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Resumen

En este trabajo se ha valorado la actividad del promotor del gen GMZM2G043878 como
bioindicador de la infeccion de un hongo, asi como la posibilidad de utilizarlo para regular
la expresion del factor transcripcional toxico ZmMRP-1 en Arabidopsis bajo el control
de este promotor, que como en teoria es silencioso hasta que se induce, ZmMMRP-1 no
causaria la muerte de la planta. Para ello, se transformaron plantas con una construccion
que contiene el gen ZmMMRP-1 bajo el control del promotor, una que lleva un freno
molecular adicional (receptor de glucocorticoides) y otra que no lo tiene. Los
experimentos realizados mostraron que el promotor no sélo se induce por infeccion de
hongos, sino que otros factores como el estrés, la sequia o la herida podrian inducir
también su expresion. Por otro lado, las plantas que tienen el freno molecular presentan
mayor supervivencia, mientras que aquellas que so6lo llevan el promotor y el factor
transcripcional tienen hojas muertas incluso solo por el trasplante. Aun asi, no hemos sido
capaces de establecer con claridad cuél es el comportamiento de este promotor, creemos
que fundamentalmente por falta de patdgenos naturales de Arabidopsis.

Palabras clave: factor transcripcional, hongos, promotor, transgénico.
Abstract

In this research it was assesed the activity of the promoter of the gene GMZM2G043878
as a bioindicator of fungus infection, as well as the posibility of expressing the toxic
transcriptional factor ZmMMRP-1 in Arabidopsis under the control of this promotor, which
in theory is silent until the induction, ZmMRP-1 would not cause the death of the plant.
For this, plants were transformed with a construct containing the ZmMRP-1 under the
control of the promoter, one carrying an aditional molecular brake (glucocorticoid
receptor) and one that does not. The experiments showed that the promoter is not only
induced by fungal infection, but other factors such as stress, drought or injury could also
induce its expression. On the other hand, plants that have the molecular brake showed
more survival, whereas those that only carry the promoter and the transcriptional factor
have dead leaves even only by the transplant. Even so, we have not been able to establish
clearly the behavior of this promoter, we believe due to lack of natural pathogens of
Arabidopsis.

Key words: fungi, promoter, transgenic, transcriptional factor .



Introduccién

Arabidopsis thaliana es una planta perteneciente a la familia de las brasiciceas
comunmente utilizada en los laboratorios para los estudios genéticos, debido a su ciclo
de vida relativamente corto, su capacidad de autofecundarse, la cantidad de semillas que

produce y su facilidad para ser modificada. Ademas, su genoma es pequefio, 157Mbps.

Como toda planta, Arabidopsis thaliana es susceptible de sufrir infecciones por diferentes
hongos y microorganismos. En este caso, vamos a utilizar Arabidopsis como sistema
modelo en el que valorar un promotor de maiz que creemos puede ser inducible por la
infeccion de hongos. Debido a las caracteristicas mencionadas con anterioridad, esta
planta ha sido ampliamente utilizada para el estudio genético basico de la interaccion
entre las plantas y los patogenos (Piquerez, 2014; Dangl, 2014).

En la naturaleza podemos encontrar una gran cantidad de patdgenos que afectan a las
plantas, pero éstas no se ven afectadas por todos debido a la existencia de mecanismos de
defensa efectivos (Park, 2009). Arabidopsis se ve afectada por hongos y oomicetos, tanto
en condiciones de laboratorio como naturales. En general, los mecanismos de defensa
activados en respuesta a la infeccion varian con el tipo de hongo. Los biotrofos suelen
activar la defensa sefializada por el acido salicilico mientras que los necrotrofos activan

las respuestas mediadas por el jasmonico y el etileno (Urban, 2002).

Para estos experimentos vamos a utilizar dos hongos: Aspergillus flavus y Fusarium
monliforme (ambos se alimentan de tejido vivo). Aspergillus flavus es un patégeno
oportunista de cereales que, cuando infecta el grano, puede producir aflatoxina, una toxina
carcindgena altamente toxica (Klich, 2007). Por otro lado, Fusarium moniliforme causa
el pudrimiento del tallo y la infeccion del grano y puede producir acido fusarico y
fumonisinas (Nelson, 1992). Las fumonisinas atacan principalmente a los cultivos de
maiz y de arroz (Urban, 2002), pero hay otras especies de Fusarium, como Fusarium
graminearum, que producen otras micotoxinas como el deoxinivalenol, que infecta

principalmente a las flores de Arabidopsis.

En la base del grano de maiz, y en contacto con los tejidos maternos, encontramos un
conjunto de células epiteliales diferenciadas para facilitar el transporte de nutrientes desde
la planta madre a la semilla, que constituyen la Basal Endosperm Transfer Cell Layer
(BETL). Diversos datos sugieren que, ademas, estas células tienen un papel potencial

como barrera defensiva (Serna, 2001).



La diferenciacion de las células en esta capa esta regulada por ZmMRP-1 (Myb-related-
protein), un activador transcripcional de 1 dominio que contiene la secuencia SHAQKYF
en su dominio de union a DNA, y el primer factor transcripcional especifico de las células
de transferencia de semilla identificado (Gomez, 2002). La expresion de esta proteina se
detecta en la parte basal del endospermo tan pronto como 3 dias después de la
polinizacion, y ademas regula la expresion de algunos genes especificos de las células de
transferencia de maiz, como BETL-1 y BETL-2 (potencialmente implicados en defensa),
asi como ZmTCRR-1 (Regulador de la Respuesta de las Células de Transferencia, Mufiz,
20062012), un gen implicado en rutas de transduccion de sefiales hormonales que se

expresa en la capa de células de transferencia del endospermo inmaduro de maiz.

Expresado fuera de las células de transferencia, ZmMRP-1 resulta tdxico para la planta,
pues activa un conjunto de genes, aun no identificados, que desencadenan la muerte
celular en pocos dias. De ahi que los intentos de expresar ectopicamente el ZmMRP-1
bajo el control de varios promotores ubicuos (35S, ubiquitina de maiz...) fallaran a la
hora de producir lineas transgénicas estables en maiz, tabaco y Arabidopsis (Gomez,
2009).

En el afio 2015, se realiz6 un estudio sobre los genes de respuesta a la infeccion de hongos
en la semilla de maiz, en el que se identifico el gen GMZM2G043878 (aqui denominado
25869), que se expresa en todo el grano y que se induce por infeccidn. Este gen codifica
para una proteina homdloga a la antifingica de Ginko bilova Gnk2, una proteina de
almacenamiento que tiene actividad antifngica contra patdgenos como Fusarium spp.
(Miyakawa, 2014). Para comprobar si las secuencias responsables de la induccion de este
gen por infeccion se encuentran en su promotor, se transformo Arabidopsis con una
construccion en la que el promotor 25869 controla la expresion del gen delator GUS (B-

glucoronidasa) (Daniel Gonzalez Gamo, 2015).

En los ensayos preliminares, con plantas crecidas en tierra, se llego a la conclusion de que
el promotor se inducia por infeccién gracias a la sefial GUS en la hoja, pero que no existia
una relacion directa y lineal entre ambas variables. En este trabajo nos proponemos
profundizar esto analisis seleccionando lineas para trabajar con plantas T2 y realizar

ensayos in vitro, para controlar mejor la infeccion.

Por otro lado, queremos valorar la posibilidad de utilizar el promotor 25869 como

regulador de la expresiébn de ZmMRP-1. Nuestro objetivo es expresar este factor



transcripcional bajo el control del promotor 25869 esperando obtener plantas en las que
el nivel de expresion basal no resulte toxico. En estas plantas podriamos comprobar si la
expresion del factor transcripcional tiene algin efecto antifungico, un posible papel de

ZmMRP-1 en las células de transferencia del endospermo de maiz.

Transformaremos Arabidopsis con dos construcciones, ambas con el promotor 25869. En
la primera construccion se expresara ZmMRP-1 unido a un epitopo FLAG para la
deteccion de la proteina. En la segunda, la proteina ZmMRP-1 estara fusionada al receptor
de glucocorticoides (GR), lo cual deberia limitar la toxicidad del gen, en el caso de que
la regulacion por el promotor 25869 no sea lo suficientemente silenciosa. EI GR es un
miembro de la familia receptores de las hormonas esteroideas, que no solo actiia como un
receptor, sino como un factor de transcripcion que, en presencia de un glucocorticoide,
activa la transcripcion de promotores que contienen elementos de respuesta a
glucocorticoides. Se considera que es un buen sistema de induccion en plantas porque es

simple y los glucocorticoides no causan efectos pleitrépicos en las plantas (Chua, 1997).

El tratamiento con dexametasona (glucocorticoide sintético) permitira la entrada de la
proteina ZmMMRP1::GR en el nucleo, activando la expresion del conjunto de genes que
causan la muerte celular. Dentro de los genes regulados por ZmMRP-1 estd ZmTCRR-1
(como ya se ha mencionado con anterioridad), las plantas que vamos a transformar
contienen el promotor de ZmTCRR-1 fusionado al gen delator GUS, esto nos permitira
la estimacidn sencilla de la cantidad de ZmMRP-1 en los ndcleos en ausencia/presencia

de hongos y en ausencia/presencia de dexametasona.

El gen GMZM2G043878 fue seleccionado en un experimento de hibridacion a un
microarray en el que se compararon los perfiles de expresion de genes en diversas
regiones del grano de maiz en ausencia y presencia de hongos. Mientras que, sin infectar,
el gen se 5 expresa fundamentalmente en las sedas (Chen, 2014), tras la infeccion, el gen

se induce en todo el grano unas 200 veces.



Objetivos

Este trabajo tiene como objetivo la valoracion del promotor del gen 25869 como
bioindicador de infeccion fungica en Arabidopsis, ademas de determinar si este promotor
se puede utilizar para incrementar la resistencia de las plantas a la infeccion. Con este
objetivo, vamos a:

1. Estudiar con mayor precision cudl es la respuesta del promotor, en Arabidopsis, a la

infeccion fungica.

2. Transformar plantas que lleven el promotor unido a ZmMRP-1, determinar si es posible

producir plantas viables y analizar su respuesta a la infeccion.



Material y Métodos

Cultivo in vitro de Arabidopsis

Para verificar que el promotor 25869 es realmente silencioso y responde a infeccion,
seleccionamos varias lineas 25869p:GFP:GUS del trabajo de D. Gonzalez Gamo para
infectarlas in vitro con las esporas de Aspergillus y Fusarium. Las lineas fueron
seleccionadas en base a unas fotografias de las hojas de las 51 lineas con las que se habia
trabajado y que habian sido tefiidas para GUS sin ningun tratamiento previo.

Para esterilizar las semillas se tratan 5 min con Domestos al 5%, 1 min con etanol al 70%
y 3 lavados con agua estéril. Las semillas se sembraron en placas que contenian el medio
MS (Murashige & Skoog) con kanamicina (4.302g/L de sales MS; Duchefa, 5g de

sacarosa; 1.2% de agar; 50 pg/ml kanamicina) para su seleccion.

Una vez sembradas, las placas se sellan con parafilm y se meten en la cAmara fria (4-6°C)
durante dos dias, para sincronizar el crecimiento, y en el cuarto de cultivo (50% humedad
relativa, entre 23 y 25° C, 16h de luz y 8h de oscuridad) 10 dias. Las plantas resistentes
(de color verde) se trasplantan a placas extra-altas con medio MS, 0.5% sacarosa.

Preparacion de esporas de hongos

Los hongos, Aspergillus flavus (cepa A1120) y Fusarium monoliforme (cepa A0159), se
sembraron desde stocks almacenados a -80° C en placas PDA (potato dextrose agar,
Cultimed)

Las placas se incubaron a 30° C hasta esporulacion (2-3 semanas). Las esporas, blancas
en el caso de Fusarium y amarillo-verde en el caso de Aspergillus, se recogieron mediante
agitacion de las placas 30 min en una solucién PBS (Buffer Fosfato Salino, 137mM NaCl;
2.7mM KCI; 10mM NaHPOg4; 1.8mM KH2PQOj), conteniendo 0.05 % detergente (Tween-
80) debido a la hidrofobicidad de las esporas. Las esporas se recuperaron mediante
centrifugacion a 3000 g 10 minutos y se resuspendieron en medio fresco. Para la
determinacion de la concentracion de esporas se sembraron diluciones seriadas de los
stocks (desde 10-2 hasta 10-5) en placas PDA y se contaron los nucleos de crecimiento a
los 2-4 dias.

Ensayos de infeccion de plantas 25869p:GFP:GUS

Las infecciones se llevaron a cabo depositando sobre las hojas (plantas de unas 3 semanas

de edad) gotas de 3ul de la solucion de esporas, diluida hasta conseguir un numero de 40-



45 esporas por gota. En los experimentos mas completos, se infectaron con el hongo las
3 plantas de 3 placas de cada linea, y en otras 3 placas las hojas se trataron con gotas de
una solucion mock (PBS + detergente a una concentracion equivalente a la dilucion de
esporas). Las hojas tratadas se incubaron 6, 24, 48 o 72 horas (dependiendo del

experimento).

Tincion GUS del material tratado

Las hojas tratadas se incubaron a 37° C durante 24 h en tubos Eppendorf o placas de 24
pocillos conteniendo 500-600ul de la solucion de tincion de GUS (RA Jefferson, 1987).
La solucion estd compuesta por: 0.5mM potasio ferricianuro; 0.5mM potasio
ferrocianuro; 10 mM EDTA; 50mM Tampon fosfato pH 7; 20% metanol; 0.1% Triton X-
100 y 0.5mg/ml X-GLUC (5-Bromo-4-cloro-3-indonil-f-D-glucuroénido, el stock a 20
mg/ml esta en dimetilformamida). La actividad B-glucuronidasa actua sobre el sustrato
generando un precipitado de color azul. Tras la tincion, las muestras se lavaron varias

veces con etanol al 70%, hasta eliminar la clorofila.

Tincion con azul tripano

Algunas muestras tratadas se tifieron con azul de tripano (TripanBlue), que es un
colorante empleado en tinciones histoldgicas para ensayos de viabilidad. La solucion
stock de azul de tripano es una mezcla constituida por: 10g de fenol, 10ml de glicerol,
10ml de acido lactico, 10ml de agua y 0.02g de azul de tripano. La solucion de tincion es
una dilucion (1:2) del stock con etanol al 96%.

El tejido a tefiir se transfirié a un tubo de plastico con tapa, cubriéndose con la solucién
de azul de tripano diluido, aproximadamente 1ml. Los tubos se incubaron en el blogque
térmico a 94° C 1 minuto y después a temperatura ambiente hasta 24 h. Para destefiir, la
solucion de tincién fue reemplazada por 1 volumen de una solucion de cloral hidrato
(disolver 1 Kg de cloral hidrato en 400 ml de agua). Las muestras se pueden conservar en

cloral hidrato durante varios meses.

Andlisis de la expresion de GUS por Western-blot

Electroforesis de proteinas y transferencia

Para extraer la fraccion proteica que contiene la proteina de fusion Green fluorescent
protein: B-glucuronidasa (GFP :GUS,95 kDa), las hojas tratadas fueron congeladas en N2
liquido y pulverizadas en un molino de bolas (TissueLyser Il, Quiagen) con dos esferas

de acero de 3 mm durante 40s. El pulverizado se extrajo entonces con un volumen de



tampon fosfato: 50mM fosfato pH 7.2, 1ImM de EDTA, 0.3% Triton X-100 en hielo 15
min.

Las muestras se centrifugaron a 4° C y 13000 rpm durante 5 min. El sobrenadante fue
transferido a un nuevo tubo y la concentracion de proteinas fue estimada mediante la
reaccion de Bradford (reactivo Bradford, Pierce) utilizando BSA (albimina de suero

bovino) como estandar.

Para la electroforesis, se utilizaron geles de poliacrilamida comerciales NUPAGE
(Invitrogene) de concentracion 12% con tampon de electroforesis (también comerciales)
MES o MOPS. Para la preparaciéon de las muestras, se mezclaron 15 ul de proteina
(conteniendo 15 pg) con 2.3 pl de agente reductor 10x (DTT) y 5.8 ul de tampon de carga
4x (azul de bromofenol y glicerol). Las muestras se incubaron a 70°C 10 min y se cargaron
en los geles junto con marcadores de peso molecular pre-tefiidos (Full Range Rainbow
Pre-stained Markers, Amersham o Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder,

Fermentas). Los geles corrieron a 100 V durante 45 min.

Tras la electroforesis, las proteinas fueron transferidas mediante una segunda
electroforesis perpendicular a la primera, hacia membranas Immobilon-P (PVDF,
Millipore). La membrana actia como un soporte solido uniendo e inmovilizando las

proteinas, lo que permite la hibridacion de un anticuerpo que las pueda detectar.

Para la transferencia efectiva de las proteinas el gel y la membrana se introducen en un
sandwich de papel de filtro y bayetas (bayeta/papel de filtro/gel/membrana previamente
hidratada con metanol-tampon/papel de filtro/bayeta) bafiados en un tampon de
transferencia (Invitrogen) con un 10% de metanol. El sandwich, del cual se ha excluido
con cuidado cualquier burbuja, se introduce en una cubeta a la que se le aplica un campo
eléctrico (30V durante 1h). Una vez ha terminado la transferencia, la membrana se deja

secar sobre un papel Whatman. 9

Antes de hibridar con el anticuerpo, las membranas se tifieron con Rojo Pounceau (0.1%

en 5% &cido acético) 15 min y se destifieron en agua.

Inmunodetection

Las membranas se bloquearon en una solucion de leche en polvo sin grasa al 5% en
tampon TTBS 1X (0.02M Tris, 0.15M NaCl pH 7.4, 0.1% Tween) durante 1 hora.
Ademas, este tampon se va a utilizar para incubar las membranas con los diferentes

anticuerpos.



Las membranas se incubaron con el anticuerpo primario (en nuestro caso anti-GUS,
producido en un conejo, Invitrogen) a una dilucion 1:2000 durante 1 hora. Tras realizar 3
lavados de 5 min en TTBS, las membranas se incubaron durante 30 minutos con el
anticuerpo secundario, un anticuerpo de cabra contra la inmunoglobulina de conejo y
conjugado con peroxidasa (Sigma).

Tras realizar 5 lavados de 5 minutos en TTBS, las membranas se incubaron 5 min en una
mezcla 1:1 del sustrato quimioluminiscente y H202 (WesternBright ECL, Advantas). La
reaccion de la peroxidasa sobre el agua oxigenada y el luminol produce emision de luz,
que se detectd exponiendo las membranas a peliculas sensibles desde 15 a 90 min. Las
peliculas se revelaron 4 minutos y se fijaron 5 min, utilizando revelador y fijador

radiografico (Agfa).

Construccion un vector 25869p:3XxFLAG:MYB para transformacion de Arabidopsis
Nuestro objetivo es crear un vector en el que ZmMRP-1 esté controlado por el promotor

25869. La secuencia de ZmMRP-1 ira fusionada a 3 dominios FLAG (epitopo utilizado
para la inmunopurificacion y para la deteccion de moléculas con anticuerpos). Las piezas
que van a formar parte del vector de transformacion estan distribuidas en diferentes
vectores, no es necesario extraerlas de los genomas de origen, pero tenemos que disefiar
un protocolo para reunirlas en un solo vector. Todos los disefios de los vectores se

realizaron previamente “in silico” con el programa Vector NTI.

Ambos vectores llevaran dos genes de resistencia: kanamicina (para seleccionar las
colonias positivas durante el proceso de clonacién) y resistencia a herbicida (para

seleccionar las plantas transgénicas, que hayan incorporado la construccién).

Partimos de un vector disponible, 35 s(4x):3XFLAG:ZmMRP-1, en el que se sustituira
el promotor 35S (4x) por el promotor 25869. Se disefiaron 2 cebadores para el promotor
25869 que afadian, tras la amplificacién por PCR, las dianas de corte de las enzimas
EcoRI (5°) y Xhol (3°). En el disefio del primer 5°, se ignoraron las primeras 90 pb del
promotor 25869, para evitar un sitio de corte de la enzima Xhol presente en el promotor.
Estas dianas fueron utilizadas tanto para digerir el promotor amplificado como el vector
de destino. La PCR se hizo 10 siguiendo el programa adecuado para la KOD Hot Start
(Figura 7), una polimerasa termoestable de alta fidelidad, y que deja extremos romos en

las moléculas amplificadas.



Tras amplificar el promotor con estos dos sitios de corte, el DNA amplificado (unos 3 pg)
fue purificado en columna (MiniElute Reaction Cleanup kit, Qiagen) digerido con las
enzimas y purificado mediante electroforesis en gel, se realiz6 una tincion con Sybersafe,
un tinte alternativo al bromuro de etidio que se observa con luz azul, que no dafia el DNA
y que nos permite cortar la banda que nos interesa y purificarla después. El DNA se
extrajo del gel con MiniElute Gel Extraction kit (Qiagen). El vector y el promotor fueron
ligados utilizando ligasa T4 (Invitrogen Life Technologies), siguiendo el protocolo de la

Figura 10 para extremos cohesivos.

Construccion un vector 25869p:MRP1:GR para transformacion de Arabidopsis

Como ya se ha mencionado con anterioridad, el factor transcripcional ZmMMRP1 resulta
toxico para la planta, por lo que vamos a construir otro vector que llevara, bajo el control
del promotor 25869, la secuencia codificante de ZmMRPL1 en fusion traduccional con la
secuencia codificante del receptor de glucocorticoides de rata (GR).

PCR del promotor

Para la amplificacion del promotor utilizamos — oseeze=masiaoass)
&

sz

un primer del vector en el que esta clonado el

2536 3pram

promotor (primer M-13 forward), y un primer

pENTR-D 25865 ram

Nt 15565 AgresLd
amplificado contiene una diana de restriccion /
para la enzima Notl, que sera utilizada para la wz ez rerwam srme: me.
introduccion del promotor en el vector Figura 1. Vector origen de la secuencia del

MRP1:GR. Esta reaccion de PCR también se Promoter 25689

va a realizar con la enzima KOD Hot Start (Figura 7). A continuacion, la reaccién se

antisentido del promotor 25869. El fragmento

purificé utilizando columnas MiniElute Reaction Cleanup kit (Qiagen), y se puso a digerir
con Notl a 37° C durante 24h. El extremo 3’ del promotor 25869 es romo (como resultado
de la amplificacion usando KOD) y por tanto compatible con el extremo generado por

digestion con Scal que utilizaremos en el vector de destino.

Después se volvio a purificar, pero en este caso mediante la separacion en un gel y tincion
con Sybersafe La purificacion del promotor, desde el fragmento de agarosa que lo
contiene, se realizo con el MiniElute Gel Extraction kit (Qiagen).
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Digestion del plasmido MRP1:GR con Scal y Notl Fortiszeo

attiL1 _ FTA“—’ .

MRP1prom W st (ron)

El promotor 25869, digerido con Notl, se va a clonar en el
[ 4 pUC origin Inron RP-1 \X

vector ZmMMRP1:GR (Figura 2) eliminando el promotor 3y 1)
Lt
/

. .

MRP-1
Seal (1413)

de ZmMRP1 mediante digestion Notl-Scal. Sin embargo, 4

- - 7 - \‘\\( GRV }
el procedimiento es mas complicado porque el vector ) > 4

-y B g

. Scal (2094)

ZmMRP1:GR tiene 3 dianas de corte para Scal (Figura 2), por e
lo que, para poder obtener el vector cortado Figura 2. Vector ZMMRP1:GR, en el que se clono el
por el sitio de interés, fue necesario realizar ~ promotor 25869 sustituyendo al promotor de

una digestion parcial del vector. ZmMRP1

El vector fue digerido en primer lugar con Notl, después de 4 horas a 37°C se afiadieron
20ul adicionales de mezcla de digestion con 1 unidad de Scal (ambas enzimas funcionan
en el mismo tampdn, siguiendo el protocolo de la Figura 9). La
digestion continuo a 37° C durante 40 minutos, extrayendo cada
10 minutos 10ul, que se transfirieron a un tubo en hielo con 2ul

de tampon de carga de electroforesis y 8ul de agua, para detener

la reaccion.
Las digestiones parciales se cargaronenun gel  rigyra 3. Gel para separar las digestiones
de agarosa (Figura 3) que, tras la parciales. Cada carril de electroforesis es un
electroforesis, se tifid con Sybersafe. EI  tfiempo, 10’207 30"y 40" Carril 1, marcador
fragmento de tamafio adecuado fue de peso molecular.
diseccionado y el DNA purificado con el MiniElute Gel Extraction kit (Qiagen). El
promotor y el vector se pusieron a ligar utilizando el protocolo de la Figura 10 (extremos

romos).

Clonaje por Recombinacion, sistema Gateway

El vector 25869p:ZmMRP1:GR que hemos descrito aun no es un vector apropiado para
la transformacion de plantas mediada por Agrobacterium. Procedimos entonces a
movilizar el casete 25869p:ZmMRP1:GR hacia un vector con las sefiales que utiliza
Agrobacterium (secuencias LB y RB) y los genes marcadores (resistencia a herbicida)
necesarios. Para la movilizacion utilizamos una reaccion de recombinacion (sistema
Gateway, Invitrogene) entre el vector que hemos creado y un vector de destino
(pEarlyGate 302, Figura 4). La tecnologia Gateway estd basada en las propiedades del

sitio especifico de recombinacion del bacteriéfago lambda (Landy, 1989), lo que facilita
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la integracion del lamba en el cromosoma de E. coli. Para poder utilizar esta tecnologia

los vectores necesitan tener los sitios de recombinacion (attL en el de partida,

LB

H kn Ter
attR en el de destino) y deben ser tratados con las r B

recombinasas que median esta reaccion. o a
v
- - - Ve - - L 4
Para disminuir el nimero de colonias resistentes a Kn DEarleyGate 302 (C-FLAG) que
- N 10375 by J —
simplemente han sido transformadas con el vector de ' 3\ ccdB
attR2
partida, procedimos a digerir éste con Mlul, una enzima /\T FLAG epitope
T N s
que corta dos veces en el esqueleto del plasmido, sin afectar B oa la

construccion (se analizdé en un gel y se _ .
Figura 4. Vector de destino pEarlyGate

purifico). Para la recombinacion utilizamos la 302 con el que se va a recombinar el casete

. . 25689p:MRP1:GR digerido con Mlul
LR ClonaseTM enzyme mix Il (Invitrogene): P g

-Mezclar unos 50 ng del vector de entrada y 100 ng del vector de destino.

-Afadir tampon TE (10 mM Tris-CIH, 1 mM EDTA, pH 8.0) hasta 4pl.

-Afadir 1l del mix de LR Clonase enzyme y mezclar bien pipeteando brevemente.
-Incubar las reacciones a 25° C durante 1h.

-Afiadir 0.5ul de la solucion de proteinasa K a cada reaccion e incubar 10 minutos a 37°C

(elimina las enzimas de recombinacion).
-Transformar E. coli quimicamente competentes.
Transformacion de E. coli

Utilizamos células quimicamente competentes (one-shot top-10 cells, Invitrogene) que se

conservan en alicuotas a -80° C, y deben ser descongeladas en hielo.

1. Mezclar 5Sul de reaccion de ligacion, o 2 pl de la mezcla de recombinacion, con las
células en hielo, con cuidado de no dafiar las células pipeteando.

2. Incubar en hielo durante 30 min

3. Incubar a 42°C sin movimiento durante 30 s (choque térmico)

4. 2 min en hielo
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5. Anadir 250ul del medio SOC (2 % triptona; 0,5 % extracto de levadura; 10 mM NaCl,
2,5 mM KCI; 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOs y 20 mM glucosa) para recuperar las

celulas
6. Incubar con agitacion a 37°C durante 1h.

Plaquear las células (20ul o 100ul) en placas con medio LB (10 g/L triptona, 10 g/L NaCl,
5 g/L extracto de levadura) con 1.5 % Agar y 50 pg/ml kanamicina.

PCR de colonias de E. coli

Para identificar las colonias portadoras de la construccion deseada, se seleccionaron 15
colonias de las crecidas en las placas con kanamicina y se resuspendieron en tubos con
50 ul de agua. De esos 50 pl, 20 pl se incubaron a 95° C durante 10 minutos para lisar las
células, y los otros 30 pl se conservaron a 4° C. Se utiliz6 1 pl del lisado para el analisis
por PCR (Biotools, Figura 8).

Los cebadores para la PCR fueron elegidos de manera que una reaccion positiva indicara
presencia del elemento que pretendiamos clonar y orientacion correcta. Las reacciones de

PCR se analizaron en geles de agarosa al 1%.

Preparacion de DNA plasmidico (Mini-prep) de colonias, digestion

En primer lugar, se inocularon en medio liquido (frascos Erlenmeyer con 5ml de medio
LB+kanamicina) colonias positivas segun el test de PCR. Cada Erlenmeyer se incubo en
agitacion a 37° C durante 24 h, para el crecimiento de las bacterias. Las bacterias se
separaron del medio de cultivo mediante centrifugacion en tubos eppendorf. Se extrajo el
DNA con un kit comercial (Biotools Speed Tools Plasmid DNA Purification Kit) y se

estimd la concentracién de DNA con un Nanodrop.

Transformacion de Agrobacterium electrocompetentes

Para la transformacion de Agrobacterium se mezclaron 40ul de células
electrocompetentes con 1l de DNA de plasmido. La mezcla se transfirié a una cubeta de
electroporacion, aplicandole 1800V/cm. Las células se recuperaron en medio LB y se
sembraron 100ul en una placa que contenga medio LB con rifampicina y kanamicina. La

rifampicina se utiliza para seleccionar los genes de virulencia de Agrobacterium.
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Una de las colonias fue transferida a un Erlenmeyer con rifampicina y kanamicina (50
us/ml de cada antibiotico) cultivandolo a 30° C durante 24h en agitacion. Para la
transformacion de Arabidopsis se necesita obtener una gran cantidad de celulas a una
densidad dptica de Asoo=1, por lo que se diluyeron 1:50 los cultivos iniciales. Las células
se recogieron de los cultivos finales mediante centrifugacion y se resuspendieron en 50ml
de:

-59% sacarosa
-10mM MgCl,

-0.05% Silwet L77, (surfactante que se le pone al medio con las bacterias para que éstas
sean capaces de atravesar la barrera hidrofobica de las plantas, afiadir al final)

Para medir la densidad 6ptica a A=600nm se hacen 2 diluciones, 1:5y 1:10 en cubetas de

2ml. Se utilizo toda la solucién de bacterias (50ml) y fue diluida hasta Asoo=1.
Transformacion y seleccion de Arabidopsis

Las flores de las plantas que queremos a transformar llevan una construccion con el
promotor ZMTCRR-1 unido a GUS fueron sumergidas en la solucion de Agrobacterium
durante un minuto y medio y fueron drenadas sobre papel de filtro. Después, se
envolvieron con papel de film para mantener un 100% de humedad relativa y les quitamos

la luz directa durante 48h.

Tras 12 dias en la camara de cultivo, se
dejaron de regar para que se secaran.
Cuando estaban secas del todo, se

pudieron recoger las semillas:

-Poner las inflorescencias rodeando un

papel de filtro a modo bandeja (Figura 5) Figura 5. Posicion de los tiestos para la obtencion de

o semillas.
-Romper con el dedo las silicuas que no

han liberado las semillas apretandolas contra el papel de filtro.
-Pasar los restos de tallos, ramas mas grandes a otro papel de filtro.

-Las semillas y el conjunto de ramas pequefias se pasan por un colador de té tipo pinza

para deshacernos de las ramitas pequefias.
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-Los demés restos se van a quedar en el papel de filtro, asi que, si pasamos el conjunto de

semillas de un papel a otro, s6lo pasaran las semillas.

- Guardar las semillas en un tubo Eppendorf (TO).

Las semillas se plantaron en tiestos con tierra de semillero con vermiculita (1:1). Cuando
estén en estado de plantula, empezar a rociar con herbicida (Fosfinotricina , 20 mg/L) 2-

3 veces por semana.

Extraccion de DNA de Arabidopsis, analisis por PCR

De las plantas resistentes al herbicida, extraer DNA con el siguiente protocolo:

-Cortar una hoja y poner en un tubo de rosca con 2 bolas de acero de 3 mm y 300 pl de

CTAB 2X (Sal de amonio cuaternaria, C16Hzs) N(CH3)3Br).
-40 s a fuerza 4 en TissueLyser 1, Quiagen.

-Incubar a 65° C al menos 10 minutos, en agitacion, y enfriar
-Afadir 300 pl de cloroformo y vortex vigoroso.
-Centrifugar durante 5 minutos para separar fases.

-Transferir 290 pul de la fase acuosa y transferir a un tubo nuevo con 300 pl de 2-propanol

para precipitar el DNA y mezclar bien.

-Centrifuga 5 minutos, volcar sobrenadante, vuelta en seco y quitar sobrenadante con

punta amarilla.

-Lavar el pellet con 500 ul de EtOH al 70%.
-Centrifugar 2 minutos, quitar el EtOH.
-Secar 5 minutos al aire.

-Afiadir 50 pl de agua destilada y resuspender en vortex.

Utilizar 1 ul para el test de PCR en las plantas, siguiendo el programa de Biotools (Figura
8). Los cebadores para la amplificacion de un fragmento de ZmMRP-1 se disefiaron
teniendoen cuenta que en el vector ZMMRP-1:GR, pero no en el 3XFLAG:ZmMRP-1, la

secuencia de ZmMRP-1 contiene un intrén. También se hizo PCR con un cebador para la
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deteccion de un gen de Arabidopsis, Yuccab, para confirmar la presencia de DNA
amplificable en la muestra. Como se ve en la Figura 6, todas las plantas resistentes a
herbicida resultaron positivas en el test de PCR. Las plantas negativas en el test de

ZmMPR-1 lo fueron también en el test control para Yuccab.

MRP1 S3AS7
Yuccas o

MRP1$3A$5E 3xFLAG MRP:GR

vocces |

MRP1 S8ASS

YuccaS

Figura 6. Geles de la PCR de las plantas

Ensayos con hongos sobre las plantas T1

En este caso, las infecciones se llevaron a cabo cortando dos hojas de cada planta, y
depositandolas boca arriba en una placa con medio MS sin kanamicina. Una de las hojas se
dedicé al ensayo con mock (PBS, pero sin detergente) y la otra se dedicé a la infeccion con
3ul de una solucion de Fusarium de aproximadamente 60 esporas. Ademas, se le afiadio a la
solucion tanto de mock como de Fusarium, 1l de dexametasona, para las hojas de las plantas
transformadas con 25689p:ZmMRP-1:GR.
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Recetas digestiones, PCR y ligacién

PCR estandar (Biotools)

Programa Mezcla

Programa 952 5 min
95° 2 min Buffer 1X
Buffer 1X 30x
o o 2 mM Mgcl.
- 3 mM Mg50, 94. 15 s Tempefatura optima 2
anillamiento primers 0.2 mM dNTPs
0.2 mM dNTPs
= : Desde Sng (pldsmidos) hasta 50 n
LS . 5 ng/ul DNA 30 5722, tiempo de extension e (p ) E
Tm del primer 10 5 de 60 s por kilobase (DNA eucariota)
70" 15" fkb 10 uM de primer
10 pM Primer
0.02u/ul KOD Hot Start 722 5 min
1 ufpl de Taq
Agua segun reaccion
Agua

Figura 7. Mezcla y programa para la PCR
con la enzima KOD

DNA (de 0.3 a 3pg)

Figura 8. Mezcla y programa para la PCR
estandar

4ul

Buffersx gl

Ratio M. 3:1 3:1
Inserto:Vector
DNA total 0.01-0.1pg 1-1.0pg

Ligasa T4 0.1 unidades 1 unidad

Afiadir hasta 20 pl Afadir hasta 20 pl
23-26° 14°
16-24h

1pl de enzima (10 unidades de enzima)

Tampdn 10X esp: ico de cada enzima

Agua hasta completar un volumen desde 20 a 50ul

Figura 9. Mezcla para las digestiones Figura 10. Mezcla para la ligacidn con la ligasa T4

17



Resultados y discusion

Andlisis de las plantas 25869prom:GUS
Tinciones de GUS

Las semillas de 5 de las 52 lineas disponibles se seleccionaron en placas con kanamicina.
Tratandose de semillas T2 se esperaban 3/4 transgénicos: 1/4 no transgénicos en el caso
de lineas con un solo locus transgénico. Las resistentes (transgénicas), fueron utilizadas
para el ensayo de infeccion (detallado en materiales y métodos) y la tincién con GUS.
Los resultados revelaron que las hojas tenian sefial de GUS tanto en los controles blancos
como en las muestras infectadas con el hongo, lo que hace pensar que el promotor no es
tan silencioso como se creia, o que las plantas estan sometidas a algun tipo de estres, por
ejemplo, el cultivo in vitro en placas con kanamicina, capaz de inducir el promotor.
También se vio que, en algunos casos, a las 72h la sefial de GUS desaparecia en la zona
donde se habia depositado la gota de esporas pasando a estar en los haces vasculares
(Figura 11). Una posible explicacion de estos hechos es que reflejan la dinamica de una
infeccion exitosa. La sefial desapareceria de la “zona 0 de la infeccion, probablemente
constituida por células muertas, activandose el promotor en los haces vasculares por los

que esta progresando el hongo.

Como se discute mas abajo, una posible explicacion de la variabilidad encontrada en
nuestros experimentos es la ineficacia de los hongos que utilizamos en la infeccién de
Arabidopsis. Por otra parte, la alta sefial encontrada en las muestras control nos llevo a
re-evaluar nuestros criterios de seleccion de las
lineas transgénicas. En principio habiamos
escogido las 5 lineas que mostraban una sefial
de GUS mas intensa de entre las 51 producidas
en el trabajo de D. Gonzalez. Estas plantas
habian sido evaluadas mientras crecian en

tierra y por tanto no estaba claro si habian sido

inducidas o no. Ahora sabemos que en ausencia  Figura 11. Fotografia de una de las primeras

lineas examinadas 72h después de la

de infeccion estas 5 lineas expresan infeccion con Fusarium.

significativamente GUS, y el hecho de que
difieran en su comportamiento del resto (90%) de las lineas, que apenas mostraban sefial

GUS en condiciones no controladas, sugiere que no reflejan con precision el
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comportamiento del promotor 25869. Es posible que estas lineas contengan multiples
inserciones de la construccion, o que las construcciones se hayan alterado

estructuralmente durante el proceso de transgénesis.

Se escogieron por tanto otras 5 lineas, de comportamiento “estandar” (aquellas en las que
no se veia apenas sefial GUS), las pusimos en placas para seleccionar y repetimos el
ensayo con el blanco, Fusarium y Aspergillus. Con los resultados que se muestran en la
Figura 12.

Blanco Aspergillus

Figura 12. Tinciones de GUS segln tratamiento. La Gltima imagen se pone
como ejemplo de la variacion de la sefial, en este caso en la linea 1.
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Globalmente, podemos afirmar que el tratamiento con hongos indujo la expresion de GUS. Si
bien encontramos una gran variacion entre lineas, tiempos e incluso entre hojas de la misma
linea sometidas a infeccion el mismo tiempo (no se muestra). En la mayoria de los casos no se
ve sefial en el blanco, salvo en la base de los haces vasculares (en la zona cercana al pedicelo)
o0 en el apice de la hoja. Estos resultados sugieren que el promotor podria ser inducido por otros
estimulos, por ejemplo, el estrés en la parte apical de las hojas, causado por inmersion en el
medio de cultivo. Por otro lado, la sefial de la base de los haces puede deberse a que esa zona

sea mas accesible a la solucion de tincién GUS.

Si sustraemos la sefial obtenida en los controles negativos de la obtenida en los tratamientos
con hongos, observamos que efectivamente la presencia de esporas induce la expresion del
promotor, aunque nunca antes de 24 h y, como se ha mencionado, con una gran variacién entre

muestras, incluso dentro de la misma linea.

Tincion de azul de tripano

Una posible explicacion de la extrema variacion observada entre muestras infectadas vendria
dada por la posible ineficacia en la infeccion de los hongos con los que trabajamos, después de
todo patdgenos de maiz y otros cereales. Para testar la eficiencia de la infeccion, telimos hojas
tratadas con azul de tripano, un tinte capaz de detectar células vegetales muertas o con la
membrana dafiada e hifas de hongo (Mauch, 2013).

Las células muertas se observan a la lupa como puntos azules mas intensos de pequefio tamafio,
y fundamentalmente se localizan en la zona donde se depositaron las esporas del hongo. En la
Figura 13 se muestra una hoja que pertenece a la linea 5 a las 72h de ser infectada por Fusarium.
En esta hoja se pueden ver filamentos rodeando la zona del centro de la hoja, junto al nervio
central, que seria la zona donde se depositd la gota que contenia las esporas de Fusarium. Al
microscopio se observa que estos filamentos son realmente hifas del hongo. Aun asi, como este
crecimiento de las hifas no es general, se puede deducir que la infeccién del hongo no funciona
de forma consistente. S6lo 5 de las 45 hojas infectadas con Fusarium durante 24 horas

mostraron crecimiento de hifas dentro de la hoja.
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Figura 13. Tinciones del TripanBlue linea 5 a las 72h en microscopio.

Nosotros sabiamos que F. moniliforme y A. flavus no son patdgenos naturales de Arabidopsis,
pero también habiamos comprobado que, “in vitro”, es posible manipular el sistema para
conseguir la infeccion. Parece claro sin embargo que la ineficacia en la infeccion dificulta
seriamente la evaluacion del promotor 25869 en cuanto a su respuesta a infecciones. Vamos a
repetir estos experimentos con patdgenos naturales de Arabidopsis (Fusarium oxysporum,
Alternaria brassicicola y Botrytis cinerea; Hanhong Bae et al.,2006; C.M. van Wees et al.,
2003, Rainer P. Birkenbihl et al., 2012) pero los resultados no estaran disponibles para formar

parte de esta memoria.

Western-blot

Una posible fuente de la variacion observada, en cuanto a 0 F F A A
tincion GUS, podria ser la infiltracion diferencial de la L1 F S — #
solucion de tincion en las hojas. Para testar esta hipotesis L3 h ==. ===
decidimos detectar directamente la proteina GUS en 24980 2.4
experimentos de Western-blot. Hemos probado dos JOE A 0B A

- : L4 [ <
sistemas de electroforesis (tampones MES y MOPS, —
LS | o B

L7 el

24 h 48 h

Invitrogene) y solo en el tampon MOPS (Figura 14, panel

inferior) conseguimos separar la proteina GUS-GFP de
95kDa (Figura 14, flecha), de una proteina de tamafio
similar que co-migra con GUS-GFP en el tampén MES ~ F19ura 14. Resultados Western-blot.

(Figura 14, panel superior).
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En cualquier caso, los resultados observados son compatibles con los obtenidos mediante
tincion histoquimica. La sefial no es muy intensa, es muy variable y aparece incluso en algunas
de las muestras no infectadas. En cuanto a la comparacién entre hongos, el tratamiento con
Fusarium produjo resultados mas consistentes que el tratamiento con Aspergillus, de nuevo de

acuerdo a lo observado con las tinciones histoquimica y con azul de tripano.

Construccion de dos nuevos vectores para la transformacion de Arabidopsis

Un objetivo de este trabajo fue la utilizacion del promotor 25869 para regular la expresion del
factor transcripcional especifico de células de transferencia ZmMRP-1 (Gomez y col., 2002,
2009). Por una parte, queriamos testar la posibilidad de lograr una expresion significativa de
este factor manteniendo baja su toxicidad mediante una expresion regulada. Por otra, queriamos
testar la supuesta actividad anti-
patogénica del factor, haciendo
depender su expresion de la

propia infeccion. El proceso de

construccién de los dos vectores

Figura 15. PCR de las colonias de E. coli transformadas
que hemos preparado para  con el vector 25869p:3XFLAG: MYB.

transformacion de plantas se detalla en

Materiales y Métodos. En general, todos los pasos del proceso han funcionado a la perfeccion.

En la PCR realizada para identificar las colonias portadoras de la
construccion deseada, vimos que todas las colonias analizadas tenian
sefial positiva en el caso del vector 25869p:3XFLAG:MRP1 (Figura 15)
y la mayoria en el caso del vector 25869p:MRP-1:GR. Algunas de las
colonias positivas fueron entonces utilizadas para iniciar cultivos liquidos

desde los que se purificaron los plasmidos.

A continuacion, se realizd una digestion de los vectores con distintas
enzimas de restriccion para verificar que el DNA tenia los vectores de
transformacion disefiados. El vector 25869p:3XFLAG:MRP1 fue
digerido con EcoRI-Xhol y Scal, mientras que el vector 25869p:MRP-
1:GR lo fue con Xbal. El resultado de estas digestiones (Figura 16) indica
gue ambas contienen los elementos que queriamos clonar y en la

orientacion adecuada. Figura 16. Gel que muestra la digestion
con las distintas enzimas de restriccion

para verificar los vectores.
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La Figura 17 muestra esquemas de ambas construcciones, generados con el programa
VectorNTI (Invitrogene). Las propiedades mas relevantes de ambos vectores, asumiendo que

el promotor 25859 efectivamente responde a la infeccién con hongos, serian:

1. 25869p:3XFLAG:ZmMRP1. En respuesta a la infeccidn, las células transgénicas expresaran

el ZmMMRP-1, que entraré en el ndcleo y causara la muerte celular.

2. 25869p:ZmMRP-1:GR. En respuesta a la infeccion, las células transgénicas expresaran el
ZmMRP-1 unido al receptor de glucocorticoides, lo que impide su entrada en el nucleo en

ausencia de dexametasona.

attB2 FLAG epitope

EcoRI (10456) 25869prom
GR Xbal ()
P1ipromoter Xhol (8g4)
oat o2 ( Ter BAR FLAG-1
MRP -1 #RE
Ter FLAG -2
Xbal (973)
LB% LAG-3 +enteroquinasa
25869 prom attB1
kn ZmMRP-1
attB1 attB2
- ] ubzzbp 25869p3xFLAGMRP1-BIN
P1promoter (oabobp er
BY T*e
BAR /
Ter /

L8 &;
kn

pEarleyGate 302 /25869prom-minigenMRP1GF

Figura 17. Vectores finales de transformacion.

Los vectores se utilizaron entonces para transformar Agrobacterium por electroporacion.
Cultivos liquidos iniciados con una unica colonia de Agrobacterium fueron utilizados para

transformar las plantas.
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Obtencion de las plantas transgénicas

Los vectores construidos se utilizaron para transformar plantas sanas de Arabidopsis que ya
eran homocigotas para una construccion
ZmTCRR1prom:GUS (Muiiiz et al., 2010). De esta forma,

cuando se infecte a la planta con el hongo, se activaran los

ANTES

mecanismos de defensa, y se inducira la expresion del
promotor, con el resultado comentado en el apartado
anterior. Si se trata del vector 3XFLAG, ZmMRP-1 entre

MRP-GR ¢

inducira la expresion de ZmTCRR1, y se vera sefial de GUS. — ¥%¢ pEsPuts o
Si, por el contrario, se trata del vector MRP-1:GR, sélo si :
lleva dexametasona ocurrird lo anterior.

Las semillas obtenidas de la transformacion de Arabidopsis

con Agrobacterium se pusieron en una bandeja con tierra de

semillero y vermiculita, y las plantulas se rociaron con

herbicida para poder seleccionar las transgénicas.

Figura 18. Antes y después del herbicida.
En la Figura 18 se ven los efectos de antes y después del
herbicida en las plantas, con ambos vectores obtuvimos un numero razonable (1-5% del total
de plantulas) de eventos transgénicos. En el caso del vector 25869p:3XFLAG:MRP1, este
resultado es inesperado y sugiere que el promotor 25869 es mas silencioso, en ausencia de
estimulos inductores, de lo que podriamos pensar a partir de los resultados discutidos

anteriormente.

40 de las plantas resistentes se trasplantaron a otras bandejas para que terminen su ciclo y asi
obtener semillas T2. En el caso de las plantas que llevan 25869p:3XFLAG:MRP1 observamos
que algunas hojas se volvian de color blanco, o que la planta moria. El trasplante de la planta
de una bandeja a otra supone un estrés que tal vez haya inducido la expresion de ZmMRP-1,

provocando la muerte de la hoja o la planta. El efecto fue méas acusado en plantas trasplantadas
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en una bandeja de alveolos pequefios, donde el estrés hidrico es mas dificil de controlar (Figura 19

Figura 19. Efecto del trasplante en las plantas con el vector 3XFLAG.

Ensayos preliminares en las plantas T1

La presencia del transgen, sugerida por la resistencia mostrada al tratamiento con el herbicida,
fue confirmada mediante extraccion de DNA genomico y PCR con primers especificos de las
construcciones transgénicas. Se procedid entonces a evaluar algunas de las plantas T1 mediante
un ensayo de infeccion y tincion de GUS (Figura 20 y Figura 21). Hojas de roseta fueron
cortadas de las plantas y sometidas, en placas de agar, a tratamientos con una solucién con PBS,

pero sin detergente (mock) y una solucion de Fusarium (60 esporas, aproximadamente).

Vector 3XFLAG

F1

Figura 20. Tinciones de GUS del vector 3XFLAG. M: tratamiento con mock. F: tratamiento con

Fusarium. F1-F12: lineas tratadas en este experimento.
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Vector MRP:GR

GR1 GR2 GR3 GRe GRS GRA GR7 GRS GRS BR1 GR12

Figura 21. Tinciones de GUS del vector MRP:GR. M: tratamiento con mock. F: tratamiento con Fusarium.GR1-GR12: lineas tratadas

en este experimento.

Lo més destacable de estas imagenes es que el promotor es muy inducible por herida, como se
ve mas claro en las plantas del 3XFLAG, que tienen la sefial de GUS en practicamente todas
las zonas dafiadas. Estas heridas no fueron provocadas sino accidentales, debido a la
manipulacion con pinzas a la hora de coger una hoja y ponerla en el medio, aunque han

resultado informativas.

Por otro lado, el color azul en estas tinciones es mucho mas intenso que en las anteriores, puesto
gue en este caso no es GUS unido directamente al promotor, sino que se encuentra bajo el
control de un promotor muy inducible por MRP-1, por lo que se ejerce un efecto multiplicador,
una pequela cantidad de ZmMRP-1 puede producir una gran induccion del promotor ZmTCRR-
1.

Sin embargo, en las plantas que tienen el GR la sefial esta localizada en la zona donde se puso
la gota, puesto que ademas es la Unica zona donde se puso la dexametasona, asi que seria la
Unica zona en la hoja donde podria funcionar el promotor ZmTCRR1, de acuerdo con el
funcionamiento del mecanismo. De nuevo, los tratamientos con hongos no resultan
informativos debido a la inconsistencia de las infecciones experimentales y a que en este caso
las heridas y las infecciones accidentales (el material procede de tierra) podrian enmascarar los
resultados.

En cualquier caso, el material parece contener construcciones funcionales de los elementos que
queriamos introducir y sera util para testar el efecto de las infecciones (esta vez con hongos

patdgenos de Arabidopsis) una vez dispongamos de plantas T2 crecidas en un ambiente estéri.
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Conclusiones:

Se ha visto que el promotor tiene una cierta induccion por la infeccion de hongos, aunque no
podemos llegar a una conclusion fiable debido a que los hongos empleados no son patdgenos
naturales de Arabidopsis. Si que se ha notado que es inducible por situaciones de estrés, tales

como la anoxia o la herida.

Por otro lado, la expresion del factor transcripcional ZmMMRP-1 es posible bajo el control de
este promotor, pues, aunque las plantas que llevan la construccion 3XFLAG han sufrido méas
dafios y han sobrevivido menos que aquellas que tienen el GR, si que hemos obtenido plantas

Sanas.

La falta de material para analizar y el hecho de que sea una T1 no nos permite llegar a una
conclusién fiable del comportamiento del promotor, porque no hemos podido hacer los analisis
requeridos, como extraccion de RNA, o ensayos de infeccion y tinciones para GUS con los
hongos apropiados. En cualquier caso, el material generado sera til para llevar a cabo estos

analisis en futuros trabajos.

Conclusions:

It has been seen that the promoter has some induction by fungal infection, although we can not
come to a reliable conclusion because the fungi employed are not natural pathogens of
Arabidopsis. Yet it has been noted that it is inducible by stress situations, such as anoxia or

injury.

On the other hand, it has been shown that the expression of the transcription factor ZmMRP-1
is possible under the control of this promoter since, although the plants bearing the 3XFLAG
construct have suffered more damage and have survived less than those with GR, we have

obtained healthy plants.
The lack of material to analyze and the fact that it is a T1 does not allow us to arrive at a reliable

conclusion of the behavior of the promoter, because we have not been able to do the required

analyzes, like RNA extraction, or tests of infection and staining for GUS with the appropriate
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fungi. The biological material we have produced, however, will be valuable to perform those

analysis in future works.
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