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EVALUACIÓN DEL PROMOTOR DE LA LEGÚMINA 11S DEL 
ENDOSPERMA DEL CAFÉ EN PLANTAS TRANSGÉNICAS DE TABACO 

Ricardo Acuña, Diana Molina y Claudia Velázquez 

RESUMEN 
La principal proteína del endosperma del café 
pertenece e le familia de las leguminas 115 y 
el promotor del gen que la codifica controle Su 
expresión especificamente en el endosperma 
de la semilla. Con el propósito de evaluar si 
este promotor controla do la misma forma la 
expresión de un gen heterólogo en plantas de 
tabaco se amplificaron, por PC R, dos fragmen-
tos del promotor entre las posiciones -419 y - 
901, respectivamente, y el sitio do inicio de la 
transcipción (+1) del gen de la legumina 119 
del café. Cada fragmento se cionó en vectores 
de tranSfermactión colocándolos en posición 5' 
del gen de la b-glucuronidasa. LOS vectores 
se Introduleron. Individualmente, en cepas de 
Agrobacterium tumefaciens, las cuales, pos-
teriormente, se usaron para transformar ho-
jas de Nicotiana benthamlana. Se regeneraron 
plantas transgénicas de tabaco que se lleva-
ron por autofecundación hasta la producción 
de semilla y se analizó la actividad del gen trld4 
en hojas y semillas. Los fragmentos de 450 y 
930 (pb) del promotor de la legumlna del cató 
controlan especificamente la expresión del 
gen en el endosperma de plantas trans-
géniCas de tabaco, siendo mejor la actividad 
con en el fragmento de mayor tamaño. No se 
observó actividad del gen en las hojas de es-
tas plantas. Ensayos histoqufmicos confirma-
ron estos resultados lo que permitiría usar 
dichos fragmentos pare controlar la expresión 
de genes heterólogos, involucrados en la re-
sistencia a la broca, en el endosperma de la 
semilla de caté que es el tejido atacado por 
esta plaga. 

Palabras clave: café, leguminas 115, trans-
formación. 

SUMMARY 
The mejor storage protein of the coftee tean 
is a legumln-like 11S protein and the prometer 
of the gene whiCh codo it regulates its expres-
sion specilically inlo the endosperm of me 
seed. In oder to evaluate if the coffee prometer 
aleo controls the expression of heterologous 
genes into the endosperm of tobacco seeds, 
we emelt' ied two fragments corresponding tú 
the región -901 and -418 lo +1 upstream of 
the coffee legumin gene, respectively. Each 
fragment was cloned in forward orientation 
Int° the promoteriess GUS cassette p1391z. 
The yectors constructions were IndivIdually 
trans-toned to tho disarmed Agrobacterium 
lumelaciens L8A4404 by electroporation. 
Tobacco (Nicotiana benthaminana) was sana-
formad whh each one of the L8A4404 deriva-
tives by the leal disc transformatIon melhod. 
Transgenle ',tants ware self-pollinated and 
the seeds and the leaves ware analyzed for 
GUS activity. Both pronmter fragmenta drive 
sIgnificant GUS expression in te seeds of 
transgenic tobacco; 0w level of acfivity was 
higher with the lamer fragmentconstruction 
than the shorter one. Histochemical assays 
confirme(' the blochemIcal actIvity. These 
prometer fragmenta will be used to drive 
the expression of heterologous genes, invol-
ved in resistance te coffee berry borer 
(Hypotbenemus hampa,), hito frie endosperm 
col cOffee bean which is the tlssue attacked by 
the insect 

Key words: coffee, legumIn-like 11S, 
transtormatron. 
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- INTRODUCCIÓN 
La biotecnología vegetal ofrece los medios 
para dirigir la expresión genética de manera 
tal que se produzcan las características de-
seables en especies vegetales transgénicas. 
Esto se hace por medio de la reprogramación 
de la maquinada responsable de la expresión 
de los genes en las plantas para ajustarla a 
necesidades específicas. La intervención pue-
de hacerse ya sea para Intensificar con* para 
disminuir la actividad de un gen y tales mani-
pulaciones deben ser muy precisas de mane-
ra que cumplan los requisitos biológicos y de 
bloseguridad (Panda & Khush, 1995). 

Los segmentos de ADN que preceden la 
región codificadora de un gen contienen unas 
secuencias de nucleólidos denominadas 
promotores o elementos reguladores que 
son responsables del control, tanto espacial 
como temporal, de la expresión genética. 
Estos elementos son empleados con el pro-
pósito de manipular dicha expresión en una 
piante transgénice. (Roeder, 1996; Kornberg, 
R. 1996) 

Recientemente se identificó y se aisló la 
región promotora correspondiente al gen de 
la principal proteína de reserva del en-
despeina del café (Acuña et. el. 1999). Esta 
región es la que regula en forma muy precisa 
el estado de desarrollo y la cantidad de proteí-
na que se debe sintetizar en el endosperma 
del café. La caracterización de la regulación 
de esta región promotora, mediante la trans-
formación genética de plantas modelo como 
el tabaco, permitirá conocer las secuencias de 
DNA específicas que determinan dicha regu-
lación en el café. 

MATERIALES Y MÉTODOS 
Vectores de transformación 
La construcción de los vectores de transfor-
mación con los diferentes fragmentos del 
promotor de ia legumina 11S del café se hizo 
utilizando el plásmIdo pCAMBW1391z. La 
región del T-DNA de este plásmido incluye el 
gen reportero uldA que califica la proteína b- 

giucoronidasa (GUS) y el gen marcador 
higromicina fosfotrasnferasa (b,o0. El gen re-
portero uidA permite realizar el análisis de la 
expresión genética en plantas transformadas 
dependiendo del promotor que se Inserte en 
el sido de penden* del plásmido (Figura 1). 
El gen de selección (00 está bajo el control 
del promotor del virus del mosaico de la coli-
flor (CaMV35S) y permite la selección con 
higromldna de las células transforrnadas . En 
el sitio de policlonaje HindIll/Ncol se ligó, un 
fragmento de 901 pb (p1391z/RAZ-930) y otro 
de 418 pb (p1391z/RAZ-450), respectivamen-
te. correepondlentes a la región 5'm-transcrita 
del gen de la iegumina 118 del café (Figura 
6). Estos fragmentos fueron obtenidos por 
POR usando como iniciadores do la reacción 
secuencias específicas de la reglen 5 no 
transcrita del gen a las cuales se adicionó los 
sitios de restricción Nind illy Ncol. Cada uno 
de los vectores construidos fueron insertados 
por electroporación en EColi (cepa DH10B), 
amplificados por cultivo de la bacteria a 37°C 
on medio LB suplementado con kanamicina 
(100 ug/m1) y recuperados por extracción del 
DNA plasmfdlco usando el kit de purificación 
de <Dagen. La autenticidad de las secuencias 
amplificadas de cada uno de los fragmentos 
fueron verificadas por secuenciación. 

En paralelo con estos experimentos se 
utilizó como control positivo el plásmido 
pCAM131/1/1301 cuya región del T-DNA es 
idéntica a la del piasmido p1391z sino que en 
éste el gen reportero u1dA se encuentra regu-
lado por el promotor constitutivo 358. Como 
control negativo se utilizó el vector pCAMBIA/ 
1391z original, que tiene en la región del T-
DNA el gen reportero uldA pero sin el control 
de promotores. Los plásmidos fueron propor-
cionados por el Centro de Aplicación do Bio-
logía Molecular para Agricultura Internacional 
(CAMBIA, Canbena. Australia). 

Transformación de Agrobactorlum 
con los vectores de transformación 
Cada uno de los vectores de transformación, 
PISO?, p1391z, p1391z/RAZ 901 y p1391z/ 
RAZ 418 se introdujeron por electroporación 



26 	 Filotecnia Colombiana. Volumen S No.2. Julio • diciembre de 2006, pp. 2440 

Figura 1. Mapa del n'atraído pCAMBIA/ 
1391z utilizado para Insertar los 
diferentes fragmentos del pro-
motor del gen de la legumlna 118 
del café y posteriormente intro-
ducido a plantas de tabaco por 
transformación genética medida 
por Agrobactetium tennelaciens. 
El sitio de policlonaje 1-lind111/ 
Neo I fue escogido para insertar 
los respectivos fragmentos. Ver 
detalles en el texto. 

en la cepa de A. tumelaciens L9A4404 de 
acuerdo al siguiente protocolo. Se tomaron 
20 uL de células electrocompetentes de 
A. turnelaCiens LBA 4404 y se mezclaron en 
una celda de electroporacion con 50 ng de 
plasmido. Una vez descargado el Impulso 
electricio (2.5 kV.. 25 uF. 200 fi) se adicionó 1 
mi de medio nutritivo SOC (Gibco,USA) y se 
incubaron a 28°C durante 1 hora. Luego las 
células se dispersaron sobre un medio de 
cultivo L13 con Kanarnicina (100 ug/ml) y se 
incubaron a la misma temperatura durante dos 
días. Con un palillo estéril se Seleccionó una 
colonia y se inoculó en 75 ml de medio YM 
con kanamicina (100 ug/mL). El cultivo se in-
cubo en agitación (100 rpm) a 28°C durante 
toda la noche. Al día siguiente se tomaron 
5 ml de la suspensión bacteriana y se transfi-
rieron a 150 mi de medio YM (Gibco. USA) con 
KanamIcina. El cultivo se Incubó a 28°C en 

agitación (100 rpm) durante toda la noche. 
Finalmente se hizo un stock de glicerol de cada 
cepa recombinante y se guardaron a —70°C. 

Transformación genética de tabaco 

Material vegetal: Se germinaron en el Inverna-
dero semillas de Nicotiana benthamiana y se 
recolectaron hojas jovenes pero bien desarro-
lladas las cuales se desinfectaren en una So-
lución de siorox al 0.5% durante 15 minutos y 
ruego se enjuagaron 3 veces en agua destila-
da estéril. La hoja completa se colocó en una 
caja de petei con un medio de cultivo de rege-
neracion (Nb Reg) compuesto por las sales 
minerales de MS (Murashige & Skoog,1962); 
vitaminas B5 (Gambare er at, 1 968). sacaro -
sa 3% y 3 mg/L Benzil Aminopurina (BAP). El 
pH del medio se ajustó a 5.8. Las cajas de pe-
tri se incubaron a 26"C con un fotoperiodo de 
14 horas de luz. Después de 6-8 semanas las 
planicies regeneradas se transfirieron a cajas 
Magenta con medio de cultivo para elongación 
(Nia Eiong) de igual constitución al anterior poro 
exento de la citoquinina 13AP. Al cabo de 4 se-
manas las plántalas alcanzaron una altura de 
aproximada de 7 CM y se SOCCIOnaron en mi-

croestacas para su propagación in vitro. 

Cocultivo de explantes follaras con 
Aorobacterfum rumefaclens: Se recolecta-
ron hojas del mismo tamaño provenientes de 
cultivo in vitro y se corlaron en segmentos de 
aproximadamente 2-3 mm de ancho sobre una 
caja de petri con papel de filtro húmedo. Los 
segmentos de hoja se sumergieron en una 
suspensión de Agtobacterium tumetaciens 
(cultivada durante toda la noche en presencia 
de acetosiringona; ORm  final debe estar en 
0.5) por 5 segundos. Luego los segmentos 
se secaron sobre papel de filtro estéril 
(10 segmentos/caja) y se colocaron en medio 
de cultivo suplementado con 200 uM de 
Acetosiringona. So colocaron 50 explantes por 
cada construcción en 5 cajas de petri con 
10 m'antes por caja. Después de 2 días de 
Go-cultivo, los explantes se subcultivamn a me-
dio do regeneración suplementado con 
carbenicilina (500 mg/L) y kanamicina 
(300 mg/L) 
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Regeneración de plántelas transforma-
das: A las 4-6 semanas. las plántulas regene-
radas se transfirieron a medio fresco de 
elongación suplementado con carbenicilina 
(500 mg/L) y kanamiclna (100 mg/L). Los bro-
tes individuales (1-2 cm longitud) se trans-
firieron a medio de cultivo sin hormonas (500 
mg/L de carbenicilina y 100 mg& kanamicina) 
hasta obtener plántutas enraizadas que se 
trasplantaron a sucio estéril. Las plantu las so 
cubrieron individualmente con una bolsa plás-
tica y se dejaron en el cuarto de crecimiento 
con un fotoperiodo de 16 horas.y una tempe-
ratura de 26°C.Después de una semana, las 
pláMulas se llevaron al -invernadero donde, por 
auto fecundación, se obtuvieron semillas. De 
cada una de las plantas transgénicas se reco-
lectaron semillas y se almacenaron en cajas 
de patri pre-esterilizadas en condiciones de 
oscuridad y temperatura ambiente. 

Análisis molecular de las plantas 
transgénicas de tabaco 
En promedio se regeneraron veinte plantas 
transgánicas (TO) por cada vector utilizado 
para la transformación. Se extrajo el DNA 
gen árnica de las hojas para su análisis 
(Southem, 1975). Se selecccionaral solamen-
te las plantas en las cuales el T-DNA estaba 
presente con una sola copia en el genorna 
(datos no mostrados). 

Evaluación de la actividad del 
promotor en plantas traagánicas 
de tabaco 

Misto químico: Este análisis re reali-
zó siguiendo la metodología descrita por 
Jefferson et. al. (1987). Se recolectaron hojas 
y semillas de cada una de las plantas 
transgénicas y se incubaron en el buffer X-Ellu, 
en la oscuridad. durante 24 horas a 37°C. La 
mezcla del buffer X-Glu contenía tres compo-
nentes. El sustrato (1-5 mM X-Glu), el buffer 
(0.1M fosfato de sodio, pH 7.0) y el Catalizador 
de la oxidación (0.5 mM de fenicianuro de 
potasio y 0.5 mM de ferrccianuro de potasio, 
pH 7.0) suplementado con 10 mM de EDTA, 
pH LO. La b- glucuronidasa cataliza una reac- 

Clon en presencia del sustrato 5-bromo-4- 
cloro-3-indolit glucuronido (X-Giu). El produc-
to de la reacción sufre una dimedzacion for-
mando un precipitado de color azul en el sitio 
de actividad del gen uiciA;gue se pudo obser-
var con la ayuda de un estereomicroscopio. 
En los tejidos verdes se pudo hacer más visi-
ble el color azul mediante extracción de la cio. 
rofila dejando el tejido en etanol al 70% por 
una semana. 

Análisis de fluoromehla: La actividad de 
GUS en solución se mide con el sustrato fluoro-
métrico 4-metilumbeliferil-p4Igiu-curonido 
(MUG) de acuerdo con la siguiente reacción: 

4-metilumbeliferil4ff-D-glucuronido (MUG) 
Acido Glucuróalco + 7-hldrox1.4-medlcumarina 

(MU) 

El MU es fluorescente cuando el grupo hidroxiio 
es ionizado, la reacción es detenida por adi-
ción de carbonato de sodio. El espectro de 
exitación y emisión de este compuesto presen-
ta su maxima longitud de onda en 365 y 460 
nm, respectivamente (Jefferson ot al, 1987). 
Se hizo una extracción de las proteinas solu-
bles a partir de hojas y semillas de las plantas 
transgénicas de tabaco autofecurtdadas (TO) 
en buffer fosfato (50 mM fosfato de sodio (pH 
7), 10 mM NNEDTA, 40 mM 2-8-mercap-
Metano') sin detergente. Se recolectaron 5 ug 
de proteína soluble y se incubaron con 1mM 
MUG (4-metil-umbeliferil glucurenlde) en un 
volumen final de 500 ul de mezcla de roa> 
alón. La fluroscencia se determinó en interva-
los do 10 min. usando un espectrofluortmetro 
(SLM Aminco) previamente calibrado con so-
luciones °Mandares de 4-matilumbeliferena. 
La acrividad de la 8-glucuronidasa se midió en 
nmoles/mg de proteína/mIn. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Actividad del gen uklA en plantas 
transformadas de tabaco 

Con el propósito de determinar la capacidad 
de cada uno de los fragmentos del promotor 
del gen de la legumina 118 del café de regu- 
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lar la expresión del gen uldA, en el tejido 
endospérmico de !as semillas del tabaco, cada 
fragmento se introdujo en plantas de tabaco 
mediante transformación con Agrobactedum 
tumefaciens. Simultáneamente se usó el 
vector p1301 como control positivo que inclu-
ye el promotor constitutivo 35S y el vector 
p1391z como control negativo donde no se 
incluye ningún promotor para regular la 
expresion del gen uidA. Como ora de espe-
rarse no se observó actividad GUS en hojas 
ni semillas de plantas trasgénicas transforma-
das con el vector p1.391z (Figura 2). En las 
plantas transformadas con el vector p1301 la 
actividad de SUS fue similar tanto en hojas 
como en semillas confirmando la expresión 
constitutiva en plantas superiores del promo-
tor 353 (Figura 2). 

El análisis histoquímico de estas mismas 
plantas confirmó los datos obtenidos de la 
expresión de SUS por análisis fluorimétrico 
(Figura 3-5). 

IN 	SI 	SI 	II 
p13917/5.30 p13910450 p1391z 	0301 

Figura 2. Actividad de GUS en plantas 
transgénicas de tabaco. El niVel 
de actividad se midió en hojas (1-1) 
y semillas (S) de plantas de taba-
co transformadas con los frag-
mentos del promotor de la legu-
mina 115 del café descritos en el 
texto. La actividad do SUS so ex-
presa en nmoles/mirVmg de pro-
teína. 

1# 
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Figura 3. Análisis histoquímico de la exore
sion de GUS en hojas (Izq.) y 
semillas (Der.) de plantas trena-
gé nicas de tabaco transformadas 
con el vector p1301 el cual contie-
ne el promotor constitutivo 35$. ii d.  

 111  
Fi gura 4. Analisis histoquímice de!a exp re-

slon de GUS en hojas (Izq) y 
semillas (Dei) de plantas trans-
génicas de tabaco transformadas 
con el vector p1391Z/RAZ/930 
conteniendo 900 pb del fragmento 
del promotor de la legumina 11S 
del café dol café 

. . 

-.._ 

Figure 5. Análisis Histoquímioode la expre-
sión de GUS en hojas (Izq.) y 
semillas (Der.) de plantas trans-
formadas con el vector p13911 
el cual no tiene ningún promotor 
regulando la expresión del gen 
uldA. 
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Cuando so midió la actividad de GUS en 
semillas de plantas de tabaco transformadas 
con el vector p1391z/RAZ901 y p1391Z1 
RAZ418, ¡os niveles dectados fueron 150 y 
70 veCes, mspectivamente, más altos que el 
promedio de actividad detectado en las semi-
llas de plantas transformadas con el control 
positivo (vector pl 301). Estos resultados indi-
can que, etilos dos fragmentos evaluados, las 
secuencias de DNA del promotor de la 
legumina 11S del café funcionan como pro-
motores específicos de semilla en plantas 
transgénicas de tabaco. 

El nivel de actividad del fragmento de 
418 pb es aproximadamente la m'Ud al del 
fragmento de 901 pb indicando que la deleción 
de los nucleótidos comprendidos entre la po-
sición -901 y -418 condujeron a una reducción 
de la actividad de GUS en un factor de 2 (Fi-
gura 3). Esta disminución pudo sor causada 
por la pérdida de una secuencia rica en  

nucleólidos AT (poskk5n -552 y —542) en las 
plantas transformadas con el fragmento de - 
418 pb. Esta secuencia se identificó en la base 
de datos PLACE" (Plant Cisacting Regulatety 
DNA Elements, www.dna.afirc.go.jp/htdocs/  
PLACE/fasta.html), como un elemento 
intensificador del endosperma de especies le-
guminosas (Figura 6). 

Estos resultados también indican que el 
fragmento de DNA genómico de 901 pb 
retiene todos los elementos reguladores noca. 
sanos para una expresión fuerte y tejido-
específica del promotor del gen de la legumi-
nas 115 del café en plantas transgénicas de 
tabaco. Es importante anotar que se observa. 
ron variaciones en la actividad de GUS entre 
plantas transformadas con el mismo vector, 
como también en plantas transformadas con 
el vector p1301 lo cual se puede explicar 
como el llamado "efecto de posición" (Peach 

Velten, 1991). 

- promotor — 	 GUS 	Expresión GUS 

Secuencias requlatorlasí jj 
	 nmoleimg prot/min)  

111~11. 	150 

70 
o h 

Elemento "Intim 

aluttlatt 

(-552 y -542 

Figura 6. Secuencia de nucledides y aminoácidos del gen de la legumina 115 del café. Los 
números negativos en el margen izquierdo indican la region 5' no transcrita del gen de 
la legumina del cató . los números positivos indican la rogion que codifica la proteina 
de almacenamiento del endosperma del café. Las flechas debajo de las secuencias 
indican la posición y orientación de los iniciadores de la reacción de PCR utilizados 
para amplificar los fragmentos del promotor. La secuencia encerrada en el recuadro 
corresponde al intensificador do la expresión. 
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CONCLUSIONES 
1. La secuencia> nucleoddicas de 418 y 901 

pares de bases adyacentes al gen de la 
arabicina del café regulan. en forma tejido 
específica, la expresión del gen uicIA en las 
semillas do plantas transgénicas de 
Nicotlana bentbarrtlana. 

2. Existe una secuencia do nucleótidos entre 
la posición - 552 y -542 del promotor de la 
arabicina reconocida como 'elemento 
intensificador" involucrada en la fuerte ex-
presión del gen vida. 
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