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RESUMEN

En Argentina, una de las zonas de cria de ganado vacuno mds importante es la
Pampa Deprimida, la cual posee gran parte de los suelos con problemas de salinidad.
Una de las especies naturalizada y mejor adaptada a condiciones de salinidad,
importante por aumentar la productividad y calidad de los campos naturales, es
Lotus tenuis.

La salinidad es uno de los factores abidticos que mas afecta el crecimiento y
productividad de los cultivos. Un mecanismo importante que poseen las plantas en
respuesta a condiciones de estrés, es la regulacion de la expresion génica via factores
de transcripcion (FT). Los FT act@ian controlando las respuestas adaptativas, y por
esto es importante comprender los genes involucrados en estas respuestas. Una de
las familias més importantes de FT relacionados con la respuesta a estrés abidtico es
la AP2/ERF (Ethylene responsive factors). Dentro de esta familia, se encuentra la
subfamilia DREB (Dehydration responsive element binding), la cual responde a
estrés por salinidad, segiin estudios realizados en plantas modelo y en distintas
especies de interés agronomico. El objetivo de este trabajo es identificar factores de
transcripcion tipo DREB en L. tenuis y evaluar su relacion con la respuesta
adaptativa al estrés salino en dicha especie, utilizando semillas de dos familias de
medio hermanos (FMH) de L. tenuis, una susceptible y otra tolerante a la salinidad.

A partir de la extraccion de ADN de hojas de plantas sanas y de ARN de raices de
plantulas expuestas a condiciones de salinidad por 8 y 24hs, de ambas FMH de L.
tenuis, se realizaron varias reacciones de PCR y RT-PCR. Como resultado de dichas
reacciones, se obtuvo amplificacion, tanto del fragmento gendémico como del
transcripto, con el tamafio esperado. A partir de la secuenciacion de dichas
reacciones, se observo la posible presencia de FT tipo DREB en L. tenuis.

Segin la evaluacion de la expresion relativa de los genes bajo condiciones de
salinidad, se observo que el gen se expresa no sélo bajo condiciones de estrés salino,
sino que también lo hace bajo condiciones normales de crecimiento, por lo cual
podriamos suponer que el gen no solo responde a estrés salino sino también a otros
factores distintos al estudiado. Ademas, se observo que el L. tenuis tolerante tendria
mayor capacidad de adaptacion al estrés salino que el suceptible.

Debido a la importancia de L. tenuis por su gran adaptacion y tolerancia a los
distintos estreses abidticos y la importancia de los FT en el control de las respuestas
adaptativas a los distintos factores bidticos y abioticos, la comprension de los
mecanismos moleculares que generan dicha respuesta y el estudio de los genes que
codifican para los distintos FT en especies de interés agronomico, como L. tenuis,
sera la clave para desarrollar variedades tolerantes o mejor adaptadas a los distintos
factores bidticos y abidticos a través de la biotecnologia.
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1. INTRODUCCION

Debido al rapido crecimiento de la poblacion, se estima que la produccion de
alimentos deberd incrementarse un 38% antes de 2025 y un 57% antes de 2050 a
nivel mundial (Wild, A., 2003). Esto requiere no so6lo un aumento de la superficie
cultivable, sino también un aumento en la productividad. La necesidad de una
mayor superficie cultivable tiene como consecuencia la utilizacion de zonas
marginales, con suelos de caracteristicas desfavorables. Una de estas
caracteristicas desfavorables es la salinidad, que puede inhibir el crecimiento de
las plantas y reducir la productividad, principalmente debido a tres factores: el
déficit hidrico, la toxicidad por iones y el desbalance nutricional (Munns R.,
2002). Se estima a nivel mundial que un 10% de los suelos estan afectados por
salinidad y que entre un 25 y 50% de las zonas de regadio estan salinizadas (Leidi
y Pardo, 2002). La superficie afectada por salinidad se ha ido incrementando
debido a la utilizacion de aguas para riego con concentracion de sales superiores a
los limites aconsejados, entre otros factores. Si bien la mayoria de las especies de
importancia agricola son glicofitas (sensibles a la salinidad), existen especies
capaces de adaptarse y desarrollarse bajo elevadas concentraciones de sales
(halofitas). Segun un estudio de la FAO, uno de los paises més afectados por
halomorfismo en el mundo, después de Rusia y Australia, es la Argentina. En este
ultimo, mas de 13 millones de hectareas se encuentran afectadas por este
problema, y mas de 3 millones se sitian en la provincia de Buenos Aires,
principalmente en la Pampa Deprimida (http://www.fao.org/agronoticias/agro-
noticias/detalle/en/c/175478/). Esta subregion abarca aproximadamente 9 millones
de hectareas, y el 60% de esta superficie esta constituida por suelos hidro e
hidrohalomorficos de distinta intensidad (Miaczynski et al., 1988; Burkart et al.,
1990). Las caracteristicas edaficas de la Pampa Deprimida, han determinado que
la actividad principal que se desarrolla en esta subregion sea la cria bovina,
sustentada sobre la productividad del campo natural. La vegetacion que
predomina en esta zona es la estepa graminosa, y se han instalado especies mas
adaptadas a pH neutro a alcalino, como el Lotus tenuis (Musto y Maddaloni,
2001; Stoffella et al., 1998; Bujan y Debelis, 2005). Esta especie contribuye a
aumentar la calidad y productividad de los pastizales naturales de la zona, ya que
colabora aportando mayor contenido de nitrogeno y mejora la digestibilidad de los
mismos (Pesqueira, J., 2008).

L. tenuis (ex glaber) es una leguminosa herbacea, perenne, alégama y de
crecimiento postrado, originaria de Europa. Ha sido introducida hace mas de 50
afios en la Depresion del Rio Salado, donde coloniz6 y se naturalizd en los bajos
salinos-alcalinos (Pesqueira, J., 2008; Minon et al., 1990). El éxito de su
propagacion puede deberse, entre otras caracteristicas, a la variabilidad genética
de sus poblaciones, su tolerancia al anegamiento y a la salinidad y a la plasticidad
fenotipica de las plantas (Franco, 2011). L. tenuis es considerada una especie
halofita, tolerante a la salinidad en estado de germinacion, plantula y planta.
Aunque todavia no se conoce con exactitud los mecanismos involucrados en la
respuesta a dicho estrés, Teakle et al., (2007), han reportado recientemente, que la
clave en la tolerancia a salinidad en L. tenuis es a través de la exclusion de C1 del
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xilema. Con respecto a los genes involucrados en esta respuesta, todavia no hay
estudios que describan dichos genes en L. tenuis.

El estrés ocurre cuando un agente estresante induce un cambio fisiologico y en
respuesta al mismo se produce una reduccion en el crecimiento, una respuesta
fisioldgica aclimatatoria, adaptacion o una combinacion de todas ellas (Pesqueira,
J., 2008). Los estreses abioticos como la sequia, la alta salinidad y el frio disparan
distintos tipos de respuesta en la planta (Mufiiz Garcia y Capiati, 2011). Para
disefiar estrategias que permitan mejorar la tolerancia al estrés de los cultivos es
necesaria la comprension de los mecanismos moleculares a través de los cuales las
plantas perciben el estrés y transducen la sefial que genera una respuesta
adaptativa. Estas vias de transduccion actian sobre FT que controlan la expresion
de genes cuyos productos contribuyen a proteger y reparar las células danadas por
el estrés o participan en la generacion de moléculas regulatorias. La regulacion de
la expresion génica es un factor crucial en el control de las respuestas a cambios
ambientales. Los maestros de dicha regulacion son los FT (Gémez-Merino et al.,
2009). Los FT son proteinas que regulan la expresion génica en distintas etapas
del desarrollo de la planta y también actian controlando las respuestas
adaptativas, como la respuesta al estrés bidtico y abiotico (Garcia-Morales et al.,
2013). Dentro de las familias de FT se encuentra la AP2/ERF (Ethylene
responsive factors) y se ha reportado que FT de dicha familia regulan la respuesta
al estrés bidtico y abidtico (Zhao-Shi et al., 2011). Una de las subfamilias mas
importantes de la AP2/ERF, relacionada con la tolerancia al estrés abidtico en
plantas es la subfamilia DREB (Dehydration responsive element binding). Los
DREBs contienen un dominio de unién al ADN AP2/ERF altamente conservado
en todo el reino vegetal, y se une especificamente a la secuencia DRE en el
promotor de los genes blanco. EI DRE es un elemento de respuesta importante
para la regulacion de la expresion de genes (Nakashima et al., 2009). El primer
aislamiento de DREBs fue a partir del genoma de A. thaliana donde se
encontraron el DREBIA y DREB2A y segln estudios realizados se determin6 que
la expresion de los genes DREB2A junto con su homodlogo DREB2B, son
inducidos bajo condiciones de estrés por sequia y alta salinidad. Estudios recientes
han aislado y estudiado numerosos DREBs en distintas especies y se han
detectado que responden a estrés por salinidad en arroz (Oriza sativa), maiz (Zea
mays), moha (Setaria italica), cebada (Hordeum wvulgare), trigo (Triticum
aestivum), soja (Glycine max), garbanzo (Cicer arietinum), mijo perla
(Pennisetum glaucum) y pimiento (Capsicum annuum) (revisado por Agarwal et
al., 2006; Lata C. y Prasad M., 2011).

Estudios realizados por Sanchez et al., (2008) en Lotus japonicus, reportaron que
entre las familias de factores de transcripcion involucradas en la tolerancia al
estrés salino, las que se encuentran en mayor proporcion son la AP2/ERF con un
24% y la MYB con un 20%. En el experimento realizado, se encontré un FT tipo
DREB que presentd un aumento en la expresion génica tanto en condiciones de
aclimatacion gradual como en shock salino en hojas, pero no en condiciones de
sequia. Esto sugiere un rol relacionado al estrés i6nico (toxicidad idnica) pero no
al osmotico (disponibilidad hidrica).



Debido a la importancia de L. tenuis en cuanto a adaptacion y tolerancia a los
distintos estreses abidticos, se posiciona como una de las especies de interés para
la investigacion de los genes involucrados con la tolerancia al estrés salino. A
partir del descubrimiento de los genes que codifican para los distintos FT
involucrados en el proceso de adaptacion, se podrian producir plantas tolerantes o
con un mayor grado de adaptacion a los distintos tipos de estreses abidticos a
través del uso de la biotecnologia (Mufiiz Garcia y Capiati, 2011).

Por todo lo expuesto anteriormente, el objetivo de este trabajo es identificar FT
tipo DREB en L. tenuis y evaluar su relacion con la respuesta adaptativa al estrés
salino en dicha especie, utilizando dos familias de medio hermanos (FMH) de L.
tenuis, una susceptible y otra tolerante a la salinidad.

Hipotesis
1. Hay factores de transcripcion AP2/ERF en especies del género Lotus.

2. Por ser especies emparentadas, los factores de transcripcion AP2/ERF
presentes en Lotus japonicus también se encuentran en Lotus tenuis.

3. Hay relacion entre la presencia y expresion de estos AP2/ERF con la respuesta
al estrés salino en L. tenuis.

Importancia y justificacion del tema

La principal zona de cria de ganado vacuno en Argentina es la Pampa Deprimida
de la Provincia de Buenos Aires, donde en los bajos existen suelos con problemas
de alcalinidad y salinidad. Su principal vegetacion en el campo natural son
especies gramineas (Poaceae), de baja calidad nutricional (Batista et al., 2005).
Las bases de la alimentacion del ganado bovino para carne en Argentina son las
pasturas naturales, mayoritariamente, ¢ implantadas. Debido a la escasa presencia
de leguminosas naturales, L. tenuis es una especie muy importante para la zona ya
que estda bien adaptada y puede favorecer el incremento en la calidad y
productividad de las pasturas naturales.

Con la identificacion de los genes que codifican para los distintos factores de
transcripcion responsables de la tolerancia al estrés salino en L. tenuis, se podrian
crear variedades mas tolerantes a salinidad a través de la biotecnologia (Muiiz
Garcia y Capiati, 2011).



2. MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Para este estudio, se utilizaron dos familias de medio hermanos (FMH) de L.
tenuis, una susceptible (FMH 2241) y otra tolerante (FMH 490) a la salinidad,
ambas obtenidas por el Programa de Mejoramiento Genético de Especies
Forrajeras para Ambientes Diversos (PMGEFAD) del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA). El material vegetal pertenece a 2 de las 24
FMH de L. tenuis con distinta respuesta a salinidad, obtenidas de
policruzamientos de 35 poblaciones provenientes de campos bajos de la Provincia
de Buenos Aires, que previamente fueron colectadas y caracterizadas morfologica
y productivamente por Rosso et al., (2008) y Andrés y Rosso, (2007). Las
semillas fueron cedidas por la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) - INTA
Pergamino.

Analisis bioinformatico y disefio de oligonucledtidos.

Para identificacion de FT de la familia AP2/ERF potencialmente relacionados a
estrés salino, se realizd una revision bibliografica de los trabajos cientificos
publicados hasta la fecha que relacionaban la tolerancia al estrés abidtico con la
expresion de FT AP2/ERF. A partir de este andlisis, y la busqueda en la base de
datos del NCBI - National Center for Biotecnology Information -
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) se seleccionaron los FT tipo DREB. Fueron
seleccionados DREBs de especies emparentadas, Glycine max, Medicago
trunculata, Caragana korshinskii, y de especies modelo, Arabidopsis thaliana y
Oryza sativa.

También fue utilizado una sonda de L. japonicus relativa a un FT tipo DREB,
segin fue descrito por Sanchez et al., (2008). La secuencia fue utilizada para
realizar comparaciones a través de un BLASTn, contra el banco de datos de A.
thaliana  (www.arabidopsis.org) 'y contra el de L. japonicus
(www.kazuza.org.jp/lotus/). Basandose en el e-value y el % de ID, se
seleccionaron genes con mayor similitud en ambas bases de datos.

A partir de las secuencias, tanto proteicas como génicas de las especies supra
citadas, se realizaron distintos alineamientos multiples con el programa
CLUSTALW  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?/) para identificar una
secuencia consenso y las regiones conservadas.

Para el disefio de los oligonucle6tidos, se ingres6 la secuencia nucleotidica del
gen 1JT35E05.90.r2.d en formato FASTA, en el programa en linea Primer 3
(http://primer3.wi.mit.edu/). Fueron disefiados 3 oligonucleo6tidos para amplificar
el fragmento gendmico y también para el estudio de la expresion del mismo. Los
parametros utilizados fueron: tamafio entre 19 y 22 pb, Tm entre 58° y 65°C con
una diferencia maxima de 1°C, contenido de bases GC entre 45 y 65% y con una
maxima complementariedad local de 4 y global (3") de 2. Tamafio de secuencia
amplificada entre 400 y 630 pb.
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Una vez obtenidas las secuencias de los 3 oligonucleotidos, se utilizé el algoritmo
BLAST para comprobar la especificidad de los mismos. La sintesis de los
oligonucleoétidos fue realizada por IDT, Estados Unidos.

Extraccion y cuantificacion de ADN

Para amplificacion del DREB de L. tenuis a partir de los oligonucleotidos
disefiados, fue realizada una extraccion de ADN a partir de 2 muestras de 100mg
de hojas sanas, derivadas de plantas adultas de L. tenuis susceptible (FMH 2241)
y tolerante (FMH 490) a salinidad.

Las muestras fueron maceradas con nitrogeno liquido en mortero, y para la
extraccion fue utilizado el kit DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), siguiendo el
protocolo del fabricante. Para evitar contaminacion de ARN a la muestra
resultante de la extraccion, fue realizado tratamiento con ARNasa, de acuerdo con
el protocolo del fabricante. Una vez obtenido el ADN, se midi6 su concentracion
con el espectrofotometro NANODROP 2000 y se almacend a -80°C hasta su
utilizacion para la amplificacion por PCR de los fragmentos deseados.

Amplificacion del fragmento genomico de DREB mediante PCR

Para la amplificacion de los fragmentos del gene DREB, la concentracion de
ADN utilizada por reaccion fue de 14 ng/uL del ADN aislado de L. tenuis
tolerante, y de 10 ng/uL del ADN susceptible. Se utilizaron 2 pares de
oligonucleétidos: 1: DREBI F y DREB2 R (Fragmento esperado de 642 pb) y la
2: DREB3 F y DREB2 R (Fragmento esperado de 259 pb). La reaccion de PCR
se realizd con un volumen final de 25uL (ver componentes de la reaccion en
Tabla 1) mediante las condiciones detalladas en la Tabla 2. Para la amplificacion
del producto deseado se probaron dos temperaturas de fijacion: 55° y 58°C.
Ademas de las muestras de ADN, para evitar resultados falsos positivos, se realizd
una reaccion sin ADN como control negativo. Las reacciones de PCR se llevaron
a cabo en el termociclador MyCycler de Biorad.

Tabla 1: Componentes de la reaccion de PCR para la amplificacion de los
fragmentos génicos de DREB en L. tenuis.

Componentes Concentrflcién de Concentraci(:)rrn en cada
la Solucion stock reaccion

Buffer taq 10x 1X

Mgcl2 25mM 1.5 Mm

dNTPs 10mM 0.2 mM

Primer forward 10mM 0.2 mM

Primer reverso 10mM 0.2 mM

s w




Tabla 2: Condiciones de la reaccion de PCR para la amplificacion de los
fragmentos génicos de DREB en L. tenuis.

Procedimiento Temiyoeé‘;ltura Tiempo (m) | Numero de Ciclos
E. Desnaturalizacion 94 1 1
E. Desnaturalizacion 94 00:30 30
Primer Annealing 55-58 00:30 30
Primer Extension 72 00:45 30
Elongacion final 72 5 1

Los resultados de la amplificacion se observaron mediante electroforesis con gel
de agarosa al 0,8% tefiido con Gel Red, a 90 volts, por 1 hora.

Para determinar que el tamafio de las bandas obtenidas coincidiera con el tamaiio
esperado de los fragmentos, se incluyd GeneRuler (Fermentas) como marcador de
peso molecular. Los fragmentos obtenidos por amplificacién fueron purificados
utilizando el kit GenJET PCR Purification Kit (Fermentas), siguiendo el protocolo
del fabricante. Se midi6 su concentracion en el NANODROP 2000 y se lo
conservo a -20°C hasta el envio de las muestras a secuenciacion.

Tratamiento de plantulas de L. tenuis en condiciones de estrés salino para
estudio de expresion del gen DREB.

Para la germinacion, se escarificaron 90 semillas aproximadamente de L. tenuis
(FMH 490 y FMH 2241) por abrasion con papel de lija, y se colocaron sobre
filtros humedecidos con agua, en placas de petri. Las placas fueron colocadas en
camaras de germinacion a 25°C. Transcurridos tres dias, se agregaron 2mL de
agua, para mantenerlas en condiciones de alta humedad.

Siete dias posteriores a la siembra, se trasplantaron las plantulas a bandejas
multipots que contenian compost organico Bertinat (Materia organica: 20-25%,
pH: 5-5.5%, relacion C/N: 19.8%, cenizas: 20-25%, humedad: 45-50%).

Las bandejas permanecieron en cdmaras de crecimiento bajo las siguientes
condiciones: T°: 25°C, 12 horas luz / 12 horas oscuridad y Luz: 360
micromoles/m> por segundo (PAR: photosynthetic active radiation) y se
mantuvieron con el mismo nivel de agua destilada por una semana (Figura 1).

Fueron realizados tres tratamientos distintos con respeto a la concentracion de
NacCl:

Bloque 1 (Control): Plantulas crecidas con agua destilada sin agregar NaCl.

Bloque 2 (Tratamiento 8 horas): Plantulas sometidas a una solucion de 150 mM
de NaCl por 8 horas.



Bloque 3 (Tratamiento 24 horas): Plantulas sometidas a una solucion de 150 mM
de NaCl por 24 horas.

Se realizaron tres repeticiones por bloque con cinco plantulas por repeticion para
cada FMH. Luego de transcurrida la semana se reemplazd el agua de los
tratamientos de 8 y 24 hs por una solucion de NaCl 150 mM, mientras q el control
se mantuvo con agua.

A las 8 y 24 hs de aplicada la solucion, se cortaron las raices de cada una de las
plantulas en condiciones libre de ARNasas, y se congelaron inmediatamente con
nitrogeno liquido. Las muestras se conservaron a -80°C hasta la extraccion del
ARN.

Figura 1: Proceso de germinacion y crecimiento de semillas de L. tenuis

Extraccion y cuantificacion de ARN

Se molieron las cinco raices de cada repeticion para cada FMH en nitrogeno
liquido con varilla de vidrio. La extraccion de ARN fue realizada utilizando el
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante. Durante la
extraccion, fue realizada la etapa de tratamiento con DNAsa para evitar
contaminacion de las muestras de ARN con ADN.
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Luego de la extraccion de ARN, se midié la concentracion con NANODROP
2000, y se verifico la integridad en gel de agarosa al 1%. Para asegurar la
confiabilidad del resultado se utilizo un ARN control, proveniente del Kit de
sintesis de cADN RevertAid First Strand cDNA kit (Fermentas).

Sintesis de cADN

A partir de las concentraciones medidas anteriormente se llevaron todos los ARN
a 500ng/reaccion para realizar la sintesis del ADN complementario segun lo
especificado por el protocolo para RT-PCR del RevertAid First Strand cADN
Synthesis Kit (Fermentas).

Amplificacion por RT- PCR y analisis de expresion relativa

Para la amplificacion del fragmento transcripto a partir del cADN obtenido fue
utilizado el par de oligonucledtidos DREB3 F y DREB2 R (fragmento esperado
de 259 pb). Como referencia de la expresion relativa de los DREB fue utilizado el
gen tubulina de L. japonicus con el par de oligonucleotidos
LjTUB Forward (5'AGGAAGGCTTTCTTGCATTG3") y LjTUB Reverso
(5'TCCTCCTGAACTTCATCCTCAZ") (fragmento esperado de 170 pb), (Teakle
et al., 2010). La reaccion de RT-PCR se realiz6é con un volumen final de 25uL.
Para la amplificacion se probaron tres concentraciones de cADN: 2,5, 5y 12,5
ng/reaccion, con dos temperaturas de fijacion: 52°C y 55°C y dos ciclos: 30 y 35.
Los componentes y condiciones de la reaccion se observan en la Tabla 3 y 4,
respectivamente. Las reacciones de RT-PCR se realizaron en el termiciclador
MyCycler de Biorad.

Tabla 3: Componentes de la reaccion de RT-PCR para amplificacion de los
fragmentos transcriptos de DREB en L. tenuis.

Componentes Concentraci(:n’l en cada

reaccion

Buffer taq 1X

Mgcl2 1.5 Mm

dNTPs 0.2 mM

Primer forward 0.2 mM

Primer reverso 0.2 mM

Taq Polimerasa (Fermentas) 1U




Tabla 4: Condiciones de la RT-PCR para la amplificacion de los fragmentos
transcriptos de DREB en L. tenuis.

Procedimiento Teml()oeé;ltura ];iflli?f)o Numero de Ciclos
E. Desnaturalizacion 94 1 1
E. Desnaturalizacion 94 00:30 30-35
Primer Annealing 55 00:30 30-35
Primer Extension 72 00:45 30-35
Elongacion final 72 5 1

Para observar los resultados se realizé electroforesis con gel de agarosa al 0,8%
tefiido con Gel Red 10000x (4uL/100mL) a 110 volt por lhora.

Para evitar resultados falsos, ademas de las muestras de cADN, se realizé un
control negativo y un control positivo interno con ADN de L. tenuis tolerante.

Expresion relativa de genes DREB en L. tenuis.

Se realiz6 el analisis de la expresion relativa de DREB utilizando como gen de
referencia a la Tubulina. Para la medicién de la expresion de ambos se utilizo el
programa GelQuantNET, el cual se basa para la medicion en los pixeles del area
seleccionada en las fotos de los geles de las RT-PCR. Dichas fotos tenian similar
tamafo y calidad para que la comparacion fuera efectiva.

Con los datos obtenidos del GelQuantNET, se realizé un grafico de columnas
agrupadas en el Excel para comparar las FMH, tanto en el control como en el
tratamiento con la solucion salina 150 mM y en ambos tiempos, 8 y 24 hs. Para
esto se tomo6 como categoria el control y el tratamiento para ambas FMH y como
series los tiempos 8 y 24 hs. El valor de la serie representa la expresion relativa
DREB/TUB.

Secuenciacion

Para comprobar la especificidad de los oligonucledtidos seleccionados y evaluar
la secuencia amplificada por PCR y RT-PCR, se enviaron a secuenciar muestras
de ADN como de cADN amplificado por PCR, previamente purificadas siguiendo
el protocolo del GeneJET PCR Purification Kit (Fermentas), a la Unidad de
Secuenciacion del Departamento de Ecologia, Genética y Evolucion en la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires.

A partir de las secuencias resultantes se realizd una comparacion contra el banco
de genes del NCBI- National Center for Biotecnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), a través del programa tBLASTx de este sitio, para
conocer el porcentaje de identidad genética con otras secuencias ya existentes en
el banco.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion in silico de genes de la subfamilia DREB y diseio de
oligonucleotidos.

Los factores de transcripcion juegan un papel fundamental en la regulacion de la
expresion de los genes de respuesta al estrés, cuyos productos contribuyen directa
o indirectamente a aumentar la adaptacion al mismo. Se ha demostrado que los FT
tipo DREB pertenecientes a la familia AP2/ERF estan involucrados en la
respuesta al estrés salino (Agarwal et al., 2006; Fujita et al., 2011). Los DREB,
ademas de estar presentes en el genoma de especies modelo como A. thaliana y O.
sativa (arroz), también fueron descritos en otras especies. En un estudio de
analisis de expresion global por microarreglos, Sanchez et al., (2008) detectaron
un FT tipo DREB en L. japonicus (sonda TM07515.25) que presentd expresion
aumentada en hojas bajo estrés salino. Debido al parentesco de esta especie con L.
tenuis, se utilizo la secuencia génica correspondiente a esta sonda para identificar
el gen correspondiente en el banco de datos de L. japonicus
(http://www.kazusa.or.jp/lotus/), donde se encontraron similitudes con las
secuencias LjT35E05 y CM1976 (Tabla 5). Se seleccion6 el gen LjT35E05 y se
hizo una comparacion a través de un BLASTn contra el banco de datos de A.
thaliana (www.arabidopsis.org), la cual arroj6 como resultado una mayor
similitud con los genes At1g44830 y Atlg21910 (Tabla 6). Las similitudes
observadas en todas las comparaciones se basaron en los valores del e-value y del
% de ID.

Tabla 5. Resultados del BLASTn realizado con los oligonucledtidos de la
sonda TM07515.25 contra el banco de datos de L. japonicus.

Origen Descripcion | e-value ID (%) Acceso a secuencia
. . . 23/23(100%) .
Lotus japonicus LjT35E05 le-05 23/23(100%) LjT35E05.90.r2.d
. . 23/23(100%)
Lotus japonicus CM1976 le-05 23/23(100%) chr1.CM1976.210.r2.m

Tabla 6. Resultados del BLASTn realizado con el gen LjT35E0S contra el
banco de datos de A. thaliana.

Origen Descripciéon | e-value ID (%) Acceso a secuencia
Arabidopsis thaliana | Atlg21910 | 1e-23 | 128/152 (84%) AT1G21910
Arabidopsis thaliana | Atl1g44830 Te-25 136/162 (83%) AT1G44830

Para corroborar si los genes At1g44830 y Atlg21910 de A. thaliana estan
relacionados al estrés salino se realizd un analisis de expresion in silico a través
del programa en linea eFP Browser (http:/bar.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb.cgi), donde se observé que los 2 genes presentan expresion
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aumentada en raices bajo condiciones de estrés salino. En la Figura 2 podemos
observar que ambos genes presentan un aumento en la expresion en raiz a las 3
horas, alcanzando su maximo a las 6 horas de aplicada la solucion salina. La
diferencia radica en que a las 24hs la expresion en raiz en el gen At1g21910 es
mayor, ademas este gen posee alta expresion a las Ohs en la parte aérea, mientras
que el gen At1g44830 no presenta expresion en ningun 6rgano.

Figura 2. Analisis de expresion relativa en raices de A. thaliana bajo estrés
salino en el programa eFP Browser.
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./
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tlg 21910
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A partir de las secuencias tanto génicas como proteicas de los genes antes
mencionados (Atlg21910, At1g44830, LjT35E05.90.12.d) y de las obtenidas de la
busqueda en el NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) como se describio en
Materiales y Métodos (Tabla 7), se realizaron distintos alineamientos multiples a
través del CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/) con el objetivo
de identificar una posible similitud entre estas (Figura 3 y 4), para el disefio de
oligonucledtidos en zonas conservadas de la secuencia, para amplificacion de

genes similares en L. tenuis.

Tabla 7. Secuencias proteicas y génicas de FT tipo DREB utilizadas.

Origen Nombre Tamafio | Acceso a secuencia
Arabidopsis At1g44830 211 aa ABF19023.1
thaliana | 11444830 mRNA, complete cds 636 pb BT025270.1
Arabidopsis At1g21910 230aa ABDA43014.1
thaliana  1A41621910 mRNA, complete cds 693 pb BT024616.1
IAP2 domain - containing transcription 23244 ACI37440 1
factor 6

Glycine max Glycine max AP2 domain-containing
transcription factor 6 (AP2-6) mRNA, | 699 pb FJ228458.1
complete cds
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AP2 domain - containing transcription 220aa XP_003601066.1
factor
Mediceigo Medicago truncatula AP2 domain-
trunculata  ontaining transcription factor
(MTR 3g072610) mRNA, complete | '+2PP | XM_003601018.1
cds
UniProtKB/Swiss-
OsDREB2A 214aa | p - Q0JQFT.1
Oryza sativa }?rﬁar iiatlilwz1 Itr'ldica Groqp clultivai
okkali dehydration responsive elemen
binding protein 2a (DREB2A) mRNA, 846 pb 1Q321039.1
complete cds
DREB2 323aa ADD69957.1
Caragana —
korshinskii [Caragana korshinskii DREB2 mRNA, 1379 pb GU573848.1
complete cds —
Lotus LjT35E05.90.r2.d 213aa LjT35E05.90.r2.d
Jjaponicus 1 4T35E05.90.r2.d 642 pb LjT35E05.90.r2.d

Figura 3. Alineamiento multiple entre secuencias génicas de A. thaliana, L.

japonicus, M. trunculata 'y G. max a través del programa CLUSTALW.

gil212717197|_GmAP2domain-TFé
LiT35E0S.90.r2.4
gil357461568 | _Mt_MTR_3g072610_
gi|94442470|_Rtlg44a30
gileg196742|_Atlg2l9l0

gil212717197|_ GmAP2domain-TEG
1iT35E05.90.r2.4

gil| 357461568 | Mt MTR 3g072610_
gil94442470|_RAtlg44a30
gilB8196742|_Atlg21910

gil212717197|_ GmAP2domain-TE6
LiT35E05.90.r2.4

gil| 357461568 | Mt MTR 3g072610_
gil94442470|_RAtlga4a3o
gil88196742|_Rtlg21910

gil212717197| GmAP2domain-TF6
LiT35E05.90.r2.d

gil 357461568 | Mt MTR 3g072610
gil94442470|_Rrlga4a30
gil88196742| Atlg21910

gil212717197|_GmAP2domain-TE6
LiT35E05.90.r2.d

gil 357461568 Mt MTR 3g072610
gil94442470| Atlga4a830
gil88196742| Atlg21910

gil212717197|_GmAP2domain-TF6
LjT35E05.90.r2.d

gil 357461568 Mt MTR 3g072610
gi|94442470|_Atlga4a30
gil|B88196742| Atlg21910

———————————————————————————— ATGGETTARGTTAGAGCACRA——
———————————————————————————— ATGGTTAAGTCAGAGCACAACA
ATTTARTTTGCACTTACATCTACCTATTATGGT TARGT CAGAGACTARCA
———————————————————————————— ATGGTGARA——ACACTTCAA-A
———————————————————————————— ATGGTGARACRAGARCGCARGA

khkhkhkk ki * * * %
-—-—GAT———————— CARARCAGRA——————— CCATCATCARAGGARATG
~—-BGAT———— CARARCAGGEA—————m CARRAATCARAGCCAGTT
———BGAT———————— CARARRAGAA——————— CC———ATCABA———————
-—-BGACA-———-—— CCRARGAGRA——————— T————GTCATCTCCATCR
TCCARRCCAGCAGCACARMARAGGARATGCCTTTGTCATCATCACCATCT

* * kEEk kw & B

CEETTATCTITCACTCTCATCATCAGCATCARCATCATCAGATTGCALGIA
TCATCATCTITTIATCCTCATCAT———-CATCAGCATCATCAGARAGCATGRR
———————— TICA————————————————————RTC-TCAGATACGTAGCRR
TCATCATCTITCATCATCCTCAT ———CRAACATCATCATCATCCATRARAGGAT
TCTTICTICTITCITCATCITCTTCCTCGTCTTCGT CTTOGTGTARGARCR A

* & *k R * *
GAA—————————————————— GAAGTACRAGGEAGT GAGRAATEAGERAGCT
GRA—————————————————— GAAGTACRARGGAGT CAGRATGAGARCAT
GRA-————————————————— GRAGTACARARGGAGTARGRATGAGGAGTT
GAA—————————————————— GRAGTACRAGGEAGTGAGRAATGAGARGTT

GRRCARAGAAGRGTALGATTRARGALGTACARRGEAGT GAGGATGAGALGTT

&k HE Ak A EFEE Hrkhkk Fk khkrEkE & *

GEEEATCATGGETGTCTGAGATTAGRGCACCAMRCCAGRAR M NCARGRATR
GEEETTCATTIGITTCAGAGATTAGAGCACCARATCAGARARCARGGATA
GEEETTCATGGETATCAGAGATTAGAGCACCARATCARRRRARCARGRATT
GEEETTCATGEETTTCAGAGATCAGRGCTCCTARTCARARGRCRARGGATC
GEEEATCATGGETCTCTGAGATTAGGECACCARATCARARGACARGGATT

khkkdk hhkkd ik kk khkhkkh kdk kdk kk kk khk kk krkkhkk ok

TGETTAGECTCTTATTCAACCCOGEAGECTGCAGCTAGAGOCTATGATGE
TGGCTAGGRTCTTHCT CARCACCAGRAGCAGCACLARGAGCCTATGATEC
TGETTAGETICTTATTCAAC IGLAGARGL T GLAGCTAGAGCTTATGATGC
TGECTTGETICTTACTCAACTGCTGARGCCGCEGCTAGAGOCTACGACGT

TIGETTAGGTITCITACTCARCAGCTGAAGCAGCTGCTAGAGCTTACGATGT
dhe k ke ehkkdk hkkk %k hk hk ke ko hdkkkk kk kk %

133
133
125
127
172

183
183
175
177
222

233
233
225
227
272
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gi1212717197|_GmAP2domain-TF6
LjT35E05.90.r2.d
gi|357461568|_Mt_MIR_3g072610_
gi|94442470|_At1g44830
gi|88196742|_At1g21910

gil212717187|_GuAP2domain-TFé
LjT35E05.90.r2.d
gil357461568|_Mt_MTR_3g072610_
gil944424701_Atlg44830
gil88196742|_Atlg21910

gi|212717197|_ GuRP2domain-TFé
LjT35E05.90.r2.d
gil357461568]_Mt_MTR 3g072610_
gil94442470|_At1g44830
gil88196742|_Atlg21910

gi|212717197|_GmAP?domain-TFé
LjT35E05.90.r2.d
gil357461568]_Mt_MTR 3g072610_
gil94442470|_At1g44830
gilB8196742|_Atlg21910

gi|212717197|_GmAP2domain-TFé
LjT35E05.90.r2.d
gil357461568 | _Mt_MTR_3g072610_
gil94442470|_At1g44830
gilB8196742|_Atlg21910

gi|212717197|_GmAP2?domain-TF6
LjT35E05.90.£2.d
gil357461568|_Mt_MTR_3g072610_
gil94442470|_At1g44830
gilB8196742|_Atlg21910

gi|212717197|_GmRP2domain-TF6
LjT35E05.90.£2.d
gil357461568|_Mt_MTR_3g072610_
gil94442470|_At1g44830
gilB8196742|_Atlg21910

gil212717197|_ GmAP2domain-TFé
LjT35E05.90.£2.d
gil|357461568|_Mt_MTR_3g072610_
gil94442470|_At1g44830
gilB8196742| Atlg21910

TGCACTTCTATGCCTTAAAGGATCCTCAGC------ ARATCTCAATTICC
TGCACTTCTATGTCTCARAGGGTCCTCAGC---—-—- AAGTTTCAATTTICC
TGCACTTTTATGCCTTARAGGTTCATCATCTGCTTCARRTCTCAATTICC
AGCACTCCTATGTCTTAAAGGATCCTCAGCTAAT---AATCTCARCTTICC
TGCACTCTTATGICTCAAAGGCCCTCAAGCC----~~, AATCTCAACTICC

okokok ok dhkkk hk Rhkkkk * * % * ok hkkk kkkk
C————- TTTAR-GC-——— TCTTCACARCARTAC-———- AT--TCCRG-
L TTCAR-GT--—— TCTTCACTT---TTC-———- AT--TCCTC-
c——o TTTAACATCATCATCTTCACATTACAAT————— AT--TCCTC-

CAGRGATCTCAACTTC——-TCTCTACCATATTATCRRCARTGETGATE-
CI-——ACTICTICITC-——-TTICICATCATCTTICTTGATARTC-TCTTRG

& * & * * % *

-———GAGRGGCTGTCATGTCCCCCARATCARTCCARAGRAGTTR——TGCG
-——RAAGRCACTGCCATGTCCCCARRRTCARTCCARRGAGTTGC——TGCR
-———BAGR—————- TATGICTCCARAATCARTTCARRGRAGTAGC—TGCR
-———ACRRCAATGACATGTCCCCTARGTCTATACARAGRGTAGCAGCTGCR
ATGRARRRATACCCTTITTGTCCCCCARATCCATCCARRGAGTAGC——-TGCT

* kkkEk kk Kk kk kk Ahkkkhkhkkk k& EE T

GOCGCTGCARATAGTTTCATTGACAR———TGCCARCACTCCCCCT-TCCC

GCTGCTGCARATAGCTTCAT TGACARCARTGCCAGCACCACCACT —TCAR

GCTGCCGCGARTAGTTTCATCGACARCAATARTARTAATGTTAATGITAR

GCIGCTEC—— TECCARCACAGATCCT-TCCT

CAAGCTGCCAAC-———TCATT——————- TARCCATTTTGCCCCT————A
*k k& * *

CACC--TCCTIGCTTCTARCCCATCATCATTGECCTCATCCCCCTC——ATT
CICC--TCCTCCTCCT———————————— TCARCCTCAT--—CATC—-ATT
TGTCAATGATAATGCTARCAC—————— TC-—CCICTICATCATC——ATT
CATC-———ATCAGTCT———————————- CIACTTCAT--—CTCC——ATT
CTTC-———ATCAGCE—————————m GICTCGTCACCGTCCGATC
* * * EE I ) * * *k
GETCICTTCICCCTCREATCARATCG——————— ACGACARCGCATCEC
GGTCICTTCCCCATC————— BATGE————————— ATGA-—-TGTCICAC
GETATCATCICCATCA-——-TCRATGGITTCTTCTGACGATGTITCTICAC
GCITICCICICCATCTEA-—AGATCTCT—————— ATGATGITGICIC——
ATGATCATCACCATGA-——-TEATGE——————————— GATGCRATCTIT——
ek kk kk Kk *k k& *

TEATATCGTCTTTCGARGCCTACACTAGTTGTGACCARGCARATCARCCE
TTGARTCATCTTTTGRR —————— e TCA
TTATGTCATCTTTCEAT———CAAGT TART ———————————— GATGAATCE
~CATETCACAGTATEAC —————————m—m—m e — CRACAA
TEATEEEATCTTTTET G ——————m————m—m GACRATCA
* *

-ATGACTATGAATGTGATGEA————— ACCT-—-TGETACACCTTTGCTG
~ATGGCTATGA————— TGGA-—————— ACCT-—TGETACAGCCTG———G
-ATGECTATEA-—-TATCGEA-————— ARCTAATTGETATGEATTA-——G
~GTCTCCTTET-———— CTGAAT-——-CATCATCATGETACARCTGCTTTG
TETGICITTER-————— TGGEATTCARCATCTTCATEGETAT————————— G

* * * * & * % Hkkkdk *

277
277
275
274
316

307
304
311
313
358

351
348
3439
366
4035

397
397
399
394
4339

443
428
438
422
4639

484
460
485
461
502

534
430
520
483
527

574
511
557
523
562
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gil212717197| GmAFZdomain-TFé
LjT35E05.90.r2.d

gil357461568 | Mt MTR 3g072610_
gil94442470|_Atlg44830
gilBB196742|_Rtlg21910

gil212717197| GmAFZdomain-TFé
LjT35E05.90.r2.d

gil357461568 | Mt MTR 3g072610_
gil94442470|_Atlg44830
gilBB196742|_Rtlg21910

gil212717197|_GuAF2domain-TFé
LjT35E05.90.r2.d

gil357461568 | Mt MTR 3g072610_
gil94442470|_Atlg44830
gilBB196742|_Rtlg21910

gil212717197|_GmAP2domain-TFé
LiT35E05.90.r2.d

gil35T461568 | Mt MIR_3g0T2610_
gi|94442470|_At1g44s3n
gilB8196742|_Atlg21910

ATGETCTTCART CCCCTARGTATGTTGATCAGATGCT - —-ARGTGE———-
AIGATCIGCRATCCACTRRGTATGTTGATCAGATGCT - —-RAGTGC————

ARAGGTTTACRATCACCTRRARTATGTTGATCAGATGTIGTTRARAGTGC ———
ATGETG-ATGATCAGTT-——-CRTGITCATTA-ATG——--- GAGT-C———
RIGATC-ATRATGGGATGITCTIGITIGATA-ATG————- GAGCTCCATT
* % ¥ T * ETT T T T T

-———-TGCITICIIC—GRTTTCGRTTCGTC-TCATC-—--TGTTTG——-A
———-TTICTICTITICIATGATATIGATTCARC-CCRACCACCIGITTIA-—-A
———-TTCITTCITI-—-GRTATTIGATTCATCATCA-CATTIGCTIGSETIGA
-——-TCC0EC0EC0C0GT——AT-TTGR——CRRCATCA—---CTTICTG-—-A

CRRTTACTCTCCIC———-ARCTRARRCTCGRACGACG——--RIGCTCG-—-A
* & 0k K k% % * *

TGR---TCTATACGARGRARGTGACATTCGTITTGIGGAGCTTCTGCTGR-
TGR---TGTGETATGAAGAGAGTGACATfCGI T IGIGEARCI T TGLIGR-
TGR---TCTATATGARGRARGTGATATTCCTTTGTIGGARCTTCAGCTGRA
TGA-—--TTTCTITIGAGGAAGGAGATATCAGATTATGGARCTTCTGCTGA-

TGRRTACTTCTACGRALGATGCTGACATTCCGCTTIGEAGT TTCAATTAR -
ETT * k& kk k* *k kk * kkkk kK * %

*En verde estan los oligonucleotideos disefiados para amplificacién en L. tenuis

617
EET)
603
558
805

653
S5e
645
530
6dd

693
642
692
636
693

742

Figura 4. Alineamiento multiple entre secuencias proteicas de FT tipo DREB
de A. thaliana, L. japonicus, M. trunculata y G. max a través del programa

CLUSTALW.

gil212717198| GmAP2domain-TF
LiT35E05.90.r2.d
gil357461569| MtAP2domain-TF
gil|94442471|_Atlg44a30
gil|88196743| Atlg21910

gil|2127171%98 | _GmAP2domain-TF
LjT35E05.90.r2.d
gi|357461569 | _MtAP2domain-TF
gl|94442471|_Atlgd4830
gi|88196743|_Atlg2lalo

gill212717198 | _GmAF2domain-TF
LjT35E05.90.r2.4d
gil|357461569|_ MtAFP2domain-TF
gi|94442471|_RAtlg44a30
gll881967431_Atlg2lalo

gil212717198 | GmAP2domain-TF
LjT35E05.90.r2.d
gil357461569| MtAP2domain-TF
gil94442471| BAtlg44&30
gil88196743| Atlg21910

gil212717198|_GmAP2domain-TF
LiT35E05.90.r2.d
gil357461569| MrAP2domain-TF
gil94442471| Atlg44a30
gil|88196743|_Atlg21910

gi|212717198 | GmAP2domain-TF
LjT35E05.90.r2.4d
gi|357461569| MtAP2domain-TF
gi|94442471|_Rrlgdda3n
gil881967431_Atlg2lalo

* Indica posiciones que tienen residuos idénticos; :

conservados;

MVELEH-KIKTEPSSKEMREL.55L555A5T55DC———————————— KEEK 36
MVESEHNKEIKT GQESKFV5-55L55555A55E5——————————— MEEE 36
MVESETNKIEKERS—————- N5I5D55-—————-—————————————— FEE 24
MVETLQETPKEMS5P55———5555555T5555————————— EMEE 34

MVEQER-KIQTSSTHKEEMPL.S55P55555555555555CENENEESKIRE 49

EE L = * . e

YEGVEMESWESWVSEIRAFNQETREIWLGSYSTPFEARARAYDRARATICLEGS 86
YEGVEMETWGSEFVSEIRAFNQKTEIWLGSYSTPFEARARAYDAALLCLEGS 86
YEGVEMESWESWVSEIRAFNQHTRIWLGSYSTAEARARAYDRAATLCIEGS 74
YEGVEMESWESWYVSEIRAPNQHTEIWLGSYSTAEARARAYDARLLCLEGS 84
YEGVEMESWESWVSEIRAFNQETRIWLGSYSTAEARARAYIVALLCLEGE 99

HEREERR - HER AR RRI AR I AR ARk Ak kdhhkk hhkkRRk AR

S——ANLNFPLSSSQQYIPGE———-— AVMSPESIQEVARLARNSFIDN-AN 128
5——ASFNFEF5555-LFIFQD-—— TAMSPHSIQEVARLARNSFIDNNAS 128
SSASNLNFPLISSSSHYNIP———- QDMSPESIQEVALLARNSFIDNNNN 119

S-ANNLNFFEISTSLYHI INNGDNNNDMSFESIQEVARRRRAANTDESSS 133
Q-—ANLNFPFTSSSSHHLLONLLDENTLLSPFESIQEVARQARNSFNHFAP- 146

. o m ket * - sk ke .

TFESPPPASNPSSLASSPSLVSSESDQ--IDDN—ASLISSFERAYTSCDD 174

TTISTPPP--PS-——TS55LVSSPS-——-MDD-—-VSLESSFES—————- 160

HVHVHVNDNANTE—-5555LVSSESSMVESDDV-—S5IMSSFDQVND-—— 162

L TSSPLLSSPSED--LYDV--VSMSQYDQQ-————- 161

———————————————— TS5AV5SPSDHDHHHDDEM)STMGSFVIN-————— 175
- ek ke * * -

ANQEMIMNVME F———-WYTFADGLYSPEYVDQMLSG-AFFDFDS5-HLED- 218
—————— MAMME P-—-WYSLDD-LOSTEYVDQML.SASSFYDIDSTHHLFN- 199
————ESMAMI SETH-WYGLEG-LQSPEYVDQMLLSASFFDIDSSSHLLGD 206
—————— WVSLSESS55-WYNCFD————--GDDQFMFINGVSAFYLTTSLSD- 197
————— HVSIMDST SSWYDDHN-———-GMFLFDNGAFFNYSPQLNSTIMLDE 216

&

DLYEESDIELWSFC 232
DWYEESDIELWNEFC 213
DLYEESDIFLWNFS 220

DFFEEGDIELWNEFC 211
YFYEDADIFLWSFN 230

L ke e o

Indica residuos débilmente conservados.

Indica residuos fuertemente



Finalmente, después de los analisis de similitud entre secuencias y la verificacion
de la expresion en condiciones de salinidad de los genes de A. thaliana, se
disefiaron los oligonucledtidos para amplificacion en L. tenuis. De los resultados
arrojados por el programa Primer 3 (http://primer3.wi.mit.edu/), se seleccionaron
3 oligonucleotidos, 2 para amplificar y 1 para transcribir el gen. El criterio
utilizado para la seleccion fue la mayor especificidad al realizar el algoritmo
BLAST contra el banco de genes de L. japonicus (http://www.kazusa.or.jp/lotus/).
Las caracteristicas de los oligonucledtidos seleccionados se detallan a
continuacion:

Caracteristicas de los oligonucleotidos disefiados.

Condiciones: Amplificar fragmento gendémico de 642 pb en PCR convencional y
fragmento transcrito en RT-PCR de 259 pb, junto con DREB2 R.

Nombre Y . - Tamaiio
del oligo Secuencia 5'—3 Longitud| Tm | %GC ampliacién

DREBI F | CTCAACACCAGAAGCAGCAG | 20pb 59.77 | 55.00 642pb

DREB2 R | CAGCAAAAGTTCCACAAACG 20pb 59.36 | 45.00

DREB3 F | GCACCACCACTTCAACTCCT 20pb 60.16 | 55.00 259pb

(Los oligonucledtidos se encuentran localizados en la Figura 3).

Amplificacion del fragmento genémico del gen DREB en L. tenuis

En estudios moleculares, es necesario verificar la calidad del ADN para garantizar
la confiabilidad de los resultados. En este estudio, la calidad del ADN se verifico
a través de espectrofotometria con el NANODROP 2000, obteniéndose
concentraciones entre 14 a 3,7 ng/ul, como asi también se realizO una
electroforesis en gel de agarosa al 1% que demuestra la integridad del ADN
(Figura 5).

Figura 5. Calidad del ADN de L. tenuis.
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Se realizo una PCR utilizando ADN de L. tenuis susceptible y tolerante, con los
oligonucleétidos: M1: DREB1 Forward y DREB2 Reverso (Fragmento esperado
de 642pb) y la M2: DREB3 Forward y DREB2 Reverso (fragmento esperado de
259pb). El producto resultante de la PCR fue visualizado con electroforesis en gel
de agarosa. En la lectura del mismo se observo amplificacion de la M2 susceptible
(S) y tolerante (T), tanto a 55° como a 58°C, con el tamafio esperado.

Para secuenciacion del fragmento resultante, se realizé una nueva PCR con la
temperatura de hibridacion a 55°C como se describié en Materiales y Métodos,
arrojando como resultado la amplificacion de la M2 susceptible y tolerante con
una banda del tamano esperado del fragmento, entre 200 y 300 pb (Figura 6).

Figura 6. Amplificacion fragmento genomico de 259pb en L. tenuis para
enviar a secuenciacion.

MEZCLA 2-55°C
MM " C S T 3

tol‘

MM Marcador molecular (Gen Ruller)

Analisis de expresion de DREB en raices de L. tenuis

Luego de la extraccion de ARN, se realizo una electroforesis en gel de agarosa al
1% para determinar la calidad del ARN. Como se puede observar en la Figura 7 el
ARN posee buena calidad, ya que las dos bandas que se encuentran presentes
aseguran la integridad del ribosoma. Ademas, para sintesis del cADN, se realizo
una cuantificacion a través del NANODROP 2000.
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Figura 7. Electroforesis para determinacion de la calidad del ARN.
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Para determinar el nivel de expresion de los genes que codifican para las proteinas
tipo DREB, se realizaron RT-PCR (Reverse Transcription - PCR) con distintas
concentraciones de cADN y distintos nimeros de ciclos (30-35). Se utiliz6 el gen
tubulina como gen de referencia para la cuantificacion relativa de la expresion.

Como resultado de estas se observo amplificacion tanto con 30 como con 35
ciclos, de un fragmento entre 200 y 300 pb coincidiendo con el control positivo
(ADN L. tenuis TOL).

En el caso de los 30 ciclos, con una concentracion de cADN de 6,25 ng/uL, se
observo amplificacion en el tratamiento de 8 hs en L. tenuis susceptible (S) y
tolerante (T) y en el tratamiento de 24 hs en L. tenuis tolerante (T) como también
en el control tanto del susceptible (S) como del tolerante (T) (Figura §). En 35
ciclos, con una concentracion de 2,5 ng/uL, se observd amplificacion en el
tratamiento, tanto a las 8 como a las 24 hs en L. tenuis susceptible y tolerante y en
los controles s6lo hubo amplificacion a las 24 hs en ambas FMH (Figura 9).

Figura 8. Amplificacion del fragmento transcripto en RT-PCR con 30 ciclos.
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Figura 9. Amplificacion del fragmento transcripto en RT-PCR con 35 ciclos.
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Marcadoras moleculzres: GR (Gan Ruller), MR (Mass Ruller).

Medicion de la expresion relativa DREB/TUB

Con respecto al analisis estadistico realizado en el Excel que compara la expresion
relativa del gen en L. tenuis entre las FMH tolerantes y suceptible, tanto en el
control como en el tratamiento con solucion salina, y en ambos tiempos (8 y 24
hs), se puede observar (Figuras 10) que a las 8 hs no hay expresion en los
controles en ninguna de las FMH, pero respecto de éste, si presentan una
sobreexpresion en el tratamiento con solucion salina. En cambio, para las 24 hs se
observa una sobreexpresion en el control de ambas FMH, respecto del
tratamiento.

Si bien hubo expresion del gen en condiciones de estrés salino, se observd una
sobreexpresion del control a las 24 hs respecto del tratamiento y a las 8 hs se
observa a la inversa, es decir, una sobreexpresion del tratamiento respecto del
control. Para comprobar estos resultados, es necesario repetir los experimentos en
las mismas condiciones. Si comparamos entre ambas FMH observamos que la
tolerante posee mayor expresion relativa que la susceptible. A su vez, como la
expresion relativa del gen se da, tanto bajo condiciones de salinidad como en
condiciones normales de crecimiento, podriamos suponer que la expresion del gen
que codifica para un FT tipo DREB en L. tenuis no s6lo podria estar relacionado a
la salinidad, sino a otros factores distintos al estudiado.

Para confirmar el perfil de expresion seria necesario repetir el experimento bajo
las mismas condiciones y realizar mas experimentos de expresion relativa del gen.
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Figura 10. Expresion relativa del supuesto DREB en L. tenuis.
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El 10 fue colocado arbitrariamente en la maxima expresion relativa del gen y los demas valores se
calcularon en base a este. EI 0 representa la nula expresion relativa (no hubo expresion del
supuesto DREB).

Secuenciacion y analisis in silico

Las condiciones de las muestras y los oligonucledtidos enviados a secuenciar
como se describio en materiales y métodos se describen a continuacién en la
Tabla 8:

Tabla 8: Descripcion de los fragmentos de PCR y RT-PCR purificados y
enviados para secuenciacion.

TEMPLADOS PRIMER
Muestra 1yED Gt Tamaifio(pb)|Cuantificacion| Primer Tm
Muestra
M1 ADN PCR 259 10 ng/pL DREB2 R 59,36
M2 ARN | RT-PCR 259 7,5 ng/nLL DREB2 R 59,36

Con el fragmento resultante de la amplificacion por PCR enviado a secuenciacion,
se obtuvo un fragmento de 238 pb. El tBLASTx de la secuencia traducida resultd
en similitud de la secuencia con factores de transcripcion tipo DREB de otras
especies de plantas (Tabla 11), lo cual indicaria que los oligonucleétidos son
especificos y corresponden a una secuencia tipo DREB en L. tenuis.
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En el caso del cADN, no se obtuvieron resultados. Esto creemos que se debi6 a
una falla técnica en la preparacion del fragmento para enviar a secuenciar, pero
como los oligonucleotidos utilizados para amplificar el ADN por PCR fueron los
mismos que para la amplificacion por RT-PCR, podriamos inferir que el
fragmento que amplifican es un DREB.

LOCUS AND TOL DREB2R 238 pb
DEFINITION AND TOL DREB2R 238 pb

1 TCAT CATTGGTCTC TTCCCCATCA ATGGANGATG TCTCACTTGA
61 ATCATCTTTT GAATCAATGG CTATGATGGA ACCTTGGTAC AGCCTTGATG ATCTGCAATC
121 TTCTAAGTAT GTTGATCAGA TGCTAAGTGC TTCTTCTTTC TATGATATTG ATTCAACCCA

181 CCACCTGTTT GATGATGTGT ATGAAGAAAG TGACATTCGT TTGTGGAACT TTTGCTGA

Tabla 11. Comparacion del resultado de la secuencia traducida contra el
banco de proteinas del NCBI.

. . o Accesion en
Origen Descripcion e-value| ID (%) NCBI
Populus |L0Pulus trichocarpa AP2/ERF 17/36(47%)

trichocarpa domain-containing transcription| 2e-05 8/13(62%) XM 002300961.1
factor (DREB41), mRNA
Populus | 0Pulus trichocarpa AP2/ERF 17/36(47%)
trichocarpa domain-containing transcription| 2e-05 8/13(62%) XM 002337011.1
factor (DREB40), mRNA
Populus Populus trichocarpa AP2/ERF
trichocarpa domain-containing transcription| 3.1 [13/28(46%) XM 002307391.1
factor (DREB39), mRNA
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224063111?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=1W5CHXU001R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224151053?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=1W5CHXU001R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224084861?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=34&RID=1W5CHXU001R

4. CONCLUSION

Luego de una amplia revision bibliografica acerca de las familias de FT
relacionadas con la tolerancia a la salinidad, se seleccioné a la familia AP2/ERF,
subfamilia DREB, ya que distintos estudios cientificos realizados demostraron
que los DREBs tienen una importante participacion en la tolerancia al estrés
salino en distintas especies de plantas (Agarwal et al., 2006; Lata C. y Prasad M.,
2011, Nakashima et al., 2009; Fujita et al., 2011), incluidas las especies del
género Lotus (Sanchez et al., 2008).

Segun el estudio realizado por Sanchez et al., (2008) en L. japonicus, que reporta
la presencia de FT AP2/ERF, y a partir del experimento que detecté un FT tipo
DREB (sonda TM07515.25) que presentd expresion aumentada en hojas bajo
estrés salino, se utilizo la secuencia génica correspondiente a dicha sonda contra el
banco de datos de L. japonicus, donde se encontrd y selecciond por su mayor
grado de similitud el gen LjT35E05. Debido al parentesco entre L. japonicus y L.
tenuis, se utilizo dicho gen para elaborar los oligonucledtidos para amplificacion
de posibles DREB en L. tenuis. Con los resultados de las muestras amplificadas
enviadas a secuenciacion, la secuencia traducida arrojo una similitud con un FT
tipo DREB en Populus trichocarpa, por lo que podriamos concluir que los
oligonucledtidos son especificos y corresponden a una secuencia tipo DREB en L.
tenuis.

Con respecto al andlisis de la expresion relativa de los FT tipo DREB bajo
condiciones de salinidad, se observo expresion bajo estrés salino para ambas
FMH, y en mayor grado en la tolerante. Asi podriamos suponer que hay una
relacion entre la expresion del gen que codifica para un FT tipo DREB vy la
respuesta adaptativa al estrés salino en L. tenuis. No obstante, como también se
observo expresion en condiciones normales de crecimiento, el gen no solo podria
estar relacionado con la respuesta al estrés salino sino a otros factores distintos al
estudiado.
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