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RESUMEN

Los organismos modificados genéticamente (OMGs) destinados a la comercializacién estdn
sometidos a estrictas regulaciones en los distintos paises, para garantizar la seguridad del
consumidor y el medio ambiente. Dichas regulaciones se basan fundamentalmente en el
principio de equivalencia sustancial, segun el cual un OMG sélo puede comercializarse si no
difiere de la variedad no-MG mds proxima a nivel composicional y de seguridad, a excepcion
de la(s) caracteristica(s) conferida(s) por el transgén. En la Unién Europea, se exigen una serie
de evaluaciones de los nuevos OMG para su comercializacion, que incluyen andlisis
comparativos a nivel nutricional, caracterizacién molecular del transgén, lugar de insercién y
estabilidad; evaluacion de la seguridad alimentaria, evaluacién del riesgo ambiental y planes
de monitorizacién post-comercializacién. Distintas organizaciones, como la OCDE o la FAO, han
recomendado el uso de técnicas de andlisis generalistas o de profiling (transcriptomica,
protedmica, metaboldmica), para complementar los analisis especificos de los OMG mediante
la evaluacion de los posibles efectos no intencionados y no esperados sobre la planta huésped,
que deriven de la insercidn y/o expresidn del transgén. La presente tesis pretende profundizar
en los efectos no intencionados derivados de la insercién y/o expresion de transgenes en
plantas, utilizando como modelo el cereal arroz. Concretamente se estudiaron tres lineas de
arroz MG transformadas con transgenes que les confieren resistencia a situaciones de estrés,
basicamente de tipo bidtico. S-afp incluye un transgén que codifica una proteina antifliingica,
que confiere a la planta huésped un fenotipo de resistencia al hongo Magnaporthe grisea,
patégeno del arroz de gran importancia econdmica. S-bp213-5 y S-bp217-1 incluyen
transgenes que codifican los péptidos antimicrobianos (PAM) BP213 vy BP217,
respectivamente. Estas plantas MG se construyeron a lo largo de la presente tesis, con el doble
objetivo de evaluar la posibilidad de (i) sintetizar PAM en plantas biofactoria, y (ii) obtener
fenotipos de resistencia frente a patdégenos mediante la sobre-expresién de este tipo de
moléculas, que combinan una fuerte actividad antibacteriana y unas caracteristicas fisico-

guimicas muy especiales.

Se compararon las lineas de arroz (Oryza sativa sp. japonica) S-afp (OMG) y su isogénica
convencional Senia a nivel transcriptémico mediante hibridacion en microarray. Para
minimizar los cambios transcripcionales no relacionados con la transgénesis, se analizaron 3
réplicas de 10 plantulas crecidas in vitro en condiciones homogéneas. El andlisis de un total de
48.564 transcritos reveld que Unicamente el 0,4% presentaban expresion diferencial entre S-
afp y Senia. No sdlo se evalud la magnitud de esta diferencia transcriptémica, sino que se
abordaron sus posibles causas estudiando mas a fondo un 20% de los genes con expresion

diferencial entre S-afp y Senia. Por una parte, es un hecho ampliamente descrito que la técnica
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de cultivo de tejidos induce una cierta variacidon genética. La obtencién de arroz transgénico
mediante Agrobacterium requiere el cultivo in vitro para la des-diferenciacién celular previa a
la infeccidn, y para su posterior diferenciacion y regeneracién de una planta MG a partir de
una sola célula transformada: estos procesos podrian afectar el transcriptoma de la planta MG.
Un 35% de las secuencias con expresion diferencial entre S-afp y Senia también lo eran entre
Senia y plantas no transgénicas que habian sido sometidas al proceso de transformacién en
paralelo a S-afp, pero no heredaron el transgén [S-afp(-)]. Es importante destacar que la
infeccién es frecuente en la naturaleza, y el cultivo in vitro se utiliza para liberar material
vegetal de virus, para propagacion vegetativa, etc., procesos comunes no relacionados con
OMG y no cuestionados a nivel social. Por otra parte, la insercidén del transgén en el genoma de
la planta es un fendmeno que ocurre al azar, pudiendo provocar mayores o menores efectos
segun el lugar de insercién. El 15% de las secuencias con expresién diferencial entre S-afp y
Senia se expresaban de igual forma en Senia y otros eventos de transformacion de S-afp
independientes, de forma que su regulacién se atribuyé a la interrupcién de secuencias
génicas y/o reorganizaciones gendmicas que pueden ocurrir en el lugar de insercion del

transgén. Estos efectos pueden minimizarse mediante la eleccidn del evento éptimo.

Sélo la mitad de las secuencias reguladas en Senia y S-afp lo eran también en otros eventos S-
afp y su expresién diferencial pudo atribuirse directamente al transgén. Se andlisis de
expresion de 17 de estas secuencias en un linea de arroz MG en que el mismo transgén afp se
regula con un promotor distinto (ZmPR4), dando lugar a niveles de expresion del transgén 400
veces menor que en S-afp en condiciones de cultivo estandar, permitio demostrar que la
regulacién del 60% de las secuencias dependia de la presencia del transgén o de su expresion
basal, mientras que la regulacién del 40% restante sélo se daba a elevados niveles de
expresion de afp. Finalmente, se ha observado que la mitad de estas 17 secuencias se inducen
en plantas convencionales en respuesta a herida, mientras que en plantas S-afp presentan ya
elevados niveles de expresion en condiciones normales y no se sobre-expresan en respuesta a
este estrés. Ello sugiere que un efecto indirecto del transgén sobre la planta huésped podria
ser mayor tolerancia a estrés. De hecho, se ha mostrado en diversas plantas MG un fenotipo

de resistencia no sdlo al patégeno diana sino también a otros tipos de estrés bidtico o abidtico.

La obtencidn de lineas de arroz que expresen PAMs (concretamente, péptidos de la serie
BP100) mostré ser posible, aunque es importante tener en cuenta diversos factores. El
impacto transcriptémico de estos transgenes sobre las plantas finalmente obtenidas fue, en
cambio, menor de lo esperado. Se eligi6 BP100 para representar los péptidos de la libreria
CECMEL11, actualmente constituida por 125 undecapéptidos sintéticos disefiados por quimica
combinatoria a partir de un hibrido de dos péptidos naturales, cecropina A y melitina, muchos
de los cuales presentan propiedades de interés. BP100 es muy activo contra especies

bacterianas patdgenas de plantas como Erwinia amylovora, Xanthomonas axonopodis pv.
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vesicatoria o Pseudomonas syringae pv. syringae, de gran impacto econdmico; a la vez que
presentd niveles muy reducidos de toxicidad en ensayos cutaneos en rata. Ademas del
reducido tamafo, BP100 presenta unas caracteristicas quimicas muy especiales, como una
estructura a-helicoidal con un caracter fuertemente catidénico (pl~11). Con el objetivo de
ampliar el tamano del péptido hasta hacerlo expresable en plantas, se disefiaron 5 derivados
de BP100 (derBP100) con estructuras de dimero y trimero, cuyas subunidades se unieron
mediante una secuencia puente de 4 aminoacidos que, en cecropina A, otorga flexibilidad
estructural a la a-hélice: BP214 (mondmero), BP192 (dimero), BP216 (trimero), BP213 (2
unidades de BP100 en sentidos opuestos) y BP217 (2 unidades de BP100 alargado con
secuencias de melitina, también en sentidos opuestos). La estrategia de expresién fue
constitutiva, con acumulacion de los derBP100 al reticulo endoplasmatico (RE), de forma que
se incorpord la secuencia KDEL en el extremo C-terminal de todos ellos. Esta estrategia
enmarca un doble objetivo, la proteccion de la planta frente al derBP100 y la proteccion del
derBP100 frente a proteasas de la planta. Sintetizados quimicamente y ensayados in vitro, los
derBP100 presentaron igual o mejor actividad antibacteriana que BP100, aunque su actividad
hemolitica (indicador indirecto de citotoxicidad) fue similar o superior. Se transformaron
construcciones génicas que codifican los derBP100 (derbp100) a callos de arroz embriogénicos
mediante Agrobacterium, para la obtencion de lineas MG S-derpb100. Varios experimentos de
transformacidn evidenciaron el efecto nocivo de los derbp100 sobre la célula de arroz: con el
gen de seleccién de la proteina verde fluorescente (GFP) Unicamente se obtuvieron 2 eventos
con bp217. Asi, se cambid a una estrategia de seleccidn positiva (resistencia a higromicina, hpt
Il) y se monitorizd el proceso de obtencidn de las lineas MG. Las reducidas eficiencias de
transformacion de los 5 derbp100 (globalmente en torno al 3% respecto al transgén control
hpt 1) confirmaron el efecto fitotdxico de derbp100 sobre las células vegetales huésped. A
pesar de obtenerse callos resistentes a higromicina para todos los derbp100, no regeneraron
plantas MG con bp192 ni bp216 (eficiencias <1%); y sélo unas pocas con bp217, bp213 o bp214
(S-bp217, S-bp213 y S-bp214, con eficiencias del 2, 3 y 10%, respectivamente). La expresion
masiva de derbp100 en arroz parece ser altamente toxica. Los niveles ARNm de derbp100 en
hojas de plantas homocigotas T2 se situaron en el rango de a 1 (bp217) hasta 30 (bp213 y
bp214) veces por encima del nivel del gen S-act, que se utilizdé como control: se trata de
niveles de expresion moderados, de los derBP100 probablemente menos fitotdxicos. No
disponiéndose de un método de deteccién de derBP100 sintetizados en planta, una serie de
evidencias indirectas (ademas de la fitotoxicidad y la transcripcién de derbp100 mencionados)
confirman la expresion de derivados de BP100 en las plantas MG obtenidas. Por ejemplo,
todos los eventos S-bp213 y S-bp217 obtenidos presentan fenotipos de resistencia a M. grisea
y tolerancia a estrés oxidativo en comparacién con Senia y S-hgr (con sélo hpt II), directa o
indirectamente originados por la expresion del transgén. A pesar de sus particularidades, fue

interesante observar que se pueden obtener plantas MG para la expresion de algunos
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derBP100 (S-bp217 y S-bp213) resistentes a diversas condiciones de estrés y con
caracteristicas agrondmicas no muy distantes de las plantas convencionales Senia (y
productividad en torno al 80 y 65%, respectivamente). Ello parece depender de las
caracteristicas de cada derBP100, y del lugar de insercién del transgén, que afecta el nivel de
expresion del mismo. Para otros derBP100, los efectos pueden ser marcadamente diferentes:
S-bp214 mostré caracteristicas agrondmicas mas diferenciadas (productividad del 40%),

aunque su resistencia a estrés fue sélo similar a S-hgr.

Contrariamente a lo esperado, los transcriptomas de las lineas S-bp213-5 y S-bp-217-1
mostraron unos efectos no intencionados del transgén practicamente nulos, con diferencias
transcripcionales en sélo el 0,08 y 0,14% de los genes analizados para S-bp213 y S-bp217,
respectivamente. Estas diferencias son similares a las de otras lineas MG respecto a las
convencionales comparadoras, y menores que las halladas entre variedades convencionales
comerciales. Gran parte de las secuencias reguladas lo son en ambos OMG, y la mayor parte de
éstas lo son también en S-afp: algunas se han asociado al proceso de obtencién del OMG. Las
diferencias entre S-bp217-1 y Senia son mayores que entre S-bp213-5 y el control, y sugieren

la activacidn en esta linea de un mecanismo de respuesta a estrés de RE.

De los resultados obtenidos en esta tesis podemos concluir que el impacto del transgén sobre
la planta huésped puede variar enormemente, pudiendo desde impedir la viabilidad o
fertilidad de la misma hasta ser practicamente nulo. Sin embargo, las plantas MG viables y
fértiles pueden presentar efectos no intencionados del transgén minimos, incluso si expresan a
niveles moderados transgenes que codifican péptidos con caracteristicas fitotdxicas. El hecho
de que sélo la mitad de los efectos no esperados detectados en una planta MG derivan
directamente del transgén, abre la posibilidad de limitarlos, bien mediante la seleccién del
mejor evento de transformacidn, bien utilizando técnicas de transformacidon en que se
minimice el cultivo in vitro. Globalmente, los resultados obtenidos en esta tesis indican que es
posible obtener un planta MG sustancialmente equivalente a su isogénica convencional y a su

vez mejorada.
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SUMMARY

To ensure the safety of consumers and the environment, genetically modified (GM) food and
feed are submitted to strict regulation in many countries. Such regulation is mainly based on
the principle of substantial equivalence, which obliges any GMO intended for
commercialization not to differ from the correspondent non-GMO variety at compositional
and safety levels, except for the characteristic(s) conferred by the transgene. In particular the
European Union regulation requires a series of comparative analyses of new GMOs including
molecular characterization of the transgene (with insertion site and stability), compositional,
food and feed safety assessment, environmental risk assessment and post-marketing
environmental monitoring plan. Some organizations such as OECD and FAO have
recommended the use of profiling technologies such as metabolomics, proteomics and
trancriptomics to complement targeted analyses in the evaluation of possible unintended and
unexpected effects of the insertion and/or expression of the transgene in plants. This Thesis
has the main aim of studying in depth these possible unexpected differences between GM and
conventional plants, using rice as model cereal. We specifically analysed three GM rice lines
transformed with transgenes that confer tolerance to (mainly biotic) stress conditions. S-aft
includes a transgene encoding the antifungal protein AFP, which confers the host plant
resistance against Magnaporthe grisea, a rice pathogen with high economic impact. S-bp213-5
and S-bp217-1 include transgenes encoding the antimicrobial peptides (AMP) BP213 and
BP217, respectively. These GM plants were obtained in this Thesis with the double objective of
(i) evaluating the possible use of GM crops as biofactories of AMPs of the BP100 series, which
display high antibacterial activity and extreme chemical properties; and (ii) evaluating the
possibility of obtaining GM rice lines in which overexpression of AMPs of the BP100 series

results in a pathogen resistance phenotype.

Transcriptomic comparison of the conventional rice line Senia (Oryza sativa spp. japonica) and
the GM line S-afp was tackled by means of microarray hybridization. In order to minimize
transcriptional changes not directly associated to transgenesis we analysed 3 replicates of 10
plantlets grown under in vitro homogenous conditions. The analysis of a total of 48,564
japonica rice transcripts showed differential expression of 0.4% transcripts in S-afp and Senia.
Not only the magnitude of such transcriptomic difference was evaluated but also its possible
causes through further analysis of 20% sequences with differential expression in S-afp and
Senia. On the one hand, it is reported that tissue culture technologies generate a wide range of
genetic variation in plant species. Rice transformation process mediated by Agrobacterium
requires in vitro tissue culture to achieve callus undifferentiated tissue, followed by bacterial

infection, cell differentiation and plant regeneration: this whole process can have an impact on
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the transcriptome of the final GM plant. Around 35% sequences exhibiting differential
expression in Senia and S-afp were as well differentially expressed in Senia and conventional,
null segregant S-afp(-) plants. S-afp(-) had undergone Agrobacterium based transformation
process in parallel to S-afp but did not inherit the transgene. It is important to emphasize that
infection is frequent in nature; and in vitro culture is a widely used breeding technology with
commercial applications not related to GMOs, such as freeing plants from viruses or plant
micropropagation, which are not a public concern. On the other hand, transgene insertion into
the plant host genome is a random process and can have a different impact as a function of
the insertion site. The regulation of 15% sequences with differential expression in Senia and S-
afp was event specific, and their regulation was attributed to host gene disruption and
associated genome rearrangements at the insertion site; and/or interactions between
transgene elements and proximal host sequences. Importantly, these effects can be minimised

by selection of the best GM event.

Only half sequences with differential expression in Senia and S-afp were regulated as well in
Senia and other independent S-afp events; and thus, their regulation could be associated to
the transgene itself. We further studied 17 of these sequences in a GM rice line where afp is
under the control of a different promoter (ZmPR4) and is expressed at ~400-fold lower levels
than in S-afp. Differential expression of around 60% analyzed sequences could be associated to
the only presence of the afp transgene or its basal expression; whereas differential expression
of 40% was specifically associated to high levels of afp expression in GM plants. We finally
observed that half the 17 analyzed sequences (which regulation in S-afp and Senia was
attributed to the transgene) were overexpressed in conventional plants after wounding stress,
reaching mRNA levels similar to those in not stressed S-afp. This suggested that the afp
transgene could indirectly result in tolerance to other types of stress, e.g. wounding. In fact,
various GM plants have shown phenotypes of resistance not only to the target pathogen but

also to other biotic and abiotic stress conditions.

Generation of rice GM lines expressing AMPs (specifically peptides of the BP100 family) could
be achieved during this Thesis, although several factors must be taken into account.
Nevertheless, the transcriptomic impact of these transgenes on the host plant was lower than
expected. BP100 was chosen as leader peptide of the CECMEL11 library, currently composed
of 125 synthetic peptides designed by means of combinatory chemistry from a hybrid of the
two natural peptides cecropine A and mellitin. Many of the CECMEL11 library peptides display
interesting properties; and BP100 is highly active against the economically relevant plant
pathogens Erwinia amylovora, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria and Pseudomonas
syringae pv. Syringae, whereas it showed reduced toxicity on a mouse model. CECMEL11

peptides have very special chemical properties e.g. small size (only 11 amino-acids), a-helix

XX



structure and strong cationic character (pl [111). From this premise its expression in plants was
a challenge. With the purpose of enlarging the peptide we designed 5 BP100 derivatives
(derBP100) with dimer and trimer structures, where monomeric units were fused through a 4
amino-acids hinge sequence (AGPA) that confers the natural peptide cecropine A structural
flexibility among domains: BP214 (monomer); BP192 (dimer); BP216 (trimer); BP213 (2 BP100
units in reverse orientation) and BP217 (2 units of an enlarged BP100, also in reverse
orientation). Our strategy was constitutive expression coupled to accumulation at the
endoplasmatic reticulum (ER) by fusing the KDEL sequence at the C-terminus of derBP100. This
expression strategy had the double objective of protecting the host plant against derBP100
and at the same time, protecting derBP100 peptides from potential degradation by
proteolytic activities in planta. Chemically synthesized derBP100 peptides were tested in vitro
and showed similar or higher antibacterial activities than BP100 against the target bacterial
species; although similar or higher hemolytic activities (the hemolytic activity is considered a
cytotoxicity indirect indicator). Gene constructs encoding derBP100 were transformed by
Agrobacterium to embryonic rice calluses to generate S-derpb100 GM lines. Our attempts to
generate GM lines quickly evidenced the harmful effect of derBP100 transgenes on the host
rice cell. With the green fluorescence protein (GFP) as a selection marker just 2 GM plants with
bp217 could be obtained. We thus switched to a positive selection strategy (hygromycin
resistance, hpt Il) and monitored the efficiency of the transformation process along the whole
process. The reduced transformation efficiency of all 5 derbp100 sequences (overall around 3%
compared to the control transgene hpt 1) confirmed the phytotoxic effect of derbp100 on host
plant cells. We obtained hygromycin resistant calluses carrying all 5 constructs, but
regeneration of GM plants with bp192 and bp216 was not possible (efficiencies below 1%); and
only a few GM lines with bp217, bp213 or bp214 were viable and fertile (efficiencies of 2%,
3% and 10%, respectively). Massive expression of derbp100 in rice cells seems to entail high
toxicity. derbp100 mRNA levels in homozygous T2 plant leaves was in the range of 1 (bp217) to
30 (bp213 and bp214)—fold the [-act rice endogenous gene: those can be considered as
moderate expression levels, which can probably be achieved only for the less toxic derbp100
transgenes. The lack of an appropriated detection method for plant produced derBP100 forced
us to use indirect evidences to confirm the production of BP100 derivatives in our GM plants
(besides the phytotoxicity and transcription of derbp100). For instance, all S-bp213 and S-
bp217 events obtained showed resistance to Magnaporthe grisea and tolerance to oxidative
stress, as compared to Senia and S-hgr (with only hpt ll), either as a direct or indirect effect of
the transgene expression. Remarkably, GM plants could be obtained that expressed some
derBP100 (i.e. bp217 and bp213), showed resistance phenotypes and at the same time they
had agronomic characteristics not too different from Senia. This seems to depend upon the
specific properties of each derBP100 and the transgene insertion site (which affects the

expression level). For other derBP100, unintended effects on the host plant may be entirely
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different: S-bp214’s agronomic values were strongly different from those of Senia (e.g. 40% its

productivity) although they showed no clear resistance phenotype.

Unexpectedly, S-bp213-5 and S-bp-217-1 GM lines showed only minor transcriptomic
differences compared to Senia, i.e. 0.08% and 0.14% the analyzed sequences, respectively.
These differences were quantitatively similar to those described in other GM lines compared
to their conventional counterparts, and lower that those observed between different
commercial conventional varieties. Most differentially expressed sequences were commonly
regulated both in S-bp213-5 and S-bp-217-1 vs. Senia, and many were regulated in S-afp as
well: some of them could be attributed to the transformation process. S-bp1217-1 was less
similar to Senia than S-bp213-5, and the activation of the ER stress response mechanism was

suggested in these plants.

From the results obtained in this Thesis we can conclude that the impact of the transgene on
the plant host cell can be largely different in different GMOs, ranging from preventing plant
viability or fertility, to barely detectable. Nevertheless, viable and fertile GM plants can be
obtained that show minimal unintended effects while expressing (at moderate levels)
transgenes encoding peptides with phytotoxic properties. The important demonstration that
only around half the unexpected transcriptomic differences between a GM plant and the
conventional comparator can be attributed to the transgene opens the possibility of reducing
such unexpected differences, both by selection of the best transformation event and by
application of transformation technologies which minimize tissue culture. Globally, our results
indicate that it is possible to obtain GM plants substantially equivalent to its conventional

counterparts, and at the same time with improved characteristics.
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Introduccion

Las plantas modificadas genéticamente (MG) son aquellas cuyo genoma ha sido alterado de
forma permanente mediante técnicas de ingenieria genética. Esta modificacion resulta en la
obtencién de nuevas lineas vegetales con caracteristicas especiales. El desarrollo de plantas
MG se basa en una tecnologia innovadora cuyo origen se remonta al afio 1983 y que desde
entonces se ha aplicado a una gran variedad de especies vegetales. En la Ultima década, las
plantas MG han adquirido importancia creciente en aplicaciones como resistencia a estreses
bidticos o abidticos, investigaciones de gendmica funcional, produccién de alimentos
funcionales; o su uso como biofactorias. Las plantas MG destinadas a la produccion de
alimentos o piensos estan sometidas a una estricta legislacion que tiene como objetivo
garantizar la seguridad alimentaria y medioambiental; en la que se exige, entre otras cosas,
que la linea MG sea sustancialmente equivalente a la linea convencional mas prdoxima, a
excepcion del caracter derivado del transgén. Puede darse el caso de que una planta MG
presente algunas diferencias respecto a la planta comparadora convencional, ademas de la(s)
esperada(s): se trataria de diferencias no intencionadas, que en algunos casos pueden
esperarse (por nuestro conocimiento de la fisiologia y la genética vegetal) y en otros casos, no.
Esta tesis profundiza en el estudio de los efectos no intencionados de transgenes que

confieren fenotipos de resistencia a estreses biéticos, utilizando como modelo arroz.

1.1 La planta de arroz como modelo de estudio

La planta de arroz es uno los cereales mds importantes para la humanidad, y supone el
alimento principal del 50% de la poblacion mundial. A nivel global, se cultivan basicamente dos
especies de arroz: Oryza sativa L., la especie asiatica, cultivada en la mayor parte del mundo y
con dos subespecies muy relevantes: indica (O. sativa L. ssp. indica) y japonica (O. sativa L. ssp.
japonica); asi como O. glaberrima Steud, especie africana menos abundante y cultivada sélo a
nivel regional. Debido a la demanda creciente, en los ultimos 30 afios la produccion mundial de

arroz se ha doblado mediante la introducciéon de nuevas variedades mejoradas con mayor
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productividad y mayor resistencia a condiciones ambientales adversas. Aun asi, la cantidad
producida de este cereal se considera todavia insuficiente para cubrir la demanda mundial
(Tyagi et al., 2004). Esto ha llevado a la generacidn, mediante ingenieria genética, de nuevas
variedades mejoradas y resistentes que buscan favorecer la productividad y minimizar las
pérdidas por estreses bidticos o abidticos (como estrés hidrico o salino). La obtencidn de
nuevas variedades por esta via requiere un conocimiento amplio sobre la funcionalidad del
genoma de la planta. De hecho, el arroz es actualmente una de las especies vegetales mas
estudiadas; y ya que ademads esta especie posee unas caracteristicas ventajosas para estudios
bioldgicos, se ha convertido en una especie vegetal modelo. Por ejemplo, el arroz tiene el
genoma de menor tamafio entre las gramineas. Segun el Rice Genome Annotation Project
(RGAP 6.1, http://rice.plantbiology.msu.edu/, consulta realizada en diciembre de 2011;
Ouyang et al., 2007), el genoma de arroz tiene un tamafio de [B70 Mb. Este ha sido
secuenciado por completo en la marco de tres proyectos de investigacion para su
secuenciacién masiva (Goff et al., 2002; International Rice Genome Sequencing Project, 2005;
Yu et al., 2002). El genoma de arroz presenta ademas una similitud y co-linearidad con
genomas de otras especies vegetales importantes como el trigo o el maiz, lo que permite que
muchas funciones génicas sean extrapolables a estas especies. Por otra parte, el arroz es
facilmente transformable genéticamente, de forma que el arroz tiene un papel central en los
estudios de gendmica funcional vegetal. Asi, la comunidad cientifica dispone de herramientas
muy valiosas como los bancos de secuencias asociadas a funciones moleculares o procesos
bioldgicos. Se han llevado a cabo por ejemplo en arroz estudios de gendmica funcional
mediante la construccion de librerias de mutantes. La anulacién (knock-out), represion (knock-
down) o sobre-expresion de determinados genes, inserciones de T-ADN mediante
transformaciones por Agrobacterium, inserciones de transposones y retrotransposones, son
algunas de las técnicas aplicadas. La pdagina de acceso publico SIGnal
(http://signal.salk.edu/RiceGE/RiceGE_Data_Source.html) recoge gran numero de bases de
datos disponibles de acceso publico, con informacidn relevante sobre distintas caracteristicas
del genoma del arroz, asi como de librerias de mutantes generadas por T-ADN, transposones,
etc. Se han realizado asimismo diversos analisis globales de expresién génica en diferentes
tejidos, condiciones ambientales o estadios de crecimiento, utilizando hibridaciones en
microarrays. Ademas, se han obtenido gran numero de secuencias completas de ADN
complementario (ADNc) de clones (Full-length complementary DNA clones FLcDNA), que han
permitido identificar transcritos, exones e intrones, promotores o predecir genes. La
informacidén recogida de la aplicacion de estas tecnologias se encuentra a disposicion publica
en bases de datos. La tabla 1.1 muestra algunas de ellas con la informacion y herramientas

disponibles relativas a diferentes genotipos de la especie Oryza sativa.
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Tabla I.1: Bases de datos de patrones de expresion de arroz

Oryza #

Base de datos Acceso URL sativa sp. Muestras

Rice expresion profile database

(RiceXPro) http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/ Japonica 209

Rice array database (RAD) http://www.ricearray.org/index.shtml Jaﬁ)o;i/;a/ 1790

Rice GE: gene expression atlas http://signal.salk.edu/cgi-bin/Rice GE Jaﬁ)oarl;g;a/ 163

Collection of rice expression profiles http://crep.ncpgr.cn Indica 190

(CREP)

Virtual center for cellular expression . . . .
http://bioinformatics.med.yale.edu/riceatlas/ Japonica 220

profiling of rice

La aplicacidn de estas tecnologias ha servido en la caracterizacidon de genes relacionados con
las caracteristicas agrondémicas de la especie Oryza sativa. Se han identificado genes
relacionados con el rendimiento de produccidn, resistencia a estrés bidtico y abiético, de uso
eficiente de nutrientes asi como la calidad del grano (revisidon Yiang et al., 2011). Algunos

ejemplos se recogen en la tabla |.2.

Sin duda los estudios gendmicos de la especie Oryza sativa han evolucionado enormemente en
la Ultima década. Aun asi existe todavia camino por recorrer, por ejemplo en la relacién entre
el genotipo y el fenotipo, lo que es esencial en programas de mejora agrondmica dirigidos a
una agricultura sostenible. La magnitud de este camino hace necesaria una investigacion
coordinada. Con este propésito, Zhang y colaboradores (Zhang et al., 2008) iniciaron el
proyecto International Rice Functional Genomics Project (IRFGP) con el objetivo (esperado en
2020) de determinar la funcidon de cada gen anotado del genoma de arroz, para identificar la
diversidad funcional de alelos de genes de interés agrondmico y aplicar estos conocimientos a
la mejora genética del arroz. El proyecto conocido como RICE2020 tiene siete puntos clave: (i)
generacion de herramientas y bases de datos disponibles para la comunidad cientifica para el
desarrollo de investigacién gendmica funcional en arroz; (ii) asignacion de funciones bioldgicas
a cada gen anotado; (iii) epigendmica, patrones de expresidn génica y redes reguladoras; (iv)
analisis global protedmico e interaccién proteina-proteina; (v) variacidon natural de Oryza
sativa y sus derivados; (vi) bioinformatica e intercambio de informacion; y (vii) rendimiento del
conocimiento generado en la mejora de la especie arroz. Este proyecto surge con la intencion
de ampliar el conocimiento de una planta modelo como el arroz, cuya informacidn es valiosa
por ser extrapolable a otras especies vegetales de interés nutricional, asi como por la
necesidad de profundizar en la investigacidn de la especie. El cereal arroz se sigue cultivando
en grandes cantidades mediante la aplicacion de pesticidas y fertilizantes que causan graves
problemas medioambientales. Partiendo de esta premisa Zhang (2007) propuso la generaciéon
de la variedad mejorada Green Super Rice. Esta nueva variedad debe poseer resistencia a
patdgenos e insectos, elevada eficiencia de adquisicion de nutrientes, resistencia a estrés

abidticos/bidtico, buena calidad y mayor productividad de grano. Para llegar a tal objetivo es
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necesaria la aplicacion coordinada de la informacidn recogida en estudios de gendmica

funcional y de germoplasmas a la mejora genética del arroz.

Tabla I.2: Ejemplos de genes de arroz relacionados con funciones de interés agrondmico

Caracteristica Agronémica

Ahijamiento

NUmero semillas

Peso de la semilla

Resistencia a estrés biético

Xanthomonas oryzae

Magnaporthe grisea

Resistencia a estrés abidtico

Hidrico

Salino

Hidrico y salino

Submercién

Gen
OsTB1/FC1
DWARF10
LOG

LRK1

GIF1

RISBZ1

Gen
Xal
Xal3
Xa33
Pib
Pi37
Pi321

Pi54

Gen
DSM2
OsGH3.13
OsKAT1
OsCIPK15
SNAC1
DST
OsNAC10

SubiA

Proteina codificante
TCP factor de transcripcion

Dioxigensasa 8

Enzima activadora de citoquinina

Receptor LRR tipo quinasa
Invertasa de pared celular

Factor basico leucin zipper

Proteina codificante
NBS-LRR

Tranportadora de azucar
No identificada

NBS-LRR

NBS-LRR

Proteina rica en prolinas

No identificada

Proteina codificante

Hidroxilasa B-caroten

Acido indol acético (IAA) amido sintetasa

Canal de potasio
Quinasa tipo calcineurin B

Factor de transcripcion NAC

Factor de transcripcion Zinc finger

Factor de transcripcion NAC

Factor de respuesta a etileno

SNORKEL1/2 Factor de respuesta a etileno

Referencia

Minakuchi et al., 2010
Arite et al., 2007
Kurakawa et al., 2007
Zha et al., 2009

Wang et al., 2008

Kawakatsu et al., 2009

Referencia
Yoshiruma et al., 1998
Chu et al., 2006
Podishetty et al., 2011
Wang et al., 1999

Lin et al., 2007
Fukuoka et al., 2009

Gupta et al., 2011

Referencia

Du et al.,2010
Zhang et al., 2009
Obata et al., 2007
Xiang et al., 2007
Hu et al., 2006
Huang et al., 2009
Jeong et al., 2010
Xu et al., 2006

Hattori et a/., 2009

1.2 Transformacidn genética

Un organismo MG (OMG) se define de acuerdo con la directiva de la Unién Europea

(2001/18/EC) como un organismo cuyo material genético ha sido modificado por una via que

no ocurre por recombinacidn genética natural. Sélo organismos que se han obtenido mediante

métodos biotecnolégicos como ADN recombinante, tecnologia de transferencia de ADN celular

o técnicas de fusidon de protoplastos (la fusién ocurre también por métodos que no ocurren

naturalmente) estan considerados bajo esta definicién. Técnicas como fertilizacion in vitro,
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transformacidon natural e induccién de poliploides, estdn especificamente excluidas de la
definicion. Incluso, organismos modificados mediante mutagénesis o fusién celular (con
intercambio de material genético) aplicada a la mejora convencional no estan considerados
OMG.

Aunque las plantas MG estan definidas a partir del uso de una técnica mediante la cual se
introduce un gen heterdlogo en la célula vegetal, la obtencion de plantas MG incluye procesos
adicionales. La transformacién de plantas se divide en dos grandes bloques: (i) insercion del
ADN de interés en el genoma de la célula huésped y (ii) propagacidn y regeneracion de la
célula transformada en planta. La insercién de un fragmento de ADN de interés en el genoma
de una célula huésped se realiza mediante el uso de técnicas de ingenieria genética. Las
tecnologias mas utilizadas hoy en dia se basan en principios diferentes pero todas ellas se han
mostrado eficaces. Estas se dividen en (i) transformacién mediada por Agrobacterium, vector
bioldgico que participa del proceso de transferencia; y (ii) métodos de transformacién genética
directa, también llamados fisicos, mediante los cuales, por distintos mecanismos, se introduce

el ADN en la célula.

Transferencia de ADN

A. tumefaciens y A. rhizogenes son especies bacterianas Gram-negativas fitopatdgenas,
capaces de transferir de manera natural un fragmento de ADN a células huéspedes vegetales.
El uso de Agrobacterium como herramienta de ingenieria genética vegetal se utilizd por
primera vez en el afio 1983 (Barton et al., 1983; Herrera-Estrella et al., 1983), después de una
larga etapa de investigacién y mejoramiento técnico desde el descubrimiento de este género
bacteriano. El género Agrobacterium comprende cuatro especies fitopatdgenas, dos de ellas
ampliamente estudiadas (A. tumefaciens y A. rhizogenes) e identificadas en el afio 1907 (Smith
y Townsend, 1907). Ambas especies son capaces de infectar una amplia variedad de especies
de dicotileddneas y tienen como diana de infeccién las heridas, atacando células individuales y
provocando su proliferaciéon. A. tumefaciens causa “tumores”, enfermedad que se conoce
como agalla de la corona y A. rhizogenes induce la proliferacion de raices dando lugar a la
enfermedad denominada raiz en cabellera. La capacidad patogénica de estas bacterias esta
asociada a la presencia de pldsmidos mediante los cuales son capaces de introducir
fragmentos de ADN en el genoma de la planta huésped. A. tumefaciens es la especie mas
utilizada para la transformacién genética de plantas y cuyo mecanismo de accién ha sido mas
ampliamente estudiado (Gelvin, 2003; Lacroix et al., 2006; Tzfira y Citovsky, 2006; Vasil, 2008;
Veluthambi et al., 2003). La transformacién genética de la célula huésped ocurre mediante la
transferencia de un fragmento de ADN (T-DNA, transfer-DNA) en el genoma cromosomal de la

célula huésped. El T-DNA deriva del plasmido Ti (tumor-inducing), que se encuentra de forma



Introduccion

natural en Agrobacterium y es el responsable del caracter patogénico de la bacteria.
Agrobacterium es capaz de transformar la célula (transferir el T-DNA), hacerla dividir
(formaciéon del “tumor”) y proliferar ella misma. El detonante de la infeccién por
Agrobacterium son los compuestos fendlicos (como la acetosiringona) liberadas por células
vegetales heridas, asi como moléculas de azlcares liberadas por la células vegetales como
respuesta a la infeccidon patdgena, las cuales inducen la expresidon coordinada de los genes de
virulencia (vir) presentes en el plasmido Ti de Agrobacterium (Stachel et al., 1986). La regién
de virulencia del plasmido Ti (de alrededor de 30 Kb) esta organizada en operones esenciales
para la transferencia del T-DNA (vir A, vir B, vir D, vir E, vir G). El fragmento de T-DNA incorpora
una serie de genes que codifican hormonas vegetales reguladoras del crecimiento, y proteinas
de sintesis de opinas. EI T-DNA esta delimitado por dos repeticiones directas imperfectas de 25
pares de bases (pb) que lo flanquean, llamadas bordes izquierdo y derecho (Left Border, LBy
Right Border, RB): el fragmento de ADN ubicado entre ellos es el que se transfiere al genoma
de la planta huésped. Este fendmeno, la transferencia de un fragmento de ADN de un
organismo procariota a uno eucariota, se ha utilizado pues en los avances biotecnoldgicos para
la introduccion de nuevos genes en plantas. El T-DNA se ha substituido por genes codificantes
de proteinas de interés y un gen marcador para la seleccion de las células transformadas. El
pldsmido Ti de Agrobacterium es un megapldsmido de [R00 Kb, motivo por el cual fue
necesaria la modificacion del sistema para facilitar su manipulacion. Un avance muy
importante fue la generacion de un sistema binario de vectores (Hoekema et al., 1983),
aprovechando que las proteinas de virulencia del plasmido Ti pueden actuar en trans. Asi, se
utilizan cepas de Agrobacterium que incluyen un plasmido Ti sin T-DNA pero que mantiene los
genes de virulencia para la transferencia de ADN: estos genes permitiran la transferencia del T-
DNA de interés, clonado en otro plasmido (lanzadera), motivo por el cual se denomina
pldsmido helper. El plasmido lanzadera es de tamafio relativamente pequefio, de facil
manipulacion y presenta un amplio espectro de replicacion, pudiéndose trabajar con él en las

cepas de E. coli mas utilizadas para clonajes.

La primera transformacién genética se remonta al afio 1983, cuando se transfirid y expresoé un
gen exdgeno en tabaco (Herrera-Estrella et al., 1983). En los afos posteriores se transformaron
distintas especies de plantas dicotileddneas, huéspedes naturales de Agrobacterium. Las
monocotileddneas, en cambio, no son huéspedes naturales de Agrobacterium, de forma que
especies econdmicamente importantes como los cereales no pudieron transformarse hasta
mas tarde. El arroz se transformad en el afo 1994 después de varios intentos y del desarrollo de
un proceso de transformacioén eficiente y reproducible (Hiei et al., 1994). Mas tarde, plantas
como el maiz (Ishida et al., 1996), el trigo (Cheng et al., 1997) o la cafia de azucar (Enriquez-

Obregoén 1997, 1998; Arencibia et al., 1998) se modificaron genéticamente con éxito.
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Existen otros métodos de transformacidn de células vegetales, como fusién de protoplastos,
electroporacion y biolistica. La biolistica, o bombardeo de particulas, ha sido una de las
técnicas mas utilizadas para la transferencia directa de ADN desde que se utilizé con éxito para
la transformacidn de células de la epidermis de cebolla (Klein et al., 1987). En pocos afios se ha
aplicado a una gran variedad de especies y tejidos vegetales, como maiz (Fromm et al., 1990),
cafia de azucar (Bower y Birch, 1992), trigo (Vasil et al., 1992), arroz (Christou et al., 1991) y
algodén (McCabe y Martinell, 1993). Esta tecnologia se basa en la transferencia directa de
fragmentos de ADN, adheridos a pequefias particulas de oro o tungsteno, a la célula huésped.
Estas particulas son sometidas a un proceso de aceleracion, de forma que sean capaces de
perforar la pared y membranas celulares y liberar el ADN, en algunos casos sin causar dafios
irreversibles a la célula (Sandford et al., 1993). El sistema de bombardeo mediante helio
comprimido fue el primer sistema de aceleracién utilizado en el bombardeo de particulas
(Biolistic’ PDS-1000/He Particle Delivery System) (Kikkert, 1993). Hoy en dia existen otras
tecnologias, como PIG (particle inflow gun) o ACCEL™ (aceleracién mediante descarga
eléctrica) (Shewry et al., 2008). La biolistica ha supuesto la posibilidad de transformar especies
vegetales y tejidos que se mostraban dificiles de transformar mediante Agrobacterium. Sin
embargo, el método presenta algunas limitaciones, ya que se dan con frecuencia fenémenos
como la insercion de un nimero elevado de copias del transgén (enteras y/o truncadas, ya que
la secuencia de ADN insertada no es de longitud definida), silenciamiento génico o
reordenamientos gendmicos. Aunque la insercion de mds de una copia también es posible en
el caso de Agrobacterium, el nimero de copias que se incorpora acostumbra a ser
relativamente bajo (Shewry et al., 2008). Ademas A. tumefaciens posee un mecanismo natural
muy eficiente para transferir, al nucleo celular, el T-DNA que contiene el transgén y producir
una integracién en regiones cromosdmicas con actividad transcripcional. Generalmente los
patrones de insercidn de transgenes son mas sencillos en comparacion a los producidos por el
método biolistico. Estas diferencias entre los dos métodos presentados hacen que el método
de transformacion por Agrobacterium sea el mas utilizado cuando la especie a transformar lo
permite. Tanto para el desarrollo de nuevas variedades comerciales como para la investigacion
basica de expresion de transgenes, es deseable disponer de inserciones simples y bien

definidas molecularmente.

Regeneracion, seleccion y aclimatacion

Los protocolos de transformacion gendmica estable requieren procesos de cultivo in vitro para
la obtencién de una planta a partir de una célula transformada. En plantas, las células de un
individuo poseen la capacidad necesaria para permitir el crecimiento y el desarrollo de un
nuevo individuo completo, sin que medie ninguin tipo de fusién de células sexuales

(totipotencialidad celular, caracteristica de las células meristematicas y que disminuye con el
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grado de diferenciacién de las células, aunque puede revertirse en cultivo). Las células
vegetales cultivadas in vitro pueden desdiferenciarse mostrando crecimiento tumoral
formando callos, que en las condiciones adecuadas pueden generar érganos o embriones
somaticos (organogénesis o embriogénesis indirecta); o bien formar directamente érganos
(organogénesis) o embriones (embriones somaticos) (Shewry et al.,, 2008). Dado que la
manipulacién genética requerida para introducir los transgenes se da a nivel de una célula, es
necesario desarrollar una tecnologia de cultivo de tejidos in vitro adecuada para cada especie
vegetal. De este modo, las células inicialmente transformadas regeneraran, mediante
propagacion vegetativa, una planta completa donde todas las células contendran el mismo
transgén en la misma posicion gendmica. Este paso es el factor limitante en la obtencion de
plantas transgénicas de determinadas especies. Las lineas de arroz MG presentadas en esta
tesis se obtuvieron mediante la transformacién con Agrobacterium de callos generados a partir

de embriones.

Debido a la baja eficiencia de la integracidn de ADN, es indispensable la utilizacién de un
sistema de seleccidn de las células transgénicas que se quieren utilizar para regenerar plantas.
El objetivo es en general evitar el crecimiento de aquellas células no transformadas y permitir
la division de las células que han incorporado y pueden expresar el ADN de interés. Los
sistemas de seleccién requieren la inclusion de un gen de seleccién en el fragmento de ADN
transferido a la célula. Requieren también la visualizacién de la caracteristica derivada de la
expresion del gen de seleccion, que frecuentemente implica la adicion de un agente de
seleccion en el medio de cultivo de las células transformadas (Shewry et al., 2008). Los
sistemas de seleccion positiva se han utilizado ampliamente. Entre los mds comunes se
encuentran las resistencias a antibidticos y herbicidas (Sundar y Sakthivel, 2008), siendo los

genes de seleccién mas utilizados:

- npt ll: codifica la enzima neomicina fosfotransferasa, que inactiva antibiéticos de la
familia de los aminoglucésidos (Bevan et al.,, 1983; Fraley et al., 1983). El
antibidtico mds comun es la kanamicina.

- hpt Il: aislado de E. coli, codifica la enzima higromicina fosfotransferasa, de la
familia de los aminoglucésidos fosfotransferasa. Confiere resistencia al herbicida
higromicina B (Waldron et al., 1985).

« bar, de Streptomyces hygroscopicus: codifica la enzima fosfinotricina
acetiltransferasa (PAT) (Waldron et al., 1985; White et al.,, 1990). Esta enzima
acetila el principio activo glufosianato de amonio (PPT), incluido en muchos
herbicidas comerciales (p.ej. Bialaphos, Finale o Basta), a una forma no tdxica.
Consecuentemente, sélo aquellas células que incorporan el gen son capaces de

sobrevivir en presencia de PPT.
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Una de las causas de preocupacion acerca de los OMG en términos de seguridad humana,
animal y ambiental esta relacionado con la transferencia horizontal y vertical de transgenes,
incluidos los genes de seleccidn, particularmente aquellos que confieren resistencia a
antibidticos (Darbani et al., 2007; ISAAA, 2009). El uso de sistemas de seleccién positiva
representa una alternativa. Se trata de genes que permiten p.ej. la fermentacidon de
determinados hidratos de carbono. Asi, el gen manA, aislado de E. coli (Miles y Guest, 1984),
codifica la enzima fosfomanosa isomerasa (PMI) que convierte la manosa-6-fosfato a fructosa-
6-fosfato, de forma que las células pueden utilizar manosa como fuente de hidratos de

carbono (Joersbo et al., 1998).

Otro tipo de seleccidn la presentan aquellos genes que codifican proteinas que mediante su
expresion permiten visualizar las células transformadas. Esta aproximacion no requiere el uso
de aditivos en el medio y consecuentemente las células no transformadas también creceran el
medio de cultivo. Las selecciéon de la células transformadas se realiza pues, manualmente

(ISAAA, 2009). Los genes de este tipo mas usados son:

- uidA, aislado de E. coli, que codifica la enzima —glucuronidasa (GUS) (Jefferson et
al., 1986). Esta enzima hidroliza el sustrato incoloro 5-bromo-4-chloro-3-indolil-f3-
D-glucésido (X-GLU) a un compuesto que forma el precipitado azul diXH-indigo. Se
requiere la adicidn del sustrato.

- gfp, codificante de la proteina verde fluorescente de Aequorea victoria, que emite
luz verde fluorescente cuando se expone a una fuente de luz ultravioleta (Ormo et
al.,, 1996). Esta aproximaciéon permite la monitorizacién de la expresion del
transgén en células o incluso plantas enteras. Aunque la seleccion mediante GFP es
ampliamente utilizada en la transformacion genética, otras proteinas de
caracteristicas similares como AmCyan, ZsGreen, AsRed, DsRed, HcRed y ZsYellow

son igualmente aplicables.

Aunque estas proteinas permiten un sistema de seleccion sostenible, algunas investigaciones
se han centrado en el desarrollo de plantas MG libres de genes marcadores, eliminado a
posteriori el gen marcador del genoma de la planta huésped. El sistema mas simple para llegar
a este objetivo se basa en la co-transformacion de los genes de seleccidn y de interés, de
forma que cada uno se integre en un locus diferente del genoma. Posteriormente se pueden
seleccionar en las generaciones sucesivas aquellos segregantes que Unicamente incorporen el
transgén de interés. Los métodos utilizados se basan en: i) la introduccidon de dos T-DNA
incorporados en dos cepas de Agrobacterium, ii) el uso de una cepa de Agrobacterium
transformada con dos vectores de transformacién independientes o iii) la introduccion de dos

secuencias de T-DNA en zonas separadas de un mismo vector de transformacion.

11
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Alternativamente, existen formas de eliminar el gen marcador basadas en recombinacién
especifica (site-specific), transposones o recombinacion intracromosomal (Miki y McHugh,
2004).

Una vez obtenida la plantula MG en cultivo in vitro, debe someterse a un cambio de las
condiciones de cultivo para seguir su desarrollo en invernadero. Este es un proceso critico,
especialmente para algunas especies. La plantula cultivada in vitro crece en condiciones
altamente controladas tanto a nivel de sustratos como ambientales. El medio de cultivo es rico
en azlcares y hormonas, por lo que los niveles de fotosintesis son reducidos y la planta se
encuentra en un estado de desequilibrio hormonal. Ademas, las condiciones ambientales son
de humedad elevada y constante, reducida concentracidon de CO, y baja actividad luminica, lo
que conlleva un intercambio gaseoso restringido. El cultivo in vitro requiere condiciones de
trabajo asépticas, generando un estado de ausencia de bacterias y hongos que no se da en la
naturaleza. Todas estas condiciones hacen que la planta se encuentre en un estado anormal,
adquiriendo una anatomia distinta p.ej. miniaturizacién, cuticulas mas delgadas, cambios
fisiolégicos como estomas no funcionales o hasta variaciones en los tejidos de los drganos,
como la ausencia de raices. El paso de las condiciones de cultivo in vitro a cultivo en
invernadero o en campo requiere un proceso de aclimatacién, que consiste en propiciar de
forma paulatina una serie de cambios en las plantulas provenientes del cultivo in vitro,
destinados mayoritariamente a aumentar la capacitad fotosintética, controlar la pérdida de
agua, la absorcidn radicular (enraizamiento) y reforzamiento foliar. Para llegar a estos
objetivos las plantas se someten a cambios ambientales graduales durante un periodo de

tiempo que, dependiendo de la especie vegetal, puede durar hasta semanas.

1.3 Aplicaciones de la transgénesis

Desde la primera planta MG en el aiio 1983 (Barton et al., 1983; Herrera-Estrella et al., 1983)
ha sido posible la introduccion de una gran variedad de genes en plantas, con finalidades muy
diversas. La utilizacion de plantas MG no ha quedado restringida solamente a la obtencion de
nuevas variedades de interés agronédmico, sino que se han obtenido por ejemplo, plantas con
mejores caracteristicas nutricionales o plantas de interés industrial. Ademas, las plantas MG
suponen una herramienta valiosa en la investigacién de gendmica funcional. En este apartado
se presentan diferentes aplicaciones de las plantas MG.

7 .

Investigacion basica

Las plantas MG constituyen una herramienta de gran importancia en la investigacidn basica de

la biologia de plantas. Los principales objetivos de esta aplicacion se centran en la
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comprensidn de las funciones de determinados genes (en relaciéon p. ej. con el metabolismo y
los procesos bioldgicos de la planta), asi como en el descubrimiento de genes relacionados con
los caracteres fisiologicos, fenotipicos, de respuesta a estimulos exdgenos, etc. Para ello se
recurre a técnicas de ingenieria genética que permiten la alteracién de la expresién de

determinados genes para comprender asi sus funciones especificas.

Una de las técnicas aplicadas es la mutagénesis insercional, que se basa en la introduccion de
un elemento transponible en el genoma de la planta huésped, el cual sirve de marcador
molecular del gen interrumpido. Esta técnica ha permitido la generacién de librerias de
mutantes fenotipicos, de las cuales se han podido identificar mutantes de interés para estudiar
y comprender la funcidon del gen interferido que se puede identificar mediante la
secuenciacién de la zona flanqueante del lugar de insercién (flanking site tag, FST). Esta
técnica se ha aplicado en gran medida en la planta modelo Arabidopsis thaliana y se ha
extendido también a otras especies como arroz, de gran importancia por la similitud genémica

con otros cereales, también de interés nutricional (Schoof y Karlowski, 2003).

Otras tecnologias permiten la reduccién de expresion (knocking-down) o el silenciamiento de
genes asi como su completa anulacién (knocking-out). Las estrategias aplicadas disponibles
para tales objetivos se basan en la introduccién de secuencias antisentido de ARN (Bourque,
1995), la co-supresion (Napoli et al., 1990; van der Krol et al., 1990), ARN interferente (ARNi)
(Baulcombe, 2000) y silenciamiento de genes mediado por virus (virus-induced gene silencing,
VIGS) (Fire et al., 1998) las cuales son aproximaciones de silenciamiento post-transcripcional.
La interferencia mediante ARN es un fendmeno de silenciamiento de genes a través de la
degradacion del ARN mensajero (ARNm) o la inhibicidn de la traduccidn, para la regulacion de
la expresion génica, el control del desarrollo, la defensa celular frente a virus, transposones o
transgenes. Las moléculas de ARN causantes del silenciamiento pueden ser sintéticas, viricas o
genes nucleares transcritos; y pueden distinguirse dos tipos de ARNi: ARN interferente
pequefio [(ARNip), en inglés small interferring RNAs (siRNA)] de virus, transgenes,
transposones o loci gendmicos de plantas; y microARN (miARN) derivados de regiones
gendmicas no codificantes. Los ARNip (de 21 a 24 nucleétidos) se forman a partir de moléculas
de ARN de doble cadena (ARNdc) mediante hidrdlisis por el enzima DICER (Bernstein et al.,
2001). La cadena guia de los ARNip se incorpora en un complejo de silenciamiento inducido
por ARN (RISC) y se une al ARNm diana (por homologia de secuencia), de forma que se induce
la degradacién de la misma por la proteina Argonauta, unidad catalitica del complejo RISC (Liu
et al., 2004, Song et al., 2004; Baykal y Zhang, 2010). La tecnologia de ARNi se presenta como
una herramienta potente de ingenieria genética de plantas para alterar la expresidon génica y
obtener mejores caracteristicas como reduccion de toxinas o compuestos alergégenos, mejor

valor nutritivo o resistencia a estrés sin la expresiéon de nuevas proteinas. En una primera
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aproximacion, se introduce un transgén consistente en una molécula de ADN compuesta por
las dos cadenas complementarias de una secuencia, separadas por un fragmento de ADN, por
ejemplo un intrén. EI ARN resultante puede formar una estructura en doble cadena con
horquilla (hairpin, hoRNA). Esta técnica ha resultado efectiva en numerosas especies vegetales
(Nunes et al., 2006). Sin embargo, estas largas secuencias hpRNA puede causar silenciamiento
inespecifico de genes no diana (Xu et al., 2006). Una segunda generacién de vectores de ARNi
se basa en miARNs, cuya actividad depende no sélo de la secuencia sino también de su
estructura secundaria, mostrandose mds especificos. Las secuencias de miARN son de cadena
sencilla, tienen unos 21 nucledtidos y son generadas enzimaticamente a partir de precursores
de RNA mas largos, que se pliegan sobre si mismos formando estructuras reconocidas e
hidrolizadas por proteinas de la familia DICER. Interaccionan también con el RISC y se unen por
complementariedad de bases con moléculas de ARNm, lo que causa la digestion del ARNm
diana o su inhibicién traduccional. Recientemente se ha desarrollado una tecnologia de
miARNs sintéticos basados en secuencias de miARNs naturales con sustituciones que, sin
modificar la estructura secundaria de los mismos, si modifican la especificidad de secuencia.
Este método ha demostrado ser eficaz en Arabidopsis (Alvarez et al., 2006; Schwab et al.,
2006), tabaco (Alvarez et al., 2006), tomate (Alvarez et al., 2006) y arroz (Warthmann et al.,
2008).

Mejora agrondmica y nutricional

Sin duda la ingenieria genética se ha convertido en una tecnologia importante en el campo de
la mejora vegetal. La modificacidon genética, como la mejora clasica, tiene como objetivo la
obtencion de plantas con mejores propiedades agrondmicas, nutricionales y/o de calidad del
cultivo. Adicionalmente, permite la introduccidn de nuevas caracteristicas que no existian
previamente en la especie. Si la caracteristica deseada no esta presente en ninguna de las
variedades que se pueden cruzar, alternativas a la transformacién genética serian la aplicacién
de agentes mutagenos quimicos o radiaciones ionizantes (Ahloowalia y Maluszynski, 2001). Sin
embargo, estas técnicas de mutagénesis no dirigida introducen mutaciones no esperadas, lo
que podria suponer un riesgo para la salud o el medio ambiente. La transformacién génica
supone en muchos de estos casos la mejor opcidn, permitiendo la introducciéon de un gen de

otra especie para obtener una caracteristica deseada.

La mayor parte de las variedades de plantas MG actualmente comercializadas incorporan
transgenes destinados a la mejora de caracteristicas agrondmicas (cultivo y/o productividad).
Desde el inicio de la comercializacion de OMGs en el afio 1996 hasta la actualidad, la
caracteristica mas dominante entre las variedades MG es la resistencia a herbicidas, presente

en variedades comerciales de soja, maiz, colza, algoddn, remolacha, alfalfa, arroz, tabaco, trigo
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entre otros (ISAAA, 2010; Agbios Database). Este tipo de variedades ocupan un 61% de
superficie cultivada a nivel global. Las variedades con resistencia a insectos y aquellas con dos
o tres modificaciones (stacked events) ocuparon un 17% y un 22% del drea mundial cultivada,
respectivamente. Se ha modificado una gran variedad de especies vegetales con transgenes
que les confieren resistencia a patdgenos, salinidad, estrés hidrico o que presentan madurez
retardada. Este tipo de plantas MG, que suponen bdsicamente una ventaja para los
agricultores, constituye una primera aplicacion de la ingenieria genética y se conoce como la
primera generacién de plantas MG. Actualmente existen variedades resistentes a cuatro
herbicidas diferentes: glifosato, oxinil, glufosinato e imidazolinon (Agbios Database,
www.agbios.com). La soja con tolerancia a glifosato fue la primera planta MG tolerante a un
herbicida que se comercializd (Padgette et al., 1995). Incorpora el gen de la enzima 5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa (epsps), aislada de la bacteria A. tumefaciens, que le
confiere tolerancia a glifosato, el compuesto activo del herbicida Roundup®. Hoy en dia muchas
especies vegetales MG comerciales incorporan un transgén codificante de EPSPS (p.ej.
remolacha, colza, algoddn, alfalfa, trigo y maiz). Por otra parte, se han desarrollado plantas
resistentes a insectos mediante la introduccién de distintas formas del gen cry de la especie
bacteriana Bacillus thuringiensis (de Maagd et al., 1999). Este tipo de caracteristica se ha
introducido en una gran variedad de especies vegetales comerciales como algoddn, tomate,
patata o maiz (Agbios Database, www.aghios.com). Existen también diversas variedades
comerciales MG a las que se ha conferido resistencia a virus. En la ultima década se han
desarrollado lineas MG con mas de una caracteristica, como p.ej. resistencia a insectos y
tolerancia a herbicida; o con resistencia a distintos tipos de insectos. Estas lineas, conocidas
como lineas con genes superpuestos o stacked events, resultan del cruzamiento de dos (o mas)
lineas MG independientes. La expresion de transgenes codificantes de péptidos
antimicrobianos (PAM) en plantas como estrategia de mejora agrondmica para la
autoproteccién proteccion de la planta ha resultado también eficaz en numerosos casos.
Aunque la sintesis de PAM con caracteristicas extremas puede presentar un reto para la planta
(mostrado en esta tesis) la finalidad de dicha estrategia presenta la ventaja de no requerir
grandes acumulaciones de proteina ni tampoco su procesado. Existen numerosos ejemplos de
variedades vegetales modificadas con resistencia a hongos, bacterias, insectos, herbicidas,

estreses salinos o hidricos (tabla 1.3).

Algunas variedades MG autorizadas presentan otro tipo de caracteristicas, concretamente
mejoras nutricionales (p. ej. colza o soja con contenidos de acidos grasos modificados; o maiz
con alterada composicién en aminodcidos), o modificaciones que afectan el procesado de los
frutos (p. ej. tomate o meldn con maduracidn retardada; o maiz con alfa-amilasa
termoestable). Mas recientemente se han desarrollado variedades con niveles de almiddn,

aceites y proteinas alteradas. Un ejemplo muy reciente lo presenta la patata Amflora,
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aprobada para liberacidon al medio ambiente el 02.02.2010 por la comisidon de la Unidn
Europea (http://www.gmo-compass.org). Presenta alterados los porcentajes de amilosa y
amilopectina como consecuencia de la inhibicidn biotecnoldgica de la expresion de la proteina
almiddn sintasa unida a granulos (GBSS), que es responsable de la biosintesis de la amilosa.
Asi, el almidén de esta nueva variedad de patata estd esencialmente formado por
amilopectina, el componente con mayor interés industrial, de forma que no es necesario el
procesado del almidén para eliminar la amilosa, lo que supone un ahorro energético y

econdmico importante para la industria del almidén.

Una aproximacion que actualmente se encuentra en desarrollo es la insercién de varios genes
en el genoma de la planta huésped para la obtencion de nuevas variedades de interés
mediante la alteracion de rutas metabdlicas compuestas. Un ejemplo conocido es el Golden
Rice, un arroz modificado para sintetizar y acumular la provitamina A (3—caroteno) en el
endospermo de la semilla. Ha sido modificado mediante Agrobacterium y se han introducido
tres enzimas esenciales para la sintesis de [-caroteno codificadas por los genes phytoene
synthase (psy) de Narcisus pseudonarcisssus, phytoene desaturase de Erwinia uredovora y
lycopene B—cyclase de Narcisus pseudonarcisssus (Ye et al., 2000). En el afio 2005 se mejord
esta variedad mediante la sustitucion del gen psy de narciso por el psy de maiz. Esta
modificacién generd la variedad Golden Rice2, con mayores niveles de [3-caroteno (Paine et al.,
2005). La comercializacidon de Golden Rice esta prevista para el afio 2013 (ISAAA, 2010). Estas
nuevas variedades con propiedades nutricionales mejoradas se conocen como los OMG de
segunda generacion (Robinson, 2002). Otros ejemplos serian las plantas oleaginosas con
elevado contenido en aceite tocoferol en la semilla (Karunanandaa et al., 2005), el maiz con
elevados niveles de vitamina C (Chen et al., 2003), el arroz con elevado contenido en hierro
(Luca et al.,2006); o la soja con acumulacion de acidos grasos poli-insaturados (PUFAs) (Chen
etal., 2006).

Tabla I.3: Ejemplos de plantas MG como estrategia de autoproteccion

Planta huésped Transgén Resistencia Referencia
Proteinas

Arabidopsis Dehidroascorbato reductasa Estrés salino Ushimaru et al., 2006
Arroz crylCal de Bacillus thuringiensis Insecto Zaidi et al., 2009
Arroz Superdxido dismutasa de guisante Estrés hidrico Wang et al., 2005
Arroz Inhibidor de proteasa de maiz (mpi) Insecto Vila et al., 2005
Arroz CrylB / CrylAa de Bacillus thuringiensis Insecto Breitler et al., 2004
Cacahuete Chitinasa de arroz Hongos Igbaletal., 2011
Remolacha Acetolactato sintasa de Arabidopsis Herbicida Kishchenko et al., 2011
Alamo Factor de respuesta etileno de tomate Estrés salino Liet al., 2009

Sandia HAL1 de Saccharomyces cerevisiae Estrés salino Ellul et al., 2003
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Tabla 1.3 (Continuacién): Ejemplos de plantas MG como estrategia de autoproteccién

Planta huésped Transgén Resistencia Referencia

Péptidos antimicrobianos

Arroz Tanatina Hongos Imamura et al., 2010
Arroz Cecropina B Bacterias Sharma et al., 2000
Arroz Cecropina A Hongos Coca et al., 2006

Arroz Proteina antifingica AFP Hongos Coca et al., 2004

Arroz Defensina DrB1 Insecto Choi et al., 2009

Cebada Metchnikowin Bacterias Rahnamaeian et a/., 2009
Cebada Lactoferrina humana Herbicida Tanasienko et al., 2011
Tabaco Sarcotoxin IA Bacterias y hongos Mitsuhara et al., 2000
Tabaco MsrA2 / temporin A Patologias generales Yevtushenko et al., 2007
Tabaco Andlogo de magainina Patologias generales Lietal. 2001

Tabaco Hibrido CecA-Melitina Hongos Yevtushenko et al., 2005
Tomate Cecropina B Bacterias Janetal., 2010

Trigo Defensina Bacterias Lietal. 2011

Patata Defensina Hongos Gao et al., 2000

Patata Stacked: AP24 osmotine/dermaseptin/lisozima Bacterias y hongos Rivero et al., 2011

Plantas biofactoria

La tercera generacién de plantas MG se encuentra actualmente en proceso de expansion, y se
conoce como Plant Molecular Farming (PMF), o uso de plantas como biofactoria o bioreactor
para la produccidn de proteinas recombinantes o metabolitos secundarios de interés
farmacoldgico, industrial, fitopatoldgico, etc. La primera proteina recombinante expresada en
plantas fue una hormona de crecimiento de origen humano en tabaco, y se publicé en 1986
(Barta et al., 1986). El potencial de la plantas MG para su uso como biofactoria no se reconocio
hasta el afio 1997 cando se expreso la proteina recombinante avidina (de huevo) en maiz, con
un objetivo comercial (Hood et al., 1997). Desde entonces ha sido posible la sintesis en planta
de una gran variedad de biomoléculas, como anticuerpos, vacunas, hormonas, citosinas,
enzimas o polimeros. El mercado de productos biofarmacéuticos recombinantes representé en
el afio 2007 el 10 % del mercado global farmacéutico. Estos datos reflejan la necesidad de
alternativas innovadoras para la produccion de compuestos de valor afadido a bajo coste,
puesto que la sintesis quimica supone un elevado coste econdmico y resulta inviable para
sustancias sin un valor afiadido muy elevado. Las técnicas biotecnoldgicas mas consolidadas
abarcan cultivos de microorganismos (bacterias, levaduras), cultivos de células vegetales o
animales, y plantas MG. Cada uno de estos sistemas tiene por supuesto sus ventajas y
desventajas, dependiendo del tipo de proteina a expresar, su finalidad y su aplicacién. Los

cultivos de células de mamifero MG presentan a menudo ventajas puesto que son capaces de
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introducir modificaciones post-traduccionales similares a las que se producen en células
humanas: ello es especialmente relevante en el caso de proteinas cuya estructura vy
modificaciones post-traduccionales son necesarias para la conservacién de su actividad, p. ej.:
para usos farmacoldgicos humanos (Andersen y Krummen, 2002). El uso de cultivos
microbianos es ventajoso desde un punto de vista econdmico (Baneyx 1999). Sin embargo,
pueden presentar limitaciones en algunos casos, como para la sintesis de péptidos o proteinas
con actividad antibacteriana, o si éstas se requieren en grandes cantidades. La expresion de
proteinas antibacterianas mediante este sistema requiere modificaciones en la secuencia para
reducir su actividad frente a la célula huésped (lo que puede conllevar una disminucion
considerable de su actividad contra los organismos diana). Existen ejemplos de proteinas de
fusidn (Li, 2009), o incluso de modificaciones para la acumulacion de dichas proteinas en forma
de cuerpos de inclusion inactivos (Kim et al., 2006). Estas modificaciones requieren largos y
costosos procesos de optimizacidn y purificaciéon de las proteinas recombinantes. Aun asi, la
expresiéon recombinante de péptidos antimicrobianos en células E. coli ha sido posible en
varias ocasiones como para la sintesis de lactoferrina (Feng et al., 2006; Kim et al., 2006),

adenoregulina (Cao et al., 2005) y un hibrido de cecropina A y magainina (Xu et al., 2007).

Adicionalmente, el uso de plantas MG ha mostrado ser eficiente para la produccién de grandes
cantidades de diversas proteinas, como vacunas, anticuerpos u hormonas de crecimiento. La
capacidad de las plantas de acumular grandes cantidades de biomasa hace posible la
produccién de moléculas a gran escala y a bajo coste, siendo incluso rentable para proteinas
con bajos rendimientos de sintesis (Thymann et al., 2003). El coste de sintesis de proteinas
recombinantes en planta se ha estimado en el rango de un 2 a un 10% de los costes que
generan los sistemas de fermentacién microbiana y en hasta un 0,1% de los generados por
cultivos de células de mamifero (Giddings, 2001). Los sistemas de expresién en planta se
estiman rentables incluso si la proteina transgénica se sitUa sélo a niveles del 0,1-1% de la
proteina total soluble (PTS), asi como para productos de poco valor afiadido como aquellos

destinados a la agricultura.

Aunque los productos farmacéuticos producidos por otros métodos biotecnoldgicos tienen
una amplia aplicacién comercial, en las Ultimas dos décadas se han realizado grandes avances
en el uso de plantas como biofactorias (revisiones: Boehm, 2007; Daniell et al., 2009). Algunos
ejemplos recientes de proteinas sintetizadas en planta con interés clinico son la vacuna para
prevencion del linfoma non-Hodgkin (McCormick et al., 2008), la proteina IFN-02b para
prevenir la hepatitis C (http://biolex.com) o la enzima glucocerebrosidasa de origen humano
para combatir la enfermedad de Gaucher (Aviezer et al., 2009) (Revisidon: Obeme et al., 2011).
En relacidon a los compuestos de interés industrial, la creciente demanda comercial de

polimeros y productos quimicos provenientes de recursos renovables ha abierto nuevas
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posibilidades en el uso de las plantas MG. Algunos ejemplos serian la produccion de proteinas
fibrinosas como la seda o el colageno en Arabidopsis (Ruggiero et al., 2000; Yang et al., 2005) o
la produccion de polihidroxialkanoato (PHAs, potencial sustituto del polipropileno) en colza
(Houmiel et al., 1999), remolacha (Menzel et al., 2003) o cana de azucar (Petrasovits et al.,
2007). Entre los compuestos de interés industrial se encuentran ademas enzimas como
endoglucanasa, esenciales para la conversion de celulosa a combustible liquido (Oraby et al.,
2007; Ransom, et al., 2007). Industrias biotecnolégicas como Maltagen Forschung GmbH,
Meristem Therapeutics, Saponin Inc. y Ventria Bioscience aplican esta alternativa para la
produccién del PAM lactoferrina en plantas biofactoria de cebada, maiz, tabaco, patata, arroz
o saponaria (Spok et al., 2006). La tabla 1.4 muestra algunos ejemplos de la expresiéon de

proteinas de interés farmacéutico en plantas y suspensiones vegetales MG.

Aunque el sistema de expresion en planta tiene un potencial muy elevado, no hay que perder
de vista que un sistema de expresidn sdlo es eficiente si se cumplen los requisitos necesarios.
El nivel de expresién de la proteina en cuestion dependerd de la planta huésped escogida, de
la secuencia génica de interés y reguladora, del compartimento subcelular y tejido en que se
acumula. En plantas monocotileddneas y dicotileddneas, se han descrito buenos rendimientos
de expresidn con los promotores de la ubiquitina de maiz (p-ubi) y del promotor 35S del virus
del mosaico de la coliflor (CaMV 35S), respectivamente (Fisher et al., 2004). Promotores
inducibles o especificos de tejido han resultado Utiles para acumulacién de proteinas que
afectan el crecimiento y desarrollo de la planta (Corrado y Karali, 2009). Adicionalmente, la
estabilidad de las proteinas es un factor limitante para conseguir su acumulacién en grandes
cantidades (Schillberg et al., 2005). Una estrategia eficaz es la acumulacidon de la proteinas
recombinantes en el reticulo endoplasmatico (RE) mediante la fusidon a un péptido sefial y una
secuencia especifica de retencion en los extremos N- y C-terminal de la proteina,
respectivamente (Rademacher et al., 2008). También se utilizan sistemas de acumulacién a
nivel de semilla, por ejemplo mediante secuencias de proteinas de reserva de endospermo
como la y-zeina de maiz (Torrent et al., 2009), o en arroz la acumulacién a endospermo
regulada por los promotores y péptidos sefiales de la globulina y glutelina de arroz (Yang et al.,
2003).

Como se ha comentado mas arriba el sistema de expresion elegido para la sintesis de proteinas
heterdlogas en planta es importante para su acumulacién en cantidades deseadas. Para ello se
recurre a menudo a un analisis previo de funcionalidad de promotores. Las plantas MG se
consideran buenas herramientas para tales estudios aplicando la técnica conocida como
transformacion transitoria. Los ensayos de expresidn transitoria poseen la ventaja de ser
rapidos y eficientes, y permiten obtener informacidn sobre la comportamiento in planta del

transgén (Lu et al., 1998). Hoy en dia la transformacién transitoria mediante Agrobacterium, y
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concretamente la agroinfiltracion de hojas, es una técnica ampliamente aplicada en estudios

de biologia molecular de plantas (Wroblewski et al., 2005), como la caracterizacion de

promotores y factores de transcripcion. Un ejemplo de la aplicacién de este sistema de

expresion es el estudio realizado en tabaco sobre la aplicabilidad de promotores sintéticos

como fitosensores (Lui et al., 2011). En este caso, la aplicacién de hormonas o patdgenos sobre

hojas agroinfiltradas confirmaron la funcionalidad de los promotores en el sistema de

expresion escogido. Esta técnica es de gran utilidad en el estudio funcional de promotores y

como analisis previo a la transformacion estable.

Tabla 1.4: Ejemplos de plantas

interés comercial

MG y su uso como biofactorias para la expresion de biomoléculas de

Estado de

. . L L Compaiiia/ .
Planta huésped Biomolécula Aplicacion Io§ ensayos Institucién Referencia
clinicos

Vacunas

Vacuna contra Linfoma no- Large Scale . ;
Tabaco el cancer Hodgkin (LNH) Fase II Biologya, USA www.gmo-safety.eu/article/483
Tabaco Antigeno V|ru§ de Inicial Lgrge Scale www.Isbc.coma

papiloma Biologya, USA
) Proteina . Thomas Jefferson
Espinacas quimérica Rabia Fase I University, USA www.labome.org/expert/usa
Anticuerpos
Tabaco CaroRX Caries dental Autorizada P!anet www.planetbiotechnology.com/
Biotechnology, USA
. Linfoma no- Large Scale Biology,

Tabaco Anticuerpos Fv Hodgkin (LNH) Fase I USA www.lsbc.coma

Anticuerpo Purif 6n d
Tabaco contra hepatitis uritacacion deé  atorizada CIGB, Cuba Kaiser, 2008

B vacunas
Proteinas terapéuticas

s Meristem .
B Gastric lipase, . . . . www.meristem-
Maiz Merispase® Fibrosis cistica Autorizada Therapeutics, therapeutics.com
France
i Lactoferon™ (a- - . .

Lemnoideae interferon) Hepatitis By C  Fase II Biolex, USA www.biolex.com/
Sulsp:en;.mn Glucocerebrosid Enfermedad de Pendleane de ;rottr?llx ti www.protalix.com/glucocerebro
celular de asa humana Gaucher aprovacion lotherapeutics, sidase.html
zanahoria por USDA Israel
Carthamus ) A . .
tinctorius Insulina Diabetes Fase III SemBioSys, Canada www.sembiosys.com/
Nutracéuticos

Lactoferrina Antiinflamatorio - - L
Arroz humana Antiinfectivo Autorizada Ventria, USA www.ventriabio.com/

Lisozima Antiinflamatorio - - L
Arroz humana Antiinfectivo Autorizada Ventria, USA www.ventriabio.com/
Carthamus w Aditivo ) ) )
tinctorius Immunosphere alimentario Autorizada SemBioSys, Canada www.sembiosys.com/
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1.4 Andlisis de plantas MG para la seguridad de alimentos y piensos; y del

medio ambiente

A pesar de que el cultivo y la comercializacion de los OMG empezaron hace mas de una
década, su uso sigue siendo fuente de controversias. Las principales preocupaciones sociales
sobre los OMGs se centran en sus posibles efectos dafinos para la salud humana o animal, la
seguridad ambiental, es decir, posibles interferencias con la naturaleza en términos de
transferencia génica horizontal, asi como preocupaciones éticas y socioecondmicas. Asi pues,
los OMGs destinados a comercializacion y/o consumo estan sujetos a una legislacion que tiene
el objetivo asegurar su inocuidad para el consumidor y el medio ambiente. A nivel global, dicha

legislacién se fundamenta en el principio de equivalencia sustancial.

Principio de Equivalencia Sustancial

Debido a la complejidad composicional de los alimentos, las evaluaciones de seguridad de
plantas MG requieren ensayos también muy complejos (Kuiper y Kleter, 2003). Se ha abordado
este tema a nivel global a través de la confeccidn de unas guias de trabajo para la evaluacion
de la seguridad de los alimentos MG o derivados. La estrategia se fundamenta en la asuncidn
de que las especies vegetales y variedades que han sido ampliamente consumidas a lo largo de
la historia son seguras (Kok y Kuiper, 2003). Estas variedades se utilizan como variedades de
referencia o comparadoras en los andlisis de seguridad de las nuevas variedades MG; vy se
considerd que la ausencia de diferencias sustanciales respecto a las variedades comparadoras
es un criterio fundamental para considerar segura una nueva variedad. Este concepto se ha
definido como el Principio de Equivalencia Sustancial por la Organizacion para la Cooperacion
y el Desarrollo Econédmico (OCDE, 1993); y ha sido ademds desarrollado por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS, 2000), la Organizacion de Agricultura y Alimentacién (FAO, 2000) y
el Instituto Internacional de Ciencias de la Vida (International Life Sciences Institute, ILSI). La
comparacion contempla inicialmente andlisis composicionales (p.ej. de nutrientes, anti-
nutrientes, alérgenos y toxinas naturales) y aspectos fenotipicos y agrondmicos. En caso de
que las lineas comparadas sean sustancialmente equivalentes, excepto en la caracteristica
conferida por el transgén, Unicamente se requieren de forma adicional analisis focalizados en
la proteina derivada del transgén, como analisis de toxicidad especifica y alergenicidad de la
misma y su efecto sobre la dieta. Es necesario también estudiar aspectos como la estabilidad
del transgén y su expresion a lo largo de las generaciones, y su posible transferencia
horizontal. Por otra parte, en ciertos casos, especialmente si se observan diferencias entre un

OMG y su comparador no-MG se exigen estudios toxicoldgicos y nutricionales adicionales.
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Para aplicar el principio de la equivalencia sustancial con éxito algunos autores (Cellini et al.,

2004; Konig et al., 2004) describen una serie de puntos criticos que se deben tener en cuenta:

22

Disponibilidad de la linea comparadora: la linea comparadora ideal para un OMG
es la misma linea no-MG que fue transformada. Sin embargo, ésta no se encuentra
siempre disponible. En muchos casos, las variedades MG comerciales resultan del
cruce de diversas lineas no-MG con la linea transformada. Este es el caso por
ejemplo del maiz, especie de la que sdélo unas pocas lineas pueden transformarse
de forma eficiente, y éstas presentan unas caracteristicas agrondmicas
extremadamente pobres. En estos casos, las posibles diferencias entre una
variedad MG y la no-MG madas préxima (near-isogenic) no pueden atribuirse
directamente a la modificacién genética, por lo que se recomiendan comparativas

adicionales con otras lineas relevantes.

Seleccidon de los pardmetros a analizar: los analisis comparativos estan inicialmente
dirigidos a ciertos componentes previamente establecidos, de forma que los
resultados dependen evidentemente de qué componentes se hayan analizado. La
OCDE ha publicado una serie de documentos consensuados en que se presentan
qué parametros deben analizarse en plantas MG de diferentes especies, en
funcién de sus caracteristicas y usos (OCDE, 2003). Existen documentos publicados
para canola, soja, patata, cafia de azlcar, maiz, trigo, arroz, algodon, cebada,
girasol y tomate (OCDE, http://www.oecd.org). Dependiendo del tipo de

modificacién y sélo en casos especificos se requeriran analisis adicionales.

La discriminacidn entre las diferencias entre plantas MG y no-MG que provienen
del transgén y aquellas que han sido introducidas por otro tipo de factores como
pueden ser las condiciones ambientales a que se han sometido las plantas a
comparar [para reducir en lo posible este tipo de divergencias es necesario cultivar
las plantas MG y sus comparadores convencionales en las mismas condiciones
climaticas, (Kok y Kuiper, 2003)]; o diferencias inherentes a las plantas MG pero
que no derivan del transgén sino por ejemplo del cultivo in vitro a que se han
sometido durante el proceso de transformacion [se conoce que el cultivo in vitro
causa variaciéon somaclonal (Veilleux et al., 1998)]. Ello es relevante considerando
que este tipo de técnicas tiene numerosas aplicaciones consideradas

convencionales, como la propagacion, la liberacion de virus, etc.
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Resumiendo, el principio de equivalencia sustancial es una herramienta para determinar
diferencias entre OMGs y las plantas convencionales comparadoras, y ha sido reconocido
como la aproximacién mas idonea para el analisis de riesgos de OMGs (FAO/WHO, 2000). El
uso de analisis dirigidos a dianas especificas para analizar la seguridad de un OMG implica la
seleccidn de un ndmero limitado de dianas. Este concepto ha sido criticado por no considerar
inicialmente posibles efectos completamente inesperados de este proceso biotecnoldgico
(Millstone et al., 1999).

Efectos no intencionados

Los efectos no intencionados de los transgenes fueron definidos por Cellini y colaboradores
(2004) como diferencias estadisticamente significativas entre un OMG y su comparador,
distintas a las directamente provenientes del nuevo gen introducido. Estos efectos pueden ser
predecibles, cuando el efecto es esperado y puede explicarse en base a los conocimientos
sobre el metabolismo y fisiologia de la planta; o no predecibles, cuando estos caen fuera del
conocimiento actual. Aunque los efectos no intencionados resultantes de la mejora de
variedades mediante técnicas convencionales son significativos, en los Ultimos afios este
concepto ha tomado especial relevancia en relacién a los OMGs. La integracion de un transgén
en el genoma de la planta es un proceso que sucede al azar, con cierta preferencia en regiones
ricas en genes (Koncz et al., 1992), de forma que un transgén puede truncar, modificar o
silenciar genes activos en la region de insercidn, pudiendo resultar en alteraciones proteicas y
fenotipicas. Este efecto se conoce como efecto especifico del lugar de insercién del transgén.
Los efectos del transgén pueden extenderse a la modificacion de los niveles de expresién de
otros genes (fisicamente préoximos al lugar de insercién o con similares promotores) o a la
interaccion de la proteina transgénica con la actividad de otras proteinas, es decir, puede tener
efectos pleiotrdpicos (Miki et al., 2009). Los efectos no intencionados del transgén pueden ser
positivos, negativos o tener un efecto nulo sobre la planta. En todo caso, es importante

conocerlos y considerarlos.

Los métodos recomendados para evaluar la posible existencia de efectos no intencionados del
transgén, y especialmente los inesperados, son los generalistas o de profiling, que permiten
analizar de forma global la expresion génica (transcriptoma), proteinas (proteoma) o
metabolitos (metaboloma) celulares. Es por ello que es el tipo de métodos propuestos como
herramientas complementarias en el analisis de riesgo de OMGs (Cellini et al., 2004;
FAO/WHO, 2000; Kénig et al., 2004; Kuiper et al., 2001). Recientemente se han publicado
diversos estudios que han mostrado su utilidad en la evaluacidn de los efectos no esperados

de diferentes transgenes en distintas especies vegetales (tabla I.5).
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Tabla I.5: Técnicas de profiling para la deteccion de efectos no intencionados en plantas MG

:Laér;t:e d Transgén Caracteristica Ensayo Referencia
Maiz crylAb Resistencia a insecto T Coll et al., 2008
Maiz crylAb Resistencia a insecto T Coll et al., 2010
Maiz crylAb Resistencia a insecto P Balsamo et al., 2011
Maiz crylAb Resistencia a insecto P Collet al. 2011
Maiz crylAb Resistencia a insecto P Zolla et al., 2008
Arroz crylAc Resistencia a insecto M Zhou et al., 2009
Arroz cry2A Resistencia a insecto Metabonomics Cao etal., 2011
Arroz afp Resitencia a hongo T Montero et al., 2011
Arroz cecA Resitencia a hongo T Campo et al., 2008
Patata w2 Elevado contenido amilopectina P Lehesranta et al., 2005

mall Actividad reducida de glicoproteina II

samDC NUmero reducido de tuberculos
Patata SICDI Resistencia a insecto P Khalf et al., 2010
Arabidopsis ~ ABF3 Resistencia a estrés hidrico T Abdeen et al., 2010
Arabidopsis bar Gen de seleccion P Ren et al., 2009
Trigo bar/nptIl Gen de seleccion T Miki et al., 2009
Soja EPSPS Tolerancia a herbicida T Cheng et al., 2008

T: Transcriptémica; P: Protedmica; M: Metabolémica

Transcriptomica

Las técnicas de transcriptémica persiguen el anadlisis de expresion global de las células a
analizar. Aunque recientemente se han desarrollado otras técnicas alternativas o
complementarias, como las basadas en secuenciacidon masiva en plataformas como Roche 454
o la muy recientemente aparecida lon Torrent, la técnica actualmente mas establecida y
estandarizada es la que se conoce como hibridacidn en formato microarray. Se basa en la
hibridacion especifica de ARNm sobre gran nimero de sondas inmovilizadas en un soporte
solido, y permite la cuantificacidon simultanea de los niveles de expresidén de un gran nimero

de genes.

Existen basicamente dos tipos de microarrays: (i) los spotted microarrays, que se preparan
mediante la deposicion sobre el soporte sdélido de secuencias (sondas) previamente
sintetizadas, que acostumbran a ser moléculas de ADN de doble cadena (ADNdc), ADN
complementario (ADNc), productos de PCR de entre 250 y 1000 pb, u oligonucleétidos
sintéticos (30-75 meros) (Mir y Southern, 1999). La impresion de estas secuencias puede
realizarse por contacto (método mecdnico) o sin contacto (sistema de inkjet).
Alternativamente, (ii) los microarrays pueden prepararse mediante sintesis de las sondas in
situ. En este caso, se trata normalmente de oligonucledtidos cortos (20-25 meros) que se

sintetizan mediante un proceso fotolitografico (p.ej. Affymetrix, Santa Clara, CA; Agilent, Palo
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Alto, CA). El sustrato de silice se cubre con un compuesto quimico que evita la unién de
nucledtidos y es sensible a la luz. Mediante mascaras litograficas se transmite o bloquea la luz
ultravioleta en areas especificas del microarray. Posteriormente, los nucledtidos libres sélo se
unirdn a las regiones desprotegidas. Estos nucleétidos unidos Illevan a su vez un protector
fotosensible, de forma que se puede repetir el ciclo (Pease et al.,, 1994). El marcaje y la
hibridacion son los primeros pasos en un ensayo de microarray. En el caso de los GeneChip de
Affymetrix, se empaquetan densamente oligonucledtidos de 25 bases; y se utilizan varias
sondas distintas para cada gen, ademds de sondas modificadas para cuantificar la hibridaciéon
inespecifica. En esta tesis se han utilizado los microarrays GeneChip para O. sativa,
comercializados por Affymetrix. Permiten la hibridacién simultdnea de 51.279 secuencias, de

las cuales 48.564 representan la subespecie japonica y 1.260, la subespecie indica.

El procedimiento analitico consiste en la extraccion de ARNm de la muestra de interés,
marcaje, hibridacidon especifica de secuencia sobre las sondas inmovilizadas en el chip o
soporte sélido (lo que separa fisicamente las diferentes secuencias sobre el microarray de
acuerdo con la posicién de la secuencia diana), cuantificacion de la fluorescencia asociada a
cada secuencia y, en consecuencia, cuantificacion del nivel de expresion de cada gen analizado
en la muestra inicial. Se obtiene pues, informacion cuantitativa sobre la expresién de
numerosos genes en un Unico ensayo de hibridacion. Ademads, el uso de diferentes
fluorocromos con diferentes longitudes de onda de excitacion y emisién permite el analisis
simultdaneo de dos muestras diferentes (p. ej. muestra control y muestra problema). Los
niveles de fluorescencia son normalizados respecto a la muestra control, de forma que se
obtienen niveles de expresién de cada gen en la muestra problema respecto al control. Un
ejemplo de un sistema con un Unico marcaje es GeneChip de Affymetrix. En este caso el
proceso de marcaje incluye la sintesis in vitro de ARN antisentido complementario (ARNc)
biotinilado, su fragmentacion e hibridacién sobre el chip, para marcar a continuacion las
moléculas de ARNc hibridadas conjugadas a ficoeritina. La sefial de fluorescencia puede
amplificarse mediante un anticuerpo biotinilado anti-estreptavidina. Este sistema esta
disefado de forma que permite y facilita la comparacion entre muestras hibridadas en
distintos chips. Alternativamente, en los sistemas que permiten en andlisis de dos muestras en
un unico microarray, el ARNm de cada muestra se marca con un fluorocromo diferente (p.ej.
Cianina-3 y Cianina-5) durante la sintesis de la primera cadena de ADNc; y el microarray se
hibrida de forma competitiva con una mezcla de cantidades equivalentes de los dos ADNc. Los
valores de fluorescencia obtenidos se deben procesar para calcular el nivel de expresion de
cada gen de la muestra analizada. Para ello se encuentran a disposicion diferentes métodos,
que se aplican en funcién del tipo de microarray utilizado y que permiten obtener valores de
expresion relativos o absolutos para microarrays hibridados con una o dos poblaciones de

ARNm, respectivamente. El software mas comun para el cdlculo de valores absolutos se
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conoce como Robust Multi-array Average (RMA) el cual incluye una correccidn del ruido de
fondo, la transformacion a escala log, y la normalizacién por cuantiles (Irizarry et al., 2003). Los
ensayos bdasicos de analisis de transcriptoma se basan en la comparaciéon de dos tipos de
muestra, de forma que puedan identificarse secuencias con expresiéon diferencial. Los
resultados se obtendrdn en forma de niveles de expresidn de cada secuencia en un tipo de
muestra respecto a los niveles en el otro tipo de muestra (x-veces la expresion) e iran siempre
acompafiados de un andlisis estadistico como un test t-Student. El mayor inconveniente de la
aplicacion estadistica del test t-Student para procesar los resultados obtenidos en ensayos de
microarrays es el elevado numero de falsos positivos que deben esperarse debido al gran
numero de muestras analizadas simultdneamente. Los ensayos de correccién multiple como
Bonferroni o Benjamini y Hochberg False discovery Rate (FDR) se aplican para corregir el ratio
de error global. Aun asi, los ensayos de hibridaciones en microarray basados en comparaciones
multiples generan un elevado nimero de datos, que pueden interpretarse de manera mas
sencilla mediante la aplicacion de analisis estadisticos de multivariables como el analisis de
componentes principales (PCA), mapas auto-organizados (self-organizing mapes, SOM) o
anadlisis de clusteres jerdrquicos (ACJ). Hoy en dia, los andlisis de expresidon génica son la
aplicacion mas extensa de la tecnologia de hibridacion en microarrays. Schena y colaboradores
(1995), mostraron por primera vez el uso de esta técnica como herramienta de comparacion
de los niveles de expresion de 45 genes en dos tejidos diferentes de Arabidopsis. Desde
entonces se han realizado una gran variedad de ensayos para estudiar los efectos de
diferentes factores como por ejemplo expresion diferencial en tejidos, estadios de crecimiento
o en distintas condiciones ambientales. En los ultimos anos, la tecnologia del microarray se ha
aplicado ampliamente al campo de los OMG como herramienta para la deteccién de efectos
no intencionados derivados de técnicas de ADN recombinante en Arabidopsis (Abdeen et al.,
2009; Abdeen et al., 2010; El Ouakfaoui y Miki, 2005), trigo (Baudo et al., 2006; Baudo et al.,
2009; Gregersen et al., 2005), maiz (Coll et al., 2008; Coll et al., 2010, Barros et al., 2010), arroz
(Batista et al., 2008; Dubouzet et al., 2007, Montero et al., 2011) y soja (Cheng et al., 2008).

Los resultados de los ensayos de analisis de transcriptoma realizados mediante hibridaciones
en formato microarray se encuentran a disposicion publica en bases de datos como
Miamexpress  (www.ebi.ac.uk/miamexpress/) o Gene Expression Omnibus GEO
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Los datos recogidos provienen de estudios comparativos
a nivel de transcriptoma en diferentes especies vegetales. Las aproximaciones estudiadas
incluyen ensayos comparativos entre variedades MG y sus isogénicas, entre variedades
convencionales, entre condiciones de cultivo o de estrés, asi como analisis comparativos entre

tejidos o estadios de desarrollo de una misma planta.
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Proteomica

La modificacidén genética de una célula puede conllevar variaciones en los patrones proteicos
globales de la misma, aparte de la proteina expresada a partir del transgén. Una de las
estrategias para evaluar cdmo una modificacién genética puede alterar las proteinas de una
planta la presenta la comparacidon protedmica. Los andlisis proteicos permiten evaluar la
acumulacién total de proteinas en una célula, tejido u organismo. Estos se han incluido como
técnica de evaluacion adicional a los analisis de seguridad y riesgos (FAO/WHO, 2002) por
presentar un interés especial permitiendo la identificacién de posibles toxinas, anti-nutrientes
o alérgenos. La aproximacién se basa generalmente en la combinacidn de tres tecnologias: la
electroforesis bidimensional (2DE) para la separacidn mezclas complejas de proteinas, el
analisis de imagen para comparar los geles 2-DE y finalmente el analisis de espectrometria de

masas para identificar las proteinas expresadas diferencialmente.

Mediante la combinacién de isoelectroenfoque (IEF) y electroforesis en geles de poliacrilamida
con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), la técnica 2DE permite la separacion de las proteinas
en funcidn de su punto isoeléctrico en la primera dimension (pl) y de su peso molecular en la
segunda dimension (PM) (O'Farrell, 1975). Las proteinas se pueden visualizar mediante la
aplicaciéon de técnicas de tincién con Coomassie Brilliant Blue (CCB), cloruro de plata o
fluorescencia. Para detectar cambios de expresion entre proteinas de diferentes especies,
tejidos o condiciones ambientales, se encuentran a disposicidon diferentes programas para el
analisis de patrones proteicos en geles 2DE (Nishihara y Champion, 2002; Pun et al., 1988). La
mayoria de ellos permiten la correccién del ruido de fondo, la superposicién de geles y
normalizacién, comparacion y cuantificacion de los distintos spots, de forma que pueden
identificarse aquellos con intensidad diferencial. El proceso de identificacion de la secuencia de
cada spot incluye el corte de la zona del gel en cuestidn, la digestién y finalmente el analisis
por técnicas de espectrometria de masas (MS). El principio de la tecnologia MS se basa en la
ionizacion y transferencia de las moléculas a analizar de una fase sdlida a una fase gaseosa, lo
que permite la identificacion del PM y del ratio masa-carga idnica de las mismas. Los
espectrometros de masas consisten en tres médulos: fuente de ionizacién (para la generacidn
de iones), analizador de masas (separa los iones por masas mediante la aplicacién de un
campo electromagnético) y detector (que genera los datos para determinar la acumulacién de
cada ion). Hoy en dia hay diferentes tipos de espectrémetros de masas disponibles los cuales
permiten combinar diferentes fuentes de ionizacién y analizadores de masas. Las principales
fuentes de iones aplicadas actualmente en estudios de biomoléculas son la ionizacién
electroespray (ESI) y el sistema MALDI (matrix assisted laser desortion ionisation (Karas y
Hillenkamp, 1988); ambos son especialmente aplicables par la ionizacidn de biomoléculas por
reducir la excesiva fragmentacion de las mismas. EI mecanismo ESI consiste en la dispersion

mediante un electroespray de una solucion liqguida de compuestos de interés a un gas
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compuesto de iones con multiples cargas. Por lo contrario, la ionizacién mediante el sistema
MALDI es iniciada mediante un laser que irradia cristales compuestos de los analitos
protegidos mediante una matriz organica, la cual a su vez favorece la vaporizacion e ionizacion.
Los espectrémetros de masas no sélo son capaces de cuantificar el peso molecular de péptidos
sino que se aplican ademas para la identificacidon de la secuencia de aminoacidos asi como de
modificaciones post-traduccionales mediante un sistema conocido como espectrometria de
masas tandem (MS/MS).

Ademas de las multiples aplicaciones en analisis funcionales de plantas, la tecnologia 2-DE-MS
se ha aplicado como herramienta para la determinacion de los efectos no intencionados del
transgén en plantas MG como Arabidopsis (Ren et al., 2009; Ruebelt et al., 2006b), tabaco
(Rocco et al., 2008), tomate (Di Carli et al., 2009; Corpillo et al., 2004), patata (Badri et al.,
2009; Goulet et al., 2009; Khalf et al., 2010; Lehesranta et al., 2005), y maiz (Coll et al., 2011;
Barros et al., 2010; Zolla et al., 2008). Se ha utilizado también en estudios de la repuesta de
plantas a estreses bidticos y abidticos. Un ejemplo muy exhaustivo lo constituye el estudio
realizado por Zhang y colaboradores (2011) en que se recogen datos de mas de 2.170
proteinas de 34 especies vegetales (incluyendo las plantas modelo Arabisposis thaliana y Oryza
sativa) y 9 tejidos. Estos exhaustivos ensayos han permitido avanzar en la comprensiéon de
mecanismos relacionados con la tolerancia a estrés salino, mecanismos de la fotosintesis, de

captacién de especies reactivas, traduccién de sefial, y otras funciones de interés molecular.

Las técnicas de protedmica estan avanzando con nuevos ajustes para superar las limitaciones
que presentan, como la separacién de proteinas muy hidréfobas o de elevado PM vy pl; o la
variacion entre geles, que dificulta a veces su comparacion. La electroforesis diferencial en gel
(DIGE) presenta mayor reproducibilidad al permitir la separacién simultdnea de proteinas
provenientes de diferentes muestras, marcadas con distintos fluorocromos (Timms y Cramer,
2008). Para el analisis de proteinas hidréfobas y de elevado PM y pl se ha desarrollado la
técnica de separacion sin gel (gel-free), basada en el acoplamiento de una técnica separadora
como un cromatografo a un espectrofotémetro de masas (MS o MS/MS) que permite detectar
las proteinas eluidas a tiempo real. A pesar de los avances en técnicas de protedmica, una de
las limitaciones mas importantes sigue siendo el reducido nimero de proteinas que pueden
detectarse, lo que implica que la informacidon obtenida sobre el proteoma de la célula
analizada es todavia muy parcial. Se estima que sélo se detecta en torno al 2% de las proteinas
celulares (Martyniuk y Denslow, 2009), y que ademas se pierde informaciéon sobre

modificaciones post-traduccionales (Garcia-Cafias et al., 2010).
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Metabolomica

La identificacion de cambios en el patrén de metabolitos de la planta, conocido como
metaboloma, es el ultimo nivel de andlisis mediante técnicas de profiling propuesto para
complementar los andlisis de riesgos de OMGs (FAO/WHO, 2002). Se ha estimado que el
numero de metabolitos presentes en el reino vegetal se sitla en torno a los 100.000-200.000
(Oksman-Caldentey y Inze, 2004). Debido a su complejidad, sélo la combinacidn de diferentes
técnicas analiticas permite la descripcion del estado metabdlico de un organismo. Roessner y
colaboradores (2001) presentaron la primera aproximacion de andlisis de metaboloma de
plantas mediante la aplicacidon de cromatografia de gases (GC) acoplada a la espectrometria de
masas en un estudio de comparacion simultdnea de 88 compuestos en 9 variedades de patatas
transgénicas. Ademads, analizaron los efectos de las condiciones ambientales sobre 86
metabolitos en lineas de patata convencionales. La GC permite la separacion de compuestos
con elevada resolucidn y puede ser también acoplada a un detector de ionizacién de llama
(FID). Las técnicas GC-MS y GC-FID son muy sensibles y actualmente tienen gran aplicacidn en
estudios de metaboloma, a pesar de no permitir la deteccién de compuestos termolabiles.
Algunos metabolitos no son volatiles y requieren una derivatizacién quimica previa. La
cromatografia liquida acoplada a MS (LC-MS) representa una tecnologia adicional para el
anadlisis metabdlico de plantas ya que permite el analisis de metabolitos secundarios muy

presentes en tejidos vegetales (Verhoeven et al., 2006).

Adicionalmente, la técnica de separacién en electroforesis capilar (CE) (Sato et al., 2004; Soga
et al., 2003) y FT-ICR (Fourier transform ion-cyclotron resonance), en combinacion con MS, se
estan utilizando con éxito en ensayos metabolémicos (Hirai et al., 2004; Murch et al., 2004).
Alternativamente, las técnicas de resonancia magnética nuclear (NMR) permiten la deteccién
cuantitativa de metabolitos de forma no destructiva, y pueden utilizarse para el andlisis de un
gran niumero de muestras (Cellini et al., 2004). Sin embargo, presenta una baja sensibilidad, lo
gue supone una limitacidn en el campo de analisis metaboldmico de plantas (Kaddurah-Daouk
et al., 2009).

La metabolémica de plantas se ha aplicado en un gran nidmero de estudios durante la dltima
década [ver revisiones (Allwood et al., 2008; Fiehn et al., 2000; Hall, 2006)]. Se ha utilizado
asimismo en estudios relacionados con el andlisis de efectos no intencionados de los
transgenes en OMGs. Asi, se han analizado variedades de trigo (Beale et al., 2009) y maiz
MON810 (Manetti et al., 2006; Piccioni et al., 2009) por NMR. Mediante aproximaciones
basadas en MS se han evaluado los efectos no intencionados de variedades de patata MG
(Manetti et al., 2006; Piccioni et al., 2009) y arroz MG (Zhou et al., 2009). Kristensen y
colaboradores (2005) han aplicado técnicas de metaboldmica y transcriptomica para

complementar el analisis de efectos no intencionados de diversas lineas de Arabidopsis MG.
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1.5 Péptidos antimicrobianos

Una gran variedad de patologias tanto humanas como vegetales son generadas por
microorganismos, los cuales representan la forma de vida mas abundante del planeta. Muchas
de estas patologias se siguen combatiendo mediante la aplicacién de antibidticos o
componentes inorganicos, que presentan una limitacion importante consistente en la
capacidad de adquisicion de resistencia por parte de dichos patdgenos. Para superar esta
situacidén es necesario el desarrollo de nuevas moléculas con propiedades antimicrobianas. Los
péptidos antimicrobianos (PAM) son un ejemplo de este tipo de moléculas alternativas. Se
conoce que una gran variedad de seres vivos sintetizan PAM en respuesta al ataque por
patdgenos: se trata de un mecanismo de defensa conocido como inmunidad innata (Boman
1995, 2003; Hancock 1997; Zasloff 2002). Se han descrito PAM en animales (~72%, inclusive la
especie humana, ~3%), plantas (~14%) y microorganismos (~8%) (Zasloff, 2002). El modo de
accion de los PAM se basa en la interaccidn especifica con componentes de la pared celular
como lipopolisacaridos (LPS) de bacterias gram-negativas, glicolipidos de microbacterias, beta-
glucanos de levaduras asi como dobles cadenas de ARN virico, y es un factor importante en la
no-induccién de resistencias por parte de los microorganismos diana, de forma que los PAM
ofrecen una alternativa interesante en aplicaciones terapéuticas (Boman, 2000; Hoffman et al.,
2004).

Hasta el momento se han descrito 1.800 PAM naturales (Ultima actualizacion Enero 2012, The
Antimicrobial Peptide Database (APD), http://aps.unmc.edu/AP/main.php) desglosados en la
base de datos ADP segun su actividad, basicamente en PAM antibacterianos (78%),
antifungicos (31%), antivirales (~7%), antitumorales (~7%) y antiparasitales (~2%) (cabe notar
que algunos PAM son activos contra diferentes tipos de microorganismos). El elevado niumero
de PAM conocidos actualmente contrasta con la situacién en 2003, afio en que sélo se habian
descrito unos 500 PAM. Este avance refleja el interés de los PAM, teniendo en cuenta que se
ha potenciado el uso de este tipo de moléculas en tratamientos clinicos en el campo de la
medicina y veterinaria, asi como en la conservacion de productos alimentarios o tratamientos
fitopatoldgicos en agricultura. A continuacidn se presentan algunos ejemplos de posibles
aplicaciones de los PAM. En el campo de la medicina, la magainina, las dermaseptinas y otros
PAM aislados de la piel de rana se han aplicado con éxito en tratamientos cutdneos (Mangoni,
2006). Por su parte, andlogos del péptido cecropina A (CecA) han mostrado ser eficaces en
tratamientos contra infecciones oculares (Mannis, 2002). Especialmente para aplicaciones
médicas, es importante considerar el caracter hemolitico y/o citotdxico de algunos PAM a
elevadas concentraciones. Se han utilizado PAM como bactericidas en alimentos no
procesados para evitar la proliferacién de bacterias no deseadas, patogénicas o deteriorantes

(Cotter et al., 2005). Asi, el recientemente descubierto PAM catiénico de sélo 2,1 KDa hyicina
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3682, producido por una cepa de Staphylococcus hyicus, ha mostrado ser capaz de inhibir el
crecimiento de especies bacterianas patdgenas como Bacillus cereus, Listeria monocytogenes y

Staphylococcus aureus en leche porcina (Fagundes et al., 2011).

Los péptidos antimicrobianos presentan unas caracteristicas fisico-quimicas muy especificas.
Son moléculas catidnicas debido al elevado contenido en los aminodcidos lisina y arginina; y
presentan aminodcidos catidnicos e hidrofdbicos en posiciones espacialmente determinadas,
resultando en la adopcidn de estructuras terciarias en hoja-3 o a-hélice, muy relacionadas a su
funcionalidad (Van’t Hof et al., 2002; Park et al., 2005). Un PAM sobre el que se ha estudiado la
relacién entre estructura y actividad es la CecA. Se trata de un péptido lineal de 37
aminoacidos con estructura en d-hélice, que se ha estudiado ampliamente por utilizarse como
modelo para los PAM da-helicoidales. Holak y colaboradores (1988) describieron Ia
conformacion de la CecA, que esta fuertemente relacionada con su actividad antibacteriana.
Asi, la CecA sufre un cambio de conformacién al ponerse en contacto con la membrana celular
de la célula diana, adquiriendo una estructura en doble hélice separada por un puente de
unién, que se ha mostrado esencial para su actividad letal. De la interaccién péptido-lipido
depende la destruccion de la integridad de la pared celular de la célula diana, a través de

disrupciones en la misma, o la generacidn de poros (figura I.1).
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Figura I.1. Esquema del mecanismo de accion de PAM del tipo a-hélice. a: el péptido que en solucidn
acuosa tiene una conformacion lineal, cuando entra en contacto con una membrana adopta una
estructura de a-hélice en que se polarizan los aminoacidos hidréfobos y catidnicos. b: la interaccidn
electrostatica entre los lipopolisacdridos de la membrana microbiana y el PAM hace que éste se oriente
paralelamente a la membrana. c: al aumentar la concentracién del PAM, se posiciona de forma
perpendicular a la membrana dando lugar a la formacion de canales o poros (Hetru et al., 1998, Huang,
2000; Shai, 1998). Fuente: Montafio-Pérez y Vargas-Albores, 2002.
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Este modo de accidn es Unico de los PAM, y explica la dificultad de desarrollar mecanismos de
resistencia por parte de los microrganismos diana, pues serian necesarios cambios
importantes en la composicion / organizacidén de la capa fosfolipidica de sus membranas
(zasloff, 2002). El hecho de que la actividad de los PAM no se base en uniones especificas con
los microorganismos diana conlleva problemas de especificidad y limitaciones en su
aplicabilidad. Asi, pueden presentar reducida selectividad, cierta actividad citotdxica y/o
hemolitica y elevada susceptibilidad a proteasas (Lui et al., 2010). En algunos casos, ademas,
las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) son elevadas, aumentando asi las dosis de
aplicacion. A todas estas limitaciones se suma el elevado coste de producciéon cuando se
requieren en grandes cantidades. Para superar estos retos se han desarrollado una serie de
estrategias de disefio con el objetivo de mejorar los péptidos en términos de selectividad,
actividad, toxicidad y estabilidad frente proteasas. Estas estrategias incluyen modificaciones de
aminodcidos sobre secuencias de PAM naturales asi como el disefio de nuevos péptidos
manteniendo ciertas caracteristicas de los PAM nativos homédlogos (Badosa et al., 2009). Estos
nuevos disefios han aumentado el nimero de PAM descritos en la actualidad hasta mas de
4.000 (CAMP: Collection of Anti-Microbial Peptides,
http://www.bicnirrh.res.in/antimicrobial/stat.php, Gltima actualizacién de la base de datos en
Abril 2010).

Un ejemplo de PAM natural que se ha utilizado para el disefio de otros PAM con caracteristicas
mejoradas es la CecA. La CecA tiene actividad litica contra bacterias gram-positivas y gram-
negativas, a la vez que no presenta claros efectos citotoxicos contra eritrocitos humanos o
células eucariotas (Hultmark et al., 1982; Steiner et al., 1981), por lo que es un péptido de
interés con aplicaciones potenciales, por ejemplo en proteccién vegetal, si bien su tamafo
encarece considerablemente su produccién mediante sintesis quimica y su susceptibilidad a
proteasas no es optima. Con el objetivo de desarrollar un péptido de menor tamafio, con
mejor estabilidad y actividad comparable a CecA se disefié el péptido Pep3, un hibrido de CecA
y melitina, de sélo 11 aminoacidos y actividad antimicrobiana contra bacterias y hongos
fitopatogenos (Cavallarin et al.,, 1998; Ali et al., 2000). La modificacion de PAMs en busqueda
de nuevas secuencias con caracteristicas mejoradas puede significar un trabajo de larga
duracidon y de baja eficacia si no se establece un método rdpido, sistemdtico y racional, como el
basado en quimica combinatoria. Asi, se han generado librerias de péptidos sintéticos, por
ejemplo lineales derivados de Pep3, o ciclicos; que se han rastreado para identificar péptidos
mejorados, por ejemplo especificos contra determinadas especies bacterianas fitopatégenas
de interés (Lopez-Garcia et al., 2000 y 2002; Monroc et al., 2006; Badosa et al., 2007 y 2009).
En base a esta técnica el grupo de E. Montesinos y E. Bardaji de la Universidad de Girona
modificaron la secuencia del hibrido Pep3 con el objetivo de desarrollar péptidos capaces de

combatir el fuego bacteriano (Erwinia amylovora), una fuerte amenaza en perales y manzanos,
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de enormes consecuencias econdmicas y que actualmente Unicamente puede combatirse
utilizando antibidticos o compuestos de cobre (Ferré et al., 2006; Badosa et al., 2007). En una
primera aproximacion el grupo disefié una libraria de 22 péptidos y ensayd su eficacia y
selectividad in vitro contra Erwinia amylovora (fuego bacteriano), asi como contra otras
especies bacterianas fitopatdgenas, concretamente Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
(mancha negra de la tomatera) y Pseudomonas syringae pv. syringae (capaz de atacar una gran
variedad de especies vegetales). En base a los resultados obtenidos se selecciond el péptido
BP76, que combinaba la mejor actividad antibacteriana in vitro y la mejor estabilidad frente a
proteasas. Debido a que la actividad demostrada in vitro no corresponde necesariamente a la
actividad in vivo, es necesaria la generacion de librerias con mayor nimero de péptidos para
seleccionar aquellos que presenten mejor actividad in vitro y finalmente seleccionar aquellos
cuya actividad in vivo sea la mas conveniente. Partiendo de esta base, Badosa y colaboradores
generaron una libreria de 125 péptidos derivados de BP76. La aproximacion utilizada en este
trabajo consistié en la incorporacion de aminodcidos con distintos grados de hidrofobicidad e
hidrofilicidad en las posiciones 1 y 10 de BP76. En base a la actividad in vitro contra las
bacterias E. amylovora, P. syringae pv. syringae y X. axonopodis pv. vesicatoria, actividad
hemolitica y estabilidad frente proteasas, se seleccionaron 7 derivados de BP76 que
presentaron el mejor balance de estas caracteristicas. Adicionalmente se realizaron ensayos in
vivo en flores de manzanos y perales infectadas con E. amylovora. El péptido BP100 fue capaz
de inhibir el 63-73% de las bacterias a una concentracién de 100 M, siendo pues mds potente
que BP76, y presentando una actividad sélo ligeramente menor que la estreptomicing,
antibiético actualmente aplicado para el control del fuego bacteriano (Badosa et al., 2007 y
2009). La utilizacidn de este tipo de péptidos en el ambito fitosanitario requiere la obtencion
de éstos en elevadas cantidades. La produccién de PAM puede realizarse mediante sintesis
quimica, aunque el coste es demasiado elevado para aplicaciones sin un elevado valor
afiadido, como es el caso de los productos fitosanitarios (en comparacion, por ejemplo, con los
farmacéuticos). El hecho de tratarse de productos fitosanitarios las plantas presentan el
sistema idéneo para su sintesis, ademas con una doble aplicacién: su uso como biofactoria, y la
consecucion de un fenotipo de resistencia. Se ha estimado que, en los sistemas de expresion
adecuados, los rendimientos de plantas biofactoria pueden conllevar una reduccién de costes
de produccién de PAM respecto a la sintesis quimica, de hasta 10-20 USS/g (Montesinos y
Bardaji, 2008). Un ejemplo del rendimiento potencial de las plantas biofactoria es el arroz MG
que produce hasta 3 g de una proteina de polen de 13 kDa por kg de semilla (Takagi et al.,
2005).

La generacidon de plantas MG para la sintesis de PAM es pues de gran importancia para

aquellos PAM destinados a tratamientos fitopatolégicos que han mostrado ser eficaces contra

patdgenos naturales de las plantas a modificar. Se ha observado que estas plantas pueden
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adquirir asimismo resistencia a otras fitopatologias o condiciones de estrés (Campo et al.,
2008). Cabe destacar que estos fenotipos de resistencia no requieren necesariamente
elevados niveles de expresion de los PAM. En la literatura existen varios ejemplos de
utilizacion de PAM para obtener plantas MG resistentes a patdgenos. Por ejemplo, la
expresion de un hibrido CecA-melitina en tabaco (Nicotiana tabacum L. cv. xanthi) confiere
resistencia al hongo Fusarium solani (Yevtushenko et al., 2005). El gen que codifica el PAM B-
purotionina de trigo confiere a Arabidopsis resistencia a la bacteria Pseudomonas syringae asi
como al hongo Fusarium oxysporum incluso a niveles bajos de expresidon (Oard y Enright,
2006). La expresion de CecA en arroz le confiere resistencia al hongo Magnaporthe grisea
(Coca et al., 2006). Otros ejemplos de la utilizacién de PAM en el campo de la fitopatologia se
muestran en la tabla I.3 (en el apartado 1.3 Aplicaciones de la transgénesis. Mejora agrondmica
y nutricional). La expresidon de PAM derivados de BP100 en planta de arroz, presentada en esta
tesis, sirve también de ejemplo de la viabilidad de generar plantas MG con fenotipos

mejorados de resistencia, ya sea por el efecto directo o indirecto del transgén.
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Objetivos

El principal objetivo de la presente tesis fue la evaluacion de los posibles efectos no
intencionados de transgenes que codifican proteinas o péptidos antimicrobianos en plantas,

usando como modelo el arroz.

A tal efecto se definieron los siguientes objetivos especificos:

1. Andlisis de las diferencias transcripcionales, obtenidas mediante hibridacion en
microarray, entre una linea MG (S-afp, resistente a Magnaporthe grisea por expresion
constitutiva de la proteina antifingica AFP) y la linea convencional mas préxima
(Senia). Evaluacién de la proporcion de estos cambios que pueden atribuirse

directamente a la presencia y expresion del transgén.

2. Determinacion de la posibilidad de obtener plantas MG (con fenotipos de resistencia o
como biofactorias) que expresen de forma constitutiva péptidos antimicrobianos
derivados del undecapéptido sintético BP100, fuertemente catiénico y muy activo
contra especies bacterianas diana, si bien altamente biocompatible. Disefio de
derivados de BP100 expresables en planta, estudios de actividad antimicrobiana in

vitro y fitotoxicidad sobre la célula huésped.

3. Evaluacién de las diferencias transcripcionales (mediante hibridacidon en microarray) y
fenotipicas (caracteristicas agrondmicas) entre lineas que expresan de forma
constitutiva transgenes que codifican derivados de BP100, y la linea convencional mas
proxima (Senia). Comparacidon de los efectos no intencionados de transgenes que
codifican distintas proteinas o péptidos antimicrobianos en plantas, concretamente
AFP y derivados de BP100
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Material y Métodos

lIl.LA. Métodos de manipulacion de acidos nucleicos

lILA.1 Amplificaciones de fragmentos de ADN mediante la Reaccidon en Cadena de la

Polimerasa

La reaccion en cada de la polimerasa, disefiada por Kary Banks Mullis en 1986, es una técnica
que permite la amplificacion especifica y exponencial de una secuencia de ADN. Esta técnica se
fundamenta en la replicacién de fragmentos de ADN generados por el enzima ADN polimerasa.
Para ello son necesarias dos secuencias cortas nucleotidicas, oligonucleétidos o cebadores de
entre 18 y 22 nucledtidos, que hibriden especificamente a ambos extremos del ADN molde
donde la polimerasa iniciard la replicacion. El proceso consiste en ciclos repetitivos de
variaciones de temperatura en que se producen los tres fendmenos bdsicos de esta técnica:
desnaturalizacion, hibridacién y elongacidn. Durante todo el proceso el sistema trabaja a
temperaturas altas o moderadas requiriendo un enzima resistente a éstas. Asi, la introduccién
en ésta técnica de una ADN polimerasa termoestable (Tag ADN polimerasa, Thermus
Aquaticus) mejord notablemente la eficiencia, sensibilidad y especificidad respeto su primera
version (Saiki RK et al., 1988). Actualmente existen diferentes tipos de polimerasas mejoradas
con capacidad de correccién como Thermococcus gorgonarius (Tgo) o Thermococcus litoralis

(Vent) que se utilizan a menudo en combinacidn con la Tag ADN polimerasa por su eficiencia.

Reacciones con Tag ADN Polimerasa

La Tag ADN polimerasa de Thermus aquaticus es un enzima resistente a temperaturas
elevadas con una temperatura éptima de trabajo de 72 2C. A esta temperatura y a condiciones
6ptimas se reducen reacciones inespecificas asi como errores en la sintesis de los fragmentos
de ADN. Dependiendo de la regidon a amplificar variara el nimero de ciclos, el tiempo de

elongacion e incluso la concentracidon de magnesio. La temperatura de la fase de hibridacion es
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también un parametro importante ya que dependera de la temperatura de disociacién (Tm, T2
melting) de los cebadores. Todos estos parametros se estableceran y optimizaran en cada

caso.
La composicidn de las reacciones de PCR y las condiciones del termociclador aplicadas para la
amplificacion de fragmentos en esta tesis con Tag ADN polimerasa se detallan en la tabla lll.1y

111.2, respectivamente.

Tabla lll.1: Reactivos para una PCR con Tag ADN polimerasa

Reactivo Conc. Madre Conc. Final V [uL/reaccion]
Tampon Invitrogen 10 x 1x 5

MgCl, 50 mM 1,5 mM 1,5
dNTPs 2,5mM 200 #M 4
Cebador sentido 10 uM 200 nM

Cebador antisentido 10 uM 200 nM 1

Tag ADN Polimerasa 5 U/uL 1U 0,2

ADN molde (~10 ng/uL) 1

Agua hasta 50

Los parametros descritos en la siguiente tabla sirven de referencia para el disefio de las
condiciones de una reaccion de PCR. Las condiciones exactas para cada amplificacién se

detallan mas adelante en su correspondiente apartado.

Tabla 111.2: Condiciones de referencia del termociclador para una reaccion de PCR con Tag ADN
Polimerasa

Ciclos T [eC] tiempo Objetivo
1 94 3 min Desnaturalizacién
1-10 94 30s Desnaturalizacion
50-60° 30 s Hibridacién
72 1 min /Kb Elongacion
30-40 94 30s Desnaturalizacién
50.6ob 30s Hibridacion
72 1 min /Kb Elongacion
1 72 10 min Elongacion

a) y b): T-hibridacién = Tm - 5 °C. a) Para cebadores que hibriden
parcialmente al molde, se programa una T-hibridaciéon considerando solo la
secuencia que hibrida. b) La T-hibridacién se programa en funcién de la Tm de
la secuencia completa del cebador.

Reacciones con Expand High Fidelity PCR System

El sistema de PCR Expand High Fidelity (Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia) es un sistema
optimizado para amplificar fragmentos de ADN de hasta a 5 Kb con una eficiencia elevada. La
sintesis de ADN esta dirigida por dos enzimas, Tag ADN Polimerasa y Tgo ADN Polimerasa, esta

ultima también termoestable y con capacidad de correccidn, disminuyendo asi el nimero de
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posibles mutaciones introducidas durante la amplificacidn. En esta tesis, se utilizd este sistema
para amplificar fragmentos para ser subclonados asi como para la sintesis de los genes

derbp100 mediante la técnica de PCR recursiva.

La composicion y las condiciones del termociclador orientativas de las reacciones de PCR

realizadas con Expand High Fidelity se detallan en la tabla 1ll.3 y II.4 respectivamente.

Tabla 1ll.3: Reactivos per reacciones de PCR con Expand High Fidelity

Reactivo Conc. Madre Conc. Final V [ ul/reaccion]
Tampon (+ MgCly) 10 x (+ 15 mM) 1x (+ 1,5 mM) 5

dNTPs 2,5 mM (de cada) 200 uM 4
Cebador sentido 10 uM 200 nM 1
Cebador antisentido 10 uM 200 nM 1

Ex. High Fid. Polimerasa 3,5 U/mL 2,6 U 0,75

ADN molde (~10 ng/ulL) 1

Agua hasta 50

Los parametros descritos en la siguiente tabla sirven de referencia para el disefio de las
condiciones de una reaccién de PCR. Las condiciones exactas para la amplificacién de los

fragmentos en concreto se detallan mas adelante.

Tabla lll.4: Condiciones del termociclador para reacciones de PCR con Expand High Fidelity

Ciclos T [°C] Tiempo Objetivo
1 94 2 min Desnaturalizacién
10 94 15s Desnaturalizacién
45 - 55° 30s Hibridacién
72 0 68 1 min/1,5Kb Elongacion
20 94 30s Desnaturalizacién
50 - 65 30s Hibridacién
72 0 68° 1 min +5s% 1,5Kb Elongacién
1 72 7 min Elongacion

a) La T-hibridacion 6ptima dependera de la Tm de los cebadores.

b) Para productos de PCR hasta a 3 Kb la T-elongacién =72 °C y para fragmentos
superiores a 3 Kb la T-elongaciéon = 68 °C. c) Para cada ciclo se aumenta el
tiempo de elongacion 5 s.

Reacciones con Taq Gold

El sistema AmpliTaq Gold GeneAmp (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) se utilizé para la
generacion de productos de PCR utilizados para la construccion de rectas patréon en el sistema
de PCR a tiempo real (QPCR). El enzima utilizado en este sistema es una Tag ADN Polimerasa

modificada, la cual esta inactivada y requiere elevadas temperaturas para su activacion. Las
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condiciones de trabajo de este sistema hacen que el enzima reaccione especificamente y con

elevados rendimientos produciendo asi menos artefactos que otros sistemas.

Tabla lll.5: Reactivos para reacciones de PCR con AmpliTaqg Gold GeneAmp

Reactivo Conc. Madre Conc. Final V [ ul/reaccién]
Tampon Amplitag Gold 11 10 x 1x 2
MgCl, 25 mM 5 mM 4
dNTPs 2,5 mM de cada 200 mM 1,6
(5mM dUTP)
Cebador sentido 10 uM *300 nM 0,6
Cebador antisentido 10 uM *300 nM 0,6
TagGold 5 U/pL 1U 0,2
ADN molde** 1
Agua hasta 20

* La concentracion de los cebadores se debera optimizar para cada sistema. Como
ejemplo se muestra la concentraciéon 300 nM. La concentracién madre siempre sera la
misma por lo que solo se ajustara el volumen necesario para cada mezcla.

** Como ADN molde se utilizé el CADN generado en la reaccidén de retrotranscripcion
I11.C.3

Tabla 111.6: Condiciones de referencia del termociclador para una reaccién de PCR con AmpliTag Gold

GeneAmp

Ciclos T [°C] tiempo Objetivo

1 95 10 min Desnaturalizacion
50 95 15s Desnaturalizacion

60 1 min Hibridacién/Elongacién

PCR a tiempo real (qPCR)

La PCR a tiempo real o cuantitativa (qPCR) se caracteriza por su monitorizacion de deteccion
de fluorescencia durante el proceso de amplificacidon de un producto de PCR. La fluorescencia
gue emite durante la reaccion es proporcional a la cantidad de producto generado (Higuchi et
al., 1993; Heid et al., 1996). La formacién de producto y la deteccidn de la fluorescencia se
producen simultdaneamente teniendo siempre acceso a la cinética de la reaccién de

amplificacion.

La cuantificacion inicial del ADN diana se realiza en los primeros ciclos de la gPCR, ddnde la
eficiencia de reaccion es siempre constante. En este punto de la reaccién se obtiene el valor Ct
(threshold cycle). Este ciclo corresponde a aquel donde por primera vez se produce un
aumento significativo de la fluorescencia normalizada (ARn), sobrepasando el umbral. El
numero de ciclos necesarios para llegar a un determinado Ct es inversamente proporcional a la

cantidad de acidos nucleicos que habia originalmente dentro de la muestra (Walker, 2006). La
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cuantificacidn de la muestra se hace siempre en la fase exponencial, donde la amplificacion es
mas eficiente y no se ve limitada por factores como concentracion de reactivos o la actividad

enzimatica.

Los termocicladores disefiados para qPCR, incorporan un lector de fluorescencia capaz de
detectar en todo momento la cantidad de fluorescencia emitida. Las quimicas de deteccion
basadas en fluorescencia pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes, o sondas especificas
marcadas con fluorocromos. En esta tesis se han utilizado Unicamente agentes intercalantes
gue incrementan notablemente la emision de fluorescencia cuando se unen al ADN de doble
cadena. Concretamente se ha utilizado el SYBR Green | (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Este reactivo comercial se aplica en forma de mezcla, la cual incorpora el enzima Tag
ADN Polimerasa, el tampdn de reaccidn y el fluorocromo. Los agentes intercalantes como SYBR
Green | no solo se unen a la molécula de ADN generada especificamente, sino también a
moléculas generadas inespecificamente e incluso a dimeros de cebadores. Para evitar este
inconveniente, la técnica requiere un de sistema de cebadores disefiado minuciosamente,
unas condiciones dptimas de reaccidn y concentracién de cebadores. Todas las PCR a tiempo
real se realizaron en el Termociclador 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Esta técnica se utilizd para el analisis de expresion de genes con
expresion diferencial en lineas MG compardndolas con su isogénica. Asi mismo se utilizd para

determinar el nivel de expresion de los diferentes transgenes analizados.

Diseno de cebadores

Los cebadores especificos se disefiaron siempre sobre la secuencia diana a analizar y mediante
la aplicacién de la herramienta Primer Blast de la base de datos NCBI. Esta herramienta disefia
los cebadores bajo condiciones especificas de longitud y temperatura de disociacidon de los
mismos asi como la longitud de amplicén. Adicionalmente comprueba la especificidad de los
cebadores sobre el tipo de secuencia (ARNm, gendmico) del organismo deseado. Asi pues en
funcién del tipo de andlisis, cuantificaciéon de nimero de copias o andlisis de expresiéon la
especificidad los cebadores se analizé sobre el genoma o ARNm de Oryza sativa ssp. japonica,

respectivamente.

Optimizacion de sistemas de gPCR

Para cada pareja de cebadores es importante optimizar la concentracién de trabajo para evitar
reacciones inespecificas y artefactos que puedan enmascarar el resultado real. Las
combinaciones de concentracidn fueron 50/50, 300/300 y 900/900 nM. Para cada pareja de
cebadores se prepararon las mezclas de reaccién con el reactivo SYBR Green | PCR Master Mix

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) y el ADN molde. Para cada combinacion de
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cebadores se prepard una mezcla para analizar dos réplicas de PCR y un control negativo, el
cual tiene como objetivo descartar aquellas combinaciones de cebadores que generan

artefactos.

Tabla lll.7: Reactivos para la optimizacidn de cebadores

Concentracion Volumen [uL]
) - Cebador Cebador PCR master
Final [nM] Inicial [uM] sentido antisentido Agua Mix 2X ADN Molde
50-50 1-1 3 3 21 30 2%
300-300 10-10 1,8 1,8 23,4 30 2%
900-900 10-10 5,4 5,4 16,2 30 2%

* EI ADN molde se afiadié a la mezcla una vez aplicada a la placa de PCR (MicroAmp Fast Optical 96-well
Reaction, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) y solo en dos replicas de PCR. La tercera replica fue el
control negativo y se afiadié agua.

Tabla 111.8: Condiciones de referencia del termociclador para una reaccién de PCR con SYBR Green

Ciclos T[oC ] tiempo Objetivo
1 95 10 min Desnaturalizacion
50 95 15s Desnaturalizacion
60 1 min Hibridacion/Elongacion
1 95 15s Curvas de disociacion
60 1 min
Aumento de
95 Ta progresivo

Una vez obtenidos los resultados de PCR se escogieron aquellas concentraciones de cebadores
gue mostraban un threshold cycle (Ct) menor (es decir, mayor concentracién de producto) y
una mayor intensidad de fluorescencia normalizada (ARn); y para la réplica blanco una menor
sefial de artefactos. De la combinacién de estos tres factores se escogid la concentracidn

6ptima.

Construccion de la recta patron

La recta patron en la PCR a tiempo real se utilizd para cuantificar tanto el nimero de copias de
los transgenes derbp100 como para los niveles de expresion en los anadlisis transcriptomicos. La
preparacion y generacioén de la recta patron es en ambos casos la misma. Los productos de PCR
se generaron o bien de plasmido para los derbp100 o bien de ADNc de Senia. Se generaron
diluciones seriadas de 10°, 10°, 10°, 10® moléculas/reaccién. Para cada dilucién se realizaron
tres replicas de PCR. El software del termociclador ABlprism permite generar una recta patrén
mediante la pendiente y ordenada en el origen y obtener asi una relacién directa entre el valor
Ct y el nimero de copias iniciales en la reaccién. El coeficiente de linealidad R*> muestra la

fiabilidad de la regresidn lineal.
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[1] Logyo (C)=a.Ct-b
a=pendiente

b=ordenada en el origen.

El nimero de copias (C) de ARN o ADN (segun el ensayo) de un determinado gen en una
muestra problema se calculd a partir de la ecuacién de primer grado [1] mediante la
introduccion del valor Ct obtenido de la reaccidon de qPCR. Para la comparacion entre muestras
el valor C se relativizd respecto al nimero de copias de un gen endégeno de la muestra. El

valor resultante corresponde a la expresion relativa del gen en estudio.

La recta patrédn permite también determinar la eficiencia (E) de una reaccion de qPCR.
Aplicando la férmula de Rasmussen (2001) se obtiene el valor E de la reaccién [2]. Este se

utilizé para corregir los Cts obtenidos para cada gen mediante el programa Genex v.4.3.1.

2] E=1Q(Y/pendiente) 1 (Rasmussen, 2001)

I1I.A.2 Purificacion de productos de PCR

La purificacion de los productos de PCR se realizé mediante columnas de afinidad QlAquick
PCR Purification kit (QIAGEN, Hilden, Alemania). Las columnas de afinidad son capaces de
retener en la membrana de silice el ADN con un elevado contenido en sales y después de un
proceso de lavado eluirlo en una solucién pobre en sales. Con este método se pueden purificar
fragmentos entre 100 pb y 10 Kb eliminando asi cebadores, nucleétidos, polimerasas y sales
presentes en la solucién. Los tampones y las minicolumnas vienen incluidos en el “kit” de la

casa comercial.

El protocolo seguido incluye algunas modificaciones:

1. Afadir 5 volumenes de tampdn PB por 1 volumen de reaccién de PCR y mezclar.

2. Aplicar la mezcla a la columna (volumen méximo 650 /4.

3. Centrifugar a 4.000 rpm durante 3 min. En el caso de que no haya bajado toda la muestra,
repetir la centrifugacion.

4. Centrifugar a 13.000 rpm durante 30 s y descartar el eluido.

5. Lavar la muestra afiadiendo 700 1 de tampdn PE.

6. Centrifugar a 4.000 rpm durante 3 min. En el caso de que la muestra no haya bajado
completamente, repetir la centrifugacion.

7. Descartar el eluido.
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8. Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min para eliminar completamente los restos de etanol
presentes en la columna. En caso contrario el rendimiento de purificacion y la calidad del
ADN disminuira. Restos de etanol pueden inhibir posteriores reacciones enzimaticas.

9. Transferir la columna a un tubo siliconizado de 1,5 mL.

10. Aiadir 50 (L de agua o tampdn de elucién EB (10 mM Tris HCI; pH 8,5) en el centro de la
columna.

11. Incubar durante 15 min a TA.

12. Eluir el ADN centrifugando a 5.000 rpm durante 5 min. Finalmente centrifugar a 13.000
rpm durante 30 s.

13. Cuantificar 2 fi de muestra al espectrofotémetro NanoDrop D100.

Il.A.3 Electroforesis en gel de agarosa (AGE)

La electroforesis en gel de agarosa es un método simple y efectivo para separar, analizar y
purificar fragmentos de ADN. En esta tesis se utilizdé este método para comprobar las
reacciones de PCR, purificar fragmentos de ADN de interés y analizar las digestiones con
enzimas de restriccién. La concentracidn de la solucién de agarosa depende de los tamafos de
los fragmentos de ADN a analizar. La tabla .9 representa una correlacion entre la
concentracion del gel y los tamafios de los fragmentos a separar para obtener una resolucion

adecuada.

Tabla 111.9: Concentraciones recomendadas para la resolucion de ADN de doble cadena

Agarosa (% p/v) Tamafio de los fragmentos a separar (Kb)

0,5 10 - 30
0,7 0,8 -12
1 0,5- 10
1,2 0,4-7
1,5 0,2-3
2 0,05 - 2

Tampdn TAE 50X (Tris/Acetato/EDTA)

Tris Base 242 g
Acido acético glacial 57,1 mL
Na,EDTA .2H,0 372¢g

Tampdn TAE 1X
Enrasar 20 mL de tampdn TAE 50X en 1000 mL de agua destilada.

Solucidén tincién SYBR Safe (Invitrogen, Life Technologies, New York, USA)
Disolver 10 £4 de SYBR Safe en 100 mL de tampdn TAE 1X nuevo.
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Tampon de muestra:

Azul de bromofenol 250 mg
Xilen-cianol 250 mg
Glicerol 30 mL
Agua enrasar a 100 mL

El procedimiento seguido fue el siguiente:

Pesar la cantidad necesaria de agarosa y disolver en tampdn TAE 1X.

Calentar la solucién en el microondas hasta que la agarosa esté completamente disuelta.
Dejar enfriar la solucién hasta 50 C.

Llenar el molde para formar el gel y dejar polimerizar un minimo de 30 min.

Preparar las muestras con el tampdn de muestra y cargarlas al gel.

o vk W R

Correr el gel a 100 mA (para geles pequefios 10 x 6 cm) o 150 mA (para geles grandes 10 x
15 cm) hasta que el colorante azul de bromo fenol haya recorrido el 80% de la longitud del
gel.

Teir el gel en 100 mL de una solucién de SYBR Safe (1:10.000) durante 10-15 min.
Fotografiar el gel segun las instrucciones de la cdmara UVICHEM Cas6000 (Uvitec,
Cambridge, UK).

I1l.A.4 Extraccion de fragmentos de ADN de gel de agarosa

La extraccion de fragmentos de ADN de geles de agarosa se realizd mediante columnas de
afinidad con el QlAquick Gel Extraction kit (QIAGEN, Hilden, Alemania). Estas se basan el
mismo principio que las presentadas en el apartado de purificacion de productos de PCR. Con
este método se pueden purificar fragmentos entre 70 pb y 10 Kb de trozos de geles de hasta
400 mg. Los tampones utilizados y las minicolumnas vienen incluidos en el “kit” de la casa

comercial.

El procedimiento seguido presenta algunas modificaciones respecto al de la casa comercial:

1. Preparar el gel y tefiir con SYBR safe (l1l.A.7).

2. Recortar la banda deseada y determinar el peso.

3. Afadir por 100 mg de gel de agarosa 1% (el doble para geles del 2%) 300 (L de tampdn
QG.

4. Incubar a 50 2Cy con agitacién durante 10 min o hasta que se disuelva el gel.
Aplicar la mezcla a la columna (volumen méximo 650 4).

6. Centrifugar a 4.000 rpm durante 3 min. En el caso de que no haya bajado toda la muestra,
repetir la centrifugacion.

7. Centrifugar a 13.000 rpm durante 30 s y descartar el eluido.

8. Lavar la muestra afiadiendo 700 /4 de tampdn PE (contiene etanol).
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10.
11.

12.

13.

14.
15.

16.

Centrifugar a 4.000 rpm durante 3 min. En el caso de que la muestra no haya bajado
completamente, repetir la centrifugacion.

Descartar el eluido.

Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min para eliminar completamente los restos de etanol
presentes en la columna. En caso contrario el rendimiento de extraccidn y la calidad del
ADN disminuira. Restos de etanol pueden inhibir posteriores reacciones enzimaticas.
Transferir la columna a un tubo siliconizado de 1,5 mL.

Afadir 50 tL de agua o tampdn de elucién EB (10 mM Tris HCl; pH 8,5) al centro de la
columna.

Incubar durante 15 min a temperatura ambiente.

Eluir el ADN centrifugando a 5000 rpm durante 5 min. Finalmente centrifugar a 13.000
rpm durante 15 s.

Cuantificar 2 L de muestra al espectrofotémetro Nanodrop D100.

III.LA.5 Purificacidn fendlica y precipitacion con etanol de soluciones de ADN

La purificaciéon fendlica de soluciones de ADN se realizé después de digestiones de fragmentos

de ADN superiores a 10 Kb para eliminar sales y restos de enzima. La purificacién siempre fue

seguida de una precipitacion y un lavado con etanol para concentrar las soluciones de ADN.

El procedimiento seguido fue el siguiente:

L 0 N o w

11.
12.
13.

50

Afadir 1 volumen de fenol/cloroformo/isoamilalcohol (25:24:1) a 1 volumen de solucién
de ADN a puirificar.

Vortexar 1 min y centrifugar a 13.000 rpm durante 3 min para separar las dos fases.
Aspirar la fase acuosa (superior) y transferirla a un microtubo.

Afadir 0,9 voliumenes de agua respecto el volumen inicial de la solucion de ADN sobre la
fase organica y repetir los pasos 2 y 3.

Determinar el volumen total de la solucién acuosa.

Afadir 0,1 voliumenes de acetato sddico y vortexar.

Afadir 2,5 volumenes de etanol 100% y vortexar.

Precipitar el ADN a 20 2C un minimo de 2 h.

Centrifugar durante 30 min a 13.000 rpm.

Retirar rapidamente el sobrenadante.

Lavar el pellet afiadiendo 500 £L de etanol 70% (v/v) y mezclar suavemente.

Centrifugar durante 10 min a 13.000 rpm.

Retirar rapidamente el sobrenadante con una pipeta Pasteur de punta estirada.



Material y Métodos

14. Secar el pellet invirtiendo el tubo con el tapdn abierto para eliminar completamente los
restos de etanol.
15. Resuspender el ADN con 30 —50 /4 de agua.

16. Cuantificar 2 tL de muestra al espectrofotémetro Nanodrop D100.

Il.LA.6 Subclonajes
Digestion enzimatica de secuencias de ADN

La digestidon de fragmentos de ADN para los clonajes se llevd a cabo mediante enzimas de
restriccion. En esta tesis se utilizaron Unicamente enzimas de restriccion que generan
extremos cohesivos, de la casa comercial Roche (Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia). Las
condiciones de reaccion se establecieron para cada enzima y segun las recomendaciones de la
casa comercial. El volumen afiadido de fragmento a digerir debe situarse entre el 10% y el 50%
del volumen total de reaccién. Asi mismo el volumen del enzima no debera superar el 10% del
volumen total, en caso contrario el glicerol podria inhibir la reaccidn. Las digestiones se
incubaron a 37 2C entre 1 hora y O/N dependiendo de la finalidad y la cantidad de ADN a
digerir. Finalmente la purificacion de los fragmentos digeridos se llevé a cabo mediante las
columnas de afinidad (lll.LA.2) o mediante purificacion fendlica para fragmentos > 10 kb
(1.A.5).

Desfosforilacion

La desfosforilacidn de los plasmidos digeridos se realizé mediante incubacién con el enzima
fosfatasa alcalina (Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia). Las condiciones de reaccion se

establecieron segun las recomendaciones de la casa comercial.

Para determinar la cantidad de enzima necesaria se deben calcular los picomoles de extremos

5’ presentes en la reaccidn. Para moléculas de doble cadena se aplica la siguiente férmula [3].

(3] pmol 5'= m x1012 pmols/molx 2 extremos5'/moléculas
X

X = cantidad de ADN (g)

Y = tamafio del fragmento (pb)
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Finalmente la purificacion de los fragmentos desfoforilados se llevd a cabo mediante las
columnas de afinidad (lll.A.2) o mediante purificacion fendlica para fragmentos > 10 kb
(HI.A.5).

Ligacion

Las ligaciones entre el inserto y el vector se realizaron mediante incubacién con el enzima T4
ADN Ligasa (Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia). Las condiciones de la reaccidén se
establecieron segun las recomendaciones de la casa comercial. Un factor importante para una
ligacién dptima entre inserto y vector es la relacién molar de éstos en la mezcla de reacciéon
(férmula [4]). La relacién molar variard en funcién del tamafio de los fragmentos a ligar. Para
fragmentos de tamafios similares se recomienda una relacién molar inserto:vector de 10:1,
contrariamente, es decir, para fragmentos de tamafios que difieren mucho entre si se aplicara
una relacién molar inserto:vector de 2:1. Otro factor importante es la concentracion de ADN
total dentro de la mezcla, que debe estar entre 10 y 20 ng//4, asi como el volumen de la
mezcla, el cual no debe superar los 25 £4. Una concentracion superior a 20 ng//L podria dar
lugar a reacciones inespecificas. Respecto al volumen de la mezcla es importante que no
supere los 25 (4 ya que podria disminuir la eficiencia del posterior proceso de transformacion.
Para cada ligacion realizada en esta tesis se especifican las condiciones aplicadas en su
apartado correspondiente. Todas la ligaciones se incubaron 16 h y a una temperatura gradual
de 4 °C a 16 °C. Una vez finalizada la ligacién se desactivd el enzima T4 ADN ligasa incubando
la mezcla de reaccién durante 10 min a 65 2C. En caso de no desactivar el enzima podria

disminuir la eficiencia (o incluso inhibir) del proceso de transformacién.

[4] Cantidad inserto [ng] = cantidad vector [n(_i] x tamafo inserto [Kb] % relacién inserto
tamafo vector [Kb] vector

l1IlLA.7 Minipreparaciones de ADN plasmidico

Las extracciones de plasmidos de células de E. coli transformadas se realizaron mediante el kit
de extraccidon NucleoSpin (Macherey-Nagel, Diiren, Alemania) principio de purificacidén se basa
en la adsorciéon de las moléculas de ADN a membranas de silice en presencia de una
concentracion elevada de sales caotrdpicas. Bajo estas condiciones el ADN tiene mayor
afinidad para los iones de silice pudiendo asi proceder con el lavado etandlico sin que éste se

desprenda. La elucion del ADN se llevara a cabo mediante la adicién de agua o tampdn pobre
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en sales, p.ej. 10 mM Tris HCI pH 8,5. Todos los reactivos necesarios asi como las minicolumnas

de silice estan incluidos en el kit. Con este método se pueden purificar plasmidos < 15 Kb con

un rendimiento maximo del 80% y obteniendo cantidades de hasta a 25 1g.

El procedimiento seguido difiere ligeramente del de la casa comercial y fue el siguiente:

ook W N

10.
11.
12.
13.

14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

Inocular en 5 mL de medio LB con antibidtico de seleccidon de colonia aislada obtenida
mediante transformacién genética y que contenga el plasmido a purificar.

Incubar toda la noche a37 2Cy a 200 rpm.

Centrifugar las células 30 s a 13.000 rpm y descartar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en 250 4L tampdn Al que incluye ARNsa A.

Proceder con la lisis alcalina afiadiendo 250 f4 de tampdn A2 (contiene SDS) e invertir el
microtubo de 6 a 8 veces. No vortexar.

Incubar durante un maximo de 5 min a TA.

Anadir 300 (L de tampdn A3 (contiene hidrocloruro de guanidina) para neutralizar la
solucidn y permitir que el ADN se adhiere bien en el interior de la columna.

Invertir el microtubo de 6 a 8 veces.

Centrifugar 15 min a 13.000 rpm para precipitar las proteinas complejadas con SDS vy los
restos celulares.

Aplicar el sobrenadante a la columna de silice para adsorber el ADN.

Centrifugar a 4.000 rpm durante 3 min y finalmente 30 s a 13000rpm.

Descartar el eluido.

Se recomienda lavar el ADN con 500 z4 tampdén AW (contiene hidrocloruro de guanidina)
centrifugando 1 min a 13.000 rpm. Este paso es importante para la optimizacién de
posteriores reacciones enzimaticas o de secuenciacién, ya que se eliminaran los restos de
nucleasas.

Para eliminar contaminantes como sales, metabolitos u otros componentes celulares
solubles, lavar la columna aplicando 600 (i de tampdn A4 (contiene etanol).

Centrifugar 3 min a 4.000 rpm y descartar el eluido.

Centrifugar 1 min a 13.000 rpm para eliminar totalmente los restos de etanol.

Aplicar la columna en un microtubo de 1,5 mL.

Aplicar sobre la columna 50 £4 de tampdn de elucion AE (10 mM Tris HCI, pH 8,5).

Incubar durante 15 min a TA.

Centrifugar 5 min a 4.000 rpm y finalmente 15 s a 13.000 rpm.

Cuantificar la concentracion de ADN con el espectrofotémetro NanoDrop D100.
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I1l.A.8 Secuenciacion de fragmentos de ADN

Las secuenciaciones de fragmentos de ADN se realizaron con la mezcla comercial BigDye®
Terminator (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) cuya técnica se basa en el método
desarrollado por Sanger en los afios setenta. El método dideoxy de secuenciacién esta
catalizado por el enzima ADN polimerasa y utiliza como sustrato los analogos de nucledtidos
2’, 3’-dideoxinucleétidos (ddNTPs). A medida que el enzima incorpora al extremo 3’ de la
cadena creciente un ddNTP la elongacion termina selectivamente con una base A, C, Go T
debido a la manca de un grupo hidroxilo en ddNTP. La mezcla de BigDye® Terminator utiliza
ddNTP marcados cada uno con un fluorocromo diferente que se van afiadiendo a la cadena
durante cada ciclo de la reaccién de secuenciacidn. Durante la reaccién se generan moléculas
de ADN, cada una terminada y marcada a una base distinta y consecutiva a la anterior. Los
productos de reaccion se aplican en un secuenciador (ABI PRISM TM 310 Genetic Analyzer,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) para la obtencion de la secuencia final. Con esta
técnica se pueden secuenciar moléculas de ADN tanto de doble como de simple cadena. En
esta tesis se secuenciaron moléculas de doble cadena procedentes de productos de PCR o de

pldsmidos.

Se prepararon las reacciones con los siguientes reactivos (afiadidos por orden) en tubos de
propileno de 200 /4.

Tabla 111.10: Reactivos para reaccién de secuenciacion

Reactivo Volumen (uL)
BigDye buffer® 1
Cebador (10 M) 1

BigDye terminator? 3

ADNP 1-5

Agua hasta 10

a) Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
b) Pldsmidos: 100 ng de ADN; Productos de PCR: 10 ng de ADN

Las condiciones del termociclador se indican en la tabla I1.11.

Tabla lll.11: Condiciones de termociclador para la reaccién de secuenciacion

Ciclos T[°C] tiempo
1 95 3 min
25 96 10s
50 5s
60 4 min
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Purificacién del producto de secuenciacion:

1.

L 0 N o WU

11.
12.
13.

14.

Vortexar brevemente la mezcla y afadir por orden: 1 fL EDTA 125 mM; 1 (L acetato
sédico 3 M pH 5,2 y 25 4 etanol 100% (v/v).

Proteger la mezcla de la luz tapando el microtubo con papel de aluminio. Invertir
aproximadamente 4 veces.

Incubar a TA durante 15 min.

Transferir las soluciones a microtubos de 1,5 mL y centrifugar a 13.000 rpm durante
30 min.

Rapidamente, aspirar el sobrenadante con una pipeta Pasteur estirada.

Lavar el pellet afiadiendo 30 (4 de etanol 70% (v/v) y mezclar suavemente.

Centrifugar durante 15 min a 13.000 rpm.

Rapidamente, aspirar el sobrenadante con una pipeta Pasteur de punta estirada.

Secar las muestras dejando los tubos abiertos y protegidos de la luz (30 2C durante 15

min).

. Resuspender el sedimento en 30 L de Template Suppression Reagent (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA, Foster City, CA, USA) y rehidratar durante 20 min a TA.
Vortexar y desnaturalizar en un bafio a 94 2C durante 3 min.

Transferir inmediatamente sobre gel.

Transferir los 30 L a microtubos ABI 310 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) y
aplicar las reacciones de secuencia a ABI PRISM TM 310 Genetic Analyzer.

Una vez obtenidas las secuencias estas se analizaron con el programa Chromas Lite v2.01.
El programa permite visualizar las secuencias y exportarlas en formato FASTA para su

posterior analisis.

Figura Ill.1: Ejemplo del programa Chromas Lite v2.01 para la visualizacion de las secuencias obtenidas
con el secuenciador ABI Prism. Como ejemplo se muestra la funcion de exportacién en formato FASTA.
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I1I.LA.9 Transformacion genética de bacterias

La transformacién genética de bacterias Escherichia coli (E. coli) es una técnica muy comun en
biologia molecular. El objetivo de ésta técnica puede ser la expresion de proteinas
recombinantes o bien simplemente la amplificacion de plasmidos para la obtencidon de éstos
en grandes cantidades. E. coli es capaz de replicar el ADN plasmidico por reconocimiento de la
secuencia de origen de replicacion ORIC. La cepa E. coli XL1 Blue se utilizd Unicamente para la
amplificacion de vectores durante los procesos de clonaje. Por el contrario la transformacion
genética de Agrobacterium tumefaciens tuvo como objetivo la modificacidn de la cepa con el
vector de expresidn para proceder con la transformacidn genética de arroz. En todo caso, para
llevar a cabo una transformacion genética las células bacterianas deben ser competentes, es
decir, con la pared celular modificada para favorecer la introduccidn del material genético. La
competencia de bacterias se mide por la eficiencia de transformacion siendo ésta el nimero
de transformantes obtenidos por mg de plasmido transferido. En esta tesis se utilizaron células
E. coli XL1 Blue y A. tumefaciens EHA105 quimicamente competentes por CaCl, (Seidman,
1977).

Preparacion de células competentes por CaCl,

El método utilizado para la obtencién de células competentes fue por incubacién con CaCl,
descrito por Seidman (1977). La cepa de E. coli XL1 Blue utilizada posee el gen de resistencia a
la tetraciclina (Tc) y A. tumefaciens EH105 a la rifampicina (Rif). Estos son Utiles para evitar

contaminaciones durante la preparacion.

Tampdn TB

PIPES (piperazin-N,N’-bis 2-etansulfénico) 10 mM
MnCl, 55 mM
CaCl, 15 mM
KCl 250 mM

Ajustar pH a 6,7 con KOH 5 N antes de adicionar el MnCl,

SOB

Triptona 20 g/L
Extracto de levadura 5g/L
NacCl 0,5 g/L
MgSO, 5g/L
KCl 0,186 g/L
Agar (solo para placas) 15 g/L

Autoclavar 20 min a 121 eC
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Medio de cultivo y placas LB

Triptona 10 g/L
Extracto de levadura 5g/L
Cloruro sddico (NaCl) 10 g/L
Agar (para placas) 15 g/L

Autoclavar 20 min a 121 @C

Medio YEB (liquido o sélido)

Beef Extract 5g/L
Extracto de levadura 1g/L
Peptona 5g/L
Sacarosa 5g/L
MgSO, 0,48 g/L
Agar (para medio sélido) 15 g/L

Autoclavar 20 min a 121 eC

Tabla 111.12: Antibioticos utilizados

Antibiético Concentracién Final [ ug/mL]
Tetraciclina (Tc) 15
Ampicilina (Sal de Na) (Amp) 100
Kanamicina (Kan) 50
Rifampicina (Rif) 50

El procedimiento seguido fue el siguiente:

1.

©® N o U ok

9.

Sembrar en estria una placa LB con antibiético e incubar segln cepa:

a. E. coli XL1 Blue (LB+ Tc), incubar 16-20 h a 37 oC.

b. A. tumefaciens EHA105 (LB+ Rif), incubar 48 h a 28 °C.

Preparar un inéculo de 5 mL en LB con antibidtico a partir de una ufc de la placa e incubar
16-20 h a 37 °C (E. coli) 0 28 °C (A. tumefaciens).

Inocular de 0,83—1 mL del indculo a 250 mL de medio SOB sin antibidtico. Incubar a 372C
(E. coli) o0 28 °C (A. tumefaciens) con agitacion a 175 rpm hasta llegar a una ODgy = 0,6. El
nombre de células viables no debe superar 10® células/mL (1 ODggo= 8 x 10%cel. /mL).
Transferir el cultivo celular a tubos de centrifuga estériles frios.

Mantener en hielo durante 10 min.

Centrifugar entre 4.000-5.000 rpm durante 10 min a 4 2C.

Eliminar el sobrenadante y mantener los tubos invertidos durante 1 min.

Resuspender las células en 80 mL de la solucién TB, previamente enfriada, pipeteando y
agitando suavemente. Durante este proceso trabajar sobre hielo. Finalmente incubar 10
min sobre hielo.

Centrifugar entre 4.000-5.000 rpm durante 10 min a 4 °C.

10. Decantar el sobrenadante.

11. Resuspender las células en 18,6 mL de TB frio en hielo.
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12.
13.
14.

Afadir DMSO temperado a TA a una concentracion final del 7% (v/v).
Incubar en hielo 10 min.

Alicuotar la suspension en 200 £4, congelar con nitrégeno liquido y conservar a -80 2C.

Transformacion por choque térmico

Para la transformaciéon de bacterias quimicamente competentes se utiliza el método del

choque térmico. Este puede ser por calor a 42 2C o bien por contacto con nitrégeno liquido.

Ambos métodos tienen como objetivo la desestabilizacion de la membrana bacteriana para

posibilitar la transferencia del ADN al interior de la célula.

La transformacion de células E. coli XL1 Blue se realizé por calor. El procedimiento seguido fue

el siguiente:

1. Afadir a una alicuota de células competentes una alicuota de la reaccidn de ligacion o bien
100 ng de plasmido y mezclar suavemente.

2. Incubar las células sobre hielo durante 30 min para que el ADN se adhiera a la pared
celular.

3. Incubar 90 s a 42 oC para de producir el choque térmico y permitir asi la entrada del ADN al
interior de las células.

4. Incubar sobre hielo durante 1-2 min.

5. Afadir 500 £4 de medio SOB (IIl.A.9).

6. Incubar 1 h a 37 2C para que las células sinteticen la resistencia al antibidtico que las
confiere el plasmido introducido.

7. Sembrar en superficie 100-300 L sobre placas LB que contengan el antibidtico de

seleccion.

Las células de Agrobacterium tumefaciens se transformaron por contacto con nitréogeno

liquido:

1.
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Descongelar una alicuota de 200 /L (aproximadamente 10° ufc /mL) de células
quimicamente competentes.

Afadir 100-200 ng del vector de transformacion y congelar rapidamente en N, liquido.
Incubar 5 min a 37 °C.

Anadir 800 4 de LB liquido e incubar 3-4 h a 28 °C.

Centrifugar 1 min a 13.000 rpm.

Eliminar el SN y resuspender el sedimento en 100 £A de medio LB agitando suavemente.
Sembrar en superficie en una placa de medio YEB con kanamicina.

Incubar las placas a 28 °C durante 48 h.
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l11.B. Construccion de plantas de arroz MG

111.B.1 Construccion de vectores para expresion en planta
Oligonucleétidos

Los oligonucleétidos utilizados para la sintesis de genes y construccién de vectores de
expresion fueron sintetizados por la casa comercial (Fisher Scientific, Madrid, Espafia). En la
tabla I11.13 estan resumidos los cebadores necesarios para la sintesis de genes, obtencion de

secuencias de interés asi como seleccidn de vectores positivos.

Tabla 111.13: Oligonucledtidos utilizados para la construccidn de los vectores de clonaje

Oligonucleétidos Secuencia/Descripcion

Sintesis mediante PCR recursiva de las secuencias codificantes de bp214, bp192 y bp216 fusionadas con el péptido
sefial pria (extremo 5‘) y al con la secuencia de retencién a reticulo endoplasmatico KDEL (extremo 3°):

PR1a.1_for 5’-ATAG GGATCCGAGGCCACCATGGGCTTCGTCCTCTTCTCC
CAACTCCCATCCTTCCTCCTCGTCTCCACCCTCCTCCTGT-3’

BP100.1_rev 5’-GTACTTGAGGATCTTCTTGAAGAGCTTCTTGGCGCGGCA
GGAGTGGGAGATCACGAGGAACAGGAGGAGGGTGGA-3’

BP100.2_for 5’-GAAGCTCTTCAAGAAGATCCTCAAGTACCTCGCCGGCCC
AGCCAAGAAGCTCTTCAAGAAGATCCTCAAGTACCTCGCC-3’

BP100.3KDEL_ rev 5’-TATAGGATCCATTATCAGAGCTCGTCCTTGAGGTACTTG
AGGATCTTCTTGAAGAGCTTCTTGGCTGGGCCGGCGAGGTAC
TTGAGG-3’

Clonaje de las secuencias derbp100 al vector intermediario pAHC16:

PR1a_for 5’- ATAGGGATCCGAGGCCACCAT- 3’
Obtencidn de las secuencias codificantes de derbp100
KDELbam_rev 5’-TATAGGATCCATTATCAGAGCTCGTC-3’

Obtencidn de las secuencias codificantes de derbp100y
determinacion de su orientacién en el vector intermediario pAHC16
UBIfi_for 5’-AACCTCGTGTTGTTCGGAGC-3’
Determinacién de la orientacion de las secuencias codificantes de derbp100
en el vector intermediario pAHC16
Determinacidn de la orientacién del gen de interés en el
vector de transformacion
NOS_rev 5’-CCATCTCATAAATAACGTCATGC-3’
Determinacién de la orientacion de las secuencias codificantes de derbp100
en el vector intermediario pAHC16

Obtencidn, clonaje y seleccién del fragmento: gos2-gfp-rrbc

GOS-GFP_for 5'-ATAGAAGCT TTCGGTACCCGGGGAT-3’
Amplificacidn del fragmento gos2-gfp-rrbc del vector pCAMBIA5300

RBC-GFP_rev 5’-GACGGCCAGTGCCAAGCT-3’
Amplificacién del fragmento gos2-gfp-rrbc del vector pCAMBIA5300
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Continuacion tabla 111.13: Oligonucleétidos utilizados para la construccion de los vectores de clonaje

GGFSc_for 5’-GGCATCCAAGCCAAGAAGAG-3’
Seleccidn de los clones con el inserto gos2::gfp::rrbcs en
pCAMBIAgfp

GGFSc_rev 5’-ATCGCAAGATTCCGATCCCTA-3’
Seleccidén de los clones con el inserto gos2::gfp::rrbcs en
pCAMBIAgfp

Determinacion de la orientacion del cassette de expresion de GFP en pCAMBIAgfp

pUCGF_for 5’- TGATGACAATTATGGCTACCTCG -3’
pUCGF_rev 5’-TCTACCATGGTGGACTCCTCTTAG- 3’

Seleccidn de clones positivos pCAMBIAgfp::derbp100y pCAMBIA1300::derbp100

seqUBI_rev 5’-GTCCTTTAGACCATGTCTAACTGTTC -3’
T35SKB_for 5’-GTAGGGATCCGGGTACCTTAACGCCGAATTAATTCG -3’

Construccion de la sonda necesaria para la deteccion por Southern Blot

SouthUBI_for 5’-ACATGTGATGTGGGTTTACTGATG-3’
SouthBP_rev 5’-GAGGTACTTGAGGATCTTCTTGAAG-3’

Determinacidn de los niveles de expresion de los ARN diana codificantes de gfp, hpt Il y derbp100

SYGFP_for 5’-AAGCAGAAGAACGGCATCAAGG-3’
SYGFP_rev 5 -TAGTGGTTGTCGGGCAGCAG-3’
SYPR1a_for 5’-TCCTCGTGATCTCCCACTCCTG-3’
SYKDEL_rev 5’-CGGATCCATTATCAGAGCTCGT-3’
SyHygro_for 5’-CGAAATTGCCGTCAACCAAGC-3’
SyHygro_rev 5’-CTGGAGCGAGGCGATGTTC-3’

Sintesis de genes

PCR Recursiva

La técnica de la PCR recursiva fue disefiada por Promodrou y Pearl en el afio 1992 para la

sintesis de genes utilizando la técnica de la reaccidén de la polimerasa en cadena (PCR). La

sintesis de genes mediante esta técnica requiere el uso cebadores de longitudes comprendidas

entre 50 y 90 nucleédtidos con secuencias comunes entre ellos, los cuales seran los puntos de

inicio de sintesis de ADN mediante ADN polimerasa sin la necesidad de introducir en la mezcla

de reaccion un ADN molde. Asi, mediante esta técnica es posible la construccién de secuencias

génicas a bajo coste y con una eficiencia notablemente mas elevada que con otros métodos de

sintesis. Ademas, la PCR recursiva a diferencia de otras técnicas no requiere pasos intermedios

como la fosforilaciéon y la ligacion. El primer resultado obtenido por Promodrou y Pearl fue un

gen de 522 bp a partir de 10 cebadores.
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Para la sintesis de las secuencias derbpl00 (bp214, bpl92 y bp216) se requirieron
concretamente 4 cebadores (tabla 111.13), los cuales fueron sintetizados por Ramaén Eritja (CSIC,
Barcelona). Los cebadores PR1a.1_for (externo) y BP100.2_for (interno) hibridan en direccion
sentido y BP100.1_rev (interno) y BP100.3KDEL (externo) en direcciéon antisentido. Los
cebadores externos hibridan por su extremo 3’ a los internos. Estos ultimos tienen zonas de
hibridacion en ambos extremos. La figura 1ll.2 representa esquematicamente la reaccién de la
PCR recursiva, en la cual se puede observar la orientacion e hibridacién de los cebadores asi

como el proceso hasta la obtencién de los productos finales.

> {
< < <«
bp214
bp192 | ] ]
bp216 | [ 1 [ 1 [

Figura Ill.2: Representacidén esquematica de la sintesis de genes mediante una PCR recursiva.

El enzima utilizado para la sintesis fue Expand High Fidelity polimerasa de la casa comercial
Roche (Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia). Las condiciones del termociclador se adaptaron
en funcidn de las recomendaciones de la casa comercial y fueron: 3 min 94 2C; 10 ciclos: 15 s
94 °C, 30 s 54 °C, 3 min 30 s 72 °C; 20 ciclos: 15594 2C, 30 s 58 2C, 3 min 30 s + 5s 72 °C;

10 min 72 2C. La composiciéon de la reaccion para la construccidn del gen fue la siguiente:

Tabla 111.14: Reactivos para la reaccion de PCR recursiva para la sintesis de bp214, bp192 y bp216

Reactivo Conc. Madre Conc. Final V[ uL/reaccion]
Tampén + MgCl, 10 x (+15 mM) 1x (+1.5 mM) 10
dNTPs (TTP) 2,5 mM (de cada) 300 uM 12
Cebador Externo (1) 30 uM 30 pmol 1
Cebador Interno (2) 0,2 uM 0,2 pmol 1
Cebador Interno (3) 0,2 uM 0,2 pmol 1
Cebador Externo (1) 30 uM 30 pmol 1

Ex. High Fid. Polimerasa 3.5U/uL 1,75 U 0,5

Agua hasta 100

61



Material y Métodos

Purificacion de genes sintéticos

Debido a la repeticidn de la secuencia bp134 en los genes bp214, bp192, bp216, el producto de
la PCR recursiva se compone de una mezcla de éstos. No fue posible el uso de técnicas
electroforéticas para la separacion de secuencias génicas ya que el tamafio de los tres genes
no era suficientemente distinto (su tamafio difiere solo de 45 nucledtidos). Se optd por la
técnica del subclonaje mediante el sistema T/A utilizando el vector pGEM T-Easy (Promega,
Madison, USA). La ADN polimerasa introduce a los extremos 3’ de la secuencia tres adenosinas
trifosfato consecutivas de manera que hace posible la clonacién de un producto de PCR en un

vector lineal con tres timidinas a los extremos 3’.

Tabla 111.15: Composicidon de la mezcla de la reaccion de ligacion para la purificacién de genes sintéticos

Reactivo Volumen [ ulL]
pGEM®-T easy (50 ng/uL) 1 ul

Mezcla PCR recursiva 1 uL (=43,5 ng*)
Tampon 2X 5uL

ADN Ligasa 1 ul

Agua 2 uL

* Ejemplo de cdlculo para la cantidad necesaria de producto de PCR aplicando la
formula [4] (111.A.6):

50ng x 0,261 Kb X 1 43,5 ng mezcla de PCR recursiva purificada

3Kb 10

La reaccidén de ligacion se incubd 16 h a una temperatura progresiva de 4 C a 16 °C. El
producto de ligacion se transformd por choque de calor a células E. coli XL1 Blue
quimicamente competentes (Método CaCl2; 111.A.9). Las unidades formadoras de colonia (ufc)
resultantes se seleccionaron mediante PCR (Tag ADN polimerasa, Invitrogen, Life Technologies,
New York, USA) utilizando los cebadores PR1a_for y KDELBam rev y como ADN molde una
suspensidn de una ufc aislada seleccionada de la placa LB-Agar. Las condiciones de PCR fueron:
3 min 95 9C; 40 ciclos: 30 s 95 2C, 30 s 58 2C, 30 s 72 2C; 10 min 72 2C. La composicién de la

reaccion se describe en el apartado I1l.A.1.
Las secuencias codificantes de bp213 y bp217 las sintetizd la casa comercial GenScript

(GenScript, Piscataway, NJ, USA). Estas se encuentran incorporadas en el plasmido pUC57 y

flanqueadas con dianas BamH | a ambos extremos.
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Vectores de origen

Para la construccion de los vectores necesarios tanto intermediarios como de expresion en
planta se partio de los plasmidos alistados en la tabla 111.16. En ésta se muestra el nombre del
vector, el tamafio, el gen de seleccion y finalmente su funcion. Los vectores pCAMBIA5300,
pAHC17, pCAMBIA0390 y pCAMBIA1300 fueron cedidos por B. San Segundo (CRAG,
Barcelona). El vector pGEM'T-Easy se obtuvo de la casa comercial Promega (Promega
Coorporation, Madison, USA). Los vectores pCAMBIA son pldsmidos que se utilizan para la
transformacion de plantas mediante Agrobacterium tumefaciens disefiados con un minimo de
secuencias heterdlogas necesarias para la preparacion del vector segln las condiciones
requeridas, sean de seleccion o de expresion de proteinas. Concretamente pCAMBIA1300 estd
preparado con el gen de seleccién de resistencia a higromicina (hpt 1) para la seleccion de
callos y plantas transformadas positivamente, y con el gen de resistencia a kanamicina (npt 1l),
para la seleccién bacteriana. En ambos casos los genes de resistencia estan regulados por el
promotor del virus del mosaico de la coliflor (CaMV 35S). Ademas este vector incorpora la

region de multiple clonaje de pUC18.

El vector pCAMBIA0390 contiene Unicamente la regidn de multiple clonaje de pUC9 y el gen de
resistencia a kanamicina para la seleccidén en bacterias. Este vector se modificé con el gen de la
proteina verde fluorescente, gfp y sus elementos reguladores para la seleccion de callos de
arroz transformados positivamente. Una caracteristica en comun de todos los vectores
pCAMBIA son los elementos RB (Right Border) y LB (Left Border) que delimitan el T-ADN, es

decir el fragmento de ADN que se inserta en el genoma de la planta huésped.

Tabla lll.16: Vectores utilizados para la construccion de vectores intermediarios y de expresion

Vector Tamafho [pb] Resistencia Finalidad

pCAMBIA5300 9000 kan” obtencién de la secuencia génica
gos2 ?::gfp€::rrbcs®

PAHC17 5123 amp” vector base para la generacion de plasmidos
intermediarios

pPCAMBIA0390 6813 kan" vector binario de expresion base para
transformacion por Agrobacterium y seleccion
por gfp

pCAMBIA1300 8958 kan'"/ hptII™ vector binario de expresién base para

transformacion por Agrobacterium y seleccion
por resitencia a higromicina

PGEM®Easy vector 3015 amp’ vector intermediario para el aislamiento de las
secuencias bp214, bp192 y bp216

pUC57 2918%/29722 amp" vector intermediario preparado por la casa
comercial GenScript y para el aislamiento de
las secuencias bp213'y bp217?

-": Gen de resistencia, -*: Promotor, -°: Terminador, -: secuencia codificante
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Figura Ill.3: Representacidn esquematica de los vectores de origen utilizados.

Vectores intermediarios

pAHC16

La obtencién del vector pAHC16 se produjo mediante una digestion del vector originario
PAHC17 con la enzima de restriccidn BamH | y seguida de una ligacién del pldasmido mediante
el enzima T4 ADN Ligasa, sin necesidad de desfosforilacion. La composicidon de la reaccidn se
muestra en la tabla 111.17. El vector resultante pAHC16 se transformé mediante choque de

calor en células E. coli XL1 Blue quimicamente competentes (Método CaCl2; IIl.A.9).

La seleccion de los clones positivos se realizd6 mediante una PCR (Tag ADN polimerasa,
Apartado 1ll.LA.1) con los cebadores UBIfi for y NOS_rev utilizando como ADN molde una
suspension de bacteriana realizada a partir de una colonia aislada. Como control positivo se
amplificé el plasmido pAHC17. Las condiciones de PCR fueron: 3 min 95 2C; 40 ciclos: 30 s 95
oC, 30 s 58 2C, 1 min 72 2C; 10 min 72 2C. La composicion de la reaccién se describe en el

apartado lll.A.1.

64



Material y Métodos

Tabla 111.17: Composicidn de la mezcla de la reaccidn de ligacion para la obtencidn del vector pAHC16

Reactivo Volumen [ulL]
pAHC17 (BamH I) (50 ng/uL) 6 uL

Tampdn 10X 1,5 uL

T4 ADN Ligasa 1 ul

Agua 6,5 uL

Subclonaje de los genes de interés en pAHC16

Para el subclonaje de cada uno de los derbp100entre los elementos reguladores pUBI y tNOS
de pAHC16 se digirid el plasmido pGEM::derbp100 (bp214, bp192 y bp216) o pUC57::derbp100
(bp213, bp217) con el enzima de restriccion BamH | y se purifico de gel de agarosa el
fragmento correspondiente a cada derbp100. El pAHC16 se linearizé con BamH | y desfosforild
con fosfatasa alcalina (CIP, Roche Diagnostics, Barcelona, Espana). La ligaciones del vector
pAHC16 con los fragmentos derbp100 se realizaron a una relacion molar vector:inserto de 1:2.
La cantidad total de inserto depende de la longitud de éste y se determind mediante la
féormula [4] (Apartado III.A.6). La reaccidn de ligacion se realizd a temperatura entre 4 Cy 16
oC progresiva durante 16 h. El producto de ligacién se transformd a células E. coli XL1 Blue
guimicamente competentes (Método CaCl,, 1ll.LA.9). La seleccion de los clones se realizod
mediante PCR (Tag ADN polimerasa, lll.A.1) con los cebadores UBIfi for y KDELBam_ rev. Las
condiciones del termociclador fueron: 3 min 952C; 40 ciclos: 30 s 95 eC, 30 s 582C, 1 min 72 °C;

10 min 72 9C. La composicidon de la reaccion se describe en el apartado l1.A.1.

Tabla 111.18: Composicién de la mezcla de la reaccidon de ligacién para la obtencion de los vectores
intermediarios

Reactivo Volumen [pL]
derbp100° 1-3 L
pAHC16 (Kpn 1? / CIP®) 100 ng/pL 2 uL
Tampon de ligacion 10X 1.5 uL

T4 ADN Ligasa 1 uL

Agua hasta 15 uL

a) Enzima para la linearizacion
b) Enzima de defosforilacidon
c) Cantidad aplicada en la reaccion:

bp214 bpl92 bp213 bp216 bp217
Tamafio [pb] 176 216 216 261 261

Cantidad [ng] 13,2 16,2 16,2 19,6 19,6
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Vectores de transformacion
Obtencion de la secuencia génica pUBI::derbp100::tNOS

Las secuencias génicas pUBI::derbp100::tNOS se obtuvieron a partir de los plasmidos
intermediarios pAHC16::derbp100. Cada plasmido se digiri6 con enzima Kpn | (Roche
Diagnostics, Barcelona, Espaia) y el fragmento de interés, de unos 2500 pb, se extrajo de gel

de agarosa 1% (p/v).

Obtencion del gen marcador gfp

Se obtuvo la secuencia del gen marcador gfp con sus elementos reguladores promotor gos2 y
terminador rrbcs a partir del plasmido pCAMBIA5300. Se disefaron los cebadores GOS-GFP_for
y RBC-GFP _rev los cuales incluyen la diana de restriccidon Hind 1l para su posterior subclonaje
en pCAMBIA0390. El oligonucledtido GOS-GFP_for, incluye en su extremo 5’, ademds de la

diana Hind lll, las dianas de restriccion BamH |y Kpn 1.

La reaccién de PCR para la obtencion de la secuencia génica completa se llevé a cabo mediante
el enzima High Expand Fidelity (Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia) y las condiciones de PCR
fueron: 3 min 952C; 10 ciclos: 15 s 95 2C, 30 s 54 2C, 3m 30 s 68 2C; 20 ciclos: 15 s 95 2C, 30 s
58 °C,3m 305+ 5568 29C; 10 min 68 2C, == 4 2C. La composicidn de la reaccidon se describe en

el apartado Ill.A.1.

Construccion del vector pCAMBIAgfp

Para el subclonaje del fragmento gos2::gfp::rrbcs en pCAMBIA0390, se digirieron en paralelo la
dos secuencias génicas con el enzima Hind Ill (Roche Diagnostics, Barcelona, Espaiia), seguida
en el caso del vector de una desfosforilacion con fosfatasa alcalina (CIP, Roche Diagnostics,
Barcelona, Espafia). La ligacién se llevé a cabo con una relacion molar vector:inserto de 10:1

para generar un vector de 10,3 kb.

Tabla 111.19: Composicién de la mezcla de la reaccidn de ligacion para la obtencién de pCAMBIAgfp

Reactivo Volumen [ ulL]
gos2::gfp::rrbcs (Hind 111%) 15 ng/uL 7
pCAMBIA0390 (Hind 11I* / CIP®) 20 ng/uL 1

Tampdn de ligacion 10X 1,5

T4 ADN Ligasa 1

Agua 4,5

a) Enzima para la linearizacion

b) Enzima de defosforilacion
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El producto de ligacidn se transformd por choque de calor a células E. coli XLlblue
guimicamente competentes (Método CaCl,; 1ll.LA.9). Los clones positivos se seleccionaron
mediante una PCR con la combinacidon de cebadores GGFSc for y GGFSc rev, los cuales
hibridan sobre el promotor gos2, generando un producto de PCR de 362 pb. Las condiciones
de PCR de esta primera seleccion fueron: 3 min 95 2C; 30 ciclos: 1 min 95 ©C, 30 s 562C, 25 s 72

2C; 10 min 72 9C, o= 42C. La composicidn de la reaccidn se describe en el apartado I1l.A.1.

En una segunda seleccion se determind la orientacién del inserto gos2::gfp::rrbcs mediante
una PCR con la combinacién de cebadores pUCGF _for y pUCGF rev, los cuales hibridan sobre
el promotor gos2 y sobre el vector, respectivamente, generando un producto de 260 pb para
aquellos clones con el inserto orientado en antisentido. La orientacion final del gen de
seleccion, Hind ll/rrbcs-gfo-gos2/BamH \/Kpn 1/Hind lll, permitird el subclonaje del gen de
interés, descrito en el siguiente punto. La condiciones de PCR (Tag ADN polimerasa, Invitrogen,
Life Technologies, New York, USA) fueron: 3 min 959C; 30 ciclos: 1 min 95 2C, 30 s 60°C, 25 s 72
2C; 10 min 72 2C, o= 4°C.

Construccion de los vectores finales de transformacion: pCAMBIAgfp::derbp100 'y
pCAMBIA1300::derbp100

Los vectores pCAMBIAgfp o pCAMBIA1300 se linearizaron mediante una digestion con el
enzima Kpn | (Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia) y se desfoforilaron con el enzima
fosfatasa alcalina (CIP, Roche Diagnostics, Barcelona, Espaiia). La ligaciones de éstos con los
cassettes de interés pUBI::derbp100::tNOS se realizaron con el enzima T4 ADN Ligasa (Roche
Diagnostics, Barcelona, Espafia). El producto de ligacidén se transformdé mediante choque de
calor en células E. coli XL1 Blue quimicamente competentes (Método CaCl,; 11I.A.9). La reaccidn
de ligacion se llevd a cabo aplicando un relacién molar inserto:vector de 10:1. Para este cdlculo

se considerd un tamafio medio de 2500 pb para todos los insertos.

Tabla 111.20: Composicion de la mezcla de la reaccién de ligacion para la obtencién de los vectores de
transformacién

Volumen [ uL]

Reactivo pCAMBIAgfp (10,3 kb)  pCAMBIA1300 (8,9 Kb)
ubi:derbp100_nos (Knp 1%) 90 ng/uL 2,5 2,5
pCAMBIA (Kpn I%/CIP®) 90 ng/uL 1 1

Tampon de ligacion 10X 1,5 1,5

T4 ADN Ligasa 1 1

Agua 14 14

a) Enzima para la linearizacion

b) Enzima de defosforilacion
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La seleccidon de los clones pCAMBIAgfp::derbp100 se realizd mediante una PCR (Tag ADN
polimerasa, Invitrogen, Life Technologies, New York, USA) con los cebadores pUCGF for y
seqUBI_rev utilizando como ADN molde una suspension de una ufc aislada seleccionada de la
placa LB-Agar. Aquellos clones con el inserto en direccion sentido generaron un producto de
PCR de 500 pb. Las condiciones de PCR fueron: 3 min 95 2C; 40 ciclos: 30 s 95 2C, 30 s 58 2C,
30s 72 9C; 10 min 72 2C; o= 42C. La composicién de la reaccidon se describe en el apartado
III.LA.1. Los clones pCAMBIA1300::derbp100 con el inserto orientado en la direcciéon deseada
(sentido) se seleccionaron con la combinacion de cebadores t35SKB_for y seqUBI_rev. Las
condiciones de PCR fueron: 3 min 95 2C; 40 ciclos: 30 s 95 2C, 30 s 55 2C, 2 m 30 s 72 2C; 10 min

72 °C; o= 4 9C. La composicion de la reaccion se describe en el apartado I11.A.1.

111.B.2 Transformacion de plantas de arroz

La transformacidon genética de plantas por Agrobacterium tumefaciens es actualmente el
método mads utilizado para la introduccion de nuevos genes en células vegetales. La bacteria
A. tumefaciens es una patdgeno de plantas que en condiciones normales infecta plantas
dicotiledéneas generando un tumor formando una herida a través de la cual la bacteria es

capaz de introducir genes en la planta infectada.

La plantas monocotiledéneas no son huéspedes de Agrobacterium tumefaciens, por lo que la
introduccion de genes en plantas de arroz no fue posible hasta mas adelante cuando Hiei (Hiei
et al., 1994) y Cheng (Cheng et al., 1998) elaboraron metodologias eficientes y reproducibles.
El procedimiento seguido para la generacidn de plantas de arroz transgénicas consta de 3
procesos. El primero es la formacion de callo embriogénico a partir de semillas de arroz. En la
transformacion de plantas monocotileddneas, como arroz, se utiliza este tipo de material
vegetal en combinacién con la hormona acetosiringona (para la activacion de los genes de
virulencia) para una eficiente infeccién de Agrobacterium vy transferencia de T-ADN.
Paralelamente se debe modificar genéticamente la cepa. Mediante una transformacién de
células de Agrobacterium competentes (método CaCl,, 1lI.A.9) se introduce el vector de
transformacion derivado de pCAMBIA ddénde el T-ADN se encuentra entre el LB (Left Border) y
el RB (Right Border). El fragmento T-ADN incorpora el gen de seleccidn y el gen de interés, cada
uno con sus elementos reguladores. Finalmente en un ultimo proceso se incuban los callos
embriogénicos con Agrobacterium déonde los genes de virulencia se activaran bajo el efecto de
la hormona acetosiringona. Consecuentemente se introducird el T-ADN el genoma de la
planta. Las plantas de arroz MG utilizadas en esta tesis se generaron en el departamento de

genética vegetal de IRTA, Cabrils.
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Tabla 111.21: Soluciones madre para la preparacién de medios de cultivo

Concentracion

Reactivo madre Preparacion Disolvente
Acetosirigona (Ac) 10 mM 192 mg/100 mL Etanol 96% (v/v)
Tiamina 10 mM 10 mg/100 mL Agua

CoCl,.H,0 1,7 mM 25 mg/100 mL Agua

CuS0,. 5H,0 1 mM 25 mg/100 mL Agua

FeEDTA 8,5 mM 250 mg/100 mL Agua
Reguladores de crecimiento

6-Benzylaminopurina (BA) 1 mM 113 mg/500 mL HCI 0,5N

Acido indol-3-acético (IAA) 1 mM 17,54 mg/100 mL Etanol 96% (v/v)
Acido naphtalenacético (ANA) 50 mM 9,3 mg/100 mL Etanol 96% (v/v)
Acido abscisico (ABA) 3,8 mM 100 mg/100 mL NaOH 1N

Acido 2,4-dichlorofenoxiacético (2,4-D) 50 mM 11 mg/100 mL Etanol 96% (v/v)

Los reactivos alistados, se preparan pesando la cantidad indicada en la columna de preparacién en un
vaso de precipitados. Se disuelven en un volumen pequefio (aproximadamente 2-3 mL) del disolvente
indicado a la columna de la derecha y finalmente se enrasan con agua destilada hasta el volumen
necesario.

Medio de cultivo y placas LB + rifampicina y kanamicina

Triptona 10g
Extracto de levadura 5g
Cloruro de sodio 10g
Agar (para placas) 15g
Volumen final 1000 mL

Autoclavar 20 min a 121 eC
Temperar el medio a T< 509C y afiadir los siguientes antibioticos:

* Rifampicina 50 mg/mL en DMSO 1mL
* Kanamicina 50 mg/mL en agua 1mL
Macros N6

CaCl, .2H,0 1,66 g
KH,PO, 4,00g
MgSQO, .7H,0 1,85¢g
KNO; 28,30 g
(NH4),50, 4,63 g
Volumen final 1000 mL
Micros N6

MnSQO, .H,0 1690 mg
ZnS0, .7H,0 860 mg
H3;BO3 620 mg
Kl 83 mg
Na,Mo0, .2H,0 25 mg
CuSO, .5H,01 mM 10 mL
CoCl, .6H,0 1,7 mM 10 mL
Volumen final 1000 mL
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Medio N6 + Acetosiringona (N6 + Ac)

Preparar medio N6, liquido o sélido, y autoclavar 20 min a 121 °C.

Dejar enfriar hasta T < 50 eC y filtrar 10 mL de acetosiringona 10 mM a través de un filtro de
acetato de celulosa de 0.22 ym.

Medio N6.0 (crecimiento de planta)
Preparar medio N6 sin la hormona de induccién de callo 2,4-D.

Medio N6 (induccidn de callo)

Macros N6 100 mL
Micros MS 10 mL
FeEDTA MS 18,7 mL
Tiamina 10 mM 4 mL
Inositol 100 mg
Prolina 500 mg
Glutamina 500 mg
Hidrolizado de caseina 300 mg
2,4-D 50mM 18,2 mL
Sacarosa 30g
Volumen final 1000 mL
Ajustar a pH 5,8 con NaOH 1M

Gelrite (para medio sdlido) 2,6g

Autoclavar a 121 2C durante 20 min

Pre-regeneracién

Macros N6 100 mL
Micros MS 10 mL
FeEDTA MS 18,7 mL
Tiamina 10 mM 4 mL
Inositol 100 mg
Prolina 500 mg
Glutamina 500 mg
Hidrolizado de caseina 300 mg
BA 1mM 13,3 mL
AIA 1mM 2,85 mL
ANA 50mM 10,7 mL
Sacarosa 30g
Volumen final 1000 mL
Ajustar a pH 5,8 con NaOH

Gelrite (para medio sdlido) 2,6g

Autoclavar a 121 2C durante 20 min

Después de autoclavar dejar temperar el medio a T < 50 2C y afiadir en condiciones estériles

10 mL de la solucién de ABA 3,8 mM filtrando a través de un filtro de acetato de celulosa de

0.22 zm.
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Regeneracién

Macros N6 100 mL
Micros MS 10 mL
FeEDTA MS 18,7 mL
Tiamina 10 mM 4 mL
Inositol 100 mg
Prolina 500 mg
Glutamina 500 mg
Hidrolizado de caseina 300 mg
BA 1mM 13,3 mL
AlA 1mM 2,85 mL
Sacarosa 30g
Volumen final 1000 mL
Ajustar a pH 5,8 con NaOH

Gelrite (para medio sdlido) 2,6g

Autoclavar a 121 2C durante 20 min

Formacion de callo embriogénico

Durante la formacidn de callos embriogénico es importante trabajar en condiciones estériles

durante todo el proceso.

1.

Pelar aproximadamente unas 70 semillas de arroz variedad Senia.

2. Seleccionar unas 60 semillas de aspecto maduro y entero.
3.
4

. Sumergir las semillas en un vaso de precipitados estéril con 100 mL de etanol 70% (v/v) y

Envolver las semillas con tela de lino y atarlas en forma de saco.

agitar durante 1 min.
Decantar el etanol y sumergir las semillas en una solucién de lejia 32% (v/v) y agitar
exactamente durante 30 min para no dafiar las semillas.

Lavar las semillas con agua estéril 3 veces durante un minimo de 10 min cada vez.

7. Poner el saco sobre papel de filtro y abrir el saco con las semillas con pinzas estériles. Evitar

9.

tocar las semillas con los dedos.
Poner cada una de las semillas (pinzas) en un tubo de ensayo pequefio que contiene 4 mL
de medio N6 sélido.

Germinar las semillas durante una semana a 25 2C y en oscuridad.

10. Transferir las semillas germinadas a placas N6 para inducir la formacién de callo

embriogénico. Aproximadamente se preparan para cada transformacion 10 placas N6 de

semillas germinadas.

11. Mantener las placas durante 2-3 semanas en oscuridad o hasta que el callo tenga un

tamano de hasta 1 cm de diametro. En caso de tener el tamafio deseado en 3 semanas,

transferir los callos a medio N6 fresco.
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12. Los callos embriogénicos se seleccionan con una la lupa y bajo campana. Los callos a
seleccionar estan cerca de la semilla y no alrededor de la raiz. Los nédulos embriogénicos
deben tener un aspecto de bola pequefia y de un color mas claro y himedo que el resto de

nédulos tal como se observa en la figura 111.4.

(

Figura lll.4: Formacion de callo embriogénico después de transferir la semilla germinada a placa.
Periodo de incubacion de 3 semanas a 25 2C y en oscuridad.

13. Transferir del orden de unos 30 callos por placa N6. Para cada transformacién preparar
unas 10 placas de callos.

14. Mantener durante 2-4 semanas en oscuridad hasta que se proceda con la transformacion.

Figura II.5: Callos embriogénicos crecidos durante dos semanas después de la extraccion de nddulos.

Cultivo de Agrobacterium tumefaciens EHA105

1. Sembrar una estria del glicerinado de Agrobacterium tumefaciens transformado sobre una
placa de medio LB que contenga los antibidticos rifampicina (seleccion de la cepa de
A. tumefaciens EHA105) y kanamicina (seleccion transformantes positivos con un vector
derivado de pCAMBIA).

2. Incubar 16 h-20 h a 28 °C.

3. Preparar un cultivo de 50 mL en LB + rifampicina y kanamicina e incubar durante 15-20 h a
28 2Cy 50 rpm.

4. Medir la ODs50,m de cuatro réplicas y anotar los valores.
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5. Determinar el volumen necesario del segundo indéculo para obtener después de una
incubacién de 15 h una ODssg,m lo mas cerca de 0,1, donde A. tumefaciens presenta un
crecimiento 6ptimo y asi las mejores condiciones para la transformacion.

Ejemplo de cdlculo:

1) Valor mediano de la densidad éptica del cultivo bacteriano

Mediana ODssgnm = 0,39

2) Calculo del valor de ratio de duplicacién (X) de Agrobacterium durante el tiempo de

incubacion

Tiempo de duplicacion de A. tumefaciens = 1,35 h

horas de -cultivo
tiempo de duplicacion

=11,11 veces de duplicacion de la bacteria

3) Calculo valor Z = nimero total de células generadas durante el tiempo de incubacién
X=z7 211'11 =2210,25 células bacteriana s

4) Célculo del volumen a inocular para obtener un cultivo con una ODssp = 0,1

v ivo liqui 50 mL
_  cultivo liguido A - -
in6éculo ~ Z v inéculo 2210,25 0,02 mL

Y,
El Vingeuo=0,02 mL es el volumen necesario para obtener una ODsso,m= 0,39 después de cultivar
las bacterias 15 h. Para obtener la ODssg,m deseada de 0,1 después de 15 h de incubacion, el

volumen a inocular a un cultivo de 50 mL sera el siguiente:

v -0 :0,0Zmon,l
ODs50nm 0,39

=5,1x103 mL=5pL
Para aumentar la probabilidad de obtener el cultivo con la concentracidn bacteriana deseada,
se prepararon tres diluciones de inéculos:

1) X=5mL

2) 10X =50 mL

3) 100 X =500 mL

6. Incubar los tres indculos durante 15-20 h a 28 2Cy 50 rpm.

7. Calcular la ODssp o para cada uno de los cultivos. El que se aproxime mas a ODssg nn=0,1

serd el que se utilizard para la transformacion.
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Transformacidon mediante Agrobacterium tumefaciens

Dividir la suspensidn de bacterias (50 mL) en dos tubos Falcon de 30 mL.

Centrifugar a 3.000 rpm durante 10 min.

Decantar con cuidado el sobrenadante, dejando medio residual para no perder el
sedimento bacteriano.

Resuspender el sedimento en 50 mL de medio N6 + Ac. El compuesto fendlico Ac

desencadena la transformacidn activando la traduccién del las proteinas vir del plasmido Ti.

5. Repartir la suspension final de bacterias en 4 placas Cellstar (60 x 15 mm) estériles.

A cada placa anadir la cantidad de 2-3 placas de callos embriogénicos. Muy importante:

descartar aquellos callos que hayan desarrollado raiz.

7. Incubar los callos con la suspensidn de bacterias durante 15 min.

10.
11.

12.
13.

14.
15.
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Aspirar la suspensidn de bacterias con una pipeta y escurrir los callos sobre papel de filtro
estéril.
Transferir los nddulos de callo (aproximadamente 30 nddulos / placa) a medio N6 + Ac
solido. Para cada transformacion preparar 20 placas de nddulos infectados.

Incubar los callos exactamente durante 3 dias a 25 2Cy a la oscuridad.

Transferir los callos a medio selectivo N6 con cefotaxime (C) y timentin (T) (para eliminar
Agrobacterium), y higromicina (H), para aquellas transformaciones con seleccién positiva a
resistencia a herbicida. Para los transformantes con el gen de seleccidn gfp, no se afadio
higromicina en el medio. Antes de transferir los callos al medio selectivo eliminar los restos
de Agrobacterium sobre papel de filtro estéril.

Mantener los callos durante 2-3 semanas a 25 2Cy a la oscuridad.

Después de 2-3 semanas repetir la transferencia a medio selectivo N6+C+T. En este punto

el procedimiento se distingue en funcién del gen de seleccidn utilizado:

Gen de seleccién gfp: Para las transformaciones con el gen de seleccién gfp solo se

transfirieron aquellos nddulos de callos que bajo la lupa de fluorescencia se distinguian por
su fluorescencia verde.

Gen de seleccion hpt Il: Para la seleccién de los transformantes positivos se afadio en el

medié el antibidtico higromicina. En este estadio se pueden observar algunos callos
transformados positivamente. Los callos resistentes a higromicina empiezan a crecer y a
desarrollar nddulos de color claro, mientras que el callo de abajo se necrosa.

Mantener durante dos semanas en oscuridad y a 252C.

En este punto se distinguen claramente los callos transformados positivamente.
Dependiendo del tamafio de los callos, estos se transferirdn nuevamente a medio
N6+C+T+H* o bien se podran dividir para conservar una parte en medio de callo
N6+C+T+H* y la otra parte para transferir a medio de pre-regeneracion de planta
PR+C+T+H*.
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Figura Ill.6: Placa con medio de regeneracion de planta con 4 tipos de callos diferentes. El callo verde
estd regenerando planta. Los callos de color claro estdn en fase de crecimiento y son resistentes a
higromicina. El callo pequefio de color negro esta necrosado y no es transgénico.

16. Los callos transferidos a medio N6 + C+T +H* se transferirdn cada 2-3 semanas a medio
fresco.

17. Los callos transferidos a medio PR con antibidticos es mantendran durante un minimo de 7
y un maximo 10 dias en oscuridad.

18. Transferir los callos de PR a medio de regeneracién (R) con antibiéticos (C+T+H*) e incubar
en un fotoperiodo de 16 h luz / 8 h oscuridad en la incubadora Sanyo Growth Cabinet y
una temperatura de 28 C / 22 °C, respectivamente.

19. Los callos generan planta a diferentes tiempos. A medida que vayan brotando se
transferiran a tubos de cultivo in vitro con medio N6.0 (+ H*).

20. Finalmente se obtiene la planta in vitro.

*El antibidtico higromicina solo se afadid al medio para las transformaciones con

construcciones que incorporan el gen de resistencia a éste.

Figura lll.7: Plantulas regeneradas en medio N6.0.
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111.B.3 Obtencion de lineas homocigotas
Aclimatacién

Las plantas crecidas in vitro difieren fisiolégicamente de aquellas crecidas en invernadero.
Estas diferencias se deben basicamente a las condiciones controladas artificiales en que crece
la planta. Un papel importante dentro de estas condiciones lo adquiere el medio de cultivo.
Este estd compuesto con azlcares y hormonas por lo que la planta realiza poca fotosintesis y
se encuentra en un estado de desequilibrio hormonal. Ademas las condiciones ambientales de
cultivo in vitro como elevada humedad, baja concentracion de CO, y baja actividad luminica
hacen que la planta crezca en un estado de intercambio gaseoso restringido. El cultivo in vitro
requiere condiciones de trabajo absolutamente asépticas generando un estado totalmente
anormal de libre infeccidén. Todas estas condiciones hacen que la planta se encuentre en un
estado anormal, adquiriendo una anatomia distinta como p.ej. miniaturizacidn, cuticulas mas
delgadas, cambios fisioldgicos como estomas no funcionales o hasta variaciones en los tejidos

de los 6rganos, como la ausencia de raices.

Para poder cultivar las plantas en condiciones atmosféricas, éstas deben someterse a un
proceso de aclimatacion. Los objetivos principales de la aclimatacion son disminuir la
capacidad epitelial y aumentar la capacidad fotosintética. Para llegar a este objetivo es
necesario controlar la pérdida de agua de la planta mediante la absorcidn radicular y el
reforzamiento foliar. En la figura IlIl.8 se representa un esquema general del proceso de

aclimatacién de una planta desde su cultivo in vitro hasta planta adulta de invernadero.

Elongacion

- Aclimatacion Invernadero
arrelamiento

Cultivo in vitro

e

o B

41

Figura I11.8: Esquema de las fases de aclimatacion de plantas in vitro.

La aclimatacidn se llevd a cabo en un tunel de aclimatacién pulsante, ideado y construido por
el Dr. Enric Melé y la Dra. Joaquima Messeguer (IRTA, Cabrils) (Figura 111.9), que dispone de un
sistema de abertura y cierre automatico para adaptar a la planta progresivamente a las
condiciones atmosféricas. Ademas dispone de un sistema de regulacion de humedad (fogg

system) el cual se combina con periodos de ventilacién.
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Figura 111.9: Tunel de humedad pulsante para la aclimataciéon de plantas in vitro (Foto cedida por
Joaquima Messeguer, IRTA, Cabrils).

Las condiciones de aclimatacion de las plantas in vitro generadas durante esta tesis se variaron
segun el esquema representativo de la figura 111.10. Se mantenia el tunel cerrado desde las
18 h a 9 h. Durante el dia se combinaron intervalos de humedad alta (fogg system) durante
25 min, con 5 min de ventilacién. Este proceso duraba hasta las 18 h momento en que se

volvia a cerrar el tunel.

CICLO DE ACLIMATACION

HR 100%
100 -
fogg system:
condiciones de
80 1 humedad alta
60 -
Tunel Ventilacion
40 {cerradode | forzada k
18ha9h | 5min -
20 A
0 tiempo
() 25 30 60 85 g (min)

Ciclo repetitivo de 9 ha 18 h

Figura 111.10: Esquema del ciclo de aclimatacién aplicado a la plantulas de arroz MG.
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Seleccion de lineas homocigotas para el transgén

Las plantas obtenidas in vitro de la transformacidn por Agrobacterium representan la
generacion genética TO y son hemicigotas para el transgén. Estas, después de pasar por el
proceso de aclimatacién se cultivan en invernadero hasta su floracién, autopolinizacién y
produccién de semillas. Las semillas T1 producidas por las plantas TO son por la ley mendeliana
un 50% hemicigotas (aA), 25% homocigotas (AA) y 25 % no transgénicas (aa). Con el fin de
descartar las no transgénicas se sembraron las semillas T1 en medio MS con higromicina
siendo fenotipicamente resistentes las semillas Aa o AA. Cada una de ellas se transfirid a
invernadero para completar su ciclo hasta la floracién y obtencién de semilla T2. Con el
objetivo de identificar las plantas homocigotas para el transgén (AA) se sembraron 24 semillas
T2 de cada evento T1 en medio MS (para escoger las viables) y después en N6.0 + higromicina.
Se escogieron aquellos eventos que sus 24 semillas T2 presentaban resistencia (figura I11.11). El
procedimiento para la obtencién de lineas homocigotas de plantas con el gen de seleccién de
gfp se realizo igual que el proceso descrito excepto en la seleccidn de las semillas y plantas, la

cuales se analizaron bajo fluorescencia.

Callos en Obtencién plantula in vitro Aclimatacion Obtencién planta TO
medio de en medio N6.0 + H. en tunel de adulta en
regeneracion Plantula TO hemicigota humedad invernadero
para el transgén (Aa) pulsante
Generacion T1 Autopolinizacion I
\l/ Semilla T1
TTITT Siembra selectiva en medio N6.0 Recuperacion
+ H in vitro de 24 semillas T1. de semillas
9,0,5,0.9.5 Por la ley de Mendel se componen T1
<——— de una mezcla de las siguientes S
combinaciones cromosomales: [\
AaxAa: vaAA+ V2Aa+ Y aa [ N\
Planta TO
a) Resistentes (R) a H: 2 Aa + Ya AA

b) No resistentes (nR) a H: % aa

Semilla T2 ) ) ) HOMOCIGOTA HEMICIGOTA
Transferencia a medio selectivo
N6.0 + H in vitro de 24 plantulas
T2 viables previamente cultivadas

en medio MS.

Composicion cromosomal de las

[ A

' semillas sembradas:

. ” AaxAa: Vaaa+ V2Aa+ VaAA

Aclimatacion de Planta T1 Todas las No todas las
AA x AA: todas AA

plantulas resistentes a H plantulas son plantulas son
en tunel de humedad resistentes resistentes
pulsante

Figura lll.11: Esquema del proceso de seleccién de plantas MG homocigotas
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l1I.C Analisis de plantas de arroz transgénico

I11.C.1 Cultivo de material vegetal MG
Mantenimiento y conservacion de callos transgénicos

Los callos transgénicos obtenidos de las transformaciones se mantuvieron en medio N6
(11.B.2). Para mantenerlos a largo plazo se transfirieron a medio fresco periédicamente una vez
cada 3-4 semanas. Los callos con el gen de seleccion gfp se seleccionaban por su emision de
fluorescencia durante las 3-4 primeras transferencias. Después de este periodo el material
vegetal ya se considerd transgénico y no se selecciond bajo la lupa fluorescente. Los callos
transgénicos con el gen de resistencia a higromicina se conservaron en medio N6

suplementado con higromicina (40 mg/L).

Cultivo de plantulas de arroz MG in vitro

Las semillas para el cultivo in vitro de plantulas se esterilizaron seglin el procedimiento
descrito en 1I.B.2. Estas se sumergieron en medio estéril MS (Murashige y Skoog, 1962)
suplementado con un 3% (p/v) de sacarosa y un 0,7% (p/v) de agar. Las semillas se cultivaron
en una camara de cultivo con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad y una temperatura 28
oC - 8 h/22 °C — 8 h bajo una ldmpara fluorescente Sylvania Cool White. Las plantulas se
cultivaron simultdneamente durante un periodo de 2 semanas hasta llegar al estadio
vegetativo (V3), se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se conservaron a -80 °C.
Las plantulas in vitro se cultivaron Unicamente para su posterior analisis transcriptémico
mediante la técnica del microarray o por RT-qPCR. Cada replicado se componia de 10 plantulas

de dos hojas y para cada evento se muestrearon tres replicados bioldgicos.

Cultivo de plantulas de arroz MG en invernadero

Para ensayos de resistencia, extraccion de proteina y extraccion de ADN gendmico se
cultivaron plantas en invernadero sin necesidad de la esterilizacién de las semillas. Para cada

evento se sumergieron en sustrato de arroz del orden de 12 a 15 semillas por maceta.

Composicidn sustrato de arroz

Turba Floratorf 225 L
Vermiculita n23 125L
CosCa 250 g
Osmocote 375g
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Las plantas se cultivaron durante 2 semanas en condiciones de invernadero bajo ldamparas
Philips Son-t Agro (400 W; Flujo luminoso 55000 Im y rendimiento 130 Im/W) y a una
temperatura diurna de 28 2C y nocturna de 20 °C con un fotoperiodo de 14 h/10 h
respectivamente. Las plantas en estado vegetativo V3 se utilizaron inmediatamente para los
ensayos de resistencia o para su conservacién a -80 2C previa congelacidon con nitrégeno

liguido.

I11.C.2 Analisis de ADN genémico
Extraccion de ADN gendmico de planta. Método CTAB

La preparacién de ADN gendmico por el método del CTAB (Panreac Quimica S.L.U., Barcelona,
Espafia) ha demostrado ser un método de extraccion muy efectivo y con un rendimiento muy
alto (Dellaporta et al., 1983; Murray y Thompson, 1980). En esta tesis se utilizd esta técnica
para la extraccion de ADN gendmico de plantas de arroz MG de la generacion T2 para la

deteccion del transgén mediante Southern Blot.

CTAB solucidn de extraccidn, 65 °C

CTAB 2% (p/v)
Tris HCI pH 8 100 mM
EDTA pH 8 20 mM
NaCl 1,4M

Conservar a temperatura ambiente.
Inmediatamente antes de utilizar afiadir 2% (v/v) de 2-mercaptoetanol.

CTAB/NaCl, 65 C
Disolver 4,1 g NaCl en 80 mL de agua y lentamente afiadir 10 g de CTAB bajo agitacion. Si fuera
necesario calentar a 65 2C. Ajustar el volumen a 100 mL.

CTAB solucién de precipitacion

CTAB 1% (p/v)
Tris HCl pH 8 50 mM
EDTA pH 8 10 mM

Tampon High-salt TE

Tris HCI pH 8 10 mM
EDTA pH 8 0,1 mM
NaCl 1M

Conservar a temperatura ambiente.

Tampoén TE
Tris HCI pH 8 10 mM
EDTA pH 8 1mM
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© N o U

10.

11.

12.

13.
14.
15.
16.
17.

Homogeneizar 1 gramo de hoja de arroz en nitrégeno liquido en un tubo cérex hasta
pulverizar.

Afiadir a 4 mL de solucién CTAB de extraccién 80 [IL de Fmercaptoetanol.

Mezclar la solucién preparada en el punto 2 con la muestra homogeneizada hasta obtener
una suspension homogénea.

Afadir la ARNsa (20 4L por 4mL, Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia) y la proteinasa K
(40 L por 4mL, Roche Diagnostics, Barcelona, Espafia) e incubar 60 min a 65 2C mezclando
de vez en cuando.

Afadir 1 volumen de 25:24:1 fenol:cloroformo:isoamylalcohol.

Mezclar invirtiendo el tubo y centrifugar 5 min a 10.000 rpm y a 4 °C.

Recuperar la fase acuosa (fase superior).

Afadir 0,1 volimenes de la soluciéon CTAB/NaCl previamente calentada a 65 2C y mezclar
invirtiendo el tubo.

Repetir los pasos 4 y 5.

Afadir exactamente 1 volumen de solucidon CTAB de precipitacién. Si no se observa ningun
precipitado, incubar 30 min a 65 2C.

Centrifugar 30 min a 13.000 rpm y a 4 °C, y resuspender el sedimento en 500 /L en
tampon High-Salt TE. Si el sedimento no se disuelve bien, incubar 15 min a 65 2C. Repetir
hasta que todo o casi todo el sedimento esté en solucion.

Afadir 0,6 volimenes de isopropanol, mezclar bien y centrifugar 30 min a 13.000 rpm vy 4
oC.

Lavar el sedimento con 1 mL 80% (v/v) etanol y centrifugar 10 min a 13.000 rpm.

Retirar el sobrenadante con una pipeta pasteur estirada.

Secar el sedimento a 37 2C durante 10 min.

Resuspender en 100 £ de agua o tampdn TE.

Cuantificar la solucién de ADN en el espectrofotémetro NanoDrop D100.

Andlisis Southern Blot

La técnica del Southern blot fue disefiada por Edwin M. Southern en el afio 1975 y permite la

deteccion de secuencias determinadas de ADN dentro de una mezcla de fragmento de ADN. La

técnica se basa en la separacién de la mezcla de ADN por gel de agarosa (lll.A.3), la

transferencia a una membrana de nylon y finalmente la deteccion del fragmento de interés

mediante hibridacidn especifica con una sonda marcada. Originalmente EM. Southern disefid

el marcaje de la sonda con el isotopo de fésforo radioactivo **P. La sintesis de la sonda se

disefié para ser construida mediante una reaccién de PCR con a-**P-dATP. Actualmente existen

una gran variedad de sistemas no radioactivos basados en reacciones enzimdticas como el
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sistema AlkPhos Direct Labeling and Detection System with CDP-Star (GE Healthcare Life
Sciences, Uppsala, Suecia) aplicado en esta tesis. Este sistema se basa en el marcaje de la
sonda con la enzima alcalina fosfatasa, la cual degradard el sustrato dioxetan emitiendo

quimioluminiscencia.

La técnica del Southern Blot se aplicd para determinar el nimero de copias de transgén
inseridas en el genoma de los diferentes eventos de las plantas de arroz transformadas con
derbp100. Para ello se disefid una sonda comun para todos ellos, la cual corresponde a una
secuencia de 406 pb que empieza en el intrén y termina sobre la secuencia del monédmero
bp134. Esta se obtuvo por PCR convencional y con los oligonucleétidos SouthUBI for y
SouthBP_rev.

Preparacion de la sonda

1. Generar el producto de PCR con los cebadores SouthUBI_for y SouthBP_rev. El amplicon
gue se genera es de 406 pb. Como ADN molde se utilizé el vector pCAMBIA1300:bp214, ya
gue solo tiene una copia de bp134.

2. Comprobar por electroforesis en gel de agarosa 1,5% (p/v) que la reacciéon de PCR ha
generado un producto Unico.

3. Purificar el producto de PCR y determinar la concentracion y pureza mediante el

espectrofotdmetro NanoDrop D100. La concentracion de sales dentro de la solucidn de

ADN no debe superar 50 mM.

Diluir 20 £ de la solucién cross-linker con 80 (L de agua (conservar entre 2-8 2C).

Ajustar la concentracidn de la solucién de ADN a 10 ng//4.

Desnaturalizar el ADN incubando la solucién 5 min a 95 °C.

Inmediatamente poner la solucién sobre hielo, incubar 5 min y centrifugar brevemente.

©® N o v &

Anadir 10 L del tampdn de reaccidon y mezclar rapida- e intensamente. IMPORTANTE:

Continuar trabajando sobre hielo.

9. Adadir 2 1L del reactivo de marcaje. Mezclar rdpida- e intensamente.

10. Aiadir 10 (L de la solucién cross-linker, preparada en el punto 4. Mezclar rapida- e
intensamente y centrifugar.

11. Incubar la reaccién durante 30 min a 37 2C.

12. La solucién de sonda marcada se puede conservar durante 2 h en frio. Para conservarla

durante mas tiempo, diluir con 1 volumen de glicerol para obtener una soluciéon de

50% (v/v). Esta solucidn es puede conservar a -202C.

Con este protocolo se obtienen 32 (1 de sonda marcada a una concentracion 3,12 ng//d.
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Preparacion del gel

Solucidén de depurar 0,125 M HCI

HCI 11 mL
Agua 989 mL
Se conserva hasta a 1 mes a temperatura ambiente.

Tampdn de desnaturalizacion

NaCl 87,66 g

NaOH 20g

Afadir aproximadamente 800 mL de agua destilada. Mezclar hasta que se disuelvan los
reactivos. Ajustar el volumen a 1000 mL.

Se conserva hasta 3 meses a TA.

Tampdn de neutralizacidn

NacCl 87,66 g

Tris base 60,5¢g

Afadir aproximadamente 800 mL de agua destilada. Mezclar hasta que se disuelvan los
reactivos.

Ajustar el pH a 7,5 con HCl concentrado.

Ajustar el volumen a 1000 mL.

Se conserva hasta a 3 meses a TA.

1. Extraer el ADN gendmico (20-25 g, volumen de 50 /4) por el método de CTAB vy digerir
con las enzimas Hind lll y Eco R1.

2. Separar el ADN digerido en un gel de agarosa al 1% (p/v). Tefiir con Sybr Safe (Invitrogen,
Life Technologies, New York, USA).

3. Depurinar el gel en una solucién de HCl 0,125 M. Agitar durante 10 min. Durante este
tiempo el colorante azul de bromo fenol cambiard a color amarillo.

4. Desnaturalizar el ADN sumergiendo el gel en tampdn de desnaturalizacion. Incubar 30 min
en agitacidon. Durante este tiempo el colorante azul de bromo fenol recuperara su color
inicial.

5. Neutralizar sumergiendo el gel en tampdn de neutralizacién. Incubar 30 min en agitacion.

6. Continuar con la transferencia por capilaridad.

Transferencia por capilaridad

Tampdn de transferencia 20x SSC

Citrato de Tri-Sodio 88,23 ¢

NacCl 175,32 g

Afiadir unos 800 mL de agua.

Agitar hasta que se disuelvan los reactivos. Comprobar que el pH esté entre 7-8.
Ajustar el volumen a 1000 mL.

Se conserva hasta 3 meses a TA.
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Tampon de transferencia 2 X SSC

Diluir 1:10 el tampdn 20 X SSC

10.
11.
12.
13.
14.
15.

Recortar un trozo de membrana de Nylon Hybond-N* de la medida del gel (6 x 9 cm para
un gel pequefio).

Llenar hasta la mitad un recipiente de tamafio adecuado para el gel con tampdn 20 X SSC.
Para geles pequefios aproximadamente 20x20 cm y para geles grandes 24x24 cm.

Montar una plataforma enzima del recipiente y cubrir con 1 hoja de papel Whatmann
3MM. Los extremos del papel Whatmann deben estar sumergidos en el tampdn. El
tampdn subira por capilaridad hasta empapar los papeles (figura I11.12).

Poner el gel sobre la el papel de Whatmann 3MM. Evitar las burbujas de aire. Enmarcar el
gel con parafilm™ para evitar que los papeles de arriba absorban el tampén.

Poner la membrana Hybond-N" sobre el gel. Una vez situada no moverla.

Poner 3 papeles Whatmann 3MM del tamafio del gel encima de la membrana y mojarlos
con tampon. Pasar un rodillo por encima para asurar el contacto con la membrana.

Poner un montdn de papeles absorbentes de unos 5 cm de altura y del tamafio del gel.
Finalmente, situar una placa de vidrio y un peso que no supere 750 g encima del montaje.
Envolver todo el montaje con papel de film para evitar que se evapore el tampdn de
transferencia.

Transferir O/N.

Retirar los papeles absorbentes y de filtro. Marcar con un l4piz la orientacién del gel.

No lavar la membrana antes de la fijacién.

Fijar a 80 2C durante 2 h.

Lavar la membrana con tampon 2 X SSC.

Utilizar el blot inmediatamente. Continuar con la hibridacién.

P ———

Soporte de vidrio

Papel toalia

3 hojas de pape! filtro
Membrana de nylon 5
Gel  ——— |

W

SERY

Recipiente de vidrio

Figura 111.12: Representacion esquematica de la construccion para la transferencia por capilaridad del
gel de agarosa a la membrana Hybond-N".
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Hibridacion

Tampdn de hibridacidon

NacCl 292¢

Reactivo de bloqueo* 4g

Ajustar el volumen a 100 mL

*Afadir lentamente y en agitacion.

Agitar durante 1-2 h. Hacer alicuotas y conservar a -20 2C.
Para un gel pequefio se necesitan aproximadamente 15 mL.

Tampon lavado primario

Urea 120 g
SDS 1g
NaH,P0O, 0,5 M pH7: 100 mL
NaCl 8,7¢g
1M MgCl, 1mL
Reactivo de bloqueo 2g

Ajustar el volumen a 1000 mL
Se conserva hasta a 1 semana entre 2-82C. No recalentar.

Tampdn de lavado secundario 20X

Tris Base 121¢g
NacCl 112 g
Ajustar el pH a 10.

Ajustar el volumen a 1000 mL.

Se conserva entre 2-8 C hasta 4 meses.

Tampdn de lavado secundario 1X (1 Litro)

Tampodn secundario 20X 5mL
MgCl, 1M 2mL
Ajustar el volumen a 100 mL.

Utilizar el tampdn al momento, no se puede conservar.

1. Precalentar el volumen necesario del tampdn de hibridacién a 65 C* (0,25 mL/cm?). *La
temperatura de hibridacion se ajustara para cada sonda.

2. Sumergir el blot en el tampdn y prehibridar durante 15 min y a 65 2C en agitacion
(60 rpm).

3. Retirar una alicuota del tampdn de hibridacién y afiadir la sonda marcada. Afadir entre 5-
10 ng de sonda por mL de tampdn. Para un gel pequeio preparar el volumen descrito al
apartado preparacion de la sonda. Devolver el tampdn con la sonda al blot.

4. Hibridar durante 15-18 h a 65 2Cy en agitacién (60 rpm).
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Post-hibridacion

1. Pre-calentar el tampdn de lavado primario a 65 2C. Utilizar en exceso, aproximadamente 2-
5 mL/cm?

2. Sumergir el blot en tampdn y lavar durante 10 min a 65 2C en agitacion.
Repetir el lavado durante 10 min en tampdn primario fresco y calentado a 65 °C.

4. Transferir el blot en un recipiente limpio y afiadir un exceso de tampdn secundario. Agitar
5 minaTA.

5. Repetir el lavado con tampdn secundario. (Nota: si es necesario, el blot es puede dejar
hasta 30 min en el tampdn).

Nota: la temperatura de post-hibridacién serd la misma que la de hibridacidn.

Deteccion

1. Eliminar el exceso de tampdn secundario del blot y colocarlo en papel limpio no
absorbente (p.ej.: parafilm™)

2. Pipetear el reactivo de deteccién CDP-star (30-40 fi/cm®) (para un gel pequefio unos
2,4 mL) y dejar incubar 2-5 min. Evitar contaminaciones separando una alicuota en
condiciones estériles del reactivo CDP-star con antelacion.

Eliminar el reactivo CDP-star del blot.

4. Analizar con la cdmara de quimioluminiscencia.

I11.C.3 Analisis transcriptdmico de plantas de arroz MG
Extraccion de ARN mensajero

Para la extraccion de ARN de hoja y callo transgénicos se aplico el método del Trizol®
(Invitrogen, Life Technologies, New York, USA). Este reactivo estd compuesto de fenol e
isotiocianato de guanidina (en mono-fase) cuya aplicaciéon fue descrita por Chomczynki y
Sacchi (1987). Durante la homogenizacién y lisis de la muestra el reactivo mantiene la
integridad del ARN mientras que disuelve los componentes celulares. EIl ARN se mantiene en
solucidn y proteinas y otros componentes celulares se eliminaran de la muestra con la adiciéon
de fenol. El rendimiento de este método es muy elevado y la calidad del ARN resultante es
muy elevada con valores A,g/Ass0 > 2. El ARN extraido por este método se utilizé para la

generacion de ADNc, qPCR y analisis de expresién por microarray.
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Extraccion de hoja de arroz

Como material de partida se utilizaron aproximadamente 400 mg de hojas de arroz,

correspondientes a 10 plantulas en estadio V3 crecidas in vitro.

vk wnN

10.

11.

12.
13.
14.

15.
16.

17.
18.
19.
20.

21.
22.

23.
24.

Poner la muestra en un tubo cérex frio y homogeneizar la muestra con nitrégeno liquido
hasta su pulverizacién (aproximadamente 10 min).

Afadir 4 mL de Trizol (1 mL por cada 100 mg de muestra) y mezclar durante 1-2 min mas.
Dejar reponer 10 min a TA para que se deshaga el homogeneizado.

Transferir la muestra en microtubos de 1,5 mL.

Centrifugar a 8.000 rpm a 4 °C y durante 10 min. Recuperar el sobrenadante (SN) (para
eliminar los restos de tejido vegetal) en un microtubo de 1,5 mL siliconizado.

Incubar 5 min a TA (para permitir la completa disociacion de los complejos
nucleoproteicos).

Afadir 0,2 mL de cloroformo por 1 mL de Trizol y mezclar bien durante 15 .

Incubar 3 min a TA.

Centrifugar a 10.000 rpm y a 4 2C durante 15 min.

Transferir la fase acuosa a un microtubo de 2 mL (la fase acuosa, corresponde a la superior
y es aproximadamente un 60% del volumen inicial de Trizol). Poner la fase acuosa
rapidamente en hielo.

Precipitar anadiendo un volumen de isopropanol. Mezclar suavemente invirtiendo el tubo
y dejarlo durante 30 min en hielo.

Centrifugar a 12.000 rpm y a 4 °C durante 10 min.

Eliminar el SN.

Lavar el ARN sedimentado con 1 mL de etanol 75% (v/v), centrifugar 12.000 rpm y 4 eC
durante 10 min y recuperar el SN.

Secar el sedimento durante 5 min a 37 °C.

Anadir 500 fL de agua y resuspender con pipeta. En este paso juntar el contenido de 2
tubos para concentrar las muestras.

Incubar unas horas en hielo para precipitar los polisacaridos (2 h).

Centrifugar a 13.000 rpm y a 4 2C durante 20 min.

Transferir el SN a otro tubo.

Repetir la precipitacion con 10% (v/v) 3 M acetato sddico y 1 volumen de isopropanol.
Precipitar durante una hora en gel o tota la noche a -20 2C.

Centrifugar a 13.000 rpm y 4 °C durante 40 min.

Lavar el ARN sedimentado con 1 mL de etanol 75% (v/v). Centrifugar 13.000 rpm y 4 °C
durante 10 min.

Eliminar el SN.

Secar el ARN durante 5 min a 37 ¢C.
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25. Resuspender con 100 L de agua.
a. Resuspender con vortex durante 2 min.
b. Incubar a 95 C durante 10 min.

26. Analizar la cantidad y calidad de ARN al espectrofotometro NanoDrop D100.

Extraccion de callo de arroz

El proceso de extraccién de ARN de callo arroz es en los pasos iniciales equivalente al de
extraccién de hoja. En este caso la cantidad de partida es de 100 mg. A partir del punto 10

proseguir de la siguiente manera:

11. Precipitar afiadiendo 0,1 volimenes de NaOAc-Glicégeno (1 fL de Glicogeno + 99 (4 de
NaOAc pH 5,2 3 M). Mezclar bien.
12. Precipitar afiadiendo 1 volumen de isopropanol.
13. Precipitar toda la noche a -20 °C.
14. Centrifugar a 13.000 rpm y 4 2C durante 40 min.
15. Lavar el ARN sedimento con 1 mL de etanol 75% (v/v). Centrifugar 13.000 rpm y 4 oC
durante 10 min.
16. Eliminar el SN.
17. Secar el sedimento durante 5 min a 37 °C.
18. Resuspender con 100 /A de agua.
a. Resuspender con vértex durante 2 min.
b. Incubar a 95 °C durante 10 min.

19. Analizar la cantidad y calidad de ARN al espectrofotémetro NanoDrop D100.

Tratamiento con ADNasa

Para los andlisis de expresion con muestras de ADNc es necesario previamente y antes de
realizar la reaccion de retrotranscripcion tratar la muestra de ARN con ADNasa. La eliminacion

del ADN es necesaria para obtener resultados fiables de expresion.

Dependiendo de la concentracion de la solucion de ARN se aplicaron dos tratamientos

distintos, el rutinario o el riguroso.

Tratamiento rutinario: Solucién de ARN < 200 ng//d.
Tratamiento riguroso: Solucion de ARN > 200 ng//d..

88



Material y Métodos

El volumen de la mezcla de reaccién siempre fue 50 £1 y se procedid de la siguiente manera:

1. Afadir a la muestra de ARN 0,1 volimenes del tampdn 10X Turbo ADNasa.

2. Tratamiento rutinario: Afadir 1 /A TURBO ADNasa e incubar 30 min a 37 2C.

3. Tratamiento riguroso: Afiadir 1 L TURBO ADNasa e incubar 30min a 37 °C, repetir el
proceso (1 4L TURBO ADNasa; 37 2C 30 min).

4. Afadir el reactivo de inactivacién de ADNasa:
Tratamiento rutinario: 0,1 voliumenes.
Tratamiento riguroso: 0,2 volimenes.
Mezclar e incubar 2 min a TA mezclando 2-3 veces durante la incubacién.

6. Centrifugar a 10.000 rpm durante 1 min y 30 s y transferir la solucion de ARN a un
microtubo nuevo.

7. Analizar la cantidad y calidad de ARN al espectrofotémetro NanoDrop D100.

Transcripcion reversa. Obtencion del ADNc.

El ADNc se obtuvo a partir de la técnica de la retrotranscripcion (RT). La reaccion se realizo a
partir de las muestras previamente tratadas con ADNasa (Ambion Life Technologies, New York,
USA). Se utilizaron 50 U de Multiscribe Reverse Transcriptase (Multiscribe RT) (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) y Random Hexamer Primers, estos son
oligodesoxiribonucledtidos aleatorios que se utilizan como cebadores en las reacciones de RT y

permiten amplificar toda la poblacion de ARN.

Las reacciones de retrotranscripcion se prepararon en tubos de 200 fL y con 2 (g de ARN
tratado (10 z4 de 200 ng//d).

Tabla 111.22: Reactivos para una reaccidn de retrotranscripcion

Reactivo Conc. Madre Conc. Final V [ ul/reaccién]
Tampén RT 10X 1x 2
dNTPs 100 mM 4 mM 0,8
Cebadores hexameros azar 10X 1X 2
ARN ng/uL 200 100 10
Agua 5,2

Tabla 111.23: Condiciones del termociclador para una reaccién retrotranscripcion

T [°C] tiempo Objetivo
25 10 min Incubacion cebadores hexameros
37 120 min Retrotranscripcion
95 5 min Inactivacion enzima
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Anadlisis de expresion por qPCR

El método de la gPCR es actualmente una técnica muy comun para el analisis de expresion
génica, asi como para la validacién de microarrays. Esta técnica se utilizd para ambas
finalidades. Todas ellas se llevaron a cabo con la quimica del SYBR Green | presentado en el
apartado IlIl.LA.1. En los ensayos de expresion se deben utilizar como minimo 2 o 3 genes como
controles enddgenos para poder normalizar los resultados obtenidos (Vandesompele et al.,
2002). En este caso se utilizaron 3 controles enddgenos correspondientes a los genes: 18S

ribosomal, Factina y al factor de elongacién ef-1a.

Andlisis global de transcriptoma mediante microarray

Un microarray de ADN consiste en un conjunto de pequefios fragmentos de ADN conocidos,
que suelen representar un gen individual, depositados sobre una superficie sélida que puede
ser de vidrio, plastico o silicona; unidos per enlaces covalentes a la matriz quimica. Estos
fragmentos de ADN son sondas, de las cuales se pueden colocar miles en un mismo ensayo de
microarray. Esta tecnologia se basa en la hibridacién de una muestra que puede ser de ADN o
ARN marcados, con las sondas dispuestas en el suporte. La hibridacién ARN-sonda, emite una
sefial de fluorescencia que permite detectar la presencia y la cantidad de una secuencia

conocida en la muestra.

El sistema de microarray utilizado se basa en la tecnologia de la sintesis de sondas in situ de la
casa comercial Affymetrix. Las sondas utilizadas en GeneChip® Rice Genome Array permiten la
hibridacidon de un total de 51.279 transcritos de las especie Oryza sativa. Concretamente
permite la deteccidn de 48.564 transcritos de la variedad japonica y 1.260 de la variedad
indica. El disefio del array utilizado estd basado en la informacion disponible en UniGene,
GenBank mRNAs y en las 59.712 predicciones de genes de The Institute for Genomic Research
(TIGR).

Los ensayos de microarray se realizaron en la Unidad de Gendmica, Fundacién Parque
Cientifico de Madrid bajo la supervisién de Jesus Garcia Cantalejo. La mezcla de ARN a analizar
se marcd previamente con biotina y se sometid a la hibridacion con el microarray. EI ARN
hibridado en el soporte de tratd con el colorante estreptavidina el cual emite fluorescencia a
570 nm. La fluorescencia emitida por la unién especifica sonda-ARN es proporcional al numero
de copias del transcrito en concreto presentes en la muestra. La comparacidon de la
fluorescencia emitida por dos muestras hibridadas en paralelo permitié la determinacién de la

sobre- o infra-expresion de los genes analizados.
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Herramientas bioinformaticas de analisis de expresion de genes
Microarray

Los valores de fluorescencia obtenidos de la hibridaciéon del microarray se procesaron para
obtener el nivel de expresién de cada gen de la muestra analizada. Para ellos se utilizd el
programa Robust Multi-array Average (RMA) el cual incluye una correccién del sonido de
fondo, la transformacién a escala log, y la normalizacién por cuantiles (Irizarry et al., 2003). La
comparacion de la muestras se realizé mediante el analisis estadistico t-Student y la aplicacion
del factor de las fluorescencias de la dos muestras para un mismo transcrito. Este ultimo factor
permite la determinar si el gen analizado se muestra inducido o reprimido la muestra
problema respecto la de referencia (en esta tesis siempre se aplicado la comparacién planta
MG vs. no—MG). Adicionalmente se aplicé el test de correccién multiple Benjamini y Hochberg

False discovery Rate (FDR) para evitar la generacion de falsos positivos.

RT-qPCR

La comparacién del nivel de expresion de un mismo gen de dos muestras se llevd a cabo
mediante el programa Genex v.4.3.1 (MultiDAnalyses). Este permite la correccidn por la
eficiencia de cada gen, la normalizacidn con los controles enddgenos y el analisis estadistico
para la comparacién entre la muestra problema y la de referencia. La determinacion de la
eficiencia de amplificacidn de un gen y la obtencién del valor Ct del mismo gen en la muestra

problema se describe en el apartado Il.A.1.

111.C.4 Analisis de actividad antibacteriana
Extraccion de proteina total de material vegetal transgénico

La extraccidon de proteinas celulares comienza siempre con una ruptura celular o lisis. Los
métodos mas utilizados se basan esencialmente en la homogenizacién de los tejidos por medio
de diferentes procedimientos fisicos y/o quimicos. Uno de los métodos fisicos, y aplicado en
esta tesis, es la disrupcién mediante la homogenizacidén del tejido con nitrégeno liquido. De
esta forma se obtiene una lisis celular total obteniéndose lo que se denomina extracto crudo.
Los objetivos a lograr en esta etapa son maximizar la liberacién de las proteinas de interés,
evitando la degradacion térmica o las alteraciones secundarias por oxidacidn o protedlisis.

Dependiendo del objetivo del analisis proteico es importante escoger el tampdn de extraccion
adecuado para el ensayo. Los soluciones de extraccidon de proteinas estan compuestas de un
tampodn para mantener el pH de la soluciéon (variaciones de pH pueden favorecer la

degradacion de las proteinas), de sales (p.ej. NaCl) para ajustar la fuerza idnica y favorecer la
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solubilidad de las proteinas en el medio y agentes quelantes como EDTA para captar iones
divalentes esenciales para la actividad de las proteasas. Adicionalmente se afiade un
detergente para favorecer la solubilizacién de proteinas de membrana. Existen varios tipos de
detergentes que se clasifican por su carga idnica, siendo éstos iénicos, no idnicos o una mezcla
de los dos, los denominados zwitteridnicos. Dependiendo del objetivo de la extraccién de
proteinas totales se aplicara un detergente u otro. En caso de querer mantener la estructura
nativa de las proteinas se utilizard un detergente no idnico o zwitterionico ya que los
detergentes idnicos desnaturalizan las proteinas de forma irreversible. En esta tesis se ha
utilizado el detergente no idnico Tritdon-X-100 para mantener la actividad de los péptidos
transgénicos. Finalmente otro componente importante a afiadir a la solucién de extraccidn son
los inhibidores de proteasas para evitar la degradacion por protedlisis. EI material vegetal

transgénico analizado en esta tesis fue hoja de planta arroz MG crecida invernadero.

Inhibidores de proteasas 10X (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Reconstituir la mezcla comercial liofilizada en 10 mL de agua MilliQ para obtener una solucién
10X. Alicuotar y conservar a -20 oC.

Tampon de extraccion

Tris HCI 500 mM pH 6,0 1mL
EDTA 10 mM 1mL
NaCl1 M 1mL
Triton X-100 10% (v/v) 0,1 mL
Agua 6,9 mL

Para cada extraccion y antes de empezar con la preparacién del material afiadir 10 (4 de la

solucidn de inhibidores de proteasas por mililitro de tampdn de extraccion.

1. Homogeneizar 2 gramos de hoja crecida en invernadero con N,-Liquido en un tubo cérex o
mortero hasta que la muestra esté pulverizada (aproximadamente 10 min).

2. Afadir a la muestra 10 mL tampdn de extraccion y homogeneizar la suspension.
Transferir la suspensidn a un tubo Falcon de 15 mL.

4. Incubar la muestra 30 min sobre hielo y mezclar periddicamente cada 5-10 min invirtiendo
el tubo.

5. Centrifugar 20 min a 10.000 rpm y 4 2C para sedimentar el material insoluble.

6. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y repetir la centrifugacion.

7. Recuperar el sobrenadante y conservar una alicuota de 50 £4 para la cuantificacion por el
método de BRADFORD.

8. Filtrar la solucién de extracto proteico crudo a través de filtro de 0,22 tm de acetato de

celulosa en condiciones estériles.
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9. Alicuotar la solucién en volumenes de 100-200 (L en microtubos estériles y conservar a -

80 °C. Evitar congelar y descongelar las soluciones proteicas.

Cuantificacion de proteinas por el método Bradford

La cuantificacion de proteinas por el método Bradford (Bradford, 1976) se basa en la
formacién de un complejo entre el colorante, Brilliant Blue G, y las proteinas en solucién. El
complejo proteina-colorante desplaza el maximo de absorcién de la longitud de onda 465 nm a
595 nm siendo la absorcién proporcional a la cantidad de proteina. Para la cuantificacion se
requiere una recta patron la cual se construye con una serie de diluciones de concentracion
conocida de BSA (Bovine Serum Albumin). La linealidad de la recta patrén se mantiene en el
rango de 0 a 10 Lg/mL.

El procedimiento seguido para la cuantificacion de los extractos proteicos crudos fue el

siguiente:

1. Preparar en un matraz de 100 mL una solucidn inicial de BSA de 1 mg/mL. (100 mg en 100
mL de agua). Filtrar la solucién a través de un filtro de 0,45 um vy alicuotar para su
conservacién a -20 2C. Diluir la solucion madre a 0,1 mg/mL para la construccién de la recta

patrdn segun las diluciones mostradas en la tabla [11.24.

Tabla 111.24: Concentraciones y volumenes necesarios para la construccion de la recta patron con BSA

Concentracion final Volumen BSA  Volumen Tris HCI
[ug/mL] 0,1 mg/mL [xL] 0,1 M pH 8 [uL]

0 0 1000

1 10 990

3 30 970

5 50 950

7 70 930

10 100 900

2. Mezclar cada una de las diluciones con 1 volumen de reactivo Bradford e incubar durante
10 min para que se forme el complejo proteina-colorante.

3. Medir la absorbancia con un espectrofotémetro a una longitud de onda de 595 nm.

4. Construir la recta patrédn con las concentraciones y las absorbancias. La ecuacién de
regresion relaciona de proporcionalmente la concentracién de proteinas en solucién y la

absorbancia del complejo (figura 111.13).
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Abs 595nm Recta patron con BSA
0,400
0,350 1 _ Concentracion | Abs 595 nm
0,300 A y = 0,0333x pg/mL
2=
G450 R 0,9958 0 0,000
1 0,031
0,200 A
3 0,110
0,150 A 5 0,170
0,100 A 7 ;289
0,050 A 10 0,325
0,000 T T T
0 2 4 ] 8 10 12
pg/mL BSA

Figura I1l.13: Recta patrdn para la cuantificacidén de proteinas en solucion.

Para la cuantificacion de una muestra desconocida se prepararon cuatro diluciones diferentes
comprendidas entre 50 y 1.000 veces. Estas diluciones son necesarias debido a que la
absorbancia del complejo sélo es lineal en un determinado rango y en caso de tener una
muestra muy concentrada la absorbancia no corresponderia a la concentracion real. Asi, de las
cuatro diluciones analizadas escogio la que estaba dentro del rango lineal. Para la preparacién
del complejo proteina-colorante se procedié como se indica en los puntos de 2 a 4 para la

formacién de la recta patrén.

Para el célculo de la concentracion final de la solucién muestra se aplicé la formula [5] de la

recta patrén multiplicado por el factor de dilucion:

[5] Concentraéén[mg/mL] =-A%950m ¢

0,333

Anadlisis por muerte celular

Para analizar el efecto de los péptidos sobre la viabilidad de la bacteria, se realizd el andlisis
por muerte celular. Este ensayo se basa en determinar el efecto del contacto directo de las
soluciones proteicas con las suspensiones bacterianas. Después de un periodo corto de
incubacién se prepara un banco de diluciones de las bacterias tratadas y se siembran en gota
sobre placa LB agar. Cuando una muestra de proteina o péptido disminuye la viabilidad de las
bacterias el nimero de ufc viables disminuye drasticamente. La bacteria analizada por
contacto fue Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria y se ajustd a una concentracién madre
de 10® ufc/mL. Las soluciones proteicas se ajustaron a una concentracién de 1 mg/mL. Para
cada ensayo se realizaron controles positivos tanto para el efecto de péptido como para el

crecimiento bacteriano.
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Las soluciones bacterianas tratadas se sembraron en bancos de diluciones a 25 min, 1 hy 3 h.
Para cada dilucion se sembraron 4 gotas de 20 fL en una misma placa. Después de una

incubacién de 48 h a 25 9C se procedid con el recuento.

Tampodn fosfato

NaH,P04-H,0 331¢g
Na,HPO4-7H,0 33,77 g
Agua hasta 1000 mL

AjustarelpHa 7,4

Tabla 111.25: Volumenes aplicados para la construccién de un ensayo de muerte celular

Control negativo Control positivo  Extracto crudo Extracto crudo +

Reactivo [uL] [uL] [uL] PAM [ L]
Tampon fosfato 450 400 350 300
Solucién Bacteriana 10® ufc/mL 50 50 50 50
Extracto proteico 5 mg/mL - 100 100 -
Solucién PAM sintético 100 uM - 50 - 50

I11.C.5 Ensayos de resistencia a estrés
Resistencia a estrés oxidativo

El ensayo de resistencia a estrés oxidativo se realizd para determinar la capacidad de
degradaciéon de especies reactivas dentro de la célula de planta. El peréxido de hidrogeno es
agente inductor de estrés oxidativo que induce formacion de especies reactivas (ROS) como el
anién superodxido. Plantas resistentes a estrés oxidativo, son capaces de convertir anion
superdxido (0,°) a especies no reactivas por lo que a mayor resistencia menor acumulacién de
anion superoxido. La determinacion del anién superdxido se llevo a cabo mediante la
incubacién de la hojas tratadas con el colorante nitro blue tetrazolium chlorid (NBT, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), el cual reacciona especificamente con el anidén superéxido (pero

no con H,0,) formando un complejo azul (formazan).

Reactivos

Solucién H,0, 50 mM
KH,P04 pH7,8 10 mM
Azida Sédica 10 mM
NBT 0,1% (p/v)
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Cortar la tercera hoja de la planta y seccionar en trozos de 2-3 cm.

Poner las hojas en una placa de Petriy cubrir con 25 mL de H,0, 50 mM.

Agitar suavemente durante 8 h.

Cubrir las hojas con 15 mL de una solucién de 10 mM tampon fosfato y 10 mM NaAz.
Aplicar el vacio en un desecador conectado a una bomba durante 10 min.

Afiadir una solucidén fresca de 10 mM tampdn fosfato y 0,1% (p/v) NBT.

Aplicar el vacio en un desecador conectado a una bomba durante 10 min.

Incubar toda la noche a TA.

L N U A WM

Analizar las hojas con el programa de analisis de imagen APS Assess v.2.0.

Resistencia a Magnaporthe grisea PR9
Obtencion de esporas

1. Inocular el hongo en placas con medio de avena (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
suplementado con 30 mg/L de cloramfenicol para evitar el crecimiento de bacterias.
2. Hacer de 8 a 10 réplicas en paralelo para seleccionar una placa con crecimiento adecuado

y que el hongo haya formado esporas.

<——— Aspecto no adecuado

<——— Aspecto adecuado

Figura 111.14: Magnaporthe grisea PRI crecido durante 15 dias. Se muestra el aspecto adecuado del
hongo para proceder con el ensayo de resistencia.

3. Incubar las placas a 28 2C con un fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de oscuridad durante 13-
15 dias.

4. Anadir 5 mL de agua estéril. Agitar suavemente las placas con un asa Digralsky para
recoger las esporas del micelio.

5. Recuperar la suspension de esporas de la placa con la ayuda de una pipeta estéril y pasar
por un filtro Miracloth estéril (Calbiochem, Merck, Darmstadt, Alemania). Calcular el

numero de esporas/mL con la ayuda de una cdmara hemacitométrica Neubauer.
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Nota: Para las infecciones en plantas de arroz con M. grisea se ha visto que la eficiencia de

infeccion se ve reducida si se utilizan esporas almacenadas a 4 29C, con lo que es

aconsejable obtener las esporas y utilizarlas en experimentos de infeccidn el mismo dia.

Infeccion de hojas de arroz

Medio Agar+Kinetina

Agar 1% (p/v)
Autoclavar 20 miny a 121 ¢C
Kinetina 2 mg/mL en etanol 50 % (v/v) 1 mL/L

Suplemento de nitrato
27% (6,5 % nitrégeno nitrico + 19,5% nitrégeno amoniacal)
37% SO,

Se siembran las semillas de arroz en el sustrato de arroz (apartado 111.C.1) (no es necesaria
la previa desinfeccidon de la semilla). Pasada una semana desde la siembra, se realiza el
riego con un suplemento de nitrato (15 g/L) durante una semana mas para favorecer la
posterior infeccidn de la planta con M. grisea.

En total se deja crecer en el invernadero durante 2 semanas, el tiempo necesario para que
las plantas alcancen un estadio de 2-3 hojas.

Cortar la segunda hoja y colocarla con el envés hacia arriba con la ayuda de pinzas o la
mano en una placa con medio agar + kinetina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Sumergir en la solucién de esporas (4,5. 10° esporas/mL) los discos para ensayos de
antibidticos (Acefe SA, Barcelona, Espaiia) previamente autoclavados.

Colocar los discos encima del envés de las hojas (figura I11.15).

Sellar las placas con parafilm™, ponerlas en bandejas de plastico con papel de filtro
mojado en su base. Se envuelve toda la bandeja con plastico transparente para que se
forme una cdmara humeda. Esta bandeja ahora se cubre con plastico negro y se incuba a
28 2C durante el tiempo deseado. Las primeras 48 h-72 h después de la infeccién se deja
en oscuridad. Después quitar el plastico negro y los discos de ensayo. Incubar a un
fotoperiodo 16 h luz (28 2C)/ 8 h oscuridad (26 2C).

Después de 7 dias de la infeccidn analizar las hojas con el programa de andlisis de imagen
APS Assess v2.0.
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Figura I11.15: Ejemplo esquematico de la colocacion de los discos de ensayo.

111.C.6 Ensayo agrondmico. Evaluacion de los componentes de produccion

Las lineas de arroz MG se compararon con la linea convencional Senia a nivel de parametros
agrondmicos. Se utilizaron eventos MG independientes homocigotas de la generacién T3 de las
lineas S-bp213, S-bp214, S-bp217 y S-afp ademds de Senia convencional. En ensayo se realizd
en condiciones de invernadero del 29 de Abril hasta el 7 Octubre del 2010, época que
corresponde al cultivo de arroz en la regidn. Para cada linea se cultivaron 45 semillas, de las
cuales germinaron entre el 81 y el 91%. Estas se cultivaron inicialmente en condiciones in vitro
hasta el estadio vegetativo V3. Un total de 30 plantas por linea (3 replicados de 10 plantas) se
transfirieron a macetas con sustrato de arroz y se cultivaron en invernadero en condiciones
estandar. El crecimiento de la plantas se monitorizé para los parametros altura, nimero de
ahijados, contenido de clorofila (spad) y floracién. Los componentes relativos a la produccidn
se analizaron después de recolectar las plantas al final de periodo del cultivo. Se determiné el

numero de paniculas por planta, nimero de semillas por panicula, peso de 100 semillas.
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IV.1 Analisis transcriptomico de plantas de arroz resistentes a plagas

Las plantas modificadas genéticamente son hoy en dia un punto central tanto en la
investigacion de gendmica funcional como en el desarrollo de nuevas variedades mejoradas a
nivel agrondmico y de resistencia. Debido a la legislacion que define el concepto de
equivalencia sustancial en plantas MG es imprescindible estudiar los OMG en profundidad
mediante técnicas de profiling. Estas se centran en estudios metabolémicos, proteémicos o
transcriptomicos. Esta primera parte de la tesis se ha centrado en el estudio a nivel
transcriptomico de los efectos no intencionados derivados del transgén afp comparando
plantas MG y su convencionales isogénicas utilizando el cereal arroz como modelo. Las lineas
MG estudiadas, expresan la proteina antifungica AFP (S-afp), la cual le confiere resistencia al

patdgeno natural del arroz Magnaporthe grisea.

IV.1.1 Comparacion transcriptomica de Senia-afp respecto a Senia mediante

hibridacion por microarray
Analisis de microarray

Las lineas estudiadas para la comparativa a nivel de transcriptoma fueron Senia convencional y
S-afp. S-afp se generd mediante transformacidon genética por Agrobacterium y es resistente al
patégeno Magnaporthe grisea por la expresion constitutiva de la proteina AFP bajo el
promotor de la ubiquitina de maiz (p-ubi) (Coca et al., 2004). La linea S-afp fue cedida
cordialmente para este estudio por M. Coca (CRAG, Barcelona). El proceso de transformacidn
regenerd varios eventos independientes, entre los cuales se selecciond un evento de copia
Unica y homocigota para el transgén que se utilizd para el andlisis. Para evitar cambios
transcripcionales derivados de efectos adversos de cultivo y focalizar los anadlisis en el efecto

derivado Unicamente del transgén, se cultivaron plantulas in vitro bajo condiciones contraladas
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tanto de la linea convencional Senia como de la linea MG S-afp. De cada linea se prepararon
tres replicados bioldgicos cada uno de 10 plantulas, los cuales se analizaron
independientemente en tres microarray por variedad. Los resultados de los microarray estan
disponibles en European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) Array Express bajo el cédigo E-
MEXP-2730. Los valores de fluorescencia obtenidos de la hibridacion se analizaron
conjuntamente mediante el programa Robust Multichip Average (RMA) para la obtencién de
los valores de expresion de los genes analizados. El valor de expresion diferencial se
representa en forma log,-veces. La representacion del logaritmo en base 10 del P-valor del test
t-Student en funcion del la expresion diferencial log,-veces para cada secuencia analizada se
observa en la figura IV.1. Los valores del microarray se filtraron para considerar solamente
aquellas secuencias con una expresion diferencial superior o inferior a 2-veces, validadas por el
test t-Student con un P-valor<0,05 y con una fluorescencia superior a 200 unidades (para la

linea con mayor expresion).

-log10 p-value
(93

log2 AFP/Senia

Figura IV.1. Representacion Volcano plot de la expresion diferencial en lineas de arroz S-afp y Senia.
Cada punto representa un gen del microarray de arroz de Affymetrix. Los logaritmos log;, del P-valor del
test t-Student obtenido del programa RMA se representan en funcién del cambio de la expresion
diferencial log,-veces. Las barras verticales indican una la diferencia de expresién de dos veces mayor o
menor (2-veces o 0,5-veces). Las secuencia marcadas en negro fueron analizadas por RT-qPCR.

Validacién del microarray

La validacion del microarray se llevé a cabo mediante RT-gPCR. Para ello se escogieron un total
de 44 secuencias correspondientes a aquellas con la mayor expresidn diferencial (superior a 5-

veces) mas una serie de secuencias reprimidas escogidas al azar con valores de expresién
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diferencial inferiores a 0,5-veces. Se disefiaron sistemas especificos de PCR sobre los genes
diana, excepto para la secuencia 0s.22606.1.51_at (6,2-veces) sobre la cual no fue posible el
disefo de un sistema de cebadores especificos. La especificidad de los sistemas se comprobd
por qPCR. Todos ellos generaron amplicones Unicos con la temperatura de disociacion
especifica y mostraron coeficientes de linealidad y de eficiencia superiores a 0,99 y 0,90,
respectivamente (promedio R?=0,998+0,002 y E=0,966+0,026).

Los niveles de ARN mensajero de las, finalmente 43 secuencias, se ensayaron por triplicado en
plantulas cultivadas in vitro de Senia y S-afp mediante RT-gPCR. Los niveles de expresion de los
genes endogenos [-actina, ef-1a'y 18S ribosomal se utilizaron para normalizar los valores de
expresion de los genes diana. La aplicabilidad para la estandarizacién de los genes enddgenos
se comprobd mediante el algoritmo estadistico geNORM v3.4 (Ghent University, Ghent,
Belgium), mostrando todos ellos valores de estabilidad M<0,5. Los valores obtenidos de los
genes analizados en S-afp y Senia se normalizaron y corrigieron mediante el programa Genex
v.4.3.1 y se analizaron estadisticamente mediante el test t-Student acoplado a la correccidn
multiple False Discovery Rate (FDR, de Benjamini y Hochberg) con P-valor<0,05. La tabla IV.1
muestra los resultados de qPCR para todas las secuencias en comparacién con los resultados
de microarray. El 82% de las secuencias fueron validadas con un P-valor del test t-Student
medio de 0,01710,016. El porcentaje de validacién se situa en el rango esperado de 65-95%
(Dallas et al., 2005).

El microarray de arroz GeneChip’ utilizado contienes sondas para la deteccién de 51.279
transcritos, de los cuales 48.564 corresponden a la especie Oryza sativa ssp. japonica. De todas
las secuencias analizadas, 196 presentaron una expresion diferencial en S-afp respecto Senia
con valores minimos de expresion dos veces mayor o menor. En el anexo 1 se describe la
funcién de los genes correspondientes a las secuencias que mostraron expresion diferencial.
Las sondas del microarray hibridan sobre secuencias del genoma, muchas de la cuales se ven
representadas por mas de una sonda. Asi, de las 196 secuencias con expresiéon diferencial, 12
estan representadas por dos o tres sondas, reduciéndose el numero total de genes con
expresion diferencial a 183 para la linea MG respecto la convencional Senia. El porcentaje de
secuencias reguladas en S-afp respecto Senia se situa en el 0,40%. La mayoria de las secuencias
con expresion diferencial se mostraron inducidas, 162 secuencias, mientras que sélo 34 se
mostraron reprimidas en la linea MG. Estos valores corresponden al 83% y 17%,
respectivamente. Dieciocho de las secuencias mostraron valores de expresion diferencial
situados entre 5- y 13-veces, 17 de la cuales se mostraron inducidas y soélo 1 reprimida en la
linea MG. Ademas la secuencia correspondiente al gen de seleccidon, higromicina B

fosfotransferasa (hpt 1), mostré claramente niveles muy altos de expresion en S-afp (1.000-
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veces), mostrando niveles basales de expresion en Senia. Debido a que la expresién diferencial

de esta secuencia fue naturalmente predecible, no se considerd para los andlisis de expresion.

Tabla IV.1: Validacion de los resultados de microarray por RT-qPCR. Para los genes con expresion
diferencial validada se muestra el P-valor de la comparativa de test t-Student en gris

microarray qT’TCR
Cédigo Affymetrix cmg::lgc::so Descripciéon v:::(e-s i ‘ﬁlor i ‘;‘a-lor
student student

RPTR-0s-K01193-1_at RPTR-0s-K01193-1 Gen de seleccion: higromicina B fosfotransferasa (hpt II) 1261,45 ' 0,000 0,000
OsAffx.19456.1.A1_at 9640.m00123 Proteina tipo C3HC4 zinc finger 13,39 0,031 0,006
0s.6776.1.51_at AK067173.1 Glucano endo-1,3-beta-glucosidasa precursor, putativa 9,62 0,000 0,000
0s5.50256.1.51_at AK120357.1 Secuencia transcrita 8,11 0,003 0,036
0s.7907.1.51_a_at AK120896.1 Precursor de ferredoxin dependiente glutamato sintasa, putativa 7,90 0,047 0,577
OsAffx.18617.1.S1_at  9639.m00033 Cadena pesada de clathrin, putativa 7,35 0,001 0,016
0s.15894.1.A1_a_at BU673129 Peroxidasa, putativa 6,94 0,048 0,137
OsAffx.22999.1.51_at  AK108619.1 Proteina retrotransposon, putativa 6,82 0,000 0,000
0s.10183.1.51_at AK067850.1 RSW1-/ike celulosa sintasa, subunidad catalitica 5,24 0,000 0,005
0s.57456.1.51_x_at D10956.1 GOS9 5,15 0,006 0,008
0s.37717.1.A1_s_at BU673746 Glicosil hidrolasa, putativa 5,07 0,001 0,029
0s.6152.1.51_at AK066089.1 Proteina hipotética 5,03 0,033 0,018
0s5.40352.1.51_at CF336665 Secuencia transcrita 4,78 0,000 0,000
0s.52377.1.51_s_at AK066722.1 Proteina hipotética 4,60 0,003 0,017
0s.14532.1.51_at AK107809.1 Proteina hipotética 4,46 0,000 0,002
0Os.11821.1.51_at AK071775.1 ATP sintasa, putativa 4,01 0,019 0,011
0s.52425.1.51_x_at AK067023.1 Trehalosa-6-fosfato sintasa, putativa 3,97 0,011 0,002
0s.28397.1.51_at BI807677 Fenilalanina amonio-liasa, putativa 3,80 0,000 0,000
0s5.6645.1.51_s_at AU101638 Péptido tipo tionina, putativo 3,69 0,002 0,008
0s.5504.1.51_at AK059244.1 Proteina heat-shock (HSP), putativa 3,58 0,002 0,027
0s.15701.1.51_x_at AK100652.1 Proteina transportadora de potasio, putativa 3,57 0,003 0,031
0s.51601.1.51_at AK063147.1 Proteina ZOS7-10 - C2H2 zinc finger 3,45 0,015 0,016
0s5.53343.1.51_x_at AK072144.1 Proteina con dominio de proteina quinasa 3,39 0,014 0,469
0s5.5031.1.51_at AB127580.1 Proteina de patogénesis 10 especifica de raiz 3,30 0,022 0,239
0s5.22995.1.51_at CB096301 Secuencia transcrita 3,20 0,004 0,044
0s5.46048.1.51_x_at CB642477 Proteina zinc finger, putativa 3,17 0,013 0,024
0s.53055.1.51_at AK070622.1 Proteina hipotética 3,16 0,003 0,050
0s.26698.4.51_s_at NM_189284.1 Proteina con dominio de proteina universal de estrés 3,15 0,002 0,142
0s.28011.1.51_at AY256682.1 Proteina inducible por brown planthopper, putativa 3,09 0,008 0,027
0s.26511.1.51_at AK073181.1 Proteina hipotética 2,97 0,003 0,003
0s.53062.1.51_at AK070653.1 Factor de transcripcion familia MYB, putativo 2,93 0,001 0,112
0s5.8032.1.51_at AK107749.1 Beta-oryzaina 2,87 0,009 0,049
0s5.49627.1.51_at AK105605.1 Ascorbato oxidasa 2,86 0,007 0,043
0s.48734.1.51_s_at CR288034 Proteina de familia rica en prolina, putativa 2,81 0,003 0,618
0s.22577.2.51_x_at BU673049 Proteina con dominio DUF260, especifica de semilla 2,80 0,000 0,007
0s.57475.1.51_x_at D21280.1 Deshidrogenasa gliceraldehido-3-fosfato 2,80 0,003 0,021
0s5.609.3.51_a_at AK066830.1 Proteina con dominio tipo plastocianin 2,80 0,003 0,013
0s.6542.1.51_at CB678453 Dishidroflavonol-4-reductasa, putativa 2,78 0,003 0,158
0s5.8999.3.51_x_at AK062270.1 Aldolasa C-1 2,71 0,001 0,001
0s.6315.1.51_at AK101374.1 Secuencia transcrita 0,50 0,003 0,004
0s.52298.1.51_at AK066196.1 Proteina hipotética 0,40 0,006 0,009
0s.5725.1.51_at BI810367 Fructosa-bisfosfato aldolasa, putativa 0,33 0,010 0,026
0s.14921.1.51_at AK069119.1 App1, putativa 0,29 0,017 0,010
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Resultados

Cada una de las secuencias con expresion diferencial se identificéd por su cddigo de acceso
publico y se determind su funcién mediante la base de datos de Gene Ontology (GO). Los
genes se clasifican por su actividad en procesos biolédgicos, en funciones moleculares o por el
componente celular en que se ven implicados, a los cuales se les asigna un término GO para su
identificacion. La descripcidn, asi como la funcién de cada una de las secuencias con expresion

diferencial se muestran en la tabla IV.1y en Anexo 1.

IV.1.2 Andlisis de genes con expresion diferencial sobre-representados en Senia-afp

La representacién del total de genes con expresion diferencial sobre el genoma de la linea MG
se determind mediante la herramienta AgriGO de Gene Ontology
(http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/analysis.php).  AgriGO  permite el analisis de
enriquecimiento de secuencias (SEA) respecto al total de secuencias conocidas de la especie.
Un total de 45.078 secuencias de Oryza sativa ssp. japonica se encuentran anotadas y
clasificadas segln tres términos GO: proceso bioldgico, componente celular y funcion
molecular. El andlisis SEA de un listado de secuencias problema determinara si existe una
sobre-representacién de genes con una misma funcién, pertenecientes al mismo componente
celular o involucradas en un mismo proceso, por comparacion con el total de secuencias
conocidas que se sitlan en este término. Los términos GO estan subdivididos en categorias de
las cuales se puede determinar la sobre-representacién génica mediante un analisis estadistico
realizado con el método Fischer asociado a la correccidon FDR de Yekuteli y con un nivel de
significacién de 0,05. Mediante esta herramienta es posible determinar qué secuencias de las
gue mostraron expresion diferencial estan sobre-representadas en cada categoria y definir los
tipos de genes que se han visto mds afectados. El analisis SEA del total de genes con expresién
dife