expresaran el transgén, la Actividad 6.6. se complementé con estudios de expresion
de transcritos mediante PCR en tiempo real {(QPCR). En esta seccidn también se presentan y discuten los
resultados de la Actividad 5.7.

Expresién de ftranscritos. Se observd diferencias significativas en la expresidn de transcritos
transgénicos evaluados mediante qPCR (Figura 9). La mayor expresién PEPC36 ocurrié en el evento
XVIl A15(1)2 de la transformacion en donde se co-integrd ambas construcciones {(AtPT2-adh-PEPC36 +
AtPT2-adh-MDH). En promedio, la expresion MDH en la construccion AtPT2-adh-MDH fue inferior a la
que caracterizd a la expresién PEPC en la construccién AtPT2-adh-PEPC36 (Figura 10). En general, y no
obstante detectarse presencia dei transgen integrado en el genoma (Actividades 5.5, 5.6, 6.4 y 6.5), no se
detectd expresion de transcritos en aproximadamente el 40% de las plantas transformadas. El
silenciamiento de genes podria explicar este comportamiento.

Exudacion de citrato y malato. Mediante HPLC se detectd principalmente exudados de malato en
lineas de trigo transformadas con las construcciones AtPT2-adh-PEPC36, AtPT2-adh-MDH, y con ambas
co-integradas en el genoma de trigo Bobwhite. Los exudados de malate en plantas transformadas
fluctuaron entre 23 y 74 nmoles h™ planta™. No se detecté exudados de malato en el control Bobwhite no
transformado, en plantas controt de la construccion AtPT2-adh-PEPC38, asi como en 3 de 5 lineas de la
construccién AtPT2-adh-MDH. Exudados de citrato fueron evidentes sélo en una linea de la construccion
donde se co-integraron ambas construcciones {Figura 11). Estos resultados son inéditos y, como tal,
deben corroborarse mediante estudios de cinética de exudados, antes de hacerlos publicos. Solo existe
evidencia de incremento de citrato en plantas donde se ha utilizado la enzima citrato sintasa modulada
por un promator constitutivo,
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Si bien se logré aumentar o inducir exudados radicales en plantas de trigo transgénico mas alla de la
meta inicialmente propuesta en este proyecto (10%), las tasas de exudacion pueden ser bajas para lograr
desorcion significativa de P desde el suelo. Adicionalmente, la constante de afinidad del malato por
metales a los cuales esta retenido e! P en suelos &cidos (aluminio y fierro) es inferior a la del citrato, de
manera que e} malato tiene menor capacidad de desorcién de P. En este sentido, resulta interesante la
linea 2-6 de Bowhite donde se co-integraron ambas construcciones, la Unica en donde se observé
exudados de ambos acidos organicos (Figura 11).

Cuantificacion de metabolitos. Se cuantificé citrato y malato en el tejido radical de trigo transgénico
utilizado en la exudacion de citrato y malato. En todas las plantas evaluadas se detecto citrato y malato
en el tejido radical, La concentracién de citrato fluctug entre 1 y 20 pmoles g’ peso fresco, para un
promedio de 4,7+0,8 (-P} y 11,5¢1,7 (+P) en el control no trasnformado Bobwhite. A diferencia de la
exudacion de citrato, estos resultados confirman que la concentracion de este acido organico en raices se
incrementa en presencia de P. Entre las plantas transgénicas, existen al menocs dos lineas que superaron
5 veces la concentracién de citrato respecto del control Bobwhite sin P (15-1 en la construccion APT2-
adh-PEPC36 y 16-1 en la construccién donde se co-integraron ambos genes) (Figura 11).

La concentracién de malato en el tejido radical fluctud entre 4 y 72 pmoles g peso fresco, para un
promedio de 7,42t 6,7 (-P) y de 38,5£ 2,5 (+P) en el control no transformado Bobwhite. Estos resultados
indican que el malato se incrementa en mayor proporcién que le citrato en tejidos de plantas mantenidas
en presencia de P. Esta observacion es evidente en la linea 8-10, hermana de las lineas 8-1, 8-3 y 8-4 en
la construccion AtPT2-adh-PEPC36, la Gnica homocigota entre todas las evaluadas. Entre las plantas
transgénicas, se dispone de al menos seis 1ineas cuya concentracion de malato superé los 20 pmoles g’
peso fresco, comparado con 7,42 pmoles g™ peso fresco en el control Bobwhite (Figura 11).

De manera similar a lo comentado para exudados radicales, el incremento observado en la concentracion
de citrato y malato en trigo transgénico utilizando la PEPC modulada por un promotor inducible el novel
y, por lo tanto, los resultados requieren ser corroborados. Solo existe evidencia de incremento de citrato
en plantas donde se ha utilizado la enzima citrato sintasa modulada por un promotor constitutivo.

Capacidad para utilizar fosfatos desde fuentes de P de baja solubilidad. Se realizaron ensayos
preliminares en vermiculita utilizando trigo Bobwhite no transformado. La vermiculita se fertilizd con
AIPO,, FePO, y CaPO, como fuentes de P de baja solubilidad, comparados con KH,PO,, endosis de 0y
40 mg P kg™ de vermiculita. En estos tratamientos, la fertilizacién con P increment6 significativamente
tanto la fitomasa aérea como la absorcién de P en todas las fuentes de P, excepto CalRO, (Figuras 12 y
13). Considerando que la vermiculita es un sustrato inerte, estos resultados indican que la absorcion de P
desde fuentes de baja sclubilidad por trigo Bobwhite pudo estar asociado a P soluble presente como
contaminante. En efecto, se demostré la presencia de al menos 0,06, 2 y 2,5 mM de P soluble cuando se
utilizaron AIPO,, CaPO, y FePO, como fertilizantes, respectivamente, posterior incluso a 20 lavados con
agua destilada {(Figura 14). En consecuencia, la vermiculita fertilizada con fuentes de P utilizadas no es
un sustrato apropiado para analizar la capacidad de plantas transformadas para utilizar fuentes de P de
baja solubilidad. La excepcidn correspondié al CaPQ,, probalmente asociado al hecho que el P unido a
Ca es movilizado s6lo en condiciones de pH mas basicos que los utilizados en este experimento (pH 5,8).

Adicionalmente, se realizaron ensayos preliminares para evaluar la capacidad de trigo de establecerse y
crecer en suelos bajos en P disponible (4 ppm), utilizando dosis de P equivalentes a 0, 20, 40 y 80 mg
kg™ de suelo. En estos ensayos, |a fitomasa aérea se increment6 sostenidamente hasta la mayor dosis
evaluada (Figura 15). Esto indica que incluso 80 ppm de P agregado fue insuficiente para suplementar las
necesidades de P del tngo En este suelo, la concentracién de P soluble en e! tejido aéreo solo se elevo
desde 1 a 1,8 pmoles Pi g peso fresco, al aumentar la dosis de P desde 0 a 80 ppm (Figura 15). Como
referencia, 40 ppm de P en e! suelo es suficiente para alcanzar los maximoes rendimientos de trigo en
siembras comerciales, sugiriendo que el suelo utilizado se caracteriza por altisima tasa de fijacion de P.

Considerando la escasa disponibilidad de semilla T,, el comportamiento de plantas transgeénicas se
evalud en ausencia de P, en un suelo con 4 ppm de P inicial. En este suelo, las plantas comenzaron a
manifestar sintomas de deficiencia de P aproximadamente a los 30 dias después de la siembra, sin
diferencias evidentes con el control Bonwhite no transformado (Figura 15). Evaluaciones realizadas
cercanas a la cosecha (grano en madurez fisiologica), evidenciaron diferencias significativas en la altura
promedio de plantas (Figuras 16, 17, 18 y 19). Entre éstas destacan las lineas VII8-10 y XVII12-16, que
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coinciden con aquellas con tasas de exudacién de malato superior a 40 nmoles h., planta,, en la Figura
11 (VII8-10 y XVI112-16 corresponden a la misma progenie de las lineas 10-56 y 16-1 en la Figura 10,
respectivamente). Como se indico en la Actividad 6.3., ambas lineas no estan al estado homocigoto.
Estas plantas no se cosecharon con el objetivo de disponder de semilla para evaluar la proxima
generacion,

No obstante e! impacto logrado en este proyecto en términos de incrementar significativamente la
exudacion particularmente de malato respecto del control no transformado, los relativamente bajos
niveles de exudados sugieren que éstos no serian suficientes para provocar desorcion significativa de P
desde este suelo. Sin embargo, el comportamiento de bajos niveles de exudados pudiera tener efectos
sobre la desorcién de P con plantas establecidas en comunidad, donde la mayor masa radical se
traduciria en mayores de tasas de exudacion por unidad de superficie, comparado con lo que sucede en
maceteros. Independiente de estas consideraciones, y aceptando la necesidad de corrobarar estos
resultados inéditos, la informacion hasta ahora disponible demuestra la funcionalidad de la estrategia
incialmente planteada en este proyecto. Esta estrategia se puede complementar con la incorporacion de
otros genes que favorezcan tanto la exudacion de los acidos organicos acumulados en raices, como la
absorcion de P desde el suelo.

En esta actividad se demostré que las plantas de trigo Bobwhite transgénicas acumufan y exudan écidos
orgénicos a través de sus raices, en proporcion significativamente superior al control no transformado.
Aun cuando requieren ser replicados antes de hacerlos publicos por su condicién de inéditos, estos
resuftados demuestran la funcionalidad de la estrategia inicialmente planteada en este proyecto.
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Figura 12. Fitomasa aérea de trigo cv. Bobwhite establecido en vermiculita con cuatro fuentes de
fosforo aplicadas en dosis de 0y 40 mg kg
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Figura 13. Concentracion de fosforo inorgénico (Pi) en hofas de trigo cv. Bobwhite establecido en
vermiculita con cuatro fuentes de fésforo aplicadas en dosis de 0 y 40 mg kg'?
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Figura 14. Evolucitn de la concentracion de fésforo inorgénico (Pi) soluble presente en tres
fuentes de fésforo de baja solubifidad, posterior a sucesivos favados.
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Figura 15. Fitornasa aérea (A) y concentracién de fésforo inorganico en hojas(B) de trigo
Bobwhite fertilizado con dosis creciente de fésforo. Las plantas se establecieron en un
suelo con 4 ppm P inicial.
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Figura 16. Variacion en la alfura promedio de plantas de trigo transformado con las construcciones
AtPT2-adh-PEPC36 (A), AtPT2-adh-PEPC36 + AtPTZ2-adh-MDH (B) y AlPT2-adh-MDH (C) . Las
plantas se establecieron en un suelo con 4 ppm de P inicial, sin adicién de P. La altura de evalu6 al
estado de madurez fisiolbgica del grano. BW: control Bobwhite no transformado.
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5. FICHAS TECNICAS Y ANALISIS ECONOMICO

Si bien se demostré que las plantas de trigo transgénico exudan acidos organicos (principalmente malato)
a través de sus raices, no se dispone de informacién que permita estimar el impacto de las tasas de
exudacion sobre la desorcién de fésforo en el suelo. En consecuencia, no es factible realizar una analisis
econdmico comparativo respecto del que se presentd inicialmente en esta propuesta.

De confirmarse las tasas de exudacién informadas, el resultado final de este proyecto (exudacién de
acidos organicos en plantas transgénicas significativamente superior al testigo no transformado), se
demostraria que la estrategia de expresion de genes asociados a la sintesis y acumulacién de &cidos
organicos (PEPC y MDH) modulada por un promotor inducible por la deficiencia de fosfato, es factible en
trigos. Este resultado es inédito v, de confirmarse, se podria extender a ofras especies de interés
comercial cuyo cultivo se desarrolla en suelos acidos.

Como consecuencia de lo anterior, y considerando que en la literatura no existe evidencia de la utilizacion
del gen PEPC como transgén modulado por un promotor inducible para inducir la sintesis de acidos
organicos, la estrategia seria patentable.

6. IMPACTOS Y LOGROS DEL PROYECTO

Impactos tecnolégicos

Consolidacion de la Unidad de Biotecnologia de INIA Carillanca como un laboratorio relevante en el area
de la biotecnologia de plantas en el pais, considerando que esta linea de investigacién se inicié con la
gjecucion del proyecto BIOT-01-A-36.

Establecimiento de un eficiente proceso de transformacion genética de cultivares de trigo chilenos. Esta
tecnologia esta disponible a eventuales interesados.

Propiedad de una biblioteca de expresidn, especifica de tejidos (raicillas proteoideas de L.albus ) que
exudan acidos organicos (citrato) en respuesta a la deficlencia de fésforo. Esta biblioteca tiene un enorme
potencial para identificar y aislar la regién codificante de virtualmente todos los genes que se expresan en
respuesta a la deficiencia de fosfore en L. albus.

Treinta ESTs de L. albus clonadas y secuenciadas, potencialmente utilizables como sondas para el
aislamiento de genes que se expresan o reprimen en respuesta a la deficiencia de fésforo en planias.

Regién codificante completa de siete genes que se expresan en condiciones de ausencia de fésforo en
plantas, con potencial para ser utilizados en trige u otros cultivos.

Dos promotores de largo completo de Arabidopsis (AtPT1 y AtPT2) y un promotor parcial de trigo
(TaPT2}, todes funcionales, clonados y secuenciados.

Siete construcciones génicas, potencialmente utilizables en otras especies de interés comercial.
Semilla T, de trigo Bobwhite transgénico que exudan malato en ausencia de fésforo. De confirmase esta

caracteristica en plantas homocigotas, se puede transferir a cultivares de trigo de interés comercial
simplemente mediante retrocruzamientos.
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Impactos cientificos

Una publicacién 18I,

Trece presentaciones a Congresos, de las cuales cuatro correspondieron a presentaciones orales.
Inscripcion de tres genes PEPC en el GenBank.

Establecimiento de relaciones con dos connotados investigadores tanto en disciplinas de transformacion
de monocotiledéneas (Dr. A. Pellegrineschi), como en biologia molecular aplicada al mejoramiento de la
adaptacion de |as plantas a suelos Acidos (Dr. M. Delhaize).

Desarrollo de una estrategia transgénica potencialmente patentable, basada en la utilizacion de
promotores de transportadores de fosfato de alta afinidad, para dirigir la expresién de genes modulada
por la disponibilidad de fésforo en el suelo.

7. PROBLEMAS ENFRENTADOS DURANTE EL PROYECTO

De gestion. La ejecucién del proyecto no se afectd por problemas atribuibles a gestion,

Técnicos. Se presentaron problemas principalmente durante el desarrollo de las actividades relacionadas
con el aislamiento de promotores y el ensamble de las construciones génicas. Estos problemas son
propios de la investigacién y se resolvieron sbélo con mas tiempo de dedicacion, o que finalmente se
tradujo en extensiones respecto a los tiempos iniciaimente programados. Sin embargo, esta extension no
fue suficiente para realizar dos experimentos que, sin afectar el objetive central de! proyecto (demostrar
que plantas de trigo transgénico acumulan y exudan acidos organicos), se estiman muy relevantes para
confirmar los resultados. Estos experimentos se refieren a la cuantificacidn de actividad PEPC vy a la
evaluacion de plantas transgénicas en respuesta a aluminio fitotoxico. Considerando el monto no utilizado
de $ 2.156.607, y de acuerdo a lo estipulado en el Convenio, se espera su re-integro a la Unidad
Ejecutora con e! objetivo de realizar estos experimentos inconclusos.

Administrativos. No hubo problemas de esta naturaleza.

l.egales. No hubo problemas de esta naturaleza

8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La ejecucién de este proyecto permitié desarrollar plantas de trigo transgénico que exudan acidos
organicos en cantidades superiores a trigo no transformado. Sin_embargo, las tasas de exudacion son

probablemente insuficientes para provocar desorcién significativa de f6sforg desde el_suelo, al menos en

plantas individuales establecidas en maceteros.

Considerando que la estrategia utilizada para lograr aumentar las tasas de exudacién de acidos
orgénicos es inédita, su propiedad intelectual debiera ser protegida. Paralelamente, se debiera identificar
fuentes de financiamiento para continuar perfeccionando la estrategia a través de la introduccion de
nuevos genes, y eventualmente evaluarla en otros cultivos de interés comercial.
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IV. INFORME DE DIFUSION

a) Eventos realizados

Durante Septiembre de 2003 se recibi6 la visita del Dr. Alessandro Pellegrineschi (CIMMYT, Mexico). El
Dr. Pellegrineschi es especialista en transformacién de trigos, y su visita se enmarco dentro de las
actividades programadas en el proyecto. Durante su estadia de 4 dias en Temuco, se discutieron
aspectos relevantes a la transformacion de plantas que se esta realizando en Carillanca, asi como a su
futura colaboracién en éste u ofros proyectos vincutados a trigo. E! Dr. Pellegrineschi present6 el
Seminario: “Efficient wheat transformation and proving concepts in transgenic wheat”, el que se realizé en
e! CRI Carillanca con una asistencia de 16 profesionales y técnicos.

En Septiembre 28 de2005 se realizé la actividad “Biotecnologias y Transgenia en Plantas”, dirigida a
estudiantes dee ducacién media. Esta actividad se realizd durante todo el dia en el auditérium de INIA
Carillanca, y constd de una parte tedrica y practica sobre principios basicos de la biologia molecular, para
luego explicar el proyecto “Integracién de genes de lupino en el genoma del trigo, con potencial para
movilizar el fosforo inorgéanico retenido en los suelos del centro-sur y sur de Chile”. Asistieron 300
alumnos de 3° y 4° medio de 10 colegios de la regién, divididos en tres grupos. Los colegios participantes
de esta actividad fueron: Liceos Agricola de Cajon, Chol-Chol y Traiguen, Licec Puquereo de Villarrica,
Liceo La Providencia de Temuco, Liceo Agricola San Sebastian de Temuco, Colegio Aleman de Temuco,
Colegio Santa Cruz de Villarrica, y Complejo Educacional Martin Kleinknecht de Temuco,

Durante Noviembre de 2006 se recibié la visita del Dr. Manny Delhaize (SCIRO, Australia). El Dr.
Delhaize tiene una amplia trayectoria en el mejoramiento de plantas a suelos 4cidos desde una
perspectiva molecular, Durante su visita se realizaron reuniones para discutir nuestro proyecto y la
factibilidad de realizar trabajos conjuntos. Manny Delhaize realizé dos presentaciones en el marco de su
visita, las que se indican a continuacion;

Pelhaize M. Plant adaptation to acid soils; strategies, challenges and opportunities. Simposio
“Adaptacion de las plantas a suelos acidos; mecanismos y estrategias moleculares de
mejoramiento”, XLIX Reunién Annual de la Sociedad de Biologia de Chile. Noviembre 23 de
2006. Pucon

Delhaize M. Genetic solutions for acids and phosphorus-deficient soils. MiniSimposio “Estrategias
moleculares para el mejoramiento de la adaptacion de las plantas a suelos &cidos”. Noviembre 24
de 20086, INIA Carillanca, Temuco

Con el patrocinio de la Scciedad de Botanica de Chile y la Fundacién para la Innovacion Agraria, en
Noviembre de 2005 se realizé €l Simposio “ Adaptacién de las plantas a suelos acidos, mecanismos y
estrategias moleculares de mejoramiento”. Este evento se presentd en la XLIX Reunién Anual de la
Sociedad de Biologia de Chile y consté de cinco expositores:

Pinochet D. Suelos acidos de Chile, causas y consecuencias de su acidificacion.

Pefialoza E. Estrategias biotecnolégicas para mejorar la adaptacién de las plantas a la deficiencia
de fosforo en suelos acidos.

Mora ML. Mecanismos de tolerancia de las plantas al exceso de manganeso en lo suelos del sur
de Chile.

Salvo H. Mapeo e introgresion de genes que confieren tolerancia a aluminio fitotéxico en
cereales.
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Delhaize M. Plant adaptation to acid soils; strategies, challenges and opportunities.

En el marco de las actividades de difusion comtempladas en el proyecto, en Noviembre de 2006 se
realizé el Seminario “Estrategias moleculares para el mejoramiento de la adaptacién de las plantas a
suelos &cidos”. El evento tuvo lugar en el CRI Carillanca con la participacién de 32 personas entre
académicos y estudiantes de post-grado de las Universidades de la regién y profesionales de INIA
Carillanca, y en €l se presentaron los siguientes temas:

Pefialoza E. Genes de lupino en el genoma del trigo, con potencial para movilizar el fosforo
inorganico retenido en suelos acidos.

Delhaize M. Genetic solutions far acid and phosphorus-deficient soils,

b) Presentaciones a Congresos y Seminarios

Presentaciones en forma de panel (se adjuntan)

Unidad de Biotecnologia, INIA Carillanca. Integracién de genes de lupino en el genoma del trigo, con
potencial para movilizar el fésforo inorganico retenido en los suelos del centro-sur y sur de Chile.
Seminario Biotecnologia, Proyectos de investigacion y desarrollo en biotecnologia silvoagropecuarias:
situacién actual chilena. Julio 18 y 19 de 2002. CEPAL, Santiago.

Pefialoza E, Muicz G, Salvo-Garrido H. Expresion y actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa en raices
proteoideas de lupino blanco deficiente en fosfatos. XLV Reunién Anual de la Sociedad de Biologia de
Chile. Puyehue, 12 al 16 de noviembre de 2002. Panel

Milla L, Tittarelli A, Salas C, Silva H. Obtencién de promotores raiz-especificos, regulados negativamente
por fosforo en Trificum aestivum y Arabidopsis thaliana. XLV Reunién Anual de la Sociedad de Biologia
de Chile. Noviembre de 2002, Puyehue.

Pefialoza E, Muitoz G, Salvo-Garride H, Silva H, Corcuera LJ. Tres isoformas fosfoenolpiruvato
carboxilasa en raices proteoideas de lupino blanco diferencialmente reguladas por fosfatos, Reunidn
Anual de la Sociedad de Biologia de Chile. Noviembre de 2003, Puyehue.

Unidad de Biotecnologia, INIA Carillanca. Integration of lupin genes into wheat genome with the ability to
exudate organic acids and release P from volcanic soils. Global Forum in Biotechnology. Marzo de 2004,
Concepcion.

Pefaloza E, Mufioz G, Salvo-Garrido H, Silva H, Corcuera L, Campillo R. Integracion de genes de lupino
en trigo, con potencial para movilizar el fosforo inorganico retenido en los suelos del centro-sur y sur de
Chile. SEMBIOTEC 2005, El sector agricola y la biotecnolegia: sitvacion actual y desafios. Santiago,
Noviembre de 2005

Peraloza E, Muioz G, Salvo-Garrido H, Corcuera LJ. Raices proteoideas de Lupinus albus como modelo
para aislar genes asociados con la adaptacién de las plantas a la deficiencia de fosfore. Congreso
RedBio, Junio de 2005, Buenos Aires, Argentina.

Salvo-Garrido H, Pefialoza E, Muiioz G, Milla L, Neupert C, Silva H. Evaluacién de la funcionalidad de
promotores de transportadores de fosfato de alta afinidad para dirigir la expresién de genes en trigo.
Congreso REDBIO, Junio de 2005, Buenos Aires, Argentina.

68



Espejel F, Pefialoza E, Salvo-G H, Mufioz G, Silva H, Neupert C, Mila L, Campillo R, Corcuera JL.
Expresion heteréloga de promotores de transportsdores de fosfato de alta finidad en trigo sometido a
diferentes concentraciones de fosfato. XLIX Reunion Anual de la Sociedad de Biologia de Chile. Noviembre
de 2008, Pucon,

Presentaciones Orales

Pefialoza E. Integration of lupin genes into wheat genome with potential to movilize inorganic phosphate
from soils of southern Chile. Road Show del Global Forum in Biotechnology. Marzo de 2004, Concepcion.

Pefaloza E. Integracion de genes de lupino en trigo, con potencial para movilizar el fésforo inorgénico
retenido en los suelos del centro-sur y sur de Chile. SEMBIOTEC 2005, El sector agricola y la
biotecnologia; situacién actual y desafios. Noviembre de 2005, Santiago

Pefialoza E. Estrategias biotecnologicas para mejorar la adaptacién de las plantas a la deficiencia de
fosforo en suelos acidos. Simposio “Adaptacion de las plantas a suelos acidos; mecanismos y estrategias
moleculares de mejoramiento”. XLIX Reunién Annual de la Sociedad de Biologia de Chile. Noviembre de
2006. Pucén.

Pefialoza E. Genes de lupino en el genoma de trigo, con potencial para movilizar el fosforo inorganico
retenido en suelos acidos. MiniSimpasio “Estrategias moleculares para el mejoramiento de 1a adaptacién
de las plantas a suelos acidos”. Noviembre 24 de 20086, INIA Carillanca, Temuco.

¢) Publicaciones (se adjunta)
Pefaloza E, Mufioz G, Salvo-Garrido H, Silva H, Corcuera LJ. 2005. Phosphate deficiency regulates

phosphoenclpyruvate carboxylase expresion in proteoid root clusters of white lupin. J. Exp. Botany 409:

145-153.

V. ANEXOS

Los anexos se adjuntan en las siguientes hojas. Estos incluye lista de participantes en el proyecto,
programas de eventos de difusion, notas de prensa, poster de presentaciones y articulo 1S
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Participantes

Nombre RUT Profesion | Especialidad Funcion y Dedicacién
Completo y Actividad en el | al Proyecto
Firma Proyecto (%/afo)
Coordinador
Enrique 6.864.703-7 Ing. Agrénomo Fisiologia Ajslamiento y 50%
Peraloza H. molecular caracterizacion genes;
caracterizacion fisiol.
gPCR
Coordinador altemo
Gaston Mufioz | 9.326.546-7 Bioguimico Biclogia Construccion de 30%
V. molecular vectores y genoteca,
PCR, secuenciacion
Transformacion de
Haroldo Salvo G. | 10.256.252-6 Ing. Agrénomo | Genética trigo y caracterizac. 25%
molecular y genético-molecular
transgenia
Aislamiento y
Herman Silva A. | 8.541.928-5 Bioquimico Biologia caracterizacion de 10%
molecular y promotores
transgenia
Caract. fisiologica
Luis J. Corcuera |5.170.015-5 Profesor Fisiologia vegetal | (fotosintesis) de 5%
P. plantas transgénicas
Caracterizacion
Ricardo Campillo | 6.037.863-0 Ing.Agronomo Fertilidad de nutricional de plantas 5%
R. suelos transgénicas
Apayo en técnicas de
Paola Rathgeb 12.532.626-9 Ing.Ejec.Agric. Biologia biologia molecular 30%
F. molecular
Apoyo en transgénesis
Lorena Diaz A. [ 8.997.507-7 Téc. Univ. en. Cultivo de tejidos |y regeneracion de 50%
Prod. Agricola. plantas
Marely Cuba Bicloga Biologia Disefo de
molecular construcciones, PCR y 100%
RT-PCR
Fulgencio Biologo Biologia Disefio de
Espejel molecular construcciones, PCR 100%

y qPCR
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Al8 El Diario Austral de La Araucania

| cronica V)

CADA ANO SE PIERDEN MAS DE 20 MILLONES DE DOLARES EN LA REGION

;‘Estamos en una mina de fosforo”

® Cientos de alumnos
conocieron Inia Cari-
{lanca y sus proyectos
cientificos mds
importantes

ndrés y sus compafieros
Aestaban fascinados. Ely

s5us compaiteros escu-
chaban al investigador expo-
ner, en la forma més sencilla
posible, algunos de los proyec-
tos de investigacién més im-
portantes del centro Inia Cari-
Hanca.

“No pensé que era tan im-
portante esto que hacen acd”, di-
jo un joven proveniente del Li-
ceo Agricola de Angol. “Ojald
puedan recuperar los suelos de
la region, porque eso seria muy
bueno para mucha, mucha gen-
te”, agreg6 Natascha de 16 afios,
que lo acompaiiaba.

La jormada de Casa Abierta,
realizada anualmente por el cen-
tro Inia Carillanca, se realizé en
medio de un gran alboroto in-
fantil que irrumpié por un dia
en medio del frfo ambiente cien-

. tifico que se respira en los pasi-
llos del centro.

Chol Chol, ¥
Traiguén, o
Perquen-
co, Villari-
ca, Ango!
Y Temuco. RN

perar, al

menos en parte, el problema de
los suelos dcidos que retienen
grandes cantidades de nutrien-
tes, sin permitir a las plantas ha-
cer uso de ellos.

FOSFORO

El tema del f6sforo es uno de
los més graves, dice el doctor

INVESTIGACION Enrique Pe-
. faloza, in-
Y es que los jovenes ';ExPenm vestigador
tenian muchoé moti-_ IR R ”epto del %entro
vos para sentirse sor- Carillanca.
prendidos. Destacados 5e calcu-
profesionales les expli- la que cada
caron, con cuidado y | afio, La
padiendia, aspectos ge- |. Araucania
nerales de la investiga- |- pierde unos
cién agricola que se 20 millones
realiza alli, en especial de délares
uno de sus temas estrella: la in-  en fésforo que se aplica al suelo
vestigacidn genética. sin poder usarlo. “Estamos so-

Eneste sentido, pudimos co-
nocer uno de los proyectos mis
interesantes llevados a cabo en
el centro: la posibilidad de su-

bre una mina de fésforo”, dice el
cientifico.

Elmotivo es que las grandes
cantidades de aluminio y fierro

RS = e s cmena eSS B S M A A A 4 e e e e

que contienen los suelos de La
Araucania, retienen un altisimo
porcentaje del fosforo que se
proporciona a las plantas para
su crecimiento, El trigo, el prin-
cipal cultivo de nuestra regién,
esel perjudicado. Sencillamente
no puede captar sino cantidades
insignificantes de fésforo del
suelo para su crecimiento, lo que
repercute en su rentabilidad.

En tanto, cada afio, enormes
cantidades de fésforo se siguen
acumulando en las profundida-
des de nuestro suelo “con el pe-
ligro de provocar todo tipo de
trastornos ambientales, como la
eutrificacién de los lagos y los -
os, contaminados a través de las
napas fredticas por ejemplo. Us-
ted ve como estin de llenos de
algas la mayoria delos rios de la
region y eso se debe, en gran
parte, a la inmensa cantidad de
fosforo que se ha aplicado du-
rante afius sobre el suelodelare-
gion”, dice Penaloza.

Enrique Pefiafoza, impulsor de
un crucial proyecto de ingenierla
genélica.

SOLUCION

Pero hay una salida: el lupi-
no. Recientes investigaciones
demostraron que sus raices
aportan al suelo una enzima de-
nominada PEPcasa, la cual se fi-
ja con gran facilidad sobre los
metales de aluminio alli presen-
tes. De este modo, esta enzima
libera al fosforo del férreo abra-
zo de las profundidades, dejan-
dolo disponible para ser capta-
do por el trigo facilmente.

Pero el agro no puede vivir
unicamente de lupino, {(produc-
to hoy mucho menos rentable
que el trigo, por lo demds). “Se
podria plantarjuntos el trigoy el
lupino, pero después ;cémo lo
cosechas?”. Impensable, apli-
carlo directamente. “Los costos
son prohibitives, ni sofiar en

De ahi que Carillanca busque
un método mucho més sofisti-
cado. Medianteingenieria gené-
tica, se pretende dotar al trigo, al
menos de una parte de las ca-
racteristicas del lupino, especifi-
camente, en lo referente a la ca-
pacidad de aportar citrato, que
cumpliria la misma funcian que
la PEPcasa.

Por Pedro Escobar A.




CONGRESO ANUAL DE LA SOCIEDAD DE BIOLOGIA DE CHILE

SIMPOSIO

ADAPTACION DE LAS PLANTAS A SUELOS ACIDOS; MECANISMOS Y
ESTRATEGIAS MOLECULARES DE MEJORAMIENTO

23 de noviembre de 2006
Gran Hotel Pucén, Pucén, Chile

Coordinador: E.Peifialoza

SUELOS ACIDOS DE CHILE: CAUSAS Y CONSECUENCIAS DE SU
ACIDIFICACION. Pincchet, D. Instituto de Ingenieria Agraria
y Suelos, Universidad Austral de Chile, Valdivia.

ESTRATEGIAS BIOTECNOLOGICAS PARA MEJORAR LA ADAPTACION DE LAS
PLANTAS A LA DEFICIENCIA DE FOSFORO EN SUELOS ACIDOS.
Pefialoza, E. Unidad de Biotecnologia, INIA Carillanca,
Temuco.

MECANISMOS DE TOLERANCIA DE LAS PLANTAS AL EXCESQO DE
MANGANESQ EN SUELOS DEL SUR DE CHILE. Mora, M. L. y Rosas, A.
Institutce de Agroindustria, Universidad de La Frontera,
Tenuco.

MAPEO E INTROGRESION DE GENES QUE CONFIEREN TOLERANCIA A
ALUMINIO FITOTOXICO EN CEREALES. Salvo-G.,H. y Soto,B. Unidad
de Biotecnologia, INIA Carillanca, Temuco.

PLANT ADAPTATION TO ACID SOILS; STRATEGIES, CHALLENGES AND
QPPORTUNITIES. Delhaize, M. CSIRO, Plant Industry, Australia.

Sociedad de Botanica de Chile
Fundacién Para la Innovacidén Agraria
Unidad de Biotecnologia, INIA Carillanca
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EZTREA Lures 4 de diclambra de 2006

" Investigacion .

Experto australiano

B urofio

———

¥™=ue pieza clave del

=reciente  Congreso
8- Anual de la Sociedad
de Biologla de-Chile, reall-
zado recientemente en
Pucdn, donde uno de los
temas centrales estuvo
orientado a la adaptacién de
las plantas a suelos Acidos,
mecanismos y estrategias
moleculares de mejora-
miento.

Se trata del Dr. Manny
Delhaize, connptado
investigader australiano,
con un autrido curriculum
en investigacidn cientfica,
quien estuvo en Temuco
invitado en el marco de un
proyecto financiade porla
Fundacién para ia
Innovacién Agraria (FIA), y
en ejecucidn por a Unidad
de Biotecnologla de Inia
Carillanca.

El Dr. Delhaize también
se dio tiempo para partici-
de un importante
wiicuentro realizado en
inia Carillanca, y compar-
lir con prolesionales y
esiudiantes de ofras uni-
versidades de la regién.

SUELOS ACIDOS

Delhaize, quien llegé por
primera vez a Chile, tiene
mds de 15 afos Irabajan-
Jo en temas de nutricién
1e suelos, particularmente
nleresado en aquellos
icidos, con altos niveles
le aluminio y manganeso
f bajo fdstoro disponible.

Un tema sensible para
a FHegibn de La

\raucania, caracterizada -

or contar con ests tipo de

uelos de origen volcdni- .

0. También ha estado en
tros paises de
udamérica, como Brasil y
rgentina.

especto al trabajo que

desarrolla Inia Carillanca
sobre adaptacién de culti-
vos a suslos dcidos, pro-
yeclo a cargo del Dr.
Enrique Pefialoza y finan-
ciado por FIA, el experto
australiano dio a conocer
su satisfaccidn.

ATRACTIVO

“Encuentro que o que
sa ha hecho es muy atrac-
tivo, ya que es un trabajo
cercano a los temas en los
que esloy interesado, vy a
los problemas que mis
colegas en Australia estan
investigando. Estoy impre-
sionado, ya gue en corto
tiempo han podido avan-
zar hacia soluciones inta-_
resantes, con elementos
COMUnes que se unen a
ios objetivos de la investi-
gacién en Australia”.

Agregé que “aunque soy
nueve en la realidad chile-
na ya estaba familiarizado
de la preocupacién que
existia sobre la acidez en
este pais. Lo que han
alcanzado en materia de

investigacion es muy

importante  para  este

region”, expica.
RESULTADOS

Sobre los resultados a
largo plazo que podria
tener la investigacion en
sualos acidos, dice que
estamos lislos para lratar
este tipo de suelos.

*Podemos manejar el
problema de manera inte-
grada y en conjunto con el
entorno, aplicando
enmiendas para neutrali-
zar I3 acidez, en conjunto
con la utilizacion de plan-
tas tolerantes a la loxici
dad por aluminio o a la
deficiensia , de fdsloro,

Delhalze hixo
una visita pro-
| tacolar al
director reglo-
nal de inla

t Carlilanca y al
subdirector de

] José Maria
ud Paralta.

Aplicando estrategias inte-
gradas podremos reducir
el efecto de fa acidez en
los suelos y, manejando-
los eficientemente, debe-
riamos apreciar un incre-
mento en la productividad
de los cultivos. Las plantas
transgénicas pueden ser
una herramienta eficaz
mientras  encontramos
otras caracteristicas para
ser implementadas.
Combinar genes no es la
forma de resolver cada
problema, pero es una
herramianta que nos per-
mit tener un respiro hasta
encontrar técnicas que
nos permitan asegurar el
éxito de nuestros cultivas”,
guntualizd,
INVESTIGACION DE
INIAY LA FIA

Cabe sefalar que la
Unidad de Biotecnologia
de inia Carillanca, gracias
a financiamiento de FIA,
viene desarroflando un
proyecto sobre bictecnolo-
gias aplicadas & la adapta-
tion de los cullivos a sue-
los dcidos.

El proyecto se filula
Integracién de genes de
lupine en &l genoma del
trigo, con potencial para
movilizar el fésforo inor?a-
nico retenido en los suelos
del sur de Chile, v tiene
coemo objelivo contribuir a

reducir el uso da fartilizan-
tes fosfatados en los culti--

vos mediante estrategias
transgénicas.

GENES ASOCIADOS

En este proyecto, los
investigadores ~ de Inia
Carilianca estan utilizando
genes asociados a

para acumular y exudar
acidos orgdnicos a través
de las raices, la que pre-
tende, en parts, transferir
al trigo.

Estos dcidos organicos
tienen mucha afinidad por
metales como aluminio y
hierro a los cuales estd
retenido el féstoro en sue-

los &cidos.

De esta manera, los 4ci-
dos organicos lberan el
téstoro acomplejado a
estos metales, cuando son
exudados en e! suelo, se
explicd.

“A través de esle proyec-
to no pretendemos resol-
ver el problema de la fija-

Ia acldez.

cién de fésforo en suelos
dcidos del sur de nuestro
pais, sino contribuir a
reducir el uso necesaria-
mente indiscriminado de
lertilizantes fosfatados en
la produccién de trigo”,
acotd el coordinador del
mencionado  proyeclo,
doctor Enrique Peitaloza.

+. @ M Experto australiano compartié con
investigadores de Inia Carillanca. Fue un
gran aporte en el congreso anual de la

Sociedad de Biologia.

Manny Deolhalze es especialists en
|2 susles Acldow, con mas de 20 afos de
capacidad de las plantas experlencia en el tema.

Carilanca.

. -
Los Investigadores Manny Delhalzs
{Australla) y Enrique Pefinloza de Inla




TRIGO, CON POTENCIAL PARA MOVILIZAR EL FOSFORO

INTEGRACION DE GENES DE LUPINO EN EL GENOMA DEL E‘.H
INORGANICO RETENIDO EN LOS SUELOS DEL CENTRO-SUR Y

GOBIERNO DE CHILE COBIERNO DE CHILE
KNG LRIC OF AGTKLAT A SUR DE CHILE FUNDACKON PARA LA
Esﬁ TUTO DE INVESTIGACKONE INMOVAGION AGRARIA

Unidad de Biotecnologia, INIA Carillanca

FROPUESTA

Eite proyects plantes Utiiter hipine Mahes coms fusats
b PEREE PAFE S a wirms  aap

cultivadas. L satretegis sa aplicard an trigs, aspacis
0 covcuwira mis del 90% va su superficie sn suslos

y
Ia misorcitn del fasters en loe celold ¥ e 1 suttheo enusl de mayor
de baja con ¥ beom, ¥ soclal del ¥ sur dal
Estas woma ° pais
fijackén de fosfaios, sew de particulsr megnhitud on loa
susicd da 4 mene cenbbdur y sur del pais y W Para genersr guitivares da trige wus sxuden écidos
scentian significativamenis par wefscte de Ia ghn - alw dg fauforo, se
Como e sus altas i (] Ia fijscién

tasas de relenclén de fesfatos (83% s WK,
apraximadaments 43.000 Ton da F,0, agregado como
terllizants en cultivon de irige, squivalsats a URY 12

quakan an estos suslon.

Un mecanisme par ol cusl lss plantss superiores pusdsn
movilizar ol foaforo retenido en of suslo ocurre ex (a

da wfimidad per matuies come AI” y Fo ™, los dckdos

autotréfica de carbona  en  reices, madiants
transgdnesla oot ol gen gus codifica para Ia enzima
fosfosnolpiruvats carboxdlaen (PEPC) do kipine Manoe.
Esta sndma dessmpsfia un papel ssencisl en la

de scldom on d3tn ¥ otrme
aspacias, ¥y corraaponda a [a Gnica snxima con fusclén
- ot de los acldos

cighnicas ds cadpny corts (citrate, mslate,
pusdes danplaxar al fgfary ignda ¥ sHion coomaestog,
parE 8 por las plantss.

= axmdacida ds scidos orginicos oowre oo respuesis 3
Ia deficisnciy e téstore en iz plants, ¥ esis restriogids
& un grupo selecto de sapacies. Entre satas ae nclcysn
miaithros de la fawilla Protestead, ¥ of lupindg blance
(Lupinus atbia) dentrs de 13 shpecies culthradas.

En lupiae blance, |a sxudnciés de scidos orginicos
scuTs & travis de sstructurss conocidas coma ralciiies
protsotdess, induchizs on Ia planta sdlo en condiciones
de deficiencla de Fatoro Esta particularidad del kaping
blance & ha convertida an wna sspecie modelo pars

na bhbe o L. du bciden
oménicos en plantas auperiersa, sino también para
identificar penss msocisdos con stz estretegin
aduptative.

¥ an (17} de
fosters, dirfja ta s s
) hacla s
- La
- Suhd i e U e

OBJETIVOS DEL PROYECTO
Qenerah

brtegrar peeed de haping eo of gemomn del trige, con of

» L) oon porh
muvitizar ol féuforo inorginico retenldc en los swelos del
centro-sur y sur de Chila,

EAOUEMA METODOLOGICD

REMATADO ESPERADO

Urneas do trigo transformadas con ol ged de la PEPC de
Iupine blanco ¥ etros genes, con capaciiad pers sxudar
bcidos orghnices y movillzar fosfatos desds tusntes de
tdaforn de baja solubitidad.

IMPACTC ECONOMICO ESPERADO

+ Raducclon e lea costor de produccidn @8 trige en
apgricuitarar lncnificadas.

+ Aumento de Is productivided del trigo en la paquedn
apriouitura,

» Asduocion del uso s Imporiscken de fartiibzantes
fosfatadoa.
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EXPRESION Y ACTIVIDAD FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA EN -
RAICES PROTEOIDEAS DE LUPINO BLANCO DEFICIENTE EN FOSFATO

Enrique Peifialoza*, Gastén Mufioz y Haroldo Salvo-G
Unidad de Biotecnologia, INIA Carillanca, Casllia 58-D, Temuco. *epensiozBcarillancainia.cl

Fosioenaipiruvete carboxflese {PEPC) calsiaz una ruis metaboiica sliematve pars fa sintests o pinsvate en planies.
En luplto bianto (Lupiwus aibus), PEFC caniribuys 2 Ja Njscim de cerbono y scumuiscion de cltralo en raices
IMklentes s faforo (P) Este citrato a3 exudado se b rizdaters, permitiéndoke 2 ia planta movilizar w! P inorginico
ratenido sn ol asusko (8 wxudecn ocurre a lmvés de raices pr L y eabd L
conglomarsdos de reiciiss “madurss”, Uilitendo mete tafidt coma modeio para sstudiar sxpresidn de genes ssociedos
» sais estraiegle adsplaiiva, se alabiron dos tragmentos cDNA que codiiear pars PEPC [PEPC-A y PEPCB) Con al
objethno de carscerizar la requlscion PEPC en reapuasts & P, se snalizd b axpresidn PEPC-A y la scitvidad PEPC da
raices “nartham” dox que 5e sxprezan prefersa femente sn rakAlss
protvaideas medurss, Jo cual canffrma fa pressncia de al menoa dos probsbims mensajeras que codifican pars PEPC en
whlh fofiies ricdicd! Eate dxprididn sx torrelaciond con k aclividad PEFPC in vitro, Indicanda que PEPC desamp afiarla un
Pape asencial an taficos redicalas qué deumglin y exudan titrato en respuesia a la deflciench de P en fupino blenco

INTRODUCCION

Fosfoanolpiruvato carboxllasa {PEPC) ss una enzima closdlica invelucrada en varios
procesos fisloldgicos de plantas. Esta enzima curnpie un papal esencial en la eficlencla
fotosintética da plantas C4, asi como en &) reemplazo da intermedlarios del Ciclo de Krahs
para |2 sintesis de aminodcidos an plantas C3. PEPC cataliza la carboxilaclén irreversible del
tostoenciplruvato, generando oxaloacetato y fosfate inorganleo {Pi} como productos.

Mg
Fostoanolpiruvato + HCO; ———» Oxaloacetato + Pi

En plantas deficlantes an Pl, PEPC participa en
la fljaclén da carbono y acumulaclén de dcldos
organicos en rsices. Estos scldox orginicos
son exudades an |a rizosfera, donde
contribuyen a movllizar Pl retanido sn &l susio.

La exudacidn de Acidox  organicos  en
P a la defictencia de Pl es una
utra!unta caracteristica s¢lo des algunas
aspecies, entre (a3 que se Incluye el luplno
blance (Lupinus aibus). En asta especle, Iz
uudaclén ocurra  a  través da  raices
g astr das en la
:lmnsl: ¥ excncién de :hrito en la rizosfera.

Como parte de un proyecto dirigido a
identificar genes que sa expresan en raices
protesideas de lupine blanco, ke alslaron dos
cDNAs parclales qus codifican para PEPC
{PEPC-A y PEPC:B}. En aste estudio se
caractariza la expresién de uno de eltos, y la
actividad PEPC en diferantas ts)idos radicales.

OBJETIVO. Analizar la expreslén PEPC-A en p a P, determi las
isoformas PEPC, y cuantificar la actividad PEPC en raices protecideas de lupino hlanco

METODOS

Expresidn PEPC. La expresion de iranscritos se analizé madlante*Northem blot” con ARN

extraido sn diferentes fechas de musstreo y desde tejidos de p ¥

suficientes an P (0,1 mM). El ARN total {10 ug) se hlhridé <on una ucuencla parcial da 313
tedtidos (PEPC-A) con P, v ee ¢ madlante %

Isoformas PEPC, Para cormlacionar la expresién de transcritos con probables iscformas
PEPC en raices protecideas, sa evalud actividad PEPC en geles nativos (7% acrilamlida)
equllibrados en hIl-TrIl pmpanu ¥ vllu:ﬂudos bajo fuz UV posterior a la incubacién en bis-
Tris propanc pl {PEP), malato dehidrogenasa {MDH} y NADH.

Acthidad PEPC fn vitro, Se evalué en extractos obtenidos desde diy de
una raiz protecldea (Fig. 3b), sn una reacclén ncophdz a la enzima MDH, en presencia de
PEP y NADH. Las pr totales se cuar ol método de Bradford.
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Fig. 1. Expresién PEPC en lupino blanco deficiente (-F) y suflciente (+F) en fasfaio, (A} en
ralces (otalas a 0. 8, 18y 24 DDT; (B) an ralces (ptales, ralces protedideas, dpice de raiz normal
y hojas, a los 24 DDT; (C} en d.lfvmlu secciones de una rair protecidea a los 24 DOY; (D) en
raiclilas y eje de congl duros, 24 y 72 b di és der dos de fa deficiencla
s P mediante 13 incorporaciin de 0,1mM F (+P), parado comn un i do -P.

Isoformas PEPC

1 i an e no denaturantes
detectaron al mencs dos probables iscformas
con actlvidad PEPC en congiomerados maduros
de una ralz protecidea, Ambas igoformas estdn
pressntes en ralcillas, en tanto que stlo una es
evidente en ol ¢jo de un conglomarado (Fig. 2). Raloias Eeo
Una de estas Isoformas presenta mayor
actividad relativa PEPC an raicillas, y pudisra
estar ralaclonada con ta expresién de transcritos
que sa observa en la Fig, 1D,

Fig. 2. isoformas PEPC
on raiclllas y efe de un
conglomerado maduro

Actividad PEPC in vitro

La mayor actlvidad PEPC en el perfil de una raiz protecidea za observd an conplomerados
maduros (Fig, 1A), que corresponden a los sitlos de exudacién de citrato en luping blanco,
Esta sxudactdn es svidents cuando las raices proteoid se Incuban en un substrat
conteniendo un indicador de pH (Fig. 38). Cuando &l conglomerado maduro se separa en
raicillas y aje, 12 actividad PEPC se Incrementa notablemaente en raicilias (Fig. 3C).

Flg. 3. Actividad PEPC en
raicas protecideas de
lugino Banco. La
actividad se cvaniificd en
cuatro secciones de una
ralr protecidea (A), y en
raicillas y eje separados
desde un conglomerado
maduro (C). La Incubacién
e raices prolecideas en
un substralo contaniendo
un  indicador de pH
permite  visualizar los
sitfos de exudacién de
citrato en esta especie (8),

CONCLUSION

Se detectaron al menos dos transcritos qua codifican para PEPC an raices protacldeas, y que
se axpresan preferentements en raiclllas de un conglomerado maduro Geles nativos
confirmaron la presancia de al menos dos |soformas con actlvidad PEPC en este tejido
radical, ¢l que s caracterizé por Intensa actividad PEPC In wviirg. Una o ambas Iscformas

RESULTADOS
Exprosion PEPC
Utllizando PEPC-A como sonda, se identiflcaron dos transcritos que ) ]
an ralcas a los 24 DDY (dias después del transpl. a la solucidn nutrithva), prufenntumante

an ausencla de P (Fig. 1A). La mayor expreslon ocurre en ralces protecideas (Fig. 1B), y se
acentua en conglomerados maduros (ralclllas protecideas que han alcanzado xu longitud
deflnitiva de 4-5 mm} [FIg. 1C). La separaclén de un conglomerade maduro en ralcillas y eje
indica que ambes transcritos se sxpresan con particular intensidad en ralclllas {Fig 1D}.

rian contribuyendo a 1a sintesls y acumulacidn te)idc-especifica de citratc an ralces
protecideas de lupino blanco.

Este axiudo comespends s parie de) provecio "Integracidn de genes de lupno an af genoma dal Ingo, con potencial
para moviizar o} d3foro norganice retenidc en los sueloy dal ceniro-sur y sur da Chie” (FIA, BIOT 01-A-38)



regulated by phosphorus).

Resumen
La deficicneia de fosfatos (PI} ¢s un problema generalizado en suelos
volcanicos del ¢tntro-sur ¥ sur d¢ Chile. En plantas, esta deficiencis se
traduce en la expresidn de penes especificos pars aumentar Ia eficiencia de
absorcién y movilizacién de Pi desde €l suelo. Entre estos se incluyen genes
que codifican para transportadores de Pl de ala afinidad, o fosfatasas

cxudndas desde In raiz, descritos en delos veg como Arabidep
thalizna y tomate (1). Con ¢l objetive de identificar promotores rafz-
especificos y medulados por #i, en este trabajo, se aislaron los promotores de
genes transportadores de Pl d¢ alta afeidsd desde Arabidopsis {AtPTI,
AIPT2) (2) ¥ trigo (TaPT1 y TaPT2), ademis de una Fosfatasa dcida de
Arabidopsis (PAP1} (3). Estudios de expresién de los genes TaPT1 y TaPT2
sugleren una mayor induccién de TaPT2 bajo deficicncia de Pi y de
expresién tejido-especifica. Con estos promotores se transformarin plantas
de Arabidopsis 3 trigos del ltoreados di Ia expresién de
genes reporteros (GUS y YFP). El promotor mis promisorio se utilizari
para dirigir la expresidn de genes asociados con |a tolerancis & la deflciencia
de Pi, en cultdvares Elite de trigo chilena.

CITRATO
sacqroza Grawal
;
1
+
PEP e ie plrLvato chtrato
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plruvasto
rmaslate
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maiatc malata
Mimcondda
I otas

¥

MALATO

Figura 1.Via metabdlica de la produccion de aniones orgénicos (citrato y
malato). Un aumento en su blosintesis se podrla lograr con un
incremento en la presencla de algunas enzimas de esta via. Este
aumento enzimdtico debe ser especlfico de un tejido y regulado por la
disponibilidad de fdsforo.

Posicldn elemento NIT2 Promotor
TATCA(/TIA(/T)
-75, -435, -1017, -1039 PAPL
-1352, -1634, -2062, -2188 ALPT2
-254, -1562, -1902 APT1

Tabla 1. Para determinar el tamafic de cada promotor, se buscaron
elementos regulatorios conservados, E! elemento NIT2 se encuentra
presente a lo fargo de estos promotores, en forma frecuente.

Hoja Raiz

S Dias 7 Dias 5 Dias 7 Dias

PT1/PT2

Actina

rRNA

Figura 2. Evaluacién de la expresién de los genes que cedlfican para
transportadores de fosfato en Tritrtcum aestivurm, medlante andlisis de
Northern Blot. Se utillzd RNA total extraido de hojas y ralces de plantas
de trigo crecldas por 5 dias en presencla (+) o ausencia (-) de Pl. El RKA
se hibndizd con sondas marcadas con 2P, para TaPT1/PT2, actina v
rRNA. La sonda para actina de trigo fue obtenlda mediante PCR utilizando
partidores para actina de Arabidopsis. La sonda para rRNA pertenece a
una secuencia amplificada de Arabldopsis,

OBTENCION DE PROMOTORES RAIZ-ESPECIFICOS, REGULADOS
NEGATIVAMENTE POR FOSFORO EN Triticum aestivum Y Arabidopsis

thaliana {Isclatlon of roct-specific promoters from Triticum aestivum and Arabidopsis thaliana, down

Milia,_L., Tittarelli, A., Salas, C., y Silva, H. Lab. Gen Mol Veg, Fac. Ciencias, U. de Chile

DNA
Genbmico
Adapiader AUWNW
gen-especifico t

Pnmer

Adaptador 1 ¢
Primer

Premer - G Ty

Ada) 2

Clonamientd del producto
pencipal del PCR

Amplificado final ATa

Figura 3. Estrategla de clonamiento de los promotores de los
transportadores de fosfato de alta afinldad de trigo. Con este fin se
construlrdn “librerias genémicas”, utilizando endonucleasas de restricaén
de diferente frecuencia de corte, y ligando con un “adaptador”. Esta
secuencia permite realizar un “nested PCR", con partidores especificos
para TaPT1/PT2 y el adaptador.

Figura 4. Se generaron constructos
que contienen un promotor (APTL,
AtPTZ, PAP1) regulando la expreslén
de un gen repertero, que puede ser
GFP, GUS o YFP. Con estos constructos
se transformaradn A. thaiana vy T.
aestivum para realizar estudios de
presencla y locallzacién  de estas
proteinas. La obtencidn de plantas
transgénicas aln estd en proceso.

Promator Tamafio Gan asociade Gan Estade
reportero
APT1 2 kb Transportador de | GUS, GFP, YFP | Clonado #n vector
fosfato de afta binaria y
afinidad (A, generdndose
thaliana) plantas
transgénicas de A,
thaliana v T.
aestrvum (GUS),
Para GFP y YFP,
clonandose en
vector binano
AtPT2 2,5kb Transportador de GUs En proceso
fosfato de alta
afinidad {A.
thaiiana)
AtPTZ 1,4 kb Transportador de GUS Clgnade an pGEMT
fosfato de alta
afinidad {A.
thaliana)
PAPL 1,2 kb Fosfatasa &cida Gus En procese
exudada (A
thahana)
TaPT1 Indeterminado Transportador de Pantendo técrica a
fosfato de alta punto
afinidad {T.
aestivum)
TaPT2 Indeterminado Transportador de Paniendo técnica a
fasfato ce alta punto
afinidad (T,
aestivurn)

Tabla 2. Constructos que se estdn generando en ¢l laboraterio

Resultados y Conclusiones

+«TaPT1/PT2 de trigo son especificos de raices y regulados
negativamente por presencia de fésforo.

«Se alslaron promotores, los cuales fuslonados a genes
reporteros, nos permitirdn estudiar su regulacién por Pi.

«Se transformaron plantas de A, thaliana can dichos constructos.
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blanco diferencialmente reguladas por fosfatos

Tres isoformas fosfoenolpiruvato carboxilasa en raices proteoideas de lupino i‘.\i

Three phosphoenolpyruvate carboxylase isoforms in proteoid roots of white lupin
differentially regulated by phosphate

Enrlque Pefaloza'l), Aoz, Haroldo Salvo-G', Herman Silva? y Luis J. Corcuera®

Raices protecideas del lupino blanco: estructuras
responsables de la adaptacién de ta especie a la
deficiencia de fosfates

i MADH e ¥ g ek

Las raion prmoidns ds luplno blanco (Lupinus albus)
car ] de ralcillas que comienzan a
aparacer sscuenciaimente a3 través del perfil de una raiz prlmarla

3Dap
‘Dcpammmo de Botdnica,

1Unidad de Blotecnologia, INIA Carllfanca, Temuco
artamanto de Biofogia, Universidad de Chils, Santiago

*a p.nalo:@c:r!lh nca.inia.cl)

RESUMEN

Lem raices proleckdess e kuping blases (Lupirus albus] son sstruchess
Inducidee a0 susencls de fomlson (P, especlakredus o L4 sxcrecitn de
otrato wn is rizéefers Ests axcrscién ssth pracediin de incramantoh ah
scaividad PEPC y scumuiscién de doidos orginics, ¥ re loswize

- ~maduras” Estedion de sxpresidn
difersncial de genes en sate taikin parmilieton Malw L CONA que sodifica
pare i snzima fosfoenoipinsvate carborNess PERC), Exte aDHA 24 utilizd o ol
ssonfinia de une Ibrards de sapresidn, keniificindoss trer clones que
cudifiomn pwa PEPC simitsres on (2 regién iraduaide, pero que differsn en ls
reglén FUTR. Al de horham indkaron que lon ires tranacrion s
sxprasmn »n raices an P, pero in
difetencin  svidentse  anire sliow  Uligende padidessd sapeailicos parn
smptificar la regién YUTR, wnillals mediamis RT-PCA parmiisron discriminee la
AXPHESION db 0AdE 1rANACTO 180 o funcidn de su sbundancis ruistiva, como
o0 o1 respusats 2 In presencis o mmencin de B, Bobre 14 baas de difersncles
on fa ragién YUTR ¥ los sshudion de sxpreeidn, B8 oanchys qus il Mencd tes
probables Isoformes PEPG satarfan sscviadss 4 18 acumuisckin e atrala sn
raices protecidess ds lupine blanca, moduiadm difersncisiments por is
woneantrackn e P, wn ol Wido.

Tres diferentes transcritos que codiflcan para
PEPC estin presentes en raicillas protecideas de
lupino blanco

latoral {Parml A) En eston ades

an el colutar inducidas por la de
fosfatos (P), como Incramantos en la actividad de la snzima
fosfoanalpiruvato carboxllaga {PEPC) (Panel B). que Analmants
se traducen en la acumulacién de clirate, El cltrato acumulado
on estas egiructuras Icales aa dado en I3 rzdsf
permitléndols a |a especie movlilzar P, desde fuentes de P, de
baJa solubllidad (Panel C). Conalderando la significativa
cantrbucidn de extd enzima #n la sintesis de carbono no
autotrdfico, PEPC dassmpefaria una funcién esenclal en la
astrategla adaptativa de luplno blanco en respuesta a la
deficiencia de P, En aste trabajo se ldentificaron trag cDNAS
que codifican para PEPC en ralclllas protecideas, y 3o estudlé
su reguiacibn por fosfatos,

Modelo experimental utilizado para aislar PEPC
cDNAs y reallzar estudios de expresién
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El tinio de 12 16 Hta desde
ralelilas proteoideas de lupino bl:nco parrruﬁﬂ Idnnul'lur diez
clonss que codifican para PEPC. De acuerdo a los anilisis de

sacusnclas, los diez clones ae af ron an tres categorias,
reprasantadas por LaC38, LaC4q ylag‘ '

FIGURA. 1. All L dal 3 de las las de los
tras clonas PEPC aislados desde ralcillas protscidean de lupino
blanco. Se muastra enmarcado ol coddn de tdrmino de 1a regién
codificante y la regidn 3' no traducida {3'UTR).

Analisis de Northern no permiten discriminar
claramente la expresidn de |os tres
transcritos de PEPC
-P P
24h  T2h  34h _ TIR

RP EJRP EJ RP EJRP E)

Lac3s %e@ﬁww‘ﬁw

LECHT | i ke i 16552

LaC54

rRNA

FIGURA 2, Los andligis medlants northem se realizaron an
raiclllas protecideas (RP) y sje de la @iz (EJ), musstreadas a las
24 y 72 h postarior al rescate de las plantas de la deflciencta de
P, . La aha homolopla de secuencias en la regidn codificants
sugirisron 1a posiklidad de hibridacldn cruzads y, por 1o tanto, la
necesldad de utilizar técnicas mis sensibles para diseriminar
una probable sxpresién difersncizl.

CONCLUSION

Sobre la baso de difersncias en ta regldn Y'UTR y de astudlos

ixtirian 4l mencs tres probables
Isotormmas PEPC an raiclllas protecideas de lupino blance,
cuyos mRNAS sarian reguladas diferencisimente por la
disponibilidad da P, an el tejido.
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La abundancia relativa de los tres transcritos de
PERC difleren en la respuesta a fosfatos

Cr dafthra

FIGURA 3. Acumulacion da productos PCR {RT-PCR} en
ralclllaw pr tanip como mantenidas sn
deficlencla da P, Para cada PEPC, los partidores aspaciflcos
utillzados en Ios andlisls mediante RT-PCR se indican con
flachaa an la Figura 1 Como contral interno  se utilizd sl gen
ds clclofollnas

La expresion de los tres transcritos de PEPC
estd asociada al contenido intracelufar
de fosfatos

Sakeom o

© Ty T
b

FIGURA 4. Cindtica de xit PEPC
medlants RT-PCR en raiclllu pmwldus de lupino blanco.
Leos and " rlor al

rescate  de la deficlencla do P. Coma control Interno 58
utilizd o) gon de ciclofolinas

La expresién de los tres transcritos de PEPC
es tejido especifica

FIGURA 5. Expraslén de transcritos de PEPC en diversos
tejidos de lupino blanco. Se realizaron snilisis medlants RT-
PCR on raices snteras (RT), cotiledones (CO) y hojaa (H) de
plantas tanto an {~P) COMO #n presencia
de 0,1 mM de P, {+P). Coma control intemo se utillzd ol gan ds
ciclotolinas.




INTEGRATION OF LUPINE GENES INTO WHEAT GENOME WITH THE ABILITY TO
EXUDATE ORGANIC ACIDS AND RELEASE P FROM VOLCANIC SOILS

INIA Carillanca, Unidad de Blotocnologla
Project supported by Fundaclén para la Innovaclén Agrarfa (BIOT 01-A-38)

Introduction

Phosphorous {P} is ons of tha less avallable nutrient n solls and one of the major lmiting factors for plant gmmn specially In volcanic-derived soll in Chile, thess s0ll% are located In the south and centersouth covering
about 40% of the arable surface (5,3 millions of ha). The chemistry propartiss of these solls allow
of P-fixation (85% to 90°%) are negatively affecting the fertiltzation praciices, and about 45,000 Tong of the P, 0. added to whaeat crop are retained in the solls per year Economical lcssas are sstimates for over than LSS 12
millions Some plania have developad metabolic and morphological strategles to acquire P from the anvirenmwnt. Thie include changsa in root growth and architecturs, Increased p of P such
as phesphates, Induction of high affiaity phosphate {P)) transporters, and releass of organic scida, Organi¢ acids Hie citrate, matate and oxalate, have high affinity constants with metals such as Al* and Fu" lhl.rs belng able

to form chelates, allowing P dasorption.

by f of low soluble compounds with tron {Fe*) and aluminum (A13*). Thus ths high rates
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Relaase of organic acld st rates snough to causs P desorption has been reported in a limited number of plants
specles. White lupine {Luplinus atbus) Iy known as one of the best plants resistant to P deficlency strass, Organic
acid releass by this specles occurs through protaoid rootlats which are developed under P deficlency.

Theraby whits lupiie |s being studisd as a model to understand the physiologlc and molscular basls of this
adaptstive responas, Genes related to this pathway an baing integrated into wheat genemw and thelr expression
patterns are under study with the alm of transfer this strategy 1o wheat and improve its adaptation to thia ablotic
stress.

Propoasl
Tha gold is to use white luplne a5 source of genes for tha Integration Into other important crops gsnomes, like
wheat.

‘More than 9% of the wheat area i cuttivated en volcanic, ackd solls In Chile,

‘Whaat s the most Important crop in this area and K plays an lmportant sconomical and soclal role

+This cereal doas not sxude organic acids and s unabls to salubliize P from P-fixing soils.

This, the main objactive is to Intsgrate, by genetic transformation, lupine genes into wheat genome, with the

abillty of exudates organic acids undsr F deficiency. Since genes fated to P Y are d anty
undaer this cl spacific pr ara belng laclated and Ita h J y on whaat g is undar
svaluation. This work is the first h In Chits the p 1 of wheat to this abiotlc stress by

metabolic angineering The work is also allowing the Integration of researcher fram eithes Chilgan institution or
Internatiaonal Canters and Universities.

Wheat
Transformation

Isolation of
L. althys genes

Ditferential Display CDNA library elite chilean
wheat varicties

Setting up

Biabalistic Physiclogical

transformation charactenzation

Optimized transformation

Appronch conmstructions :
h Includes the following strs: Wheat varioty selected
1. Isolation of white Jupina genes l'molvod in omlnlc acid exudation Using the differenttal dl:plly
cDNA fi d under P deficlancy are being isolated Selected
ul Promoter
and Identifisd by homology to knm nonu Trwu GDNAs are used !htn 1o isolate the full lenmh cDMAs
from a cDNA Lbrary made Irom pratecid roots. Novel genes or those directly involved In organic ackd Functiona!
are under sal evaluation Transgenic
2. Isolation of root-spacific and P-rag d plant p y identifed A. thaliana Wheat Whaeat Lines.
In A. are being obtained by PCR. frurn umut an :tao under isolation
using the g hnology. The p ars finally fusad to reporter genes such aa gua in - Isolation of root-specitic -

away ofstudy s tssue locallzation and exprassion pattemns.
3. Genatlc transformation is belng applied on mode! whaat for transfarmation.

4. Ganatlc transformation of wheat Chitean varisties are also optimized using gus and sslected genss
fusad to a constitutive promoter. At the sama time, Chllean wheat varietiss will be characterizad in order

e datgrming thelr ragpansa to P defickancy.

and P-regulated promoters

molecutar
fhyslfﬂgolcf! ‘ characisrization

5 The best p ) 1 will be integrated into selected Chilaan varistiss. Claan Expected results and impacts

hnology for will be applisd and fully characterizatlon at the genetlc and molecular

level wlill ba developed. Tha functlonality will alvo be ch. lzed &t tha

| tar and

Tha main expacted result will be the development of transgenic wheat harbauring white lupine

level to detarmine gena Integration and impact on organic acid metabckism and exudation.

The naovel Chilean vasietles wlll bs & d on fald tc ava) thalr parf

genes with the abllity to exudate organic acids and release P from volcanic salls

Thia new variety should have Impact on:
-Lowering addition of P fertllizers

“Lowsring cost of crop production

“Increasing crop productivity

Technological product

g P

*Clsan whaat transformation technology

-G-nu involved In organic acid matabolism and axudation
ot Ific and P B s
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INTEGRACION DE GENES DE LUPINO EN EL GENOMA DEL TRIGO, -
CON POTENCIAL PARA MOVILIZAR EL FOSFORO INORGANICO

RETENIDO EN LOS SUELOS DEL CENTRO SUR Y SUR DE CHILE

Enrigqua Pehaloza™ Gastén Mufioz®, Haroldo Salvo-G.', Harman Siiva®, Ricardo Campliiio?, Luis J. Corcuera?®

GOBIERNO DE CHILE

*Unidad de Biotecnologia, INIA Carillanca, Tomuco; *Centro de Blolecnologl’a Vegetai, Universidad Andrés Bello, Santiago;  wwnareaio oe samicutruma

iDepartamento de Boténica, Universidad de C

La agricultura del centro-sur y sur de Chile se desarrofla en suelos con pH entre 4,5 y
5,5, lo que favorece la adsorcién del fésfore a dxidos de aluminio y hierro. Como
consecuencia, entra el 85 a 95% del fésforo aplicado como fertilizante gueda
inmoviizado. En términos econdmicos, esto se traduce en la acumulacién de fésforo
inorganico aquivalante a aproximadamente U$ 20 millones anuales.

Una de las estrateglas utilizadas por las
plantas superiores para movitlzar & fésforo
retenido en el suelc consiste en la
excrecion de Acldos orgédnicos inducida en
réspuesta a la deficlencla de este nutriente.
En la rizdsfera, &cldos orgénicos de
cadena corta {citrato, malato) desplazan el
fosforo desde el complejo de intercamblo a
la fraccidn soluble, desde donde pusde ser
utllizado por las plantas. Esta estrategia,
sin embargo, estd restringida sblo a un
grupo selecto de plantas, dentro da las gue
se incluye el Lupinus albus entre las
especles cultivadas.

Puesto que fa excrecién de¢ Acidos orgénicos en respuesta a la deficiencia de fésforo
no asta presente en trigo, en esta propuesta se esté utilizando L. albus como modelo
para identificar genes asociados a la sintesis y acumulacion de Acidos organicos en

raices, eintagrarlos en el genoma del trigo.

AISLAMIENTO DE GENES DESDE LUPINOC

La Iidentificaclén de genas se¢ realizé mediante “differantlal display” de ARNm,
utiizande raicillas protecideas de L. atbus como tejido modelo. Se observd exprasién
diferencial on 55 productos, entre aproximadaments 4.000 ARNm visualizados. Los
genas de Interés so aislaron desde una libraria de expreslén obteniéndose el ADNc de
largo completo de siete genes, entre los gue se incluyen malato dehidrogenasa
(MDH)y fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC).
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INTEGRACION DE GENES DE LUPING EN TRIGO

Para incorporar en el trigo la capacidad de acumular Acidos orginicos en raices, en
esta propuesta se estd integrando en su genoma el ADN que codifica para la enzima
fosfoenalpiruvato carboxilasa (PEPC). PEPC cumple una funcidén de reciclaje de
carbono no autotrdfico, contribuyendo a ia acumulacidn de scidos orgdnicos
particularmente ¢n condiciones de deficiencia de fosforo en la planta.
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Con el prop6sito de minimizar el gasto metabdlico de una expresion constitutiva, la
ostrategia se complementd con la utilizacién de promotores raiz-especificos e
inducibles por la deflclencia de fésfora. Los promotores seleccionados para modular
la expresion PEPC correspondieron a transportadores de fosfato de alta afinidad
(Pht). En este estudio se evaluaron los promotores AtPht1:2 {2,1 Kb) y AtPht1:4 (3,0
Kb) de Arabldosis, y TaPht2 (0,6 Kh) de frigo, aislados mediante Gename Walker

TRANSFORMACION DE TRIGOS

Las condiciones de transformacion de
trigos  se  optimizaron con [a
construccion ubl-gus Integrada en el
genoma de cuatro cultivares mediante
biobalistica, en un esquema de co-
transformacién con la construccion
ubi-bar, Se  obtuvo  expresion
trangcionte y constitutiva on todos los
cultivares, pero con una eficlencia de
co+ransformacion 50% superior en
Bobwhite.

FUNCIONALIDAD DE PROMOTORES

Para evaluar la funcicnalidad de los promotores, AtPhti 1, AtPht1:4 y TaPht2 se
fusionaron al gen reportero gus y se Integraron en el genoma de trigo Bobwhite, co-
transformado con la construccién ubi-bar como gen de seleccidn, Los andlisis se
raalizaron en lingas homocigotas T,.

Mediante RT-PCR se¢ datectd expresion de transcritos gus en 30% de un total de 20
eventes de transformaclén independientes analizados.

el e
IR TY]

Entre los tres promotores evaluados, andlisis del tipo “Northern” detectaron
expresién AtPht1;2 tanto en hojas como raices de ftrigo, descartindose este
promotor en los estudios posterlores.

El andlisis flucrométrico de eventos RT-PCR positivos para AtPht1;4 y TaPhi2 Iindicé
baja actividad de la protelna Gus {A), consistentes con la escasa tincidn Gus que se
detectd a nivel histoguimico {B).
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Considerando avidencia reciente gue demuestra que la expresién de transgenes en
monocotiledéneas puade incrementarse mediante intrones, las construcciones se
complamentaron con {a Incorporacién del intrén adhf de maiz. Actualmente estamos
transformando trigo Bobwhite con las construcciones AtPhtf:4-adht y TaPht!:2-
adht fusionadas a PEPC, en el que se evaluara la concentracion de dcidos organicos
en ralces, y 12 capacidad para excretarlos en la rizosfera y movilizar fésforo desde
fuentes de haja solubilidad.

Proyecta financiado por af Fondo para Ia Innovacion Agraria (FiA; BIOT 01-.4-28)



RAICES PROTEOIDEAS DE Lupinus albus COMO MODELO @
PARA AISLAR GENES ASOCIADOS CON LA ADAPTACION
DE LAS PLANTAS A LA DEFICIENCIA DE FOSFORO  rricoon
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Introduccion

La respuesta de las planitas a la deficiencia de fosforo (P) involucra modificaciones
estructurales y metabdhicas dingidas a vliizar mas eficientemente el P dispenible. En
tupmus altbus, esta respuesta se expresa con la formacidn de raices proteoideas,
estruciuras especializadas en la sinlesis, acumulacién y exudacidon de oitrate en la
nzosfera {Figura 1)

Figurs 1. Lupinus albus en Noracion, y ralces proteoideas de L.
albus mostrando fos sitios de exudacion de ciiralo

La exudacién de cirato en la nzosfera adquiere paricular relevancia en suelcs
acidos. donde el P se encuentra formando complejos con el aluminio y el hiemo La
fuerte afinidad cel atrato por estos metales desplaza e P del complejo de
intercambio, dejandolo disponibte para la planta En el sur de Chile, los suelos dcidos
representan mas del 90% de los suelos cullivables, en los cuales la fijacidn de P se
conslituye en un problema agronémice de magnitud.

En este trabajo se resume parie de los resultados de una linea de investigacién en
estrés abidlicos caracleristicos de suelos dcidos, en la que se esia idenlificando
genas asocidos con la adaptacidn de (as plantas a la deficiencla de P, utlizando L
albus como especie modelo

Metodologia

El aislamiente de genes se realizé
desde raicillas proleoideas de L
albus deficiente en Py y rescatado de
la deficencia de P 02, El ARN

ey e nb—fm

display” de ARNm ©. Las bandas

diferenciales se aislaron, clonaron y
secuenciaron, confirmandese  la
expresion  de  ARNmM  medante
‘northem  blot”. Finalmente se
construyd una genateca de expresion
desde raicillas protecideas, la que sa
esta utlhzando para aiglar el ADN¢ de
largo completo de genes de nterés
{Figura 2).
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cblerudo desde ambos lejdos se *
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Flgura 2. Esquema ulihzado para
aislar genes regulados por P en
raicilas proteoideas de L. albus,

Resultados

Mediante “differenlial display” se wisualzaron aproximadamente 6000 ARNm,
generados por la combinacidn de ires partidores de anclaje y 40 paridores
arbitrarios. Se observd expresién diferencal en respuesta a la dispenibilidad de P en
60 productos Los andlisis del tipo "norhern™ confirmaron esta expresitn en 55 de
ellos, indicando que alrededor del 1% de la peblacién de ARNm se expresaria
diferencalmente en nuestro tejdo modelo (Figura 3)

El analisis ¢e secuencias (BLAST) permitid asignarie identidad probable a 20 de los
55 ADNc aislados. Entre éslos se destacan genes cuyo producto esld asociado a
rulas metabdlicas alternativas inducidas par la geficiencia de P {fosfoenolpiruvato
carboulasa), al sistema de rescale temprang aclivade en respuesta al estrés tanto
en ptantas come en microorganismos {fosfalasas y transportadores de fosfato de
alia afinidad), al reciclaje de P desde membranas {sulfollpido sintasa), y a otros
genes de funcién desconocida {ascorbalo peroxidasa, proteina inducida por auxinas,
acuaponna, metiiransferasa, ubiquitina, entre otros)

e T Figura 3. ‘Differential dispiay” de
4T e el e 4 e aes veas ARNm en respuesta a 2
¢ ~mme = disponiblidad de P. lLa {figura
— oo muestra la expresiin en gusencia de
ee . P (-}, a las 24 y 72 h después de
.‘.,g;&;;s - agregar 0,1 mM P (+), para dos
s SRR cembinacones de partidores s/RT =

. contral sin transcripcion raversa

La estrategia ulilizada también permihé identificar familias de genes que se
expresan en raicillas proteoideas, entre las que se incluyen fosfoenolpruvalo
carboxitasa (PEPCasa) y fosfalasas Actualmente, nuestro trabajo estd dingido a
asignarie ydenhdad a ARNm desconocidos, y @ estudios de funcionalidad de genes
particularmente de aquellos que codifican para la enama PEPCasa

Conclusiones

Las racillas protecideas de L. atbus representan un tepdo apropiado para estudiar ta
gendmica del estrés par deficiencia de P en plantas Este modela esta permitiendo
dentificar no $6k» genes asociados con la respuesta generalizada de las plantas a
este estrés, sino tamblén con respuestas especlficas de especies que uliizan Ja
exudacién de citrato como estralegia adaptativa,
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introduccion

Los transportaderes de fosfato {Pi) de alta afinidad corresponden a proteinas de
membrana que tienen por funcidn transportar Pt desde el medio, con una afinidad
50-100 veces superior a aguellos que funcionan en condlciones de provisién no
Iinitante de este nutriente,

Ce las dos familias de transporfadores de Piidentificadas en plantas (Pht1 y Pht2),
fa familia Pht1 (transportadores de fesfato de alta afinidad) se ha estudiado
extensivamente en Arabidopsis, donde a la fecha se han identificado nueve
miembros  Estudiws realizados ceon promotores de estos transportadores
fusionados a genes reporteros indican que al menos dos de ellos se expresan
predominantemente en raices. en respuesta a fa deficiencia de Pi.

En contraste con la evidencia acumulada en dicotileddneas, se dispone de escasa
informacién  sespectc a estudios andlogos en monocotleddneas  Sus
caracteristicas de inducibilidad por la deficiencta de Pt y su localizacion radical
sugieren usos potenciales para dirigir la expresidn de genes asociados con  la
respuesta de las

plantas a este estrés. En linea con esta hipdtesls, se realizaron estudios con el
objetive de analizar la funcionalidad de promotores Pht1 para dingir fa expresion
de genes que confieran talerancia a la deficiencia de P1 en trigo

A B
435036

e L L L L LT L T T Frral Y NN )

s b |

Tizura 1(a) Exprestdn de transcntes de gus en maleus de RT-PUR en das lneas Ty e
comstruesidn Jrhelf-gus N TAZNT23) v 13 EA287(S4 en tiempos de 0. 3 y 5 dias Je estrés )
thstar) (b3 Expresion do tiasnerstos Jel gen nibosomnl 288 utihizade como control internas

La esrusa funciouslidad de B promotores A2k 1y ARl 14 an pigo podis atnibnrse a
fa ineapucidad pua expresurss en genomas beter®logos, Apwrte de un eventual
silenciamiznto, no e dispone de infermaedn que permita explicar la cecasa foneinnalidad
de Falrhed 2 en penonsas homdlogoy
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Metodelogia

Se estudiaron los promotores AtPALT, 1(1.3 Kb} v AtPAt1 4 (1.4 Kb) de Arabidopsis, ¥
TaPhtt 2 {05 Kb} de trigo fusionades at gen reportere gus, en un esquema de co-
transformacion con el gen de seleccidn bar fusionado al promotor wbif de maiz Las
construcsiones se integraron en ol genoma de tngo Bobwhite mediante brobalistica
{Pellignneschi et al., 2000),

Las lineas transgénicas T, se seleccionaron en funcién a a tolerancia a herbicida
Basta, y se analizaron melecularmente para confirmar la presencia del promotor de
interés para el gen repartero gus y el gen de seleccion bar. En T, se realizaron andlisis
de progenie para determinar el nimero de loci integrades en el genoma del tngo. En T,
se selecclonaran eventos independientes al estado homocigoto para cada
construceidn. La funcionalidad de los tres promotores se analizé en plantas T,
mediante tincidn hustoquimica, RT-PCR y fluorometria.

Resultados y Discusién

Se¢ obluve aproximadamente 20% de eficiencia de co-transfermacion con el gen de
seleccidn y las construcciones de Interés

Las generaciones T, T, y T, mostraron segregacién mendeliana tipica de 3:1, para
ambos genes, evidenciando co-integracion efectiva de los genes en un loci

La expresion da los tres promotores en lineas homocigotas T, no fue suficiente como
para detectar actividad Gus a nivel histoguimico

Sinembargy, Ios andlisis de RT-PCR detectaran expresOn e dransentos de gue para lag
constriscciknies ¢on lns pronnotores  MFP{, NFig. 1y, 0alhi #Fig2y v TaPini:2(Fig 3) De
agierda 1 estns resultados. en aprosimadamente 21 30U45 de log ¢ventos s¢ obwen 6 expresidn de
transeritos de grs Lo eoantificacion e fa proteina Cas mediante fAuosomesria en exentos 7=
PCR positivos deteeld bages niveles de nettdad espesifica. ftuctuante entre £,2 4 1 pmol At
ot By protehsa Esto esplicaria por qué e se deteetd taweidn Gus o nivel histoguimice
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Conclusiones

La fuerza promotora de AtPht1.{, AtPht1:4 y TaPhtt,2 no fue suficiente para conferir
niveles adecuados de expresion de gus en ttigo Bobwhite somehdo a estrés por
deficiencia de Pi. Considerando evidencia reciente que demuestra que la expresion de
transgenes en monvcotiladineas puede incrementarse sigrificativamente mediante la
adicion de intrones {Schunmann ef af., 2004), las construcciones se estdn
complementando con la incerporacion de un intron de Adk! Se espera que esta
modifisazion Incremente la expresion de transgenes modulados por Pi en trigo
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RESUMEN

Lo transportadorss de fosiato de alta afinidad (Pht1) 30n proteinas de membrana inducldas en

condiciones de deficiencia de fdsforo {P) en plantas. Como tal, sus promotores son candldatos
para dirigir la 14n de (1, especifica a este astrés. Con of objetivo de
deflnir ol grado de estrés por r.hﬂclnncu de P nocesarlo para activar la sxprasién de genes

dulados por p FPhti, se aval ios p de los genes ALPhT2 y
AtPhIT 4 de Ar:bldopus ruslonados al gen reporiero gus. # integrados en el genoma de trigo
cv. Bobwhite, Los estudios se realizaron en planias T, h |das en solucién

nutritiva con P y transfaridas a soluclén nutritiva sin P, adan'dl de un sueto deficiants en este
nutrients, Mediznte qRT-PCR y tinclén  histoquimica, sa demosird que la funclonalidad de
astos promotores esta asoclada a la concentracidn de P en raices. Farticularmente, en susto,
s& sncontré que ambos promotores se expresan an forma simllar a nivel da transcritos, poro
sila AtPh1 4 avidancld tinclon histoquimica, Estos resultad la fi o de
promotores de Arabidopsis en trigo, y sugleren ta potancialidad, especiaiments de AtPhti 4,
comma harramienta para exp genes modulados sHo en resp 2 este estrés,

INTRODUCCION

Los transportadores de fosfato de atta afinidad corresponden a proteinzs de membrana que
tienen por funcién transportar P desde e! madio, con una afinidad 50-100 veces superior a
llos que func [1] de provision no limitarte de este nutrients, Como
sencia, a funcionalldad de axtzs protsinas adquiers particular relavancia an susios con

baja concentraclén de fésioro (1-5 pM).

De las dos famlllas de transportadores de fosfato identificadas en plan!n {Pht1 y Phl2). la
familla Pht1 {transportadores da fosfato de alta afinidad) se ha axter

Arabidopsis, donde a la fecha se han Idantificado nuave mlembros En rnonocollludénul. tn
camblo, se dispone de escasa informacion respecio a estudics sobre fi

de promotores da este tipo de ganes.

Las caracmristlca: da Inducibilidad por la de Py su local én radical sugi
usos p de los pr Phil de A para dirigir la axpresion de genss
alociadon con |a respuesta de las plantas a este estrés. En este trabajo xs reallzaron sstudioy
con et objetivo da anallzar la funclonalidad da dichos promotorss en raices de trigo.

Figura 1. Tincién RISGGUITIED, e TaCES,00
promotor ARHTATIALR zldelunalpiantal

4 Y
R TR T [PPNE I R La ot R PR AR T s

METODOLOGIA

Se svalug la ion de los p APht1;2 {2,1 kb) y AtPHH1;4 (3 kb) de A. thatiana
{usionados a gus. Las construcclones sa intagraron en el genoma de trigo Bobwhite mediante
blobalistica {f}. &n un esquema de co-transformacién con la construcclén ubit-bar.

Lineas @nicas T2y T3 s¢ on an solucidén nutritiva con 0,1 mM Pi (+P) por siste
dias, traspasindose postericrments a soluclén nutritiva sin P (-P). Sa muestrearon plantas al
momento det cambio de solucién, y a los 2, 5, 10 v 14 dias posteriores. Las plantag T3 s
sstableclaron &n un sualo bajo en P {4 ppm) durants 45 dias &n condiciones de Invernadare.

qul para revelar actlvidad GUS (2} y

Lasx raices de las plantas se on a tinckdn ht
determinar la concentracién de fosforo Inorgdnico (3}

Para los andlisis mediante gRT-PCR, se disefaron partidorss para amplificar los  genes gus,
transportador de fosfato de trigo (TaPT2) y ol gen ribosomal mitocondrial 265, Se extrajo sl RNA
1otal de las raices y se sintetizaron los cDNA previo tratamiento con DNAasa |. Las reacclénes de
PCR en tlempo real &4 reallzaron utillzandc ¢l kit SYBRGreen y un equipo MX3000P de
Stratagane. La amplificacion de cada gen se optimizd para sstablecer una sficlancla sntre 60 y
100%. Los niveles de expresldn de cada gen, bajo lax diversas condiciones experimentzies, se
cuantificaron a través del métod: g VD {28407y o el gen rib | 265 como gen de
referencla, y |a condicion da cultive hidroponico +P como condlcldn control.

Figura 2 Expresion Gus,
TaPT? y concentracién
de fosforo en las raices
de plantas transgénicas
de trigo.

{A) y (B). Resultados para
las plantas cultivadas an
hidropania y suelo,

{C). Comparaclén de la
expresidn gus para las
plantas  cultlvadas  en
hidroponia.

Las condiciones
corresponden a los dias
en gque las plantas sa
mantuvieron 0 ausencia
de fdsforo (P)

0P sor 100, 140,
Condicionmy

RESULTADOS

Tingion histogyimica.

En hidroponia, las plantzs transformadas svidenciaron tincldn GUS séic en P. Esto es, despuds de
los 4 dias del camblo de condicldn +P & -P. Sin embargo, la magnitud de la tinclén fue haja,
comparada con Arabidopsis transformads con la construccln 355-gus {Fg. 1, A).

Por otro lado, se obhaarvd distribucion heterogénaa de la tincion en el te]ldo radical (Fig. 9, A, B}. Esta
situacién podria estar relacionada con [a sapecificldad celutar de los promatores de Arabidops!s en
una monocotiladdnea.

En suslo, las plantas manifestaron tinclon adn mas baja que la observada en hidroponia (comparar
paneles Ay B conC, Dy E, Fig. 1). La construccion con #f promotor AtPhIT 4 presentd 1a tincion mas
intensa an suelo,

Los experimentos da tincion se meallzarcn plantas T2 y luego repetidos con plantas T3. En T3 se
observd puntos de tincldn muy reducidos en extension.

Andllsls do expresién mediante gPCR

En hidroponia, a los 2 dias en -P, 1a raices contlanen suficlents fésforo como para no parmitic la
prestdn da ganes r por ssta nuiriants. En efecto, el gen TaPT2 no Incramentd su expresidn

sinc hasta los 5 y 10 dfas, cuando el P disminuyé a niveles basales Esto colncidld con un Incrementa

de la expreslén de gus para ambos promotorss, la que se redulo a los 14 dias (Fig 2, A, B).

Elp AtPhit;4 p O una mayor 160 qua AtPht1;2 a tos 5 dias en ausencla de P {Fig. 2
€}, sugirlando que AtFht1;4 saria menos sansible a (a disponibilidad de P para inducir su expresldn,

En suelo, se detectd expresion gus similar y comparable a lo observado a los 5y 10 dias en hidroponia
on 2usencla de P, para ambos promotores {(Fig. 2, A, B}, Notablemente, la expresién del gen TaPT2 fus
menor al comparario con [o mostrado en hidroponia.

CONCLUSIONES

. S8 o 5 expretidn gus Aulxdd
das bajo ey de

por los promotores de Arabidopsis en plantas de trigo
3 losforo, tanto en hidroponia como en suslo.

+ Aun cuando la axpresién de transcritos obsarvada sn las plantas cultivadas en suelo fus comparable
para ambos promotores, s6lo AfPAI 4 evidencid tincién histoquimica

+ Nuestros rasultades indican que, de los promotores evaluados, AtPhtt;4 seria adecuado pars
Introducir genas de intaréx en trigo, modulados por la deficiencla de fdsforo,
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Abstract

Proteoid roots play a major role in enabling white lupin
(Lupinus albus L.) to adapt to phosphate (Pi) deficiency.
Such roots release citrate from proteoid rootlets, which
allows this species to mobilize Pi from sparingly soluble
Pi sources. Release of citrate is preceded by a significant
accumulation of organic acids, in which a Pi deficiency-
inducible phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) ac-
tivity has been involved. Te gain an insight into this
adaptive mechanism, the expression of three different
transcripts coding for PEPC was examined in proteoid
rootiets of Pi-starved and Pi-starved-and-rescued white
lupin. Semi-quantitative reverse transcriptase (RT)-PCR
experiments performed with gene-specific primers tar-
geted to the 3'-end region of the corresponding ¢cDNAs
revealed that the transcripts for these three PEPCs
differentially accumulate in both Pi-starved and Pi-
starved-and-rescued proteoid rootlets. Semi-quantitative
RT-PCR analysis in Pi-starved proteoid rootlets sampled
at different times after being rescued from Pi deficiency
showed that Pi levels differentially down-regulated the
three PEPC transcripts. RT-PCR experiments were fur-
ther extended to Pi-starved and Pi-fed whole roots,
cotyledons, and leaves on which a tissue-specific, Pi-
dependent PEPC expression was observed. These re-
sults indicate that there exists at least three different
transcripts coding for PEPC in proteoid root clusters of
white lupin, whose expression are differentially regulated
by Pi.

Key words: Lupinus albus, PEPC activity, PEPC expression,
proteoid rootlets.

Introduction

A plant’s response to phosphate (Pi) deficiency involves
a series of co-ordinated morphological, physiological, and
metabolic changes that enable the plant to adapt to this
unfavourable condition, thereby increasing its survival
(Raghothama, 1999). Such changes have been shown to
occur in white lupin (Lupinus albus L.), in which the
foremost morphological adaptation to Pi deficiency is the
development of proteoid roots (Gardner er al., 1981).
Proteoid roots are entire primary lateral roots that develop
one or more clusters of rootlets along their axes (Watt and
Evans, 19994, b). In this species, proteoid roots accumulate
citrate, which is subsequently released into the rhizosphere
of Pi-starved plants {(Keerthisinghe et al., 1998; Neumann
et al., 1999; Pefaloza er al., 2002a). Citrate release
increases the biocavailability of Pi within the rhizosphere,
thereby providing the white lupin with additional soluble Pi
(Gardner er al., 1982).

The accumulation of citrate in proteoid roots is accom-
panied by metabolic changes induced by Pi deficiency that
alter the activity of several enzymes involved in organic
acid synthesis and catabolism (Johnson et al., 1994, 19965,
Neumann et al., 1999, 2000). One such enzyme is phos-
phoenolpyruvate carboxylase (PEPC, EC 4.1.1.31). This
enzyme plays a major role as an anaplerotic carbon source
for the biosynthesis of organic acids in response to Pi

* To whom correspondence should be addressed. Fax: +56 45 216112, E-mail: epenaloz @carillanca.nia.c
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Fig. 1. Partial alignment of LaPEPC2, LaPEPC3, and LaPEPC# 5'-end (A} and 3'-end (B) cDNA sequences. Conserved nucleotides are indicated by
a dot, and gaps introduced for alignment purposes by a dash. Untranslated 5'-end and 3'-end regions are shown in lower case whereas coding regions are
in upper case lettering. Mbol, Msel, and Dpnl used to demonstrate pnmers specificity are indicated below their corresponding restriction sites.
Nucleotides encoding the initiator codon and the stop codon are shown in botd letters. The location of gene-specific primers used for RT-PCR is marked
with arrows indicating polarity 5 to 3. The motif QNTG is indicated above the nucleotide sequence. Partial alignment of LaPEPC! (accession
AF459644) is included on (A) and (B). The nucleotide sequence of LaPEPC2, LaPEPC3, and LaPEPC4 cDNAs were deposited in the GenBank under

the accession numbers AY663386, AY663387 and AY663388, respectively.

(pLaPEPC4) cDNAs, and by digesting the amplified PCR products
with Mbol, Msel, and Dprl. The DNA methylation-dependent Dpal
was used as a negative control of digestion. The restriction sites along
the sequence of the three PEPC cDNAs for Mbol, Msel, and Dpn!{ are
indicated in Fig. 1B. Control experiments showed that the selected
primers specifically amplified a nucleotide sequence of the expected
size for identifying LaPEPC2 (346 bp), LaPEPC3 (249 bp), and
LaPEPC4 (228 bp). These three products correspond to different
unique ¢DNAs since no cross amplification with the gene-specific set
of primers was observed (Fig. 2A). Likewise, restriction enzyme
analysis shows the expected digestion pattern, demonstrating the
specificity of the primer sets (Fig. 2B). Cyclophilin, a gene that does
not change its expression pattern under the conditions analysed, was
used as an internal control in the semi-quantitative RT-PCR experi-

ments. A 194 bp fragment of cyclophilin was amplified using primers
5'-AAAACCTAAACGAAGAC-3' and 5'-GTGAGGGACATAGA-
GAAG-3'.

PCR reactions were performed in a final volume of 30 pl
containing 1.5 mM MgCly, 0.2 mM each dNTP, 1.5 units Tag
DNA polymerase (Invitrogen), 40 ng of cDNA template and 6.2 pM
of each primer. PCR reactions were conducted at 94 °C for 5 min
to denature the RT product, followed by 16-30 PCR cycles of 94 °C
for40 s, 54 °C for 30, 72 °C for 30 s, and a 5 min final extension step
at 72 °C. PCR products were separated on 1.8% (w/v) agarose gels
and visualized by ethidium bromide staining. No amplification
products were detected with the specific primer sets when DNasel-
treated RNA was used as the template, confirming that the results of
the semi-quantitative reactions represent mRNA transcript levels.
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Table 1. Characteristics of the full-length PEPC cDNAs isolated from Pi-starved proteoid rootlets of white lupin

PEPC GenBank  Full-iength Coding Identity coding region (%) 3'-UTR Identity 3-UTR (%)  5'-UTR Identity 5’-UTR (%)
cDNAs accession  {(bp) region (bp) (bp) {bp)

LaPEPC3 LaPEPC4 - LaPEPCI LaPEPC4 LaPEPC3 LaPEPC4
LaPEPC2 AYG663386 3404 2504 87.7 873 397 273 322 103 329 45.7
LaPEPC3 AY663387 3320 2907 93.2 239 60.2 174 45.5
LaPEPC4 AY663388 3288 2907 248 133

products specific for each of the three PEPC transcripts were
within the linear range of amplification (Fig. 3A, B). These
results indicate that the relationship between the transcript
levels of the PEPC genes changes with changes in Pi
availability. Similar quantities of amplified - products of
LaPEPC3 and LaPEPC4 in Pi-starved protecid rootlets
were obtained at 20 PCR cycles, whereas four more cycles
were needed to reach equivalent quantities for LaPEPC2.
Accordingly, 24, 20, and 20 PCR cycles were used for
studying LaPEPC2, LaPEPC3, and LaPEPC4 expression
further, along with 22 PCR cycles for cyclophilin. Under
these conditions, the absence of an amplification product
was interpreted as a lack of or undetectable gene expression
in the treatments and tissues being analysed. At 22 cycles of
PCR amplification, cyclophilin mRNA was detected in all
tissues and Pi treatments, thereby confirming that cyclo-
philin gene expression is not significantly affected by Pi
(Pefialoza et al., 2002b) and may, therefore, be used as
a internal control for the RT-PCR reactions.

To examine the causal relationship between PEPC
expression and Pi supply, semi-quantitative RT-PCR was
performed in proteoid rootlets sampled at different times
after adding 0.1 mM Pi. Results from this analysis demon-
strate additional differences in the accumulated transcript
levels between the PEPCs (Fig. 4A). The addition of
exogenous Pi was reflected in the proteoid rootlets as an
increase in the Pi content within this tissue (Fig. 4B). As Pi
increases from 1.1 to 3.3 umol Pi g~' fresh weight,
LaPEPC3 and LaPEPC4 were differentially repressed
while LaPEPC?2 appears unaffected. A further increase to
11.6 pmol Pi g~! fresh weight at 24 h did not affect the
expression of LaPEPC2 and LaPEPC4 transcripts. How-
ever, LaPEPC4 was strongly repressed 72 h after applying
exogenous Pi, even though no significant difference in the
steady-state of endogenous Pi was detected. This response
to exogenously applied Pi indicates that subsequent alter-
ations in endogenous Pi levels affect LaPEPC3 expression
significantly, whereas both LaPEPC2 and LaPEPC4 were
less responsive to changes in Pi content within the tissue.

In order to determine tissue-specific differences in the
transcript levels of the three PEPCs, semi-quantitative RT-
PCR experiments were extended to different plant tissues.
Transcripts of LaPEPC2 were detected in whole roots and
leaves, whereas transcripts of LaPEPC3 and LaPEPC4
accumulated at very low levels, primarily in- Pi-starved
tissues (Fig. 5A, C). Running PCR cycles at near saturation

(26 cycles of amplification) also showed detectable
LaPEPC? transcripts in cotyledons of both Pi-starved and
Pi-fed tissues. Under these PCR conditions, LaPEPC3 and
LaPEPC4 transcripts were detected at significant levels in
whole roots and Pi-starved leaves but not in cotyledons and
Pi-fed leaves (Fig. 6B, C). This tissue-specific expression is
further evidence that the three PEPC transcripts differ from
each other.

PEPC activity in proteoid root clusters

In order to correlate PEPC expression with PEPC activity in
mature proteoid root clusters, specific PEPC activity was
assayed in the same tissues used for RT-PCR analyses. As
expected, the highest specific activity was observed in Pi-
starved proteoid rootlets, whereas it was reduced by 45% in
Pi-starved proteoid root axes (Fig. 6). In order to determine
how much of this activity is affected by Pi supply, PEPC
activity was measured in rootlets and axes at 8,24, and 72 h
after adding 0.1 mM Pi to 21-d-old Pi-starved plants. PEPC
activity remained essentially constant in Pi-starved proteoid
rootlets, whereas it was significantly reduced by exogenous
Pi, but only in Pi-starved-and-rescued proteoid rootlets. In
these experiments, Pi concentration in leaves of Pi-starved-
and-rescued plants increased from 1.6+0.6 pmol g™' fresh
weight to the level of Pi-fed plants (29+3.6 umol g~ ! fresh
weight) within 24 h after exogenous Pi was supplied.

Discussion

Proteoid roots are a suitable model tissue to examine gene
expression in response to Pi starvation in white lupin
(Massonneau et al., 2001; Pefialoza er al., 20025; Uhde-
Stone et al., 2003a, b). Studies on such roots allowed the
identification of a partial PEPC cDNA, which represents
a gene that is preferentially expressed in Pi-deficient
proteoid rootlets (Pefialoza et al., 2002b). By using this
cDNA as probe, three different full-length PEPC ¢cDNAs
were isolated. All three cDNAs encode the highly conserved
QNTG plant motif at the C terminal of the deduced protein,
which indicates that none of them correspond to the PEPC of
bacterial origin recently reported in Arabidopsis (Sanchez
and Cejudo, 2003). These PEPC cDNAs share high nucle-
otide identity within the coding region. However, their
corresponding 5’-UTRs and 3'-UTRs differ in nucleotide
sequence and length (Table I; Fig. 1). Since 3'-UTRs may

s
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Fig. 5. Semi-quantitative RT-PCR analysis of LaPEPC2, LaPEPC3, and
LaPEPC4 transcripts in whole roots, cotyledons, and leaves from Pi-
starved (—Pi) and Pi-fed (+Pi) white lupin using gene-specific primers for
each ¢cDNA. Cotyledons were sampled from 3-d-old plants whereas
whole roots and leaves were from 24-d-old plants. Ethidium bromide-
stained gels of PCR products amplified under standard conditions and at

Phosphate deficiency reguiates PEPC expression 151

between LaPEPC2, LaPEPC3 and LaPEPC4 transcripts
by northem hybridization (not shown). Therefore, the ex-
pression of the three PEPCs was addressed by performing

. RT-PCR with gene-specific primers targeted.to the.di- ... ..

vergent 3'-end region of the corresponding cDNAs. Sémi- -
quantitative RT-PCR analyses carried out in proteoid
rootlets revealed a pattern of mRNA accumulation that
differentiated the three PEPC transcripts from each other.
An obvious difference under Pi deficiency was the com-
paratively high levels of LaPEPC3 and LaPEPC4, whereas
a striking difference under Pi sufficiency was the strong
effect of Pi supply in down-regulating LaPEPC3 (Fig. 3).
Sampling at different times after Pi supply demonstrated
that the timing of down-regulation for the three PEPC
transcripts was dependent on Pi content in tissues (Fig. 4).
Although down-regulation of LaPEPCZ and LaPEPC4
transcripts by Pi seems to follow what would be expected
for a Pi-dependent gene expression (Martin er al., 2000;
Abel er al., 2002), the timing of down-regulation of
LaPEPC3 precedes the increase in Pi content in the tissue.
This would suggest that Pi itself does not seem to be
involved in modulating the response of LaPEPC3 tran-
scripts, as observed for several Pi-starvation-inducible
genes which are systemically repressed in roots well before
these roots reach a high Pi level (Burleigh and Harmison,
1999}, These pattems of PEPC regulation in proteoid
rootlets mimic what has been observed for phosphatases
and Pi transporter genes, whose expression depends on
differential sensitivity to changing Pi concentration in the
medium (Baldwin er al., 2001; Mukatira et al., 2001; Kai
et al., 2002).

Because of the various physiological roles that have been
postulated for C3 PEPC in higher plants (Latzko and Kelly,
1983), it may be expected that a constitutive expression
of PEPCs in many tissues is necessary. This criterion was
met by the LaPEPC? transcript, whereas LaPEPC3 and
LaPEPC4 were barely detectable in tissues other than
proteoid rootlets (Fig. 5A). Although at a low level,
LaPEPC3 and LaPEPC4 were expressed in leaves of Pi-
starved plants, which suggest that the three PEPC gene
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released as root exudates by Pi-starved white lupin comes
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near saturation are shown in (A} and (B). respectively. Cyclophilin serves
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intensity of the amplification products assessed by digitalized analysis of
ethidiurn bromide-stained gels is shown at the bottom of (A) and (B). (C)
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