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RESUMEN

La alfalfa (Medicago sativa L.), es una leguminosa forrajera con un importante contenido
en proteina, siendo la mas cultivada a nivel mundial. En esta especie, los contenidos protéicos
se ven mermados por los procesos de crecimiento y los recursos utilizados por la planta en el
proceso de floraciébn. Por otro lado, la alfalfa contiene una concentracidn de taninos
condensados (TCs o proantocianidinas, PAs) muy inferior a la requerida para subsanar el
desorden digestivo del ganado rumiante que genera hinchamiento por gases de efecto
invernadero (metano, CO,) o meteorismo y la excesiva desaminacion de las proteinas en el
rumen producida por las fermentaciones de la flora microbiana ruminal. Estas carencias
nutricionales tienen un efecto negativo sobre el rendimiento productivo de los animales. Los
avances producidos en la modificacion genética de plantas en los Ultimos afios han
proporcionado evidencia convincente de que estas tecnologias pueden complementar e
implementar los programas de mejora de determinadas especies cultivadas dificiles de mejorar
mediante métodos convencionales, como es el caso de la alfalfa.

El objetivo general de esta Tesis es desarrollar herramientas moleculares de utilidad para
la manipulacion genética de determinados caracteres de interés agronémico en la alfalfa, con
objeto de incrementar su valor nutricional. Para ello, hemos puesto a punto un protocolo de
transformacion genética mediada por Agrobacterium tumefaciens via embriogénes somatica
aplicable a varios genotipos de alfalfa, que permite la produccién de embriones viables capaces
de germinar y producir plantas completas en el 50% de los explantes inoculados.
Practicamente no se detectd la presencia de quimeras o escapes, ya que el 80-100% de las
plantas obtenidas contenian el T-DNA con todos los transgenes incorporados, disponiéndose
por tanto de la herramienta imprescindible para la realizacion de los otros dos objetivos.

Hemos aislado dos ortélogos del gen TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) de alfalfa (MsTFL1c y
MsTFL1a). Ambos genes se sobreexpresaron constitutivamente en A. thaliana y después en
alfalfa para su posible uso como herramienta biotecnolégica para la mejora del valor nutricional
de este forraje, produciendo un retraso en el tiempo de floracién y con ello un posible aumento
del desarrollo vegetativo. MsTFL1a extiende la fase vegetativa e inflorescente y retrasa la
floracion en Arabidopsis. En alfalfa su expresion constitutiva también produce retraso de la
floracion. Sin embargo, a este fenotipo no se le asocia un incremento del desarrollo vegetativo,
presentando las plantas un tamafio més reducido que parece vinculado a una limitacién en la
proliferacion celular. Esto conlleva a una disminucion de la biomasa. La validacion completa de
esta herramienta biotecnoldgica requerira de trabajos adicionales para la evaluacién de otros
parametros que determinen la calidad nutricional de estas plantas. Hemos comprobado que la
limitacion en la proliferacion celular se asocia a una reduccion en los niveles de expresion de
determinados genes efectores de la divisidn celular, como es el caso de las ciclinas. Nuestros
resultados apoyan la hipétesis de que los genes TFL1-like podrian participar adicionalmente en
vias de sefializacion que regulan la diferenciacion celular en plantas. M. sativa podria ser un
buen modelo para estudiar la posible gama de diversificacién bioquimica de estas proteinas.

Por otra parte, hemos realizado una construccién multigénica mediante el sistema de
clonaje por moédulos GoldenBraid 2.0 (35S::Del::Rosl::MtANR::MtLAR). Inicialmente, se ha
validado su funcionalidad mediante expresion transitoria en N. benthamiana. Ademas, se ha
introducido de manera estable en dos modelos experimentales: A. thaliana y N. tabacum, y en
M. sativa, donde se ha estudiado su capacidad de integracion, asi como la de expresion de los
transgenes. Hemos comprobado que esta construccién multigénica es capaz de activar la ruta
de biosintesis de antocianinas y de PAs en N. tabacum. Sin embargo, no fue capaz de activar
la ruta de biosintesis de antocianinas y por tanto, la de PAs, en alfalfa. Los factores
transcripcionales Delila y Roseal no fueron capaces de activar los genes implicados en la
regulacion de ambas vias metabdlicas en esta especie, o alternativamente no fueron
suficientes sus niveles de expresion para este fin. Por tanto, la construccion multigénica
35S::Del::Ros1::MtANR::MtLAR no es una buena herramienta biotecnolégica que procure la
activacion de la ruta de biosintesis de PAs en la alfalfa. Nuestros resultados sugieren que los
mecanismos de control transcripcional de la biosintesis de antocianinas y PAs son diferentes
entre las distintas especies, y que se necesita informacién genética adicional especifica de la
biosintesis de antocianinas y PAs en leguminosas para poder disefiar eficientemente
herramientas moleculares que puedan activar su biosintesis de novo.



SUMMARY

Alfalfa (Medicago sativa L.), is a forage legume with a significant content of protein, being
the most widely cultivated forage around the world. In this species, the protein content
decreased during growth processes as well as other resources used by the plant during the
flowering process. On the other hand, alfalfa contains a lower concentration of condensed
tannins (CTs or Proanthocyanidins, PAs), less than required to remedy the digestive disorder of
ruminant livestock causing pasture bloat by production of greenhouse gases (methane, CO2) as
result of the microbial fermentation in the rumen and the excessive desamination of proteins in
the rumen produced by microbial fermentations (by-pass effect). These defects on nutrition are
reflected in the yield and production of ruminants. The advances in genetic modification of
plants in recent years have provided convincing evidence that these technologies can
complement and implement breeding programs of certain cultivated crop species difficult to
improve by conventional methods, as it is the case of alfalfa.

The overall objective of this thesis is to develop molecular tools useful for genetic
manipulation of certain traits of agronomic interest in alfalfa, to enhance their nutritional value.
At a first step, we have developed an Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation
protocol via somatic embryogenesis applicable to various genotypes of alfalfa to produce viable
embryos in the 50% of the inoculated explants. Chimaeric plants or scapes were almost not
detected because the 80-100 % of the transgenic plants contained the T-DNA with all the
transgenes incorporated, having thus the indispensable tool to perform the other two objectives.

We have isolated two orthologs of the TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) gene from alfalfa
(MsTFL1c and MsTFL1a). Both genes were constitutively expressed in A. thaliana, and later on
in alfalfa, to evaluate their possible use as biotechnological tool for the improvement of the
nutritional value of this forage legume, producing a delay in the flowering time and thereby an
increase of vegetative development. MsTFL1a performs the same functions as TFL1 in
Arabidopsis y its overexpression in this plant produces a remarkable delay of flowering time. In
alfalfa, its constitutive expression also produces a delay in flowering. However, this phenotype
was not associated to an increase of vegetative growth, being plants of reduced size that
appears tied to a limitation in cell proliferation. This leads to a decrease in biomass. The
complete validation of this biotechnological tool will require additional works for the evaluation of
other parameters to determine the nutritional quality of the plants. Moreover, the limitation in cell
proliferation was associated with a reduction in the expression levels of certain cell division
effector genes, as it is the case of cyclins. Our results support the hypothesis that TFL1-like
genes could also participate in signaling pathways that regulate cell differentiation in plants. M.
sativa could be a good model to study the possible range of biochemical diversification of these
proteins.

On the other hand, we have made a multigenic construct in the modular cloning system
GoldenBraid 2.0 (35S::Del::Ros1::MtANR::MtLAR). In a first step, it was functionally validated
by transient expression in N. benthamiana. In addition, this construct was introduced by stable
transformation in two experimental models (A. thaliana and N. tabacum) and later on in M.
sativa, where it has been studied the integration capacity and expression levels of the different
transgenes. In N. tabacum it has been achieved the activation of both the anthocyanin and PAs
biosynthetic pathways. However, it was not able to activate both routes in alfalfa. The TFs Delila
and Roseal were not able to activate the genes involved in the regulation of these metabolic
pathways in alfalfa, or were not sufficient levels of expression of both TFs for this purpose.
Therefore, the multigenic construct 35S::Del::Ros1::MtANR::MtLAR does not resulted a good
biotechnological tool for the activation of PAs biosynthesis in alfalfa. Our results suggest that
the mechanisms of transcriptional control of both biosynthetic pathways could be different
between plant species, and that additional specific genetic information on the anthocyanin and
PAs biosynthesis in legumes is needed to efficiently activate both pathways in this species.



RESUM

L'alfals (Medicago sativa L.), és una lleguminosa farratgera amb un important contingut en
proteina, sent la més cultivada a nivell mundial. En aquesta espécie, els continguts proteics es
veuen desfavorits amb els processos de creixement i els requeriments utilitzats per la planta en
el procés de floracié. D'altra banda, I'alfals conté una concentracié de tanins condensats (TCs o
proantocianidines, PAs) molt inferior a la requerida per a esmenar el desorde digestiu del
bestiar remugant que genera unflament per gasos o meteorisme i la produccié de gasos
d'efecte hivernacle (meta, CO.,) i I'excessiva desaminacio de les proteines en el rumen produida
per les fermentacions de la flora microbiana ruminal. Aquestos efectes sobre la nutricié es
veuen reflectits en el rendiment productiu dels animals. Els avangos produits en la modificacio
genética de plantes en els Ultims anys han proporcionat evidéncia convincent de qué estes
tecnologies poden complementar i implementar els programes de millora de determinades
especies cultivades dificils de millorar per mitja de métodes convencionals, com és el cas de
l'alfals.

L'objectiu general d'aquesta Tesi és desenvolupar ferramentes moleculars d'utilitat per a la
manipulacié genetica de determinats caracters d'interés agrondmic en l'alfals, a fi d'incrementar
el seu valor nutricional. Per a aix0, hem posat a punt un protocol de transformacié mediada per
Agrobacterium tumefaciens via embriogénesi somatica aplicable a diversos genotips d'alfals
gue permet la produccié d'embrions viables capagos de germinar i produir plantes completes en
el 50% dels explants inoculats. Practicament no es va detectar la preséncia de quimeres o
fugues, ja que el 80-100 % de les plantes obtingudes contenien el T-DNA amb tots el transgens
introduits, tenint per tant la ferramenta imprescindible per a la realitzacié dels altres dos
objectius.

Es van aillar i sobreexpressar constitutivament dos ortodlegs del gen TERMINAL FLOWER 1
(TFL1) d'alfals (MsTFL1c i MsTFL1a) en A. thaliana i en alfals per al seu possible Us com a
ferramenta biotecnologica per a la millora del valor nutricional de l'alfals, procurant aixi un
retard en el temps de floracio i amb aixo un augment del desenvolupament vegetatiu. MsTFL1a
estén la fase vegetativa i inflorescent i retarda la floracié en Arabidopsis. En alfals la seua
expressio constitutiva també produix retard de la floracié. No obstant aix0, a aquest fenotip no
se li associa un increment del desenvolupament vegetatiu, sent les plantes d'una grandaria més
reduit que pareix vinculat a una limitacié en la proliferacié cel-lular. A¢d comporta a una
disminucié de la biomassa. La validacié completa d'esta ferramenta biotecnoldgica requerira de
treballs addicionals per a l'avaluacié d'altres parametres que determinen la qualitat nutricional
d'aquestes plantes. Hem comprovat que la limitacié en la proliferacié cel-lular s'associa a una
reduccio en els nivells d'expressio de determinats gens efectors de la divisié cel-lular, com és el
cas de les ciclines. Els nostres resultats recolzen la hipotesi que els gens TFL1-like podrien
participar adicionalment en vies de senyalitzacié que regulen la diferenciacié cel-lular en
plantes. M. sativa podria ser un bon model per a estudiar la possible varietat de diversificacio
bioguimica d'aquestes proteines.

D'altra banda, hem realitzat una construccié multigénica per mitja del sistema de clonatge
per moduls GoldenBraid 2.0 (35S::Del::Ros1::MtANR::MtLAR). S'ha validat funcionalment de
manera preliminar per mitja d'expressio transitoria en N. benthamiana. A més, s'ha introduit de
manera estable en tres models experimentals: A. thaliana, N. tabacum i M. sativa, en els que
s'ha estudiat la seua capacitat d'integracio, aixi com la d'expressié. Hem mostrat que aquesta
construccio multigénica és capag¢ d'activar la ruta de biosintesi d'antocianines i de PAs en N.
tabacum. No obstant aix0, no van ser capacgos d'activar la ruta de biosintesi d'antocianines i per
tant, la de PAs, en alfals. Els factors transcripcionales Delila i Roseal no sén capacos d'activar
els gens implicats en la regulaci6 d'ambdues vies metaboliques en aquesta espécie, 0
alternativament no van ser prou els seus nivells d'expressid per a este fi. Per tant, la
construcci6 multigénica 35S::Del::Ros1l::MtANR::MtLAR no és wuna bona ferramenta
biotecnologica per activar la ruta de biosintesi de PAs en lalfals. Els nostres resultats
suggerixen que els mecanismes de control transcripcional de la biosintesi d'antocianines i PAs
soén diferents entre les distintes espécies, i que es necessita informacié genética addicional
especifica de la biosintesi d'antocianines i PAs en lleguminoses per a poder abordar
eficientment ferramentes moleculars que puguen activar la seua biosintesi de novo.
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INTRODUCCION

1. Las leguminosas: alta diversidad e importancia agronémica

Las leguminosas (Fabaceae), con mas de 750 géneros y 16.000-17.000 especies
son la tercera familia mas grande de plantas angiospermas (Allen y Allen 1981). Estas
plantas crecen en condiciones agro-ecoldgicas muy variables y su morfologia varia
desde diminutas hierbas hasta arboles gigantescos. Las leguminosas son un grupo de
plantas con gran interés nutricional y econdmico en el contexto de la agricultura

mundial.

Los taxébnomos han dividido a las leguminosas en tres grandes subfamilias
basandose en rasgos morfologicos, particularmente de la estructura floral. Estas
subfamilias se conocen como Papilionoideae (476 géneros y cerca de 14.000
especies), Caesalpinioideae (162 géneros y cerca de 3000 especies) y Mimosoideae
(77 géneros y aproximadamente 3000 especies), (Doyle y Luckow 2003). Las
Papilionoideae son la subfamilia numéricamente dominante y representan gran parte
de las leguminosas econémicamente importantes, especialmente en alimentacion
humana y animal, y comprenden aproximadamente el 40% de las variaciones
fenotipicas de todas las leguminosas (Gepts et al. 2005). Esta subfamilia se divide en
dos clados (Wojciechowski et al. 2004), conocidos como Hologalegina (leguminosas
“de invierno” o “de clima templado”) y Millettioide (leguminosas “de verano” o “de clima
tropical’). Se ha demostrado que existen altos niveles de sintenia a nivel genémico
entre las especies de invierno, como Medicago sativa, Medicago truncatula, Lotus
japonicus y Pisum sativum (Kalo et al. 2004) o entre las especies de verano como

Phaseolus vulgaris o Glycine max (Lee et al. 2001).

Entre las especies vegetales cultivadas, las leguminosas son las Unicas plantas
capaces de fijar el nitrdgeno atmosférico mediante una relaciébn endosimbiética con
bacterias del género Rhizobium o con micorrizas (Hirsch 2004; Jensen y Hauggaard-
Nielsen 2003), la cual ocurre en una estructura especializada conocida como nédulo.
Esta simbiosis provee a las leguminosas (y a los cultivos que se sembraran tras ellas)
de una fuente autdénoma, gratuita y renovable de nitrégeno, que es el principal
nutriente limitante en la produccién de cultivos (Seastedt y Knapp 1993; Smil 1999;
Vitousek et al. 1997). Ademas, el uso de leguminosas fijadoras de nitrégeno para

producir proteina vegetal promueve la diversidad en la rotaciébn de los cultivos



agricolas y produce un descenso en las poblaciones de patégenos de plantas y de
plagas, lo cual se traduce en un sustancial descenso en el consumo de combustibles
fosiles, pesticidas y fertilizantes nitrogenados. Por tanto, las leguminosas son

extraordinariamente importantes en el desarrollo de una agricultura sostenible.

Esta familia tiene un papel fundamental en la agricultura debido a su elevado
contenido en proteinas. Las semillas de estas plantas presentan altos contenidos de
proteina (entre 20% y 50%), conformando la mayor fuente de proteina vegetal para la
alimentacién humana y animal. Las leguminosas de grano por si solas aportan hasta el
33% de las necesidades proteicas de la dieta humana y pueden contener mas de dos
0 tres veces mas proteinas que los cereales (Graham y Vance 2003). Otra propiedad
de las leguminosas que las hace especialmente interesantes es que sintetizan un gran
namero de productos secundarios con actividad biolégica de interés, incluyendo
isoflavonas y saponinas triterpénicas (Anderson et al. 1984; Grusak 2002; Madar y
Stark 2002). Se ha descrito que el consumo regular de leguminosas puede ayudar a
prevenir enfermedades cardiovasculares, hepaticas, Parkinson, Alzheimer o
Huntington (Singh et al. 2005; Singh et al. 2007).

Algunas especies de leguminosas han sido seleccionadas con el tiempo por los
agricultores para ser cultivadas como forraje para el consumo animal. El numero de
leguminosas utilizadas como forrajes en el mundo no se conoce del todo, pero en la
pagina web del repositorio de la Food y Agriculture Organization of the United Nations
(FAO; www.feedipedia.org) hay una lista de 153 especies de leguminosas diferentes
que se utilizan actualmente como forrajes. Esta lista proporciona una idea de la
enorme diversidad de forrajes existentes en los diversos climas del planeta. Sin
embargo, un menor nimero de especies tienen importancia econémica a nivel global
debido a sus cualidades nutritivas: Medicago sativa (alfalfa), Trifolium repens (trébol
blanco), Trifolium pratense (trébol rojo), Trifolium subterraneum (trébol subterraneo) y
Lotus corniculatus (Frame et al. 1998; Peyraud 2009; Stephenson 1984). Las
leguminosas forrajeras han sido la base de la produccién carnica y lactea desde hace
siglos (Russelle 2001). Sin embargo, ademas de los usos tradicionales como alimento
y forraje, las leguminosas son una excelente fuente de madera y aceites y se han
utilizado industrialmente para preparar plasticos biodegradables (Paetau et al. 1994),
gomas, tintes, resinas, barnices y productos eco-amigables como el etanol o el diesel
de soja (Singh et al. 2007).



Los niveles elevados de sintenia entre Medicago truncatula, Lotus japonicus y
muchas leguminosas econémicamente importantes apoyan la eleccion de estas dos
especies como plantas modelo para el estudio de esta familia. Estas plantas modelo,
es especial M. truncatula, se estan utilizando para buscar respuesta a cuestiones
biol6gicas exclusivas de las leguminosas (Somers et al. 2003), como las bases
moleculares que rigen la fijacion de nitrégeno o las distintas rutas metabdlicas que
llevan a la produccion de determinados metabolitos secundarios. M. truncatula ha
llamado la atencion como sistema modelo gendmico y molecular para estudios
biol6gicos de las leguminosas (Cook 1999; Oldroyd y Geurts 2001), debido a sus
caracteristicas peculiares: genoma pequefio (~500-550 MpB), que actualmente esta
completamente secuenciado, y diploide (2n=16), ciclo de vida corto (2-3 meses),
autofecundacion, posibilidad de transformacion genética y existencia de grandes
colecciones de diferentes ecotipos (Young y Udvardi 2009). Para realizar genética
reversa, M. truncatula tiene disponibles diferentes plataformas que proporcionan
poblaciones mutagenizadas con inserciones del retrotransposén de tabaco Tntl
(Cheng et al. 2011; Tadege et al. 2008), de bombardeo rapido con neutrones (“Fast
Neutron Bombardment” o FNB; Starker et al. 2006) y TILLING (“Target-induced Local
Lesions in Genomes”). También puede realizarse silenciamiento génico basado en
RNA interferente (Limpens et al. 2004) y se estan haciendo avances en el
silenciamiento génico transitorio mediado por virus (“Virus Induced Gene Silencing” o
VIGS; (Gronlund et al. 2008) que actualmente esta limitado en algunas especies por la
escasez de vectores viricos especificos (Serwatowska et al. 2014). Lo més importante
en el estudio de estas plantas modelo es la posibilidad de extender los conocimientos

obtenidos a cultivos de interés agronémico.

2. La alfalfa (Medicago sativaL.)

2.1. Origen de la alfalfa

La alfalfa (Medicago sativa L.) es una leguminosa introducida en Espafia desde la
época de los arabes. Esta leguminosa procede de Iran, donde probablemente fue
adoptada por el hombre durante la Edad del bronce para alimentar a los caballos
procedentes de Asia Central. Segun Plinio el Viejo, fue introducida en Grecia alrededor
del 490 a.C., durante la Primera Guerra Médica, posiblemente en forma de semillas
llegadas con el forraje de la caballeria persa. Pasé a ser un cultivo habitual destinado

a la alimentacion de los caballos. A Estados Unidos llegaria a través de Chile, en torno



a 1860. De entre las diversas especies forrajeras cultivadas en el mundo, la alfalfa es
capaz de fijar el nitrégeno atmosférico y aportar una gran riqueza de fibra y proteina de
calidad. Estas cualidades nutritivas la han hecho ser desde hace tiempo muy valorada
por los agricultores y ganaderos, en este Ultimo caso para destinarla a la alimentacion
de sus ganados, especialmente rumiantes, y constituirse en casi imprescindible en la

dieta de alguno de ellos.

2.2. Botanicay caracteristicas morfoldgicas de la alfalfa

La alfalfa pertenece a la familia de las Fabaceas o Leguminosae y es
autotetraploide, con un genoma de unas 800-900 Mpb. Se trata de una planta
herbacea perenne, vivaz, alégama (no es autofértil, requiere de la visita de abejas para
su fecundacién cruzada) y de porte erecto 0 suberecto que alcanza un tamafio de 30-
60 cm de altura segun el genotipo estudiado. La alfalfa tiene un ciclo vital de entre
cinco y doce afios, dependiendo de la variedad utilizada. Ademas, desarrolla densas
agrupaciones de pequefas flores purpuras y sus raices suelen ser muy profundas,
pudiendo medir hasta 4,5 metros. De esta manera, la planta es especialmente
resistente a la sequia. Sus raices poseen nédulos que contienen la bacteria
Sinorhizobium meliloti, con la capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico, produciendo

alimento alto-proteico, sin importar el nitrégeno disponible en el suelo.

A continuacion se detallan las principales caracteristicas morfolégicas de esta

planta en cuanto a su raiz, tallo, hojas, flores y frutos:

Raiz. La raiz principal es pivotante, robusta y muy desarrollada (hasta 4,5 m. de
longitud) con numerosas raices secundarias. Posee una corona que sale del terreno,

de la cual emergen brotes que dan lugar a los tallos (Figura 1).
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Figura 1. Planta completa de
alfalfa tras la induccion floral.
Izquierda: arquitectura del tallo
con ramas laterales y hojas
trifoliadas con bordes dentados.
Se observan también las
inflorescencias con flores de color
azulado en la parte superior.
Derecha: corona de tallos en la
base de la planta y raiz pivotante
principal con numerosas raices
secundarias en los laterales.

Inferior: detalle de hoja trifoliada

con bordes dentados.

Tallos. El tallo primario es cuadrado en su seccion transversal y presenta estomas
y pelos. Son delgados y erectos para soportar el peso de las hojas y de las
inflorescencias, ademéas son muy consistentes, por tanto es una planta muy adecuada
para la siega. En su parte herbacea, presenta nudos desde donde nacen las hojas. No
solo tiene crecimiento primario sino que también posee un crecimiento secundario que
da origen a un eje lefioso o porcién perenne, que forma parte de la corona. El nUmero
de los tallos depende de la edad y el vigor de la planta, y puede llegar hasta 20. El
crecimiento de los tallos es inducido por su utilizacion (pastoreo o corte) o por un
nuevo ciclo fisiolégico de crecimiento. Ademas de su constitucién morfolégica, es
conveniente resaltar la importancia funcional de la corona como estructura
almacenadora de sustancias de reserva y sede de yemas a partir de las cuales se
produciran los nuevos rebrotes de la planta, condicionando asi las practicas de manejo



del cultivo. El tamafio (pequefio, intermedio, grande) y el tipo (compacta o cerrada,
intermedia, abierta) de la corona depende de factores genéticos y ambientales (Figura
1).

Hojas. Son trifoliadas, aunque las primeras hojas verdaderas son unifoliadas. Se
originan en el apice del tallo. Posteriormente, cuando la planta ya esta desarrollada,
las hojas pueden originarse del &pice del tallo o de las yemas laterales ubicadas en los
nudos de los tallos. Los margenes son lisos y con los bordes superiores ligeramente
dentados. Los foliolos de 5-20 mm de largo y 3-10 mm de ancho, son obovados o
sublineales, dentados en el 4pice, adpreso pubescentes. La hoja es entera o dentada

en la base (Figura 1).

Flores. La flor caracteristica de esta familia es la de la subfamilia Papilionoidea.
Son de color azul, violeta o puarpura, con inflorescencias en racimos pedunculados que
nacen en las axilas de las hojas, el pedinculo es mucho mas largo que el peciolo. La
flor tiene 5 sépalos en el primer verticilo, 5 pétalos (1 estandarte, 2 alas y 2 pétalos
fusionados formando la quilla que recubre los érganos reproductivos) en el segundo
verticilo, 9 estambres (antera + filamento) fusionados en un tubo estaminal y uno libre
en el tercer verticilo, y un carpelo en el cuarto verticilo. La corola tiene unos 6-12 mm

de largo. La arquitectura de la inflorescencia es indeterminada (Figura 2 Ay B).

Frutos. Los frutos se disponen en espirales siniestras flojas de 1-4 giros, glabras a
pilosas. Es una legumbre indehiscente sin espinas que contiene entre 2 y 6 semillas

amarillentas, arrifionadas y de 1.5 a 2.5 mm de longitud (Figura 2 Ay C).



PL35. Luzerne cultivee,  Medicago sativa L.

Figura 2. Arquitectura de la inflorescencia de la alfalfa (Medicago sativa L.). (A). Organos
vegetativos (hojas trifoliadas con bordes dentados), 6rganos florales, frutos en espiral y
semillas. (B). Detalle de una inflorescencia con flores en antesis. (C). Detalle de los frutos en

hélice siniestra.

2.3. Distribucién geografica de la alfalfa

La ganaderia intensiva ha demandado con el tiempo la produccién de forma
regular de forrajes y piensos que ha tenido que proveer la industria forrajera, dando
lugar al cultivo intensivo de alfalfa y otras leguminosas forrajeras, cuya finalidad es la
de abastecer a la creciente demanda industrial. La importancia del cultivo de la alfalfa
va desde su interés como fuente natural de proteinas, fibra, vitaminas y minerales, a
su contribuciéon paisajistica y a su utilidad como cultivo conservacionista de la fauna.
También es importante sefalar la significativa reduccidon energética que supone la
fijaciobn simbiética del nitrdgeno para el propio cultivo y para los siguientes en las

rotaciones de las que forma parte.



El cultivo de la alfalfa estd muy extendido en los paises de clima templado. La
alfalfa tiene su area de origen en Asia Menor y sur del Caulcaso, abarcando paises
como Turquia, Irak, Irdn, Siria, Afganistan y Pakistan. Los persas introdujeron la alfalfa
en Grecia y de ahi paso a Italia en el siglo IV a. C. La gran difusion de su cultivo fue
llevada a cabo por los arabes a través del norte de Africa, llegando a Espafia donde se
extendio a toda Europa. Es una planta que se utiliza ampliamente como pasto o forraje
para alimentar el ganado y con este propdsito se cultiva intensivamente en el mundo
entero. Por ser una especie pratense y perenne, su cultivo aporta elementos de interés
como limitador y reductor de la erosion y de ciertas plagas y enfermedades de los
cultivos que le siguen en la rotacion. El mayor pais productor de alfalfa en cuanto a
quintales por hectarea (g/ha) cultivada es Estados Unidos (Figura 3), si bien Espafia
ocupa el segundo lugar en el mundo en cuanto a produccién y exportacién de alfalfa
deshidratada. También ocupa el tercer lugar en cuanto a produccién de alfalfa en la
Union Europea con una superficie de cultivo aproximada de 250.000 has y una
produccién de 965.000 toneladas, siendo dos tercios de regadio y uno de secano.
(Fuente: Asociacion Espafola de Fabricantes de Alfalfa Deshidratada, AEFA. 2014.
http://aefa-d.com/).

Figura 3. Distribucion geogréfica del cultivo de la alfalfa en el mundo. La gama de colores

verdes indica la produccion (g/ha) en las distintas zonas sefaladas.
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2.4.El cultivo de la alfalfa en Espafa

El cultivo de la alfalfa se ha extendido por toda Espafia en los ultimos afios, ya que
es poco exigente con el clima. En cuanto a suelos, prefiere los profundos de
naturaleza caliza, siendo incompatible con los suelos &cidos. La superficie de cultivo
esta actualmente muy cercana a las 250.000 has, con especial peso en el Valle del
Ebro y Castilla-Leon. Las hectareas de cultivo vienen aumentando desde hace afios

en las zonas en las que la alfalfa se ha industrializado (plantas deshidratadoras).

Las siembras de la alfalfa en Espafia se llevan a cabo en otofio (51%) y primavera
(49%). Las primeras normalmente tras un cereal de invierno y las de primavera tras el
maiz. El 95% de las mismas procede del ecotipo Aragon, y se utilizan dosis medias de
semilla entre 30-35 kg/ha. La permanencia del cultivo puede ser de muchos afios, no
obstante la persistencia econémica se sitla en unos cinco afios, siendo los de maximo
rendimiento unitario el segundo y tercer afio de cultivo. No es una planta muy exigente,
habra que aportarle fosforo y potasa en la cuantia de las extracciones del cultivo, y si
el desarrollo nodular es el adecuado no necesitard de incorporacion de abono
nitrogenado. A la alfalfa le afectan pocas enfermedades y su mayor enemigo son las
plagas (pulguilla, pulgones, gusano verde, cuca negra y apion), siendo la intensidad de
los ataques muy variable segun los afios. Para combatirlas se usan cada vez mas los
métodos de lucha integrada, que permiten disminuir el nimero de tratamientos y la

dosis de fitosanitarios.

El que sea Espafia un pais de baja pluviometria y con alto nivel de
evapotranspiracion, hace que la alfalfa sea un cultivo basicamente de regadio, ya que
de no ser en zonas muy frescas la productividad en secano es baja. Asi un 78% se
cultiva en regadio y el resto en secano, existiendo Comunidades Auténomas en que
casi el 100% se hace en regadio. En el caso del regadio el consumo medio de agua se
sitiia en unos 7.000 m*/ha. La siega del cultivo se suele hacer cada 30-35 dias, con 5
0 6 cortes anuales, buscando el momento en que un 10% de las plantas se encuentran
en floracién, que es cuando se logra el mayor equilibrio entre la cantidad y la
calidad. El volteado e hilerado se lleva a cabo trascurridas unas 24 horas con la
finalidad de que en la recogida la humedad del producto sea lo mas homogénea
posible. EI presecado en campo (horas entre siega y recogida), es variable
dependiendo del destino; en el caso de ir a la deshidratacion este sera de unas 48
horas en verano y si el destino es el empacado para rama, este periodo se dilata hasta

unos cinco o seis dias. El sistema de recoleccién también es variable dependiendo del
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destino, en el caso de ir para rama se utilizan empacadoras que la prensan en forma
de prisma rectangular o redondo; si el destino es la industria deshidratadora la
recogida se hace con carro picador en él 80% de la superficie y con picadora y
remolque en el 20% restante. Los rendimientos en las zonas de cultivo mas
tradicionales pueden situarse entre 13 y 15 t/ha al 12% de humedad, siendo resaltable

gue la produccion en la explotacion es muy estable de un afio a otro.

Figura 4. Recoleccion y subproductos de alfalfa deshidratada. (A). Campo de alfalfa en
época de siega. (B). Balas cilindricas de alfalfa tras su recoleccién para secado en campo
(henificado). (C). Planta deshidratadora de forrajes (Palencia). (D). Pacas de alfalfa
deshidratada. (E). Pellets de alfalfa deshidratada. (F). Tacos de alfalfa deshidratada.
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La alfalfa se puede consumir fresca, ensilada, henificada o deshidratada, siendo
estas dos ultimas modalidades las mas utilizadas. El henificado consiste en un secado
natural dejando las balas o pacas al sol para que pierda humedad. La mayor parte de
la produccion se destina a la obtencion de deshidratados en forma de pacas, pellets o
tacos ya que es la mejor forma para su conservacion y distribucién al ganado en forma
de piensos (Figura 4). Por esta razon, en los ultimos afios, se han creado muchas
plantas deshidratadoras de forraje en Espafia (unas 70), si bien el 85% del forraje
tratado corresponde a alfalfa. La produccion de forrajes deshidratados en 2014 fue de
965.000 toneladas que se distribuyen por todas las comunidades de Espaifia,
representando la comunidad de Aragon junto con la Comunidad de Cataluiia el 78%
de la produccion total. Las 70 plantas de secado o deshidratado de forrajes se
localizan en las zonas de produccién y cuentan con una alta tecnologia de desarrollo e
investigacion reconocidas a nivel internacional (Fuente: Asociacién Espafiola de
Fabricantes de Alfalfa Deshidratada, AEFA. http://aefa-d.com/).

2.5.Beneficios del consumo de alfalfa

Ademas de su elevado contenido proteico, la alfalfa posee otras cualidades
nutricionales y medicinales que también la posicionan como una planta de interés para
el consumo humano, existiendo en la actualidad una importante cantidad de
complementos alimenticios preparados a partir de extractos de alfalfa. La venta de
germinados de alfalfa, que generalmente se afiaden a ensaladas, también se ha
incrementado en los ultimos afios. Por la cantidad de minerales (Ca, Fe, Mg, Mn, P, K,
Na, Zn), vitaminas y aminoacidos que contiene se emplea para combatir la anemia. Es
rica en vitaminas del complejo B y los brotes contienen también vitamina Ay C. Por su
contenido en vitamina D y calcio ayuda en casos de artritis y artrosis. Es también
eficaz como diurética y para evitar formacién de célculos biliares. Contiene cantidades
poco usuales de vitamina K (necesaria para coagular la sangre) y unos 0,5 g/kg DM de
taninos condensados unidos a proteina que no suponen un problema para la
palatabilidad del forraje al estar en muy baja concentracion, aunque también supone
una desventaja ya que los taninos previenen toda una serie de problemas digestivos

gue padece el ganado rumiante.
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3. Biotecnologia y mejora genética de especies forrajeras: el caso de la

alfalfa

El cultivo de leguminosas forrajeras de calidad constituye una fuente segura de
alimento para el ganado rumiante, evitando de esta manera los efectos negativos de
su alimentacion con piensos que muchas veces incorporan deshechos animales de
dudosa procedencia y deficiente estado sanitario. Desde que se detecto la enfermedad
de las “vacas locas” (encefalopatia espongiforme bovina), una enfermedad causada
por priones y transmisible al ser humano, la Unién Europea ha dedicado importantes
inversiones en mejorar la calidad de los piensos destinados al ganado a base de
incentivar los cultivos de leguminosas forrajeras, asi como su mejora genética, con
objeto de sustituir la proteina procedente de deshechos animales por la de origen

vegetal.

La mejora tradicional de leguminosas forrajeras se ha basado principalmente en la
seleccion fenotipica seguida de recombinacion sexual de la variacién genética natural
encontrada dentro y entre los distintos ecotipos. Esta mejora se ha usado a lo largo de
las ultimas décadas pero esta limitada a trabajar s6lo con aquellos genes que estan
naturalmente presentes en la especie en cuestion o en otras relacionadas. Sin
embargo, para mejorar muchos caracteres de interés agrondmico, la variabilidad
genética de estas especies puede resultar insuficiente o directamente inexistente. En
estos casos, la ingenieria genética resulta una herramienta util, dado que posibilita la
incorporacién de genes forAneos que incorporan caracteres novedosos. En este caso
se encuentra la alfalfa (Medicago sativa L.), una leguminosa forrajera estrechamente
relacionada con M. truncatula, que es un cultivo dificil de mejorar mediante métodos
convencionales debido a su complicada genética. La alfalfa es autotetraploide
(2n=4x=32), presenta un alto grado de heterocigosidad y debido a su fecundacién
cruzada, la mayoria de los cultivares son poblaciones sintéticas con unos complicados

antecedentes genéticos.

Se ha realizado un mapeo genético comparativo entre la leguminosa modelo M.
truncatula y una variedad de alfalfa diploide (Regen-2x; 2n=16), se han mapeado
varios cientos de marcadores comunes en ambos sistemas y se han comparado sus
posiciones en el mapa. En ambas especies, se ha comprobado que los marcadores se
distribuyen en 8 grupos y muestran elevados niveles de sintenia. Por tanto muchas de
las herramientas genéticas y gendmicas, incluyendo la secuenciacién completa de su

genoma, desarrolladas hasta la fecha para M. truncatula podrian ser utilizadas en la
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alfalfa para asi contribuir a su mejora genética. En anteriores proyectos del grupo
hemos desarrollado una serie de herramientas moleculares y biotecnolégicas en
leguminosas modelo (Pisum sativum y Medicago truncatula), tales como el disefio de
métodos para su transformacién genética estable o la identificacion de genes
implicados en el proceso de floracion, que pueden ser ahora utilizadas en objetivos
mas aplicados y dirigidos a la mejora genética de la alfalfa.

Los avances producidos en el campo de la modificacion genética de plantas en los
altimos afios han proporcionado evidencia convincente de que estas tecnologias
pueden complementar e implementar los programas de mejora de determinadas
especies que son dificiles de mejorar mediante técnicas convencionales como es el
caso de las leguminosas forrajeras. Dentro de este grupo seria particularmente
interesante acometer programas de mejora aplicables a la alfalfa. Se han identificado
diversas dianas de mejora de esta especie como por ejemplo: mejorar su valor
nutritivo mediante la modificacion de la biosintesis de lignina para incrementar su
digestibilidad en el ganado, modificar su contenido en taninos condensados para evitar
el meteorismo en el ganado vacuno, incrementar la resistencia a enfermedades
producidas por hongos y virus, modificar la presencia de alergenos en el polen,
retrasar la senescencia de la planta, retrasar su floracion para incrementar su
digestibilidad y su desarrollo vegetativo, etc.; si bien algunas de ellas no se han podido
abordar con éxito debido a la falta de herramientas biotecnolégicas adecuadas
(Spangenberg 2001). Los abordajes biotecnolégicos mediante el uso de la ingenieria
genética requieren la disponibilidad de protocolos de transformacion genética
eficientes. Estos protocolos deben aplicarse a variedades de estudio para poder
evaluar dichos abordajes y luego, extrapolar este sistema de estudio a otras

variedades comerciales.

Las actuales variedades comerciales de alfalfa han sido obtenidas mediante
programas de mejora convencional y han sido seleccionadas por presentar
determinadas caracteristicas de interés agrondmico, como una mayor productividad,
mejor tolerancia a plagas y enfermedades o mas resistentes a estreses abioticos. La
identificacion de genes diana y el disefio de herramientas moleculares que puedan
contribuir a la introduccidon de nuevos caracteres en estas variedades mejoradas de
alfalfa mediante la modificacion de algunas vias metabdlicas o de determinados
procesos de desarrollo, es primordial para abordar con éxito su mejora mediante
técnicas de ingenieria genética o metabdlica. La puesta a punto de protocolos

eficientes para la transformacion genética de esta especie forrajera, la identificacion de
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herramientas moleculares y la utilizacion de técnicas de ensamblaje multigénico que
permitan la introduccién simultdnea de distintos transgenes para modificar un
determinado proceso en la alfalfa, contribuirian en gran medida a su mejora
biotecnoldgica.

3.1. Interés del retraso de la floracion en leguminosas forrajeras

El declive del valor alimenticio en algunas especies forrajeras perennes, como la
alfalfa, estd asociado con el comienzo del crecimiento del tallo, la floracion y la
senescencia. En la alfalfa, el contenido en proteina de las hojas desciende durante la
floracion y los tallos se lignifican, siendo por tanto menos digeribles. En lo referente a
calidad del forraje, no s6lo se debe considerar el contenido de proteina sino también
otros parametros, como porcentajes de hoja, tallo, fibra, lignina, digestibilidad y
consumo animal. Cortada en estados inmaduros, la alfalfa produce un forraje de mayor
calidad pero se reduce significativamente su produccion y persistencia. Estados muy
maduros producen mayor cantidad de forraje pero de menor calidad, aunque se
mejora la persistencia. Tanto los pardmetros de calidad como los que definen la
persistencia estan intimamente relacionados con los estados de madurez (Romero et
al. 1995).
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Figura 5. Evolucién de los componentes del forraje de alfalfa en relacién con los estados
de madurez. (A). Segun avanza el desarrollo de la planta, se produce un declive de su valor
nutritivo. Un forraje de alta calidad estd directamente relacionado con un alto contenido de
hojas y bajo porcentaje de tallos. El contenido en proteina y minerales decrece segun se
acerca la floracion mientras que el de lignina y fibra aumenta alcanzando su méaximo durante la
floracion. (B). Con la madurez también disminuyen la digestibilidad del forraje y el consumo

animal (Adaptado de Romero et al. 1995).
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La evolucién de los parametros que determinan la calidad del forraje en relacion
con los estados de crecimiento se observa en la figura 5 (Romero et al. 1995). A
medida que avanzan los estados de madurez disminuyen los porcentajes de proteinas
y minerales, aumentando los componentes que reducen la calidad del forraje, como
fibra (celulosa y hemicelulosa) y lignina (Figura 5 A). Con la madurez también
disminuyen la digestibilidad del forraje y el consumo animal (Figura 5 B). Por tanto, un
retraso en la transicién del desarrollo vegetativo de la planta al reproductivo se podria
traducir en un mayor crecimiento vegetativo (incremento de biomasa), un mayor

contenido en proteina por planta y un incremento en la digestibilidad del forraje.

Para la eleccion de genes candidatos que permitiesen la manipulacién del retraso
de la transicién floral en leguminosas forrajeras, resumiremos algunos aspectos
bibliogréficos referentes al control de la transicion floral en la especie modelo

Arabidopsis thaliana.

3.1.1. Control de la transicion floral en Arabidopsis thaliana

Las plantas son organismos sésiles, es decir que nacen, crecen y se reproducen
en un mismo emplazamiento. Al no disponer de la capacidad de desplazarse, han
desarrollado a lo largo de su evolucién una serie de mecanismo de respuesta a
cambios ambientales basados en el desarrollo de vias alternativas para conseguir su
principal objetivo: reproducirse. Un ejemplo claro de esta estrategia es el proceso de

induccion floral para el que las plantas han desarrollado distintas rutas alternativas.

Los principales avances en el conocimiento de los mecanismos que controlan la
transicion, la iniciacion y el desarrollo floral, se han obtenido utilizando como base de
estudio la planta modelo Arabidopsis thaliana. En Arabidopsis, una planta facultativa
de dia largo, se han descrito cuatro rutas principales de las que depende la floracion:
la ruta del fotoperiodo, la ruta de la vernalizacién, la ruta de las giberelinas y la ruta
autbnoma. A éstas se han sumado posteriormente otras dos rutas: la ruta de la

temperatura ambiental y la ruta de la edad (Amasino y Michaels 2010).

Las rutas del fotoperiodo y la vernalizacion controlan la floracion en respuesta a los
cambios estacionales en la duracién del dia y la temperatura, la ruta de la temperatura
ambiental responde al aumento diario de la temperatura, y las rutas de la edad,
autobnoma y de las giberelinas actian de forma mas independiente a los estimulos

medioambientales (Fornara et al. 2010). Estas rutas convergen en un grupo de genes
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gue integran la informacion (Moon et al. 2005) y regulan la expresion de los genes de
identidad de meristemo floral, que dirigen el desarrollo de las flores (Irish 2010). En la
figura 6 se incluye un esquema de las distintas rutas de induccion floral y de los genes
implicados en el proceso de transicion floral en A. thaliana.
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Figura 6. Control de la transicidn floral en Arabidopsis. El esquema indica los principales
genes implicados en la transicién floral y las interacciones entre ellos. En Arabidopsis, la
floracion esta regulada a través de cuatro rutas principales que perciben informacion
procedente del ambiente y enddgena de la planta: la ruta del fotoperiodo, la ruta autbnoma, la
ruta de la vernalizacion y la ruta de las giberelinas. Estas rutas convergen en un grupo de
genes que integran esta informacion (LFY, FT, SOC1, AGL24, FLC, SVP) y regulan la
expresion de los genes de identidad de meristemo floral (AP1, LFY), que dirigen el desarrollo
de las flores. Asimismo, los genes de identidad de meristemo floral evitan la reversion a
inflorescencia de los meristemos florales, reprimiendo en ellos la expresion de genes de
identidad de meristemo inflorescente y de tiempo de floracion (AGL24, SOC1, SVPy TFL1). —:
interaccién positiva. L interaccion negativa. Las lineas discontinuas entre FT y FD, y SVP y
FLC, indican interaccion proteina-proteina. La accién de las giberelinas sobre otros reguladores
florales se indica mediante lineas punteadas. Imagen modificada a partir de Serrano-Mislata
(2010).
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3.1.1.1. Control de lainiciacién floral en Arabidopsis. Genes de

identidad de meristemo floral

Como se ha descrito en el apartado anterior, en Arabidopsis existen multiples rutas
que regulan la floracién en respuesta a condiciones ambientales y endégenas (Sung et
al. 2003). Esta informacion es trasmitida al grupo de “genes integradores”, como
FLOWERING LOCUS T (FT), SUPPRESSOR OF CONSTANS 1 (SOC1l) o
AGAMOSUS LIKE 24 (AGL24), (Figura 6), y estos actlan sobre los genes de identidad
de meristemo floral, que desencadenan un nuevo programa de desarrollo que conduce

a la formacién de las flores.

/7 \
’ \
)
]
T SAM
SAM
Fasevegetativa — Fasereproductiva

Figura 7. Esquema del desarrollo del meristemo inflorescente (Ml) y floral (MF) en A.

thaliana una vez realizada la transicién floral. SAM: meristemo apical del tallo.

En Arabidopsis, durante la fase de desarrollo vegetativo, el meristemo apical del
tallo diferencia 6rganos laterales vegetativos como primordios de hojas y yemas
axilares, que posteriomente daran lugar a brotes laterales. En un estadio concreto de
su ciclo de vital, las plantas pasan de la fase de desarrollo vegetativo a la fase
reproductiva donde el meristemo apical del tallo (SAM) adquiere la condicion de
meristemo inflorescente (MI) y comienza a diferenciar meristemos florales (MF) en sus

flancos (Figura 7).

Por lo tanto, con la transicion floral el destino de estos primordios laterales tiene
que ser reprogramado para que adquieran la identidad de meristemos florales. En
Arabidopsis, la adquisicion de la identidad de meristemo floral es controlada por la
interaccion de genes reguladores positivos y negativos (Benlloch et al. 2007). Los
genes reguladores positivos son los genes de identidad de meristemo floral, que se

expresan en los flancos del SAM y confieren identidad floral al primordio lateral que se
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forma. Para ello, activan y controlan la expresién de los genes homedticos florales,
gue finalmente son los encargados de dirigir la formacién de los érganos de la flor
(Irish 2010). En Arabidopsis los principales genes de identidad del meristemo floral son
LEAFY (LFY), APETALAl1 (AP1l), CAULIFLOWER (CAL), FRUITFULL (FUL) y
APETALA 2 (AP2), (Figura 6).

3.1.1.2. TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) es un regulador negativo

de lainiciacion floral en Arabidopsis

Las funciones del gen TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) y los genes de identidad del
meristemo floral son antagoénicas. Por tanto, para el correcto desarrollo de la
inflorescencia en Arabidopsis es necesario que la expresion de TFL1 quede confinada
al centro del SAM para impedir su determinacién, mientras que la de AP1, LFY y CAL
ha de quedar confinada a sus flancos (Figura 8), que es donde se formaran las flores.
Para conseguir que los patrones de expresién de estos dos grupos de genes
antagoénicos queden restringidos a zonas excluyentes y no solapantes del apice, se da
una represion mutua entre ellos. De esta forma, LFY, AP1, CAL y FUL especifican y
mantienen la identidad del meristemo floral, evitando su reversion a meristemo
inflorescente, al reprimir en él la expresion de TFL1 (Ferrandiz et al. 2000; Kaufmann
et al. 2010; Liljegren et al. 1999; Moyroud et al. 2011; Ratcliffe et al. 1999; Winter et al.
2011). Por el otro lado, la accién de TFL1 en el centro del SAM, reprime la expresion
de los genes de identidad del meristemo floral manteniendo asi el caracter

inflorescente de éste.

LFY ——» AP1/CAL
— Flor

N 7

TFL1

SAM

Figura 8. Expresién complementaria de los genes TFL1 (azul) y los genes de identidad de
meristemo floral LFY / AP1 / CAL (rojo) en el meristemo inflorescente de Arabidopsis.
Mientras LFY y AP1 / CAL especifican la identidad floral, TFL1 se requiere para mantener la

identidad inflorescente del meristemo. Adaptado de Benlloch et al. 2007.
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3.1.1.2.1. TFL1 y el desarrollo de la inflorescencia en

Arabidopsis

El gen TFL1 es un regulador clave del desarrollo de la inflorescencia en
Arabidopsis. Alteraciones en la funcion de TFL1 afectan a la arquitectura de la parte
aérea de la planta (Figura 9). Una planta mutante tfll se diferencia de una planta
silvestre principalmente en dos aspectos: las plantas tfll florecen antes y sus
inflorescencias se hallan transformadas en flores (Alvarez et al. 1992; Bradley et al.
1997; Schultz y Haughn 1993; Shannon y Meeks-Wagner 1991). Durante la fase
vegetativa, el patréon de desarrollo de una planta tfll es aparentemente normal aunque
acaba floreciendo tras producir un menor nimero de hojas que la planta silvestre
(Shannon y Meeks-Wagner 1991; Bradley et al. 1997). Por su parte, el desarrollo
inflorescente de las planta tfl1 se encuentra afectado. Asi, la primera fase inflorescente
se acorta ligeramente, formandose solamente una o dos hojas caulinares. A
continuacion, la segunda fase inflorescente es muy corta y tras la produccion de entre
una y cinco flores, el apice se determina formando una flor terminal (Figura 9),
(Bradley et al. 1997; Ratcliffe et al. 1999).

Al contrario de lo que sucede con la pérdida de funcion de TFL1, su
sobreexpresion bajo el control del promotor constitutivo CaMV35S (Odell et al. 1985),
extiende la longitud de las fases vegetativa e inflorescente (Ratcliffe et al. 1999),
(Figura 9). Las plantas 35S::TFL1 presentan una fase vegetativa mucho mas larga que

la planta silvestre.

La primera fase inflorescente incrementa su duraciéon ain mas, lo que se traduce
en la formacion de una gran cantidad de inflorescencias secundarias. Ademas,
aparece una nueva fase inflorescente, no observada en plantas silvestres,
caracterizada por la formacion de inflorescencias secundarias no sustentadas por
hojas caulinares. También, en estas inflorescencias aparecen flores con anomalias.
Finalmente, la planta 35S::TFL1 alcanza la segunda fase inflorescente, durante la cual
se generaran flores normales. Puesto que las inflorescencias secundarias e
inflorescencias de roseta repiten el patron de desarrollo de la inflorescencia principal,
se obtiene una planta de gran tamafio y con una arquitectura muy ramificada (Figura
9), (Ratcliffe et al. 1999).
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Figura 9. TFL1 es un gen clave para el control de la arquitectura de la planta en
Arabidopsis. (A). Efecto de la actividad de TFL1 en la duracion de las fases del desarrollo del
SAM en plantas: tfl1-1 cultivada en dia largo (izquierda), planta silvestre del ecotipo Col
cultivada en dia largo (centro) y planta 35S::TFL1 cultivada en dia largo (derecha). Cada fase
esta representada por una barra de color y su duracién se mide segun el nUmero de nudos que
el SAM produce en ella. Fase vegetativa, donde se producen hojas de roseta; primera fase
inflorescente, donde se producen inflorescencias secundarias sustentadas por hojas
caulinares; nueva fase inflorescente, exclusiva de las plantas 35S::TFL1 donde se producen
inflorescencias secundarias no sustentadas por hojas caulinares; segunda fase inflorescente,
donde se producen flores; flor terminal, fase exclusiva de las plantas tfll donde se produce la
flor terminal. (B). llustraciones de la morfologia de Arabidopsis en: planta tfl1-1 cultivada en dia
largo (izquierda), planta silvestre del ecotipo Col cultivada en dia largo (centro) y planta
35S::TFL1 cultivada en dia largo (derecha). La sobreexpresion de TFL1 bajo el control del
promotor 35S, extiende la longitud de las fases vegetativa e inflorescente, lo contrario que

ocurre con tfl1. Imagen adaptada de Ratcliffe et al. (1998) y de Pidkowich et al. 1999.
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En resumen, TFL1 regula la longitud de las distintas fases por las que pasa el SAM
a lo largo del ciclo de vida de la planta, afectando al nimero e identidad de todos los
organos aéreos generados por él y, por lo tanto, actia como un determinante clave de
la arquitectura de la inflorescencia (Bradley et al. 1997; Ratcliffe et al. 1999; Conti y
Bradley 2007). Del mismo modo que se ha visto que la sobreexpresion de TFL1 o
CENTRORADIALIS (CEN, el ortdlogo de TFL1 en Antirrhinum majus) en especies
heterdlogas, como por ejemplo la de CEN en tabaco (Amaya et al. 1999), produce un
retraso importante en el tiempo de floracion dando lugar a un incremento en el

desarrollo vegetativo de la planta y a un mayor nimero de hojas (Figura 10).

Figura 10. Efecto de la represién de la transicion
floral por CENTRORADIALIS (CEN) en Nicotiana
tabacum. La sobreexpresion del gen CEN de
Antirrhinum majus en tabaco produce retraso de la
floracion de hasta 10 meses que se traduce en un
incremento del desarrollo vegetativo. En la figura se
aprecia a la izquierda una planta transgénica de tabaco

que porta la construccibn 35S::CEN comparada con

una planta WT no transformada que ya ha realizado la
transicion floral. La planta transgénica presenta una
mayor longitud de tallo, un mayor nimero de hojas y
ausencia de flores en su apice. Adaptado de Amaya et
al. 1999.

3.1.1.2.2. Laproteina TFL1

TFL1 codifica una proteina con homologia a las proteinas de union a
fosfatidiletanolamina (PEBPs; Bradley et al. 1997; Ohshima et al. 1997). Estas
proteinas participan en diferentes fendmenos fisiolégicos regulando rutas de
sefalizacién que controlan el crecimiento y la diferenciaciéon (Chautard et al. 2004;
Hengst et al. 2001; Yeung et al. 1999). La familia de las PEBPs se encuentra presente
en todos los reinos eucariotas, y en angiospermas se ha denominado familia de los
genes CETS. Este nombre proviene de los primeros tres genes con homologia a estas
proteinas aislados de plantas: CENTRORADIALIS (CEN, Antirrhinum majus),
TERMINAL FLOWER 1 (TFL1, Arabidopsis thaliana) y SELF-PRUNING (SP, Solanum
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lycopersicum), (Bradley et al. 1997; Pnueli et al. 2001). Esta familia en plantas esta
dividida en tres subfamilas: FLOWERING LOCUS T (FT), MOTHER OF FT Y TFL1
(MFT) y TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) LIKE (Karlgren et al. 2011). Las proteinas FT y
TFL1, a pesar de presentar una homologia alta a nivel de secuencia (59%), tienen
funciones antagonicas en la regulacion del tiempo de floracion en Arabidopsis. Al
contrario de lo que sucede con TFL1, la pérdida de funcién de FT provoca floracion
tardia y las plantas 35S::FT muestran un fenotipo similar al de los mutantes tfll
(Kardailsky et al. 1999; Kobayashi et al. 1999). El miembro de esta familia mas
estudiado es la proteina inhibidora de la Rafl quinasa (RKIP) de mamiferos, por su
papel en la supresion de la metastasis entre otros (Yeung, 1999; Granovsky y Rosner
2008; Hagan et al. 2006). Las PEBPs poseen una estructura globular compacta
(Figura 11), con un bolsillo de unién a ligando, lo que les proporciona una amplia

superficie para interaccionar con otras proteinas (Granovsky y Rosner 2008).

Las proteinas FT y TFL1 muestran una estructura tridimensional muy similar a la
de otras proteinas PEBPs de animales y plantas (Banfield y Brady 2000). Presentan
algunas diferencias entre ellas en la conformacion del bolsillo de unién a ligando (Ahn
et al. 2006), diferencias que son esenciales para su funcién bioquimica (Figura 11).
Asi, la sustitucion en TFL1 de una histidina, situada en la periferia del bolsillo de unién
a ligando, por el residuo en la posicion equivalente de FT, tirosina, y viceversa, es
suficiente para intercambiar, al menos parcialmente, las funciones de TFL1 y FT en
Arabidopsis (Hanzawa et al. 2005). Estos residuos interaccionan con un dominio
externo de la proteina que, probablemente, actia como una superficie molecular de
reconocimiento proteico (Ahn et al. 2006). De este modo, tanto los residuos situados
junto al bolsillo de unién a ligando como el dominio externo contribuyen a la
especificidad funcional de TFL1 y FT, probablemente determinando su capacidad de

formar complejos con otras proteinas.

Se ha demostrado que FT promueve la floracién al actuar en el nicleo, como parte
de un complejo transcripcional, con el factor de transcripcién de tipo bZIP FD (Abe et
al. 2005; Wigge et al. 2005). La proteina TFL1 también es capaz de interaccionar con
FD (Pnueli et al. 2001; Abe et al. 2005; Wigge et al. 2005; Hanano y Goto 2011). Por
otra parte, TFL1 ejerce su funcion como represor de la floracibn actuando como
modulador negativo de la transcripcion mediante el reclutamiento de uno o varios co-
factores (represores), hasta ahora desconocidos, y que inhibirian la expresion de los

genes diana de FD (Hanano y Goto 2011).
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Figura 11. Estructura de las proteinas FT, TFL1 y hPEBP mostrando la gran similitud
entre ellas y las diferencias puntuales en algunos aminoacidos de su secuencia. (A).
Representacion superficial de las tres proteinas en orientacion similar. Las esferas en rojo
indican la zona de unién a ligando (fosfato), la zona en magenta es la correspondiente al
segmento B de gran similitud entre FT y TFL1, y la zona marcada en amarillo en la hPEBP de
mamiferos corresponde al segmento C-terminal que hace menos accesible al sitio de unién a
ligando que en FT y TFL1. Los dos residuos conservados de His y Asp que unen al ligando
esta sefialados en la figura. (B). La sustitucion en TFL1 de una histidina, situada en la periferia
del bolsillo de unién a ligando, por el residuo en la posicién equivalente de FT, tirosina, y
viceversa, es suficiente para intercambiar, al menos parcialmente, las funciones de TFL1 y FT.
Adaptada de Ahn et al. (2006) y Hanzawa et al. (2005).

3.1.1.2.3. Ortélogos de TFL1 en leguminosas

Se han identificado genes ortélogos de TFL1 en guisante (Foucher et al. 2003) y
en Medicago truncatula (A. Berbel y F. Maduefio, comunicacion personal). PsTFL1a,
PsTFL1b y PsTFL1c son los tres ortdlogos de TFL1 identificados en guisante. Estudios
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de mapeo han sugerido que PsTFLl1a y PsTFL1c corresponden a DETERMINATE
(DET) y LATE FLOWERING (LF) respectivamente (Foucher et al. 2003). EI mutante If
tiene un fenotipo de floracién temprana con una parada prematura del desarrollo de la
inflorescencia. En cambio, el mutante det no presenta ningun fenotipo durante la fase
vegetativa. En estas plantas, la mutacién del gen DET da lugar a la produccion de
algunas flores axilares y a la aparicion de una flor terminal (Figura 12). Estas
diferencias en el fenotipo son debidas a que los genes PSTFL1 presentan diferentes
patrones de expresion en distintos tejidos de la planta y en diferentes estadios.
PsTFL1la se expresa en raices, en apices florales y flores; mientras que su paralogo
PsTFL1c se expresa con niveles de expresion similares en todos los 6rganos de la
planta. Con estos resultados, Foucher et al. (2003) demostraron que diferentes
homologos de TFL1 controlan dos aspectos distintos del desarrollo de guisante: LF
estd implicado en el control de la fase vegetativa dando lugar a un retraso en la
iniciacion floral, la transicion de la fase vegetativa al meristemo inflorescente; y DET
estd implicado en el control de la fase floral previniendo la transicion del meristemo
inflorescente primario (I11) a flor (Figura 13). En cambio, un solo gen TFL1 controla

ambas funciones en Arabidopsis.
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Figura 12. DET y LF son dos genes claves para el control de la arquitectura de la planta
en Pisum sativum. llustraciones de la arquitectura de la planta de guisante (P. sativum) en:
planta silvestre (izquierda), planta det (centro) y planta If (derecha). El mutante det produce
algunas flores axilares y la aparicion de una flor terminal. En cambio, el mutante If tiene un

fenotipo de floracion temprana. Adaptado de Foucher et al. 2003.
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Arabidopsis

Guisante

Figura 13. Represion de la transicion floral por dos ort6logos de TFL1 en Pisum sativum
en comparacion con Arabidopsis thaliana. En Arabidopsis existe un solo gen TFL1 que
reprime el paso de meristemo vegetativo (V) a inflorescente (I11) y de este a la formacion de
flores (F). En guisante y M. truncatula existen dos ortélogos de TFL1: LF que reprime el paso
de meristemo vegetativo a inflorescente y DETERMINATE (DET) que reprime el paso de
meristemo inflorescente a floral y controla el crecimiento indeterminado de la planta. Adaptado
de Foucher et al. 2003.

3.2. Interés de la biofortificaciéon de cultivos forrajeros: produccién de
novo de antocianinas y acumulacién de proantocianidinas (taninos

condensados) en alfalfa

La biofortificacion de alimentos es un area de la Biotecnologia que consiste en
dotar a los alimentos de un valor afiadido enfocado hacia la prevencién o reduccion de
carencias nutricionales, o bien para desarrollar alimentos funcionales con compuestos
bioactivos saludables. La mayoria de estos abordajes se realiza mediante técnicas de
ingenieria metabdlica a base de modificar rutas de biosintesis o degradacion de

determinados compuestos de interés nutricional o farmacolégico.

3.2.1. Biosintesis de proantocianidinas (PASs)

Los flavonoides comprenden uno de los grupos mas grandes de metabolitos
secundarios derivados de las rutas metabdlicas del acido siquimico y de los
poliacetatos que contribuyen a importantes caracteres de las plantas. Dentro de esta

familia, se encuentran las antocianinas y los flavanoles (Figura 14). Estos ultimos,
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representan una compleja familia compuesta por las formas isoméricas de las

catequinas y sus polimeros llamados taninos condensados o proantocianidinas (PAs)

(Figura 15), (Cheynier et al. 2000).

Flavonoides —

Flavonoles

Flavonoles y Flavonas

Catequinas
Flavanoles

Taninos condensados

Antocianos

Figura 14.Clasificacién de los flavonoides (Zamora, 2003).
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catequina y epicatequina.
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La estructura béasica de las catequinas presenta un benzopirano con dos carbonos
asimeétricos por lo que existen 4 isémeros: (+)/(-) catequina y epicatequina (Figura 15).
Ademas el anillo aromatico B siempre presenta dos hidroxilos y puede presentar un
tercer OH dando lugar a las correspondientes (+)/(-) galocatequina y epigalocatequina.
Por otra parte, el grupo OH en posicién 3 del benzopirano puede estar esterificado con
una molécula de &cido gélico, por lo que también se pueden formar los 3-galatos de
(+)/(-) (galo) catequina y epi (galo) catequina.

Los flavanoles polimeros reciben el nombre de taninos condensados o
proantocianidinas (PAs) y estan formados por mondmeros de flavanoles unidos
mediante enlaces C4-C8 6 C4-C6 (Figura 16), (Dixon et al. 2005). A pesar de que la
ruta de sintesis de flavonoides es conocida, las etapas que conducen a la
polimerizacién de catequinas no han sido aclaradas, ni tampoco si éste es un
mecanismo enzimatico o no enzimatico considerando las condiciones acidas de la
vacuola (Hagerman, 2002; Dixon et al. 2005; Lepiniec et al. 2006).
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Figura 16. Estructura quimica de las proantocianidinas, polimeros formados por

unidades de los diversos flavanoles unidas mediante enlaces C4-C8 6 C4-C6.

La ruta de biosintesis de antocianinas y PAs ha sido bien caracterizada en la

especie modelo Arabidopsis thaliana, habiéndose realizado principalmente gracias a
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los mutantes llamados “transparent testa” (tt) y “tannin-deficient seeds” (tds). Las PAs
estan presentes en las cubiertas de frutos, hojas y semillas de muchas plantas donde
actian dando proteccion frente a los predadores. Por ello, en muchas plantas, el color
de la cubierta de la semilla se determina principalmente por su contenido en
antocianinas y PAs. Las cubiertas de las semillas con alto contenido en PAs y bajo
contenido de antocianinas presentan colores marrones debido a la oxidacién de las
PAs. Por el contrario, las cubiertas de las semillas con alto contenido de antocianinas
exhiben un color rojo oscuro. En cambio, estos mutantes presentan un color claro en
su semillas, indicando que tienen reducida la biosintesis de antocianinas y PAs, siendo
especialmente deficiente en la acumulacion de estas Ultimas (Debeaujon et al. 2001).
Algunos de los genes identificados gracias a los mutantes corresponden a factores de
transcripcién que regulan la expresion de los genes que codifican las enzimas que
integran la ruta de biosintesis de flavonoides (Dixon et al. 2005; Lepiniec et al. 2006).
Esta regulacién es realizada principalmente mediante una combinacién transcripcional
formado por los factores de transcripcién de tipo MYB vy los llamados basic helix-loop-
helix (bHLH).

Dicha ruta (Figura 17) comienza cuando tres moléculas de malonil-CoA y una de p-
cumaroil-CoA son condensadas para producir naringenina chalcona por la accion de la
enzima chalcona sintasa (CHS). Luego por accién de la enzima chalcona isomerasa
(CHI), la naringenina chalcona es modificada a su isébmero naringenina flavanona la
cual posee los tres anillos C6-C3-C6 del esqueleto flavonoide. Posteriormente, por la
accion de las enzimas flavanona 3f-hidroxilasa (F3H) y flavonoide 3"-hidroxilasa
(F3"H) sintetizan dihidroflavonoles, los que son reducidos a leucoantocianidinas por la
enzima dihidroflavonol 4-reductasa (DFR), (Sparvoli et al. 1994). La enzima
antocianidina sintasa (ANS) o también llamada leucoantocianidina dioxigenasa (LDOX)
convierte las leucoantocianidinas en antocianidinas mediante una reaccion de
oxidacion. Hasta la formacion de antocianidinas la ruta de sintesis de flavonoides
comparte etapas comunes para la sintesis de antocianinas y PAs (Winkel-Shirley et al.
2001; Koes et al. 2005).

Otros genes estructurales de esta ruta han sido identificados, incluyendo el de la
enzima antocianidina reductasa (ANR), también conocido como BANYULS (BAN) en
A. thaliana. Los mutantes banyuls, que contienen una mutacion en el gen ANR,
presentan un elevado contenido de antocianinas en la cubierta de las semillas siendo
éstas de color rojo oscuro (Devic et al. 1999; Xie et al. 2003). El fenotipo de los

mutantes ban muestra la funcién exclusiva de la ANR en la biosintesis de PAs.
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Ademas de esta clara evidencia genética, las correlaciones bioquimicas establecen
qgue tanto ANR y LAR son enzimas implicadas en dicha ruta (Xie et al. 2005). El gen
LAR se clono a partir de hojas ricas en PAs de la leguminosa Desmodium uncinatum
(Tanner et al. 2003).

4-Cumaroil-CoA + 3 Malonil-CoA

CHsl
CHI
DFR
Flavona C———. > Flavan-4-ol ———=>| Flovafeno
F3H l
o FLS
Dihidroflavonoles m====> | Flavonoles

DFR

==

LAR
Leucoantocianidina ﬂﬂ:(>2,3-trans-flavan-3-o|=
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ANR
Antocianidina C——— > 2,3-cis-flavan-3-ol

UFGT

=

Proantocianidinas

Figura 17. Rutas de sintesis de antocianinas y proantocianidinas. Ruta de biosintesis de
proantocianidinas a partir de leucoantocianidinas mediante la leucoantocianidin reductasa
(LAR) y de las antocianidinas mediante la antocianidin reductasa (ANR). CHS: chalcona
sintasa; CHI: chalcona isomerasa; F3H: flavona 3-hidroxilasa; DFR: dihidroxiflavonol 4-
reductasa; ANS: antocianidin sintasa; FLS: flavonol sintasa; UFGT: UDP glucosa-flavonoide 3-

O-glucosiltransferasa.

De este modo, para la biosintesis de PAs (Figura 18) se utilizan dos intermediarios
de la ruta de biosintesis de flavonoides, la leucoantocianidina para la formacioén de 2,3-
trans-flavan-3-ol (p.e: (+)-catequina y (+)-galocatequina) mediante la actuacion de la
leucoantocianidin reductasa (LAR), (Tanner et al. 2003) y la antocianidina
(pelargonidina, cianidina o delfinidina) para la formacion de 2,3-cis-flavan-3-ol (p.e: (-)-
epicatequina y la (-)-epigalocatequina), mediante la actuacién de la antocianidin

reductasa (ANR), (Xie et al. 2004; Xie et al. 2006). Ambas enzimas son dependientes
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de la coenzima NADPH que al oxidarse a NADP® cataliza la conversion de los
precursores reduciéndolos a (+)-catequina y (-)-epicatequina (Figura 18), (Pfeiffer et al.
2006). Ademas, ambos intermediarios son inestables y no se acumulan en niveles
medibles en plantas (Peel et al. 2009).
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Figura 18. Reaccion enzimatica llevado a cabo por LAR y ANR para la biosintesis de (+)-
catequina y (-)-epicatequina, respectivamente. LAR convierte la leucocianidina en (+)-
catequina y ANR convierte la ciandina en (-)-epicatequina. Ambas enzimas son dependientes

de la coenzima NADPH que al oxidarse a NADP" cataliza dichas conversiones.

3.2.1.1. Las PAs como potenciales nutracéuticos

La habilidad de manipular la biosintesis de flavonoides en plantas de interés
agrondémico esta incrementando su importancia en los Ultimos tiempos debido a sus
posibles usos en las areas de los nutracéuticos y de la alimentacion humana y animal
en general. Las proantocinidinas son principios activos de los vegetales que han
demostrado tener potentes propiedades en cuanto a su capacidad de brindar
beneficios a la salud y contribuir como recurso antienvejecimiento. Entre los
argumentos que sugieren la incorporacién diaria en la dieta de cantidades suficientes
de estas sustancias, se encuentran los siguientes: potentes antioxidantes, proteccion
de los vasos sanguineos, profilaxis de las infecciones, preservacion del dafio causado
por el tabaco, retardo del envejecimiento general de los tejidos, retardo del dafio del
DNA, protegen al colesterol de la oxidacion, menor incidencia de arteriosclerosis y de
Sus consecuencias asociadas, eficaces en el tratamiento de edemas, hemorroides,

varices y retinopatia. Entre sus fuentes nutricionales se destacan las siguientes:
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semillas de uva, corteza de pino, ardndano, espino blanco, citricos, cacao, manzana,
cacahuates, almendras y té verde. Durante la década de los noventa se popularizé la
venta de complementos a base de corteza de pino maritimo francés y extracto de
semillas de uva (Figura 19). Junto con ellos, y por compartir propiedades, renovaron
su credibilidad algunos nutrientes clasicos como los bioflavonoides citricos, las
grosellas, el vino tinto o el espino blanco; también otros se volvieron familiares en las
tiendas de salud, tales como el té verde, el ardndano azul y rojo, entre otros. Todos
estos nutrientes tienen su especificidad de accion pero comparten generalidades.

“Plant Extract with a Proanthocyanidins
Content as a Therapeutic Agent Having
Radical Scavenger Effect”
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Figura 19. Comercializacion de productos derivados de extractos vegetales ricos en
proantocianidinas. Los extractos derivados de las semillas de uva poseen un notable efecto
antioxidante y propiedades secuestrantes de radicales libres, produciendo un efecto
antienvejecimiento. Esto se debe a su alto contenido en taninos condensados o
proantocianidinas cuya incorporacion a la dieta tiene efectos saludables. En el mercado existen
numerosos preparados que contienen proantocianidinas extraidas de distintas especies de

plantas.

El uso de las proantocianidinas en la medicina moderna tiene su antecedente
mucho tiempo atras, en 1534, cuando un explorador francés y su tripulaciéon estaban
atrapados por el hielo en el Rio San Lorenzo donde hoy son los Estados Unidos.
Muchos de los marinos fueron salvados del escorbuto por un nativo que les indicé que
bebieran té de las agujas y la corteza de un pino que crecia en la region. Unos cuatro
siglos después, Jacques Masquelier de la Universidad de Bordeaux se encontrd con
esta historia e investigé los principios activos de los pinos; pronto pudo elaborar un
extracto de la corteza del pino maritimo francés y verific6 que tenia algunas de las
propiedades de la vitamina C. Este hecho dispar6 muchas investigaciones que dieron

paso a un campo fértil dentro de las ciencias de la salud. En 1951, el fitoquimico inglés
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E.C. Bate-Smith (Universidad de Cambridge, UK), desarrollé6 un método colorimétrico
para detectar la presencia de proantocianidinas en tejidos vegetales (Bate-Smith
1973).

3.2.1.2. Interés de activar de novo la biosintesis de
antocianinas y PAs en la alfalfa

La alfalfa, a diferencia de otras especies forrajeras, no produce ni acumula PAs en
sus Organos vegetativos. Tan solo en la cubierta de la semilla se produce sintesis de
antocianinas y PAs. La introduccién de PAs en la alfalfa seria particularmente
interesante para los productores de ganado rumiante con objeto de combatir el
hinchamiento por gases o meteorismo. El meteorismo es una alteracion digestiva
caracterizada por la distension del reticulo-rumen como consecuencia de la
acumulacion de gases de efecto invernadero (metano, CO2) provenientes de la
fermentacion microbiana del alimento, los cuales son atrapados en pequefias burbujas
de gran estabilidad. Esto impide su normal eliminaciébn mediante la eructacién y
ocasiona alteraciones circulatorias y respiratorias que pueden producir la muerte del
animal (Figura 20 A), (Howarth 1975). Cuando se produce el hinchamiento por gases,
la Unica solucién para evitar la asfixia del ganado es perforar el rumen desde el lomo
del animal con una céanula y desalojar los gases contenidos en esta cavidad (Figura 20
ByC).

El meteorismo estd asociado a la “teoria de la velocidad de digestion inicial”, la
cual sefiala que las leguminosas meteorizantes (Medicago sativa L., Trifolium repens
L. y Trifolium pratense L.) presentan mayor fragilidad en su pared celular que el resto
de leguminosas (Howarth et al. 1975, 1978; Majak y Hall 1990). Lees et al. (1981)
indican que la resistencia de la pared celular determina la velocidad de ruptura celular.
Ante una menor resistencia, el proceso de masticacion y el posterior ataque
microbiano al material vegetal (Howarth y Horn 1984) provocan una rapida liberacion
ruminal de los constituyentes intracelulares, fundamentalmente hidratos de carbono
solubles y proteinas solubles, que tienen un rol principal en el desarrollo del
meteorismo. Dichos componentes se acumulan en cantidades que resultan criticas
para la formacién de espuma (Howarth et al. 1978). Las proteinas solubles son los
principales constituyentes de la espuma y a su vez responsables de los cambios en la
viscosidad y tension superficial de liquido ruminal. De este modo, las pequefias
burbujas de gas quedan atrapadas entre la espuma proteinacea, impidiendo su

coalescencia y dando lugar a la formacion de espuma estable en el rumen.
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Esta problematica estd asociada con el complicado aparato digestivo de los
rumiantes que se desarrollé a lo largo de su evolucion y que se ha conservado hasta
nuestros dias. Cuando estos animales vivian libres en la naturaleza, desarrollaron un
aparato digestivo poligastrico con diversos compartimentos que les permitia engullir
con rapidez el pasto presente en las grandes praderas y acumularlo en uno de esos
compartimentos denominado panza o rumen donde sufre una fermentacion microbiana
y un primer proceso degradativo. Después, y una vez en un lugar seguro a salvo de
sus predadores, el pasto pasaba de nuevo en pequefias porciones mediante
regurgitacion a la boca a través del reticulo o redecilla para su masticacion y
salivacion, y de nuevo por el eséfago pasaba esta vez al omaso o libro y después al
abomaso o cuajar (estbmago verdadero) para su completa digestion con jugos
gastricos. Finalmente el pasto digerido pasaba al intestino para su absorcién (Figura
20 D).

También se ha descrito que en el rumen se suele producir una excesiva
degradacion de las proteinas del forraje (hasta un 70%) por proteolisis microbiana.
Esta degradacion genera amonio y acidos grasos volatiles como productos finales.
Este proceso involucra diversas actividades microbianas como la hidrdlisis de la
proteina mediante proteasas, la degradacion de péptidos por peptidasas y, finalmente,
la desaminacién y fermentacion de la cadena carbonada (Cotta y Hespell 1984). Por
tanto, se calcula que tan sélo un 30% de las proteinas del forraje pasan al intestino
delgado para su absorcion. Ademas, el amonio producido se excreta como urea en la

orina.

McAllister 1994 indic6 que las PAs previenen, o al menos interfieren, en la unién de
los microorganismos del rumen a las proteinas vegetales, evitando de este modo que
se produzca la proteolisis y también el desarrollo del meteorismo. Las PAs presentan
una gran diversidad estructural entre las distintas especies, pero una caracteristica
que tienen en comuln entre todas ellas es que son capaces de precipitar proteinas. El
proceso de union de las PAs y las proteinas es complejo y depende de la cantidad, de
la estructura y del tamafio de ambos. Las proteinas que muestran mas afinidad por las
PAs son relativamente grandes e hidrofébicas, tienen una estructura abierta, flexible y
son ricas en prolina. Estos complejos estan formados principalmente por enlaces de

hidrégeno y han demostrado ser dependientes del pH.
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Figura 20. Meteorismo del ganado producido por acumulacién de gases en el rumen que
puede llegar a producir su muerte por asfixia. (A). Ganado con sintomas de meteorismo y
muerte por asfixia. (B). Canula utilizada para extraer los gases del rumen por perforacion. (C).
Colocacion de la canula en la res. (D). Esquema del aparato digestivo poligastrico de un
rumiante mostrando los diversos compartimentos. El pasto pasa primero de la boca al rumen o
panza por el esofago (trazos verdes) donde se almacena. Posteriormente pasa de nuevo en
porciones a la boca a través del reticulo o redecilla (trazos rojos) para su masticacién y de
nuevo por el eséfago pasa esta vez al omaso o libro (trazos azules) y después al abomaso o
cuajar (estbmago verdadero) para su completa digestion. Finalmente pasa al intestino para su

absorcion (trazos negros).

El mecanismo de accién de las PAs comienza en el rumen (pH 6.0-7.0) uniéndose
a las proteinas vegetales ingeridas por el ganado y reduciendo la proteolisis
microbiana producida por la flora ruminal. La formacion de estos complejos con las
proteinas hace que sean mas inaccesibles a los microorganismos del rumen.

Posteriormente las proteinas pasan al abomaso (estémago) con un pH de 2.5-3.5,
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donde se producird la disociacion del complejo mediante una hidrdlisis enzimatica con
rotura de puentes de hidrogeno y de este modo, se llevara a cabo la absorcion de los
aminoacidos liberados en el intestino delgado (Figura 21).
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Figura 21. Representacion del mecanismo de interaccion entre PAs y proteinas vegetales

en el aparato digestivo de los rumiantes (adaptado de Charlon et al. 2002).

37



El valor alimenticio (“feeding value”, FV) de un forraje especifico se define como la
respuesta en produccion animal y es determinado por la cantidad de forraje consumida
voluntariamente por el ganado (voluntary feed intake, VFI) y el valor nutritivo de dicho
forraje (“nutritive value”, NV). Ademas, el valor nutritivo se define como la
concentracion de nutrientes en un forraje o la respuesta del animal en produccién de
carne, leche o lana por unidad de materia seca comida. Por tanto, FV esta en funcion
tanto de NV como de VFI (FV = VFI x NV). El efecto de las PAs sobre el valor
alimenticio de los forrajes estd determinado por una combinacién de factores que
influyen sobre VFI y NV, como son el proceso de digestion y la eficiencia en la
utilizacion de los nutrientes digeridos. Por ejemplo, concentraciones elevadas de PAs
provocan la disminucién de la digestibilidad de las plantas que los contienen y la
ingestion voluntaria en los animales que los consumen por problemas de palatabilidad
debido al sabor amargo que provocan, es decir, disminuye el valor de VFI (Ramos et
al. 1999). Por tanto, concentraciones apropiadas de PAs pueden ser muy efectivas a la
hora de aumentar la absorcién de aminoacidos por parte del ganado, incrementandose
con ello el valor nutritivo del forraje ya que se produciria un mejor aprovechamiento de
la proteina en el intestino (Frutos et al. 2004). Se ha estimado que la cantidad de PAs
en un forraje que resulta efectiva para proteger al ganado del meteorismo e
incrementar su valor alimenticio, esta entre 25 y 45 g kg™ de materia seca (DM), (Aerts
et al. 1999; McMahon 2000; Phelan et al. 2015; Waghorn 1994).

Actualmente, la dieta forrajera del ganado se complementa con agentes
antiespumantes (siliconas, aceites vegetales, grasas animales emulsionadas, etc.) que
tienen una accion directa sobre la espuma, impidiendo su formacién al mezclarse con
los constituyentes que la generan (principalmente proteinas solubles) y disminuyendo
sus propiedades espumantes (Hall et al. 1994). Otra opcién es la mezcla con otro
forraje que contenga naturalmente moderados niveles de PAs en sus hojas (Li et al.
1996). Ambas opciones son econOmicamente costosas y seria mucho mas efectiva la
induccién de la sintesis de PAs en la propia planta ya que tendria un mayor efecto
beneficioso suministradas dentro de la matriz alimentaria (alfalfa) que utilizadas como

suplemento (sinergias, biodisponibilidad, etc.).

En el caso concreto de la alfalfa, el contenido de proteina de la planta es elevado
pero no tiene taninos condensados en sus partes vegetativas (Tabla 1). Por tanto, la
presencia moderada de PAs en la planta de alfalfa tendria varios efectos beneficiosos
para el ganado ya que se unirian en el rumen de las vacas y ovejas a las proteinas

vegetales procedentes del forraje y retardarian su digestion, la cual se realiza
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normalmente de forma rapida en los rumiantes (efecto by-pass). Este retardo
prevendria el hinchamiento por gases en los animales mediante la formacion de un
complejo PAs-proteinas que reduciria la estabilidad de la espuma, y por otro lado
reduciria la desaminacion de las proteinas, con lo que se incrementaria la absorcion
de aminoécidos en el duodeno y se mejoraria la eficiencia de conversién de la proteina
vegetal en animal. Ademas, las PAs reducirian la produccién de gases de efecto
invernadero y la presencia de parasitos gastrointestinales en el ganado. Su presencia
en la planta también inhibiria las posibles mordeduras de determinados insectos
fitéfagos (Waghorn 1990; Niezen et al. 1998; Aerts et al. 1999; McMahon et al. 2000;
Thompson 2000).

Taninos condensados (g/kg DM)

Leguminosas Extraibles Unidos a proteina  Unidos a fibra Total
forrajeras

Lotus pedunculatus 61 14 1 76
Lotus corniculatus 36 9 2 47
Hedysarum coronarium 33 9 3 45
Onobrychis vicifolia 29 -- -- 29
Trifolium pratense 0,4 0,6 0,7 1,7
Medicago sativa 0 0,5 0 0,5

Tabla 1. Taninos condensados extraibles y unidos a proteina o fibra en distintas
leguminosas forrajeras. Las leguminosas forrajeras con mayor contenido en proteina, como
la alfalfa (M. sativa), son las que tienen un menor contenido en taninos condensados (Phelan et
al. 2015).

3.2.2. Aproximaciones realizadas para intentar la activacién de la

ruta de biosintesis de antocianinas y de PAs en alfalfa

Como ya se ha comentado anteriormente, a diferencia de M. truncatula (cv.
Jemalong A-17) la alfalfa no acumula pigmentos antocianicos en las hojas y tallos
(Figura 22 B), excepto durante la senescencia o de forma local bajo determinadas
condiciones de estrés (p.e mordeduras de insectos, frio intenso). Sin embargo, dichos
pigmentos se acumulan en la cubierta de la semilla de alfalfa, lo que nos indica que los
genes estructurales implicados en la biosintesis de PAs estan presentes en su
genoma (Wettstein 2007).
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Los métodos clasicos de mejora no han conseguido hasta la fecha la produccion
de PAs en las hojas de alfalfa y este problema requiere una solucion biotecnoldgica
(Lees 1992). Teniendo en cuenta que tanto las PAs como las antocianinas (que
también estan ausentes en las partes aéreas de la alfalfa) tienen los mismos
precursores, una aproximacion para abordar este problema seria transformar la planta
primero con uno o mas factores de transcripcion que, cuando se expresen
ectopicamente, induzcan la produccion de antocianinas (Lloyd et al. 1992) y luego
inducir la co-expresion de las dos enzimas que participan en la biosintesis de PAs,
tales como la antocianidin reductasa (ANR) y la leucoantocianidin reductasa (LAR),
necesarias para sintetizar las PAs monoméricas y poliméricas (Dixon et al. 2005) y
posteriormente acumularse (Xie et al. 2006). De esta forma evitariamos la utilizacién
de procesos iterativos para introducir los distintos transgenes en la planta, tales como
rondas sucesivas de cruces entre diferentes lineas transgénicas o la transformacion

secuencial de plantas transgénicas con transgenes adicionales.

En los dltimos afios se han publicado diversos articulos sobre factores
transcripcionales (TFs) que regulan la ruta de flavonoides en diferentes tejidos o en
respuesta a estreses. Los factores de tipo MYB y los llamados basic helix-loop-helix
(bHLH) generalmente actian conjuntamente en un complejo para regular la expresiéon
de los genes que codifican las enzimas que catalizan cada paso de la ruta de
biosintesis de flavonoides (Figura 17) (Deluc et al. 2006; Gong et al. 1999; Grotewold
2006; Li et al. 2007; Park et al. 2007; Ramsay et al. 2003; Robbins et al. 2003;
Sweeney et al. 2006). La rama de la ruta de biosinteis de flavonoides que da lugar a la
produccion de antocianinas se activa en las flores de Antirrhinum majus por dos TFs:
Roseal (codifica un TF de tipo MYB) y Delila (codifica un TF de tipo basic helix-loop-
helix), (Schwinn et al. 2006). Plantas de tomate que expresan ectopicamente Roseal y
Delila bajo el control del promotor E8, de expresion especifica en el fruto, acumularon
altos niveles de pigmentos antocianicos en sus frutos (Butelli et al. 2008). La
acumulacién de antocianinas en los frutos de tomates transgénicos Del/Rosl se
produjo como resultado de la activacion de la mayoria de los genes que codifican las
enzimas que intervienen en la ruta de biosintesis de flavonoides (Figura 22 A y C).
Hasta la fecha, la funcionalidad de ambos TFs no ha sido analizada mediante
transformacién estable en otras especies vegetales (incluyendo leguminosas), motivo
por el cual podria ser interesante su estudio en una leguminosa forrajera como la
alfalfa para comprobar si son capaces de inducir la sintesis de novo de antocianinas

en las partes aéreas de la planta.
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Figura 22. (A). Acumulacion de antocianinas en frutos de
tomates transgénicos en los que se ha introducido una
construccion con los factores transcripcionales Delila y Roseal

de A. majus bajo el control del promotor de expresién especifica

Am Rost - en frutos E8 (Butelli et al. 2008). (B). Acumulacién de pigmentos
I - antocianicos en la hoja de Medicago truncatula cv. Jemalong A-
17 (izquierda) a diferencia de lo que sucede en la hoja de alfalfa
sirem P que no acumula antocianinas en la hoja (derecha). (C).
S1ANS o Induccion de los genes que codifican para los distintos
intermediarios de la ruta de biosintesis de antocianinas en frutos
S 8-GT - Del/Ros1N en comparacién con un tomate WT.

La disponibilidad de tecnologia y de conocimientos basicos sobre el
funcionamiento de la via de biosintesis de antocianinas estd ganando dia a dia una
mayor importancia econémica y se esta utilizando en sectores tan importantes como el
la nutracedltica y el agroalimentario. Un mejor conocimiento de las vias de sintesis de
antocianinas y PAs en el caso de la alfalfa y la identificacion de los genes que
controlan esos procesos permitira en un futuro su mejora biotecnolégica y la

produccién de forrajes de mayor calidad y valor nutritivo.

3.3. GOLDENBRAID 2.0: un interesante sistema de ensamblaje

multigénico por médulos

La ingenieria metabdlica, la produccion de proteinas recombinantes o la
manipulacion de determinadas redes genéticas, generalmente necesitan la
incorporacién de varios transgenes en el correspondiente modelo bioldgico. La
mayoria de los caracteres agrondmicos de interés son poligénicos, por tanto la

introduccion de nuevas rutas genéticas o la modificacion de las ya existentes puede
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requerir la incorporacion simultdnea de varios transgenes a la planta (Farre et al. 2013,
Ruiz-Lopez et al. 2012). En las ultimas décadas, diferentes problemas técnicos que
limitaban el nUmero de genes que se podian transferir a las plantas han supuesto un
importante cuello de botella para el progreso en la biotecnologia de plantas (Capell y
Christou 2004; Dafny-Yelin y Tzfira 2007; Halpin 2005).

Los primeros métodos de trasformacion genética de plantas se desarrollaron con la
intencién implicita de introducir uno o dos genes (generalmente un transgen primario y
uno de seleccién o marcador) y luego se han optimizado sobre esta base (Twyman et
al. 2002). Como ya se ha comentado anteriormente, los genes pueden ser introducidos
en las plantas utilizando procesos iterativos, tales como rondas sucesivas de cruces
entre diferentes lineas transgénicas (Datta et al. 2002; Ma et al. 1995) o
transformacion secuencial de plantas transgénicas con transgenes adicionales (Jobling
et al. 2002; Lapierre et al. 1999M; Qi et al. 2004). Ambos métodos tienen dos grandes
inconvenientes: el largo y trabajoso proceso que supone la produccién de varias
generaciones de mejora y el hecho de que los diferentes transgenes no estaran
ligados, produciéndose su segregacion en las siguientes generaciones (Halpin et al.
2001).

La principal aplicacion de la transferencia multiple de genes hasta ahora ha sido el
analisis y la modificacion de rutas metabdlicas. La ingenieria metabdlica implica incluir
en el abordaje un gran numero de genes y de mecanismos feedback y esto no puede
ser realizado utilizando aproximaciones de un solo gen (Jiang et al. 2013; Naqvi et al.
2009). Una aproximacién alternativa es la construccion modular de dispositivos
genéticos utilizando partes de DNA estandarizadas. El disefio modular facilita la
ingenieria combinatorial, ya que las partes de DNA estandarizadas pueden ser
facilmente intercambiadas mejorando con ello las posibilidades del proceso de
construccién. GoldenBraid 2.0 (GB 2.0) es una plataforma estandarizada de
ensamblaje de DNA desarrollada para facilitar la ingenieria multigénica en plantas
mediante la incorporacion simultdnea de varios transgenes. GB 2.0 permite la
combinacién binaria de mdultiples ensamblajes utilizando un conjunto de reglas
sencillas. Este nuevo sistema de clonaje facilita la reusabilidad de las partes de DNA y
dispositivos ensamblados para realizar eficazmente construcciones complejas
(Sarrion-Perdigones et al. 2011; Sarrion-Perdigones et al. 2013; Sarrion-Perdigones et
al. 2014).

42



OBJETIVOS






OBJETIVOS

El cultivo de leguminosas forrajeras de calidad constituye una fuente segura de
alimento para el ganado rumiante, evitando de esta manera los efectos negativos de
su alimentacion con piensos que muchas veces incorporan deshechos animales de
dudosa procedencia y deficiente estado sanitario. Dentro de este grupo seria
particularmente interesante acometer programas de mejora aplicables a la alfalfa
(Medicago sativa L.), el forraje mas cultivado a nivel mundial debido a sus cualidades
nutritivas. Sin embargo, la mejora genética de esta especie por métodos
convencionales para la obtencion de nuevas variedades es bastante complicada
debido a su naturaleza tetraploide y elevada heterocigosidad. El campo de la
ingenieria genética podria resultar una herramienta uGtil y complementaria para los

programas de mejora tradicional de cultivos de interés agronémico como la alfalfa.

Objetivo general e hipétesis de trabajo

El objetivo general de esta Tesis ha sido el disefio y su posterior validacién en
modelos experimentales de herramientas moleculares para la manipulacién de
determinados caracteres de interés agronémico en la alfalfa, con objeto de abordar en
un futuro su mejora mediante aproximaciones biotecnolégicas. En este sentido, nos
propusimos como primer objetivo la puesta a punto de un protocolo eficiente para la
transformacioén genética de esta leguminosa forrajera que nos permitiera obtener un
buen nimero de plantas modificadas genéticamente para el abordaje de los otros dos
objetivos de la Tesis. Una vez conseguida esta herramienta imprescindible, hemos
intentado retrasar el tiempo de floracion en esta especie mediante la expresion
constitutiva de un gen represor del tiempo de floracion. Nuestra hipétesis de partida
consistia en que si retrasabamos la entrada en floracion de la planta prolongariamos
su desarrollo vegetativo con el consecuente incremento de biomasa y por tanto del
contenido en proteina por planta, incrementandose asi su valor nutricional. También
nos propusimos disefiar distintas construcciones multigénicas con objeto de activar de
novo la ruta de biosintesis de antocianinas en la alfalfa, para posteriormente desviarla
hacia la produccion de proantocianidinas (PAs) o taninos condensados. En este
objetivo nuestra hipétesis de partida suponia que la presencia en este forraje de PAs
impediria, por un lado el hinchamiento por gases o meteorismo en el ganado rumiante,
y por otro la excesiva desaminacion de las proteinas en el rumen, lo que implicaria un
mejor aprovechamiento digestivo de las mismas y por tanto también se incrementaria

el valor nutricional del forraje.
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Objetivos especificos

Los objetivos especificos de esta Tesis son:

Objetivo 1. Disefio de una metodologia eficiente para la transformacion genética de la

alfalfa (Medicago sativa L.).

Objetivo 2. Validacion de la expresion constitutiva de los ortélogos del gen TERMINAL
FLOWER 1 (TFL1) de M. sativa para su posible uso como herramienta biotecnologica
para retrasar el tiempo de floracion en la alfalfa.

Objetivo 3. Disefio de construcciones multigénicas en el sistema GoldenBraid 2.0 y
validacién funcional en sistemas modelo para activar de novo la biosintesis de
antocianinas y proantocianidinas. Validacién de su uso como posible herramienta

biotecnoldgica en la mejora del valor nutricional de la alfalfa.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material bioldgico

1.1. Material vegetal

En la tabla 2 se muestran las distintas plantas utilizadas en este trabajo.

Planta Variedad /ecotipo Uso
Medicago sativa Regen SY27 Transformacién genética estable.
Aislamiento de MsTFLlay MsTFL1c
Medicago sativa Regen SY4D Transformacién genética estable
Medicago sativa Aragén Control nivel de ploidia.
Transformacion genética estable
Medicago truncatula 2HA Aislamiento MtANR y MtLAR
Nicotiana benthamiana Transformacion genética transitoria
Nicotiana tabacum Otawa Transformacion genética estable
Arabidopsis thaliana Columbia (Col) Transformacion genética estable

Tabla 2. Plantas utilizadas en este trabajo y su uso.

Las muestras de los tejidos vegetales utilizadas en este trabajo para la extracciéon

de &cidos nucleicos se recogieron directamente de la planta, se congelaron en

nitrogeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su posterior utilizacion. Las

muestras destinadas a estudios de microscopia se fijaron para ser procesadas

posteriormente segun se explica en el apartado 2.

1.1.1. Condiciones de cultivo de las plantas

1.1.1.1.

Cultivo de Medicago sativa y Medicago truncatula

Las semillas de M. sativa y M. truncatula se escarificaron mecanicamente frotando

con papel de lija hasta ver claros signos de abrasion en la cubierta de las mismas.
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Posteriormente, se esterilizaron por inmersion en una solucion al 25 % de lejia

comercial durante 15 minutos y luego se lavaron tres veces con agua destilada estéril.

Las semillas se colocaron en placas Petri con un soporte de papel de filtro estéril
humedecido, se sellaron con “Parafiim” y se almacenaron en oscuridad durante 2 dias
a temperatura ambiente. Después se realizé una incubacion a 4 °C durante 3 dias mas

con la finalidad de sincronizar la germinacion de las plantulas (estratificacion).

Las plantulas de M. sativa y M. truncatula procedentes de la germinacién de
semillas se cultivaron en individualmente en macetas de plastico de 12 cm de
didmetro. El sustrato utilizado fué una mezcla de turba, perlita y vermiculita en una
proporcion 1:1:1. Se colocaron en bandejas y se regaron por inmersién con solucién
de Hoagly n° 1 suplementada con oligoelementos (Hewit 1966). Tras la siembra, las
bandejas se cubrieron con plastico para mantener la humedad y evitar

contaminaciones con otras semillas procedentes de plantas proximas.

Al aparecer el primer par de hojas aproximadamente o ver condensacion en el
plastico que las recubria, se agujere6 el mismo en distintos puntos de la bandeja que
fueron incrementandose hasta que se eliminé el plastico por completo al cabo de tres
dias.

Las plantas se cultivaron en cabinas de invernadero o en cémara de cultivo
(fitotrén). Las condiciones de temperatura fueron de 22 °C durante el dia y 18 °C
durante la noche, con un fotoperiodo inductivo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad (dia
largo, DL). La luz natural se suplement6 con luz artificial mediante lamparas de vapor
de mercurio de 400 W.

1.1.1.2. Cultivo de Nicotiana benthamiana en maceta

Las plantas de Nicotiana benthamiana se cultivaron individualmente en macetas de
plastico de 13 cm de diametro que contenian una mezcla de turba:vermiculita (1:1)
previamente esterilizada, en una cabina de invernadero bajo condiciones controladas y
con una temperatura de 24 °C durante el dia y 18 °C durante la noche. La luz natural
se suplementd con luz artificial mediante lamparas de vapor de mercurio de 400 W
[Phillips HDK/ 400 HPI ®, N], para mantener un fotoperiodo de dia largo. El riego
consistié en solucién de Hoagly n° 1 aportada mediante un sistema de riego por goteo

automatizado durante 2 min, 4 veces al dia.
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1.1.1.3. Cultivo de Arabidopsis thaliana en macetas
Las plantas de Arabidopsis se cultivaron en alveolos y en macetas de 12 cm. El
sustrato utilizado era una mezcla de turba, perlita y vermiculita en una proporcion
1:1:1. El riego se hizo con la solucion nutritiva de Hoagland n°l. La temperatura se
mantuvo en 22 °C durante el dia y 19 °C durante la noche. Al igual que en Medicago,
se mantuvo un fotoperiodo de dia largo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.
1.2. Microorganismos

1.2.1. Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas que se han utilizado en este trabajo se detallan en la tabla

3.

Microorganismo Cepa Uso T
Escherichia coli DH5a Transformacién de bacterias 37°C
Escherichia coli DH10B Transformacién de bacterias 37°C
Agrobacterium tumefaciens AGL1 Transformacion de plantas 28°C
Agrobacterium tumefaciens C58 Transformacion de plantas 28 °C
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 Transformacion de plantas 28 °C

Tabla 3. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.
1.2.2. Condiciones de cultivo de los microorganismos
Los cultivos liquidos bacterianos de E. coli y A. tumefaciens se incubaron durante
toda la noche a 37 °C y 28 °C respectivamente con agitacién de 200 rpm. Los cultivos
de E. coli y A. tumefaciens en placas con medio sélido se incubaron toda la noche en
estufa a 37 °C y tres dias a 28 °C respectivamente.

1.2.3. Medios de cultivo para microorganismos

El medio utilizado para el crecimiento de los cultivos bacterianos, tanto de E. coli

como de A. tumefaciens fue:

- Medio LB (medio Luria-Bertani): 1% triptona, 0,5% extracto de levadura, 1%
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NacCl, pH 7.0. Cuando se utiliz6 el medio sélido, éste se solidificaba mediante la

adicion de 1'5% de agar (Pronadisa).

Cuando el medio se ha enfriado a 55°C, se afaden los antibi6ticos
correspondientes estériles (filtracion).

2. Procesamiento de material vegetal para microscopia

2.1.Fijacion de tejido vegetal

Las muestras vegetales se introdujeron en FAE (50% EtOH, 5% &cido acético
glacial y 4% de formaldehido). Para ayudar a la penetracion del fijador se realizaron
tres pulsos de vacio de 10 min cada uno, se cambié la solucion por una fresca y se
mantuvieron a 4 °C durante 16 horas. Tras el proceso de fijacién de los tejidos se
procedi6é a deshidratar el tejido mediante una serie de lavados sucesivos de 30 min a 4
°C en soluciones crecientes de etanol (15%, 30%, 50% y 70%). A partir de este punto,
las muestras se mantuvieron en etanol 70% a 4 °C hasta el momento de ser incluidas

en parafina (Paraplast Plus, Sigma).

2.2.Inclusion de tejido vegetal en parafina

Para la inclusién en parafina se utilizé6 un procesador de tejidos (Leica TP1020) el
cual se programo siguiendo las instrucciones del fabricante. El programa utilizado fue
el siguiente: en primer lugar las muestras se deshidrataron en concentraciones
crecientes de etanol durante una hora cada una (70, 90, 90, 95, 95 y 100%). En la
segunda concentracion de 95% las muestras se tifieron con Eosina-Y al 0,2%.
Posteriormente se sumergieron tres veces en Histo-Clear® (National Diagnostics) y
finalmente se transfieren a parafina Paraplast ® Plus (McCormick Scientific) fundida a
58 °C aplicando vacio.

Tras la inclusion en parafina las muestras se colocaron en moldes de aluminio con

parafina liquida, se cubrieron con un soporte plastico y se dejaron solidificar a 4 °C. Se

mantuvieron a 4 °C hasta su utilizacion.
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2.3.Procesamiento de las muestras incluidas en parafina

Posteriormente, en las muestras incluidas en parafina se realizaron cortes
histolégicos de 20 um de espesor utilizando un microtomo Microm HM330, y se
depositaron sobre portaobjetos tratados con poly-lisina.

Las secciones de tejidos incluidos en parafina una vez secas vy fijadas sobre los
portas, se desparafinaron en Histo-Clear durante 10 min, luego se rehidrataron en
soluciones decrecientes de etanol/agua (100%, 70%, 50%), durante 1 min cada vez y
finalmente se lavaron con agua destilada. Los cortes se tifieron con toluidina al 0,5%
durante un minuto y luego se lavaron con abundante agua. Finalmente los cortes se

montaron con Merckoglass (Merck®) y se visualizaron mediante microscopia Gptica.

3. Teécnicas de fotografia y microscopia

3.1.Fotografia digital

Para adquirir las imagenes deseadas de plantas de M. sativa, N. benthamiana, N.
tabacum y A. thaliana a gran escala, se utilizé una camara digital COOLPIX P80
(Nikon) de 10,1 megapixeles y con un objetivo NIKKOR zoom de 18 aumentos. Esta
camara permitio6 tomar fotografias de las plantas completas, asi como de flores
completas cuyo tamafo superaba el campo de visibn de un microscopio

estereoscopico.
3.2.Microscopia
3.2.1. Microscopia estereoscopica
Para observar tejidos a bajo aumento (entre 5 y 20 aumentos) se utilizd una lupa
binocular Leica MZ16F, que estaba acoplada a una cadmara digital Leica DFC300 FX.

Las imagenes se obtuvieron con ayuda del software LAS (Leica Application Suite)
version 2.6.0 R1.
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3.2.2. Microscopia Optica

Los cortes histologicos se visualizaron con un microscopio 6ptico Nikon Eclipse
E600, utilizando iluminacibn de campo claro y la técnica de Normaski o D.I.C
(contraste diferencial por interferencia). EI microscopio estaba acoplado a una camara
digital Nikon Digital-Sight (DS-Fil). Las imagenes se obtuvieron con ayuda del
software de analisis de imagen NIS-Elements F3.0.

3.2.3. “Software” empleado para el tratamiento de imagenes

El procesado y tratamiento de imagenes de micorscopia se realiz6 con ImageJ, un
potente programa para el procesado de imagenes creado por “The National Institutes
of Health”. Programado en Java, es de dominio publico, funciona tanto en Windows

como Mac y Linux. La pagina web oficial es http://rsbweb.nih.gov/ij/, en ella se puede

realizar la descarga y contiene manuales de uso para las diferentes aplicaciones del
programa.

4. Métodos de biologia molecular

4.1. Aislamiento y purificacién de acidos nucleicos

4.1.1. Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli

Las preparaciones de DNA plasmidico a pequefia escala se realizaron a partir de
cultivos bacterianos de 3 ml crecidos durante una noche en medio LB liquido
suplementado con el antibiético correspondiente, segun el procedimiento de extraccion
y purificacion de DNA plasmidico del sistema Rapid Plasmid Miniprep System de

Marligen Biosciences, Inc.

4.1.2. Aislamiento de DNA plasmidico de A. tumefaciens

Para las preparaciones a pequefia escala de DNA plasmidico de Agrobacterium se
utilizé el método de la lisis alcalina descrito por Sambrook et al. (1989) con ligeras
modificaciones. Se partia de un cultivo de 3 ml, crecido durante una noche en medio
liquido LB suplementado con el antibiético correspondiente. El sedimento de células

resultante de centrifugar el cultivo se resuspendioé en 100 ul de solucion | y se trato tal
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como se describe en Sambrook et al. (1989). Al sobrenadante resultante de la
centrifugacion a que se somete el lisado obtenido tras afiadir la solucion Il se le
afadio 900 ul de etanol absoluto y se incub6 30 min a -80 °C. Tras centrifugar a 12000
rpm 5 min a temperatura ambiente, el precipitado se lavd con etanol 70%, se secd y se
resuspendié en 25 pl de TE (1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 8).

La pureza de la preparacion de DNA obtenida por este procedimiento no era
suficientemente alta para realizar analisis de restriccion del pldsmido. Para solventar
este problema, una alicuota de 1 pl de esta preparaciéon de DNA se utilizaba para
transformar E. coli. De uno de los clones transformantes de E. coli obtenidos de este
modo, se hacia una nueva preparacion de DNA plasmidico que se utilizaba para los

analisis pertinentes.

4.1.3. Aislamiento y cuantificaciéon de DNA genémico

Para confirmar la presencia de los genes fordneos en las plantas presuntamente
transgénicas, se ha utilizado el andlisis molecular basado en la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Para ello, se requiere la extraccion de DNA gendmico,
para ser utilizado como DNA molde en la reacciobn de PCR. Se han utilizado tres
protocolos distintos de aislamiento de DNA gendmico durante el desarrollo de este

trabajo.

El DNA gendmico utilizado para genotipar mediante PCR fue aislado a partir de 300
mg de hojas jovenes, que se maceraron en 500 ul de tampon de extraccion (0,2 M
Tris-HCL pH 9,0; 0,4 M LIiCl; 25 mM EDTA; 1% v/v SDS). Tras una centrifugacion de 5
min a 13000 rpm, 350 ul del sobrenadante se transfirieron a un tubo eppendorf que
contenia 350 pl de isopropanol y la mezcla se centrifugé de nuevo durante 10 min. El
sobrenadante se elimind y el sedimento se lavé con etanol al 70% (v/v) 2 veces. El

sedimento se dejo secar y se resuspendié en 200 pl de agua destilada.

Para el genotipado de las plantas a partir de hojas, también se utiliz6 el sistema
E.Z.N.A ® Plant DNA Kit de OMEGA, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para la amplificacion de fragmentos a partir de DNA gendmico de mayor pureza y
mejor calidad, se utilizo el reactivo Plant DNAzol ® de Invitrogen ™. La extraccion se
hizo a partir de 100 mg de tejido congelado en nitrégeno liquido, y se siguieron las

instrucciones del fabricante.
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La cuantificacidbn del DNA se realizé mediante el espectrofotometro NanoDrop ®
ND-1000.

4.1.4. Aislamiento del RNA total

La extraccion de RNA total se realiz6 a partir de 100 mg de tejido vegetal
congelado en nitrogeno liquido, siguiendo las instrucciones del fabricante del sistema
RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN). ElI RNA se cuantificé usando un espectrofotometro
NanoDrop ® ND-1000 (Nanodrop Technologies) a 260 nm. Posteriormente se traté en
su totalidad con DNasa utilizando el Ambion’s DNA free-kit (Ambion) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La pureza y concentracién del RNA obtenido se determiné

con el espectrofotémetro NanoDrop ® ND-1000.

4.2.Métodos de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)

4.2.1. Amplificacién de fragmentos de DNA

Para generar fragmentos de DNA para clonacién o para genotipado, se utilizé el
método de la reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction o PCR;
(Saiki et al. 1988), utilizando oligonucleétidos especificos y como molde DNA de
diversa naturaleza, incluyendo DNA plasmidico o gendémico, fragmentos obtenidos por

PCR o cDNA obtenido a partir de la retrotranscripcion del RNA.

Para amplificar fragmentos por PCR se utilizé DNA polimerasa (Biotools ®). En
algunos casos donde se requeria la obtencién de fragmentos con alta fidelidad de
copia, se utiliz6 TaKaRa Ex Taq" (TaKaRa). Cabe mencionar que en la mezcla de
reacciéon de esta Ultima no se requiere adiciébn de MgCl,. Estas enzimas tienen sus
propios tampones de reaccion que se utilizaron siguiendo las instrucciones del
fabricante.

El disefio de los oligonucle6tidos especificos para cada gen se realizé de forma
manual teniendo en cuenta la longitud (entre 16 y 25 nucleétidos), contenido de GC
superior al 40%, extremos 3 ricos en GC y temperatura de fusion (Tm) similar en cada
pareja de cebadores. La informacion sobre los oligonucledtidos se especifica en la
tabla 4.
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Para todos los casos, las reacciones se llevaron a cabo indistintamente en los
termocicladores Perkin ElImer GeneAmp PCR System 2400 o CS Cleaver Scientific Ltd
GTC Thermal Cycler 54. La mezcla de reaccion contenia 0,4 uM de cada uno de los
oligonucleétidos especificos del fragmento a amplificar, 1 pl de dNTPs 10 mM, 5 pl de
tampon de reaccion 10X, 1,5 pl de MgCl, 50 mM y 1,25 unidades de DNA polimerasa
(Biotools ®) en un volumen final de 50 pl.

Los programas de amplificacion estandar consistieron en una desnaturalizacién
inicial de 2 minutos a 94 °C; seguida de 25-35 ciclos de amplificacién y finalmente una
extension de 10 minutos a 72 °C. Cada ciclo de amplificaciéon consistio en tres etapas:
la primera de desnaturalizacion 94 °C durante 30 s; luego una de anillamiento de 30 s
a la temperatura 6ptima de hibridacién de los oligonucleétidos utilizados (T), la cual se
considerd en funcién de la temperatura de fusion estimada (Tm) de cada uno de ellos
(tabla 4); y la tercera etapa de 72 °C durante 1 minuto/kb que corresponde a la

extension.

4.2.2. Transcripcion reversa (RT)

Para los experimentos de RT-PCR (apartados 4.2.3 y 4.2.4), se sintetiz6 cDNA
mediante transcripcion reversa del RNA. A partir de 2 ug de RNA total previamente
tratado durante 30 min con una DNasa (Turbo DNA-free de Fermentas™), se realizo la
sintesis de la primera cadena del cDNA para lo cual se utilizé el sistema Primer Script
RT reagent kit ® (TaKaRa), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este
sistema se basa en la accion de la retrotranscriptasa de MMLV (Moloney Murine

Leukemia Virus), y como cebador se utiliza una mezcla de oligo (dT) y hexameros.
4.2.3. RT-PCR semicuantitativa
Para la amplificacion del producto de la transcripcion reversa (cDNA) se utilizaron 2

pl de cDNA como molde de la PCR, obtenido segun se describe en el apartado

anterior. Las condiciones de la PCR fueron iguales a las descritas.
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GEN Oligonucledtido 5°-3° Tm Uso
(°C)
MtANR-F1 GCGCCGTCTCACTCGAATGGCTAGTATCAAACAA 79,1
ATAGAAATAG
MtANR-R1 GCGCCGTCTCATCCCTAACAGTAGTATTAACAG 73,2 Amplificar
fragmento
MtANR-F2 GCGCCGTCTCAGGGACCTAGATAGTGCAAACAAA | 80,2 para
AC construcciéon
GB
MtANR-R2 GCGCCGTCTCTCGCTCGAAGCTCACTTGATCCC 88,1
CTGAGTCTTC
MtLAR-F1 GCGCCGTCTCACTCGAATGGCACCATCATCATCA | 89,2
CCAACC
Mt{LAR-R1 GCGCCGTCTCACACGATTGCTCTAGGAATTTTTC 79,7 Amplificar
fragmento
MtLAR-F2 GCGCCGTCTCACGTGTCTGAAGACGATCTTCTAG | 80,2 para
construcciéon
MtLAR-R2 GCGCCGTCTCGCTCGAAGCTCAACAGGAAGCTG | 89,8 GB
TGATTGGC
MsTFL1a ATG DIR ATGGCAAGAATGTCTCAAGAAC 53,3 Amplificar
fragmento
para
MsTFL1a STOP GGCTAGCGTCTTCTTGCAGCGG 62,8 construccién
REV expresion
constitutiva
(359)
MsTFL1c ATG DIR ATGGGAAGTATCACTTCAGATCCAC 65,1 Amplificar
fragmento
para
MsTFL1c STOP CCCTAGCTAGCACGCCTTCTAGGAG 69,6 construccién
REV expresion
constitutiva
(359)
M13 CORTO TTGTAAAACGACGGCCAGT 63,1 Amplificar
DIRECTO fragmentos
para
M13 REVERSO CAGGAAACAGCTATGACCATG 60 recombinacion
Gateway
T7 PROMOTER TAATACGACTCACTATAGGG 54 Secuenciar
insertos en
PCR8
MtEF1-DIR AGAAGGAAGCTGCTGAGATGAAC 55,3 Amplificar
fragmento gen
MtEF1-REV CTGCTTCACTCCAAGAGTAAATGC 55,7 er':/CIiOEQE?O
S

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

4.2.4. RT-PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR)

Para el analisis de expresion de los genes en estudio se llevaron a cabo

experimentos de RT-PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). Se disefiaron

oligonucledtidos utilizando el programa Primer Express v.2.0 (Applied Biosystems™) a

partir de las regiones especificas para cada gen (tabla 5).
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Las mezclas de reaccion para la RT-gPCR se prepararon en placas de 96 pocillos
(Applied Biosystems™), en un volumen final de 20 uL, con 3 puL de cDNA (500 ng/uL),
10 uL de SYBR® GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems™) y los dos oligos en
una concentracion final 0,3 yM cada uno. La placa se transfirid a un termociclador
7500 Fast Real-Time PCR System acoplado con el programa informatico especifico
(Applied Biosystems™), donde se llevd a cabo la amplificacion siguiendo las
condiciones establecidas por el fabricante. Estas condiciones consistieron en una
atemperacion de 2 min a 50 °C, una desnaturalizacion de 10 min a 95 °C, y 40 ciclos
de amplificacién, cada uno de los cuales consistia en una desnaturalizacion de 15 s a
95 °C y una elongacion de 1 min a 60 °C. Para cada cDNA se realizaron tres replicas
técnicas. Los niveles relativos de expresion se calcularon usando el método 24
(Applied Biosystems™) donde: Ct=Ciclo umbral o “Treshold Cycle”, es el ciclo en el

gue empieza a detectarse la amplificacion por encima del nivel basal de florescencia.

Para cada muestra:

ACt=Ct gen de interés-Ct gen endbégeno

ANACt=ACt muestra-ACt muestra referencia

En los andlisis se usé como gen enddégeno normalizador el gen ELONGATION
FACTOR-1 de alfalfa (MsEF1). La secuencia codificante de MsSEF1 se aisl6 por PCR a
partir de cDNA de hojas de M. sativa. Para ello, se diseflaron un par de
oligonucledtidos especificos (MtEF1-DIR y MtEF1-REV, Tabla 4) de su homdlogo en
M. truncatula (AES 74993.1). El calculo comparativo CT es valido cuando las eficacias
de amplificacion de los genes en estudio y el gen calibrador son similares. En todos los

ensayos de expresion génica las eficiencias de amplificacion estaban entre 90- 100%.

4.2.5. Purificacion de fragmentos de DNA por producto de PCR

Si la PCR solo produce el fragmento especifico no se necesita purificarlo por
electroforesis. Sin embargo, es necesario eliminar dNTPs e iniciadores residuales y
ajustarlo a la concentracion requerida. La purificacion de DNA se llevd a cabo
mediante el sistema UltraClean™ PCR Clean-up DNA Purification kit (MO BIO

Laboratories) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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GEN Oligonucleotido directo5™-3" Oligonucledtido reverso 5°-3
DELILA GAGGAAGCAACTTGCTATTGCTG CATTGATGCCTTCTGCCAAATTCG
ROSEA1 GGTAACAAATGGTCGCTGATTGC CCATCCTCCGTTGTTTCTAGC
MtANR GCATGTGTGATAGGTGGAC GACCAGTCCCTTCGAGTTCG
MtLAR GGTCGAGTCCTAATTGTTGG CGTGACCAAATTCTGAAGGC
NbCHS ATAGGTTCTGATCCAATTCCAG CTGTGGAGAACAACAGTCTCAACT
NtCHI ACGGGTAAGCAATACTCAGAGAAG TAGACTCCAATTTCTGGAATGGT
NtF3H TATCCAATTCGGGCTAGAGACTAC GGGTACACTATAGCTTCTGGTGCT
NbDFR1 CCTAGCTTAATCACTGCACTTTCA ATTGGTTGACTTTCCTGTTCCATT
NtANS CTGGCCTAAAATCCCTACTGACTA TCTCTTTATTCACAACCCCTCTGT
NbActin GGATGTGAAGGAGAAGTTGG GCTCATCCTATCAGCAATGC
MsCHS CAAGTGTATGCGAGTACATG GTACATCATGTAACGCTTCAC
MtCHI CAATGATCTTGCCGTTGACG CGCACCTATCATTGACTCAAGC
MtF3H GTGCTGGTATGAGTCTTGGTC GAACGATGATTGGATGAAGGC
MtDFR1 GCAAGGTGTGTGTTACAGGTGG CCGGCTATTGCTGCTTCCT
MtANS GCTTAGCCTTGAGTGGTATATC CCATAACCTTGAATCTTCCCAG
MsEF1 GTACGCATGGGTTCTTGACA CGGGTCTGTCCATCCTTAGA
AtUBIQ GATCTTTGCCGGAAAACAATTGGAGGATGGT | CGACTTGTCATTAGAAAGAAAGAGATAACAG
gRT-DELILA TACGGACAAGATTGGAGCCG GGAATCTTTCAATCGACCTCTG
gRT-ROSEA GACTAATATCGTAAGACCCCGAGC GTAACGTGCAATCCGGTGAAGG
gqRT-MtANR CAACTTCTGGTCGATACATTTGC CGGGAACACTGGTATTGTGAG
gqRT-MTLAR CCACCGTTGGATCAATTGCAC GTACGCTTTGACATTGCCATG
gqRT-MsEF1 AATGGCTGATGAGAACCTGC CTTATCTCGACAACGCGTGC
MsTFL1a ATGGCAAGAATGTCTCAAGAAC GGCTAGCGTCTTCTTGCAGCGG

gRT-MsTFL1a

CAACACTCGTAATTTTGCTTCACA

GCAGCAACAGGGAGACCAAG

MsTFL1c ATGGGAAGTATCACTTCAGATCCAC CCCTAGCTAGCACGCCTTCTAGGAG
Higromicina GTGCTTGACATTGGGGAGTT GATGTTGGCGACCTCGTT

gRT- CDC3.1 | TCATCATCACCAACAACACACTTC TCATTATCATCGTCTTCCCATTTTT
gRT- CDC3.2 | ACCAACGACCCATCTGCTACA AACTTCATCGTCTTCCCAAAACA
gRT-CYCMS2 | TGGAAACTTCATCGCCATTG CCAGTCAACTAGTATAGCCC
gRT-CYCA1 TACCCATTCAGGTAACATTTGCAGT CTTTTCCAACTCAACAAGAATGTCTC

Tabla 5. Oligonucleétidos utilizados para el andlisis de expresién mediante RT-PCR

semicuantitativa y RT-gPCR.
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4.3.Técnicas de clonacién
4.3.1. Vectores plasmidicos utilizados
Las clonaciones se hicieron en diferentes plasmidos en funcién de la procedencia

de los fragmentos de DNA y de los fines requeridos. En la tabla 6 se detalla la lista de

plasmidos, con sus caracteristicas, la procedencia y el uso que se le ha dado.

Plasmido Caracteristicas Referencia/ Uso

Procedencia

PGEM® T- |Amp", lacZ, promotores T7 y SP6 Promega Clonaje de fragmentos
easy
pCR8 Spec”, sitios attR1 y attR2 Invitrogen ™ Clonaje de fragmentos, vector de

entrada a la tecnologia Gateway

pH7WG2 Spec”, promotor constitutivo 35S de [ Invitrogen ™ Sobre-expresion del gen
CaMV (Cauliflower Mosaic Virus) MsTFL1ay MsTFL1c

pDGB_A12C
—— 1 Bsal GB-reactions
PDGB_C12B | conR

pDGB A21C Clonaje multigénico
pDGB_1AB3 e BLGE renct GOLDENBRAID 2.0
— BsmBlI- reactions

pDGB_3AB2 Spec

Tabla 6. Plasmidos utilizados. Los sitos attL y attR, son sitios de recombinacion homoéloga
correspondientes a la tecnologia Gateway”. Los antibiéticos a los cuales confiere resistencia el
plasmido se indican como: espectinomicina (Spec), kanamicina (Kan) y ampicilina (Amp).

4.3.2. Ligacion de fragmentos mediante la técnica de

recombinacion homoéloga Gateway (Invitrogen™)

La tecnologia Gateway se basa en las propiedades de recombinacion de
bacteriéfago lambda, el cual contiene sitios de recombinacién bien caracterizados
conocidos como att (site-specific ATTachment). En primer lugar los productos de PCR
amplificados se clonaron en el vector de entrada pCR8/GW/TOPO TA® (Invitrogen™,
EUA), el cual contiene las secuencias de recombinacion attL1 y attL2 y dos sitios
EcoRI, que flanquean el fragmento de interés. Posteriormente, los clones obtenidos se
mandaron secuenciar para verificar su secuencia y determinar la orientacion del
fragmento respecto al promotor T7 del vector. Una vez se determind la orientacion del

fragmento clonado, los fragmentos en la orientacién adecuada se incorporaron en el
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vector de destino del sistema Gateway (pH7WG2) que contiene dos lugares de
recombinacion attR1 y attR2 mediante una reaccion de recombinacion catalizada por
la enzima LR Clonasa (Invitrogen™).

4.3.3. Reacciones de ligacion de DNA

Las reacciones de ligacion se realizaron manteniendo una relacion estequiomeétrica
inserto:vector de 3:1 6 de 5:1. Para calcular esta relacion molar entre un fragmento y

un vector concreto se aplico la ecuacion:

(cantidad de vector [ng]) (tamario del inserto [kb])
cantidad de inserto (ng)= x relacién molarinserto: vector

tamafio de vector [kb]

La relacion que contenia las cantidades de inserto y vector necesarias para
obtener las proporciones molares mencionadas, 1X de tampén de ligacion
(Invitrogen®) y 1 U de T4 DNA ligasa (Invitrogen ®) en un volumen total de 10 pl. Las
reacciones se realizaron a 16 °C durante 16 h. En las ligaciones con el vector pPGEM ®
T-easy (Promega) se utiliz el kit proporcionado por la casa comercial y se siguieron

sus recomendaciones.

4.3.4. Digestion de DNA con enzimas de restriccion

Las digestiones se llevaron a cabo en tubos eppendorf de 1,5 ml con 5-10 U de la
enzima / 1 uyg DNA. En cada reaccion la enzima iba acompanada de su respectivo
tampdn segun las condiciones recomendadas por la casa comercial. La incubacion se
realizd en un termobloque Thermomixer confort (Eppendorf®) durante dos horas a 37
°C. Después de la incubacién, la digestion se comprobé mediante electroforesis en un

gel de agarosa al 1%.

4.3.5. Sistema de clonaje multiple: GoldenBraid (GB)

4.3.5.1. Clonaje de piezas modulares

Para amplificar fragmentos de DNA por PCR se utiliz6 TaKaRa Ex Taq" (TaKaRa)
siguiendo las instrucciones mencionadas en el apartado 3.2.1. Los fragmentos de DNA

se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa 0,8-1 % (p/v) en tampdn
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TBE1X y se purificaron usando el sistema UltraClean™ PCR Clean-up DNA
Purification kit (MO BIO Laboratories) siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.3.5.2. Reaccion de ensamblaje de piezas modulares por GB:

digestion-ligacion

En una reaccién GB los fragmentos a ensamblar se incuban en presencia del
ERTIIS apropiado (Bsal o Bsmbl) y ligasa T4 en 25 ciclos de digestion (2 min. a 37 °C)
y ligacion (5 min. a 16 °C) en un Unico tubo. Esta técnica aumenta notablemente la
eficiencia de los ensamblajes pues evita tener que realizar la extraccion de los
fragmentos a clonar del gel. Se utilizd 1 ul de la reaccién para transformar la cepa de
E. coli DH5a mediante choque térmico. Los clones positivos fueron seleccionados en
medio sélido. Las preparaciones de DNA plasmidico fueron extraidas mediante el
sistema Rapid Plasmid Miniprep System de Marligen Biosciences Inc. La cuantificacién
del DNA se realiz6 mediante el espectrofotometro NanoDrop ® ND-1000. Los clones

positivos fueron confirmados mediante andlisis de restriccion y por secuenciacion.

4.3.5.3. Domesticacion de las piezas

A. Fundamentos

El primer paso en un proceso de construccion de modulos genéticos es la
“domesticacion de las piezas”. La domesticacion pretende adaptar una secuencia de
interés (promotor, CDS, terminador, etc.) y hacerla compatible a la gramatica y reglas
del sistema GB. La secuencia de interés, una vez ha sido domesticada, pasa a
denominarse como “pieza”. Para ello, es necesario amplificar la pieza con
oligonucledétidos que incorporen los sitios de clonaje Bsmbl flanqueando la secuencia
de interés, y cuatro nucledtidos especificos por cada lado. Estas extensiones,
permitiran que durante el proceso de domesticacion, la secuencia de interés se inserte

en el interior del pUPD (Figura 23).
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BtgZ| Bsal BsmBl

L L _’
GCGATGAGTGGT[CTCE TGAGAC.CGTCTCA CTCGIACCACTCATCGE

CGCTACTCACCA |GAGC/ACTCTGC GCAGAGT|GAGC|TGGTGAGTAGCG
Af—
BsmBlI Bsal BtgZ|

AmpR

Figura 23. Representacion del plasmido de entrada o pUPD (domesticacion). El gen
delator LacZ se encuentra flanqueado por un doble sistema de dianas de reconocimiento de las
enzimas de restriccion Bsmbl y Bsal. Las flechas indican la direccionalidad del corte y sefialan
la secuencia de 4pb que es cortada. Este plasmido presenta un gen de resistencia a ampicilina
(AmpR).

También es muy recomendable eliminar cualquier diana interna que pueda ser
reconocida por las enzimas Bsal y Bsmbl. Esto se consigue mediante la introducciéon
de cambios sinénimos en la secuencia de DNA por amplificacion de la pieza en varios
fragmentos que permitan flanquear la mutacion. Estos amplicones reciben el nombre

de retales.

B. Metodologia de la domesticacion

Independientemente del tipo de domesticacion, en esta tesis, se siguidé la misma

metodologia para todas las domesticaciones.

En primer lugar se recurrio al Vector NTI para disefiar los diferentes
oligonucledtidos, asi como realizar una previa validacion “in silico” de los posteriores
ensamblajes. Estos oligonucleétidos deben contener: el sitio de reconocimiento de
Bsmbl, el sitio de union al vector (Bsal), el sitio de identidad de cada parte (promotor,
CDS, terminador, etc.) y el sitio de unién entre retales (debe tener un nucleétido
mutado). Se encargld a la casa comercial Sigma-Aldrich (o IDT DNA en caso de
oligonucledtidos largos) su sintesis quimica. A partir de cDNA se realizaron las
pertinentes PCRs, que inmediatamente fueron validadas por electroforesis y

purificadas (Figura 24).
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Sitio de reconocimiento Bsa/ Bsal

de la reaccion v

GCGC ACTCG AATG GCTTCGAG T GCGC

CGCG reacettac | CPS | cemaccTea CGCG
BsmBl Sitio de identidad S“i:l \C/’:ct?r“n BsmBl

de cada parte

Figura 24. Representacion del disefio de oligonucleétidos para la domesticacion. Estos
oligonucleétidos deben contener: el sitio de reconocimiento de Bsmbl, el sitio de unién al vector
(Bsal), el sitio de identidad de cada parte (promotor, CDS, terminador, etc.) y el sitio de union

entre retales (debe tener un nucleétido mutado).

A continuacion se realizé una reaccién de restriccion-ligaciéon con la enzima Bsmbl,
para unir el amplicén de la secuencia de interés con el pUPD. En el caso de que la
secuencia de interés tuviera algun sitio interno que fuera necesario domesticar, se
procedié de igual forma, incluyendo las PCRs de los distintos retales en la reaccion de
restriccion-ligacion. De este modo, cuando realizamos la reaccién de domesticacion
con Bsmbl, dicha enzima digiere algunos nucle6tidos mas alld del sitio de

reconocimiento dejando extremos protuberantes de 4 nucledtidos (Figura 25).

Bsmbl Bsmbl
GCGC ACTCG|AATG GCTTICGAG|T GCGC
CGCG TGAGCTTAC CDS | cgpaceTela CGCG
Bsmbl Bsmbl

GB reaccion Bsmbl

crecaarc [N GCTT
[TAC CGAAGCTC

Figura 25. Sitio de reconocimiento del Bsmbl en lareaccion de domesticacion.

Asi, el plasmido destino pUPD pierde su casete de seleccibn negativa,
incorporando en su lugar la pieza de DNA mediante una reaccion de ligacion entre los

extremos protuberantes dejados tras la digestion con Bsmbl. Tras la ligacion, el
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plasmido resultante, que contiene la pieza de DNA ensamblada, pierde todas las
dianas de Bsmbl, pero mantiene las dianas de Bsal, inherentes al plasmido (Figura
26).

CTCG AATG GCTT
CDS
TTAC CGAA GCTC

GB reaccion Bsmbl

BtgZl ~  Bsal

GCGATEBAGTGGT - CTCG |ACCACTCATCGC

CGCTACTCACCA [GAGC TGGTGAGTAGCG
Bsal

Figura 26. Reaccién de domesticacion con Bsmbl. El pldsmido de destino pUPD pierde
su casete de seleccidn negativa, incorporando en su lugar la pieza de DNA mediante una
reaccion de ligacidon entre los extremos protuberantes dejados tras la digestiéon con
Bsmbl.

Tras la reaccion de restricciéon-ligacion se transformé E. coli por choque térmico y
se sembr6 en placa con ampicilina, X-Gal e IPTG. Tras la incubacién de una noche, 4
colonias blancas fueron picadas y crecidas en cultivo liquido. Tras una nueva
incubacién de una noche en agitacién, se realizd la miniprep de los cultivos liquidos y
se verificd, mediante digestion y electroforesis, la presencia de la secuencia de interés.
Para asegurar que la pieza generada es correcta, parte de la misma miniprep fue
enviada a secuenciar y el resultado fue comparado mediante alineamiento con la

secuencia esperada.

4.3.5.4. Ensamblaje multipartito: promotor (PR) + CDS +
Terminador (TM)

A. Fundamentos

El método multipartito GB presenta un disefio de clonaciones en bucle que hace
uso de sdélo dos niveles (a y Q) que van alternandose entre si. Ello se consigue

mediante el uso de las dos enzimas de restriccién anteriormente citadas, utilizandose
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ambas en los dos niveles y con orientaciones invertidas.

B. Metodologia del ensamblaje multipartito

Para ensamblar entre si 3 piezas de DNA (PR+CDS+TM), previamente
incorporadas al precursor, es necesario que se lleve a cabo una reaccion de ligacion
entre los extremos protuberantes dejados tras la digestion con Bsal. Cada precursor
contiene la pieza original flanqueada por secuencias adicionales que contienen dianas
de Bsal. Para ello, en la reaccién de restriccién-ligacion se pipetea en un mismo tubo:
las distintas piezas GB que van a formar parte de la unidad transcripcional, el plasmido
de destino deseado, la enzima de restriccién Bsal y el resto de reactivos necesarios.
De esta forma, tras la digestidn con la enzima Bsal, la pieza original se desprende del
precursor, quedando flanqueada por extremos protuberantes que constituyen en si
mismos las colas necesarias para el ensamblaje. Es decir, la cola en 3" de cada pieza
aparee con la cola en 5” de la pieza subsiguiente, la cola en 5°de la primera pieza
aparee con el sitio de corte tipo 1, y la cola en 3"de la ultima pieza aparee con el sitio
de corte tipo 2 de los plasmidos tipo a (pDGB-A12C o pDGB-C12B). Para ello es
necesario que el primer precursor contenga un sitio de corte para Bsal compatible con
el sitio 1, el Ultimo precursor contenga un sitio de corte para Bsal compatible con el
sitio 2 y las piezas adyacentes tengan extremos compatibles

En cada reacciéon de ensamblaje, el plasmido de destino de nivel a pierde su
casete de seleccidon negativa, incorporando en su lugar el médulo ensamblado
mediante una reaccion de ligacién entre los extremos protuberantes (1 y 2 en los
extremos) dejados tras la digestion con Bsal. Tras la digestion, el plasmido resultante,
que contiene el médulo ensamblado, pierde todas las dianas de Bsal, pero mantiene

las dianas de Bsmbl, inherentes al plasmido (Figura 27).

De este modo, en un solo paso se consigue ensamblar la unidad transcripcional en
el plasmido de destino. Con 3 pl de la reaccion, se transformé E. coli por choque
térmico y se sembrd en placa con kanamicina, X-Gal e IPTG. Tras la incubacién de
una noche, 4 colonias blancas fueron picadas y llevadas a un cultivo liquido. Tras una
nueva incubacion de una noche en agitacion, se realiz6 la miniprep de los cultivos
liquidos y se verific, mediante digestion y electroforesis, el correcto ensamblaje de la

construccion.
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BsmBI BsmBl

Bsal Bsal Bsal Bsal Bsal Bsal

' ' ' ' ' ' GB reaccion Bsal
D B —
BsmBI ?J B;r BsmBl
V LacZ V
pDGBa

Figura 27. Esquema del ensamblaje multipartito GB. Tres piezas estandarizadas (P, CDS, T)
se ensamblan en un pldsmido de destino (pDGB) en una reaccién con Bsal y ligasa T4,

obteniendo una unidad transcripcional (UT) en el interior de un vector.

4.3.5.5. Ensamblaje binario

A. Fundamentos

Una vez ensambladas las diferentes unidades transcripcionales dentro de los
plasmidos de destino es posible hacer combinaciones de unas con otras, mediante
reacciones de ensamblaje binario; incrementando el numero de unidades

transcripcionales que contiene el vector.

B. Metodologia del ensamblaje binario

A continuacién, los médulos ensamblados sobre los plasmidos de nivel a pueden
ser considerados a su vez como plasmidos de entrada para un nuevo ensamblaje de
nivel Q (pDGB-1AB3 o pDGB-3AB2). Dos mdadulos ensamblados sobre pDGB-A12C y
pDGB-C12B respectivamente pueden a su vez ser ensamblados entre si, esta vez
utilizando el enzima Bsmbl y un plasmido de nivel Q. Para ello, se realizd una reaccion
de restriccion-ligacion, pipeteando en un mismo tubo: la pareja de construcciones
compatibles entre si que se desee ensamblar, el plasmido de destino, la enzima de
restriccion Bsmbl, y el resto de reactivos necesarios. Con el producto resultante, se
transform6 E. coli por choque térmico y se sembrd en placa con los antibiéticos
espectinomicina, X-Gal e IPTG. Tras la incubaciéon de una noche, 4 colonias blancas
fueron picadas y llevadas a un cultivo liquido. Tras una nueva incubacién de una
noche en agitacién, se realiz6 la miniprep de los cultivos liquidos y se verifico,

mediante digestion y electroforesis, el correcto ensamblaje de la construccion.
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En esta segunda ronda de ensamblaje, y analogamente al caso anterior, los
modulos construidos con plasmidos del nivel Q pueden nuevamente ensamblarse
entre si, utilizando la enzima Bsal y un plasmido de nivel a, cerrando un bucle iterativo

e indefinido de ensamblajes jerarquicos (Figura 28).

BsmBl BsmBl BsmBi BsmBlI

'/ Vv
[ Tu2

pDGBa_C12B

TUl

pDGBa_A12C

BsmBi BsmBI

Bsal

vV Vy

LacZ
pDGBQ

lGB reaccion Bsmbl

pDGBQ

Figura 28. Esquema de un ensamblaje binario GB. Ensamblaje de dos unidades
transcripcionales en un nuevo plasmido de destino (pDGB) mediante una reaccién con Bsmbl y

ligasa T4.

4.4. Transformacion de cepas bacterianas

Para la transformacion de células bacterianas se descongel6 en hielo una alicuota
de 40 pL de células competentes, a la cual se le adicion6 1 pL del plasmido llevando la
construccion de interés. La cepa de E. coli DH5a fue transformada mediante choque
térmico. Después de afadir el plasmido a la alicuota de células competentes, la
mezcla se incubd en hielo durante 20 min, luego se incubé durante 30 s en un bafio de

agua a 42 °C. Inmediatamente, la mezcla se introdujo en hielo.

En el caso de las cepas de E. coli DH10B y A. tumefaciens (LBA4404 y C58) la
transformacion se llevé a cabo por electroporacion. Tras afadir el DNA plasmidico a la
alicuota de células competentes, la mezcla fue transferida a una cubeta de
electroporacion (BioRad®) previamente enfriada en hielo, luego se aplicd un pulso

eléctrico a través del equipo Gene Pulse (BioRad®). Para la cepa DH10B las
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condiciones de electroporacion fueron 200 Q, 25 yF y 1,8 kV y para A. tumefaciens
400 Q, 25 yF y 1,8 kV.

En los todos los casos las células bacterianas transformadas se resuspendieron en
700 uL de medio LB sin antibidticos, y se incubaron en agitacién constante durante 1
h a 37 °C, para E.coliy 3 h a 28 °C para A. tumefaciens. Tras la incubacién sin presion
de seleccion, las células bacterianas se plaguearon en medio LB suplementado con

antibiético, con el fin de seleccionar las células transformadas.

4.4.1. Seleccién de recombinantes bacterianos

La seleccion de recombinantes se llevé a cabo mediante la siembra del sedimento
bacteriano procedente del cultivo transformado en placas Petri de 90 mm de diametro
que contenian medio LB soélido suplementado con el antibiético adecuado segun el
plasmido utilizado. En la tabla 7 se muestran los antibiéticos utilizados para la

seleccidn de recombinantes bacterianos y las concentraciones usadas.

Antibiético Concentracion (ug/ uL)
E. coli A. tumefaciens
DH10B | DH5a | AGL1 | C58 | LBA4404
Espectinomicina 100 100 | 100 100
Rifampicina - 20 40 50
Kanamicina 50 50 50 50
Ampicilina 100 - - -

Tabla 7. Antibi6ticos utilizados para la seleccion de colonias bacterianas recombinantes.

En los casos en que el vector empleado permitia seleccionar las células
transformadas por a-complementacion, se afiadi6 al medio 20 mg/ml del sustrato

cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactdsido (X-Gal) y de IPTG 0,5 mM.

4.5.Secuenciacion

La secuenciacion de fragmentos se llevo a cabo en el servicio de secuenciacion de
DNA del instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (UPV-CSIC), donde se
utilizé un secuenciador capilar ABI 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los

oligonucleétidos usados se indican en la tabla 4.
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45.1. Andlisis de secuencias

Para el andlisis de secuencias se utilizaron distintos programas que se describen

en la tabla 8.

Pagina web / Programa Orgamzam_on/ Programa Uso
referencia
http://www.bioinformatics.org/ | Bioinformatics Reverse Generar Secuéncias reversas ylo
complement complementarias
http://www.uniprot.org/ Uniprot Uniprot Alineamiento de secuencias
ExPASyY Swiss Translate i .
http://www.expasy.org/ Institute of Tra,d_uguon de CI,DNA a proteina/
> . analisis de proteina
Bioinformatics
The National BLAST
. . Center for , .
www.ncbi.nlm.nih.gov Biotechnology Busqueda de homologias
Information
European Align Alinear dos secuencias
www.ebi.ac.uk Bioinformatics Clustaw2

Institute (EMBL)

Alinear varias secuencias

Tabla 8. Programas utilizados en este trabajo.

4.6.Andlisis de la actividad GUS

Las muestras se recolectaron en fresco y se fijaron inmediatamente en acetona

90% durante 20 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se hicieron dos o

tres lavados con la solucion de revelado sin el sustrato (Tabla 9), después se

sumergieron en la solucion de revelado con sustrato y se aplicaron 3 pulsos de vacio

de 5 min cada uno, y se incubaron a 37 °C durante 16 horas (aproximadamente).

Finalmente el tejido se lavé con concentraciones crecientes de etanol (15, 30 y 50 %).

La fijacién de las muestras se realizé con FAE (50% etanol absoluto; 10% &cido

acético glacial; 5% formaldehido) aplicando nuevamente tres pulsos de vacio de 5 min,

y dejandolos 16 horas a 4 °C. Finalmente las muestras se llevaron a etanol al 70% y

se guardaron a 4 °C hasta su uso.
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Productos

Concentracioén

Tampon fosfato sédico pH:7,0 50mM
Ferricianuro de potasio 0,5a1mM
Ferrocianuro de potasio 0,5a1mM

Tritén X-100 0,1% viv
EDTA 10mM
X- gLuc* 2mM

Tabla 9. Solucion de revelado utilizada en la tincién GUS. El asterisco (*) sefiala el sustrato.

5. Transformacion genética de plantas

5.1. Caracterizaciéon fenotipica de las lineas transgénicas de Medicago

sativa

5.1.1. Solucion mineral y vitaminica del medio de propagacion
clonal in vitro (SH10b)

Macronutrientes Cantidad
KNO3 50 g/L
MgS0O,.7H,0O 8 g/L
CaCl,.2H,0 4 g/L
NH; H>,PO, 6 g/L
Micronutrientes

KI 0,1g/L
HsBO3; 0,5 g/L
MnSO.,.H,0 1g/L
ZnS0,.7H,0 0,1 g/L
Na,Mo00,.2H,0 0,01 g/L
CuS0,.5H,0 0,02 g/L
CoCl,.6H,0 0,01 g/L
Vitaminas

Acido nicotinico 0,5 g/L
Piridoxina 0,025 g/L
Tiamina 0,59g/L

5.1.2. Obtencion de réplicas por estaquillado

Para la obtencion de réplicas por estaquillado se utilizaron fragmentos de tallo con
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yemas (o esqueje) de cada una de las lineas transgénicas de 2-3 semanas de edad
gue se encontraban en el invernadero. Para ello, una vez elegida la linea transgénica,
se realizé un corte horizontal bajo un nudo para cada uno de los tallos que contenga el
apice. Un ejemplo seria el que se muestra en el primer paso de la Figura 24, donde
tenemos una linea transgénica con 3 tallos y al realizar el corte, obtenemos 3 esquejes
con &pices. A continuacion, la zona de corte se puso en contacto con una mezcla de
hormonas comercial [INABAR PLANT: &cido indolbutirico (IBA) 0,1% vy &cido
naftalenacético (NAA) 0,1%)] y se introdujo en una maceta con sustrato. Hay que
tener especial cuidado a la hora de introducir el esqueje en el sustrato para que no
pierda la mezcla de hormonas incorporadas en la zona de corte. Para ello, abrimos un
hueco en la tierra, y una vez introducido el esqueje, cerramos con ayuda de los dedos
(Figura 29).

mezcla de hormonas
(IBA+HAA)

Figura 29. Propagacidn clonal de plantas de alfalfa utilizando una mezcla de hormonas
IBA+IAA.

Seguidamente, las macetas se cubrieron con un plastico durante 2 semanas, y se
fue agujereando durante una semana mas. Después de las 3 semanas, se retird el
plastico y de este modo, de cada uno de los esquejes propagados obtuvimos clones
de la linea transgénica. Como se observa en el ejemplo descrito en la Figura 30,
tuvimos que repetir el proceso varias veces hasta poder conseguir 6 clones de cada

linea.
Una vez obtenido el nimero de clones de la linea transgénica necesario para la

caracterizacion fenotipica, se realizo la poda (como se muestra en el ejemplo de la

Figura 30) y que se describe a continuacion.
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Materiales y métodos
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Figura 30. Esquema de propagacion clonal de plantas de alfalfa por estaquillado.
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5.1.3. Poda de las plantas transgénicas para fenotipado

Como no pudimos conseguir semillas de las lineas transgénicas RSY27 y RSY4D
debido a su poca fertilidad, tuvimos que realizar la poda de las plantas transgénicas
para su fenotipado. La poda de las plantas transgénicas se realiza con el fin de
conducir el desarrollo de la planta, desde el principio, para un crecimiento de ramas
bien dispuestas y equilibradas, y de este modo, conseguir una homogeneidad entre los
distintos clones para cada linea transgénica. Asi, la poda bien hecha favorece la
adecuada distribucién de las ramas, lo cual garantiza que la luz del sol llegue también

al interior de la planta, crezca de manera armonica y florezca mejor.

Para ello, fue necesario hacer un corte en el 2°-3* nudo de cada tallo de la planta,
cuando éstas tenian 6 6 mas nudos. Ademas, fue necesario que al tallo podado se le

quitase todas las hojas (Figura 31).

Figura 31. Poda de las plantas transgénicas para fenotipado (A). Planta con 6 o0 mas nudos
(B). Planta que se ha podado haciendo cortes en el 2°-3* nudo de cada tallo y que se han

quitado todas las hojas.

De esta forma, repitiendo este proceso 2 6 3 veces, pudimos utilizar a continuacion
los tallos nuevos que se desarrollaron para la caracterizacion fenotipica de las plantas.
Para ello, se estableci6 como tiempo O la fecha de la ultima poda (Comunicacion

personal de la Dra. Lina Gallego y del Prof. R. Dixon, North Texas University, USA).
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5.1.4. Evaluacion del nivel de ploidia

Las plantas transgénicas regeneradas se sometieron a un analisis para medir su
nivel de ploidia antes de transferirlas al invernadero, ya que se han descrito posibles
variaciones en el nivel de ploidia en plantas transgénicas de alfalfa regeneradas in
vitro. Esto podria afectar al fenotipo de la planta y por ello es mejor asegurarse antes
de seleccionar las lineas que vamos a retener para su evaluacion fenotipica. El nivel
de ploidia de cada planta fue analizado por citometria de flujo. Este método permite la
cuantificacién del contenido de DNA nuclear de las células segun el método de
Smulders et al. (1994). Los nucleos fueron extraidos de células de hojas transgénicas
y de plantas control. Un trozo de hoja de aproximadamente 1 cm? se corté6 en
pequefios trozos con la ayuda de una cuchilla y se les afiadié 200 pl de tampdn de
extraccion de nudcleos (Partec) y 800 pl de una solucién para tedir el DNA que
contiene: 1 mg/l de DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol). Tras resuspender la mezcla, se
filtra a través de una malla de nylon de 50 um. La suspension de nucleos se hace
circular por el circuito de microtubos de un analizador de ploidia (Partec PA-Il Ploidy
Analyser), equipado con una ldmpara de mercurio que emite luz ultravioleta de 366
nm. La corriente de nucleos en suspension pasa por una camara de cuarzo (conducto
de 10 um que no permite el paso simultaneo de dos unidades), donde es iluminada
por una fuente de luz ultravioleta. Como consecuencia, el fluorocromo DAPI fijado al
DNA emite una fluorescencia proporcional a la cantidad de DNA del nicleo, que es
reconocida y captada por un fotorreceptor. El sistema informatico que lleva
incorporado el citbmetro convierte cada sefial fluorescente en un punto sobre la
pantalla que se sitla en distintas posiciones de acuerdo con su intensidad. El gréafico
resultante ordena los datos segun el contenido nuclear de DNA en el eje de abscisas y
contabiliza el nimero de ndcleos de cada tipo en el eje de ordenadas. El sistema se
calibra previamente utilizando un material vegetal del que se conoce su nivel de ploidia
(planta madre). Una vez ajustado, el resto de muestras se analizan de la misma forma

gue el testigo para poder comparar las gréficas resultantes.

5.1.5. Caracterizacion morfoldgica de las lineas transgénicas de
Medicago sativa 35S::MsTFL1la

5.1.5.1. Caracterizacién macroscopica

Para la caracterizacion de las plantas transgénicas de M. sativa se evaluaron
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diferentes caracteres fenotipicos, tanto de desarrollo vegetativo como de desarrollo
reproductivo. En la Tabla 10 se muestran los caracteres que se evaluaron en las

plantas 35S::MsTFL1a y en las plantas silvestres:

Categoria Caracter

Desarrollo vegetativo Altura total planta
Numero entrenudos
Longitud entrenudos
Area hojas

Biomasa

Longitud peciolos

Diametro tallo

Desarrollo reproductivo Tiempo floracién

Tamano inflorescencias

Numero flores por inflorescencia
Separacion entre flores

Organos flores

Tabla 10. Caracteres del desarrollo vegetativo y reproductivo utilizados para fenotipar las

plantas 35S::MsTFL1ay compararlas con los de las plantas silvestres.

A. Desarrollo vegetativo

Para evaluar caracteres del desarrollo vegetativo y reproductivo, se aclimataron 6
clones procedentes de estaquillado pertenecientes a cada linea transgénica
35S::MsTFL1la. Su aclimatacion se acoplé con el crecimiento, en invernadero, de
plantas silvestres procedentes también de clones por estaquillado. El disefio
experimental fue el que se explica a continuacion: las plantas se dispusieron en
bandejas, con 6 macetas por bandeja, alternando 2 plantas por linea transgénica-2
plantas silvestres y se cultivaron hasta la transicion floral bajo condiciones de
invernadero. En este tiempo se evaluaron los distintos caracteres vegetativos. Para la
caracterizacion del desarrollo vegetativo, recolectamos aquellos tallos de cada clon
que habia florecido, de este modo, caracterizamos un total de 10 tallos florecidos para

cada linea transgénica y para las plantas silvestres.

El peso fue evaluado en seco (3 semanas en estufa a 50 °C) mediante una
balanza analitica, mientras que el resto de atributos fisicos cuantitativos se evaluaron

mediante un pie de rey (nonius) y una regla. Ademas, se desarrollé6 un procedimiento
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para la medicion del area foliar mediante el uso de un escéner de mesa y el software
IDRISI® (Lallana 1999).

B. Desarrollo reproductivo

Para analizar el efecto de la expresion constitutiva de MsTFL1a sobre el tiempo de
floracion en las distintas lineas transgénicas 35S::MsTFL1a se utiliz6 como medida del
tiempo de floracién el recuento del nimero de nudos formados. Para hacer este
recuento se midié en cada uno de los 10 tallos escogidos de cada clon el nimero de

nudos formados desde la base del tallo hasta la primera inflorescencia.

Por otro lado, teniendo en cuenta que se determiné como dia 0 el dia en que se
realizé la dltima poda, se fijaron 3 tiempos distintos (20, 27 y 41 dias) para calcular el
porcentaje de clones que habian florecido para cada una de las lineas transgénicas en

comparacion a las plantas control.

5.1.5.2. Caracterizacion microscopica

Para la caracterizacion microscépica de las plantas transgénicas de M. sativa se
realizaron cortes transversales y longitudinales de tallos incluidos en parafina. Para
ello se escogi6 un tallo de cada clon, siendo un total de 6 para cada linea transgénica,
y se realizaron cortes transversales (3 por tallo) en el pendltimo entrenudo de cada
tallo (entrenudo 13 para los tallos de las plantas transgénicas y 17 para las silvestres).
Ademas, se hicieron cortes longitudinales (3 por tallo) también en el pendltimo y Gltimo
entrenudo de otros 6 tallos para cada linea. Las secciones obtenidas, se incluyeron en
parafina, se procesaron mediante una tincién con toluidina 0,5 % (Materiales y
Métodos, apartados 2.2 y 2.3) y finalmente se visualizaron mediante microscopia

Optica.

A continuacién, se muestran los caracteres que se evaluaron en las plantas

35S::MsTFL1ay en las plantas silvestres:

A. Areadel anillo vascular

Para evaluar el area del anillo vascular se tomaron imagenes de los cortes

transversales visualizados mediante microscopia 6ptica fijando una escala adecuada.
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Materiales y métodos

Posteriormente las imagenes se trataron con el programa ImageJ utilizando la opcién

gue nos permite medir areas con una escala previamente fijada.

Figura 32. Caracterizacion del anillo vascular del tallo en plantas de sobreexpresion del
gen MsTFL1a y plantas silvestres. En rojo se muestra el area del anillo vascular de un corte

transversal de tallo. Anillo vascular (Av).

B. Numero de haces vasculares

Para contar el niumero de haces vasculares se usaron las imagenes utilizadas

anteriormente.

Figura 33. Caracterizaciéon del niumero de haces vasculares del tallo en plantas de
sobreexpresiéon del gen MsTFL1a y plantas silvestres. En rojo se muestra el conteo del

nimero de haces vasculares de un corte transversal de tallo.
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C. Areadel parénquima de la médulay del xilema
Para evaluar el area del parénquima de la médula y del xilema se utilizaron las

mismas imagenes y se trataron con el programa ImageJ mediante la opciéon que nos

permite medir areas.

A - B

Figura 34. Caracterizacion del parénquima de médula y de xilema del tallo en plantas de
sobreexpresion del gen MsTFL1a y plantas silvestres. (A). En rojo se muestra el area del
parénquima de médula en un corte transversal de tallo. (B). En rojo se muestra el area del

parénquima de xilema en un corte transversal de tallo.

D. Longitud de las células del parénquima de la médula y del

xilema

Para evaluar la longitud de las células del parénquima de la médula y del xilema se
utilizaron las iméagenes anteriormente descritas. En este caso se utilizé en el ImageJ la
opcién que nos permite medir segmentos con una escala previamente fijada. Para ello,
se midieron las células de 5 hileras distintas por corte transversal y se realizaron dos

repeticiones del experimento (Figura 35).

E. Numero de células del parénquima de la médula y del xilema

Para contar el nimero de células del parénquima de la médula y del xilema se
utilizaron las mismas imagenes. En esta ocasion se conto el numero de células que
habia en 6 hileras distintas por corte transversal a lo largo del diametro. Se realizaron

dos repeticiones del experimento (Figura 36)
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Materiales y métodos

F. Longitud de las células del penultimo y ultimo entrenudo

En este caso, para evaluar la longitud de las células del penultimo y udltimo
entrenudo se tomaron imagenes de los cortes longitudinales de ambos entrenudos
visualizados mediante microscopia Optica fijando una escala adecuada. Hicimos
coincidir su longitud con su diametro horizontal. Posteriormente las imagenes se
trataron con el programa ImageJ utilizando la opcion que nos permite medir
segmentos con una escala previamente fijada. Para ello, se midi6 las células de 4
hileras distintas por corte longitudinal y se realizaron dos repeticiones del experimento
(Figura 37).

~Longitud células_ 4
rénquima .
g

B ee:

Figura 35. Caracterizacion de la longitud de las células del parénquima de médula y de
xilema del tallo en plantas de sobreexpresién del gen MsTFL1a y plantas silvestres. (A).
En rojo se muestra la seccion 1 utilizada para medir la longitud de las células del parénquima
de médula en un corte transversal de tallo. (B). En rojo se muestra la seccién 1 utilizada para

medir la longitud de las células del parénquima de xilema en un corte transversal de tallo.
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Figura 36. Caracterizacion del numero de células del parénquima de médula y de xilema
del tallo en plantas de sobreexpresiéon del gen MsTFL1a y plantas silvestres. (A). En rojo
se muestra la seccién 1 utilizada para contar el nimero de células del parénquima de médula
en un corte transversal de tallo. (B). En rojo se muestra la seccién 1 utilizada para contar el

namero de células del parénguima de xilema en un corte transversal de tallo.
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Figura 37. Caracterizacion de la longitud de las células del penultimo y dltimo entrenudo
del tallo en plantas de sobreexpresién del gen MsTFL1a y plantas silvestres. (A). En rojo
se muestra la seccidn 1 utilizada para medir la longitud de las células en el penultimo entrenudo
en un corte longitudinal del tallo. (B). En rojo se muestra la secciéon 1 utilizada para medir la

longitud de las células en el dltimo entrenudo en un corte longitudinal del tallo.

5.1.6. Evaluacién de laruta de biosintesis de flavonoides

Para detectar la sintesis de novo de proantocianidinas (PAs) en plantas
transgénicas de M. sativa se llevaron a cabo distintas técnicas: el analisis colorimétrico
por DMACA, la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) y la hidrdlisis de Bate-
Smith.

5.1.6.1. Extraccion y cuantificacion de PAs solubles por DMACA

Para la determinacién especifica de flavanoles (monémeros y condensados) se ha
utilizado un método basado en su reaccion con aldehidos para dar lugar a la formacion
de compuestos coloreados. Este andlisis colorimétrico es conocido como reaccion con

DMACA (p-dimetilaminocinnamaldehido).

La extraccion de flavanoles de las hojas de N. benthamiana y M. sativa se realizd
segun el protocolo descrito por Pang et al. (2007). La extraccién se realizé a partir de 2
g de material fresco que se maceraron con nitrdgeno liquido y se extrajeron con 8 ml
de solucion de extraccion (acetona 70%:1% de &cido acético). Los extractos se

agitaron vigorosamente en un vortex, posteriormente se sonicO la mezcla a 30 °C
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durante 30 min y después se centrifugaron a 8000 rpm durante 10 min para eliminar
los restos celulares. El sedimento se resuspendié en 4 ml de solucion de extraccion y
se repitieron los mismos pasos de nuevo como anteriormente. Los sobrenadantes de
ambas extracciones (12 ml) se recogieron y se transfirieron a vasos de precipitados de
vidrio de 25 ml en los que la acetona se evaporé bajo presion reducida. La fase
acuosa restante se extrajo dos veces con 10 ml de diclorometano y tres veces con
hexano. Las muestras finalmente se evaporaron a sequedad y se disolvieron en 1 ml
de la primera solucion de extraccion para la reaccion colorimétrica. Las PAs solubles
fueron cuantificadas por la reaccion DMACA utilizando estdndares de catequina, segun
el protocolo descrito por Pascual-Teresa et al. (1998). 20 ul del extracto final se mezclé
con 980 pl de reactivo DMACA (0,2% [w / v] DMACA en una mezcla de metanol y HCI
3N [1:1]) en cubetas del espectrofotometro. Para realizar los blancos, las muestras
fueron reemplazadas por 20 pl de solucion de extraccion. La absorbancia se midi6 a
640 nm después de 5 min usando un Pharmacia Biotech Ultrospec 1000E UV/Visible
spectrophotometer, y el contenido de PAs se calculd, después de restar las muestras

en blanco, como equivalentes de catequina.

5.1.6.2. Identificacion de compuestos fendlicos por croma-
tografia liquida de alta resolucién (HPLC) y espectrometria
de masas (MS)

5.1.6.2.1. Analisis directo

Esta analitica se realiz6 a partir de hojas agroinfiltradas y de hojas control de N.
benthamiana. Dichos tejidos foliares fueron macerados con nitrégeno liquido,

posteriormente se liofilizaron y se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

Para la extraccion de fenoles se disolvio 0,02 g del liofilizado en 1 ml de metanol
50% y la mezcla se agitd con vértex durante 2 minutos. A continuacion, dicha mezcla
se sometid a ultrasonidos durante 15 min (Sonicator Branson 5510, Emerson,
Danbury, CT) y se centrifugé a 3000 rpm durante 15 min a 4 °C (Centrifuga 5804 R,
Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Los sobrenadantes se filtraron con un filtro de PVDF

de 0,22 um (Millipore, Billerica, MA) y se inyectaron en LC / MS.

La identificacién de los fenoles se realizaron con un equipo Agilent 1100 Series

(Agilent, Santa Clara, USA) equipado con bomba binaria G1312A, un muestreador
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automatico G1313A, un detector de fotodiodo G1315B, y un desgasificador G1322A
controlado por el software Agilent v. A08.03. El detector de fotodiodo se acopl6 con un
detector de Masas tipo Trampa MSD 1100 Series (Agilent) con un sistema de
ionizacion por electrospray (ESI), con las siguientes condiciones: el capilar se
encontraba a 350 °C y 3-3,5 kV de tension, y la exploracion de masas (MS) y MS / MS
se midio entre 100-1500 m/z. Los experimentos de fragmentacion se realizaron en la
trampa de iones utilizando helio como gas de colision, y la energia de colision se fijo
en 75%. Los datos de espectrometria de masas se adquirieron en los modos de
ionizacion negativa. Se utilizé una columna Pursuit XRs C18 250 x 4,6 mm, 5um de
tamafio de particula de Varian (Agilent, Santa Clara, CA) con un flujo de la fase mévil
de 0,8 ml/min. Los disolventes de la fase mévil fueron acido férmico 1% en agua (A) y
acetonitrilo (B) que se usaron con el siguiente gradiente: 2% de B y 98% de A a los 0
min, 32% B y 68% de A a los 30 min, 40% de By 60 % de A a los 40 minutos, y 95%
de By 5 % de A a los 50 minutos, seguido por pasos de lavado y acondicionamiento.
Los datos del fotodiodo se registraron entre 250 nm-700 nm y los compuestos
fendlicos se identificaron a 280 nm, 320 nm, 360 nm, y 520 nm. Las integraciones

fueron realizadas por Agilent ChemStation para LC 3D, Rev. B.01.03 SR1.

5.1.6.2.2.  Analisis por floroglucinolisis

Por otro lado, en hojas transformadas y en hojas control de N. tabacum, se llevo a
cabo la identificacion de compuestos fendlicos mediante el andlisis directo
anteriormente descrito. Ademas, se realiz6 también un analisis de dichos compuestos
mediante el uso del método de floroglucinolisis en el que se utilizé6 una optimizacion
del método descrito por Kennedy y Taylor (2003). Para ello, a 100 ul de extracto
metandlico de cada una de las muestras se le afiadi6 100 pl del reactivo de
floroglucinolisis conteniendo 100 g/L de floroglucinol y 20 g/L de acido ascérbico en
HCI 0,2N en metanol. La reaccién se llevd a cabo a 50 °C durante 20 minutos.
Transcurrido este tiempo, se adicionaron 2 volimenes de acetato de sodio 200 mM
para parar la reaccion. Después las muestras fueron centrifugadas durante 10 minutos
a 13000 rpm y colocadas en viales para su posterior inyeccion en el HPLC. La
separacion de los productos de reaccion (unidades terminales y aductos con el
floroglucinol) se realizdé en un cromatografo liquido Waters 2695 (Waters, PA, USA),
equipado con un detector de fotodiodo Waters 2696. La columna utilizada fue una
Atlantis C18 (250 x 4,6 mm, 5 um de tamafio de particula) protegida con una
precolumna del mismo material (20 x 4,6 mm, 5 um de tamafio de particula) (Waters,

Milford, USA) y con un flujo de la fase movil de 1ml/min. Los disolventes de la fase
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movil fueron 2,5% de acido acético en H20 (A) y aceto nitrilo (B) por el siguiente
gradiente: 3% de By 97% de A a los 0 min, 9% de By 91% de Aalos 5 min, 16% de B
y 84% de A a los 15 min y 50% de Ay B a los 45 min seguido de lavado y

acondicionamiento.

5.1.6.3. Reaccidon Bate-Smith

El método butanol-HCI originalmente propuesto por Bate-Smith (1973) para la
medicion de taninos condensados es simple y especifico. Este ensayo colorimétrico
implica la escisién oxidativa de proantocianidinas con la reaccion butanol-HCI. La
hidrélisis de las proantocianidinas es un requisito previo para la determinacion de

estas moléculas en un extracto.

La reaccion se llevd a cabo con 5 ml de extracto acuoso de hojas y tallos de alfalfa,
que fueron introducidos en tubos de ensayo de vidrio pyrex de 10 ml. El extracto
acuoso de la planta se mezcl6 con 2,5 ml de HCI / butanol (HCl:butanol = 19: 1) y se
incubaron en un bafio de agua a 88 °C durante 30 minutos sin agitacién. Un extracto
de hojas de té verde (rico en taninos condensados) se us6é como control positivo.

5.2. Transformacion transitoria en hojas de Nicotiana benthamiana

Para este ensayo se utilizaron las construcciones multigénicas 35S::Roseal-
Delila:: T35S, 35S::Roseal-Delila-MtANR:: T35S, 35S::Roseal-Delila-MtLAR::T35S vy
35S::Roseal-Delila-MtANR-MtLAR::T35S generadas mediante el sistema de
multiclonaje por médulos GoldenBraid (ver apartado 4.3.5). Cada construccion se
introdujo en la cepa bacteriana C58 de A. tumefaciens por separado con objeto de
realizar un experimento de agroinfiltracion por cada construccion. En primer lugar la
bacteria que portaba la construccion de interés, se cultivé en medio LB suplementado
con los antibi6ticos de seleccion, a 28°C durante 16 horas. Al dia siguiente, se midio la
Densidad Optica (OD) a 600 nm, y a partir de esta lectura se hicieron los calculos para
obtener una ODgy de 0,3 diluyendo con medio liquido LB. El cultivo (a la
concentracion adecuada) se centrifugdé a 5000 r.p.m durante 5 min, se elimin6 el
sobrenadante y el sedimento se resuspendi6é en 2ml de la solucién de infiltracion (1ImM
MES; 0,1mM MgCl,; Acetosiringona 200uM). La incubacién se realiz6 a temperatura
ambiente, en oscuridad y agitacion constante durante dos horas. Posteriormente con

una jeringuilla sin aguja, se agroinflitraron mediante presion sectores del envés de
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hojas de Nicotiana benthamiana. En total se agroinfiltraron 3 hojas por cada planta (de
3 semanas de edad). Después de cinco dias, se observo si las hojas presentaban
pigmentacion antocianica. Se tomaron porciones circulares de hojas agroinfiltradas de
aproximadamente 1 cm de didmetro para posteriores analisis. De algunos de estos
sectores se extrajo RNA que se utilizd para la sintesis de cDNA necesario para los
experimentos de RT-PCR semicuantitativa. Otros sectores se utilizaron para los
ensayos de deteccién de compuestos fenélicos mediante DMACA y HPLC.

5.3. Transformacion estable de plantas de Arabidopsis thaliana

Para la generacién de plantas transgénicas de Arabidopsis se utilizdé el ecotipo
silvestre Columbia (Col-0). La trasformacion se realizé segin el protocolo de

infiltracién descrito por Bechtold y Pelletier (1998) con algunas modificaciones.

En primer lugar, se sembraron 20 semillas de Arabidopsis en macetas de 12 cm de
didmetro en condiciones de dia largo. Tras 4 semanas de cultivo aproximadamente,
las plantas presentaban la primera inflorescencia y ya estaban listas para ser

transformadas.

Tres dias antes de la infiltraciébn, se prepar6 un precultivo de 5 ml de A.
tumefaciens cepa C58 que llevaba la construccién de interés. El medio se suplementé
con los antibioticos indicados y se incub6 durante una noche a 28°C. Al dia siguiente
se prepar6 un cultivo de 500 ml de LB, suplementado con los antibi6ticos
correspondientes, el cual se inocul6 con los 5 ml del precultivo y se incubé durante 48
horas a 28°C en agitacion. Transcurrido este tiempo las células se centrifugaron a
6000 r.p.m. durante 15 min. El sedimento se resuspendié en 500 ml de medio de
infiltracién (2,2 g/L MS; sacarosa 5% (p/v); 0,5 g/L MES; 0,03% Silwet L-77; a pH 5,7).
Las plantas se sumergieron en la suspension de A. tumefaciens en medio de
infiltracién durante 5 min aproximadamente. Posteriormente las plantas se secaron
ligeramente en un papel absorbente, y se cubrieron con bolsas de plastico. Luego se
llevaron al invernadero y un dia después se les retir0 el plastico. Las plantas
permanecieron en el invernadero hasta la recoleccion de las semillas. Una vez

recolectadas las semillas se secaron a 37°C durante 5 dias.
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5.3.1. Seleccio6n de transformantes

Para la seleccion de transformantes primarios las semillas se esterilizaron en una
solucion con 30% lejia y 0,01% de Triton X-100, durante 10 min. Luego se realizaron
3 lavados con agua estéril para eliminar la soluciobn anterior. Las semillas se
sembraron en el medio de germinacion suplementado con Higromicina (2,2 g/L MS;
20g/L sacarosa; 0,1g/L MES a pH: 5,9; con 0,6 % agar; 20 mg/L Higromicina; 300mg/L
Timentina). Las semillas se estratificaron a 4°C durante 4 dias, y luego se incubaron
en condiciones de fotoperiodo estandar, 16 horas de luz y ocho horas de oscuridad a
26 + 2 °C. Después de 7-10 dias, las plantas resistentes a la Higromicina se pasaron
al invernadero en las condiciones normales de cultivo, alli permanecian hasta la
obtencion de semillas. Cada planta se considerd una linea transgénica independiente
(TD).

5.4.Transformacion estable de Nicotiana tabacum

5.4.1. Cultivo de explantes primarios

Los explantes de partida para la transformacion fueron hojas jévenes del cv.
Otawa. Cada hoja se cortdé en cuadrados de 1 cm para facilitar la entrada de
Agrobacterium tumefaciens. Los explantes se pusieron con el envés en contacto con el
medio de induccibn de organogénesis IK 4.0/4.0 dispuesto en placas Petri,
suplementado con 200uM de acetosiringona, un compuesto fendlico que favorece la
infeccion de la bacteria en el tejido vegetal. La incubacién se realizé en oscuridad
durante 24 ha 26 £ 2° C.

5.4.2. Preparacion de Agrobacterium tumefaciens para la

transformacion

La cepa utilizada para la transformacion fue A. tumefaciens LBA4404 que contenia
las construcciones de interés. El cultivo bacteriano se incub6 a 28°C en oscuridad y
agitacion constante, en medio LB suplementado con espectinomicina (100 pg/pl)
como presion de seleccidn y se hicieron subcultivos cada 48 h durante ocho dias. El
octavo dia se transfirieron 200 pl del cultivo bacteriano a 200 ml de medio LB

suplementado con acetosiringona a una concentracion de 200 uM, manteniendo las
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mismas condiciones de incubacion, hasta alcanzar una ODgy de 0,2-0,3,

correspondiente a una concentracion de inéculo de 102 — 10° UFC/m.

5.4.3. Cocultivo y lavado de explantes

Transcurridas las 24 h de cultivo, los explantes se sumergieron durante 5 min en
150 ml de cultivo de A. tumefaciens, agitando eventualmente (cocultivo). Tras la
inoculacién, se escurrieron en un bote con malla, en la cual quedaban retenidos los
explantes y se colocaron con el envés en contacto con el medio de organogénesis IK
4.0/4.0 suplementado con 200 uM acetosiringona. La incubacion duro 48 h con las
mismas condiciones descritas para el cultivo de explantes primarios. Pasado el tiempo
de incubacién los explantes se lavaron en medio de lavado (ML) suplementado con

cefotaxima (300 mg/L) a fin de detener el crecimiento bacteriano.

5.4.4. Induccidén de organogénesis

Tras el lavado, los explantes se secaron sobre papel de filtro estéril y se incubaron
en medio organogénico IK 4.0/4.0 suplementado con cefotaxima, sin presion selectiva
durante 48 horas en condiciones estandar. Transcurrido el tiempo, se pasaron a medio
organogénico IKZ 4.0/4.0/1.0 con presién de seleccién (Higromicina 25 pg/mL). Este
medio de cultivo permitio la formacion de callos organogénicos. El subcultivo se realizé
cada dos semanas alternando el antibiético que detiene el crecimiento de la bacteria
(cefotaxima y timentina). Cuando aparecian brotes individuales estos se separaban del
callo organogénico y se subcultivaban en medio de elongaciéon (MEL) hasta alcanzar
un tamafio mayor o igual a 1 cm, posteriormente se transferian a medio de

enraizamiento (ME).

5.4.5. Aclimatacién de plantas en invernadero

Una vez se observaban las primeras raices, las plantas se encontraban en
condiciones adecuadas para ser transferidas al invernadero. Se eliminaron con agua
los restos de agar que estaban adheridos a las raices, después se transfirieron a
macetas con fibra de coco y se cubrieron con un vaso de plastico transparente que fue

levantado paulatinamente hasta completar las dos semanas de aclimatacion.
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5.4.6. Soluciones y medios de cultivo utilizados

5.4.6.1. Solucién mineral MS de Murashige y Skoog (1962)

Macronutrientes mg/L
NH;NO; 1.650
KNO; 1.900
CaC|2.2H20 440
KH,PO, 170

Micronutrientes

Kl 0,83
H;BO4 6,20
MnSO,.4H,0 22,30
ZnS0O,.7H,0O 8,60
Na,Mo00O,.2H,0 0,25
CuS0,.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
FeNa.EDTA
FeSO,.7H,O 27,8
Na,.EDTA 37,3
5.4.6.2. Solucidén vitaminica
Vitaminas (mg/L)
Rivoflavinas 0,25
Acido nicotinico 2,5
Tiamina-HCI 10
Piridoxina-HCI 1
Acido félico 0,5
Biotina 0,05
D-Pantotenato calcico 0,5
Colina Clh 0,1
Glicina 0,5
L-Cisteina 1
Acido mélico 10
Acido ascorbico 0,5

Nota: Las vitaminas se disolvieron en agua. Se prepararon soluciones stock concentradas 100X

gue fueron almacenadas a — 20°C y se afadieron al medio antes de ajustar el pH.
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5.4.6.3. Medios de cultivo para transformacion estable de N.

tabacum
Medio de germinacién (MG) (g/L)
Solucién mineral MS
Sacarosa (g) 10
Agar (9) 8
Medio de lavado | Medios de inducci6n organogénica
(g/L) (ML) IK 4.0/4.0 IKZ 4.0/4.0/1.0
Solucién mineral | MS X X X
Sacarosa 30 X X X
Myo-inositol 0,1 X X X
Tiamina-HCI 0,001 X X X
Vitaminas SH SH X X X
IAA 0,004 X X X
Kinetina (K) 0,004 X X X
Zeatina (2) 0,001 X
Agar (9) 8 X X
Medio de enraizamiento(ME) (g/L)
Solucién mineral MS
Sacarosa 20
Myo-inositol 0,1
Tiamina-HCI 0,001
IAA 0,0001
Agar 8

Tabla 18. Medios de cultivo para transformacion estable de N. tabacum: medio de
germinaciéon (MG), medio de lavado (ML), medios de induccion organogénica (IK, IKZ) y

medio de enraizamiento (ME).

Notas:

e El pH del medio se ajust6 a 5,7 con KOH y HCI antes de afiadir el agar.

e La esterilizacion se llevo a cabo por calor himedo en autoclave, a 15 libras de presion a
120°C durante 20 min.

e La zeatina se esterilizé por microfiltracién y se agregé al medio inmediatamente antes de

servir en placas.
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5.4.6.4. Medios de cultivo estandar
Etapa del Medio de cultivo Antibiético (mg/L)
proceso
Higromicina | Timentina | Cefotaxima
Precultivo IK(4,0/4,0) - - -
Cocultivo IK (4,0/4,0) + - - -
Acetosiringona (200 yM)
Lavado IK (4,0/4,0) liquido - - 300
Cultivo sin IK (4,0/4,0) - - 300
presion selectiva
Cultivo con IKZ (4,0/4,0/1,0) 25 300* 300*
presion selectiva
Elongacion Medio de elongacion (MEL) 25 300* 300*
IK (4,0/4,0)
Enraizamiento ME 25 300* 300*

Nota.:

La timentina y la cefotaxima se iban alternando a fin de que la bacteria no creara resistencia al

antibiotico.

6. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos durante el transcurso de este trabajo se analizaron mediante el

programa STATGRAPHS Centurion XVI version 16.1.15. Cuando se compararon las

muestras, se empled un andlisis de varianza (ANOVA) considerando un valor de

P<0,05. En este caso el método empleado para discriminar entre medias fue el

procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher.
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Capitulo I: Resultados

CAPITULO I: Disefio de una metodologia eficiente para la transformacion
genética de la alfalfa (Medicago sativa L.) mediada por Agrobacterium

tumefaciens

En el inicio de este trabajo y tras fallidos intentos de reproducir eficazmente dos
protocolos de transformacion de alfalfa mediados por Agrobacterium tumefaciens que
habian sido anteriormente descritos, uno mediante embriogénesis somatica (Samac
2004) y el otro por transformacién in planta a partir de plantulas infiltradas (Weeks
2008), decidimos plantear como primer objetivo la puesta a punto de un protocolo de
transformacién que nos permitiera la obtencién de plantas transgénicas via A.
tumefaciens mediante embriogénesis somatica y con una eficiencia de transformacion
elevada. De este modo, podriamos disponer de una herramienta imprescindible para
la realizacién de los otros dos objetivos. Para ello, y basandonos fundamentalmente
en nuestra experiencia previa utlizando la metodologia desarrollada para la
transformacién genética de Medicago truncatula (Trinh et al. 2001; Cosson et al. 2006;
Chabaud 2007), hemos puesto a punto un protocolo para la transformacién genética
de esta leguminosa forrajera, utilizado inicialmente explantes de hoja del genotipo
Regen-SY de alfalfa (Bingham 1991; Samac et al. 2004), (Figura 38). En la figura 38
se pueden observar las fases inicial y final de este protocolo para producir embriones

transgénicos.

Figura 38. Fases inicial y final de la regeneracién in vitro via embriogénesis somética a
partir de secciones de hoja de alfalfa. (A). Secciones de hoja en medio de induccién de
callos con higromicina para seleccionar transformantes, los callos comienzan a formarse en los
bordes de los explantes. (B). Callos embriogénicos en medio de germinacion de embriones.
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1. Eleccion del genotipo de alfalfa, de la estirpe de Agrobacterium y del

agente de seleccién de transformantes

1.1.Seleccién del genotipo de alfalfa para los ensayos de

transformacion

Para desarrollar la metodologia de transformacién genética de alfalfa hemos
utilizado inicialmente explantes de hojas procedentes de plantas del genotipo Regen-
SY27 (Bingham 1991) propagadas in vitro y aclimatadas en invernadero. El genotipo
RSY27 presenta buenas tasas de regeneracion, si bien las plantas obtenidas tienen
una fertilidad muy reducida, motivo por el cual los estudios de fenotipos en una
segunda generacion y la comprobacion del mantenimiento de los transgenes de una
generacién a otra son casi imposibles debido a la escasez de semillas en las plantas
transgénicas. Por este motivo, las plantas madre deben mantenerse por propagacion
in vitro de esquejes o mediante estaquillado de brotes apicales o laterales como se
explica en la correspondiente seccién de Materiales y Métodos. Mas recientemente
hemos incorporado a nuestros ensayos una nueva linea del genotipo Regen-SY,
denominada RSY4D (The Samuel Roberts Noble Foundation, USA), obteniéndose
una alta capacidad de embriogénesis in vitro similar a la del genotipo RSY27 original.
Este mismo protocolo lo estamos utilizando actualmente para transformar el genotipo
comercial Aragén, el mas cultivado en nuestro pais, con el que ya hemos realizado

distintas pruebas de proembriogénesis y embriogéneis con resultados parecidos.

1.2.Eleccién de la estirpe de Agrobacterium mas infectiva para la

alfalfay del agente de seleccion de transformantes

En la mayoria de trabajos publicados con anterioridad para la puesta a punto de
la metodologia para la transformacion genética de la alfalfa, se utiliz6 la cepa de
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 (Samac et al. 2004), al igual que el gen nptll
(neomicina fosfotransferasa) que confiere resistencia al antibidtico kanamicina.
Nosotros afiadimos a nuestros ensayos para la eleccion de la cepa de Agrobacterium

una cepa mas infectiva, la AGL1 (Lazo 1991).

En muchos de estos trabajos se indica que la seleccion con 50 mg/L de
kanamicina propicia la aparicion de escapes que tienen como consecuencia la

obtencion de falsos transformantes o quimeras en los que posteriormente se
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comprueba la ausencia de los transgenes. En nuestra experiencia previa con
Medicago truncatula, ya habiamos comprobado que las construcciones que portaban
el gen nptll que confiere resistencia al antibiético kanamicina (50 mg/L) daba lugar a la
aparicion de escapes, y concentraciones superiores del antibiético resultaban letales
para la planta. Por tanto, decidimos probar otros agentes de seleccién alternativos
como es el caso de la resistencia al antibidtico higromicina mediante el uso del gen
hptll (higromicina fosfotransferasa) en nuestras construcciones. La ventaja de este
antibiético es que se puede utilizar a bajas concentraciones (15 mg/L) y por tanto
resulta menos toxico para la planta (Cosson et al. 2007; Chabaud et al. 2008).

Asi pues, se realizaron distintos ensayos de transformacién de alfalfa utilizando
inicialmente explantes de hojas procedentes de plantas del genotipo Regen-SY27 en
los que se utilizaron combinaciones de las dos cepas de A. tumefaciens (LBA4404 y
AGL1). Estas a su vez portaban dos tipos de construcciones, una de ellas llevaba el
gen reportero GUS y la resistencia a kanamicina para la seleccion de transformantes,
y la otra portaba también el gen reportero GUS vy la resistencia a higromicina como

agente de seleccion.

Con los resultados de estos ensayos, se concluy6é que utilizando la cepa AGL1
de A. tumefaciens y la resistencia a higromicina (15 mg/L) se obtenian los mejores
resultados en las distintas fases de la regeneracion de transformantes (callogénesis,
proembriogénesis y embriogénesis), en comparacién con la cepa LBA4404 y la
resistencia a kanamicina (50 mg/L). En la figura 39 se puede ver un resumen grafico

de estos resultados.
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Figura 39. Combinaciones de las dos cepas de Agro LBA4404 y AGL1 con la seleccidn a

kanamicina o higromicina y su efecto en las distintas fases de la regeneracion in vitro.

Los valores representan el porcentaje de callos regenerados en las distintas fases de la

regeneracion por embriogénesis somatica: callogénesis, proembriogénesis y embriogénesis. La

combinacion de la cepa AGL1 con la resistencia a higromicina es la que da mayor porcentaje

de regeneracion.
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2. Protocolo detallado para la transformacién genética estable de alfalfa

mediada por A. tumefaciens

2.1.Germinacién de semillas de alfalfa

Escarificacién: se pusieron alrededor de 20-30 semillas en 5 ml de &cido
sulfarico concentrado en un tubo falcon de 50 ml y se dejaron sumergidas durante 5

minutos (es mejor no agitar ya que las semillas se pegan a las paredes del tubo).

Lavado: se retird el cido y se afadieron unos 45 ml de agua destilada estéril. Se
volted la mezcla durante dos minutos y, seguidamente, se retir6 el agua. Este proceso
se repitié 3-4 veces.

Germinacion: se prepard un papel de filtro humedecido en una placa Petri. Esta
placa debia contener alrededor de unos 5-6 ml de agua (evitando que hubiese un
exceso de agua). A continuacion, se vertieron las semillas en el papel humedecido y
se cerr0 la placa sellandola con film de plastico. Finalmente se tapo la placa con papel
de aluminio y se dejé a temperatura ambiente durante 2-3 dias.

Aclimatacién de plantas en el invernadero: las plantulas que habian germinado
se transfirieron a alveolos de plastico o a pequefias macetas con sustrato (50% de
turba rubia, 25% de vermiculita n°® 3 y 25% de perlita) en el invernadero. Se taparon
con un film de plastico para mantener las condiciones de humedad. A la semana, se
realizaron pequenfios orificios en el film de plastico y éste finalmente se retird. De este
modo, se mantuvieron las plantas de alfalfa en condiciones de invernadero a la espera
de su crecimiento y desarrollo para poder utilizarlas como fuentes de explantes para la

transformacion genética.

2.2.Preparacién del in6culo de A. tumefaciens AGL1

El protocolo comenzo 5 dias antes del co-cultivo sembrando una placa con medio
LB y el correspondiente antibidtico de seleccion con la estirpe de A. tumefaciens
AGL1 que contenia la construccién génica de interés conservada en stock de glicerol
a -80 °C. Para ello, se realiz6 una triple estria en una placa que se cultivé en estufa a

28 °C durante 72 horas. De este modo, pudimos aislar colonias.
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Dos dias antes del co-cultivo se picd una colonia de la placa anterior, se inocul6
en 3 ml de medio estéril LB con el antibiético correspondiente y se cultivd overnight
(o/n) a 28 °C en un agitador a 200 rpm. A la mafana siguiente el cultivo debia de estar
turbio, de este modo, obteniamos el pre-inéculo. Utilizando 1:300 v/v de este pre-
in6culo, se inoculd 25-40 ml de medio estéril LB con el antibidtico correspondiente en
un matraz de 250 ml y se dejo crecer la bacteria mediante agitacion a 200 rpm a 28
°C dejandolo o/n hasta llegar a una ODgg: 1.0.

El dia de la infeccién, se mezclo bien el cultivo que dejamos crecer o/n y se vertié
en un tubo de centrifuga de 250 ml. Se centrifugd a 6000 rpm durante 10 minutos a 4
°C, y se elimin6 con cuidado el sobrenadante. Dejamos el pellet que quedd en el tubo
de centrifuga a 4 °C hasta su uso. Justo antes de la infeccién resuspendimos el pellet
agitdndolo suavemente con el medio liquido de infeccibn CoM sin sacarosa ni
hormonas pero si con acetosiringona (100uM) para inducir el T-DNA, hasta que llegé
a una ODgqq: 0.5.

2.3.Preparacion de los explantes de hoja de alfalfa (cvs. Regen-SY 27,
RSYD4)

Se utilizaron explantes de hoja de plantas de alfalfa crecidas en condiciones de
invernadero. A diferencia de lo que esta descrito en algunos de los protocolos de
transformacion genética de alfafa donde utilizan como explante hojas procedentes de
plantas propagadas mediante cultivo in vitro, nuestra experiencia con M. truncatula
nos mostrd que el uso de explantes de hojas crecidas en condiciones de invernadero
resulta mas conveniente. Estas hojas son mas saludables, mas desarrolladas y mas

fuertes para tolerar el proceso de infeccion con la estirpe de A. tumefaciens elegida.

Para preparar los explantes de hoja de alfalfa, en cada experimento de
transformacién se recolectaron alrededor de 30 foliolos jovenes que estuviesen
completamente estirados. De cada hoja trifoliada se pueden obtener de 3 a 6

explantes dependiendo del tamafio de la hoja elegida.

A continuacion se lavaron las hojas con lejia al 10 % con una gota de Tween 20
durante 15 min en tarros magenta estériles (10 hojas por tarro), con el fin de que las
hojas no se apelmazaran, y se volvieron a lavar con agua estéril tres veces

consecutivas (Chabaud et al. 2008).
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2.4.Diseccidn de las hojas trifoliadas e infeccion

Una vez lavadas las hojas de alfalfa, se transfirieron a placas de Petri estériles
para llevar a cabo su diseccion. Para ello, se comenz6 por individualizar los tres
foliolos que componen una hoja seccionando los peciolos con un bisturi y finalmente
los foliolos se colocaron con el envés hacia arriba sobre la placa. A continuacion, se
cortaron las hojas con un bisturi estéril retirando los bordes laterales (Figura 40). Los

cortes asi producidos facilitan la entrada de las bacterias en el tejido vegetal.

Las hojas diseccionadas se incubaron con la suspension de A. tumefaciens que
contenia el plasmido de interés en placas Petri con medio liquido de infeccion CoM
durante 10 minutos. Este medio liquido no contenia ni sacarosa ni hormonas pero si

acetosiringona 100uM que fue esterilizada por microfiltracion (Tabla 11).

CoM: medio de co-cultivo Cantidad
MS (mezcla de sales) 4,30 g/L
Hidrolizado de caseina 0,25 g/L
Sacarosa 30 g/L
Vitaminas B5 de Gamborg 1 ml/L
2,4-D (10 mM) 1 ml/L
BAP (10 mM) 0,5 ml/L
Phytagel (Sigma) 8 g/L

Tabla 11. Medio de co-cultivo (CoM). pH= 5,7 con NaOH 1M.

Una vez finalizado ese tiempo, se secaron las secciones de hoja con papel de
filtro estéril y se colocaron en medio CoM sélido sin seleccién con el parte abaxial de
los foliolos hacia arriba. En este medio de cultivo se sustituy6 la kinetina como fuente
de citoquininas (Samac et al. 2004) por 6-bencilaminopurina (BAP). Los explantes
inoculados se mantuvieron durante 5 dias en oscuridad a 22 °C, en lugar de 24°C
como se describe en la mayoria de los protocolos. Disminuir la temperatura nos ha
servido para que el crecimiento del Agrobacterium sea lento y dafie lo menos posible
al explante (condicién fundamental para un resultado 6ptimo). Durante este tiempo,
Samac et al. (2004) eliminaban el exceso de Agrobacterium de los explantes mediante
una descontaminacion manual utilizando agua. Introducian los explantes en un tubo
falcon con agua y agitaban durante 20 segundos. Pasado este tiempo, secaban con
papel de filtro estéril y lo colocaban de nuevo en el medio anterior. Este proceso lo

repetian cada dos dias. Nosotros, cambiamos este proceso de descontaminacion tras
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los 5 dias de co-cultivo, llevando a cabo una incubacién en medio liquido CoM
sumplementado con 250 mg/L de ticarcilina (que inhibe el crecimiento de A.
tumefaciens) o/n a 28 °C y en agitacion a 180-200 rpm. Con la eliminacion del Agro en
medio liquido, evitdbamos la manipulacion excesiva del explante mediante la técnica
de arrastre, procediendo asi, la eliminacién del Agrobacterium es del 100 % en los

sucesivos subcultivos.

N
T

Figura 40. Esquema del proceso de diseccion de hojas de alfalfa 'y co-cultivo con Agro.

2.5.Induccién de callos embriogénicos y seleccion de transformantes

A continuacion, se transfirieron los explantes de hoja a medio soélido de
induccion de callos (IcM) suplementado con 250 mg/L de ticarcilina y con la
concentracién adecuada del agente selectivo segun el plasmido utilizado (en nuestro
caso higromicina 15 mg/L o kanamicina 50 mg/L), (Tabla 12). Se incubaron a 24 °C en
luz suave (30 pE/m?%s), subcultivdndose cada dos semanas. Al igual que el anterior,
este medio también contenia auxinas sintéticas (acido 2,4-diclorofenoxiacético, 2,4-D)
y citoquininas (BAP) que permitian la desdiferenciacion de las células vegetales y su
proliferacion. A los pocos dias de cultivo se produjo un engrosamiento de las zonas de
corte, que derivo en callo. Finalmente, se extendid por todo el explante (Figura 41 Ay
B). Ademas, con el traslado a condiciones de luz, el callo tom6 un color amarillo

verdoso con zonas de color verde mas intenso.
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IcM: medio de induccion de Cantidad
callos

MS (mezcla de sales) 4,30 g/L
Hidrolizado de caseina 0,25 g/L
Sacarosa 30g/L
Vitaminas B5 de Gamborg 1 mi/L
2,4-D (10 mM) 1 ml/L
BAP (10 mM) 0,5 ml/L
Phytagel (Sigma) 8 g/L

Tabla 12. Medio de induccidn de callos (IcM). pH= 5,7 con NaOH 1M.

Figura 41. Fases iniciales de la regeneracion in vitro a partir de explantes de hoja de
alfalfa. (A). Explantes de hoja en medio de seleccion en la fase inicial de formacién de callos.

(B). Callogénesis en los bordes de los explantes en medio IcM.

A las cuatro o cinco semanas de cultivo en medio IcM, se comenzaron a formar
las masas proembridgénicas (Figura 41). Estos callos se transfirieron a medio de
desarrollo de embriones (DeM) suplementado con 250 mg/L de ticarcilina, el agente
de seleccidn, y con 6M de prolina, ya que se ha descrito que la adicion de prolina a los
medios de cultivo incrementa la produccién de embriones sométicos a partir de masas
proembriogénicas (Baeksed et al. 1997), (Tabla 13). Ademas, a diferencia de lo que
esta descrito en el protocolo de Samac et al. (2004), seguimos manteniendo el
suplemento con auxinas. Estos callos se cultivaron con luz fuerte (60-80 uE/m?/s) a 24
°C en condiciones de 16 h de fotoperiodo. Finalmente, en este medio de cultivo se

produjo la diferenciacién y posterior desarrollo de embriones globulares (Figura 42).
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Capitulo I: Resultados

Figura 42. Callos proembriogénicos en medio de desarrollo de embriones (DeM).
Explantes de hoja en medio DeM en la fase inicial de formaciébn de embriones

(proembrigénesis).

DeM: medio de desarrollo Cantidad
de embriones

MS (mezcla de sales) 4,30 g/L
Hidrolizado de caseina 0,25 g/L
Sacarosa 30 g/L
Vitaminas B5 de Gamborg 1 mi/L
2,4-D (10 mM) 0,3 ml/L
Phytagel (Sigma) 7,59/l

Tabla 13. Medio de desarrollo de embriones (DeM). pH= 5,7 con NaOH 1M.

2.6.Desarrollo y germinacién de embriones para producir plantulas

Unas 4 semanas después de transferir a medio DeM, se observo la formacion de
embriones globulares. Cuando observamos esta formacion, se transfirieron a medio
de germinacion de embriones (GeM) sin hormonas y suplementado con 6M de
prolina (Tabla 14) para que los embriones continuaran su desarrollo (Figura 43 Ay B).
En el protocolo descrito por Samac et al. (2004), no se suplementa este medio con
prolina. Para que se llevase a cabo un buen desarrollo embrionario, disgregamos los
callos para poner bien en contacto a los embriones en desarrollo con el medio
selectivo para evitar la aparicion de escapes, pero identificando aquellos que
procedian de un mismo explante (Figura 44 A).
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GeM: medio de Cantidad
germinacion de embriones

MS (mezcla de sales) 4,30 g/L
Hidrolizado de caseina 0,25 g/L
Sacarosa 30g/L
Vitaminas B5 de Gamborg 1 ml/L
Phytagel (Sigma) 7,59/l

Tabla 14. Medio de germinacion de embriones (GeM). pH= 5,7 con NaOH 1M.

Figura 43. Callos embriogénicos en medio de germinacion de embriones GeM. (A). Callos
con embriones en distintas fases de desarrollo. (B). Embriones en fase cotiledonar (flechas)

antes de germinar y desarrollar plantulas.

Figura 44. Desarrollo de plantulas a partir de embriones germinados in vitro. (A). Callos
embriogénicos disgregados mostrando los embriones en desarrollo en contacto con el medio
de seleccion. (B). Plantulas desarrolladas a partir de embriones germinados, se observa la
formacion de raices y la aparicion de las primeras hojas trifoliadas. (C). Detalle de una planta

en desarrollo mostrando tallo con hojas trifoliadas y raiz.
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En este estadio, se podian separar los embriones en fase cotiledonar (Figura 45
D, E y F) para que continuaran germinando por separado o se podian dejar en este
mismo medio hasta que la raiz se desarrollara unos 2-5 mm de largo y la primera hoja
trifoliada también se desarrollara (Figura 44 B y C).

Una vez formadas las plantulas de alfalfa, se transferian a un medio de
desarrollo de plantas (DpM) sin prolina y sin seleccién (Tabla 15), en contenedores
mas altos (tipo Magenta) para que se desarrollara bien la raiz y la parte vegetativa de

la planta creciera en altura (Figura 45 G).

DpM: medio de desarrollo Cantidad
de plantas

MS (mezcla de sales) 4,30 g/L
Sacarosa 30 g/L
Vitaminas B5 de Gamborg 1 mil/L
Phytagel (Sigma) 7,5 g/L

Tabla 15. Medio de desarrollo de plantas (DpM). pH= 5,7 con NaOH 1M.

2.7.Aclimatacion de plantas a condiciones de invernadero

Las plantas bien enraizadas en los contenedores in vitro se transfirieron a
alveolos o a pequefias macetas con sustrato (50% de turba rubia, 25% de vermiculita
n° 3y 25% de perlita) cuando ya tenian formadas 2-3 hojas trifoliadas. Se taparon con
un film de plastico para mantener las condiciones de humedad y se aclimataron a
condiciones de invernadero progresivamente (Figura 45 H). La aclimatacién se realiz6
abriendo pequefios orificios en el film plastico para que en unos dias las plantas
cerraran sus estomas y se acostumbraran a la humedad ambiental del invernadero
(Figura 45 1).

La duracion del protocolo de transformacion desde que se inicia el co-cultivo de

los explantes hasta la aclimatacion de las plantas es de unas 20-25 semanas.
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Figura 45. Diferentes etapas del protocolo de transformacion de alfalfa y fases del
desarrollo embrionario. (A). Detalle de callo proembriogénico desarrollado en medio de
induccion (IcM). (B). Callo embriogénico en medio de desarrollo (DeM). (C). Callos
embriogénicos en medio de germinacion (GeM). (D). Detalle de callo embriogénico en medio
de germinaciéon (GeM) mostrando diferentes estadios del desarrollo embrionario. (E). Detalle
de callo con embriones germinado en fase cotiledonar. (F). Detalle de un embrion germinando
con radicula. (G). Plantulas de alfalfa procedentes de la germinaciéon de embriones en medio
de desarrollo de plantas (DpM). (H). Aclimatacién de plantas transgénicas enraizadas en
maceta en un mini-invernadero. (I). Planta transgénica aclimatada y en desarrollo

(invernadero).

Es conveniente mantener plantas stock mediante enraizamiento de esquejes en
medio de mantenimiento in vitro de esquejes (SH10b) (Chabaud et al. 2008),
(Tabla 16). El objetivo de la propagacion clonal es la obtencién de genotipos idénticos
al original a través de la multiplicaciéon vegetativa (a partir de las yemas axilares o del
meristemo caulinar). Otra ventaja de realizar esta practica es la produccion de clones

de una determinada planta transgénica de interés con objeto de disponer de planta
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abundante para la realizacion de analisis fenotipicos o moleculares (Figura 46).
También se pueden obtener clones mediante enraizamiento en maceta de yemas
axilares o apicales de plantas cultivadas en invernadero utilizando una mezcla de

hormonas de enraizamiento (IBA+IAA) como se describe en Materiales y Métodos.

Medio de propagacion clonal in vitro Cantidad
Macronutrientes 20x 50 ml/|
Micronutrientes 100x 10 ml/l
Vitaminas 100x 10 ml/l
Myo-inositol 19/l
Fe EDTA 5,5 ml/l
Sacarosa 10 g/l
Phytagel (Sigma) 7 g/l

Tabla 16. Medio de propagacion clonal in vitro (SH10b). pH= 5,7 con NaOH 1M.

Figura 46. Plantulas en desarrollo procedentes de la germinacion de embriones aislados
en medio de desarrollo de plantas (DpM). (A). Contenedor tipo Magenta con medio DpM.

(B). Detalle de las plantas en desarrollo. (C). Detalle de las raices de una planta en desarrollo.

3. Ensayos de GUS para el seguimiento del protocolo de transformacion

Con objeto de realizar un seguimiento del protocolo de transformacién y evaluar la
eficiencia del mismo, realizamos dos construcciones en el vector pMDC32 que
contenian el gen uidA (GUS-intrén) bajo el control de un doble promotor CaMV35S de
expresion constitutiva. Una construccion también llevaba el gen hptll y la otra el gen
nptll que confieren resistencia a higromicina y a kanamicina, respectivamente, con

objeto de seleccionar las células transformantes (Figura 47).
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pMDC32-2x358::uida

Figura 47. Construcciones en el vector pMDC32 del gen uidA (GUS-intrén) bajo el
control del promotor constitutivo CaMV35S (2x) y con los genes de selecciéon hptll y

nptll que confieren resistencia al antibidtico higromicina y kanamicina, respectivamente.

En la Figura 48 se pueden observar distintas tinciones de GUS correspondientes a
diferentes estadios de la regeneracion de embriones transgénicos a partir de callos
proembriogénicos. Observamos que ambas construcciones con sus respectivos
agentes de seleccién, dieron lugar a masas proembriogénicas y embriogénicas
transgénicas. Como ya habiamos comprobado anteriormente en M. truncatula, en los
callos de alfalfa que se desarrollan en medios con kanamicina aparece una mayor
proporcion de falsos transformantes, llegando a una proporcion de 1:5 respecto a los
callos transgénicos resistentes al antibiético higromicina (Figura 48 C).

Figura 48. Resultados de la transformacién de alfalfa Regen-SY27 con el gen delator
uidA (GUS). La tincion GUS (azul) indica la presencia de células transformadas. (A). Callo
embriogénico sin transformar. (B). Formacion inicial de masas embriogénicas transgénicas
resistentes a higromicina. (C). Masa embriogénica transgénica (azul) resistente a kanamicina
junto a una no transgénica (verde). (D). Callo embriogénico en los primeros estadios de
formacién de embriones en un callo resistente a higromicina. (E). Germinacién embriones
transgénicos en medio con higromicina. (F). Embrién transgénico en fase cotiledonar resistente

a higromicina.
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4. Evaluacion de la eficiencia del protocolo de transformacion

La evaluacion de la eficacia del protocolo descrito en este capitulo, se ha realizado
en el contexto de un proyecto de investigacion realizado durante cinco afios en
nuestro laboratorio y en el que se han transformado tres variedades de alfalfa, Regen-
SY 27, RSY 4D y el genotipo comercial Aragén, con distintas construcciones génicas
introducidas via A. tumefaciens AGL1 y utilizando el gen de seleccion hptll

(resistencia a higromicina).

Los datos correspondientes a los tres procesos de regeneracion de embriones,
callogénesis, proembriogénesis y embriogénesis, proporcionados por distintos
eventos de transformacion, han sido utilizados para realizar la estimacion de la
eficiencia del protocolo de transformacion desarrollado. La formacion de callos
(callogénesis) ocurri6 entre el 91-100% de los explantes inoculados y en la
proembriogénesis se observaron eficiencias cercanas al 60-80% para los tres
genotipos. La formacion de callos embriogénicos viables resulté en una eficiencia en
torno al 50 % tanto para la Regen-SY27, como para la RSY 4D. Este porcentaje de
embriogénesis se refiere a la formacion de embriones en fase cotiledonar (maduros)
que continuaron su desarrollo hasta la produccion de plantas completas. Este proceso
se ve disminuido en el caso de la variedad comercial Aragén donde el porcentaje de
embriogénesis es en torno al 13 % (Figura 49).

La eficiencia de transformacion medida como la obtencion de plantas transgénicas
completas a partir de un explante inicial, es dificil de precisar debido a la variabilidad
de cada ensayo de transformacion. Esta variabilidad esta posiblemente determinada
por las diferencias en la produccion y maduracién de embriones dependiendo del
estado fisiol6gico del material de partida y de las diferencias que en algunas
ocasiones mostraron las plantas madre de un mismo genotipo en cuanto a su
capacidad de regeneracion. Asi pues, podemos concluir que el 50 % de los explantes
inoculados tuvieron la capacidad de regenerar embriones maduros via embriogénesis
somatica, y que el 80-100 % de las plantas que se obtuvieron de esos embriones,

contenian el T-DNA con el conjunto de transgenes introducidos.
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Figura 49. Media de los diferentes eventos de transformacion para evaluar la eficiencia
del protocolo en tres cultivares de alfalfa: RSY 27, Aragén y RSY 4D, utilizando la cepa
AGL1 y el gen de seleccidn hptll (resistencia a higromicina). Los valores medios
representan el porcentaje de regeneracion en las distintas fases del proceso de embriogénesis
somética (callogénesis, proembriogénesis y embriogénesis) en tres cultivares de alfalfa: RSY
27, Aragon y RSY 4D. La combinacion de la cepa AGL1 con la resistencia a higromicina en el
cultivar RSY 4D es la que da mayor porcentaje de regeneracion, seguida de RSY 27 y por

ultimo, del cultivar Aragon.
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La alfalfa es el forraje mas cultivado en el mundo y por ese motivo ha atraido el
interés de las compafiias de semillas desde hace muchos afios, habiéndose realizado
importantes  programas de mejora genética convencional encaminados
fundamentalmente a conseguir variedades mas productivas con elevado valor
alimenticio. Mas recientemente muchas de esas compafias, especialmente
norteamericanas, han puesto en marcha importantes programas de mejora
biotecnoldgica enfocados a aumentar la digestibilidad de este forraje por el ganado
mediante la obtencion de variedades con bajo contenido en lignina, alfalfas “long life”
con senescencia retardada o variedades capaces de producir taninos condensados
para impedir el meteorismo en el ganado rumiante y la excesiva desaminacion de las
proteinas en el rumen (efecto by-pass). Estos programas de mejora estan sustentados
por técnicas de ingenieria genética y metabdlica, necesitdndose ademas eficaces
protocolos de transformacion genética que permitan la obtenciéon de gran cantidad de
plantas genéticamente modificadas. Con estas consideraciones queremos significar
gue, aunque esta tecnologia se ha debido desarrollar ampliamente en los dltimos
afos, existe muy poca informacién disponible sobre los resultados obtenidos ya que
mucha de la metodologia desarrollada por las empresas no se publica 0 como mucho
aparece descrita dentro del contexto de una determinada patente. Por este motivo, y
tras no poder reproducir dos protocolos de transformacion de alfalfa que habian sido
anteriormente descritos, uno por embriogénesis soméatica (Samac 2004) y el otro por
transformacion in planta a partir de plantulas obtenidas por germinacién de semillas
(Weeks 2008), nos planteamos desde el principio poner a punto un protocolo de
transformaciéon mediante embriogénesis somatica que fuera realmente eficaz y que
nos permitiera obtener un nimero elevado de plantas transgénicas para poder validar
las herramientas moleculares que pretendiamos disefiar para introducir nuevos

caracteres en este forraje.

Puesta a punto de un protocolo de transformacién mediante

embriogénesis soméatica en M. sativa

En primer lugar, para elegir el promotor constitutivo que ibamos a utilizar para la
realizacion de nuestras construcciones, nos basamos en el trabajo publicado por
Samac et al. (2004). En este trabajo compararon la eficiencia de cinco promotores de
expresion constitutiva en alfalfa RSY introduciendo el gen de una quitinasa de
Trichoderma atroviridae (ech42) que conferia resistencia al ataque de hongos: el
promotor del gen de la subunidad 35S del virus de mosaico de la coliflor (35S de

CaMV), el del virus de mosaico de la nervadura de la Cassava (CsVMV), el del virus

115



baciliforme de la cafia de azucar (ScBV), el del virus del mosaico de la escrafularia
(FMV) vy el de la subunidad pequefia de la Rubisco (RbcS). De estos estudios se
dedujo que cuando se utilizaba el promotor constitutivo CaMV35S dirigiendo la
expresion del gen de la quitinasa, las plantas transgénicas mostraban una mayor
resistencia al ataque de hongos, por tanto incorporamos este promotor a nuestras

construcciones.

Por otro lado, en trabajos sobre transformacién genética de alfalfa, el gen
marcador mas usado ha sido el uidA (GUS) y para seleccionar los transformantes el
gen nptll que confiere resistencia al antibiotico kanamicina y en algunos casos el ppt
gque confiere resistencia al herbicida glufosinato (Basta) (Zhang 2010), (Tabla 17). En
cambio, trabajos anteriores en nuestro laboratorio con Medicago truncatula han
mostrado que las construcciones que portaban el gen nptll que confiere resistencia al
antibidtico kanamicina (50 mg/L) daban lugar a la aparicion de escapes. Por ello,
incorporamos el gen hptll que confiere resistencia a higromicina a nuestras
construcciones, ya que resultaba mas efectivo para la seleccién de transformantes

utilizado a bajas concentraciones (15 mg/L).

En algunos trabajos, se han utilizado distintas cepas de Agrobacterium rhizogenes
(Spano et al. 1987; Lu et al. 2000), pero en general, la mayoria de los protocolos
desarrollados en los ultimos afios se basan en la utilizacion de distintas cepas de
Agrobacterium tumefaciens que se co-cultivan con diferentes tipos de explantes. Sin
ninguna duda la estirpe mas utilizada de A. tumefaciens ha sido la LBA4404, si bien
las eficiencias de transformacién conseguidas con esta cepa no son en general
demasiado altas, alcanzandose un méaximo del 50% en el mejor de los casos (Atif et al.
2013). En algunas ocasiones se han utilizado, entre otras, las cepas de Agrobacterium
C58 y AGL1, alcanzandose un méximo del 60% de eficiencia en algunos casos (Tabla
17). Nosotros hemos ensayado fundamentalmente dos cepas de Agro, la LBA4404 y la
AGL1, ya que esta Ultima se ha mostrado mas infectiva en distintas especies de
plantas (Lazo 1991).
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Selection marker and  Transformation
Agrobacterium strain Genotype Explants reporter genes efficiency (%) References
LBA4404 Regen-SY Leaves GUS Samac et al. (2004)
A. rhizogenes NCPPB 1855. Europe and Adriana Roots Agropine/T-DNA - Spano et al. (1987)
puC19 Not given Protoplasts CAT - Harrison et al. (1991)
C58-R1000 Rangelander, Regen-S/C2-4 Petiole and T-DNA, NPT-11 20 Du et al. (1994)
stem
LBA4404 Moapa 69 and Cuf-101 Leaf and npill 10 Thomas et al. (1994)
petiole
LBA4404 RYS! and RSY27 Ovaries and nptll/GUS - Micallef et al. (1995)
leaves
LBA4404 Regen-SY-27 Leaves npill 20-50 Austin et al. (1995)
C58, A281, LBA4404 1.5,88and 119 Leaves npill 60 Desgagnés et al. (1995)
A28l and LBA 4404 Zajearska 83 Somatic npill and/or GUS 30 Ninkovic et al. (1995)
embryos
pKANGUS and pFFI19K C24 Petioles and nptll!/GUS - Percira and Erickson
stems (1995)
LBA 4404, ABl and AGLI Rangelander, M. falcata Ladak,  Leaves nptll!lGUS 60 Samac (1995)
A. rhizogenes 9402 Baoding, Rangelander Hairy roots NPT I 43-60 Lu et al. (2000)
LBA4404 and EHA 101 M. falcata 47/1-5 and 47-150  Leaves nptll!IGUS 5-10 Shao et al. (2000)
LBA4404/pBII | Zajecarska 83 Immature hpt gene/GUS 1-14 Ninkovic et al. (2004)
LBA4404/pTOK233 embryos
LBA4404 Regen-SY Leaves npilliGUS - Samac et al. (2004)
vector pILTAB357 Regen-SY Leaf disks npill Tesfaye et al. (2005)
vector PSG529 RegenSY-27 Leaves Nptll - Calderini et al. (2007)
pPZP-hemL-nptll LBA4404  RSY1 Leaves Nptll 4 Rosellini et al. (2007)
LBA 4404 WL357THQ Young GUS 17.5 Weeks et al. (2008)
seedlings
LBA 4404 vector p2GS-PSCS  Xinjiang Daye Cotyledons, PPT 6 Zhang et al. (2010)
hypocotyls
LBA4404 and AGLI RSYI Leaves nptlliGUS 10.4 Ferradini et al. (2011a)
AGLI RSY1 Leaves MsGSAgr 42-43 Ferradini et al. (2011b)

Tabla 17. Cuadro comparativo de las publicaciones realizadas hasta el afio 2013 sobre
protocolos aplicables a la transformacién genética de la alfalfa, donde se indican las
cepas de Agro utilizadas, el genotipo de alfalfa, el tipo de explante inicial, los genes
marcadores y de seleccion usados, la eficiencia de transformacion del protocolo

descrito y las referencias de sus autores (Adaptado de Atif et al. 2013).

La mayoria de los protocolos para la transformacion genética de la alfalfa que se
han publicado hasta la fecha (Tabla 17) utilizan como material de partida explantes del
genotipo Regen-SY (Bingham 1991; Groose y Bingham 1991) que presenta buenas
tasas de regeneracion mediante embriogénesis somatica in vitro. Una carencia
importante de la mayoria de los protocolos de transformacion descritos es que son
muy dependientes del genotipo utilizado y son poco aplicables a cultivares
comerciales, teniéndose que desarrollar a posteriori complejos programas de mejora
para conseguir una variedad comercial, ya que las lineas transgénicas obtenidas
deben ser retrocruzadas con variedades de élite cultivadas para crear nuevos
cultivares comerciales que porten los caracteres transgénicos deseados. Hace unos
afos, Weeks et al. (2008) publicaron un método de transformacion in planta
independiente del genotipo de alfalfa utilizado y aplicable a genotipos comerciales.

Utilizando este método, la produccién de plantas transgénicas era baja (17,5% de
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eficiencia), (Tabla 17). El método se basa en la utilizacion de plantulas procedentes de
semilla, y previamente tratadas con frio, a las que se retira el meristemo apical antes
infiltrar la planta decapitada con una solucion de Agrobacterium de modo similar al
protocolo utilizado para Arabidopsis thaliana. Tras varios dias en cultivo in vitro, la
zona seccionada comienza a regenerar brotes transgénicos sin necesidad de utilizar
ningun tipo de agente selectivo en el medio de cultivo, lo cual propicia la aparicion de
numerosos escapes (Weeks et al. 2008). En el inicio de los trabajos de esta Tesis
intentamos reproducir éste protocolo de transformacion in planta sin demasiado éxito,
ya que la mayoria de los brotes obtenidos no portaban el T-DNA. También ensayamos
con poco éxito el protocolo de transformacion genética por embriogénesis somatica
publicado por Samac et al. (2004), donde utilizan explantes de hojas como material
inicial si bien no dan datos sobre la eficiencia de transformacién de esta metodologia
(Tabla 17). Por ello, tuvimos que llevar a cabo la puesta a punto un protocolo de
transformacion genética de alfalfa basandonos inicialmente en el protocolo descrito por

Samac et al. (2004), en el que hemos introducido distintas modificaciones.

A la hora de afrontar el desarrollo del protocolo de transformacion se decidio
utilizar como material de partida explantes de hojas, al igual que ocurre con el
protocolo descrito por Samac et al. (2004). Sin embargo, a diferencia de lo que esta
descrito en otros protocolos, no utilizamos hojas procedentes de plantas propagadas
mediante cultivo in vitro, sino hojas de plantas crecidas en condiciones de invernadero.
Esto es debido a que nuestra experiencia anterior con M. truncatula nos mostré que
estas hojas son mas saludables, estan mas desarrolladas y son mas fuertes, motivo
por el cual toleran mejor los procesos de esterilizacion y de infeccion con
Agrobacterium. Otros autores también han utilizado las hojas con o sin peciolos como
fuente de explantes, aunque también se usaron en ocasiones plantulas, raices,
embriones inmaduros, tallos, ovarios, cotiledones o hipocotilos. En cambio, el uso de
protoplastos para transformar estad muy limitado en alfalfa, no existiendo practicamente

referencias sobre el uso de esta tecnologia (Tabla 17).

En nuestros ensayos de regeneracion a partir de explantes de hojas, la
descontaminacion por incubacion en medio liquido suplementado con 250 mg/L de
ticarcilina inhibio6 el crecimiento de A. tumefaciens y evité que se manipularan de forma
excesiva los explantes reduciendo los dafios en el material. Ademas, se sustituyo la
kinetina por BAP para que se llevara a cabo la desdiferenciacion de las células
vegetales y su proliferacion. También el hecho de que se mantuviera el uso de la

auxina sintética 2,4-D y de la citoquinina BAP en el medio de desarrollo de embriones
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(DeM), asi como la presencia de prolina en el medio de germinacion de embriones
(GeM), cosa que no ocurre en el protocolo descrito por Samac et al. (2004), daba lugar

a que los embriones se desarrollaran y se multiplicaran de una forma mas eficaz.

En resumen, nuestros resultados muestran que la combinacion del uso de
explantes de hojas joévenes crecidas en condiciones de invernadero, procedentes de
los genotipos Regen SY27 6 SY4D de alfalfa con alta capacidad de regeneracion
mediante embriogénesis somética, co-cultivados con la estirpe AGL1 de A.
tumefaciens que porta el gen hptll de resistencia a higromicina y la puesta a punto del
protocolo de transformacion genética, dio lugar a una buena eficiencia de
transformacion, obteniendo buenas tasas de callogénesis, proembriogénesis vy
embriogénesis. La duracién del protocolo de transformacion fue de unas 20-25
semanas y aproximadamente el 50% de los explantes inoculados producen embriones
maduros viables tras el proceso de seleccién. La gran mayoria de las plantas (80-
100%) que se desarrollaron a partir de dichos embriones contenian el T-DNA con los
transgenes introducidos, no detectdndose practicamente la presencia de quimeras o
escapes entre las plantas transgénicas generadas. Ademas, la puesta a punto de este
protocolo de transformacién nos ha proporcionado un buen numero de plantas
transgénicas de alfalfa y nos ha permitido disponer de una herramienta imprescindible
para la realizacion de los otros dos objetivos y dotar de una herramienta eficaz a la

comunidad cientifica para la introduccion de nuevos transgenes en esta especie.

Actualmente estamos aplicando esta metodologia en nuestro laboratorio para la
obtencion de plantas transgénicas del genotipo comercial Aragdn que, como ya se ha
comentado anteriormente, es el mas cultivado en Espafia. Hasta la fecha solo existe
en el mercado una variedad comercial de alfalfa (Roundup Ready; RR) que ha sido
modificada por ingenieria genética para hacerla resistente al herbicida glifosato. La
reciente autorizacion de esa alfalfa transgénica por parte de la autoridades
norteamericanas después de algunas moratorias, abre nuevas expectativas sobre el
futuro de la mejora biotecnoldgica de este y otros forrajes, animando a la grandes
companiias de semillas y a los grupos de investigacion a iniciar programas de mejora

en este campo.
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CAPITULO I

Validacion de la expresién constitutiva de los ortélogos
delgen TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) de M. sativa
para su posible uso como herramienta biotecnolégica
para retrasar el tiempo de floracion en la alfalfa






CAPITULO II: Validacion de la expresion constitutiva de los ortélogos del
gen TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) de M. sativa para su posible uso como
herramienta biotecnoldgica para retrasar el tiempo de floracion en la

alfalfa

1. Aislamiento de los ortélogos de TFL1 de M. sativa. Disefio de
construcciones y obtencidon de plantas transgénicas con ganancia de

funcion

Los estudios realizados en Arabidopsis, indican que el gen TERMINAL FLOWER1
(TFL1) es un represor de la floracion y un determinante clave de la arquitectura de la
inflorescencia (Bradley et al. 1997; Ratclife et al. 1999). La sobreexpresion de este gen
en Arabidopsis extiende las fases vegetativas e inflorescente y retrasa la aparicién de
las flores. En este capitulo se describe el aislamiento de los ort6logos de TFL1 en M.
sativa, y los efectos de su expresion constitutiva en Arabidopsis thaliana y en alfalfa.

1.1. Aislamiento de los ortélogos de TFL1 de M. sativa

Se han aislado dos ortélogos de TFL1 en M. sativa, a los que se denominaron
MsTFL1a y MsTFL1c, manteniendo la nomenclatura usada en Pisum sativum (Foucher
et al. 2003). Las secuencias codificantes de MsTFL1a y MsTFL1c se aislaron a partir
de RNA de épices florales de M. sativa cv. RSY27 mediante RT-PCR. Para ello se
disefiaron oligonucleétidos especificos a partir de las secuencias codificantes de
MtTFL1a y MtTFL1c en M. truncatula, respectivamente (Comunicacién personal Ana

Berbel y Francisco Maduefio).

Para el aislamiento de MsTFL1a se utilizaron los oligonucleétidos: MsTFL1a ATG
DIR y MsTFL1a STOP REV (Tabla 4) que amplificaban la secuencia desde el ATG
hasta el codén de parada. Se amplificd un fragmento de 525 pb que corresponde al
cDNA completo del gen. Para el aislamiento del gen MsTFL1c se utilizaron los
oligonucleétidos: MsTFL1c ATG DIR y MsTFL1c STOP REV (Tabla 4), con los que se
amplifico un fragmento de 534 pb correspondiente a la secuencia codificante completa
de este gen. Los cDNAs de MsTFL1a y MsTFL1c se clonaron en el vector pCR8 con el

fin de analizar sus secuencias.
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Usando las secuencias protéicas completas de estos genes y de otros
pertenecientes a la familia de proteinas CETS de diferentes especies, se realizé una
reconstruccion filogenética (Figura 50). La topologia del &rbol filogenético muestra que
los genes MsTFL1a y MsTFL1c estan ubicados en el clado que incluye a los genes
TFL1-like. Cada uno de ellos presenta una estrecha relacion con sus respectivos
ortélogos en las leguminosas Medicago truncatula (MtTFL1a y MtTFL1c) y Pisum
sativum (PsTFL1la y PsTFL1c). Esta filogenia muestra que la duplicacion que dio lugar
a los ortélogos de TFL1 en M. sativa (Figura 50), es relativamente reciente y precede a

la especiacion de las leguminosas.
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Figura 50. Analisis filogenético de proteinas de la familia CETS de diferentes especies de
plantas. El nimero préximo a los nodos indican los valores de bootstraps de 1000 réplicas. Se
utilizaron las secuencias completas de las siguientes proteinas: Medicago truncatula: MtTFL1a,
MtTFL1c; Pisum sativum: PsTFL1a (AY340579), PsTFL1c (AY343326); Arabidopsis thaliana:
TFL1 (U77674), FT (AB027504), AtC (AB024712), MFT (AF147721), TSF (AB027506);
Solanum tuberosum: StTFL1 (NM_001288549); Nicotiana tabacum: CET4 (AF145261), CET2
(AF145260); Solanum lycopersycum: SP (U84140); Antirrhinum majus: CEN (AJ251994);
Brassica napus: BnTFL1 (BAA33415); Medicago sativa: MsTFL1a, MsTFL1c.

1.2. Sobreexpresion de MsTFL1ay MsTFL1c en Arabidopsis thaliana

Para producir lineas de sobreexpresion de MsTFL1a y MsTFL1c generamos las
construcciones 35S::MsTFL1a y 35S::MsTFL1c usando el vector binario pH7WG2. En
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ambas construcciones la expresién de las regiones codificantes de ambos genes
estaba dirigida por una copia del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV), (Figura 51).

—EE E—>
—E B

Figura 51. Esquema de las construcciones generadas para la sobreexpresién de los
genes MsTFLl1la y MsTFL1c. Construcciones utilizadas para la sobreexpresion de MsTFL1a
(835S::MsTFL1a) y MsTFL1c (35S::MsTFL1c). 35S: promotor constitutivo 35S de CaMV; T35S:

terminador 35S de CaMV; hptll: gen de seleccién por resistencia a higromicina.

Estas construcciones se usaron para transformar plantas de A. thaliana del ecotipo
Columbia (Col). Como resultado de la transformacion se obtuvieron 9 plantas capaces
de crecer en medio de seleccién con higromicina para la construccién 35S::MsTFL1ay
10 plantas para la construccion 35S::MsTFL1c. Para analizar el efecto de la expresion
constitutiva de ambos genes sobre el tiempo de floracién se estimo6 el mismo mediante
el conteo del niumero total de hojas en el momento de la floraciéon en las plantas
transgénicas crecidas bajo condiciones de dia largo. Los resultados de dichos conteos,
asi como otros aspectos relacionados con el fenotipo de estas lineas transgénicas, se
muestran en la tabla 18. En las plantas 35S::MsTFL1a se observd un incremento tanto
en el nimero de hojas caulinares como en el de roseta en todas las lineas analizadas
con respecto a las plantas silvestres (Tabla 18). Estas plantas florecen tras producir un
namero total de hojas que oscila entre 22-32, mientras que las plantas silvestres lo
hacen tras producir unas 9-11 hojas (Tabla 18 y figura 52). Las plantas control hicieron
el “pbolting” tras 16-17 dias mientras que las lineas transgénicas 35S::MsTFLla
tardaron entre 20-28 dias (Tabla 18).

Ademas, las plantas transgénicas 35S::MsTFL1a también mostraron cambios en la
arquitectura de la inflorescencia. En la inflorescencia de las plantas silvestres de A.
thaliana se observan dos fases. La primera da lugar a hojas caulinares que
desarrollan inflorescencias secundarias o coflorescencias, y posteriormente una
segunda fase en la que se producen flores Unicas no sustentadas por hojas. Sin

embargo, en las plantas transgénicas 35S::MsTFL1a se alarga la duracién de ambas
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fases, y aparece una nueva que consiste en el desarrollo de coflorescencias no

sustentadas por hojas caulinares (Tabla 18 y Figura 52 B).

Plantas Hoja Hoja Hojas Dias de Coflorescencias
de caulinar totales bolting no sustentadas
roseta por hojas

1 8 2 10 17 0

2 7 3 10 15 0

3 8 3 11 16 0
Silvestre 4 7 3 10 15 0
5 8 2 10 16 0

6 6 3 9 15 0

7 7 2 9 16 0

8 7 3 10 16 0

9 8 3 11 16 0

10 8 3 11 16 0

1 16 6 22 20 15

2 16 6 22 20 16

3 23 7 30 27 7
35S::MsTFL1a 4 17 7 24 20 16
5 26 5 31 28 5

6 20 6 26 21 8
7 18 7 25 20 16
8 19 7 26 20 15

9 26 6 32 28 6

1 9 3 12 17 0

2 8 3 11 16 0

3 9 3 12 17 0
35S::MsTFL1c 4 9 3 12 17 0
5 8 3 11 16 0

7 8 3 11 16 0

8 9 3 12 17 0

9 9 3 12 16 0

10 8 3 11 16 0

Tabla 18. Fenotipo de floracién en dia largo de las lineas de sobreexpresién de MsTFL1a
y MsTFL1c en A. thaliana. Se analizaron 9 lineas transgénicas independientes
35S::MsTFL1a, 10 lineas 35S::MsTFL1c, y 10 plantas silvestres cultivadas en condiciones
estandar de dia largo. En cada una de ellas se cont6 el nUmero de hojas de roseta, el nimero
de hojas caulinares del tallo principal, el nUmero total de hojas (roseta + caulinares) producidas
por el tallo principal, el nimero de dias desde la germinacion hasta que el tallo de
inflorescencia elongd hasta un tamafo de = 0,5 cm (dias de bolting) y el nimero de

coflorescencias no sustentadas por hojas caulinares.
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Figura 52. Fenotipo de las plantas 35S::MsTFL1la y 35S::MsTFL1c de A. thaliana. (A).
Plantas de una linea control (izquierda), de la lineas 35S::MsTFL1a 3 y 1 (centro) y de la linea
transgénica 35S::MsTFL1c 1 (derecha) de 32 dias de edad cultivadas bajo condiciones de dia
largo. Nétese que mientras que las plantas control y las plantas transgénicas 35S::MsTFL1c
han florecido y ya han formado frutos, las linea transgénica 35S::MsTFL1a 3 acaba de realizar
el “bolting” y la linea 35S::MsTFL1a 1 que aun no ha entrado en la segunda fase inflorescente,
durante la cual se forman las flores que son aparentemente normales (B). Nueva fase
inflorescente compuesta por coflorescencias no sustentadas por hojas caulinares en las plantas
transgénicas 35S::MsTFL1a (flecha blanca).

En estas plantas se forman flores anémalas. Estas flores presentan érganos
semejantes a hojas en el primer verticilo, y carecen de pétalos (Figura 53).
Eventualmente, las plantas 35S::MsTFLla acaban por alcanzar la segunda fase
inflorescente durante la cual se generan flores que son aparentemente normales. Las
inflorescencias de roseta repiten el patron de desarrollo de la inflorescencia principal,

obteniéndose una planta mas grande y con una arquitectura muy ramificada.

En cambio, en las plantas transgénicas 35S:MsTFL1c de A. thaliana no se
observé un incremento notable en el nidmero de hojas de roseta o caulinares
comparado con el de las plantas silvestres. Ademas, no se observaron apenas
diferencias entre estas lineas y las plantas control con respecto a los dias

transcurridos desde la germinacion hasta el alargamiento del tallo (bolting), (Tabla 18).
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Figura 53. Fenotipo de las flores de las lineas transgénicas 35S::MsTFL1a en A. thaliana.
(A). Flor de planta control. (B). Pétalos de planta control. (C). Estambres (izquierda) y carpelo
(derecha) de planta control. (D). Flor de planta transgénica 35S::MsTFLla con 6rganos
anormales. (E). Pétalos de planta transgénica 35S::MsTFLla con apariencia de sépalos
(tricomas). (F). Estambres (derecha) y carpelo (izquierda) con alteraciones en una planta
transgénica 35S::MsTFL1a.

Se evaluaron los niveles de expresion de los transgenes en distintos 6rganos de la
planta en dos lineas independientes para cada construccién. Esto se realizé mediante
RT-PCR semicuantitativa a partir de  RNA procedente de hojas de roseta, de hojas
caulinares, de tallo y de flores. Para el caso de la construccion 35S::MsTFL1a se
pretendia comprobar si existe una correlacién entre los niveles de expresion del
transgén y la intensidad del fenotipo observado. Para ello se escogieron dos lineas
transgénicas que diferian en el grado de retraso en el tiempo de floracién: la linea
35S::MsTFL1a (1) presentaba un ligero retraso de aproximadamente 4 dias y la linea
35S::MsTFL1a (3) presentaba un mayor retraso en el tiempo de floracién de
aproximadamente 11 dias (Tabla 18). La linea 35S::MsTFLla (1) mostré niveles
variables de expresion de MsTFL1a entre los distintos tejidos. Se observaron unos
niveles de expresion mas fuertes en el tallo, seguido de las hojas caulinares y las
flores, y por ultimo, el tejido donde habia menor expresion del transgén era en las
hojas de roseta. En la linea 35S::MsTFL1a (3), se observaron niveles de expresion
mas altos en todos los tejidos de la planta en comparacion con la linea 35S::MsTFL1a
(1) (Figura 54), lo que indica que existe una correlacion entre los niveles de expresion
de MsTFLl1la y el retraso en el tiempo de floracion. Las lineas transgénicas

35S::MsTFL1c (1) y (2) mostraron niveles similares del transgén en los tejidos de la
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planta analizados. A pesar de ello, la expresién constitutiva de MsTFL1c en

Arabidopsis no tuvo efecto sobre el tiempo de floracion (Figura 54).

A Gen Caulinar Flores Roseta Tallo H20 Planta
MeTrL T = ST (1)
B Gen Caulinar Flores Roseta Tallo  H20 Planta

Figura 54. Andlisis de expresion de los transgenes MsTFLla y MsTFL1c en sus
respectivas lineas de sobreexpresion en A. thaliana. (A). Expresion constitutiva de los
genes MsTFL1a y MsTFL1c en hojas caulinares, hojas de roseta, tallo y flores transformadas
de dos lineas distintas para cada construccion. (B). Ausencia de expresion de los genes
MsTFLlay MsTFL1c en las plantas silvestres. Los resultados de PCR se muestran a 25 ciclos
de amplificacién para todos los genes, excepto para el gen AtUBIQUITINA para el que se

usaron 30 ciclos de amplificacion.

Estos resultados confirman que la expresion constitutiva de MsTFLla en
Arabidopsis tiene un efecto, en forma de retraso, sobre el tiempo de floracion, asi
como en la arquitectura de la inflorescencia. En cambio, la expresion constitutiva de su
paralogo MsTFL1c en A. thaliana no tiene efectos ni en la arquitectura de la planta ni

en el tiempo de floracion.
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2. Sobreexpresion del gen MsTFL1a en M. sativa
2.1. Obtencién y caracterizaciéon de las plantas transgénicas

Para investigar si la construccion 35S::MsTFL1a es capaz de retrasar el tiempo de
floracién en alfalfa, y caracterizar el fenotipo resultante de la misma, se obtuvieron un
total de 16 plantas transgénicas de Medicago sativa (Véase Apartado 2, Capitulo 1),
pertenecientes a 3 lineas de M. sativa RSY4D independientes. De ellas se seleccioné
una planta por cada linea independiente (1.7, 3.5 y 4.1) para su posterior
caracterizacion fenotipica. Para corroborar la integracion del T-DNA en las plantas
transgénicas de alfalfa, se evalué la presencia del gen hptll. Para ello se realizé una
PCR a partir de DNA gendmico aislado de hojas jévenes de plantas transgénicas
resistentes a higromicina usando oligonucleétidos especificos para este gen (Tabla 5).
En todas las lineas se detecto la presencia del fragmento de 500 pb correspondiente al
gen hptll que confiere resistencia al antibiético higromicina (Figura 55).

hptil

1.7 35 41 WT

Figura 55. Comprobacion de la presencia del gen de seleccion de transformantes htpll en

las plantas transgénicas seleccionadas mediante analisis de PCR.

Las plantas seleccionadas se analizaron posteriormente mediante citometria de
flujo, a fin de evaluar su nivel de ploidia, resultando todas ellas tetraploides (4n) en
comparacion con el genotipo RSY4D de alfalfa utilizado como fuente de explantes
para obtener las plantas transgénicas. Por tanto, las plantas producidas por
embriogénesis somética no presentaban alteraciones en su nivel de ploidia y las
posibles alteraciones fenotipicas que se pudieran observar no estarian relacionadas

con este parametro (Figura 56).
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Figura 56. Comprobacién del nivel de ploidia en una de las plantas transgénicas
35S::MsTFL1a. (A). Planta control RSY4D tetraploide. (B). Planta 35S::MsTFL1a (3.5) del

genotipo RSY4D (4n). Ambas plantas muestran el mismo nivel de ploidia (tetraploides).

2.2. Andlisis del nivel de expresion de MsTFLla en las plantas

transgénicas T1

Para analizar si las lineas transgénicas 35S::MsTFL1a de M. sativa expresaban
constitutivamente el transgén MsTFL1a, se analizaron sus niveles de expresion en las
diferentes lineas. Esto se realiz6 mediante RT-PCR semicuantitativa a partir de  RNA
procedente de de apices florales, hojas jovenes, raiz y tallo para cada una de ellas las
lineas transgénicas obtenidas (Figura 57). Los analisis muestran que el gen MsTFL1a
se expresa constitutivamente en todos los 6érganos analizados de las plantas
transgénicas 35S::MsTFL1a.
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Gen Apices Hojas Raiz Tallo H20 Planta
35S::MsTFL1a 1.7
35S::MsTFL1a 3.5
35S::MsTFL1a 4.1
WT

Figura 57. Expresion del transgén MsTFLla en distintos tejidos de las lineas
transgénicas 35S::MsTFLla. Se muestran los niveles de expresiéon de MsTFL1la en apices
florales, hojas jovenes, raices y tallo en las lineas transgénicas y las plantas control mediante
RT-PCR semicuantitativa Como gen normalizador se utiliz6 el gen constitutivo endégeno
FACTOR DE ELONGACION1 (MsEF1). Los resultados de PCR se muestran a 30 ciclos de

amplificacion para MsTFL1a, y 25 ciclos de amplificacién para MsEF1.

Sin embargo, estos niveles de expresion fueron mas elevados en los tejidos no
reproductivos como hojas, tallo y raiz (Figura 57). El nivel de expresion de MsTFL1a
en apices florales apenas rebasaba el nivel de expresion alcanzado en este tejido en
las plantas silvestres, con excepcion de la linea 3.5 (Figura 57). Estas diferencias en
los niveles de expresion del transgén entre los diferentes tejidos puede apreciarse en
la figura 58, donde se comparan mediante qRT-PCR para la linea transgénica
35S::MsTFL1a (4.1) a nivel de ejemplo (Figura 58 A). Para correlacionar
posteriormente los niveles de expresion del transgén y la severidad de los fenotipos de
las lineas transgénicas, se compararon los niveles de expresion de MsTFL1a en los
tallo, hoja y raiz (Figura 58 B) y en apices florales (Figura 58 C); el andlisis se llevo a
cabo mediante gRT-PCR. Estos analisis mostraron que la linea transgénica
35S::MsTFL1a (3.5) exhibe los mayores niveles de expresion de MsTFLl1a en los

tejidos analizados.
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Figura 58. Comparacion entre los niveles de expresion del transgén MsTFLla entre
diferentes tejidos de las lineas 35S::MsTFL1a cuantifiados mediante gRT-PCR. (A). Se
comparan los niveles de expresion del transgén MsTFL1a en la linea 35S::MsTFL1a (4.1). Los
niveles de expresion de MsTFL1a se muestran relativos a los que presenta en apices florales,
gue se ha igualado a 1. (B). Comparacion entre los niveles de expresion del transgén
MsTFL1a en &pices florales entre las 3 lineas transgenicas 35S::MsTFL1a mediante qRT-PCR.
Los niveles de expresién de MsTFLla se muestran relativos a los que presenta la linea
35S::MsTFL1a (1.7) que ha sido igualado a 1. (C). Se comparan los niveles de expresion en
hojas y tallos entre las 3 lineas transgenicas 35S::MsTFL1a mediante gRT-PCR. Los niveles
de expresion de MsTFLla se muestran relativos a los que presenta la linea 35S::MsTFL1a
(1.7) en hojas que ha sido igualado a 1. Las barras de error indican el error estandar de las

tres réplicas técnicas.
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2.3. Evaluacion de las caracteristicas fenotipicas de las plantas

transgénicas 35S::MsTFL1a

Como ya establecimos anteriormente, los genotipos de alfalfa Regen SY (4n) son
bastante infértiles y es dificil obtener semillas a partir de las lineas transgénicas
generadas. Al no poder obtener semillas de las distintas lineas transgénicas
35S::MsTFLl1la y de las plantas control y teniendo en cuenta que su pauta de
crecimiento muy ramificado dificulta la estimacion de parametros referentes a
caracteres vegetativos y reproductivos, las plantas se podaron en el mismo entrenudo
con objeto de igualarlas como se explica convenientemente en el apartado 5.1.5 de
Materiales y Métodos. De esta manera se pudo estimar con precision todos los

caracteres estudiados.

2.3.1. Caracteristicas del desarrollo reproductivo

Respecto al desarrollo reproductivo, se evaluaron diferentes caracteres como el
tiempo de floracion, la arquitectura de la inflorescencia, el tamafio de las
inflorescencias, el nimero de flores por inflorescencia y la morfologia de la flor. Para
todos estos caracteres se han observado diferencias entre las plantas transgénicas y

las plantas control.

2.3.1.1. Tiempo de floracion

Para analizar el efecto de la expresion constitutiva de MsTFL1a sobre el tiempo de
floracion en las distintas lineas transgénicas 35S::MsTFL1a se utilizaron como medida
del mismo el recuento del nimero de nudos formados desde la base de la planta hasta
la primera inflorescencia. Se parti6 definiendo como dia O el dia en que se realizo la
dltima poda, y se fijaron 3 tiempos distintos (20, 27 y 41 dias) en los que se calcul6 el
porcentaje de clones que habian florecido para cada una de las lineas transgénicas en
comparacion con las plantas control (Materiales y Métodos, apartado 5.1.5.1). Los

resultados se muestran en las figuras 59 y 60.
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Figura 59. Nimero de nudos desde la base de la planta hasta la primera inflorescencia de
las plantas transgénicas 35S::MsTFL1la y las plantas control de M. sativa. Los valores
representan la media de los datos obtenidos a partir de 10 tallos con la primera inflorescencia
(Materiales y Métodos, apartado 5.1.5.1). Las barras indican el error estandar.
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Figura 60. Tiempo de floracion medido a los 20, 27 y 41 dias después de la poda para las
plantas transgénicas 35S::MsTFLla y las plantas control de M. sativa. Las tres lineas

transgénicas mostraron retraso de la floracion, siendo mas acusado en la linea 3.5.

Se observd que en las plantas transgénicas la primera inflorescencia aparecia,
como promedio, en el 14° nudo y en las plantas control en el 18° nudo (Figura 59). Por
otro lado, cuando se contabilizé el porcentaje de plantas para cada una de las lineas
gue habian florecido, se observé que en las lineas transgénicas existia un retraso de
la floraciébn en comparacién a las plantas control (Figura 60). El conjunto de plantas
pertenecientes a la linea 35S::MsTFL1a 3.5 exhibia un mayor retraso de la floracion.
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Esta linea exhibi6 mayores niveles de expresion del transgén (Figura 57), por lo que

existe una correlacion entre éstos y el retraso en el tiempo de floracion.

2.3.1.2.  Arquitectura de la inflorescencia

La arquitectura de la planta de M. sativa y el patron de iniciacion de érganos
desarrollado por el meristemo apical se detalla a continuacion. Los entrenudos
vegetativos en M. sativa estdn compuestos de una hoja que desarrolla en su axila un
meristemo, el cual se diferenciard formando una rama lateral. En los entrenudos
reproductivos esta rama lateral se ve sustituida por una inflorescencia. En ambos tipos
de entrenudos es frecuente la aparicibn de ramas laterales secundarias que se
desarrollan a partir de meristemos accesorios en la axila de la rama lateral principal o
de la inflorescencia. Este desarrollo de meristemos accesorios proporciona a M. sativa

un porte mucho mas ramificado.

La arquitectura de la inflorescencia en M. sativa es de tipo racimo compuesto. Tras
la transicion floral el meristemo apical del tallo se convierte en un meristemo
inflorescente primario (I11) que produce, lateralmente, meristemos inflorescentes
secundarios (I2) sustentados por hojas compuestas, constituidas por tres foliolos con
los méargenes lisos y los bordes superiores ligeramente dentados. El 12 se diferencia en
una inflorescencia secundaria que consta de un pedinculo con racimos de flores.
Finalmente, el 12 se agota diferenciandose en un 6rgano residual o “spike” (Figura 61
A). Las plantas transgénicas mostraron una arquitectura de la inflorescencia similar a
la de las plantas no transformadas crecidas bajo las mismas condiciones (Figura 61).
Sin embargo, el tamafio de las inflorescencias de las plantas transgénicas
35S::MsTFL1a es menor en comparacién a una planta control (Figura 61 B). Para
determinar si la reduccién del tamafio de las inflorescencias de las plantas
transgénicas que se observé cuando se compararon con las plantas control era reflejo
de una reduccion en el tamafio de las flores que compone el racimo, o si por el
contrario era debido a una reduccion en el niumero de flores, se comparé la apariencia
de cada una de estas flores con la de las que se desarrollan en una planta control, y al

mismo tiempo se contabilizé el nimero de flores producidas.
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Figura 61. Arquitectura de la inflorescencia en M. sativa. Las plantas transgénicas
35S::MsTFL1a no presentan diferencias en la arquitectura de la inflorescencia, pero se
aprecia un tamafio reducido de las mismas en comparacion con los controles. (A).
Esquema de la organizacion de la inflorescencia de M. sativa. El meristemo vegetativo da lugar
a un meristemo inflorescente primario (l;) tras la transicién floral. Este |, produce lateralmente
meristemos inflorescentes secundarios (I,) que daran lugar a las flores (F). (B). Tallo principal
de una planta control de M. sativa (izquierda) donde se han desarrollado inflorescencias
comparado con un tallo inflorescente de una planta 35S::MsTFL1a (derecha) que presenta un
tamafio reducido en comparacion con el control. (C). La inflorescencia de una planta
35S::MsTFL1a (derecha) presenta un menor tamafio y un menor nimero de flores que la
inflorescencia de una planta control (izquierda). (D). La flor de una inflorescencia de una planta
35S::MsTFL1a (derecha) también presenta un menor tamafio en comparacién a la flor de una
planta control (izquierda). (D). El 6érgano residual (spike) de una planta 35S::MsTFL1a es mas

corto (derecha) en comparacion a una planta control (izquierda).
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En general se observd que existia entre las lineas transgénicas 35S::MsTFL1a una
tendencia a producir flores de menor tamafio (Figura 61 D) y un menor nimero de
flores por inflorescencia que las plantas control crecidas bajo las mismas condiciones
(Figura 61 C). También el 6rgano residual o “spike” presentaba un tamafo mas
reducido al compararlo con el de una planta control (Figura 61 E). Mientras que en
estas Ultimas el nimero medio de flores producidas era de 16, las lineas transgénicas
35S::MsTFL1a producian entre 14,5 y 15 flores de media. También se observo que la
linea transgénica 35S::MsTFL1a 3.5, que presentaba mayor retraso en el tiempo de
floracion, producia un menor ndmero de flores en comparacion con las otras lineas

transgénicas (Figura 62).
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Figura 62. Nuamero de flores por inflorescencia entre las lineas transgénicas

No. de flores por inflorescencia

35S::MsTFL1ay las plantas control. Los valores representan la media de los datos obtenidos
a partir de 10 tallos con la primera inflorescencia (Materiales y Métodos, apartado 5.1.5.1). Las

barras indican el error estandar.

2.3.1.3. Morfologia de la flor

Las plantas transgénicas mostraron un desarrollo similar al de plantas no
transformadas crecidas bajo las mismas condiciones. Las flores de las plantas control,
al igual que las de las plantas 35S::MsTFL1a, desarrollaron los érganos caracteristicos
de la flor de M. sativa: cinco sépalos en el primer verticilo, cinco pétalos (un
estandarte, que es el mas grande, dos pétalos laterales, las alas, y dos pétalos cortos
fusionados por el margen formando la quilla) en el segundo, diez estambres (nueve
fusionan sus filamentos formando un tubo estaminal que rodea el carpelo y el décimo

esta libre) en el tercero y un carpelo central en el cuarto verticilo. Sin embargo, todas
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las flores transgénicas mostraban una ligera reduccion del tamafio de sus 6rganos en
comparacion con las flores control (Figura 63).

Figura 63. Morfologia de la flor de plantas transgénicas 35S::MsTFL1la de M. sativa y
plantas control. Reduccién en el tamafio de los pétalos (A), los sépalos (B), el carpelo (C) y
los estambres (tubo estaminal) (D), de las flores transgénicas 35S::MsTFL1a (derecha) en

comparacion con las flores control (izquierda).
2.3.2. Caracteristicas del desarrollo vegetativo
2.3.2.1. Crecimiento y desarrollo vegetativo
Ademas del fenotipo de retraso de floracion mostrado por las plantas
35S::MsTFL1a, éstas presentaban un tamafio mas reducido que los controles desde
los primeros estadios de su desarrollo (Figura 64). Esta diferencia de tamafio se

mantuvo durante todo el desarrollo de la planta, incluso después de la floraciéon. La

diferencia de tamafio se mantuvo incluso después de desarrollarse tras una poda.
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Figura 64. Crecimiento y desarrollo vegetativo de las plantas transgénicas 35S::MsTFL1a
(derecha) en comparacién con las plantas control (izquierda). Las plantas transgénicas
muestran en general un tamafo mas reducido comparadas con las plantas control desde

estadios tempranos de su desarrollo hasta la floracion.
2.3.2.2. Alturade las plantas
La altura de las plantas transgénicas se estimé tras la medicion de 10 tallos
florecidos de cada clon perteneciente a cada linea transgénica asi como para las

plantas silvestres (Materiales y Métodos, apartado 5.1.5.1). Estos se midieron desde el

segundo nudo hasta la primera inflorescencia.
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Figura 65. Altura media de las plantas transgénicas 35S::MsTFL1a y las plantas control.
Los valores representan la media de los datos obtenidos a partir de 10 tallos con la primera
inflorescencia (Materiales y Métodos, apartado 5.1.5.1). Las barras indican el error estandar. El
promedio de la altura de las plantas transgénicas 35S::MsTFL1a era menor que las plantas

control.

Los resultados mostraron que las plantas transgénicas 35S::MsTFL1a presentaban
menor altura que las plantas control crecidas bajo las mismas condiciones. Mientras
gue en estas ultimas la longitud media oscilaba entre 65-70 cm, las lineas
transgénicas presentaban una longitud media de 25-30 cm. Ademas, se observé que
la linea transgénica 35S::MsTFLl1a 3.5 presentaba una menor longitud del tallo en

comparacion con las otras lineas transgénicas (Figura 65).
2.3.2.3. Longitud de los entrenudos

La longitud de los entrenudos de las plantas transgénicas se estimé tras la
medicion de todos los entrenudos de 10 tallos florecidos de cada clon perteneciente a
cada linea transgénica y para las plantas silvestres (Materiales y Métodos, apartado
5.1.5.1).

Los resultados muestran que en las plantas control, la longitud de los entrenudos
permanecia entre 4-5 cm y se reducia 0,2-0,5 cm a partir del 10° nudo. Por otro lado,
la longitud de los entrenudos en las plantas 35S::MsTFL1a se mantenia entre 2,5-3 cm
entre los entrenudos 3-8 y a partir de este punto fue decreciendo hasta mantenerse
constante alcanzando 2 cm para las lineas transgénicas 35S::MsTFLla 1.7 y
35S::MsTFL1a 4.1. En el caso de la linea 35S::MsTFL1a 3.5, se mantenia entre 1,3-
1,5 cm.

141



Los resultados mostraron que las plantas transgénicas 35S::MsTFL1a presentaban
menor longitud de los entrenudos que las plantas control. Mientras que en estas
dltimas la longitud media era de 4 cm, las lineas transgénicas presentaban una
longitud media de 2-2,5 cm. Ademdas, se observd que la linea transgénica
35S::MsTFL1a 3.5 presentaba una menor longitud de los entrenudos en comparacion

con las otras lineas transgénicas (Figura 66).
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Figura 66. Longitud de los entrenudos de las plantas transgénicas 35S::MsTFL1la y las
plantas control. (A). Longitud de los entrenudos en cada una de sus posiciones a lo largo del
tallo. Las barras de error indican el error estandar. (B). Longitud media de los entrenudos. Los
valores representan la media de los datos obtenidos a partir de 10 tallos con la primera
inflorescencia (Materiales y Métodos, apartado 5.1.5.1). Las barras indican el error estandar.
(C). Entrenudos de la planta 35S::MsTFL1a (derecha) y de la planta control (izquierda).

2.3.2.4. Tamafo de las hojas
Se observo visualmente que las plantas 35S::MsTFL1a producian hojas de menor
tamafo que las plantas control (Figura 67) y para corroborarlo experimentalmente se

midio el &rea foliar de los tres foliolos que componen la hoja (Materiales y Métodos,

apartado 5.1.5.1).
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Figura 67. Comparaciéon del area foliar de las plantas transgénicas 35S::MsTFL1la y el

area foliar de las plantas control (WT). (A). Hoja de una planta transgénica 35S::MsTFL1a
(derecha) comparada con una hoja de una planta control (izquierda). (B). Area foliar de las
plantas transgénicas 35S::MsTFL1a y de las plantas control. Los valores representan la media
de los datos obtenidos a partir de 10 tallos con la primera inflorescencia (Materiales y Métodos,
apartado 5.1.5.1). Las barras indican el error estandar.

La cuantificacion del area de las hojas mostr6 que el tejido foliar de las plantas
transgénicas 35S::MsTFL1la era de menor tamafio que las plantas control crecidas
bajo las mismas condiciones. La medida promedio del area de las hojas de las plantas
control era de 220 mm?, mientras que las plantas transgénicas presentaban un area
media de 140-153 mm?. La linea transgénica que presentaba un area foliar menor en
comparacion con las otras lineas transgénicas fue la linea 35S::MsTFL1a 3.5 (Figura
67 B).

2.3.2.5. Longitud del peciolo

Otro de los cambios morfolégicos que observamos en las plantas transgénicas en

comparacion con las plantas control era una modificacién en la longitud del peciolo de
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las hojas. Para corroborarlo experimentalmente se midieron los peciolos de las hojas
de 10 tallos florecidos de cada clon perteneciente a cada linea transgénica y para las
plantas silvestres (Materiales y Métodos, apartado 5.1.5.1).

Los resultados mostraron que las lineas transgénicas 35S::MsTFL1a presentaban
una menor longitud del peciolo de las hojas en comparacion con las plantas control.
Mientras que en los controles la longitud media era de 2,2 cm, las plantas transgénicas
presentaron una longitud media de 1,5-1,8 cm. Al igual que en los anteriores
resultados, la linea transgénica 35S::MsTFL1a 3.5 presentaba una menor longitud del
peciolo de las hojas en comparacion con las otras lineas transgénicas (Figura 68).
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Figura 68. Media de la longitud del peciolo de las hojas de las plantas transgénicas

Longitud peciolo (cm)

35S::MsTFL1a en comparaciéon con las plantas control (WT). Los valores representan la
media de los datos obtenidos a partir de 10 tallos con la primera inflorescencia (Materiales y
Métodos, apartado 5.1.5.1). Las barras indican el error estandar. El promedio de la longitud del

peciolo de las plantas transgénicas 35S::MsTFL1a era menor que las plantas control.
2.3.2.6. Diametro de los entrenudos
Se observo visualmente que en las plantas 35S::MsTFL1a la anchura del tallo
también se veia afectada. Para corroborar esta observacion se midioé el diametro de

cada una de las lineas transgénicas y de las plantas control (Materiales y Métodos
apartado 5.1.5.1).
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Figura 69. Diametro de los entrenudos de las plantas transgénicas 35S::MsTFL1la en

Diamtero entrenudos (cm)

comparacion con las plantas control (WT). Los valores representan la media de los datos
obtenidos a partir de 10 tallos con la primera inflorescencia (Materiales y Métodos, apartado
5.1.5.1). Las barras indican el error estandar.

Los resultados obtenidos mostraron que las plantas transgénicas 35S::MsTFL1a,
presentaban un menor diametro de los tallos en comparacién con las plantas control.
Mientras que en éstas Ultimas la media del didmetro era de 0,23 cm, las plantas
transgénicas presentaron una media de 0,13-0,15 cm, siendo la linea 35S::MsTFL1a
3.5 la que presentaba un menor diametro de sus tallos en comparacién con las otras

lineas transgénicas (Figura 69).

2.3.2.7. Biomasa

Se realizé por ultimo, una comparacion entre la medida de la biomasa de las
plantas transgénicas 35S::MsTFLla y las plantas control (Materiales y Métodos,
apartado 5.1.5.1).

Los resultados mostraron que la biomasa de las plantas transgénicas
35S::MsTFL1a era menor que la de las plantas control. Mientras que en estas Ultimas
la media era de 1,2 gDM/por tallo, en las lineas transgénicas era de 0,4-0,6 gDM/por
tallo (Figura 70).
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Figura 70. Biomasa de las plantas transgénicas 35S::MsTFL1la en comparacién con las
plantas control (WT). Los valores representan la media de los datos obtenidos a partir de 10
tallos con la primera inflorescencia (Materiales y Métodos, apartado 5.1.5.1). Las barras indican

el error estandar.

Estos resultados demuestran que, en consonancia con la menor longitud de los
entrenudos, la disminucién en la longitud del tallo y en el tamafio de las hojas
mostrados por las plantas transgénicas, se produce en dichas plantas una reduccién
en su biomasa en comparacion con las plantas control. Ademas, los resultados
mostraron que la linea transgénica 35S::MsTFL1a 3.5 presentaba una menor biomasa,
siendo consecuente con una mayor reduccion del tamafio de todos sus 6rganos, todo
ello relacionado con una mayor expresion de MsTFLla en cada uno de ellos en

comparacion con el resto de lineas transgénicas (Figura 70).

2.3.2.8. Crecimiento celular

Hasta el momento, hemos demostrado que la sobreexpresion del gen MsTFL1a en
M. sativa afecta de manera generalizada al tamafio de la planta. En las plantas
transgénicas 35S::MsTFL1a, a pesar de que se produce un retraso en el tiempo de
floracién, no se producen los cambios deseados en la arquitectura de la planta, ya que
no se produce una mayor ramificacion ni un incremento del desarrollo vegetativo. Por
este motivo, decidimos estudiar con mas profundidad este fenotipo, ya que podria
tener un gran interés desde el punto de vista basico, pudiéndonos aportar algunas

pistas sobre la funcién bioldgica de este gen en el desarrollo de la planta.
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Una planta crece por divisién celular y posterior elongacion de las células hijas
hasta alcanzar el tamafo original de la madre. Para determinar si las plantas
transgénicas 35S::MsTFL1a estaban afectadas en la proliferacion o en la elongacién
celular, visualizamos la composicion celular (nimero y tamafio) de los tejidos del tallo
mediante microscopia Optica. Para ello, se incluyeron en parafina secciones
transversales y longitudinales de tallo que fueron tefidas con azul de toluidina para el
andlisis del nimero y tamafio de las células presentes en los tejidos (Materiales y
Métodos, apartado 5.1.5.2).

2.3.2.8.1. Secciones transversales de tallos

Los tallos de las plantas 35S::MsTFLla presentaban un menor didmetro en
comparacion con el de las plantas control. El crecimiento radial de las plantas se
consigue mediante la generacion de nuevo tejido vascular que se produce a través de

las divisiones celulares ordenadas en el meristemo vascular (Chaffey et al. 2002).

La organizacion estructural del tallo de alfalfa vista en seccion transversal consta
de un anillo de haces vasculares discretos separados por regiones interfasciculares
que rodean las células de la médula (Figura 71).
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Figura 71. Organizacion estructural del tallo de alfalfa en seccién transversal.

Para determinar si la disminucién del diametro del tallo de las plantas transgénicas
35S::MsTFL1a era debido a defectos en la proliferacién o en la elongacion celular, se
realizaron diferentes mediciones sobre secciones transversales de tallo observadas

mediante microscopia Optica (Figura 72).
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Figura 72. Secciones transversales del tallo en plantas transgénicas 35S::MsTFL1a y
plantas control tefiidos con toluidina.

Se realiz6 una medicion del area que ocupa el anillo vascular (Figura 73) asi como
del area que ocupan las células del parénquima de la médula y las del parénquima del
xilema en las plantas transgénicas 35S::MsTFL1a y en las plantas control (Figura 74).
Nuestros resultados indican que el area del anillo vascular de las plantas transgénicas
35S::MsTFL1a era menor que el de las plantas control (Figura 73 A), siendo
consecuentes con un menor nimero de haces vasculares (17-19) presentes en las
plantas transgénicas en comparacion con las plantas control (25-27), (Figura 73 B). El
area del parénquima de la médula y del xilema, también resulté menor en las plantas
transgénicas en comparacion con las plantas control (Figura 74).
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Figura 73. Area del anillo vascular y nimero de haces vasculares de las lineas
transgénicas 35S::MsTFL1la en comparacion con los de las plantas control (WT). (A).
Promedio del area del anillo vascular en plantas transgénicas 35S::MsTFL1la comparado con el
de las plantas control. (B). Nimero promedio de haces vasculares en plantas transgénicas
35S::MsTFL1a comparado con el de las plantas control. Los valores representan la media de
los datos obtenidos a partir de cortes transversales de 6 tallos en el pendltimo entrenudo. Las
barras indican el error estandar.
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Figura 74. Areas del parénquima de la médula y del xilema de las lineas transgénicas
35S::MsTFL1a en comparacion con los de las plantas control. Promedio del area del
parénquima de la médula y del xilema en plantas transgénicas 35S::MsTFL1a comparado con
el de las plantas control. Los valores representan la media de los datos obtenidos a partir de

cortes transversales de 6 tallos en el penultimo entrenudo. Las barras indican el error estandar.

Para determinar si la disminucién del area era debida a una disminucién en el
nuamero de células o en la longitud de las mismas se midio la longitud de las células
del parénquima de la médula y del xilema (Figura 75) y se cuantificé el nimero de
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células en cada una de ellas. Los resultados mostraron que la longitud de las células
era similar a la de las plantas control, sin embargo el nimero promedio de células en
las lineas transgénicas 35S::MsTFL1a era menor que en las plantas control tanto en el

parénquima de la médula como en la del xilema (Figura 76).
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Figura 75. Longitud de las células del parénquima de la médula y del xilema de las lineas
transgénicas 35S::MsTFL1a y las plantas control. Promedio de la longitud de las células del
parénquima de la médula y del xilema en plantas transgénicas 35S::MsTFL1a comparado con
el de las plantas control. Los valores representan la media de los datos obtenidos a partir de
cortes transversales de 6 tallos en el penultimo entrenudo. Las barras indican el error estandar.
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Figura 76. Efecto de la sobreexpresidon de MsTFL1a en alfalfa sobre el nimero de células
en el parénquima xilemético y en el de la médula. Los datos representan la media del
nimero de células del parénquima de la médula y del xilema en plantas transgénicas
35S::MsTFL1a comparado con el de las plantas control (WT). Los valores representan la media
de los datos obtenidos a partir de cortes transversales de 6 tallos en el penultimo entrenudo.

Las barras indican el error estandar.
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2.3.2.8.2. Secciones longitudinales de tallos

La reduccion en la longitud del tallo de las plantas transgénicas 35S::MsTFL1a se
debi6 principalmente a la inhibicion del crecimiento de los entrenudos (Figura 78 A'y
B). Para determinar si esta disminucion era debido a defectos en la proliferacién o en
la elongacion celular, se realizaron diferentes mediciones sobre secciones
longitudinales del dltimo y pendltimo entrenudo del tallo observadas mediante
microscopia 6ptica (Figura 78). Dichas secciones mostraron que la elongacion celular
no estaba inhibida en los entrenudos de las plantas 35S::MsTFL1a (Figura 78 C). Por
lo tanto, la construccién 35S::MsTFL1a inhibe el crecimiento del tallo limitando la

proliferacion celular.
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Figura 77. Secciones longitudinales del tallo en plantas transgénicas 35S::MsTFLla y
plantas control teflidos con toluidina. (A). Secciones longitudinales del Gltimo entrenudo en
las lineas transgénicas y la planta control. (B). Secciones longitudinales del pendltimo

entrenudo en las lineas transgénicas y la planta control.
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Figura 78. Efecto de la sobreexpresion de MsTFL1a en alfalfa sobre la longitud de los
entrenudos del tallo. (A). Longitud del ultimo y penultimo entrenudo de una planta transgénica
35S::MsTFL1a (derecha) y una planta control (izquierda). (B). Promedio de la longitud del
Gltimo y pendltimo entrenudo en plantas transgénicas 35S::MsTFL1a comparado con el de las
plantas control. (C). Promedio de la longitud de las células del dltimo y pendltimo entrenudo en
plantas transgénicas 35S::MsTFLla comparado con el de las plantas control. Los valores
representan la media de los datos obtenidos a partir de cortes longitudinales de 6 tallos en el

ultimo y penultimo entrenudo. Las barras indican el error estandar.

2.3.2.8.3. Analisis de expresion de genes efectores del

ciclo celular en alfalfa

La expresion constitutiva de MsTFL1a en M. sativa inhibe el crecimiento mediante

la limitacion en la proliferacion celular de todos los tejidos y 6rganos de la planta.
El crecimiento y desarrollo de la planta se basan en la coordinacién entre la

divisibn y la expansion celular que se producen en las células madre de los

meristemos. Las divisiones celulares estan reguladas por quinasas dependientes de
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ciclina (CDK) que requieren la union de un regulador positivo (ciclina), (Gonzalez et al.
2012).

Para evaluar la proliferacién celular en las plantas transgénicas respecto a las
plantas control, se determinaron los niveles de expresion de cuatro genes efectores
de la division celular en el meristemo apical del tallo de la linea transgénica
35S::MsTFL1a 3.5 y se compararon con sus correspondientes niveles en el mismo
tejido en plantas control de M. sativa. La ciclina de tipo B cycMs2 de alfalfa se detectd
usando oligonucledtidos especificos de su secuencia nucleotidica (Hirt et al. 1992),
(Tabla 5). La ciclina de tipo A, cycAl de alfalfa, se detecté usando oligonucleétidos
especificos de su homéloga en M. truncatula (Nimero de acceso en el GenBank:
AET04951.1), (Tabla 5). Las ciclinas de tipo D, homdlogas a las ciclinas CYCD3;1 y
CYCD3;2 de Arabidopsis (Dewitte et al. 2007), se detectaron usando oligonucleétidos
especificos de sus secuencias homoélogas en M. truncatula (NUmero de acceso en el
GenBank: XM_013614633.1 y XM_013602001; respectivamente), (Tabla 5). El analisis

se realizé mediante qRT-PCR.
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Figura 79. Niveles de expresion de genes efectores del ciclo celular en el meristemo
apical de plantas 35S::MsTFL1a. Se compararon los niveles de expresién mediante gRT-PCR
de los genes cycMS2, cycAl, CDC3;1 y CDCS3;2 en meristemos apicales de la linea
transgénica 35S::MsTFL1a 3.5 y plantas silvestres de alfalfa. Los niveles de expresion de las
ciclinas en la linea 35S::MsTFL1a 3.5 se muestran relativos a los que presentan estos genes
en las plantas control que ha sido igualado a 1. Las barras de error indican el error estandar de

las tres réplicas técnicas.
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Los resultados muestran que los niveles de expresion de los genes cycMS2,
cycAl, CDC3;1 y CDC3;2 disminuyen en el meristemo apical de plantas
35S::MsTFLl1la 3.5 comparados con los niveles mostrados en el mismo tejido en
plantas control (Figura 79). Estas diferencias fueron mas acentuadas para la ciclina
CDC3;1 (Figura 79). Estos resultados sugieren que la expresion constitutiva de
MsTFL1a en alfalfa podria estar actuando como regulador negativo de la transcripcion
de genes efectores del ciclo celular como es el caso de las ciclinas.
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CAPiTULO I

DISCUSION






La disminucion del valor nutritivo en especies forrajeras se ve mermada con los
procesos de crecimiento y por los recursos utilizados por la planta en el proceso de
floracion (Figura 5). Por tanto, un retraso en la transicion floral, que a su vez estuviese
asociado a un mayor crecimiento vegetativo, podria ser beneficioso al producirse un

mayor contenido en proteina vegetal por planta para el consumo animal.

Las funciones de los ortdlogos de TFL1 en las leguminosas estan poco
estudiadas. Solo se han descrito las funciones de los ortélogos de TFL1 en Pisum
sativum (Foucher et al. 2003). Sin embargo, no se ha estudiado el efecto de la
expresion constitutiva de estos genes en su propia especie o0 en sistemas heterélogos.
Por ello, decidimos aislar los ortélogos de este gen en Medicago sativa. Si bien no se
pretendia realizar un estudio funcional de estos genes, si que estdbamos interesados
en elucidar de manera aproximada su papel biolégico en la planta mediante su
expresion constitutiva en un sistema heterélogo (A. thaliana) y en M. sativa, asi como
evaluar su posible uso como herramienta biotecnoldgica para retrasar el tiempo de

floracion en la alfalfa.

1. La expresion constitutiva de uno de los dos ortélogos de TFL1 de
alfalfa modifica el tiempo de floracion y la arquitectura de la planta
en Arabidopsis thaliana

Las plantas transgénicas de A. thaliana con sobreexpresion de MsTFLla
presentaron un retraso en el tiempo de floracion y cambios en la arquitectura de la
inflorescencia similares a los mostrados tras la expresion constitutiva de TFL1 de A.
thaliana (Ratcliffe et al. 1998). En concreto, se produce un alargamiento de todas las
fases del desarrollo de la planta, como ocurre tras la expresion constitutiva de otros
ortélogos de TFL1 en esta especie modelo (Wang et al. 2013; Zhang et al. 2005;
Carmona et al. 2006; Guo et al. 2006; Foucher et al. 2003). Sin embargo, no se
observaron diferencias ni en el tiempo de floracion ni en la arquitectura de la
inflorescencia con respecto a las plantas control para las lineas transgénicas que

sobreexpresaron el gen MSTFL1c.

Estos resultados sugieren que la funcién biolégica de MsTFL1a, pero no la de
MsTFL1c estd conservada con la del gen TFL1 de A. thaliana. Estas diferencias
podrian estar determinadas por una diferente capacidad de interaccién de MsTFLal y

MsTFL1c con la proteina FD en el meristemo inflorescente de A. thaliana. A pesar de
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que la duplicacién que dio lugar a los ortélogos de TFL1 en M. sativa (Figura 50), es
relativamente reciente y que las proteinas codificadas por estos genes presentan una
alta homologia. Estos resultados parecen indicar que ambos parélogos podrian haber

divergido funcionalmente.

2. MsTFL1la podria tener funciones adicionales en alfalfa a las
descritas para TFL1 en A. thaliana

En Arabidopsis, la sobreexpresion de MsTFL1a produce un alargamiento de todas
las fases del desarrollo de la planta, como ocurre tras la expresion constitutiva de otros
ortélogos de TFL1 en esta especie modelo (Wang et al. 2013; Zhang et al. 2005;
Carmona et al. 2006; Guo et al. 2006; Foucher et al. 2003). La sobreexpresion en N.
tabacum del gen CEN, el ortélogo de TFL1 en A. majus, también se tradujo en un
incremento del desarrollo vegetativo en las plantas transgénicas, produciéndose un
mayor numero de hojas y un incremento de biomasa como consecuencia del retraso
en el tiempo de floracion (Amaya et al. 1999). Estos estudios sugieren que los
mecanismos moleculares que controlan la arquitectura de la planta y la floracion en

dicotileddneas podrian estar conservados entre distintas especies.

La expresion constitutiva de MsTFL1a en M. sativa produce también un retraso en
el tiempo de floracion que va asociado a un incremento en los niveles de expresion del
transgén MsTFLla en apices florales (linea 3.5). Estos resultados sugieren que
MsTFL1a podria estar implicado en el control del tiempo de floraciéon en M. sativa. Sin
embargo, a diferencia de lo que sucede en Arabidopsis o tabaco, se producen
alteraciones fenotipicas que consisten en una reduccién en la altura de la planta, un
menor nimero de nudos, tallos mas finos, una reduccién en el tamafo de los
entrenudos, de las hojas y de las flores. Todas estas alteraciones fenotipicas
conllevaban a una menor biomasa en comparaciéon a las plantas control. Esta
reduccion en el tamafio de todos los 6rganos de las plantas transgénicas era debido a
una inhibicion de la proliferacion celular, como pudimos comprobar mediante un
analisis microscopico del numero de células en los tallos. Esta reduccion de tamafio
también era evidente en las hojas, las inflorescencias y los érganos florales. Segin
nuestros resultados, este efecto iria asociado a una reducciéon en los niveles de
expresion de genes efectores de la division celular. Nuestros resultados sugieren que,

en alfalfa, la funcién bien establecida de TFL1 y sus ortélogos en el control del tiempo

160



de floracion podria conciliarse con una posible funcion en la regulacién del crecimiento

de la planta.

3. Los genes TFL1-like podrian participar en vias de sefalizacién que

regulan la diferenciacion celular en plantas

La expresion constitutiva es una herramienta Util para el analisis funcional de
genes, ya que causa fenotipos que proporcionan una alternativa poderosa para
identificar componentes de vias de desarrollo inexploradas tras los andlisis
tradicionales de pérdida de funcién. La sobreexpresion puede causar la inhibicién o
activacion de una proteina, un complejo, o una via de sefializacion por diferentes
mecanismos moleculares (Prelich 2012). Con la sobreexpresiéon de un gen se pueden
reducir los niveles de expresibn normales de otras proteinas al afectar su
transcripcion, traduccion, o su tasa de degradacion. Otra manera de inhibicion a nivel
funcional de otras proteinas consiste en la competencia con otras macromoléculas. La
competencia podria interrumpir un complejo multiprotéico o inferir en el secuestro de

proteinas individuales (Prelich 2012).

TFL1, asi como otros miembros de la familia de los CETS, codifican proteinas con
homologia a las proteinas de union a fosfatidiletanolamida de mamiferos (PEBPS)
(Grandy et al. 1990; McGarry y Ayre 2012; Serre et al. 1998). Las PEBPs tienen dos
caracteristicas notables: un bolsillo de unién a ligando (Granovsky et al. 2008) y una
estructura globular y compacta, lo que les proporciona una amplia superficie para
interaccionar con otras proteinas. La habilidad de las PEBPs de unir fosfolipidos in
vitro ha sugerido que podrian ser componentes importantes en las rutas de
sefalizacién celular (Bradley et al. 1997). El conocimiento de las estructuras cristalinas
de las PEBPs humanas, bovinas (Serre et al. 1998; Banfield y Brady 2000) y la de
Antirrhinum majus (CENTRORADIALIS; Banfield y Brady 2000) ha sugerido que el
bolsillo de unién a ligando es incapaz de acomodar fosfolipidos y por lo tanto es poco
probable que funcione a través del contacto directo con sus bicapas lipidicas. Sin
embargo, estos analisis mostraron que contienen un bolsillo de unién a fosfato
altamente conservado dentro de la estructura, siendo capaces de acomodar grupos
fosforilo. Este dominio puede ser el dominio crucial para su actividad, sugiriendo que
las proteinas PEBP pueden mediar la sefializacion a través de su asociacion con
proteinas fosforiladas (Al-Mulla et al. 2013). De hecho, se ha demostrado mediante

doble hibrido que una proteina de esta familia en ratén, RKIP (Rafl kinase inhibitory

161



protein), interacciona con la quinasa Raf-1 inhibiendo su forforilacién y activacién
(Yeung et al. 1999; Yeung et al. 2000).

En animales, se sabe que la ruta de MAP quinasas implica una serie de cascadas
de proteinas quinasas que actian en la regulacion, la diferenciacién y la proliferacién
celular durante el crecimiento (Takahashi et al. 2004). Esta via se organiza en modulos
que contienen una proteina G y tres proteinas quinasas que actlan en serie, de modo
que la proteina G regula a las MAPKK quinasas (MAPKKK), éstas fosforilan y activan
a las MAPK quinasas (MAPKK) y éstas a su vez, fosforilan y activan a las MAPK
(Figura 80). Tanto las MAPK como las MAPKKK son serina/treonina quinasas,
mientras que las MAPKK son quinasas de doble especificidad pues fosforilan a la vez
un residuo de treonina y otro de tirosina en las MAPK (Picatoste et al. 2003). Las
MAPK estimulan la expresion por fosforilacion de factores de transcripcion inductores
de la transcripcion de ciclinas de tipo D (CYCD), (Figura 80). Las ciclinas D son
fundamentales en el inicio del ciclo celular. El ciclo celular comienza cuando estos
factores de transcripcion activan la transcripcion de genes de CYCD durante la fase G1
temprana y, al acumularse la proteina, se forman complejos CYCD/CDK. En la fase G1
tardia, el complejo activo CYCD/CDK fosforila a la proteina RBR, que reprime la
actividad de la familia de factores transcripcionales E2F/DP. Una vez fosforilada RBR
en mdultiples sitios, pierde afinidad y se disocia del complejo E2F/DP permitiendo la
transcripcion de la ciclina de tipo A 'y B (CYCA/B) en la parte final de la fase Gi,
contribuyendo a la formacién de los complejos CYCA/B con CDKA/B requeridos para
la entrada y progreso en la fase S (Figura 80), (Dirk Inze 2007). De este modo, en la
fase S asi como en la fase G2 se establecen estos complejos, mientras que en la fase

M sélo se han observado complejos CYCB/CDKB.

En plantas transgénicas de alfalfa que sobreexpresan la proteina MsTFL1a, los
niveles de expresion de las ciclinas de tipo D, CYCD 3;1 y CYCD 3;2, aparecen
disminuidos aproximadamente en un 80 % y un 40 %, respectivamente, con respecto a
los niveles presentados en el meristemo apical del tallo en plantas no transformadas.
De manera similar estan afectados los niveles de expresion de las ciclinas de tipo Ay
B, cycAl y cycMs2, respectivamente, que disminuyen aproximadamente un 40 % con
respecto a los niveles de las plantas control. Estos resultados sugieren que MsTFL1a

podria afectar negativamente en la regulacion transcripcional de estos genes.

Se ha sugerido que en plantas las proteinas CETS podrian participar en un

mecanismo analogo al de Raf-1 (MAPKKK) de mamiferos (Pnueli et al. 2001). Estas
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proteinas podrian compartir una funcién biolégica comun como reguladores de la
diferenciacion celular mediada por su interaccion con miembros de la cascada de
quinasas (Banfield y Brady 2000). Esta sugerencia se basa en el hecho de que la
proteina codificada por el ortélogo de TFL1 en tomate, SELF-PRUNING (SP), es
capaz de interaccionar in vitro con proteinas homélogas a las MAPKKK de animales
(SPAK) y con inhibidores de las CDKs (quinasas dependientes de ciclinas) del ciclo
celular, como la proteina codificada por el gen SIAMESE (SIM), (Pnueli et al. 2001;
Churchman et al. 2006).

RKIP D Proteina G
@D MAPKK

TF de ciclinas D1

|
i

—

Ciclina
AB
CDKA/B

Regulacion transcripcional

Ciclina @
AB @ R
CDKA/B Progresion del

ciclo celular

Figura 80. Esquema general de la organizacion de la via de las MAP quinasas y de las
fases del ciclo celular, y principales componentes que participan en cada una de ellas.
La cascada de proteinas quinasas activa la expresion de factores de transcripcion inductores
de la transcripcion de CYCD. La formacién de los complejos CYCD/CDK fosforilan a la proteina
RBR en la transicion G1/S, liberando al factor transcripcional E2F/DP, lo que a su vez permite
la transcripcién de un conjunto de genes encargados de conducir la progresion del ciclo celular.
En la fase S asi como en la G2 se establecen diversos complejos de CYCA/B con CDKA/B,
mientras que en la M solo se han observado complejos CYCB/CDKB. Para que el ciclo
funcione correctamente las ciclinas son degradadas y sintetizadas de novo al iniciar un nuevo

ciclo.
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Basandonos en esta analogia, nuestros resultados sugieren que MsTFL1a podria
actuar como un inhibidor de la actividad quinasa; impidiendo la fosforilacion y asi la
expresion de factores transcripcionales activadores de la expresion de genes de
ciclinas de tipo D, y de este modo reprimir la progresion del ciclo celular, relacionado
en este caso con la disminucién de la expresion de las ciclinas: CYCD, CYCAy CYCB.

4. Los genes TFL1-like podrian afectar al crecimiento

independientemente de la transicion floral

Se ha sugerido que los genes CETS podrian afectar al crecimiento
independientemente de la formacion de las flores (Lifschitz et al. 2006). Mientras que
en Arabidopsis y tabaco, la transicién a la floracion esta asociada con la elongaciéon de
los brotes de inflorescencia, en tomate, la aceleracion de la floracion por los genes
SFT (FT-like) o sp (mutante self-prunning) se asocia con el acortamiento de los
entrenudos. Ademas, se observd una atenuaciéon general del crecimiento: hojas mas
pequefias y delgadas, y a veces con un menor nimero de foliolos laterales (Lifschitz et
al. 2006). De esto se deduce que todas las respuestas estimuladas por el balance
entre SFT y SP involucran cambios en el crecimiento, lo que sugiere que la transicion
floral y la atenuaciéon de crecimiento, en lugar de ser consecuencia una de otra, son
dos facetas de la mismas respuestas celulares (Lifschitz et al. 2006). Cuando se
sobreexpresa en arroz, uno de los ortélogos de TFL1 en esta especie, el gen Oscen2,
se producen plantas de menor tamafio que las plantas control y una reduccién de la
longitud de los entrenudos, asociada con una reduccién en el nimero total de células a
lo largo de la seccion longitudinal (Zhang et al. 2005). Por otro lado, la expresion del
gen FT de Arabidopsis en tomate dirigida por el promotor del gen FILAMENTOUS
FLOWER de Arabidopsis (FL), produjo plantas con hojas y tallos reducidos, y
frecuentemente floracion temprana (Lifschitz et al. 2006). Cabe destacar que la
expresion del gen GUS mediada por este promotor en tomate, se restringe a los
primordios foliares, y la regién abaxial de las hojas, y nunca se observo dentro del

meritemo apical del tallo (SAM).

Nuestros resultados sumados a los descritos en la literatura, apoyan la idea de que
para regular la arquitectura de la inflorescencia, las proteinas CETS (PEPB) fueron
reclutadas para funcionar como un centro de sistemas de sefializacion que tiene
flexibilidad y potencial para integrar una amplia variedad de sefiales de desarrollo.
Esta flexibilidad y diversidad son facilitadas por el potencial de las proteinas CETS

para unirse a diversas clases de proteinas reguladoras (Pnueli et al. 2001). La
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diversidad de fenotipos regulada por los genes CETS es probablemente el resultado
de la asociacion de su expresion temporal y espacial con las proteinas interactuantes y
muy probablemente con otros factores. Parece probable que estas proteinas pudiesen

participar en diversas vias de sefializacion.

El analisis funcional de FT y TFL1 en Arabidopsis thaliana ha revelado Unicamente
sus funciones conocidas en la regulacién de la transicion floral. Esta se produce
mediante la interaccién con FD, un factor de transcripcion de tipo bZIP en la zona
medular del meristemo apical del tallo (Figura 6). La formacion del complejo FT-FD se
produce a través de la proteina adaptadora 14-3-3 (Abe et al. 2005). La expresion
constitutiva de ortélogos de TFL1 o FT de diversas especies en Arabidopsis (Wang et
al. 2013; Carmona et al. 2006; Guo et al. 2006; Foucher et al. 2003) sugiere de
manera general que los mecanismos moleculares que controlan la arquitectura de la
planta y la floracion en dicotiledéneas estan conservados, al observarse los mismos
efectos fenotipicos que la sobreexpresion de FT o TFL1 en esta especie. Sin embargo,
su potencial para provocar efectos sistémicos sobre el crecimiento independiente de la
formacion de flores no ha podido ser desvelado en Arabidopsis thaliana. Esta hipo6tesis
se ha podido realizar Unicamente tras el analisis funcional de genes CETS en otras
especies distintas de Arabidopsis como tomate y arroz, y tras la identificacion de
proteinas interactuantes en sistemas distintos de la especie modelo Arabidopsis
thaliana. La posible funcién de los genes CETS en vias de sefalizacion parece estar
relacionada con la especie, y podria ser detectada Unicamente en aquellos sistemas
donde formen parte de esta via de sefalizacion controlando la maquinaria del ciclo
celular. En este aspecto, Medicago sativa podria ser un buen sistema modelo para

estudiar la posible gama de diversificacion bioquimica de estas proteinas.

5. Abordaje futuro para la comprensién de la posible gama de
diversificacion bioquimica de las proteinas codificadas por los

genes CETS de M. sativa

Para intentar comprender la diversificacién bioquimica de las proteinas CETS, se
podrian abordar en un futuro diversos experimentos usando alfalfa como sistema
experimental, empleando las herramientas desarrolladas en este trabajo para su
transformaciéon estable. Un abordaje experimental podria consistir en la
sobreexpresion de MsTFL1a como proteina recombinante fusionada a una “etiqueta”,

como por ejemplo el “tag” de polihistidina. Las proteinas que interaccionan con
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MsTFL1a se podrian purificar y detectar facilmente debido a la cadena de residuos de
histidina que se une a varios tipos de iones metalicos inmovilizados, incluyendo niquel,
cobalto y cobre, bajo condiciones de tampdén especificas, mediante
inmunoprecipitacion. Las proteinas interactuantes se eluirian y se fraccionarian por
SDS-PAGE, seguido de un troceado del gel, la digestion de cada trozo por separado y
el andlisis de los péptidos de cada uno de ellos mediante LC-MS/MS (cromatografia
liquida y espectrometria de masas), lo que conduciria a la identificacion de las
proteinas mediante la correspondiente busqueda en las bases de datos (Aebersold y
Mann 2003).

Esta estrategia da la posibilidad de encontrar nuevas relaciones entre proteinas,
antes desconocidas. El éxito de la metodologia dependera en gran medida de la
especificidad de reconocimiento de la proteina de interés y sus proteinas asociadas.
Para ello, es necesario complementar esta técnica con el método de doble hibrido de
levadura para la deteccién de interacciones entre proteinas, una vez ya conozcamos
los candidatos. Ademas, sera necesario realizar un estudio de la expresion espacial y
temporal de los genes candidatos y el gen de interés, para comprobar que sus

expresiones sean solapantes.

La evidente complejidad de las interacciones de proteinas sugiere que la
funcionalidad de éstas no debe considerarse de forma aislada, sino dentro de una red
global de componentes que interaccionan entre ellos. El estudio y caracterizacion de
un grupo de proteinas determinado permite diferenciar entre la actividad de una
proteina y su funcién bioldgica. La funcion biolégica de una proteina esté relacionada
con el proceso especifico en el que ésta esta realmente participando. En
consecuencia, dado que la misma proteina puede ensamblarse con diferentes
proteinas para formar diferentes complejos funcionales, aunque presente una sola
actividad puede tener varias funciones biologicas. Gracias a la prote6mica de
interaccion y a las herramientas bioinformaticas de biologia de sistemas se pueden
construir mapas completos de todas las interacciones de proteinas en la célula y

mostrar la funcién biolégica de cada una de ellas.
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6. Validacion de la expresion constitutiva de los ortdlogos del gen
TERMINAL FLOWER 1 (TFL1) en Medicago sativa para su posible
uso como herramienta biotecnoldégica en la mejora del valor

nutricional de la alfalfa.

La estrategia disefiada en este trabajo ha resultado Gtil para retrasar el tiempo de
floracion en alfalfa. A pesar de ello, no se ha producido un incremento de la biomasa
en las plantas transgénicas y, consecuentemente, no cabe esperar un mayor
contenido en proteina vegetal del forraje. Esto conduce a priori a pensar que esta
herramienta no resulta de interés para la mejora del valor nutritivo de la alfalfa. Por
este motivo, hemos considerado realizar un estudio fenotipico de dichas plantas desde
el punto de vista bésico. Este interés se basa en la falta de informacion que existe
hasta la fecha de los efectos de la sobreexpresion de ortélogos de TFL1 en su propia
especie, siendo un campo inexplorado en muchas especies, incluyendo las
leguminosas. Es por ello que no se ha terminado de validar completamente estas
plantas para su posible uso como herramienta biotecnolégica en la mejora del forraje.
Para la validacion completa de las mismas se requerird la evaluacién futura de otros
parametros que determinen la calidad del forraje proporcionado por estas plantas. Se
podrian evaluar aquellos componentes que reducen la calidad del forraje segun
avanza la madurez de la planta, como la fibra (celulosa y hemicelulosa) y la lignina, ya
que un menor contenido en lignina o fibra proporcionaria una mejor digestibilidad del
mismo, caracteristica que podria resultar interesante a pesar de tener un menor
contenido de proteina por planta. Habria que llegar a un compromiso entre cantidad y
calidad del forraje. Debido a que hemos obtenido plantas de menor tamafio, con un
menor numero de nudos y tallos mas finos, quizas, estos componentes que se
encuentran mayoritariamente en el tallo, habrian experimentado una disminucién, y
por tanto las plantas transgénicas 35S::MsTFL1a serian de mayor calidad siendo mas
digeribles para el ganado.
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Diserio de construcciones multigénicas en el sistema
GoldenBraid 2.0 y validacion funcional en sistemas
modelo para activar de novo la biosintesis de
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Su uso como posible herramienta biotecnolégica

en la mejora del valor nutricional de la alfalfa






CAPITULO Ill: Disefio de construcciones multigénicas en el sistema
GoldenBraid 2.0 y validaciéon funcional en sistemas modelo para activar
de novo la biosintesis de antocianinas y proantocianidinas. Validacién de
su uso como posible herramienta biotecnolégica en la mejora del valor

nutricional de la alfalfa.

1. Disefo de la construccion para la expresion constitutiva de Delila-
Roseal-MtANR-MtLAR en el sistema GoldenBraid 2.0

Se llevé a cabo la construccién multigénica 35S::Delila-Roseal-MtANR-MtLAR
mediante un método de construccion modular de DNA especialmente disefiado para
Biologia Sintética de Plantas e Ingenieria Metabdlica conocido como GoldenBraid 2.0
(Sarrion-Perdigones et al. 2011, 2013, 2014). En esta construccién la expresion de las
regiones codificantes de los genes Delila, Roseal, MtANR y MtLAR se halla dirigida
por una copia del promotor del gen 35S del virus del mosaico del virus de la coliflor
(CaMV) con el fin de expresarlos constitutivamente en plantas. Los pasos seguidos

para la realizacion de esta contruccion se detallan a continuacion.

1.1.Domesticacion de piezas y construccion de médulos

1.1.1. Domesticacion de piezas

Para la domesticacion de las distintas piezas se siguieron los pasos descritos en
“Materiales y Métodos” (apartado 4.3.5.3). A continuacion se describen las
domesticaciones que se llevaron a cabo para cada uno de los genes que utilizamos en

esta Tesis.
A. Domesticaciéon de Delilay Roseal

Los factores de transcripcion “Delila” y “Roseal” domesticados fueron
amablemente cedidos por el laboratorio del Dr. Diego Orzaez (Instituto de Biologia
Molecular y Celular de Plantas, UPV-CSIC, Valencia), que a su vez los recibio de los
Drs. Cathie Martin y Eugenio Butelli (John Innes Centre, UK), para poder realizar la

construccioén utilizada en este trabajo.
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B. Domesticacion de MtANR

MtANR se aisl6 mediante RT-PCR a partir de RNA procedente de semillas de M.
truncatula de 10 dias después de la polinizacién (Figura 82). Para ello se disefiaron 2
pares de oligonucleétidos especificos a partir de su secuencia nucleotidica (Nimero
de Referencia NCBI: XM_013601695.1) ya que en su secuencia interna presenta una
diana de restriccion para Bsal, por lo que para su domesticacion se hizo necesaria la
amplificacién de dos retales (MtANR-A y MtANR-B) con los que poder eliminar dicho
sitio (Figura 81).

F1 F2 Bsal

MtANR\__) \L
(—\ (—\

R1 R2

Figura 81. Estrategia de domesticacidon de la pieza MtANR. Eliminaciéon de una diana de
reconocimiento para Bsal mediante la generacién por PCR de dos retales (MtANR-A y
MtANR-B) que permiten eliminar una diana de restriccion para Bsal introduciendo una

mutacion silenciosa (GAG>GGG).

La informacion necesaria para la realizacion de las dos PCRs se encuentra en la
tabla 19, extraida de la tabla 4 de “Materiales y Métodos”. Para la PCR del retal
MtANR-A se emplearon los oligonucletdtidos MtANR-F1 y MtANR-R1; y para la PCR
del retal MtANR-B se emplearon los oligonucleétidos MtANR-F2 y MtANR.R2 (Figura
81).

Tras la purificacion de los fragmentos de PCR, se realiz6 una reaccion de
restriccion-ligacion, mezclando en un mismo tubo: 1,5ul de cada retal amplificado, 1ul
del Bsmbl (10u), 1ul del pUPD, 1ul de T4 DNA (3u) Ligasa, 1ul de Tampon Ligasa y

agua, para llegar a un volumen final de 10pl.
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Figura 82. MtANR tiene una expresion méaxima en semillas inmaduras 10 dias después de

la polinizacion (http://mtgea.noble.org; n° de accesion: Mtr.44985.1.S1 _at).

La construccion resultante fue introducida en E. coli por choque térmico y los
transformantes fueron seleccionados en medio LB suplementado con ampicilina, X-Gal
e IPTG. Se estudi6 la integridad de la pieza mediante digestién de los plasmidos y
visualizacién en gel de electroforesis; y mas tarde por secuenciacién y alineamiento

con la secuencia presente en las bases de datos.
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Pieza Oligos Secuencia Tamafio T2 de Molde
GB (pb) anillamiento
MtANR-F1 GCGCCGTCTCACTC 79,1
GAATGGCTAGTATCA
AACAAATAGAAATAG
131
MtANR-R1 GCGCCGTCTCATCCC 73,2 DNA
TAACAGTAGTATTAA ¢
CG semilla 10
MIANR  "\ItANR-F2 | GCGCCGTCTCAGGG 80,2 dap M.
ACCTAGATAGTGCAA 890 truncatula
ACAAAAC
MtANR-R2 GCGCCGTCTCTCGCT 88,1
CGAAGCTCACTTGAT
CCCCTGAGTCTTC

Tabla 19. Oligonucleé6tidos disefiados para la amplificacién de los retales para la
domesticacion de MtANR e informacion necesaria para la realizacién de las reacciones
de PCR.

C. Domesticacion de MtLAR

El gen LAR se ha clonado a partir de la leguminosa Desmodium uncinatum
(Tanner et al. 2003). Para realizar la construccién multigénica se aislé la secuencia
codificante de su ortélogo en Medicago truncatula, el gen MtLAR (NUumero de
Referencia NCBI: XM_003591782). Esto se realiz6 mediante RT-PCR a partir de RNA
procedente de semillas de M. truncatula de 10 dias después de la polinizacion (Figura
84) usando 2 pares de oligonucleétidos especificos a partir de su secuencia
nucleotidica (Tabla 20).

MtLAR presenta en su secuencia interna una diana de restriccion para Bsmbl, por
lo que para su domesticacién se hizo necesaria la amplificacion de dos retales
(MtLAR-A y MtLAR-B) con los que poder eliminar dicho sitio para lo que se usaron dos
pares de oligonucledtidos: Para la PCR del retal MtLAR-A se emplearon los
oligonucleétidos MtLAR-F1 y MtLAR-R1. (ii) Para la PCR del retal MtLAR-B se
emplearon los oligonucle6tidos MtLAR-F2 y MtLAR.R2 (Tabla 20; Figura 83).
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F1 F2 Bsmbl
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MtLAR

(—\ (—\

R1 R2

Figura 83. Estrategia de domesticacién de la pieza MtLAR. Eliminacién de una diana de
reconocimiento para Bsmbl mediante la generacion por PCR de dos retales que permiten
eliminar una diana de restriccibn para Bsmbl, introduciendo una mutacién silenciosa
(CTC>GTC).

Pieza Oligos Secuencia Tamanfo T2 de Molde
GB (pB) anillamiento
MtLAR-F1 | GCGCCGTCTCACTCGAA
TGGCACCATCATCATCA 89 2
CCAACC ’
755
MtLAR-R1 | GCGCCGTCTCACACGAT 79,7 cDNA semilla
TGCTCTAGGAATTTTTC 10 dap M.
MtLAR | MtLAR-F2 | GCGCCGTCTCACGTGTC 80,2 truncatula
TGAAGACGATCTTCTAG
290
MILAR-R2 | GCGCCGTCTCGCTCGAA 89,8
GCTCAACAGGAAGCTGT
GATTGGC

Tabla 20. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion de los retales para
domesticacion de MtLAR e informacion necesaria para la realizacion de las reacciones
de PCR.
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Figura 84. MtLAR tiene una expresion maxima en semillas inmaduras 10 dias después de
la polinizacion (http://mtgea.noble.org; n° de accesion: Mtr.20055.1.S1_at).

Como en el caso anterior, para la realizacion de la restriccidn-ligacién se juntaron
en el mismo tubo de reaccion 1,5ul de cada retal amplificado, 1ul del Bsmbl (10u), 1ul
del pUPD, 1ul de T4 DNA (3u) Ligasa, 1pl de Tampoén Ligasa y agua, para llegar a un
volumen final de 10ul. Tras transformar E. coli y obtener la miniprep de alguna de las

colonias formadas, se realizé la digestidn y secuenciacion de los plasmidos obtenidos.

1.1.2. Construccién de moédulos

1.1.2.1. Construccion del maodulo:
“pDGBQ1 Hph 35S:Delila:T35S-35S:Roseal: T35S-
35S:MtANR:T35S-35S:MtLAR:T35S”

Ademas de piezas basicas, también se construyeron mdédulos complejos (TUs y
combinaciones de TUs). La tabla 21 recoge un listado de todos los médulos generados
a lo largo de este proyecto y que fueron utilizados para conseguir el resto de objetivos
propuestos. Como ejemplo, en este apartado se va a explicar como se desarrollo el
ensamblaje del modulo “‘pDGBQ1_Hph_35S:Delila:T35S-35S:Roseal: T35S-
35S:MtANR:T35S-35S:MtLAR:T35S”, el cual fue utilizado tanto para la transformacion
transitoria en N. benthamiana, como para las transformaciones estables en A. thaliana,
N. tabacum y M. sativa, para activar la biosintesis de PAs en las distintas plantas. El

resto de médulos generados, siguieron el mismo protocolo, variando Unicamente las
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piezas de la coleccion GB utilizadas, el plasmido de destino donde se quiso introducir

el médulo y, consecuentemente, la enzima de restriccion que permitié hacerlo.

Médulo Uso

pDGBa1_35S:MtANR:Thos Transformacion genética transitoria N.
benthamiana

pDGBa2 35S:MtLAR:Tnhos Transformacién genética transitoria N.
benthamiana

pDGBQ1_35S:Delila:T35S-35S:Roseal: T35S Transformacion genética transitoria N.
benthamiana

Transformacion genética estable M.
sativa

pDGBQ1_Hph_35S:Delila:T35S-35S:Roseal: T35S- Transformacion genética transitoria N.

35S:MtANR:Tnos-35S:MtLAR:Tnos benthamiana

Transformacion genética estable: M.
sativa, N. tabacum y A. thaliana

Tabla 21. Listado de todos los modulos generados en este proyecto y uso de cada uno

de ellos.

El modulo “‘pDGBQ1_35S:Delila:T35S-35S:Roseal: T35S-35S:MtANR: Thos-
35S:MtLAR:Tnos” se encuentra formado por cuatro unidades transcripcionales que
contienen los factores de transcripcion Delila y Roseal (Schwinn et al. 2006) y las dos
enzimas MtANR y MtLAR, que participan en la biosintesis de PAs. Ambos genes,
Delila y Roseal, se encuentran flanqueados por el promotor 35S y el terminador T35S.
En cambio, MtANR y MILAR se encuentran flanqueados por el promotor 35S y el

terminador Tnos.

La figura 85 corresponde a una representacion de los pasos seguidos para generar
dicho modulo. Muestra con qué piezas se realizaron cada uno de los ensamblajes
multipartitos, el orden en que se realizaron los emparejamientos durante el ensamblaje

binario y las construcciones resultantes en cada paso.
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Figura 85. Estrategia de ensamblaje de la construccion

“pDGBQ1_35S:Delila;:T35S_35S:Roseal:T35S_35S:MtANR:Tnos_35S:MtLAR:Tnos”. Tras
cada ensamblaje, en la construccion resultante se representan Unicamente los fragmentos
situados entre el Right Border (RB) y el Left Border (LB) del plasmido de destino. En los
ensamblajes multipartitos: combinacion de las piezas p35S, pMtANR y pTnos en el plasmido de
destino pDGBa1 para dar lugar al moédulo “pDGBa1_35S:MtANR:Tnos” (representado como
“ANR”) y combinacion de las piezas p35S, pMtLAR y pTnos en el plasmido de destino pDGBo2
para dar lugar al médulo “pDGBa2_35S:MtLAR:Tnos” (representado como “LAR”). En el primer
ensamblaje  binario: union de los mbédulos “pDGBa1_35S:MtANR:Tnos” vy
“pDGBa2_35S:MtLAR:Tnos” en el plasmido de destino pDGBQ2. En el segundo ensamblaje
binario: unién de los modulos “pDGBQ2_ 35S:MtANR:Thos-35S:MtLAR:Tnos” vy
“pDGBQ1_35S:Delila:T35S-35S:Roseal:T35S” en el plasmido de destino pDGBa2. En el tercer
ensamblaje binario: unidén de los moédulos “pDGBa2__ 35S:Delila:T35S-35S:Roseal:T35S-
35S:MtANR:Tnos-35S:MtLAR:Tnhos” y “pDGBa1_Hph” en el plasmido de destino pDGBQ1.

En primer lugar, se realizaron 2 ensamblajes multipartitos simultdneos en una
‘reaccion GB Bsal”, siguiendo la metodologia explicada en el apartado 4.3.5.4 de
“Materiales y Métodos”: (i) el primero de ellos con las piezas p35S, pMtANR y pTnos,
dentro del plasmido de destino pDGBa1 y con la enzima de restriccion Bsal; y (ii) el
segundo con las piezas p35S, pMtLAR y pTnos, en el interior del plasmido de destino

pDGBa2 y con la enzima de restriccion Bsal.

Las reacciones de restriccion-ligacién se prepararon con los reactivos mostrados

en la tabla 22.
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pDGBa1_35S:MtANR:Tnos pDGBa2_35S:MtLAR:Tnos
1ul pDGBa1 (75ng/ pl) 1ul pDGBa2 (75ng/ )
1,5 pl p35S (75ng/ pl) 1,5 pl p35S (75ng/ pl)
0,7 pl pMtANR (75ng/ pl) 1 pl pMELAR (75ng/ pl)
1,5 pl pTnos (75ng/ pl) 1,5 pl pTnos (75ng/ pl)
1pl Bsal (5u) 1ul Bsal (5u)
1ul T4 DNA ligasa (3u) 1ul T4 DNA ligasa (3u)
1ul Tampon ligasa 1ul Tampon ligasa
2,3 pl agua 2ul agua

Tabla 22. Reactivos empleados para la reaccion de restriccion-ligacion en el ensamblaje
multipartito de los moédulos “pDGBa1_35S:MtANR:Tnos” y “pDGBa2_35S:MtLAR:Tnos”.

Las construcciones resultantes, denominadas pDGBa1_35S:MtANR:Tnos” vy
‘pDGBa2_35S:MtLAR:Tnos” respectivamente, fueron transformadas en E. coli
mediante electroporacion y siembra en placa con kanamicina, IPTG y X-Gal. Se
realizaron cultivos liquidos de algunas colonias y se obtuvo su miniprep. Los plasmidos

obtenidos, fueron verificados mediante digestion y electroforesis.

A continuacion, los plasmidos obtenidos durante el ensamblaje multipartito, fueron
sometidos a un primer ensamblaje binario con la finalidad de unirlos entre si.
Siguiendo la metodologia descrita para los ensamblajes binarios (Materiales y
Métodos, apartado 4.3.5.5), se realiz6 la correspondiente reaccién de restriccion-
ligacién juntando en un mismo tubo las construcciones pDGBa1_35S:MtANR:Tnos”,
“pDGBa2_35S:MtLAR:Tnos” y el vector de destino pDGBQ2. La construccion
resultante, denominada “‘pDGBQOQ2_35S:MtANR:Tnos-35S:MtLAR:Tnos”, fue
introducida en E. coli mediante electroporacibn y siembra en placa con
espectinomicina, IPTG y X-Gal. Se verifico la integridad de la construccién mediante la

digestion y electroforesis del plasmido.

Con el fin de pasar la construccion obtenida al nivel a de GB, se realizé un
segundo ensamblaje binario entre el modulo obtenido “pDGBQ2_35S:MtANR:Tnhos-
35S:MtLAR:Tnos” y el modulo “pDGBQ1_35S:Delila:T35S-35S:Roseal:T35S”. La
metodologia es la misma, salvo que la enzima de restriccion empleada fue Bsal y el
plasmido de destino pDGBa2. Puesto que se utilizé un plasmido de destino de nivel q,
los cultivos se realizaron con el antibiético kanamicina. El resto del proceso fue

exactamente idéntico al explicado anteriormente.
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Una vez obtenida la construccion “pDGBa2__ 35S:Delila:T35S-35S:Roseal:T35S-
35S:MtANR:Tnos-35S:MtLAR:Tnos”, se realiz el tercero y ultimo ensamblaje binario
con el mdédulo “pDGBa1_Hph”, que confiere resistencia a higromicina. De nuevo, la
metodologia es la misma que anteriormente, salvo que la enzima de restriccion fue
Bsmbl y el plasmido destino pDGBQ1. Puesto que se utilizé un plasmido destino de
nivel Q, los cultivos se realizaron con espectinomicina. Como resultado final,
obtuvimos la construccion “pDGBQ1_Hph 35S:Delila:T35S-35S:Roseal:T35S-
35S:MtANR:Tnos- 35S:MtLAR:Tnos” (Figura 86), que llamaremos a partir de ahora
Delila-Roseal-MtANR-MtLAR. Finalmente, las cepas AGL1 y LBA4404 de
Agrobacterium tumefaciens se transformaron con esta construccion para la obtencion
de plantas transgénicas de alfalfa.

CGCT
GTCA
RB
<$NR322 origin
T N

SpnR
Spn promoter
T
TAAC
/> Tnos
I T>C

\

16017 bp

Delila
M13MARO3 35S
Rosea

T>C

Tnos
CGCT
GTCA

35S
Figura 86. Construccion “pDGBQ1_Hph_35S:Delila: T35S-35S:Roseal: T35S-

35S:MtANR:Tnos-35S:MtLAR:Tnos” obtenida a través del ensamblaje binario entre
“pDGBa2__35S:Delila:T35S35S:Roseal: T35S35S:MtANR: Thos35S:MtLAR:Tnos” 'y el
moédulo “pDGBa1_Hph” en el vector de destino pDGBQ1.
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2. Validacion funcional de la construccion Delila-Roseal-MtANR-MtLAR

mediante expresion transitoria en Nicotiana benthamiana
2.1.Ensayos de expresion transitoria en N. benthamiana

Para probar la funcionalidad de las diferentes construcciones, se realizaron
ensayos de expresion transitoria mediante agroinfiltracion en hojas de plantas de N.
benthamiana (Materiales y Métodos, apartado 5.2). Utilizando los mddulos construidos
explicados en el apartado 1, podiamos conseguir distintas combinaciones entre los
dos factores de transcripcion Delila y Roseal, y los dos genes que codifican las dos
enzimas que participan en la ruta de biosintesis de las PAs, MtANR y MtLAR. Las
construcciones utilizadas se representan en la figura 87. En total se realizaron 2
ensayos, y se agroinfiltraron 10 plantas para cada uno de ellos. Como control de la
agroinfiltracion se utilizaron plantas agroinfiltradas Unicamente con el gen reportero
Dsred (Figura 88).

ROSEA1 Ei DELILA |T.-355|| HYG »

q ROSEAL |T355= DELILA |E= MEANR ITnosll HYG »

q ROSEA |T355E DELILA |ETnosl M
G rosta_| T3ss peis |r3ss wiane_| Toos fassi weag o M

Figura 87. Construcciones multigénicas GoldenBraid 2.0 usadas en este trabajo.
Abreviaturas: 35S, promotor constitutivo 35S de CaMV; T35S, terminador 35S de CaMV; Tnos,
terminador de la nopalina sintasa; HYG, gen que confiere resistencia al antibiético Higromicina;
Roseal, factor de transcripcion tipo MYB; Delila, factor de transcripcion tipo bHLH; MtANR, gen
de la antocianidina reductasa de M. truncatula; MtLAR, gen de la leucoantocianidina reductasa

de M. truncatula.
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Dsred Delila-Rosea1

Figura 88. Comprobacién de expresién transitoria por agroinfiltracién de hojas de N.
benthamiana utilizando el gen marcador DsRed (izquierda) que produce fluorescencia
roja al iluminar con luz UV. Halo de pigmentacion purpura producido por la expresién de

Roseal tras la agroinfiltracién y consiguiente produccion de antocianinas (derecha).

Las diferentes combinaciones de Delila-Roseal, Delila-Roseal-MtANR, Delila-
Roseal-MtLAR vy Delila-Roseal-MtANR-MtLAR bajo el control del promotor
constitutivo 35S, produjeron una pigmentacién de color puarpura en las areas que
fueron agroinfiltradas (Figura 89 C, D, E y F) en comparacion con el control no
agroinfiltrado y el control positivo de la agroinfiltracion con el gen reportero DsRed
(Figura 89 A y B, respectivamente). La pigmentacion purpura fue evidente 5 dias

después de la agroinfiltracion y aumento6 progresivamente.

Para analizar la funcionalidad de la construccion multigénica Delila-Roseal-
MtANR-MtLAR, se analizaron los niveles de expresion de los cuatro transgenes. Esto
se realizd6 mediante RT-PCR semicuantitativa a partir de  RNA procedente de hojas
agroinfiltradas de N. benthamiana 5 dias después de la agroinfiltracién (Figura 90)
usando oligonucleétidos especificos para dichos genes (Tabla 5). Como gen
constitutivo se us6 el gen endégeno ACTINA8 (NbACTS8). La deteccidn de la expresion
constitutiva de todos ellos demuestra la funcionalidad de la construccién multigénica
(Figura 90).
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WT+Dsred

Delila-Rosea1-MtANR-M{LAR Delila-Rosea1-MtANR Delila-Rosea1-MtLAR

Figura 89. Ensayo de expresion transitoria por agroinfiltracion en hojas de N.
benthamiana. Agroinfiltracién con las cuatro construcciones multigénicas GoldenBraid 2.0
usando jeringas sin aguja en hojas de plantas de 4-5 semanas de edad de N. benthamiana.
(A). Hoja WT de N. benthamiana no agroinfiltrada. (B). Hoja agroinfiltrada con DsRed (control
de la agroinfiltracion). (C). Hoja agroinfiltrada con la construccién Del-Rosl que presenta una
pigmentacion de color purpura en las &reas agroinfiltradas. (D). Hoja agroinfiltrada con la
construccion multigénica Del-Ros1-ANR-LAR que muestra una pigmentacion de color parpura.
(E). Hoja agroinfiltrada con la construccion multigénica Del-Ros1-ANR que presenta
pigmentacién de color purpura. (F). Hoja agroinfiltrada con la construccién multigénica Del-Ros-

LAR que muestra pigmentacion de color purpura.

DSRED
NORT
CONTROL

DEL-ROS
NORT
CONTROL

DEL
ROS
MANR
MtLAR
ACT.

Figura 90. Expresion de los transgenes Delila, Roseal, MtANR y MtLAR en hojas
agroinfiltradas de N. benthamiana.. Los resultados de PCR se muestran a 30 ciclos de

amplificacion para todos los genes analizados.
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Se ha realizado un analisis de expresion de los genes que codifican las principales
enzimas que integran la ruta de biosintesis de flavonoides en N. benthamiana. Para
ello se realizd6 una RT-PCR a partir de RNA de hojas procedente de hojas
agroinfiltradas de N. benthamiana 5 dias después de la agroinfiltracion usando
oligonucledtidos especificos para estos genes (Tabla 5). Nuestros resultados muestran
gue los factores transcripcionales Delila y Roseal inducen la expresion de los genes
implicados en la ruta biosintesis de antocianinas con respecto a los niveles de las
plantas control (Figura 91). Este es el caso del gen que codifica la enzima chalcona
sintasa (NbCHS) (ver Figura 17 en la Introduccion) y el gen que codifica la enzima
chalcona isomerasa (NbCHI), (Figura 91). Por otro lado, Delila y Roseal activan de
novo la expresién de los genes que codifican las enzimas flavanona 3-hidroxilasa
(NbF3'H), dihidroflavonol 4-reductasa (NbDFR1) y la antocianidina sintasa (NbANS)
con respecto a las hojas agroinfiltradas con el control DsRed y las hojas WT (Figura
91). Estos resultados corroboran lo anteriormente sefialado sobre el efecto regulador
de ambos TFs, Delila y Roseal, en la expresion de tres genes que codifican enzimas
centrales de la via de biosintesis de flavonoides: CHS, F3'H y ANS (Butelli et al.
2008).

DEL-ROS- WT
DEL-ROS ANR-LAR DOSRED H,0

CHS

CHI

F3H

DFR1

ANS

ACT.

Figura 91. Expresion de los genes implicados en la ruta biosintesis de las antocianinas
en hojas agroinfiltradas de N.benthaminana. Los resultados de PCR se muestran a 30 ciclos

de amplificacién para todos los genes y a 25 para el gen NbACTINA.
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2.2.Deteccion y cuantificacion de PAs en las hojas agroinfiltradas de N.

benthamiana

Una vez demostrada la activacion de la ruta de biosintesis de flavonoides,
evaluamos la presencia de PAs en las hojas agroinfiltradas de N. benthamiana con las
distintas construcciones mediante una reaccion colorimétrica con DMACA (Materiales
y Métodos, apartado 5.1.6.1) y HPLC (Materiales y Métodos, apartado 5.1.6.2).

Nuestros resultados mostraron que en las plantas agroinfiltradas con la
construccién multigénica Delila-Roseal-MtANR-MtLAR (Tabla 23 y Figura 92) se
detectaron los niveles mas elevados de PAs. La cantidad de PAs se expresa en
equivalentes de catequina o de epicatequina (228,51 + 24,17 nmol (-)-epicatequina/g
FW y 208,56 = 31,19 nmol (-)-catequina/g FW) (Tabla 23 y Figura 92). El ensayo con
DMACA mostr6é un aumento en el contenido de las PAs en el area foliar agroinfiltrada
en comparaciéon con las hojas WT no agroinfiltradas. En las hojas agroinfiltradas con
las otras dos construcciones que llevan por separado los genes que codifican las
enzimas MtANR o MtLAR se detectaron PAs, con 89,11 + 23,62 nmol (-)-
epicatequina/g FW y 81,33 = 21,56 nmol (-)-catequina/g FW para la primera
construccién, y con 199,69 + 9,17 nmol (-)-epicatequina/g FW y 185,30 + 14,41 nmol
(-)-catequina/g FW para la segunda. La construccion que contiene solo los factores de
transcripcion Del-Ros1 también activa la produccion de PAs con 149,16 + 28,55 nmol
(-)-epicatequina/g FW y con 136,24 + 36,95 nmol (-)-catequina/g FW en las plantas
agroinfiltradas (Tabla 23 y Figura 92). Este resultado podria indicar que el Del-Ros1
activa la via de sintesis de las antocianinas en las hojas agroinfiltradas para producir
tanto leucoantocianina como antocianidina, que son los sustratos naturales de los
enzimas LAR y ANR, respectivamente. La presencia de dichos sustratos junto con el
hecho de que los promotores de ANR y LAR tienen sitios de unién tanto MYB como
bHLH (Liu et al. 2014) podria ser suficiente para activar la via de sintesis de PAs en N.

benthamiana.
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Muestras

nmol (-)-epicatequina/g FW

nmol (-)-catequina/g FW

WT

204+133a

1,86+1,22a

DELILA-ROSEA1-MtANR

89,11 + 23,62 b

81,33+21,56 b

DELILA-ROSEA1-MtLAR

199,69+9,17 c

185,30+ 14,41 d

DELILA-ROSEA1-MtANR-MtLAR

228,51+ 24,17d

208,56 +31,19 e

DELILA-ROSEA1

149,16 + 28,55 ¢

136,24 + 36,95 ¢

Tabla 23. Cuantificacion de PAs en extractos de hojas agroinfiltradas de N. benthamiana
por tincion colorimétrica con DMACA. Los datos representan la media de tres repeticiones, +
el error estandar de los datos para cada muestra. Las letras distintas indican diferencias

estadisticamente significativas, segun el andlisis de varianza ANOVA (p<0,05).
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Figura 92. Niveles de PAs en extractos de hojas agroinfiltradas de N. benthamiana
obtenidos mediante la reaccion colorimétrica DMACA. La reaccion con DMACA mostro un
incremento en el contenido de PAs en el &rea de las hojas agroinfiltradas comparadas con las
hojas de plantas silvestres no agroinfiltradas.

La identificacion de los compuestos fendlicos mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) corroboré la presencia de antocianinas y PAs en las hojas
agroinfiltradas con la construccion Delila-Roseal-MtANR-MtLAR y con la construccion
Delila-Roseal en comparacion con plantas silvestres no agroinfiltradas. En la tabla 24
se muestran los compuestos fendlicos principales identificados en las diferentes
muestras. En la muestra 1 (Control: plantas silvestres no agroinfiltradas) detectamos:
el acido cafeico esterificado con el acido quinico en posiciéon 3 (acido clorogénico), 4

(acido cripto-clorogénico) o 5 (a4cido neoclorogénico), que también estan presentes en
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las muestras 2 (Del-Rosl) y 3 (Del-Rosl-MtANR-MtLAR). Sin embargo, otros

compuestos implicados en la biosintesis de antocianinas como cianidina 3-rutindsido y

delfinidina 3-rutindsido sélo estan presentes en las muestras 2 y 3, lo que indica que la

via de sintesis de antocianinas se ha activado después de la agroinfiltracion con las

construcciones GoldenBraid 2.0. Con respecto a las PAs, sélo se detectaron

epigalocatequina en su forma monomera y dimera, tanto libre como conjugada a

glucosa en las muestras 2 y 3, lo que indica que la produccién de las PAs también se

activo en estas hojas agroinfiltradas.

Compuestos fendlicos identificados | Muestra | UV (nm) MS / MS-MS Rt (min)
Acido cripto-clorogénico 1,2,3 320,298 | 353/191,179,135 | 10.9
Acido clorogénico 1,2,3 320,298 |353/191,179,135 | 14.2
Acido neoclorogénico 1,2,3 320,298 | 353/191,179,135 | 14.8
Cianidina 3-rutinésido 2,3 518 593/ 285 154
Delfinidina 3-rutinésido 2,3 525 609 / 301 14.0
epigalocatequina dimero 2,3 292 609/ 305 9.0
epigalocatequina glucosido 2,3 292 467 /305 11.6
epigalocatequina 2,3 292 305/219,179, 125 | 12.7

Tabla 24. Identificacién de compuestos fendlicos en hojas agroinfiltradas de N.

benthamiana por HPLC. El analisis por HPLC demuestra la presencia de compuestos

antocianicos y de PAs en las hojas agroinfiltradas en comparacién con las hojas de plantas

silvestres no agroinfiltradas.

3. Validacién de la construccién multigénica Delila-Roseal-MtANR-

MtLAR por transformacién estable

3.1.Ensayos en Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum y Medicago

sativa

Una vez demostrada la funcionalidad de la construccién multigénica Delila-Roseal-

MtANR-MtLAR mediante expresion transitoria en N. benthamiana,

pasamos a su

validacién experimental mediante transformaciéon estable de Isas plantas modelo A.

thaliana y N. tabacum y posteriormente en M. sativa.
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3.2.Validacién de la construccion multigénica Delila-Roseal-MtANR-
MtLAR en A. thaliana

Como resultado de la transformacion de plantas de A. thaliana del ecotipo
Columbia (Col) se generaron 10 plantas independientes con la construccion
35S:Delila-Roseal-MtANR-MtLAR capaces de crecer en medio de seleccion con
higromicina. De ellas, dos presentaron pigmentacién parpura en los distintos tejidos de
la planta (Figura 93 B), siete presentaron Unicamente pigmentacién purpura en el
peciolo de las hojas y en el tallo (Figura 93 C), y una no mostré cambios respecto a las

plantas control (Figura 93 D).

El desarrollo vegetativo de las 7 plantas que presentaban pigmentacion puarpura
Unicamente en el peciolo de las hojas y en el tallo fue normal comparado con las
plantas de fenotipo silvestre (Figura 94). Durante su crecimiento y desarrollo pudimos
observar que la pigmentacién se mantenia en los mismos tejidos. Por el contrario, las
dos plantas que presentaban una intensa pigmentacion purpura en todos los tejidos de
la planta no se desarrollaron correctamente y finalmente murieron. Esto podria ser
debido a que las células transportan la excesiva produccién de antocianinas y la
almacenan en las vacuolas. La capacidad de almacenaje de estas vacuolas es
limitada y teniendo en cuenta ademas que la produccion de antocianinas es
constitutiva y no se limita a determinados érganos de la planta, su excesiva
acumulacién en las células produce cierta toxicidad que se traduce en un retraso en su

desarrollo e incluso en su muerte (Kitamura 2006).

188



Capitulo Ill: Resultados

Figura 93. Plantas transgénicas Delila-Roseal-MtANR-MtLAR de A. thaliana. (A). Planta
silvestre: control. (B). Planta Delila-Roseal-MtANRMtLAR que presenta una intensa
pigmentacidon purpura en todos los tejidos. (C). Planta Delila-Roseal-MtANRMILAR que
presenta Unicamente pigmentacion pudrpura en el peciolo de las hojas y en el tallo. (D). Planta

transgénica mostrando un fenotipo muy suave de pigmentacidon solamente en la base de los

peciolos.
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Figura 94. Plantas transgénicas 35S:Delila-Roseal-MtANR-MtLAR de Arabidopsis con
fenotipo leve. Planta control (izquierda) y planta transgénica (derecha). La planta transgénica
presenta pigmentacion purpura en la base de los peciolos de las hojas y en el tallo (flechas

blancas) en comparacion con la planta control.

3.2.1. Caracterizaciéon de las plantas transgénicas

La caracterizacion de las plantas transgénicas obtenidas mediante transformacién
estable consistié en la evaluacién de la capacidad de integracién en el genoma de los
cuatro transgenes y el analisis de los niveles de expresion de los mismos en cada una
de las especies evaluadas. En el caso de N. tabacum y M. sativa, se analiz6 la

presencia de PAs mediante diferentes abordajes experimentales.

Para estudiar la capacidad de integracion de la construccibn multigénica
35S:Delila-Roseal-MtANR-MtLAR en el genoma de A. thaliana, se evaluoé la presencia
de Delila, Roseal, MtANR y MtLAR en las plantas transgénicas. Para ello, se realiz6
una PCR a partir de DNA gendémico aislado de hojas de roseta de las plantas
resistentes a higromicina usando oligonucle6tidos especificos para estos genes (Tabla
5). Los resultados mostraron que de las 10 plantas analizadas, en 9 de ellas se
detectaron los transgenes Delila, Roseal, MtANR y MtLAR, mientras que sélo en una
de las plantas transgénicas (8), no se detect6 la presencia de ninguno de ellos,
indicando que esta planta era un falso positivo (Figura 95). Esta planta es la que no
mostré cambios de coloracion en sus 6rganos vegetativos, siendo su fenotipo idéntico

al de las plantas control.
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MtANR

MILAR

Figura 95. Comprobacion de la presencia de los trangenes Delila, Roseal, MtANR y
MtLAR en las plantas transgénicas de A.thaliana . De las 10 plantas obtenidas, 9 albergan
el conjunto completo de transgenes (plantas 1, 2, 4, 6, 7, 9, 10, 11 y 12). En la planta nimero 8

no se detect6 la expresion de ninguno de los transgenes analizado.

Por otro lado, se evaluaron los niveles de expresién de los transgenes Delila,
Roseal, MtANR y MtLAR mediante RT-PCR semicuantitativa. Para ello, se utiliz6 RNA
de hojas caulinares de 4 plantas transgénicas (2, 4, 10y 11) y como gen constitutivo el
gen enddégeno UBIQUITINA (UBIQ).

2 4 10 1 WT

Figura 96. Expresion de los genes Delila, Roseal, MtANR y MtLAR en hojas
transformadas de A. thaliana. Los resultados de PCR se muestran a 30 ciclos de

amplificacion para todos los genes y a 25 para el gen UBIQUITINA.

Los resultados mostraron que el nivel de expresion de los transgenes Delila,
Roseal, MtANR y MtLAR por separado, no varian entre las distintas lineas
transgénicas 35S:Delila-Roseal-MtANR-MtLAR. Sin embargo, se observan diferencias
entre los niveles de expresion de los transgenes, siendo por ejemplo mayores los
niveles de expresion obtenidos para Roseal y MtLAR que para Delila y MtANR. En las

plantas control no se detect6 la expresion de los transgenes (Figura 96).
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Las plantas transgénicas de Arabidopsis con

la construccién multigénica

35S:Delila-Roseal-MtANR-MtLAR no se pudieron usar para el analisis de deteccion

de PAs al no disponer de material vegetal suficiente para los mismos.

3.3.Validacion de la construccion multigénica Delila-Roseal-MtANR-

MtLAR en N. tabacum

Como resultado de la transformacién de tabaco con la construccion 35S:Delila-

Roseal-MtANR-MtLAR, se generaron 10 lineas transgénicas T1 independientes

resistentes a higromicina. De todas ellas se selecciondé una planta por linea. Se

observé que cinco de estas plantas presentaban pigmentacién purpura en todos los

tejidos, una planta presentaba algunas pequefias manchas antocianicas, y el resto de

plantas no mostré diferencias con respecto al fenotipo de las plantas control (Figura

97). Muchos de los callos que presentaban una intensa coloracién purpura no pudieron

producir regenerantes in vitro debido a la excesiva acumulacion de antocianinas

producida en sus células (Figura 97 D) que evidentemente resultaba téxica para su

desarrollo (Kitamura et al. 2006). En la tabla 25 se muestra un resumen de la

severidad del fenotipo observado en cuanto a coloracién parpura acumulada en los

distintos 6rganos de la planta en cada una de las lineas transgénicas obtenidas.

Linea/Planta

Fenotipo

[EnY

silvestre (verde)

silvestre

silvestre

silvestre

leve

severo

muy severo

moderado

©| O Nl Of g & W[ N

moderado

=
o

moderado

Tabla 25. Grados de severidad del fenotipo coloreado de las plantas transgénicas de

tabaco 35S:Delila-Roseal-MtANR-MtLAR.
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Figura 97. Plantas transgénicas Delila-Roseal-MtANR-MtLAR de N. tabacum (A). Planta
control. (B). Planta Delila-Roseal-MtANRMtLAR que presenta pigmentacion purpura en todos
los tejidos. (C). Planta Delila-Roseal-MtANRMLAR que no presenta pigmentacion. (D). Callos
de color purpura intenso que no continuaron su desarrollo in vitro. (E). Planta control tras su

aclimatacion en invernadero. (F). Planta Delila-Roseal-MtANRMLtLAR tras su aclimatacion en el

invernadero.
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3.3.1. Caracterizacion de las plantas transgénicas

Para estudiar la capacidad de integracibn de la construccion multigénica
35S:Delila-Roseal-MtANR-MtLAR en el genoma de N. tabacum, se evalu6 la
presencia de estos cuatro transgenes en las plantas transgénicas generadas.

Se realiz6 una PCR a partir de DNA gendmico aislado de hojas jévenes de las
plantas resistentes a higromicina utilizando oligonucleétidos especificos para dichos
genes (Tabla 5). Los resultados mostraron que de las 10 plantas obtenidas,

Unicamente 6 (plantas 5, 6, 7, 8, 9 y 10) albergaban los cuatro transgenes (Figura 98).

Figura 98. Comprobacion de la presencia de los trangenes Delila, Roseal, MtANR y
MtLAR en las plantas transgénicas de tabaco. De las 10 plantas analizadas, 6 albergaban el
conjunto completo de transgenes (plantas 5 a 10). Las plantas 1 a 4 carecian del transgen
MtLAR.

Por otro lado, se evaluaron los niveles de expresion de los transgenes Delila
(DEL), Roseal (ROS) , MtANR y MtLAR mediante RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR) en
tres de las plantas transgénicas obtenidas (plantas 5, 6 y 7) (Figura 99). Las tres
plantas fueron seleccionadas segun su fenotipo: la planta que presentaba algunas
pequefias manchas antocianicas (planta 5) y dos plantas que presentaban
pigmentacion purpura en todos los tejidos (plantas 6 y 7). Para ello, se utiliz6 RNA de

hojas jovenes y como gen normalizador el gen endégeno NtACTINA (NtACT).
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Figura 99. Niveles de expresion de los transgenes DEL, ROS, MtANR y MtLAR en las

o]
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Niveles de expresion relativos

plantas transgénicas de N. tabacum cuantificados mediante gRT-PCR. Los resultados se
expresan como niveles de expresion relativos a la muestra de referencia (planta n° 5). Las
barras de error corresponden a la desviacion estdndar de tres réplicas técnicas. Como gen
constitutivo de referencia se utilizé el gen NtACTIN para la normalizacién de las muestras.

Estos resultados mostraron que la expresion de los cuatro transgenes varia entre
las distintas lineas transgénicas 35S:Delila-Roseal-MtANR-MtLAR. Los mayores
niveles de expresion para todos los transgenes se observaron en la linea transgénica
7, a continuacion en la linea transgénica 6, y los niveles mas bajos de expresion se

observaron en la linea 5 (Figura 99).

El andlisis reveld que existia una correlacién entre los niveles de expresion de los
transgenes Delila y Roseal y la pigmentacién antocianica; las plantas donde los
niveles de expresion de los transgenes eran mayores, eran aquellas en las que la
acumulacion de antocianinas era mas acentuada. Un resumen donde se relaciona el
nivel de expresion de los transgenes y la severidad del fenotipo, en las distintas lineas

transgénicas, se muestra en la tabla 26.

Linea Fenotipo Expresion de los transgenes
5 leve +
6 severo +++
7 muy severo ++++

Tabla 26. Nivel de expresion de los transgenes y severidad de fenotipo de las plantas
transgénicas de tabaco 35S:Delila-Roseal-MtANR-MtLAR.
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También se ha realizado un analisis de expresion de los genes que codifican las
principales enzimas de la ruta de biosintesis de antocianinas en las plantas
transgeénicas 6 y 7. Para ello, se realiz6 una RT-PCR semicuantitativa usando RNA de
de hojas de plantas transgénicas y plantas control, y como gen constitutivo el gen
enddégeno NtACTINA. Se usaron oligonucledtidos especiicos disefiados a partir de las
secuencias de los genes NtCHI, NtF3H y NtANS de N. tabacum y de los genes
NbCHS y NbDFR1 de N. benthamiana (Tabla 5). Nuestros resultados muestran que en
estas plantas se induce la expresion de los genes que codifican las enzimas NtF3'H,
NtDFR1 y NtANS de N. tabacum con respecto a las hojas control; ademas, que existe
una correlacion entre los niveles de expresion de los transgenes y la expresion de los
genes implicados en dicha ruta (Figura 100). Estos resultados son similares a los
obtenidos tras la expresidén transitoria de la construccion multigénica 35S:Delila-
Roseal-MtANR-MtLAR en N. benthamiana. Ademas, estos resultados muestran que
los TFs de Antirrhinum Delila y Roseal también son capaces de regular la expresion
de los genes que codifican las enzimas centrales de la ruta de biosintesis de
flavonoides en N. tabacum (NtCHS, NtF3'H y NtANS) como lo hicieron en el fruto de

plantas transgénicas E8::Delila-E8::Roseal de tomate (Butelli et al. 2008).

6 7 WT H20

Figura 100. Expresion de los genes que codifican las enzimas implicadas en la ruta
biosintesis de antocianinas en N. tabacum. NtACTINA (ACT): gen constitutivo. Los
resultados de PCR se muestran a 30 ciclos de amplificaciéon para todos los genes y a 25 para
la NtACTINA.
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3.3.2. Evaluaciéon de las caracteristicas fenotipicas de las plantas

transgénicas T1 de N. tabacum

Una de las plantas que mostraba mayor pigmentacién purpura en todos sus tejidos
presentd un retraso en su desarrollo vegetativo debido probablemente a la toxicidad
que provocaba la excesiva acumulacién de antocianinas en sus células (Kitamura et
al. 2006). El desarrollo de las otras 4 plantas que mostraban pigmentacion purpura fue

normal comparado con las plantas de fenotipo silvestre.

Durante su crecimiento y desarrollo pudimos observar que la pigmentacion se
mantenia en los mismos tejidos, observandose una mayor acumulacion de este color
en el envés (cara abaxial) de las hojas y en los tejidos vasculares (Figura 101). Por el
contrario, la planta que tan soOlo presentaba en estadios tempranos pequefas
manchas purpuras en algunas de las hojas, continué su crecimiento y desarrollo con
normalidad, presentando finalmente sus hojas el mismo fenotipo de pigmentacion en

mosaico que al principio.

En cuanto al desarrollo reproductivo de las plantas transgénicas, aquellas que
mostraban una mayor pigmentacion parpura en todos sus tejidos, también presentaron
una acumulacion de antocianinas en todos los érganos florales, sépalos, pétalos,
estambres y carpelo (Figura 102). Ademas, pudimos observar como el estilo carpelar
de estas flores era un poco mas largo en comparacion con las flores de las plantas
control. A pesar de ello estas flores fueron fértiles y produjeron semillas,
probablemente porque el estigma se poliniza antes de alargarse el estilo. En cambio,
otra de las plantas que presentaba pigmentacién purpura, s6lo presenté acumulaciéon
de antocianinas en algunas de sus flores. El resto de plantas mostr6 un desarrollo

reproductivo normal comparado con las plantas de fenotipo silvestre.
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Capitulo Ill: Resultados

Figura 101. Fenotipos de hojas de N.
tabacum transformadas con la
construccion multigénica Delila-Roseal-
MtANR-MtLAR. (A y C). Hoja de planta
control adulta observada por el haz (adaxial) y
el envés (abaxial). (B y D). Hoja de planta
adulta transformada con la construccion
multigénica Delila-Roseal-MtANR-MtLAR que
presenta pigmentacién puarpura en todos los
tejidos. (E). Hoja de planta adulta
transformada con la construccion multigénica
presentando sélo algunas pequefias manchas

antocianicas en mosaico en su cara adaxial.
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Figura 102. Fenotipos florales de plantas de N. tabacum transformadas con la
construccion multigénica Delila-Roseal-MtANR-MtLAR. (A). Dos flores de una planta
control con pigmentacién normal (izquierda) comparadas con dos flores de una planta
transformada con la construccion multigénica Delila-Roseal-MtANR-MtLAR (derecha) que
presentan mayor pigmentacion purpura en todos los tejidos florales. (B). Organos reproductivos
muy pigmentados de una flor transgénica (derecha) comparados con los de una flor control

silvestre (izquierda).

3.3.3. Deteccion y cuantificacién de PAs

Para analizar si la expresién constitutiva de los transgenes que portaba la
contruccion 35S:Delila-Roseal-MtANR-MtLAR eran capaces de activar a ruta de
sintesis de PAs en las hojas transformadas de N. tabacum, se realiz6 una reaccién
colorimétrica especifica para flavanoles con DMACA y un ensayo colorimétrico
selectivo para PAs, reaccion Bate-Smith (Bate-Smith y Lerner 1954), (Materiales y

métodos, apartado 5.1.6.3).
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El ensayo con DMACA mostrd que los niveles maximos de PAs expresados como
equivalentes de catequina o epicatequina fueron encontrados en la planta
transformada namero 7 (633 + 27,5 nmol (-)-epicatequina/g FW y 577,79 £ 25,09 nmol
(-)-catequina/g FW), (Tabla 27 y Figura 103). Aunque con menores niveles, la planta
numero 6 también mostr6 produccion de PAs (86,56 + 4,91 nmol (-)-epicatequina/g FW
y 79 + 4,48 nmol (-)-catequina/g FW), (Tabla 27 y Figura 103). Estos resultados
corroboran el papel de MtANR y MtLAR en la conversion de sus correspondientes

sustratos intermediarios en PASs.

Muestras nmol (-)-epicatequina/g FW | nmol (-)-catequina/g FW
WT 16,90+ 0,42 a 15,42 +0,38 a
DELILA-ROSEA1-MtANR-MtLAR (7) 633+ 27,5cC 577,79 £25,09c
DELILA-ROSEA1-MtANR-MtLAR(6) 86,56 +4,91b 79+4,48b

Tabla 27. Cuantificacion de PAs en extractos de hojas transformadas de N. tabacum por
reaccion colorimétrica DMACA. Los datos representan la media de tres repeticiones, + el
error estdndar de los datos para cada muestra. Las letras distintas indican diferencias

estadisticamente significativas, segun el analisis de varianza ANOVA (p<0,05).

700

600

500

nmol

mnmol (-) epicatechin/g F\W/

mnmol (-) catechin/g FWW

WT KD—R—A-L(S) D—R—A—L(Y)‘

Figura 103. Niveles de PAs en extractos de hojas transformadas de N. tabacum por
reaccion colorimétrica DMACA. La reaccion colorimétrica DMACA mostrd un incremento en
el contenido de PAs en las hojas transgénicas comparadas con las hojas procedentes de

plantas no transformadas.
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El ensayo colorimétrico selectivo y cualitativo para taninos condensados (PAs), la
reaccion de Bate-Smith (Bate-Smith et al. 1954) (Materiales y Métodos, apartado
5.1.6.3), detectd la presencia de PAs en los extractos procedentes de las plantas 6y 7
asi como en la muestra usada como control positivo (Té verde). Se pudo observar que
la reaccion procedente de los extractos de la planta nimero 7 daba lugar a una
coloracioén rojiza mas intensa en comparacion con la planta numero 6. Este intensa
coloracibn esta en consonancia con los elevados niveles de PAs mostrados
previamente por esta planta en la reaccion de DMACA (Figura 104). Las muestras
fueron comparadas con el control negativo (planta silvestre no transformada) donde no

hubo coloracion.

N. tabacum D-R-A-L 7 N. tabacum D-R-A-L6  Control N. tabacum Té verde

Figura 104. Reaccién de Bate-Smith en dos lineas transgénicas de N. tabacum. La
reaccion de Bate-Smith corrobora la presencia de PAs en los extractos de hoja de dos lineas

transgénicas de N. tabacum (6 y 7).

También realizamos la identificacion de compuestos fendlicos mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en una reaccion de floroglucindlisis en
la que se corroboré la presencia de PAs en las hojas transformadas. El andlisis
mediante floroglucinolisis permiti6 la cuantificacion de las PAs después de la
separacion de los productos de reaccion (unidades terminales y aductos) en presencia
de floroglucinol. El analisis mostré que sélo la epicatequina estaba presente como
unidad de extension, y ademas, que la epicatequina es mas relevante que la
catequina. También estos resultados mostraron que la planta 7 presenta los valores
més elevados de PAs totales con 3,48 mg/g de peso seco, en cambio, la planta 6
mostré niveles muy bajos con 0,15 mg/g (Figura 105). Ademas, se encontraron
diferencias en el grado medio de polimerizacién (GPm) entre las plantas 6 y 7, siendo
la planta 6 la que presenta los valores mas altos con 2,32,y 1,76 para la planta 7. Esto

indica que la planta 7 se compone principalmente de monémeros y dimeros, en
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cambio, la planta 6 se compone principalmente, y en pequefias cantidades, de

dimeros.

A

Muestras GPm

WT -

DELILA-ROSEAT-MIANR-MILAR (7) 1,76 + 0,56

DELILA-ROSEAT-MIANR-MILAR (6) 232+£012

45
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Figura 105. Niveles de PAs en extractos de hojas transformadas de N. tabacum por
reaccion de floroglucinolisis. (A). El grado de polimerizacién (GPm) es mayor en la planta 6
que en la 7. (B).La reaccion por floroglucinolisis mostré un incremento en el contenido de PAs

en las hojas transgénicas comparadas con las hojas procedentes de plantas no transformadas.

Todos los resultados anteriores revelaron que existe una correlacion entre los
niveles de expresion de los transgenes Delila y Roseal, la activacién e incremento de
los niveles de expresion de los genes que codifican las enzimas que participan en la
ruta de biosintesis de flavonoides, la acumulacién de antocianinas y la produccion de
PAs. Es decir, la planta donde los niveles de expresion de los transgenes son mas
elevados es aquella en la que existe una mayor induccién de la expresion de los genes
gue codifican las enzimas implicadas en la ruta de biosintesis de flavonoides, dando
lugar a una mayor biosintesis de antocianinas y por consiguiente, a una elevada

produccion de PAs.
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3.4.Validacién de la construccion multigénica Delila-Roseal-MtANR-
MtLAR en M. sativa.

Para investigar si la construccion multigénica 35S:Delila-Roseal-MtANR-MtLAR es
capaz de producir PAs de novo en alfalfa, se obtuvieron plantas transgénicas de
Medicago sativa. Se obtuvieron 77 plantas resistentes a higromicina, pertenecientes a
26 lineas de M. sativa RSY27 independientes. Se seleccionaron 12 lineas
transgénicas que se caracterizaron mediante la evaluacibn de la capacidad de
integracién de los cuatro transgenes en el genoma, la evaluacion de sus niveles de

expresion y la presencia de PAs mediante diferentes abordajes experimentales.

3.4.1. Caracterizacién de las plantas transgénicas de M. sativa

Para corroborar la presencia del T-DNA en las plantas resistentes a higromicina, se
evalué la presencia de los transgenes: Delila, Roseal, MtANR y MtLAR. Para ello se
realizd una PCR a partir de DNA genomico aislado de hojas jovenes de plantas
transgénicas y usando oligonucleétidos especificos para estos genes (Tabla 5). Los
resultados del andlisis de PCR mostraron que de las 12 lineas transgénicas, solo en 4
de ellas se integraron en el genoma los cuatro transgenes (Del-Ros1-MtANR-MtLAR):
1.2,5.1,12.1y 18.1 (Figura 106).

DELILA

ROSEAT1

MANR

MILAR

1.2 21 61 &1 92 84 131 181 1701841 121 231 2841

Figura 106. Comprobacion de la presencia de los transgenes en las plantas resistentes a
higromicina mediante analisis de PCR. De las 12 plantas transgénicas, so6lo 4 albergan el

conjunto completo de transgenes: 1.2, 5.1, 12.1 y 18.1.

Las plantas transgénicas T1 seleccionadas por contener el conjunto de los

transgenes, se analizaron mediante citometria de flujo a fin de evaluar su nivel de
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ploidia, resultando todas ellas tetraploides (4n). Por tanto, las plantas resistentes a
higromicina y seleccionadas por su contenido en los cuatro transgenes no presentaban
alteraciones en su nivel de ploidia que pudieran dar lugar a una mala interpretacion de
los fenotipos observados (Figura 107).
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Figura 107. Comprobacion del nivel de ploidia en las plantas transgénicas en
comparacién con el ecotipo RSY27 (4n). (A). Citometria de flujo de una hoja del ecotipo

RSY27 tetraploide. (B). Todas las plantas transgénicas RSY27 seleccionadas eran tetraploides.
El diagrama corresponde a la planta 1.2.

Las plantas transgénicas 1.2, 5.1, 12.1 y 18.1 seleccionadas no mostraron ninguna
pigmentacion purpura en sus érganos vegetativos a diferencia de los ocurrido en las
plantas transgénicas de Arabidopsis y tabaco (Figura 108 A).

Para evaluar los niveles de expresion de los transgenes Delila, Roseal, MtANR y
MtLAR, se realiz6 una RT-PCR semicuantitativa utilizando RNA de hojas jévenes de

las cuatro plantas transgénicas independientes (1.2, 5.1, 12.1 y 18.1) seleccionadas y
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como gen constitutivo el gen endégeno FACTOR DE ELONGACION1 de M. sativa
(MsEF1), (Tabla 5).

Los resultados mostraron que la expresion de los transgenes Delila, Roseal,
MtANR y MtLAR era débil ya que se necesitaron 35 ciclos de amplificacion para hacer
visibles los fragmentos de PCR. No se encontré variacion entre los niveles de
expresion de los mismos entre las distintas plantas transgénicas (Figura 108 B).

B 12 5.1 121 181 WT H20

ROS
DEL

MANR
MILAR
MsEF1

Figure 108. Expresion de los genes Delila, Roseal, MtANR y MtLAR en hojas de plantas
transgénicas 35S:Delila-Roseal-MtANR-MtLAR de alfalfa. Los resultados de PCR se

muestran a 35 ciclos de amplificacion para todos los genes y a 25 para el MSEF1.

Se realiz6 una comparacion entre los niveles de expresion de los transgenes
Delila, Roseal, MtANR y MtLAR para A. thaliana, N. tabacum y M. sativa mediante
gRT-PCR. Los resultados muestran que las lineas analizadas de A. thaliana presentan
niveles de expresion de los transgenes que se encuentran en el orden entre 4 y 12
veces mayores que los de M. sativa. En N. tabacum, se observan niveles de expresion
de los transgenes que oscilan entre 2 y 10 veces respecto a los niveles exhibidos por
los transgenes en alfalfa (Figura 109). Estos resultados sugieren que existen
diferencias entre la eficacia de funcionamiento del promotor p35S entre diferentes

especies dicotiledéneas.
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Niveles de expresion relativos
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Figura 109. Niveles de expresion de los transgenes Delila (DEL), Roseal (ROS), MtANR y
MtLAR en las plantas transgénicas de A. thaliana, N. tabacum y M. sativa cuantificados
mediante gRT-PCR. Se eligié para cada una de las especies, la linea que mostraba mayores
niveles de expresion para cada uno de sus transcritos analizados mediante RT-PCR
semicuantitativa (A. thaliana: linea 4, N. tabacum: linea 7; M. sativa: linea 5.1). Los resultados
se expresan como niveles de expresion relativos a la expresion de los transgenes en alfalfa.

Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de tres réplicas técnicas.

Para corroborar si en alfalfa se inducen los genes que codifican las enzimas
implicadas en la ruta de biosintesis de flavonoides tras la expresion constitutiva de los
transgenes Delila, Roseal, MtANR y MtLAR, se realiz6 una RT-PCR semicuantitativa
usando RNA procedentes de hojas jovenes dos plantas transgénicas (1.2 y 5.1) y
como gen constitutivo el gen endégeno FACTOR DE ELONGACION1 de M. sativa
(MsEF1). En ésta, se analizo la expresion de los genes que codifican las principales
enzimas de la ruta de biosintesis de flavonoides en M. sativa. Para ello se usaron
oligonucledtidos disefiados usando la secuencia de los genes MtCHI, MtF3H, MtDFR1
y MtANS de M. truncatula y el gen MsCHS de M. sativa (Tabla 5).

Los resultados mostraron que los factores transcripcionales Delila y Roseal no
fueron capaces de activar transcripcionalmente la expresion de los genes que
codifican algunas de las las enzimas que integran la ruta de biosintesis de

antocianinas en M. sativa como MsF3H y Ms ANS (Figura 110).
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CHS

CHI
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EF1

Figura 110. Expresion de los genes que codifican las enzimas implicadas en la ruta
biosintesis de antocianinas en M. sativa. Los resultados de PCR se muestran a 30 ciclos de

amplificacion para todos los genes y a 25 para el MSEF1.

3.4.2. Deteccion de PAs en hojas de plantas transgénicas de M.

sativa

Para detectar la presencia de PAs en plantas transgenicas 35S:Delila-Roseal-
MtANR-MtLAR de M. sativa se realiz6 una reaccion colorimétrica especifica para
flavanoles con DMACA y un ensayo colorimétrico selectivo para PAs, reaccion Bate-
Smith (Bate-Smith et al.1954), (Materiales y métodos, apartado 5.1.6.3).

El ensayo DMACA mostré que tanto en el extracto de plantas procedentes de
hojas no transformdas (control negativo) como en los de la linea transgénica Delila-
Roseal-MtANR-MtLAR (1.2), se detectan bajas concentraciones de equivalentes de
epicatequina y catequina (Tabla 28 y Figura 111). Esto puede ser debido a una posible
interferencia de los componentes de la pared celular con las PAs (Marles et al. 2003).
Por ello, fue necesario complementar este ensayo con la reaccion de Bate-Smith
debido a que se usa ampliamente como ensayo diagndstico ya que es selectivo para
los taninos condensados (PAs). Las muestras fueron comparadas con el control
negativo donde no hubo coloracion y con un control positivo de té verde que mostro la
coloracion tipica que se produce tras la reaccién de Bate-Smith ante la presencia de
PAs (Figura 112). Este ensayo corrobor6 la ausencia de PAs en los extractos de hojas

de las lineas transgénicas ensayadas.
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Muestras nmol (-) epicatechin/g FW nmol (-) catechin/g FW

WT 40,56 £ 8,67 a 37,02+792a

DELILA-ROSEA1-MtANR-MtLAR 63,93+£8,12b 58,35+7,41b

Tabla 28. Cuantificacion de PAs en extractos de hojas y tallos de M. sativa por reaccion
colorimétrica DMACA. Los datos representan la media de tres repeticiones, = el error
estandar de los datos para cada muestra. Las letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas, segun el analisis de varianza ANOVA (p<0,05).

80

g 10 - mnmol {-)epicatechin/g F\¥
< mnmol {-) catechin/g FW

WT Delila-Roseal-ANR-LAR

Figura 111. Niveles de PAs en extractos de hojas y tallos de M. sativa por reaccion
colorimétrica DMACA.

M. Sativa D-R-A-L.1.2 Control M. Sativa Té verde

Figura 112. Reaccién de Bate-Smith en una linea transgénica 35S::Delila-Roseal-MtANR-
MtLAR de alfalfa. La reaccion de Bate-Smith corrobora la ausencia de PAs en los extractos de
hoja y tallos de una linea transgénica de alfalfa (1.2). El control positivo (té verde) mostré una
coloracion anaranjada en la reaccion mientras que en la linea transgénica y en el control
negativo no aparecié dicha coloracién.
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En definitiva, la caracterizacion de las plantas transgénicas Delila-Roseal-MtANR-
MtLAR de alfalfa exhiben una baja expresion de los cuatro transgenes (Delila, Roseal,
MtANR y MtLAR), y no se detecta la presencia de PAs en las mismas mediante la
metodologia utilizada con anterioridad para el analisis de las plantas transgénicas de
Arabidopsis y tabaco.
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La modificacién genética de diversas rutas metabdlicas secundarias para producir
productos naturales deseables ha sido un enfoque atractivo en biotecnologia vegetal
en los dltimos afios (Du et al. 2010). El uso de la ingenieria genética y la ingenieria
metabdlica para manipular la biosintesis de proantocianidinas (PAs o taninos
condensados, TCs) podria ser un gran paso hacia la produccion de PAs en tejidos
foliares de leguminosas forrajeras como la alfalfa (M. sativa). A pesar de que la alfalfa
es la leguminosa forrajera mas cultivada debido a su elevado contenido en proteina,
carece de PAs en hojas y tallos (Liu et al. 2014). Se sabe que el consumo de
cantidades pequefias 0 moderadas de PAs puede mejorar la utilizacion digestiva
debido a una reduccion de la degradacién de proteinas en el rumen y, en
consecuencia, a una mayor disponibilidad de aminoacidos susceptibles de ser
absorbidos en el intestino delgado. También se ha comprobado que la presencia de
cantidades discretas de PAs en el forraje disminuye los efectos de la acumulacion de
gases de efecto invernadero en el rumen (meteorismo) que produce numerosas
muertes por asfixia entre el ganado rumiante. Estos efectos sobre la nutricion se ven

reflejados en el rendimiento productivo de los animales (Frutos et al. 2004).

En este trabajo hemos realizado una construccién multigénica usando el sistema
modular GOLDENBRAID 2.0 (35S::Delila-Roseal-MtANR-MtLAR) con el objetivo de
producir PAs en las partes aéreas de la leguminosa forrajera alfalfa. Esta construccién
permitio la expresion constitutiva de 4 genes. Dos de ellos son los factores
transcripcionales de Antirrhinum majus, Delila (de tipo bHLH) y Roseal (de tipo MYB),
(Schwinn et al. 2006). En plantas, los TFs de tipo bHLH y la familia de TFs de tipo
MYB juegan importantes roles en la regulacion del metabolismo secundario de plantas
como es el caso de la ruta de biosintesis de antocianinas (Du et al. 2013; Du et al.
2012; Dubos et al. 2010; Zhou et al. 2013). Se ha demostrado la funcionalidad de
Delila y Roseal en la activacion de la expresion de los genes que codifican las
enzimas que intervienen en la ruta de biosintesis de flavonoides y por tanto, en la
acumulacién de altos niveles antocianinas en frutos de tomate transgénicos (Butelli et
al. 2008). Estos TFs no se han usado para este fin mediante transformacion estable
en ninguna otra especie vegetal (incluyendo leguminosas), por lo cual podria ser
validado su uso en alfalfa para comprobar si esta especie es capaz de inducir la
sintesis de novo de antocianinas. Los otros dos genes incluidos en la construccion
multigénica son los genes MtANR (Xie et al. 2004) y MtLAR de M. truncatula. La
incorporacién de estas enzimas en la construccion multigénica permitiria la expresion

constitutiva de las mismas, que convertirian sus correspondientes sustratos
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intermediarios en los mondmeros de las PAs: epicatequina y catequina,

respectivamente.

1. Validacién funcional de la construccién multigénica 35S::Delila-
Roseal-MtANR-MtLAR en N. benthamiana

La funcionalidad de la construccion multigénica 35S::Delila-Roseal-MtANR-MtLAR
fue probada preliminarmente mediante su expresion transitoria en N. benthamiana.
También se usaron otras tres construcciones distintas combinando los dos factores de
transcripcion Delila y Roseal (35S::Delila-Roseal), y los dos genes que codifican las
dos enzimas que participan en la ruta de biosintesis de PAs (35S::Delila-Roseal-
MtANR; 35S::Delila-Roseal-MtLAR).

De esta manera comprobamos que los transgenes se expresaban
constitutivamente y que esto conducia a la activacién de la expresion de los genes
que codifican algunas de las enzimas de la ruta de biosintesis de antocianinas en N.
benthamiana (NbCHS, NbCHI, NbF3'H, NbDFR y NbANS) produciendo una
pigmentacion purpura en la zona de las hojas donde habian sido infiltradas.

Ademas, la deteccién de PAs mediante analisis de DMACA y HPLC, mostré que
las plantas agroinfiltradas producian PAs, detectandose los maximos valores en las
plantas agroinfiltradas con la construcciéon multigénica 35S::Delila-Roseal-MtANR-
MtLAR. Este resultado preliminar nos llevé a usar esta construccioén en transformaciéon

estable, primero de las plantas modelo Arabidopsis y tabaco, y finalmente en alfafa.

2. La capacidad de integracion de los transgenes de la construccion
35S::Delila-Roseal-MtANR-MtLAR asi como sus niveles de

expresién varia segun la especie

Una vez demostrada la funcionalidad de la construccion multigénica Delila-Roseal-
MtANR MtLAR mediante expresion transitoria en N. benthamiana pasamos a validar
esta construccion mediante transformacion estable en A. thaliana, N. tabacum y M.

sativa.

Uno de los aspectos que se evaluaron en las plantas transgénicas fue la capacidad

de integracion de los cuatro transgenes que portaba la construccion multigénica
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35S::Delila-Roseal-MtANR-MtLAR. Este andlisis se llevé a cabo debido a que
actualmente se carece de informacion sobre el uso de construcciones multigénicas
realizadas mediante el sistema modular de clonaje GOLDENBRAID 2.0 en
transformacién estable. Sélo se ha reportado su uso en expresion transitoria (Sarrion-
Perdigones et al. 2011; 2013; 2014).

En A. thaliana se produjo la insercibn de los cuatro transgenes que porta la
construccién multigénica en el 100% de las plantas analizadas, considerando que una
de ellas, al no tener ninguna insercion de los cuatro transgenes, fuese un escape. En
N. tabacum la insercién completa se produjo en el 60% de las plantas analizadas,
mientras que en alfalfa lo hizo en el 30,7 % de las plantas transgénicas. Nuestros
resultados sugieren que existe una relacion entre la capacidad de integracion de la

totalidad de los transgenes de la construccién multigénica y la especie en cuestion.

Durante el proceso de integracion del T-DNA se suelen producir deleciones,
inversiones o duplicaciones de éste (Binns 1988; Zambryski 1988). Se han realizado
estudios donde se demuestra la relacion entre la especie y la pérdida de transgenes
tras la insercién del T-DNA. Por ejemplo, el gen nptll mostré diferentes niveles de
delecién, siendo del 12% en tabaco, del 30% en sandia y del 60 % en zanahoria (Kim
1998). Estos resultados no son de extrafiar teniendo en cuenta que la integracion del
T-DNA es un proceso complejo que puede ocurrir a través de diferentes mecanismos,
dependiendo de la condicion real del genoma del huésped, especialmente a nivel
local, y requiere de la participaciéon de diferentes factores. La integracion del T-DNA en
el genoma huésped depende totalmente del sistema de recombinacién/mecanismo de
reparacion endégena de las plantas (Gheysen et al. 1991; Mayerhofer et al. 1991;
Ziemienowicz A 2008). También estan implicados en este proceso otros factores
relacionados con el huésped, como la estructura de la cromatina, que afecta a la
accesibilidad del genoma para la integraciéon de las moléculas de T-DNA. Se ha
descrito que genes que codifican proteinas estructurales de la cromatina (histonas),
asi como proteinas que modifican a éstas, estdn involucrados en la integracion del T-
DNA. A pesar de que la integracion del T-DNA se ha estudiado y se han llevado a
cabo infinidad de ellas en las Ultimas décadas, muchos aspectos de este proceso
siguen siendo oscuros (Ziemienowicz et al. 2008). Por otro lado, los analisis de las
secuencias de insercion del T-DNA y de su respectivo sitio de pre-insercion en el
genoma de la planta, han revelado que el borde izquierdo (LB) estd menos conservado
que el borde derecho (RB). Se han realizado estudios donde se muestra que

frecuentemente se producen inserciones aberrantes del T-DNA, que en la gran
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mayoria de los casos se truncan desde el borde izquierdo (Mayerhofer et al. 1991,
Tinly et al. 1995). En algunos casos se eliminan secuencias de hasta 3 kb (Jorgensen
1987).

En la construccion 35S::Delila-Roseal-MtANR-MtLAR los transgenes mas
cercanos a los bordes del T-DNA son el gen que confiere resistencia a higromicina
(Hph) (borde izquierdo) y el gen MtLAR (borde derecho) (Figura 86). En N. tabacum,
se produjo siempre la delecion de MtLAR, situado al lado del borde derecho (Figura
86). En M. sativa, todas las plantas analizadas son resistentes a higromicina y
nuestros analisis confirman la presencia del gen que confiere la resistencia a este
antibidtico. Las plantas 35S::Delila-Roseal-MtANR-MtLAR tienden a perder los
transgenes por pares: o pierden Delila y Roseal, situados cerca del borde izquierdo
(Figura 106 y Figura 86) (plantas 19.1, 13.1, 15.1 y 26.1), o pierden MtANR y MtLAR
(situados ceca del borde derecho) (plantas 2.1, 6.1, 9.2, 17.1 y 23.1). Se observa casi
la misma probabilidad de delecién de una pareja de transgenes que de otros. Nunca
se observé la pérdida de transgenes alternos. Este patrén de delecion de los
transgenes no parece concordar con lo que refiere la literatura especializada a este

respecto.

Otro de los aspectos evaluados fue la comparacion entre la capacidad de
expresion de los transgenes Delila, Roseal, MtANR y MtLAR entre las tres especies
estudiadas. La expresion de cada uno de estos genes esta dirigida por una copia del
promotor del gen 35 S del mosaico del visrus de la coliflor (CaMV) (p35S). La
informacion de la literatura indica que existen diferentes variantes del p35S usadas por
los biotecnélogos de plantas. Estas variantes comprenden secuencias entre -1327 y
+45 pb y -300 hasta +8 (relativos a la posicion del 5 CAP) (Podevin 2012). El modulo
usado en la construccion multigénica correspondiente al p35S esta constituido por
1027 pb del mismo, siendo esta secuencia practicamente la secuencia completa del

promotor.

Nuestros resultados muestran que los niveles de expresion de los cuatro
transgenes dirigidos por el p35S, varid entre las especies analizadas cuando se usa la
construccién multigénica. Las lineas de A. thaliana presentaron niveles de expresion
de los transgenes hasta 12 veces mayores que los de M. sativa, siendo hasta 10
veces mayor en N. tabacum que en alfalfa (Figura 109). El promotor 35S es un
promotor constitutivo muy fuerte responsable de la transcripcion de todo el genoma del

virus del mosaico de la coliflor (CaMV) (Benfey y Chua 1990) y es bien conocido por

216



su uso en la transformacion de plantas, causando altos niveles de expresion génica en
plantas dicotiledoneas. Sin embargo, se pueden producir efectos variados de
expresion como resultado de su interaccion con factores ambientales y el estado
fisiologico de la planta. La expresion génica dirigida por el promotor 35S también
parece ser dependiente de la especie. Por ejemplo, se observaron altos niveles de
expresion de GUS en el polen de plantas de fresa transgénica cuando se usé el
promotor 35S, pero no se observd expresion del gen reportero en este tejido en
plantas transgénicas de tomate o0 petunia con construcciones similares. Se han
obtenido resultados parecidos en crisantemo, donde se observaron bajos niveles de
expresion de GUS cuando su expresion la dirige el promotor 35S. Se sabe ademés
que el promotor 35S difiere en eficacia en monocotiledoneas, especialmente en
cereales (Dutt et al. 2014). Nuestros resultados apoyan estas observaciones previas,
demostrando que existen diferencias entre la eficacia de funcionamiento del promotor
p35S entre diferentes especies dicotileddéneas. Las diferencias en el comportamiento
de este promotor entre diferentes especies se deben probablemente a diferencias en
la calidad y/o cantidad de factores reguladores y diferencias de reconocimiento del
complejo de iniciacién de la transcripcién entre especies. En el caso de construcciones
multigénicas donde se usa el promotor 35S repetidamente, la limitacion de factores
reguladores a nivel local podria agravarse, traduciéndose en los bajos niveles de
expresion que se observan en los cuatro transgenes que porta la construccion
multigénica en alfalfa. Seria por tanto interesante el estudio del uso de otros

promotores constitutivos para la co-expresion de varios transgenes en esta especie.

Independientemente de las diferencias encontradas entre especies en el
porcentaje de plantas que portan los cuatro transgenes de la construccion multigénica
y del patron de delecion de estos en tabaco y alfalfa, el uso de construcciones
multigénicas mediante GOLDENBRAID 2.0 es viable para la transformacion estable de
plantas. De esta manera, es posible por tanto la co-expresion de varios transgenes,
indicando que este sistema es apropiado para modificar caracteres poligénicos en un

amplio rango de especies vegetales.
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3. Diferencias en la activacion de la ruta de biosintesis de

antocianinas y PAs entre A. thaliana, N. tabacum y M. sativa

Por otro lado, evaluamos si los factores de transcripcién Delila y Roseal, eran
capaces de activar la ruta de biosintesis de flavonoides en las diferentes especies, con

la consecuente produccion de antocianinas.

Las plantas transgénicas de A. thaliana mostraron una pigmentacion parpura que
esta presumiblemente asociada a la acumulacion de antocianinas. La mayoria de las
plantas transgénicas presentaban esta coloracion en el peciolo de las hojas y en el
tallo. Dos de ellas, presentaron pigmentacion en todos los tejidos de la planta, pero no
se desarrollaron correctamente y finalmente murieron. Esto podria ser debido a que
las células transportan y almacenan la excesiva produccién de antocianinas en las
vacuolas. Este hecho, unido a que la capacidad de almacenaje de estas vacuolas es
limitada y a que la produccion de antocianinas es constitutiva y no se limita a
determinados ¢6rganos de la planta, produce toxicidad debida a su excesiva
acumulacién en las células, lo que se traduce en un retraso en el desarrollo de la
planta e incluso en su muerte (Kitamura et al. 2006). En N. tabacum, la mayoria de las
plantas transgénicas presentd pigmentacion purpura en todos los tejidos vegetativos y
reproductivos, observandose una mayor acumulacién en el envés de las hojas y en los
tejidos vasculares, siendo casi total la coloraciéon puUrpura en una de ellas. Aquella
planta que present6 una coloracién casi completa, presentd retraso en su desarrollo
vegetativo debido probablemente a la toxicidad generada por dicha acumulacion. En
cambio, las plantas transgénicas de M. sativa no presentaron pigmentacién purpura en
ninguno de sus tejidos. Con estos resultados, decidimos evaluar si se inducian los
genes que codifican las enzimas implicadas en la ruta de biosintesis de flavonoides

tras la expresion de los transgenes en N. tabacum y M. sativa.

Nuestros resultados muestran que la expresion de los genes que codifican las
enzimas CHS, CHI, F3'H, DFR1 y ANS, se inducen en N. tabacum. También,
muestran como variaron los niveles de expresion entre las lineas analizadas cuando
se usa la construccién multigénica. Estos indican que existe una correlaciéon entre los
niveles de expresion de los transgenes Delila y Roseal y la expresion de los genes
implicados en dicha ruta. Sin embargo, en alfalfa la expresion constitutiva de estos TFs
no fue capaz de inducir la expresion de dichos genes. Los TFs de Antirrhinum, Delila y

Roseal, son capaces de reconocer elementos reguladores en cis presentes en los
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promotores de los genes que en N. benthamiana, Arabidopsis y N. tabacum codifican
las enzimas que intervienen en la ruta de biosintesis de antocianinas en cada una de
estas especies. Sin embargo, estos TFs no resultaron funcionales en alfalfa, o
alternativamente no fueron suficientes los niveles de expresion alcanzados por los

mismos para activar esta ruta.

Los flavanoles, precursores de las PAs, comparten la misma ruta biosintética que
las antocianinas en la ruta de biosintesis de flavonoides (Zhou et al. 2015). Los
flavanoles incluyen 2,3-trans-flavanoles y 2,3-cis-flavanoles que se sintetizan en dos
ramas distintas de la ruta, a partir de dos sustratos diferentes sintetizados por dos
enzimas (Tian et al. 2008). La conversion de leucoantocianina a 2,3-trans-flavanoles
(catequina) por la leucoantocianina reductasa (LAR) y la conversion de
leucoantocianina a 2,3-cis-flavanoles (epicatequinas) por la accién de la antocianidina
sintasa (ANS) y de la antocianidina reductasa (ANR) (Tian et al. 2008).

En leguminosas forrajeras, la presencia de PAs tiene efectos tanto positivos como
negativos sobre la digestibilidad del alimento y en el rendimiento de los animales. La
concentracion y la estructura de las PAs afecta fuertemente a la palatabilidad y al valor
nutricional de las leguminosas forrajeras (Barry y McNabb 1999), siendo del orden de
20-45 g/kg o del 2-45 % de peso seco las cantidades idoneas. Por ello, la
cuantificacion de compuestos fendlicos solubles y de PAs en plantas forrajeras es

esencial para el estudio sobre sus efectos nutricionales.

Durante las ultimas décadas, se ha desarrollado una amplia seleccién de técnicas
de analisis para poder cuantificar las PAs de manera eficiente, incluyendo la
polimerizacion oxidativa, reacciones del anillo A de los flavonoides con un aldehido
aromatico, reacciones de oxidacion-reduccién, reaccion de escision por acidos,
reacciones de precipitacion, inhibiciones enzimaticas y analisis gravimétricos
(Schofield et al. 2001). Se han utilizado distintos métodos colorimétricos, una reacciéon
colorimétrica especifica para flavanoles con DMACA y un ensayo selectivo para PAs
como es Bate-Smith. Ademas, el andlisis por HPLC acoplado a un espectrometro de

masas es el método idéneo para obtener informacién composicional de PAs.

Usando tres de estos métodos evaluamos si la construccion multigénica
35S::Delila-Roseal-MtANR-MtLAR da lugar a la produccion de PAs en las hojas
transformadas de N. tabacum. Para ello, se realiz6 una reaccion DMACA, una

reaccion Bate-Smith y un andlisis por HPLC. Nuestros resultados muestran que la
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produccién de PAs vario entre las lineas analizadas, siendo mayor en aquella planta
que presentaba mayor pigmentacion purpura que se asocia a la acumulacion de
antocianinas. Es presumible que la presencia de PAs en N. tabacum se deba a la
accion enzimética de MtANR y MtLAR, siendo capaces de convertir sus pertinentes
sustratos intermediarios en PAs. Nuestros resultados indican que existe una
correlacion entre los niveles de expresion de Delila y Roseal, la activacion e
incremento de la expresion de los genes que codifican las enzimas que integran la ruta
de biosintesis de flavonoides, la acumulacion de antocianinas y la produccion de PAs.
Sin embargo, la cantidad de PAs producidas en tabaco es relativamente baja (3,48
g/kg), teniendo en cuenta los valores minimos requeridos para su uso en la mejora de
la digestibilidad del forraje. En N. tabacum, se producen elevados niveles de
antocianidinas, que en algunos casos resultan téxicas inhibiendo el desarrollo
vegetativo de las plantas. Sin embargo, las enzimas MtANR y MtLAR no son capaces
de convertir sus precursores en suficiente cantidad de los monémeros de las PAs:
catequina y epicatequina. Nuestros datos muestran que existe una relacion entre los
niveles de antocianidinas y los de PAs. Sin embargo, los bajos niveles de PAs
generados, se producen sélo en aguellas plantas donde los niveles de antocianinas
llegan incluso a ser perjudiciales en el desarrollo vegetativo de la planta. Esto indica
que no parece viable el uso de esta construccion multigénica para generar plantas de
N. tabacum que produzcan PAs sin que los de antocianinas superen la capacidad de

almacenaje de estas por las vacuolas, provocando toxicidad en las plantas.

La reaccion DMACA, Bate-Smith y el analisis por HPLC en alfalfa corroboraron la
ausencia de PAs en los extractos de hojas de las lineas transgénicas de alfalfa, que es
lo esperable ante la ausencia de pigmentos antocianicos y la no activacion de los
genes que en alfalfa estan presumiblemente implicados en la ruta de biosintesis de
antocianinas. Estos resultados indican que la construccion 35S::Delila-Roseal-
MtANR-MtLAR no es una buena herramienta biotecnol6gica que procure la activacién
de la ruta de biosintesis de PAs en la alfalfa, y con ello un aumento de su valor

nutricional.
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4. La elucidacion de los mecanismos moleculares que determinan la
especificidad de regulacién de la ruta de biosintesis de PAs en
alfalfa, es un requisito previo para la manipulaciéon de la misma

mediante ingenieria genética.

Los factores de transcripcion (TFs) regulan la expresion génica a través de la unién
especifica a los elementos que actian en cis en los promotores de los genes diana
(Zhou et al. 2011). Las proteinas reguladoras que controlan la acumulacion de
antocianinas y PAs se han caracterizado en diversas especies (Lepiniec et al. 2006).
La mayoria de éstos pertenecen a una de las dos familias mas grandes de proteinas
reguladoras en plantas: las familia de TFs de tipo MYB vy la de tipo bHLH (Lepiniec et
al. 2006). Ademas, algunas proteinas con repeticiones "WD40" (WDR) también estan

implicadas en la biosintesis de antocianinas (Lepiniec et al. 2006; Zhou et al. 2015).

Se han realizado experimentos donde se han sobrexpresado diversos TFs en
especies de leguminosas con el objetivo de producir PAs. Por ejemplo, la
sobreexpresion del TF de tipo MYB Lc de maiz en alfalfa (M. sativa) di6 lugar a la
acumulacién de antocianinas y PAs. Sin embargo, se observd que sélo se producia
bajo condiciones de estrés (Bovy et al. 2002; Ray et al. 2003). El TF de tipo R2R3-
MYB, MtPAR de Medicago truncatula, regula la biosintesis de PAs en las semillas de
M. truncatula (Verdier et al. 2012). La expresion constitutiva de este gen permitié la
acumulacién de PAs en raices y unos niveles bajos pero detectables en brotes de
Medicago sativa (Verdier et al. 2012). Recientemente, se ha demostrado que una
familia de TFs de tipo R2R3-MYB contribuye a las manchas antocianicas presentes en
las hojas del género Trifolium (Albert et al. 2015). En M. truncatula, el complejo
formado por la interaccion de dos TFs de tipo MYB, MtMYB5 y MtMYB14, activa los
promotores de MtANR y MtLAR, en presencia de MtTT8 y MtWD40-1 (Liu et al. 2014).
La expresion ectdpica del TF FaMYB1 de fresa, en Lotus corniculatus reprime la
biosintesis de PAs, que puede contrarrestar la actividad del complejo transcripcional
enddégeno MBW (MYB-bHLH-WDA40), (Paolocci et al. 2011). Estos datos sugieren que
el mecanismo de la regulacién transcripcional de las antocianinas y PAs en
leguminosas es complejo. Sin embargo, recientemente, un TF de tipo R2R3-MYB,
TaMYB14, fue aislado de la leguminosa Trifolium arvense, una de las pocas especies
de Trifolium que dentro de las 255 especies existentes acumulan PAs en su tejido
foliar (Jones 1977). A pesar de que se ha descrito que para regular la biosintesis de

PA, es necesario la formacion de complejos que involucran a factores
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transcripcionales de tipo bHLH, MYB vy proteinas WD40 (Baudry et al. 2004; Hichri et
al. 2011; Yoshida et al. 2008), la sobreexpresién de TaMYB14 produce la acumulacion
ectopica de PAs en tejidos de las hojas de N. tabacum, M. sativa, y Trifolium sin la
necesidad de la co-expresion de factores adicionales (Hancock et al. 2012). La
cuantificacion de PAs solubles en hojas usando el método de butanol-HCI mostré que
la acumulacion de PAs se producia en un rango de entre el 0.1% y 1.0% del peso seco
(Hancock et al. 2012), valores que quedan por debajo de los requeridos para subsanar
el desorden digestivo del ganado bovino.

Los estudios realizados hasta el momento han permitido una representacion mas
detallada de la formacién de las PAs en plantas, y han sefialado que es una ruta de
regulacién bastante mas compleja comparada con la biosintesis de antocianinas.
Quizas por ello, no se han producido grandes avances en la aplicacion del aumento
del contenido de PAs en los tejidos foliares de leguminosas de importancia econémica
como la alfalfa (M. sativa). Los intentos para inducir la biosintesis de PAs en plantas
forrajeras mediante la sobreexpresion de TFs s6los 0 genes que codifican enzimas de

la ruta, han tenido éxitos muy limitados (Zhou et al. 2015).

La estrategia diseflada en este trabajo para tratar de activar de novo la biosintesis
de antocianinas y proantocianidinas en la alfafa no ha sido efectiva. Los factores
transcripcionales heterélogos Delila (bHLH) y Roseal (MYB), no son probablemente
capaces de reconocer a los elementos que actlan en cis en los promotores de los
genes diana, que en M. sativa participan en la produccién de antocianinas o PAs, o
alternativamente, la expresion de estos TFs en esta especie dirigida por el promotor
35S fue insuficiente para este fin. Sin embargo, en N. tabacum estos mismos TFs
fueron capaces de activar los genes que codifican las enzimas implicadas en la ruta de
biosintesis de antocianinas. Esto sugiere que el potencial de activacion de los TFs en
la regulacién de la sintesis de antocianinas y PAs podria ser especifico segun la

especie utilizada.

Por tanto, el descubrimiento de nuevos TFs y su funcionalidad en leguminosas
sigue siendo muy importante para explorar el mecanismo de regulaciéon de la
biosintesis de proantocianidinas. Dentro de las especies forrajeras mas importantes se
encuentran M. sativa y Trifolium spp. Estas especies difieren entre si, entre otros
aspectos, por el contenido de PAs en sus hojas (Zhou et al. 2015). La alfalfa no
produce PAs en sus Organos vegetativos, estando limitada su sintesis a la cubierta de

la semilla, mientras que existen variedades de Trifolium donde éstas si se producen y
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se acumulan en hojas y tallos. Podria ser interesante determinar la variacién genética
que determina este rasgo diferencial entre estas especies forrajeras. El analisis de co-
expresion de conjuntos de datos transcriptomicos de cada especie podria ser una
herramienta poderosa para explorar TFs desconocidos o genes que codifican enzimas
desconocidas especializados/as en la ruta de biosintesis de antocianinas y PAs. Por
otro lado, la identificacion de proteinas interactuantes con estos TFs podria
proporcionar una comprension mas amplia y profunda de la red de regulacion de la
ruta de las PAs.

En todo caso, pensamos que aunque se han hecho algunos avances en este
campo, es aln necesario la elucidacion de los mecanismos moleculares que
determinan la especificidad de regulacion de la ruta de biosintesis de PAs en alfalfa
para la manipulacién de la misma mediante ingenieria genética. Llegado el momento,
en caso de que fuese necesaria la co-expresion de varios genes tales como TFs,
proteinas de tipo WD40 o enzimas especificas de la ruta de interés, la utilizacién de
construcciones multigénicas usando el sistema de clonaje por mddulos GoldeBraid
2.0, permitiria generar facilmente diversas combinaciones de transgenes (tiles para
activar dicha via metabdlica en esta leguminosa forrajera. El uso de construcciones
multigénicas para incorporar de forma estable la maquinaria necesaria para la
produccion de PAs en la alfalfa podria ser un sistema novedoso que no se ha usado
hasta la fecha, y que evitaria la utilizacion de procesos iterativos para introducir los
distintos transgenes en la planta, tales como rondas sucesivas de cruces entre
diferentes lineas transgénicas o la transformacion secuencial de plantas transgénicas

con transgenes adicionales.
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CONCLUSIONES

De los resultados presentados en esta Tesis Doctoral se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

PRIMERA: Hemos puesto a punto un protocolo de transformacion genética estable
mediada por Agrobacterium tumefaciens via embriogénesis somatica, aplicable a dos
genotipos de alfalfa (Medicago sativa L.): RSY27 y RSY4D. Aproximadamente el 50 %
de los explantes inoculados produjeron embriones maduros viables que se
desarrollaron en plantas completas. El 80-100% de las plantas que se obtuvieron de
esos embriones contenian el T-DNA con la totalidad de los transgenes introducidos. La
disponibilidad de este protocolo permiti6 llevar a cabo los otros dos objetivos
propuestos y dotar de una herramienta eficaz a la comunidad cientifica para la

introduccion de nuevos transgenes en esta especie.

SEGUNDA: La expresion constitutiva del gen MsTFL1a de alfalfa modifica el tiempo
de floracion y la arquitectura de la planta en Arabidopsis thaliana. La sobreexpresion
de su paralogo, MsTFL1lc, en esta especie no mostr6 cambios fenotipicos
significativos. Estas diferencias podrian explicarse por las diferentes afinidades de
ambos paralogos por la proteina FD en el meristemo inflorescente en A. thaliana.
Estos resultados sugieren que la funcion biolégica de MsTFLla en alfalfa esta
conservada respecto a la del gen TFL1 de A. thaliana y que MsTFL1a y MsTFL1c
podrian haber divergido funcionalmente. La posible divergencia funcional de estos
parélogos s6lo podra conocerse tras un estudio funcional completo de ambos genes

en M. sativa.

TERCERA: La expresion constitutiva de MsTFL1a en alfalfa produce un retraso de la
floracion, indicando que MsTFL1a podria tener una funcién analoga en M. sativa a la
de TFL1 en Arabidopsis. Sin embargo, este fenotipo en alfalfa no se asocia con un
incremento del desarrollo vegetativo, sino con una reduccion del tamafio de la planta
vinculado a una limitacion en la proliferacion celular, dando lugar a una disminucién de
la biomasa. La validacion completa del uso de este gen como herramienta
biotecnoldgica requerird la evaluacion de otros pardmetros que influyen en la calidad
del forraje para determinar si la reduccion del tamafio se ve compensada por una

mejor digestibilidad del mismo.
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CUARTA: La limitacion en la proliferacion celular en las plantas 35S::MsTFL1a se
asocia a una reduccion en los niveles de expresion de determinados genes efectores
de la division celular, como es el caso de las ciclinas. Estos resultados sugieren que
en alfalfa, la funcién bien establecida de TFL1 y sus ortélogos en el control del tiempo
de floracion, podria conciliarse con una posible funcibn en la regulacién del
crecimiento de la planta. Nuestros resultados apoyan la hipétesis de que los genes
TFL1-like podrian participar ademas en vias de sefalizacion que regulan la
diferenciacion celular en plantas. En este sentido, M. sativa podria ser un buen modelo

para estudiar la posible gama de diversificacion bioquimica de estas proteinas.

QUINTA: Hemos realizado la construccion multigénica 35S::Delila-Roseal-MtANR-
MtLAR usando el sistema modular GOLDENBRAID 2.0 para intentar activar de novo la
biosintesis de proantocianidinas (PAs) en la alfalfa. La capacidad de inducir PAs por
esta construccion multigénica ha sido validada funcionalmente con éxito en Nicotiana

benthamiana mediante expresion transitoria.

SEXTA: Se ha evaluado la capacidad de integracion y de expresion de los transgenes
de esta construccion multigénica mediante transformacion estable en tres sistemas: A.
thaliana, N. tabacum y M. sativa. La transformacion estable de estas especies con la
construccion multigénica 35S::Delila-Roseal-MtANR-MtLAR mostr6 que existe una
relacion entre la capacidad de integracion de la totalidad de los transgenes y la
eficacia de funcionamiento del promotor CaMV35S segun la especie utilizada.
Independientemente de estas diferencias, el uso de construcciones multigénicas
mediante GOLDENBRAID 2.0 es viable para la transformacion estable de plantas,
indicando que este sistema es apropiado para modificar caracteres poligénicos en un

amplio rango de especies.

SEPTIMA: La construccion multigénica 35S::Delila::Roseal::MtANR::MtLAR es capaz
de activar la ruta de biosintesis de antocianinas y de PAs en N. tabacum. Sin embargo,
no fue capaz de activar la ruta de biosintesis de antocianinas, y por tanto la de PAs, en
alfalfa. Los factores transcripcionales Delila y Roseal no son capaces de activar los
genes implicados en la regulacion de ambas vias metabdlicas en esta especie, 0
alternativamente no fueron suficiente sus niveles de expresion para este fin. Por tanto,
la construccion multigénica 35S::Delila::Roseal::MtANR::MtLAR no es una buena
herramienta biotecnoldgica que procure la activacion de la ruta de biosintesis de PAs

en la alfalfa.
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OCTAVA: Nuestros resultados sugieren que los mecanismos de control transcripcional
de la biosintesis de antocianinas y PAs pueden ser diferentes entre las distintas
especies y que se necesita informacion genética adicional especifica de la biosintesis
de flavonoides en leguminosas para poder elaborar herramientas moleculares

eficientes que puedan activar su biosintesis de novo.
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