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Nombre del Proyecto:
“Generacion de un banco de genes de tolerancia a estrés abiético de plantas
nativas, utilizables en programas de mejoramiento genético via transgenosis de
variedades cultivables"

Region o Regiones de Ejecucion (Originaimente planteadas en la propuesta y las
efectivas):
Séptima Region

Agente Ejecutor:
Universidad de Talca

Agente(s) Asociado(s) (Originalmente planteados en Ia propuesta y los efectivos)
Servicios Integrales en Biotecnologia ~Bioplanet-Limitada

Coordinador del Proyecto:
Dr. Simoén Ruiz Lara

Costo Total (Programado y Real):
Programado:
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Real :

Periodo de Ejecucion (rrogramado y Real)
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Real: 52 Meses
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II. RESUMEN EJECUTIVO

El proyecto tenia como objetivo principal el generar un banco de genes de tolerancia estrés
abidtico obtenidos de la planta Lycoersicon chilense que pudiesen ser utilizados en estrategias
de mejoramiento genético via transgenosis de variedades cultivables. Para ello, se colectaron
las semillas de la planta en estudio desde su habitat natural, se seleccionaron plantas de dos
poblaciones llamadas Lluta y Candelabro, que presentaran mejor tolerancia a los diversos
estrés tabajados. A partir de estas plantas se hicieron plantas clonicas que fueron luego usadas
en todos los experimentos. Las técnicas usadas para aislar los genes diferencialmente expresado
fueron dos Hibridacién substractiva y Differential diplay, con ellas se aislaron mas de 100
fragmentos de DNA de expresion diferencial, seleccionandose solo aquellos que presentaban
esta caracteristica y no eran falsos positivos de las técnicas empleadas. Dado el nimero de
genes el equipo técnico decidié seleccionar un grupo de genes con los cuales se continuaria la
investigacion, de estos genes se obtuvieron los cDNAs de largo total y ellos se clonaron en el
vector pBlI121. Asi los plasmidos recombinantes quiméricos fueron usados para transformar la
Agrobacterium tumefasciens 'y posteriormente la bacteria transformada para obtener plantas
transgénicas de tomate y tabaco, las cuales fueron evaluadas en cuanto a su capacidad de
otorgar tolerancia al estrés abiético. El resultado fue que lineas transgénicas que contenian 4
genes diferentes, fueron capaces de otorgar tolerancia a 150 y 250 mM de Na Cl, cuando para L.
esculentum un 50 mM de Na CI resulta toxico. Por otro lado, no fue posible aislar los
promotores de los genes. Sin embargo, para un gen fue posible determinar que su expresion esta
regulada por las sefiales quimicas ABA y etileno.

En resumen los objetivos del proyecto fueron alcanzados casi en su totalidad y se ha
ganado una nueva fuente de recursos genéticos y se han conseguido genes para el mejoramiento
genético via transgénosis.

En lo econémico el proyecto fue ajustado un par de veces sin que ello sobrepasa el 15%
del total solicitado inicialmente, con lo cual se puede decir que las cantidades fueron bastante
bien calculadas y manejadas. Desde el punto de vista de proyecciones , el proyecto queda en la
incertidumbre de lo que ocurrird con los resultados obtenidos si no se obtiene recurso para
continuar su investigacion, y poder cerrarlo con patentes y pruebas de campo.


iacosta
Rectángulo


-~
Y
‘\.\
GOBIERNO DE CHILE
FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

IIT.INFORME TECNICO (TexTo PRINCIPAL)

1. Objetivos del Proyecto:

El proyecto fue planteado con el siguiente Objetivo General:
“Generar un banco de genes de tolerancia a estrés abiotico aislados y caracterizados del
genoma de la planta nativa Lycopersicon chilense

y los siguientes Objetivos Especificos:

a. Obtencion y propagacion del material vegetal a utilizar en el desarrollo del
proyecto.

b. Identificar transcritos diferencialmente expresados em plantas de L.chilense
sometidas a estrés hidrico.

¢. Identificar transcritos diferencialmente expresados en plantas de L. chilense
sometidas a estrés salino.

d. Identificar transcritos diferencialmente expresados en plantas de L. chilense
sometidas a estrés por temperaturas bajas.

¢. Aislar los genes correspondientes a los transcritos de expresion diferencial que
estén relacionados a la tolerancia de las diferentes condiciones de estrés abidtico
analizadas.

f. Caracterizar los genes aislados. Determinacion de su secuencia nucleotidica e
identificacion de los elementos regulatorios de la expresién génica.

g. Evaluar la especificidad de expresi()ii de los genes aislados en plantas transgénicas
heterélogas (arabidopsis y tomate).

h. Dotar de la estructura tecnolégica basica para la ejecucién del proyecto

En el andlisis cuantificable del logro de los objetivos planteados, es posible asegurar que estos
fueron alcanzados en un 95 %. La razon de ello es que los objetivos especificos fy g solo
pudieron ser parcialmente logrados, a diferencia de los restantes que fueron conseguidos en un
100%. A pesar de esta discrepancia, el objetivo General ha sido logrado a cabalidad.

Dada las caracteristicas de la investigacién planteada en este Proyecto, el porcentaje de logro de
los objetivos es extremadamente alto, mas aun considerando que del substrato de esta
investigacion, la planta nativa L.chilense, se tenia muy escasa informacién tanto desde el punto
de vista fisiologico como de su Biologia Molecular. De tal manera que, este proyecto a
permitido recuperar un recurso fitogenético de importancia para el pais, lo cual puede
considerarse un objetivo subsidiario que ha sido también ampliamente logrado. Al mismo
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considerarse un objetivo subsidiario que ha sido también ampliamente logrado. Al mismo tiempo
y en la linea de objetivos subsidiarios, el proyecto también ha permitido que jévenes cientificos
pudieran desarrollar trabajos de Tesis Doctoral Por otro lado, mas de 60 jovenes entre
profesionales y estudiantes de Qltimos afios de carreras de Agronomia, Bioquimica, Ingenieria en
Biotecnologia y estudiantes de Post-grado tuvieron gracias a este proyecto la posibilidad de
participar de manera gratuita en un Simposio que reunio a los mas importantes investigadores
nacionales en area de biotecnologia vegetal y les brindo la oportumdad de compartir
experiencias con destacados investigadores Internacionales.

Independientemente de lo anterior, lo mas destacado ha sido el lograr que, al menos, cinco genes
han demostrado ser capaces de otorgar tolerancia a estrés abidtico a plantas transgénicas de
tomate Lycopersicon esculentum var.money maker. Abriendo con ello la posibilidad de ampliar
las superficies cultivables del pais.

2. Metodologia del Proyecto:

1.- Coleccion de semillas de plantas de tomate L. chilense desde su habitat natural.

Se realizé una expedicion al desierto de Atacama para buscar frutos de la planta en
estudio. Un grupo de plantas fueron localizadas en el Valle de Lluta desde los 300 mts de altitud
hasta los aproximadamente 1000 mts, las plantas de este grupo fueron denominadas
Lycopersicon chilense var. Lluta. Un segundo grupo de plantas fue locahzado entre los 2300 y
3000 mts de altitud, ha este grupo se les denomino Lycopersicon chilense var. Candelabro.
Desde ambos grupos de plantas se colectaron frutos. Junto a lo anterior se colectaron muestras
de tierra de las plantas del grupo Candelabros para los analisis de suelo, y se realizaron
mediciones de la temperatura diurna y nocturna para determmar los maximos y minimos a los
cuales la planta esta expuesta en su habitat natural (Figura 1)

2.- Preparacion y siembra de semillas.-

En el laboratorio los frutos colectados de ambos grupos de plantas fueron abiertos para
obtener las semillas correspondientes. Una vez que las semillas fueron lavadas secas y
esterilizadas una fraccion de ellas fue sometida a un shock de bajas temperaturas antes de ser
sembradas en: cultivo in vitro con medio Murashige Skoog en 0.8 % agar y en macetas en una
mezcla 1:1:1 de perlita turba y vermiculita.

3.- Cultivo y replicacion de Plantas

Las semillas puestas en cultivo in vitro fueron colocadas en camaras de crecimiento de
plantas a un fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas oscuridad a una temperatura de 26 °C y 55%
de humedad relativa. A las tres semanas de edad las plantas germmnadas fueron separadas
dejando solo 3 plantas por magenta. Cuando las plantas cumplieron 5 semanas de edad, diez de
cada grupo cultivadas in vitro fueron usadas para obtener réplicas de ellas con el fin de asegurar
plantas para sucesivos experimentos. Cuando las plantas han alcanzado un tamafo adecuado 4
semanas un tercer repique de las plantas en cultivo in vitro fue realizado con fin de tener una
coleccion de plantas clonicas..
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4.- Establecimiento de las condiciones de estrés hidrico de las plantas de L. chilense.

Para someter a estrés hidrico las plantas se realizaron dos procedimientos, los que estuvieron
determinados por los tiempos en los cuales se tomaron las muestras. Asi se defini6: un periodo
corto de tiempo y un periodo largo de tiempo.

Las condiciones de estrés para el periodo corto de tiempo fue el siguiente: Plantas de
ambas variedades (Lluta y Candelabro), de aproximadamente 6 semanas de edad que habian
sido cultivadas en macetas, fueron retiradas de la maceta y separadas en dos grupos. Un grupo
de ellas, se incubd en placas de Petri sobre papel filtro seco a temperatura ambiente y un
segundo grupo fue puesto en iguales condiciones pero sobre papel filtro empapado en agua. La
masa de las plantas fueron previamente determinadas. Después de permanecer 1, 1,5 y 2 horas,
las plantas fueron colectadas, determinada nuevamente su masa, congeladas en nitrégeno
liquido y mantenidas a —80 °C.

Para el estrés hidrico de periodo largo de tiempo, el procedimiento fue el siguiente:
Macetas que contenian separadamente tres plantas de la variedad Lluta y tres plantas de la
variedad Candelabro, de aproximadamente 8 semanas de edad fueron separas separadas en dos
grupos: Uno de los grupos fue regado periddicamente, en cambio el segundo grupo no fue
regado. Con la finalidad de medir la pérdida del peso himedo de la mezcla sustrato (perlita,
turba y vermiculita) del grupo de plantas sin regar, se determiné la masa del sustrato a los
tiempos 0, 2, 4, 6, 8 y 10 dias, para lo cual se utiliz6 una medida estdndar que consisti6 en el
volumen de una capsula de petri pequeiia. Similar andlisis y en los mismo tiempos, se realiz6
con las hojas colectadas de la zona basal, central y apical de la planta. En cada tiempo las
plantas fueron colectadas, congeladas en nitrégeno liquido y mantenidas a —80 °C.-

5.- Establecimiento de las condiciones de estrés salino de las plantas de L. chilense.

Plantas de ambas variedades de 3 semanas de edad cultivadas en macetas, fueron
delicadamente retiradas de sus macetas sin daifiar la raiz y fueron colocadas en un cultivo
hidropénico de 4 medio MS, durante dos dia$ para que ellas se adaptaran a su nuevo régimen
de cultivo. Pasado este tiempo las plantas fueron separadas en tres grupos: Un grupo fue
mantenido en % de medio MS, un segundo grupo fue cultivado en 4 de MS suplementado con
200 mM NaCl y un tercer grupo fue cultivado en % de MS suplementado con 300 mM NaCl.
Las plantas de cada grupo fueron colectadas a los 0.5, 2, 5, 7 y 10 dias de incubacion.
Posteriormente ellas fueron congeladas en nitrégeno liquido y mantenidas a —80 °C hasta la
purificacion de sus RNAs. .

Un experimento en iguales condiciones ha sido realizado para estudiar el tiempo que las
plantas son capaces de soportar este nivel de salinidad.

6.- Establecimiento de las condiciones de estrés por temperaturas bajas de las plantas de L.
chilense.

Las plantas han sido sometidas a bajas temperaturas de dos formas:
a) Exposicion de plantas a bajas temperaturas por periodo corto.
Plantas de L.chilense tanto de [a variedad LLuta como de la variedad Candelabro
cultivadas in vifro 6 semanas de edad, fueron sometidas estrés de baja temperatura
mediante incubacion por 12 horas a 4°C en cdmara de crecimiento con iluminacién
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permanente. Tras el periodo de incubacién, las plantas en su totalidad fueron procesadas
para extraccion y purificacion de RNA total.

b) Aclimatacion a frio mediante exposicién a bajas temperaturas por periodos
prolongados.

Plantas de ambas variedades de L. chilense , cultivadas en macetas, fueron incubadas
por un periodo de hasta 10 dias en cdmara de crecimiento mantenida a 6°C, 55% de humedad
con fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad. Las plantas fueron monitoreadas
permanentemente para evaluar su aclimatacién a las condiciones de incubacion. Para analisis
de expresion génica diferencial, muestras de hojas fueron tomadas a las 6, 12, 24, 36, 48, 72 ,
96, 120 y 240 horas y procesadas para purificacion de RNA total.

7.- Extraccion y purificacion de RNAs totales de plantas experimentales y controles

Dos procedimientos fueron utilizados para la extracciéon de RNAs totales. La utilizacion
de uno u otro procedimiento fue determinado por el volumen de la muestra. Cuando la muestra
es superior a 200 mg fue utilizado el método del Trizol (Gibco BRL) descrito por
Chomczynski and Sacchi (Catalogo 15596 Gibco BRL). En cambio, cuando la muestra es
inferior a la cantidad descrita fue usado el kit SV total RNA isolation system (Promega). Los
RNAs obtenidos por ambos métodos fueron, posteriormente incubados con un exceso de
DNAse [-RNAse free, con el fin de asegurar la eliminacion de DNA contaminante. Todos los
RNAs obtenidos han sido analizados por electroforesis desnaturalizante en gel de agarosa-
formaldehido.

8.- Realizacion de hibridaciones substractivas y Differential Display.

a) Hibridaciones sustractivas por PCR-Select:. Para la ejecucion de 1a Técnica de PCR select,
es preciso, segin las indicaciones de los proveedores, iniciar el procedimiento con RNA
poli A+, para lo cual dichos RNAs fueron obtenidos mediante el Kit Poli AT tract mRNA
isolation System IV (Promega) de acuerdo a las especificaciones de los proveedores. Con
los mRNAs asi obtenidos se procedié a realizar la Técnica de PCR-Select ¢cDNA
Substraction Kit (Clontech) de acuerdo a las instrucciones de los proveedores a excepcion
de una modificacion realizada en el tltimo punto que consistié en: La cantidad de DNA
molde para la realizacion de la segunda amplificacién se diluyé 10 veces mas de lo descrito
en el protocolo. La temperatura de annealing se disminuyé en 6 °C , y los ciclos se
aumentaron al doble de lo sefialado en el protocolo.

b) Differential Display: Esta técnica inicialmente no fue propuesta ¢n el proyecto, por la gran
cantidad de falsos positivos que ella daba. Sin embargo, si ella es realizada tomando todos
los controles necesarios puede ser una técnica que de una amplia utilidad. Por tal motivo, y
utilizando los mismos mRNAs obtenidos de las plantas sometidas a los diferentes estrés, se
ha utilizado esta técnica segin la modificacion de Rompf'y Kahl (1997). Asi, este protocolo
fue adecuado para detectar genes que exhibian variaciones notables en su nivel de
expresion. Del mismo modo, el analisis de los perfiles transcripcionales fue realizado en
geles de agarosa lo que facilitd enormemente la recuperacion de los ¢cDNA diferenciales.
Las secuencia de los oligonucleétidos primers arbitrarios utilizados son los siguientes:

ArblH: 5- AAGCTTGCACCAT-3 13
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Arb2H: 5'- AAGCTTCGACTGT-3' 13
Arb3H: 5- AAGCTTGATTGCC-3' 13
Arb4E: 5'- GAATTCAGAGGCA-3' 13
ArbSE: 5- GAATTCGCACCAT-3' 13
Arb6E: 5'- GAATTCTCATATG-3' 13

9.- Clonamiento y secuenciacion de los cDNA

Los cDNAs obtenidos de mRNAs que mostraron una expresion diferencial tanto en las
hibridaciones subtractivas como los obtenidos por differential display, fueron clonados
directamente en el vector pPGEMT (Promega) y amplificados en la cepa de E.coli DHS5a. Dos
c¢DNAs de expresion diferencial obtenida de cada una de las condiciones de estrés, fueron
usados como sondas radiactivas para verificar por dot blot de alta astringhencia, cual de ellos se
encuentra repetido en las diferentes subtracciones. Esto se realizard con el propdsito de
seleccionar solo aquellos cDNAs diferentes, los cuales una vez tdentificados fueron sometidos
a secuenciacion nucleotidica en el secuenciador ALF-Express Il (Amersham), utilizando para
ello el protocolo sugerido por los proveedores del equipo.

10.- Comparacion por similitud de secuencia en bancos de datos internacionales

La secuencia nucleotidica de los cDNA de interés, fueron comparados mediante los
algoritmos Blast o FASTA, con los ingresados a los banco de datos internacionales tales como,
GeneBamk o EMBL. Aquellos que presentaron mayor interés y similitudes fueron usados en
los préximos analisis.

11.- Analisis de la expresion diferencial de los genes seleccionados mediante Northern Blot,

Para la realizacion de esta metodologia fue necesario obtener RNAs totales procedentes
de: raices, tallos y hojas tanto de las plantas tratadas por los distintos tipos de estrés como para
las plantas controles. El RNA obtenido fue separado en electroforesis desnaturalizante agarosa-
formaldehido y posteriormente transferido a membrana de Nylon. Las hibridaciones fueron
realizadas a alta astringencia utilizando como sonda la region codificante y la regién 3°’UTR
marcada Dadiactivamente con dATP alfa P*? .

12.- dislamiento y purificacion de DNA gendmico de Lycopersicon chilense.

El DNA gendomico fue aislado a partir de hojas de plantas de ambas variedades
utilizando el método de Watson y Thomson 1986 (Methods in Enzimology 118, 57-75). Este
método permite obtener DNA de alto peso molecular que puede ser utilizado tanto para la
elaboracién de genotecas como para la amplificacion de fragmentos especificos mediante la
técnica de PCR.

13.- Obtencion de marcadores moleculares enddgenos en Lycopersicon chilense.

La obtencion de genes marcadores tanto de expresidn constitutiva como de expresion
diferencial son fundamentales para utilizarlos como controles internos de las diferentes
condiciones de estr€s y para regularizar las cantidades de RNAs que estan siendo utilizados
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para diferentes ensayos. Por esta razén, es que fueron disefiados una serie de oligonucledtidos
primers de diferentes genes que debieran estar presentes en el genoma de L. chilense y que
pueden ser utilizados para los fines antes sefialados. Asi, se disefiaron para su sintesis los
oligonucledtidos primers para: el gen de la subunidad menor de la RUBISCO; el gen pcht28 y
H1 que codifican para una endoquitinasa y una histona H1 especifica que se expresan en
condiciones de estrés hidrico en L. chilense ; los genes que codifican para la Actina 2 y Rd294
(se expresa en diferentes condiciones de estrés) de Arabidopsis thaliana; y del gen Tasi4 que
se expresa en condiciones de estrés hidrico en L. esculentum. Ademas los primers para los
genes involucradios en fotosintesis: ¢/FBP  Fructosa-bisfosfatasa cloroplastica, 7RXm
Tioredoxina M, PsbR Proteina del PSII, PsaF Proteina det PSI'y PsbA Proteina D1 del PSIL.

14.- Aislamiento de los genes correspondientes a los cDNA obtenidos

Para el aislamiento de las zonas regulatorias de los genes se han utilizado tres técnicas:
a.- Screening de genoteca de L. chilense

Los ¢DNAs fueron usados como sondas radiactivas para buscar en una libreria
genomica de L. chilense construidas en el fago ABlueStar (Novagene). Esta librerfa ya existia
en nuestro laboratorio. Para aislar dichos genes, se utilizo la técnica de hibridacion in sifu sobre
placas, lo cual permite identificar a aquellos fagos que presentan los genes correspondientes.
Los genes presentes en las colinias recombinantes identificadas, fueron posteriormente,
subclonados en el vector plasmidico pUC19 sometido a secuenciacion nucleotidica. Conocida
su secuencia podrian haber sido caracterizados para identificar las zonas reguladoras de su
expresion. '

b.- Aislamiento de genes especificos mediante PCR-inversa

Para la realizacion de la técnica de PCR-inversa, inicialmente fue necesario aislar y
purificar DNA gendémico de alto peso molecular. Posteriormente, el DNA fue digerido con
diferentes enzimas de restriccidon y sus productos son separados en electroforesis en gel de
agarosa, para luego realizar una Hibridacién Southern, utilizando las sondas especificas para
cada gen, determinandose la enzima con la cual fue llevada a cabo la digestién preparativa.
Realizada esta digestion, sus productos fueron sometidos a ligacién con DNA ligasa en una
solucion lo suficientemente diluida como para que los fragmentos deseados puedan autoligarse,
generando un DNA circular. Una vez terminada esta etapa, se realiza un amplificacion por PCR
utlizando dos oligonucledtidos primers especificos de la region codificante del gen que nacen
en el mismo punto pero con orientacion opuesta en cada cadena del DNA. El o los fragmentos
amplificados son clonados y sometidos a secuenciacion nucleotidica.

c.- Generacion de genotecas parciales para el aislamiento de promotores de genes
seleccionados.

Esta técnica pretende acotar la cantidad de fragmentos genémicos a analizar, reduciendo
la cantidad de sondeos y el tamafio de los fragmentos a secuenciar. Es un poco mas laborioso
que el screneenig de la genoteca pero tien mayor confiabilidad. El procedimiento basicamente
consiste en:

Se digieren 10 pg de DNA gendémico con cada una de las siguientes enzimas de restriccion:
Bam HI, Eco RI, Hind IIl, Xba I y Ndel. Con los productos de la digestion se realiza un

.



D ™
GOBIERNO DE CHILE
FUNDACKIN PARA LA
INNOVACION AGRARLA

Southern blot utilizando como sonda radioactiva el ¢cDNA del gen correspondiente. En
funcion de las bandas de hibridacion se selecciona aquella enzima que de mayor confiabilidad y
se realiza una digestion preparativa. Desde esta electroforesis se aisla y purifica la banda
hibridada y se clona en un vector plasmidico como pUC19. Posteriormente, se transforman
cepas DHS5a de E. coli y se cultivan en medio liquido. Se purifican todos los plasmidos y
mediante PCR utilizando primers internos de la secuencia codificante del gen y primers del
vector se procede a amplificar el fragmento que contiene el promotor y la secuencia codificante
del gen.

15.- Aislamiento de los ¢DNAs full lengh de los genes seleccionados y ratificacion de sus
secuencias nucleotidicas.

Las secuencias nucleotidicas 3° UTR y las secuencias codificantes de los genes
seleccionados, sirvieron de base para el disefio y construccion de oligonucledtidos primers que
permitieron obtener la secuencias especifcas de los extremos 5’ de los cDNAs de los genes
correspondientes. Para la ejecucion de este procedimiento se utilizé s el Kit 5> RACE System
for Rapid Amplification of cDNA Ende, Versién 2.0 (Invitrogen)l. Basicamente, el sistema
consiste en la realizacion de una reaccion de RT-PCR. La transeripcidn inversa (RT) se realiza
para obtener la primera cadena de cDNA a partir de mRNA obtenido de plantas sometidas al
estrés especifico. La RT se realiza con el primer especifico disefiado para la zona codificante
del gen, generandose asi la primera cadena del cDNA. Una vez que ha sido eliminado el mRNA
duplex, se procede a generar una cola de citosinas en el extremo 3’ del ¢cDNA utilizando una
Transferasa Terminal de dideoxinucleotidos (TdT), para lo cual se suplementa la reaccién con
dCTP. Una vez formda esta cola de citosinas se procede a realizar la reaccion de PCR en cual
se utiliza un segundo primer de la zona codificante del gen que se encuentra en posicion
rioarriba del utilizado en la reaccion de RT, y como segundo primer se usa uno que es
complementario a la cola de Citosina y que ademads lleva la secuencia para diferentes enzimas
de restriccion. Una vez amplificados los fragmentos que lleva la secuencia 5> UTR del cDNA,
este es clonado en pGEM-T y clonados en la cepa de E. coli DHS5 alfa. Desde las bacterias
recombinantes es obtenido el plasmido y su inserto es sometido a secuenciacion nucleotidica.
Para ello se utilizé el sistema Thermo Sequenase Primer Cycle Sequencing Kit (Amersham), el
que fue utilizado de acuerdo a protocolo indicado por el proveedor. La secuencia fue
establecida mediante electroforesis en -geles (Reprogel Long Read, Amersham) en el
secuenciador semi-automatico ALF Expressll-(Amersham). Las secuencias con ambigiiedad
menor a 2%, fueron analizadas mediante el uso de los programas Vector Screen, y Bioedit, para
remover secuencias provenientes del vector. Conocida la secuencia 5 UTR y el sitio de inicio
de la traduccién se disefian los oligonucledtidos primer adecuados que permiten amplificar
especificamente desde el mRNA el cDNA que contiene la secuencia del ORF desde la regién 3’
UTR y el codon de stop y la regidon 5’UTR y el coddon de inicio de traduccidon. Los
oligonucledtidos primers llevan ademas los sitios de restriccion (Xba I o Sst I) los cuales
servirn posteriormente para ligarlos al vector PBI121. Obtenido los ¢cDNAs con los ORF
completos, estos ligados a pGEM-T y clonados en DHS alfa, para proceder nuevamente a la
ratificacion de su secuencia nucleotidica.

16.- Clonaje de los ORF de los cDNAs full lengh de genes seleccionados en el vector pBI121.

)
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El vector pBl1121 es derivade del plasmido Ti de Agrobacterium, con lo cual contiene
los elementos necesarios para la integracién de este en el genoma de la planta. Ademas el
plasmido contiene, el gen de resistencia al antibidtico Kanamicina, lo cual prermite hacer la
seleccion de las plantas transformadas, contiene ademas 800 pb del promotor 35S del virus del
mosaico de la Coliflor, el cual controla la expresién del gen reportero B-Glucuronidasa (GUS) y
un fragmento de 260 pb conteniedo las sefiales de poliadenilacion del terminador del gen de la
Nopalina Sintetasa del plasmido Ti de Agrobacterium.

Para generar los plasmidos quiméricos que contengan tos cDNAs con el ORF completo,
es preciso reemplazar el gen GUS por el cDNA correspondiente. Para tal efecto, utilizando las
enzimas de restriccion Xba 1y Sst I, se digiere el plasmido hasta que se libere el fragmento
correspondiente. Posteriormente, los fragmentos resultantes son separados por electroforesis en
gel de agarosa al 1% de bajo punto de fusion y el plasmido carente del gen GUS es purificado
por el sistema EZNA Gel extraction Kit {Omega Bio-tek). Posteriormente, este vector es ligado
con el cDNA con el ORF completo, el cual previamente ha sido digerido con las enzimas Xba I
y Sst 1, sitios de restriccion que fueron incorporadas en los oligonucledtidos primers, utilizados
en su amplificacion.

17.- Obtencion de plantas transgénicas de tomate, tabaco y arabidopsis

a.-Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

La transformacion de Agrobacterium tumefaciens fue realizada por -electroporacion
utilizando el sistema Electromax Agrobacteruim tumefaciens LBA44044 cell (Gibco BRL).
Donde 10° células en 20pl son transformadas con 100 ng de plasmido quimerico en cubetas
Cell-porator setting (Gibco BRL} a un voltaje de 400 Volts y una capacitancia de 300 pF.
Luego las células son tomadas desde las cubetas y se les adiciona a un tubo con 1 ml de medio
YM donde son agitadas a 225 rpm ( 30°C) por 3 hrs. Posteriormente son sembradas en placas
YM con 50 ug/ml de Kanamicina y 100ug/ml de Estreptomicina e incubadas 48 - 56 hrs a 30
°C. Las colonias resistentes corresponden a las cepas transformadas, las que son crecidas en
medio liquido de YM hasta alcanzar una OD de 0.6 a 600 nM.

b.- Transformacién de Lycopersicon esculentum variedad money maker

Para la transformacion de tomate se ensayaron tres metodos:

1.- Trasformacién de cotiledones modificado por Filatti y colaboradores (1987)

2.- Trasformacion de meristemas apicales, método de Pozueta y colaboradores (2001)
c.- Trasformacion de Nicotiana tabacum var. Xanthi: Se utilizo el método del disco de hoja
descrito por Horsch y colaboradores (1984)

d.- Trasformaciones de plantas de Arabidop;is thaliana var. Columbia utilizando el método
descrito por Clough y Bent. (1998)

18.- Evaluacion de la especificidad de la expresion de los genes seleccionados en plantas
transgénicas.
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Las plantas transgénicas fueron sometidos a las diferentes condiciones de estrés abidticos
descritos y comparada su respuesta frente a las plantas silvestres y transformadas con pBl121 de
tomate.

Los principales problemas que hicieron necesario adecuar la metodologia fueron:
a.- La técnica de PCR-Select para hibridaciones substractivas, no otorgd el nimero de clones
esperables, con lo cual se optd por utilizar la técnica de Differential Display, obligando a
realizar un mayor niimero de controles para ratificar la efectividad del gen que se estaba
aislando.
b.- Las instituciones o empresas que daban el servicio de secuenciacién y que existian en el afio
2002 en el pais, no otorgaban las garantias técnicas de confiabilidad y de seguridad, con lo cual
fue necesario adquirir un equipo de secuenciacidon semiautomatico ALF-ExpressIl (Amersham),
y realizar en el propio laboratorio las respectivas secuencias.
c.- La genoteca que se tenia de L. chilense, mostrd por una parte que su titulo habia disminuido
considerablemente y que su representatividad también habia disminuido, con lo cual, la
posibilidad de encontrar los genes de interés se reducia. Por esta razon y por lo elevado de los
costos del screening de la genoteca, es que se optd por utilizar las técnicas de PCR inverso y
Genotecas parciales, lo cual aumenta considerablemente el tiempo de trabajo, sin aumentar
ostensiblemente los costos.
d.- La baja eficiencia de la transformacién de la variedad money maker de Lycopersicon
esculentum, obligd a realizar modificaciones a los métodos descritos y a utilizar diferentes
métodos, alargando el periodo destinado a la obtencion de las plantas transgénicas.
e.- El deficiente sistema de cultivo de plantas de Arabidopsis thaliana, con lo cual no existia
certeza de que la transformacién llevara a feliz término, condujo a realizar transformaciones de
plantas de tabaco (Nicotiana tabacum var. Xanthi), con el objeto de dar cumplimiento al
objetivo de tener dos tipos de plantas heterdlogas transformadas con los mismo genes.

3. Actividades del Proyecto:

Ao | Actividades Programadas Actividades Reales

2002 | Adquisicion de equipos Adquisicion de equipos
Obtencion de una coleccién de | Obtencién de una coleccion de Plantas
Plantas de L. chilense de L. chilense
Obtencion de  c¢cDNAs  por | Obtencion de ¢cDNAs por hibridacién
hibridacion substractiva | substractiva correspondientes a genes

correspondientes a genes expresados | expresados bajo estrés hidrico
bajo estrés hidrico

Obtencion de  c¢DNAs  por | Obtencién de cDNAs por hibridacién
hibridacién substractiva | substractiva correspondientes a genes
correspondientes a genes expresados | expresados bajo estrés salino

bajo estrés salino

Obtencion de  cDNAs  por | Identificacion de cDNAs de expresion
hibridacién substractiva | diferencial ~ mediante  differential
correspondientes a genes expresados |-display de plantas sometidas a estrés
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bajo estrés por temperaturas bajas hidrico.
Seleccion de los genes a ser aislados | Identificacién de cDNAs de expresion
segun su evaluacion por condiciones | diferencial  mediante  differential

de estrés y comparacion con otras
secuencias descritas en bases de
datos.

display de plantas sometidas a estrés
salino

Andlisis de la composicion quimica de
los suelos de hébitat de L. chilense var.
Candelabro

2003

Aislamiento de los genes expresados
bajo las condiciones de estrés
analizadas.

Obtencion de cDNAs por hibridacién
substractiva correspondientes a genes
expresados  bajo estrés  por
temperaturas bajas

Secuenciacién nucleotidica de los
genes aislados

Identificacion de ¢cDNAs de expresion
diferencial  mediante differential
display de plantas sometidas a estrés
por temperaturas

Analisis de las secuencias obtenidas

Andlisis por hibridaciones Northern de
la expresion de los genes aislados
desde los diferentes tipos de estrés.

Andlisis de la genoteca para el

-screening de los genes de intéres.

Analisis de la fotosintesis y de los
perfiles transcripcionales de los genes
asociados a este proceso, en plantas
controles y sometidas a estrés,

2004

Continuacién de Aislamiento de los
genes  expresados  bajo  las
condiciones de estrés analizadas.

Continuaciéon con el andlisis por
hibridaciones Northern de la expresion
de los genes aislados desde los
diferentes tipos de estrés.

Continuacion con la secuenciacion
nucleotidica de los genes aislados y
el analisis de las secuencias
obtenidas

Screening de la genoteca con genes de
interés.

Obtencion de plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana y Lycopersicon
esculentum

Aislamiento de genes especificos
mediante PCR-inversa

Evaluacion de la expresion de los
genes seleccionados en las plantas
transgénicas

Obtencion de los cDNAs de largo total
para su clonaje en el vector binario

Clonaje de los cDNA de largo total en
el vector pBI221.

Transformacién de Agrobacterium
tumefasciens 'y transformacién de
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plantas de Lycopersicon esculentum

mediante el método de Fillati y cols.
2005 | Continuacion con obtencion de | Cultivo de plantas de Arabidopsis
plantas transgénicas de Arabidopsis | thaliana var. Columbia, para ser
thaliana y Lycopersicon esculentum | transformadas con los genes de interés
Continuacion con Evaluacion de la | Obtencion de plantas transgénicas de
expresion de |os genes seleccionados | de tabaco (Nicotiana tabacum wvar.
en las plantas transgénicas Xanthi) con el método de Horscn y col.
Obtencion de Plantas transgénicas de
Lycopresicon esculentum var money
maker con una modificacion del
método de Fillati y cols, y mediante el
protocolo de Pozueta y cols..
Amplificacion y titulacién de la
genoteca para realizar screening de los
genes de intéres.
Continuaciéon con el Aislamiento de
genes especificos mediante PCR-
inversa.
"Aislamiento de zonas reguladoras de
los genes de interés mediante genotecas
parciales.
2006 Continuacion con Aislamiento de
zonas reguladoras de los genes de
interés mediante genotecas parciales
Evaluacion de la expresion de los genes
seleccionados  en las  plantas
‘transgeénicas

Razones que explican las discrepancias entre las actividades programadas y las
efectivamente realizadas, fueron explicadas en el punto 2 de Metodologias de este informe.

4. Resultados del Proyecto:
Los resultados del proyecto se pueden describir de la siguiente forma:

l.- Las plantas de Lycopersicon chilense constituyen una fuente de genes involucrados en la
tolerancia a estrés, salino y a temperaturas bajas. Esto no habia sido determinado
anteriormente, solo se presuponia, dadas las condiciones atmosféricas del habitat natural de la
planta. Nuestros resultados muestran que los suelos son altamente salinos, casi 10 veces por
sobre los niveles considerados téxicos para tomate Mass (1990) (Figura 2). Por otra parte,
nuestros resultados muestran que esta planta no excluye la sal, sino que la absorbe y que la
acumula en las hojas, independientemente de que estas sean hojas jovenes o viejas (Figura 3).

b
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Figura 2 : Concentracién de piincipales clementos en sucles de receleceién
de semillas de Lyeepersicen ehilense.

Hienic

Manganeso)

Niveles de Na* superiores a 46 ppm son
considerados como téxicos en tomate

Mass (1550} Crop salt tolerance, In: Agricultural Assessment and
Management Manual. K.K. Tanji (ed.). ASCE, New York. pp. 262-304



Figura 3: Niveles de Na* y K* en hojas de Lycopersicon chilense
sometidas a estrés salino
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Eigura 4: Andisis de la expresidn de genes maracaderes de la
Fotesintesis durante estrés salino en Lycopersicen chilense

Estrés Salino Rec
Tiempo 0 3 10 30 4

sRBS Rubisco

clFBP Fructosa-bisfosfatasa clor.
TRXf Tioredoxina f

TRXm Tioredoxina M
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Ademas, hemos demostrado que ni la fotosintesis ni los perfiles transcripcionales de los genes
asociados a este proceso son alterados bajo estrés abiético (figura 4).

2.- Generacion de un banco de genes de tolerancia a estrés abidtico, aislados desde L. chilense
y que pueden ser utilizados en estrategias de mejoramiento genético de plantas cultivadas.

El banco de genes es el siguiente:

Clon Tipo de estrés Homologia

LCHS1 Deshidratacion Transportador ABC de A. thaliana

LCHS2 Deshidratacion Ferroquelatasa de S. tuberosum

LCHS3 Deshidratacion Inhibidor de la disociacion de GDP de
N.tabacum

LCHS4 proteina con homologia a gen YOL002c de

Deshidratacion S.cerevisiae

LCHS5 Deshidratacion Proteina similar a oxidorreductasa de A.
thaliana

LCHS6E Deshidratacion Cisteina proteasa de L. escueintum

LCHSY Deshidratacion Colina kinasa de A. thaliana

LCHS8 Deshidratacion Fitocromo b de A. thaliana

LCHS9 Deshidratacién heat-shock protein 70 de L. esculentum

LCHS10 Deshidratacion Cadena epsilon de la ATPasa de N
tabacum.

LCSS1 Salino Tioredoxina F de Brassica hapus

LCSS2 Salino Malato deshidrogenasa citosdlica de N.
tabacum

LCSS3 Salino Inhibidor de la disociacion de GDP de N.
tabacum

LCSS4 Salino Subunidad Alfa de ATPasa de N. fabacum

LCSSS Salino Proteina similar a oxidorreductasa de A.
thaliana

LCSS6 Salino Proteina 10 relacionada a patogénesis

LCSS7 Salino Proteina de transferencia de lipidos de L.
pennelli

LCSS8 Salino Proteina tipo 1 de membrana N. tabacum

LCSS9 Salino Proteina de funcion desconocida de
A.thaliana
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LCSS10 Salino Oxidorreductasa hierro/ascorbato

LCSS11 Salino SAM Descarboxilasa

LCCS1 Inducida por Frio Dominio de lysophospholipase-like protein
de Oryza sativa

LCCS2 Inducida por Frio Dominio de proteina de reparacion de DNA
B. thetaiotamicron

LCCS3 Reprimida por Frio Proteina funcién desconocida (At4g19003)
A.thaliana

LCCS4 Inducida por Frio Glicil-tRNA sintetase (cadena beta)
A.thaliana

LCCS5 Reprimida por frio 4-alpha-glucanotransferase (malQ)
H. influenzae

LCCS6 Reprimida por frio Proteina funcién desconocida
A.thaliana

LCCS7 Reprimida por Frio Proteina Ca/b de PSli de L. esculentum

LCCS8 Inducida por Frio heat-shock protein 70 de L. esculentum

LCCS9 Inducida por Frio proteina NIN de la especie Lotus japonicus

De algunos de estos genes se poseen los cDNAs de largo total, y algunos de ellos se presentan a
continuacion:

atgagtccacaaccacaattgccccaacaaggctattcaaaggtttggttecttgatttt
M 35 P Q P Q L P Q Q@ G ¥ S K V W F L D F
gatagccttgtacctaaattgttgtcacatgatgttaagagcattgagattgttgagggt
b s L v P K L L 8 H DV K S I E I V E G
gatggtggtgctggaagcatcgagcaaatgaactttgttgaaggtggaccaattaagtge
b 6 6 A G 8 I E g M N F V E G G P I K C
ttgaagcgcaaaattcatgtgattgatgacaagaatttggtaacaaaatattcacttatt
L KR K I HV I DDJXKNTILUV T K Y S L I
gaaggtgatgttcttggtgacgaattggaatcaattggctatgatgtcaaatttgaagcet
E 6 D VL 6D E L E*-S I G ¥ D V K F E &
gctggagatggaggttgtgtttgcaagacadqaactgagtatcacacaaagggtgatcat
A GD GG CV CKT' T E Y HT K G D H
gttgtgagtgaagaagaacacaatgtaggcdaagggaaagccattgacctattcaaggee
v v $ E E E H N V G K G K &2 I DL F K &
atcgaagcgtacctectecgctaatecttetgtctacgettaa

I E A Y L L. A N P S V ¥ A -

Figura 5. ORF y secuencia nucleotidica del gen LCSS6. Presenta un ORF de 153
aminoacidos y una secuencia nucleotidica de 462 pares de bases.
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atggaaatggttaacaagattgcatgctttgtgcttttatgcatggtagtggttgcacce
M E M V N K I A CF V L L C M V V V A P
catgcagaggcactaacttgtggtcaagttacatctaccttggctcecttgtcteceecttat
H A E A L T C G ¢ V T S T L A P C L P Y
ctaatgaatcgcggtectctcggaggctgttgtggtggtgttaagggtettttgggtcaa
L M N R 6 P L G G C C G GV K G L L G 0
gcccagactacagtagaccgacagaccgcatgcacttgectaaaatcagetgecttettet
A Q T T v D R Q T A C T C L K S A A S5 S
tttacaggccttgatttgggcaaagctgctagtctcectagcacttgtagtgtcaacatce
F T G L D L 66 K A A S L P 8§ T C S V N I
ccttacaagatcagcccctcectactgactgetctaaagttcagtaa

P Y K I § P S T D C S K V Q

Figura 6. ORF y secuencia nucleotidica del gen LCSS7. Posee un ORF de 94 aminoacidos
y una secuencia nucleotidica de 285 pares de bases
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Figura 7. Secuencia nucleotidica y aminoacidica del ORF correspondiente al gen que codifica
para la proteina Ca’/b de L. chilense. El ORF contiene 259 amino4cidos y una secuencia
nucleotidica de 780 pares de bases
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ATGAGTGTAATTGGGTTTGATTTCGGARACGAGAATTGCCTTGTTGCCGTTGCAAGGCARAGAGGTATCG
M s v I 6 F D F 6N ENCUL V A V A R Q R G I

ACGTCGTGCTTAATGATGAGTCCARTCGTGAGACGCCTGCTATTGTCTGCTTCGGTGACARRCGAGCGCTT
b v v L N D E §$ N R E T P A I V C F GG D N E R F

CATCGGCACTGCTGGAGCTGCTTCTACCATGATGAACCCCAARAACTCCATCTCTCAAATTAAGCGCTTA
I ¢ T A G A A S TMMM®N P KN S I 5§58 Q I K R L

ATTGGTCGCCAGTTTITCCGACCCTGAGCTTCARAGGGATATCAAATCCTTTCCCTTTTCTGTCACCGRAG
I G R ¢ F 8 D P EL QR DI K S F P F S5 V T E

GCCCTGATGGCTATCCTTTGATACATGCTAAT TATTTGGGAGAGARGCGAGCCTTTACCCCGACTCAAGT
G P DG Y P L I H A N Y L G E K R A F T P T Q V

CATGGGCATGATGTTGTCTAACCTGARAGGTATTGCCGAGARGAATTTGAATACAGCTGTTGTCGACTSC
M G M M L 38 N L K 66 I A E KN L N T A V Vv D C

TGTATTGGTATTCCTGTTTACTT TACCGACCTCCAGCGTAGGGCTGTTCTCGATGCTGCCACTATTGCTG
¢c 1 ¢ 1 P VY F T DUL QR R AV L D A A T I A

GCTTGCATCCCTTGCGCTTGATCCACGAGACTACAGCTACGGCTTTGGCATATGGTATTTATAAGACAGA
G L H P L R L I H E T T A T A L A Y G I Y K T D

TTTGCCAGAGAGTGACCAGCTCAATGTTGCATTCATTGACATTGGACACGCAAGCATGCAAGTCTGTATT
L P E 5 D QL NV A F I D I 6 H A S M Q Vv C I

GCAGGCTTCAAARARAGCGACAGCTCARARTCTTGTCTCACGCTTTCGATCGCTCCCTTGGGGGARGGGACT
A G F K K G @ L X I L 8 H A F D R S L G G R D

TTGATGARGTTCTTTTCAATCATTTTGCTGCTARGTTCARGGACGAGTACARGATTGACGTCTCCCAGAA
F D E V L F NH F A A K F K D E Y K I D V S Q N

TGCTARGGCTTCTCTCAGGCTCCGTGCTACATGCGAGARACTGAARMAGGTTCTAAGCGCTAATCCTCTG
A K A 358 L R L R A T CEE KL K KV L S A N P L

GCACCGTTGAATATCGAGTGTTTGATGGATGAGARAGATGTTAGGGGTGTCATCAAGAGGGARGAGTTTG
A P L N I E C L M D E K D V R G V I K R E E F

AAGAGATCAGCATCCCGATTTTGGAGCGTGTARAGAGGCCTCTAGAGARAGCTCTCTCTGATGCAGGCCT
E E I 5 I p I L E R V K R P L E K A L S D A G L

CACTGTTGARGATGTACATATGGTTGAGGTTATTGGCTCTGGCTCTCGTGTCCCTGCTATGATCARGATT
T v & D vV H M v E V I 6 5 G 5§ R VvV P A M I K I

CTAARCTGAGTTTTTTGGTAAGGAGCCCAGGCGTACAATGAATGCAAGTGAGTGTGTGTCAAGGGGATGTG
L T B F F G K E P R R T MNA S E C V S R G C

CCTTGCAGTGTGCCATTCTCAGTCCGACCTTTAAAGTTCGCGAATTTCAGGTTCATGAGAGCTTCCCTTT
A L ¢ C A I L 5 P T F K V R EF Q V H E S F P F

CTCAATTTCTCTCGCTTGGAAAGGAGCAGCTTCTGAAGCTCARARTGGAGGAGCTGAGAATCAGCAGAGT
5 I 5 L A W K G A A 58 E A Q N G G A E N Q Q s

ACCATTGTTTTTCCCAAAGGAARATCCCATTCCTAGTGTCARGGCTCTAACGTTTTATCGTTCTGGRACAT
T I v F P K G N P I P 858 VvV K A L T F Y R S8 G T

Figura 8. Secuencia nucleotidica y aminoacidica del ORF correspondiente al gen que codifica
para la proteina Hsp70 de L. chilense. E]l ORF es de 437 aminoacidos y corresponde a una
secuencia nucleotidica de 1314 pares de bases.
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atggaagtagcagaaggagctcgccacagacttacagecaatattecectattecteecte
M E vV A E G A R HR UL T A N I P Y § 8 L
accgttgatcattctctctctattactcatctaaagectaaaatcgtagaacegtgeaay
T v b H § L 8 I T H L K P K I VvV E P C K
gacttgttcaaccaatggtcaaatctagatggttctcacttctctgtagagactgtgtct
DL F N Q W S N L D G S H F § V E T V 8
ggtggcatcacaaatctattgctaaaagtatctgtaagagaagatgacggaaagcatgaa
G G I T N L L L K V S V R E D D G K H E
aatatgacagttaggttatatggtccaaatactgaatatgtcattaaccgtgaacgagaa
N M T V R L Y G P N T E Y V I N R E R E
atgcaggcgattcaacacctctcagaggetgggtttggtgeccaagttgecttgcagtattt
M ¢ A I ¢ HL & E A G F G A K L L A V F
gggaatggcatggttcagtcatttattgatgcacgtactttaacgcccecagacatgage
G NG M V QS F I DA R T L T P P D M §
aacccaaagcttgctgctgaaattgcaaagcaacteccgaaagtteccatcaggtagaaatt
N P K L A A E I A K Q L R K F H ¢ V E I
ccgggctccaaagaacctcaagtgtggaatgatgtgetcaagttectacaaaaatgecatca
P G 5 K E P @ V W N D V L K F Y K N A S
actctccaatttgatgatggtgagaagaagagaaagtatgagacaactttgttcccagaa
T L. ¢ F D D G E K K R K Y E T T L F P E
gttcataatgaaatcatagagctcaaggaattgactgaccgtcttaacgeccccagtggtg
v H N E I I E L K E L T D R L N A P V V
tttgctcacaatgacttactctctggaaatctgatgcttaatgaggagaaagaaaagctg
F A H N D L L 8 G N L M L N E E K E K L
tatttcattgattttgagtatggatcctacaattacaggggatttgacatagggaatcac
Yy P I D F E ¥ ¢ § ¥ N Y R G F D I G N H
ttcaatgaatatgctggctacgattgtgattacagettatateccaaataaggatcagecag
F N E Y A G Y D C D Y S L Y P N K D Q Q
tttcatttcttcaggcactatttggattctgaccaaccgaataaggtatctgacaaggac
F H F F R H ¥ L D § D Q@ P N K V 8 D K D
cttgaagccttatatgtcgagaccagtagttacatgectagecttcacacctatactggget
L E A L Y V E T S 5 ¥ M L A S H L Y W A
ctctgggeccttgatccaggcgaaaatgtcacccategattttgattacatcagttactte
L waAa L I ¢ A KM S P I DF D Y I S5 Y F
ttcctgegetataatgaatacaagaagcagaaggagaaagtcecctectectttagecaagtca
F L R ¥Y N E ¥ K K ¢ K E K V L 8 L & K §
tatctctcgaaacccgagectgggtaaaaggctgatgtag

Yy L §$ K P E L G K R L M -

Figura 9. Secuencia nucleotidica y aminoacidica del ORF correspondiente al gen que codifica
para la proteina Colina kinasa de Lycopersicon chilense. Presenta un ORF de 372 aminoacidos
y una secuencia nucleotidica de 1119 pares de bases.
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atggacttgccagtttectgecattggttttgaaggttttgaaaagaggctecgaaatttct
Mm DL PV S A I G F E G F E KU RULE I 8
ttcgtcgagectggtectgtttgetgatcctaatggaaaaggacttcecgatctctcacaaag
F V E P G L F A D P N G K G L R S L T K
gcacagttggatgagattctcggacctgctgagtgcaccattgttgataacctgtcaaat
A Q L D E I L G P A B C T I V D N L 8 N
gactatgttgattcctatgtgectgtcecgagtcgagectcttegtttattcttacaagata
by vp s Yy v L s E § 5 L F V Y § Y K I
atcatcaaaacatgtggcaccacaaagctgcttcttgcaattcecgeccattctgaggttyg
I 1T K T C€CG T T K L L L A I P P I L R L
gctgagaccttgtectctcaaagtacaagacgtgaggtatacccgtgggagcttecatttte
A E T L s L K vV Q b VvV R Y T R G § F I F
cctggtgctcaatcgtttcctcaccgecacttttctgaagaagttgetgtectegatgga
P G A Q S F P H R HVF S E E V A V L D G
tattttggaaagcttgctgccggtagcaaggctgtgattatgggaaatcccgacaaaact
Yy F G K L A A G 5 K AV I M G N P D K T
cagaaatggcatgtttactctgcctcagctyggactgttcagtgtaatgaccctgtttac
Q K W H V Y 5 A 5 A G T V @Q C N D P V Y
actcttgagatgtgtatggctggtttggacagggagaaggcatctgtcttctacaaaact
T L E M C M A G L DREE KA S V F Y K T
gaagaaagttcggctgctcacatgactgttagatctggcatcaggaagatccteccccaag
E E § 8 AA HH M TV R S G I R K I L P K
tttgagatatgtgattttgagtttgaaccctgtggttattctatgaattctattgaagga
F E I C D F E F E P C 6 ¥ S M N 5 I E G
gctgctgtttcaaccattcacattaccccggaggacggctttagetatgecagetttgaa
A°A V 5 T I H I T PEUDGF S Y A 5 F E
tctgttggatatgatcctaaaaccactgagttgggtcccectggttgagagggtgettgea
s v 6 Y bpP K T TEULG P L V E R V L A
tgttttgagccagetgagttctetattgectectgecatgectgatgttgectaccaagttactg
c #F E P A E F S I A L HATD V A T K L L
gagcgtgtttgctctgttgatgttaagggctactctettgectgagtggagtccagaagag
E RV C S VvV D V K G Y S L A E W S P E E
cctggcaaaggcggttccattgtctaccagaagttcactagaacveccttactgtgaatct
F G K G G 35 I VY ¢ K F TR X P Y C E S
cccaagtccgttctgaagggctgctggaaggaggaagagaaagaagaaaaggagtag
P K § VvV L K G ¢ W K E E E K E E K E -

Figura 10: Secuencia nucleotidica y aminoacidica del ORF del gen que codifica para la
proteina SAMDC de Lycopersicon chilense. Presenta un ORF 358 amioacidos y una secuencia
nucleotidica de 1077.
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agctctaccattttataacactagaatttgtaaaccctagatttgetgtaacagaaaqg
atggatgaagagtatgatgtgattgtgcttggtactggtctcaaagaatgtatcctcage
M D E E Y DV I VL GTG UL K E C I L 8
ggtcttctctctgttgatggtctcaaggtecctgecacatggacagaaatgactactatgga
G L L s v D ¢ L K V L H M D R N D Y Y G
ggagaatcgacgtctcectecaatettgtecagetectggaagaggttcaggggaagtgataag
G E 8§ T § L N L V Q@ L W K R F R G 5D K
cctecagetecaattgggttctageagggattataatgttgacatgatcectaagtteatt
p P A Q L G 5 5 R DY NV D M I P K F 1
atggctaatggtgegettgtacgagttctaateccacaccgatgtcacaaaatacttatac
M A NG A L V R V L I H T D V T K Y L Y
ttcaaagctgttgatggcagectttgtgtataataaaggaaaggtccacaaggtgectgece
F K & V D 6 5 F VY N K G K V H K V P A
actgatatggaggcacttaaatctcctttaatgggecatttttgagaaacgeegtgetcega
T b M E A L K S5 P L M G I F E K R R A R
aagttcttcatctatgttcaggattataaggagagtgacccaaagacacatgaggggatg
K ¢ F I ¥ V Q D Y K E 5 D P K T H E G M
gatctaacaagggtgacagcaagagagcttattgcaaaatatggtcttgatgacaatact
b L T R V T A R E L I A K Y G L D D N T
gtggacttcattggtcatgcattggcattacacagagatgaccgctacttagacaaacct
v b F I 6 H A L A L HR DD R Y L D K P
gcgttggatacagtgaagagaatgaagectgtatgctgagtctocttgcacgttttcaagga
A L DTV KRMIE KLY A E S L A R F Q G
ggatcaccatatatctaccctttatatggattaggagagcttccccgggegtttgetega
G §$ p Y I ¥ P L ¥ G L G BE L P R A F A R
cttagtgctgtgtatggtgggacctatatgctgaacaaacctgaatgcaaggtagacttt
L $s A VY GG GG T Y ML N K P E C K V D F
gatgaagaaggaaaagtctgtggtgtcacttcagaaggagagacagctaagtgcaagaaa
b E E G K V C GV T 8 E G E T A K C K K
gttgtgtgtgatccttcttacttgaacaacaaggttagaaaggttggaaaagttgecaaga
v v ¢ D P 5 ¥ L NN KV RK KV G K V A R
gctgtcgcaattatgagccacccaattccaaataccaatgattcacactcagtgcaaatt
A vV a I M $ H P I P N TN D S H S V Q I
attttaccccaaaaacaattgggccgtaaatctgatctgtacctgttctgttgitcttac
I L P Q@ K Q@ L ¢& R K S DL Y L F C C S Y
actcataatgttgctccaaagggcaaatttattgcatttgtctcaacagaggcagaaact
T H N V A P K ¢ K ¥ I A F V 35 T E A E T
gataatccggagagtgaactgaagcctggtattgatcttctaggacaagtggatgaaatc
b N P E S EL K P G I DL L GG @ VvV D E I
ttctttgaagcatatgacagatttgagcctgtcattgagccctctttagataattgtttt
F F E A Y DR F E P V I E P § L D N C F
atttctactagctatgatgctacaactcactttgagtcgaccgttgatgatgtcctcaac
I s T s Y bA T T™OH FF E S T V D D V L N
atgtataccttgataactggaaaggttctggacctcaatgtggatctaagtgectgcgagt
M vy T L I T GG K V L DL N V DL 8 A A 35
gccgctgaagaatgagatggtctcttgtccctgtgtacctectatgtactgttetttggtt
A A E E * R
tattacttgtattgttctctectgttctgtgttaagagttgttgececttgecttataaaaaa
aatatgctttttaatgcaacgatgagataatgtttgttgaagttgttgatatgtatactg

tgggttatttg o

Figura 11: Secuencia nucleotidica y aminoacidica del ORF del gen que codifica para la
proteina Inhibidor de la disociacion de GDP de-Lycopersicon chilense.
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Figura 12 : Respuesta del gen de la proteina de inhibicion de la
disociasion de GTP, a diversas sefales quimicas.



Figura 13: RT-PCR de plantas trasgénicas de L.
esculentum var. MM transformadas con las
construcciones:

35S5::SAMDC

bp M L2 L3 L4 L6 L8 L10 C B

35S::CAB

35S::GDI




bp M L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 LB C B
35S::Pr110 B e

bp M L1 L2 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 C B
35S::LTP e & W | '

Figura 13 B.



L. esculentum var MM Construccion 355::GDI

C L1 L2 L1 L2 L3

Construccion 35S::LTP Construccion 355::SAl\’h

Figura 14: Plantas Trasgpenicas de tomate tolerantes a 150 mM NaCl



[.. esculentum

Control

35S:: Ca/b

35S:: SAMdC

Figura 15: Platas trasgénicas tolerantes a 200 mM sal en
cultivo hidropénico
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Fgura 16: Plantas trasgénicas en tierra y disponible para
posteriores evaluaciones.
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Todas las secuencias obtenidas en este proyecto han sido ingresadas al Gene Bank de Palo Alto
California, y por lo tanto estan protegidas por derechos de autor o descubridor.

3.- Caracterizacion de la respuesta del gen de la proteina Inhibidor de la disociacion de GDP de
Lycopersicon chilense, a diferentes estrés y por diferentes sefiales quimicas del sistema de
transduccion de sefiales. Para este caso hemos demostrado que el gen es regulado por la via de
transduccion de sefiales del Etileno y ABA, cuyos elementos en cis deberian estar presentes en
las zonas reguladoras del gen (Figura 12), lo cula serd advertido cuando se aisle la zona
promotora del gen, lo cual no fue posible en el transcurso del proyecto.

4.- Obtencion de cuatro plantas transgénicas de Lycopersicon esculentum que sobre- expresan
diferentes genes de interés y que otorgan tolerancia a estrés abidtico.

La sobre-expresion de los genes quiméricos en las plantas transgénicas fue demostrada
mediante RT-PCR, utilizando un primer del vector que hibrida con la zona entre el sitio SST1
de clonaje y el terminador NOS, y el segundo primer de la zona codificante del gen presente el
vector. El resultado de dicho experimento se observa en la figura (12 y 13).

Las plantas transgénicas tolerantes a sal a 150 y 250 mM NaCl son mostradas en las Figuras
14 y 15 respectivamente. El estado actual de las plantas en tierra y algunas floreciendo también
son mostradas en la figura 16.

5. Fichas Técnicas y Analisis Econdmico:

Sea anexan las fichas técnicas de:
a.- Protocolo de Disfferential Display
b.- Protocolo de medicidn de solutos
¢.- Protocolo de IPCR o PCR-inverso .
d.- Protocolo de transformacion de Lycopersicon esculentum por el método de Fillati
e.- Protocolo de transformacion de Lycopersicon esculentum por el método de Pozueta
f.- Protocolo de transformacion de Arabidopsis thaliana por el método de Clough y Bent.
g.- Protocolo de transformacién de Nicotiana tabacum por el método de Horsch vy col.

6. Impactos y Logros del Proyecto:

Dado los resultados obtenidos en el proyecto es imposible poder determinar de manera
cuantitativa los impactos productivos, econdmicos y comerciales. Las plantas trasgénicas de
tomate tolerantes a sal o de cualquier otra especie horticola donde los genes en cuestién sean
colocados, son de gran valor comercial, y por cuanto aumenta substancialmente la cantidad de
suelos agricolas disponibles, aumentando la produccion total del fruto de la planta.

Por otra parte los impactos sociales puedan ser también enormes, aya que poblaciones
pobres de zonas geograficas con suelos degradados, podrian tener a través de esta via la
posibilidad de obtener recursos al sembrar con estas plantas.

En cuanto a los impactos tecnolégicos, es posible a la luz de los resultados tener:
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Planta Controt Planta estresada
1. Extraceidn de RNA total y
purificacién de RNA poliA+
TGAAAAAAAAAL-(A)N TAAAAAAAAAAALAIN
AGAAAAARAAAA-{AIN AGAAAAAAALAAR AR
GGAAAARAAAAL-{AIN GRAAAAAAANLAA{AIN
GGAAAAARAAAA-{A)N GGAAARAAAAAA{A)N
AGAAAAAAAAAA AN AGAARRAAAAAA-{AIN
TGAAAAAAMAAA {A)N TGAAAAAARRAA AN
CGAAAAAAAARAA{A)n CGAAARAAAAAA4AIN
CGAAAAAAARAAL{AIN
2. Simesis de cDNA de cadena
simple
{T11CG, dNTPs, Iranscriplaga reversa)
+ GCTTTITFIITIT o+ GCTTTITITITUIT
CGAAAARAAAAAAA{AIN COAAAAAAAAAA AR AN)
-t GCTTTTITITITIT
CGAAAAAAAAAAAALAIN
3. Apares de partidor de secuencia arbitraria (AP}
AP AP

— B —emceammanoo - > — cccrimareracceneaa- »

+ GCTITTTITTITIT -« GCTVIRTITITIIO0T

- L

4. Amplificacidn medianta reaccidn de PCR
(T11CG, AP, dNTPs, TAG polimerasa)

.
dl
-

F LY

Jr Y

&,

vyivvyy

F Y

5. Separacién de productos de amplificacién
mediante electroforecis en geles desnaturantes
de poliacrilamida-urea

. Autorradiografita

Ficha técnica de Diffrential Display



Protocolo: Medicion de solutos 29/05/02

1. Se trabajara con plantas de Lycopersicon chilense crecidas en perlita y regadas con
fertilizante VITASAC ( descripcion 11/04/02)
Variedades:- Lluta: 3 plantas 4 meses de crecimiento
Candelabro: 2 plantas 4 meses de crecimiento

2.- De las tres plantas de Lluta
- 1 se utilizara como control
- Las otras 2 plantas se regaran con una solucién de 200 mM NaCl,
una vez por semana (presentan mayor tolerancia a la sal)

2.1.- De las 2 plantas Candelabro
- Una se utilizara como controt
- La otra se regara con una solucion de 100 mM NaCl, una vez por
semana (presenta menor tolerancia a la sal)

3.- Alos 2, 10y 15 dias se tomaran hojas jovenes y viejas, se lavaron las hojas con agua
bidestilada, luego se secaron a 70°C por 24 hrs. ( hasta quedar como polvo)

4 .- Se realizara la medicion de los solutos utilizando 100 mg de tejido.

5.- Los iones son determinados por espectrofotometria de absorcion atdmica y los cloruros
por titulacion.

Referencias para el estudio

“Transgenic salt-tolerant tomato plants accumulate salt in foliage but not in fruit”.
Hong-Xia Zhang and Eduardo Blumwald
Nature biotechnology volume 19 August 2001

La sobre expresion de AtNHX1 (Antiporte Na* / H™ vacuolar de Arabidopsis thaliana)
permite a las plantas transgénicas de tomate crecer en 200 mM NaCl.

Medici6n solutos | mg / 100 mg peso seco

Plantas silvestres Plantas Transgénicas
Na” 001 mg/ 160mg peso seco 1 mg/100mg peso seco
K’ 6-7  mg/ 100mg peso seco 2 mg/ 100mg peso seco
cr 0- 0,01 mg/ 100mg peso seco 1,1 -1,0 mg/ 100mg peso seco




 Planta Condicién | Variedad | 2 dias estrés | 10 dias estrés | 15 dias estrés |
1* hojas jovenes | Control Liuta 290 mg P. scco | 350 mg P. seco | 350 mg P. seco
1° hojas viejas Control Lluta 230 mg P. seco | 260 mg P. seco | 330 mg P. seco
2* hojas jévenes | 200 mM NaCl | Lluta Ocupado 240 mg P. seco |470 mg P. seco
2" hojas viejas 200 mM NaCl | Liuta 350 mg P. seco | 240 mg P seco | 410 mg P. seco
' 3" hojas jévenes | 200 mM NaCl | Lluta 210 mg P. seco | 230 mg P. seco | 320 mg P. seco
3" hojas vicjas 200 mM NaCl | Lluta 220 mg P. seco )220 mg P. seco [270 mg P. seco
4' hojas jévenes | Control Candelabro | 220 mg P.seco |340mg P seco |450 mg P. seco
4" hojas vicjas Control Candelabro | 190 mg P.seco | 180 mg P. seco | 300 mg P. seco
5" hojas jovenes | 100 mM NaCl | Candelabro | 220 mg P. seco | 380 mg P. seco | 460 mg P. seco
5P hojas vicjas 100 mM NaCl| Candelabro | 220 mg P. secco | 160 mg P.seco | 290 mg P. seco
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FICHA TECNICA
IPCR (PCR-INVERSA)
Este método se utiliza para amplificar secuencias de DNA
que flanquean regiones de secuencias conocidas

Obtencion de DNA genémico de Lycopersicon chilense

l

Digestion del DNA genomico con diferentes enzimas de restriccién que flanquean la region de interés

|

Transferencia de los fragmentos genémicos digeridos a filtros de nailon (Southern blot)

Hibridacion con cDNA marcado radioactivamente

l

Anailisis de los fragmentos genomicos hibridadoes. Se utilizara como molde para IPCR, aquel fragmento genomico que es
inico y que presente un tamaio superior a 1 Kb

l

Circularizacion de los fragmentos genomicos (ligacion en dilucion adecuada para autocircularizacion)

l

PCR utilizando primers que presentan secuencias conocidas y que se disponen en jposiciones opuestas

P _.t' '

AR R



TRANSFORMACION DE TOMATE
( Lycopersicom esculentum variedad Money Maker )

{ Fillati .J; Kiser . J; Rose . R ...... 1987) Efficient transfer of a glyphosate tolerance gene into tomato
using a binary tumefaciens vector. Biotechonology 35: 726 -730.
Protocolo de Jessica Dietae & Astud Blau.

Esterilizacion de las Semillas

Las semillas son sumergidas en una solucion de hipoclorito de sodio al 30% por
8 min, se le adiciona ademas unas gotas de triton 100 6 de tween 20, también se puede
utilizar el SDS ( £ 0.02%). Se tratan 2 min con etanol 70 % luego se enguajan 3 veces
con abundante agua destilada estéril, se dejan secar las semillas dentro de la placa en el
interior de la campana de flujo laminar. Cuando las semillas estan completamente secas
s¢ siembra un grueso de ellas en cada recipiente con medio MS Murashige & skoog
1962, suplementado con vitaminas. Posteriormente se colocan en una cdmara de cultivo
a una temperatura de 25°C con foto periodo de 16 hrs. Luz/ 8 hrs. oscuridad, en
oscuridad por 7 dias (hasta 10 dias).

Medio MS:
1Lt (%.MSO=Tgr/L) + 100,0 ml( 30%) Sacarosa
+ 8,0 gr/lde Agar.
+ 1,0 ml de Vitaminas 1000x

Vitaminas (1000x})

Nicotinic acid 0.1gr
Pyridoxine 0.1gr
Tiamine 0.02 gr
Glicine 04 gr
Myo- inositol 20.0gr
1Lt

Induccion de Callos

A la semana de haber plantado las semillas de tomate, se proceden a cortar los
cotiledones sobre un disco de papel filtro estéril humedecido con 10 mM MgSO, Para
esto se cortan todas las plantulas de 1 caja a una altura de 1 cm y luego se realiza el
corte a los cotiledones propiamente tal (en la base y punta de ellos). Después los
cotiledones se trasladan a una placa con medio inductor de callos. En este traslado se
debe tener especial cuidado en no dafiar con las pinzas el cotiledén, este debe quedar
con el envés hacia arriba. Se realizan 2 dias de preincubacién en oscuridad. Se
colocan en una camara a temperatura de 25°C con foto periodo de 16 hrs luz/ 8 hrs
oscuridad.

Medio Inductor de Callos:
1Lt (% MSO=7gr/L)

100,0 ml { 30%) Sacarosa
1,0 mt 2,4 D{ Img/ml)
0,2 ml Kinetin ( 1mg/ml)
8,0 gr/lde Agar.

1,0 ml de Vitaminas 1000x

+ 4+ 4+ + -

Transformacion de Cotiledones -

Para la transformacidn de cotiledones se deben preparar previamente las células
competentes de Agrobacterium tumefaciens, para esto se crecen a confluencia DOggy =
1.0 en un volumen de 10 -15 ml en tubos falcdn con medio YM. Se centrifugan a
4000 rpm por 25 min, el pellet se resuspende con pipeta en 10 ml de Mg SO,.



Posteriormente se vuelve a centrifugar y resuspender en las mismas condiciones
anteriores y por ultimo se vuelven a centrifugar y finalmente se resuspenden en 10 ml
de MgSOy (esta suspension es la que se utiliza). Para poder realizar la transformacion se
coloca esta suspension celular (10 ml) en una placa petri pequefia (6 cm de diametro) y
ahi se van trasladando los cotiledones, con cuidado, se agitan un poco en la suspension
celular y se dejan unos segundos (10 seg) y nuevamente se transfieren a las placas
inductoras de callos en la cull estaban, dejindolas con el envés hacia arriba. Se
cocultivan 2 dias en oscuridad. Se colocan en una cdmara a temperatura de 25°C con
foto periodo de 16 hrs luz/ 8 hrs oscuridad.

Induccién de Brotes .

Trascurrido el periodo de preincubacion se trasladan los cotiledones a un medio
inductor de brotes. Para su incubacion se colocan en una cdmara de crecimiento a una
temperatura de 25°C con foto periodo de: 16 hrs luz/ 8 hrs oscuridad. Los cotiledones
en este medio deben estar aproximadamente 7 a 10 dias, transcurrido ese tiempo deben
ser cambiadas de medio porque los antibidticos y nutrientes tienden a agotarse. Los
cotiledones seran mantenidos en este medio hasta que exista desarrollo de plantulas, el
proceso total de trabajo es largo y puede durar de 3- S meses, este tiempo depende de las
construcciones que se utilicen.

Medio de Induccion de Brotes:
1Lt.(aMSO=7gr/L)

100 ml 30% Sacarosa (3% sac p/v)

© 1,0 ml Zeatin ( 1mg/ml)
1,0 ml Kanamicina ( 100mg/ml)
0,5 ml Carbenicilina { 500 mg/ml}
8.0 gr/lde Agar.

- 1,0 m] de Vitaminas 1000x

+ + 4+ + + F

Induccion de Raices

Cuando la plantula alcance un desarrollo aceptable aproximadamente de 1-2 cm
se traspasara a un medio de induccién de raices, estas se demoraran en aparecer entre
7- 10 dias, luego las plantas se trataran en forma normal, por lo tanto se puede repicar
en medio MS suplementado con vitaminas 1000x y posteriormente traspasarlas a
tierra.

Medio de induccidn de raices:
1Lt (¥ MSO=7gr/L)

+ 100 ml 20% Sacarosa (2% sac p/v}
+ 1.0 ml Kanamicina ( 100mg/m])
+ 8.0 gr/lde Agar.

+ 1,0 ml de Vitaminas 1000x



Protocolo obtenido desde:
Plant Cell, Tissue and Organ Culture: 67: 173 - 180, 2001

Enhanced regeneration of tomato pepper seedling explants for Agrobacterium -
mediated transformation
Javier Pozueta, Guy Houlné, Luis Cafias, Rodolphe Schantz & Jests Chamarro

Metodologia

Las semillas de tomate ( Lycopersicon esculentum cvs. Money maker) son esterilizadas
en etanol al 70% (v/v) por 10 segundos, luego son traspasadas a una solucién de
hipoclorito de sodio al 1% por 20 min., y posteriormente lavadas en abundante agua
estéril. Son germinadas en medio MS (Murashige and Skoog, 1962), adicionando 3%
Sacarosa y 0.8% agar planta (Duchefa), en camara de cultivo a 25°C con fotoperiodo de
16h/ dias (65 pumol m?sh. Después de la germinacion (4 - 6 dias) las plantulas son
cortadas en la base del cotiledén y en los meristemas apicales con un bisturi,

Las Agrobacterium tumefaciens transformadas son crecidas toda la noche en medio LB
con Kanamicina (50 ug/ml) y Estreptomicina (100 ug/ml) diluida a una ODggp = 0.1 y
crecidas a ODggo= 0.4 - 0.5. La suspensién bacteriana es centrifugada a 3000xg por 5
min en tubos falcon de 50 ml y resuspendidas en medio MS liquido usado para infectar
los explantes. La suspensidn bacteriana resuspendida en medio MS liquido es colocada
en placas petri de 150 x 20 mm, conteniendo los explantes, y es agitada gentilmente
por 10 min. Los explantes infectados son extraidos de esta suspensiéon y secados en
papel filtro estéril y cocultivados por 2 dias en medio MS fresco en camara de cultivo a
25°C con fotoperiodo de 161/ dias (65 pmol m™ s). Transcurrido este periodo los
explantes son transferidos a un medio MS sélido conteniendo 250 ug/ ml de Ticarcillin
y 40 ug/ ml de Kanamlcma incubados en camara de cultivo a 25°C con fotoperiodo de
161/ dias (65 pmol m™ s™).

Después de 3 - 4 semanas las plantulas emergentes elongan y pueden ser cortados y
traspasados un medio inductor de raices y cultivados en camara de cultivo a 25°C con
fotoperiodo de 161/ dias (65 pmol m? s™).
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Eleccién de Método:

La transformacioén de tomate via Agrobacterium no es considerado un problema real, lo
importante es obtener un método de transfoqhacién de tomates mas eficiente, rapido y
universal, lo cual se documenta en literatura ( Mc Cormick et al., 1986; Chyi and
Phillips, 1987; Fillati et al., 1987; van Roeckel et al., 1993; Frary and Earle, 1996). Los
métodos reportados en general son tediosos y consumen mucho tiempo, con eficiencias
de transformacién variable (4-12%) (Hamza and Chupeau, 1993; van Roekel et al.,
1993).

Tanto raices como cotiledones de plantulas jévenes producen activamente PGRs
(reguladores del crecimiento de plantas) involucrados en el control de organogénesis
(Hicks, 1994). Esta observacién propone que el balance de PGRs producido por estos
organismos puede inducir de novo regeneracién de meristemas, desde meristemas
apicales y axiales que han sido cortados en las plantulas durante su desarrollo
temprano. Este reporte describe el desarrollo de un procedimiento de regeneracién de
plantas simple y eficiente, en un medio libre de PGR, aplicable a diferentes cultivares de
tomate y pimenton. El proceso es compatible con la ingenieria de plantas mediada por
Agrobacterium.



The Plant Journal (1998) 16(6), 735-743

TECHNICAL ADVANCE
Floral dip: a simplified method for Agrobacterium - medianted transformation of

Arabidopsis thaliana
Steven J. Clough and Andrew F. Bent

Metodologia:

Crecer en macetas plantas de Arabidopsis vigorosas y sanas hasta que florezcan. Cortar
los primeros tallos (inflorescencias), para obtener varios tallos secundarios, Las plantas
estaran listas 4-6 dias después de podarlas.

Preparar la cepas de Agrobacterium tumefaciens que portan los genes de interés, para
esto s¢ crecen en un cultivo liquido a 28°C en medio YEP, con agitacién y con los
antibidticos de seleccton correspondientes. Se pueden utilizar células en cultivo en fase
logaritmica media o en fase estacionaria. Centrifugar las bacterias, y resuspenderlas a
una DOgpp = 0.8 en una solucién fresca de 5% sacarosa. Se necesitan 450 ml para cada
2 a 3 potes con plantas de Arabidopsis. Antes de sumergir las plantas agregue Silwet
L-77 a la solucién a una concentracién de 0.05% (500 pl/ L). Sumerja cuidadosamente
el extremo de la inflorescencias en la solucién de Agrobacterium por 2-3 segundos.
Ponga las plantas sumergidas bajo una bolsa plastica por 16 - 24 horas, para mantener
la humedad, no exponer a excesiva luz (el aire al interior de la bolsa se calienta). Saque
las bolsas y trate las plantas normalmente, dejando un papel debajo, por las posibles
semillas que cayeran. Riegue moderadamente. Una vez que las semillas en las silicuas
(frutos) maduren, deje de regar. Coseche las semillas maduras. Déjelas secar y luego
almacene en frio (4°C) por lo menos una semana. Esterilice las semillas tratindolas con
hipoclorito de sodio al 10% por 7 min, y luego lavindolas al menos dos veces con agua
destilada estéril. Seleccionar las transformantes en placas con medio MS y el marcador
de seleccion (50 pg/ml de kanamicina). Trasplantar las putativas transformantes a tierra.

Resultados
04-05-05 Germinar semillas de Arabidopsis thaliana variedad Columbia en medio MS.

18-05-05 Traspaso a tierra.

Problemas ,

No existen camaras de crecimiento adecuadas para Arabidopsis thaliana

Cultivo de plantas en tierra: 100 pE (5000 lux). Esta iluminacién supone la saturacion
de la capacidad fotosintética de las plantas. El tipo de luz es la misma para dia largo
(fase reproductiva) o dia corto (fase vegetativa). En estos casos sélo cambia el tiempo
de iluminacién ( 16 6 8 horas por dia).

Un aspecto fundamental es que la camara debe estar refrigerada para compensar el calor
generado por la iluminacién. La potencia de refrigeraciéon debe estar acorde con la
cantidad de watios utilizados.

I
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Impactos Tecnoldogicos

Logro Numero Detalle
Nuevo en Nuevo en la Mejorado
mercado empresa
Producto Nuevo Nuevo Planta
Transgenica,
tolerante a sal
Proceso
Servicio
Propiedad Intelectual Niamero Detalle
Patentes
Solicitudes de patente
Intencién de patentar 4 Plantas transgénicas tolerantes a sal a estrés hidrico
y a bajas temperaturas
Secreto industrial
Resultado no patentable
Resultado interés puiblico
Ndmero Detalle

Convenio o alianza tecnoldgica

Generacién nuevos proyectos

Los impactos cientificos fueron los siguientes:

Impactos Cientificos

Logro

Niumero

Detalle ( Citas, titulo, decripcion)

Publicaciones

Effect of salt stress in the adjustment of
K'/Na" ratio and photosynthesis rate and
differential gene expression in Lycopersicon
chilense Dun.

Enviado a Plant Physiology and Biochemistry

(Por Ranking)

A GDP dissociation inhibitor gene Rab-GDI
is differentially regulated by abiotic stress,
ABA and ethylene in wild type tomato species
{Lycopersicon chilense) . En preparacién

Comparative analysis of the response
physiological to drought stress of some
isoprenoids of the route plastid in two
Lycopersicon species. En preparacién

Eventos de divulgacidn cientifica

Simposioc  “Mecanismos moleculares de la
respuesta a defensa a estrés bidtico y abidtico”.
i2 v 13 de Enero de 2006. Salon Diego Portales
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Universidad de Talca.

Simposio. “Bases Moleculares y Fisioldgicas de la
respuesta a estrés.

XVIII Reunion Anual de la Sociedad de Bioquimica
y Biologia Molecualr de Chile. 11 de Enero de
2006.

Simposio “Mecanismos moleculares en respuesta
a estrés a Plantas” XVII reunién Anual de la
Sociedad de Botanica de Chile, Talca, 17 de Enero
de 2006,

Presentacién en Congresos:
Andlisis de la expresion génica diferencial durante
la aclimatacién a estrés salino en L. chilense.
Tapia, Yafiez, Ruiz-Lara, S. XXVII Reunién Anual
de la Sociedad de Bioguimica y Biologia Molecular
de Chile. Talca Enero 2006,

Identificacion y analisis de la expresion del gen
LCHGDII, en la planta nativa de tomate L.
chilense. XLVIL. Reunion Anual de la Sociedad de
Biologia de Chile. Pucon, Chile. Noviembre de
2004.

Presentaciones en Jornadas de Investigacion
de la Universidad de Talca.

Aislamiento y caracterizaciéon de genes
expresados bajo estrés por deshidratacion en
Lycopersicon chilense Ivan Ahumada, Isabel
Verdugo, Simén Ruiz. “2002

Identificacién de genes de Deshidrina en
Lycopersicon chilense, y andlisis de su
expresién  diferencial.  Paulina  Ferrada,
Hildegard Kranen, Fernado Pobrete, Enrique
Gonzalez. “2002

“Identificacion  de  genes  expresados
diferencialmente durante estrés salino en la
especie Lycopersicon chilense” Tapia G. ,
Yariez M. y Ruiz-Lara, S. 2003

Estudios  fisiolégicos y  moleculares

“implicados en la tolerancia al estrés por

sequia en dos especies de Lycopersicon.
Loyola, J., Ahumada, I, Ruiz- Lara S. 2003

Articulos y Notas de Prensa publicados en la




i

-

' COBIERNO DE CHILE
FUNLDACION PARA LA

INNOVACION AGRARIA

revista Bioplanet:

Articulo en N° 12 de Noviembre- Diciembre
de 2002, llamado Saldo a Favor.

Articulo N° 28 del mes de Marzo-Abril de
1004, titulado “Potenciado la tolerancia a la
salinidad en plantas”™.

Nota de Prensa publicada N°39 de Enero -
Febrero de 2006, titulado Biotecnologia de la
Tolerancia y adaptacidn a estrés en plantas.

Articulo de 3 péginas que esta en preparacion
y que serda publicada en el nimero 41 de
Abril-Mayo de 2006.

Articulos en prensa (semnarios):

Alta participacién de expertos en Simposio
Internacional. Semanario universidad de Talca.
Viernes 24 de Marzo de 2006.

| Integracidn a redes de investigacion

Impactos en Formacion
Logro Numero Detalle { Fituwlo, grade, lugar, instituicion)
Tesis pregrado 0
Tesis pastgrado 3 Trabajo de Tesis Doctorales en Programa de Doctorado en

Ciencias, mencién Ingenieria Gnenética Vegetal de la
Universidad de Talca.

Andlisis de la expresion de los genes involucrados en la
tolerancia al estrés salino y sequia en Lycopersicon
chilense y su relacion con la regulacién de los procesos
fotosintéticos y el metabolismo de azucares, Estudiante
Gerardo tapia San Martin. Defensa de Tesis Deoctoral
realizada en Octubre de 2005, cvalificacion Nota 6,5.

Andlisis Comparativo de la expresion de genes
involucrados en la sintesis de isoprenoides en Lycopersicon
chilense y 1. esculentum, bajo condiciones de estrés
abidtico. Estudiante de Doctorado José Loyola. Tesis en
redaccion.

Andlisis de la expresion de genes que codifican para
proteinas de la superfamilia LHC y su relacion con la
tolerancia a estrés fotooxidativo en la especie nativa de
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Lycopersicon chilense. Estudiante Javier Chilian, Trabajo
de Tesis en Ejecucion

Pasantias

Cursos de capacitacién

7.

Problemas Enfrentados Durante el Proyecto:

Los unicos problemas enfrentados en el proyecto fueron de caracter Técnico y fueron
enfrentados mediante cambios en las metodologias de trabajo y mediante la adquisicion del
equipo necesario cuando correspondia.

Los problemas fueron enunciados en la seccién dos de la Metodologia de este informe.
Otros Aspectos de Interés

Lo lamentable es que este Proyecto que tiene resultados que pueden ser patentables, pero
que se requiere una ultima etapa de investigacion de laboratorio antes de ensayos de campo,
se quede sin financiamiento y no exista ninguna posibilidad en el propio FIA, para que
tenga una via de continuacion. Ya que de no obtener a la brevedad financiamiento, las
lineas transgénicas de tomate y tabaco empezaran a perderse.

Conclusiones y Recomendaciones:

Este Proyecto ha cumplido sus objetivos en un 95%, un porcentaje extremadamente alto
para el area de la Biotecnologia Vegetal. La experiencia de trabajo, desde su gestion,
analisis econémicos y técnicos fueron muy satisfactorio. Las personas llamense Jefes de
Unidades de Proyectos, Supervisores y evaluadores econémicos, siempre otorgaron el
maximo de ayuda para el éxito del Proyecto, en todas su 4reas. La recomendacién es que
contintien en esta senda y que en el futuro puedan tener recursos como para mantener
proyectos exitosos.

1V. INFORME DE DIFUSION

Se adjunta el Programa del Simposio “Mecanismos moleculares de la respuesta a defensa a

estrés bidtico y abidtico en plantas”. Este Simposio estaba contemplado en el Programa de
Difusién del Proyecto. Se adjunta ademas el listado de estudiantes Becados por ¢l Proyecto para
Asistir al Simposio y una ficha de cada uno de ellos.

Ademas se adjuntan, las caratulas de los Simposios en que participaron los investigadores

cancelados por el Proyecto.

Se adjuntan también los resimenes y caratulas de todas las actividades Cientificas y de

divulgacion enunciadas en el punto I11.6 de este informe.

-
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UNIVERSIDAD DE TALCA

SIMPOSIO

“Mecanismos moleculares de la respuesta de defensa a estrés
biético y abidtico en plantas”
12 y 13 de Enero de 2006
Auditorio Diego Portales Universidad de Talca

Participantes:
Dr. Eduardo Blumwald. University of California Davis, USA.

Dra. Montserrat Pagés. Consejo  Superior de  Investigaciones
Cientificas. Espafia

Dra. Blanca San Segundo. Consejo  Superior de  Investigaciones
Cientificas. Espaiia.

Dr. Patricio Arce Pontificia Universidad Catolica de Chile
Dr. José Casaretto. Universidad de Talca. Chile

Prof. Luis Meza-Basso Universidad de Talca. Chile

Dra. Maria Teresa Pino  INIA-La Platina. Chile

Dr. Humberto Prieto INIA-La Platina. Chile

Dr. Simén Ruiz Lara. Universidad de Talca. Chile

Dr. Boris Sagredo INIA-Rayentué. Chile



PROGRAMA

Jueves 12 de Enero

14:30-15:30

15:30-15:45

15:45-16:30

16:30-17-15

17:15-17:45

17:45-18:30

Inscripciones

Inauguracién del Simposio

Conferencia Dr. Eduardo Blumwald

“Regulacion de la selectividad del antitransportador vacuolar de

Na'/H' de Arabaidopsis thaliana, y su rol en el estrés salino”

Conferencia Dra. Montserrat Pagés
“Regulacién de genes inducidos en respuesta al ABA y al estrés
hidrico en el maiz”

Break

Conferencia Dra. Blanca San Segundo
“Mecanismos de defensa de las plantas frente a patégenos”

Viernes 13 de Enero

Maiiana

09:00-09:30

09:30-10:00

10:00-10:30

10:30-11:00

11:00-11:30

11:30-12:00

Conferencia Dr. José Casaretto
“Complejos transcripcionales que regulan genes involucrados en la
tolerancia a desecaciéon en plantas”

Conferencia Dr. Boris Sagredo

Deteccion de genes de resistencia a virus y nematodos en
germoplasma de papa mediante marcadores moleculares y su
utilizacion en el programa de mejoramiento genético de papa de
INIA”

Conferencia Dr. Humberto Prieto
“Interaccion Botrytis — Vid: mecanismos moleculares gatillados en la
defensa vegetal”

Break

Conferencia Prof. Luis Meza-Basso
“Desarrollo de Biopesticidas”

Conferencia Dr. Patricio Arce
“Tolerancia a salinidad en Citricos”



12:00-12:30 Conferencia Dra. Maria Teresa Pino
""La sobre-expresion de Factores de Transcripcion de Arabidopsis
(CBFs o DREBs) en papas aumenta la tolerancia a heladas”

12:30-13:00 Conferencia Dr. Simén Ruiz
“Genes para potenciar la tolerancia a estrés abidtico en plantas”

Tarde

15:30-16:15 Conferencia Dra. Blanca San Segundo -
“Aproximaciones biotecnologicas para mejorar la resistencia de las
plantas frente a enfermedades”

16:15- 17:00 Conferencia Dra. Montserrat Pagés
“Respuestas moleculares del maiz a la sequia”

17:00-17:30 Break

17:30-18:30 Conferencia Dr. Eduardo Blumwald
“Desarrollo de cultivos tolerantes al estrés ambiental: Oportunidades
y desafios”

18:30 Cierre.



Regulacion de la selectividad del antitransportador vacuolar de Na'/H', atNHX1,

de Arabidopsis thaliana.

Eduardo Blumwald

Dept of Plant Sciences, University of California,
Davis, CA4 95616, USA

AINHX1, es un antitransportador vacuolar de Na'/H" de Arabidopsis que juega un rol
central en el establecimiento de la homeostasis idnica de la célula y en la tolerancia a la
salinidad de la planta. AtNHX1 facilita la acumulacién de los iones de Na™ en las
vacuolas, aliviando el efecto toxico del sodio en los procesos metabdiicos de las células.
La sobre-expresion de AtNHX1 ha servido para mejorar la tolerancia a la salinidad de
una variedad de plantas, incluyendo Arabidopsis, tomate, maiz, arroz, trigo, algodon, etc.
Igualmente, la utilizacidn de homologos de AtNHX1 de otras plantas ha servido para
desarrollar variedades tolerantes a la salinidad. AINHXI1 también facilita el transporte de
K" en la vacuola y juega roles importantes en la manutencion de la homeostasis de K* y
del pH celular, procesos que son esenciales para el desarrollo de la planta. Plantas
mutantes con una insercién de T-DNA en AtNHXI1 (nhx/) son mdas sensitivas a la
salinidad y tienen un reducido tamario de hojas. La transformacion de las plantas nhx/,
con un cDNA de AtNHXI1 controlado por un promotor 3585, recuper6 el fenotipo de las
plantas control. Los perfiles de expresion de las plantas control, las plantas nhx/ y las
plantas NHX1::nhx! fueron analizados usando Affimetrix ATHI GeneChip® DNA
microarrays. Nuestros resultados demuestran que AtNHX1 influencia la expresion de
una variedad de genes, incluyendo genes relacionados al trafico intravesicular.

La identificacion de un conjunto de proteinas (que residen en la vacuola) que
interactian con el extremo C-terminal de AtNHXI nos ha permitido ir comprendiendo
los multiples roles de los antitransportadores vacuolares. Una de estas proteinas,
AtCaM|135, es una calmodulina que se asocia‘ con AtNHX1 de una manera dependiente de
la concentracion de Ca®" y del pH de la vacuola. La asociacién de AtCaM15 con
AtNHXI1 promueve una modificacién en la‘ selectividad del antitransportador por Na' o
K. Nuestros resultados sugieren la presencia de sefiales intravacuolares que regulan la
actividad de los antitransportadores en respuesta a cambios ambientales percibidos por

las c€lulas.



Regulacion de genes inducidos en respuesta al aba y al estrés hidrico en el maiz
Montserrat PAGES

Departamento de Genética Molecular, Instituto de Biologia Molecular de Barcelona (IBMB).

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) 18-26 Jordi Girona, (08034, Barcelona, SPAIN

La hormona vegetal, acido absisico (ABA) juega un papel importante durante el
desarrollo de las plantas y en la transduccién de la sefial en respuesta a la sequia.
Estudios moleculares sobre las regiones pr-omotoras de los genes inducidos por ABA y
en respuesta a la sequia demostraron la: existencia de vias independientes para la
regulacién de la expresion génica mediada por elementos cis especificos. El aislamiento
y la caracterizacion de proteinas que forman parte de la maquinaria de la transcripcion
de varios genes inducidos por sequia es un paso importante en la elucidacién de las
diferentes vias de regulacién que controlan la expresién génica de los genes inducidos
por el estrés. El gene rab17 de maiz se expresa durante el desarrollo embrionario y esta
inducido en respuesta al ABA y la sequia en embriones y en tejidos vegetativos. Los
elementos cis ABRE y DRE estin implicados en la regulacion del gene por ABA y
sequia. Utilizando el sistema del One-Hybrid, hemos aislado dos nuevas proteinas que
se unen al elemento DRE designadas DBF1 y DBF2, que son miembros de la familia
AP2/EREBP de factores de transcripcién de plantas. Los resultados obtenidos
demuestran que el ABA juega un papel en la regulacién de la actividad de los genes
DBFs, lo que sugiere la existencia de uﬁa via de regulacion génica dependiente del
ABA, a través el elemento C-repeat/DRE. En paralelo, dos factores de transcripcién
pertenecen a la familia bZIP fueron asilados, uno de ellos (EmBP-2) es similar al
EmBP-1 de Trigo, mientras el otro ZmBZ es homologo al OSBZ8 de arroz. Los dos
factores (EmBP-2 y ZmBZ), se expresan durante el desarrollo embrionario y EmBP-2
esta inducido por ABA y estrés osmotico in hojas. La sobreexpresion de estos factores
en plantas de Arabidopsis que contienen promotores rab/gus indica que estos factores
podrian regular la expresion de los genes rab a través los elementos DRE y ABRE.

Busk and Pages Plant Cell 9, 2261-2270, 1997,
Kizis and Pages Plant Journal 30, 679-689. 2002.
Nieva et al. Plant Mol Biol. 58 (6) 899-914.(2005)



Mecanismos de defensa de las plantas frente a patégenos

Blanca San Segundo.

Departamento de Genética Molecular. Instituto de Biologia Molecular de Barcelona. CSIC.
Jordi Girona 18, 08034 Barcelona. Espafia.

Las plantas, como otros seres vivos, se encuentran sometidas a condiciones
ambientales desfavorables, ante las cuales deben adaptarse para sobrevivir. Son muchos
los organismos potencialmente perjudiciales para la planta, desde agentes infecciosos
(virus, viroides, bacterias, hongos), hasta organismos consumidores de vegetales
(insectos, nematodos). Para contrarestar el ataque por parte de estos organismos, las
plantas desarrollan una amplia gama de respuestas de defensa.

En muchos casos, las plantas no son susceptibles del ataque por un patégeno gracias a
un tipo de resistencia basal o resistencia general ("non-host resistance"). Este es un
proceso complejo, no especifico de patégeno y duradero, en el cual participan una gran
variedad de defensas, tanto constitutivas como inducibles. Este tipo de resistencia, se
desencadena tras €l reconocimiento de patrones moleculares asociados al patogeno
(pathogen-associated molecular patterns, o PAMPs) y estd asociado a la expresion de

genes de defensa. En otros casos, la resistencia viene condicionada genéticamente y esta

governada por el reconocimiento entre ¢l producto de un gen de resistencia (gen R) de la

planta con el producto de un gen de avirulencia (gen avr) del patégeno (teoria gen-a-
gen). Este reconocimiento determina la rdpida puesta en marcha de las respuestas de
defensa de la planta. A diferencia de la resistencia basal, la resistencia mediada por
genes R es altamente especifica (cultivar de la planta huésped-raza del patdgenos). Asi,
una mutacion tnica en el gen avr del patégeno es suficiente para que no se produzca el
reconocimiento por parte del a planta y en consecuencia se origine la enfermedad.

Los mecanismos moleculares que conducen hasta la activacién de las respuestas de
defensa de las plantas se encuentran bajo intensa investigacion. Tras el reconocimiento
del patégeno (o de moléculas derivadas del patdgeno) se activan una serie de
mecanismos en los que intervienen multiples vias de sefializaciéon que conducen hasta la
activacion de las respuestas de defensa. La primera linea de defensa se observa en las
células que se encuentran en contacto directo, o en la proximidad del patégeno. Aqui, se
observan cambios importantes en el flyjo de iones de la membrana plasmatica,
generacion de especies reactivas de oxigenol‘y cambios en el estado de fosforilacion de

proteinas. Se ha descrito la implicacioén de proteinas quinasa MAP kinasas (Mitogen-



activated protein kinases, MAPKs) y de proteinas quinasa dependientes de calcio
(calcium-dependent protein kinases, CDPKS) en la respuesta frente a patogenos. Estas
respuestas locales pueden llevar a una muerte celular rapida, conocida como respuesta
hipersensible ("hypersensitive response”, HR), y a la detencién de la expansién del
patogeno. Una segunda linea de defensa, implica cambios metabdlicos importantes que
estan dirigidos hacia el reforzamiento de la pared celular, la activacion del metabolismo
secundario con la sintesis de fitoalexinas (compuestos antimicrobianos), la sintesis de
proteinas y/o péptidos con actividad antimicrobiana, o de moléculas sefializadoras para
la activacion de las respuestas de defensa a nivel sistémico. Un respuesta gencralizada
en las plantas es la sintesis y acumulacién de proteinas relacionadas con patogénesis
(proteinas PR, "Pathogenesis-Related proteins). Las proteinas PR se sintetizan no solo
en los puntos de infeccidn sind tambien en sitios distantes y confieren proteccion a la
planta frente a infeccidnes posteriores no solo por el patégeno que inicialmente indujo
su expresion sino también frente a otros pétégenos. Este fendmeno se conoce como
resistencia sistémica adquirida (SAR, "systemic Acquired Resistance"), y viene a
representar la tercera linea de defensa de las plantas. Existe ademas una forma diferente
de resistencia inducida promovida por rizobacterias no patogénicas del suelo, conocida
como resistencia sistémica inducida (ISR, Induced Systemic Resistance).

En la actualidad, se estd dedicando una atencién especial al estudic de los mecanismos
de sefializacién que estan implicados en la' resistencia frente a patégenos, tanto a nivel
local como a nivel sistémico. La identificacion de genes reguladores de la respuesta de
defensa indica que las plantas utilizan diferentes vias frente a diferentes patégenos. Por
lo general, estas vias estdn caracterizadas por moléculas sefializadoras especificas que
son cruciales para la regulacién de la expreé_ién de genes de defensa. La molécula mds
estudiada es el 4cido salicilico. Otras vias utilizan el 4cido jasmoénico, acido abscisico o
etileno para su activacion. El 6xido nitrico, las especies reactivas de oxigeno, la
sistemina, sacarosa, y mas recientemente los lipidos se encuentran asimismo implicados

en la activacion de las respuestas de defensa,-locales y/o sistémicas.

s
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Complejos transcripcionales que regulan genes involucrados en la tolerancia a desecacion
en plantas

Casaretto, J.A.

Instituto de Biologia Vegetal y Biotecnologia, Universidad de Talea, Chile

Las proteinas LEA estan involucradas en conferir tolerancia a la desecacion en plantas. Su
expresion esta regulada por programas de desarrollo en semillas, estreses ambientales y por la
" accién de la hormona 4acido abscisico (ABA). Dos factores transcripcionales, uno de tipo bZIP
(HvABIS) y otro con dominio B3 (HvVPI1) son necesarios para activar €l gen Lea de cebada
HvAl y mediar la sefial por ABA. HVABIS es capaz de unir directamente regiones reguladoras
cis, sin embargo se desconoce el rol de HvVPI en la activacion de dicho promotor. Se ha
evaluado la posible funciéon gque tendrian proteinas 14-3-3 como adaptadores del complejo
transcripcional que activa al promotor de HvA!. Estas proteinas regulan maltiples procesos
celulares en distintos organismos multicelulares y en plantas actian como reguladores de
enzimas y canales de membranas. Varias isoformas de proteinas 14-3-3 de cebada han sido
identificadas y todas parecen afectar la activacion del promotor de HvA4/l. Dos de ellas han
demostrado poder interactuar con HvABIS en ensayos de doble hibrido. Este modelo de
complejo transcripcional también ha sido investigado en genes Lea de Arabidopsis thaliana.
Estos resultados son evidencia del rol de proteinas 14-3-3 en la regulacion de la expresion génica
en plantas.



Deteccién de genes de resistencia a virus;y nematodos en germoplasma de papa
mediante marcadores moleculares y su utilizacién en el programa de mejoramiento
genético de INIA.

Sagredo, B.

CRI Remehue del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA). Casilla 24-O.
bsagredo@inia.cl

El mejoramiento genético de la papa (Solanum tuberosum 4x =2n = 48) es un

proceso largo y tedioso. Su naturaleza autotetraploide y su elevada heterocigocidad
generan progenies con altos grados de segregacion. La identificacion y seleccion de
genotipos que combinen el maximo de caracteres deseados requiere de poblaciones
iniciales de gran tamafio, que después de un arduo proceso de seleccion y evaluaciones
agronomicas, la liberacidon de una nueva variedad en promedio puede tomar 12 afios o
mas. .
La incorporacién de métodos de seleccion asistido por marcadores moleculares en
los programas de mejoramiento genético puede aumentar la eficiencia de identificacion
y seleccion de pgenotipos superiores portadores de genes de interés. Esto podria
disminuir tanto los costos como el tiempo necesario para el desarrollo de una nueva
variedad. El programa de mejoramiento genético de papa del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias (INIA) esta desarrollando métodos de seleccidn asistidos
por marcadores moleculares para identificar genotipos portadores de los genes Ryadg,
Rx y Hl que confieren resistencia a los virus PVY, PVX y a la plaga cuarentenaria del
Nematodo dorado (Globodera rostochiensis W.)}, respectivamente. Estas plagas
producen importantes pérdidas en rendimiento y calidad al cultivo de la papa. Se
presentaran los avances obtenidos en la caracterizacion del germoplasma de papa de
INIA en funcion de la presencia de estos genes y su identificacién mediante marcadores
moleculares, incluyendo estudios de segregacién en algunas de sus progenies. Se
discutird la aplicacidon prictica de estos marcadores moleculares en el proceso de
seleccion, en el programa de mejoramiento genético de papa de INIA.

Proyecto Financiado por FIA (BIOT-01-A-015)



Interaccion Botrytis — Vid: mecanismos moleculares gatillados en la defensa
vegetal.

H. Prieto,

Laboratorio de Biotecnologia, INIA-La Platina

La vid (Vitis vinifera) representa el frutal de mayor importancia econdmica en nuestro
pais siendo utilizado para el consumo fresco y para la produccién de vinos y pisco.
Todos cultivares existente son afectados, en alguna medida, por el hongo necrotréofico
Botrytis cinerea. Esta interaccién genera la enfermedad conocida como pudricion gris,
que lleva a fuertes pérdidas en pre- y post-cosecha y reduce asi la calidad organoléptica
y la condicién final de la fruta.

Para que esta enfermedad ocurra en condiciones de campo, dos son las situaciones
especificas en las que el hongo puede interaccionar de manera directa con su hospedero:
a) una inoculacién temprana al momento de la floracion tardia-cuaja del fruto y b) la
acttvacion de estas esporas previamente inoculadas o una nueva inoculacién de esporas
a través de micro-heridas en la piel del fruto, producto de su proceso de maduracion.
Independientemente del mecanismo de inoculacién, la infeccidén por este patdgeno lleva
a la activaciébn de seflales defensivas en la planta, agrupadas en la Reaccién de
Hipersensibilidad (HR) y en la Respuesta Sistémica Adquirida (SAR). Utilizando tejido
foliar de sistemas modelo, como Arabidopsis y tomate, se ha logrado dilucidar
parcialmente, algunos de los mecanismos de respuesta a este hongo. Sin embargo, éstos
no son del todo entendidos en vides, por lo que los genes y/o procesos bioldgicos
involucrados en esta respuesta defensiva son bastante desconocidos, mas aln si se
considera que Botrytis puede infectar distintos érganos, como hojas, flores y frutos.

Con el fin comenzar a entender esta respuesta, se analizé el perfil transcripcional de
genes involucrados en la respuesta a infeccidn de hojas y frutos, de dos cultivares de
interés agronémico para el pais: Thompson Seedless (Sultanina) y Carméneére. Se
utilizaron microarreglos disefiados con unigenes obtenidos desde el secuenciamiento de
100.000 ESTs, de diferentes tejidos de ambos cultivares. Estos se hibridaron con
muestras de RNA purificados desde muestras de tejidos infectados en forma controlada,
a diferentes tiempos post inoculacion. Los pérﬁles de hibridacién obtenidos para estos
tejidos, se compararon con aquellos obtenidos en tejidos sanos (sin infectar). En forma
paralela, se han determinado los niveles de hormonas conocidamente relacionadas con

estos mecanismos defensivos: acido jasmonico (JA) y acido salicilico (SA).



Los complejos patrones de respuesta observados en estos estudios comparativos en
ambos cultivares evaluados y entre sus drganos, serdn presentados y discutidos, con el
fin de proporcionar una visién integrativa de los posibles procesos gatillados por la

infeccion de Botrytis cinerea en su desafio a Vitis vinifera.

Estos trabajos han sido financiados gracias a la Iniciativa Genoma Chile, Proyecto
“Plataforma cientifica-tecnolégica para el desarrollo de la genémica vegetal en Chile.

Etapa I: Gendémica funcional en vid™.



Desarrollo de biopesticidas
Luis Meza-Basso.
Instituto de Biologia Vegetal y Biotecnologia, Universidad de Talca

En la actividad silveagricola, uno de los factores que atenta en contra del desarrollo sustentable es el
use indiscriminado de pesticidas quimicos. Los plaguicidas quimicos son exitosos gracias a su eficacia
respecto a otras forrnas de control. Sin embargo son altamente téxicos para los seres vivos y contaminan
el medioambiente ;Como controlar los numerosos organismos plagas con el minimo costo ambiental?
Esta preocupacion estimula la utilizaciéon de los Ilamados “biopesticidas™ que son ambientalmente

Seguros en comparacion a los pesticidas quimicos.

En la bisqueda de formas complementarias, nuestro laboratorio se ha concentrado en el desarrollo de
alternativas que pretenden asegurar la calidad del ambiente y la salud humana. La primera
aproximacion explota el potencial de aislados nativos del Bacillus thuringiensis (Bt) pertenecientes

a nuestra coleccidn.

Se selecciond el cultivo tomate considerando que es una de las principales especies horticolas
cultivadas en Chile, siendo esta especie blanco de una plaga conocida como “polilla del tomate”
(Tuta absoluta, Lepidoptera Meyrick). Se seleccionaron las cepas nativas de Bt mds promisorias a
través de ensayos de actividad bioldgica en condiciones de laboratorio. Si bien la utilizacion de
formulaciones de Bt es una alternativa vélida, la aplicacién de Bt (cristales y esporas) tiene
limitantes debido a la inestabilidad de la toxina es fotosensible y baja persistencia en el medio.
En primera instancia, los resultados fueron erraticos, debide a la forma de alimentacién de la larva,
Esta se alimenta del meséfilo y toma contacto con la epidermis de la hoja en dos puntos, uno al entrar
y otro al salir, disminuyendo asi la probabilidad que la larva ingiera la toxina y por ende, disminuye la

eficacia del control.

Ambos problemas han sido abordados mediante () la transferencia de un gen de la 8-endotoxina de
un Bt nativo a bacterias del género Bacillus que colonizan naturalmente el filoplano de plantas de
tomate. En efecto, dos especies B. licheniformis y B. subtilis fueron transformadas con un gen
crylAb de Bt. La proteina recombinante fue monitoreada durante el ciclo de crecimiento de la
bacteria hospedera. El transgen fue expresado, ejerciendo la accion insecticida in in situ por
tiempos controlables. (b) El problema del habito alimenticio de las larvas esta siendo abordado

mediante (i) la generacion de plantas transgénicas mediante la transferencia de genes de 8-endotoxinas,



1

dirigiendo la expresién de mediante la utilizacién de un promotor especifico para meso6filo. Se
pretende ademds, incorporar un gen de una quitinasa que potencie el efecto de la toxina de Bt (ii) una
segunda aproximacion se apoya en la generacién de plantas resistentes mediante la expresion

combinada de un gen hibrido en cloroplastos, para la produccion de formas de proteinas Cryl.

En el 4rea de biopesticidas, se estudia también un segundo tema relacionado con la generacién de
resistencia al ataque del pulgén verde del duraznero (Myzus persicae persicae) mediante péptidos
antibidticos. Myzus persicae es viable gracias a un endosimbionte perteneciente al género
Buchnera, bacteria emparentada con E. coli. Se ensayaron tres péptidos antibacterianos
(indolicidina, magainina Il y cecropina P1) mediante el analisis de supervivencia de Myzus
persicae a diferentes dosis. Se seleccioné indolicidina, sintetizdndose el gen de este antibiético
a partir de oligonucledtidos sintéticos. Se construyeron dos vectores para la expresion del gen
de indolicidina en Arabidopsis. El primero para la expresién del gen de indolicidina bajo el
control detl promotor CaMV 355 y el segundo, para la expresion restringida a tejido
floematico, bajo el control del promotor CoYMV. Los resultados prelimares sugieren que

indolicidina reduce la sobrevivencia de Myzus persicae afectando su endosimbionte.



Tolerancia a la salinidad en citricos. 2y
Patricio Arce-Johnson y Ximena Alvaréz. .
P. Universidad Catdlica de Chile (parce@bio.puc.cl), Departamento de Genética Molecular y
Microbiologia. .

Los citricos son especies que pueden crecer en condiciones semiaridas bajo
condiciones de irrigacion controlada. Sin embargo, estas especies presentan baja
tolerancia a suelos salinos. Para incrementar las areas cultivadas en zonas semiaridas de
Chile con estas especies, es fundamental contar con variedades de mayor tolerancia a la
sal, dado los altos niveles de algunos iéné:s en estos suelos. Por ello, se evalud la
tolerancia a NaCl y B bajo condiciones in vitro, en los portainjertos de citricos, C-35
citrange, Citrumelo Swingle y Rubidoux. Los parametros evaluados fueron altura de
planta, nimero y largo de raices, brotes secundarios y dafio foliar. Para NaCl se
evaluaron las concentraciones 50, 100, 150 y 200 mM. El largo de las raices fue el
parametro mds sensible y permitié discriminar a C-35 con una mayor tolerancia frente a
Citrumelo y Rubidoux. Para B se evaluaron concentraciones de 1.08 a 4.32 mg/l en los
tres patrones. En estas condiciones experimentales, altos contenidos de B en el medio
no evidenciaron dafio en ninguno de los portainjertos de citricos. Concentraciones
mayores de 6.50, 8.67 y 13.01 mg/l para B se¢ evaluaron en C-35 sin mostrar efectos
deletéreos en las condiciones evaluadas. Al cultivar explantes en altas concentraciones
de NaCl y B en el medio de cultivo, se observé un dramatico efecto en quemadura de
hojas, indicando una accién sinérgica en el dafio ejercido.

Para incrementar la tolerancia a sales en citricos, se esta implementando un
programa de transformacion genética que permita introducir genes fordneos con el
proposito de incrementar la tolerancia a la salinidad. Para el patrén de citricos C-35
citrange, utilizando como explantes segmentos de epicotilos y secciones de entrenudos,
s¢ ha conseguido seleccionar explantes tolerantes a antibiético, los que estan siendo

evaluados respecto de la presencia y expresion del transgén.

Agradecimientos: ASOEX, FDF ¢ INNOVA CHILE Proyecto 204-4037



Aclimatacion a Bajas Temperaturas y la Sobre-Expresion de Factores de
Transcripcion (CBFs/DREBs) de Arabidopsis Aumentan la Tolerancia a Heladas en
Papas

Maria-Teresa Pino'”’, Zoran Jekni¢'?, Jeffrey S. Skinner'?, Eun-Jun Park!, Patrick M. Haves’, and *Tony
H.H. Chen

' Department of Horticulture, ALS 4017, Oregon State University, Corvailis, OR 97331, USA

Department of Crop and Soil Science, Oregon State University, Corvallis, OR 97331, USA

*Departamento Mejoramiento Genético, INIA-La Platina, Santiago, Chile.

En plantas, la aclimatacidn a bajas temperaturas es un proceso complejo y poco entendido,
que envuelve una serie de cambios bioquimicos, fisioldgicos y anatomicos que ocurren en
conjunto con un mejoramiento en la capacidad para tolerar heladas. En la altima década y
gracias a las nuevas herramientas biotecnologicas disponibles, se han logrado importantes
avances en esta materia; el descubrimiento de genes asociados a tolerancia al frio y en
particular de los factores de transcripcion (CBF/DREB) de Arabidopsis despiertan grandes
expectativas. Los CBF/DREB son FT que regulan la expresion de varios genes regulados
por el frio (genes COR) en respuesta a bajas temperaturas, conduciendo a un subsiguiente
incremento en tolerancia a heladas. En el presente trabajo se introducira la forma de accién
de los CBF/DREB y se daran a conocer algunos resultados de la sobre-expresion de estos
FT en Solanum commersonii Dun. y Solanum tuberosum, las cuales fueron transformadas
mediante el método de Agrobacterium con los FT AtCBF 1, AtCBF2 y AtCBF3. Plantas de
ambas especies sobre-expresando AfCBFI! en forma constitutiva mejoraron
significativamente su tolerancia a heladas, incluso sin un periodo previo de aclimatacion al
frio. En conjunto y paralelamente al incremento en la tolerancia a heladas, lineas S.
commersonii transgénicas sobreexpresando A:CBF! en forma constitutiva mostraron
cambios bioquimicos, fisioldgicos y anatomicos, cominmente asociados tanto al fendmeno
de aclimatacion como a la tolerancia a heladas, entre los cuales destacan incremento de
osmo protectores (azicares, prolina), cambios en los parametros fotosintéticos, pigmentos
y cambios en la ultraestructura de la hoja. Sin embargo, la expresion constitutiva de los
CBFs estuvo asociada a alteraciones morfologicas y crecimiento retardado, en particular en
los primeros estados de desarrollo. Los resultados de otro estudio comparando la sobre-
expresion de A7CBF3 bajo el control de un promotor constitutivo (35SCaMV) versus un
promotor inducible (Rd29A4) mostrd que plantas expresando el gene bajo el control de un
promotor inducible no presentaron alteraciones morfoldgicas aun cuando incrementaron su
tolerancia al frio; asimismo la expresion de AfCBF3 envolvio la accion de varios genes
COR. Por otra parte, lineas de ambas especies sobre-expresando el gene A/CBF2 no

mejoraron significativamente su tolerancia a heladas respecto a plantas control.



Genes para potenciar la tolerancia a estrés abidtico en plantas
Simon Ruiz Lara.
Instituto de Biologia Vegetal y Biotecnologia. Universidad de Talca. sruizi@utalca.cl

El estrés salino, las temperaturas bajas y la sequia son los factores abidticos que provocan
mayor perjuicio en el crecimiento y desarrollo de las plantas. El incremento en la aridez y salinidad
de los suelos tanto por practicas inadecuadas de ‘irrigacién como por factores climdticos diversos,
hace que el estudio de los mecanismos de tolerancia que poseen las especies nativas a estos tipos de
estrés adquiera especial relevancia.

La planta nativa Lycopersicon chilense es una especie silvestre de tomate cuyo habitat
natural es el desierto de Atacama, sitio en ¢l cual esti expuesta a severas condiciones de sequia,
salinidad y altas fluctuaciones de temperatura. La alta plasticidad fenotipica que presenta esta
especie le permite adecuarse a las restricciones impuestas por el medio y la convierte en un
interesante modelo para el estudio de los mecanismos de tolerancia al estrés salino que operan en
especies glicofitas.

En este trabajo se ha determinado que, luego de un periodo de aclimatacidn, L. chilense
activa sus mecanismos de tolerancia al estrés. La aclimatacion se traduce en una serie de cambios
tanto en la expresién de genes, como en la acumulacién de azicares, modificaciones en la
fotosintesis, cambios en la morfologia de laz hoja y la ultra estructura celular. Se han identificado
una serie de genes que son diferencialmente expresados durante el estrés salino, sequia y
temperaturas bajas, los cuales, segun los procesos en que participan las proteinas codificadas han
sido clasificados en cuatro grupos: genes de re_'spuesta generalizada al estrés, recuperacién de
homeostasis osmdtica-iénica, control de crecimiento-expansién celular y genes que codifican para
proteinas de detoxificacién de especies reactivas de oxigenc y de reparacion de componentes
dafiados.

cDNAs de genes representativos de los cuatro grupos, han sido clonados en vectores
binarios y utilizados para generar plantas transgé}licas de Nicotiana tabacum var, Xanthi y de
Lycopresicon esculentum var. Money maker. Los efectos fenotipicos de 1a sobreexpresion de dichos

genes y la capacidad para otorgar tolerancia a los diferentes estreses estan siendo evaluados.

Financiado por:

Fundacién para la Innovacién Agraria (F1IA), Proyecto Biot-01-A-065.
Programa de Biotecnologia en Solandceas. DIAT-UTALCA.
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Aproximaciones biotecnolégicas para mejorar la resistencia de las plantas frente a
enfermedades.

Blanca San Segundo.

Departamento de Genética Molecular. Insmuto de Biologia Molecular de Barcelona. CSIC.
Jordi Girona 18, 08034 Barcelona. Espatia,

Las enfermedades producidas por patégenos limitan de manera muy importante la
produccidn de las cosechas. Al mismo tiempo, las practicas de la agricultura actual que
se basan en producciones en grandes extensiones de monocultivos favorecen la
aparicidn de epidemias que son responsables de importantes pérdidas economicas.

El control de las enfermedades producidas por microorganismos en cultivos de
interés agrondémico puede y debe abordarse complando diferentes estrategias. La
Biotecnologia Vegetal, integrada de una manera adecuada con los sistemas de mejora
genética tradicionales representa una herramienta de gran utilidad para la obtencién de
nuevas variedades mas resistentes al ataque por patégenos. Las ventajas directas que se
derivan de la utilizacién de variedades transgénicas resistentes a enfermedades incluyen
el incremento en la produccién y la reduccion en el uso de productos quimicos en el
campo, con el consiguiente beneficio que ello supone en la conservacion del medio
ambiente y en la reduccion de los costes de produccion.

En el transcurso de los ultimos afios se ha recogido una gran cantidad de informacién
acerca de los procesos de defensa naturales de las plantas y se han identificado una
coleccion importante de genes que participén en dichos procesos, o genes de defensa.
Para muchos de ellos se ha descrito una actividad antimicrobiana, tanto in vifro como in
vivo (p.e. quitinasas, 3-1,3-glucanasas, - defensinas o tioninas). El término
"antimicrobiano" generalmente se utiliza para definir a cualquier compuesto que
destruye o que inhibe el crecimiento de hongos y bacterias. El conocimiento de los
mecanismos moleculares que participan en la respuesta de defensa de las plantas nos
proporciona diferentes opciones y estrategias para el desarrollo de plantas transgénicas
resistentes a patdgenos. Asi, son muchos los ejemplos descritos en la literatura, que
muestran que los genes de defensa vegetales son (tiles para la obtencién de plantas
transgénicas mejoradas en sus propiedades de resistencia frente a patdgenos (hongos y
bacterias, fundamentalmente). Hay que decir aqui también que la proteccion que
confiere un gen de defensa de origen vegetal con actividad antimicrobiana al ser

expresado en plantas transgénicas no es completa. Sc trata de una proteccion parcial,

LS



que s efectiva solo frente a un limitado espectro de patdgenos. En general, la expresion
simultanea de estos genes de¢ defensa, por ejemplo quitinasas junto con pB-1,3-
glucanasas, tiene un efecto protector superior al que aporta la expresién individual de
cada uno de ellos. Hasta la fecha, las estrategias basadas en la utilizacién de genes que
codifican proteinas con actividad antimicrobiana de origen vegetal no han permitido
obtener variedades de interés comercial resistentes a patégenos. Muy probablemente,
ello se debe a que no se conoce todavia la combinacién adecuada, dentro del conjunto
de genes que participan en la defensa, que es efectiva para combatir a cada patégeno.

Las estrategias con mejores perspectivas de éxito, mas efectivas y duraderas, dirigidas
a la proteccion frente a patégenos mediante la utilizacién de genes de defensa vegetales
residen en la capacidad de poder actuar mediante transformacién genética en las vias de
sefializacién que conducen a la activacién de la respuesta natural de defensa de la
planta. Ello puede conseguirse bien mediante la utilizacion de genes reguladores, o bien
modulando los niveles de las moléculas sefializadoras involucradas en la respuesta de
defensa de la planta. En cualquier caso el objetivo final es la activacién de la expresion
de un conjunto de genes defensa endogenos de la planta. La utilizacion de esta
estrategia requiere no obstante un conocimiento mucho més profundo acerca de las
rutas de sefializacién implicadas en la resPuésta de defensa de una planta, asi como, de
las posibles rutas secundarias que puedan resultar afectadas.

La produccién de proteinas o péptidos antimicrobianos no es un estrategia defensiva
utilizada exclusivamente por el reino vegetal, ya que se observa también en otros
organismos, como animales, incluyendo artrépodos (y en particular insectos), anfibios y
mamiferos. 4 priori, cualquier gen de defensa proveniente, bien de una planta o bien de
otro organismo, es candidato para ser utilizado como transgén en la mejora genética de
plantas.

Hay organismos que representan una buena fuente suministradora de genes
antimicrobianos, genes cuyos productos son importantes para la protecciéon de los
mismos frente a otros organismos de su entorno. Este es el caso de hongos antagonistas
o micoparasitos del suelo (p.e. Trichoderma spp.) frecuentemente utilizados como
agentes para el control biolégico). Estos organismos han evolucionado especificamente
para atacar a otros hongos del suelo, pero no a las plantas. El hongo del suclo

Aspergillus giganteus sintetiza y secreta una proteina de pequefio tamafio, muy



‘compacta y resistente a proteolisis, a la que se ha denominado proteina AFP
(AntiFungal Protein). El gen afp, cuando es expresado en plantas transgénicas de arroz
confiere proteccion frente al hongo Magnaporthe grisea.

Por otra parte, se sabe que en la respuesta immune de insectos participan una gran
gama de péptidos con actividad antimicrobiana (defensinas, cecropinas). Estos péptidos
protegen a los insectos de la accion de los microorganismos que son ingeridos cuando
se alimentan de una planta. Las cecropinas son una familia de péptidos de naturaleza
basica que se encuentran en la hemolinfa de insectos. Se ha comprobado la capacidad de
cecropinas de insectos para inhibir ¢l crecimiento de importantes fitopatdgenos.
Asimismo, se sabe que plantas de arroz que expresan estos genes son mas resistentes a
la infeccién por hongos patdgenos.

Un aspecto importante que se desprende de los resultados obtenidos de la utilizacion
de genes de defensa de origen no vegetal que codifican proteinas o péptidos con
actividad antimicrobiana, es que la introdﬁcci()n en plantas de este tipo de genes es
capaz de conferir un nivel de proteccién mas elevado y frente a un espectro mucho mas
amplio de patdgenos de lo que se observa con la utilizacién de genes vegetales como

transgenes.



Respuestas moleculares del maiz a la sequia.

Monitserrat Papés

Departamento de Genética Molecular, Instituto de Biologia Molecular de Barcelona (IBMB,).

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC).18-26 Jordi Girona, 08034, Barcelona, SPAIN

El estrés hidrico es el estrés con mas incidencia en las plantas y por lo tanto en la
produccién agricola. Las plantas desarrollan mecanismos de respuesta y de tolerancia a
la falta de agua y el estudio de estos mecanismos a nivel molecular ha tenido un enorme
avance en los ultimos afios. Se han descrito muchos genes que estan regulados por
sequia y el andlisis de la expresion de estos genes ha revelado la existencia de multiples
vias de transduccién de sefial entre la percepcion de la sefial de déficit hidrico y la
expresidon génica. La hormona vegetal ABA, que es esencial en los procesos del
desarrolio de la semilla y en el control de apertura de los estomas, es un clemento clave
en el procesamiento de esta respuesta celular al déficit hidrico Con respecto a la
naturaleza de las diversas proteinas inducidas durante el déficit hidrico se esta haciendo
un esfuerzo para conocer su papel en la tolerancia al estrés. En la embriogénesis tardia,
cuando el embridn sufre una deshidratacién progresiva y severa, se expresan una seric
de genes que estan relacionados con la tolerancia a la desecacion El ABA es un
prerrequisito para su expresion, aunque los niveles de la hormona en condiciones
normales estd muy por encima de las condiciones requeridas para su induccién. El gen
rabl7se expresan abundantemente en los embriones maduros del maiz y en tejidos
vegetativos en condiciones de estrés osmdtico. Hemos analizado la sobreexpresion de
la proteina Rab17 en plantas transgénicas con el fin de evaluar su resistencia a sequia y
salinidad Los resultados obtenidos indican una mayor tolerancia de las plantas que
sobreexpresan Rab17 al estrés hidrico asi como una mejor recuperacidn de las mismas
en condiciones de estrés. La proteina Rabl17 es la proteina mas fosforilada del embrién
de maiz. Nuestros resultados indican un :papel importante de Rabl7 durante la
germinacion en condiciones de estrés osmoético asi como la importancia de la
fosforilacion de dicha proteina por la proteina kinasa CK2 en este proceso, lo que
permitird en un futuro préximo la obtencién de plantas mejor adaptadas a terrenos y

climas poco aptos para la agricultura.
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Desarrollo de cultivos tolerantes al estres ambiental : Oportunidades y desafios
Eduardo Blumwald

Dept of Plant Sciences, University of California,

Davis, CA 95616, USA

Salinidad y sequia son dos de los mayores estres abioticos que reducen la productividad
agricola. Altos niveles de salinidad en el suelo y la escazes the recursos hidricos afecta
una gran proporcion del territorio mundial y la perdida de tierra arable por la salinizacion
del suelo y la sequia esta directamente en conflicto con las necesidades de la poblacion
mundial, estimada en crecer en 1,5 billones de personas en los proximos 20 afios.
Esfuerzos empieados para mejorar el crecimiento de cultivos no han sido muy fructiferos
porque los mecanismos basicos que emplean las plantas para tolerar el estres no estan
completamente entendidos. Aunque ha habido un suceso relativo con soluciones tecnicas
para tratar el problem (en particular tratamiento de suelos), las soluciones biologicas han
sido mas dificiles de desarrollar, El desarrollo de plantas transgenicas, a las cuales se les
han introducido nuevos genes o que han sido alteradas para sobre-expresar genes propios,
sera discutida. Enfasis sera puesto en la sobre-expresion the transportadores de iones que
hacen posible la reduccion del sodio citoplasmatico. Ademas, seran discutidos algunos de
los majores desafios y oportunidades para incrementar la tolerancia de cultivos al estres

ambiental, tomando salinidad como un caso de estudio.
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17:15 ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO EN LA ARGINASA TIPO I: MUTACIONES DE LIGANDOS
PARA EL GRUPO CARBOXILO DE LA ARGININA (Substrate specificity of -human arginase I:
mutations of ligands to the arginine carboxyl group) Orellana M2 Soledad, Alarcén R, Neira B, Carvajal
N, Dpto. Bioquimica y Biologia Molecular, Fac. Cs. Biolégicas, Universidad de Concepcion.

17:30-18:00 CAFE

8:00-20:00 SIMPOSIO

SIMPOSIO BASES MOLECULARES Y FISIOLOGICAS DE LA RESPUESTA A ESTRES
COORDINADOR: Dr. Simoén Ruiz

18:00 Dra. Blanca San Segqundo. Departamentoc de Genética Molecular. Instituto de Biologia
Molecular de Barcelona. CSIC. Jordi Girona 18, 08034 Barcelona. Espafia. MECANISMOS DE
DEFENSA DE LAS PLANTAS FRENTE A PATOGENOS,

18:30 Dr. Hugo Peiia-Cortés’ Alvaro Cuadros’, Ingrid Ramirez', Manuel Pinto?, Thomas Fichet,
Alejandro thuelme Patricio Hinrichsen®, Humbeno Prieto®, Marlene Rosales®, Enrique Gonzalez* and
Simén Auiz'. ‘Cenlro de Biotecnologia, UTFSM Valparalso Chile. 2Unl\.rersldr:ld de Chils, Santiago,
Chile. *Instituto de Investigaciones Agropecuarias, La Platina, Santiago, Chile. “Unwersndad de Talca,
Talca, Chile. PROYECTO DE DESARROLLO DE LA GENOMICA FUNCIONAL EN CHILE: ETAPA |
VID (DEGECHIVID): USO DE ESTS Y MACROARREGLOS PARA EL DESCUBRIMIENTO DE
 GENES Y RUTAS METABOLICAS RELACIONADAS CON EL DESARROLLO DEL FRUTO Y
'MECANISMOS DE DEFENSA CONTRA Botrytis cinerea.

19:00__Dr. Eduardo Blumwald. Dept of Plant Sciences, University of California, Davis, CA, USA.
'REGULACION DE LA SELECTIVIDAD DEL ANTI-TRANSPORTADOR VACUOLAR DE NA'/H',
ATNHX1, DE Arabidopsis thaliana.

'19:30 Dra. Montiserrat Pagés. Departamento de Genética Molecular, Instituto de Biologia Molecular de

'Barcelona (IBMB) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC).18-26 Jordi Girona, 08034,

‘Barcelona, SPAIN. FIEGULACION DE GENES INDUCIDOS EN RESPUESTA AL ABA Y AL ESTRES
HIDRICO EN EL MAIZ.

l20:15-21:15 CONFERENCIA Dr. OSVALDO CORI

|

| TRAVESIA DE UNA INVESTIGACION BIOQUIMICA: DE LAS PLANTAS AL HOMBRE

| Dra. M. Antonieta Valenzuela

Laboratorio de Bioquimica Dr. Osvaldo Cori, Facuitad de Ciencias Quimicas y
Farmaceuticas, Universidad de Chile.

PRESENTA: Dr. Rafael Vicuna

121:15 CENA/FIESTA
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XV Reunion Anual de la Sociedad de Batanica de Chile

SIMPOSIO 3 )
MECANISMOS MOLECULARES EN RESPUESTAS A ESTRES EN PLANTAS
Organizadores: Simon Ruiz y José Casaretto
Instituto de Biologia Vegetal y Biotecnologia, Universidad de Talca

RESPUESTAS MOLECULARES DELMAIZA LA
SEQUIA (Molecular responses in maize to drought).
Pagés, M. Departamento de Genética Molecular, Ins-
tituto de Biologia Molecular de Barcelona (IBMB),
Consejo Supcrior de Investigaciones Cientificas
(CSIC). Barcelona, Espana.

El estrés hidrico es el estrés con mas incidencia cn
las plantas y en la produccion agricola. Las plan-
tas desarrotlan mecanismos de respuesta y de to-
lerancia a la falta de agua y el ¢studio de éstos a
nivel molecular ha tenido un enorme avance los
ultimos aftos. La fitohormona ABA. que es esen-
cial en el desarrollo de la sesmilla y control de aper-
tura de los cstomas, es un elemento clave en el
procesamiento de la respuesta celular al déficit
hidrico. En }a embriogénesis tardia, cuando el
embrion sufre una deshidratacion progresiva y
severa, $€ expresan genes que cstan relaciona-
dos con la tolerancia a la desecacidén, siecndo ABA
un prerrequisito para su expresion. El gen rabi7
se expresa abundantemente en los embrioncs
maduros del maiz y en tejidos vegetativos en
condiciones de estrés osmético. Sobreexpresion
de rabl7 cn plantas transgénicas indican una
mayor tolerancia de las plantas al estrés hidrico.
asi como una mejor recuperacién de las mismas
en condiciones de estrés. La proteina Rabl7es la
proteina mas fosforilada del embrion de maiz.
Nuestros resultados indican un papel importante
de Rab17 durante la germinacién en condiciones
de estrés 0smatico asi como la importancia de la
fosforilacion de dicha proteina por la proteina
quinasa CK2. Esto permitira la obtencion de plan-
tas mejor adaptadas a terrenos y climas poco ap-
tos para la agricultura.

MECANISMOS DE DEFENSA DE LASPLANTAS
FRENTE A PATOGENOS (Plant defense
mechanisms against pathogens) San Segundo, B.
Departamento de Genética Molceular, Instituto de
Biologia Molecular de Barcelona. CSIC, Barcelona,
Espaiia.

B

Para contrarrestar el ataque de organismos
patogénicos, las plantas cuentan con una ampla
gama de respuestas de defensa. En muchos casos, las
plantas no son susceptibles al atague de patogenos
gracias a una rcsistencia basal. Estc ¢s un proceso
complejo, no especifico y duradero en el cual partici-
pan defensas constitutivas e inducibles. el que se des-
cncadena tras el reconocimiento de patrones
moleculares asociados al patogeno y estd asociado a
la expresion de genes de defensa. En otros casos. la
resistencia es especifica v depende del reconocimien-
to de un gen de avirulencia del patogeno por el pro-
ducto de un gen de resistencia de la planta. Multiples
vias de senalizacion conducen a la activacion de res-
pucstas de defensa. La primera linca de defensa ocu-
rre en células proximas al patdgeno (cambios del flujo
dc iones en membranas. generacion de cspecies
reactivas de oxigeno v fosforilacion de proteinas).
Estas respucstas locales pueden llevar a una muerte
celular rapida que detiene la expansion del patdgeno.
Una segunda linca de defensa implica cambios
metabélicos dingidos hacia el reforzamiento de la pa-
red celular, 1a activacion del metabolismo secundario
para la sintesis de fitoalexinas, proteinas con activi-
dad antimicrobiana o moléculas sciiales de que acti-
van defensas a nivel sistémico. Las vias de respuesta
estan caracterizadas por sefales cspecificas para la
regulacion de la expresion de genes como el acido
salicilico, acido jasmonico, acido abscisico o etileno.
Oxido nitrico. especies reactivas de oxigeno, sistemina,
sacarosa, y mas recientemente los lipidos, se encuen-
tran asimismo implicados en la activacion de las res-
puestas de defensa.

DESCIFRANDO LOS MECANISMOS
MOLECULARES QUEREGULAN LA POLARI-
DAD CELULAR Y LA UBICACION DE
ORGANELOSDURANTE ELDESARROLLODE
LAPLANTAYFRENTEAESTIMULOS AMBIEN-
TALES COMO LA LUZ (Deciphering the
mechanisms that regulate cell polarity and organelle
positioning during development and in response to
environmental stimuli). Meisel. L., Tejos, R., Mora-
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involucra un mecanismo redox, que pedria ser secundgario a la
induccién de genes trazadores de accion tiroidea (mGPDH y
ANT 2) que generan estrés oxidativg, los cuales son gatillados
por complejos hormona-receplor que interactuan con
elementos de respuesta a T3 o por factores intermediarios
activados por T3.

Financiado por FONDECYT 1030499 y FONDECYT 1050131.

PERFIL DE ENERGIA LIBRE Y DE POTENCIAL
ELECTROSTATICO EN EL VESTIBULO INTRACELULAR
DE LOS CANALES DE K' DEPENDIENTES DE VOLTAJE.
(Free energy and electrostatic potential profile in the inner
vestibule of voltage gated potassium channels). Gonzdlez W§,
Berneche 5%, Latorre R, Gonzdlez-Nilo FD§. §Centro de
Bioinformatica y Simulacion Molecular, Universidad de Talca,
Structural Biology Division, Biozentrum, University of Basel,
Switzerland, *Centro de Estudios Cientificos (CECS), Valdivia.
Los canales de K dependientes de voltaje, a pesar de
tener un filtro de selectividad muy conservado que permite
discriminar Na+ por sobre K*, presentan diferentes escalas de
conductancia. Se ha observado que al mutar las cargas
E321(N} y E324(N}, emplazadas en el vestibulo intracelular de
hSio, un canal de alta conductancia, ésta se reduce a |a mitad.
En cambio, en la doble mutante D261N-E264Q del vestibulo
extracelular de hSlo no se observan cambios significativos en
la conductancia {(Gonzalez-Nito y cols., Biophysical Society
Meeting, Long Beach, USA, 2005). Estas variaciones en la
conductividad de las mutantes se han asociado con cambios
en el potencial electrostatico. También se postula que los
diferentes valores de conductancia de los canales de K* estdn
determinados por la distribucion de estos iones en ambos
vestibulos. Para comprobar la hipotesis anterior, se construyé
un modelo por homologia de hSio basado en la estructura
cristalina de Kv1.2 (Long y cols Science 309; 897-303, 2005) y
MthK. Usando Potencial Mean Force (PMF) se calculo el perfil
de energia libre de un ion de K* en la posicidn 54 saliendo por
el vestibulo intracelular de hSlo, de la dobte mutante E321N-
E324N y del canal Kv1.2. Los resultados indican que en el
canal hSlo de alta conductancia hay una mayor afinidad en la
posicion S4 de! vestibulo intracelular respecto a la doble
mutante estudiada por Brelidze y cols. (PNAS 100; 8017-9022,
2005) y al canal de baja conductancia Kv1.2.
Financiado por Fondecyt 1040254,

REGULACION POR HEMO DE UNA GLUTAMIL-tRNA
SINTETASA EN Acidithiobacillus ferrooxidans. (A GluRS
that is regulated by heme). De Ammas M, Levican G, Katz A,
Orellana Q. Programa de Biologia Celular y Mclecular, ICBM,
Facultad de Madicina, Universidad de Chile

La glutamil-iRNA sintetasa (GIuRS) cataliza la formacién
de glutamil-tRNA (Glu-tRANA), que es sustrato comun de la
biosintesis de proteinas y de tetrapirroles (hemo, clorofila y
otros) por 1a via C5. Esta Ultima via, comienza con la reduccion
del glutamato del Glu-tRNA a glutamato semialdehido por la
glutamif-tRNA reductasa (GIUTR), que se considera la primera
enzima de fa formacion de acido d-amino levulinico, el
precursor universal de la biosintesis de tetrapirroles,

En Acidithiobacillus ferrooxidans una bacteria acidéfila
que paricipa en la biolixiviacién de minerales, los niveles
intracelulares de hemo, varian considerablemente
dependiendo de las condiciones de cultivo. En condiciones en
que se eleva la concentracion intracelular de hemo, se observa
una disminucion del contenido de GIUTR y una inactivacicn
reversible y especifica de la actividad de la GIuRS1, una de las
dos GluRS de este microorganismo. La actividad de la GluRS1
recombinante se inhibe por hemina, un analoge de hemo y
esta inhibicion se revierte por NADPH, Esto resultados indican

34

que las funciones de 1a GIuRS y la GIUTR se regulan
coordinadamente por el contenidc de hemo y que en A.
ferrooxidans, ta GIuRS es la primera enzima en la biosintesis
de rhemo.

Financiado por Fondecyt (1020087), Universidad de Chile y
DAAD.

ESTUDIOS DEL ESTADO DE OLIGOMERIZACION DE
FICOBILIPROTEINAS POR HERRAMIENTAS  BIO-
INFORMATICAS (Studies of the oligomerisation state of
Phycobiliprotein by bicinformatics tools). Martinez-Ovanede! J,
Sepulveda J, Cabrera JR, Burgos F, Figueroa M, Bunster M.
Laboratorio Biotisica Molecular. Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Universidad de Concepcion

Los ficobilisomas son complejos proteicos encargados de
la captacién y conduccidn de la luz en algas rojas y
cianobacterias. En Gracilaria chilensis estos ficobilisomas
estan formados por; Ficoeritrina (PE), Ficocianina (PC) y
Aloficocianina {APC), cuya unidad basica es un heterodimero
(af). Las secuencias y las estructuras terciarias de ambas
subunidades en las tres proteinas son muy semejantes, COMo
hemos demostrado al resolver las estructuras tridimensionales
de Ficoeritrina y Ficocianina por difraccion de rayos-X (1eyx,
2bv8). La unidad funcional para Ficoeritrina y Ficocianina, en
todas las estructuras cristalinas resueitas, corresponde a un
hexamero de! heterodimero, sin embargo Aloficocianina se
presenta solo como un trimero de! heterodimero.

En el presente estudic mediante herramientas
bicinformaticas y analisis estructural se revisaron los residucs
involucrados en tas superticies de interaccidn en Ficocianina y
Ficoeritina, con el objeto de encontrar los patrones
conservados en secuencia, potenciales electroestaticos vy
residuos vecinos, La comparacion de los patrones de
hexameros y trimeros nos pemmitieron encontrar las diterencias
que causarian la diferencia en el estado de oligomerizacion
entre las ficobiliproteinas.

Estas diferencias estan siendo anatizadas por estudios de
docking motecular de mutantes, in sifico, de PC para tratar de
inducir la hexamerizacion de la Aloficocianina.

Financiamiento  Proyecto DIUC  205.037.002-1, DiUC
205.037.004-1.

ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES PARA
PROTEINAS DE FOTOSISTEMAS EN PLANTAS DE
Lycopersicon chilense EXPUESTAS A BAJAS
TEMPERATURAS. (Expression analysis of genes encoding
photosystems proteins in cold-stressed Lycopersicon chilensa
planis). Chilian BRJ, Poblete F, Gonzélez E. Instituto de Biologia
Vegetal y Biotecnologia, Universidad de Talca.

Cuando las ptantas son expuestas al efecto combinado
de bajas temperaturas y altas intensidades luminicas se
produce una sobreexcitacion del aparato fotosintético que
conduce a la produccion y acumulacién de radicales fibres,
generando esirés oxidativo. La disipacion del exceso de
energia en forma de calor (NPO) es uno de los mas
importantes mecanismos protectores frente a este tipo de
estrés, paricipando activamente en este proceso proteinas de
la superfamilia LHC.

Para el estudio de los mecanismos genético-moleculares
involucrados en la respuesta de NPQ se ha seleccionado
como modelo a la planta nativa Lycopersicon chilense, tanto
debido a que ella posee un alto grade de adaptacion a
diversos faclores medicambientales que propician estrés
oxidativo como a su cercania filogenética con otras solanaceas
cultivables lo que ofrece la posibilidad de desarrollar
estrategias para la obtencion de plantas tolerantes a estrés
oxidativo. La expresién de genes de la superfamilia LHC ha
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RIBOZIMAS DE HORQUILLA ¥ MARTILLO INACTIVAN EL
mRNA DE LA DESHIDAROGENASA ALDEHIDICA
MITOCONDRIAL (ALDH2) DE RATA: HACIA UNA TERAPIA
GENICA PARA EL ALCOHOLISMO  (Haipin  and
hammerhead ribozymes silence the mBNA for rat mitochondrial
aldehyda dehydrOQenase (ALDHZ2) towards gene therapy for
alcoholism) Lobos L'?, Mufioz C? Israel Y Sapag A%
'Programa de Maglster en B|0qunm|ca, ®Laboratorio de
Farmacoterapia  Génica, Departamento de Quimica
Farmacolkigica y Toxicoldgica, Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacéuticas, Universidad de Chite.

Un tratamiento fammacoldgico habitual para el alcoholismo
es generar una aversion al consump de alcohol con disulfiram.
Este fdrmaco Inactiva eficazmente la deshidrogenasa
aldehidica mitocondrial (ALDHZ2), enzima gue participa en el
metabolismo del etanol, pero es muy téxico. Una altemativa
farmacolégica es imitar el efecto del disulfiram inactivando el
mRNA de la ALDH2 con ribozimas, BNAs cataliticos pequefios
capaces de disminuir la sintesis proteica por ocupacién o
degradacion del mRNA.

Se ensayaron ribozimas de horquilla y martillo dirigidas
hacia un mismo blanco del mRNA de la ALDHZ en células de
hepatoma de rata en cultivo. Se lipofectaron células H4-II-E-C3
con plasmidios portadores de genes de ribozimas y se midio la
actividad de ta ALDH2 espectrofotométricamente en extractos
celvlares. Se wusaron ribozimas control para determinar
posibles efectos de antisentido. La ribozima de horquilla
disminuyd en 42% (pC0,005) la actividad de la ALDH2, siendo
un 18% adjudicable a un efecto de antisentido. En cambio, la
ribozima de martillo redujo en 20% la actividad de la ALDH2
exclusivamente por accién de antisentido.

Una ribozima de horguilla dirigida a os nucledtidos 1553
a 1571 del mRNA de la ALDHZ2 de rata es un buen candidato
para expenmentos in vivo enfocados hacia el desarrollo de un
farmaco génico para el alcoholismo.

Beca Universidad de Chile PG06504, Iniciativa Cientifica
Milenio P99 031F, FONDECYT 1040555.

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL GEN
CODIFICANTE DEL TRANSPORTADOR DE YODO DE LA
TIROIDES DEL ROEDOR Aulyscomis boliviensis DEL
ALTIPLANQ ANDINOQ. {Isclation and characterization of the
coding gene for the icdide symporter of the Aulyscomis
boliviensis Thyroid from the Andes highland) Arriagada A',
Navarro C, Valdés C. Valenzuela M?, Cabelio G?, Molina AZ,

Gompert B°, Riedel G'. ‘Universidad Andrés Bello,
*Universidad de Tarapaca, *University Collage London.

El Na+/l- simporter {NIS) media el transporte activo de
yoduro, primer paso en la biosintesis de las homonas
tiroideas. Mamiferos que habitan ambientes pobres en yodo,
como el altiplano de los Andes, desarrollan hipotiroidismo. Sin
embargo, el roedor Auliscomys boliviensis que es autdctono da
esta zona no es hipotiroideo, a pesar de tener un 40% menos
de yoduro en el plasma. Esto sugiere que €l transporte de
yoduro deberfa ser mas eficiente en esta especie. El presente
estudio pretende caracterizar el transportador de yoduro de
este roedor e identificar modificaciones en la secuencia
aminoacidica que expliquen su adaptacion a un ambiente
pobre en yodo. Fracciones de membrana de fa glandula
liroides de A. boliviensis y del ratén de laboratorio fueron
analizadas por Western blot. En A. boliviensis el anticuerpo
anti-NIS detectd un polipéptido de ~65 kDa y en el raton se
detectd un polipdptido de ~100 kDa. El andlisis de la
secuenciacion parcial del cDNA del roedor mostré un 88% vy
un 92% de identidad respecto al NIS de ratén en la secuencia
nuciectidica y aminoacidica respectivamente. LoS tres Sitios
de glicosilacién se encuentran conservados en NIS de A.
boliviensis y en el COOH temminal de NIS se observaron
cambios en algunos residuos de trecninas por alaninas.
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Nuestros resultados muestran gque la dilerencia en el peso
molecular aparente de NIS de A. boliviensis no se debe a su
secuencia amingacidica. Esta diferencia puede deberse al
distinto grado de glicosilacién de la molécula. Las diferencias
aminoacidicas encontradas y/o el grado de glicosilacion
padrian conferir a NIS mayor eficiencia para transportar yoduro
y de esta manera pemmitile a este roedor una mejor
adaptacién para vivir en un ambiente escaso en yodo.
Proyecto Intemo UNAB Dt-01-05/R

EL HONGOQ Penicillium purpurogenum SECRETA TRES
ISOENZIMAS DE ARABINOFURANOSIDASA. {The fungus
Peniclllium pumurogenum secreles three arabmoturanosndase
isoenzymes). Ravanal C', Fritz M', de loannes P?, Garvallo M

Braet C* Navarete M', Prades M, Eyzaguie J'7.
Laboratorio  de Bloqmmica, Depanamento Cuencnas
Biolégicas, Universidad Andrés Bello, Sanliago. “Laboratorio
de Bloqu:mlca Pontificia Universidad Catdlica de Chile,
Santiago. *Department of Biochemistry, Nationa! University of
ireland, Galway, Irlanda.

El hongo Penicifium purpurogenum al  crecer
separadamente en diversas fuentes de carbono (xtano de
avena, coseta de remolacha y coronta de maiz) secreta al
medio de cultivo tres arbinofuranosidasas (ABF 1, 2 y 3), que
presentan actividad frente a los sustratos artificiales p-nitrofenil
a-L arabinoturandsido {pNPAra) y metit umbeliferil wo-L
arabinofurandsido. Al comparar la produccion de ABF total por
el hongo en las fuentes de carbono indicadas se observd que
el mejor inductor es la coseta de remolacha. Las fres
isognzimas  fueron  purificadas a homogeneidad vy
caracterizadas. Los pesos moleculares de las ABFs,
determinados por SDS-PAGE, son 58 KDa, 70 KDa y 47,5
KDa, respectivamente. Su punio isoeléctrico, estimado por
isoelectroenfoque, es de 6,5, 5,1 y 5,8. La detemminacion de
estructura cuaternaria sugiere que las 3 ABFs son
monoméricas. Los parametros cinéticos frente a pNPAra
muestran que la KM para la ABF 2 es de 98,6 pM, mientras
que las KM para ABF1 y 3 son mas altas (1,23 mM y 0,65 mM
fespectivamente). Las temperaturas éptimas para las ABFs 1,
2y 3 son de 50, 60 y 50 °C. EJ andlisis de la estabilidad
termica mostro que la ABF 2 es la enzima méas estable de las
tres, manteniendo un 50 % de su actividad por 4 horas a 50
¥C. Las ABFs 2 y 3 actdan sobre sustratos naturales como el
arabinano de remolacha y el arabinoxilano, liberando en
ambos casos arabinosa, lo que Se aprecia por crormatografia
en capa fina, y se cuantitica por un método enzimatico. La ABF
2 puede actuar sobre arabinano desrramificado, no asi la ABF
3, indicando que la ABF 3 soélo tiene actividad exo-
arabinofuranosidasica. La secuencia aminoacidica de las ABF
1 y 2 muestra que se trata de proteinas producidas por genes
diferentes.

Fuentes de financiamiento: FONDECYT, Universidad Andrés
Bello y DIPUC,

ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA DIFERENCIAL
DURANTE LA ACLIMATACION A ESTRES SALINO EN
Lycopersicon chilense. (Analysis of differential gen
expression during salt stress aclimatation in Lycopersican
chilense). Tapia G, Yafez M, Ruiz-Lara S. Instituto de Biologia
Vegetal y Biotecnologia, Universidad de Talca.

Los efectos de la salinidad en las plantas, junto con los
mecanismos de tolerancia que presentan algunos vegetales,
han sido aspectos ampliamente estudiados, especialmente en
especies haldfitas. Sin ernbargo, dadas las caracteristicas
particulares de este tipo de plantas, aun existen muchas
interrogantes por resolver. En este sentido las plantas glicdfitas
que muestran ciertos niveles de tolerancia a estrés salino
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DEGLECHIVIDAb: UNA PLATAVORMA BIOINFOR-
MATICA PARA £1L ANALISIS GENONICO EN VI
PES. (DEGECHIVIDL: A bicinformatic platform fur the
genoniie analysis in grapevines, Wuadyos, A, TGonziles,
B Pefia-Cortds. 1. HCentro de Bioteenologhi “Daniel Alka-
ey, UTESML Centro de Bioinformatica, Universidad Je
Talen. :

Patrovinante: Hugo Peia-Cortds

Bl desarrolla de by gendmica vegetd] y lu bivinfiunitica
san dreas de desavrollo pristitgrio en Chile, En el mirea Je
Ju iniviativa Genona Chile, se i establecido 1 realizacion
del provecie Cplaafonma cientifico-teenatdygica para ¢l
desarrollo de Lo genomica de vepetibes en Chile™. que vn su
primees elaga contempla L secnencineion de [ ST
fexpressed seguanee Laga) provenientes de diterentes
tejidos de los culiivares Thompson seediess (Sulaninal v
Carménére con ¢l abjetive de dilucidar procesos
fisioldgivos inveluerados ¢n o furmacion de semillas,
maduracidn Jdel frngo ¥y respuesta 4 padgenus. El
procesuinienin conjunte deeslos LSTs v Jas mis de
140,000 secuencias de vides dixpoenibles en Tas bases de
datos piblicas, hacen vital ¢l establecimiemo de una
plaatfornta bioinfornkiliva que permita 1z realizacidn de
andlisis gendmicos ¥ su o integracisn con Jatos
Leanseripeionales pravenicntes de la plataterma de
microarrezlos generidi ¢n este proyedio.

DEGECHIVIDJb ¢s una plataforma bioinfeemdiiva cupaz
de adquirit sutomdticamente las secuendius gencradas,
filtrar lx contaminacidn presenie (secuenvias bacicrianas,
vector. IRNA y errores de secuenciacidn). renlizar lag
tarcas de cnsamblafe y anotacion funcional. Ademds. s
han integrado rutinas bioinformdticas gue permiten ki
reconsiruccion de viss meiabdlicos ¥ de regulacida,
eategorizacidn fencionul. seleceidn de clones ¥ diseilo Je
macroarreelos.

Este trabajo ha sido financiado pur L Iniciaivy Genoma
Chile-FONDEF GO2P 1001,

IDENTIFICACION Y ANALISIS DI LA EXPRESION
DEL GEN LCHGDI BN LA PLANTA NATIVA DB
TOMATE Lycopersicon chilense. Wlentilication andd
exprossion anafysis from gene LeRGDIE in the wative plam
tomate Lycopersicon chilense, *Iviin Alnamacla- D, Liis
Meza-Basso - Simén Ruiz-Lara Patrocivanie: Luis Meza-
Basse. Instituto de Bivlogin Vegetal y Hioteenologia.
sCentre de Lnvestigavion oo Bialeonnlagfa Silvo-agrivala.
Universidid de Talea-Chile

En ol marcw del prosecte “Generacidn de un banve de genes
de olerancin o esrds shidtive vbenidox de plintas nativis,
wilizables en pragaonas e mwejoriicnie genétive via
tramsgeposis de vanedades cultivables™ heanos aislado
mediante T tSenien de Ditferential display. varios genes gque
se eapresin dliferenciabmente en Ja plania mativa do tomate
fyeapensicons chifense sametisda 2 sequian. Wiilizando §a
mictodolugia RACE lue vbtenisda campletamente l seencigia
codificunte de une de los penes aistados. LaCsecueneia
aminaacidica codificada por vita prowinn presentd simililugd a
pracims delb Gipo de s GO dissociion iahibitor (G de
oiras especies de plantas, Para determinae ¢l curso de L
induecivn de 1a expresidn del gen bajo combiciones de seuii,
ostrés saling y temporatrss bajos, hibridiciones Northern
fueran realizadas wlilizando wna senda espeeifici
correspondiente a fa regidn 3 UTR del gen LehGOI. Los
resultados mostraron yue en las tres condiciones de estrés
abidtico, ol gen LeRGOH ey activindo franseripeionalmente,
Sin embuargo, se detedid una induceion temprana para
temperaturas bajus y acumulaeidn del tescrit on ¢! tiempo
cn condiciones de sequin v estrds salino. Adicianalmente, se
evalud 1 respuest ranseripoionat del gen a diferentes sefiales
quimicas. LehGDI ec expresado diferencislmente bujo Ia
aceidn de ABA y clileno.

FINANCIAMIENTO

Eondo de [nnovacidn Agruria {FIA)

Cewiro de lnvestipacién en Biotecnologia Silvoagrivota

~CLONACION Y SECUENCIACION DE UN GEN T1PO
MADS-BOX EN VIDES (Viris vinifera)” (Cloning und
sequencing of a MADS-box gene in Grape {Vivis vinifera))
Federici, F.: Medina, Co arce-Jonhson, P Laboratorio dg
Bioguimica. Departamento de Genética Mokevular ¥
Microbiologia. Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

Los genes homediicos tipo “MADS box gens™ represenian
una gran fumilia de faclores de wanseripeidn con funciones
esencistes durante ¢l procesa de diferencizeion y desarrolly
en fas plentas. El andlisis de los mutantes de genes
homedicos ba levado a postular el modeto ABC, que
explicaria cdmo la funcién combinada de tres cluses de
genes; A, B,y C; determinan la identidad de los cuatro
vertivilos de drganos florales. En Arabidopsis, hay dos
genes clase A (APL APETALA [y AP2, APETALA 2), dox
de cluse B (PL PISTILLATA y AP APETALA 3). y un solo
gen perteneeicnte a lu cluse C (AG, AGAMOUS). Mosolros
hemos clonado un gen lipo MADS-box ¢n vides (Viris
vinifera wvar. Cabernet sauvignon) homdlogo a
PISTILLATA (VeI Viris vinifera PISTILLATAL VP!, al
iual qoe ¢l resto de los genes de Lo fumilia de los MADS-
box, conlicne las cuatre dominios tipicos de los genes
MADS: ¢ dominic de lx caja MADS, ¢l dominio
“lntervening”, ¢ dominio de la caja K {Keratin-like) y cl
dominio C-terminal.

! estudin de este gen podrfa conribuir ul conocimiento de
la Tisiologia de la floracidn en la vid y. por tanto, »
mejormnicnto de la productividad de csta enpeiv,
Agradecimicntos; Proyecto Fondel GOIS1001.
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ESTUDIOS FISIOLOGICOS Y MOLECULARES
IMPLICADOS EN LA TOLERANCIA AL ESTRES POR
SEQUIA EN DOS ESPECIES DE Lycopersicon.

José tgnacio Loyola®, bvin Ahumada Dhaz* v Simon Ruiz Lara*™.
* ( entro de Investigaciones en Histeenologia Sitve - Agricnla, Universidad de Talea
**ab. Biologia Celutar y Genética; Institute de Biologia Yegelal y Rinlecnologia, Univerzidad de Talea.

INTRODUCCION
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ESTUDIOS FISIOLOGICOS Y MOLECULARES IMPLICADOS EN LA TOLERANCIA
AL ESTRES POR SEQUfA EN DOS ESPECIES DE LYCOPERSICON

Loyola José Ignacio, Ahumada Diaz Ivin, Ruiz Lara Simdn. Lab. Biclogia Celular y Genética;
Instituto de Biologia Vegetal y Biotecnologia. Universidad de Talca

La sequia corresponde a una condicién climética que se caracteriza por la disminucién en las preci-
pitaciones de agua lluvia, esta condicién tiene un efecto de deshidratacién en las plantas, restrin-
giendo su crecimiento, productividad y distribucién. La falta de disponibilidad de agua, asi como e)
exceso de luz, generan un aumento en las especies reactivas de oxigeno (ERQ) en los plastidios,
siendo responsables de serios dafios en las membranas celulares. Diversas especies son capaces de
responder a través de mecanismos fisiolégicos y genélico moleculares a condiciones de estrés
oxidativo provocados por la ausencia de agua.

Se evaliia en dos especies de Lycopersicon, L. chilense una especie de tomate silvestre, que habita
en el desierto de Atacamay L. esculentum, especie de tomate cultivado, la expresién de genes de la
via metabdlica de sinlesis de compuestos isoprenoides y se correlacionan, con los niveles de
produccién de algunos metabolitos de esta via, en condiciones de riego nonnal y bajo sequfa,

El determinar ¢l rol de estos genes en la tolerancia de este tipo de estrés, permitirdn elaborar estra-
tegias biotecnoldgicas en ei mejoramiento de cultivos de imporancia econdémica.

Financiamiento: Centro de Investigaciones en Biotecnologia Silvoagricola, DIAT - UTALCA.
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IDENTIFICACION DE GENES EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE DURANTE
ESTRES SALINO EN LA ESPECIE LYCOPERSICON CHILENSE

Tapia Gerardo, Yanez Mdnica, Ruiz-Lara Simén.
Instituto de Biologia Vegetal y Biotecnologia, Universidad de Talca, Talca, Chile

La salinidad de los suelos es un problema que afecta seriamente la productividad de cultivos agrico-
las en nuestro pais y en todo en mundo. Esto es provocado por el uso de técnicas de irrigacion
inadecuadas v 1a indiscriminada wilizacidn de fertilizantes.

Lycopersicon chilense es una especie silvestre de tomate endémica de Chile, y su distribucidn natu-
ral va desde la pritnera a la tercera region de nuestro pais, desde los 100-3000 m de altitud. En su
habntat natural Lycopersicon chilense se encuentra sometida a multiples tipos de estrés, tanto bidticos
como abdticos.

Nuestro trabajo ha estado dirigido al sislamiento e identificacion de genes expresados diferencial-
. mente durante esirés salino en la especic Lycopersicon chilense mediante la téenica del differential
display € hibridacién substractiva, Utihizando estas 1éenicas se han obtemido una serie de genes,
entre eljos genes codificantes para una proteina relacionada con patogénesis (PR10), una proteina
de transferencia de lipidos (LTP). una tioredoxina y una subunidad de ATPasa cloroplastica. Para
corroborar la expresion diferencial de estos genes se han realizado ensayos de hibridacién Northemn
blot a distintos periodos de tiempo de estrés. Las secuencias seiiales relacionadas con la expresion
diferencial de estos genes. asi como ¢l rol que cumplen éstos desde el punto de vista funcional se
encuentran bajo estudio.

Financiamiento: Centro de investigacion en biotecnologia silvoagricola. Programa de investiga-
cidn en Biowenologia. DIAT-UTALCA FtA BIOT-01-A-{3635.
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/ Genética

BANCO DE GENES

veopersicon clillense no e una plan-

e de tomate conin. A pesar de Ia

exciser de agua. o suelo salino v

lus bajas temperaturas que debe en-
Frentar ea su hdbitat a tres mil metros de al-
twiea on ¢f Desierto de Atacami. esta especie
nativa sobrevive sin mayores sobrexalios pra-
cias o su capacidad para wlerar condiciones
abidticas extremas.

“Ex tna planta gue estd sometida a estrés
en forma natural v no ha desarrotlado ningu-
niL estructurn anatdimica expecial parit wle-
rur estas duras condiciones. Stuno la com-
parit con otra planta de tomate. no posce di-
ferencius morfoldgicas visibles que permi-
tan pensar que ¢tas son responsables de su
terancia. To cual sugiere que esta planta
cuenia con mecanismos fisioldgicos distin-
tos y on los cuales podrizn estar involucrados
genes expecificos de esta especie”, comenta
ol dector Siman Ruiz. investigador del Insti-
tato de Biologia Vesetal y Biotecnologia de
la Universidad de Talea, y director dei pro-
vecto gue uliliza a esta planta como modefo
de estudio. cuyo objetivo es generar un ban-
co de genes que permita posieriormenie cl
mejoramiento de los cultivos tradicionales
chilenos mediante métodos  de  la
biotecnologia vegetal (publicado en
Bioplimcet N°16).

Los cientificos intentan
descubrir cudles son los
genes que se inducen o se
reprimen en respuesida «
condiciones de estrés
hidrico, salino y por bajas
temperaturas.

Ll pruyecto, que comenzd en encro de
cste o y tiene como fecha de término el
mes de octubre de 2005, se denomina “Ge-
neracidn de un banco de genes de tolerancia
a estrés abiotico —obtenidos de plantas natj-
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aldo a favor

Suatisfechos con los resultados obtenidos hasta el momento estdan los cientificos de la
Universidad de Talca involucrados en el provecto que busca generar wn banco de genes
de tolerancia a estrés abidtico. Ya han aislado parte importante del material genético

comprometido para esta etapa.

El doctor Siman Ruiz explica que tu
Lveopersicon chilense es ina plania gue
estd semelida ¢ estrés en forma natcal ¥
ol desarroflado ningiine estructinca
anatimica especial para tolerar esias
duras condiciones.

vas- utifizables en programas de mejoramicn-
to gendtico via transgenosis de variedades
cultivables™, ex financiado por fa Fundacidn
para fa Innovacidon Agraria (FIA) y T Uni-
versidad de Talca. y cuenta con Bioplanet
como agente asociudo.

Los cientiticos intentan descubrir cuddes
son los genes que se inducen o se reprinien
enrespuesta a condiciones de estrés hidiico.
salino y por bajus temperiuras, Segtn lo pro-
gramado al inicio del proyecto. en ki ctapa
gue finaliza en diciembre de este afo debizn
gencrarse bas librerias de expresion y hacer
las sustracciones correspoendicntes pura po-
der aishar genes diferencialmente expresados
cn condiciones de estrés y en condiciones
normales,

“"Hubiamos comprometido un ndmero
importante de cDNAs especificos para cada
una de las condiciones de estrés estudiadas y
hasta ka fecha hemos superado la cantidad
establecida para el estrés hidrico, estrés sali-
no y cl estrés por bajas temperaturas esta-
mos muy cerca de lo comprometido. Los

¢DNAs aislados han sido obtenidos med
te dos tipos de téenicas: Hibridac
subsiractiva mediante la téenica de !
Sclect. que ¢s de un procedimiento bast
delicado, pero muy efectivo: y Differe
Display. método bastunte conocido y de
rutinario en muchos laboratorios, que reg
re de adecuados controles paraevitar al n
ma los falsos positivos™, eaphca el im
vador.

La recaleceion de Tas plantas utiliz:
enclestudio se reatizd en la Primera Rey
tanto en el valle de Llua como en una »
llamada Cactus Candelabros, 1o que dis
2ar a una importante observacion. De e
do ala clastficacion botdnica fas plint
cogidas en ambos lugares sen Lyeopers,
chilense, sin emburgo, luego de experin
tar con cllas se descubrid que 1 “varice
Lluta, que habita hasta mil doscientos
tros de altura, es muche mas tleran
eslrés salino que tas plantis cuyo hibitu



a tres mil metros de alture. Por otro lado,
esti i ltima poblacion de plantas ¢5 muche
mils toferante al cstrés hidrivo y de bijas
temperauras gue b variedad™ Lhata.

“$i  bien  estas plamas son
mortoldgicamente muy parecidas, es prob-
ble que sein ecaotipos distintos. Sin cmbar-
Lo, par aseeurar eslo o8 preciso reallzar ca-
ractcnizaciones de sus respectivos perfites
eendticos o identificar murvadores
moleculares espeeificos. Do ser riticadus
fas observaciones Nsiolégicas con Jos resul-
tadus gendticos, podriamos ¢stir ¢n presen-
¢in de un proceso de genenwion de dos
subespecios denteo de la Lycopersicon
chifense. Por otra parte, Hama la atencion [a
variabilidad existents, ya que incluso hay
arandes diferencias dentro de fus mismax po-
blaciones. Por ejemplo. tenemos plantas de
la **variedad™ Lluta que toleran concentra-
ciones salinas considerablemente mds aleas
que otras de la misma poblacidn”, detalla el
director del proyecto. Basados en estos re-
sultados han decidido utilizar a la «varie-
dod~ Lluta como fuente de ios genes
diferencialmente expresados en respuesta a
estrés salino y Juvaredad™ Candelabro para
aislar los genes involucrados en la toleran-
cio aY estrés hidrico v a bojas temperaturas.

El proyecto no sélo
permitiria la generacion
del banco de genes, sino

un mejoraniienta de la
tecnologia para poder
evaluar la naturaleza de
los productos importados
por Chile,

El equipo de investigacidn estd integra-
do por diez personas que trabajan a tiempuo
complelo ¥ que se dividen en tres grupoes.
Ei docior  Enrique Gonzdlez, cs el
subcoordinador de este proyecto y dirige el
equipo que trabaja en el aislamiento y ca-
racterizacién de los genes de tolerancia a
bajas termperaturas: el doctor Ivian Ahuma-
da dirig |a parte de esirés hidrico; mientras
el doctor Simén Ruiz lidera el trabajo de
estrés salino, Larea que comparte con la di-
reccidn del proyecto.

Apuesta genética
Seglin el doctor Ruiz la Lycapersicon

Lo I T R

clifense o una
planta  glicélita
{que no presenta
caracteristicas es-
tructurales que ke
petmitan resistir al-
tas concentraciones
salinas). Sin em-
barga, el alto nivel de wleruneia exhibidy por
estaespevie, similar al de lax plantas hal6fitas
(resistgntes a los ambicnies slinos), sugiere
que posce mecanismos fisioldgicos parlicu-
tares que son deterntinados genéticamente.
Basado en esin consideracion. aparece como
mis fuctible que los genes involucrados en
lareapuesta a esirés que e aislen de esta plan-
ta. pucdan ser transferidos a plantas
heterdlogas (papa. tonate, ete.) confirkéndo-
Jes sinnilares carpcteristivas de tolerancia a
altas concentraciones salinas,

Lo anterivr garantiza ¢l cumplimiento de
uno de los desalios de este proyecto gue es
pusthilitay b realizacidn de programas de me-
Joramiento gendtico de variedades cultiva-
bles. mediante el uso de la transgénesis, wée-
nica biotecnuldgiva que el doctor Ruiz con-
siglery adecuadn para mejorar caraciaristicas
puniuales en una variedad de cultivo que va
ha  side  ampliamentz mejorada
gendticamente por las ténicas do cruzamien-
o radicional. Segun expliva, esta dltema me-
todologia no ex apropiada para los propdsi-
tos de este poovedio. por cuo ella involucm
Iz recombinacidn de un gran nimero de genes
quie pudrian irendetrimeno de 1a calidad del
producto yangjoredo. Sin embarge, “en los
casos en que la manifestacién de una carac-
terfstica fenoiipica es fruto de la accién de
multiples genes, n estrategia mds adecuads
son los métodos de mejoramiento hasadosen
los cruzamientos. ya que la trinsgenia hasia
la fecha permite s6lo la transferencia de un
nimero limitado de genes™, alirma.

Aunque en este momenio no se podrian

Genectica \

Etdoceor Enrigue Gonzile: dirige el eguipo gite irabuija en genes de
tolerancia a bajas temperatiras; mivntras el docror Siman Rui;
fidera ¢ trabajo de estrés saline,

cultivar masivamente en Chile las semillas
derivadas de esta recnologia. el investigador
comenta que “no podemos asegurar que la
politica de no llevar plantas transgénicas a
campo s¢ mantenga a lo large del tiempo, ya
que alros palses vecinos como Argentina y
Brasil. efectian esta prictica desde hace anos,
dejando a Chile en una situacidn desventajo-
sa. Addn cuando nuesiro pafs mantuviera su
actuif politica. de 2lguna manera vamos a le-
ner que cvaluar lu naturaleza transgénica de
tos productos que importamos. En ese senti-
do este proyecio no sélo permitiréa la genera-
cion del banco de genes ya mencionado. sine
un mejeramiento de la recnologie para poder
desarrollar tules evaluaciones™, Por otra par-
te —finaliza Stmén Ruiz- disponer de estos
genes capaces de otorgar resistencia a los dis-
tintos tipos de estrés agul estudiados. podria
ser de inwerés comercial para muchas de las
empresits bioteenoldgicas ingernacionales.

El director del provecto se muestra satis-
focho con los resuliados obtenidos en esta
ctapa. Seitaly gue. tal como esperaban. fa plan-
1 ha demostrado ser bastante wlerante al
estrés abidtice v ¢l provecto se ha desarrolia-
do de acuerdo a la planificacion original.
Bioplanet continuard informando acerca de
los avances y desafios de esta imponaante in-
vestigaeidn biotecnoldgica.

Contaclo
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ala solmldod en Plantas

A través de una mveshgac:on realizada por el laboratorio de Biologia
Celular y Genética de la Universidad de Talca, encabezado por el doctor
Simdn Ruiz, se han lanzado d la identificacion de los mecanismos que
permiten a las plantas resistir altos grados de salinidad y a tratar de transterir
esas propiedades a diferentes cullivos,
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PATRICIO VELASCO, DIRECTOR DE FONDECYT

"‘Hemos crecido
significativamente”
5 Editorlal
Innovacién y emprendimiento:
Tareas pendientes

Los desafios para Fondecyt siempre estan pre-
sentes, pues debe satisfacer las demandas de iada
la base de investigadores nacionales, que consi-
deran a esta entidad el pilar fundamental del siste-
ma cientifico nacional. La tarea de Patricio Velasco
es optimizar |os recursos para gue alcancen para
mas proyectos, y en pos de ese objstivo se ha lan-
rado a modernizar la gestion del fondo.

12 Opinlén
Felipe Barros
Entre Phiagoras y Baconianos

|
| 13 Desarrollo
: Los Akarices de la neurociencia

19 Gepética |
Hormonas, aliadas de resgo |
|
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Una red de ingenieros solidarios

28 Politica
Presidente Lagos dio inicio a Foro
Mundial de Biotecnologia Potenclando la tolerancla
a la salinidad en Plantas
' 29 Politica . _ L ,
Lalabor de las empresas A través de una investigacion realizada
biotecnologicas por el laboratorio de Biologia Celular y
Genética de la Universidad de Talca, enca-
. bezado por el dogtor Simgn Ruiz, se han
30 SOP‘“"_’_" " ‘ lanzado a la identificacion de los mecanis-
ebastian Bernales Qdino mos que permiten a las plantas resistir al-
Vida cle cientifico tos grados de satinidad y a tratar de trans-
ferir esas propiedades a diferentes cultivos.
. 34 CMM
| Matematicas a! servicio de fa
: Meteorologia
;
" 38Blocultura
Memoras borradas
CENTRO DE ESTUDIOS AVANZADOS EN ECOLOGIA
Promotores de la generosa
6 Breves Biodiversidad Naclonal

Con una amplia gama de areas de estudios, casi
tan variada cornp la biodiversidad nacional, el Cen-
tro de Estudios Avanzados en Ecologia & Investiga-
cidn en Biodiversidad se plantea la investigacion
de los ecosistemas naturales desde fa flora andina
del desierto de Atacama hasta los inddmitos bos-
ques nativos en el sur, pero su afan cientifico no
acaba alli, también es uno de sus propésitos man-
tener un estrecho vingulo con la sociedad.
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" Potenciando la tolerancia
a la salinidad en Plantas

Através de unainvestigacion realizada por el laboratorio de Biologia Celular y Genéticade la
Universidad de Talca, encabezado por el doctor Simén Ruiz, se han lanzado a la identificacion de los
mecanismos que permiten alas plantas resistir altos grados de salinidad y a tratar de transferir esas

or Simén Ruiz
niversidad de Takea

presimadamente gl 20% de Ia
A superficie tecrestre utilizada para ¢l

cultivo gn el mundo s¢ encuentra

afectado por niveles de salinidad gue
uperan la tolecancia de as expecies de
ultivos tradicionules, Exte porceniaje vaen
pmento a una tasa del (L% anual. debida
indamentalmente a bajus precipitaciones.
ltasuperfivie de evaporacidn, irri gacivin von
guas salinas y por lis pravticas adicionales
e cultivo que Mavorecen el incremento de 1
oncentracién de sales en el suels, Bate estrds
alino afecta directamente el readimicat de
s cuitivos. inhibe su dptimo desarrollo ¥
n algunos vases puede conducir a la muerte
ela planta. Una de Tus sales que caesa mavor
erjuicio es el cloruro de Sodio (NaC.

En lalinea de investigacion
dirigida a laidentificacion de
enes de expresion diferencial
ante el estrés salina, se han

identificado una serie de
genes cuyos productos

_actian de forma directa o

indirecta en respuesta a los

efectos de la sal.

~En'los dltimos afios, & estrés salino en
2ntas provocado por NaCl ha sido un tema
> estudio recurrente, tanto desde el punto

® vista fisioldgico, molecular y genético.
esde la petspectiva fisiolégica el resultado

> altos niveles de cloruro de sedio sobre las
lanta

consmerah dos componentes

propiedades a diferentes cultivos.

El primery s¢
reficre a lu privae-
vica del agua
conslituye un fue-
Lir contn 1anto
para eskrdés saling
cama pari esteds
pur seyuia s 1170, El
segundoe se rela-
ciona ¢on ¢l efecto
Wi que provod
[ disminucion de
la razdn Potasio
(K Sodio tNa)
anivel eelubur y o
propie de este tipo

de estrés. E@ au-
menty on los nive-
fes de NuCl en el
medio lfeva consi-
vo un incremento en el influjo de Na* a fas
raices y su distribucidn por 1oda la planta. El
ingreso sin control de iones Nat por trans-
porie pasivo ocurre como resuliado de la
peneracidn de un gradiente electroguimico
muy elevado entre ambos lados de 12 mem-
brana celulur de las raices. Los jones Nut
ingresan al interior del eitoplasma gracias a
la presencia de canales y transportadores
catidnicos en la membrana plasmatica. los
cuiles son bastante inespecificos fkente a un
alza en larazén Na*/'K+ en el medio. La dis-
minucién ¢n el contenido de iones K+en el
citoplasma trae como consecuencia una des-
estabilizacidn en el potencial de membrana,
la inactivacidn de enzimas y un efecto per-
judicial sobre una serie de procesos fisiold-
glcos El restablemmtento dc la homeostams
facil solug

‘La Lycopersicon chilense se distribuye entre los 100 y los tres mil
metras de altitud en ef desierto de Atacama, y subsiste en condiciones
de alta salinidad del suelo y de escasez hidrica.

célolas animales, ellas carecen de tranapor-
wadores de Sodio. tales como Jas Na¥t-
ATPasas o las Nat/KH-ATPusas. por lo que
deben recurrir a Tns H¥-ATPasas o HY-
pirefosfatasas para gencrar un gradiente
electroquimice de protones gue permitun ¢ .
intercambio de HY por Nat vy 1ambiér de
olros 1ones y metabolisos, k

Haléfitas y Glicofitas

Las plantas pueden ser clasificadis en dos
grupos. segdn su capacidad de 1alerar la
salinidad: Haléfitas y Glicdlinas, Las plantas
haldfitas, a Jiferencia de las glicalitas, se
caracterizan por poseer una alia wolerancia a
la salinidad. condicidn que en algunos casos
esta dada por la presencm de estructuras
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embargo, en la mayoria de los casos las di-
ferencias entre haldfitas y glicdfitas esta de-
terminada por la expresion dilerencial de
genes. que de forma coondimuda provocan
cambios en el metabolismo celulir,
protegicade la planta de fa accidn oxndtiva
y woxica de la sal asegurande un adecuacto
nivel de division y expansion celular, durante
¢l tiermpa que perdure ol estrds,

En Ia limea de investigacion dirigida a ia
identificacién de genes de expresidn
diferencial ante ¢l estrés salino. s¢ han
ideatificado una serie do genes vuyos
producios actian de forma directa o indirecta
en respuesta a los efectrs de la sal En la
accion directa pueden considerarse los
productos génicos que cunforman proteinas
antiporter de Na*/H* de la membrana
plasmidtica o del toplasio (membrana
vacuolar). que mosilizan af Not fuera de la
célula @ bien lo acumiulan en el interior de la
vacuola. Deatro de esie grupo. deben
considerarse tambicn el conjuntn de
productos génivos involucrados ca la

activacion  de  dichas  proleinas

" Los primeros avances :
conducentesala
generacion de variedades
cultivables de una relativa
tolerancia a la salinidad,
vino desde la genética
clasica asociada a técnicas
de biologia molecular que
permitieron |a identificacion
de QTLs {quantitative trait
loci) especificos de la
tolerancia alasal, en
tomate y arroz.

intercambiadoras de Sodio. Tanbién, en a
accisin directa se encueniran los genes gque
codifican para los enzimas responsables de
L sinuesis de bos Hlamados osmoprotectores.
de gran tmporiancia para k supervivencia de
[ planta bijo este tipo de cstiés abidtico
Oue imperiante grupo de genes son os
encarzados de oy homeostusis de agua dentro

de la planta. entre ellos destacan Jos genes
para acuaporings y los que codifican para las
profeinas encargadus de regular el cierm es-
Ltoniiticu, los cuales suelen ser los mismos
genes gue participan en el estrés por sequia
y fria, ya gue son inducidoes por el efecto
osmdtice, En {u accidn indirecta, han sido
identificados un hinportante ndmero de genes
cuyos productos son de eliminacién de
vacheales libres ¥ que actiin después de ka
formacion de elemenios reactivos de oxigeno
{ROS). el cuad es 1N electo bastwnte cumdn
de diversos tipos de esteds abidtico. Estos
productos génicos esidn participando
activamente cn la proteceidn Jel efecto
nocive de los elementos ROS, en la
membrana citoplasmdtica y en diversos
organelos, tales como. mitocondrias ¥
clyvoplasns

e acuerdw a los antecedentes previos la
wileranwia al estrés saline aparece como un
prableny mul-
llzetorial ¥ por
ler tanto e difi-
cil  solpcidn,

Transformacion de Tomate

Mediada por Agrobacterium tumefaciens

Las diferentes
fasesdela
transfoarmacién

deuna planta de
tomate: S




galinidad de vna planta puede ser muy dis-
fintos en los diferentes estados especiticos
de su ontogenia, tales como: ge rineion y
émergem.l.l crecimiento y sabrevivencin de
-" Ia pldntula, y crecimiento vepetativo y
mprcn.lunno
' Los pnmcws avances conducentes x la
gencraunn Jde variedades cultivihios e una
relativa tolerancia a Lt salinidiad, vino desde
’la genética cldsica asociadu a téemcus de
biologia molecular que permiticron la
jdentificacion de QTLs (yuantitative trail
loci) espeeificos de Tn telerancia o fa sal. en
tomale y arro. Sin embarge. bas progriamas
de mejoramiente gendtico do lus especies
cultivables. solo han padidoe lograr varicdades
: moderadamente sensibles al estrds salinoen
 todos 1os estados de desarrallo de 1a punta,
En contraposicion a to vbservado v
: descrito, el grupo de investicacion del e
Eduarde Blumwauld de la Universidid e
California Davis, ha lograde suimeatar la
tolerancia @ exle 1ipo de estrds on phuntas
gransgénicas de tomate, canodu v A, Hidioane,
con la sobreexpresion de un dnice gen que
codifica para un amtiporte vacuolur de Nut/
H*. En estas plantas. el Sodiv es acemulado
en hojas, observandose adentis gue los frutos

{
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y las semillas no son afectadus en su cali-
dadd, Similires resultados, respecto del au-
mento de T tolerancia i salinidad, ha sido
mwstracla en Arabidopsis frerfione, cuando es
sobreexpresado el gen SOS/, el cual
carresponde a un untiporter Na™/H* de [a
membrana plusmiitiva, y wmbidn cuande se
ha realizado Lrsohreexpresion del gen AVPY,
el cual vodifiva para HY-pirofoslatasa
e,

Estos resultados. sngieren que 1a forma
mdis Fipida de incrementar v tolerunciaa la
sal consiste en umentar b cadin KH Na®
e el citosul de Tas célulis vepetates, o eual
s gansige mediante L extrosion de) Sodio
vio pur la avomulacisn de dse en has
Vacwolas, Se ha sugerido que una estrategia
alternativa coensistirfa en aumentar la
propworcion Je ransporiidores nids selectivos
de K* en L raiz de i planta,

Aun cuando el efevte (Gxivo delb Sodio
pareciera ser on pante solucionable mediate
o sistenis deserios snterinrpiente. esclaro
que ¢l etfecto nsmdtivo praducido por ¢sle
W requiete Jeoanz sofoeton neis integrad,
Fsta situaciin gue parecy huber sido resuchio
e aguedlus plimts haldfitn gue corecen de
exlructuns especializadis.

Un modelo chileno

fxcopersioon chifense. es
una planta sivestre de tomate
que se distribuye entre los [(4)
vlos tres il mewros de altital
on el esierta de Aracamu.
gue dadis Tas condiciones
eatremas Jde su hibuiuat, ha
lograda subsistir en con-
diciones de wlta sulinidad el
suclo y de escases hidrica.
Dadus las caracteristicas de
esta planta, en el laborutario
de Biologia Celular y
Gendtica de la Univensidud de
Talcu, nos  parecid un
excelente modelo-donde
estudiar los  génes de
expresion diferencial que se
estaban manifestando durante
el esteés por NaCl. .

En ¢l aiio 2002 injciamos
esta investigacidn, colinan-
ciada por la Fundacxén de Io-
novaciée Agraria (ETA). Una
de las primeras cuesnones 3
%f’mr fue sfcela p

sorbia ¢l Sodio o bien gran parte de ¢l era
excluido por las raices, ya que esty Blima
posibilidad ¢s una de [as alternativas abser-
vadus en plantas halétitus, Nuestros resulia-
dos muostracen que efectivamente ol Sodio e

abundantemente  absorbido v que
mayoritriamenie erg actmulado en fas ho-
Jas, leecual sageeia que esta planti desagio-
Haba mecanismas molecatares eficoces para
contrirzestar ef efecto asmuitivo v idxico oca-
sianado por la sal

Lycopersicon chilense, es
una planta silvestre de
tomate que se distribuye
entre los cien y los tres
mil metros de altitud en el
desierto de Atacama, y
que dadas las condiciones
extremas de su habitat,
ha logrado subsistir en
condiciones de alta
salinidad del suelo y de
escasez hidrica.

Con estos antecedentes b posquisu de
genes difecenvialmenie eaprosados se reali-
a0 medimte 1os emicas de offfereneiaf div-
pleey y PCR-Select. Asf s identiticaron niis
200 wenes implicados en distintos prowesos
metahdélicos ¥ de reguliacton de estructuras
welulares, seleccivninduose aguellos que por
las caracteristicas funcionales de sus
productos génicos aparccih como mis
interesuades por su implicancia en procesos
v oestructuras claves para el dpumo
funcionamiento de fu plantu.

Entre Tos genes seleccionados, cube
mieneionar fos gue se encucntron paricipando
en el mantenimiento de Ja funcionalidad de
la maguinaria fotosineética. 1a regulacion del
cierre estomidtico, la impermeubilizacion de
la hoja, fa regulacion del gradiente
clectrugquimico de protones y {os de sintesis
y acumulacion de osmolitos compatibles.
Alsunos de ellos son también expresados
cuando las plantas son sometidas o estres por
deshidratacién, con lo cual parecen respondcr
a] efecto osméticy




de los genes resultd un poco
mis complejo de lo esperado,
ya que la mayoria de ellos co-
rresponden a familias mulli-
pénicas. En estas familias, hay
venes que son regulados de
manera tejido-especifico. otros
durante determinados estados
del desarrollo de la planta y mwe-
mds. estdn los activados por el
estrés que 2 Su ¥E€Z Son expre-
sados de manera tejido-especi-
fico.

El pasc crucial en la inves-
tigactdn descrira, consiste en la
determinacion del rol que jue-
Ian los genes aislados en 1 1o-
lerancia al esirés salino
observado en esta planta
silvestre, Uno de las estrategias
mads utilizacta para tales efecios,
ex el sidencinmiento de s genes
cn estudio, procedimicnte yue
tradicionalmente se ha
realizado wtitizanda los mixmes
SCNEs  pero ¢on  posicicn
antisentido. de 1l manera, que
al trunseribirse el 2en en estudio. tunbidn se
transeribe ¢l antisentido, formiindose un

~RNA duplex. formado por ambos RN As

mensajeros gue ne puede ser iriducido por
los ribosennas y termina siendo degruadado
por ks RN Asas intracelubares (enzienas gue
hidrolizan RNA),

Elpaso crucialen
nuestra investigacion
consiste en determinar
delrol que jueganlos
genes aisladosenla
tolerancia al estrés
salino observado en esta
plantasilvestre. Una de
las estrategias mas
utilizada para tales
efectoses el
silenciamiento de los

genes en estudio.

Lo

Dra. {c) Marcela Salazar, doctora Mariana Rodnguez, doctor (¢} Gerardo Tapia, Licenciada Maonica Yaiez,
doctor Simén Ruiz, Jesica Valdés, técnico de laboratorio; Nilo Mejia, estudiznte de docterado; y doctor{c)
José Loyola,

La vira tormu de abiener silenciumiento
e mediante los denominados RNA
imterferentes {siIRN A, los cuales son peyuc-
fios RNAS do seovencia complemeniaria af
RNA memajero del gen en estudio, que a
diferencia del anterior nu serequiers T s¢-
cuengia nucleotidica compler det ¢cDNA
(DNA complementario sl RNA menswerol.
el cual tambidn impide su traduccion v fava-
rece su degradaeion. Con ambos mérodos ex
posible silenciar toda una familia
multigéaica. Sin embargo, el problema se
presents eaando se pretende stlenciarselo un
en de la fmielian ¥ no todox sug meiembros
va gue dicha siteneidn podria ser lewad para
la planta.

La otra torma de estudiar el ¢lecto de un
wen en particulac. es obtener  su
sobreexpresion en plantus insgénivas de su
mista especic o en plantas hewerdlogas.
Dicha sobreexpresién se obtiene, regu-
larmente, colocando la regidn codificante del
gen bajo el control de un promotar constitu-
tivo como es el 355 del Virus del Mosaico de
la Coliflor. Sin embargo. no es el método mis
apropiade cuando se estudian genes de ex-

presién tejido-especifico, porlo que la trans-

formaciép de { realizada con el p
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avabada de supramotor v ode lox elementos
e iy revilidores de sn espresian, La oty
pasthilidid o5 eolocir T region eodificvante
del gen bajo L regulacion de un promeator e
ulro en qie imbién se eaprese e el misms
tejicko v el cual se comsva o prede ser
inducide exdgename nee,

Varies de los genes aishudos se encuen-
tran en L fase de estidio de suorod en i tole-
et al extrds sulina, por cmo puari s
amiilisis se esti uiilizando algunas Je s
cxtrategios anteriormente menciogadas, Los
reswitados que agui se ohwengan servirin
come base para comprender en parte como
algunus plantas haldtis fogran dar solucion
al problema de da salinidad del suelo, el co-
nocimicnto ajui generado (o podemos utili-
ziur en Tuncion del incremento de L toleran-
ciaal estrds saline de s plantas de impor-
fanciy econdimiga v asi aumentar la actual
superficie culiivable o al menos contrarres-
tur T pérdida anual de tiercus aptas para cul-

fivo, B
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iversas factores medinambientales de
D naturaleza bibtica (patbgenos y plagast y
ahidtica {alta salinidad, sequia y baja
temperstura), afecian elcracimiento y desarroflo
delas especies vegetales, incidiendo gravemente
sobrela actividad agricola. Las especiss vegetales
han desarrallado respuestas defensivas gue les
permite tolerar y adapiarse a condiciones
medioambientales adversas. Los mecanismos
mofecularas involucrados tales respuestas no son
cabalmente comprendidos, razdn por la que su
estudio es una de las principales dreas de
investigacidn en biologia vegetal. La informacidn
generada a través de tales andlisis ha side
fundementa! para el disefin de estrategias
biatecnoligicas orientadas al desarrolly de
cultivares tolerantes a factores deestrés, Algunas
de estas estrategias fueron presentadas en el
simposio «Mecanismos molecolares de la
respuesta de defensa a estrés hibtico y ahidtice
en plantasy, realizado en a Universidad de Talca
en el marco da lag actividades del proyecto FIA
810T-01-A-065, el cual contd con 2 participacion
de investigadores nacionales y extranjeros.

La diversidad de enfoques posibles para
abardar |3 bietecnologfa del estrés en vegetales
quedd de manifieste en este simposism. Una
primere estrategia esta orientade a la bisqueda
de resistencia natural 3 factores de estrés
especificos. Ejemplo de ello es el andlisis de la
talerancia aNaCly boro en distintos patrones de
portainjertos en cfiricos, con el objetiva de
seleccionar |2 variedad adecuada para iniciar un
programa de transformacidn genética que permita
incrementar |a tolerancia a estrés salino en este
especie (Dr, Patricio Aree, U, Catélica de Chile).
En esta misma linea, 1a bisqueda de genes da

'resistencia & virus'y nematodos en un bance de
germoplasma de papa mediante el uso de
marcadores moleculares, es el punto de partida
para un pragrama de mejoramiento genético de
este cultivar {Ds. Boris Sagrada, INFA Remehus).

La segunda ﬁﬁgntat:iﬂn estratdgica se refiere
Bla maﬂipulal:ifin‘da la expresion de factores de

BOPLASE

OPINION

Biotecnologia de la tolerancia y

adaptacion a
estrés en plantas

transcripcian {FTs} que participan de las vias de
transduccién de sefiales asociadas a'arespussta
de plantas a fattores de estrés. Ejemplo de esta
estrategia es lalinea de investigacidn dala Dra.
Monsemat Pagés (CSIC-Barcelona, Esparia), la que
se ha enfocado hacia la participacidn de la via de
sefializacitn de dcido ahsisico [ABA) enia nduccdn
de genes inducidos por estrés hidrico enmaiz, Su
andlisis ha permitido identificar nuevos FTs
asociados 2 1a via de sefializacion de ABA fos
cuafes son aclivados, ademds, por estnis asmdtico
La sobre-expresién de tales FTs en plantas
transgénicas inducen lz expresidn de genes
imolucrades en le respuesta a estrds hidrico. Qtro
esludio refacionado con tolerancia a astrés hidnico
y ABA, ha sido reaflizado por el Or. José Casaretto
{Institute de Biologia Yegetal y Biotecnolagia, U.
de Talca). Utilizando cebada comy modelo, ha
estydiado 1a regulacién de 3 expresion de genes

- para protainas LEA. inducidox durante el procese

de deseracidn de semillas y en respuesta a egtrés
hidrico. Cemplejos transcripcionales formadas per
FTs que median 1a sefializacidn por ABA y dilerentes
isofonmas de las proteinas requlatorias 14-3-3
aparecen invalucrados en ests evento, La
manipulacain cle |3 2xpresion de FT$ ha sida también
la elgccidn de la Dra. Maria Teresa Pino [HNIA La
Platina} para obtener plantas de papa resistentes
& baja temperatura. Plantas transgénicas de
Sslamn commersont que sobre-expresan CAF3,
FT de A. thakiana responsable de la ectivacidn de
genes de respuesta a frio, incrementarpn su
tolerancia a baja temperatura sin alteraciones
morfoldgicas evidentes.

Un tercer caming se refrere a lamantpulacion
de genes que ecthan como efectoras en la
respuesta defensiva de plantas a esteés. E) Dr,
Eduardo Blumwald (University of Calfomia-Davis,
USA), ha basado su estrategia en el
antitransporiader vacuolar deNa*/H* , proteina
involecrada an la mantencidn de la homsostasis
idnica de A thaliana. La sabraexpresidn detgen
AtNHX 1 que codifica esta proteina ha sido capaz
de conferir talerancia a salinidad a plantas
sensibles. En esta Jinea se enmarce también el
enfoque presentado por ef Or. Simdn Ruiz (Instituto
de Biclogia Vegetal y Bintecnologia, U. de Talca y
omganizador del simposium|, quien ha uiiizado como

-17-

modelo ala plama nativa { ycapersicon chitense
para analizer la expresiin génica diferencial en
raspuesta a diversas condiciones de estrés abiftic
gue propician estrés oxidative. Tal estudio ha
permitidg identificar y aislar genes asociados ala
respuesta defensiva de la planta, los que han sido
utilizados en Iz transformacidn de la especie de
cultive { yeopersicon esculentum, generando una
vatiedad de lineas fransgénicas cuya evaluation
osté en proceso. Bl estudio de lainteraccion vid-
Buotrytis cinerea desarrollado par el Dr. Humberto
Prigta {INIA La Piatinal. es otro ejemplo de esta
astrategia. La agficackin de téenicas de la gendméca
funcional para la ceracterizacion de la respuesta
de dos cultivares de vides a este patdgeno, ha
germitido estehlecer el perfi de expresidn génica
asociado a esta interaccidn e identificar genes
candidatos para iniciar un programa de
transgenasis en vides,

La cuarta esirategia apunta al uso de genes
de origen no vegetal para generar plantas
transgenicas resistentes a factores de estrés
determinados. Ejemplo d2 ello es la generaciin de
glantas de arroz wransgénicas resistentes a
diversos fitopatdgenos, per la transtormacién y
expresidn de genes que codifican para la proteina
entifiingica AFP de Aspergilius giganteus o para
cecroping, péptido entimicrabiano proveniente de
insectos (Dra. Blanca San Segundo CSIC-
Barcelona). En esta misma orientanon se enmarca
lalinea de nwestigacion desarvollada por et profesor
Luis Meza (I. de Biologia Vegetal y Biotecnologia,
U. de Talcal, quien se ha enfoczdo en lineas de
tomate transyénicas resistentes ala larvadels
polilla del tomate. La sobre-expresidn de genes
para endotaxinas de Baciflus thuringiensis en
cloroplestes de las plantas transgénicas y la co-
expresiin de genss de andotozinas y de quitinasas,
son las aproximaciones experimentales que se
encuentran enevaluacién,

Un andlisis global da lo presentado en este
simposio indica que una interesente actividad
investigativa refacionada con la biotecnohogia defa
tolerancia a estrés en cultivares relevantes pera
nuestra agricultura as14 siendo desarrollada en
nuestra pais. La calidad de estos estudios augura
una excelente proyeccidn para el desarrollo de
esta drea de la biotecnologia vegetal.
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ORGANIZADO POR INSTITUTO DE BIOLOGIA VEGETAL Y BIOTECNOLOGIA
Alta participacién de expertos en s1mp0310 1nternac10na1

Cerca de 80 personas entre
académicos, estudiantes de post-
grados, pregrado, e invitados in-
ternacionales asistieron al simpo-
sio “Mecanismos moleculares de
la respuesta de defensa a estrés
bidtico y abidtico en plantas”,
organizado porel Instituto de Bio-
logia Yegetal y Biotecnologia de
nuestra Universidad, con el apo-
yodelaFundacién paralalnnova-
cién Agraria (FIA).

. Laactividad se desarroll6enel
Sal6n Diego Portales, en el Cam-
pus Lircay. Lainiciativaseinserta
en un proyecto que concluye du-

rante el primer semestre de este
aino, quc se denomina “Genera-
cién de un bance de genes de
tolerancia a estrés abidtico obie-
nidos de plantas nativas, utiliza-
bles en programas de mejoramicn-
to genético via transgenosis de
variedades cultivables”, que es
financiado por FIA.

Segin explico el Dr. Simén
Ruiz, organizador de lacita y res-
ponsable del proyecto en cues-
tién, la investigacién apunta a
determinar los genes que estdn
involucrados en otorgar toleran-

" cia alasalinidad, sequia y frio de

una planta de tomatc chilena, ubi-
cada en ¢l Desiento de Atacama,
que crece a tres mil metros de
altura y en condiciones extremas
desde un punto de vista ambien-
tal. Aindid que a la fecha se han
identificado un conjunto de gencs
los cuales estédn siendo evaluados
en plantas de tomate sensibles a
estas condiciones ambientales
adversas, con el propésite de lo-
grar traspasar dicha tolerancia y
as{ poder ampliar las zonas de cul-
tivo de estos y de otros cultivares
deimponancia agricola. Al simpo-
sio asistieron, entre otras persona-

De izquierda a derecha:
Dr. Simén Ruiz, -
responsable del proyecto
FIA y organizador del
Simposio; Dr. Eduardo
Blumwald, académico de
la Universidad de
California Davis, Estados
Unidos; José Casaretto,
académico del instituto de
Biologia Vegetal y
Biotecriologia,

lidades, el Dr. Eduardo Blumwald,
delaUniversidad de California Da-
vis, Estados Unidos: la Dra. Mont-
serrat Pagés y la Dra. Blanca San

Segundo, ambas del Consejo Su-
periorde Investigaciones Cientifi~
cas de Espaila, entre otros desta-
cados cientificos nacionales.
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Abstract: Plants responses to stress are important for their adaptation to different environmental, They are
often associated morphological and physiological adjusiments and changes in gene expression. In order to
investigate phenotypic adaptation to salt stress and their possible correlations with induced gene expression,
we have studied the wild tomato Lycopersicon chilense subjected to a severe NaCl treatment. The
concentration of sodium and potassium and the calculate K+/Na+ ratio determined in the young and old
leaves, showed that this species has capability to performe osmotic adjustment. The net photosynthesis
remained unchanged during the stress and the CO2 diffution recuperated after 10 days, suggesting that
L.chilense has the ability to ameliorate the negative effect by sodium accumulation. Under these phenotypic
parameters this wild tomato can be classified as salt-tolerant relative of L. esculentum. To identify possible
genes involved in this adaptative response, we used the differential display technique (DD-PCR). Four
cDNAs showed up-regulated by salinity showed high sirr_lilitude with a lipid transfer protein, a putative 4-
coumarate-CoA ligase, a chloroplast ATP synthase [ subunit and a pathogenic related protein. The role of
these genes in both ionic and osmotic adjustment of L. chilense plants exposed to salt stress is discussed,
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ABSTRACT

By using the mRNA differential display approach to isolated genes induced by drought a
cDNA fragment with high sequence homology to Rab-specific GDP dissociation inhibitors
(GDIs) was identified in leaves of wild type tomato species (Lycopersicon chilense). Using
RACE 5’ technique over total RNA those plants, the full-length cDNA was obtained and
designated as LchGDI-1, which encoding a polypeptide of 444 amino acids. The deduced
amino acid sequences of the isolated cDNA exhibited substantial homology with Rab-GDls
from plants species of different genus. Northern analysis revealed that transcripts detected
with 3’-gene-specific DNA probe no only accumulated to high level at 10 days after
drought stress, if not also when the plants were exposed to salt stress and low temperatures.
The LchGDI-1 gene was also up-regulated in leaves of plants treatment with ABA and
cthylene, but its not induced by salicylic acid; jasmonic acid and H,0,. Interestingly, the
expression these gene was observed almost exclusively in stems from plants without an
environmental stimuli. The possible role of LchGDI-1 gene product in the response to

abiotic stress in L. chilense, is discussed.
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Comparative analysis of the response physiological to drought stress of some
isoprenoids of the route plastid in two Lycopersicon species.

Introduccion:

En muchas regiones geograficas del planeta, la disponibilidad de agua es
una importante constante ambiental que limita la productividad de las plantas. Esto
representa severas limitaciones econdmicas en la produccion agricola. Las plantas como
organismos sésiles, han desarrollado un amplio espectro de adaptaciones para hacer
frente a estas adversas condiciones ambientales. Sin embargo, bastante frecuentemente,
estos mismos mecanismos adaptativos, afectan los parametros de produccion de los
cultivos, los cuales terminan adecuandose a una produccidon de biomasa, dependiendo
de una oferta ambiental.

Una de las primeras respuestas adaptativas de las plantas afectadas por un déficit
hidrico, es cerrar sus estomas para evitar la pérdida de agua por evapotranspiracion. Sin
embargo, esta conducta provoca a una disminucién en la incorporacion de carbono a
través de las hojas ( Chaves, 1991, Chaves et al. 2002). La baja en la concentracion
neta de CO,, en condiciones de sequia, es frecuentemente explicada por una baja interna
de las concentraciopes de CO,, que se traduce en una disminucién de la fotosintesis, {
Stuhlfauth et al 1988, Cornic et al 1992), y por una inhibiciébn de enzimas
fotosintéticas como la Rubisco (Lawlor D.W.1995) o ATP sintetasa (Tezara et al. 1999).
LLa disminucién de CO; y la inhibicién enzimatica, llevan a un descenso de la oxidacion
de NADPH en el ciclo de Calvin y por lo tanto, a una insuficiente disponibilidad del
primer aceptor de electrones fotosintéticos, NADP™.

LLa activacién de la clorofila en condiciones de saturacion de luz y bajo un
severo déficit de agua, puede causar un serio dafio oxidativo, en aquellas plantas que no
son capaces de disipar el exceso de energia de excitacion (Smirnoff 1993; Osmond et al
1997), especialmente en condiciones de campo. Este efecto oxidativo lleva a una
degradaciéon de clorofila y a la lipoeroxidacién de lipidos de membrana, con el

consecuente dafio de los sistemas fotosintéticos. (Foyer et 1994 b)
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Para evitar y/o mitigar este dafio fotooxidativo, las plantas han desarrollado un
eficiente sistema antioxidante compuesto :por mecanismos de tipo enzimatico y no
enzimatico. ( Asada K. 1999, Munné-Boch and Alegre 1999, Foyer et al. 1994 a,
Munné-Bosch and Alegre 2000). Dentro del sistema no enzimético se destacan una
serie de compuestos de bajo peso molecular con alta capacidad antioxidante producidos
principalmente en la via plastidica de los compuestos 1soprenoides.

En plantas superiores, se han descrito dos vias para la sintesis de unidades
basicas de isoprenoides. La via del mevalonato (VAM) que tiene lugar en el citoplasma,
donde son producidos sesquiterpenos (C,s), triterpenos(Csg), como fitosteroles,
dolicoles, y residuos de farnesil para la prenilacién de proteinas.(Bach et al., 1999;
Lichtenthaler, 1999). Por otro lado, la via del I-p-eritrol - 4- fosfato (MEP), opera en
los plastidios y produce IPP y DMAPP para la sintesis de isoprenoides, que como
isopreno, carotenoides, plastoquinonas, conjugados de fitol ( como clorofila y
tocoferoles), y hormonas (giberalinas y &cido absicico) ( Schwender et al., 1996,
Lichtenthaler, 1999; Rohmer, 1999, ). A pesar de esta comparta mentalizacién, existen
evidencias de una cierta comunicacién entre ambas vias ( Bick and Lange, 2003;
Hemmerlin et al., 2003; Laule et al. 2003). Sin embargo las implicancias bioldgicas de
esta comunicacion no estan totalmente claras.(Guevara — Garcia, 2003 et al)

Los compuestos isoprenoides, derivados de la via MEP, se han relacionados con
importantes roles en la proteccién frente al riesgo oxidativo. La accién del isopreno se
ha relacionado con un aumento en la termo tolerancia de las hojas de algunas especies
de plantas. ( Singsas, et al. 1997 ). El rol protector del isopentenil difosfato como
genoprotector y atenuador del dafio oxidativo del DNA a sido recientemente reportado
(Ling et al. 2004), asi como el efecto antioxidante del geranilgeranilpirofosfato (........ ).
La cantidad y composicién de compuestos carotenoides, particularmente carotenos y
xantofilas son incrementadas para destoxificar la planta de especies reactivas de
oxigeno (ERQ) causadas por alta luminosidad, eliminado el exceso de energia como
calor ( Demmig- Adams, and Adams, 1996, Niyogi, et al. 1997 ). Los tocoferoles, son
importantes protectores del sistema  fotosintético y de membranas, frente al estrés
oxidativo provocado por déficit hidrico (. Munne-Boch and Alegre.....). La hormona
ABA que es sintetizada a partir de carotenoides, es acumulada en repuesta a estrés por
déficit hidrico, frio y sal y es responsable ‘del cierre de los estomas junto con la

induccién de diversos genes (Yamaguchi-Shinozaki, K. and Shinosaki, K. 1994).



Las enzimas reguladoras de pasos claves y los genes que codifican para estas,
han sido caracterizados y clonados.La 1-‘deoxy-p-xylulosa-s-fosfato sintetasa (DXS),
limita el paso del precursor de la via MEP,!pimvato y gliceraldehido -3 fosfato a 1-
deoxy-p-xylulosa-5-fosfato (DXP) (Rohmer et al, 1996, Lois et al. 1998), IPP
isopentenil difosfato es el precursor comun de todos los isoprenoides en ambas vias, la
isopentenil isomerasa (IPI) cataliza la conversmn de IPP a dimetilalil difosfato
(DMAPP), la forma béasica de 5 atomos de carbono ( Agranoff et al. 1960).
Geranilgeranil difosfato sintetasa (GGPPs) c_atahza la condensacién consecutiva de tres
moléculas de IPP con DMAPP para formar un compuesto de Cyo (GGPP), precursor de
giberalinas, carotenoides, tocoferoles y clorofilas. (McGarvey and Croteau 1995;
Luthra et al. 1999). Homogentisato fitiltransferasa (HPT) es una enzima unida a la
membrana de cloroplastos que cataliza el paso hacia la biosintesis de tocoferol, (
Collakova and Dan DellaPenna 2003),por la condensacion de la cola fitil difosfato
con el homogentisatoe a la forma 2-metil-6-fitil-1,4-benzoquinol (MPBQ) (Collakova
and Dan DellaPenna 2001, Savidge et al. 2002). Fitoenosintetasa (PSY) es la enzima
que regula un paso limitante y es clave en la sintesis de los carotenoides (Burkhard! et
al. 1997; Hirschberg, 2001), dimeriza dos moléculas de geranylgeranyl pirofosfato a
fitoenodifosfato, seguido luego de la conversidn a fitoeno, una molécula hidrofébica de
Cao. (Dogbo et al. 1988). Desaturaciones consecutivas, isomerizaciones, ciclaciones y
oxigenaciones, generan diferentes tipos de carotenoides. La hormona ABA es
sintetizada a partir de precursores carotenoides. Evidencias bioquimicas (Parry et al.,
1990) y genética (Koornneef et al, 1998) indican que la enzima 9-cis-
epexycarotenoides dioxygenasa (NCED) es clave en la sintesis de ABA, produciendo el
corte de 9-cis-xantofilas, para dar un producto de Cys- apocarotenoides y xantoxina
(Chernys, J. 2000).

La regulacién e integracién, de la transcripcion de muchos de los genes de esta
via metabdlica bajo condiciones de estrés, particularmente sequia, no estan suficiente
clarificadas. Actualmente los aspectos regulatorios que gobiernan la expresién y
actividad de las enzimas son casi desconocidas en plantas superiores (Guevara —Garcia
et al. 2005). En consideracion a esto ultimo, y a la estrecha relacién evidenciada entre
los compuestos isoprenoides y la tolerancia al estrés de sequia en algunas plantas, nos
hacemos la siguiente pregunta: 0
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¢ La disponibilidad de agua en el medio, ejerce un efecto de regulacion en la
VP, en las planta, que permita la tolerancia; a un estrés hidrico?, si es asi ; especies
con distinto grado de tolerancia a un estrés hidrico presentan una regulacién distinta de
la VPI?

Para responder esta pregunta, hemos planteado la siguiente hipétesis: “Un déficit
hidrico en dos especies de Lycopersicon, ejeice un efecto regulador en la expresién de
genes que codifican para enzimas limitantes de la VPI, para producir un aumento de
compuestos finales, que otorgan un grado de’tolerancia a este estrés ”

Para evaluar si la expresion de los genes que transcriben para estas enzimas,
responden a condiciones de ambientales de sequia, se comparan los patrones de
expresion, bajo condiciones de déficit hidrico, dos genotipos de plantas de tomates, uno
silvestre como Lycopersicon chilense, distribuida desde el sur de Peri a Paposo en
desierto de Atacama, Chile, desde la costa hasta los 3.000 m.s.n.m. (Warnock 1991),
ambientes que se caracterizan una baja disponibilidad de agua del suelo, alta
luminosidad y ailtas temperaturas diurnas. y bajas temperaturas nocturnas, con

Lycopersicon esculentum una especie de tomate cultivado susceptible al déficit hidrico.
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Se adjuntan las fichas técnicas por afio donde se incluyen todas las personas que han
participado en el trabajado de este Proyecto



Simdn Ruiz Lara:

Ceerdinagor General

Enrique Gonzalez Vilan

taznel Verdugo Bastlas

Famando Poblete Cassanova’

Asascr Tacnico

Crigtina Tehodulo:

Asesor:Técnic

Mdénice. Yahez : Chaver

Asanor Técnkd

Andrea Moremo Gonzdte

Secretar



iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo


k)

FICHA DE COMPETENCIAS Y FINANCIAMIENTO DEL EQUIPO TECNICO

PROYEGTO :

Marbie Rut Responsabilidad y/o FTnclamtento anual ANO 2003 Forcentaje

' competencia TECNICO PROFESICNAL Administrativos - Operarios dedicacion

Aparte FIA Contraparte Aporte FIA | Contrapare
Simén Ruiz Lera ] Coordinador Ganeral 3300000 2.520.35 | FREE!
Enrigue Gonzalez \Villanusva Coordinador Alterno 2300000 2.100.294 22,7]
{sabal Vardupgo Bastlas Asezor Téenico 1.165.5708 3
Farnando Pobbeta Cassanova {Asesor Técnico 707054 227
{wan Ahumada Diar Asesor nvestigacibn 13.200.000 100
Monica Yahsz Ghavez Asesor Técnico 4,620 528 1008
Andma Moremo Gonzéler ~ Secretaria FEFIE a1
(Gererdo Tapia San Martin ;Estudlama de Doctorado
José Loyola Jare |Estudiante de Doctorado
. 10220528 16.813.279 0 217275
C e Y FIA 10.220.528 ' e ‘
CONTRAPARTE] 20.03D.5
. ) . TOT.?.LI 30.251.082 i ;
. N B a (? .

il



iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo


Responsahilidad:y/

Simén Rulz Lara .
Enfique Gonzdiez Vilanueva Covordinador Alterno
Izabel Verdugo Basilas ASE30r. TCnio
Ferrando Poliete Cessanova A3830.TACNICO |
Marceia Salazar Visdma
Andrea Morema Gonzale, .
Gererdo Tapia San Mart) i Estudiante de Dectorado
Jos# Loyola -Jara- . Estudiants de D ¢
Javier Chillan & [Estudiante de Dectorado



iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo


TECNICO PROFESIONAL

‘Aporte Fl

Simen Ruiz Lara .

Entique Gonzalez Villanu

Isabei Vordugo Bastias

Farmanto Poblete Cassanova

Asosor. Téchico !

Tosé Loyula -Jara

Estudiante s Docierado

Javier chuan e

Estudiante de Dectorade



iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo


%
GOBIERNO DE CHILE
FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

VI. BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

A continuacion se sefiala la bibliografia mas relevante utilizada en el transcurso del
proyecto yla elaboracion de este informe.

e Alt-Morbe J, Kiihimann H & Schrider J (1989) Differences in induction of Ti plasmid virulence genes
virG and virD, and continued control of virD expression by four external factors. Molecular General
genetics 2; 301-308

*  Alt-Mérbe J, Neddermann P, von Litig J, Ewiler E & Schrider J (1988) Temperature - sensitive step
in Ti plasmid vir - region induction and correlation with cytokinin secretion by Agrobacteria. Molecular
general Genetics 213: 1-8

e Balmer Y, Koller A., del Val, G, Manieri, W, Schurmann P, and Buchanan B. (2002) Proteomics
gives insight into the regulatory function of chloroplast hioredoxins, Proc Nail Acad Sci U 8§ 4. 100:
370-375

s Baudo, M., Meza-Zepeda, L., Paiva, E. y Heino, P. (1996) Induction of homologous low temperatures
and ABA responsive genes in frost resistant (Solanum commersonii) and frost sensitive (Solanum
tuberosum cv, Bintje} potato species. Plant Mol. Biol, 30: 331-336.

e Cardoso MG, Silveira FT, Campos W & Brommonschenkel SH (2000} Agrobacterium tumefaciens -
mediated transformation of tomato processing cultivars. R. Bras. Fisiol. Veg. 12(2): 107- 118

¢ Chyi Y-S & Phillips GC (1987) High efficiency Agrobacterium - mediated transformation of
Lycopersicon based on conditions favorable for regeneration. Plant Cell Rep 6: 105-108

s Cohen, § (1998): A Guide to the polyamines. Oxford University Press, New York

¢ Dillen W, De Clercq J, Kapilla J, Zambre M, van Montagu M & Angenon G (1997) the effect of
temperature on Agrobacterium tumefuciens - mediated gene transfer to plants. Plant Journal, 12: 1459 -
1463

« Fillati JJ, Kiser J, Rose R & Comai L (1987) Efficient transfer of a glyphosate tolerance gene into
tomato using a binary Agrobacterium tumefaciens vector. Biotechnology 5: 726-730

» Fowler, S y Tomashow, M. (2002). Cold transcriptomic profile indicates that multiple gregulatory
pathways are activated during cold acclimatation in addition to the CBF cold response pathway,
Plant Cell 14: 1675-16%0.

¢ Frary A & Earle ED (1996} An examination of factors affecting the efficiency of Agrobacterium -
mediated transformation from tomato. Plant Cell Rep 16: 235-240

s Fullner KJ & Nester EW (1996) Temperature affects the T-DNA transfer machinery of Agrobacierium
tumefaciens. Journal of Bacteriology 178: 1498 - 1504,

¢ Hamza S & Chupeau Y (1993) Re - evaluation of conditions of planta regeneration and Agrobacterium
- mediated transformation from tomato (Lycopersicon esculentum). ]. Exp.Bot. 44; 1837-1845

¢« Hicks GS (1994) Shoot induction and organogcncms in vitro: a developmental perspective. In Vitro Cell
Dev Biol 30: 10 - 15.

» Hong-Xia Zhang and Eduardo Blumwald (2001). Transgenic salt-tolerant tomato plants accumulate
salt in foliage but not in fruit. Nature biotechnology 19(8): 765-768.

e Ingram, I. y Bartels., D. (1996) The molecular basis of dehydration tolerance in plants. Annu, Rev,
Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 47: 377-403,

* Konig J, Baier M, Horling F, Kahmann U, Harris G. Schurmann P. and Dietz K. (2002). The plant-
specific function of 2-Cys peroxiredoxinmediated detoxification of peroxides in the redox-hierarchy of
photosynthetic electron flux. Proc Natl Acad Sci U S A. 99(8): 5738-5743.

* Krishnamurthy R, Bhagwat K A (1989): Polyamlnes as modulators of salt tolerance in rice cultivars,
Plant Physiol. 21: 500-504

¢ Ling H-O, Kriseleit D, Ganal MW (1998) Effiect of ticarcillin/potassium clavulanate on callus grow
and shoot regeration in Agrobacterium - medlated transformation of tomato (Lycopersicon esculentum
Mill). Plant Cell Re 17: 843-847



O
iy

.
GOBIERNC DE CHILE
FUNDACION PARA LA
INNGVACION AGRARIA

e  Maniatis, T., Fritsch, E.F. and Sambrbrook, J. (1982). Molecular cloning: a laboratory manual. Cold
Spring Harbor Laboratory. Cold Sring Harbor. N.Y.

®  Mass (1990). Crop salt tolerance. In: Agricultural Assessment and Management Manual. K K. Tanji (ed.).
ASCE, New York. pp. 262-304

¢ Mc Cormick S, Niedermeyer J, Fry J, Barnason A, Horsch R & Frary R (1986} Leaf disc
transformation of cultivated tomato (L. esculentum) using Agrobacterium tumefaciens. Plant Cell Rep 3:
81-84

¢ Pozueta J, Houlné G, Caiias L, Schantz R & Chamarro J (2001) Enhanced regeneration of tomato
pepper seedling explants for Agrobacterium - mediated transformation. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture: 67: 173 - 180

¢ Roy, M and Wu, R (2001) : Arginine decarboxylase transgene expression and analysis of environmental
stress tolerance in transgenic rice. Plant Science 160: 869-875.

e Schroeder HE, Schotz AH, Wardley - Ricardson T, Spencer D, Higgins TJV (1993) Transformation
and regeneration of two cultivars of pea (Pisum sativum L.). Plant Physiol 101: 751-757

e Stanley, BA, (1995): Mammalian S-adenosylmethionine decarboxylase regulation and processing. In R
casero, ed, Polyamines: Regulation and Molecular Interaction. Vol 3 R.G. Landes company, pp 27-75

e Steven J. Clough and Andrew F. Bent (1998) TECHNICAL ADVANCE. Floral dip: a simplified
method for Agrobacterium - medianted transformation of Arabidopsis thaliana, The Plant Journal 16(6),
735-743.

» Tasseva, G Richard,L and Zavhowski, A. (2004). Regulation of phosphatidylcholine biosyntesis under
salt stress envolves choline kinases in Arabidopsis thaliana,, Febs Lett.566: 115-120,

e Thomashow,M.F. (1999). Plant Cold Aclclimation:Freezing Tolerance Genes and Regulatory
Mechanisms. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol, Biol 50: 571-99,

» Tiburcio. A.F., Altabella, T., Borrel, A Masgrau, C. (1997): Polyamine metabolism and its regulation.
Physiol. Plant 100:664-674

s van Roeckel JSC, Damm B, Melchers LS & Hoekema A (1993) Factors influencing transformation
frequency of tomato (Lycopersicon esculentum). Plant Cell Rep 12: 644 — 647

®  Zhang N, Portis AR Jr. (1999). Mechanism of light regulation of Rubisco: a specific role for the larger
Rubisco activase isoform involving reductive activation by thioredoxin-f. Proc Nat! Acad Sci U S A.
96(16):9438-43.

¢ Zimmerman TW (1995) Effect of timetin for controling Agrobacterium tumefaciens following
cocultivation on select plant species. In vitro Cell Dev Biol 31: 70A



