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DESCRIPCION
Uso de trehalasa para obtener resistencia a la sequia en plantas

La presente invencion se refiere al uso de trehalasa para obtener resistencia a la sequia y/o sal en plantas. Mas
especificamente, se refiere a constructos modificados genéticamente, transformados en plantas y que tienen como
consecuencia la sobreexpresion de trehalasa, con lo que las plantas transformadas muestran una resistencia a la
sequia significativamente mejor durante periodos de sequia, y una mejor recuperacion cuando se suministra agua
después del periodo de sequia.

El disacarido trehalosa (a-D-glucopiranosil-1,1-o-D-glucopiranésido) es un azdcar no reductor que se encuentra en
una diversidad de organismos, incluidas plantas. El papel de la trehalosa se ha asociado a menudo con resistencia
al estrés, particularmente resistencia a la desecacién. Jang y col. (2003) describen la construcciéon de plantas de
arroz transgénicas con tolerancia al estrés abidtico aumentada, mediante la expresion de una fusion de los genes de
Escherichia coli por la trehalosa-6-fosfato sintasa y la trehalosa-6-fosfato fosfatasa. Suarez y col. (2008) obtuvieron
una mejora de la tolerancia a la sequia en alubias comunes mediante la sobreexpresién de trehalosa-6-fosfato
sintasa. En esos estudios, la acumulacion de trehalosa se promueve aumentando la biosintesis.

No obstante, ademas de por la ruta biosintética, el nivel de trehalosa puede estar influenciado por la degradacién de
trehalosa. La trehalasa es la Unica enzima conocida en Arabidopsis capaz de degradar la trehalosa en dos unidades
de glucosa. La expresion de su gen, AtTRET, estéa significativamente regulada al alza durante etapas de desarrollo
de la planta especificas tales como floraciéon y senescencia y durante condiciones de estrés. Debido a la conexién
estrecha entre el metabolismo de la trehalosa y procesos vitales de la planta, el control de nivel restrictivo de
trehalosa, o indirectamente de T6P, mediante la actividad de trehalosa puede ser crucial en la regulacion fina de
estos metabolitos/estas sefales y, subsiguientemente, en el control del crecimiento y el desarrollo de la planta. La
trehalasa también puede movilizar niveles de trehalosa inducidos por estrés para permitir la reparaciéon celular
subsiguiente, como en el caso de organismos inferiores. Ademas, una actividad de trehalasa alta también puede
evitar perturbaciones del metabolismo del carbono mediante trehalosa externa, liberada por microbios patégenos o
simbioticos. No obstante, a pesar de su implicacién en miltiples procesos, se sabe poco sobre el papel exacto de la
trehalasa en plantas superiores.

El documento EP 0784095 divulga la acumulacién de trehalosa en patata después de la inhibicion de trehalasa, bien
por adicion del inhibidor de trehalasa validamicina A o bien mediante la expresién de ARN antisentido de trehalasa.
No obstante, estos experimentos de inhibicidén se llevaron a cabo en plantas que sobreexpresan trehalosa-6-fosfato
sintasa, dificultando hacer una distincion entre el efecto de la sobreexpresion de la sintasa y el de la inhibicion de la
trehalasa. El documento WO 2008095919 divulga el uso de la sobreexpresidén de un gen de trehalasa para conferir
resistencia a nematodos a plantas. No obstante, no se hacia referencia a tolerancia a la sequia o a la sal. Por el
contrario, se indicaba que concentraciones de trehalosa superiores tienen como consecuencia una tolerancia
aumentada a la sequia y al estrés.

Sorprendentemente, encontramos que la sobreexpresion de trehalasa tiene como consecuencia una mejor
tolerancia a la sequia y un mejor crecimiento después de volver a regar después de un periodo de sequia. La
inactivacion del gen de trehalasa provoca una disminucién de la tolerancia a la sequia.

Un primer aspecto de la invencion es el uso de la sobreexpresion de trehalasa recombinante para obtener tolerancia
a la sequia y/o sal en plantas.

La trehalasa, tal como se usa en la presente memoria, significa una glicésido hidrolasa que convierte trehalosa en
glucosa. Las trehalasas son conocidas por el experto en la técnica e incluyen, pero sin limitacion, trehalasas
bacterianas, flngicas y vegetales. Preferentemente, dicha trehalasa es una Arabidopsis trehalasa, incluso mas
preferente es la Arbidopsis trehalasa TRE1 (nimero de acceso de Genbank NM_118536). Una trehalasa
recombinante, tal como se usa en la presente memoria, significa que el acido nucleico que codifica la trehalasa se
ha aislado, ha sido opcionalmente modificado y se ha introducido en una planta, dando como resultado una
tolerancia a la sequia y/o al estrés modificada. Dicho &cido nucleico puede tener una secuencia codificante
optimizada. Secuencias codificantes optimizadas, tal como se usa en la presente memoria, incluye, como ejemplo no
limitante, optimacién de codén para una mejor traduccion, asi como mutaciones que pueden aumentar la actividad
especifica de la proteina. No obstante, la modificacién del acido nucleico es opcional. Como ejemplo no limitante del
uso de una trehalasa sin modificacion, puede introducirse en la planta el gen de una especie, incluso una especie
que no sea vegetal. Dicha introduccién puede ser una Unica copia o pueden introducirse varias copies. Como
alternativa, la planta puede transformarse con el gen enddgeno para obtener un nimero de copias superior del gel y,
de este modo, una expresion superior de la proteina trehalasa. Tolerancia a la sequia, tal como se usa en la
presente memoria, comprende tolerancia a la sequia durante el cultivo, asi como tolerancia a la sequia después de
la cosecha, dando como resultado una mayor duracion en almacenamiento de la planta cosechada. Como ejemplo
no limitante, la tolerancia a la sequia después de la cosecha puede tener como consecuencia una duracion en
almacenamiento superior de flores ornamentales, o una duracion en almacenamiento superior de hortalizas,
preferentemente hortalizas tales como, pero sin limitacion, lechuga o espinaca.
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Preferentemente, dicha sobreexpresion de dicha trehalasa se encuentra especificamente en las células de guarda
del estoma. Expresion especifica en las células de guarda del estoma, tal como se usa en la presente memoria,
significa que la expresion esta principalmente influenciada por las células de guarda del estoma, preferentemente
existe expresion en las células de guarda del estoma y no hay expresion en las células meséfilas o epidérmicas de
las hojas de la planta o del tallo de la planta, pero puede existir expresion en partes de la raiz o de las flores. Dicha
sobreexpresion especifica puede realizarse mediante el promotor enddgeno de Arabidopsis thaliana TRET.

Los métodos para obtener la sobreexpresion de trehalasa recombinante son conocidos por el experto en la técnica,
e incluyen, pero sin limitacién, aumentar del nimero de copias de genes de trehalasa, disponer la secuencia
codificante de trehalasa bajo el control de un promotor fuerte o eliminar elementos represores del promotor.
Preferentemente, la sobreexpresion de trehalasa se obtiene mediante el aislamiento de un gen de trehalasa,
adaptandolo para la sobreexpresion y transformandolo en el interior de una planta. Preferentemente, dicha
sobreexpresion tiene como consecuencia una tolerancia aumentada a la sequia. Preferentemente, dicha trehalasa
se dispone después de un promotor especifico de los estomas y dicha sobreexpresion se produce especificamente
en las células de guarda del estoma. Otro aspecto mas de la invencion es el uso de la sobreexpresién de trehalasa
para obtener un crecimiento mejorado después de volver a regar después de un periodo de sequia. Volver a regar,
tal como se usa en la presente memoria, significa que después de un periodo de sequia, la planta se expone de
nuevo al agua. Crecimiento mejorado, tal como se usa en la presente memoria, incluye, entre otras cosas, un
periodo de adaptacién mas reducido después de empezar a volver a regar y un mejor crecimiento después de la
adaptacion.

Otro aspecto de la invencion es el uso de una sobreexpresion de trehalasa recombinante segun al invencion para
limitar la apertura de células del estoma y/o el nimero de células del estoma por unidad de superficie foliar y/o el
indice estomatico. Preferentemente, la modulacién de la funcién estomatica se realiza mediante la modulacion de la
apertura del estoma. Preferentemente, dicho uso de trehalasa es la sobreexpresién y dicha modulacién de la funcién
estomatica es una limitacién de la apertura del estoma. Es evidente para el experto en la técnica que una limitacién
de la apertura del estoma o y/o una disminucién del nimero de células de guarda del estoma por superficie foliar o
y/o una disminucion del indice estomatico puede limitar la pérdida de agua y tener como consecuencia una
resistencia a la sequia, al menos mientras no se compense la disminucién de un factor mediante el aumento de otro
factor.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Lineas mutantes de Arabidopsis AtTRE1. A) Dibujo de los sitios de insercién de lineas GT tre KO y SA
TRE OX en ADNg de Arabidopsis. Se muestran los sitios de insercion exactos (lineas continuas) y predichos (lineas
punteadas) de SA TRE OX. Para GT tre KO, se confirmd el sitio de insercién predicho. También se muestran las
posiciones de series de cebadores; las cajas negras son exones. B) Expresion de trehalasa relativa de lineas GT tre
KO en comparacion con el ecotipo Landsberg erecta (Ler) de Arabidopsis thaliana de tipo silvestre (wt) C) Expresion
de trehalasa relativa de lineas SA TRE OX en comparacion con el ecotipo Colombia (Col) de Arabidopsis thaliana
wt. Se muestran los resultados para B) y C) de PCR en tiempo real normalizados por actina a partir de una linea
representativa. Las plantulas homocigoéticas se cultivaron durante 10 dias en 1 x MS (1 % de sacarosa, 12 h-12 h de
ciclo dia/noche). Los datos son medias * SE, n=2, con = 100 plantulas por experimento.

Figura 2: Actividad de trehalasa de lineas mutantes AtTRE1 de Arabidopsis. Las actividades de trehalasa (nkat/g de
proteina) se determinaron A) en hojas adultas de plantas wt Col y SA TRE OX, cultivadas en suelo; B) en mezclas
de material de silicula joven y maduro de wt Ler y GT tre KO, cultivadas en suelo (los datos son valores medios de
material de planta mezclado de diferentes plantas por linea).

Figura 3: Fenotipos de crecimiento de mutantes AtTRET en trehalosa. A) Lineas GT tre KO y wt Ler con Val A. B)
lineas SA TRE OX y wt Col con Val A. C) lineas GT fre KO y wt Ler sin Val A. D) Lineas SA TRE OX y wt Col sin Val
A. Aproximadamente 30 plantulas/tratamiento se cultivaron en placas verticales, 1 x MS sin sacarosa, en un ciclo de
12 h-12 h de dia/noche, durante 10 dias con trehalosa 0, 0,5, 1, 5, 10 0 25 mM. Los datos son medias + SE.

Figura 4: Fenotipos de crecimiento de mutantes AtTRE1 en concentraciones elevadas de trehalosa. Las plantulas se
cultivaron en las mismas condiciones que se describen en la Fig. 3, sin Val A y con una concentracion superior de
trehalosa: 50, 100, 150 y 200 mM. Se muestran plantulas representativas.

Figura 5: Uso de carbohidrato de plantulas de mutante AtTRE1. A) Plantas SA TRE OX y plantas wt Col se
cultivaron en placas orientadas de forma horizontal con 1 x MS, 0 %, 3 %, 6 % de sacarosa o glucosa, 16 h-8 h, 10
dias. B) Plantas GT tre KO y plantas wt Ler (mismas condiciones que en A). C) Plantas SA TRE OX y plantas wt Col
cultivadas en placas orientadas de forma vertical con luz continua con el 1 % de sacarosa, 0,5 x MS, 6 dias. B)
Plantas GT tre KO y plantas wt Ler (mismas condiciones que en C). Se muestran plantulas representativas.

Figura 6: Crecimiento de hojas de mutantes AtTRE1 en ritmos diurnos diferentes. A) Hojas de wt Ler (primera linea)
y plantas GT tre KO (dos lineas diferentes), ciclo de 12 h—-12 h de dia/noche. A) Hojas de wt Ler (primera linea) y
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plantas GT tre KO (dos lineas diferentes), ciclo de 16 h—8 h de dia/noche. A) Hojas de wt Col (primera linea) y
plantas SA TRE OX (dos lineas diferentes), ciclo de 12 h—-12 h de dia/noche. A) Hojas de wt Col (primera linea) y
plantas SA TRE OX (dos lineas diferentes), ciclo de 16 h—8 h de dia/noche. Los cotiledones y hojas en roseta se
disponen en orden de aparicién. Plantas de 4 semanas de edad, cultivadas en suelo. Se muestran plantulas
representativas.

Figura 7: Reproduccion de mutantes AtTRE1. A) Floracién temprana de plantas GT tre KO en comparacién con
plantas wt Ler, cultivadas en suelo, 4 semanas de edad (16 h-8 h). B) Vista del desarrollo vegetal de plantas wt Lery
GT tre KO y C) plantas wt Coly SA TRE OX, cultivadas en suelo durante 7 semanas (16 h-8 h). D) Detalle de flores
y siliculas de plantas wt Ler y GT tre KO. Se observaron fenotipos varias veces y se muestran plantas
representativas.

Figura 8: Desarrollo de plantulas de mutantes AfTRE1 a temperatura elevada. Germinacion y crecimiento de
plantulas SA TRE OX y GT tre KO vy tipos silvestres respectivamente en 33 °C (luz continua baja, 1 x MS, 1 % de
sacarosa, 10 dias). Se muestran plantulas representativas.

Figura 9: Respuestas a la sequia de plantas AtTRE1 OX y KO de Arabidopsis. Respuestas al estrés por sequia de
plantas, cultivadas en suelo, en condiciones de riego normales durante 4 semanas, se detiene el riego durante 2
semanas (A, B) y un par de dias después se vuelve a regar (C, D). Se muestran plantas representativas.

Figura 10: Localizacion de AtTRE1 en protoplastos mesofilos. A) Imagen de microscopia de luz de protoplastos
usando contraste de interferencia oscuro. B) Localizacién de AtTRE1 con fluorescencia GFP principalmente en la
membrana plasmatica. C) La autofluorescencia de cloroplastos.

Figura 11: Patrones de expresion de AtTRET en plantulas de 10 D de edad (cultivo en 1 x MS), usando lineas de
insercién Unicas de promotor-GUS/GFP después de tincién con GUS. A: expresidén en hoja A, hoja 2 y primordio
foliar; B: expresion en células de guarda del estoma.

Figura 12: Ensayo de cierre y apertura de los estomas de lineas AtTRE1 OX y KO. Diferencias en apertura de los
estomas en lineas de sobreexpresion (OX) de trehalasa en comparacion con las de inactivacion de trehalasa (KO) y
las plantas de tipos silvestre.

Figura 13: Ensayo de recuento de células pavimentosas y de los estomas de lineas AtTRE1 OX y KO. Nimero de
estomas (A) y células pavimentosas (B) contadas en una muestra de 0,142 mm?® para plantas que sobreexpresan
(OX) trehalasa en comparacion con la linea de inactivaciéon (KO) y las plantas de tipo silvestre.

Figura 14: indice estomatico de lineas AtTRE? OX y KO. El indice estomatico corresponde a la relacién de los
estomas por numero total de células en la epidermis (N° de estomas/(2 x N° de estomas + N® de células
pavimentosas).

Ejemplos

MATERIALES Y METODOS PARA LOS EJEMPLOS

Plantas de Arabidopsis usadas en este estudio

Tabla I: lineas vegetales

Nombre Ecotipo Fuente
SA TRE OX (SALK_151791) Colombia ABRC*
GT tre KO (GT_16843) Landsberg erecta CSHL*

* A partir de las lineas encargadas, se obtuvieron plantas homocigoticas en este estudio
Cebadores usados en este estudio

Tabla Il: Clonacién y cebadores de mutagénesis dirigida al sitio

Cebador Secuencia RE
AtTRE1fw GGAAGATCTATGAAATCATACAAACTTAATAACC Bglll
AtTRE1rv TCCCCCGGGGGCTTCAATGCTAAGATGAGAG Smal
AtTRE1717sdmfw AACTATCTTGTCTACAAGAAAAGTGGGACTA
AtTRE1717sdmrv TAGTCCCACTTTTCTTGTAGACAAGATAGTT

Abreviaturas: fw (sentido directo), rv (sentido inverso); RE (enzima de restriccion).
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Tabla lll: Cebadores de PCR en tiempo real y cebadores de RT-PCR semicuantitativa

Nombre del cebador Secuencia
AtTREP1fw ACATGGAAGGCTGAGAACC
AtTREP1rv CCAAGAAATAATCCACTACG
AtTREP2fw CCTCTCATCTTAGCATTGAAG
AtTREP2rv CCAAGAAATAATCCACTACGAT
AtTREP3fw AGCGAGAGAGAAAGCGTTTC
AtTREP3rv CCTTCCATGTCTCAGATTCC

ACTIN2fw GAAGAGCACCCTGTTCTTCT
ACTIN2rv TGGCGTACAAGGAGAGAACA

Tabla IV: Cebadores para controlar la insercién en mutantes de Arabidopsis

Cebador Secuencia Linea mutante
Lbat TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG SALK
Ds3 CCGTCCCGCAAGTTAAATATG GT
AtTRELP1 GCCTTTTTCAAACTCAAGTTGCAC SA TRE OX
AtTRERP1 GAGTTTATTATGTGTGTGCGTGGA SA TRE OX
AtTRELP2 ACTCATCTCCACGCACACAC GT tre KO
AtTRERP2 AATCTCGAACCGGGAATGAT GT tre KO

Abreviaturas: SA (lineas SALK); GT (linea Genetrap), LP (cebador izquierdo) y RP (cebador derecho)

Plasmidos usados en este estudio

Se cloné trehalase CDS (material fuente: siliculas y flores de Arabidopsis thaliana de tipo silvestre ecotipo Colombia)
en el vector vegetal pGFP (Kovtun y col., 1998; 2000; Hwang y Sheen, 2001). pGFP= pUC18 modificado para fusién
con GFP. La secuencia CDS se someti6 a blast frente a series de datos de secuencias codificantes iniciativa del
genoma de Arabidopsis TAIR (www.arabidopsis. org) y las mutaciones, que causaron cambios de aminoacidos, se
corrigieron mediante mutagénesis dirigidos al sitio (sdm).

Medios de cultivo y condiciones de cultivo

Esterilizacién en fase vapor de semillas de Arabidopsis

Se esterilizaron semillas de Arabidopsis transgénica y de tipo silvestre, ecotipo Col y ecotipo Ler en fase vapor
segun un protocolo adaptado a partir de Ye y col. (1999). Las semillas se colocaron en tubos de microcentrifugacion
abiertos y se dispusieron dentro de un recipiente desecador, en el que humos de lejia-cloro esterilizan las semillas
de un periodo de 3-9 h (lejia + HCI concentrado). Después de esto se afiade agua estéril operando en flujo laminar,
seguido por un tratamiento en frio de 48 h con luz constante por imbibicién y estratificacion.

Cultivo en suelo

Se sembraron semillas esterilizadas al vapor, después de un periodo de estratificacién de 48 h, en suelo himedo y
se hicieron germinar durante dos dias con humedad elevada. En general, se cultivaron en ciclos de 12 h-12 h, 16 h-8
h de dia/noche o luz continua (21 °C, 60 % de humedad, 100 pmol s™ m™).

Cultivo in vitro

Las semillas esterilizadas en vapor se sembraron después de un periodo de estratificacién en placas de Petri
orientadas de forma vertical u horizontal en un medio de mezcla de sales de Murashige y Skoog (MS) de fuerza total
(o si se menciona, de otra manera) que incluye vitaminas (4,3 g/l) con MES (0,5 g/l) y se solidificé con Phytagar (8
g/l) (Duchefa, Haarlem, Paises Bajos). Los medios se enriquecieron con sacarosa/glucosa (0-6 %) o trehalosa,
dependiendo de las condiciones de ensayo que se especifican. Se anadié Val A en una concentracién 10 pM.

Seleccion de transformantes de plantas y lineas de plantas homocigéticas
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Para la seleccion de plantas homocigoéticas, se seleccionaron lineas SALK y lineas GT (con el gen del marcador
NTPII como marcador de seleccidon) 1 x MS + Kanamicina (50 pug/ml, Sigma-Aldrich). Para el cultivo en medios MS
con medios selectivos, las semillas se hicieron germinar durante 7 dias en MS y antibioticos, los positivos se
transfirieron a suelo para que florecieran y recoger semillas.

Técnicas moleculares, fisioldgicas y bioquimicas

Extraccion de ARN de plantas y preparacién de ADNc

Las muestras de plantas (plantulas) se recogieron e inmediatamente se congelaron en nitrégeno liquido. La
extraccion de ARN de material vegetal se realizd con reactivo Trizol (Invetrogen), segun las instrucciones del
fabricante. Para cada muestra, se realizé una transcripcion inversa (RT) usando 1 ug de ARN total (Sistema de
transcripcion inversa, Promega).

Aislamiento de ADN de plasmido a partir de células bacterianas

Mini preparacion — método CTAB (Del Sal y col., 1988)
Mini preparacion — kit Miniprep de plasmido GenElute™ (Sigma-Aldrich)
Maxi preparacion — Sistema Maxiprep de plasmido de rendimiento puro (Promega)

Aislamiento de ADN gendmico rdpido de plantas de Arabidopsis

Después de triturar una hoja de tamafio medio con destornillador-mortero en 100 ul de tampén TPS (Tris-HCI 100
mM, pH 9,5, KCI 1 M, EDTA 10 mM), las muestras se incubaron a 70 °C durante 20-30 min. Los desechos se
sedimentaron mediante centrifugacion a velocidad méxima durante 10 min a TA y los sobrenadantes se transfirieron
a un tubo de eppendorf nuevo. Para reacciones PCR posteriores, se usaron de 0,5 a 1 ul de sobrenadantes en una
reaccion de 20-50 pl.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Reacciones PCR estandar

Las reacciones PCR se realizaron usando diferentes kits de la polimerasa, segin las recomendaciones del
fabricante; Taq Polimerasas de alta fidelidad (Roche), ADN polimerasa de alta fidelidad de fusion (FINNZYMES) y
ADN polimerasa HF Ultra Pfu (Stratagene) para clonacién y ExTaq (TAKARA) para PCR diagnéstica.

Purificacion de productos PCR

Se afadié una cantidad igual de PCI al producto PCR (45 ul-45 pl), vortice, y se centrifugd a velocidad maxima
durante 5 min. A los sobrenadantes transferidos se afiadi6 NaAc 3 M (3,6 pl) y etanol puro enfriado con hielo (109
ul), vértice, y se centrifugd durante 1 min a velocidad maxima. Después de lavado adicional con etanol al 80 %
enfriado con hielo, el sedimento se sec6 y se disolvié en 12,5 ul de H20. Los productos PCR también podrian
purificarse usando el sistema Wizard SV Gel y PCR Clean-UP (Promega, USA), segun las instrucciones del
fabricante.

RT-PCR semicuantitativa

Se realizé una PCR en muestras de ADNc diluidas igualmente a 250 ng/ul y se usé como control un gen de control.
El producto PCR se aplicé sobre un gel de agarosa al 1 % y se visualizdé con tincién de gel de ADN SYBR Safe
(Invitrogen)

PCR en tiempo real

La reaccion de 25 pl en PCR en tiempo real estaba compuesta por 12,5 ul de Platinum SYBR Green gPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen), 0,5ul de tinte de referencia ROX, 1,25 ul de cada cebador de una solucién madre 500
nMy 5 ul de mezcla de ADNc (100 ng/ul). El programa de PCR comprendia una desnaturalizacion de 2 min a 95 °C,
amplificacion mediante 50 ciclos de 15 s a 95 °C, 1 min a 58 °C. Los niveles de expresion se analizaron con el
prisma ABI y se normalizaron todos para la expresién de ACTIN2.

Mutagénesis dirigida al sitio (sdm)

La mutagenesis dirigida al sitio (sdm) se realiz6 segun el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuickChange de
Stratagene. Como tales, se crearon mutaciones, inserciones y deleciones puntuales en un plasmido con ADN
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polimerasa HF Ultra Pfu (Stratagene).
Expresion transitoria en protoplastos mesofilos de Arabidopsis

Se usaron plantas de Arabidopsis de tres a cuatro semanas de edad (en suelo, ciclo de 12 h-12 h de dia/noche, con
luz baja, 50-75 umol m? s™') con hojas verdaderas sanas, no estresadas y bien expandidas. Esta técnica se describe
en detalle por Yoo y col., (2007) (http://genetics.mgh.harvard.edu/sheenweb/protocolsreg.html). Brevemente,
después de la eliminacion de la pared celular, se liberaron, se lavaron y se recogieron protoplastos. Se realiz6 la
transfeccion por DNA-PEG4000 (plaquetas, Fluka)-Calcio de 2x10* protoplastos por 10-20 pug de ADN de plasmido
exento de endotoxina (maxiprep). Los protoplastos transfectados se incubaron durante 6 h con luz antes de
recogerlos.

La localizacién subcelular en células de protoplastos meséfilas de la proteina de interés puede determinarse
mediante analisis por microscopia de fluorescencia usando los vectores marcados con GFP.

Mediciones de trehalasa en material vegetal

Se homogeneizd material de hojas bruto (300 mg, mezcla de material de planta/plantas diferentes) y se espolvored
sobre hielo, se suspendié en 2 ml de tampén de extraccion enfriado con hielo (0,1 M MES/K*, pH 6; PMSF 1 mM,
EDTA 2 mM, 10 mg/g de PVP insoluble FW, polivinilpirrolidona). La suspension se agité en vortice y se centrifugd
(13000 rpm, frio, 10 min). Los sobrenadantes se sometieron a didlisis (sistema de microdidlisis BRL) ON a 4 °C
frente a tampon MES pH 7 con 50 ul de CaCly. La actividad de trehalasa se determina mediante un método descrito
por Pemambuco y col. (1996) adaptado a placas de microvaloracion. Se ariadieron 10 ul de muestra sometida a
didlisis a 50 pl de tampoén de trehalosa (trehalosa 250 mM, MES 25 mM, pH 7, 50 ul de CaCly). La placa de
microvaloracion se incubd durante 30 min a 30 °C y la reaccién se detuvo hirviendo durante 5 min a 95 °C en un
bafio de agua caliente. Se determiné la glucosa usando el método de glucosa oxidasa-peroxidasa afiadiendo 200 pl
de GOD-PAP (Dialab) (blancos: contenido de glucosa residual en cada muestra determinada hirviendo muestras
antes de la adicion de trehalosa). Se midi6 A505 después de 15 min de incubacién a 30 °C. La cantidad de proteina
se determind usando el método de Lowry con BSA como patron (Lowry y col., 1951).

EJEMPLO 1: Aislamiento de mutantes de AtTRE1 de Arabidopsis

La linea Genetrap (GT) de insercion de transposones 'GT_16843’ (A. thaliana, ecotipo Ler) se produjo originalmente
en el Laboratorio Cold Spring Harbor de Martienssen (Sundaresan y col., 1995; Martienssen, 1998). En base a las
secuencias flanqueantes del sitio de insercién obtenidas por TAIL-PCR (Liu y col., 1995), se predijo que la linea
'GT_16843’ portaba una Unica insercién de un elemento Ds transladable GT, 395 pb posteriormente al codén de
inicio ATG, en el medio del primer exdn del gen AtTRE1 (Fig. 1A). Los descendentes T3 mostraron segregacién 3:1
(susceptible a resistencia) en medio de seleccion KAN, consistente en una Unica insercion. Las lineas homocigéticas
se obtuvieron y confirmaron por PCR (serie de cebadores Ds3, AtTRELP2-RP2) y se confirmé el sitio de insercién
predicho CSHL. La RT-PCR semicuantitativa (serie de cebadores AtTREP1fw-rv) y PCR en tiempo real (serie de
cebadores AtTREP2fw-rv, Fig. 1 B) revelaron una regulacion a la baja fuerte de AtTRE1 en las plantas 'GT_ 16843’
homocigéticas, designadas en adelante en la presente memoria plantas 'GT tre KO'.

La linea 'SALK_151791’ (A. thaliana, ecotipo Col) (Fig. 1A), originado por el Instituto SALK (Alonso y col., 2003)
estaba disponible en el Centro de Investigacion Biologica de Arabidopsis (ABRC) y se pidié6 mediante NASC. A partir
de las semillas pedidas, seleccionamos plantas, homocigoéticas para una insercion Unica de ADN-T en el ADNg de
AtTRE1. Después de la seleccién KAN, las plantas se analizaron homocig6ticamente con cebadores Lbal y series
de cebadores AtTRELP1-RP1 (disefiados con SIGnAL). Se obtuvieron secuencias de insercion de ADN-T
flanqueantes de 304 pb anteriormente al codén de inicio (TAIR predicho de 211 pb en frente del codén de inicio
ATG). Sorprendentemente, la RT-PCR semicuantitativa (AtTREP 1fw-rv) revel6 una expresién de AtTRE1 superior en
los mutantes, lo que sugiere OX en vez de KO. Esto se confirmd mediante PCR en tiempo real (Fig. 1C, las plantas
SALK_151791 homocigéticas se designaron en adelante SA TRE OX). La inspeccion minuciosa del extremo
izquierdo del ADN-T revelaron un promotor 35S CaMV, que podria ser responsable de esta sobreexpresion.
También es posible la insercion del ADN-T en una regién importante para la regulacion de la transcripcion (por
ejemplo un sitio de unién al represor).

Las mediciones de la actividad de trehalasa en diferentes tejidos vegetales demostraron que plantas SA TRE OX
mostraban una actividad de trehalasa muy superior a la de las plantas de tipo silvestre de control. Por ejemplo, se
observo hasta 25 veces mas actividad de trehalasa en hojas adultas de TRE OX en comparacién con las hojas de
Col de tipo silvestre (Fig. 2A). Por el contrario, se midié una actividad de trehalasa de muy baja a no detectable en
las hojas y siliculas (Fig. 2B) de las plantas GT tre KO en comparacion con las plantas de control.

EJEMPLO 2: Caracterizacion fenotipica de mutantes AtTRE1

La trehalosa causa efectos dramaticos en el metabolismo, el crecimiento y el desarrollo de plantas. La validamicina
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A (Val A) inhibe especificamente la actividad de trehalasa e impide el uso de trehalosa como una fuente adicional de
glucosa. Debe indicarse que, aunque el tratamiento con Val A altera las respuestas al estrés y la reproduccién de
plantas adultas e incluso causa fototoxicidad, no se observan irregularidades fenotipicas en plantulas (Wingler y col.,
2000; Mller y col., 2001; Ishikawa y col., 2005; 2007; Ramon y col., 2007).

En nuestro ensayo de cultivo, no se anadié azucar adicional a los medios. Como se sabe por la literatura, los niveles
aumentados gradualmente de trehalosa en presencia de Val A, provocan la inhibicién del crecimiento radicular y el
desarrollo de plantulas de tipo silvestre (Fig. 3A, B). La sensibilidad a la trehalosa difiere entre los ecotipos Ler y Col,
con un efecto inhibidor més bien gradual en plantas de tipo silvestre Ler y una disminucion méas pronunciada en la
longitud de la raiz de plantas de tipo silvestre Col a una concentracion 10 mM de trehalosa. Las lineas GT tre KO
mostraron una inhibiciéon del crecimiento similar en trehalosa que las plantulas Ler de tipo silvestre en presencia de
Val A (Fig. 3A), consecuente con la falta de actividad de trehalasa en ambas plantas. Por el contrario, las plantas SA
TRE OX fueron significativamente mas resistentes a niveles altos de trehalosa que los controles de tipos silvestre en
presencia de Val A (Fig. 3B), sugiriendo que la cantidad de Val A (10 uM) no es suficiente para inhibir la actividad de
trehalasa aumentada en las lineas OX.

En ausencia de Val A, puede usarse trehalosa suministrada de forma externa como una fuente de glucosa adicional
para el crecimiento. En concentraciones altas de trehalosa, plantulas de tipo silvestre con el desarrollo detenido poco
después de la germinacion, muestran una extension de cotiledones alterada y el desarrollo Unicamente de raices
primarias cortas (Wingler y col., 2000).

De forma interesante, a contenidos bajos de trehalosa, las plantulas GT tre KO no parecen ser capaces de usar la
fuente de glucosa adicional para el crecimiento (Fig. 3C), debido a la falta total de actividad de trehalasa. Ademas,
con concentraciones de trehalosa crecientes, los mutantes KO se ven significativamente mas afectados en su
desarrollo, en comparacién con controles Ler de tipo silvestre (Fig. 3C, Fig. 4). Por el contrario, las plantas SA TRE
OX parecen ser insensibles a concentraciones altas de trehalosa en comparacién con plantulas de tipo silvestre (Fig.
3D, Fig. 4).

Se ha informado que los mutantes en el metabolismo de trehalosa muestran sensibilidad a azlcares
complementarios y T6P se ha destacado como un regulador importante para el uso de carbohidratos (Schluepmann
y col., 2003; Avonce y col.; 2004).

Cuando se cultivan en concentraciones de azlcar gradualmente crecientes, las plantulas SA TRE OX muestran un
desarrollo de la hoja y el hipocotilo similar a las semillas control (placas orientadas de forma horizontal, ciclo de 16 h-
8 h de dia/noche (Fig. 5A). No obstante, el crecimiento de raices de plantulas SA TRE OX se vio significativamente
afectado, con longitud reducida y ramificacion de raiz aumentada. Este fenotipo aberrante también se observé en
placas orientadas de forma vertical en luz continua con el 1 % de sacarosa (Fig. 5C). No obstante, los mutantes
mostraron un crecimiento de raiz algo acelerado en medios sin azlcares. Conjuntamente, parece que la
sobreexpresion de trehalasa permite que las plantulas usen eficazmente suministros de carbono en condiciones de
baja energia, pero los hace incapaces de hacerlo en condiciones de alta energia. Por el contrario, pudo observarse
un crecimiento radicular ligeramente mayor de GT tre KO cuando habia mas energia disponible (Fig. 5B, D), y de
forma interesante, las plantas GT tre KO parecieron germinar mas lentamente en medios sin sacarosa.

Las plantas con el metabolismo de trehalosa manipulado genéticamente muestran tipicamente irregularidades
fenotipicas significativas, con fisiologia y morfologia alterada. También el tratamiento con Val A puede alterar la
reproduccion y puede incluso causar fitotoxicidad (Muller y col., 1995; Muller y col., 2001; Ishikawa y col., 2005;
2007).

A pesar de nuestra sorpresa, al alteracion de las actividades de trehalasa enddégena no parecia causar
irregularidades fenotipicas graves en Arabidopsis. Notamos una velocidad de germinacién més lenta de semillas GT
tre KO en suelo en un ciclo de 12 h-12 h de dia/noche y este fenotipo se anulé cuando se aumentd el periodo de luz
a 16 h. Ademas, en un ciclo de 12 h-12 h de dia/noche, las hojas de las plantas GT tre KO fueron mas pequenas
(Fig. 6A) y cuando se aumento la duracion del dia, la velocidad de crecimiento de estas plantas KO aumenté (Fig.
6B, etapas de crecimiento segun Boyes y col. (2001), 1.10 para wt y 1.11 para KO).

Esta observacion sugiere de nuevo que el crecimiento de plantas con la actividad de trehalasa alterada, depende
fuertemente de la energia disponible. Las plantas GT tre KO parecen tener problemas para afrontar condiciones de
energia baja, mientras que se logran velocidades de crecimiento superiores cuando esta disponible mas energia, por
ejemplo mediante fotosintesis mas prolongada o azlcares suministrados. Por el contrario, las plantas SA TRE OX
crecieron ligeramente mejor que los controles en condiciones de carbohidrato (Fig. VI.6C, por ejemplo, hoja en
roseta N° 9), aunque en un ciclo de 16 h-8 h de dia/noche, no se observé un fenotipo de crecimiento obvio (Fig. 6D).

De forma interesante, las plantas GT tre KO que comenzaron a florecer méas pronto que las de tipos silvestre (ciclo
de 16 h-8 h de dia/noche) (Fig. 7A), mostraron tallos de inflorescencia mas largos y orientacion de siliculas alterada
(Fig. 7B;D). Los tallos de plantas SA TRE OX (Fig. 7C) parecian alto mas pequerios, pero no se pudieron observar
otros fenotipos obvios.
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EJEMPLO 3: Trehalasa y respuestas al estrés

Dado que las plantas modificadas con trehalosa se comportaron mejor en multiples tratamientos de estrés,
analizadas plantas OX y KO con trehalasa en condiciones de estrés variables.

Cuando se realizé el estrés al calor durante la germinacion (33 °C, luz baja continua, 1 x MS, 1 % de sacarosa),
notamos un mejor desarrollo de plantulas tempranas de semillas SA TRE OX en comparacién con semillas de tipos
silvestre, al contrario que en lineas GT tre KO (Fig. 8).

Estos resultados, junto con amplias pruebas circunstancial de papeles clave del metabolismo de trehalosa en
respuestas al estrés abibtico, nos da incentivos para examinar con detenimiento mas estreses medioambientales
como los estreses por sequia y deshidratacion en la etapa vegetativa. Plantas KO y OX de cuatro semanas de edad
cultivadas en un ciclo de 16 h-8 h de dia/noche (en suelo con régimen de riego controlado), se sometieron a estrés
por sequia durante 2 semanas y después se volvio a regar. Al contrario que las operaciones con lineas GT fre KO,
las plantas SA TRE OX resistieron y se recuperaron mucho mejor el estrés por deshidratacion (Fig. 9).

EJEMPLO 4: Analisis la expresién génica de AtTRE1 y localizacion subcelular

Dado que la trehalasa controla los niveles de trehalosa extracelular, pero parece también regular el metabolismo de
trehalosa (azucar) en plantas, analizamos la fluorescencia de constructos AtTRE1-GFP en protoplastos meséfilos de
Arabidopsis, para obtener mas conocimientos sobre la localizacion exacta de la trehalasa. AtTRE1 parece estar
principalmente localizado en la membrana plasmatica (Fig. 10). Este resultado se confirmé recientemente y se
publico por Frison y colaboradores (2007).

La expresion se analiz6 adicionalmente fusionando el promotor de trehalasa a un constructo de GUS/GFP vy
analizando las plantas después de la tincién con GUS. En hojas y primordios de hojas, se observa una especificidad
clara de la expresion en las células de guarda del estoma (Figura 11); podria también detectarse la expresion en las
flores (en estomas en sépalos de inflorescencia, estomas en pediculos de inflorescencia, venas de los pétalos y
chalaza en siliculas) y en las puntas de las raices.

EJEMPLO 5: La expresion de trehalosa controla el numero y la apertura del estoma

Para analizar adicionalmente el efecto de modulacién de la expresién de trehalasa en estomas, se cultivaron
mutantes AtTRE1 en suelo en condiciones de humedad normales en una cabina de cultivo, 21 dias después de
sembrar. La Hoja 1 o la Hoja 2 se cortaron de la planta y se sumergieron por su lado abaxial en tampdn de apertura
(MES 10 mM, CaCl, 10 mM, KCI 10 mM, pH 6,1) en condiciones de luz, o tampon de cierre (MES 10 mM, CaCl, 10
mM, pH 6,1) en condiciones de oscuridad, después de 2 horas las hojas se sumergieron en tampén de apertura que
contenia ABA 20 uM en condiciones de luz durante 2 horas, la epidermis abaxial se monté en un portaobjetos con
cinta de doble cara y se registraron medidas de apertura de los estomas (anchura) en el microscopio, n=50. Las
plantas con sobreexpresion de trehalasa mostraron una disminucion en la apertura de los estomas en tamp6n de
apertura, aunque en el tampén de cierre no se pudieron detectar diferencias significativas entre los tipos silvestres,
sobreexpresion de plantas KO (Figura 12).

Para analizar el efecto de la expresion de trehalasa sobre el nimero de estomas, se cultivaron mutantes AtTRE1 en
placas horizontales de 2 MS, 1 % de sacarosa, en régimen de 16 h de luz/8 h de oscuridad durante 21 dias. La Hoja
1 o la Hoja 2 se cortaron y se aclararon en acido lactico durante 2 dias con agitacion constante, las hojas se
dispusieron en un portaobjetos y se tomaron fotos (0,142 mm2) de 2 areas (punta y base) de cada hora para contar
los estomas y células pavimentosas, n=10 y calcular el indice estomatico. El indice estomatico corresponde a la
relacién de los estomas por el nimero total de células en la epidermis (N° de estomas/(2 x N° de estomas+N® células
pavimentosas). En comparacion con sus tipos silvestres respectivos, existe una ligera disminucion en el numero de
estomas (Figura 13, A) y en el indice estomatico (Figura 14). Aunque para las plantas con sobreexpresion no se
observo ninguna influencia en el nimero de células pavimentosas, la KO mostré un aumento pequefio en el nimero
de células pavimentosas (Figura 13 B). Los resultados indican que la trehalasa modula la resistencia a la sequia
modulando la apertura de las células de guardia de estoma y/o el nimero de células de guardia de estoma por
unidad de superficie y/o el indice estomatico.
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<400> 10

ccttccatgt ctcagattcc 20
<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 11

gaagagcacc ctgttcttct 20
<210> 12

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador
<400> 12

tggcgtacaa ggagagaaca 20
<210> 13

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 13

tggttcacgt agtgggccat cg 22
<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador
<400> 14

ccgtcecgea agttaaatat g 21
<210> 15
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<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 15

gcctttttca aactcaagtt gcac 24
<210> 16

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 16

gagtttatta tgtgtgtgcg tgga 24
<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 17

actcatctcc acgcacacac 20
<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador

<400> 18

aatctcgaac cgggaatgat 20

13
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REIVINDICACIONES
1. El uso de la sobreexpresion de trehalasa recombinante para obtener tolerancia a la sequia y/o a la sal en plantas.

2. El uso de la sobreexpresion de trehalasa recombinante segun la reivindicacion 1 para obtener un crecimiento
mejorado tras volver a regar después de un periodo de sequia.

3. El uso de la sobreexpresion de trehalasa recombinante segun la reivindicacion 1 o 2, en el que dicha
sobreexpresion es especifica para las células de guarda de los estomas.

4. El uso de las sobreexpresion de trehalasa recombinante para modular la funcién de las células de guarda de los
estomas.

5. El uso de la sobreexpresion de trehalasa recombinante seguln la reivindicacion 4, con lo que dicha modulacion de
la funcién de los estomas es una limitacion de la apertura de los estomas.

14
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Figura 1
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Figura 3
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Figura

AO %
3 % de sac 3 % de sac
6 % de sac 6 % de sac
3 % de glc 3 % de gic
6 % de gic 6 % de gic
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Figura 6

12h-12h 16h-8h
A - B
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Figura 7

Figura 8
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Figura 10

20



ES 2447847 T3

Figure 11B
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Figura 13A
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Figura 14
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