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EVALUACION DEL PROMOTOR DE LA LEGUMINA 115 DEL
ENDOSPERMA DEL CAFE EN PLANTAS TRANSGENICAS DE TABACO

Ricardo Acuiia, Diena Molina y Claudla Velazguez

RESUMEN

La principal protaina del endosperma del café
pertenace @ la familia de las laguminas 113y
2l promotor del gen que ia codifica controla su
axprasion aspaclfiicamanta an &l andospema
de la semilla. Con el propdsite de avaluar si
oste promotor controla de la misma forma |a
axpresién da un gan heterdlogo en plantas de
tabaco se amplificaron, por PCR, dos fragmen-
tos del promotor entre. las posiciones -418 vy —
201, respectivamenta, y al sitio de inicio de la
transcipcion {+1) del gen de la legumina 115
dol cafa. Cada fragmento se clond en vectores
de transformaciin colocdndolns en posicien 57
del gen de la b-glucuronidasa. Los vectores
sa introdujeron, Individualmente, cn cepas de
Agrobacienum fumefaciens, |85 cualas, pos-
larlcmante, se usaron: para fransformar ho-
jas de Nicofizne benthamiana. So regensararan
plantas ransgénicas de tabaco que se lleva-
ron por autofecundacién hasta la produccion
de semilla vy 5e analizd s actividad del gen wald
an hojas y semillas. Los fragmentos de 450 y
930 (pk) del promotor de la legumina del café
controlanon especificamentes |a expresion del
gen en al endosparma de plantas frans-
genicas de tabacgo, slande meajor la actividad
con en el fragmento de mayor tlamano. No se
obsenvd aclividad del gen an las hojas de es-
tas plantas. Ensayvos histoguimicos confima-
ron astos resultados lo que pemitiria usar
dichos fragmentes para controlar la expresion
de ganas heterdlogos, involucrados en la ne-
sigtencia & la broga, en el endosparma da la
somilla de café que es el tejido atacado por
esta plaga.

Palabras clave: calé, leguminas 115, trans-
formacion.

SUMMARY

The major storage protein of the coffee bean
is & legumin-like 113 protein and the promoter
of the gene which code it regulates its expres-
sion specifically inlo the andosperm of the
seed: In ordar to evaluate if the coffes pramoter
also controls the expression of heterologous
genes into the endosperm of lobacco soeds,
we amplified two fragments cormespanding o
the region —801 and —418 1o +1 upstream of
the coffee legumin genes, respectively. Each
fragment was cloned in forward orentation
Inte the promoterless GUS cassatte pl327z,
The vectors constructions were Individually
trans-fermmed to the disarmed Agrebactedum
tumefaciens LBA4404 by electroporation.
Tobacco (Micotiana benthaminana) was trans-
Iormad with each ona of the LBA4404 deriva-
lives by the leaf disc ranstermation mathad.
Transgenic plants were salf-pollinated and
lhe seeds and the leaves ware analyzed for
GUS activity. Both promoter fragments drive
significant GLIS expression in the seeds of
transgenic basco; the level of aclivity was
higher with the larger fragment-construction
than tha shortar one. Histochamical assays
confirmed the blochemical activity, These
promoter fragments will be used to drive
the expression of heterologous genes, invol-
ved in resislance to coffee berry borer
(Mypothenemus hampai}, into the endosperm
of coffes bean which is the tissue attackad by
the inseck

Key words: coffee, legumin-like 115,
transformation.
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 INTRODUCCION

La biotecnologia vegetal ofrece los medios
para dirigir la expresion genélica de manera
tal que se produzcan |las caractar(sticas de-
seables en especies vegelales transgénicas.
Eslo se hace por madio de |a reprogramachon
de la maguinaria responsable de & expresion
de los genes en las plantas para ajustarla a
necesidades especificas, La intervencion pue-
de hacerse ya sea para Intensificar como para
disminuir la actividad de un gen y zles mani-
pulaciones deben sar muy precisas de mana-
ra gue cumplan los requisitos biologicos v de
bioseguridad (Panda & Khush, 1995).

Los sagmentos de ADM gue preceden la
regidn codificedera de un gen contienan Unas
secuancias de nucledtidos denominadas
prometores o elemenios reguladores que
son responsablas del control, tarto aspacial
como temporal, de la expresion genética,
Eslos slementos son emplsados con el pro-
posito de manipular dicha axprasion en una
planta transgénica. (Roader, 1986, Kombearg,
R. 1856)

Recientemente se identificd y se aisla la
regidn promotora correspondiente al gen de
la principal proteina de reserva del en-
dosparma del café (Acufia af. al 1999). Esta
region ez la gue regula en forma muy precisa
el estado de desarrolla v la cantidad de proted-
na gue se debe sintetizar en el endosperma
del cafe. La caracterizacion de la regulacion
de esta region promotora, mediante la trans-
formacidn genetica de plantas modala como
el tabaco, parmitira conocer las secuancias de
DA especificas que determinan dicha regu-
lacion an el cald.

MATERIALES Y METODOS

Vectores de transformacion

La construcciGn de los vectores de transfor-
maclén con los difarentes fragmentos del
promotor de la legumina 115 del café se hize
utilizando el plasmido pCAMBIA/T387r. La
regidn dal T-DNA de esta plasmido incluye &l
gen repordere widd gue codifica la protelna b-

glucoronidasa (GUS) vy el gen marcador
higromicina fosfotrasnferasa (hef). El gen re-
portero widd parmite realizar &l andlisis da la
axpraslin genélica en plantas transformadas
dependiendo del promotor que se Insera &n
el gitlo da policionaje del plasmido (Figura 1).
El gen de seleccion (hot) esta bajo el control
del promotor del virus del mosalco da la coli-
flor (CaM¥355) v permite la seleccion con
higromicina de las células transformadas . En
el siic de policlonaje Hindlil/Ncol se ligd, un
iragmento de 801 pb (738712 RAZ-930) y oo
da 418 pb (p 139 12/HAL-450), respectnamen-
te, corespondiantas a la regidn 5 no-transcrita
del gen deo la legumina 1135 del cafe (Figura
&). Eslos fragmenios fueron obtenidos por
PCR usando como iniciadores de la reaccion
secuencias eapecificas de la region 5° no
transcrita del gen a las cuales sa adiciond los
aitios de restriccion Hind i1l y Neol. Gada uno
da los vectoras construidos fueron insarados
por alectroporacion en E.Coli (cepa DH108),
amplificados por cultivo de |a bacteria a 37°C
en medio LB suplementado con kanamicina
(100 ug/ml) vy recuperados por extracoitn del
DHNA plasmidico usando &l kit da purificacian
de Qiagen. La autenticidad de las secuencias
amplificadas de cada uno de los fragmentos
fueron verificadas por secuenciacion,

En paralelo con astos experimentos sg
utilizo como conkrol positive el plasmido
pCAMBIA/307 cuya ragidn del T-DNA es
idéntica a la del plasmido p1391z sino gue an
gste @l gen repodar widd se encuentra regu-
lado por el promotor constitutive 355, Como
control negativo se utilizd el vector pCAMBIAS
1381z original, que fiena an la ragicn dal T-
DMA el gen reporters WdA pero sin el controd
de promotores, Los plasmidos fusron propor-
cionados por el Centro de Aplicacion da Bio-
logia Malecular para Agricultura Intemacional
(CAMBIA, Canbarra, Australia).

Transformacion de Agrobaclerium
con los vectores de transformaclén

Cada una de los vectores de transformacion,
p1301, p1391z, p1381z’RAZ 901 y p1391Z/
RAZ 478 z& introdujeron por electroporacion
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Mapa dal plasmido pCAMBIAS
1381z utllizadn para insartar |os
diferantas fragmantos del pro-
motor del gen de la legumina 115
del café y posteriorments intro-
ducido a plantas de tabaco por
transformacion genstica medida
por Agrobaclerium tumefaciens.
El sitio de policlonaje HindlIf
Mco | fue escogido para insarar
los raspactivos fragmantos. Ver
detalles an al texto.

en la capa da A fumelaciens LBA4404 de
acuerdo al siguiente protocolo, Se tomaron
20 ulL de células electrocompetantas de
A. tumefaciens LBA 4404 y se mezclaron en
una celda de elechroporacion con 54 ng-de
plasmido. Una vez descargado el impulso
ehectrico (2.5 kV., 25 uF, 200 1) se adiciond 1
mil:de: meadio nutrtive 30C (Giboo, USA) ¥ =28
incubaron a 28°C durante 1 hora. Lusge las
calulaz sa disperzaron sobre un medio de
culive LB con Kanamicing (100 ugiml) v se
incubaron a [a mizsma lemperatura durante dos
dias. Con un palillo estéril s2 selecciond una
colonia y se inoculd en 75 mi de medio YM
con kanamicina (100 ug/mL). El cultivo se in-
cubd en agitacidn (100 rpm) a 28°C durante
toda la noche. Al dia siguiente se fomaron
5 mi de la suspensién bacteriana y se transfhi-
rieron & 150 mi de medio YM (Gibco, USA) con
Kanamicina. El cultiva s& Incubd a 28°C en
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agitackdn (100 rpm) durants toda la noche.
Finalmenta sa hizo un stock de glicerol de cada
cepa recombinants ¥ s guardaran a —70°C.

Transformacion genética de tabaco

Materlal vegeial: Sa germinaron an el invemas-
dero semillas de Micofiana bentharmiana y se
recolectaron hojas jovanes paro bien desarmo-
liadas las cuales se desinfectaron en una so-
lcidn de clorox gl 0.5% duranta 15 minutos y
luegn Se enjuagaron 3 vecss en agua dastila-
da astérl. La haja complata se colocd en una
caja de petrd con un medlo de cultive de rege-
nerecion (Nb Req) compuesto por las sales
minerales de M3 (Murashige & Skoog, 1962);
vitaminas BS (Gamborg ef al.,1968), sacaro-
sa 3% v 3 mg/L Benzil Aminopurina {BAF). El
pH del medio sa ajustd a 5.8. Las cajas de pe-
Iri 58 ncubaron a 26°C con un fotoperiodo de
14 horas de luz. Después de 6-8 semanas |1as
plantulas reganaradas se transfilaron a cajas
Magenta con medio de cultivo para elongacicn
(Mb Elong) de igual constitucion al anterior poro
exentn de |a citoguining BAF. Al cabo de 4 se-
manas las plantulas alcanzaron una altura de
aproximada de 7 cm y so sacclonaron an mi-
croestacas para su propagacion in vitro.

Cocultive da sxplanfes follaras con
Agrobacterfum tumafaclans: Sa racolecta-
ron hojas del mismo tamafio provenientes de
cultivo in vitro y se cortaron an sagmentos da
aproximadamenta 2-3 mm de ancho sobre una
caja de petr con pepel de fillre homedo. Los
sagmantos de hoja se sumargiaron an una
suspension de Agrobacterium tumefaciens
(cultivada durante toda la noche en prasancia
de acetnsiringoena; OO0, final debe estar en
0.5} por 5 segundos. Luago los segmentos
5@ secaron sobre papsl de filtro estéril
110 segmentosicaja) v so colocaron an madio
do cultivo suplemantado cen 200 uM de
Acetosiringona. So colocaron 50 explantes por
cada construccion en 5 cajas de petri con
10 explantes por caja. Después de 2 dias de
co-cultive, los explantes se subcultivaron a me-
dio de regeneracidn suplementado con
carbenicilina (500 mg/L) y kanamicina

(300 mgi)
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Regeneracion da pigntiias transforma-
das: A las 4-6 semanas, las plantulas regene-
radas se trangfirferon a medio fresco de
elongacién suplementado con carbenicilina
(200 mg'l) ¥ kanamicina (100 mgfL). Los bro-
tes individuales (1-2 cm longitud) se trans-
firieron @ medio de cultive sin hormonas (500
mgyL de carbeniciling y 100 mo/L kanamicina)
hasta obtener plantulas enraizadas gue se
trasplantaron a suclo estérll. Las plantulas se
cubrigron individualmente con una bolsa plas-
tica vy s& dajaron an el cuano de crecimianta
con un fotoperiodo de 16 horas.y una tempe-
ratura da EE“G.Daspugs de una samana, las
plantulas se llevaron al invernadero donds, por
auto fecundacldn, se obtinvleron semillas. Da
cada una de las plantas ransgenicas se reco-
lectaron semillas ¥ &8 almacanaron en cajas
de pelr pre-estenlizadas en condiciones de
oscuridad y temperatura ambients.

Andlisls molecular de las plantas
transgénicas de tabaco

En promedio se regeneraron veinte plantas
transgénicas (TO} por cada vecior ulilizado
para la transformacion. Se extrajo el DNA
gendmice de las hojas para su analisis
{Southem, 1975). Se selecccionaron solamen-
te las plantas an las cualas el T-DNA astaba
presente con una 3ola copia en el genoma
(datos ne mostrados).

Evaluacion de la actividad del
promotor en plantas trasgénicas
de tabaco

Analfels Histoqguimfeo: Este analisis re raali-
zd siguiando la metodoliogla descrita por
Jefferson ef al. (1987). Se recolectaron hojas
y samillas da cada una de las plantas
transgenicas y se incubaron en el buffer X-Gilu,
en la nscuridad, durante 24 horas a 37°C. La
mezcla del buffer X-Glu contenia fres compo-
nentes. El sustrato (1-5 mM X-Glu), el buffer
(0.1M fosfate de sodia, pH 7.0) v &l catallzador
de la oxidacion (0.5 mh ds farricianure de
potasio v 0.5 mM de ferrccianuro de potasio,
pH 7.0 suplamantads con 10 mM da EOTA,
pH 7.0. La b- glucuronidasa cataliza una reac-

clén en prasancla del sustrato S-bromo-d4-
choro-3-indolil glucuronido (X-Glu). El produc-
to de la reaccion sufre une dimerzacion for-
rande un precipltado de color azul an el sitio
de actividad del gen widA, que e pudo obaer-
var ¢on la ayuda da un estareomicroscopio.
En los tejidos verdes se pudo hacer més visi-
ble al color azul mediante extraccién de la clo-
rofila dejando el tejido en etanol al 70% por
g Semand.

Andlisle de fluoromeiria: La actividad de
GLUS en solucion se mide con gl sustrato fluoro-
métrico. 4-matilumbeliferil-f-0-glu-curonido
{MLUIG) de acuerdo con |a siguiente reaccion;

4-matiumbeliferil-f-0-glucuronide (MUG) —
Acldo Glucurénlco + 7-hidroxl-4-maticumarina

(ML)

El MU as flunrescenia cuando al grupo hidroxibo
£s ionizado, la reaccidn es detenida por adi-
cién de carbonato de sodio. El espactro de
exitacion y emision de este compuesto presen-
ta su maxima longitud de onda en 365 y 460
nm, respactivarmants (Jlaffarson et al, 1987).
Se hizo una extraccion de las proteinas solu-
bles a partir de hojas y semillas de las plantas
transgénicas de tabaco autofecundadas {T0)
an buffar fosfala {50 mM fosfato de sodio (pH
7}, 10 mM Na EDTA, 40 mM 2-B-mercap-
tostancl) sin detargente. Se recolectaron 5 Ug
de proteina solubie v se incubaron con 1ml
MUG (4-meatil-umbelifer]l glusuronide) en un
volimen final de 500 ul de mezcla de reac-
cldn, La flurescencia se determind eninterva-
ios da 10 min. usando un ezpactrofluormetro
(SLM Aminco) previaments calibrado con so-
luckones estandaras da 4-matilumbeliferona.
La aclividad de la f-giucuronidasa se midid en
nmalesme de protaina’min,

RESULTADOS Y DISCUSION

Actlvidad del gen uldA en plantas
transformadas de tabaco
Con el propdsito de determinar la capacidad

de cada uno de los fragmentos dal promotor
del gen de |a legumina 115 del café de regu-
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lar la axpreslén del gen wdA, aen el telide
endospérmico de las semillas del tabaco, cada
fragmento sa introdujo an plantas de tabaco
mediante transformacion con Agrobactenim
tumefaciens. Simultaneamente se usd el
vector p1301 como control positive gue inelu-
ye el promotor constitutive 355 y el vector
pl3giz como control negative donde no se
incluye ningin promotor para regular la
expresion del gan wdd. Como ara de espa-
rarse no &8 observd aclividad GLUS en hojas
ni semillas de plantas trasgénicas transforma-
das con el vector pf3diz (Figura 2). En las
plantas transformadas con el vector p1301 la
actividad de GUS fue similar tanto en hojas
como en semlilas confirmmando 1o axprasion
consatilutiva en planias superioras del promo- -~
tor 355 (Figura 2).

El analisiz histoguimico de eslas mismas
plantas confimd los datos oblentdos de la
expresion de GUS por analisis fluorimétrico
(Flgura 3-5).

i 1 i n S | i
piZ01zE30  pidrizlise  pidniz pi3id

Actlvidad GUS [nmoles/img protimin

Flgura 2. Actividad de GUS an plantas
transgénicas de tabaco. El nivel
de actividad se midid en hojas (H)
y samillaz (5) de plantas de taba-
co transfermadas con los frag-
mentos del promotor da la lBgu-
mind 115 del café descrilos en el
tentto. La actividad do GUS se ex-
presa an nmeles/min/mg de pro-
teina.

Flgura 3. Analisis histoguimlco de la expra-
sion de GUS en hojas (lzq.) v
semillas [Der.) de plantas trans-
genicas de tabace trensformadas
con el vector p1307 el cual contle-
ne ol promotor constitutive 355.

Analisia histoquimico de [a expra-
slon de GUS en hojas (f7q)
semillas (Der) de plantas trans-
genicas de tabaco ransformeadas
con el vector p13812/AAZS30
contenienda 904 pb del fragmento
del promotor de la legumina 115
del cafeé del café

Figura 5. Ansilizis Histoquimico de la expre-
sign de GUS en hojas (lzq.) y
semillas (Der.) de plantas trans-
formadas con el vector p1391Z,
el cual no tiene ningdn promaotor
ragulando la expresién del gan
A,
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Cuando se midié la actividad de GUS en
semillas de plantas de tabago transformadas
can al vector p13Miz/RAZE01 y p13814f
RAZ418, los niveles dectados fueron 150 y
70 vecas, mspactivamants, mas alles qua al
promedio de acividad detectado en las semi-
las de plantas transformadas con el conirol
positiva (vector p1301). Estos resultados indi-
can gue, en los dos fragmentas avaluadaos, las
sacuencias de DMA del promolor de la
legumina 115 del café funcionan coma pro-
matores espacificos do samilla en planias
transgénicas de tabaco.

El nivel de actividad del tregmente de
418 pb as aproximadamanta fa mitad al del
fragmento de 601 pb indicando gue la delecion
de ks nucledtldos comprendidos entre la po-
sicidn -201 y -418 condujeron & una reduccion
de la actividad de GUS en un faclor de 2 {Fi-
gura 3). Esta disminucion pudo sar causada
por la pérdida de unsa Secusncia fica an

-~ - promotor —
Sacusncias regulatorias 'r.ﬁ.Té."-|

Elamento "Intansificador”™

atattiatt
{(-552 v -542 ph)

Figura b .

|—G'LIS—-E

nucledtidos AT {posicion -552 v -542) en las
plantas transformadas con el fragmento de -
418 pb, Esta secuencia se identifico en la basa
de datos “PLAGE" (Plant Cis-acting Regulatory
DMA Elements, www.dna. affrc.go.jpfhtdocs/
PLACEMasta. html), caomp un alemento
intensificador del endospenma de especies ie-
guminosas (Figura B)

Estos resultados tambien indican gque el
fragmento de DNA genamico de 8301 pb
ratiena lodos os alementos reguladoras neco-
sarios pard una exprasion fusrde y tejido-
aspecilica del promaotor dal gen da la lagumi-
nas 115 del café en plantas transgenicas de
fabaco. Es importante anotar gue se obeerva-
ron variaciones en la actividad de GUS entre
plantas transformadas con al mismo veclor,
como también en plantas transformadas con
el vector p1301 lo cual se puede expilcar
como ¢l lamado “efecto de posicion” (Peach
& Velten, 1991).

Exprasldn GUS
nmolefmg prot/min)

150

Sccuencia de nucledtidos y aminodcidos del gen de la legumina 118 dal café. Los

nimeros negativos en &l margen izguierdo indican |a region 57 no transcrita del gen de
la legumina del café . Los ndmaros positivos indican la region qua codifica la proteina
de almacenamiento del andosparma del café. Las flachas debajo da las secuencias
indican la pasicién v orientacidn de los inicladores de a reaccion de PCR wtilizados
para amplificar los fragmentos del promolor. La secuencia encerrada en el recuadro
commesponde al intensificador de la expresion.
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CONCLUSIONES

1. Lasecuencias nuclectidicas de 418 y 901
pares de bases adyvacentes al gen da |a
arabicina dal café ragulan, en forma tejido
eapecifica, [a expresion del gen widd enlas
semillas do plantas transgénicas de
Micotiana benthamiana,

2. Exisle una secuencia de nucledtidos antre
la posicion - 552 y - 542 del promotor de la
arabicina reconocida como “clemento
mtensificador involucrada an la fuarte ax-
prasidn del gen widA.
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