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RESUMEN

El nopal crece en condiciones extremas de temperatura y disponibilidad de agua,
por lo que posee mecanismos especificos para contrarrestar el estrés, entre ellos
mecanismos moleculares que involucran la expresion de genes. Mediante un
analisis de expresidon de genes se encontré una proteina transportadora de lipidos
que se induce por estrés abidtico. Las proteinas transportadoras de lipidos (LTPs)
poseen la propiedad (in vitro) de transferir lipidos entre membranas, a pesar de
muchos estudios no existen evidencias claras de una funcion biolégica especifica.
Por lo que el objetivo del presente trabajo fue caracterizar funcionalmente en
Arabidopsis thaliana el gen de una LTP de nopal en la respuesta a estrés abiotico.
Para ello se transformaron levaduras con la construccion PYES 2.1::0psLTP1y se
evalud su respuesta al estrés salino (NaCl, 1.5 M), alcalino (Na2COs, 37 mM) y
estrés por congelamiento (-20°C, 48h). Igualmente se evalué la funcién de AtLTP3
en plantas de A. thaliana, mediante el uso de una mutante insercional con pérdida
de funcion (SALK_095248) y plantas sobre-expresantes con la construccion 35S
2X::0psLTP1 (Over-OpsLTP1). Se evalud la germinacion, talla de la raiz, numero
de cotiledones verdes y recuperacion en plantulas bajo estrés salino (NaCl) y
osmotico (PEG-8000); para el caso de congelamiento (-20°C, 2h), se evalud la
recuperacion en plantulas. Los resultados en levaduras mostraron diferencias
significativas entre las levaduras control y las que tenian el gen de LTP en
respuesta a NaCl (16 h) y Na2COs (8 y 16 h), sin embargo no se consideraron
cambios biolégicamente significativos debido a que la diferencia en las curvas de
crecimiento fue pequefa. Las transformaciones genéticas de A. thaliana mostraron
que la LTP esta involucrada en los procesos de germinacién, dado que se observo
un aumento de 24.3% en la germinacion de plantas Over-Ops-LTP1. Ademas la
LTP esta involucrada en la respuesta al estrés salino (NaCl) y osmaético (PEG), lo
que se observo en plantas SALK que presentaron un retraso en germinacion en
presencia de NaCl (100 mM) a los dias 5, 6, 7 y 9, asi como por PEG (-0.57MPa)
a los dias 6, 8, 9, 10 y 11; A diferencia de ello, las Over-OpsLTP1 presentaron un

incremento en la germinacion en presencia de NaCl (100 mM) a los dias 8,9, 10y



11, asi como por PEG (-0.41MPa) a los dias 5, 6, 7, 8, 9, 10 y 11 comparado con
col-0. Se observaron también diferencias significativas en la talla de la raiz y el
numero de cotiledones verdes de plantas SALK en respuesta a NaCl 75 y 100
mM. En conclusién, nuestros resultados muestran que OpsLTP1l es un gen
inducible y altamente regulado, involucrado en los procesos de germinacion y
elongacién de la raiz asi como en mecanismos de respuesta al estrés hidrico y

salino.

Palabras clave: Proteina transportadora de lipidos (LTP), expresion de genes,

Transformacién de Arabidopsis.



ABSTRACT

Cactus pear grows in extreme temperature and water availability conditions so it
has specific mechanisms to counteract stress, including molecular mechanisms
involving gene expression. By analyzing gene expression we found a lipid transfer
protein induced by abiotic stress. Lipid transfer proteins (LTPs) have the property
(in vitro) of transporting lipids between membranes. Despite many studies, there is
no clear evidence of a specific biological function yet. So the aim of this study was
to characterize an LTP gene of cactus pear functionally in A. thaliana in response
to abiotic stress. To accomplish this, we transformed yeasts with construction
pYES2.1::OpsLTP1 and evaluated their response to salt (NaCl, 1.5 M), alkali
(Na2COs, 37 mM), and freezing stress (-20 °C, 48h). Also, we evaluated the role of
AtLTP3 in A. thaliana plants by using insertional mutant plants lacking the function
(SALK_095248) and in overexpression plants with the construction
2X 35S::.0psLTP1 (Over-OpsLTP1). We evaluated germination, root length,
number of green cotyledons, and recovery in seedlings under salt (NaCl) and
osmotic (PEG-8000) stress; in the case of freezing (-20 °C, 2h) stress, we
assessed the recovery of seedlings. The results in yeast showed significant
differences between control yeast and that with the LTP gene in response to NaCl
(16 h) and Na2COs (8 and 16 h). However, we could not consider significant
biological changes because the difference in growth curves was small. Genetic
transformation of A. thaliana showed that LTP is involved in germination processes
since there was an increase of 24.3% in plant germination Over-Ops-LTP1.
Furthermore, the LTPs involved in salt (NaCl) and osmotic (PEG) stress
responses, which were observed in SALK plants showing a germination delay in
the NaCl (100 mM) at days 5, 6, 7, and 9, as well as by PEG (-0.57 MPa) at days
6, 8, 9, 10, and 11; in contrast, the Over OpsLTP1 showed an increase in
germination in the presence of NaCl (100 mM) at days 8, 9, 10, and 11, as well as
by PEG (-0.41 MPa) at days 5, 6, 7, 8, 9, 10, and 11 compared with Col-0. We also

observed significant differences in the root size and number of green cotyledon



SALK plants in response to 75 and 100 mM NacCl. In conclusion, our results show
that OpsLTP1 is an inducible gene and that highly regulated processes are
involved in germination and root elongation as well as stress response

mechanisms of water and salt.

Keywords: Lipid Transfer Protein (LTP), gene expression and Arabidopsis

transformation
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1. INTRODUCCION

Los tipos de estrés abiotico tales como la sequia, salinidad, las temperaturas
extremas, la toxicidad quimica y el estrés oxidativo son amenazas serias para la
agricultura y el medio ambiente en general (Wang et al.,, 2003). La sequia, la
salinidad y las temperaturas extremas a menudo pueden causar dafos celulares
similares (Zhu, 2001). Por ejemplo, cualquiera de esos tipos de estrés inicialmente
genera un estrés osmotico, disrupcion en la homeostasis y distribucion de iones en
las células, y con ello la desnaturalizacion y pérdida de funcion de proteinas
estructurales (Zhu, 2001).

Las plantas adquieren resistencia al medio ambiente mediante la reprogramacioén
del metabolismo y la expresion génica, lo que conlleva a un equilibrio entre el
crecimiento, desarrollo y supervivencia, por lo que la resistencia al estrés es un
proceso complejo, ya que se encuentran involucrados una gran cantidad de
procesos (Mazzucotelli et al., 2008). Como resultado del estrés, las plantas
pueden responder con un amplio rango de respuestas fisioldgicas, a nivel
molecular y celular (Hasegawa et al., 2000). Estas incluyen cambios en el
crecimiento, el desarrollo y la morfologia de las plantas (inhibicion del crecimiento
apical, incremento en el crecimiento de raices y cambios en el ciclo de vida),
ajuste en el transporte i6nico (concentracién expulsién y secuestro de iones),
cambios metabolicos (metabolismo del carbono y la sintesis de solutos
compatibles) y con ello cambios en la expresion de genes de respuesta a dicho
estimulo (Yancey et al.,, 1982). Numerosos trabajos en biologia molecular ponen
en evidencia la expresion diferencial de genes que se ven inducidos por efecto del
estrés salino, aunque en algunos de éstos no se ha comprobado su participacion
directa en los mecanismos de tolerancia a dicho estrés. Como ejemplos, se
encuentran los trabajos de Zhang et al. (2001), donde obtuvieron genes
expresados diferencialmente por estrés salino en plantas de Sauceda salsa; del
grupo del Dr. Cushman que han reportado la relacion de transcritos en respuesta a

estrés salino en plantas de Mesembryanthemum cristalinum (Kore-



eda et al., 2004); de Torres et al. (1992), quienes reportaron la induccién de genes
que codifican para una proteina transportadora de lipidos mediante estimulos
salinos en plantas de tomate; y finalmente el trabajo de Ochoa-Alfaro et al. (2011)
que reportan la induccion de diversos genes involucrados en la tolerancia al estrés
abidtico en Opuntia strepthacanta, dentro de ellos una proteina transportadora de
lipidos (OpsLTP1).

Las proteinas transportadoras de lipidos llevan este nombre debido a que se les
ha demostrado su funcionalidad in vitro como facilitadoras del transporte de varios
lipidos (Kader, 1996), pero aun se desconoce con precision cual es su papel
durante el estrés salino (Wang et al.,, 2008). Se ha sugerido algunas de sus
funciones basadas en su expresion en tejidos especificos y en la induccién de la
expresion en respuesta a algunos estimulos como el acido abscisico (Arondel et
al., 2000; Yubero-Serrano et al., 2003; Wang et al., 2009), estrés osmético (Kader,
1996), bajas temperaturas (Molina et al., 1996; Hincha et al., 2001), sequia
(Trevifio y O’Connell, 1998; Cameron et al., 2006) y salinidad (Dani et al., 2005; Ai-
li et al., 2006; Kader, 1996). Algunos autores sugieren que las LTPs podrian estar
implicadas en el transporte y el depédsito de cutina. Las observaciones de los
aumentos en los niveles de ARNm de algunas LTPs se encuentran relacionadas
con la acumulacién de la capa de cera cuticular. Se ha propuesto que durante el
estrés salino la LTP-7a2b de Hordeum vulgare puede ser inducida por las
condiciones hidricas desfavorables para promover el aumento en el depdsito de
material cuticular, disminuyendo la transpiracion foliar (Hollenbach et al., 1997). La
comprension de los mecanismos por los cuales las plantas perciben y transducen
las sefales del estrés para iniciar la respuesta de adaptacion, aclimatacion,
evasion o en su defecto la muerte, resulta ser esencial para el entendimiento de la
respuesta global (Gaspar et al., 2002). El presente trabajo, presenta un
acercamiento a la funcionalidad que tiene una LTP del nopal (Opuntia

streptacantha) (OpsLTP1) asi como los cambios fenotipicos observables en



plantas de Arabidopsis thaliana transformadas con el gen de OpsLTP1l en

respuesta al estrés abidtico.

2 ANTECEDENTES

2.1 Estrés abiotico en plantas

El estrés es la pérdida de la homeostasis debido a “respuestas especificas” a
determinado factor de estrés o “respuestas generalizadas” y no especificas
(Chrousos et al., 1992). Puede dividirse en “eustrés que es una tencion la cual
puede mejorar funciones, y “diestrés” que puede tener efectos perjudiciales con
respecto al ciclo de vida (Kraner et al., 2010). Las plantas son organismos sésiles
y se encuentran en medio ambiente cambiante, sometidas a estrés bidtico y
abidtico que causan considerables pérdidas en el rendimiento de las plantas en
todo el mundo (Walley et al., 2007). Este trabajo se enfoca al estrés abiotico, los
cuales afectan a las plantas durante todo su desarrollo; éstos pueden ser: altas o
bajas temperaturas, déficit de agua, anegamiento, factores ligados al suelo
(salinidad, alcalinidad, metales pesados, déficit de nutrientes, etc.), y otros
generados por residuos téxicos (Nagarajan y Nagarajan, 2010). La sequia, la
salinidad y las bajas temperaturas representan los principales problemas para la
agricultura (Zhu, 2002).

Las plantas han desarrollado mecanismos de defensa, reparacion y adaptacion al
estrés, estos mecanismos le permiten sentir el estrés (percepcion del estrés) y
reconocer esas sefiales. Lo anterior provoca que haya cambios especificos en
diferentes niveles estructurales que pueden ser: cambios en el comportamiento
fisiolégico, bioquimico, asi como cambios en la expresion de genes especificos de
respuesta al estrés (Biswal et al., 2011). De acuerdo con Zhu (2002), las
respuestas de las plantas se pueden organizar en cuatro aspectos de manera
general: 1.- Homeostasis de iones, 2.- ajuste metabdlico, 3.- detoxificacion celular

4.- control en el crecimiento (regulacion de fitohormonas).



2.2 Estrés salino
De acuerdo con la FAO (http://www.fao.org/docrep/004/y3557e/y3557e08.htm#m,
World Agriculture towards 2015-2030): la salinizacion se produce en las zonas de

regadio, cuando un drenaje inadecuado hace que las sales se concentran en las
capas superiores del suelo donde se arraigan las plantas. Se trata de un problema
principalmente en las zonas aridas y semiaridas, donde puede ser de 10 a 50 por
ciento de la superficie de regadio afectadas. La salinizacion puede provocar
disminuciones de rendimiento de 10 a 25 por ciento para muchos cultivos y puede
impedir todo cultivo cuando es severa. Se estima que un 3% de las tierras
agricolas del mundo se ven afectadas, y por ejemplo en Asia oriental la proporcion
es de 6% y en el sur de Asia del 8%, mientras que para zonas tropicales aridas y

semiaridas (en su conjunto) es del 12%.

El estrés salino altera la homeostasis del potencial del agua y de la distribucién de
iones, y se produce tanto a nivel celular como en toda la planta. Para lograr la
tolerancia en las plantas se deben dar tres procesos importantes: 1) prevenir el
dafo; 2) las condiciones de homeostasis deben ser restablecidas en el entorno
estresante; 3) el crecimiento de la planta debe de continuar aunque a un ritmo
reducido (Zhu, 2001).

2.3 Estrés osmaotico

El crecimiento vegetativo de las plantas requiere de la disponibilidad de agua, que
puede ser medida por la energia potencial de una determinada masa de agua
(potencial hidrico g) (Azcén-Bieto y Talon, 2000). El estrés hidrico se produce por
un aumento en el potencial osmético del suelo que disminuye la disponibilidad de
agua para la planta, rompiendo la homeostasis celular (Azcon-Bieto y Talon,
2000). Bajo condiciones naturales los principales causantes de estrés osmotico
son la alta salinidad, el frio y la sequia (Xiong y Zhu, 2002). En respuesta al estrés,

la primera respuesta de las plantas es mediante cambios morfolégicos y de



desarrollo, ajuste del transporte de iones, cambios metabdlicos para la biosintesis
de solutos compatibles y del metabolismo del carbono (Munns, 2002). La segunda
respuesta al estrés osmotico esta dada por fitohormonas como el acido abscisico
(ABA) vy el etileno, asi como también por la produccién de especies reactivas de

oxigeno (Rodrigues et al., 2005).

2.4 Estrés por bajas temperaturas

Cuando la temperatura ambiental se desvia de lo 6ptimo, se producen cambios
fisiologicos, bioquimicos, metabdlicos y moleculares. Donde dependiendo el grado
de disfuncién esto puede conllevar a la muerte (Yadav, 2010). Dentro del estrés
por bajas temperaturas, se consideran: el estrés por frio que incluye temperaturas
menores a 20 °C y el estrés por congelamiento que son temperaturas por debajo
de 0 °C. De manera indirecta a través del frio se induce un estrés osmotico, ya
que el frio inhibe la absorcion de agua y en el punto de congelacion implica una
deshidratacion celular, asi como una oxidacion, entre otros factores de estrés
(Chinnusamy et al., 2007). En este sentido las plantas primero tratan de ajustar su
metabolismo celular que fue alterado ya que la temperatura puede cambiar la
estructura y propiedades de las enzimas; en segundo lugar en la planta debe de
haber una regulacién de las relaciones del agua celular, en este caso se debe de
evitar la deshidratacion celular, donde actuan solutos compatibles, estabilizacion
de enzimas y membranas (Kubien et al., 2003). La restructuracion de membranas
lipidicas, la estructura fisica, asi como la composicion de las mismas permite

obtener un adecuado funcionamiento de la célula (Farooq et al., 2009).



2.5 Respuesta cruzada ante el estrés salino, osmético y las bajas
temperaturas en plantas

El estrés salino, osmoético y las bajas temperaturas se encuentran entre los
principales tipos de estrés que limitan el crecimiento de las plantas y su
productividad (Xiong et al., 2002; Mahanjan y Tuteja, 2005). En general las bajas
temperaturas originan principalmente una restriccion mecanica para la disposicion
del agua, mientras que el estrés salino y osmaotico rompen el equilibrio idnico y
osmotico (Mahanjan y Tuteja, 2005). Como respuesta a estos factores de estrés
una gran cantidad de genes son regulados, los cuales ayudan a mitigar el efecto
del estrés, y de esta manera las plantas toleran el estresor (Xiong et al., 2002). En
la naturaleza un estrés generalmente no se presenta solo, regularmente vienen de
la mano con otro u otros tipos de estrés. Es por ello que se ha propuesto que las
respuestas a estos son cruzadas donde en ocasiones diferentes tipos de estrés

siguen vias similares para mitigarlos (Mahanjan y Tuteja, 2005).

En el figura 1, se muestra una ruta general de respuesta al el estrés salino,
osmotico y bajas temperaturas. En trabajos realizados en A. thaliana, se
identificaron genes que aumentaban su expresion bajo estrés salino, osmético y
frio (100 mM NaCl, 200 mM Manitol y 4 °C); se encontraron 2409 genes, los
cuales mostraban un cambio de 2 veces mas la expresion en comparacion con
plantas control (Kreps et al., 2002). Dentro de este grupo de genes se identificaron
3 diferentes proteinas transportadoras de lipidos, asi como un gran numero de

genes involucrados en la respuesta al estrés.
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Figura 1. Ruta general de respuesta a el estrés salino, osmético y bajas
temperaturas (diagrama traducido de Mahajan y Tuteja, 2005).

El estrés salino y osmotico es una condicion que desencadena procesos de
restablecimiento de homeostasis i6nica y osmotica para poder llevar una
tolerancia al estrés (Liu y Zhu, 1998). Estos dos tipos de estrés provocan lesiones
fisiolégicas, celulares y por ende una disfuncion metabdlica (division celular y

crecimiento en la planta) por lo que la planta responde reduciendo la pérdida de



agua, se presentan especies reactivas de oxigeno y se da una detoxificacion (Zhu,
2002). El estrés por frio, principalmente ejerce su efecto dafino por la ruptura de la
integridad de la membrana y las fugas de soluto (Steponkus, 1984). Como
respuesta se presenta restructuraciéon de las membranas celulares y la sintesis de

diferentes osmolitos, que sirven para restablecer el metabolismo celular normal.

2.6 Modelos bioldégicos para estudios de evaluacion de genes involucrados
en estrés

El estrés genera cambios moleculares y transcripcionales en la planta por lo que
actualmente son muy utilizadas plantas simples u organismos sencillos que
faciliten la obtencidén de resultados y la interpretaciéon de los mismos, esto es, el
uso de modelos de estudio (Xiong et al., 2002). Tradicionalmente se han utilizado
bacterias y levaduras para estudios evaluacién de genes bajo estrés abidtico
(Yesilirmak y Sayers, 2000). En levaduras se ha logrado caracterizar
transportadores de tipo simporter H*, canales de K*, y transportadores de K,
transportadores de sulfato, transportadores K*/H* protdon, entre otros péptidos
(Yesilirmak y Sayers, 2000). Sin embargo, estos modelos no representan de la
mejor manera a la planta desde el hecho que no tienen un aparato fotosintético y
con ello las rutas con las que responde una planta al estrés. Como ejemplo se
puede mencionar el trabajo de Cosentino (2010), donde al realizar trabajos de
evaluacion  funcional en levaduras de diferentes Antiporter de
Messembyanthemum cristallinum y al evaluar el gen McNhaD no obtuvo
resultados contundentes ya que este es un transportador de tipo antiporter que
opera en los plastidos. Un modelo de planta facultativa ampliamente estudiado
actualmente es el vidrillo (Mesembryanthemum cristallinum) porque esta planta
puede crecer a 500 mM de NaCl y se conocen los perfiles de expresion de
respuesta (Bohnert et al., 2000). Un importante problema con éste modelo es la
inexistencia de lineas mutantes y las dificultades a la hora de realizar analisis

genético debido a la variabilidad de la especie y la ploidia de la misma (Adams et



al., 1998). Con la secuenciacion completa del genoma de Arabidopsis thaliana y la
existencia de lineas mutantes especificas de una gran cantidad de genes, ésta
planta resulta ser el modelo mas utilizado para estudios de respuesta al estrés
(Borsani et al., 2003).

2.7 Caracteristicas de Opuntia streptacantha ante el estrés abidético

Existen especies de plantas que poseen caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas
que les permiten sobrevivir y aun crecer en condiciones extremas (Silva et al.,
2001). Este tipo de plantas se adaptan y responden al estrés para sobrevivir
mediante respuestas moleculares, incluyendo la acumulacién de solutos
compatibles, produccion de proteinas de proteccidén y la expresién de diferentes
grupos de genes (Ochoa-Alfaro et al., 2008). En particular los organismos
pertenecientes al género Opuntia se caracterizan por ser organismos xerofilos;
este tipo de plantas ocupa areas donde hay poca competencia de otras plantas, es
decir, crecen en condiciones extremas como son temperaturas extremas y poca
disponibilidad de agua (Rebman y Pinkava, 2001). Los nopales mantienen
adaptaciones anatémicas vy fisiolégicas que les permiten desarrollarse en estos
lugares como por ejemplo los tallos modificados en forma de cladodios, los cuales
mantienen una orientacion adecuada para evitar la incidencia durante las horas de
mayor intensidad solar mediante la inclinacién, de tal manera que solo la menor
superficie capte los rayos del sol. También tienen una especializacion llamada
“apagamiento del metabolismo” (es una estado similar a la hibernacion), que
ocurre durante la estaciones que presentan condiciones adversas (Nisbet y
Patten, 1974). La absorcidén del agua de lluvia se maximiza debido a la presencia
de una amplia red de raices que se extiende a varios metros de distancia. La
retencidn del agua dentro del cactus se debe a la reduccidon de las tasas de
transpiracién a través de: 1) hojas modificadas en espinas, 2) presencia de una
capar gruesa de cera cuticular que impide la pérdida directa agua hacia la

atmoésfera, 3) el cierre estomatico se da durante el dia (metabolismo acido de las
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crasulaceas) y 4) el agua se adhiere a los carbohidratos formando un mucilago y
de esta manera el agua se libera unicamente mediante la utilizacion de energia
(Rebman y Pinkava, 2001). En relacion con la caracterizacion genética del nopal,
ésta ha sido poco explorada y son pocos los trabajos que se han realizado (Bellon,
2009). Dentro de ellos menciona que hay trabajos de extracciones de ADN para la
determinacién la expresion diferencial de proteinas en pulpa y cascara bajo
diferentes estadios de maduracién. Trabajos de ingenieria genética para transferir
genes deseables a Opuntia (Silos et al., 2002) y algunos otros trabajos para
conocer patrones electroforéticos del ARN y patron de polimorfismos en ADN de
diferentes cultivares de nopal (Macias et al., 2004). El grupo de trabajo del Dr.
Jimenez-Bremont (Ochoa-Alfaro, 2011) identifico 442 ESTs entre ellas determiné
la secuencia del cDNA de una LTP proveniente de un banco de genes de nopal y
a caracterizado su funcionalidad en respuesta a estrés abiotico. La secuencia del
cDNA de OpsPTL1 se obtuvo por el ensamble de secuencias obtenidas de la
biblioteca de cDNA, la secuencia del gen carece de intrones, la region codificante
es de 354 pb que corresponde a un polipéptido de 118 aminoacidos (11.6 kDa) y
punto isoeléctrico de 8.87. Analizaron la expresién de los mRNA por estrés
abiotico en plantas de nopal de 12 meses de edad bajo los siguientes
tratamientos: (1) Tratamiento en condiciones de semi-hidroponia en solucion
Hoagland con sal (250 mM NaCl) y con sal y calor (250 mM NaCL, 40°C). (2)
Tratamiento en tierra: con frio (4°C) y con sequia y calor (no riego, 40°C). Los 2
tratamientos se realizaron durante 17 dias, y midieron las cantidades de mRNA
por RT-PCR semi-cuantitativa. Los resultados muestran que la expresion del
MRNA de OpsPTL1 se encuentra de forma basal y la expresion aumenta en
tratamientos con sal y sal mas calor en condiciones de semi-hidroponia, en los
tratamientos en tierra los efectos no fueron tan notorios, sin embargo, se observo
un aumento en la expresion de mRNA de OpsPTL1 en estrés por calor y sequia

(Gémez-Anduro y Jiménez-Bremont, 2010)
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2.8 Proteinas Transportadoras de Lipidos

Las proteinas transportadoras de lipidos o LTPs (por sus siglas en inglés “Lipid
Transfer Protein”), llamadas asi debido a que poseen la propiedad de transferir
lipidos entre membranas (Kader, 1996). Estas han sido descritas en una gran
variedad de organismos como: algunos tejidos de mamiferos, plantas, hongos y
algunas bacterias. Hasta hace unos anos se hipotetizaba que las LTPs se
encontraban involucradas en el trafico intracelular de lipidos (Kader, 1996).
Posteriormente esta idea fue desechada debido a que se demostré que las LTPs
contienen péptido sefial el cual la dirige hacia la region extracelular (Thoma 1993).
Hasta estos ultimos afios a pesar de muchos estudios no existen evidencias claras
que permitan sugerir una funcidn especifica y por lo tanto las LTPs se encuentran
sin obtener una funcién bioldgica clara (Carvalo y Gomez, 2007; Kader, 1997;
Yeats y Rose, 2007).

Las LTP’s generalmente se dividen en dos grandes familias las de tipo 1 (LTP1) y
las de tipo 2 (LTP2). Las LTP+1 estan conformadas de 90 a 95 aminoacidos y las
LTP2 de 70 aminoacidos (Kader, 1996). Las dos familias mantienen 8 residuos de
cisteina conservados; la familia LTP1 tiene la caracteristica de que la Cyss se une
con la Cysso y la Cysas se une con la Cyss7, y en el caso de la familia LTP2 la Cyss
se une con la Cysss y la Cyss7 se une con la Cyses (Carvalo y Gomez, 2007)
(Figura 2). La estructura secundaria de la familia LTP1 esta compuesta de 4 a-
hélices (hélice H1 de la Cyss a la Ala17, H2 de Alazs a Alasz, Hz de Thrs1 a Alase y Ha
de Alass a Cysr3) y un largo extremo carboxilo terminal que carece de estructura
secundaria, excepto por la presencia de una vuelta hélice (Lee et al., 1998). La
familia LTP2 sigue los mismos patrones de estructura secundaria como la familia
LTP1, pero presenta tres a-hélices (H1 de Cyss a la Alats, H2 de la Thr22 a la Alas1
y la Hs de GlIns3s a la Alaso) y una regidon que contiene 2 simples vuelta hélice (Tyrss
a Tyras y Alass a Valss) y el extremo carboxilo terminal no presenta ninguna

estructura secundaria definida (Samuel et al., 2002).
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L
Cysd8-Cys87

LTP1 LTP2
Figura 2. Orientacion de la cadena de la familia LTP1 y LTP2 (tomada de Samuel
et al., 2002). Espirales en rojo y amarillo representan hélices alfa, los cordones
blancos representan lazos y los aminoacidos cisteina (Cys), fenilalanina (Phe) y
aspargina (Asn) estan representados en bolas y varillas (verde/amarrillo)

2.9 Expresién de LTP’s

Arondel et al. (2000) encontré6 que las LTP’s de A. thaliana son una familia
multigénica compuesta de 15 genes y cada uno de ellos se expresa de manera
tejido especifico, aunque todos ellos se expresan en flores y silicuas, en raices no
se ha demostrado su expresion. Se sabe que las LTP1, LTPS5, LTP2 y LTP6 se
expresan en hojas y que las LTP4 y LTP3 son altamente inducidas por la
presencia de ABA; ademas que LTP1 y LTP2 se encuentran en tandem en el
cromosoma 2, LTP3 y LTP4 se encuentran en el cromosoma 5, LTP5 y LTP12 en
el 3, LTP7, LTP8 y LTP9 dispersos en el cromosoma 2 y el resto disperso en todo
el genoma. En el 2010 Chae et al., publicaron que al realizar un analisis de
expresion en LTP1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 mediante una fusién de sus regiones
promotoras con el gen reportero B-Glucoronidasa (GUS) encontraron que la
expresion de éstas se da de manera tejido especifico, como se muestra en la

siguiente tabla (Tabla I).
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Tabla I. Expresion tejido especifico de 7 LTPs de A. thaliana (Modificado de Chae
et al., 2010).

Tejido vegetativo Tejido floral

Punta de la raiz, Raices laterales, ] _ _
_ . _ Anteras, filamentos, estigma, estilo,
AtLTP1 hipocotilo, apice del brote,
. . sépalos y pétalos.
cotiledones y hojas.
AtLTP2 Hipocotilo y apice del brote.
Punta de la raiz, raices laterales, _
AtLTP3 . . o Filamentos, ovulos y sépalos
hipocotilo y brote del apice.
Raices laterales, hipocotilo Apice
AtLTP4 del brote, células guarda y borde Estilo y sépalos
de la hoja.
Punta de la raiz, Raices laterales,
hipocotilo, apice del brote, borde _
AtLTPS _ Polen, estilo, sépalos y pétalos.
de la hoja, células guarda y
venas.
Raices laterales, hipocotilo, brote
del apice, borde de la hoja, ) ]
AtLTP6 _ Estilo, ovulos y sépalos.
células guarda, venacion,
tricomas.
Hipocotilo, brote del apice, borde
AtLTP7 de la hoja, células guarda, Anteras, filamentos,

tricomas.

Se ha reportado que las proteinas transportadoras de lipidos estan envueltas en
respuesta a diversos tipos de estrés. Wang et al. (2009) hipotetizé que la
expresion de la LTPs constituyen una respuesta adaptativa al estrés abiético, ya
que ellos observaron que la expresion de al menos 14 LTPs de Tamarix hispida se
veia modulada en respuesta a NaCl, Polietilen Glicol (PEG), NaHCOs, CdCl2 y
Acido Abscisico (ABA) en raiz, brote y hoja. Por otra parte, Huang et al., (2008)

describen algunos genes que presentan comunicaciéon cruzada, es decir,
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aumentan su expresion bajo diferentes tipos de estrés abidtico, como lo puede ser
la sequia, el frio, la salinidad asi como los tratamientos con ABA, como por
ejemplo LTP3 y LTP4 de A. thaliana, asi como algunos otros genes de respuesta a

estrés.

2.10 Posibles funciones de las proteinas transportadoras de lipidos en
plantas

Se ha especulado sobre las posibles funciones de las LTPs, dentro de ellas
podemos mencionar: la formacién de capas de cutina y cera cuticular en las hojas,
reguladoras del desarrollo celular en las plantas necesarias para la adhesién del
polen durante los procesos reproductivos, asi como también durante condiciones
de estrés abidtico como: bajas temperaturas, choque térmico, sequia y salinidad
(Yeats y Rose., 2007).

Las partes aéreas de todas las plantas terrestres estan cubiertas por una
estructura llamada cuticula. Los lipidos precursores de la cuticula son sintetizados
en las células epidermales y deben de pasar a través de la pared celular hidrofilica
para el desarrollo de la cuticula. Por ello, las LTPs han sido propuestas como los
transportadores de estos compuestos, aunque no hay evidencia clara que lo
sustente, solamente se ha observado una correlacion en la acumulacion de cera 'y

la expresion de estas LTPs (Cameron et al., 2006).

Se propone que las LTPs también se encuentran involucradas en el crecimiento
vegetativo, reproductivo y en el desarrollo. Park et al. (2002) reportaron LTPs de
lirio y demostraron que estas son necesarias, junto con polisacaridos de pectina,
para que se diera la adherencia del tubo polinico en una matriz estilar artificial. Un
evento similar sucediéo cuando Chae et al. (2009) al trabajar con plantas de A.
thaliana mutantes del gen AtLTP5 encontraron organismos con retrasos en el

crecimiento del tubo polinico y disminucién en el numero de huevos fertilizados,
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por lo que concluyeron que esta proteina juega un papel importante en la

reproduccion.

2.11 LTP’s en respuesta a estrés abiotico

Estudiando plantas de Prosopis julifrora, Geroge y Parida (2010) observaron que
los niveles de expresidon de PjLTP1 aumentan debido a estrés por sequia y estrés
oxidativo. Ellos proponen que la PjLTP1 podria estar involucrada en la eliminacién
de especies reactivas de oxigeno. Al analizar su regién promotora del gen PjLTP1
encontraron elementos regulatorios en respuesta a estrés por bajas temperaturas,

sequia y algunos otros regulados por ABA.

Torres-Schumann et al. (1992) reportaron que la expresion de una LTP se
encontraba regulada por estrés abidtico (estrés salino, alta temperatura, osmético
y ABA). Ellos reportaron un polipéptido de 114 aminoacidos en plantas de tomate
al que llamaron TSW12, y sugieren que la induccién de expresion de esta proteina
en estrés abidtico podria deberse a que ésta contribuye a la reparacion de los
dafios producidos por el estrés en las membranas. También sugieren que
probablemente estas proteinas puedan producir cambios en la composiciéon
lipidica de las membranas para regular la permeabilidad a los iones téxicos y su

fluidez en condiciones de altas temperaturas.

Qin et al. (2011), trabajando con plantas de Phalaenopsis amabilis que sobre-
expresan el gen de una LTP de Oriza sativa, observaron que estas plantas
presentaban mayor tolerancia a bajas temperaturas que plantas control.
Igualmente encontraron que las plantas transgénicas presentaron mayor actividad
antioxidante (por superoxido dismutasa) durante el estrés y una menor
peroxidacién de lipidos en la etapa de recuperacion en comparacion con las
plantas control. Dichos autores proponen que la LTP modifica la composicién de la
membrana celular, modificando su permeabilidad y de esta manera evita la
oxidacion celular durante estrés por bajas temperaturas (Qin et al., 2011). Bubier

(2004) menciona que una posible LTP de A. thaliana aumentaba su expresion por
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frio que resulta en la proteccién durante la congelacion, posiblemente a través de
la modificacién de la membrana celular o de la pared celular vegetal. EI mismo
autor observo también que su expresion aumenta durante periodos de luz largos y
que la activacién de la expresion es dependiente de calcio. Hincha (2002) propone
que las LTPs funcionan como Crioprotectinas en las membranas tilacoidales y
esto hace que las membranas no se vean afectadas por temperaturas

congelantes.

Hollenbach et al. (1997) trabajando con plantas de cebada que fueron expuestas a
Cadmio, y Cameron et al. (2006) trabajando con plantas de Nicotiana glauca
sometidas a exposiciones periddicas de sequia, encontraron un aumento en ceras
cuticulares y en la expresion de una LTP. Ambos autores proponen que la LTP
participa en el ensamble de la cera cuticular de estas plantas. De esta manera las
plantas pueden evitar el contacto directo con contaminantes asi como también la
pérdida de agua por medio de las hojas, ya que la cera forma una barrera entre la
epidermis y la atmésfera. Yubero-Serrano et al. (2002) a partir de una biblioteca
sustractiva por supresion de plantas de fresa sometidas a la aplicacion de ABA,
identificaron una secuencia de LTP que se induce bajo esta hormona, por lo que
sugiere que esta proteina es altamente regula por estrés abiotico y por lo tanto se

encuentre involucrada en mecanismos de respuesta al estrés abioético.
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3. JUSTIFICACION

Uno de los principales retos en la agricultura son los problemas genrados apartir
de malas practicas agricolas asi como del medio ambiente en donde los cultivos
se desarrollan. Resulta interesante tratar de conocer cuales son los mecanismos
por medio de los cuales las plantas hacen uso para poder evitar y/o contrarrestar
los efectos perjudiciales que las afectan. Sin duda alguna es importante realizar
investigacion enfocada en tratar de dilucidar qué es lo que sucede a nivel
molecular y celular en las plantas. En la actualidad se desconoce en gran medida
la funcionalidad de genes que provienen de organismos que estan adaptados a
medios ambientes extremos tal es el caso de Opuntia streptacantha. Es por ello
que el presente trabajo pretende aportar informacidn respecto al gen (OpsLTP1)
que codifica para una Proteina Transportadora de Lipidos de Opuntia
streptacantha. Otro punto interesante, es que se desconoce en gran medida las
funciones de las LTPs. En ultimos afios se ha logrado identificar funciones a una
gran cantidad de genes mediante el uso de organismos modelo como lo es S.
cerevisiae y A. thaliana, mediante técnicas de genética reversa y genética dirigida,
por lo cual en el presente trabajo se realizaron ensayos de funcionalidad con S.
cerevisiae sobre-expresantes del gen de OpsLTP1, asi como con una linea
mutante insercional de ADN-T de una LTP de A. thaliana y la sobre-expresion del
gen OpsLTP1 en A. thaliana y evaluar su funcionalidad bajo diferentes tipos de

estrés abidtico.
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4. HIPOTESIS

Si el gen OpsLTP1 de O streptacantha regula su expresion en respuesta a
diferentes tipos de estrés abidtico, entonces, al ser sobre-expresado en A.
thaliana, se obtendran lineas transgénicas con una mayor tolerancia a
determinado estrés abidtico. Ademas, al estudiar lineas mutantes insercionales de
A. thaliana, de un gen ortdlogo (AtLTP3) al gen de nopal se obtendran lineas
mutantes con una menor tolerancia determinado estrés abidtico, y por lo tanto se

observaran cambios fenotipicos ante determinado estrés abidtico.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Caracterizar funcionalmente el gen OpsLTP1l que codifica para una proteina

transportadora de lipidos de Opuntia streptacantha.

5.2 Objetivos particulares

e Caracterizar bioinformaticamente el gen OpsLTP1.

e Evaluar la funcionalidad del gen OpsLTP1 en Saccharomyces
cerevisiae W303-1A bajo estrés abidtico.

e Generar lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana que sobre-expresen el
gen OpsLTP1.

e Caracterizar lineas mutantes homocigotas insercionales de T-DNA del gen
AtLTP3 de Arabidopsis thaliana el cual es el ortélogo del gen OpsLTP1ly

lineas sobre-expresantes del gen OpsLTP1 en estrés abidtico.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales Biologicos
Escherichia coli : E. coli TOP 10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 nupG recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 A

Agrobacterium tumefaciencies: A. tumefaciens GV2260

Saccharomyces cerevisiae: S. cerevisiae. W303-1A strain (MATa leu2-3, 112 ura3-
1 trp1-1 his3-11, 15 ade2-1)

Arabidopsis thaliana: A. thaliana, ecotipo Columbia

Linea Mutante SALK 095248 por insercion de ADN-T; Con fondo genético Col-0,
del SALK Institute (La Joya EE.UU. )

6.2 Plasmidos

pYES2.1 TOPO® (Invitrogen No. K415001) TA Expression Kit., (Figura 3).
Contiene promotor Gal-1, promotor T-7, sitio de clonacién TOPQO®, epitope V5,
Terminador CYC1, Origen pUC, gen de resistencia a ampicilina, Gen URA-3,

origen 2p y un origen 1.
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Figura 3. Mapa fisico del vector pYES2.1/V5-His-TOPO®
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pCR®8&GWTOPO® TA Cloning Kit. (Invitrogen No. K250020) : (Figura 4)
Contiene sitios attL para recombinaciéon en diferentes vectores destino tipo

Gateway, gen de resistencia a Spectinomicina y 1 origen de replicacion.

pCR’ 8/GW/TOPO’
2817 bp

op

Figura 4. Mapa fisico del vector pCR/8/GW/TOPO®

pMDC32 Gateway TM Compatible Plant Transformation Vector: (Figura 5)
Proviene del vector pCambia, contiene: Secuencias de recombinacion attR1 y
AttR2, Casete de resistencia a Kanamicina en bacterias, Casete de resistencia a
Higromicina B, Promotor de expresion35S 2X CaMV, Terminador nosT, borde

derecho e izquierdo para recombinacion.

A 2x 358 ccdB

pn;IDCSZ cassette C1  [rg] nos T Hyg"
Figura 5. Mapa fisico del vector pMDC32 (tomado de Curtis y Grossniklaus,
2003).
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6.3 Métodos

6.3.1 Métodos bioinformaticos

A partir de la secuencia de OpsLTP1 que fué proporcionada por el Laboratorio de
Biologia Molecular de Plantas y Hongos del Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnologica (IPICYT), se realizé analisis de ldentidad con el algoritmo
Blastn, Protein utilizando la pagina de SALK Institute Genomic Analisysis

Laboratory (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress) para conocer las posibles

secuencias de genes ortdlogos en A. thaliana. Posteriormente se realiz6 un
alineamiento multiple para conocer con cual de las secuencias compartia mayor
identidad, utilizando la pagina del Instituto europeo de Bioinformatica EMBL-EBI (

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msal/tcoffee/). Para conocer los regimenes de expresion

bajo diferentes condiciones de estrés abiotico, de la secuencia que mostré mayor
identidad se consultd la pagina de AtGenExpress Visualization Tool (AVT)

(http://isp.weigelworld.org/expviz/expviz.jsp). Para identificar en que tejido y estado

fenoldgico de la planta se presentan los mayores valores de expresion se utilizo la
herramienta BAR (por sus siglas en inglés: The Bio-array Resourse for Plant

Biology) de la Universidad de Toronto (http://bar.utoronto.ca/welcome.htm). Se

obtuvo la secuencia correspondiente a 2000 nucleétidos corriente abajo del gen
del probable gen ortélogo de A. thaliana, en la pagina Phytozome

(http://www.phytozome.net/). Se realizé6 un analisis bioinfarmatico de los 2000

nucleodtidos corriente abajo correspondiente a la regidon regulatoria del probable
gen ortdlogo de A. thaliana en la pagina Cis-Actin Regulatory Elements PLANT
(CARE) (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/).
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6.3.2 Cultivo de S. cerevisiae

Las levaduras sin transformar se crecieron en medio YPD (1% extracto de
levadura, 2% de peptona y 2% de dextrosa) en el caso de medios solidos se
agrego 1.5% de agar.

Las levaduras se crecieron en medio YNB, medio minimo SD (0.67% de medio
YNB, sin aminoacidos 2% de glucosa y 2% de Sacarosa). Los aminoacidos
(Leucina, Histidina y Triptéfano) y la base nitrogenada (Adenina) se emplearon
para suplir las auxotrofias de la cepa W303-1A, de esta manera se llevo a cabo la
seleccién Ura* en el medio deficiente de uracilo. La concentracién de antibiético
usado fue 100 mg/ml de Ampicilina. (Como lo indica el proveedor pYES2.1
TOPO® TA Expression Kit).

6.3.3 Cultivo de E. coli
El crecimiento se realiz6 en medio de cultivo Luria Bertani (LB) liquido a 37°C, 150
rpm, y su crecimiento se monitoreo realizando mediciones de su densidad 6ptica a

550 nm, para los cultivos sélidos se utilizo LB con 1.5% de agar.

Las concentraciones de los antibidticos usados en cada caso fueron: 100 mg/ml
Ampicilina, 100mg/ml espectinomicina y 50mg/ml Kanamicina (Sambrook y
Russell, 2001).

6.3.4 Cultivo de A. tumefaciens GV2260

Estas bacterias fueron crecidas en medio LB Liquido a 28°C, 150 rpm, el
crecimiento fue monitoreado realizando mediciones de su densidad optica a 550
nm. Para los cultivos sélidos se utilizo LB/1.5% de agar, para aquellas lineas que
fueron transformadas el medio fue suplementado con: 100mg/ml de

Kanamicina/50 mg/ml de rifampicina/50 mg/ml de Kanamicina.
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6.3.5 Cultivo in vitro de A. thaliana

Para el cultivo in vitro, las semillas de A. thaliana se desinfectaron en etanol al
75% se agitaron por 2 minutos, se centrifugaron a 2000 rpm por 2 min y se retiro el
sobrenadante. Posteriormente se agregd 1 ml de solucién de lavado (40% cloro,
0.02% Triton esteril), se agitaron por 15 min constantemente se centrifugaron y se
retir6 el sobrenadante. Luego, se realizaron 7 lavados con 1 ml agua destilada
estéril agitando por 10 min constantemente, se centrifugd y se retir6 el
sobrenadante. Finalmente, se guardaron las semillas a 4°C por 2 a 3 dias en
obscuridad (para sincronizar la germinacion). Para la germinacion de semillas de
A. thaliana se utilizaron placas con medio MS al 50%, agar al 1.5% y 1.5% de
agarosa, se acomodaron semillas a una distancia aproximada de 0.5 cm. Las
placas conteniendo las semillas, se transfirieron a la camara bioclimatica con
fotoperiodo de 16/8 h a 25+2 °C y 55/75 + 5 % HR (dia/noche) con una intensidad
de luz (80 ymol m-2.s-1).

6.3.6 Cultivo de A. thaliana en sustrato sélido

Las plantulas se trasplantaron una vez que presentaron sus primeras hojas
verdaderas (aproximadamente de 10 a 15 dias). Se transfirieron a tierra (Sun
Shine 50%, perlita expandida 25% y vermiculita 25%) utilizando pinzas de
diseccién. Las macetas se cubrieron con una bolsa de plastico para evitar la
deshidratacion. Se retird la bolsa después de una semana. Las plantas se regaron
cada tercer dia (alternando un riego con agua destilada y el siguiente con agua

enriquecida con fertilizante Peters).
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6.3.7 Clonacion en el vector pYES2.1

Se realizé bajo los parametros que marca el proveedor utilizando: 3 yl de producto
de PCR fresco, se adiciond 1 pl de solucion salina diluida, 1ul de agua estéril y 1pl
de vector pYES2.1 TOPO®. Luego se mezcld suavemente la reaccion y se incubd

por 30 min a temperatura ambiente. Se almacend a -20 °C para usos posteriores..

6.3.8 Clonacion en el Vector pCR8GW TOPO TA Cloning

Se realiz6 mediante los lineamientos que marca el producto PCR®8/GW/TOPQ®
TA Cloning® Kit, y que a continuacion se describe: En un tubo Eppendorf de 0.6 ml
se adicionaron 3 pl de un producto fresco de PCR, 1 ul de solucién salina diluida,
1.5 upl de agua milli Q y finalmente se agregd 0.5 ul de vector; se mezcld
suavemente la solucion y se dejo incubando durante toda la noche a temperatura

ambiente. Para los posteriores usos la reaccion se almacen¢ a -20 °C.

6.3.9 Recombinacion

Las construcciones genéticas para la modificacidon genética de plantas se
realizaron bajo la plataforma Gateway, esta aprovecha las propiedades de
recombinacién especifica del bacteriéfago lambda el cual reconoce los sitios
especificos, por lo que a partir de un vector de entrada (pCR8GW® TOPO TA®
Cloning INVITROGEN) fue necesario realizar recombinacion por medio de la
enzima LR. La enzima BP clonasa recombina los sitios att B con los sitios att P y
la enzima LR clonasa recombina los sitios att L con los sitios att R. esta reaccion
se realizd bajo el protocolo que recomendado por: Gateway® LR Clonase® Il

Enzime Mix. INVITROGEN. Que a continuaciéon se describe:

La reaccidon se realiz6 en tubo Eppendorf de 1.5 ml en el que se agregaron
aproximadamente 150 ng de la construccion pCR8GW::OpsLTP1, mas 150 ng del

vector destino y se llevd a un volumen total de 8 ul con buffer TE. Posteriormente
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se agregaron 2 ul de la enzima LR clonasa I, se agité con vortex a baja velocidad
y la reaccion se dejo incubando tola noche a temperatura ambiente. Para terminar
la reaccidn se agrego 1 ul de proteinasa K y se incubd a 37 °C por 10 min para

inactivar las enzimas de recombinacion.

6.3.10 Transformacion

6.3.10.1 Preparacion de células electrocompetentes de E.coli

Una colonia aislada de E. coli de la cepa TOP 10 se inoculé en 5 ml de medio LB,
se dejo crecer toda la noche a 37°C y 150 rpm. Posteriormente se inocularon 500
ml de medio LB con 2.5 ml del medio anterior y se incubaron a 300 rpm 37°C
hasta una ODeoo~0.5 a 0.6. Las células se enfriaron en hielo por 10 a 15 min y se
transfirieron a tubos de centrifuga previamente enfriados. A continuacion los
cultivos se centrifugaron por 20 min a 4200 rpm y 2°C, se desechd el
sobrenadante y se resuspendié la pastilla en 5 ml de agua destilada estéril y fria.
Se afiadieron 500 ml de agua fria y se centrifugaron las células nuevamente con
las condiciones antes mencionadas. Se realizé un segundo lavado. Se desechd el
sobrenadante y se resuspendié la pastilla en 40 ml de glicerol frio al 10%. Luego,
se centrifugé por 10 min. a 4200 rpm y 2 °C. Por ultimo se estimé el volumen del
botdn celular y se resuspendiéo en el mismo volumen de glicerol al 10%. Se
repartieron alicuotas de 50 ul en tubos eppendorf estériles previamente enfriados
en un block y se almacenaron a -80 °C hasta su posterior uso (Sambrook y
Russell, 2001)
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6.3.10.2 Transformacion de E.coli

Se descongelé un vial de células electrocompetentes (50 pl) en hielo y la
suspension de células se transfirid a una cubeta de electroporacién de 0.2 cm
previamente enfriada. Se agregaron entre 10 y 20 ng de ADN en un volumen no
mayor de 2 ul, se incubd la mezcla por 5 min en hielo, y se electropord a 25uF de
capacitancia, 2.5 kV y 200 ohm de resistencia, por 5 s. Inmediatamente después
se les adicioné medio LB a temperatura ambiente y se llevd a incubacion por 1 h a
37 °C a 150 rpm. Por ultimo se sembro por dispersion en placas de agar LB con el

respectivo antibidtico de seleccion para las colonias transformadas.

6.3.10.3 Preparacion de células competentes de S. cereviciae

Para la preparacion de S. cereviciae competentes se siguieron las
especificaciones del Kit S. ¢c. EasyComp™ Transformation Kit, (Invitrogen™ Life
technologies): Se utilizé una colonia aislada de S. cereviciae que fue inoculada en
medio YPD y crecida toda la noche a 28°C a 250 rpm. Se determin6 la ODsoo del
cultivo el cual se debe de encontrar a una densidad optica de entre 3.0 y 5.0.
Posteriormente se diluyeron las células del cultivo a una densidad optica de 0.2 a
0.4 ODsoo en un volumen de 10 ml de medio YPD y se crecieron las células a 28°C
a 250 rpm hasta alcanzar una densidad o6ptica de 0.6 a 1.0 (aproximadamente
entre 3 y 6 horas). Luego se centrifugaron a 1500 rpm por 5 min a temperatura
ambiente y se deseché el sobrenadante. Se resuspendi6 la pastilla celular en 10
ml de solucion | (Solucion de lavado), se centrifugé a 1500 rpm a temperatura
ambiente y se desecho el sobrenadante. Se resuspendié la pastilla celular en 1 ml
de solucion 1l (Solucién Catidnica de litio para hacer células competentes). Por
ultimo las células competentes se distribuyeron en alicuotas de 50 ul en tubos

Eppendorff para ser almacenadas a -80 °C hasta su posterior uso.
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6.3.10.4 Transformacion de S. cereviciae

La transformacién de levaduras se realizd bajo los parametros del Kit S. c.
EasyComp™ Transformation Kit, descrito por el proveedor, Invitrogen™ Life
technologies. En este caso se descongelaron 50 pl de células competentes, se
agregaron 5 ug del ADN plasmidico y se agregaron 500 ul de solucién Il (solucion
de transformacion). Luego se mezclaron con las células y se agitaron
vigorosamente en vortex. A continuacion se incubo6 la reaccion de transformacion
a 30°C por 1 h en bano de agua. Posteriormente la reaccidn se mezcld
vigorosamente en vortex cada 15 min. Por ultimo, la solucion de células se inoculd

por dispersion en placas con medio LB y 100ug/ml de Ampicilina.

6.3.10.5 Preparacion de Células Electrocompetentes de A. tumefaciens (Tomado
de Lin, 1995 y Main et al, 1995)

Se inocularon 1.5 L de medio extracto de levadura manitol (YM) en un matraz
Fembach con una alicuota de un cultivo de A. tumefaciens en fase logaritmica de
crecimiento. Se incubaron a 30 °C con agitacién (300 rpm) toda la noche hasta
tener una densidad 5 - 10 x 107 células/ml que equivale a una ODnm 0.5 - 0.7. Se
decantaron las células en botes de 500 ml y se centrifugaron a 3000 x g por 10
min a 4 °C, después cuidadosamente se tir6 el sobrenadante y se pusieron los
botes de centrifuga con la pastilla celular en hielo. Se agregaron 50 ml de glicerol
al 10% frio y estéril (en agua milliQ) a cada uno de los botes, se agitd con vortex
para resuspender la pastilla celular y se llevé a un volumen de 500 ml cada uno de
los botes con la solucioén de glicerol frio y estéril al 10%. Se centrifugd a 3000 x g
por 10 min a 4 °C, se removi6 el sobrenadante, se resuspendié y lavé como en el
paso anterior. Cada una de las pastillas celulares se resuspendié en 5 ml de la
solucion fria y estéril de glicerol al 10%. Luego se transfirio a tubos de Oakridge de
30 ml frios, se centrifugd a 3000 x g por 5 minutos a 4 °C y se removio el
sobrenadante. La pastilla celular se resuspendié en una solucién estéril y fria de
sorbitol 1 M (Lin, 1995), o también se utilizé glicerol al 10% (Main et al, 1995). Con
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ello se obtuvieron aproximadamente 1.5 ml de células enconcentracion
aproximada de 5 x 10" células/ml. Se hicieron alicuotas de 50 pl en tubos para
microcentrifuga estériles de 1.5 ml y se congelaron en un bafio de isopropanol en

hielo seco para almacenarse a -70 °C.

6.3.10.6 Electroporacion de A. tumefaciens (Modificado de Main et al.,, 1995 y
Shaw, 1995)

Se descongelaron células electrocompetentes de A. tumefaciens (cepa LBA 4404)
en hielo. Se electroporaron las bacterias con las siguientes condiciones: 25 pF, 2.5
kV 'y 200Q. Se usaron 2 pl de ADN plasmidico (miniprep) para 50 ml de bacterias,
se mezcldé cuidadosamente y se transfiri6 a una cubeta para electroporacion
previamente enfriada. Se secaron los extremos y se colocé la cubeta en el
electroporador para dar un pulso eléctrico. Inmediatamente se agregé 1 ml de
medio SOC (Invitrogen) a temperatura ambiente y se Incubaron las bacterias de 2
a 3 horas a 30 °C a 300 rpm. Finalmente se plaquearon alicuotas de las células
electroporadas en placas de YM con los antibidticos adecuados (Rifampicina 50

mg/ml y Kanamicina 50 mg/ml) y se incubaron a 48 h a 30 °C.

6.3.10.7 Transformacion de A. thaliana mediante A. tumefaciens

Se realizé el método de transformaciéon mediado por A. tumefaciens utilizando la
técnica de Inmersion floral, descrito por Zhang et al. (2006). Se esterilizaron y
colocaron semillas en medio MS y a continuacion las semillas se estratificaron
manteniéndolas en obscuridad por 2 dias a 4°C. Para la germinacion, las semillas
se mantuvieron en condiciones de dias largos (16 h luz/8 h obscuridad a 25°C) por
dos semanas y después se transfirieron (16 semillas por maceta) a suelo humedo
(Vermiculita: perlita: Sun Shine 1:1:3) con fertilizante Peters (9 N :45 P :15 S).
Estas plantas fueron crecidas en camaras bioclimaticas en condiciones de dias

largos para inducir la floracion por 3 a 4 semanas. Una vez desarrolladas las
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inflorescencias, se retiraron las flores maduras y silicuas, dejando exclusivamente

yemas florales.

Por otra parte, la preparacion de las cepas de A. tumefaciens que contenian el gen
de interés en el vector binario se incubaron en 5 ml de medio LB por 2 dias a
28°C. A partir de éste cultivo se inocularon 500 ml de medio LB/ 50ug/ml
Rifampicina/ 50ug/ml Kanamicina/ 100ug/ml de Ampicilina. Se crecio el cultivo de
16 a 18 h a 28°C y se detuvo el crecimiento cuando la ODeoo era de~1.5 a 2.0, es
decir cuando se encontraba en la fase estacionaria. Las células se cosecharon a
temperatura ambiente por centrifugacién 4,000 g por 10 min. y se resuspendieron
en un volumen similar de medio MS y sacarosa al 5%. Se le adicion6 0.02% de
Silwet L-77 e inmediatamente se realiz6é la inmersion florar de las plantas por 7
segundos con agitacion gentil. Rapidamente se retiraron de la solucién y todas
aquellas infloresencias que no presentaron una pelicula de la solucion en la
superficie se humedecieron de manera individual con una pipeta. Posteriormente,
las plantas se cubrieron para evitar la deshidratacion y mantener una alta
humedad y se colocaron de manera horizontal en obscuridad durante 48 h.
Después de 7 dias de la primera inmersion las plantas fueron sumergidas en la
solucién conteniendo el A. tumefaciens durante 10 s como se describid
anteriormente. Finalmente las plantas se crecieron en camara bioclimatica por 1
mes para obtener silicuas maduras (de color café) y se cosecharon para

seleccionar organismos transformados.

6.3.11Tamizaje de semillas transformadas

Para la seleccion de semillas transformadas primeramente se realizd la
desinfeccion de semillas como se indica en el apartado de “Cultivo in vitro de A.
thaliana”, posteriormente las semillas se sincronizan por un plazo de 2 dias a 4°C.
Posteriormente en placas, con medio MS al 50%/ 1.5% agar/ 1.5% de sacarosa/50

pg/ml higromicina B, se acomodaron semillas a una distancia aproximada de 0.5
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cm. Las placas conteniendo las semillas se transfirieron a la camara bioclimatica
con fotoperiodo de 16/8 h a 25+2 °C y 55/75 + 5 % HR (dia/noche) con una
intensidad de luz (80 pmol m-2.s-1) por 7 dias. A continuacion se transfirieron a
tierra (Sun Shine 50%, perlita expandida 25% y vermiculita 25%) utilizando pinzas
de diseccion. Las macetas se cubrieron con una bolsa de plastico para evitar la
deshidratacion. Se retird la bolsa después de una semana. Las plantas se regaron
cada tercer dia (alternando un riego con agua destilada y el siguiente con agua
enriquecida con fertilizante Peters) hasta la obtencion de semillas maduras (2-3

meses).

La evaluacion de la expresion del gen de OpsLTP1 en A. thaliana se hizo por PCR
cuantitativa (qPCR) utilizando 1 ul de cDNA proveniente de una reaccién con 1 ug
de RNA total y el reactivo SsoFastEvaGreen (Bio-Rad). EI cDNA se preparo
utilizando RNA total extraido de 6 plantas provenientes de 3 lineas diferentes de
“‘Over OpsLTP1”. Se utilizd6 la transcriptasa reversa IMPROM Il (Promega)
siguiendo las especificaciones del proveedor. La reaccién de qPCR se llevé a
cabo en un termociclador (Rotor-Gene 6200-HRM, Corbett-Research) bajo las
siguientes condiciones: Incubacion inicial a 95°C por 2 min, seguido de 40 ciclos
de 94°C por 10 s, 60°C por 20 s 'y 72°C por 30 s. La fluorescencia se ley6 al final
de cada ciclo a los 72°C. Se realizé una extension final de 5 min a 72 °C y se
realizé una curva de desnaturalizacion para confirmar la identidad de los productos
formados (70-90°C). La reaccién se realiz6 por duplicado y los resultados se
normalizaron con el factor de elongacién (EF1) de A. thaliana tomados de Lilly et
al. (2011) y cuyas secuencias son: At5g60390EF1F (5"-CAC CAC TGG AGG TTT
TGA GG-37) y At5g60390 EF1 R (5°- TGG AGT ATT TGG GGG TGG T-3). Los
resultados se analizaron con 2°A(ACY y se expresaron en unidades relativas de
MRNA de la proteina transportadora de lipidos (OpsPT1L)/EF1. Los primers
utilizados para cuantificar la PTL fueron: OpsLTP1qgPCRfor (5- CCT CGG CCG
ATC GGA AAA C- 3') y OpsLTP1gPCRrev (5-GAC CTG GAA TAG TAC CAG
CAG-3’)
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6.3.12 Extraccion de ADN plasmidico por el Método de Lisis Alcalina (Modificado
de Sambrook y Russell, 2001)

Se tomaron 1.5 ml del cultivo bacteriano transformado con el plasmido de interés y
se centrifugd 5 minutos a 12 000 x g a temperatura ambiente. Se removié el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 250 pl de solucién | (50 mM glucosa/
25 mM Tris-Cl (pH 8)/ 10 mM EDTA (pH 8)). Se agregaron 250 ml de la solucioén Ii
(0.2 N NaOH/ 1% SDS (p/v)) y se incubd de 4 a 10 minutos hasta que la solucion
se tornd de transparente a clara. Se anadieron 250 ul de solucién Il (para 100 ml:
60 ml de 5 M de acetato de potasio/ 11.5 ml de Acido acético glacial/ 28.5 ml
agua) fria (4 °C) y se incubo en hielo de 10 a 15 minutos. Se centrifugdé 10 minutos
a 12 000 x g a temperatura ambiente y se transfirié el sobrenadante a un tubo
limpio para agregar 700 ul de isopropanol. EI ADN se precipité a -80 °C por una
hora y se centrifugd 10 minutos a 12 000 xg a temperatura ambiente. Se removié
el sobrenadante y se lavd el pellet 2 veces con 300 ul de etanol al 70%. Se
centrifugd 2 minutos a 12 000 x g a temperatura ambiente y se removio el etanol
por decantaciéon teniendo cuidado de no perder el ADN presipitado. Se seco al
vacio y se resuspendié en 50 pl de TE. Para los plasmidos que fueron mandados
a secuenciar, se purificaron mediante el siguiente procedimiento: Una vez
resuspendido el ADN plasmidico en SE TE llevd a un volumen de 200 ul con H20
destilada estéril y se colocé en un tubo para microcentrifuga de 1.5 ml. Se agregé
un volumen equivalente de solucion de Sevag (Cloroformo: Alcohol isoamilico,
24:1) y se mezclé suavemente en el vortex hasta formar una emulsiéon opaca.
Luego se centrifugd a 12 000 x g durante 7 minutos, se tomo la fase acuosa con el
ADN plasmidico y se transfirio a un tubo de 1.5 ml. Se repiti6 el lavado con
solucion Sevag. Se agregé un volumen equivalente de isopropanol y se
prepecipitd a -80 °C por una hora o a -20 °C toda la noche. Se removio el
sobrenadante y se lavo el boton celular con 300 pl de etanol al 70%.

Posteriormente, se centrifugd 2 minutos a 12 000 x g a temperatura ambiente y se
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removio el etanol por decantacion teniendo cuidado de no perder la pastilla celular.
Se repitié el lavado con etanol como en el paso anterior, se seco la pastilla a

temperatura ambiente y resuspendio en 30 pl H20 milli Q.

6.3.13 Aislamiento de ADN gendmico

El aislamiento de ADN de plantas se realizd bajo el protocolo descrito por Weigel y
Glazebrook (2002) donde 100 mg de tejido fresco de planta fueron colocados en
tubos Eppendorf de 1.5 ml y congelados en N2 liquido. Se adicionaron 100 ul de
perlas de vidrio lavadas en acido de 400-600 ym (Sigma cat. G8772-100G) y se
homogenizaron durante 40 s a maxima velocidad en Fast Prep (Termo Savant Bio
101, FP 120). Inmediatamente se agregaron 300 ul de Buffer de extraccion CTAB
2X (2% (w/V) CTAB, 1.4M NaCl, 100mM Tris HCI pH 8.0, 20mM EDTA, ajustado a
pH 8), se mezclé bien y se incubd a 65°C de 10 min a 30 min. Posteriormente se
dejo enfriar a temperatura ambiente y se agregaron 300 ul de cloroformo. Se
mezclo por agitacion en vortex y centrifugé por 5 min a 13000 rpm. Se transfirid la
fase acuosa a un tubo limpio y se adicionaron 300 pl de de isopropanol. Se dejo
reposar por 15 min en hielo y se centrifugaron los tubos a 13000 rpm por 10 min.
Se retird el sobrenadante y se lavo la pastilla con 700 pl de etanol al 70%. Los
tubos se agitaron hasta despegar la pastilla del fondo del tubo, se centrifugaron a
13000 rpm por 5 min y por ultimo se descarté el sobrenadante. EI ADN se dejo

secar para evaporar el etanol y se resuspendié la pastilla en 50 pl de agua milli Q.
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6.3.14 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para las PCRs de rutina, (para diagndstico se utilizd) Taqg. Polimerasa GoTaq®

DNA polimerase (Promega No. M3005). Todos las PCRs se realizaron en mezclas

de reaccién de 25 pl con los siguientes componentes:

2.5

0.5

0.7

0.5

0.5

1.0

0.5

Ml
Ml
Ml
Ml
Ml
Ml

Ml

Buffer 10X. (200 mM Tris-HCI(pH 8)/500 mM KCI)
Mezcla de dNTP (10 mM)

MgClz2 (50 mM)

Primer Forward (10 pm)

Primer Reverse (10 um)

Templado

DNA polimerasa.

Y se utilizé el siguiente programa:

35 Ciclos

5 min. . 1 min.

°C

72°C = 72°C

40 segE 7 min.

30 seg.
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Para la amplificacion de los productos para clonacion se utilizé la enzima
Phushion®, High-Fidelity PCR Master Mix (Finnzymes No. F-530S) bajo las

recomendaciones de la casa comercial. Con la siguiente mezcla de reaccién de 25

ul:

12.5 2X Phusion® Master Mix (0.04 U/ul Phusion ADN
Polimerase/ 2X Phusion® HF buffer/ 400 uM de mezcla .
de dNTP’s/ DMSO).

0.5 Primer Forward (10 uM)
0.5 ul Primer Reverse (10 uM)
X I ADN templado (200 ng)

Volumen final de 25 pli Agua milli Q.

Y se utilizo el siguiente programa:

35 Ciclos

A
' I

98°C 1 98°C :
72°C = 72°C

30 seg.E 5 seg.

15 segs 7 min.

20 seg.



35

6.3.15 Electroforesis

Para la visualizacion de acidos nucleicos (productos de PCR) se prepararon geles
de agarosa al 1% en buffer TAE (40 mM Tris-Acetato/ 1mM EDTA). Los productos
de PCR se corrieron en camaras de electroforesis horizontales por 1 h a 70 volts.
Los geles se tifieron con Bromuro de etidio (0.5 pg/ml) (Sambrook y Russell, 2001)

y se observo en un fotodocumentador (BioDoc.It™ Imaging System UVP).

6.3.16 Estrés salino en levaduras

Las levaduras transformadas pYES2.1-OpsLTP-W303 y pYES2.1-W303 fueron
cultivadas a partir de una colonia aislada en medio SD-URA (medio YNB 0.67% +
2% de glucosa + 2% sacarosa + 0.01% Adenina, + 0.01% de Triptofano + 0.01%
Leucina + 0.005% Histidina) a 30°C a 150 rpm. De este cultivo se cosecharon las
células y se lavaron con agua desionizada para posteriormente resuspenderse en
40 ML de medio SD-URA de tal manera que se obtuviera una OD 600 nm de 0.5+
0.1 inicial. El cultivo se creci6é en matraces Erlenmeyer de 250 ml. Las condiciones
del cultivo fueron a 30°C, 150 rpm y se realizaron muestreos cada 8 h por un lapso
de 40 h. las mediciones se realizaron en un espectrofotometro Beckman DU 600.
Se realizaron cultivos control donde el medio SD-URA y se le adicion6 ampicilina a
una concentracién final de 100 pg/ml. Los cultivos con tratamiento que contenian
medio SD-URA suplementado con 1.5M de NaCl y 100 pg/ml de Ampicilina. En
cada medio de cultivo se crecieron por separado cada una de las lineas de
levaduras y se realizd por quintuplicado para su posterior analisis estadistico.
Metodologia basada y modificada de Yu et al. (2005).
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6.3.17 Estrés térmico a -20°C en levaduras

Para la prueba de estrés por congelacion en las lineas de S. cereviciae W303-1A
transformadas a las que se les denomindé pYES2.1-OpsLTP-W303 y pYES2.1-
W303, se crecieron colonias aisladas de cada linea en medio SD-URA (medio
YNB 0.67% + 2% de glucosa + 2% sacarosa + 0.01% Adenina, + 0.01% de
Triptofano + 0.01% Leucina + 0.005% Histidina). De este cultivo se cosecharon
por centrifugacion y se lavaron con agua desionizada. La aplicacion del estrés se
realizd de acuerdo a lo descrito por Yu et al. (2005) y a continuacion se describe:
en tubos Eppendorf 1.5 ml se colocaron 400 pl de células a una OD600 = 0.5 y
fueron almacenadas en un recipiente con etanol a -20 °C por 48 h. Posteriormente
las células se descongelaron, fueron inoculadas en 40 ml de medio SD-URA y se
crecieron en matraces Erlenmeyer de 250 ml en condiciones normales, a 30°C,
150 rpm. Se realizaron muestreos cada 8 h por un lapso de 40 h. Las mediciones
se realizaron en un espectrofotometro Beckman DU 600. Se realizaron cultivos
control donde se inocularon cultivos los cuales no llevaron el tratamiento de
congelamiento en medio SD-URA, adicionado Ampicilina a una concentracién final
de 100 ug/ml y cultivos con tratamiento (-20°C) que contenian medio SD-URA
suplementado 100 ug/ml de ampicilina, en cada medio de cultivo se crecieron por
separado cada una de las lineas de levaduras y se realizé por quintuplicado para

su posterior analisis estadistico.

6.3.18 Estrés alcalino en levaduras

Para los tratamientos de estrés alcalino en las lineas transformadas pYES2.1-
OpsLTP-W303 y pYES2.1-W303, se crecieron colonias aisladas de cada linea en
medio SD-URA (medio YNB 0.67% + 2% de glucosa + 2% sacarosa + 0.01%
Adenina, + 0.01% de Triptofano + 0.01% Leucina + 0.005% Histidina) a 30°C a
150 rpm. De éste cultivo se cosecharon las células por centrifugacion y se lavaron
con agua desionizada para posteriormente resuspenderse en 40 ml de medio
YPDGR (medio YP + 1.94% galactosa + 0.06% dextrosa y 1% de rafinosa) de tal
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manera que se obtuviera una OD 600 nm de 0.3% 0.05 inicial. El cultivo fue crecido
en matraces Erlenmeyer de 250 ml. Las condiciones del cultivo fueron a 30°C, 150
rom y se realizaron muestreos cada 8 h por un lapso de 40 h. Las mediciones se
realizaron en un espectrofotdmetro Beckman DU 600. Se utilizaron cultivos control
donde al medio YPDGR se le adiciond Ampicilina a una concentracion final de 100
ug/ml y cultivos con tratamiento que contenian medio YPDGR suplementado con
37 mM de Na2COs y 100 pyg/ml de ampicilina (pH de 8.6). En cada medio de
cultivo se crecieron por separado cada una de las lineas de levaduras y se realizd

por quintuplicado para su posterior analisis estadistico (Liu et al. 2006).

6.3.19 Estrés salino y Osmético en germinacion de A. thaliana.

Con la finalidad de determinar si la mutante insercional SALK 095248 y la sobre-
expresante OpsLTP1 (que para fines practicos en lo sucesivo se le llamara “Over-
OpsLTP1"), estas lineas otorgan fenotipos de tolerancia durante el estrés durante
el proceso de germinacién en condiciones de estrés. Los experimentos se hicieron
en medio MS solido con la adicién de 75, 100, 150 y 200 mM de NaCl para los
ensayos de estrés salino y por otra parte para los tratamientos de estrés osmotico
se prepararon cajas Petri con medio MS y estabilizadas con Polietilen glicol (PEG)
(peso molecular 8000 Marca SIGMA P5413) como lo describe Van Der Weele

(2000), que a continuacion se menciona:

A 10 ml de medio de cultivo preparado 24 h antes, se le agreg6 aproximadamente
10 ml de solucién de PEG en la parte superior del medio. Después de 24 horas de
estabilizacidén se desecho la solucion excedente de PEG. Durante el periodo de 24
h el PEG se difundié en medio con agar lo que disminuye su potencial hidrico ya
que se utilizaron 3 concentraciones diferentes de PEG y se obtuvieron los
siguientes potenciales osmoticos en el medio: -0.47, -0.57 y -1.06 MPa. Para los
ensayos de las lineas mutantes y para los ensayos de lineas sobre-expresantes

generaron -0.41, -0.83 y -1.15 MPa. A estos organismos se les estim6 el
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porcentaje de germinacion por 8 dias a partir de la primera semilla que mostro la
emergencia de la radicula. Se midié la longitud de la raiz mediante analisis de
imagen (Aplicacion de Procesamiento de Imagenes para la medicion de raices de
Arabidopsis thaliana) después de 15 dias de comenzar la germinacion. Se estimé
el porcentaje de organismos con cotiledones verdes después de 15 dias de

comenzar la germinacion.

6.3.20 Estrés salino y osmoético en plantulas de A. thaliana
Para la evaluacion las de plantas de A. thaliana se realizé el protocolo descrito por

Verslues et al. (2006) que a continuacién se describe:

Las semillas de A. thaliana linea Col-0, SALK, Over OpsLTP1 se desinfectaron y
se estratificaron como se indica en el apartado de “cultivo in vitro de A. thaliana”.
Posteriormente se sembraron y se dejaron crecer por 8 dias con las cajas Petri en
posicion vertical. A continuacidon con la ayuda de pinzas de diseccion se
transfirieron a cajas Petri que contenian Medio MS sdlido suplementado con 100,
150 y 200 mM de NaCl. Después de diez dias de crecimiento bajo condiciones de
estrés, las plantas fueron transferidas a sustrato (Sun shine, vermiculita, perlita
expandida 2:1:1) y crecidas en camara bioclimatica a 23-25 °C con 16/8 h
luz/noche. Después de 8 dias se examinaron para determinar el porcentaje de

plantas recuperadas.

6.3.21 Estrés térmico a -20°C en plantulas de A. thaliana

Se desinfectaron semillas de A. thaliana linea Col-0, SALK, Over OpsLTP1 y se
sembraron en medio MS 50%. Una vez que presentaron sus primeras hojas
cotiledonarias fueron transferidas a sustrato (Sun shine, vermiculita, perlita
expandida 2:1:1) y crecidas en camara bioclimatica a 23-25 °C con 16/8 h
luz/noche. Las plantas se regaron con agua adicionada con fertilizante (Peters 281
Plantula Iniciador) dos veces por semana, estas fueron crecidas hasta la edad de

un mes. Posteriormente se realizd el ensayo de congelamiento el cual consiste en:
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un proceso de aclimatacion de 12 h a 4°C. Posteriormente se le di6 el tratamiento
de 2 h a-20 °C. A continuacién se devolvieron a aclimatacion por 12 h a 4°C para
finalmente regresarlas a la camara bioclimatica a 23-25 °C con 16/8 h luz/noche.
Para la evaluacion de supervivencia se tomé como criterio el numero de
organismos que produjeron al menos una nueva hoja. Se les considero como

sobrevivientes después de 15 dias de recuperacion (Reyes et al., 2006).

6.3.22 Aplicacion de Procesamiento de Imagenes para la medicion de raices de
Arabidopsis thaliana

La medicion de la longitud de raiz en las muestras de Arabidopsis thaliana se
realiza comunmente mediante el uso de un vernier, sin embargo, dicho método
presenta ciertos inconvenientes como lo es la manipulacion mecanica de la raiz y
el error que se introduce al intentar concatenar la medicion de segmentos
subsecuentes para secciones no lineales. El uso de técnicas de procesamiento de
imagenes permite realizar dichas mediciones evitando los anteriores

inconvenientes. En la siguiente seccion se describe la metodologia empleada.

6.3.22.1 Adquisicion de la Imagen

Para obtener la imagen digital de las raices se empleo un escanner de hoja
completa marca (HP Scanjet G3110) con resolucion de 1200 dpi. Obteniendo
imagenes de 1447 x 1993 pixeles, con una resolucion de 300 x 300 ppp, en un
espacio de color sRGB con una resolucion en color de 24 Bits. El uso de un
escanner de hoja completa, a diferencia de una toma fotografica, proporciona una
iluminacion homogénea, constante, y evita la distorsion geomeétrica generada por
la lente objetivo de la camara, la cual se incrementa en proporcidén directa a la
distancia radial del centro de la imagen Como fondo de imagen se utilizdé una
tarjeta gris neutro para calibracion de balance de blancos y reflactancia Edmund

Scientific H58-609, lo que permite normalizar colores ante diversas condiciones de
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iluminaciéon. Con la finalidad de calibrar las mediciones se digitalizé con cada
imagen una regla graduada en centimetros. La Figura 6; muestra una imagen

tipica con esta configuracion.

Figura 6. Imagen de raices obtenida
mediante un escaner de hoja completa.
Noétese la tarjeta de calibracion, la
iluminacion homogénea, y que la regla
no presenta distorsion.

6.3.22.2 Andlisis de imagen

Se programé una aplicacion autoejecutable con una interface grafica de usuario
(GUI) para realizar las mediciones a partir de algoritmos implementados en Matlab
7.11.584 (R2010b). La interface grafica se muestra en la figura 7. Una vez cargada
una imagen, el programa permite efectuar una calibracion, para lo cual se
selecciona con el cursor dos puntos que representen una distancia lineal de un
centimetro auxiliados por la regla graduada. Las cordenadas de ambos puntos
permiten determinar la distancia entre ellos en pixeles determinada por la siguiente

formula:

d(a)=sart((x((a+1))-x(a))*2+(y((a+1))-y(a))"2);

donde “a” constituye el indice para el vector de coordenadas de los puntos

seleccionados, en este caso 2, y “d” la distancia euclidiana entre puntos.
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Una vez determinada la equivalencia en pixeles para una distancia de un
centimetro, se procede a medir la longitud de la raiz en cuestion, mediante la
seleccién de puntos sucesivos sobre su imagen. Esta técnica permite calcular
cualquier segmento curvo como una aproximacion lineal, que sera mas precisa
cuanto mayor sea el numero de puntos seleccionados. Las coordenadas de los
puntos seleccionados se almacenan vectorialmente y la longitud total de la raiz se

calcula como la suma de los segmentos que la componen.

Figura 7. Interface grafica de
usuario para medir la longitud
«=w de la raiz. En rojo la recta de
calibracion, en azul los
segmentos de recta que
=== permiten obtener la longitud de
la raiz, en este caso 8.07 cm.

(LTI

10

6.3.23 Analisis estadistico

Todos los datos son presentados como medias + error estandar. Previo a los
analisis estadisticos, los datos fueron sometidos a pruebas de bondad de ajuste,
incluyendo la prueba de normalidad, y el analisis de homogenidad de varianzas de
Barlett (Zar, 1999). Todos los datos que se expresan en porcentajes, al no cumplir
con los supuestos de normalidad y homocedasticidad, se procedié a realizar
transformacion arcoseno, In (Zar, 1999). Para detectar diferencias significativas
entre los tratamientos se aplicaron pruebas paramétricas de varianza de una via
(ANOVA) o t-Student, (Zar, 1999).
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion bioinformatica de LTP

Mediante el analisis de alineamiento multiple de secuencias de proteinas de LTPs
de diferentes especies de plantas, incluyendo la OpsLTP1, se logro identificar el
motivo estructural conservado: 2/3-C-8-C-12/15-CC-19-C-1-C-21/23-C-13-C4/8
(Figura 8), la presencia de un péptido sefial de 26 aminoacidos, que se direcciona
a la region extracelular (Figura 9). El filograma (Figura 10) muestra que la LTP de
Opuntia se agrupa con las secuencias de Nicotiana tabacum, Solanum chacoense

y Lycopersicon esculentum.

Sorghum --MAR---LAVAIAVVAAVVVVLAATTSEAAI SYARGQ-GFAPSA! 54
Zea --MARTQ-QLAVVATAVVALVLLAAATSEAAI SYARGQ-GSGPSA! 56
Oryza --MAR---AQLVLVALVAALLLAA-PHAAVAI TYARG--GAGPSA 52
Triticum --MAR---AQVMLMAVALVLMLAAVPRAAVAI SYVQG--GPGPSG 53
Hordeum --MARAAATQLVLVAMVAAMLLVA---TDAAI SYARGN-GAKPPV, 54
Nicotiana -—-MEITAGKIACFVVL--CMVVAAPC-AEA-I AYLRN--TG-PLG 50
Solanum -—-MEIVSKIACFVLL--CMVVVAPH-AEAAL PYLRN--TG-PLG 51
Lycopersicon -—-MEMFGK1ACFVVF--CMVVVAPH-AES-L PYLEG--RG-PLG 50
Opuntia -MASSAVVKLACAVFL--CMVVAAPY-AEAAI TFLKA--GGAPSA 54
Gerbera --MASMVMNVLCVAVA--CMVFSASY-ADA-1 GYLAA--GGPVPP 52
Helianthus --MAKMAMMVLCAGVT--CMVVGAPY-TEA-L SYLTK--GGAVPP 52
Prunuspersica MASSGQLLKLVCLVAVMCCMAVGGPK-AMAAV NYVAN--GGALNP 57
Gossypium MASS-MSLKLACVVVL--CMVVGAPL-AQGAV NYLRGSGAGAVPP 56
Brassicanapus ——-MAGLVKLSCLVLA--CMIVAGPIATNAAL GYLTQ-NGP-LPR 53
Brassicaoleracia -—-MAGLMKLACL IFA--CMIVAGP I TSNAAL GYLAQ-NAPAVPT 54
Arabidopsis -—-MAGVMKLACLLLA--CMIVAGPITSNAAL GYVLQ-GGV-IPP. 53
Cicer -—--MASMKVVCVAL IM-CI1VI--APMAESAI GYLQG--GPGPSA 51
Phaselus -——-MATLNSACVVAVL-CLVVLTAPTAHAAI PFLTK--GGAVPA 53
Prunusdulcis —-——-MAYSAMTKLALVV-ALCMVVSVPIAQAI PYVRG--GGAVPP. 53
Prunusavium -——-MAYSAMTKLALVV-ALCMVVSVPIAQAI PYVRG--GGAVPP. 53
Prunusdomestica = -———————— - | NYVKG--GGAVPP 27
Prunusarmeniaca = = - 1 GYVRG--GGAVPP. 27
Malus —-——-MASSAVTKLALVV-ALCMAVS--VAHAI GYVRS--GGAVPP 51
Daucus -—--MGVLRSSFVAMMVMYMVLATTPNAEAVL GYLRSQVNVPVPL 56
Pinus MAVKKMVEAVFVVGLVVTMMNVWGAVPVEGAI TYLIG-NAATPAA 59
Ricinus  —————= MKN IFFSVFFLLSFLLCLANVSEAAV] GFATG-KDSKPSS. 53
Allium —-—-MVRVVSLLAASTFILLIMIISSPYANSQNI YAYGLG---RAPIA 54
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Figura 8. Alineamiento multiple de secuencias de LTPs reportadas por Carvalho y
Gbémez, 2007. En rectangulos rojos se muestran las cisteinas involucradas en la
formacion de puentes disulfuro. los asteriscos (*) representan aminoacidos
conservados y los dos puntos (:) aminoacidos del mismo grupo.
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Péptido maduro

( 2 34 e 56 7 e N

MASSAVVKLACAVFLCMWAAPYAEAA ITCGAIAQNLAPC I TELKAGGAPSAACCABVKKEVSMATT SADRKTACGCEKQTAGT IPGLNYGNAAAL PGK CGSHPYPISPNTDCSKVN
N J S e J )
AN

Péptido sefial Puentes disulfuro

Figura 9. Caracteristicas generales del gen de OpsLTP1. Subrayado en amarillo
péptido sefal, con letras rojas residuos de cisteina, subrayado en gris
aminoacidos conservados, y con asteriscos pentapeptidos conservados.

Os‘treEncaHta: 0.22591 I

o abacum: 0.
Schacoense: 0.12550

‘ Lesculentum: 0.15572

Ghybrida: 0.23111

Hannuus: 0.15682

Ppersica: 0.22254

Ghirsutum: 0.16913

Bnapus: 0.08575

Boleracia: 0.09374

Athali: 0.14060

Carieti 0.20121
Puulgaris: 0.21258
Pdulcis: 0.00000
Pavium: 0.00000
Pdomestica: 0.03190

Parmeniaca: 0.02991
Md tica: 0.09592

Shicolor: 0.11229

Zmays: 0.10804
Osativa: 0.15731

Taestivum: 0.23063

Hvulgare: 0.25231
Ptaeda: 0.32258

Rcommunis: 0.39972
Acepa: 0.44511

Dcarota: 0.29309

Figura 10. Filograma realizado con secuencias de LTPs de plantas. (Cicer
arietinum, Phaselus vulgaris, Prunus dulcis, Prunus avium , Prunus domestica,
Malus domestica, Prunus armeniaca, Prunus persica, Gossypium hirsutum,
Gerbera hybrida, Nicotiana tabacum, Helianthus annuus, Solanum chacoense,
Lycopersicon esculentum, Brassica napus, Brassica oleracia var. italica,
Arabidopsis thaliana, Sorghum bicolor, Zea mays, Oryza sativa, Triticum
aestivum, Hordeum vulgare, Pinus taeda, Daucus carota, Ricinus communis,
Allium cepa (reportadas en Carvalho y Gémez, 2007). y Opuntia streptachanta)
Del lado derecho de cada nombre se muestra la distancia relativa entre las ramas
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El analisis de identidad de la secuencia de OpsLTP1 comparada con la base de
datos de A. thaliana del SALK Institute Genomic Analisis Laboratory mostro
identidad con 5 secuencias, 3 de ellas localizadas en el cromosoma 2 y otras 2 en

los cromosomas 5 y 3, todas correspondientes a LTPs (Tabla II).

Tabla Il. Ubicacion cromosdmica, coordenadas, y nombre de los genes de A.
thaliana con mayor identidad a la secuencia de OpsLTP1.

Cromosoma Coordenadas Gen Nombre de LTP
Chr5 W/23929024-23929395 At5g59320 AtLTP3
Chr 2 W/16128484-16128828 At2g38540 ALLTP2
Chr 2 W/16130421-16130762 At2g38530 AtLTP1
Chr3 C/19136308-191366033 At3g51590 AtLTP12
Chr 2 W/6518867-6519247 At2g15050 AtLTP7

Con la finalidad de identificar cual de las 5 secuencias de A. thaliana tiene mayor
identidad con OpsLTP1l se analizaron mediante un alineamiento multiple,
encontrando que AtLTP3 tiene mayor identidad (55%) (Figura 11a y b), 93% de

cobertura y un error de 2e23.

a)
AtLTP2 MAG--VMKLACLLL. IVAGP ITSNAALSCE&SVNSNLAACH GYVLQGGV IPPA--LCBG 56
AtLTP1 MAG--VMKLACMVL 1VAGP I TANALMSC®TVNGNLAGCHAYLTRGAPLTQG-— G 56
ALLTP7 MAG--LMKLGCLVF 1AAGP I TAKAALSCGEVNSNLKHCFGYLTNGG I TSPGPQ G 58
AtLTP12 MEG--LLKLSTLVI LVTAPMASEAAISCEAVTGSLG NYLTRGGFIPRG--LCBG 56
LTP_Os MASSTSFKLACALFLCHVVVAPH-AEAAITES I VVGKLRACLAYLKGGPAPPPE-— G 57
AtLTP3 MAFALRFFTCLVLTVCH VAS----VDAAISCETVAGSLARCRATYLSKGGLVPPS-— G 54
* - - -, * - - = --* *: * *
AtLTP2 VKNLNS TAKTTPDRQQACKC 1 QGAARALGSGLNAGRAAG IPKACGVNIPY--KISTSTNE | 114
AtLTP1 VTNLKNMASTTPDRQQACRCLQSAAKAVGPGLNTARAAGLPSACKVNIPY--KISASTNC | 114
AtLTP7 VRKLNGMVLTTLDRRQACRC I KNAARNVGPGLNADRAAG IPRREGIKIPYSTQIRFNT 118
AtLTP12 VQRLNSLARTTRDRQQACRC I1QGAARALGSRLNAGRAARLPGACRVRISY--PISARTNC| 114
LTP_Os VRQLNAMATTTPDRQTACECFKSAAASYS-GLNAKNAAALPGKEGVSIPY--PISMSVDE | 114
AtLTP7 VKTLNSMAKTTPDRQQACRCIQSTAKS1S-GLNPSLASGLPGKEGVSIPY--PISMSTNC 111
* *: - *x **: *::_:* - **_ *: :* - *_* *
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| OpsLTPne: 0.28677
Atl TP3: 0.18957
—

AtLTP12: 0.2B869

- AtLTP2: 0.16051
ALTP1: :0.2886
AtLTP7: 0.23538

Figura 11. Alineamiento multiple de 5 de LTPs de A. thaliana y O. streptachanta.
a) Alineamiento multiple de secuencias de 5 LTPs de A. thaliana En rectangulos
rojos se muestran las cisteinas involucradas en la formacién de puntes disulfuro
los asteriscos (*) representan aminoacidos conservados y los dos puntos (:)
aminoacidos del mismo grupo. b) Filograma del alineamiento de secuencias de 5
LTPs de A. thaliana. Del lado derecho de cada nombre se encuentra la distancia
relativa entre las ramas.

Al realizar la busqueda de los niveles de expresién de AtLTP3 en la base de datos
de micro-arreglos en la pagina de AtGenExpress Visualization Tool (AVT) se logro
observar que los patrones de expresion de AtLTP3 presentan un comportamiento
diferencial entre la parte aérea y la parte radicular ante diferentes tipos de estrés
(Figura 12). Bajo estrés por frio, osmatico, salinidad y sequia se observa una

mayor expresion en raiz y una menor expresion en parte la aérea.

1888 | pinenesod --> 247717_at ——

Figura 12. Diagrama donde se representa
los niveles de expresion del gen AtLTP3
bajo cuatro diferentes tratamientos: 4°C,
300 mM Manitol, 150 mM NaCl y Aire seco.
Los tiempos de exposicion al estrés fueron
de 30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h. para los tres
primeros tipos estrés, y 15 min para el
ultimo.

188

ia

intensity nean-nornalized
I

8,1

a.81 |

a.e81

control, aerial
control, root
cold, aerial I
cold, root I
oswotic, aerial I
oshotic, root
salt, aerial I
salt, root I
drought, aerial
drought, root
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La base de datos de micro-arreglos de la Universidad de Toronto mostré que el
gen AtLTP3 se expresa mayoritariamente en estadios tempranos de desarrollo de
las silicuas, primeros estadios de la germinacion, en sépalos, pétalos, carpelos y

pedicelo (Figura 13).

Arabidopsis eFP Browser at bar.utoronto.ca

5 med g/\(D Winter et al., 2007. PLoS One 2(8): e718
.,\ . § @ @

Figura 13. Expresion de AtLTP3 por tejido. En rojo los mayores niveles de
expresion, en amarillo los niveles mas bajos, tomado de Winter et al. (2007).

Se obtuvo la secuencia de 2000 pares de bases rio arriba (Anexo A.1.), del gen de
AtLTP3, a partir de la cual se obtuvieron los siguientes elementos regulatorios

mediante un analisis in silico (Tabla IlI).
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Tabla lll. Elementos de respuesta dentro de 2000 pares de bases rio arriba del

gen AtLTPS.

se::‘l:ér?ceias Caracteristicas del elemento

1 (ARE) Elemento Cis-actina regulado por la induccién por
anaerobiosis.

45 (CAAT-Box) Elemento Cis-actina comun de regiones promotoras y
potenciador.

1 (ERE) Elemento de respuesta a Etileno.

3 (SKN-1 motif) Elemento que regula la expresion en el endospermo.

1 (ABRE) Elemento Cis-actina involucrado en la respuesta a Acido
Abscisico.

1 (CGTCA Motif) Elemento Cis-actina involucrado en la respuesta a
Metil Jasmonato.

3 (HSE) Elemento Cis-actina involucrado en respuesta a estrés por
choque térmico.

3 (MBS) Sitio de union MYB envuelto en la induccidn por sequia.

(TC-rich repeats) Elemento Cis-actina envuelto en defensa y
respuesta a estrés.

(TCA-element) Elemento Cis-actina envuelto en respuesta a Acido
salicilico.

(TGACG-Motif) Elemento Cis-actina envuelto en respuesta a Metil
Jasmonato

Ademas se lograron identificar 24 elementos involucrados en respuestaalaluzy 4

elementos involucrados con el reloj circadiano.
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7.2 Evaluacion de levaduras W303-1A transformadas con la construccion
PYES2.1::OpsLTP1 en estrés salino y estrés alcalino.

Se obtuvieron dos clonas de levaduras que contienen la construccion
pPpYES2.1::0OpsLTP1. La construccién fue proporcionada por el Laboratorio de
Biologia Molecular de Plantas y Hongos del Instituto Potosino de Investigaciéon
Cientifica y Tecnoldgica. Se comprobd la direccidn correcta del inserto en el vector
mediante PCR utilizando los oligonucleodtidos, Gal1 forward (AAT ATA CCT CTA
TAC TTT AAC GTC) y OpsLTP1 reverse (TCC CTT GTC ATA TAG TCA TCC
GAT C) amplificando un fragmento de 472pb (Figura 14 a), y posteriormente se

transformaron células de Saccharomyces cerevisiae W303 (Figura 14 b).

Clona con vector

Clona #8, con

l Clona 8
l Clona 9

300 b

Clona #9, con

Figura 14. |dentificacion de levaduras con la construccion pYES2.1::OpsLTP1 . a)
Amplificacién por PCR para las clonas 8 y 9 con el Gen OpsLTP1. b) Colonias de
S. cerevisiae transformadas; en diluciones de izquierda a derecha, iniciando con
OD 600 igual a 0.5 y posteriores diluciones 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 y
1:100000 en medio SD-URA.

Los resultados obtenidos a partir de la curva de crecimiento de levaduras

transformadas con la construccion pYES2.1::0OpsLTP1 bajo estrés salino muestran
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un evidente efecto por NaCl. Los cultivos sin tratamiento de NaCl, presentaron
crecimiento de una ODsoo equivalente a 7.0144 y 6.8718 al termino de 40 h tanto
para la linea con vector vacio y la linea con la construccion pYES2.1::OpsLTP1,
respectivamente. Las levaduras que crecieron bajo el efecto del estrés por NaCl,
alcanzaron una ODeoo equivalente a 3.4202 y 3.4462 (vector vacio y construccién
pYES2.1::OpsLTP1 respectivamente). No se observaron diferencias significativas
en el crecimiento bajo estrés por NaCl de levaduras con el vector y levaduras con
la construccién pYES2.1::0OpsLTP1, excepto a las 16 h donde las levaduras con la
construccion pYES2.1::0psLTP1 presentaron una media de 1.10116 a una ODsoo,
mientras que las levaduras con el vector vacio presentaron una media de 0.8288 a
una ODesoo (Figura 15). Con respecto a la curva crecimiento de levaduras bajo
estrés idnico con Na2COs, se encontraron diferencias significativas a las 8 y 16 h
entre la linea que contenia el vector vacio y la linea con la construccion
pYES2.1::OpsLTP1 (Figura 16). También se observd un efecto a las 8, 16 y 40h
en los cultivos con tratamiento de Na2COs y los cultivos control. El estrés por
congelamiento no mostro diferencias significativas entre los cultivos que contienen
el vector vacio y los que contienen la construccion pYES2.1::OpsLTP1, sin
embargo, si se observé una disminucion en el crecimiento de las levaduras control

y las del tratamiento (Figura 17).
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Estrés Salino 1.5 M NaCl

—@— Control pYES2.1 *
7 4 —O— Control pYES2.1::OpsLTP1

—w— 1.5 M NaCl pYES2.1 *
—— 1.5 M NaCl, pYES2.1::0psLTP1

OD 600 nm

o

0 8 16 24 32 40
Tiempo (h)

Figura 15. Curva de crecimiento de levaduras bajo estrés salino (1.5 M NaCl).
Las figuras negras corresponden a controles, solo vector (pYES2.1) y figuras
blancas el vector pYES2.1::OpsLTPL1. Los triangulos corresponden al tratamiento
1.5 M de NaCl y los circulos a controles no estresados. P < 0.05 * =Diferencia
significativa entre tratamientos y a=Diferencia significativa entre levaduras con
vector vacio y levaduras con la construccién pYES2.1::OpsLTPL1.
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Estrés Alcalino 37 mM Na2COs3

16 -
—@— Control pYES2.1

14 4 —O— Control pYES2.1::0OpsLTP1

—w— 37 mM Na2CO3

12 4 —%— 37 mM Na2CO3 pYES2.1::0OpsLTP1

10 A

OD 600 nm

0 8 1I6 2I4 32 40
Tiempo (h)

Figura 16. Curva de crecimiento de levaduras bajo estrés alcalino (Na2COs 37
mM). Las figuras negras corresponden a controles, solo vector (pYES2.1) y
figuras blancas el vector pYES2.1::OpsLTP1. Los triangulos corresponden al
tratamiento 37 mM de Na2COsy los circulos a controles no estresados. P < 0.05
* =Diferencia significativa entre tratamientos y a=Diferencia significativa entre
levaduras con vector vacio y levaduras con la construccion pYES2.1::OpsLTP1.
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Congelamiento

—@&— Control pYES2.1

—O— Control pYES2.1::0psLTP1

—w— Congelamiento pYES2.1

—/A— Congelamiento pYES2.1::0psLTP1
*

Abs OD 600
w

0 10 20 30 40 50

Tiempo (h)

Figura 17. Curva de crecimiento de levaduras bajo estrés por congelamiento (-
20°C, 48 h).Las figuras negras corresponden a controles, solo vector (pYES2.1) y
figuras blancas el vector pYES2.1::0OpsLTP1. Los triangulos corresponden al
tratamiento de congelamiento (-20 °C) y los circulos a controles no estresados. P
< 0.05 * =Diferencia significativa entre tratamientos y a=Diferencia significativa
entre levaduras con vector vacio y levaduras con la construccion
pYES2.1::0psLTPL1.
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7.3 Seleccion y evaluacion de mutantes homocigotas con pérdida de funcién
para el gen AtLTP3 de A. thaliana bajo estrés salino y osmotico

A partir de 20 plantas mutantes SALK_095248 (Figura 18 a y b), se extrajo ADN
gendémico para identificar por PCR las mutantes homocigotas para AtLTP3. Se
utilizaron los cebadores SALK 095248LTP forward (Figura 18 b-1), vy
SALK 095248 Reverse (Figura 18 b-2), que flanquean la insercion. La presencia
de un amplicon de 1025 se tomaria como indicador de plantas no mutantes
(Figura 19, C). Con la finalidad de confirmar la presencia del ADN-T se utilizaron
los primers SALK 095248 forward (Figura 18 b-1), y LB1 (Figura 18 b-3), que
amplifican un producto de 500 pb (Figura 19 D); 18 plantas analizadas resultaron

positivas y se seleccionaron como mutantes homocigotas.

Figura 18. Seleccion de mutantes homocigotas de A. thaliana. a) Plantulas de A.
thaliana mutantes homocigotas b) Esquema de la insercidén en el gen AtLTP3. La
barra negra (1) representa el sitio de union del cebador SALK 095248 forward, la
barra negra (2) indica el sitio de union del primer SALK 095248 reverse y la barra
café el sitio de union del primer LB1 (3); ¢) Gel de agarosa al 1.2% con productos
de PCR utilizando los oligonucleétidos SALK 095248LTP reverse vy
SALK 095248 forward; primer carrii MPM, segundo CTL negativo, tercero
Templado de Col-0, de la posicion 4-23 templado de las diferentes plantas
mutantes. d) Gel de agarosa al 1.2% con productos de PCR utilizando los
oligonucledtidos SALK 095248 forward y LB1; primera posicion MPM; segunda
posicion CTL negativo, 3-22 templado de las diferentes plantas mutantes.
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Para la evalucién funcional de las plantas SALK 095248 de A. thaliana, se
realizaron ensayos de germinacion con lineas mutantes SALK 095248
contrastadas con plantas silvestres (Col-0) bajo estrés salino. Durante todo el
ensayo se observo una tendencia en la disminucion del porcentaje de germinacion
por parte de la linea mutante (de aqui en adelante denominada SALK) con
respecto a la linea silvestre (Figura 19). Los primeros germinados se obtuvieron a
partir del dia 4, del dia 5 al dia 7 las mutantes homocigotas mostraron un retraso
significativo en la germinacion en el tratamiento de 100 mM de NaCl.
Posteriormente al dia 9 se encontraron diferencias significativas para el
tratamiento de 75y 100 mM de NaCl.
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120 120
N Col-0
I Col-0
[ SALK [ SALK
100 100
;\; 80 ;\; 80
c c
2 2
S 601 e 60 *
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0 m = T ‘ ‘ 0 i’L‘ =T
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Figura 19. Porcentaje de germinacion de A. thaliana, Col-0 y SALK durante 11
dias de muestreo. (Medio MS al 50% bajo diferentes concentraciones de NaCl (75,

100, 150 y 200 mM). P < 0.05 * =Diferencia significativa entre las dos lineas de
cada tratamiento).
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Las plantulas se dejaron crecer hasta la edad de 15 dias post-germinacion en sus
respectivos tratamientos y se observo que la talla de la raiz en la linea mutante es
de menor longitud ya que presentd una media 17.96 + 6.93 y 10.412 + 1.63 y la
linea silvestre 25.95 £ 5.86 y 12.97 + 1.003 en los tratamientos de 75y 100 mM de
NaCl respectivamente (Figura 20 y 21). No se midieron las raices de los
tratamientos de 150 y 200 mM debido al reducido tamafo de estas. En cuanto al
numero de cotiledones verdes se encontraron diferencias significativas, ya que se
observo un promedio de 84.19% £ 0.34 en plantas Col-0 y un promedio de 60.10%
1 0.65 en plantas de la linea mutante a 75 mM de NaCl. Bajo el tratamiento de 100
mM de NaCl la linea mutante presenté un promedio de 11.24% = 1.19 mientras
que en la linea silvestre mostré un promedio de 26.67% + 0.65 después de 15 dias
de estrés. En cuanto al ensayo de recuperacion se logré identificar diferencias
significativas ya que se observé un promedio de 76.16% = 0.403 en la linea
silvestre y la linea mutante 52.01 £ 2.30 en las plantas que fueron expuestas a

estrés salino en la concentracion de 150 mM de NaCl (Figura 21 y 22).

Control 75 mM NaCl 100 mM NaCl

Figura 20. Plantulas de A. thaliana 5
después de 15 dias de germinadas en Col-0 —p [
estrés salino a diferentes
concentraciones de salinidad, donde
se muestra el tamafo de la raiz.



58

Talla de la raiz dia 15 % de platulas con cotiledones verdes en el dia 15
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Figura 21. Efecto de la Salinidad por NaCl en plantas SALK y Col 0 de A.
thaliana. a) Talla de la raiz. b) porcentaje de plantulas con cotiledones verdes. c)
porcentaje de recuperacion, después de 15 dias de germinacién en medio MS
50% suplementado con 75, 100, 150 y 200 mM de NaCl. P < 0.05 * =Diferencia
significativa entre las dos lineas de cada tratamiento.
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150 mM 200 mM Control 100 mM 150 mM 200 mM

Figura 22. Plantas de A. thaliana recuperadas después de 10 dias de exposicion
en diferentes concentraciones de NaCl. En todas las macetas, del lado izquierdo
plantas de la linea SALK y del lado derecho las plantas de la linea Col-0.

Para evaluar la funcionalidad de las plantas SALK se realizaron ensayos de
germinacién bajo estrés osmético, comparando la linea mutante SALK y plantas
de la linea Col-0 en presencia de polietilenglicol (PEG-8000). En este caso se
observo un retraso significativo en la germinacion de SALK en el tratamiento de
PEG-8000 que genero el potencial osmaético de -0.57 MPa, en los dias 6, 8,9, 10 y
11 (Figura 23). En el resto de los tratamientos solo se observd una tendencia a
retrasar el tiempo de germinacién las semillas de la linea SALK con respecto a la

linea Col-0.
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Figura 23. Porcentaje de germinaciéon de A. thaliana Col-0 y SALK monitoreado
durante 11 dias. (Bajo diferentes concentraciones de PEG-8000 250 gr/It, 400
gr/lt y 550 gr/lt, en medio MS 50%, generando los siguientes potenciales
osmoticos -0.47, -0.57 y -1.06 MPa respectivamente). P < 0.05 * =Diferencia
significativa entre las dos lineas de cada tratamiento.

Las plantulas se dejaron hasta los 15 dias de edad en sus respectivos
tratamientos, se analizé la talla de la raiz y numero de cotiledones verdes; no se
observaron diferencias significativas (Figura 24 y 25). Los resultados del ensayo
de recuperacidon mostraron que las plantas SALK tuvieron una recuperacion
significativamente menor ya que esta present6é una media 41.59% + 1.93 y 49.69 +
3.84 y la linea silvestre 64.66 £+ 3.13 y 72.10 + 0.26, bajo los tratamientos que
generaron los potenciales de —0.47 y -0.57 MPa respectivamente (Figura 25 y 26).
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Figura 24. Plantulas de A. thaliana después de 15 dias de germinadas en estrés

osmotico a diferentes concentraciones de PEG-8000, donde se muestra la talla
de la raiz.
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Talla de la raiz dia 15 % de plantulas con cotiledones verdes en el dia 15
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Figura 25. Efecto del estrés osmaético (PEG-8000) en plantas de A. thaliana; a)
Talla de la raiz; b) porcentaje de plantulas con cotiledones verdes; c) porcentaje
de recuperacidon, después de 15 dias de germinacién en medio MS 50%
suplementado con diferentes concentraciones de PEG-8000 que generaron -0.47,
-0.57 y -1.06 MPa de potencial hidrico. P < 0.05 * =Diferencia significativa entre
las dos lineas de cada tratamiento.
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Control -0.47 MPa -0.57 MPa -1.06 MPa

Figura 26. . Plantas de A. thaliana recuperadas después de 8 dias de exposicion
en diferentes concentraciones de PEG. En todas las macetas, del lado izquierdo
plantas de la linea SALK y del lado derecho plantas de la linea Col-0.

7.4 Obtencion y evaluacién de plantas A. thaliana que sobre-expresen el gen
OpsLTP1 bajo estrés salino y osmatico

Se realiz6 la transformacién de A. thaliana, mediada por Agrobacterium
tumefaciens con la construccion 2X 35S::OpsLTP1 en el vector pMDC32 (Figura
27), por el método de inmersién florar (Figura 28), donde se transformaron 2
macetas de 16 plantas cada una. Se cosecharon las semillas y 2000 de ellas se
sembraron en 4 cajas Petri conteniendo medio MS 50%/ 50ug/ml higromicina B.
Se obtuvieron 4 plantas resistentes a higromicina B, con una eficiencia de
transformaciéon del 0.2%; de las 4 plantas transformadas, 3 llegaron a la edad
adulta y de éstas se cosecharon semillas de la T+1. Las semillas fueron sembradas
en medio MS 50%/ 50ug/ml higromicina B, y se verifico la segregacion del
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transgén mediante la proporcion de plantas resistentes al marcador de seleccion.
Posteriormente se trasplantaron en macetas las cuales se dejaron crecer hasta su
autofecundacion para obtener semilla de la generacion T2. Las semillas T2
nuevamente se sembraron en medio MS y se obtuvo el porcentaje de germinacion
en medio MS/ 50ug/ml higromicina B (Anexos A.2). La presencia del transgén se
verifico por PCR y secuenciacion (Figura 29 y Anexo A.3.). Las plantas que sobre-

expresan el gen de OpsLTP1, se denominaron Over-OpsLTP1.

LB EU R | B TP

- PR

Figura 27. Geles de agarosa al 1%, a) productos de PCR de 15 colonias de E. coli
Top 10, transformadas con el vector pCR8GW, se utilizé6 cebador OpsLTP forward
y M13 reverse 435 pb, para verificar la direccion de la insercién b) productos de
PCR de 15 colonias de E. coli Top 10, transformadas con el vector pMDC32 que
contienen la ORF del gen OpsLTP, se utilizé primer OpsLTP forward y OpsLTP
reverse 364 pb.

Figura 28. Plantas de A. thaliana transformadas con la construccion 35S
2X::0psLTP1 mediante la técnica de inmersion floral.
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7.4.1 Comprobacion de los niveles de expresion del transgén por gPCR

Para conocer los niveles de expresion de OpsLTP1 en las plantas de A. thaliana
transformadas, se analizaron 6 plantas (T2) provenientes de 3 lineas Over-
OpsLTP1. Las plantas 2, 3 y 6 provenientes de las lineas 1 y 3 presentaron los
niveles mas altos de expresion de OpsLTP1l (Figura 29). Primeramente se
selecciond la linea P1L5, pero presentaba problemas graves de germinacién (70%
de germinacion), por lo que se selecciono la planta P3L5 que presentaba 100% de
germinacién (Tabla de anexos 2), para recuperar semillas Ts y realizar los

bioensayos de estrés abidtico que se describen a continuacion.

0.25

Il P14
/1 P1ILS
N P1L7

0.20 A
0.15 A
0.10 A

0.05 A

Lineas Over-OpsLTP1

Cantidades relativas de ARNm OpsLTP1/EF1

Figura 29. Cuantificacion relativa de mRNA de PTL con respecto a EF1 de A.
thaliana por PCRq. Se analizaron 6 plantas, provenientes de 3 diferentes lineas
Over-OpsLTP1.
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7.4.2 Evaluacion de plantas A. thaliana que sobre-expresen el gen OpsLTP1 bajo
estrés salino y osmatico

El analisis de la respuesta al estrés salino de plantas de A. thaliana, Over-
OpsLTP1 contrastadas con plantas de A. thaliana Col-0, con respecto a los
ensayos de estrés por salinidad durante la germinaciéon, mostré que las plantas
Over-OpsLTP germinan con mayor eficiencia que las Col-0 a partir del dia 8 de
germinacion. En particular, las primeras semillas germinaron al dia 4 y las
diferencias significativas entre las plantas Col-0 y Over-OpsLTP1 se observaron
en los dias 8, 9, 10 y 11, unicamente bajo el tratamiento de 100 mM de NaCl. En
general se observo que las plantas Over-OpsLTP1 sin estrés salino, presentaron

mayor porcentaje de germinacion que las Col-0, siendo esto significativo a los dias
9,10 y 11 (Figura 30).
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Figura 30. Porcentaje de germinacién de A. thaliana Col-0 y Over-OpsLTP1
durante 11 dias de muestreo. (Medio MS al 50% bajo diferentes concentraciones
de NaCl (75, 100, 150 y 200 mM). P < 0.05 * =Diferencia significativa entre las
dos lineas de cada tratamiento). P < 0.05 * =Diferencia significativa entre las dos

lineas de cada tratamiento.
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Las plantulas se dejaron crecer por 15 dias mas en sus respectivos tratamientos,
en este caso no se encontraron diferencias en la longitud de la raiz (Figuras 31y
32), ni el porcentaje de recuperacion (Figuras 32 y 33), en plantulas. La
evaluacion de porcentaje de cotiledones verdes no se realizd, debido a que los

cotiledones de las plantas sometidas a estrés salino se necrosaron.

Figura 31. Plantulas de A. thaliana después de 15 dias de germinadas en estrés
salino NaCl, donde se muestra el tamafio de la Raiz. a) Control sin NaCl, plantas
Col-0; b) Control sin NaCl, plantas Over-OpsLTP1; Tratamientos :c) 75 mM; d) 100
mM; e) 150 mM; y f) 200 mM; de NaCl en plantas Over-OpsLTP1 y col 0.
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Recuperacion de plantas en estres salino b) longitud de la raiz dia 15
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Figura 32. Efecto de la Salinidad por NaCl en plantas Over-OpsLTP1 y Col 0 de
A. thaliana. a) porcentaje de recuperacion. b) Talla de la raiz, después de 15 dias
de germinacion en medio MS 50% suplementado con 75, 100, 150 y 200 mM de
NaCl.

Figura 33. Plantas de A. thaliana recuperadas después de 10 dias de exposicion
en diferentes concentraciones de NaCl. En todas las macetas del lado izquierdo
plantas de la linea Over-OpsLTP1 y del lado derecho plantas de la linea Col-0.
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Los ensayos de germinacion bajo estrés osmatico en plantas de A. thaliana, Over-
OpsLTP1, contrastadas con plantas de la linea Col-0 en presencia de
polietilenglicol (PEG-8000), los resultados mostraron que la linea Over-OpsLTP1
germind mejor que la Col-0. Especificamente se encontraron diferencias
significativas en los dias 5, 6, 7, 8, 9, 10 y 11 de muestreo, en el tratamiento que
genero -0.41 MPa. Se lograron identificar. En general las plantas Over-OpsLTP1
presentaron una germinacion significativamente mayor aun en ausencia de PEG
en los dias 9, 10 y 11 (Figura 34).
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Figura 34. Porcentaje de germinacion de A. thaliana, Col-0 y Over-OpsLTP1,
monitoreado durante 11 dias, bajo diferentes concentraciones de PEG-8000 250
gr/lt, 400 gr/lt y 550 gr/lt, en medio MS 50%, las cuales generaron los siguientes

potenciales osmaticos respectivamente -0.41,

=Diferencia significativa entre las dos lineas de cada tratamiento.

-0.83 y -1.15 MPa. P < 0.05 *
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Las plantulas se dejaron crecer hasta los 15 de edad en sus respectivos
tratamientos de estrés y se evalud el desarrollo de la raiz (Figura 35 y 36) y
porcentaje de recuperacién (Figura 36 y 37), no se encontraron diferencias
significativas entre las Over-OpsLTP1 y las Col-0. En cuanto al conteo de
organismos que presentaban cotiledones verdes no fue posible realizarlo ya que

todos los individuos se encontraban necrosados.

Figura 35. Plantulas de A. thaliana después de 15 dias de germinadas en estrés
osmatico a diferentes concentraciones de PEG-8000, donde se muestra el tamario
de la Raiz. a) tratamiento control, plantas Col-0. b) tratamiento control. Plantas
Over-OpsLTP1. c) tratamiento -0.41 MPa; d) -0.83 MPa; e) -1.15 MPa.
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figura 36. Efecto del estrés osmotico en plantas Over-OpsLTP1 y Col-0 de A.
thaliana. a) porcentaje de recuperacion. En plantulas de A. thaliana; b) Talla de la
raiz, después de 15 dias de germinacion en medio MS 50% suplementado con
diferentes concentraciones de PEG-8000 que generaron -0.47, -0.57 y -1.06 MPa
de potencial hidrico.

Control

-0.41 MPa -0.83 MPa

Figura 37. Plantas de A. thaliana recuperadas después de 10 dias de exposicion
en diferentes concentraciones de PEG-8000, en todas las macetas del lado
izquierdo plantas de la linea Over-OpsLTP1 y del lado derecho plantas de la linea
Col-0.
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7.5 Estrés térmico (-20 °C)

Se realizd ensayo de estrés por congelamiento en plantas de A. thaliana, Col-0,
SALK_ 095248 y Over-OpsLTP1 de 1 mes de edad. El tratamiento se realizd por
quintuplicado con 10 organismos de cada linea para cada replica, una vez

realizado el ensayo y con el tiempo de recuperacion se estimé el porcentaje de
sobrevivencia (Fig. 38 y 39):

Ensayo de congelamiento (recuperacion despues de 15 dias del ensayo)

100 - I Col-0
1 SALK 095248
I Over-OpsLTP1

80 A
60 1

40

Recuperacion (%)

20 +

1

Lineas

Figura 38. Porcentajes de germinacion de SALK, Over-OpsLTP1 y Col-0 en

respuesta a estrés por congelamiento. No se encontraron diferencias
significativas
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Figura 39. Plantas de de A. thaliana después de 15 dias de recuperacién del
estrés a -20 °C. a) Control (sin tratamiento). b), c), d), e) y f) Tratamientos a -20
°C, en todas las macetas en la parte superior se encuentran las plantas Col-0,
inferior derecho SALK 095248 e inferior izquierdo Over-OpsLTP1.
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4.6 Talla de la semilla

Con la finalidad de conocer si la mutacion o sobre expresion de una LTP producia
alguna diferencia morfolégica en las semillas de A. thaliana, se tomaron
fotografias en microscopio electronico. Se cuantifico el diametro menor y mayor de
las semillas de la linea SALK, Over-OpsLTP1 y Col-0. Se encontraron diferencias
significativas en la medicion del diametro menor, aunque en el diametro mayor no

se encontraron diferencias significativas (Figura 40).
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Figura 40. Tamafo de las semillas. a) Graficos donde se muestran los diametros
de las semillas tanto el diametro menor como el diametro mayor; b) Imagenes de
semillas de las lineas: a) Col-0, b) SALK_095248 y c) Over-OpsLTP1. P < 0.05 *
=Diferencia significativa entre las dos lineas de cada tratamiento.



78

8 DISCUSION

Se ha demostrado la funcionalidad de las proteinas transportadoras de lipidos in
vitro, de alli su nombre (Kader, 1996), pero se desconoce con precision cual es su
papel durante el estrés salino (Wang et al., 2008). Algunas funciones sugeridas
son basadas en la induccién de la expresidn de genes en respuesta a acido
abcisico (Arondel et al., 2000; Yubero-Serrano et al., 2003), bajas temperaturas
(Hincha et al., 2001), sequia (Trevifio y O’Connell, 1998; Cameron et al., 2006) y
salinidad (Claude, 1996; Dani et al., 2005; Ai-li et al., 2006). En el presente trabajo
encontramos que la OpsLTP1 esta involucrada en los mecanismos de estrés

ionico y osmotico de las plantas.

El analisis de la secuencia deducida de aminoacidos obtenida del gen de
OpsLTP1 mostré 55% de identidad con AtLTP3, porcentaje comunmente
observado en alineamiento multiple entre LTPs del genoma de A. thaliana donde
se reportan identidades del 47 a 56% (Arondel et al., 2000; Jensen et al., 2003).
Se localizaron 8 residuos de cisteina caracteristicos de las LTPs (Kader, 1996),
asi como también los aminoacidos Vals, Aromaticos, Glyso, Hidrofébicoss,
Leu/lles1, Lyss2, Alass, Valz2, Hidrofébico7z, Aromaticore, llest y Sersz,
caracteristicos de las LTPs de la familia 1 (Yeats y Rose, 2007). En la secuencia
se identificaron también dos pentapéptidos consenso T/S-X-X-D-R/K y P-Y-X-I-S
(Carvalho y Gomez, 2007), un  péptido senal de aproximadamente 26
aminoacidos que direcciona a la proteina a espacio extracelular (Thoma, 1993) y
los residuos de cisteina involucrados en la formacion de puentes disulfuro (Samuel
et al., 2002).

8.1 Evaluacion funcional del gen OpsLTP1 en S. cerevisiae W303-1A bajo
estrés abiotico.
S. cerevisieae se ha utilizado para evaluar funcionalidad de genes de plantas

(Yesilirmak y Sayers, 2009), debido a que son organismos eucariotas unicelulares
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con caracteristicas moleculares y genéticas similares a los eucariotas superiores;
Ademas de crecer rapidamente, ser de facil manejo y utilizar medios de cultivo de
bajo costo (Frommer y Ninnemann, 1995). La evaluacién funcional del gen
OpsLTP1 en levadura, bajo estrés por congelamiento, salinidad y alcalinidad,
mostré  diferencias significativas Unicamente en tratamiento salino y
congelamiento. Si bien las diferencias entre los cultivos control y los cultivos con la
construccion pYES2.1::OpsLTP1 tuvieron un valor de p< 0.05, estas diferencias no
fueron lo suficientemente grandes para proponer que este gen se encuentre
involucrado en algun mecanismo de tolerancia al estrés en el sistema S.
cerevisiae (Karlgren et al., 2005; Xu et al., 2008). Lo anterior podria deberse a que
S. cereviciae presenta mecanismos distintos a las plantas, por ejemplo: Kader
(1996) menciona que en S. cerevisiae existen proteinas analogas llamadas
Proteina transportadora de Fosfatidinosiltol (PI-TP) que se encargan del transporte
de lipidos entre membranas subcelulares, por lo tanto la incorporacion de
OpsLTP1 no le estaria proporcionando alguna ventaja adicional en cuanto a su
respuesta al estrés. Por otra parte Gorjanovic et al. (2004) observé que una LTP
de granos de cebada en los procesos de fermentacion provocé que disminuyera
significativamente la fermentacion asi como la respiracién de levaduras de S.
cerevisiae; por lo tanto la sobre-expresiéon de OpsLTP1 podria estar afectando su
metabolismo y limitando su capacidad de respuesta ante el estrés abiotico. Asi
mismo, aunque la sobre-expresion de la OpsLTP1 no genera una cantidad de
proteina LTP que afecte el crecimiento, puede llegar a afectar su sobrevivencia
pues se ha sugerido que este tipo de proteinas tienen una actividad antifungica in
vitro sobre S. cerevisiae (Wang et al., 2004; Sun et al., 2008). Finalmente
OpsLTP1 es una proteina con un péptido sefal que la direccion a al espacio
extracelular por lo cual habra que determinar si en el sistema de levadura

permanece intracelularmente o es expulsada.
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8.2 Evaluacién funcional del gen OpsLTP1l en A. thaliana bajo estrés
abidtico.

El gen ALLTP3 se expresa mayoritariamente en los primeros estadios de
maduracién del fruto asi como en las primeras etapas de formacién de los
embriones (Winter et al., 2007). Nuestros resultados en medicion del diametro
mayor y menor de las semillas SALK y Over-OpsLTP1 mostraron diferencias
significativas en el diametro menor de las semillas SALK. Lo anterior es claro
considerando que los lipidos en la semilla representan el 40% de la masa
(Eastmond y Graham, 2001) y la ausencia de AtLTP3 puede generar deficiencias

en el desarrollo y maduracién del embridén y de la semilla.

En el presente trabajo se decidid investigar mas a detalle el efecto del NaCl y PEG
en la germinacion y desarrollo de la raiz. Los resultados indican que la LTP esta
involucrada en los procesos de germinacion, y se encontré que en plantas Col-0
presentaron un decremento en el porcentaje de germinacién (24.3%) con respecto
a las Over-OpsLTP1 aun en condiciones control en comparacion que las col-0.
Particularmente se observdé que las plantas SALK presentan un retraso en
germinacién presencia de NaCl y PEG a diferencia de las Over-OpsLTP1 que
presentaron un incremento en el promedio de germinacion comparado con col-0.
Si bien se desconoce el papel exacto que desempefian las LTP durante el estrés
salino (Wang et al., 2008), se han sugerido algunas funciones basadas en la
expresion de genes que pudieran estar relacionadas con los procesos de
germinacién (Kader, 1996; Dani et al., 2005; Ai-li et al., 2006). Durante la
germinaciéon de semillas de Helianthus annuus se ha encontrado la expresién de
una LTP y su aumento en la expresion cuando estas estan sujetas a estrés salino
y ABA al menos durante los primeros 15 dias después de ser embebidas en agua
(Gonorazky et al., 2005). Pagnussat et al. (2009) demostraron que algunas LTPs
se encuentran tanto en la regién subcelular como en la region extracelular por lo
que sugieren que ésta debe de estar envuelta en el trafico de lipidos y debe de

tener alguna funcion durante la maduracion de la semilla y la germinacion. Eklund
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y Edqvist (2003) mencionan que una vez que los nutrientes se han agotado en el
endospermo las células entran en fase de muerte celular programada e infiere que
algunas LTPs pueden estar involucradas en el reciclamiento de lipidos de estas
células hacia lugares donde hay crecimiento epidérmico y el desarrollo. Lo anterior
probablemente esta sucediendo en semillas de Arabidopsis thaliana ya que
coincide con algunos resultados encontrados en el presente trabajo. Por ejemplo,
como se menciond en la region regulatoria del gen de OpsLTP1 se detectaron, por
analisis in silico, elementos cis-actina OS~Skn-1_Motif que es un elemento
regulatorio cis-actina que es requerido para expresion en el endospermo (Takaiwa
et al., 1991). La base de datos de microarreglos de la Universidad de Toronto,
revela que durante el desarrollo de la planta, AtLTP3 se expresa en mayor
cantidad en estadios tempranos de desarrollo de las silicuas, coincidiendo también
con las primeras etapas de desarrollo del embrion en las semillas. Clark y Bohnert
(1999), refieren que la expresion de AtLTP3, se presenta en meristemos, flores y
semillas en desarrollo, también en el segmento corto del brote cerca del
meristemo de floracion, y no detectaron expresién en raices de 1 a 5 dias de edad.
Sin embargo, Chae et al. (2010) encuentran que el gen AtLTP3 se expresa en
estipulas, en la punta de la raiz primaria en el primer dia después de germinada la
semilla, asi como en los sitios de iniciacion de raices secundarias en los primeros
5 dias después de la germinacion.Nuestros resultados se relacionan con lo
obtenido por Chae et al. (2010) ya que al menos en la linea SALK en estrés salino
la talla de la raiz se vio afectada (reduccién de la raiz) por lo que probablemente
este gen participe en algun mecanismo de respuesta al estrés en la raiz y de esta

manera se vea afectada la elongacion de esta.

Esta demostrado que la expresion de AtLTP3 se da mayoritariamente en la parte
radicular de la planta bajo diferentes tipos de estrés abidtico (Kilian et al., 2007); lo
cual puede explicar los resultados obtenidos en las plantas SALK, en donde se
encontré que el estrés idnico afecta la talla de la raiz y el numero de cotiledones

verdes. Wang et al. (2009) al analizar los perfiles de expresion de 14 genes que
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codifican para LTPs de Tamarix hispida, bajo diferentes tipos de estrés abidtico
encontré que algunos genes se expresan en partes aéreas y otros en la raiz. De
manera particular los resultados muestran diferencias significativas en el efecto del
NaCl en las plantas SALK, como ya se menciona tanto en la parte aérea
(cotiledones verdes) y en la region radicular (longitud de la raiz). En concordancia
con ello, se encontré ademas elementos reguladores en la secuencia de OpsLTP1
que le permiten responder a diferentes tipos de estrés abiotico. Por ejemplo: el
elemento AT~ABRE que se encuentra involucrado en respuesta a ABA
(Yamaguchi-Shinozaki y Shinnozaki., 1993) y cuya funcionalidad se relaciona a lo
observado por Wenzel et al. (2008) que reporté el aumento en los niveles de
expresion en el gen AtLTP3 bajo la presencia de 2-4-D, ABA, y sacarosa; Yy
aunque en este trabajo no se evaluaron esos estresores, se sabe que este
elemento participa en la regulacién de genes de respuesta diversos tipos de estrés
ambiental (Tuteja et al., 2007) como puede ser salinidad y sequia. El otro
elemento relacionado es el AT~MBS_1 que es inducible en respuesta por sequia
(Yamaguchi-Shinozaki y Shinnozaki, 1993) cuya actividad podria estar involucrada
en los resultados encontrados usando PEG en el presente trabajo. No obstante
seria necesario realizar experimentos in vivo de estrés abiodtico para comprobar la
participacion de los elementos encontrados en la secuencia rio arriba del gen

AtLTP3 en el analisis in silico.

En estrés por congelamiento no se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de recuperacion de las plantas SALK y Over-OpsLTP1l, pero se
observo que las SALK se vieron mas afectadas que las Over-OpsLTP1 y las Col-0.
El resultado anterior concuerda con el analisis bioinformatico de la regién
promotora, donde no se encontraron elementos regulatorios en respuesta a estrés
por congelamiento. Por el contrario, la prediccion bioinformatica indica un
elemento BO~HSE que esta involucrado en aumentar los niveles de expresion
durante eventos de choque térmico (altas temperaturas) (Gurley y Key, 1991) que

no fue evaluado en el presente trabajo. El analisis de la region promotora de
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AtLTP3 también mostré elementos cis-actina envueltos en respuesta a diferentes
tipos de estrés abidtico y a diferentes fitohormonas. Al igual que los resultados
observados en este trabajo, Jung et al. (2006) observé que en una LTP de
Caspsicum annuum se encuentra fuertemente expresada por etileno, ABA, vy
estresores abidticos como: sequia, salinidad, bajas temperaturas y dafo

mecanico.
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9. CONCLUSION

En conclusion, el gen que codifica para la OpsLTP1 es un gen inducible y
altamente regulado, involucrado en los procesos de germinacion, en el fenotipo del
tamafo de la semilla y en la talla de la raiz durante el establecimiento de la
plantula en respuesta al estrés salino y osmatico, pero no en el estrés por
congelamiento en A. thaliana. Por otra parte en plantulas se presentaron fenotipos
con menor porcentaje de recuperacion en plantas SALK lo que sugiere que este
gen también se encuentre involucrado en algun mecanismo de respuesta al estrés

abidtico.
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10 ANEXOS.

CGTCAAGCAACATCGTACAAGATTGATAAATGTCTCACATGTGTAGTACTTAATAGTCACAATTTGACTA
CACAAACCTCTACCGACACTAATGTAGCAATTATATCATGTTATATGCTCTTAAGGTATAGTATGTATAA
CAACATTTCATTCTGTAAAATATCATCATTTATATCAAATTTATGATATATAAAATATCATTATCATTTT
AAAATAACACTAAAATAATCAGTGCAATTCCGTATAATCTTCATATGAAACTGCAAGAATCCTTGGTGTT
CCAAAGATTATGATGATTATTGTGAGCTTTGATTTATGGTTTCCATCTTGTCAAAAAATGGCTTTTATAA
ATGGTAGAGCTTTCTTAGTTTTCCTTAAGATATACACAACAGGTTACAAATATAATTTATTTTTGCTAAA
AGAAATAGTTATAGTAAACTTGTAAAAACTACTACAACTATTTTATGGAAAATGTCTTAAAGCTGTTTCA
ACTTTTATACACATTACTGCATTTACTATTCTGAAATCAATTTTTAATTAAGGTCCTTGTACTATAAGGA
ATCCTTTAAATAAATATAAATATTAACAATAAAAAAATCCAAAATTTCAGAATGCAATGGTCTTACAATT
ACAATAATAATGTATTTGATTGTACTAAAAATATACCTTAAATACTCACCAATTATCTTTTATAATATAA
TCCACAAATTTCTGGAAGAGGAAAAACAAGTAAATGCAAGTCACATTTCACATTTCAAATTACCAACTAC
CAACTACAAACTACTTCCGCGTCTCAAATTGAACCACTAATTAATCACTACTTTATATGCTCATCATTCT
TTTTCTTTCATTACAATTCTAGAATAATGACTTAACCAAAATTCATACAAATAAAACAATATTTTGGCTT
CCTTCACCAGGCTAAGAATTTTGGTATTGAAAATCTAAGTACTTCATAAGAAACTGTTGGAATCATTTAA
AATTTGTGATCATATATAAAAAAATTTATTCATCTTTATATTTAAGAGTTTAAAAACTGCAACTTTTGTT
TTTCTTTCACTAAGTCTTATGGCCACAGTTAATTAAAAGCAGATGAAAGGTGGTCCAATGGAAAAGGAGA
ATGTGATTGGGCTAGTTGGGAGAGTTCTGATGTCTAGTGTTGGGTACACGTGTCCGTCAGTTACACATAG
CATTAAATCAGACGGCATGTCATTATTCAAATCTAGTTCACATAGTACGACTAATAGCTGATAAATTAAT
GATTATACAGCATATGAATTATGAATTCAAAAAAAAAAAAAAATTGAAAATGTTAAGGAGATGCTATATT
TTACAAAATTCATCGCAATGCTTTCTACTAATTTGCTAAGTGGTCTTCTCCAGTTAGTCTTGTCGATTCC
AAGCGATATTATTAAATCTTGAAGCATCGCTCAAAGCATTATAGCTTAAGATAACCAAATTGTTATTAAA
AACACCTAGTGAAATTTTTAAATTAAAACAATTTTGATATCTTTGTAATATCTAATACTACTCTTTCTGT
GTCTAAAAGGATTAATTTTCAAAAATTTCACACATATTAAAAAAAAAAAAAAATTACTAGCTAAACAATT
TTCAATAATCATAAAACAATAGTAACTTAATAATTTTTTTTTATTTTCAAAATAGTCCTTCAAGTTTACA
ATTCATTTTAGTATTATAATCAACAAAATTTGTATTAAAAAGTTGGAAAATTAATCTTTGTGGAACAAAA
AAATCTAGAAATCATTTTTTAGAATTAGAGAGAGGTTTGATAAAAAAAAATAAAAAAAAATAGAGAGAGG
TAGTACATACTAAACGATGTGATACTACTATTGACAAAATCTTAATTCTCAGTTTAGTAGAATAAACTAG
AAGGAATGAATGAAGTAAATGCGAATCCAACTACTAACAAACCCTACTTAGTCATCATATTTTCCCATAT
GAAATCCCTATATAAACCCATCATCATCTCCCACTTTTTT]

AAACGAAACTCAACTAATTTTGTTATCACCCAAAAAGAAGTTCAAACACAATGGCTTTCGCTTTGAGGTT
CTTCACATGCCTTGTTTTAACGGTGTGCATAGTTGCATCAGTCGATGCTGCAATCTCATGTGGCACAGTG
GCAGGTAGCTTGGCTCCATGTGCAACCTATCTATCAAAAGGTGGGTTGGTGCCACCTTCATGTTGTGCAG
GAGTCAAAACTTTGAACAGTATGGCTAAAACCACACCAGACCGCCAACAAGCTTGCAGATGCATCCAGTC
CACTGCGAAGAGCATTTCTGGTCTCAACCCAAGTCTAGCCTCTGGCCTTCCTGGAAAGTGCGGTGTTAGC

ATTCCATATCCAATCTCCATGAGCACTAACTGCAACAAGTAAGTATTTAGTTTTGTTTTACTTGATCTAG
AGACCATGAATTATTTTTTCTAATGACAAAATGTGTTCTCTTGATCGTTTGGATTGTTGCAG

Figura. Anexo A.1. Secuencia de ADN gendmico de A. thaliana, la secuencia sin
sombreado region promotora 2000 pb, rojo UTR 5°, amarillo exdn, gris intron,
verde exon, café UTR 37



Anexo A.2. Tabla Porcentajes de germinacion de la T2

100

2 4/10 40%
3 7/10 70%
4 10/10 100%
5 7/10 70%
6 7/10 70%
7 6/10 60%
8 7/10 70%
1 7/10 70%
2 9/10 90%
3 9/10 90%
4 7/10 70%
5 6/10 60%
6 2/10 20%
7 7/10 70%
8 5/10 50%
9 5/10 50%
1 6/10 60%
2 6/10 60%
4 9/10 90%
5 10/10 100%
6 7/10 70%
7 8/10 80%
8 9/10 90%




Anexo A.3.

PCRNO11LTPFW ~ -
PCRNO12LTPFW ~ - e
CTLLTPRV e
LTP CTGTAAAACCAACCAGAATATTACCAACCCAGAATGGCTAGCTCAGCGGTTGTTAAGTTA
PCRNO11LTPRV ~  ——m e CTAGCTCAGCGGTTGTAAAGTTA
PCRNO12LTPRV ~ - e CTAGCTCAGCGGTTGTAAAGTTA
CTLLTPRV e CTAGCTCAGCGGTTGTTAAGTTA
PCRNO11LTPFW  —————— GCTGTTTTCCTATGCTTGGTTGTTGCTGCACCCTATGCAGAAGCGGCCATAACC
PCRNo12LTPFW ————- CGCTGTTTTCCTATGCTTGGTTGTTGCTGCACCCTATGCAGAAGCGGCCATAACC
CTL ——CTGCGCTGTTTTC-TATGCATGGTTGTTGCTGCACCCTATGCAGAAGCGGCCATGACC
LTP GCTTGCGCTGTTTTCCTATGCATGGTTGTTGCTGCACCCTATGCAGAAGCGGCCATAACC
PCRNO11LTPRV GCTTGCGCTGTTTTCCTATGCTTGGTTGTTGCTGCACCCTATGCAGAAGCGGCCATAACC
PCRNo12LTPRV GCTTGCGCTGTTTTCCTATGCTTGGTTGTTGCTGCACCCTATGCAGAAGCGGCCATAACC
CTLLTPRV GCTTGCGCTGTTTTCCTATGCATGGTTGTTGCTGCACCCTATGCAGAAGCGGCCATGACC
PCRNO11LTPFW TGTGGCGCAGTGGCACAGAACCTCGGCCCATGCATAACGTTCTTGAAGACTGGGGGTGCA
PCRNO12LTPFW TGTGGCGCAGTGGCACAGAACCTCGGCCCATGCATAACGTTCTTGAAGACTGGNGGTGCA
CTL TGTGGCGCAGTGGCACAGAACGTCGCCCCATGCATAACGTTCTTGAAGACTGGGGGTGCA
LTP TGTGGCGCAGTGGCACAGAACCTCGCCCCATGCATAACGTTCTTGAAGGCTGGGGGTGCA
PCRNO11LTPRV TGTGGCGCAGTGGCACAGAACCTCGGCCCATGCATAACGTTCTTGAAGACTGGGGGTGCA
PCRNo12LTPRV TGTGGCGCAGTGGCACAGAACCTCGGCCCATGCATAACGTTCTTGAAGACTGGGGGTGCA
CTLLTPRV TGTGGCGCAGTGGCACAGAACGTCGCCCCATGCATAACGTTCTTGAAGACTGGGGGTGCA
PCRNO11LTPFW CCATCAGCTGCCTGTTGCGCCGGGGTTAGGAAGCTTGTGAGCATGGCTACCACCTCGGCC
PCRNO12LTPFW CCATCAGCTGCCTGTTGCGCCGGGGTTAGGAAGCTTGTGAGCATGGCTACCACCTCGGCC
CTL CCATCAGCTGCCTGTTGCGCCGGGGTTAAGAAGCTTGTGAGCATGGCTACCACCTCGGCC
LTP CCATCAGCTGCCTGTTGCGCCGGGGTTAAGAAGCTTGTGAGCATGGCTACCACCTCGGCC
PCRNO11LTPRV CCATCAGCTGCCTGTTGCGCCGGGGTTAGGAAGCTTGTGAGCATGGCTACCACCTCGGCC
PCRNo12LTPRV CCATCAGCTGCCTGTTGCGCCGGGGTTAGGAAGCTTGTGAGCATGGCTACCACCTCGGCC
CTLLTPRV CCATCAGCTGCCTGTTGCGCCGGGGTTAAGAAGCTTGTGAGCATGGCTACCACCTCGGCC
PCRNO11LTPFW GATCGGAAAACTGCTTGTGGGTGCCTCAAACAAACTGCTGCTACTATTCCAGGTCTTAAC
PCRNoO12LTPFW GATCGGAAAACTGCTTGTGGGTGCCTCAAACAAACTGCTGCTACTATTCCAGGTCTTAAC
CTL GATCGGAAAACTGCTTGTGGGTGCCTCAAACAAACTGCTGCTACTATTCCAGGTCTTAAC
LTP GATCGGAAAACTGCTTGTGGGTGCCTCAAACAAACTGCTGGTACTATTCCAGGTCTTAAC
PCRNO11LTPRV GATCGGAAAACTGCTTGTGGGTGCCTCAAACAAACTGCTGCTACTATTCCAGGTCTTAAC
PCRNo12LTPRV GATCGGAAAACTGCTTGTGGGTGCCTCAAACAAACTGCTGCTACTATTCCAGGTCTTAAC
CTLLTPRV GATCGGAAAACTGCTTGTGGGTGCCTCAAACAAACTGCTGCTACTATTCCAGGTCTTAAC
PCRNO11LTPFW TGCGGGAATGCTGCTGCTCTGCCTGGCAAATGTGGCACTAGTGTGCCTTACCCCATTAGC
PCRNoO12LTPFW TGCGGGAATGCTGCTGCTCTGCCTGGCAAATGTGGCACTAGTGTGCCTTACCCCATTAGC
CTL TACGGGAATGCTGCTGCTCTGCCTGGCAAATGTGGCACTAGCGTGCCTTACCCCATTAGC
LTP TACGGAAATGCTGCTGCTCTGCCTGGCAAATGTGGCACTAGTGTGCCTTACCCCATTAGC
PCRNO11LTPRV TGCGGGAATGCTGCTGCTCTGCCTGGCAAATGTGGCACTAGTGTNCCT-ACCCCAT----
PCRNo12LTPRV TGCGGGAATGCTGCTGCTCTGCCTGGCAAATGTGGCACTAGTGTNCCT-ACCCCATAG--
CTLLTPRV TACGGGAATGCTGCTGCTCTGCCTGGCAAATGTGGCACTAGCGTGCCT-ACCCCATAG--

* KkKk Kk KhkhAh KAk IkIkkkk

PCRNO11LTPFW CCTAACACCGACTGCTCCAAGGTGA= === === = e e e
PCRNO12LTPFW CCTAACACCGACTGCTCCAAGGTGA= = === —— = —— - m oo
CTL CCTAACACCGACTGCTCCAAGGT ===
LTP CCTAACACCGACTGCTCCAAGGTGAACTAGATGGATCGGATGACTATATGACAAGGGAGA
PCRNOLILTPRV s e e o
PCRNO12LTPRV  m oo oo
CTLLTPRV e
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Anexo A.3. Alineamiento multiple la secuencia de OpsITP1, con secuencias de
productos de PCR amplificado con los primer OpsLTP1 forward y OpsLTP1
reverse a partir de ADNc de plantas de A. thaliana Over-OpsLTP1.



