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RESUMEN

El desarrollo de variedades de cultivos agricolas con una mejor capacidad de
autodefensa a condiciones ambientales adversas y una mayor produccién son algunos de los
objetivos de la tecnologia de manipulacién genética de plantas. A mediados de los 90, se dio
inicio a la obtencién de plntas tolerantes a sequiz, basados en incrementar por medio
Ingenieria Genética la concentracién del azicar trehalosa, conoada como uno de los
mejores osimmoprotectores en la naturaleza. Actualmente la importancia de este azicar es
doble, ya que ademas de su capacidad de inducir tolerancia a estrés, también incrementa la
capacidad fotosintética de la planta. Debido a que la actividad trehalasa endégena ha limitado
los intentos por controlar esta ruta mediante transgénesis de plantas, en nuestro proyecto
establecimos que al inhibir dicha acavidad pot medio de un antisentido para dicha enzima, el
incremento de trehalosa provocado por ello, conduciria a los fenotipos reportados
relacionados con un incremento en la productividad y la tolerancia a sequia.

Dirigiendo como punto final nuestra estrategia al cultivo de la alfalfa, clonamos la
secuencia de su enzima trchalasa. En base a la homologia entre otras trehalasas, se amplific
pot PCR una region conservada a partir de la cual se obtuvo el cDNA completo mediante
los protocolos de ’RACE y GeneRacer. La caracterizacion de la misma por secuenciacion,
indica que el gen codifica para una proteina de 553 aminoacidos, con mayor homologia a la
secuencia de soya. A partir de este cDNA disefiamos una estrategia de inhibicién por RNA
antisentido que se probd en un modelo de tabaco. Las lineas transformantes obtenidas por
bicbalisiica, ademas de presentar una disminucién promedio de 50% en su actividad de
trehalasa, tuvieron también un mejor comportamiento en desarrollo y vigorosidad in i,
aun en medio carente de sacarosa como fuente de carbono, lo cual indica una mejor
capacidad fotosintética en estas plantas. Las lineas transgénicas control, fueron incapaces de
desarrollarse notmalmente y permanecer en medio carente de sacarosa. Las plantas con el
antisentido, mostraron también un patrén diferente del comportamiento de azucares,
acumulando un exceso de glucosa, a diferencia de las planias control. Estos resultados de
incremento en la capacidad de desarrollo y la anulacién de auxotrofia por sacarosa in wir,
nos indican que la mhibicién de la enzima de tabaco con la secuencia de alfalfa cs exitosa
patra la obtencion de fenotipos mejorados en ctecimiento y desarrollo. Ademas, representa

una tecnologia potencial para la seleccién de plantas transgénicas #n viro.



