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INTRODUCCION

Las leguminosas constituyen un recurso forrajero valioso como fuente mayoritaria de
proteina para el ganado y de bajo costo debido a su capacidad de fijar de nitrégeno por
su interaccion con rizobios del suelo. Las leguminosas silvestres subtropicales del
género Macroptilium tienen alto potencial por desarrollarse en ambientes ganaderos del
centro norte de Argentina, donde la alfalfa es marginal. En particular, se destaca
Macroptilium lathyroides por sus condiciones nutricionales similares a la alfalfa y tolerar
suelos moderadamente salinos y anegados (Cameron, 2005; Marinoni et al, 2019). Sin
embargo, la retenciébn de ciertos caracteres silvestres como el crecimiento
indeterminado y la dehiscencia explosiva, limita su adopcién por parte de los
productores. Lograr el crecimiento determinado y la indehiscencia son dos objetivos
primordiales del mejoramiento genético (Kwak et al., 2012; Li y Olsen, 2016) para
favorecer la cosecha mecanica y conseguir la uniformidad de cosecha.

Macroptilium lathyroides es una especie diploide (Frahm & Leliveld, 1965), lo que
simplifica la obtencién de homocigotas. Esta especie carece de genoma secuenciado,
no hay mutantes u otras herramientas de manipulacién genética. Entonces, es necesario
conocer los fenotipos y genes relacionados con el proceso y obtener protocolos de
regeneracion y transformacion in vitro.

Su cercania filogenética con Phaseolus vulgaris, cuyo genoma ha sido secuenciado y
se encuentra disponible en bases de datos permite utilizarlo como referencia para
identificar y caracterizar secuencias codificantes de genes asociados a la
domesticacion. La conservacion de las secuencias de interés permite proyectar la
obtencion favorable de herramientas moleculares. Ademas, se estima que el genoma
de M. lathyroides es un 60% similar al de P. vulgaris (Ayonoadu, 1974), lo que sugiere
menor costo y complejidad para su secuenciacion con vistas a aplicar edicion génica.
Dado el potencial valor del género Macroptilium, contar con un protocolo de
transformacién permitird su aplicacién en otras especies forrajeras y el estudio de otros
genes que contribuyan en su conservacion o utilizacion en programas de mejoramiento.

Titulo del proyecto: Desarrollo de herramientas biotecnoldgicas para introducir mejoras en
especies vegetales de interés agronémico.
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OBJETIVOS

El objetivo general es desarrollar herramientas que permitan domesticar leguminosas
forrajeras silvestres tomando como modelo de estudio Macroptilium lathyroides y
utilizando protocolos establecidos de regeneracién in vitro a partir de nudos
cotiledonares. Dentro de las herramientas propuestas, se encuentra la aplicacion de un
protocolo de transformacion estable optimizado para Macroptilium lathyroides utilizando
una o mas cepas virulentas de Agrobacterium tumefaciens, transformadas con
plasmidos que expresen genes reporteros. En simultdneo, se propuso caracterizar
genes relacionados a la domesticacion, basandose en cercania filogenética de con
Phaseolus vulgaris para utilizarla como genoma de referencia. En particular, se plantea
analizar el homélogo de TFL1, un gen que controla el habito de crecimiento determinado
en las especies estudiadas, entre las que se encuentran leguminosas como P. vulgaris
y la especie modelo de dicotiledoneas Arabidopsis thaliana.

METODOLOGIA

Para los ensayos se utilizaron semillas de dos entradas provenientes del Banco de
Germoplasma de especies nativas “Ing. Agr. José Mario Alonso” (cultivar Mancebo) de
las especies Macroptilium lathyroides y Macroptilium erythroloma. M. erythroloma es una
especie perenne de interés, cuya domesticacion podria acompanar la de M. lathyroides.
Ambas semillas se germinaron in vitro y se realizaron protocolos de extraccién de
explantos de nudos cotiledonares, siguiendo el protocolo establecido por Chingolani et
al. (2018), a partir de los cuales se induce la formacién de callos. Como primera prueba,
se evaluo la respuesta intrinseca de los explantos al antibiético de plantas higromicina,
marcador de seleccion para experimentos posteriores. Establecida la concentracion
optima de antibiético, se procedi6é a realizar la transformacién de los explantos con
Agrobacterium tumefaciens (cepa GV3101). La cepa mencionada fue transformada con
un plasmido pCAMBIA modificado (Capella et al, 2015), en el que se armé una
construccién para expresar la proteina reportera fluorescente eGFP, utilizando un
protocolo adaptado de Rahimi-Ashtiani (2015).

En simultaneo, utilizando plantas de Macroptilium lathyroides y Phaseolus vulgaris, se
realizaron extracciones de ARN total de 4&pices vegetativos y reproductivos.
Posteriormente, las muestras de ARNm se retro transcribieron para obtener la secuencia
de ADN copia (ADNc) y amplificaron por PCR utilizando oligonucleétidos especificos
para la secuencia codificante del gen homologo a TFL-1 en estas especies (MITFL1 y
PvTFL1). Los oligonucleotidos fueron disefiados realizando alineamientos multiples de
secuencias relacionadas filogenéticamente, seleccionado regiones conservadas y
considerando posibles variaciones de nucleétidos. Las secuencias se clonaron en el
plasmido pCAMBIA y se transformaron células competentes de DH5a. La confirmacion
de la insercion de la secuencia de interés se realizé mediante técnicas de PCR, corte
por enzimas de restriccion seguidos de electroforesis en gel y secuenciacion. Ademas,
se hicieron extracciones de ADN gendmico y amplificaciones de las secuencias de los
genes correspondientes por PCR.
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RESULTADOS/CONCLUSIONES

Los clones generados de la cepa GV3101 con el plasmido modificado que codifica
eGFP, fueron testeados mediante expresion transitoria de hojas de Nicotiana
benthamiana (Figura 1). Si bien se generaron clones de distintas cepas virulentas con
este plasmido como EHA105, LBA4404 y AGL1, se seleccion6é GV3101 para continuar
con los ensayos, en funcion de sus caracteristicas observadas (mejor crecimiento de
bacterias y expresion de la proteina fluorescente de forma transitoria en tabaco).

En cuanto a los explantos, se seleccion6 la concentracion de 2 mg de higromicina/L de
medio MS para continuar los repiques de callos y evaluar el porcentaje de brotes
regenerados (% de BR). Hasta 50% de BR con el agente selectivo respecto del control,
es un porcentaje deseable para iniciar un programa de transformacién y seleccion. El
recuento de brotes indico 24+11 y 1918 % de BR para M. lathyroides y M. erythroloma
respectivamente (Figuras 2), por lo cual se decidi6 proseguir con los ensayos de
transformacién con Agrobacterium y realizar una primera seleccion con esta
concentracion de higromicina. Los ensayos de transformaciéon de explantos con
Agrobacterium se encuentran en curso. El clonado del ADNc y la reaccién de
secuenciacion de la construccion pCAMBIA-PVTFL1, dio resultados positivos. Se
obtuvieron dos clones, uno con idéntica secuencia a la usada por Repinsky et al (2012),
quienes identificaron por primera vez la secuencia de PvTFL1 y otro con la secuencia
de lo que podria ser en un nuevo alelo, que estimamos propio del cultivar utilizado.
Contrariamente, no se obtuvieron clones positivos para pCAMBIA-MITFL1, lo cual
creemos se debe a la baja expresion en el tejido meristematico. Por lo tanto, como se
menciond en la metodologia, se procedié a la amplificacion del ADN genémico y
obtuvimos clones con amplicones del tamarfno esperado, dos con pCambia-MITFL1 y
uno con pCAMBIA-PVTFL. Las construcciones positivas obtenidas se usaran durante
los ensayos de complementacion de mutantes puntuales tfl1 de Arabidopsis thaliana (tfl-
1y tfl-11), ya propagadas cuya mutacion fue verificada por secuenciacién, para evaluar
la homologia funcional de MITFL1 comparada con la complementacién del fenotipo
producida por PvTFL1 usada como control.

Figuras 1. Imagenes de fluorescencia
transitoria en N. benthamiana. Se
muestra un ejemplo la construccién
eGFP-pCAMBIA en la cepa GV3101 de
Agrobacterium. En A. a campo claro y
en B. con fluorescencia. Las imagenes
fueron tomadas con microscopio Nikon 58
de fluorescencia, a las 48 hs de la B
infiltracion. Se puede observar en B la
expresion de la proteina fluorescente ==
en la membrana citoplasmatica de las
células de la hoja.
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Figuras 2. En A. se muestran imagenes de los explantos de Macroptilium erythrolomay en B.
los correspondientes a Macroptilium lathyroides. La primera columna de cada especie
corresponde a un explanto creciendo en condiciones control, y su derecha se muestra un
explanto expuesto al agente de seleccidn higromicina con una concentracion de 2 mg/L medio
MS. Se observa una marcada reducciéon del tamafio y del nimero de brotes frente al
tratamiento. En C. se grafica con barras los resultados de cuantificar el nimero de brotes
generados por cada explanto en condiciones control y bajo el tratamiento de higromicina con
una concentracion de 2 mg/L de medio MS. En verde se muestra la especie ME: Macroptilium
erythroloma 'y en azul ML: Macroptilium lathyroides y las barras de error calculadas con su
desviacion estandar.
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