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Resumen

“Estudio de la estructura y regulacion de la expresién de los genes Cab en
plantas supenores”.

Resumen

Se aislaron seis genes Lhc a partir de una biblioteca genémica de papa (Solanum
tuberosum). Estos genes codifican polipéptidos que formarian parte de los
complejos que captan la luz que luego es utilizada en la fotosintesis. Estos genes
se hallan en tandem y estan separados por regiones de 1.3-1.4 kb. Todos poseen
la misma orientacion 5'— 3' y cada uno de ellos tiene su propio promotor localizado
5' rio arriba de la region de coédigo. Las proteinas deducidas a partir de las
secuencias de bases, poseen todos los aminoacidos caracteristicos de las
proteinas CAB del PSII, Tipo |, las cuales estan codificadas por los genes Lhcb1.
Por lo tanto los genes aislados fueron denominados: Lhcb1*1, Lhcb1*2, Lhcb1*3,
Lhcb1*4, Lhcb1*5 y Lhcb1*6. La region codificante de estos genes posee 798 pb
excepto el Lhcb1*6 el cual fue aislado en forma incompleta (411 pb). Estos genes
codifican proteinas de 265 aminoacidos, incluyendo el péptido senal. Los genes
estudiados poseen un 94-98% de homologia en sus secuencias de bases y
codifican proteinas que poseen entre un 97.5% a 99.75% de identidad. Las
regiones &' flanqueantes de los seis genes poseen secuencias conservadas y que
estan presentes en otros genes cuya expresion es regulada por la luz (el fragmento
de 62 pb localizado entre las cajas CAAT y TATA contiene tres secuencias
GATA).

La expresion de los genes Lhcb1 en las plantas de papa mostré ser especifica de
organo. Diferentes transcriptos fueron detectados en las hojas de las plantas
mientras que solo uno se detecté en los tallos y no hubo expresién en las raices.
Se determind el sitio de iniciacion de la transcripcion para el gen Lhcb1*2. El
mismo esta localizado a 69 nucledtidos rio arriba del codén de iniciacion de la
traduccion (codon ATG). Los resultados indicaron que la C en la secuencia
CTTCAT constituye el primer nucledtido en el ARNm correspondiente al gen
Lhcb1*2. La regidn localizada rio arriba del gen Lhcb1*2 que se extiende hasta



Resumen

-1300pb fue secuenciada. Esta region contiene un motivo ‘G” (5 TGGTTGTGTC3")
localizado entre las bases -162 a -171 con respecto al sitio de iniciacion de la
transcripcion. Recientemente fue demostrado que el factor citosélico GBF, el cual
se une al motivo “G”, se transloca al nicleo en presencia de luz, mientras que en la
oscuridad permanece en el citoplasma (Harter et al, 1994).

Las funciones regulatorias de la regién 5 flanqueante del gen Lhcb1*2 fueron
analizadas en plantas transgénicas de tabaco. En la construccidn realizada, la
region promotora del gen Lhcb1*2 dirige la expresion del gen reportero uidA, el
cual codifica la enzima pB-glucuronidasa (GUS). El andlisis de las plantas
transgénicas revel6 que la regién 5' flanqueante (-1300 a +10) del gen Lhcb1*2 es
suficiente para confenr una respuesta a la luz a través del fotoreceptor fitocromo
asi como también una respuesta especifica de érgano. Por otra parte, la expresion
del gen uidA fue detectada en las plantulas transgénicas de tabaco a partir de las
72 hs luego de la germinacién de las semillas. Este resultado se correlaciona con
el tiempo de maduracién de los cloroplastos (Oemdiller et a/, 1986). Ademas, no se
detect6 expresion del gen uidA cuando las plantulas de tabaco transgénicas fueron
cultivadas en presencia de un herbicida que impide el desarrollo de los
cloroplastos. Por lo tanto, estos resultados indican que la presencia de cloroplastos
maduros es necesaria para la expresion del GUS dirigida por el promotor del gen
Lhcb1*2 aislado de plantas de papa. Se realizaron deleciones de la region
promotora las cuales fueron fusionadas al gen uidA. De estos expenmentos se
pudo concluir que la regién del promotor comprendida entre las bases -690 a +10
es suficiente para conferir una respuesta especifica de érgano asi como tarnbién
una respuesta a la luz a través del fotoreceptor fitocromo.

Palabras claves: proteinas CAB, genes Lhcb1, expresion especifica de 6rgano,
papa (Solanum tuberosum), fitocromo.

Referencias: Harter et a/, 1994: “Light regulated modification and nuclear
translocation of cytosolic G-box binding factors in parsiey”. Plant Cell 6, 545-559.
Oemtiller et al, 1986: “Expression of nuclear genes as affected by treatments
acting on the plastids’. Planta 168, 482-492.



Abstract

"Characterization and Regulation of the Expression of the Solanum tuberosum
Lhc genes”

Abstract

A potato (Solanum tuberosum) genomic library was used to isolate five full-
length genes and part of a sixth one, encoding the apoproteins of a light-
harvesting complex (LHC). These genes are arrange in tandem with a spacing of
1.3-1.4 kb between neighboring genes. They present the same orientation and
they have their own promoters 5'-upstream of the coding regions. All the Lhcb1
genes have 798 bp open reading frame coding for a protein of two hundred and
sixty-five amino acids, including a transit peptide. The nucleotide homology
among the five genes is between 94-98%. The nucleotide sequences showed
that they encoded very similar proteins (99.75% to 97.50% identities). The
deduced amino acid sequences were homologous to the PSIl Type | CAB
proteins encoded by the Lhcb1 genes, so these genes were named Lhcb1*1,
Lhecb1*2, Lhcb1*3, Lheb1*4, Lhcb1*5 and Lhcb176, respectively. The 5'-flanking
regions of the six potato genes shared conserved sequences aiready detected in
other light-responsive genes (62 bp fragment located between the CAAT and
TATA boxes containing three GATA motifs).

The expression of Lhcb1 genes in potato was organ-specific. At least nine
different transcripts can be recognized in leaves by the primer extension method.
A unique transcrpt could be detected in stems and not in roots.

The transcnption start site for the Lhcb1*2 gene was determinated. It is located
69 nucleotides upstream from the ATG codon. Our results indicated that the C in
the sequence CTTCAT would be the first nucleotide in the Lhcb1*2 mRNA.

The 5' upstream region of Lhcb1*2 extending from -1300 bp to the cap site was
sequenced. This region contained a G-box motif (TGGTTGTGTC) located
between -162 and -171 from the transcription start site. It has been recently
demonstrated that the translocation of the cytosolic GBFs (G-box binding factor)



Abstract

to the nucleus is light-regulated (Harter et al/, 1994). The regulatory function of
the 5'-flanking region of the potato Lhcb1*2 was analyzed in transgenic tobacco
plants. The construct used contained the uidA gene which was under the control
of the potato Lhcb1*2 promoter. Analysis of transgenic plants revealed that the
§'-flanking region (-1300 to +10, relative to the transcription start site) of the
Lhcb1*2 gene is sufficient to confer a phytochrome response as well as organ-
specific expression. In ours experiments, the expression of the uidA gene was
detected in the transgenic tobacco seedlings around 72 h after germination. This
result correlates well with the time of maturation of the chioroplasts (Oemdiller et
al, 1986). Furthermore, the expression of uidA was not detected when
transgenic seedlings were grown in presence of Norflurazon. These resuits
correlates the presence of mature chloroplasts with the GUS expression directs
by the Lhcb1*2 promoter. We have obtained constructs in which the uidA gene
was under the control of deletions of the 5’-flanking region of potato Lhcb1*2.
The -690 to +10 flanking region of the Lhcb1*2 is enough to confer organ-

specific and phytochrome-regulated expression on the uidA coding sequence.

Key words: CAB proteins, light-harvesting chlorophyll a/b binding proteins of

photosystem |, Lhcb1 genes, potato (Solanun tuberosum), phytochrome.

References:

Harter et al, 1994: “Light regulated modification and nuclear translocation of
cytosolic G-box binding factors in parsiey”. Plant Cell 6, 545-559.

Oemdiller et al, 1986: “Expression of nuclear genes as affected by treatments
acting on the plastids”. Planta 168, 482-492.



ABREVIATURAS.

AcONa: acetato de sodio.

ADN: acido desoxirriboriucleico.

ADNCc: ADN copia.

ADN-T: ADN transferible.

ARN: acido ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero.

CAB ("chiorophyll a/b binding proteins”): proteinas que se unen a la clorofila ay b.
Forman parte de las antenas colectoras de luz para la fotosintesis.
EDTA: &acido etilén diamino tetracético.

GUS: B-glucuronidasa.

kb: kilo bases.

kD: kilo Dalton.

Km: kanamicina.

KmR: kanamicina resistentes.

KmS: kanamicina sensibles.

LHC ("light harvesting complex"): complejos colectores de luz.

Lhc: genes que codifican los polipéptidos CAB. Son también llamados genes Cab.
Lhcb: genes que codifican proteinas CAB, pertenecientes al LHCI!L.
mg: miligramos.

ml: mililitros.

mM: milimolar.

pg: microgramos.

ul: microlitros.

puM: micromolar.

MUG: 4-metilumbelifeni g-D-glucurénido.

4-MU: 7-hidroxi- 4-metilcumarina.

nM: nanomolar.



nt: nucledtidos.

pb: pares de bases.

PCR ("Polymerase chain reaction"): reaccién de la polimerasa en cadena.
plasmido Ti: plasmido inductor de tumores.

PSI: fotosistema |.

PSIi: fotosistema |I.

R: rojo.

RC: rojo continuo.

RL.: rojo lejano.

RLC: rojo lejano continuo.

SDS: dodecil sulfato de sodio.

St: estandard de peso molecular.

T1: plantas transformadas obtenidas a partir de los discos de hojas de tabaco.
T2: plantas transformadas obtenidas por autofecundacién de las plantas T1.
Tris: 2-amino-2-hidroximetil-1-3-propanodiol.

uidA: gen que codifica la enzima B-glucuronidasa.

X-Gluc: 5- bromo- 4-cloro-3 indolil- B- D- glucurénico.
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INTRODUCCION

I- LA LUZ EN EL DESARROLLO DE LAS PLANTAS.

I- 1. Aspectos generales.

La luz es el factor del ambiente mas importante que interviene en el crecimiento y
desarrollo de las plantas. La radiacion incidente no solo es usada como fuente de
energia para la fotosintesis sino que también constituye una senal que utilizan las
plantas para optimar su desarrollo en respuesta a las condiciones del medio. El
efecto de la luz en el desarrollo es mas marcado en las plantas jovenes que en las
plantas adultas. Por ejemplo como se puede ver en la Figura 1A, plantas de seis
dias cultivadas en presencia de luz muestran un hipocétilo corto y cotiledones
abiertos y expandidos. Estas plantulas poseen hojas con cloroplastos
fotosintéticamente activos. Este patron de desarrollo es conocido como
fotomorfogénesis. En ausencia de luz, la fotomorfogénesis esta reprimida y las
plantas muestran un desarrollo distinto. Como se ve en la Figura 1B, las plantulas
crecidas en la oscuridad tienen un hipocotilo largo y cotiledones no desarrollados
(pequenos y cerrados). Estas plantas poseen etioplastos y presentan una
diferenciacion celular tardia. El proceso que sucede en las plantas germinadas en
la oscundad se conoce como etiolacion.

Por lo tanto, ias plantas superiores estan genéticamente dotadas para seguir dos
estrategias diferentes de desarrolio dependiendo de las condiciones de luz del
ambiente: fotomorfogénesis o "skotomorphogenesis, siendo esta ultima la
estrategia de desarrolio seguida en la oscuridad (Mohr et a/, 1983; Deng, 1994). El
aspecto tan distinto entre las plantas crecidas a la luz y aquéllas desarrolladas en
la oscuridad, es consecuencia de la gran diferencia en la expresién génica que

presentan ambos tipos de desarrollo.
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Figura 1. Plantulas de Arabidopsis de seis dias cultivadas: A) en presencia de luz y, B) en
total oscuridad. Los patrones morfolégicos son claramente distintos en los ultimos
estadios del desarrollo de las plantulas. Abajo, a la izquierda de cada panel se observa
que la morfologia de las plantulas es casi idéntica hasta las 36 hs a partir de la
germinacion de las semillas (Deng, 1994).
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Al menos tres familias de fotoreceptores median la percepcion y traduccidon de esta
sefnal del ambiente que constituye la luz: los fitocromos que perciben la luz roja
(600-700 nm) y el rojo lejano (700-800nm), los receptores de fuz azul y UV-A (340-
380 nm) y los fotoreceptores UV-B (< 340 nm). Estos fotoreceptores
constantemente sensan la luz con respecto a la longitud de onda, intensidad,
duracion y direccién. Las sefales luminosas percibidas y traducidas por los
diferentes fotoreceptores regulan en forma coordinada la transcripcion de genes
especificos (Gilmartin et a/, 1990). Se observdé que la transcripcion de algunos
genes nucleares, muchos de los cuales estan involucrados en ia fotosintesis era
inducida en plantas expuestas a la luz. Este es el caso del gen que codifica la
pequefa subunidad de rubisco (rbcS), el gen que codifica la ferredoxina tipo A
(fedA), la chalcona sintetasa (chs) y la nitrato reductasa (nia) (Chory et al, 1989).
Dentro de este grupo también se hallan los genes Lhc o Cab que codifican
polipéptidos que se unen a la clorofila a y b y que forman parte de las antenas que
captan la luz para la fotosintesis. Interesados en los efectos de la luz mediados por
los distintos fotoreceptores, nosotros estudiamos la estructura y regulacién de ia
expresion de los genes Lhc en plantas de papa (Solanum tuberosum). Para otros
genes como ser el caso del gen que codifica el fitocromo tipo A (phyA), la
transcripcion se reprime al exponer las plantas a la luz. También hay genes
codificados en el genoma de los plastidos cuya expresion es inducida por la luz.
Este es el caso de la subunidad grande de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa
(rbcl) y del gen psbA que codifica una proteina de 32 kD que forma parte del
fotosistema il.

Se han caracterizado secuencias dentro de los promotores de aigunos de estos
genes, las cuales estarian relacionadas a la regulacién mediada por la luz (Dehesh
et al, 1990). En el caso del promotor de la pequefna subunidad de rubisco, se
pudieron caracterizar y aislar factores proteicos que interactian con algunas de
estas secuencias (Gilmartin et al/, 1990). Sin embargo poco se conoce acerca de la
sefial de traduccion mediada por estos fotoreceptores, y como ios mismos
controlan ias respuestas de crecimiento y desarrollo regulada a través de la

expresion génica.
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I- 2. Los fitocromos.

En la década del '50 Borthwick et al (1952), observaron que la induccion de la
germinacion por la fuz roja (R) podia ser revertida mediante una breve exposicion a
luz roja lejana (RL), aplicada esta ultima inmediatamente después del primer
tratamiento. Postularon que dicho comportamiento se debia a la existencia de un
fotoreceptor capaz de fotoconvertirse reversiblemente entre dos estados.
Posteriormente se descubrieron muchas otras respuestas que presentaban una
reversibilidad R/RL similar y la moiécula responsable de tal efecto resulté ser el
fitocromo. Actuaimente se conocen una variedad de efectos de la luz mediados por
el fitocromo. Si bien vanas de las respuestas mediadas por el fitocromo no
presentan reversibilidad R/RL, cuando la misma es demostrada se considera que
es un efecto mediado por este fotoreceptor.

Los fitocromos son los fotoreceptores de las plantas mejor caractenzados. Estan
localizados en el citoplasma de las células vegetales. Son dimeros compuestos por
dos polipéptidos de 125 kD, cada uno de los cuales lleva unido covalentemente en
el extremo N-terminai un croméforo lineal tetrapirrélico, llamado fitocromobilina. La
dimerizacién ocurre a través del extremo C-terminal.

Evidencias bioquimicas indican que habria al menos dos tipos de fitocromos: el
tipo | y el Il. E! tipo | se acumula a niveles altos en plantas desarrolladas en la
oscundad. Por lo tanto, las respuestas del fitocromo tipo | estan pnncipalmente
involucradas en los procesos de desetiolacion de plantas etioladas. Este fitocromo
se erncuentra en una proporcion mucho menor en fos tejidos verdes, debido a que
es labil a la luz. El fitocromo tipo |l es estable a la luz, y se encuentra a niveles
bajos tanto en tejidos verdes como en los etiolados.

En las plantas superiores, los fitocromos estan codificados por una familia de
genes nucleares. En Arabidopsis la apoproteina esta codificada por cinco genes:
phyA, phyB, phyC, phyD y phyE (Sharrok et al, 1989; Clarck et al, 1993). Los tres
pnmeros presentan un 50% de identidad en sus secuencias de aminoacidos. El
gen phyE es distinto a los demas, en cambio, phyD es muy similar a phyB. Es
posible que las distintas vanantes del fitocromo actuen en diferentes iugares o en
distintos estadios del desarrollo de las plantas mediando muchas respuestas
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reguladas por {a fuz roja. Recientemente se ha demostrado que los fitocromos tipo |
y Il estan codificados por los genes phyA y phyB respectivamente (Parks et al,
1993; Reed et al, 1993).

Los fitocromos existen en dos formas fotoconvertibles: ia forma denominada Pr que
absorbe luz roja (pico de absorcién a 660 nm) y la forma denominada Pfr que
absorbe luz roja lejana (pico de absorcion a 730 nm). Los fitocromos son
sintetizados "in vivo" como la forma Pr. Al absorber luz roja, Pr es transformado en
Pfr, mientras que la absorciéon de luz roja lejana por Pfr lo convierte en Pr. Es

posible esquematizar la fotoconversién de ia siguiente manera:

R
Pr ~Pfr
RL

Es generaimente aceptado que Pfr es ia forma biolégicamente activa ya que es la
responsable de iniciar una cascada de sefales que llevan finaimente a las
respuestas en el desarrollo. No se sabe como los cambios conformacionales
inducidos por la luz en la molécuia de fitocromo es traducida a los componentes
celulares. Las diferencias espectrales entre Pr y Pfr se deben a diferencias del
cromoforo (isémero 15 E y 15 Z, respectivamente). Ni la apoproteina, ni el
cromoforo solos muestran funciones fisioldgicas fotoreversibles. Los cambios
producidos en la conformacion del croméforo, producen cambios conformacionales
en la apoproteina que a su vez interacciona con aigun componente celular.

Entre los procesos regulados por el fitocromo se encuentran ia germinacion, la
floracion, la desetiolacion, etc. La inhibicidén de la elongacion del hipocétilo es parte

del proceso de desetiolacién.

I- 3. Los receptores de luz azul y uitravioleta.

La luz azul juega un rol muy importante en la expresion de distintos genes. Muy
poco se conoce acerca del receptor (o receptores) de iuz azul y de la ruta de
traduccion de la sefal. Los receptores de luz azul median efectos tales como el



Introduccion

fototropismo, la elongacion del hipocétilo y la apertura de los estomas (Kaufman,
1993). Se demostré que mutaciones en el locus hy4 en Arabidopsis afectan
especificamente ia sensibilidad a la luz azul, o cual se pone de manifiesto
mediante Ia inhibicién de la elongacion del hibocc')tilo. El locus hy4 codifica una
proteina soluble de 681 aminoacidos, ia cual podria ser un potencial receptor de
luz azul (Ahmad et al, 1993). Esta proteina contiene dos regiones caracteristicas
para la uniéon de croméforos que absorben luz azul (flavinas).

Otros estudios han demostrado que en una gran variedad de piantas, existe una
proteina de la membrana piasmatica de 120 kD que es especificamente fosforilada
ante una breve exposicion a luz azul (Kaufman, 1993). Esta proteina podria
constituir btro receptor de luz azul o bien, podria formar parte de la cadena de
traduccidén de la senal luminosa responsable del fototropismo de las plantas.

La senal de traduccion de la luz azul es probablemente compieja puesto que son
raras las respuestas que se deben exclusivamente a la luz azul. Son mas comunes
las respuestas a la luz azul que involucran una coaccién del receptor azul y el
fitocromo (Oelmuller et a/, 1985). Se piensa que el receptor de iuz azul establece
una respuesta a través de Pfr, modulando el rango de su respuesta.

Poco se conoce acerca de los receptores de luz ultravioleta, aunque las evidencias

sugieren la existencia de al menos dos: UV-A y UV-B.

I- 4. Traduccidén de la sefial luminosa al nucleo de la célula vegetal y
regulacion de la expresion génica.

La percepcion de la sefal luminosa por los fotoreceptores activaria una via de
senales que llevan a cambios en la expresion de ciertos genes. La existencia de
muitiples familias de fotoreceptores sugiere que el proceso de traducciéon de la
sefal luminosa es complejo. Ei hecho de que mutaciones de fotoreceptores
especificos produzcan fenotipos distintos, sugiere que debe haber pasos
especificos en el camino de traduccién de las sefiales. Por otra parte, algunos
procesos tales como el desarrollo de las plantuias, requiere la accion de multiples

fotoreceptores.
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Se sabe que el fitocromo fotoactivado no se transloca al nucleo para unirse a los
promotores de los genes "target'. Existen intermedianos que transmiten la
informacion desde este fotoreceptor hasta el genoma. Estudio recientes han
indicado que las proteinas G, el sistema Ca2*-calmodulina y la guanosina 5'-fosfato
ciclica (GMPc) mediarian las respuestas inducidas por el fitocromo (Bowler et al,
1994a; Neuhaus et al, 1993). Se ha sugendo que el fitocromo activaria una o mas
proteinas G timéricas, las cuales estimulan aumentos celulares de GMPc y Ca2*,
lo cual activaria otros componentes que inducen los cambios en la expresion
génica (Bowler et a/, 1994a; Millar et a/, 1994). La Figura 2 muestra un esquema de

como se traduciria la sefnal luminosa a través del fitocromo.

GMPc » Antocianina

PSI
PHY A—— Proteina (s) G Cyt.b6f

PSII

Ca2*—— CaM » Cab o Lhc
ATP sintasa
Rubisco

Figura 2. Modelo de las rutas de traduccion de las sefales del fitocromo (Bowler et al,
1994a). PHY A: fitocromo A, CaM:calmodulina, PSI: fotosistema |, PSHi: fotosistema |l.

En este modelo, Pfr activa una o mas proteinas G tnméncas. Luego, la cascada de
sefiales se divide. En un caso el aumento de Ca2* citosélico activa la calmodulina
(CaM), lo cual resultaria en la activacion de quinasas y fosfatasas que transmitirian
la sefal al nucleo. Esta senal induce la transcnpcion de genes estructurales del
fotosistema |l (PSli), de los genes Lhc o Cab, del gen que codifica la ATP sintasa y
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del gen que codifica la pequefa subunidad de rubisco. En una segunda rama la
guanilato ciclasa es activada, lo que lleva a aumentos en los niveles de GMPc. El
GMPc actuaria a través de quinasas para activar ios genes involucrados en la
biosintesis de antocianina. En algun punto las sefales de ias dos ramas convergen
para estimular la expresion de genes que codifican componentes del fotosistema |
(PSI) y componentes del complejo citocromo b6f. El resultado es la induccion de
genes que responden a la luz roja, la formacién de cloroplastos y la produccion de
antocianina.

No esta claro como la sefial se traduce desde el fitocromo que es un fotoreceptor
soluble citoplasmatico, a las proteinas G las cuales se hallan nomaimente
asociadas a la membrana plasmatica. Por otra parte puesto que todos los
componentes son citoplasmaticos, tampoco esta claro como la senal se traduce al
nucleo para regular ia expresion de estos genes. Hay evidencias que sugieren que
en la cadena de traduccion mediada por el fitocromo ocurririan eventos de
fosforilacion de proteinas. Recientemente se comprobé que un factor proteico
denominado GBF ("G-box binding factor"), el cual se une a los llamados motivos
"G" que se hallan en ios promotores de muchos genes regulados por la luz, se
transloca al nucleo en presencia de fuz. En células que se hallan en ia oscuridad
GBF permanece en el citoplasma. La translocacion al nucleo de GBF es el
resultado de la fosforilacién de ese factor, proceso inducido por la fuz (Harter et al,
1994).

Estudios genéticos indican que las rutas de senales de traduccion del fitocromo y
de la luz azul convergen en intermediarios comunes (Chory, 1993). Diversos
resuitados han sugerido que las proteinas G timeéncas también estan involucradas
en la expresion de genes modulada por la fuz azul (Kaufman, 1993). Se vio que la
actividad GTPasa podia ser especificamente modulada por la luz azul en
preparaciones de membrana plasmatica. Una proteina G tnmérica, presente en ia
membrana seria la responsable de esta actividad GTPasa. Aunque estas
evidencias apoyan la participacion de las proteinas G en las sefales del fitocromo

y de la luz azul, no se sabe si serian las mismas o distintas proteinas las que
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estarian involucradas. La cadena de traduccion de la luz azul seria compleja y
tendria puntos en comun con la del fitocromo.

Los genes Lhc o Cab cuya estructura y regulacion de la expresion he estudiado,
codifican proteinas que se unen a la clorofila a, clorofila b y carotenos formando
parte del sistema que capta la luz para ia fotosintesis. Por lo tanto, en el siguiente
capitulo de esta "Introduccion”, se hace una breve descripcion del proceso de la
fotosintesis.

Il - FOTOSINTESIS.

ll- 1. Aspectos generales de la fotosintesis.

En ia fotosintesis se pueden distinguir dos etapas: una reaccion dependiente de la
luz (etapa fotoquimica) y una reaccion oscura (ciclo de Benson-Caivin). En la etapa
fotoquimica, la iuz es convertida en energia quimica dando como resuitado la
formacion de ATP y NADPH. Postenommente, los productos generados son
utilizados en la sintesis de azucares de seis carbonos (almidén y sacarosa) a partir
de CO, y H,0. Todas las reacciones que involucran la formacion de NADPH, ATP
y almidén ocurren en el cloroplasto. La etapa fotoquimica se produce en las
membranas tilacoides de los cloroplastos mientras que la fijacion de CO, vy
formacidn de aimidén se producen en el estroma del cloroplasto. Las enzimas que
forman sacarosa a partir de moléculas precursoras de tres carbonos se encuentran
en el citosol de la célula vegetal.

Durante ia fotosintesis, la luz es atrapada por 200 a 300 moléculas de clorofila las
cuales transfieren la energia luminosa absorbida a un par especial de clorofilas que
se hallan en el centro de reaccion. Estos pares especiales de clorofilas del
fotosistema | y Il son los principales dadores de electrones que manejan la
conversion de la luz en energia quimica, a ser convertida en NADPH y ATP. Las

10
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moléculas de clorofila que captan ia luz y que transmiten esta energia al centro de
reaccién forman parte de los sistemas colectores de luz o antenas. De esta
manera, los fotones absorbidos por muchas clorofilas son dirigidos hacia el centro
de reaccién donde se transformaran en energia quimica. El resultado inmediato de
la absorcién de la fuz es una separacion de cargas a través de la membrana
tilacoide: un electrén es transportado a un aceptor de electrones sobre la superficie
de la membrana tilacoide que esta en contacto con el estroma, dejando una carga
positiva sobre el dador de electrones localizado en la superficie fuminal de la
membrana. De este modo, la energia luminosa (fotén) se convierte en energia
quimica porque se produce una molécula de un oxidante (dador electronico
oxidado) y una molécula de un receptor (aceptor electronico reducido).

El transporte de electrones desde el agua al NADP* requiere de Ia participacion de
tres complejos multiproteicos que atraviesan ia membrana tilacoide: el fotosistema
Il (PSHI), el complejo citocromo b/f y el fotosistema | (PSl). Estos complejos estan
ligados uno con otro a través de ia movilidad lateral de la plastoquinona (PQ) y
plastocianina (PC). Como lo esquematiza la Figura 3, la absorcion de la iuz por el
fotosistema I (PSIl) hace que los electrones se muevan hacia una molécula
aceptora sobre la superficie de la membrana tilacoide que mira hacia el estroma. El
dador de electrones positivamente cargado saca electrones del H,O para formar
O, y protones, los cuales se acumulan en el ilumen tilacoide. Luego los electrones
se mueven a través de una sene de transportadores hacia dadores de electrones
sobre la superficie luminai de los tilacoides de un segundo centro de reaccién, el
fotosistema | (PSI). Durante este movimiento, protones adicionales son bombeados
a través de la membrana tilacoide hacia el lumen. El PS| usa la energia luminosa
absorbida para transferir los electrones a un aceptor sobre la superficie del
estroma. Luego los electrones son transferidos al ultimo aceptor de electrones, el
NADP*, para formar NADPH. Los protones acumulados en el lumen tilacoide
resultantes del transporte de electrones, crean un gradiente electroquimico de
protones a través de la membrana tilacoide. Esta fuerza motnz de protones es la
fuente de energia para la produccion de ATP. Los protones se mueven a través del
complejo CFoCF4 produciendo la formacién de ATP a partir de ADP y Pi.

11
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Por lo tanto el proceso de ia fotosintesis puede ser subdividido en tres estadios,
cada uno de los cuales se produce en un area definida del cloroplasto:

1) La absorcién de la energia luminosa es el primer paso esencial en la
fotosintesis. La luz es atrapada por la clorofila y utilizada para remover electrones y
protones del H,O para formar O,. Luego los electrones subsecuentemente son
transferidos a través de la membrana tilacoide al ultimo aceptor de electrones, el
NADP*, formando en el estroma el compuesto reducido, NADPH. El movimiento de
electrones esta acoplado al transporte de protones a través de la membrana desde
el estroma al lumen tilacoide. Todas estas reacciones son catalizadas por
proteinas localizadas en la membrana tilacoide.

2) Los protones se muéven desde el lumen tilacoide hacia el estroma a través del
complejo CFoCF4 que acopla el movimiento de electrones a la sintesis de ATP a
partir de ADP y Pi.

3) EI ATP y NADPH fijan CO, y generan azucares de seis carbonos.

Il- 2. Estructura y funcion de los fotosistemas | y Il.

Los dos fotosistemas en los cloroplastos absorben luz de diferentes longitudes de
onda y ambos son esenciales para la fotosintesis. EI PSI absorbe luz de 700 nm o
menos, mientras que el PSIl absorbe luz de longitud de onda mas corta (< 680
nm). Por otra parte ambos fotosistemas poseen distinta localizacion dentro de la
membrana tilacoide de los cloroplastos. El 75-80% del PSII se encuentra en las
regiones apiladas de los tilacoides (granatilacoides), mientras que el PSI se
localiza preferentemente en las membranas tilacoides no apiladas
(estromatilacoides). El citocromo b/f que es usado para transferir los electrones
entre los dos fotosistemas se encuentra en ambas zonas de la membrana (Figura
3).

Cada fotosistema posee varios cientos de moléculas de clorofila. Sin embargo,
solo dos moléculas de clorofila a de los centros de reaccion, llamadas Psso en el
PSIl y P700 en el PSI respectivamente, son capaces de sufrir la transferencia de

electrones provocada por ia luz en cada complejo. Estas moléculas de clorofila a
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estan unidas a proteinas integrales de membrana junto con las cuales constituyen

ios centros de reaccion.

=

estroma

membrana tilacoide

+

H
NAaDP* ADP+P; ATP

CFy

DI

M

lumen ne
%0 A
PSil-LHCI Cyt b/f PS|-LHCI ATP-sintasa

Figura 3. Organizacién de los componentes de la membrana tilacoide que participan en la
captacion de la luz para la fotosintesis y en la transferencia de electrones. También se
muestra la ATP sintasa que interviene en la transiocacion de protones. El fotosistema |
(PSl) y la ATP sintasa estan localizados en las regiones no apiladas de la membrana
tilacoide, mientras que la mayor parte de los complejos del fotosistema Il (PSIl) y sus
antenas colectoras de luz (LHCII) se hallan en las regiones apiladas de los tilacoides. Los
complejos citocromo b/f (cyt bg  cyt f) se distribuyen al azar. Las flechas representan el
flujo de electrones y el transporte de protones. P680: centro de reaccién del PSIl; P700:
centro de reaccion del PSI; Ph: feofitina; PQa y PQg: quinonas; PQ: plastoquinona; PC:
plastocianina; Fd: ferredoxina; FNR: ferredoxin-NADP reductasa; OEC: complejo
productor de oxigeno (Anderson et al, 1988).
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Una estructura llamada complejo colector de luz o LHC ("light-harvesting
complex”) forma parte de cada fotosistema y la funcién pnncipal del mismo es

capturar la energia luminosa y transfenria al PSi o PSII.

Estructura del fotosistema Il (PSll):

Ei fotosistema |l es una estructura de transmembrana de mas de 10 polipéptidos
que interviene en la transferencia de electrones, conducida por la luz, desde el
agua a la plastoquinona. E! fotosistema |l consiste del centro de reaccion, los
complejos colectores de luz 6 LHC ("Light Harvesting Complexes"), y un complejo
productor de oxigeno. El centro de reaccion consta de ias proteinas: D1, D2 y del
citocromo bs559. D1 y D2 unen en conjunto al menos cuatro clorofilas a, dos
feofitinas, dos quinonas y un hierro. La pnmera separacion de cargas en el PSll es
mediada por un dimero de clorofila. Las otras clorofilas asociadas a D1y D2 sirven
como antenas para captar la fuz y facilitar la transferencia de electrones. Ademas
de los complejos colectores de luz 6 LHC, cuya estructura se detallara
posteriormente, el PSIl posee una antena interna formada por vanas moléculas de
clorofila a unidas a las proteinas CP43 y CP47. La antena interna como su nombre
lo indica, se halla localizada mas cerca del centro de reaccién que el LHC. Aunque
no se conoce el rol fisiolégico de CP43 y CP47 existen evidencias que sugieren
que ambas proteinas son necesarias para que se forme el PSil (Bennoun et al,
1986).

a) Transporte electréonico desde el agua al fotosistema ll.

La absorcion de luz de iongitud de onda menor de 680 nm por el PSIl genera la
pérdida de un electron de las moléculas de clorofila a del centro de reaccion Peso.
Como lo esquematiza la Figura 3, el electron es transportado hacia la superficie de
la membrana tilacoide que mira hacia el estroma a través de una feofitina, una
quinona (Qp) y un atomo de Fe hacia el ultimo aceptor de electrones, otra quinona
(Qg). Los electrones para la reduccion de Peso son obtenidos a partir de una

molécula de H,O por medio del complejo generador de oxigeno localizado en la
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superficie luminal de la membrana tilacoide. Los electrones del H,O son
transfendos al centro de reaccién Peso a través del residuo de tirosina 161 del
polipéptido D1 (Z), regenerando asi la clorofila reducida en el lumen tilacoide. Los
electrones separados de Peso son transportados al ultimo aceptor, la plastoquinona

(PQ) que se encuentra en la membrana tilacoide del lado del estroma.

b) Transporte electronico desde el fotosistema Il al fotosistema I.

Los electrones liberados del PSII rapidamente se combinan con una molécula de
PQ y con dos protones del estroma, para producir la hidroquinona reducida (PQH,)
(Figura 3). Luego, los electrones de la PQH,son transfendos al complejo citocromo
b/f. Por cada electron transportado de la PQH, al complejo citocromo b/f, dos
protones son transportados por la PQH, desde el estroma hacia el lumen tilacoide.
Desde el complejo citocromo b/f, los electrones se mueven al transportador
plastocianina (PC). La plastocianina es una proteina periférica que es soluble en el
lumen de los tilacoides. Con su electrén, la PC difunde en el lumen tilacoide desde
el complejo citocromo b/f al PSI. De este modo, transportadores de electrones
maviles (tales como la PQ y PC) son usados para transferir los electrones entre los
PSIl y PSI puesto que estos fotosistemas no estan uniformemente distribuidos en
las membranas tilacoides.

c¢) Transporte electronico desde el fotosistema | al NADP*.

El fotosistema | es un complejo de membrana compuesto de por lo menos 13
polipéptidos. La luz es capturada por el complejo colector de luz llamado LHCI y
luego los fotones se dirigen al centro de reaccién. El centro de reaccion Proo esta
formado por las proteinas PSIA y PSIB asociadas a un par de moléculas de
clorofila a. La absorcion de un foton lleva a la remocion de un electron de la
clorofila del centro de reaccion del PSI. La clorofila oxidada puede ser reducida por
un electron del PSIl a través de la PC (Figura 3). El electrén activado es movido
hacia la superficie del estroma de la membrana tilacoide, donde es aceptado por la
ferredoxina (Fd). Varios transportadores de electrones intervienen entre Proo y la
ferredoxina. Los electrones junto con un protén pueden ser transferidos a través
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del transportador de electrones FNR (ferredoxin-NADP reductasa) al NADP* para
formar una molécula reducida NADPH. Este proceso es denominado flujo lineal de
electrones.

Por lo tanto, el PSI transfiere electrones al NADP*, formando NADPH. EI PSIl
remueve electrones del H,O, mientras que el complejo citocromo b/f transfiere

electrones desde el PSIl al PSI.

ll- 3. Pigmentos que absorben la luz : Clorofilas y carotenoides.

Clorofilas:

La clorofila a es el principal pigmento involucrado en la fotosintesis y se encuentra
en todos los eucanotes fotosintéticos y en las cyanobacterias. La clorofila es una
molécula asimétrica que posee una regién hidrofilica con cuatro anillos pirrélicos
(designados | a V), unidos entre si formando una porfirna con un atomo de
magnesio en el centro (Figura 4A). El anillo IV esta esterificado con una larga
cadena hidrofdbica (fitol). La clorofila a tiene un grupo metilo en la posicién 3. Las
plantas supenores y las algas poseen también clorofila b, la cual tiene un grupo
aldehido en lugar del grupo metilo. La clorofila b es un pigmento que absorbe
diferentes longitudes de onda que las absorbidas por la clorofila a.

Cuando la clorofila es irradiada con luz de longitud de onda 650-700 nm absorbe la
energia luminosa y un electrén de la molécula es momentaneamente elevado a un
orbital con un nivel energético superior. Se dice que la clorofila esta excitada. La
diferencia de energia entre los dos orbitales es precisamente la energia del foton
absorbido. Cuando esta energia es liberada la molécula retoma a su estado
original no excitado. La transferencia de energia entre ias clorofllas que forman
parte de los sistemas colectores de luz o antenas, ocurre por interacciones
electromagnéticas y es muy rapida, siendo del orden de picosegundos. Sin
embargo en las clorofilas localizadas en el centro de reaccion, el electrén en el
orbital de mayor energia es transferido a un aceptor (A), formando un aceptor
negativamente cargado (A’) y una clorofila positivamente cargada:
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Chl __luz_,Chl*
Chl"+A——5 A +Chi*

El aceptor A, con su electrén extra de alta energia, es un agente reductor potente
capaz de transferir el electron a otras moléculas. La Chi* es un potente oxidante
que puede remover electrones de otras moléculas para regenerar la clorofila
original. En las plantas, la fuerza oxidante de cuatro moléculas de Chi* es usada,
por medio de intermediarios, para remover cuatro electrones del H,O y formar O,.

B)

Cadena
lateral Hy
de fitol |H§—CH.

C) OH

| IR X
H(I:—CH. W

CH, HO

H?—G'l-
L CH.

Figura 4. A) Estructura de la clorofila. En la clorofila a, X= -CH3; en la clorofila b,
X= -CHO. B) Estructura del B-caroteno. C) Estructura de la luteina.
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Carotenoides:

Otros pigmentos importantes en la fotosintesis son los carotenoides. Estos
absorben longitudes de onda correspondientes a la region azul del espectro (400 a
600 nm). Los carotenoides son poliisoprenoides que poseen dobles enlaces
conjugados. Cada extremo de la molécula contiene un anillo de ciclohexeno
sustituido insaturado. Existen dos clases principales de pigmentos carotenoides en
los cloroplastos: los carotenos que son hidrocarburos isoprenoides y no contienen
oxigeno, y las xantofilas, que son muy semejantes en su estructura pero contienen
oxigeno en sus anillos terminales. La estructura del g-caroteno, el caroteno mas
abundante, y de la luteina, que es una xantdfila se muestran en la Figura 4B y 4C
respectivamente. Estos y otros pigmentos localizados en la membrana tilacoide
vierten la energia absorbida a la clorofila a y extienden asi el rango de luz que
puede ser absorbido y usado en la fotosintesis.

Ademas de la funcién de colectar la luz, los carotenoides son esenciales en el
proceso de fotoproteccidn. En su ausencia las plantas sufren severos dafos
fotooxidativos. El mecanismo mas probable de fotoproteccion es el de "quenching”
por los carotenoides de los tripletes de clorofila que de otra forma llevarian a la
generacion de singletes de oxigeno que pueden reaccionar con lipidos, proteinas y
otras macromoléculas, causando un dano celular irreparabie.

II- 4. Fijacion de CO,.

La enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa (rubisco) fija el CO, a la ribulosa-1,5-
bifosfato (azucar de cinco carbonos) para formar dos moléculas de 3-fosfoglicerato.
Esta reaccion ocurre en el estroma de los cloroplastos. La fijacion de seis
moléculas de CO, y la formacién de dos moléculas de gliceraldehido-3-fosfato
requiere que se consuman 18 ATP y 12 NADPH generados durante la etapa
fotoquimica de la fotosintesis. El gliceraldehido-3-fosfato es transportado desde el
cloroplasto al citosol donde ocurren los pasos finales que llevan a la formacién de
sacarosa. Parte del gliceraldehido-3-fosfato queda en el estroma del cloroplasto y

a partir de este se regenera ribulosa-1,5-bifosfato.
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La enzima rubisco es muy abundante en los cloroplastos, constituyendo el 50% de
la proteina total de esta organela. Esta enzima esta formada por dos subunidades:
una subunidad grande codificada por el genoma del cloroplasto (rbcl), y una
subunidad pequena codificada por el DNA nuclear (rbcS). Estudios del gen rbcS
mostraron que su expresion es regulada por la luz a través del fitocromo y del
receptor de luz azul. También se observd que su expresion es especifica de tejido
(Gilmartin et al, 1990).

Ill- PROTEINAS QUE SE UNEN A LA CLOROFILAA Y B: POLIPEPTIDOS
CAB.

Las proteinas que se unen a la clorofila a y b se denominan CAB ("Chlorophyll a/b
binding proteins”). Los polipéptidos CAB forman parte de los complejos colectores
de luz conocidos como LHC ("Light Harvesting Complexes"). Estos complejos
rodean los centros de reaccion del PSI y PSII, conociéndose pues como LHCI y
LHCII respectivamente. Debido a que estos sistemas colectores de luz estan algo
mas alejados de los centros de reaccidn que lo que lo estan las antenas intemnas,
se los conoce como antenas periféricas.

Los polipéptidos CAB constituyen una gran familia, poseen tamario similar y
muchos comigran en geles de poliacrilamida. Las masas moleculares aparentes
(absoluta y relativa) son dependientes de la especie de planta usada. Como todos
los polipéptidos CAB tienen homologia de secuencia, anticuerpos contra cualquiera
de ellos tipicamente muestra reaccion cruzada con otros miembros de la familia.
Los polipéptidos CAB son sintetizados en nbosomas libres en el citoplasma,
importados al cloroplasto e insertados en la membrana tilacoide. La transiocacion
esta mediada por el extremo N-terminal de los polipéptidos, el péptido de transito,

el cual es clivado durante el pasaje hacia el intenor del cloroplasto por una
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peptidasa presente en el estroma. Posteiormente se insertan en la membrana
tilacoide (Yuan et a/, 1993; Hoffman et al, 1994).

Los polipéptidos CAB, a diferencia de las proteinas que solo unen clorofila a, no
unen B-caroteno sino que unen otro tipo de carotenoides, siendo los principales la
luteina y neoxantina.

Estos polipéptidos estan codificados en el nicleo y los genes que los codifican son
conocidos como Lhc 6 Cab (Green et al, 1991; Jansson, 1994). Segun la nueva
nomenclatura los genes Lhc que codifican los polipéptidos relacionados con el
LHCI, son denominados Lhca. Los genes que codifican polipéptidos que forman
parte del LHCII, son denominados Lhcb. Esta nueva nomenclatura va seguida de
un namero, el cual indicaria el "tipo" de polipéptido CAB codificado por dicho gen.

IV- ANTENAS PERIFERICAS DEL FOTOSISTEMA I Y Il

IV- 1. Antenas periféricas del fotosistema I: LHCI.

Alrededor de 200 moléculas de clorofila estan asociadas al PSI, de las cuales 90
se encuentran en el centro de reaccion y 120 estarian asociadas a la antena
periférica de este fotosistema, conocida como LHCI ("Light harvesting complex [).
Ei LHCI contiene clorofila a y b, la cual representa cerca de un 20% del total de la
clorofila de las membranas tilacoides (Thomber et al, 1993). Se pueden distinguir
dos subpoblaciones de complejos colectores de luz del PSI, que fluorecen a
distintas longitudes de onda lo que sugiere que tienen diferente organizacion de las
clorofilas: el LHCI-680 (6 LHCla) y el LHCI-730 (6 LHCIb). Si bien los roles de
LHCI-680 y LHCI-730 no estan claros, parece que LHCI-680 es esencial para la
transferencia de energia desde el LHCIl al centro de reaccion del PSI (Bassi et al,
1987b). El complejo LHCI-680 posee dos tipos de polipéptidos CAB, codificados
por los genes Lhca2y Lhca3 (lkeuchi et al, 1991; Knoetzel et al, 1992). El complejo
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LHCI-730 esta constituido por dos polipéptidos CAB de aproximadamente 20 kD,
codificados por los genes Lhcal y Lhca4 (Knoetzel et al, 1992; Anandan et al,
1993). Las cuatro apoproteinas del LHCI codificadas por los genes Lhca?, Lhca2,
Lhca3 y Lhca4 estan presentes en igual estequiometria (lkeuchi et a/, 1991).

El modelo de la organizacidon del LHCI dentro del PSI consistiria de dos trimeros
LHCI-680 y dos trimeros LHCI-730 rodeando el centro de reaccion. Hay evidencias
que sugieren que el complejo LHCI-680 es un homotrimero. Los cuatro trimeros
tendrian 12 moléculas de apoproteinas y unirian aproximadamente entre 8 a 10

moléculas de clorofilas por apoproteina.

IV- 2. Antenas periféricas del fotosistema Il: LHCII.

Cuatro complejos colectores de luz asociados con el PSIl han sido caractenzados
hasta hoy: el subcomplejo LHCIIb, que es el mas abundante, y tres antenas
menores: CP29, CP26 y CP24 (este orden refleja la movilidad relativa de las
proteinas, desde la mas lenta a la mas rapida en la mayoria de los sistemas de
geles) (Camm et al, 1983, Dunahay et al, 1986; White et al, 1987). Estos complejos
formados por distintos polipéptidos CAB unidos a la clorofila a y b poseen
diferentes localizaciones y funciones. Es dificil de obtener una descripcion
bioquimica correcta de la estructura y composicion “in situ” del muitiple complejo
colector de luz asociado al PSIl. Esto se debe a que al solubilizar las membranas
tilacoides se alteran las interacciones no covalentes proteina-pigmentos. Ademas
ha sido dificil de purificar cada uno de ellos a homogeneidad debido a que poseen
caracteristicas similares. Las distintas antenas poseen una composicion de
pigmentos diferentes ya que cada una contiene diferentes cantidades de clorofila a,

clorofila b, neoxantina, violaxantina y luteina.

LHCIIb ("Light-harvesting complex IIb"):

Es la principal antena colectora de luz del fotosistema I, por lo que muchas veces
es denominada simplemente LHCIl. Une aproximadamente el 42% de la clorofila
total presente en las membranas tilacoides y cerca del 68% de la clorofila del

21



Introduccion

fotosistema Il. Controla la distnbucion de energia entre los fotosistemas | y Il y
juega ademas un rol importante en el apilamiento de los tilacoides para formar las
granas. Este complejo es un agregado de unidades trimericas proteina-pigmentos,
cada uno de los cuales esta compuesto de tres tipos de proteinas CAB de
estructura primaria ligeramente diferentes. Estas apoproteinas denominadas tipo |,
tipo |l y tipo Ill, poseen PM similares y estan presentes en desigual estequiometria
(8: 2: 1). Las apoproteinas tipo |, Il y il estan codificadas por los genes Lhcb1,
Lhcb2 y Lhcb3 respectivamente (Peter et a/, 1991b). Durante mi trabajo de tesis he
estudiado la estructura y regulaciéon de la expresidn de los genes Lhcb7 en plantas
de papa (Solanum tuberosum).

El LHCIIb es extremadamente heterogéneo y esta compuesto de dos principales
subpoblaciones: una mas intema fuertemente unida al centro de reaccién del PSIi
formada por los polipéptidos CAB codificados por Lhcb? y Lhcb3, y una
subpoblacién mas penférica, movil formada por los polipéptidos codificados por los
genes Lhcb1 y Lhcb2 (Jansson et al, 1990a; Sigrist et al, 1994). La subpoblacion
perifénca del LHCII es la que varia el tamafno de la antena del fotosistema Il en
respuesta a cambios en las condiciones de luz y temperatura. Esta subpoblacion
es capaz de responder a un exceso de luz separandose del nucleo del PSIl y
migrando a las regiones no apiladas de la membrana tilacoide donde esta mas
cerca del PSI. La fosforilacidon reversible de los polipéptidos CAB que forman parte
de esta subpoblacion LHCIIb perifénca, regula asi la distribucidon de la energia de
excitacion entre los dos fotosistemas. Por otra parte, se ha demostrado que bajo
condiciones de baja irradiancia, se produce un aumento en el tamafo de la antena
del PSI, principalmente debido a un aumento en la subpoblacién penférica.

Antenas menores del fotosistema Ii:

Los otros tres complejos colectores de luz (CP29, CP26 y CP24) contienen cada
uno cerca del 3% de la clorofila total de los tilacoides. El complejo colector de luz
CP29 presenta un solo tipo de polipéptido CAB, el cual esta codificado por el gen
Lhcb4 (Morishige et al, 1992). CP26 posee un polipéptido CAB de
aproximadamente 29 kD, codificado por el gen Lhcb5 (Peter et al, 1991a). CP24
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posee un polipéptido CAB de aproximadamente 21 kD, codificado por el gen Lhcb6
(Dainese et al, 1991; Peter et al, 1991b). Estos complejos han sido aislados al
solubilizar la membrana tilacoide como complejos pigmento-proteina monoméncos.
Se cree que estos complejos estan mas cerca del centro de reaccién del PSIl que
lo que lo estan los trimeros LHCIIb y que su funcidn es la de conectar el LHCIib al
centro de reaccion (Harrison et al/, 1992; Thomber et al, 1993). CP24 junto con
LHCIIb es removido del centro de reaccidon del PSil y de CP29, por lo tanto
probablemente se halla localizado mas hacia la perifena del PSII.

Uno de los modelos de organizacion del sistema de antenas considera que el

centro de reaccion del PSIlI se halla como dimero (Peter et al, 1991c) (Figura 5).

CCll

R V4B + o M LHCllb trimeros
LHC Il apoproteinas % _/

LHC llb monémeros

Figura 5. Ensamblaje del complejo colector de luz del fotosistema iI. El LHCIl se
ensambla en forma secuencial. Los circulos representan las antenas menores; a: LHClla
6 CP29: c: LHClic 6 CP26; d: LHCIId 6 CP24; e: LHClle. Los 6valos representan los
componentes de la antena principal LHCIIb:

@ polipéptido tipo | del LHCIIb, codificado por el gen Lhcb1;

a» polipéptido tipo |l del LHCIIb, codificado por el gen Lhcb2,

O  polipéptido tipo Il del LHCIib, codificado por el gen Lhcb3.

CCll (“core complex”) representa el nucleo del fotosistema |l, el cual estaria formado por
las proteinas D1, D2, CP43 y CP47 (Dreyfuss et al, 1994).

23




Introduccién

Segun este modelo las antenas menores CP29, CP26 y CP24, estarian muy cerca
del centro de reaccion y las mismas se unirian a un subcomplejo del LHCIIb
formado por un polipéptido CAB codificado por el gen Lhcb3 y dos polipéptidos
CAB codificados por el gen Lhcb1. Los trimeros formados por los polipéptidos
codificados por los genes Lhcb1 y Lhcb2 estarian mas alejados del centro de
reaccion (Peter et al, 1991b; Bassi et al, 1992).

Las antenas menores junto con los polipéptidos CAB tipo | y tipo Il forman un
complejo multiproteico (“conector’) que es necesano para conducir la energia de
exitacion desde la parte pnncipal del LHCIIb (polipéptidos tipo | y Il que existen
como subunidades triméricas) al nucleo del fotosistema Il (Thomber et a/, 1993).
Este modelo estima que habria doce subunidades de proteinas CAB-pigmentos
por cada P680. En la Figura 5 se muestra el modelo propuesto para el ensambiaje
del sistema de antenas del fotosistema Il. Primero las apoproteinas CAB de los
complejos colectores de luz (LHCs) se ensamblan con los pigmentos para formar
complejos monomeéricos. Posteriormente se unen al nacleo del PSIi. El LHCII se
ensambla de manera secuencial, ya que primero se unen al nucleo del PSli las
antenas menores (CP29, CP26 y CP24) y luego se une el LHCIIb. Los mondmeros
proteinas CAB-pigmentos son intermediarios en el ensambiaje del LHClib.

V- ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LOS POLIPEPTIDOS CAB.

Como se dijo anteriormente, los polipéptidos CAB constituyen una gran familia.
Algunas regiones de los distintos polipéptidos CAB son casi idénticas en
secuencia, mientras que otras parecen haber evolucionado mas rapidamente.
Todos los polipéptidos CAB tienen cuatro regiones hidrofobicas de a-helice que
atraviesan la membrana tilacoide, con el extremo N-terminal hacia el estroma y el
C-terminal hacia el lumen tilacoide (Figura 6).

En todos los polipéptidos CAB, las a-hélices A y B, y los fragmentos que las

preceden son mas conservados (Pichersky et al, 1990a). Los distintos polipéptidos
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CAB son mas divergentes en la hélice transmembrana C, asi como también
muestran mayores diferencias entre ellos en la region N-terminal de la proteina, la
cual constituye el péptido senal.

Recientemente ha sido determinada la estructura del complejo LHCIIb usando
cristalografia electronica de cristales de dos dimensiones a 3.4 A de resolucién
(Kuhlbrandt, 1994). Cada polipéptido CAB que forma parte de este complejo, uniria
un minimo de 12 clorofilas (probablemente 7 Chl a y 5 Chl b) y dos xantdéfilas. El
polipéptido posee tres a-hélices transmembranas, denominadas A, By C y una

hélice anfipatica sobre la superficie de la membrana, llamada a-hélice D.

estroma

bicapa lipidica

Figura 6. Topografia propuesta del polipéptido CAB en la membrana tilacoide. Las
regiones de a-hélices transmembranas A, B, C y D se muestran rayadas. El orden de las
cuatro hélices en la secuencia del polipéptido es: B, C, A y D, comenzando desde el
extremo N-terminal (Kuhlbrandt et a/, 1991; 1994).

El 36% del polipéptido forma hélices transmembrana, mientras que el resto esta

expuesto sobre la superficie de la membrana que mira al lumen o al estroma. Hay
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dos luteinas unidas por monémero situadas a ambos lados de las hélices A y B,
equidistantes de ambas superficies de la membrana. Los otros carotenoides
asociados, principalmente neoxantina, estan presentes en cantidades
subestequiométncas y parecen estar localizados en la periferia del complejo (Bassi
et al, 1993).

Las clorofilas estan unidas al polipéptido, por coordinacion del atomo de magnesio
central, con aminoacidos polares o con los carbonilos de la cadena pnncipal del
polipéptido en el interior hidrofébico del complejo. Habria tres moléculas de clorofila
a ubicadas a un lado de la hélice B y otras tres, a un lado de la hélice A y
dispuestas en forma simétnca.

Los monémeros polipéptido-pig>mentos se encuentran asociados en la membrana
tilacoide formando trimeros y oligdmeros. Se estima que doce mondmeros estan
asociados con cada centro de reaccion del PSil (Dainese et al, 1991; Peter et al,
1991b).

VI- GENES Lhec.

Existen al menos 10 tipos distintos de polipéptidos CAB en angiospermas
(Jansson, 1994) y gimnospermas (Jansson et al, 1991). Segin la nueva
nomenclatura propuesta los genes que codifican los polipéptidos CAB del
fotosistema | y il son llamados Lhca y Lhcb respectivamente (Jansson. et al,
1992).

Resumiendo, cuatro tipos distintos de proteinas CAB han sido identificadas en el
LHCI: Lhca1, Lhca2, Lhca3 y Lhca4. Por otra parte, tres tipos de polipéptidos CAB
forman parte del compiejo principal LHCIilb y sus genes son designados: Lhcb1,
Lhcb2 y Lhcb3 (correspondientes a los polipéptidos Tipo [, Tipo It y Tipo |l del
LHCII). Los genes Lhcb4, Lhcb5 y Lhcb6 codifican los polipéptidos que forman
parte de las antenas menores del fotosistema Il: CP29, CP26 y CP24.
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El juego completo de genes Lhc han sido aislados y caracterizados en solo una
especie: tomate (Pichersky et al/, 1985, 1987, 1988, 1989, 1990a). Los diez tipos
distintos de polipéptidos CAB son substancialmente divergentes (60-70%). Los
polipéptidos codificados por los genes Lhcb1 y Lhcb2 son los mas parecidos dentro
de toda la familia: poseen 85% de identidad, aunque el péptido de transito solo
muestra 50% de identidad (Chitnis et a/, 1988). A nivel de nucleétidos los genes
Lhcb1y Lheb2 difieren significativamente ya que poseen 70-75% de homologia. La
region flanqueante §' y 3' de los correspondientes ARNm son bastante distintas,
sugiriendo que la expresion de estos genes debe ser regulada en forma diferente.
La proteina codificada por los genes Lhcb7 es la principal proteina CAB y es
probablemente la proteina mas abundante de membrana. Los genes Lhcb? han
sido aislados en varias especies de plantas (Jansson et a/, 1992). El niumero de
genes Lhcb1 en angiospermas parece ser mucho mayor que para otros genes LAc,
corn un numero que va desde cinco en Arabidopsis thaliana (McGrath et al, 1992)
hasta 16 en petunia (Dunsmuir, 1985). En contraste, los genes que codifican los
otros polipéptidos CAB estan presentes en una o dos copias.

Los genes Lhcb2 codifican el segundo polipéptido CAB mas abundante. Este
polipéptido es encontrado en cantidades equivalentes a una tercera parte del
codificado por el gen Lhcb1.

Ademas de ser regulados por la luz, la actividad transcripcional de los genes Lhc
esta sujeta a control diumo (Piechulla, 1993). Los niveles de los correspondientes
ARNm fluctdan durante el ciclo diumo, alcanzando el punto mas bajo en la mitad
de la noche y el nivel mas alto en ia tarde temprana. Esta fluctuacién periddica esta
aparentemente controlada por un reloj circadiano endogeno (Johnson et al, 1995).
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MATERIALES Y METODOS

METODOLOGIA DE ACIDOS NUCLEICOS: ADN Y ARN.

I- ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN).

I- 1. Libreria genémica.

La biblioteca gendmica de papa (Solanum tuberosum cv. Desiree) fue donada por
el Dr. L. Willmitzer del Institut fir Genbiologische Forschung Berlin GmbH (Rosahl
et al, 1986). Esta biblioteca fue obtenida a partir de callos haploides y se construyé
en el vector EMBL3, derivado del fago A.

I- 2. Identificacion de secuencias de ADN por hibridacion:

a- Seleccion de los bacteriéfagos recombinantes de interés.

Para propagar los bacteriéfagos recombinantes se usoé la cepa de E.coli LE392.
Esta cepa es lisogénica para el fago P2, lo cual permite que los bactendfagos
recombinantes puedan replicar. La cepa bactenana fue cultivada en LB con
maltosa 0.2% y MgSO, 10 mM hasta que alcanzé una ODggy= 0.5 (2.5 x 108
células/ ml). EI MgSO, es necesario para que las bacterias expresen los
receptores del bacterniéfago. Las bacterias fueron precipitadas por centrifugacion y
resuspendidas en MgSO, 10 mM. Posteriormente, se mezclaron con los
bacteriéfagos recombinantes en una relacién de un fago por bacteria, se agregd
agar 0.8% a 50°C, se mezclé rapidamente y se volco sobre placas con medio LB
agar. Estas placas fueron incubadas durante 10 hs a 37°C. Los bacteriéfagos
recombinantes fueron analizados por hibridacion en placa utilizando un fragmento
interno del gen Lhcb1*3 de tabaco (Castresana et al, 1987). Para ello, las placas
con los bacteriéfagos se incubaron 1 h a 4°C antes de ser procesadas. Se colocéd

sobre el agar un filtro de nitrocelulosa. La nitrocelulosa se marcé en forma
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asimétrica perforandola con una aguja y se dejé en contacto con las placas de lisis
hasta que estuvo completamente himeda. Se transfineron las marcas a la base de
la capsula de Petri.

b- Tratamiento de los filtros de nitrocelulosa.

Los filtros de nitrocelulosa fueron tratados segun lo descripto por Sambrook et a/
(1989) durante 30 seg con una solucién de NaCl 1.5 M - NaOH 0.5 M para
desnaturalizar el ADN, luego 5 min en una solucion de NaCl 1.5 M, Tris-HCI 0.5 M,
pH=8 para su neutralizaciéon. Postenormente, se lavaron en SSC 2X (SSC 20X:
NaCl 3 M, citrato de sodio 0.3 M, pH=7), se secaron a temperatura ambiente, se
calentaron 2 hs a 80°C y se hibridaron con la sonda radiactiva. Las condiciones de
hibridacion de los filtros se descnbirda postenormente. Luego se expusieron con
peliculas autoradiograficas. Se transfirieron las marcas asimétricas de los filtros de
nitrocelulosa a la autoradiografia. Para localizar los bacteriofagos recombinantes
positivos, las marcas de la autoradiografia se alinearon con las de la placa de
Petri.

c- Marcacién de la sonda de ADN por el método de "random primers".

La sonda empleada fue marcada radiactivamente con dCTP [a-32P], segun el
meétodo de Feinberg et a/ (1983). Se utilizaron 64 ng de ADN y la sonda fue usada
para la hibridacién a una concentracion final de 106 dpm/ml (Benton et al, 1977).
Para eliminar los nucleétidos no incorporados se pasé la mezcla de reaccién a
través de una columna de Sephadex G-50 (Pharmacia) de 9 x 90 mm, equilibrada
con bufer TE (EDTA 1 mM, Tris-HCI 10 mM, pH=8). Se desnaturaliz6 la sonda por

calentamiento a 100°C durante 5 min y se utiliz para la hibridacién.

d- Hibridaciéon de los filtros de nitrocelulosa con la sonda radiactiva.

Autoradiografias.
Los filtros de nitrocelulosa provenientes de la transferencia fueron prehibridados
durante 2 hs a 65°C en una solucién de SSC 6X, Denhart 5X [Denhart 100X: Ficoll
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2% (p/v), polivinilpirrolidona 2% (p/v), albumina sérica bovina 2% (p/v)], SDS 0.1%
(p/v), EDTA 1 mM y ADN de esperma de salmén a una concentracion final de 50
pg/ml. La hibndacion se llevé a cabo agregando a la mezcla anterior la sonda
radiactiva, previamente desnaturalizada. Se incubd toda la noche a 65°C con
agitacion suave. Las condiciones de lavado fueron: dos lavados en una solucion de
SSC 6X y SDS 0.1% a 60°C, durante 30 min cada uno; luego dos lavados en SSC
6X a 60°C, durante 30 min.

Las autoradiografias se realizaron exponiendo los filtros con peliculas Kodak X-
Omat S y pantallas intensificadoras por diferentes periodos a -70°C.

Esta técnica se utilizo para la identificacion de secuencias homaélogas a una sonda
determinada (Southemn, 1975).

I- 3. Purificacion del ADN de los bacteriofagos.

Los bacteriofagos recombinantes que dieron sefal positiva con la sonda
correspondiente al gen Lhcb1*3 de tabaco, fueron propagados en E.coli LE392 en
presencia de MgSO, 10 mM (aproximadamente diez fagos por bacteria) y se
cultivaron a 37°C con constante agitacidon, durante 6 hs. Luego de la lisis de las
bacterias, los restos celulares fueron removidos por centrifugacién. El
sobrenadante fue tratado con PEG 6000 durante toda la noche a 8°C para
precipitar los bacteri6fagos. Se centrifugé y el precipitado fue resuspendido en
bufer SM (Tris-HCI 20 mM, NaCl 0.5%, MgCl, 1mM). Se traté con RNasa (10
Ha/ul) y DNasa (1 mg/ml) durante 1 h a 37°C con el objeto de eliminar el ARN y
ADN bacterianos. Para lisar los bacteriéfagos se agregd una solucién a
concentracion final de: SDS 0.5%, EDTA 20 mM y Proteinasa K 50 pg/ml,
incubandose a 60°C durante 1 h. Se hizo una extraccion con 1 vol de
fenol:cloroformo (1:1), otra extraccion con 1 vol de cloroformo y se precipitd el ADN
presente en la fase acuosa agregandole 0.1 vol de AcONa 3 M, pH=7 y 2 vol de

etano! 95%.

31



Mateniales y Métodos

I- 4. Digestiones del ADN con endonucleasas de restriccion.

Los componentes de la reaccion fueron: el ADN en cuestidn, la enzima de
restnccidn elegida, un bufer apto para ella y agua destilada (Sambrook et a/, 1989).
Las digestiones se realizaron usando como sustrato ADN gendmico, ADN
plasmidico o un producto de PCR, segun el caso. Los tiempos de digestion
dependieron de cada ensayo en particular. Se utilizaron cinco unidades de enzima
por ug de ADN.

I- 5. Métodos electroforéticos de acidos nucleicos:

a- Electroforesis en geles de agarosa y poliacrilamida.

Los fragmentos de ADN fueron separados en geles de agarosa horizontales de
distintos porcentajes, de acuerdo a su tamano: geles 0.8% para fragmentos de 10
a 0.8 kb, geles 1.2% para fragmentos de 0.8 a 0.4 kb y geles 2% para fragmentos
de 0.4 a 0.1 kb (Sambrook et al, 1989). Las condiciones de corrida fueron 4-5 V/cm
durante 2-3 hs. A cada muestra se le agregéo 0.1 vol de bufer de siembra
compuesto por glicerol 30%, EDTA 20 mM y azul de bromofenol 0.25% (p/v). Se
utilizé para la electroforesis bufer TBE 1X (Tns-borato 90 mM, acido bérico 90 mM,
EDTA 2.5 mM, pH=8.3). Al preparar el gel de agarosa, se agregd bromuro de etidio
a una concentracion final de 0.5 ug/ml. El ADN fue visualizado por la fluorescencia
inducida por la luz UV en el bromuro de etidio intercalado entre las bases del ADN.
Los geles se fotografiaron por transiluminacion con luz UV.

El analisis de fragmentos pequefios muchas veces se realizo en geles verticales de
poliacrilamida 5%, debido a que estos geles permiten una muy buena resolucién de
fragmentos de 300 a 70 pb. En este caso los geles fueron tefiidos con bromuro de
etidio luego de la electroforesis.

Se utilizaron como marcadores de peso molecular, ADN del fago A digerido con

Hindlll o bien ADN del fago $X174 digerido con Haelll.
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b- Purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa.

Con el objeto de separar fragmentos de ADN para luego subclonarios, se realizé
una electroforesis horizontal en un gel de agarosa del ADN de interés cortado con
la enzima de restriccion correspondiente. Luego de cortar del gel la banda que se
deseaba subclonar, visualizandola con luz UV, se procedi® a extraer el ADN
congelando y descongelando el bloque de agarosa. Para ello se colocd el bloque
dentro de un tubo eppendof, el cual se sumergioé en N, liquido 1 min. Se centrifugd
durante 15 min a 15800g y se separo la fase acuosa. La agarosa que quedo en el
tubo se volvid a congelar, repitiéndose el procedimiento anterior tres veces. La
ultima vez se agregdé 100 pl de bufer TE antes de volver a congelar. Los distintos
sobrenadantes se juntaron y se precipité el ADN. Este método se usd cuando se
deseaba separar fragmentos previamente corridos en agarosa 0.8% o bien de
menor porcentaje. En el caso de fragmentos mas pequeios separados por medio
de geles de agarosa de mayor porcentaje, se usé agarosa de bajo punto de fusion
y el método de extraccidn del ADN que se utilizé es el descripto por Sambrook et af
(1989).

I- 6. Transferencia a filtros de nitrocelulosa.

Luego de la electroforesis, los geles de agarosa fueron fotografiados y sometidos a
tratamiento alcalino durante 45 min, con agitacion, en una solucién de NaOH 0.5 N
- NaCl 1.5 M para desnaturalizar el ADN. Luego se neutralizé en una solucién de
Tris-HCI 0.5 M, pH=7.5 y NaCl 1.5 M, durante 30 min a temperatura ambiente y
con constante agitacion. El gel se colocd invertido sobre un papel de filtro
Whatman 3 MM en contacto con el bufer de transferencia SSC 10X. Sobre el gel
se coloco el filtro de nitrocelulosa, previamente embebido en SSC 2X, y sobre éste
dos hojas de Whatman 3 MM también embebidas en SSC 2X. A continuacion se
colocaron varias capas de papel absorbente y un peso de 0.5 kg. Se dejé toda la
noche a temperatura ambiente. Se lavé el filtro en SSC 2X y se calentd a 80°C
durante 2 hs (Southern, 19785).
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I- 7. Transformacion de bacterias con ADN plasmidico.

Se transformaron bacterias E.coli HB101 competentes con el plasmido pUC19 que
llevaba el fragmento de ADN de interés. Se utilizd el método de transformacion
basado en el uso de cloruro de calcio para aquélios plasmidos que llevaban
insertos de 3 kb 0o menos (Sambrook et al/, 1989). Para plasmidos con insertos
mayores se utilizé el método de electrotransformacion de bactenas (Sambrook et

al, 1989). Las bactenas fueron preparadas segun las indicaciones de cada método.

I- 8. Purificacion de ADN plasmidico.

A partir de colonias aisladas, se realizd un cultivo en medio LB liquido con una
concentracion final de ampicilina de 100 pyg/mi. Se incubé a 37°C durante toda la
noche con agitacion vigorosa. El plasmido pUC19 lleva un gen que le confiere
resistencia a ampicilina a la bacteria que lo posee. Posteriormente, las bactenas
fueron precipitadas por centrifugacion y se trataron con una solucién de EDTA 20
mM, NaCl 50 mM, Tris-HCI 50 mM, pH=8. Se agregd una solucién de NaOH 0.2 N
y SDS 1%, y postenormente se agregd 0.1 vol de AcONa 3 M, pH=4.8. Se
centrifugé para precipitar el ADN cromosémico. El sobrenadante que contiene el
ADN plasmidico, se traté con 1 vol de fenol acido, pH=4 y se centnfugd para
separar las fases. Luego, la fase acuosa se traté con 1 vol de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1) (Weickert et al, 1989). El plasmido se precipitd, llevando la fase
acuosa a 0.3 M final con AcONa 3 M, pH=7 y agregando 2 vol de etanol 95%. Una
vez que el ADN fue resuspendido en bufer TE, se tratd con RNasa 50 ug/mi
durante 30 min a 37°C.

Cuando el plasmido fue utilizado en reacciones de secuencia, se hizo un paso mas
de purificaciéon a través de una columna de 12 cm x 8 mm de Sepharose-CL4B
(Pharmacia), eluyendo con bufer TE NaCl 100 mM y recogiéndose alicuotas de 80-
100 yl. Para determinar en que tubos habia eluido el plasmido, se corrié 0.1 vol de
cada fraccién en un gel de agarosa 0.7%. Este DNA es de calidad gradiente de

CICs o mejor.
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I- 9. Secuenciacion del ADN:

Los clones de pUC19, se secuenciaron siguiendo basicamente el método de
terminacion de cadena descripto por Sanger et al (1975, 1977, 1978) con las
modificaciones introducidas por Unit States Biochemical (USB). Se utilizd como

fuente de reactivos la version 2.0 del "DNA Sequencing Kit: Sequenase”.

a- Desnaturalizacion del ADN.

Se tomaron entre 2 y 5 pg de ADN plasmidico, el cual fue desnaturalizado durante
5 min a temperatura ambiente por el agregado de una solucién de NaOH 0.2 M y
EDTA 0.2 mM. Luego el ADN fue precipitado por el agregado de 0.1 vol de AcONa
3 M, pH=5y 2 vol de etanol 95%. Se controld que el pH final fuera entre 5-5.5 y se
dejo 15 min a -70°C. Se centrifugé a 158009, durante 15 min.

b- Hibridacién del "primer".

Se resupendié el ADN desnaturalizado en 7 pl de agua bidestilada esténl, se
agreg6 inmediatamente 12 ng de "primer" (12 ng en 1 pl) y 2 pyl de bufer de
"annealing” 5X (Tns-HCI 200 mM, pH=7.5, MgCI 100 mM y NaCl 250 mM). Se
mezclo cuidadosamente y se incubd a 65°C, 2 min. Luego se lo dej6é durante 40-50

min a temperatura ambiente.

c- Reacciones de secuencia.

Después de la hibndacidn del "pnmer” con el plasmido, se realizé la reaccién de
marcado. Para ello, a la reaccion de "annealing” se le agregé 5 uCi de dATP [a-
358] (500 Ci/mmol), los dNTPs frios (dTTP, dGTP y dCTP), DTT y Sequenase V2
de USB. Se mezclé cuidadosamente y se incubo entre 2-5 min a temperatura
ambiente.

Por otra parte, se marcaron cuatro tubos con los rétulos: G, A, T, C. Se les agreg6
a cada uno 2.5 yl de la correspondiente mezcla de terminacion (cada una con el
correspondiente ddNTP) y éstos tubos fueron preincubados a 37°C durante 5 min.
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Cuando la reaccion de marcado se completd, se transfineron 3.5 pl de la misma a
los tubos con las mezclas de terminacién y se incubé a 48°C durante 13 min.

Antes de sembrar se agregé bufer de siembra (formamida 95%, EDTA 20 mM, azul
de bromofenol 0.05% y xylene cyanol 0.05%) y se calentaron las mezclas a 75°-

80°C durante 5 min.

d- Gel de secuencia. Autoradiografia.

Los productos de las reacciones fueron analizados en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida 6% - urea 7 M. Se commd a 65-80 W y posteriormente el gel fue
transfendo a un papel Whatman 3MM y se secdé a 80°C durante 2 hs. Las
autoradiografias se realizaron exponiendo el gel con peliculas Kodak X-Omat AR,

a temperatura ambiente durante 17-24 hs.

e- Preparacion de pBluescript simple cadena para reacciones de secuencia.

El plasmido doble cadena pBluescript KS*que lleva el inserto de interés, fue usado
para transformar E.coli DH5a F'lQ. Las bacterias fueron transformadas usando el
método de transformacion basado en el uso de cloruro de calcio. El pBluescript
lleva un gen que le confiere resistencia a ampicilina. Por otra parte, las bactenas
E.coli DH5a F'lQ son resistentes a kanamicina. Por lo tanto, las bactenas
transformadas fueron seleccionadas en LB agar con una concentracion final de
100 pg/mi de kanamicina y 200 pg/mi de ampicilina. Se tomé una colonia aislada,
la cual se sembrd en 4 mi de LB liquido con los antibiéticos kanamicina y ampicilina
a las concentraciones finales antes indicadas. Se cultivé durante toda la noche a
37°C, con agitacion. Al dia siguiente, se tomé 1 ml de éste cultivo y se sembré en
10 ml de medio TY 2X con los antibidticos antes mencionados (TY 2X: 16 g dé
Bactotriptona, 10 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl para 1 | de medio,
pH=7.2-7.4). Se incubé 1 h a 37°C con agitacién y luego, se agregd el fago
"helper" R408 incubandose 6-7 hs a 37°C para permitir la replicacion del fago.
Postenormente, el cultivo fue centrifugado dos veces durante 15 min a 8000g para
precipitar las bacterias lisadas. Se tom6 el sobrenadante teniendo cuidado de no
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arrastrar el precipitado. Se le agregd PEG 20% (p/v) y NaCl 2.5 M para precipitar
los fagos. Se mezcld con agitacion vigorosa, se dejd 15 min a temperatura
ambiente y se centrifugd 10 min a 12000g. El precipitado viral se sec6 bien y se
resuspendidé en bufer TES (TES 1X: Tris-HCI 20mM, pH=7.5, NaCl 10mM y EDTA
0.1mM). Se hicieron varias extracciones con 1 vol de fenol:.cloroformo (1:1), hasta
que no se formo interfase, y luego se hizo una extraccion con 1 vol de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1). Se precipité el ADN viral llevando la fase acuosa a 0.3 M
con AcONa 3 M, pH=5 y agregando 2 vol de etanol 95%. Se centrifugd y se
resuspendid el precipitado en agua bidestilada. Este ADN fue utilizado para
secuenciar. El protocolo de la reaccion de secuencia que se siguié es el descnipto
anteriormente (I-9: a, b, ¢), salvo que no se realizé el paso de desnaturalizacion ya
que este ADN es simple cadena.

I- 10. Técnica de PCR.

Introduccién de un sitio BamHI en la region 5'flanqueante del gen Lhcb1*2.
Esta reaccién de PCR se realizd a partir de un derivado del plasmido pUC19 que
llevaba la regién 5' flanqueante comprendida entre los sitios de Hindlll y Pvull del
gen Lhcb1*2. En la reaccion de PCR se utilizé el siguiente bufer: Tris-HCI 10 mM,
pH=8.3, KCI 50 mM, MgCl, 1.5 mM y gelatina 0.001% (p/v), al cual se le agregaron
0.20 mM de cada uno de los dNTPs, 2.5 unidades de Taq DNA Polimerasa. 100 ng
de cada "primer" y 20 ng plasmido. La reaccion se llevd a cabo en un volumen final
de 100 yl. Se utilizé un oligonucleétido especifico complementario a la regién -11 a
+18 con respecto del sitio de iniciacion de la transcripcion, al cual se le introdujo un
sitio para la enzima de restriccion BamHI. El otro oligonucleétido utilizado fue el
“primer" comercial "reverse 1201" (Gibco BRL), complementario al "linker" de
pUC19. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion
del ADN: 5 min a 94°C y luego, 35 ciclos de: 30 seg de desnaturalizacion a 94°C,
30 seg de renaturalizacion a 55°% 45 seg de extension a 72°C. Luego se completod
la extension durante 5 min a 72°C. Los oligonucleétidos utilizados fueron los

siguientes:
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BamHl
Pnmer-11a +18: 5 GAAGGCTGGATCCAGATGAAGTTACAAGG 3'

Primer reverse 1201: 5 AACAGCTATGACCATG 3

Luego de la amplificacién, al producto de PCR se le hizo una extraccion con 1 vol
de fenol, otra extraccion con 1 vol de fenol: cloroformo (1:1) y una tercera
extraccion con 1 vol de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Posteriormente, el
ADN fue cortado con las enzimas Hindlll y BamHI y el producto de esta digestion
se corrid en un gel de agarosa 0.8%. Se extrajo la banda de interés segln se
detalld anteriormente. El fragmento de 1.3 kb Hindlli/BamHI se cloné en el
plasmido pBI101.2. Los extremos de esta construccion en pB! fueron secuenciados

para corroborar que el promotor estaba en fase con el gen de la B-glucuronidasa.

II- ACIDO RIBONUCLEICO (ARN).

ll- 1. Aislamiento del ARN de plantas de papa.

El ARN fue aislado a partir de plantas de papa (Solanum tuberosum cv Deésiree).
Se usé el reactivo TRIzol™ (Gibco, BRL) y se siguié el protocolo recomendado por
los fabricantes, el cual se basa en el método de aislamiento de Chomczynski et a/
(1987). El TRIzol es basicamente una solucion monofasica de fenol- isotiocianato
de guanidina.

Se parti6 de 1 g de matenal, el cual fue sumergido en N, liquido y homogeneizado
usando un mortero. Se agregdé TRizol (1 ml de TRIzol por 0.1 g de tejido) y se
centrifugd a 12000 g durante 10 min a 4°C. El precipitado fue descartado y el
sobrenadante se dejo 5 min a temperatura ambiente para permitir la completa
disociacion de los complejos de nucleoproteinas. Se agregd cloroformo en una
relacion de 0.2 ml por cada mi de TRIzol utilizado, se agité vigorosamente y se

centrifugd a 12000 g durante 15 min para separar las distintas fases. Se extrajo la
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fase acuosa y se precipité el ARN presente en ella con 1 vol de isopropanol. El
precipitado fue resuspendido en agua autoclavada, previamente tratada con dietil
pirocarbonato 0.1% (v/v).

Se calculé la concentracion de ARN midiendo la absorbancia a 260 nm (1
OD2g0=40 pg/mi de ARN). También se midi6é absorbancia a 280 nm y se calculé la
relacion Abs260/Abs280, lo cual es un indice de la pureza de la preparacion (lo ideal
es que esta relacion alcance el orden 2). Para comprobar cual era el estado del
ARN aislado, se commié una alicuota (40-50 pg) en un gel de agarosa
desnaturalizante segun se detallara posteriormente. E! estado del ARN se
determiné a través de la fluorescencia del bromuro de etidio intercalado entre las
bases del ARN ribosomal. Se dividio la muestra de ARN obtenida en alicuotas, las
cuales fueron guardadas a -70°C.

Se realizaron dos preparaciones de ARN, una a partir de hojas de plantas de papa
de 60 dias y otra a partir de plantas de 90 dias. En la pnmera preparacion se usé
el reactivo TRIzol obteniéndose una muy buena calidad del ARN aislado y un buen
rendimiento, aproximadamente 1 mg de ARN total a partir de 1 g de hojas. Cuando
se extrajo ARN de plantas de 90 dias no se usd TRizol, sino que se preparé el
reactivo en el laboratorio. En este caso, el ARN obtenido estaba algo degradado
por lo cual, en las reacciones de "pnmer extension" se obtuvieron bandas dobles.
En este caso, al partir de 1 g de hojas, se obtuvo 500 ug de ARN; cuando se partid
de 1 g de tallos se obtuvo 84 pug de ARN y en el caso de partir de la misma
cantidad de raices, se obtuvo 132 ug de ARN.

Todo el matenal usado para aislar el ARN fue autoclavado dos veces a 1 at,
durante 20 min cada vez. El material de vidrio fue homeado a 180°C durante toda
la noche. Se tomaron todas las precauciones para evitar la contaminacién con
RNasas, manipulando el material con cuidado y usando guantes.

ll- 2. Electroforesis del ARN en geles de agarosa desnaturalizantes.

Una alicuota del ARN total obtenido fue commdo en un gel desnaturalizante de
agarosa 1.4%. Para preparar este gel se mezcldé 1.4 g de agarosa con 10 mi de
bufer MOPS 10X (acido morfolinpropanosulfénico 0.2 M, AcONa 0.05 M, pH=7 y
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EDTA 0.01 M) y 75 ml de agua. Se calent hasta disolver la agarosa y la mezcla se
mantuvo a 65°C. Luego se agregd 16 ml de formaldehido (40% v/v). A la muestra
de ARN a sembrar, se le agregdé 1 vol de formamida, bufer MOPS 1X final y
formaldehido 6% (v/v). También se agregd 0.1 vol de bufer de siembra libre de
RNasas, compuesto por azul de bromofenol 0.25%, xylene cyanol 0.25%, Ficoll
400 15% y bromuro de etidio 0.1% (p/v). La muestra fue calentada a 65°C, durante
5 min y se dejé en hielo hasta el momento de sembrarla en el gel de agarosa.

Para correr el ARN se usé una cuba de electroforesis libre de RNasas, reservada

exclusivamente para trabajar con ARN. Se usé como bufer de corrida MOPS 1X.

ll- 3."Primer extension™:

La técnica de "primer extension" es comunmente aplicada para identificar el
extremo 5' de un determinado ARN mensajero (ARNm). Basicamente, consiste en
incubar el "primer" marcado radiactivamente con el ARN extraido, en presencia de
transcriptasa reversa. Esta enzima extiende el oligonucle6tido que hibridé con su
ARNm correspondiente y genera asi un ADN copia (ADNc). La transcriptasa
reversa termina de sintetizar el ADNc cuando alcanza el extremo 5' del ARNm
usado como templado. El producto de la reaccion de "primer extension" se corre en
un gel de secuencia de poliacrilamida 6% - urea 7 M, junto con los productos de
una reaccion de secuencia realizada con el mismo "primer”.

El oligonucledtido empleado en la reaccion de “"primer extension" no debe
localizarse mas alla de 100 nucledtidos del extremo §' de su correspondiente
ARNm y debe tener mas de 15 bases complementanas con el mismo.

El protocolo seguido para las reacciones de "primer extension” fue el indicado por
Tolmasky et al (1993).

a- Marcacion del "primer” con ATP [y-32P]:

Debido a que los oligonucleétidos comerciales son sintetizados sin el grupo fosfato

en el extremo 5', los mismos son facilmente marcados radiactivamente por la
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transferencia del y-32P desde el ATP [y-32P] usando la enzima “T4 polynucleotide
kinase”.

Aproximadamente 1 ng de "pnmer” fue marcado radiactivamente en su extremo 5'
con 150 pCi de ATP [y-32P), usando 10 unidades de “T4 polynucleotide kinase”
(Biolabs), en un volumen final de 50 pl. Se incubd durante 3 hs a 37°C. Luego el
oligonucleétido marcado fue precipitado por el agregado de 0.5 vol de acetato de
amonio 6 M y 2 vol de etanol 95%, seguido por centrifugacidon. El precipitado se
lavé con etanol 70%, se resuspendio en agua tratada con dietil pirocarbonato 0.1%
(viv) y se determind la cantidad de c.p.m.

b- Reaccion de "primer extension".

Aproximadamente 50 pg de ARN total fueron incubados con 100000 c.p.m. del
"pnmer" marcado radiactivamente, durante 10 min a 65°C. Posteriormente, se
agregd RNasin que es un inhibidor de RNasas, y se incubd a 45°C durante 30 min.
Se agregaron los dNTPs y la transcriptasa reversa (MMLV Reverse Transcriptase,
Gibco), y se incubd durante 1 h a 45°C. Se hizo una extraccion con 1 vol de fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) y se precipitaron los acidos nucleicos de la
fase acuosa con el agregado de 0.1 vol de AcONa 3 M, pH=7 y 2 vol de etanol
95%. Luego de centnfugar, el precipitado se lavé con etanol 70% y se seco al aire,
resuspendiéndose luego en 5 pl de una solucion de RNasa (2mg/ml). Se agrego el
mismo bufer de siembra que el utilizado en las reacciones de secuencia.

Antes de sembrar en el gel de secuencia, el producto de la reaccién de "primer
extension” fue calentado a 75°-80°C durante 5 min, al igual que las reacciones de
secuencia, para desnaturalizar el ADN.

Los oligonucledtidos usados en los distintos experimentos realizados fueron el

‘pnmer 1”7 6 el “pnmer 2"segun se detalla en cada caso.

“Primer 1": 5GGAAGAAAGAGCCATTGT3' 3
"Primer 2": 5GATTAAGAGAAAAGTGTTGA 3'
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ll- METODOLOGIA UTILIZADA EN LOS ENSAYOS DE
TRANSFORMACION DE PLANTAS.

- 1. Transformacion de E.coli HB101 con plasmidos pBl y sus derivados.

El pBl es un plasmido de bajo numero de copias y que posee alrededor de 11 kb.
Este plasmido contiene un origen de replicacién que funciona tanto en E.coli como
en Agrobacterium, por lo tanto, las mezclas de ligada con las construcciones
realizadas en pBI fueron utilizadas para transformar la cepa de E.coli HB101. Para
transformar estas bacterias se utilizé el método de electroporacion. Las bactenas
transformadas con pBl se seleccionaron-en agar LB con una concentracion final de

kanamicina de 100 pg/ml.

lll- 2. Purificacion de pBl y plasmidos derivados.

Se tomd una colonia aislada de E.coli HB101 transformada con el plasmido
derivado de pBl y se la sembro en 4 ml de LB con kanamicina a concentracion final
de 100 pg/ml, incubandose toda la noche a 37°C con agitaciéon. Se sembrd 1 mi de
éste cultivo en 400 ml de medio fresco con el antibiético y se incubd a 37°C toda la

noche. Se purificd el ADN plasmidico segun se detalldé anteriormente (I-8).

lll- 3. Transformacion de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 con el
plasmido pBI.

El plasmido pBl es un vector binario. Por lo tanto, para transferir a la planta el
fragmento de ADN que se halla entre sus repeticiones directas, necesita las
funciones de virulencia (vir) aportadas en trans por la cepa de Agrobactenum
receptora. Se eligid para transformar con los denvados de pBl la cepa de
Agrobactenum tumefaciens LBA4404, la cual posee las funciones vir y ademas
posee resistencia a rifampicina y a estreptomicina.

Para la transformacion se utilizd el protocolo descripto por Héfgen et al (1988).

Este método se describe a continuacion.

42



Materniales y Métodos

a) Preparacion de las bacterias.

Se sembré Agrobactenium tumefaciens LBA4404 en 2 mi de LB con una
concentracion final de 100 ug/mi de rifampicina y 100 ug/ml de estreptomicina,
incubandose durante toda la noche a 28°C, con agitacion. Al dia siguiente, las
bacterias se sembraron en 200 ml de LB con los antibiéticos antes-indicados y se
incubd a 28°C, con agitacion, hasta que el cultivo alcanzé una densidad dptica de
0.5 a 550 nm. Se centrifugé durante 10 min a 4000 g y el precipitado se
resuspendié en 200 ml de agua esténl, volviéndose a centrifugar para precipitar las
bacterias. El precipitado se resuspendié en 1 ml de glicerol 10% y se fracciond.

Estas bacterias fueron guardadas a -70°C.

b) Transformacion.

Se mezclé en un tubo eppendorf 50 pl de Agrobacterium tumefaciens LBA4404
preparadas segun se detallé anteriormente, con 5 pg del denvado de pBI (5 pg de
ADN en un volumen no mayor de 3 pl) y 50 pl de LB. El tubo fue sumergido en N,
liquido durante 5 min, y luego se lo incubé a 37°C durante 25 min; este
procedimiento se repitid tres veces. Posteriormente estas bacterias se sembraron
en 15 ml de LB sin antibiéticos, incubandose a 28°C durante toda la noche sin
agitacion. Al dia siguiente, se centrifugé el cultivo y se resuspendié en 1 mi de LB
con una concentracién final de 100 pg/ml de nfampicina, 100 pg/mi de
estreptomicina y 100pg/mi de kanamicina. Se sembraron 70 yl en placas LB agar
con los antibioticos antes mencionados, para seleccionar las bacterias que lievan
los denvados del plasmido pBl. Estas placas se incubaron durante tres dias a
28°C.

ll- 4. Transformacion de plantas de tabaco a partir de discos de hojas
mediante Agrobacterium tumefaciens.

Las cepas de Agrobactenium tumefaciens LBA4404 que llevaban los plasmidos de
interés derivados de pBI, fueron utilizadas para transformar Nicotiana tabacum cv.
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Petit Havana. Se utilizé el método de transformacién a partir de discos de hojas de
Horsch et al (1985), el cual se describe brevemente.

Se tomod un in6culo de las bacterias (Agrobactenium tumefaciens LBA 44044 que
lleva el plasmido derivado de pBI) y se las sembré en 50 ml de LB con una
concentracion final de rifampicina 100 pg/mi, estreptomicina 100 pg/mi vy
kanamicina 100 pg/ml. Se incub6é a 28°C con agitacion durante 24 hs. Al dia
siguiente, la suspensidén bacteriana se centrifugé durante 5 min a 3000 g. El
precipitado fue resuspendido en 50 ml de LB sin antibiéticos y se midio la densidad
Optica a 600 nm. Para la infeccién es conveniente que la densidad éptica a 600 nm
del cultivo, tenga un valor aproximado de 0.1 (0.1 ODSOO=108 células/ml). El cultivo
de bacterias fue fraccionado en cajas de Petri estériles.

Se tilizaron plantas de tabaco (Nicotiana tabacum cv. Petit Havana)
micropropagadas en medio MSS (Murashige-Skoog con sacarosa, ver Tabla 1)
(Murashige et al, 1962). Las plantas se cultivaron en un cuarto a 22°C, bajo un
fotoperiodo de 16 hs luz-8 hs de oscuridad. Para el ensayo de transformacion, se
eligieron plantas jovenes, las cuales tenian buen aspecto general y con hojas
totalmente verdes. Se trabajo en esterilidad, en el flujo laminar. Se escogieron
hojas grandes y turgentes a las cuales se les quitd la nervadura mediante dos
cortes paralelos a la misma. Los cortes se hicieron de un solo trazo, utilizando un
bisturi. Para evitar la desecacion de la hoja se trabajé sobre una caja de Petn
estéril que contenia unos mililitros de medio MSS liquido. Se cortaron ambas
mitades de la hoja en cuadrados de 0.5 cm de lado o en discos de 1 cm de
diametro. Estos explantos fueron colocados, con el envés de la hoja hacia arriba,
en las cajas de Petn que contenian las bacterias resuspendidas en LB. Se dejaron
las hojas en contacto con Agrobactenum durante 30 min a 22°C, con agitacion
suave y con baja intensidad de luz. Luego los explantos se secaron, apoyandolos
sobre papel de filtro estéril, y eliminando asi el exceso de bactenas. Los explantos
fueron colocados, con el envés de la hoja hacia arriba, en medio MSS agar con
una concentracion final de BAP (6-benzilaminopurina) 0.5 mg/l y NAA (acido naftil-
acético) 0.05 mg/l. Se dejaron en este medio durante 24 hs, colocandose en una
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camara de cultivo con fotoperiodo 16 hs luz-8 hs de oscuridad y a 22°C. Al dia
siguiente, los explantos fueron transferidos a medio de seleccién: MSS agar con
una concentracion final de BAP 0.5 mg/ml, NAA 0.05 mg/ml, cefotaxine 500 mg/l y
kanamicina 100 mg/l. Cada semana, los explantos fueron transfendos a medio
selectivo fresco. Cuando se diferenciaron brotes de 0.5 cm de alto, se los separo
del explanto inicial con bisturi y se los transfirid a medio de enraizamiento: MSS
agar con una concentracion final de cefotaxine 500 mg/l y kanamicina 100 mg/l. La
cefotaxine es un bacteriostatico y por lo tanto su efecto es evitar la proliferacion no
deseada de Agrobacterium, mientras que la kanamicina se usa para seleccionar
los brotes transformados.

Tabla 1: Composicion del medio MSS agar (Murashige-Skoog con sacarosa).

Macroelementos
NH4NO4 1650 mg/l
KNO4 1900 mg/l
KH,PO,4 170 mg/l
MgSQO4.7H,0 370 mg/l
MgSO, (anhidro) 180.7 mg/l
CaClz.2H,0 440 mg/|

Microelementos

H3BO4 6.2 mg/l
MnS0O4.H,O 16.9 mg/l
ZnS04.7H,0 8.6 mg/l
Kl 0.83 mg/l
Na,MoO4.H,O 0.25 mg/l
CuS04.5H,0 0.025 mg/i
CoCl2.6H,0 0.025 mg/I
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Fe-EDTA:
EDTA.2H,0
FeSO4.2H20

Vitaminas MS (500x):
Piridoxina
Tiamina

Acido nicotinico

Sacarosa
Agar (Difco)

pH=5.8

37.3 mg/l
27.8 mg/l

250 mg/l
50 mgl/l
250 mg/|

20 g/l
8 g/l
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IV- ANALISIS DE LAS PLANTAS DE TABACO TRANSFORMADAS.

IV- 1. Deteccion de la 8-glucuronidasa en las plantas transgénicas.

a- Ensayo fluorométrico.

La actividad p-glucuronidasa de las plantas transformadas se determiné mediante

el ensayo fluorométrico descripto por Jefferson (1987a). Se preparé un extracto
proteico de las plantas de tabaco. Se partid de 5-10 mg de tejido, al cual se le

agrego 50 pl de bufer de extraccion: bufer fosfato 50 mM, pH=7, 3-mercaptoetanol
10 mM, EDTA 10 mM, SDS 0.1% y Tntén X-100 0.1% (v/v). Se homogeneizd el

tejido en un tubo de plastico con émbolo, marca Kontes. Se centrifugé 15 min a

4°C a 15800g y se transfind el sobrenadante a otro tubo. Este extracto se guardé a

-70°C hasta realizarse el ensayo fluorométrico. Para determinar la actividad -

glucuronidasa del extracto se incubaron 500 pl de bufer de ensayo (MUG 1 mM en

bufer de extraccion) a 37°C, durante unos min. Se agregaron 10 pl del extracto
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proteico de la planta, mezclandose inmediatamente con agitacion vigorosa, y se
volvidé a incubar a 37°C. A distintos tiempos (0, 15, 30 y 45 min) se tomd una
alicuota de 100 pl y se mezclé con 2.4 ml de Na,CO5 0.2 M, para detener la
reaccion. La concentracion de 4-MU se determiné por espectrofluorometria (Aq,=
365nm; Agn= 455 nm). Se prepararon soluciones de 4-MU 1 pM, 500 nM y 100 nM
para realizar la curva de calibracion.

La concentracidén de proteinas de los extractos se determiné por el método de
Lowry (1951).

b- Ensayo histoquimico.

Se incubd una seccion del tejido a analizar, durante 30 min, en una solucién de
paraformaldheido 2% (p/v) en bufer fosfato de sodio 100mM, pH=7 y EDTA 1 mM.
El material se enjuagd con bufer fosfato de sodio 100mM, pH=7 y se colocd en una
solucién de X-Gluc 2 mM en bufer fosfato de sodio 50 mM, pH=7 y Triton X-100
0.5% (vlv). Se infiltr6 vacio durante 30 seg (aproximadamente 20 mbar) y se
incubd durante 1-2 dias a 37°C, controlando la tincién de tiempo en tiempo. El
tejido se enjuagd con agua para detener la reaccion. Se extrajo la clorofila con
etanol 70% para poder asi visualizar el color azul enmascarado por el verde de la
clorofila. El material tefiido se guardé en etanol absoluto durante varios meses a
4°C.

IV- 2. Andlisis de las plantas transformadas por "Southern bilot".

a) Extraccion del ADN de las plantas de tabaco.

El método de extraccion del ADN usado para PCR como asi también para
"Southern blot" fue el descripto por Thomson et a/ (1993).

Se pulverizd el tejido en un mortero, con N, liquido. Se agregé 1 ml de bufer CTAB
[bromuro de cetiltrimetilamonio 2% (p/v), Tris-HCI 100 mM, pH=8, NaCl 1.4 M y
EDTA 20 mM ) por gramo de tejido fresco. Se calenté a 55°C durante 1 h, se
centrifugd a 2000 g, 10 min. Se transfind el sobrenadante a otro tubo y se agrego 1

vol de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), mezclandose por inversion. La muestra
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se centrifugd a 2000 g, 10 min y se transfind la fase acuosa a otro tubo. Se midié el
volumen con una pipeta y se agregd 0.1 vol de acetato de amonio 7.5 My 2 vol de
etanol absoluto. Se centnfugd a 12000 g, durante 30 min para precipitar el ADN. El
precipitado fue lavado con etanol 75%, se seco y se resuspendio en bufer TE. Se
midi6 la densidad dptica a 260 nm para calcular la concentracién del ADN obtenido
(1 OD5gp=50 pg/mi de ADN).

b) "Southern blot".

Se cortaron 20 pug de ADN con 40 unidades de Hindlil en un volumen final de 100
pl durante toda la noche a 37°C. Se precipité el ADN agregando 0.1 vol de AcONa
3 M, pH=7 y 2 vol de etanol 95%. Se lavo el precipitado con etanol 70% y se
resuspendié en 25 yl de TE. Se agregé RNAsa 30 pg /ul y se incubé 30 min a
37°C.

Se cormid el ADN en un gel de agarosa 0.8% durante 18 hs a 30 V (15 mA). Una
vez finalizada la comda se desnaturalizé el ADN y se lo transfiné a nitrocelulosa
segun se detallé anteriormente (I-6). Un fragmento de 544 bases del gen GUS fue
utilizado como sonda. Este fragmento fue obtenido mediante amplificacion por PCR

utilizando los siguientes oligonucleétidos:

Pnmer 53: 5 GTA GAAACC CCAACCCGTG 3
Primer 54: 5 TCG TCC ACC CAGGTGTTCG 3

Los oligonucledtidos 53 y 54 son complementanos a la region de codigo deif gen
uidA. El "primer 53" hibrida entre las bases 13-31 rio abajo del sitio de iniciacion de
la traduccion (coddn ATG), mientras que el "pnmer 54" hibrida entre las bases 540
y 559.

E! fragmento utilizado como sonda se marco por "random primers".
IV- 3. Andlisis del ADN de las plantas transformadas por PCR.

Se utilizé un bufer compuesto por: Tns-HCI 20 mM, pH=8.4 y KCI 50 mM, al cual
se agregdé MgCl, 4.5 mM, 0.20 mM de cada uno de los dNTPs, 10 ng de cada
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oligonucleétido, 20 ng de ADN y 2.5 unidades de Taq DNA Polimerasa. La
reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 50 pi. Se utiliz6 el "pnmer 53" y
“pnmer 54" cuyas secuencias fueron detaliadas anteriormente. Las condiciones en
las que se realizo la reaccion fueron las siguientes: desnaturalizacion del ADN
durante 5 min a 94°C y luego 35 ciclos de: 60 seg a 94°C para la
desnaturalizacion, 90 seg a 69°C para la renaturalizacion y 120 seg de extension a
72°C. Terminados los ciclos se completo la extensiéon durante 5 min a 72°C.

Los productos de PCR se comeron en un gel de agarosa 1.5 %.

IV- 4. Analisis de la progenie T2.

Las semillas de las plantas transgénicas fueron obtenidas por autofecundacion,
tapando las inflorescencias con bolsas de papel antes de la floracion. Las semillas
se esterilizaron con hipoclorito de sodio 10% durante 5 min, luego se enjuagaron
con agua estéril y se secaron sobre papel de filtro. Las mismas fueron sembradas
en medio MSS agar con una concentracion final de 100 pg/mi de kanamicina y se
mantuvieron en una camara de cultivo con un fotoperiodo de 16 hs luz-8 hs de
oscuridad, a 22°C. Después de cuatro semanas, se determiné el nimero de
plantas resistentes y sensibles al antibiético. Se realizd la prueba de ji-cuadrado,
siendo X2= (f-f)2/f donde f: frecuencias observadas y f: frecuencias esperadas
(Sokal et al/, 1980). Las relaciones de los fenotipos esperados para inserciones que
segregan independientemente son: para una insercién, 3 verdes:1 blanca; para
dos inserciones, 15 verdes:1 blanca; para tres inserciones, 63 verdes: 1 blanca
(Tomes et al, 1990).
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V- TRATAMIENTOS LUMINOSOS.

V- 1. Preparacion de las semillas.

Las semillas fueron colocadas en cajas de plastico transparente donde se las
sometio a distintos tratamientos luminosos. Se utilizaron cajas de 4 cm x 3.5 cm,
las cuales se enjuagaron con etanol 95% y se dejaron secar. En cada una se
colocaron tres papeles de filtro esténles, los cuales se humedecieron con agua
estéril (800 ul). En cada caja se colocaron 25 semillas. Las cajas fueron bien
cerradas y selladas con "Parafilm” para mantener un ambiente humedo. Para
inducir la germinacion se colocaron las semillas en luz blanca continua durante 16
hs. Luego se mantuvieron en oscundad a 22°C, hasta el dia quinto en el que se
realizaron los distintos tratamientos luminosos. Las plantulas de 5 dias poseen
hipocétilo largo y cotiledones aun no separados. Estas plantas etioladas fueron
sometidas a distintos tratamientos luminosos, los cuales se indican en
"Resultados”. Después de realizar los tratamientos, las plantulas se dejaron en
oscundad un dia y luego fueron procesadas como se indica posteriormente (V-4).

V- 2. Condiciones de los tratamientos luminosos para el estudio de la
regulacién por fitocromo.

En el caso de plantulas tratadas con:

a) luz roja continua (RC): indica que se utilizé luz de A=660 nm y de una intensidad
de 30 pmol. m-2. s-1. Se irradié durante 48 hs.

b) luz roja lejana continua (RLC): se utilizé una A=730 nm, 70 umol. m-2. s-1. Se
irradio durante 48 hs.

c) pulsos de luz roja (R): indica que se imadié durante 5 minutos con luz de una
A=660 nm y de una intensidad de 35 ymol. m-2. s-1.

d) pulsos de rojo lejano (RL): indica que se irradié durante 5 minutos con una luz

de A=730 nm y 42 pmol. m-2. s-1.
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e) Pulsos de rojo seguidos por pulsos de rojo lejano (R/RL): 5§ min de luz roja
(A=660 nm, 35 ymol. m-2. s-1) seguidos inmediatamente de 5 min de luz roja lejana
(A=730, 42 ymol. m-2, s-1).

f) Luz blanca continua (W): luz blanca 80 ymol. m-2. s-1, durante los dias que se
indican.

g) Oscundad (D): permanecieron siempre en oscundad.

Todos los tratamientos luminosos fueron realizados en el departamento de
Ecologia de la Facultad de Agronomia, UBA, por el Dr. Jorge Casal (1995; Casal et
al, 1991)

V- 3. Condiciones de los tratamientos luminosos realizados para el estudio
de la regulacion por el receptor de luz azul.

Plantas etioladas fueron tratadas con luz blanca de 200 pmol. m-2. s-1 y 400 pmol.
m-2. s! respectivamente. Otro grupo de plantas fue tratado con luz naranja de 300
umol.m=2. s-1 . En ambos casos los tratamientos fueron realizados al sexto dia, y
las plantulas fueron expuestas durante 3 hs a luz blanca o naranja de las

intensidades indicadas.

V- 4. Procesamiento de las plantulas.

Se preparo el extracto proteico de las plantulas para determinar su actividad GUS
mediante el ensayo fluorométnco. Para ello, todas las plantulas provenientes de
una cajita, fueron recogidas con una pinza y transferidas a un tubo de plastico con
embolo, marca Kontes. Se agrego a cada tubo 50 pl de bufer de extraccion (bufer
fosfato 50 mM, pH=7, B-mercaptoetanol 10 mM, EDTA 10 mM, SDS 0.1% y Tritén
X100 0.1%) y se homogeneizd. Luego los tubos fueron colocados en hielo. Todo
esto fue realizado en un ambiente oscuro y con una lampara verde de baja
intensidad (Nagy et al, 1988). Se centnfugé a 15800 g durante 15 min a 4°C, y el
sobrenadante se transfirid a otro tubo. Se determiné la actividad GUS mediante el

ensayo fluorométnco segun se detallé anteriormente (IV-1,a).
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Vi- TRATAMIENTO CON NORFLURAZON.

Las semillas de las plantas de tabaco transformadas fueron esterilizadas con
hipoclonto de sodio 10% durante 5 min, se enjuagaron con agua esténl y se
secaron sobre papel de filtro. Estas semillas fueron sembradas en medio agar MSS
con una concentracion final de Norflurazon 5§ pM (Norflurazon: 4-cloro-5-
(metilamino)-2-[3(trifluorometil)fenil]-(2H)piridazinona). La germinacién fue inducida
exponiendo las semillas a luz blanca continua durante 16 hs. Luego se
mantuvieron en un ambiente con un fotoperiodo de 16 hs luz-8 hs de oscuridad, a
22°C. Se realizd la tinciéon histoquimica para la deteccion de la B-glucuronidasa en

los dias que se indican en cada caso.

Vil- MEDIOS DE CULTIVO Y BUFERS UTILIZADOS.

- LB (Luria broth): 10 g de Bacto triptona, 5 g de extracto de levaduray 5 g de NaCl
en 1| de agua destilada.
- LB agar: Al medio descripto anteriormente se le agregd 15 g de agar por cada
litro de medio de cultivo.

- SM: 5.8 g de NaCl, 2 g de MgSO,.7H,0, 50 ml de Tris- HCI 1M, pH= 7.5y 0.2%
de gelatina.

Todos los medios antes descriptos se esterilizaron en autoclave 15 minutos a 1.5
atm.

Bufer fosfato utilizado en los ensayos para deteccion de ia -glucuronidasa:

Bufer fosfato 250 mM, pH=7: Se mezclaron 19.5 mi de NaH,PO, 0.5M con 30.5 ml
de Na,HPO, 0.5 M y se llevo a 100 mi finales con el agregado de H,O bidestilada.
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Viii- CEPAS BACTERIANAS.

E.coli LE392: supE44 supF58 hsdR514 galK2 galT22 lacY1 metB1 trpRSS,

E.coli HB101 (Boyer et al, 1969): supE44 hsdS20 (rg,mg ) recA13 ara-14 proA2
lacY1 galK2 rpsL20 ( Smr ) xyl- mti-1 supE44,

E.coli DH5a: supE44 AlacU169(¢80 lacZAM15) hdsR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1
relA1

Agrobactenium tumefaciens LBA4404: esta cepa de Agrobacterium tumefaciens
lieva las funciones de virulencia que facilitan la transferencia del T-ADN de.los

vectores binarios a las plantas. Esta cepa es resistente a estreptomicina.

IX- PLASMIDOS COMERCIALES DERIVADOS DE pBI.

Plasmido pBI101.2: Este es un plasmido comercial que deriva del vector binario
pBIN19 de Agrobacterium tumefaciens (Jefferson et al, 1987b; Bevan, 1984). En
este plasmido el gen uidA no posee promotor (Figura 7). Rio amba de esta regién
que codifica para la enzima B-glucuronidasa (GUS) se halla el “polilinker”. El
fragmento Sst1-EcoRl de 260 pb que se halla rio abajo del gen uidA, contiene la
secuencia terminadora del gen de la nopalina sintetasa proveniente de un plasmido
Ti de Agrobacterium (Bevan et al, 1983). El vector pBI101.2 es un plasmido de
bajo numero de copias, y confiere a las bacterias y plasmidos resistencia a

kanamicina.

Plasmido pBI121: Este vector comercial es un derivado de pBi101, en el cual se

cloné rio arriba del gen que codifica la B-glucuronidasa, un fragmento de 800 pb
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que contiene el promotor 35S del virus del mosaico del coliflor (Figura 8)(Jefferson
et al, 1987b).

S5t [k )

Figura 7. Plasmido pBI101.2. En este plasmido, la B-glucuronidasa (GUS) codificada por
el gen uidA, no posee promotor. NOS-ter: secuencia terminadora del gen de la nopalina
sintetasa; NOS-Pro: secuencia promotora del gen de la nopalina sintetasa; NPTI!: regién
de cédigo de la nopalina fosfotransferasa, enzima que confiere resistencia a kanamicina;
RB: borde derecho; LB: borde izquierdo.

CeMY 35S promoter

Sl ek

Figura 8. Plasmido pBI121. En este vector binario el promotor 35S del virus de! mosaico
del coliflor (CaMV) dirige la expresion de la B-glucuronidasa (GUS). NOS-ter: secuencia
terminadora del gen de la nopalina sintetasa; NOS-Pro: secuencia promotora del gen de
la nopalina sintetasa; NPTII: region de cédigo de la nopalina fosfotransferasa, enzima que
confiere resistencia a kanamicina; RB: borde derecho; LB: borde izquierdo.
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Objetivos

E! objetivo de esta tesis fue aislar y caractenzar los genes Lhc en plantas de papa
(Solanum tuberosum), dado que hasta la iniciacion de este trabajo no se habian
estudiado estos genes en esta especie. Una vez caracterizados, se continuo con el
estudio de la regulacién de la expresion de estos genes a nivel transcripcional. Se
sabia que la transcripcion de los genes Lhc en otras especies de plantas, era
regulada por la luz y que la misma era especifica de tejido. Mediante experimentos
de “primer extension” y utilizando ARN aislado de diferentes partes de las plantas
de papa estudié la especificidad de 6rgano. Por otra parte, en plantas de tabaco
transformadas con el promotor de uno de los genes Lhc de papa fusionado a un
gen reportero, analicé la regulacion de la expresion por la luz asi como también la
especificidad de 6rgano.
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Resultados

RESULTADOS.

I - ESTRUCTURA DE LOS GENES Lhc DE PAPA.

I- 1. Seleccidn y analisis de los bacteriéfagos recombinantes que llevan

los genes de interés.

Con el objetivo de estudiar la estructura y regulacion de la expresion de los genes
Lhc en plantas de papa, comenzamos aislando éstos genes a partir de la biblioteca
genomica de Solanum tuberosum AMDS5793 (Rosahl et al, 1986). Esta genoteca
obtenida a partir de callos haploides, esta construida en el vector EMBL3, que es
un derivado del bacteriéfago A. Se utilizd como sonda un fragmento de ADN
correspondiente a las primeras 620 pb de la region de codigo del gen Lhcb1*3 de
Nicotiana plumbaginifolia (tabaco), el cual codifica un polipéptido perteneciente al
LHCIIb, Tipo | (Castresana et al, 1987). Diez y seis bactendfagos que daban
hibndacién positiva con la sonda fueron aislados, de los cuales se eligieron seis
para analizar en mayor detalle. Estos bacteriéfagos fueron propagados en E.coli
LE392 y se aisld el ADN de los mismos. Estos ADNs (ADN 11, 41, 72, 81, 161y
192) fueron tratados con la enzima Sal |, la cual posee sitios de corte en los
“polylinkers" liberando asi los brazos del bacteriéfago EMBL3 del fragmento de
ADN de la planta . Los productos de digestion de la enzima Sal | fueron corridos en
un gel de agarosa 0.7%. Posteriormente, las muestras fueron desnaturalizadas,
transferidas a nitrocelulosa e hibridadas con la sonda radiactiva de tabaco antes

descripta (Figura 9).

58



Resultados

— A y B .

1" 41 72 81 161 192 1N 41 72 81 161 192
g ‘) < > < 5> e > T

Figura 9. Analisis de los bacteriéfagos recombinantes positivos. A: Los ADNs de los
bacteriéfagos 11, 41, 72, 81, 161 y 192 fueron digendos con Sall y corridos en un gel de
agarosa 0.7%. B: Las muestras fueron desnaturalizadas, transferidas a nitrocelulosa e
hibridadas con el fragmento de 620 pb del gen Lhcb1*3 de tabaco (Castresana et al,
1987).

Como puede observarse en la Figura 9A, los distintos bacteridfagos presentan
diferentes patrones de corrida. Algunos fragmentos liberados tienen el mismo
tamarno, mientras que otros presentan diversos polimorfismos. En la Figura 9B se
observa una variacion en la intensidad de los fragmentos del ADN de papa

hibridados con la sonda. Esto puede explicarse por la presencia de secuencias
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divergentes o la presencia de diferente numero de genes en los fragmentos.
Nuestros resultados favorecen la uitima posibilidad pero no descartan la primera.
Como era de esperar, los fragmentos de 19 kb y 9 kb correspondientes a los
brazos del bacteriofago EMBL3 no hibridaron.

Se eligi6é para continuar el estudio el bacteriéfago recombinante 41 por ser el que
presentd mayor numero de bandas que hibridaban con la sonda de tabaco. EI ADN
de este bacteriofago contiene un inserto de 14.3 kb y produjo luego de la digestion
con Sal | cuatro fragmentos de distinto tamano: 6.7 kb, 3 kb, 2.4 kb y 2.2 kb los
cuales hibridaron con la sonda radiactiva (Figura 9A y 9B, segunda calle). Con la
idea de subclonar estos fragmentos, el ADN del bacteriéfago 41 cortado con la
enzima Sal |, se corrid en un gel de agarosa 0.7%. Se extrajeron los cuatro
fragmentos de ADN de la agarosa y los mismos fueron subclonados en el sitio de
Sal | del plasmido pUC19. El plasmido pUC19 tiene 2.7 kb y posee un gen de
resistencia a ampicilina. Luego de incubar con la enzima T4 ligasa, se
transformaron las bacterias E.coli HB101, las cuales fueron cultivadas en agar LB
con una concentracion final de 100 pg/mi de ampicilina. Con las colonias obtenidas
se hicieron minipreparaciones del plasmido y se seleccionaron como posibles
recombinantes aquéllas cuyos plasmidos poseian tamanos superiores a 2.7 kb. Se
cortaron éstos plasmidos con Sal | y se seleccionaron aquélias bacterias cuyos
plasmidos liberaron los fragmentos buscados: 6.7 kb, 3 kb, 2.4 kb y 2.2 kb.

I- 2. Mapa fisico del bacteri6fago recombinante 41.

El ADN del bacteriéfago recombinante 41 fue digerido con distintas enzimas de
restriccion. También se hicieron digestiones simples y dobles a partir de los
fragmentos subclonados en pUC19. Los productos de estas digestiones se
corrieron en geles de agarosa 0.7%. Los distintos geles fueron transferidos a
nitrocelulosa e hibridados con la sonda de tabaco. Del analisis de los fragmentos
liberados en cada caso, se desprende el mapa fisico del bacteri6fago
recombinante 41 que se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Mapa fisico del bacteriéfago recombinante 41. Se muestra el sitio de
corte de distintas enzimas: Apal (A), BamHI (B), EcoRlI (E), EcoRV (Eg), Kpnl (K),
Ncol (N), Pstl (Ps), Pvull (P), Sall (S), Xbal (X), Xhol (Xo). Las flechas indican las
regiones de codigo de los seis genes. Las zonas sombreadas a ambos costados
forman parte de los "polylinkers" del bacteriéfago EMBL3.

La organizacion de los genes Lhc contenidos en el bacteriéfago se determind por
analisis del mapa fisico y se confirmé por secuenciacién.

El fragmento gendmico de 14.3 kb contiene un "cluster" de seis genes los cuales
fueron denominados: Lhcb1*1, Lhcb1*2, Lheb1*3, Lhcb1*4, Lheb1*S 'y Lhecb1*6. En
la Figura 10 se muestra la localizacion y direccién 5'— 3' de la region de codigo de
los seis genes. Como puede observarse, todos poseen la misma orientacién
siendo la distancia entre las distintas regiones de codigo de aproximadamente 1.4
kb. Cada uno de los genes aislados posee su propio promotor localizado 5' rio

arriba de la region de codigo.
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En la Figura 10 se observa que los sitios de restriccion para Ncol, EcoRI, Xhol,
Pstl, BamHI y Hindlll presentan un patron conservado que se repite en tandem
seis veces dentro del fragmento de ADN de papa aislado y el mismo coincide con
las regiones de codigo de los genes. Los cortes por las enzimas de restriccion son

menos frecuentes en las regiones intergénicas que en las zonas de codigo.

Il - ANALISIS DE LAS REGIONES DE CODIGO DE LOS GENES Lhc
AISLADOS DE PAPA.

ll- 1. Analisis de la estructura primaria.

Los seis genes: Lhcb1*1, Lheb1*2, Lheb1*3, Lheb1*4, Lheb1*5 y Lhcb1*6 fueron
secuenciados. En la Figura 11, se muestran alineadas las secuencias de
nucledtidos de las regiones de cddigo de los distintos genes Lhc aislados de papa.
Cada uno de estos genes posee 798 pb desde el coddn de iniciacion al de
finalizacién de la traduccion, excepto el Lhcb1*6 el cual fue aislado en forma
incompleta (411 pb). Estos genes no poseen intrones. También se secuenciaron
alrededor de 100 bases del extremo 3' no codificante.
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Figura 17
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Frgura 17
660

GAT GAT CCA GAG GCA TTT GCT GAG CTC AAA GTA AAG GAG ATT AAG AAC GGC AGA CTT GCT

A.C..6... G ... ... e e e
ST ..T

L e e
..... c .. G e
A.C.G G . N
720
ATG TTC TCT ATG TTT GGA TTC TTC GTT CAA GCC ATT GTT ACC GGA AAG GGT CCA TIG GAG
e
TG
G ..A

7
AAT CTT GCT GAC CAC CTT GCA GAT CCA GTC AAC AAC AAT GCA TGG GCC TTT GCC ACA AAC

L¢3}
«©

Co .c.c.T...... ..C..T....T.C...
SC .c.c.T........C.C...TT .A
SCoeo c.C..T..........C.......AC......

c... .. A c.C.T... ..C..C... T.T .A. ... ...

798
TTT GTT CCC GGA AAA TGA ATATCATAAAACGTTCTCTAGATATTATTGTTTGATGGCTTTGTAAAGTTTTAGT-
..... c ... ... """ ATATCATAATATAATTTTAATTTGATTGTTCGATGACCTGTAAGTAGTTGTGACT™
..... C ... ... ... " AAATCTTAAACAATCTTAATATTTCATTGTTTGATGGCCGTGTAAAGTAGTTGTTC
ST *rr ATATTTTATACAATCTTAAAATTATATGTTTGAGTTGTAAGTTGTATAGGTAGTT.

L2 24

GTGATTTACTTGACAATAGAATGGATTTTTCTTAGTCCTGAATTTC
ACTTGATAATAGAATGGTTCTTTTTTCCATATTCCAATGATTGTGTAGTTCTGAGTT
TGACTTACTTGATAATAGAATGGTTCTTTTTTCCATATTCCAATGATTGTGTAGTTC
ACTGACATATATGAA

1*2
11
143
14
1*5

Figura 11: Secuencia de bases de la regiéon de cddigo de los genes Lhc de Solanum
tuberosum. Se muestra la secuencia de los genes Lhcb1*2, Lheb1*1, Lheb1*3, Lhcb1*4,
Lhcb1*5 y Lhcb1*6 (esta dltima incompleta). En la figura se indica en la parte superior, la
secuencia completa del gen Lhcb71*2. El coddn ATG inicial corresponde a la primer
metionina de la proteina CAB sin procesar. Los puntos indican identidad de los otros
genes con la secuencia del gen Lhcb1*2. Los asteriscos sefalan el codén de terminacion.

También se muestran alrededor de 100 bases del extremo 3' no codificante.
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Al comparar las secuencias de los genes aislados se observa que la mayoria de
los cambios de bases ocurren en la tercer base de los codones, siendo
conservativos en cuanto al aminoacido que codifican. Los distintos genes poseen
una identidad mayor del 94% (Figura 12). Los genes Lhcb1*1 y Lhcb1*5 son los
que presentan mayor homologia (97.9% de identidad), mientras que los genes
Lhcb1*4 y Lhcb1*5 son los que poseen las mayores diferencias (94.28% de
identidad).

Lheb1*2  Lhecb1*3  Lhecb1*4  Lhcb1*5

Lhcb1*1 94.78 95. 27 94.40 97.89
Lhecb1*2 94.40 94.78 94.53
Lhcb1*3 94.53 95.40
Lhcb1*4 94.28

Figura 12. Porcentaje de identidad entre los distintos genes.

Los polipéptidos CAB deducidos a partir de las respectivas secuencias de bases
se muestran en la Figura 13. Se observan muy pocos cambios de aminoacidos
entre los distintos polipéptidos. Las mayores diferencias se observan entre los
polipéptidos codificados por los genes Lhcb1*1 y Lhcb1*3, los cuales poseen siete
aminodacidos distintos. Los polipéptidos codificados por los genes Lhcb1*1 y
Lhcb1*2 poseen la mayor homologia ya que solo difieren en los aminoacidos de Ia

posicion 119 y 201.
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Frgura 17
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Figura 13. Secuencias de aminoacidos de las proteinas codificadas por los genes
Lhcb1*1, Lheb1*2, Lheb1*3, Lheb1*4, Lheb1*5 'y Lheb1*6. Los puntos indican identidad
con la secuencia de aminoacidos correspondiente al gen Lhcb1*1. Los aminoacidos estan
numerados desde el extremo N-terminal de la proteina precursora.
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Teniendo en cuenta el codon de iniciacion ATG, estos genes codificarian para una
proteina de 265 aminoacidos. Como se menciond antenormente en la
“Introduccion”, los polipéptidos CAB sufren un proceso de clivado al pasar al
interior del cloroplasto. En este caso por comparacion de las secuencias de
aminoacidos con otros polipéptidos CAB cuyo sitio de procesamiento ha sido
estudiado, daria una proteina madura de 230 aminoacidos y un péptido sefal de
35 aminoacidos. (Michel et al, 1990). Las proteinas precursoras codificadas por los
diferentes genes Lhcb1 de papa, tendrian pesos moleculares entre 28056 a 28170
Daltons, mientras que los pesos moleculares de las proteinas maduras serian de
24633 a 24733 Daltons.

Las secuencias obtenidas fueron compara;ias con genes Lhc de otras plantas,
encontrandose alto grado de homologia con el gen Lhcb1*2 de tomate (también
conocido como Cab1B) (Pichersky et al, 1985). Los polipéptidos codificados por los
genes Lhcb1*1 y Lheb1*2 de papa, solo difieren en un aminoacido con respecto al
codificado por el gen Lhcb71*2 de tomate (residuos 119 y 201, respectivamente).
Por otra parte, el polipéptido codificado por el gen Lhcb1*2 de Solanum tuberosum
difiere en nueve aminoacidos con respecto al CAB 21 de Nicotiana tabacum
(Numero de acceso en el Genbank: X52743); posee 17 aminoacidos distintos con
respecto al CAB 7 de Nicotiana plumbaginifolia y 18 aminodacidos diferentes
comparado con el CAB 22R de Petunia hybrida (Numeros de acceso: X58229 y
X02360, respectivamente).

En un trabajo publicado por Jansson et a/ (1990b) se compararon polipéptidos CAB
de angiospermas pertenecientes al Tipo | y Tipo |l de la antena LHClIb. En ese
trabajo se vid que algunos aminoacidos se conservaban mas que otros y se
determiné aminoacidos especificos de cada tipo en ciertas posiciones. Durante
este estudio encontré que los productos de traduccion de los genes Lhc de papa
estudiados, poseen todos los aminoacidos que son especificos de los polipéptidos
Tipo | de la antena LHCIIb, por lo que se llamé a los genes aislados Lhcb1,
utilizando la nueva nomenclatura ("b" indica que pertenecen a la antena del PSll y

"1" pués son Tipo ).
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Il- 2. Analisis de la estructura secundaria de los polipéptidos

deducidos.

a) Péptido de transito.

Por comparacion con otras secuencias, el péptido de transito de los polipéptidos
CAB estudiados, se extenderia desde el extremo N-terminal hasta la metionina 35
inclusive (ver Figura 13). En un principio se creia que el residuo de metionina 35
quedaba en el extremo N-terminal de la proteina madura, pero por medio de
espectrometria de masa se reveld que la arginina-que le sigue se encuentra en el
extremo N-terminal de los polipéptidos maduros codificados por los genes Lhcb1 y
Lhcb2 (Michel et al, 1990).

En la Figura 14 se muestra el grafico de hidropatia del péptido serial deducido a
partir de la secuencia de bases del gen Lhcb71*2. Como puede observarse, el
péptido de transito es fuertemente hidrofobico. Ademas, posee dos residuos
cargados positivamante y un residuo cargado negativamente, lo que deja una
carga neta positiva. Por lo tanto, es ligeramente basico lo cual facilitaria la
interaccion de la proteina precursora con la membrana del cloroplasto altamente
acida (Highfield et al, 1978).
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Figura 14. Grafico de hidropatia del péptido de transito deducido del gen Lhcb1*2 de
Solanum tuberosum. Este grafico se realizé6 mediante el programa McVector. La tabla de
hidrofobicidad de los aminoacidos que se uso fue la de Kyte y Doolittle (1982).
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b) Polipéptido maduro.

En la Figura 15A se muestra el grafico de hidropatia del polipéptido CAB maduro,
codificado por el gen Lhcb1*2. La Figura 15B representa la estructura secundaria
predicha para este polipéptido de 230 aminoacidos. El grafico de estructura

secundaria muestra las probables regiones de hélices a, hojas § y vueltas ("turmn").
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Figura 15. Analisis del polipéptido deducido a partir de la secuencia de bases del gen
Lhcb1*2 de Solanum tuberosum. A: Andlisis de hidropatia del polipéptido CAB maduro.
Este grafico se realizé de acuerdo a la tabla de hidrofobicidad de aminoacidos de Kyte y
Doolittle (1982). B: Estructura secundaria deducida usando el programa McVector, segun
Robson-Gamier (Robson et a/, 1976; Garnier et al, 1978).
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Se observan tres regiones fuertemente hidrofdbicas de largo suficiente para
atravesar la membrana tilacoide. Estas zonas hidrofébicas poseen estructura
secundaria de o-hélices. Estos resultados coinciden con los de Kuhibrandt
obtenidos a partir de estudios cristalograficos (Kuhibrandt, 1994). Como se vi6é en
el capitulo V de la Introduccion, estas regiones de a-hélices transmembrana se
denominan desde el extremo N-terminal de la proteina madura como: a-hélice B,
a-hélice C y a-hélice A respectivamente. Las regiones que preceden las a-hélices
transmembrana B y A son ricas en aminoacidos que promueven hojas §: glicina
(G), prolina (P) y acido aspartico (D). Como se puede observar en la Figura 15A,
los extremos N-terminal y C-terminal de la proteina CAB madura, son hidrofilicos.
Se sabe que el N-terminal esta expuesto hacia el estroma del cloroplasto, mientras
que el C-terminal esta hacia el lumen de los tilacoides (Kuhlbrandt, 1994).

En la Figura 16, se muestran las regiones de hélices o y hojas B en superposicion
con las secuencias de los polipéptidos CAB maduros. La a-hélice B posee 38
aminoacidos y se extenderia desde la serina (S) 50 de la proteina madura hasta la
glicina (G) 87. La a-hélice C es mas corta ya que esta formada por 18 aminoacidos
y se extiende entre la glutamina (Q) 120 hasta el acido glutamico (E) 137. La a-
hélice A de 31 aminoacidos se extenderia desde la leucina (L) 162 hasta la
fenilalanina (F) 192. Segun los resultados del analisis de la estructura (Figura 15B),
la a-hélice D posee 11 aminoacidos y se extenderia desde el acido glutamico (E)
205 hasta la valina (V) 215. De acuerdo a los datos obtenidos por cristalografia
(Kuhlbrandt, 1994), la a-hélice D estaria en la membrana tilacoide paralela al

plano de la misma y mas cercana al lumen como se indica en la Figura 6.
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1*1
172
13
1*4
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Frgura 16
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Resultados

11
1*2
13
14
1*5

Figura 16. Polipéptidos CAB maduros de Solanum tuberosum. En esta figura el primer
aminoacido corresponde al aminoacido numero 36 del polipéptido precursor indicado en
la Figura 13. Los aminoacidos correspondientes a las a-hélices se encuentran marcados
con linea llena. A: a-hélice A; B: a-hélice B; C: a-hélice C; D: a-hélice D. En lineas
punteadas se indican los aminéacidos correpondientes a las hojas 3.
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li- 3. Homologia interna de los polipéptidos.

Las regiones de a-hélice A y B son muy similares en cuanto a su composicion. A
nivel de aminoacidos, las regiones comprendidas entre los residuos 50-77 de la a-
hélice B y 165-192 de la a-hélice A muestran un 36% de identidad (Figura 17).
Estas regiones si se las compara a nivel de nucleétidos presentan entre un 51-55%
de identidad. Esta homologia interma también ha sido observada en otros tipos de
polipéptidos CAB de otras plantas (Hoffman et al, 1987, Karlin-Neumann et al,
1985; Cashmore, 1984).

D P E F A E
Aminodcido 52 53 54 5 57 63

base 253 297
a-hélice B TCA GCA GAC CCT GAG ACC TTT GCC AAG AAC CGT GAA CTT GAG GTG
a-hélice A GCT GAT GAT CCA GAG GCA TTT GCT GAG CTC AAA GTA AAG GAG ATT

pase 59% 64¢
Aminodcido 167 168 169 171 172 178
D P E F A E
R A N G
Aminodcido 68 70 711 76
base 298 336
a-hélice B ATC CAC TGC AGA TGG GCT ATG CTT GGT GCT CTT GGA TGT
a-hélice A AAG AAC GGC AGA CTT GCT ATG TTC TCT ATG TTT GGA TTIC
Baco £43 —581
Aminoadcido 183 185 186 191
R A M G

Figura 17. Alineamiento de las regiones correspondientes a la a-hélice B y a-hélice A del
gen Lhcb1*2 de Solanum tuberosum. Se muestra la secuencia de bases y se sefialan los
aminoacidos deducidos cuando hay identidad entre ambas hélices.
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La simetria que presentan la a-hélice B y A se manifiesta principaimente por la
posicion de pares de residuos voluminosos (F, M) y de residuos cargados (D, E,
R). Se puede observar en la Figura 17 una simetria en cuanto a la posicion de los

siguientes aminoacidos:

a -hélice B a-hélice A
D (acido aspartico) 52 167
P (prolina) 53 168
E (acido glutamico) 54 169
F (fenilalanina) 56 171
A (alanina) 57 172
E (acido glutamico) 63 178
R (arginina) 68 183
A (alanina) 70 185
M (metionina) 71 186
G (glicina) 76 191

Il - ANALISIS DE LAS REGIONES 5° FLANQUEANTES DE LOS GENES
Lhc AISLADOS DE PAPA.

Fueron secuenciadas aproximadamente 260 bases localizadas 5' rio arriba de las
regiones de cddigo de los seis genes. En la Figura 18 se muestran dichas
secuencias alineadas. Se utilizé un programa de comparacion de secuencias que
introduce espacios para lograr un mejor alineamiento. Mediante este alineamiento,
estas regiones revelaron tener similitudes significativas. Sin embargo, esta
homologia es menor que la que poseen las secuencias que codifican el péptido de

transito y la proteina madura.

76



TATGAGAGGACAATATTGGTTGTGTCCCTTGCT-GGAAAATT-GATGGATTGGAGATTGCtAA-aTG
gATT-t t TGGATT tGtGATTGCcAA-gTG
CaTctT-aGAAAATTgGAAGGATTGGAGATTGCCAA-gTG
TATGA-A-GACA-TATTaGaTGTGTCCCTTctT-GGAAt t TT-GATGGATTGGAGATTaCtAA-aTG
CaTctT-GGAAAATTGGAAGGATTGGAGATTGCcAA-gTG
TATGAtAGGACAATATTGaaTGTGTCCCTT-CT tGGAAAATT-GATGGATTGGAGATT-C-AAga-G

IV CAAT  III II I
TGCA-T-AATTGCtACA-A-gtaGGATCTTGATAGQCCAATGAGATCATAGATATAGATt TCACTAGA
TG------A-TG----g-A-q--GaATCTTGAcAt CCAATGAGAT-ATAGATATAGATATCgCTAGA
TGcAtT-AATTGgaACA-c-atgGGATCTTGATA t CCAATGAGATCATAGATATAGATATCACTAGA
TGtAtT-AATTGCtAC--A-cagGGATCTTGATAcCCAATGAGACCATAGATATAGATATCAt TAGA
-cat-T-AATTGCtACA-c-attGGATCTTGATACCCAATGAGATCATAGATATAGATATCA-TAGA

TGcA-TtAATTGCcACAtAtg--GGATCTTGATACCCAATGAGATCATAGATATAGATATCACTAGA

_ TATA
TAA---G--GACTC-~TTTCCCTCTTt CTTAAT--CC-C-TATATATGGTGAATT --AATTCCCTTg
TAA---G--GACTC---TTCCC--Tat CTTACT--ta-C-TATATATaGTGAAGT----TT--C-aa
TAAt taG--GACTCt t TTTCCCTCTT taTTACT--CC- t~TATATATGGTGAATT-~AATTCCCTTg
TAAtt tG--GACTa~~TTTCCtTCTTaaTTACT-~CC-C-TATATATaGTGAATT--AAGTCCATTg
TAAt taa--GgCTC-~TTTCCCTCTTaCTTACT--CC-C-TATATATGGTGAATT--At TTCCCTTa
TAA---GaaGAtTC-~TTTC--TCT--CT-AaTtaCCtCcTATATATt cTGAACcCchA--C--T--

+1
TAACTTCATCT-CATCACAGC-~-C---t t CAACAATATTT-C- t TACCATCAAACACT caacACTT
TAACTTCAQCT-CATCACAaC---t---aaCttttAcATaT-C-AaACtAgC-AAC-Cccct cACTT
TAACTTCATCT-CATCACAGC---Caact t CAACAATATTT-C-ATACCATCAAACACT--- tACTT
TAAtTTCATCT-CATCACAt t---C---acagcCAATATTT-C-ATACCATCAAACACT---tACTT
TAACTTCATCT-CATCgCAcCagaC---t t CAACAATATTT-C-ATACCATCAAACACT---tACTT
-AACTTCAQCTtCATCACAaC---C-—-—-- AAC--T-TTgaCatT----TCAAACACccat cACTT

TTCTC-T-TaATcTAAALC  ATG
TcCTC-T-cttTATAAACC  ATG
TTCTC-T-TgATATAAAtC  ATG
TTCTC-T-TgATATAAAtC  ATG
TcCTC-T-TgATATAAACC  ATG
TTCTCcTgTtAT--AAACC ﬁﬁ
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PLhcb1*2
PLhcbi*1
PLhcb1*3
PLhcbl*4
PLhcb1*5
PLhcbl*6

PLhcb1*2
PLhcbl~1
PLhcb1*3
PLhcbl*4
PLhch1*5
PLhcb1*6

PLhcbl*2
PLhcbl*1
PLhcb1*3
PLhcbl*4
PLhcb1*5
PLhcbl*6

PLhcbi*2
PLhcbl*1
PLhcbl1*3
PLhch1*4
PLhcbl*5
PLhcb1*6

PLhcbl*2
PLhchl*l
PLhcb1*3
PLhcbi*4
PLhcbl*5
PLhcbl*6

Figura 18. Secuencias de las regiones localizadas rio arriba de las zonas de cadigo de
los genes Lhcb1 de Solanum tuberosum. Se sefialan las cajas TATA y CAAT. Con una
flecha se sefiala el sitio de iniciacion de la transcripcidon. Las secuencias GATA se
muestran numeradas: |, I, Il y IV. Los espacios fueron introducidos para lograr un mejor
alineamiento. Se utilizan letras en mayuscula para indicar identidad entre secuencias, y en
minuscula en los casos en que no hay identidad. El codon ATG subrayado corresponde al
inicio de la traduccion.
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En la Figura 18 se senala el sitio de iniciacién de la transcripcion, el cual fue
determinado por "primer extension” para el gen Lhcb71*2 segun se detallara
postenormente. Las secuencias que se hallan localizadas rio arriba del sitio de
iniciacion de la transcnpcion poseen las caracteristicas tipicas de los promotores
eucanotas transcriptos por la RNA polimerasa |l, ya que poseen las secuencias
TATA y CAAT.

La caja TATA esta localizada aproximadamente a -26 bases del sitio de iniciacion
de la transcripcion, mientras que la secuencia CAAT se halla aproximadamente a -
90 bases del mismo. Por otra parte, el sitio de iniciacién de la transcrpcion esta
localizado a 62-69 bases del sitio de iniciacion de la traduccion.

Las secuencias localizadas entre las cajas CAAT y TATA de los genes Lhcb1 de
papa son similares a las de otros promotores de los genes Lhcb1. Esta region ha
sido propuesta como sitio de reconocimiento de varios factores que estarian
involucrados en la expresion de los genes Lhcb? (Dunsmuir, 1985; Castresana et
al, 1988). Cuatro secuencias GATA fueron detectadas en los promotores Lhcb1 de
papa estudiados. Tres secuencias GATA estan localizadas entre las cajas TATA y
CAAT, mientras que la cuarta se encuentra localizada rio arriba de la caja CAAT.
Por otra parte la localizacion y espaciamiento de las secuencias GATA
encontradas en los promotores de los genes Lhcb1 de papa es similar a las
descriptas para genes Lhcb1 de otras especies de plantas: GATAN2 GATANG6
GATA, siendo N= A T, G 6 C (Anderson et al, 1994). Los motivos GATA han sido
encontrados en los promotores de los genes Lhcb? de todas las especies de
plantas estudiadas (Castresana et al, 1987; Gidoni et al, 1989). Se encontrd que
los motivos GATA se unen "in vitro” a un factor llamado Gl (Schindler et al, 1990) y
se piensa que estarian involucrados en la regulacién de la expresion de los genes
Lhe.
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IV- ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LOS GENES Lhcb1 EN PLANTAS
DE PAPA.

IV- 1. Estudio de la expresion de los genes Lhcb7 en las hojas de
plantas de 60 dias.

Para determinar si los diferentes genes Lhcb1 aislados se expresaban, se uso la
técnica de "pnmer extension”. Decidimos usar esta técnica en lugar de "Northern
blot", debido a que la alta homologia entre los distintos genes hacia dificil
encontrar sondas que hibridaran especificamente con cada uno de ellos. Por
comparacion con genes Lhcb1 de otras plantas (Piechula et al, 1991), se
determind el probable sitio de iniciacion de la transcripcion. Debido a que el
nuamero de bases que hay entre ese sitio y el sitio de iniciacién de la traduccion es
distinto para los diferentes genes aislados (ver Figura 18), por medio de la técnica
de "primer extension" podriamos distinguir la expresion de los distintos genes
analizando el tamano de los productos de la reaccidén. En la Figura 19 se muestran
los productos de extensidn de una reaccion en la cual se utilizé el "primer 1" que es
complementario a la region de codigo (residuos 13 a 30) de todos los genes Lhcb1
aislados de papa. Este oligonucleétido hibrida con genes tipo Lhcb? y no hibrida
con los ARNm correspondientes a otros tipos de genes Lhc. En este expenmento
se utilizd ARN total aislado de hojas de plantas de papa de 60 dias. Los productos
de la reaccion de "primer extension" esperados para los genes aislados usando el

“pnmer 1", son los siguientes:

Genes aislados Largo del ADNc
Lhcb1*1 97 bases
Lhcb1*2 99 bases
Lhecb1*3 99 bases
Lhcb1*4 96 bases
Lhcb1*5 99 bases
Lhcb1*6 92 bases
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Figura 19. Productos de la reaccion de "pnmer extension” obtenidos a partir de ARN de
hojas de plantas de papa de 60 dias. En esta reaccion se utilizé el "primer 1", el cual
hibrida con los ARNm de todos los genes Lhcb1. Se corrié como estandard de tamano
una reaccion de secuencia (calles C, A, T, G).

Como se ve en la Figura 19, se obtuvieron por "pnmer extension" varias bandas.
Las mismas poseen largos diferentes que se encuentran entre 105 y 77
nucledtidos. Sin embargo, se ven tres bandas de mayor intensidad
correspondientes a productos de 99 nucleétidos, 95-97 nucledtidos y 91-92
nucledtidos. Estas bandas se corresponderian con los productos esperados para
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nuestros genes. Probablemente, el fragmento de 99 nucleétidos corresponda a los
productos de extensidén de los genes Lhcb1™2, Lhcb1*3 y Lhcb1*5. La banda
intensa de 95-97 nucleétidos corresponderia a los productos de los genes Lhcb1*1
y Lhecb1*4 | y la de 91-92 nucledtidos corresponderia al del gen Lhcb1*6. Las
bandas de 105, 86, 82 y 77 nucledtidos podrian corresponder a otros genes no
aislados en este estudio. Las diferentes intensidades de las bandas indicarian que
los distintos genes Lhcb7 no se expresan al mismo nivel, o bien que hay mas de un
gen cuya distancia es la misma entre el sitio de iniciacion de la transcripcion y el

lugar donde hibrida el "primer 1".

IV- 2. Expresién de los genes Lhcb1 en distintos érganos de plantas de

papa de 90 dias.

Se estudid la expresion de los genes Lhcb1 en las hojas, tallos y raices de plantas
de papa de 90 dias. Se usé el "primer 1", que como se dijo anteriormente hibrida
con las bases 13 a 30 de la region de cédigo de todos los genes Lhcb1 aislados
(Figura 20).

Como se ve de la Figura 20 varios genes Lhcb1 son expresados en las hojas, solo
uno se expreso en los tallos y no se detectd expresion en las raices. Esto indica
que en las plantas de papa la expresion de los genes Lhcb1 es especifica de
6rgano.

Comparando la expresion en hojas y tallos (Figura 20: calles H y T) se observa que
solo uno de los genes Lhcb1 expresados en las hojas se expresa también en
tallos. Ademas su nivel de expresidn parece ser similar en ambos érganos. Los
otros genes Lhcb1 expresados en las hojas no fueron detectados en tallos. Esto
sugiere que los mismos no se expresan en tallo o bien que su expresioén es tan
baja que no se detectan mediante la técnica utilizada. Ademas este resultado
sugiere que aunque los genes Lhcb 1 presentan una alta homologia en la region de

codigo, muestran diferencias en su expresion.
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Figura 20. Expresiéon de los genes Lhcb?1 en los distintos 6rganos de las plantas. Se
realizaron reacciones de "primer extension" utilizando ARN aislado de hojas (H), tallos (T)
6 raices (R) de plantas de papa de 90 dias. Se utilizé el "primer 1" el cual es
complementario a la region de cédigo de los genes Lhcb1 (bases 13 a 30). St: estandard
de peso molecular.
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Por otra parte, si se comparan los productos de extensién obtenidos a partir de
ARN de hojas de plantas de 60 dias (Figura 19) con los de plantas de 90 dias
(Figura 20, calle H), se puede ver que aparecen las mismas bandas de: 105, 99,
95-97, 91-92, 86, 82 y 77 bases. Sin embargo, al utilizar ARN de plantas de 90
dias aparece ademas, una banda de 108 bases. Esto indicaria que hay genes
Lhcb1 que se expresan en ciertas etapas del desarrollo estando ausentes en otras.
Por lo tanto, se puede concluir que hay una expresion diferencial de los genes
Lhcb1 durante el desarrollo de las plantas.

IV- 3. Expresion del gen Lhcb1*2. Determinacion del sitio de iniciacién

de la transcripcién.

Para estudiar en mayor detalle la regulaciéon de la expresidn se eligid el gen
Lhcb1*2, debido a que se habia secuenciado en forma completa la regién de 1.3
kb localizada rio arriba de la region de cdédigo (Figura 22). Con el objeto de
determinar si el gen Lhcb1*2 se expresaba 0 no, se disefio un oligonucledtido
especifico para detectar solo su expresion (“pnmer 2"). Como se puede ver en la
Figura 21A, este oligonucleétido especifico es complementario a una region de 19
bases que se hallan localizadas 5' rio arriba del coddn de iniciacion de la
traduccion (bases 7 a 26). En otra reaccion de "primer extension” se utilizé el
"pimer 1", con el que se detectan otros genes Lhcb1 ademas del Lhcb1*2. Se
utilizo ARN obtenido de hojas de plantas de 90 dias (Figura 21B). Como se
esperaba, vanos productos de extension aparecen con el "pnmer 1" no especifico
(Figura 21B, calle 1). Segun se ve en la Figura 21B, calle 2, aparecieron dos
productos de extension de 63 y 62 nucledtidos de largo al utilizar el "pnmer 2". Es
probable que la banda de menor tamafo sea producto de la degradacion del
ARNmM correspondiente al gen Lhcb1*2 en su extremo 5'. Puesto que el "primer 2"
hibrida 36 nucleétidos rio arriba del "primer 1", es muy probable que el producto de
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extensién de 63 bases que se ve en la Figura 21B, calle 2, y el producto de 99

bases en la calle 1, resulten del mismo transcripto.

Producto de extension (63n1)
-—
«——— ptimer 2
TATA [+ ATG
/1 = —
1/ —J —
+1
«——— primer !
Producto de extension (99n1)
2
1S
C T AG
—108
—10%
. —99
, —95-97
: —91-92 63 —»

POPOABPOAO “APpOA4OPDP A

!

Figura 21. Productos de extension obtenidos a partir de hojas de plantas de papa de 90
dias. A: Mapa del gen Lhcb1*2 donde se muestran los sitios de hibridacién del "pnmer 1"
y del "pnmer 2". El "primer 2" permite detectar solo Ia expresion del gen Lhcb1*2, mientras
que con el "primer 1" se detecta la expresion de todos los genes Lhcb1. B: Calle 1,
productos de extension obtenidos al usar el "primer 1". Calle 2, productos de extensién
obtenidos al usar el "primer 2". C: Se muestra en detalle la Figura 21B, calle 2 junto a una
reaccion de secuencia realizada con el mismo oligonuciedtido ("primer 2"). Se sefala con

una flecha el sitio de iniciacion de la transcripcion del gen Lhcb1*2.
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La mayor intensidad de la banda de 99 nucledtidos comparada con la de 63 bases
puede ser explicada por la existencia de los productos de extension
correspondientes a los genes Lhcb1*3y Lhcb1*S5.

La Figura 21C muestra en mayor detalle la Figura 13A, calle 2 junto con una
reaccion de secuencia. Basados en estos resultados, determinamos que el sitio de
iniciacién de la transcripciéon del gen Lhcb1*2 esta localizado a 69 nucledtidos rio
arnba del codon de iniciacion de la traduccidon (ATG). Esta posiciéon coincide con la
determinada para genes Lhcb1 de otras plantas (Piechulla et a/, 1991; Grob et al,
1987, Castresana et al, 1988). Nuestros resultados indican que la C de la
secuencia CTTCAT es el primer nucleétido del ARNm correspondiente al gen
Lheb1*2 (Figura 21C). Por lo tanto, el sitio de iniciacion de la transcripcion esta
localizada a 26-31 bases de |la caja TATA y a 88-92 bases de la secuencia CAAT.
Se realizd también un analisis de "primer extension" utilizando ARN obtenido de
tallos de plantas de papa de 90 dias, en el cual se utilizd el oligonucleétido
especifico para detectar solo la expresion del gen Lhcb1*2 ("primer 2"). Como se
esperaba, tampoco se detecté la expresion del gen Lhcb1*2 en los tallos al utilizar

este oligonucleétido.

V- SECUENCIA DE LA REGION QUE SE HALLA LOCALIZADA RIO
ARRIBA DE LA ZONA DE CODIGO DEL GEN Lhcb1*2.

Con el objeto de estudiar en mayor detalle la regulacion de la expresidon de los
genes Lhcb1, se aislé y secuencido en forma completa la regién que se halla rio
arriba de la zona de cddigo del gen Lhcb1*2. Para ello la regidn comprendida entre
el sitio de Hindill y Pvull (ver Figura 10) previamente subclonada en pUC19, fue
cortada con la enzima EcoRIl la cual divide al fragmento de 1.3 kb en dos

fragmentos menores. Dichos fragmentos fueron subclonados y secuenciados en el
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vector pBluescript KS™ Esta region fue dificil de secuenciar debido a la formacién
de estructuras secundarias, l0 cual impedia que la enzima Sequenasa extendiera
las nuevas cadenas en las reacciones de secuencia. Para solucionar este
problema se secuencid utilizando vector simple cadena y ademas se aumento la
temperatura de las reacciones de marcado y de terminaciéon. La Figura 22 muestra
la secuencia obtenida de esta regién localizada rio arriba del gen Lhcb1*2. En ella
se senalan las cajas TATA y CAAT asi como también el sitio de iniciacion de la
transcripcion determinado por "pnmer extension”.

Como puede observarse, esta region presenta un alto contenidode Ay T, y es
debido a esto que se forman estructuras secundanas que interfieren en su
secuenciacion. El contenido de bases, expresados en porcentajes, es el siguiente:
A 35.8%, T 31.2%, G 15.5% y C 17.5%.

El estudio de otros genes cuya expresion es regulada por la luz, como lo es por
ejemplo la chalcona sintetasa y la pequena subunidad de rubisco (rbcS), han
permitido la identificacibn de secuencias de 6-15 bases presentes en los
promotores, las cuales estarian involucradas en la regulacién de la expresion de
esos genes. En la Figura 22 se sefalan, algunos de estos motivos presentes en el
promotor del gen Lhcb1*2 de Solanum tuberosum. Se senalan las secuencias
GATA, los motivos "GT" y la llamada caja "G" (5 TGGTTGTGTC 3'). El analisis de
expresion del gen de la chalcona sintetasa en protoplastos, indicd que la caja "G"
es necesana para que haya una respuesta significativa a la luz (Schulze-Lefert et
al, 1989). Por otra parte, se demostrd que el factor citosdlico GBF que se une a la
caja G (“GBF: G-box binding factor”) se transloca al nucleo en presencia de luz,

mientras que en oscundad permanece en el citosol (Harter et a/, 1994).
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-1302 -1292 -1282 -1272 -1262 —-125 -1242 -1232
AAGCTTAAAA CTTGAATTTT CAGACCAGAT GAACTTATGG AA'I'TC)QTTA ATTCTCGAGA AACAATACTC AAAATTAGTG-1223

TAAAGTACTA ATGTTGAACA ACATGATGTT ATTACATGAT TCCTCATTTA TCTGTCGAAA AGTGAGAGGA AATAAGAGGA-1143
CATTGTTTCA TTTCACTACC AGAACATTGA AATTTCAATG ACAGGGGAAG AAAACCAATA TGTTTTGTAG TCTGAATGTA-1063
GTAAGTAATA TATGAGTTTC CAGGTCCATA CAGTATGTCT CCTTTGAACA AATTCATAAA TTTCTTGTAA AATCCTCGTG -933
CCTCACATGT GGTACTATCT TTAGATTAAA AGCATCCTTG ACAGATCCTT CAAAACAAGG TACATAGTAA TGACCAGAGC -903
CAAAGGACAT ACATATGTAG TTAGAAGAAG ACACAAGTAC TGCTAAATAT GACACTTATT GGCAACAAAT TCAAGTTCTA -823
TGCACTAATA ACTAAACAAT ATTTACACAA TCAAATTACT TAGTAAGTAA TTAAAGGIAA ATCACTTGAT AACATTAATC -743
GGTAGTCTGG TAAAAAATISG GAATTGACCT ACTATCACAC GTCAAAATTT ACTGATGTAA CTTCTATTTC CCTTAATGCA -663
GCGCAAAATT GTGATGCTGA TGAATTCCAA CAAATTAAAA TCTTTGCTCA TATICTICIG AACAAGCTCT TTCCAAGSCT -583
CAGCATTGCT CATGTAGTAG TTAAGTAACA TGTACTAAGC CGCATTAAAT CTCTAAACCT AACAGTATTG TGAATGAGCA -503
TAAMCAATA TAACCTGTGT GGCTAACATA AACAACTTIS GTAATTAAGG TCTAATATAA TAAAGTTTCA ATCACATTGC -423
TTTCCAAACA TAAAGATGCA TTATTAAGTT CCCAAAATTT ATGAATCAAG TAGTAATAAA TTTCAACTTT TCCTCAAATT -343
TCCTAAACCA TAGTTCTACA TTGAATGAAG TATAGTGGTG GTATGTTTTA CCCTGCAGGT AGATAAAATC TAGAGAAATG -263
CCAAGTGGAT AAAGATAGGG ATATCATATT GTAAGCTCAA CAAATCACAG GGCAGATTCC AATCCTTGTG GCAACATATG -183
AGAGGACAAT TTGGTTGTGT CPCTTGCCTG GAAAATTGAT GGATTGGAGA TGCTAAATGT GCATAATIGC TACAAGTAGG 103
ATCTIGATAG CCAKIAGAT CATAGATATA GATTTCACTA GATMGACT CTTCOCTCT TICTTAKTCC CQUATATOS -23
TGATTAATT CCCTTGTAAC TICATCTCAT CACAGCCTTC AACAATATIT CTTACCATCA AACACTCAAC ACTTTTCICT 458

TAATCTAAAT CALG

Figura 22. Secuencia de la regién de 1.3 kb localizada rio arriba de la region de codigo
del gen Lhcb1*2. Se sefialan las cajas CAAT y TATA. El sitio de iniciaciéon de la
transcripcion determinado por “primer extension” se sefiala como +1. El doble subrayado
destaca el sitio de iniciacion de la traducciéon (coddn ATG). También se muestran las
secuencias GATA (subrayadas), la caja “G’(recuadro en linea llena) y las probables
secuencias “GT"(recuadros en lineas punteadas).
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VI- ESTUDIOS DE LA REGULACION DE LA EXPRESION EN PLANTAS
DE TABACO TRANSGENICAS. REGION -1300+10 DEL GEN Lhcb1*2
FUSIONADO AL GEN REPORTEROQ DE LA f-GLUCURONIDASA.

Vi- 1. Estrategia general.

Para estudiar la regulaciéon de la expresion de los genes Lhcb?1 de papa, el paso
siguiente fue fusionar la regién comprendida entre las bases -1300 a +10 (a partir
del sitio de iniciaciéon de la transcripcion) del gen Lhcb1*2 a un gen indicador. De
esta forma el promotor del gen Lhcb1*2 dingiria la expresion del gen reportero
facilitando asi el estudio de la regulacién de su expresion. En reglas generales, el
gen indicador debe codificar una enzima que no este presente en la planta que se
va a transformar con la construccion en estudio. Ademas la actividad de la enzima
indicadora debe ser facilmente medible.

Se utilizé el plasmido pBI101.2, disefiado por Jefferson (1987a), para subclonar el
promotor del gen Lhcb1*2 de Solanum tuberosum. El plasmido pBI101.2 (Figura 7)
posee como reportero el gen uidA, aislado de E.coli, el cual codifica la enzima §-
glucuronidasa (GUS). El gen uidA es el indicador mas usado en la actualidad
debido a la simplicidad de su ensayo y a la vanedad de sustratos disponibles. Por
otra parte, la B-glucuronidasa es una enzima estable que no requiere cofactores
(Jefferson 1987a, 1987b, 1989). Una vez que el promotor en estudio se fusiond al
gen uidA, esta construccidn se utilizd para transformar plantas de tabaco via
Agrobactenum tumefaciens.

Agrobactenum tumefaciens es una bacteria Gram negativa presente en el suelo,
capaz de producir tumores en la mayoria de las dicotiledéneas conocidos como
agallas de corona. Actualmente esta bactera es ampliamente utilizada como
herramienta para la transferencia de genes foraneos en las plantas superiores. En
su forma salvaje este microorganismo infecta a la célula vegetal a través de
heridas y transfiere al genoma de la planta parte de su ADN: el T-ADN (ADN
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transferible). Este fragmento de ADN que se transfiere se encuentra en un gran
plasmido llamado Ti (inductor de tumores) (Hooykaas et al, 1992, Zambryski,
1992). El ADN transferido contiene genes que codifican enzimas involucradas en la
sintesis de fitohormonas y metabolitos especificos denominados opinas. Como
consecuencia de la expresion de éstos genes, las células vegetales transformadas
forman tumores con capacidad de crecimiento auténomo, y excretan opinas las
cuales son utilizadas por la bacteria como fuente de nitrégeno y carbono. La regién
del T-ADN esta flanqueada por dos repeticiones directas de 25 pb denominadas
borde derecho (RB) y borde izquierdo (LB). Todo el material genético que se
encuentra entre esos bordes es transferido e integrado al genoma de la planta. En
el plasmido Ti existe fuera de la region del T-ADN, otra regién muy importante, el
operdn vir, cuyos productos actuan en trans en el procesamiento y transferencia
del T-ADN. Se sabe que los genes vir estan en estado silente y su activaciéon es
inducida por ciertos factores de la planta presentes en las zonas hendas. Estos
compuestos son denvados fendlicos como la acetosiringona y o-
hidroacetosinngona (Winans, 1992).

La construccién de vectores para la transformacion de plantas via Agrobacterium
ha aprovechado el hecho de que las Unicas secuencias en cis necesarias para la
transferencia del T-ADN son las repeticiones directas RB y LB. Un tipo de vectores
actualmente muy usados para transformar plantas mediante Agrobacterium son los
vectores binarios (An et al, 1988). Este tipo de vectores estan constituidos por dos
plasmidos independientes: el derivado del plasmido Ti llevado por Agrobacterium 'y
un vector intermediario (por ejemplo pBI101, pBl121, etc). El plasmido Ti
desarmado (pAL4404 de Agrobacterium tumefaciens LBA4404), en el que se ha
delecionado la region del T-ADN, contiene intacta la region vir cuyos genes
confieren en trans las funciones de movilizacion al vector intermediano. Por otra
parte, el vector intermediario posee los bordes del T-ADN, entre los cuales se
encuentra el sitio de clonado y un marcador genético para seleccionar aquéllas
plantas transformadas (por ejemplo, resistencia a kanamicina). La manipulacién de

genes que se desean introducir a la planta se realiza en E.coli y una vez que se
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tiene la construccion de interés, el plasmido intermediario resultante se transfiere a
Agrobacterium, ya que el mismo es capaz de replicarse en las dos bacterias.

Por lo tanto usando cepas de Agrobacterium tumefaciens que aportan las
funciones vir en trans transformadas con los plasmidos derivados de pBl, es
posible obtener plantas transgénicas fenotipicamente normales. La expresién de la
B-glucuronidasa regulada por el promotor del gen Lhcb1*2 de papa fue estudiada

en las plantas transgénicas de tabaco bajo diferentes condiciones.

VI- 2. Fusién de la regiéon -1300+10 del gen Lhcb1*2 al gen reportero de

la B- glucuronidasa.

El promotor del gen Lhcb1*2 que se deseaba fusionar al gen uidA de pBI101.2,
posee un sitio de corte para Hindlll aproximadamente en la posicién -1300 (ver
Figura 10). Sin embargo del lado 3' no habia ningun sitio de restriccion adecuado
que permitiera subclonario en pBI101.2. Por lo tanto se introdujo un sitio para la
enzima de restricciéon BamHI cercano al sitio de iniciacidn de la transcripciéon. Para
ello, como se esquematiza en la Figura 23, se amplificé el promotor de 1.3 kb
mediante PCR utilizando un oligonucleétido parcialmente complementario a la
region -11 a +18 (con respecto al sitio de iniciacidon de la transcripcion). A este
oligonucleétido se le introdujo un sitio de corte para la enzima de restriccion
BamHlI, cercano a su extremo §'. El otro oligonucleétido utilizado para amplificar el
promotor fue el oligonucledtido comercial "reverse 1201" complementario al "linker”
de pUC19, donde se hallaba subclonado el promotor. La region promotora del gen
Lhcb1*2 obtenida por PCR fue cortada con las enzimas Hindlll y BamHI| y ligada
con en el plasmido pBI101.2, cortado previamente con las mismas enzimas. Una
vez subclonado en pBI101.2 el fragmento se secuencid en los extremos para
confirmar que estaba en el marco de lectura adecuado. En la Figura 23, se

muestra la construccion realizada.
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Figura 23. Esquema de la fusion de la region -1300+10 del gen Lhcb1*2 de Solanum
tuberosum al gen reportero de la B-glucuronidasa (GUS). Se amplificé por PCR la regién
comprendida entre las bases -1300 a +10 (con respecto al sitio de iniciacion de la
transcripcidn) del gen Lhecb1*2. Se utilizd como templado en la reaccion, un derivado de
pUC19 en el que se habia subclonado previamente la regién comprendida entre los sitios
Hindlll y Pvull del gen Lhcb1*2. Se utilizé en la reaccién de PCR, un oligonucleétido que
es parcialmente complementario a la regién -11 a +18, al que se le introdujo un sitio para
BamHI (primer 2). El otro oligonucleétido utilizado fue el "primer reverse 1201" (primer 1).
El fragmento resultante de la ampilificacién fue cortado con Hindlil y BamH! y subclonado
en pBl101.2 previamente cortado con las mismas enzimas. El plasmido resultante
pBI-1300+10/GUS lleva el promotor del gen Lhcb1*2 dirigiendo la expresion del gen GUS.
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El plasmido pBI101.2 posee ademas del gen de la B-glucuronidasa, el gen de la
enzima bacteriana neomicina fosfotransferasa Il 6 NPTH la cual fosforila
antibiéticos aminoglucésidos como la kanamicina, inactivandola (Bevan et al,
1983).

El producto de PCR también fue subclonado en pUC19, donde fue completamente
secuenciado. Se comprobd asi que no habian sido introducidas mutaciones por la
Taq polimerasa en la reaccioén de PCR.

De esta forma el gen reportero de la B-glucuronidasa se puso bajo el control de la
regién promotora comprendida entre las bases -1300 a +10 del gen Lhcb1*2 de
Solanum tuberosum. Al plasmido con esta construccidon se lo llamé
pBI -1300+10/GUS.

Con la construcciéon descnpta se transformoé la cepa de Agrobactenium tumefaciens
LBA4404, mediante el método de Hofgen et al (Hoéfgen et al, 1988). Para
seleccionar las transformantes, las bacterias se sembraron en medio agar LB con
rifampicina, estreptomicina y kanamicina. La resistencia a rifampicina esta dada por
un gen en el ADN cromosomico de la cepa de Agrobacterium LBA4404. La
resistencia a estreptomicina esta dada por el plasmido pAL4404 que lleva la cepa
receptora LBA4404 y que es el que aporta las funciones vir, y la resistencia a

kanamicina es aportada por el plasmido derivado de pBI con el que se transformo.

VI- 3. Obtencion de plantas de tabaco transgénicas para los estudios

de regulacion de la expresion.

Con la construccion promotor -1300+10/GUS en pBIl 101.2, se transformaron
plantas de tabaco via Agrobacterium tumefaciens a partir de discos de hojas. Se
eligieron plantas de tabaco para los ensayos de transformaciéon debido a que se
habian desarrollado técnicas para su transformacion y ademas, las plantas de
tabaco se hallan muy relacionadas con las plantas de papa ya que ambas

pertenecen a la familia Solanaceae.

92



Resultados

También se hicieron ensayos de transformacion utilizando el plasmido pBI101.2
(Figura 7) y pBl121 (Figura 8). En el vector pBI121, la B-glucuronidasa esta bajo el
control del promotor 35S del virus del mosaico del coliflor (35S CaMV/GUS). El
promotor 35S es un promotor fuerte que no muestra especificidad de tejido ni
regulacion por luz (Odell et al, 1985).

Se hicieron distintos controles del ensayo de transformacion:

1) Control de regeneracién: se simuld un cocultivo colocando los explantos en
medio LB liquido sin agrobactenas, y postenormente los explantos fueron
colocados en medio de regeneracion sin presion de seleccion.

2) Control del efecto de la cepa sobre la regeneracion: se realizd el cocultivo de
discos de hojas con agrobactenas de la misma cepa que se usd en la
transformacion pero sin el plasmido pBI, y luego los explantos fueron colocados:
unos en medio de regeneracién, y otros en medio de regeneracion sin presion de
seleccion.

3) Control de la efectividad del agente selectivo: para este tipo de control, los
explantos sin tratar con Agrobacterium se colocaron en medio de regeneracion.
Alrededor de cinco semanas después de la infeccién aparecieron los primeros
brotes en los explantos infectados con las bacterias que llevaban la construccion
promotor -1300+10/GUS. Estos brotes, los cuales se muestran en la Figura 24A,
surgieron a partir de pequenos callos que se formaron en el borde de los discos de
hojas, o sea en el sitio de herida.

El control de explantos infectados con bactenas que no llevaban el plasmido con
resistencia a kanamicina y que habian sido colocados en el medio de regeneracion
en presencia del agente de seleccion, mostraron en cambio una clorosis
generalizada (Figura 24B). En ningln caso se obtuvieron callos, ni hubo
regeneracion en los explantos correspondientes a este control. Una vez que
aparecieron los brotes, los cuales se muestran en detalle en la Figura 25, los
mismos se cortaron con un bisturi y se transfirieron a medio de enraizamiento. A
cada brote se le adjudicdé un numero, dandole el mismo numero a brotes
provenientes del mismo explanto. Se fueron cortando los brotes que surgieron a lo

largo de dos semanas.
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Figura 24. Discos de hojas de plantas de tabaco a las cinco semanas de la infeccién con
Agrobacternium en el medio de regeneracion (con el agente de seleccion: kanamicina).

A: Se muestran los explantos con brotes desarrollados en los bordes, a las cinco
semanas del cocultivo con la cepa de Agrobactenum tumefaciens LBA4404 que lleva el
plasmido pBI-1300+10/GUS. B: Discos de hojas infectados con Agrobactenum
tumefaciens LBA4404 que no lleva el plasmido derivado de pB! (controi 2 en medio con
kanamicina).
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Figura 25. Se muestran en detalle algunos brotes obtenidos al transformar los discos de
hojas con Agrobacterium tumefaciens LBA4404 que lleva el plasmido pBl -1300+10/GUS.

La presion de seleccion (kanamicina) y la cefotaxine fueron mantenidas en los
medios, en todos los pasajes realizados, hasta que la planta fue transferida a
tierra.

Todos los controles colocados en medio no selectivo desarrollaron perfectamente,
tanto para los explantos tratados o no con Agrobacterium tumefaciens LBA4404
(controles 2 y 1 respectivamente). Por lo tanto, el cocultivo con la cepa LBA4404
de Agrobacterium tumefaciens no tuvo efecto sobre la regeneracién, asi como

tampoco influyo la cefotaxine agregada a los medios.
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VI- 4. Analisis de las plantas transformadas.

a) Ensayo de la actividad GUS.

Con el objeto de determinar si las plantas crecidas en presencia de kanamicina
eran realmente plantas transformadas, se realizd el ensayo fluorométnco para la
cuantificacion de la actividad GUS (Jefferson, 1987a). En lineas generales este
método consiste en incubar un extracto proteico de la planta, durante distintos
tiempos, en presencia de 4-metilumbeliferii B-D-glucurénido (MUG). La B-
glucuronidasa hidroliza este compuesto produciendo acido glucuronico y 7-hidroxi-
4-metilcumarina (4-MU). EI 4-MU en solucidn tiene un pico de excitaciéon a 365 nm
(UV) y un pico de emisidn a 455 nm (azul).

Después de 8 a 10 semanas a partir del pasaje del brote a medio de
enraizamiento, se obtuvo una planta bien desarrollada (Figura 26).

Figura 26. Plantas de tabaco transformadas con pBI-1300+10/GUS regenerada en medio
con kanamicina. Se muestra una planta de tabaco transformada de 8 semanas,
previamente a ser transferida a tierra.
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En la Figura 26 se muestra una planta de 8 semanas y se puede observar que la
misma posee raices y hojas bien verdes. Se realizdé el ensayo fluorométnco
utilizando extractos de hojas de éstas plantas.

Como una medida preliminar de seleccion de las plantas transformadas se tuvo en
cuenta la actividad de B-glucuronidasa. De 40 plantas cultivadas “in vitro" en medio
con kanamicina, el 52% presentaron actividad p-glucuronidasa mayor de 14 pmol
MU/min.mg. Se determind la actividad GUS de varias plantas controles no
transformadas, y se vio que la misma presentaba valores de airededor 6 -11.5
pmol MU/min.mg. Las plantas que se habian desarrollado en presencia de
kanamicina pero que presentaban valores de actividad GUS cercanas al valor de
las plantas controles, fueron descartadas. En la Tabla 1 se muestran los valores
obtenidos de la actividad GUS de las plantas seleccionadas, transformadas con la
construccion promotor -1300+10/GUS.

Como puede observarse, los valores de la actividad GUS en las distintas plantas
son muy variados. Esto puede deberse al distinto numero de copias del ADN
foraneo integrado por genoma, a los diferentes sitios de integracion, a la metilacion
diferencial (Peerbolter et al, 1986), al distinto estado de desarrollo de las plantas
(ya que varian en dos semanas) 6 a la posicion de la hoja utilizada para la
medicion de la B-glucuronidasa (posicion con respecto al apice de la planta).
Cuando se midid la actividad GUS en las plantas transformadas un mes después
de la primera medicion, la misma habia aumentado notablemente. Esto se debe a
que la B-glucuronidasa es muy estable y se acumula. Por lo tanto para estudiar la
regulacion de la expresion utilizando este gen reportero, hay que estandarizar muy
bien las condiciones de los ensayos ya que esto constituye una desventaja puesto
que bajos niveles de expresion pueden aparecer artificialmente altos (Gallagher,
1992).

97



Resultados

Planta numero Actividad GUS
Pmol MU/mg.min
3 96.38
54 273.63
5, 360.73
54 440.91
6, 298.47
6, 124.90
7, 20.76
8, 166.71
83 149.87
9, 241.58
104 84.71
10, 89.81
12, 18.80
12, 135.85
13, 15.07
154 63.09
15, 99.76
174 37.59
17, 26.52
184 60.75
18, 82.22
19, 51.98
19, 17.80
1 (planta sin transformar) 2.61
2 (planta sin transformar) 11.54

20 (planta transformada con pBi101.2) 4.30
14 (planta transformada con pBIl121) 258.10

Tabla 1. Actividad GUS de las distintas plantas de tabaco. Se indica la actividad GUS de
23 plantas transformadas con el promotor -1300+10 del gen Lhcb1*2 de Solanum
tuberosum fusionado al gen reportero de la B-glucuronidasa. También se muestran los
valores de actividad GUS de plantas controles sin transformar (plantas # 1 y 2). La planta
# 20 fue transformada con pBI101.2. En la planta # 14 el promotor 35S del virus del
mosaico del coliflor dinge la expresién del GUS.

Las plantas de ocho semanas que mostraron resistencia a kanamicina y actividad
GUS mayor que el valor de las plantas sin transformar, fueron transferidas a tierra

y mantenidas a 25°C con fotoperiodo de 16 hs luz-8 hs de oscuridad.
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En la Figura 27 se muestran plantas transgénicas a los cuatro meses de su pasaje
a tierra. A la derecha se observa una planta de tabaco transformada con la region
promotora -1300+10 del gen Lhcb1*2 fusionada al GUS. A la izquierda, en la
Figura 27, se muestra una planta de tabaco transformada en la cual el promotor
35S del virus del mosaico del coliflor regula la expresion del gen GUS. Estas
plantas poseen un fenotipo similar a las plantas del control de regeneracion. Las

plantas transformadas (T 1) fueron autofecundadas y se cosecharon sus semilias.

Figura 27. Plantas de tabaco transformadas. A la derecha se muestra la planta 55, la cual
esta transformada con el promotor -1300+10 del gen Lhcb1*2 de papa fusionado al GUS.
A la izquierda se observa una planta transformada con pBI121. Ambas plantas poseen un
fenotipo similar al de las plantas controles sin transformar obtenidas a partir de discos de
hojas.
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b) Analisis por “Southern blot”.

Se eligieron cinco plantas para realizar ensayos de "Southern blot". En la Figura
28A se muestra la corrida en un gel de agarosa 0.4% de los ADNs extraidos de
algunas plantas digeridos con la enzima de restriccion Hindlll. Esta enzima posee
un solo sitio de corte en la construccion promotor-1300+10/GUS y el mismo se
halla en el promotor en la posicion -1300. El otro sitio de corte para Hindlll sera por
fuera del ADN transferido. EI ADN del gel se transfirié a nitrocelulosa y se hibridd
con una sonda radiactiva correspondiente a un fragmento de 544 bases
correspondientes al gen uidA. Esto nos permitié establecer el numero de copias
integradas por genoma. La autoradiografia se muestra en la Figura 28B. Como
puede observarse las plantas 18, y 13, muestran una sola banda radiactiva, lo que
indica que estas plantas poseen una sola copia de la construccion integrada en sus
genomas. Las plantas 12, y 15, muestran dos bandas radiactivas, lo que implica
que se integraron dos construcciones. La planta 17, muestra tres bandas y por lo
tanto posee tres copias integradas.

Se esperaba que las bandas presentes en la autoradiografia tuvieran un tamano
no menor de 3.4 kb, ya que el promotor en estudio posee 1300 bases, el gen uidA
tiene 1870 bases mientras que la terminacidn NOS (NOS-ter) posee 260 bases.

Sin embargo, una de las bandas radiactivas que presento la planta 154 posee un

tamario menor a 3.4 kb, lo que sugiere que una de las construcciones no se integré .

en forma completa.

¢) Analisis por PCR.

Otra forma de confirmar que las plantas estaban transformadas, fue mediante PCR
utilizando oligonucledtidos complementarios al gen uidA. Uno de los
oligonucledtidos utilizados hibrida con el gen uidA entre las bases 13 a 31 a partir
del codon de iniciacién de la traduccidn ("primer 53"), mientras que el otro hibnda
entre las bases 539 a 557 ("primer 54").
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2, 12,13, 17,18, 15, A 2, 12, 13, 17, 18, 15,

-2.3
-2

Figura 28. Andlisis por “Southern biot” de las plantas de tabaco transformadas con
pBI-1300+10/GUS. Se analizaron las plantas 12, 13,, 17, 18, y 15,, A: 20 ug de ADN
obtenidos a partir de las hojas de las plantas, fueron digendos con Hindll! y corridos en un
gel de agarosa 0.7%. B: El ADN del gel fue desnaturalizado, transferdo a nitrocelulosa e
hibndado con una sonda correspondiente al gen GUS. Se muestra una foto de la
autoradiografia.
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En la Figura 29 se observa el producto de PCR de 544 pb esperado al utilizar
como templado ADN extraido de la planta 8, y 5;5. Cuando se utilizé el ADN
extraido de una planta control no transformada, esta banda no aparece (Figura 20,
calle 2). Como controles positivos, se realizaron reacciones de PCR en las que se
utilizé como templado para la reaccion los plasmidos pBI-1300+10/GUS vy el
plasmido pBI-690+10/GUS (éste ultimo plasmido se describe posteriormente). Si
bien este método permite detectar con facilidad la presencia del gen uidA, no da

informacién sobre el numero de inserciones presentes en el genoma de la planta.

5, 2, 8, -1300 -690 St

pb

2036
1636

1018

506

Figura 29. Andlisis por PCR de las plantas de tabaco transformadas con
pBI-1300+10/GUS. En todas estas reacciones de PCR, se utilizaron oligonucleétidos
complementarios al gen uidA (“primers” 53 y 54). Se utilizo ADN extraido de las hojas de
las plantas: 55 (calle 1) y 8, (calle 3). En la segunda calle se sembro el producto de una
reaccion de PCR en la que se utilizd ADN extraido de una planta control no transformada
(2.). En la calle 4 y 5 se sembraron los productos de reacciones de PCR en las que se
us6 como templado los plasmidos pBI-1300+10/GUS y pBI-690+10/GUS,
respectivamente. Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa 2%. St
estandard de peso molecular.
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VI- 5. Analisis de la herencia de la construccion: promotor
-1300+10/GUS en la progenie T2.

Para demostrar que el ADN con el que se transformaron las plantas de tabaco
estaba integrado en forma estable en el genoma, se analizé la progenie T2. Se
espera que la construccion con la que se transformaron las plantas T1 (promotor
-1300+10/GUS) sea heredada por su progenie. Con este objeto, se realizd un
analisis de la segregacion del marcador de seleccién (resistencia a kanamicina)
utilizando las semillas de las plantas T1 obtenidas por autofecundacion. De las 23
plantas T1 que eran resistentes a kanamicina y que mostraron tener actividad
GUS, solo 14 dieron semillas. Estas semillas fueron sembradas en medio MSS con
kanamicina. Después de cuatro semanas, se determiné el numero de plantas de
tabaco resistentes al antibiotico. En la Figura 30 a la derecha, se observa la
progenie T2 proveniente de una de las plantas transformadas con el promotor
-1300+10 del gen Lhcb71*2 de papa fusionado al GUS en medio MSS con
kanamicina. Todas las semillas germinaron ya que para ello utilizan sus reservas.
Cuando las reservas se agotan, la planta utiliza los nutrientes del medio. Como se
puede observar en la Figura 30 a la derecha, después de cuatro semanas en
medio con kanamicina, a partir de una planta T1 transformada se obtuvieron dos
fenotipos distintos. Algunas plantas T2 poseen cotiledones amarillos y no
presentan desarrollo de raices ni de hojas. Estas plantas al poco tiempo murieron:
son plantas KS. En la misma placa, hay otras plantas que poseen hojas y raices y
muestran un desarrollo normal. Estas son las plantas que heredaron la
construcciéon promotor -1300+10/GUS y son por lo tanto KR. Es debido a la
segregacion de los cromosomas durante la meiosis en las plantas T1, que se
pueden observar plantas T2 sensibles a la kanamicina (KS) y plantas T2
resistentes (KR) y por lo tanto transformadas. Se determind el numero de plantas
(T2) KS y KR. Con los datos obtenidos se realizo el andlisis estadistico de X2

considerando como hipétesis que se habian integrado una, dos o tres copias de la
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construccion en estudio en cromosomas que segregan independientemente. Los
resultados obtenidos se presentan en la Tabla 2.

Como control se utilizaron semillas de una planta no transformada sembradas en
medio con kanamicina. A las cuatro semanas, todas las plantulas desarrolladas en
este medio poseen cotiledones e hipocétilos amarillos y no muestran desarrollo de
raices. Todas éstas plantulas son KmS (Figura 30, a la izquierda).

Figura 30. Ensayo de segregacion en la progenie T2. A la derecha , progenie de una
planta transformada con la construccién promotor-1300+10/GUS (planta 5;) en medio
MSS con una concentracién final de 100 ug/ml de kanamicina. A la izquierda (C),
plantulas no transformadas en el mismo medio.
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Nimero de plantas Valor de X2 para , S o
Planta # KR Knd Una copia Dos coplas Tres copias Hipdtesis mas probable
3 22 : 2.12 0.00 3.51 Una. dos ¢ tres copias
5 35 16 0.79 50.67 Una copia.
5 67 16 1.16 21.85 Una copia.
53 14 9 1.75 36.93 Una copia.
6y 101 7 18.78 0.0099 13.91 Dos copias.
7y 53 0 16.36 2.54 0.13 Dos o tres copias.
8, 89 21 1.75 28.80 Una copia.
83 39 15 0.099 39.12 Una copia.
124 40 14 0.00 32.4 Una copla.
12; 50 3 5.36 1.22 25.03 Una o dos copias.
15, 45 11 0.595 14.93 Una copia.
15, 40 16 0.21 14.93 Una copia.
17, 39 17 0.595 51.5 Una copia.
18, 17 7 0.056 17.78 Una copia.
4, 44 12 0.21 19.5 Una copla.

Tabla 2. Segregacion en la progenie T2 del caracter de resistencia a kanamicina. Las
semillas obtenidas por autofecundacién de las plantas transformadas con la construccién
promotor -1300+10/GUS, fueron sembradas en medio MSS con kanamicina. Después de
cuatro semanas, se determind el nimero de plantas K® y K°. Todas son plantas
transformadas con el promotor -1300+10/GUS excepto la planta 4,, la cual fue
transformada con pBI121. Mediante la prueba de X° se probaron las siguientes hipétesis:
que una planta T1 lleve una, dos o tres copias de la construccion con la que se
transformé. En los célculos de X° fue usada la correccion de Yates debido al pequefio
nuamero de plantas de la progenie analizadas.

El valor de X? para un intervalo de confianza de 0.995 y un grado de libertad es X?0.995=
7.879. Se rechaza la hipétesis propuesta si el valor de X? obtenido es mayor que dicho
valor. Un valor mayor 7.879, indica que hay una probabilidad de 0.5% de rechazar la
hipotésis propuesta siendo esta verdadera.
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VI- 6. Estudio de la expresion especifica de 6rgano del promotor
-1300+10/GUS.

Con el objetivo de estudiar la expresion del promotor -1300+10/GUS en los
distintos 6rganos de las plantas transgénicas de tabaco, se realizé el ensayo
histoquimico para la deteccion de la B-glucuronidasa. La tincién histoquimica de la
B-glucuronidasa (Gallagher, 1992) permite la localizacion de la enzima que se halla
bajo el control del promotor en estudio en los distintos tejidos de la planta. En este
ensayo, una seccion del tejido a analizar se incuba en una solucion con el sustrato
5-bromo-4-cloro-3  indolil-B-D-glucurénico  (X-Gluc). La reaccidn  consiste
basicamente en el clivaje del X-Gluc por la B-glucuronidasa, lo cual produce un
precipitado azul insoluble (dicloro-dibromo indigo). La reaccién procede a través de
un intermediario inestable, el cual luego sufre una dimerizacién oxidativa al CIBr-
indigo azul intenso.

En la Figura 31A se observa el resultado de la reaccion histoquimica realizada en
una hoja de una de las plantas de tabaco transgénica (T1) en la cual el gen GUS
se halla bajo el control de la regién promotora -1300+10 del gen Lhcb1*2 de papa.
Se observa un color azul intenso que pone de manifiesto la fuerte expresion de la
B-glucuronidasa en éste organo. En la Figura 31B, se muestra el resultado del
mismo ensayo realizado en una hoja de una planta control no transformada. En la
Figura 32A se muestra la reaccion histoquimica positiva realizada en un sépalo de
una de las plantas T1 transformadas con la construccion en estudio. En la Figura
32B, se puede observar que no se detecté expresion GUS en los pétalos de las
mismas plantas. En la Figura 33 se muestra la reaccion histoquimica para la
deteccion de la B-glucuronidasa, realizada en una raiz y en un corte transversal de
tallo de una planta de tabaco transgénica T2. Como puede observarse por el color

azul, la B-glucuronidasa se expreso en el tallo pero no hubo expresién en la raiz.
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Figura 31. Expresion de la p-glucuronidasa en las hojas de las plantas de tabaco
transformadas con pBI-1300+10/GUS. A: Se realizd la reaccién histoquimica para la
deteccion de la f-glucuronidasa en una hoja de una planta transformada con
pBIl-1300+10/GUS (planta 5,). El color azul intenso indica que el gen reportero, el cual se
halla bajo el control del promotor de 1.3 kb del gen Lhcb1*2 de papa, se expresa en ese
érgano. B: Se muestra el resultado del ensayo histoquimico realizado en una hoja de una
planta de tabaco no transformada.
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Figura 32. Ensayo histoquimico realizado en sépalos y pétalos de las plantas de tabaco
transformadas con pBI-1300+10/GUS. A: Se realizé la reaccién histoquimica en los
sépalos de una planta transformada (planta 5;). El color azul indica que hay expresion en
ese organo. B: Ensayo realizado en un pétalo de la misma planta.
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Figura 33. Estudio de la expresidén en hojas, tallos y raices de las plantas de tabaco
transformadas con pBI-1300+10/GUS. Se realiz6 el ensayo histoquimico en un corte
transversal de tallo. Se utiliz6 un tallo de una planta joven (T2), de aproximadamente 60
dias. También se realizé el ensayo en un segmento de hoja. El color azul indica que hay
expresion en esos organos. No se detectd expresion en las raices de la misma planta.
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Figura 34. Ensayo histoquimico realizado en una hoja y raices de una planta de tabaco
transformada con pBI121 (promotor 35S CaMV/GUS). A: Ensayo realizado en una hoja.
B: Ensayo realizado en las raices.
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Por lo tanto el promotor -1300+10 del gen Lhcb1*2 de papa dirige la expresion del
gen reportero en las hojas, tallos y sépalos de las plantas transgénicas de tabaco.
No se observa expresion en las raices ni en los pétalos de las plantas. Tampoco
se detecto la presencia de B-glucuronidasa en los estambres ni en los pistilos.
Cuando el ensayo histoquimico se realizd en una planta transformada en la cual el
promotor 35S del virus del mosaico del coliflor dirige la expresion del GUS, el
patrén de expresion fue distinto. Como se ve en la Figura 34, se observa expresion
del gen reportero en las hojas y raices. También se observd expresion en el tallo.
Esto indicaria que el promotor 35S del virus del mosaico del coliflor no posee
especificidad de érgano como si lo muestra el promotor del gen Lhcb1*2.

Estos resultados indican que la region promotora del gen Lhcb1*2 de Solanum
tuberosum es la que determina la expresion especifica de érgano en las plantas
transformadas con la construccion promotor-1300+10/GUS.

Con la idea de tener una informacion mas precisa, mediante el ensayo
fluorométrico se cuantificé la expresién del gen reportero en los distintos 6rganos
de plantas de tabaco de 30 dias. La Tabla 3 muestra los valores obtenidos de la

actividad GUS de las plantas de tabaco T2 determinada en hojas, tallos y raices.

Planta # Hojas Tallos Raices
54 (3) 1270.4 + 462 291.7+781 0
64 (3) 1261.0+784.2 2955+ 111 0
18, (1) 417.8 147.8 0
8, (1) 351.6 176. 1 0
4, (1) 47.24 33.95 46.2

Tabla 3. Actividad GUS en los distintos 6rganos de las plantas transgénicas de tabaco.
Plantulas T2 que llevan la construccion promotor -1300+10/GUS fueron cultivadas en
estenlidad en frascos con medio MSS durante 90 dias, en un ambiente con un
fotoperiodo de 16 hs luz-8 hs oscundad. El ensayo fluorométnco fue llevado a cabo con
un extracto proteico del érgano correspondiente (hojas, tallos 6 raices) segun se describe
en "Mateniales y Métodos". La actividad GUS se expresa en pmol/min.mg. El numero de
plantas usadas en cada caso, se indica en paréntesis. También se realizé el ensayo
fluorométrico en los distintos 6rganos de una planta transformada con la construccién
promotor 35S CaMV/GUS (planta 45). Se indica el error estandard cuando corresponde.
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La construccion promotor-1300+10/GUS mostré tener diferentes valores de
expresion de acuerdo al 6rgano analizado. La expresion fue alta en las hojas,
siendo menor en los tallos y no se detectd expresidn en raices. Esto confirma los
resultados obtenidos mediante el ensayo histoquimico. La actividad GUS es
alrededor de 3 a 4 veces menor en tallo que en hojas.

Nuestros resultados indican que el promotor del gen Lhcb1*2 dirige la expresion

del gen reportero solo en los tejidos verdes, fotosintéticos.

Vil- SENAL DEL CLOROPLASTO PARA LA EXPRESION DE LOS
GENES Lhc. ESTUDIOS EN LAS PLANTAS TRANSGENICAS DE

TABACO.

Vii- 1. Efecto del Norflurazon sobre la expresion del gen Lhcb1*2 de

papa en las plantas transgénicas de tabaco.

Se ha demostrado que condiciones que impiden el desarrollo de los cloroplastos
bloquean especificamente la expresidn de vanos genes nucleares que codifican
proteinas del cloroplasto, asociadas a funciones fotosintéticas (Harpter et al, 1984;
Mayfield et al, 1984). Por lo tanto se postuié que una senal del cloroplasto acopla
la transcripcion de ciertos genes nucleares que codifican proteinas relacionadas a
la fotosintesis con el estado funcional del cloroplasto. Susek et al (1992) sugirieron
que un precursor de la clorofila, hemo u otra porfinina podria actuar como senal
entre el cloroplasto y el nucleo. Por otra parte, se han identificado al menos tres
genes nucleares en Arabidopsis (gun1, gun2 y gun3) necesarios para acoplar la
expresion de éstos genes nucleares al estado de desarrollo del cloroplasto (Susek

et al, 1993).
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Nuestro objetivo fue estudiar si esta sefial del cloroplasto era necesaria para la
expresion del gen reportero dirigida por el promotor del gen Lhcb1*2 de papa. Para
ello, las semillas de la planta transformada 53 fueron sembradas en medio MSS
con Norflurazon. El efecto de este herbicida es impedir la sintesis de carotenoides,
ya que es un inhibidor de la enzima fitoeno desaturasa (Chamovitz et al/, 1991).
Cuando las plantas son cultivadas en un medio con Norflurazon y en presencia de
luz, se produce la destruccién de los cloroplastos. Luego de sembrar las semillas,
algunas se dejaron en un ambiente a 22°C con un fotoperiodo de 16 hs luz-8 hs
oscuridad, mientras que otras se dejaron en total oscuridad. Las plantas cultivadas
en medio MSS en presencia de luz mostraban un color verde intenso en los
cotiledones, mientras que las desarrolladas en medio con Norflurazon presentaban
cotiledones menos desarrollados y totalmente blancos. Se realizé6 la tincion
histoquimica para la deteccion de la B-glucuronidasa una semana después de la
germinacion de las semillas.

Tal como se esperaba, las plantas cultivadas en la luz y en ausencia de
Norflurazon expresaron el gen uidA en los cotiledones y en la parte superior del
hipocétilo (Figura 35A, a la izquierda). Estos resultados concuerdan con los
observados para la expresion de los genes Lhc en otras especies. Por otra parte
se puede observar que la presencia de Norflurazon (5 uM) inhibe totaimente la
expresion del gen reportero dirigida por el promotor Lhcb1*2 de papa (Figura 35A,
a la derecha). Esto estaria indicando que hace falta un factor (es) del cloroplasto
para inducir la expresion de los genes Lhc. En la parte inferior de la figura (Figura
35B) se observa que cuando las plantas se cuitivan en oscuridad, ya sea en
presencia o ausencia de Norflurazon, no hay expresién de la B-glucuronidasa. Para
descartar la posibilidad de que el Norflurazon este interfiriendo con la estabilidad o
traduccion del ARNm correspondiente al gen uidA, se realizaron experimentos
similares a los anteriores utilizando plantas transgénicas que contienen la
construccion 35S CaMV/GUS.
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Figura 35. Efecto del Norflurazon en las plantas de tabaco transformadas con el
promotor -1300+10/GUS. Ensayo histoquimico para la deteccion de GUS realizado en :
A: Plantas desarrolladas bajo un fotoperiodo 16 hs luz-8 hs oscuridad. A la izquierda, se
muestra una planta cuitivada en medio MSS y a la derecha, otra planta en medio MSS
con 5 uM de Norflurazon. B: Plantas desarrolladas en oscuridad. A la izquierda, planta
cultivada en medio MSS y a la derecha se muestra otra planta transformada, cuitivada en
medio MSS con 5 uM de Norflurazon.

El ensayo histoquimico se realizd una semana después de la germinacion de las semillas.
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En la Figura 36 se muestra que la expresion dirigida por el promotor 35S no se
encuentra afectada por la presencia del Norflurazon, obteniéndose una tincion
similar cuando las plantas fueron dejadas en oscuridad (resuitado no mostrado).
En la Figura 37A y B se muestra el resultado del ensayo histoquimico realizado en
plantas de un mes transformadas con pB 121 cultivadas en MSS sin Norflurazon,
en presencia de luz y en total oscundad. Se puede observar que en ambos casos

hay expresién del gen uidA

Figura 36. Planta de tabaco transformada con el promotor 35S CaMV/GUS cultivada en
presencia de Norflurazon. Semillas de plantas transformadas con pBl121 fueron
sembradas en medio MSS con 5uM de Norflurazon. Las mismas fueron colocadas en una
camara de cultivo con un fotoperiodo 16 hs luz-8 hs oscuridad. A la semana de la
germinacion de las semillas, se realizo el ensayo histoquimico para la deteccion de la 8-
glucuronidasa.
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Figura 37. Plantas de tabaco transformadas con el promotor 35S CaMV/GUS cultivadas
en medio MSS. Semillas de plantas transformadas con pBl121 fueron sembradas en
medio MSS. Al mes de la germinacion se realizé el ensayo histoquimico para la deteccion
de la B-glucuronidasa. A: Planta de un mes cuitivada en presencia de luz (16 hs luz-8 hs
oscundad). B: Planta de un mes cultivada en total oscundad.
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Estos resultados indican que en las plantas transgénicas de tabaco, el promotor
Lhcb1*2 de papa dinge la expresion del GUS solo en presencia de luz y
fuertemente sugiere que es necesaria una sefal proveniente de los cloroplastos

para que esto ocurra.

VIl- 2. Estudio de la expresion temporal del gen Lhcb1*2 de papa a

partir de la germinacion de las semillas.

Ha sido propuesto por estudios realizados con plantas de mostaza que la sedial
proveniente de los cloroplastos, necesaria para la expresion de los genes Lhc,
aparece en un estadio temprano en el desarrollo de esta organela (Oemiller et al,
1986, Taylor, 1989). Con la idea de estudiar la correlacidén entre la maduracion de
los cloroplastos y la expresion de los genes Lhc de papa, se determind a partir de
que dia después de la germinacion se detecta actividad GUS en las plantas
transgénicas de tabaco. Para ello, las semillas de una de las plantas de tabaco
transformadas con [a construccién promotor -1300+10/GUS fueron sembradas en
placas de Petri con medio MSS. Las mismas fueron colocadas en un ambiente con
un fotoperiodo de 16 hs luz-8 hs oscuridad a 22°C. Las plantulas fueron retiradas a
distintos dias después de la germinacion y se realizd el ensayo histoquimico para
la deteccidn de la B-glucuronidasa.

En la Figura 38A se muestra un embrion, un dia después de la germinacion de la
semilla. En la Figura 38B se ve un embridn al segundo dia de la germinacion. En
ninguno de estos casos se detectd actividad GUS mediante el ensayo
histoquimico. Por el contrario se pudo detectar actividad GUS al tercer dia de la
germinacion, como puede observarse en la Figura 38C por el color azul tenue de
los cotiledones. A partir de este momento la actividad GUS aumentoé notablemente.
En la Figura 38D se muestra una plantula de dos semanas, en la cual se observa

un color azul intenso en los cotiledones y en la parte superior del hipocatilo.
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Figura 38. Expresion temporal de la B-glucuronidasa dirgida por el promotor Lhcb1*2 de
papa, en plantas transgénicas de tabaco. Semillas de las plantas de tabaco
transformadas con el promotor -1300+10/GUS fueron esterilizadas y colocadas en medio
MSS, bajo un fotoperiodo de 16 hs luz-8 hs oscuridad. Se realizd el ensayo histoquimico
a distintos dias de la germinacién de las semillas. A: Un dia después de la germinacion.
B: Al segundo dia de la germinaciéon. C: A los tres dias. D: A las dos semanas de la
germinacion.
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Ha sido descripto que bajo las condiciones de crecimiento adoptadas en nuestros
experimentos, los plastidos en los cotiledones de plantulas de mostaza desarrollan
toda la ultraestructura caracteristica de los cloroplastos, entre 36 y 120 hs después
de la germinacion (Oeimdiller et al, 1986).

El hecho de que sea necesaria la presencia de cloroplastos maduros para poder
observar la expresion de los genes Lhc, apoya la teoria de mecanismos de

regulacion de la expresion de estos genes nucleares por estas organelas.

VIll-. ESTUDIO DE LA EXPRESION INDUCIDA POR LA LUZ EN LAS
PLANTAS TRANSGENICAS DE TABACO.

VIII- 1. Expresion mediada por el fotoreceptor fitocromo.

Uno de los primeros expenmentos que se realizaron para estudiar la regulacion de
la expresion por la luz se muestra en la Figura 39. Se analiz6 la expresion del gen
reportero dirigida por el promotor de 1.3 kb del gen Lhcb1*2 de papa bajo
diferentes condiciones de iluminacidn. Como se puede apreciar las plantas
transformadas con la construccién en estudio presentan una clara respuesta a los
tratamientos con luz roja, asi sea cuando la misma es dada en forma continua (RC)
o mediante pulsos (R). En las plantas mantenidas siempre en oscundad (D) hay
una expresion muy baja, basal de la B-glucuronidasa. Estos resultados indican que
la expresion de los genes Lhcb1 esta regulada por la luz. Se observa que en
presencia de pulsos de luz roja lejana (RL) se obtiene una pequena pero
significativa induccién de la expresion. La induccion de la actividad GUS que se
observa en las plantas transformadas ante los tratamientos con luz roja lejana
dados en forma continua (RLC), indican que esta respuesta a la luz puede estar

mediada por el fitocromo en una respuesta del tipo de alta irradiancia (HIR). Las
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respuestas HIR son aquellas que requieren alta irradiancia y tiempos prolongados
de exposicion (Hart, 1988; Mancinelli, 1994). Por el contrario, plantas de tabaco
transformadas con la construccion promotor 35S CaMV/GUS mostraron una
actividad GUS similar cuando fueron mantenidas en oscundad o sometidas a los
distintos tratamientos luminosos. Estos resultados son los esperados dado que ha
sido descripto que el promotor 35S CaMV no muestra regulacion por la luz. Estos
experimentos efectuados en paralelo con los anteriores, indican claramente que la
expresion dirigida por el promotor Lhcb1*2 de papa es fotoregulable. Por lo tanto,
nuestros resultados confirman que la expresion de los genes Lhc de plantas de
papa (Solanum tuberosum) esta regulada por la luz y muy posiblemente a través
del fitocromo.

Como se vid, las plantas transformadas con la construccidon promotor
-1300+10/GUS mostraron una actividad basal de GUS cuando se dejaron en
oscuridad. Se hicieron experimentos controles utilizando plantas plantas
transformadas con el plasmido pBI101.2 (sin promotor que controle la expresion
del gen uidA), cultivadas en presencia de luz o mantenidas en oscundad durante
seis dias. En ningun caso se detectd actividad GUS. Por lo tanto, estos resultados
sugieren que habria una expresion muy baja de los genes Lhc en plantas
mantenidas en la oscuridad. Sin embargo la actividad GUS no se puede
correlacionar con el nivel de expresion pues se sabe que la B-glucuronidasa es una
enzima muy estable. Por lo tanto niveles muy bajos de expresién pueden aparecer
artificialmente mas altos. Hay que destacar que estos niveles tan bajos de
expresion GUS de plantas transformadas con el promotor -1300+10/GUS
mantenidas en la oscuridad, son detectados mediante el ensayo fluorométrico pero

no con el histoquimico.
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Figura 39. Actividad GUS de las plantas 5; transformadas sometidas a distintos
tratamientos luminosos. Plantulas T2, luego de cinco dias cultivadas en oscuridad, fueron
sometidas a los siguientes tratamientos luminosos:

- RC (rojo continuo): durante 48 hs; A=660 nm, 30 umol.m?.s™:

— RLC (rojo lejano continuo): durante 48 hs; A=730 nm, 70 umol.m?s™";

-R (pulsos de luz roja): dos pulsos de 5 minutos cada uno, separados por 12 hs en
oscuridad, A=660 nm, 35 pmol.mZs™;

-RL (pulsos de rojo lejano): dos pulsos de 5 min cada uno y separados por un intervalo
de 12 hs en oscuridad, A=730 nm, 42 ymol.m2s™;

-D: oscuridad.

La germinacién fue inducida exponiendo las semillas durante 16 hs a luz blanca continua.
Los tratamientos fueron realizados al sexto y séptimo dia de preparar las semillas en las
cajas de plastico transparente, segun se detalla en "Materiales y Métodos". Las barras
indican el error estandard.
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El cnterio mas tradicional para identificar una respuesta mediada por el fitocromo
es la demostracion de la reversibilidad de la respuesta es decir, 10 que la luz roja
(R) induce, la luz roja lejana (RL) lo revierte. Sin embargo, no poder demostrar la
reversibilidad R/RL no quiere decir que el fitocromo no este involucrado en la
respuesta. Por ejemplo, las respuestas muy sensibles al Pfr (0.01% de Pfr),
conocidas como VLFR (respuesta a muy baja fluencia) pueden impedir la
demostracion de la reversibilidad.

Con la idea de tener una informacién mas precisa del tipo de fotoreceptor que
media la respuesta de los genes Lhc, se realizaron estudios como los que se
indican en la Figura 40. Se analizaron cuatro lineas transgénicas independientes
que llevaban la construccién del promotor -1300+10 del gen Lhcb71*2 de papa
fusionado al GUS.

La actividad GUS de las plantas sometidas a pulsos de rojo (R) es similar a la de
las plantas mantenidas en luz blanca continua. Se observa que los pulsos de rojo
lejano revierten la induccion producida por la luz roja (R/RL). La induccién por rojo
y reversidn por rojo lejano indica que es una respuesta mediada por el fitocromo
(Furuya, 1993).

La actividad GUS de las plantas sometidas al tratamiento R/RL es aigo mayor a la
actividad que presentan las plantas mantenidas en oscuridad. Esto se debe a que
si bien el RL aplicado inmediatamente después del tratamiento con R revierte la
forma del fitocromo bioldgicamente activa (Pfr) a la forma inactiva (Pr), el rojo
lejano en pulsos (RL) por si mismo y como se vio en la Figura 39 es capaz de
inducir una pequefia cantidad de Pfr (alrededor de un 3%) (Casal, 1995).

Como conclusion de estos expenmentos se puede destacar que la expresion de
los genes Lhc esta regulada por la luz a través del fitocromo. También estos
expenmentos sugieren que estarian involucrados los modos de respuesta HIR del
fitocromo, como ya ha sido demostrado para otros genes Lhc en otras especies de
plantas.
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Figura 40. Respuesta del promotor de 1.3 kb del gen Lhcb1*2 de Solanum tuberosum a
la induccién mediada por el fitocromo. Semillas de las plantas de tabaco transformadas
con el promotor -1300+10/GUS fueron colocadas en cajas transparentes y cultivadas en
oscuridad. Al quinto y sexto dia las plantulas fueron sometidas a distintos tratamientos. Un
grupo fue tratado con un pulso de 5 min de luz roja (R). Otro grupo se irradié con un pulso
de 5 min de rojo seguido inmediatamente por un pulso de 5 min de rojo lejano (R/RL).
Otras plantulas fueron mantenidas en oscuridad (D), mientras que el cuarto grupo fue
sometido a luz blanca continua durante el quinto y sexto dia (W). Al séptimo dia se
determind la actividad GUS. Se eligieron para analizar las semillas de ias plantas 3, 54,
124 y17,. Cada tratamiento fue realizado por triplicado para cada una de éstas lineas
transgénicas independientes. Todos los valores fueron normalizados considerando como
100% el maximo valor de actividad GUS para cada una de las lineas transgénicas, el cual
fue obtenido en algunos casos para el tratamiento con rojo y en otros para luz blanca
continua. Las barras indican el error estandar.
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VIII- 2. Estudio de la expresiéon mediada por el receptor de luz azul.

Se ha propuesto que el receptor de luz azul media la regulacién de la expresion por
la luz de los genes Lhcb1 de vanas especies de plantas (Wehmeyer et al, 1990).
Se estudio por lo tanto, si el promotor del gen Lhcb1*2 de papa fusionado al gen
GUS respondia a la regulaciéon mediada por este fotoreceptor en las plantas
transgeénicas de tabaco. Se eligieron para este analisis las semillas de la planta 55.
Se analizaron las respuestas del promotor Lhcb1*2 de papa a la induccion por luz
naranja de 300 umol.m?s™ y a la luz blanca de dos fluencias cercanas a la
anterior. La luz naranja contiene las mismas longitudes de onda que las que posee
la luz blanca, excepto que no contiene la longitud de onda correspondiente al azul.
Por otra parte, se eligieron estas fluencias pués son las condiciones establecidas
que permiten estudiar respuestas mediadas por el receptor de luz azul. A fluencias
altas el fitocromo se halla en condiciones saturantes y asi ante cuaiquier otro
efecto de induccién, la accién del fitocromo puede ser descartada. Los resultados
que se ven en la Figura 41 sugieren que la expresién de los genes Lhc es inducida
por la luz azul.

Si bien estos resultados son preliminares es bastante posible que un fotoreceptor
azul este involucrado en la regulacion de los genes Lhc. Para obtener resultados
mas concluyentes sera necesario ampliar estos estudios analizando otras plantas
transgénicas que contengan inserciones independientes a la utilizada en este
estudio. Los resultados obtenidos concuerdan con los de genes Lhc de otras
especies de plantas. En nuestro laboratono se ha encontrado que los genes Lhcb1
de tabaco son regulados por la luz azul en plantas transgénicas de tabaco (Ariel

Scharlat, comunicacion personal).
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Figura 41. Estudio det efecto de la luz azul. Semilias de la planta 53 fueron preparadas en
cajas transparentes segun se detalla en “Materiales y Métodos”, y cultivadas durante
cinco dias en oscuridad para ser luego sometidas a distintos tratamientos luminosos: A:
oscuridad; B: luz naranja de 300 umol. m™. s™'; C: luz blanca de 200 pmol. m2. s™*; D: luz
blanca de 400 umol. m?2 s™'. Los tratamientos que se indican en cada caso fueron
realizados al sexto dia y tuvieron una duracién de 3 hs. La actividad GUS se expresa
como picomol MU/min.mg.
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IX- ESTUDIOS CON EL PROMOTOR DELECIONADO FUSIONADO AL
GEN GUS EN PLANTAS DE TABACO TRANSGENICAS.

IX- 1. Fusiéon de la regiéon -690+10 del gen Lhcb71*2 de papa al gen

reportero uidA y transformacion de plantas de tabaco.

Con la idea de localizar las regiones responsables de la regulacion de la expresién
por la luz y de la especificidad de tejido, el promotor de 1.3 kb del gen Lhcb1*2 de
papa fue delecionado. Se aisl6 una de las deleciones correspondiente a la region
del promotor de 690 pb mas cercanas al codon de iniciacion de la traduccion del
gen Lhcb1*2 de Solanum tuberosum. Esta regién se clon6 en pBl101.2 quedando
asi fusionada al gen reportero de la B-glucuronidasa. Para poder subclonario en
pBl 101.2 fue necesario introducir un sitio de corte para la enzima Hindlli del lado &'
del fragmento de 690 pb. Para esto, como se muestra en la Figura 42, el promotor
de 1.3 kb previamente subclonado en pUC19 fue digendo con la enzima EcoRI. El
corte por esta endonucleasa de restriccion divide al promotor de 1.3 kb en dos
fragmentos: uno de 610 pb y otro de 690 pb. El fragmento de 690 pb corresponde
a la regiéon del promotor mas cercana a la zona de cédigo del gen Lhcb1*2 de
Solanum tuberosum. El producto de esta digestién se corrié en un gel de agarosa
0.7% y se aisld y purificé el fragmento de 690 pb. Este fragmento EcoRI/EcoR| fue
subclonado en pBluescript KS*. Posteriormente, el plasmido resultante fue digerido
con las enzimas Hindlil y BamHI. El sitio para Hindlll se encuentra en el "linker" de
pBluescript, del lado 5' del fragmento subclonado, mientras que el sitio de BamH|
se halla del lado 3' dentro de la secuencia del promotor. Se aislé asi la regién
promotora de 690 pb con los sitios apropiados para ser subclonada entre los sitios
Hindlil y BamH! de pBI101.2. Este plasmido fue llamado pBI-690+10/GUS.
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Figura 42. Esquema del subclonado de la regién promotora comprendida entre las bases
-690 a +10 del gen Lhcb1*2 de papa en el plasmido pBI101.2. El promotor Lhcb1*2 de 1.3
kb se habia subclonado previamente en pUC19. Este plasmido fue digerido con EcoRl y
el producto de esta digestion se comidé en un gel de agarosa 0.7%. El fragmento de 690
pb fue extraido del gel, purificado y subclonado en el sitio EcoRIl de pBluescript KS*.
Posteriormente, el plasmido derivado de pBluescript fue digerido con Hindlll y BamHI y el
producto de esta digestion se corridé en un gel de agarosa 0.7%. El fragmento de interés
fue extraido y purificado. Finalmente, se lo subcloné entre los sitios Hindlll y BamHI de
pBI101.2. En el plasmido pBI-690+10/GUS, la regién del promotor comprendida entre las
bases -690 a +10 dirige la expresion del gen reportero de la B-glucuronidasa .
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Con el plasmido pBI-690+10/GUS se transformaron plantas de tabaco via
Agrobacterium tumefaciens, seleccionandose aquéllas plantas resistentes a
kanamicina. Se realizd el ensayo fluorométrico para la deteccion de la
B-glucuronidasa utilizando extractos proteicos realizados a partir de las hojas de
plantas de un mes. Las plantas resistentes a kanamicina que mostraron una
actividad GUS mayor que las plantas controles no transformadas fueron
transferidas a tierra. Con las semillas obtenidas por autofecundacion, se realizaron
experimentos con el fin de determinar si el promotor delecionado de 690 pb se

comportaba o no como el promotor entero de 1.3 kb.

IX- 2. Actividad GUS de las plantas de tabaco transformadas con el

promotor entero 6 delecionado.

Se comparo6 la actividad GUS de las plantas transformadas con el promotor entero
6 delecionado. Para ello, se colocaron 25 semillas de cada una de las lineas
transformadas en cajas transparentes segun se detalla en "Materiales y Métodos".
Esto se realizd por duplicado para cada una de las lineas transformadas. Las cajas
con las semillas se mantuvieron en un ambiente a 22°C con un fotoperiodo de 16
hs luz-8 hs oscundad. La actividad GUS de las plantas T2 se determiné al noveno
dia. Los resultados obtenidos para cada planta se muestran en la Tabla 4.
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Planta # Actividad GUS
*+ 3 315.13
* 54 958.57
* 55 858.99
* 53 887.92
* 64 1738.32
* 7o 260.49
* 8o 553.57
* 83 510.23
* 124 1016.19
* 125 3211.16
* 155 1085.51
* 175 809.79
+ 18- 3184.66
* 23 477.63
¢ 4 874.64
¢ 6 311.64
¢ 8 1259.26
¢ 11 1062.26
¢ 13 1310.86
& 2, 28.82
& 101.2 28.25

Tabla 4. Actividad GUS de plantas T2 transformadas con el promotor entero vy
delecionado. Plantas T2 que llevan el promotor entero 6 delecionado, fusionado al gen
GUS fueron cultivadas durante 9 dias con un fotoperiodo de 16 hs luz-8 hs oscuridad. Se
utilizaron cajas de plastico transparente donde se colocaron 25 semillas de cada una de
las plantas transformadas. Se determiné la actividad GUS mediante el ensayo
fluorométrico. La actividad GUS se expresa en pmol MU/min.mg. Con el simbolo * se
sefialan las plantas transformadas con el promotor -1300+10/GUS; eindica las plantas
transformadas con la construccion promotor-690+10/GUS; 4 sefala las plantas controles:
planta 2,, sin transformar y planta 101.2 transformada con el plasmido pBI101.2.

En la Figura 43 se muestra mediante un grafico de barras la actividad GUS de las
plantas transformadas con el promotor entero y delecionado. Se puede observar
que la actividad GUS disminuye en las plantas transformadas con el promotor
delecionado. Si bien estos resultados no parecen ser significativos, sugieren que
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Resuitados

en la region rio arriba de la base -690 podrian existir secuencias regulatorias
positivas responsables de aumentar la expresion del gen Lhcb1*2.
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Figura 43. Actividad GUS de las plantas de tabaco transformadas con el promotor del
gen Lhcb1*2 de Solanum tuberosum, entero (1.3kb) o delecionado (0.69 kb), fusionado al
GUS. Se indica el error estandar.
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IX- 3. Expresion especifica de 6rgano y regulacion mediada por el

fitocromo.

Para estudiar si el promotor delecionado mantenia la expresion especifica de tejido
que mostro tener el promotor de 1.3 kb, comprendido entre las bases -1300 a +10,
se ensayd la actividad GUS en distintos é6rganos de las plantas de tabaco
transformadas con el promotor delecionado fusionado al gen uidA. En la Figura 44
se muestra el resultado del ensayo histoquimico realizado en un segmento de hoja,
en un corte transversal de tallo y en una raiz de una planta de tabaco de

- aproximadamente dos meses, en la cual el promotor -690+10 dirige la expresion
del GUS.

Figura 44. Ensayo histoquimico realizado en los distintos érganos de una planta de
tabaco transformada con el pidsmido pBi-690+10/GUS. Se utilizé6 una planta T2 de 60
dias. La reaccién histoquimica para la deteccion del GUS fue realizada en: un segmento
de hoja (a la izquierda), en un corte transversal de tallo (en el centro de la figura) y en una
raiz (a la derecha).
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Como puede observarse, el promotor delecionado dingidé la expresion del gen
reportero en las hojas y en el tallo, pero no en la raiz. Puede observarse que hubo
una fuerte expresion en la hoja mientras que la misma fue muy baja en el tallo. En
la Figura 45 se muestra en detalle el resultado del ensayo histoquimico realizado
en el corte transversal de tallo.

Por lo tanto, podemos concluir que el promotor delecionado comprendido entre las
bases -690 a +10 no cambid el patron de expresidon observado cuando el gen
reportero se hallaba bajo la direccién del promotor Lhcb1*2 comprendido entre las
bases -1300 a +10.

Figura 45. Ensayo histoquimico para ia deteccién de la p-glucuronidasa realizado en un
corte transversal de tallo de una planta transformada con pBI-690+10/GUS. Se muestra
en detalle el corte transversal de tallo que se ve en la Figura 43.
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Se cuantifico la actividad GUS en hojas, tallos y raices de plantas T2 de 90 dias
(Tabla 5).

Planta # Hojas Tallos Raices

¢ 23(2) 298.8 + 126.1 205.9 +63.9 0
¢ 4(2) 938.04 £ 81.9 22.1+36 0

* 45 47.24 33.95 46.19

Tabla 5. Actividad GUS en los distintos érganos de las plantas de tabaco transformadas.
Plantas T2 que lievaban la construccion promotor-690+10/GUS fueron cultivadas durante
90 dias en medio MSS bajo un fotoperiodo de 16 hs luz-8 hs oscuridad. El nimero de
plantas analizadas se indica entre paréntesis. Se realizé el ensayo fluorométrico del GUS
en hojas, tallos y raices. La actividad GUS se expresa en pmol MU/min.mg. Con el
simboloe se sefalan las plantas transformadas con el promotor
-690+10/GUS. Se indican también los valores de actividad GUS en los distintos érganos
de plantas transformadas con el promotor 35S CaMV/GUS ().

Los resultados demostraron que hay expresion en hojas y tallos y no hay expresion
en raices. La actividad GUS en las hojas de las plantas es mayor que en los tallos.
Todo indica pués, que la regién del promotor comprendida entre las bases -690 y
+10 retiene la expresion especifica de 6rgano que mostrd tener el promotor entero
de 1.3 kb en las plantas transgénicas de tabaco. Sin embargo en estos resultados
preliminares se encontré que los valores de actividad GUS en los tallos, eran mas
dispersos que los encontrados cuando se estudio el promotor entero.

En la Figura 46 se muestra la tincion histoquimica realizada en cortes

transversales de tallos de plantas transformadas con distintas construcciones.
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Figura 46. Reaccion histoquimica para la detecciéon de la B-glucuronidasa en cortes
transversales de tallos. Se utilizaron plantas jévenes de tabaco de aproximadamente dos
meses. A la izquierda, armiba, corte transversal de tallo de una planta transformada con el
promotor 35S CaMV/GUS. Abajo a la izquierda, tallo de una planta control no
transformada. A la derecha, arriba, corte transversal de tallo de una planta transformada
con el promotor -1300+10/GUS y abajo, tallo de una planta transformada con el promotor
-690+10/GUS.

A la derecha en la parte superior de la Figura 46, se muestra el resultado del
ensayo histoquimico realizado en un corte transversal de tallo de una planta
transformada con el promotor de 1.3 kb del gen Lhcb1*2 fusionado al GUS. En la
parte infenor de la misma figura, a la derecha, se puede observar el resultado del
mismo ensayo realizado en un corte transversal de tallo de una planta
transformada con el promotor delecionado/GUS. En la primera, en la cual el

134



Resultados

promotor de 1.3 kb dirige la expresién del GUS se observa una fuerte expresion en
las células cercanas al sistema vascular, mientras que la expresion disminuye en
las células de la corteza. En la planta transformada con el promotor de 690 pb se
ve que no hay expresion en las células que rodean el sistema vascular y se
observa en cambio, una tinciéon tenue en ciertas zonas de la corteza y en la
médula. Como control de este experimento se utilizaron plantas transformadas con
el promotor 35S del CaMV que dirige la expresion del GUS. Como se mencioné
anteriormente, el promotor 35S CaMV es un promotor fuerte que no muestra
especificidad de tejido (Figura 46, parte superior izquierda). En la parte inferior
izquierda de la misma figura se muestra una planta control no transformada.

Por lo tanto, al delecionar el promotor Lhch1*2 de papa cambia notablemente el
patrén de expresion en el tallo. Se piensa estudiar el patrén de expresion en un
mayor numero de plantas transgénicas, con el fin de elucidar si se trata de un
efecto que depende especificamente de la region promotora delecionada o si es un
efecto que depende del lugar donde se inserta la construccion en estudio. Por otra
parte si bien no se estudio el patrén de expresion en los diferentes tipos celulares
de las hojas, seria interesante analizar en el futuro este aspecto.

También se analizé si el promotor delecionado seguia respondiendo a la regulacién
por la luz a través del fotoreceptor fitocromo. Para ello, plantulas etioladas
transformadas con el promotor de 690 pb dirigiendo la expresion del GUS, fueron
sometidas a tratamientos con pulsos de rojo (R), pulsos de rojo lejano (RL), pulsos
de rojo seguidos por pulsos de rojo lejano (R/RL), oscundad (D) 6 luz blanca (W).
Se trataron al quinto y sexto dia y se les aplico un solo pulso cada dia. Se
analizaron tres lineas transgénicas independientes: 23, 11 y 184. La Figura 47
muestra la actividad GUS expresada en porcentaje de las plantas de tabaco
transformadas con la construccién promotor -690+10/GUS, sometidas a los
distintos tratamientos.
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Figura 47. La region del promotor del gen Lhcb1*2 de papa, comprendida entre las bases
-690 a +10 responde a la inducciéon por la luz mediada por el fitocromo. En este
experimento se utilizaron las semillas de las plantas 23, 11 y 184 transformadas con el
promotor -690+10/GUS. Un grupo de plantulas fue mantenido en oscuridad (D). Otro
grupo, fue tratado con un pulso de 5 min de luz roja (R). El tercer grupo se traté durante 5
min con rojo y se irradié inmediatamente durante otros 5 min con rojo lejano (R/RL). Otras
plantulas se dejaron bajo luz blanca continua (W) durante todo el quinto y sexto dia. Otras
fueron tratadas con rojo lejano durante 5 min (RL). Estos tratamientos se hicieron por
cuadruplicado para cada linea transgénica y fueron realizados al quinto y sexto dia. Los
valores fueron normaiizados considerando como 100% el maximo valor de actividad GUS
obtenido en todos los casos para el tratamiento con rojo (R). Las barras indican el error
estandar.
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Al igual que lo observado con el promotor -1300+10/GUS, se ve que la luz roja (R)
induce la expresion del gen reportero y también se observa la capacidad del rojo
lejano de revertir el efecto del rojo. Estos resultados indican que el fitocromo de las
plantas de tabaco sigue mediando la expresion inducida por la luz dirigida por el
promotor Lhcb1*2 de papa delecionado. Por lo tanto, la region del promotor
Lhcb1*2 de papa comprendida entre las bases -690 a +10 es capaz de responder
al fitocromo. Sin embargo los valores absolutos de las actividades GUS obtenidos
para los distintos tratamientos luminosos fueron menores para las plantas
transformadas con el promotor delecionado que en las transformadas con el
promotor entero. La actividad GUS cayé entre un 40% a 50% en las plantas
transformadas con el promotor delecionado, incluso en los valores de actividad
obtenidos en la oscundad. Estos resultados como se propuso anteriormente,
indicarian que rio arriba de la base -690 existiria una secuencia “enhancer”, la cual
aumentaria la expresion del gen Lhcb1*2.

En la Tabla 6 se comparan las relaciones de las actividades GUS entre los
distintos tratamientos en las plantas transformadas con el promotor entero y
delecionado.

Prom-1300+10/GUS Prom -690+10/GUS

R/D 6.4 5.2
R/ (R/IRL) 2.9 2.9
(R/RL) / D 2.2 1.8
RL/D NR 1.5
W/R 1.2 0.6

Tabla 6. Relaciones entre las respuestas a los distintos tratamientos luminosos de las
plantas transformadas con el promotor entero y delecionado. Las relaciones entre los
distintos tratamientos que se indican en cada caso, fueron caiculadas a partir de los
valores de las actividades GUS que se muestran en las Figuras 40 y 47. W: luz blanca; D:
oscundad; R: pulsos de rojo; RL: pulsos de rojo lejano. NR: no realizado.
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Tanto con el promotor entero como con la delecién se observa que el rojo induce la
expresion entre 5 a 6 veces con respecto a los valores obtenidos en la oscuridad.
No se observan diferencias entre ambas construcciones en cuanto al efecto de
reversion del rojo lejano. Por otra parte, en las plantas transformadas con el
promotor entero el efecto inductor de la luz blanca fue similar al efecto de la luz
roja. Sin embargo, en las tres lineas transgénicas independientes transformadas
con el promotor delecionado el efecto inductor de la luz blanca es inferior al de la
luz roja. Esto sugeriria que rio arriba de la base -690 podria haber secuencias
importantes que medien la regulacion por la luz a través de un fotoreceptor distinto
al fitocromo. En un futuro, sera necesarno analizar otras plantas transgenicas
independientes para estudiar este aspecto en mayor detalle.
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DISCUSION.

Se aislaron seis genes Lhcb1 a partir de una biblioteca genémica de Solanum tuberosum,
los cuales fueron llamados: Lhcb1*1, Lhcb1*2, Lhcb1*3, Lhcb1*4, Lhcb1*S y Lhcb176.
Dichos genes poseen 798 pb, excepto el gen Lhcb1*6 el cual fue aislado en forma
incompleta (411 pb). Pude determinar que estos genes se hallan en tandem y poseen la
misma orientacion 5'— 3' (Figura 2). La distancia entre las distintas regiones de cddigo es
de aproximadamente 1.3 kb. Ninguno de los genes aislados posee intrones y cada uno
tiene su propio promotor localizado rio arriba de la regién de cédigo. Por sus
caracteristicas, determiné que pertenecen al LHCIIb, tipo I. Si fueran traducidos, las
proteinas tendrian 265 aminoacidos. Estas proteinas precursoras serian clivadas al pasar
al interior del cloroplasto por una proteasa presente en el estroma (Gray et al/, 1995).
Posteriormente, las proteinas CAB maduras de 230 aminoacidos se insertan en las
membranas tilacoides donde se asocian con moléculas de clorofila a, clorofila b y
carotenos, formando asi las antenas que captan la luz.

Los genes Lhcb1 aislados de papa son muy similares entre si (poseen entre un 94% a
98% de identidad) y codifican proteinas casi idénticas. Esto indica que podrian haber
surgido como resultado de eventos de duplicaciones recientes y en tandem de un gen. Por
otra parte, los genes estudiados son muy parecidos a genes Lhcb1 de otras especies de
plantas. Esta alta homologia refleja una fuerte presidén evolutiva para conservar la
estructura de los complejos que captan la luz. Hay que tener en cuenta que la funcién de
las proteinas CAB es orientar y espaciar en forma precisa las moléculas de clorofila y
carotenoides que estan asociadas a ellas, de tal forma que la energia absorbida sea
transferida eficientemente al centro de reaccién. Esta funcidén requiere un arreglo exacto
de las proteinas y pigmentos dentro de cada compiejo individual asi como también entre
los LHC y el centro de reaccién. Asi, el rol del polipéptido y en particular el de las a-hélices
A y B, parece ser principaimente la de andamio para empaquetar los croméforos en un
pequeiio volumen, asegurando un espaciamiento y onentacidn adecuadas para la
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transferencia de energia. Por lo tanto, el hecho de que las secuencias de los genes Lhc
sea altamente conservada significa que se necesita una Optima organizacién de los
pigmentos que se unen en forma no covalente a los polipéptidos CAB.

Por otra parte, los genes Lhcb1 aislados de papa muestran gran homologia con los genes
Lhc de tomate, tabaco y petunia y son mas divergentes de los correspondientes genes de
Lemna gibba (lenteja de agua) y trigo. Esto parece estar de acuerdo con las relaciones
flogenéticas entre estas especies ya que papa, tomate, tabaco y petunia pertenecen a la
familia Solanaceae. También observamos que los polipéptidos CAB deducidos a partir de
las secuencias de los genes Lhcb1 de papa, muestran una homologia interna. Esta
simetria interna entre las a-hélices transmembrana A y B, ha sido observada para distintos
tipos de polipéptidos CAB en todas las especies de plantas en las que se los estudid. Ha
sido propuesto que la simetria interna probablemente se produjo como consecuencia de la
duplicacion en tandem de un gen ancestral que codificaba un polipéptido que atravesaba
la membrana, el cual probd ser efectivo en mantener la clorofila a en contacto con los
carotenoides. La regién media hidrofobica (a-hélice C) posiblemente evolucioné
posteriormente, simplemente para mantener la primera y tercera region hidrofébica en la
misma orientacion dentro de la membrana tilacoide (estroma a lumen). Por otra parte, si la
hipotesis de duplicacién interna es correcta, deberia existir algin gen relacionado que
codifique un polipéptido con una unica hélice transmembrana y que se una a la clorofila a y
b. Este gen todavia no se ha encontrado. Sin embargo, las proteinas CAB estan
relacionadas estructuraimente a las enzimas que participan en los ultimos pasos de la
sintesis de clorofila, puesto que ambas tienen sitios para la unién de pigmentos. Por lo
tanto, una hipétesis es que las proteinas CAB pudieron haber surgido a través de la
duplicacion de un gen que codifica una enzima de la biosintesis de la clorofila. El resultado
de esta duplicacion fue un gen que codifico una proteina estructural que formé parte de un
sistema nuevo para captar la luz.

Cada uno de los genes Lhcb1 aislados de Solanum tuberosum, posee su propio promotor
localizado 5' rio arriba de la region de codigo. Se secuenciaron aproximadamente 260
bases de las regiones promotoras de los distintos genes, mientras que la regiéon que se
halla rio arriba del gen Lhcb1*2 fue secuenciada en forma completa (1.3 kb). Estas

regiones muestran homologia entre ellas, si bien la misma es menor a la que poseen las
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secuencias de codigo. Esto apoya la teoria sobre el origen de éstos genes a partir de la
duplicacion en tandem de uno de ellos. Por otra parte, observamos que las regiones
promotoras de los genes Lhcb1 de papa poseen las caracteristicas tipicas de promotores
transcriptos por la RNA polimerasa |l, ya que poseen las cajas TATA y CAAT. Ademas
poseen secuencias tipicas presentes en los promotores de otros genes cuya expresion es
regulada por la luz, como ser las secuencias GATA, los motivos "GT" y la caja "G".
Utilizando la técnica de "primer extension”, demostramos que varios genes Lhcb1 se
expresan en las hojas de las plantas de papa. Las bandas de 99, 95- 97 y 91- 92
nucledtidos que se observan en la Figura 19 corresponden a los productos de extensién
esperados para los seis genes aislados. Las otras bandas de 108, 105, 86, 82, y 77
nucledtidos corresponderian a otros genes no aislados. Por lo tanto nuestros resultados
indican que habria al menos 11 genes Lhcb1 en Solanum tuberosum, o cual concuerda
con el nimero de genes estimados en otras especies de plantas (Pichersky et a/, 1990b).
Al estudiar la expresion de los genes Lhcb1 en los distintos érganos de las plantas de
papa, detectamos que los mismos se expresan en las hojas y tallos pero no hay expresion
en las raices (Figura 20). Estos resultados indican que la expresion es especifica de
érgano. Por otra parte, mientras que en las hojas de las plantas se expresan varios genes
Lhcb1, solo uno se expresa en los tallos. El hecho de que éstos genes muestren alta
expresion en las hojas, es consistente con la funcion que poseen de ordenar las moléculas
de clorofila para que las mismas atrapen la luz eficientemente, proceso que ocurre
principalmente en las hojas de las plantas.

También observamos que en las hojas de plantas de 90 dias se detecta la expresion de un
gen Lhcb1, que no se expresa en las plantas de 60 dias. Esto sugiere que los genes
Lhcb1, aunque tienen aita homologia en sus secuencias de bases, se expresarian en
forma diferencial durante el desarrollo de las plantas. En el futuro seria muy interesante
estudiar este aspecto usando "primers" especificos para cada uno de los genes aislados
en experimentos de “primer extension”, utilizando ARN aislado de plantas en distintas
etapas del desarrollo.

Ha sido descripto para algunas especies de plantas que los genes Lhcb1 se expresan en
plantas mantenidas en oscuridad, mientras que en otras especies no se expresan bajo

esas condiciones. Aunque nuestros resultados en plantas transgénicas de tabaco sugieren
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que habria una expresion basal muy baja en la oscuridad, seria interesante estudiar si los
genes que nosotros aislamos se expresan de la misma forma en las plantas de papa. Esto
podria realizarse usando "primers" especificos para cada uno de los genes aislados en
experimentos de "primer extension”, utilizando ARN de plantas de papa etioladas.
Utilizando un primer especifico para el gen Lhcb1*2, detectamos que este gen se expresa
en hojas pero no en tallos ni raices de las plantas de papa. También determinamos el sitio
de iniciacion de la transcripcién para este gen, el cual se halla a 69 bases rio arriba del
codén de iniciacion de la traduccién. El gen Lhchb1*2 fue elegido para estudiar en mayor
detalle la regulacidén de su expresion, ya que se habia secuenciado en forma completa la
regién que se halla §' rio arriba de la zona de cddigo. Con este objeto, esta region de 1.3
kb fue fusionada al gen reportero de la B-glucuronidasa (GUS) y con la construccién
resultante se transformaron plantas de tabaco via Agrobactenum. Lo ideal hubiese sido
transformar plantas de papa para estudiar asi, la regulaciéon de la expresion en la misma
planta de la cual proviene el gen aislado. Decidimos estudiar la regulacién de la expresion
del gen Lhcb1*2 de papa en plantas de tabaco pues ya estaban en marcha en el
laboratorio las técnicas apropiadas para ello. Ademas papa y tabaco son dos especies
muy relacionadas pues pertenecen a la misma familia: Solanaceae.

En varias plantas de tabaco transformadas con el promotor del gen Lhcb1*2 de 1.3 kb
fusionado al GUS se determind el numero de copias insertas por genoma mediante
"Southern blot". No observamos correlacién entre el nimero de copias insertas y el nivel
de expresién del GUS. Esto también fue observado en trabajos realizados por otros
grupos (Jones et al, 1987). Varias explicaciones han sido sugeridas ya que por ejemplo la
expresion refleja diferentes sitios de inserciones o metilacién diferencial de las distintas
copias insertas (Peerbolte et al, 1986).

Las plantas de tabaco obtenidas estaban transformadas en forma estable y eran capaces
de transmitir a su progenie T2 la resistencia al marcador de seleccién (Km). Aplicando la
prueba estadistica del X2 determiné el nimero minimo de inserciones en cada una de las
plantas transformadas. En este andlisis no se consideran 2 o mas inserciones que
pudieran ocurrir en el mismo cromosoma (estas son consideradas como una sola
inserciéon), ya que al plantear las distintas hipétesis (una, dos o tres inserciones) se
considera la segregacion independiente del caracter estudiado (KmR). Es debido a esto
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que a veces, los resultados obtenidos por "Southern blot" no coinciden con los del andlisis
por X2. Por ejemplo, por "Southerri blot" determinamos que la planta 175 poseia tres
copias de la construccion en estudio insertas en su genoma, mientras que la prueba de X2
indica que lo mas probable es que solo tenga una insercién de la contruccion en estudio.
Lo que sucede en este caso es que la planta 17, posee tres copias de la construccion
insertas en el mismo cromosoma, las cuales segregan juntas. También podemos concluir
que la planta 154 tiene dos copias insertas en un mismo cromosoma, una de las cuales no
se inserto en forma completa.

Al estudiar la expresion de la B-glucuronidasa dirigida por el promotor del gen Lhcb1*2 de
papa en las plantas transgénicas de tabaco, observamos que habia una fuerte expresion .
del gen reportero en las hojas. La expresion era menor en los tallos y no se detectd
expresion en las raices. Estos resultados nos permiten conciuir que el promotor del gen
Lhcb1*2 de papa es el responsable de dirigir la expresion en ciertos érganos de las
plantas. La actividad GUS en los tallos de las plantas transgénicas de tabaco fue entre 3 a
4 veces menor que en hojas. Esto podria explicar el hecho de que el ARNm
correspondiente al gen Lhcb71*2 no se haya detectado en tailos en el experimento de
"primer extension" realizado con el "primer especifico”, ya que la banda tendria que ser 34
veces menos intensa que la detectada en hojas y por lo tanto seria dificil de visualizar
(Figura 20, calle T). Se observo también que el promotor del gen Lhcb71*2 dirige la
expresion del gen reportero en los sépalos de las plantas de tabaco. No se detectd
expresion en los pétalos, ni en los estambres ni pistilos. Por lo tanto, podemos concluir
que el promotor del gen Lhcb1*2 dirige la expresion del gen reportero solo en aquéllos
tejidos capaces de fotosintetizar.

Pude determinar también que el promotor en estudio dirige la expresiéon del gen reportero
en una etapa temprana del desarrolio de las plantas. Mediante el ensayo histoquimico
detectamos expresion del GUS en los cotiledones de las plantulas de tabaco a partir del
tercer dia de la germinacioén de ias semillas.

Ha sido demostrado que los carotenoides estabilizan la estructura plegada de los
polipéptidos dei LHCIIb dentro de la membrana (Kuhlbrand, 1994) y que son esenciales
para la reconstitucion in vitro dei complejo del LHCII (Plumiey et al/, 1987; Paulsen et al,
1990a, 1990b). Esto también es apoyado por el hecho de que en general mutantes sin
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carotenoides no poseen LHCIl (Michel et al, 1983). Nosotros observamos que en las
plantas transformadas con el promotor -1300+10/GUS, en presencia de un inhibidor de la
sintesis de los carotenos como lo es el Norflurazon, el cual ademas inhibe el desarrollo de
los cloroplastos, no hay expresion del gen reportero. Este resultado y ademas el hecho de
que solo haya expresion en los tejidos fotosintéticos, indicaria que para que el promotor
Lheb1*2 de Solanum tuberosum dirija la expresion requeriria una "sefal" proveniente de
los cloroplastos.

Hay que destacar que mediante el ensayo histoquimico no se detectd actividad GUS en
las plantas transformadas mantenidas durante una semana en oscuridad, mientras que
mediante el ensayo fluorométrico se detecté un nivel basal, muy bajo, de actividad GUS.
Esto confirma la mayor sensibilidad del ensayo fluorométrico sobre el histoquimico. Sin
embargo, hay que tener en cuenta también en este punto que la B-glucuronidasa es una
enzima estable y por lo tanto se acumula, por lo que valores muy bajos de expresion
pueden aparecer artificialmente mas elevados.

Mediante nuestros resultados determinamos que el promotor del gen Lhcb1*2 de papa es
el responsable de la respuesta inducida por la luz. En las plantas de tabaco transformadas
con el promotor -1300+10/GUS, hay una induccion de la expresion por la roja de alrededor
6 veces con respecto a la actividad GUS de plantas mantenidas en la oscuridad. Probé
también que esta induccidn esta mediada por el fitocromo ya que la induccién de la
expresion producida por la luz roja es revertida por luz del rojo lejano (Figura 40). Por otra
parte, el receptor de luz azul pareceria intervenir en la induccién de la expresién de!l gen
Lhcb1*2 en las plantas de papa ya que el efecto inductor de la luz blanca (naranja + azul)
es mayor que el de la luz naranja en las plantas transgénicas de tabaco (Figura 41).

Con la idea de acotar la region del promotor Lhcb1*2 de papa que responde a la induccion
por la luz mediada por el fitocromo y a la expresién especifica de tejido, se transformaron
plantas de tabaco transformadas con el promotor delecionado fusionado al gen uidA.
Determinamos que la regidn del promotor comprendida entre las bases -690 a +10 retiene
la especificidad de tejido que muestra el promotor entero. También determinamos que esta
region del promotor retiene la induccién por la luz mediada por el fitocromo. Por otra parte,
la actividad GUS de las plantas transformadas con el promotor delecionado ya sea en
presencia de luz o en oscuridad, resultd ser menor que la de las plantas transformadas
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con el promotor entero. Esto sugiere que rio amba de la base -690 existirian secuencias
responsables de aumentar la expresion del gen Lhcb1*2 de papa.

Observamos mediante el ensayo histoquimico que la localizacién de la B-glucuronidasa en
los tallos varia al comparar las plantas transformadas con el promotor entero o
delecionado. En plantas transformadas con el promotor de 1.3 kb la B-glucuronidasa
parece localizarse principaimente cerca de los haces vasculares, mientras que en la
transformadas con el promotor delecionado se localiza mas hacia la periféria, en la region
de la corteza. Para confirmar este cambio en la localizacién del GUS sera necesario
estudiar, en un futuro, este aspecto en un mayor nimero de plantas. También seria
interesante continuar con el estudio de otras deleciones para determinar asi la minima
region del promotor que muestra especificidad de tejido. Es interesante también
determinar la minima regién del promotor que responde a la induccién por la luz mediada
por el fitocromo y el receptor de luz azul. Estudios realizados con promotores Lhcb de
otras especies de plantas indicaron que la regién del promotor comprendida entre las 250
bases mas cercanas al sitio de iniciacion de la traduccién serian suficientes para mantener
la respuesta mediada por el fitocromo (Nagy et al, 1987).

También sera interesante estudiar el comportamiento de los otros promotores aislados
para ver si los distintos genes Lhcb1 se expresan en forma diferencial bajo distintas

condiciones.
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Conclusiones.

- Se aisld un “cluster” de seis genes Lhc a partir de una genoteca de Solanum
tuberosum. Estos genes se hallan en tandem y todos poseen la misma orientacion
5'— 3'. Ninguno de estos genes posee intrones. Las distintas zonas de cddigo
estan separadas por aproximadamente 1.3 - 1.4 kb.

Hay que destacar que es la primera vez que se aisla un “cluster” que contiene un
namero tan aito de genes Lhc. Es la primera vez que estos genes son estudiados
en esta especie.

- Los genes aislados codifican proteinas que pertenecerian a la antena principal
del LHCII, la cual se conoce como LHCIIb. Por otra parte, por sus caracteristicas
pertenecerian al tipo | del LHCIIb, por lo que estos genes fueron denominados:
Lhcb1*1, Lheb1*2, Lheb1*3, Lheb1*4, Lheb1*Sy Lheb176.

- Cada uno de estos genes posee 798 pb y codifican proteinas de 265
aminoacidos. Estas proteinas serian clivadas al pasar al interior de los cloroplastos
por una peptidasa del estroma, dando asi las proteinas maduras de 230
aminoacidos.

- Cada uno de los genes estudiados posee su propio promotor locailizado §' rio
arriba de la secuencia de codigo. Estas regiones promotoras poseen la secuencia
TATA, caracteristica de promotores transcriptos por la RNA polimerasa i, y
también poseen la caja CAAT. Por otra parte, muestran secuencias caracteristicas
presentes en los promotores de otros genes cuya expresion es reguiada por la luz
como ser las secuencias GATA, las secuencias “GT” y la llamada caja “G".
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- Al analizar las secuencias de bases se vid que las distintas regiones de cddigo
poseen alta homologia (entre un 97.9% a 94.3%). Aunque también hay cierta

homologia entre las distintas regiones promotoras, la misma es menor.

- Por experimentos de “primer extension” y utilizando un “primer’ complementario a
una zona de la regidon de cédigo comun a todos los genes aislados, pude
determinar que los seis genes parecerian expresarse, si bien esto habria que
confirmarlo utilizando oligonucleétidos especificos para cada uno de ellos. Ademas
se detectd que se expresan otros genes Lhcb1 no aislados en este estudio, por lo
que se puede estimar que habria al menos 11 genes Lhcb1 en Solanum
tuberosum.

- Varios genes Lhcb1 se expresan en las hojas de plantas de papa, mientras que
solo uno se expresa en el tallo. No hay expresion en las raices. Estos
experimentos demuestran que los genes Lhcb?1 de papa poseen una expresion

especifica de érgano.

- Los genes Lhcb1 parecen expresarse en forma diferencial en las hojas de las

plantas de papa dependiendo del estadio de desarrollo en que se halle la planta.

- Se determind el sitio de iniciacion de la transcripcion para el gen Lhcb1*2. El
mismo se halla localizado a 69 bases rio arriba del codén de iniciacion de la
traduccién (codon ATG).

- A través de los estudio realizados en las plantas transgénicas determiné que la
region promotora del gen Lhcb1*2 comprendida entre las bases -1300 a +10 es la
que determina de la expresion especifica de tejido. Se detectd expresion del GUS
en las hojas y en los tallos de las plantas de tabaco. No hubo expresion en las
raices. Por otra parte, la expresién resultd ser entre 3 a 4 veces mayor en las hojas
que en los tallos. También se detectd expresion en los sépalos pero no en los
pétalos de las plantas de tabaco transgénicas. Por lo tanto la region promotora
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comprendida entre las bases -1300 a +10 dirige la expresidn en aquéllos tejidos
capaces de fotosintetizar.

- La expresion del GUS se empieza a detectar a partir de las 72 hs después de la
germinacién de las semillas, lo cual parece correlacionarse con el tiempo de
maduracion de los cloroplastos.

- En las plantas en las cuales se impide el desarrollo de los cloroplastos no se
detectd actividad GUS. Esto apoya la teoria sobre la necesidad de una “senal’

proveniente de los cloroplastos maduros para la expresion de los genes Lhc.

- La expresion dirigida por el promotor Lhcb1*2 es regulada por la luz. Se observé
una expresion entre 6 a 7 veces mas alta en plantas cultivadas a la luz que en
aquéllas mantenidas en oscuridad. Como se demostréo esta induccién de la
expresion esta regulada por el fotoreceptor fitocromo. El receptor de luz azul
también parece mediar esta respuesta.

- El promotor Lhcb1*2 comprendido entre las bases -690 a +10 retiene la expresion
especifica de tejido y la regulacién de la expresion por la luz que mostro tener la
region promotora comprendida entre las bases -1300 a +10. Pude demostrar esta
region del promotor del gen Lhcb1*2 sigue mediando la expresion inducida por la

luz a través del fotoreceptor fitocromo.

-El nivel de expresion disminuyd al delecionar el promotor. Estos resultados
sugieren que rio arriba de la base -690 podria existir una secuencia tipo
“enhancer”. Por otra parte, el patrén de expresién cambié en el tallo al delecionar el
promotor. Esto sera necesario analizarlo en un mayor nimero de plantas para
comprobar que en realidad se trata de un efecto de la delecion.
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