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RESUMEN

Con la finalidad de identificar genes que se encuentran aumentando y reprimiendo sus
niveles de expresion en respuesta a estrés por NaCl en vidrillo, utilizamos la metodologia
de microarreglos heterélogos, donde el nivel de expresion de 30,000 cDNA independientes
de Arabidopsis thaliana fueron utilizados para medir por hibridacion con ARN extraido
individualmente de los fenotipos PO, P9 y P11 de vidrillo. Logramos identificar que en el
fenotipo P0O: 1893 genes fueron sobre-expresados (6.315%), en el fenotipo P9: 1999 genes
(6.66%), mientras que para el fenotipo P11 solo el 4.61% de los genes fue sobre-expresado
(1383 genes). En cuanto al numero de genes reprimidos en los fenotipos PO, P9 y P11
identificamos, respectivamente; 1218, 844 y 1594 genes regulados de manera negativa.
Algunos de estos genes regulados diferencialmente, ya sea positiva o negativamente, son
expresados de manera unica en cada fenotipo. Un analisis informético mostré que existen
diferencias en algunas rutas metabdlicas de interés como por ejemplo, en el metabolismo de
aminoacidos solo los fenotipos de PO y P9 aumentan el nivel de expresion de genes
relacionados con el metabolismo de arginina y prolina, cuya acumulacién en la planta esta
relacionada con la tolerancia de la misma ante un estrés, por otro lado el fenotipo P11
disminuye los niveles de expresion de genes involucrados en dicha ruta; ademas entre los
genes donde se esta dando un aumento en los niveles de expresidn en esta ruta,
encontramos genes relacionados con el metabolismo de poliaminas como la putrescina,
espermidina y la espermina, cuya acumulacion en la planta tiene efectos positivos en la
tolerancia a diversos tipos de estrés. Por otro lado tenemos que, solo el fenotipo P11
aumenta los niveles de expresion de genes relacionados con el metabolismo de la trehalosa,
un disacarido importante en la tolerancia al estrés. También se identificaron cambios en la
respuesta a estrés oxidativo y en peroxisomas, donde el fenotipo P9 es quien mejor
respuesta tiene. Se identificaron cambios en los niveles de expresion en genes relacionados
a la respuesta a estrés osmotico, estrés salino y a transporte de iones; donde los fenotipos
PO y P9 son los que tienen una aparente mejor respuesta. Finalmente se cuantifico la
expresion relativa de los genes antiporter McNHx3 y McNHaD por qPCR y se obtuvo que
solo los fenotipos PO y P9 sobreexpresan dichos genes, mientras que P11 los tiene
reprimidos, con lo cual, al menos con lo reportado hasta el momento, el fenotipo P11 no
cuenta con un mecanismo de compartamentalizacién del ion Na” como lo hacen PO y P9,
sin embargo el fenotipo P11, aunque en menor grado, sigue tolerando el estrés por NaCl.

Palabras Claves: Vidrillo, Microarreglo heterélogo, Estrés por NaCl.
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ABSTRACT

With the objective of identifying genes that are increasing and suppressing expression
levels in vidrillo’s salt stress resistance response, we used heterologous microarray
methodology, where the independent cDNA expression level of 30,000 from Arabidopsis
thaliana was used to measure RNA hybridization extracted individually from PO, P9, and
P11 vidrillo phenotypes. We identified that 1893 PO phenotype genes were over-expressed
(6.315%); 1999 P9 phenotype genes (6.66%); while only 4.61% of P11 phenotype genes
were over-expressed (1383). As for the number of repressed genes in PO, P9, and P11
phenotypes identified, we found 1218, 844, and 1594 negatively regulated genes,
respectively. Some of the differentially regulated genes, either positively or negatively, are
expressed uniquely in each phenotype. The computational analysis showed some
differences in metabolic pathways of interest; for example, in amino acid metabolism only
PO and P9 phenotypes were able to increase the expression level of genes related to
arginine and proline metabolism, whose accumulation in the plant is related to abiotic stress
resistance. On the other hand, P11 phenotype decreased expression levels of the genes
involved in the same pathway. Also, in this metabolic route where genes were found to
increase their expression levels, we found those related to polyamine resistance such as
putrescine, spermidine, and spermine, whose accumulation in the plant have positive effects
on tolerance to various stress types. Another thing was that only phenotype P11 increased
the expression levels of genes related to the metabolism of trehalose, an important
disaccharide in stress tolerance. We could identify changes in oxidative stress response in
peroxisomes, where P9 phenotype had the best response. It was possible to identify changes
in expression levels of the genes involved in osmotic and salt stress and ion transport
responses, where PO and P9 phenotypes were those having an apparent best response.
Finally we quantified the relative expression of the antiporter genes McNHx3 and McNHaD
by gqPCR; the results showed that only PO and P9 phenotypes could overexpress these
genes, while P11 phenotype had them suppressed. Thus at least to that reported so far, P11
phenotype does not have a mechanism for Na* ion compartmentalization as PO and P9 do;
however, P11 phenotype continues to tolerate NaCl stress to a lesser extent, though.

Keywords: Vidrillo (ice plant), heterologous microarray, NaCl stress.
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1. INTRODUCCION.

La salinidad es el principal problema que afecta a la produccion agricola en el mundo
(Kronzucker y Britto, 2011). La exposicion de los cultivos a suelos con niveles elevados de
salinidad, causa dos tipos de estrés en la planta, por una parte ocasiona deficiencia de agua
en las plantas (estrés osmotico) y por otro lado un estrés idnico (toxicidad por Na*) (Brini et
al., 2007 y Blumwald et al., 2000). En los suelos salinos, la sal que principalmente es el
NaCl, por lo que el ion Na’ es el i6n toxico mayormente presente en suelos dafiados por la
salinidad. Una acumulacion excesiva de este ion en el citoplasma de las células vegetales,
causa problemas en la homeostasis i6nica de la planta (Zhu et al., 2007). Los dafios
ocasionados a la planta son: afectacion de la actividad de enzimas citoplasmaticas,
dificultad en la absorcion de agua del suelo, toxicidad por iones de Na’, malnutricion y
retraso del crecimiento, reduccién en la fotosintesis, dafio ocasionado por especies reactivas
de oxigeno (ERO), acumulacién de metabolitos toxicos y finalmente la inhibicion de la
division y expansion celular (Zhu et al., 2001, Chen, 2006, Jiang et al., 2006). Ello
repercute en el metabolismo adecuado de la planta, asi como en sus procesos fotosintéticos,
lo que finalmente trae problemas en el desarrollo y crecimiento de la planta, causando al
final la muerte del cultivo. Con la finalidad de mantener un balance osmaético, las plantas
cuentan con varios mecanismo, por ejemplo 1) exclusion del Na* en las células de la raiz, o
2) absorcion y compartamentalizan del i6n sodio en vacuolas mediante el uso de proteinas
de membrana de tipo antiporter Na'/H* (NHXs). La compartamentalizacion del idn sodio es
un medio efectivo para evitar el efecto perjudicial del Na* en el citosol, ademas de
contribuir a mantener el potencial osmético, lo que se ve reflejado en el incremento de la
tolerancia a la salinidad por parte de la planta (Apse y Blumwald, 2007, Tuteja, 2007,
Queiros et al., 2009, Wu et al., 2011).

En el 2010, Warner-Urias et al. realizan un trabajo utilizando a la planta vidrillo, la cual es
tolerante a sal. En dicho trabajo se evalla la expresion del gen antiporter Nhx2, donde ellos
concluyen que éste es inducido por el estrés con NaCl. En el mismo afio Consentino et al.
(2010) dan a conocer resultados sobre un trabajo similar al desarrollado por Warner-Urias

et al.; no obstante, Consentino reportd entre otras cosas, que la expresién del gen Nhx2



(estudios hechos en la misma planta que Warner) no se ve inducida por efecto de la
salinidad. Warner et al. (2013), efectuaron trabajos utilizando tres fenotipos de la planta
vidrillo (fenotipos denominados PO, P9 y P11 e identificados por el Dr. Andrés Ordufio del
CIBNOR-Unidad Guerrero Negro) donde evaluan la respuesta fisioldgica de cada fenotipo,
asi como la expresion de los genes Nhx1 y Nhx2 ante un estimulo por estrés con NaCl. Sus
resultados muestran que existen diferencias en la respuesta fisiolégica (mas marcadas en el
fenotipo P11 en comparacion entre los fenotipos PO y P9). Ademas, encuentran que solo el
fenotipo P11 no expresa los genes Nhx1 y Nhx2 en respuesta al estrés; pese a ello, este
fenotipo aun es capaz de tolerar el estrés salino.

La exclusion o compartamentalizacion del ion sodio no son los Unicos mecanismos
propuestos para la tolerancia al estrés salino; se han propuesto mecanismos antioxidantes y
también la acumulacién de ciertos compuestos, como otros medios de tolerancia al estrés
salino (Turkana, 2009). De esta manera, se plante6 como objetivo estudiar la expresion de
los genes de los transportadores antiporter McNHX3 y McNhaD, ademas de la expresion
génica global de los tres fenotipos de vidrillo (PO, P9 y P11) ante el estrés inducido por el
NaCl. Donde se espera que el analisis comparativo de los tres transcriptomas, permita
determinar los posibles elementos involucrados en los mecanismos moleculares que estén
interviniendo, de manera alterna a mecanismos de transportadores de iones, como manera
de tolerancia a la salinidad en el fenotipo P11; el cual, bajo condiciones de estrés por NaCl
es capaz de sobrevivir y seguir acumulando biomasa a pesar de encontrarse reprimida la

expresion de transportadores relacionados con la homeostasis ionica.

2. ANTECEDENTES.

2.1. Dafios en la planta por estrés salino.

El estrés por sal (NaCl especificamente) se define como el efecto adverso ocasionado por
una cantidad excesiva de sal soluble presente en suelo, mientras que la tolerancia a la
salinidad es la adaptacion natural de la planta, que le permite mantenerse biolégicamente
activa en presencia de sal. La salinidad en los suelos se ha convertido en uno de los



principales problemas que enfrenta la produccién agricola, principalmente en zonas aridas y
semidridas. Aproximadamente el 8% del suelo cultivable a nivel mundial se encuentra
afectado por este problema, es decir cerca de 800 millones de hectareas, siendo el NaCl y el
Na,SO, las sales principalmente encontradas en este tipo de suelos (Mahajan y Tuteja,
2005, FAO, 2008, Pan et al., 2008, Turkan y Demiral, 2009).

La salinidad ocasiona en la planta un desbalance en la homeostasis idnica y crea también un
estado hiperosmotico, ademas se genera dafio oxidativo y se afecta la fotosintesis,
ocasionando decremento en el desarrollo y crecimiento de las plantas o la muerte.
Generalmente un suelo salino con 0.2%-0.5% de sal puede inducir estos efectos y en las
areas afectadas por salinidad encontramos valores entre el 0.6%-10% (Cuartero et al.,
2006).

La actividad de varias enzimas citoplasmaticas puede verse afectada debido a la presencia
de iones de Na’, si bien estas enzimas son activas en presencia de grandes cantidades de
K*. Por lo tanto, las plantas tolerantes a la sal dependen de la presencia de potasio y
requieren de la aclimatacién al ion sodio, mientras que las no tolerantes, al ser incapaces de
remover el sodio, presentan un desbalance Na+/K+. Otro problema que se puede presentar,
es la dificultad de la planta para absorber agua de suelos salinos, puesto que la cantidad de
sal tan elevada en el suelo ocasiona un decremento en el potencial hidrico, lo que lleva a un
estrés por falta de agua (estrés hiperosmotico) (Pan et al, 2008). La planta puede sufrir
ademas envenenamiento por el ion Na®, inactivando o reduciendo la actividad de algunas
enzimas, lo que ocasiona perdida de la integridad de la membrana celular y desbalance
metabdlico. Igualmente, se da un desbalance de iones al ser absorbidas altas
concentraciones de Na“ y CI, impidiendo la absorcién de K*, Ca*, Mg* y Li*y
ocasionando malnutricién en la planta y afectacion del desarrollo (Chen, 2006). Con la
finalidad de reestablecer la homeostasis ionica y el estrés osmotico, la planta cierra los
estomas evitando la transpiracion, lo que minimiza el déficit de agua en la planta y la
absorcion de didxido de carbono. El cierre de estomas, trae consigo, una reduccion de la
fotosintesis, asi como de la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEP carboxilasa)
y la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa (RUBP carboxilasa). Por otro lado, aquellos
electrones provenientes de la cadena de transporte de electrones, que no se utilizan,



reaccionan con el oxigeno para formar especies reactivas de oxigeno (ERO). Estas, al
generarse en exceso en la mitocondria, en los peroxisomas o en el citoplasma, pueden
llegar a ocasionar dafio oxidativo a proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Una de las
maneras en que las plantas responden ante una acumulacién excesiva de ERO, es mediante
un sistema de enzimas antioxidantes y moléculas pequefias no-enzimaticas; tales como
glutation, a-tocoferol, flavonoides, ascorbato, antocianinas, compuestos polifendlicos y
carotenoides (McCord, 2000).

Finalmente tenemos que el estrés por sal puede inhibir la divisién y expansién celular, lo
cual puede ocasionar problemas de desarrollo en la planta, asi como en su crecimiento y en

la diferenciacidn de tejidos y 6rganos. (Zhu et al, 2001, Jiang et al, 2006).

2.2. Mecanismos de tolerancia a la salinidad

Con la finalidad de adaptarse a ambientes salinos, algunas plantas utilizan la siguiente ruta
de sefializacion: primero, receptores de membrana sensibles en las células de la raiz
generan una respuesta ante el estrés; esta sefial genera mensajeros secundarios con la
finalidad de comunicarse con otras células, para que se activen cinasas. Las cinasas regulan
directamente la expresién de genes de respuesta o bien la expresion de factores de
transcripcion y asi regulan la expresion de los genes de respuesta, con ello la planta puede
sobrevivir ante un reto salino (Wang et al., 2009). Generalmente las plantas presentan tres
mecanismos para sobrevivir: primero, con la finalidad de mantener un balance osmotico
las plantas pueden intentar excluir el ion Na* en las células de la raiz o evitan los efectos
toxicos acumulando el i6n sodio en vacuolas. Los antiporter Na*/H* (NHXs) son proteinas
de membrana que participan con un rol critico en el mantenimiento de la homeostasis
ionica. Su funcion es la de realizar un intercambio de Na* por H" a través de la membrana
vacuolar usando un gradiente electromecanico de protones que es generado por la V-H"
adenosina trifosfatasa (V-H* -ATPasa) y por la V-H" pirofosfatasa (V-H" -PPasa), que
componen la bomba de H* localizada en el tonoplasto. La compartamentalizacion del ion
sodio provee un medio efectivo para evitar el efecto perjudicial del Na* en el citosol,

ademés de contribuir a mantener el potencial osmético, lo que se ve reflejado en el



incremento de la tolerancia a la salinidad por parte de la planta ( James et al., 2006, Apse y
Blumwald, 2007, Muller et al., 2009, Queiros et al., 2009, Wu et al., 2011). Segundo, se ha
reportado que algunas plantas sintetizan y acumulan ciertos compuestos, como algunos
aminoacidos, poliaminas, y ciertos carbohidratos, de esta manera reducen el estrés osmotico
ocasionado en la planta, algunas plantas acumulan prolina, por ejemplo, para evitar la
deshidratacion celular; la naturaleza anfipatica de la prolina permite que por un lado su
parte hidrofébica se una a otras proteinas, mientras que la hidrofilic, se una a moléculas de
agua y de este modo evitar la deshidratacion (Hoekstra et al., 2001). También la induccién
de genes de glicina-betaina ayuda a mantener un adecuado balance osmotico, con lo cual no
se ve comprometida la actividad de ciertas enzimas cruciales en el metabolismo de la planta
(Fenghua et al., 1997).

Finalmente otro mecanismo utilizado por las plantas puede ser su sistema antioxidante para
la prevencion del dafio oxidativo. Algunas plantas ante estrés por sal sobreexpresan
enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa o la glutation s-transferasa, también la
superdxido dismutasa y la glutation reductasa. La actividad antioxidante incrementa la
habilidad de tolerancia de la planta e inhibe la peroxidacion lipidica de los acidos grasos
insaturados, lo cual es crucial pues con ello se mantiene la integridad y estabilidad de las
membranas celulares (Jiang et al., 2006).

Otros estudios sugieren que el acido absisico pueda jugar un rol importante en la tolerancia
al estrés, al ayudar a los estomas a permanecer cerrados durante el déficit de agua y
también puede estar regulando la expresion de algunos genes. Algunas plantas, con la
finalidad de mantener un balance nutricional durante un estrés salino, incrementan su
absorcion de potasio y ademas puede que combine metabolitos con la sal y asi evitar el
dafio ocasionado por iones libres (Salekdeh et al., 2002).

2.3. Uso de microarreglos para andlisis de expresion global de genes en plantas.
Los microarreglos son una herramienta que permiten una visualizacion amplia de la

respuesta a nivel transcripcional ante un cierto estimulo. El uso de microarreglos

homologos se ha empleado por ejemplo en estudios de monitoreo de patrones de expresion



de ciertos genes inducibles durante estrés por sequia o por bajas temperaturas (Seki et al.,
2001). Otro ejemplo del uso de microarreglos homdlogos es el estudio de perfiles
especificos de expresion en los distintos 6rganos de Arabidopsis thaliana (Ruan et al.,
1998). Un estudio usando un chip de olivo fue utilizado para evaluar los cambios que
determinan la periodicidad en el olivo, con relacién a la maduracion de sus frutos y al
cambio de hojas (Turktas et al., 2013).

Sin embargo, no siempre es posible contar con un microarreglo de la misma especie en
estudio, por lo que el uso de microarreglos heterélogos puede llegar a ser una opcion. Si
bien la gama de hibridacién entre especies tiene cierto potencial de riesgo solo por el hecho
de ser distintas especies en si, podemos encontrar en la literatura varios estudios que
muestran que el uso de microarreglos heterdlogo puede llegar a proporcionar resultados
confiables. Por ejemplo, se llevo a cabo un estudio relacionado con la expresion diferencial
y conservada de genes durante el desarrollo, efectuado entre plantas divergentes
(Euphorbia esula L., Avena fatua, Populus) a Arabidopsis thaliana, usando un
microarreglo de Arabidopsis thaliana (Horvath et al., 2003). En otro ejemplo, se compar0
la expresion de genes entre Arabidopsis thaliana y Arabidopsis halleri, en respuesta a
factores de acumulacion de metales (Weber et al., 2004). El uso de un microarreglo de
tomate para analisis de comparacion de la expresion de genes en Solanaceae, puede ser un
ejemplo mas del uso de microarreglos heterélogos (Moore et al., 2005). Uno mas, es un
estudio donde se utilizé un microarreglo de tomate para evaluar la expresion de genes de
papa (Solanum tuberosum) relacionados con el evento del cold-induced sweetening
(Bagnaresi et al., 2008). También encontramos un estudio de respuesta ante estrés por

sequia en Musa spp. donde se utiliz6 un microarreglo de arroz (Davey et al., 2009).

2.4. Vidrillo (Mesembryanthemum crystallinum).

Ya que las plantas hal6fitas son capaces de vivir en ambientes con condiciones de salinidad
elevada, éstas representan un organismo ideal para el estudio y caracterizacion genética de
moléculas (entre ellas antiporters NHXSs). La planta vidrillo
(Mesembryanthemum crystallinum) perteneciente a la Familia Aizoaceae y Orden



Caryophyllales, es una planta haléfita con metabolismo C3-CAM inducible por estrés
(Cushman et al., 2008, Niewiadomska et al., 2011). Vidrillo tiene un genoma relativamente
pequefio, del cual se encuentran reportadas 629 secuencias de nucledtidos, ademas de
28042 secuencias correspondientes a ESTs (expressed sequence tags) (NCBI-Entrez), fue
propuesto como un modelo de estudio para la respuesta al estrés salino por Bohnert y
Cushman en el 2001.

Actualmente se cuenta con tres fenotipos de la planta vidrillo en los laboratorios de biologia
molecular de plantas del CIBNOR, estos fenotipos fueron aislados y caracterizados por el
Dr. Andrés Orduiio de la Unidad de Guerrero Negro del CIBNOR. Los fenotipos
nombrados PO, P9 y P11 se diferencian entre ellos por dos caracteristicas principalmente, el
color de la vaina que es rojo en PO y amarilla en los otros dos fenotipos, y por el tipo de
crecimiento, siendo este; postrado en los fenotipos PO y P9, mientras que en P11 el

crecimiento es erecto.

2.5. Trabajos en vidrillo.

El hecho de que la planta Mesembryanthemum crystallinum pueda ser inducida a cambiar
su metabolismo de C; a CAM por déficit de agua o por un estrés salino, hace de esta planta
un modelo para estudios moleculares (Bohnert y Cushman, 2001). Sumado a ello el hecho
de que existen mas de 20 bibliotecas de cDNA y una base de datos de ESTs (Bohnert et al.,
2001, Kore-eda et al., 2004), de las cuales se han determinado tres secuencias ortdlogas de
NHX con respecto a Arabidopsis thaliana: Nhxl (AM746985.1), Nhx2 (AM748092.1) y
Nhx3 (AM901401.1) y la secuencia de un ortélogo de NhaD (AM746986.1); NHx1 es un
transportador de membrana vacuolar/prevacuolar, mientras que el transportador NHx2 es
una proteina de membrana endosomal, la isoforma NHx3 tiene localizacién en la
endomembrana y la proteina NhaD es considerada parte de la membrana del cloroplasto
(Consentino et al, 2010., Bassil et al., 2011). En la Figura 1 podemos observar un arbol

filogenético de los antiporters Na”/H" de plantas (Modificado de Consentino et al., 2010).
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Figura 1. Arbol filogenético de los antiporters Na*/H* de plantas. Alineamiento multiple de
secuencias generado usando CLUSTALW (http://www .ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2/index.html)
las distancias evolutivas fueron calculadas por el método de neighbour joining. Los
siguientes antiporters fueron incluidos en el andlisis: McNHX1, McNHX2, McNHX3,
McSOS1 y McNhaD (Mesembryanthemum crystallinum); AtINHX1, AtNHX2, AtNHX3,
AtNHX4, AtNHXS, AtNHX6, AtSOSI, AtNhaD1 y AtNhaD2 (Arabidopsis thaliana);
RhNHx (Rosa hybrida); PeNHX?2, PeNhaD y PeSOS1 (Populus euphratica); SINHX y
SjSOS1 (Suaeda japonica); SINHX2 y SISOS1 (Solanum lycopersicum); OsSOS1 vy
OsNhaD (Oryza sativa); ThSOS1 y ThNHXT1 (Thellungiella halophila); TeSOS1 (Triticum
aestivum); KfNHX (Kalidium foliatum); TtNHX1 (Tetragonia tetragonioides); SeNHX1
(Salicornia europaea); AgNHXT1 (Atriplex gmelini). Las proteinas de haléfitas se indican
con un sombreado gris.




En la Tabla I observamos las caracteristicas de los antiporters de vidrillo (Modificada de

Consentino et al., 2010).

Tabla I. Caracteristicas de los antiporters de vidrillo. Nimero de aminoécidos, aa; Peso
molecular en kDa, PM; Dominios transmembranales, DTMs.

Antiporter aa PM DTMs Localizacion  Complementacion
previstos esperada funcional
McSOS1 1115 127.3 12 Membrana Saccharomyces
Plasmatica cerevisiae
nhal nhx1 enal-4
McNhaD 577 61.5 13 Cloroplasto S. cerevisiae

nhal nhx1 enal-4
Escherichia coli

nhaA nhaB
McNHX1 549 60.8 10 Vacuola S. cerevisiae
nhx1
McNHX2 556 61.6 11 Vacuola/ -
pre-vacuola
McNHX3 526 58.1 10 Endomembrana -

En el 2010, Consentino et al., reportaron su estudio sobre la expresion diferencial de los
genes del transportador antiporter Na*/H". Estos genes fueron obtenidos de la planta vidrillo
cuando fue sometida a salinidad y sequia; la expresiéon de los genes fue evaluada en
muestras de la raiz y de la hoja. Sus resultados muestran diferencias con los datos obtenidos
por Warner-Urias (2010), quien encuentra aumento en los niveles de expresiéon de las
isoformas del Nhx2 y NhaD en respuesta a estrés salino y sequia, a diferencia de, lo
reportado por Consentino et al., quien no detecta, expresion del gen Nhx2. En el 2013,
Warner-Urias y colaboradores reportan las diferencias en la respuesta fisiologica de los tres
fenotipos de la planta vidrillo (PO, P9 y P11) ante el estrés ocasionado por NaCl, ademas
muestran el nivel de expresion de los genes McNhxl y McNhx2 en respuesta a la salinidad.
Observan diferencias entre los tres fenotipos con relacion a los pardmetros fisioldgicos
medidos (contenido de prolina, sodio/potasio, clorofilas, potencial hidrico), donde el
fenotipo P11, que si bien es capaz de sobrevivir y seguir acumulando biomasa ante el estrés
salino, es el fenotipo que mas problemas tiene ante la salinidad en comparacion con los

otros dos fenotipos. Ademas, encuentran que este mismo fenotipo no es capaz de encender
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los genes de los transportadores antiporters NhxI y Nhx2; todo esto indica que esta planta
esta adaptada para tolerar el estrés salino por otros medios distintos a los transportadores de

sodio.

3. JUSTIFICACION.

El identificar la expresion diferencial de genes en los diferentes fenotipos de vidrillo, nos
brinda la posibilidad de conocer aquellos elementos involucrados en los mecanismos de
respuesta a estrés por NaCl, con lo cual se podria comprender mas sobre la tolerancia a la
salinidad.

Vidrillo representa un modelo de hal6fitas para estudio de estrés salino debido a que, por
una parte se conoce su cambio de metabolismo de C3 a CAM y la respuesta del
transcriptoma al estrés salino; ademas se ha descrito el comportamiento de sus proteinas
antiporters en respuesta a este estimulo; en este sentido, Consentino et al. (2010) mostraron
que los transportadores NHX (a excepcion del NHX2) se inducen por estrés salino. Por otra
parte, la caracterizacion de diferentes fenotipos de la planta vidrillo hecha por el Dr. Andrés
Ordufio, permiti6 efectuar estudios de respuesta diferencial entre los fenotipos en respuesta
al estrés por NaCl, con lo cual Warner-Urias et al. (2013) demuestran que los antiporter
NHX1 y NHX2 son expresados diferencialmente en los 3 fenotipos de vidrillo, siendo el
fenotipo P11 incapaz de encender dichos transportadores y que ademas estos fenotipos
tienen respuesta fisioldgica distinta ante el estrés por NaCl.

Preguntas:

¢Cudles son las diferencias a nivel del transcriptoma entre PO, P9 y P11 que contribuyen a
explicar el desempefio fisioldgico de cada fenotipo como respuesta al estrés por NaCl?

¢Qué mecanismos moleculares podrian estar involucrados en la supervivencia del fenotipo

P11 al estrés por NaCl a pesar de no existir la expresion de los genes Nhx1 y Nhx2?
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4. OBJETIVOS.

4.1. Objetivo General.

Caracterizar y comparar las rutas involucradas en la respuesta a NaCl en 3 fenotipos de
vidrillo (Mesembryanthemum crystallinum) mediante anélisis de expresion global de genes.

4.2. Objetivos Especificos.

1) Caracterizar, analizar y comparar la expresion genética global de tres fenotipos de

vidrillo en respuesta a estrés por NaCl.

2) ldentificar y proponer rutas alternativas independientes de NHX1 y NHX2 para la
respuesta al estrés salino en P11.

3) Cuantificar el nivel de expresion de los genes McNHx3 y McNhaD de los transportadores
antiporter Na'/H" de los tres fenotipos de M. crystallinum en condiciones control y de
estrés por NaCl.

5. HIPOTESIS.

Si bajo condiciones de estrés por NaCl el fenotipo P11 es capaz de sobrevivir y acumular
biomasa a pesar de encontrarse reprimida la expresion de transportadores involucrados en
la homeostasis ionica, entonces el analisis comparativo del transcriptoma de este fenotipo,
de P9 y PO, permitird proponer posibles mecanismos moleculares que participen

alternativamente en la respuesta al estrés salino en P11.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. Material vegetal y Bioensayo.

Las semillas de vidrillo (M. crystallinum) de cada fenotipo (PO, P9 y P11) fueron donadas
por el Dr. Andrés Ordufio (CIBNOR-Unidad Guerrero Negro). Las semillas fueron lavadas
con etanol al 70% durante 60 seg con agitacion en vortex (en tubos Eppendorf de 1.5 ml),
el etanol fue decantado y se adicion6 hipoclorito al 3% (Agitacion en vortex durante 10
min.), se retird el hipoclorito y se efectuaron seis lavados con agua destilada estéril
(agitacion en vortex 1 min., cada vez). Las semillas fueron germinadas en condiciones de
invernadero, en charolas que contenian como soporte vermiculita y Sunshine, se regaron las
charolas durante tres semanas, cada tercer dia con solucion nutritiva Hoagland 0.25X
estéril. Transcurrido dicho lapso de tiempo 40 plantulas de cada fenotipo fueron
transferidas a cultivo hidropdnico en recipientes para 10 plantulas (se utilizaron esponjas
como soporte de las plantulas) con capacidad de 700 ml de solucidn, los cultivos fueron
mantenidos durante 3 semanas mas en un cuarto de cultivo con condiciones controladas de
25 °C, 1500 luxes, un fotoperiodo de 16-h luz y 8-h de oscuridad, con aireacion constante;
la solucion Hoagland 0.25X fue reemplazada cada semana. Para el bioensayo se utilizaron
20 plantulas de cada fenotipo con 6 semanas de edad, diez plantulas como control y el resto
como tratamiento. Las plantulas tratamiento fueron expuestas ante solucion Hoagland
0.25X estéril con 500mM de NaCl en cultivo hidropdnico (un total de seis recipientes, dos
recipientes por fenotipo: control y tratamiento), las plantulas control fueron mantenidas con
solucion Hoagland 0.25X estéril sin NaCl. Los cultivos hidropdnicos se mantuvieron

durante 7 dias en las condiciones controladas del cuarto de cultivo antes descritas.

6.2. Aislamiento del ARN Total.

El ARN total fue extraido a partir de tejido foliar de 5 plantas control y estresadas de cada
fenotipo usando Trizol ® (Invitrogen, Carlsbad, CA.). Las muestras fueron congeladas con

N liquido y se homogenizaron en morteros estériles previamente enfriados a -80 °C, el
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material homogéneo fue colectado en tubos Eppendorf de 2ml estériles donde se le
adicion6 1ml de Trizol (por cada 200mg de tejido), las muestras fueron centrifugadas a
12000 rpm (durante 10 min. a 4 °C), el sobrenadante fue transferido a tubos Eppendorf de
1.5ml donde se dejo incubar por 5 min. a temperatura ambiente (aprox. 25 °C); transcurrido
ese tiempo se adicionaron 200 ul de cloroformo (por cada mililitro de Trizol empleado)
agitando vigorosamente durante 15 seg.. Se dejo incubar cada muestra durante 3 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 4 °C, 12000 rpm durante 15 min.. La fase
acuosa de cada tubo fue transferida a uno nuevo, a cada tubo se le adiciond 0.5ml de
isopropanol frio (por cada mililitro de Trizol empleado), se adiciond ademas 1ul de tRNA
de levadura, las muestras se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente, finalmente
los tubos fueron centrifugados durante 15 min a 12000 rpm a 4 °C, la pastilla de ARN en el
fondo del cada tubo fue lavada con 1ml de etanol al 75% (preparado con agua DEPC
(dietilpirocarbonato) al 1%), se centrifugd a 7500 rpm, durante 5 minutos a 4 °C, el etanol
se decanto y la pastilla de ARN total fue secada en la campana de extraccion a temperatura
ambiente; cada ARN total fue resuspendido en 20 ul de agua DEPC al 1%, se cuantifico la

concentracion de RNA total mediante el uso del espectrofotometro (NanoDrop ND-100).

6.2.1. Calidad del ARN.

La calidad e integridad del ARN total extraido fue evaluada mediante su visualizacion en
un gel de agarosa-formaldehido al 1%, preparado con buffer MOPS 1X (stock del buffer
MOPS 10X:MOPS 0.2 M, acetato de Na 50 mM, EDTA 10 mM, pH 7.0, empleando agua
tratada con DEPC al 1% vy esterilizado en autoclave), todo limpio con RNAsa-Zap y
preparado con agua destilada estéril DEPC. Se derritié la agarosa utilizando un microondas,
al enfriarse se agrego en la campana de extraccion, formaldehido al 37% (final) y
SYBERsafe 10000X. A 3 ug de ARN total contenidos en un x volumen, se le adicionoé la
misma cantidad de agua DEPC al 1% y las muestras se calentaron a 65 °C por 10 min, se
mantuvieron en frio hasta ser cargadas en el gel. Previo a cargarse en el gel, a las muestras
se les adiciond buffer de carga (0.75 ml de formamida deionizada, 0.15 ml de MOPS 10X,
0.24 ml de formaldehido, 0.1 ml de agua con DEPC, 0.1 de glicerol, 0.08 de azul de
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bromofenol al 10%), el marcador de pares de bases utilizado fue el 0.1-10 kb RNA Ladder
lug/ul (Invitrogen). El gel de agarosa-formaldehido fue corrido en frio a 50 V por 2-h,
transcurrido este tiempo el gel fue revelado utilizando el fotodocumentador (BioDoc. ItTM
Imaging System UVP).

6.2.2. Tratamiento del ARN con DNAsa I.

Para purificar el ARN total aislado, 1 ug de ARN total fué tratado con 1 U de DNAsa I
(Invitrogen), més buffer 10X (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 20 mM MgCl2, 500 mM KCI) y
agua DEPC 1%, en un volumen de reaccién de 10 ul, incubandose la misma a temperatura
ambiente por un lapso de 15 min. La DNAsa se inactivdo con EDTA 25mM vy calor (65
°C/10 min).

6.3. Microarreglo heterdlogo.

6.3.1. Transporte de ARN.

Las muestras se transportaron a temperatura ambiente precipitadas con acetato de sodio y
etanol absoluto de la siguiente manera: se hicieron 6 pools de las muestras (2 por cada
fenotipo) con una n de 5 para cada grupo control y tratamiento. A un total de 25 ug de
RNA total (5 ug por cada muestra en el pool); contenido en 50 ul de agua DEPC al 1%, se
agreg6 5 ul de acetato de sodio 3M pH 5.2 y se mezclo perfectamente en vortex, luego se
adicionaron a cada muestra 138 ul de etanol 100% frio y se mezcld por inversion del tubo
hasta que se homogeniz6. Las muestras se conservaron a -70 °C por una noche y
posteriormente se centrifugaron a méxima velocidad por 15 min. para ser enviadas a la

Unidad de Microarreglos de la UNAM.
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6.3.2. Marcado de ARN total.

Las muestras se visualizaron en un gel de agarosa al 1% en TAE 1X, para evaluar su
integridad después del transporte hasta la unidad de microarreglos de la UNAM en la Cd.
de México.

Para efectuar la reaccion de marcado se hizo la siguiente Mezcla A (Tabla I1):

Tabla Il. Mezcla A para marcado de ARN total.

Reactivo Descripcion Volumen (ul)
ARN total - 2
Oligo (dT) (Qug/ul) 1

Random Primers - 1
H,0 Vol. Final 19 ul 15

Se homogeniz6 con micropipeta y se incub6 a 70 °C por 10 min, se coloco en hielo.

(Mezcla B):
Tabla Il11. Mezcla B para marcado de ARN total.
Reactivo Descripcion Vol. (ul)
5X RT Reaction Buffer (SuperScript 1) 8
MgClI2 (25 mM) 2
Aminoallyl-dNTP mix (dATP, dCTPy dGTP 5 4
mM,
dTTP 1.5 mM; AA-dUTP
3.0 mM).

DTT (0.1 M) 4
SuperScript 11 Reverse (200 U/ul) 3

Transcriptase

Se mezcl6 la primer reaccion con la mezcla B (Tabla I11), se centrifug6 e incubd durante

10 min a 25 °C, luego durante dos horas a 42 °C.

6.3.3. Hidrolisis del ARN.

Se afiadieron 5 ul de NaOH 1Ny 1 ul de EDTA 0.5 My se incubé por 10 min a 65 °C.
Posteriormente se afiadieron 25 ul de HEPES 1 M, pH 7.5.
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6.3.4. Purificacion del Aminoallyl cDNA (aacDNA).

Al aacDNA se le agregaron 7 ul de acetato de sodio 3 M y 400 ul de binding buffer, se
cargo la mezcla en las columnas Qiagen y se dejaron reposar por 5 min. Posteriormente se
centrifugaron a 14000 rpm durante 1 min, se lavo tres veces con 500 ul de etanol al 80%, se
centrifugd a 14000 rpm durante 1 min. Los tubos vacios se centrifugaron durante 1 min
para remover el exceso de etanol; finalmente en un tubo nuevo se recuperd de la columna al
aacDNA, esto, dos veces con 30 ul de agua-desionizada, se dejaron reposar 2 minutos y se
centrifugaron 1 min. Se secaron los pellet en el speed vac y se resuspendieron en 4.5 ul de
bicarbonato de sodio 100 mM (pH 9.0).

6.3.5. Reaccion de conjugacion.

Se disolvieron los colorantes Alexa 555 y Alexa 647 con 4.5 ul de DMSO, mediante
vortex, se agregaron los 4.5 ml del aacDNA purificado. Se mezclo sin centrifugar y se
incub6 a temperatura ambiente en obscuridad por una hora. Las muestras control fueron
marcadas con Alexa 555, mientras que las muestras tratamiento con Alexa 647, ademas se
hicieron experimentos SWAP, es decir los colorantes fueron invertidos, esto como control

de la reaccion.

6.3.6. Purificacion del aacDNA marcado (Alexa-AcDNA).

Se agregaron 71 ul de agua, mas 8 ul de acetato de sodio 3 My 400 ul de binding buffer, se
mezcld y cargo en las columnas Qiagen, se dejé reposar por un minuto y luego se
centrifugd por un minuto. Se efectuaron tres lavados con 500 ul de etanol al 80% y se
centrifugaron durante un minuto los tubos vacios para eliminar el exceso de etanol. En un
tubo nuevo se recupero de la columna el Alexa-AcDNA dos veces con 50 ul de agua
desionizada estéril (pudo haberse usado TE buffer), se dejé reposar por 2 min y se

centrifugd por 1 min.
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6.3.7. Hibridizacion en Chip de Arabidopsis thaliana.
6.3.7.1. Pretratamiento del microarreglo.

Las laminillas utilizadas se prehidrataron exponiendo el lado impreso al vapor de agua a 50
°C durante 10 segundos, se volted el chip para secar y volver a exponer al vapor (3 veces),
luego se fijé con dos ciclos de luz UV 0.12 J x cm?, enseguida se sumergié la laminilla en
agua hirviendo durante 2 minutos y de aqui se paso inmediatamente a la solucién de pre-
hibridacion (SSC 5X, SDS al 0.1%, BSA al 1%), se incubd en agitacion suave por una hora
a 42 °C. Posteriormente se lavo 5 veces con agua desionizada estéril a temperatura

ambiente y se seco por centrifugacion a 1500 rpm por 5 min.

6.3.7.2. Hibridacion
Antes de la hibridacion se efectuaron célculos de concentracion mediante el uso de un
NanoDrop, esto para determinar la cantidad de Alexa-AcDNA a utilizar en cada chip
(control y tratamiento) (Tabla V).

Las hibridaciones se hicieron de acuerdo a la siguiente reaccion:

Tabla IV. Mezcla para efectuar la hibridacion en el chip del microarreglo.

Reactivo Concentracion final Vol. ul
Alexa 555 (Control) 17 pmol 9.5
Alexa 647 (Tratamiento) 17 pmol 8.9
SSC 20X Final 5X 17.5
SDS 1% Final 0.1% 7.0

TE Vol. Final 70 ul 27.1




18

Se efectud una desnaturalizacién a 94 °C por 5 min'y 30 seg a 65 °C, se agregd la mezcla al
microarreglo, cubriendo la superficie con un cubreobjetos, la incubacion se hizo durante
toda la noche a 42 °C.

Al dia siguiente se efectuaron lavados a temperatura ambiente y con agitacion:

Los lavados fueron 3 durante 2 min cada uno, el primero con 50 ml de SSC 1X-SDS al
0.05%, el segundo y el tercero solo con SSC 0.06X. Finalmente la laminilla se secd por
centrifugacion a 1500 rpm por 5 min.

6.3.8. Lectura del Chip en Scanner y andlisis informatico.

La lectura de los chips (laminillas de 10 micras) se efectuaron con el Lector GenePix
4100A.

Se utilizé el software GeneArise (del Instituto de Fisiologia de la UNAM, Unidad de
Microarreglos, Dr. Jorge Ramirez), con el cual se normalizaron los datos obtenidos de los
microarreglos y se determiné cuales genes estaban sobreexpresados y cuales reprimidos.

Se utilizo ademas la base de datos de KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes),
http://www.genome.jp/kego/tool/map_pathwayl.html,  Search  againts:  Arabidopsis

thaliana, para la identificacion de las rutas metabdlicas alteradas por la expresion de los
distintos genes; asi como la anotacion funcional de los genes (DAVID, Bioinformatics
Resources 6.7; Functional Annotation) http://david.abcc.ncifcrf.gov/.

6.4. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR, por sus siglas en

inglés).

6.4.1. Preparacion de cDNA.

A partir de las mismas muestras de ARN total que se usaron en los microarreglos, se
prepar0 cDNA para utilizarse en las reacciones de qPCR. Para la preparacion de cDNA se
utilizé oligo d(T) y se partié de 1 ug de ARN total, purificado previamente con DNAsa.

Las muestras se desnaturalizaron a 70 °C durante 5 min en tubos de 0.2 ml. Posteriormente
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las muestras fueron colocadas en hielo y cada reaccion se preparé agregando los siguiente
elementos (Tabla V); cabe mencionar que se hace un master mix y se adicionan 9 ul a cada

tubo con ARN y oligo d(t) previamente preparado :

Tabla V. Mezcla de reaccién para sintesis de cDNA.

Reactivo Concentracion Vol. (ul)
Buffer IMPROM II 5X 4
MqgCl, 25mM 2.5
dNTPs 10mM 1
RNA Sin 40 Ulul 0.5
IMPROM II - 1
Agua DEPC Vol. Final 9 ul -

Se utilizaron las siguientes condiciones para la sintesis de cDNA: 25 °C por 10 min,
seguido de 60 min a 45 °C y finalmente 70 °C durante 15 min. Los cDNAs fueron
almacenados a -20 °C hasta su posterior uso.

Para las reacciones de gPCR se hicieron pools de los cDNAs sintetizados, partiendo de
volumenes iguales de cada una de las cinco muestras que componian a cada pool (5
muestras control, lo mismo para las tratamiento, para cada fenotipo), contando al final con

6 pools para efectuar las reacciones de qPCR.

6.4.2. gPCR.

A partir de las secuencias reportadas para los genes Nhx3 y NhaD de vidrillo, se disefiaron
secuencias especificas de primers para PCR en tiempo real (Tabla VI). El gen de
Poliubiquitina utilizado también fue disefiado especificamente para vidrillo. En la tabla se

muestras las caracteristicas de cada gen.
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Tabla VI. Caracteristicas de los primers usados en las reacciones de gPCR.

Acceso al Nombre Secuencia (5"-3") pb  Tm
GenBank (°C)
AM901401.1 McNhx3gPCR132F CGTACTACTGTTGAAGAAGATTGG 24 60.59
AM901401.1 McNhx3gPCR132R  AGAAGCGGTGTTTCATCC 18 60.22

AM746986 McNhaDgPCR100F  GGGATGTCACAACAACTATGCTCT 24 65.1

AM746986 McNhaDgPCR100R  GGCACAGCCAAAGAAATAGCAG 22  66.7
AB571099.1 UBI1F1 CGCACCTTGGCTGACTACA 19 64
AB571099.1 UBI1R1 AACAACCAGACCATGCAACA 20 65

El area de trabajo fue esterilizada con luz UV por 15 min, se utilizaron puntas nuevas,
estériles con barrera de filtro. La reaccion se prepar6 de acuerdo a la Tabla VII. Cada
muestra fue preparada por triplicado y los negativos por duplicados, es decir que por cada
juego de primers se hicieron 20 reacciones (18 de muestra y dos controles negativos, donde
por cada fenotipo se hicieron 6 reacciones, 3 para el pool control y 3 para el tratamiento).
Ademas de 20 reacciones mas para los primers del gen constitutivo (cuyas reacciones

debian incluirse cada vez que se corriera una reaccion).

Tabla VII. Mezcla de reaccion de muestras de qPCR.

Reactivo Concentracion Volumen (ml)
SsoFast Eva green Supermix 2X 5
Primer F 10mM 0.2
Primer R 10mM 0.2
cDNA 25-50ng/ml 1
H,0 milli Q estéril Vol. Final 10 ml 3.6

Las reacciones fueron efectuadas utilizando el equipo Rotor-Gene 6000 series y el software
1.7 con el mismo nombre (Corbett Research) se utilizo el rotor de 72 pozos. Se utilizaron
las siguientes condiciones de amplificacion: 95 °C por 10 min., seguido de cuarenta ciclos
de 95 °C por 10 seg, 60 °C por 15 seg, 72 °C por 20 seg y finalmente 72 °C por 5 seg. Los
datos de las reacciones fueron analizados con el empleo del algoritmo 2°°°°T (Livak y
Schmittgen, 2001), donde los cambios en la expresion de cada gen son evaluados
tratamiento vs control y luego contra el gen constitutivo en este caso, poliubiquitina de

vidrillo.
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6.5. Analisis Estadistico

Se efectud un analisis de varianzas (ANDEVA) de dos vias, con un nivel de significancia
de p <0.05, se utilizé el paquete estadistico STATISTICA 7.0.

7. RESULTADOS

7.1. Aislamiento de ARN.

Con la finalidad de poder llevar a cabo los experimentos de microarreglos, una vez
efectuado el bioensayo donde las plantas fueron sometidas a un estrés por NacCl, se realizo
una extraccion de acidos ribonucleicos. En la Figura 2 se muestra un gel de electroforesis,
donde podemos observar la integridad de los pools de ARN enviados a la unidad de
microarreglos de la UNAM, para su procesamiento.

1: POT
2: POT
3:PUT
4: POC
5:P11C
6: P9C

T: Tratamiento,

C: Control.

Figura 2.- Gel de electroforesis para evaluar la integridad de los pools de ARN total
extraidos, enviados a la unidad de microarreglos de la UNAM. (PO, P9 y P11 corresponden
a los fenotipos de vidrillo).
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7.2. Microarreglo heterdlogo de Arabidopsis thaliana.

Una vez efectuada la metodologia de microarreglos, los chips fueron escaneados y los datos
se procesaron en el software genArise para la normalizacion de los mismos. En la Figura 3
podemos observar el comportamiento de los 30, 000 genes impresos en el microarreglo; el
color verde del centro corresponde a aquellos genes que no muestran cambios significativos
entre las muestras control y tratamiento, el color azul aquellos genes que presentan un
cambio control/tratamiento, pero no con valores significativos de Zscore de 1-1.49, (los
datos de Zscore son tanto positivos (genes que aumentan su nivel de expresion) o negativos
(genes que disminuyen su nivel de expresion)), el color verde azulado corresponde a
aquellos genes con Zscore entre 1.5-1.99 y los puntos en color blanco a aquellos genes con
diferencia significativa con un valor de Zscore por arriba de 2. Donde valores tanto
positivos como negativos a partir de 1.5 de Zscore, son considerados adecuados para
determinar genes que se encuentran aumentando o reprimiendo su nivel de expresion con

respecto a las muestras control de cada microarreglo efectuado.

Figura 3. Datos procesados de cada fenotipo de vidrillo en el software genArise.
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7.2.1. Genes que aumentan su nivel de expresion.

Procesados los datos en genArise, pudo ser posible obtener los datos correspondientes a los
genes cuya expresion habia aumentado con relacién a la muestra control (Zscore mayor de
1.5), con estos datos se obtuvo el diagrama de Venn (Figura 4) donde se muestra el nimero
de genes que aumentan su nivel de expresion en cada fenotipo de vidrillo, asi como su
relacion con los otros fenotipos; también se indica el porcentaje con relacién al total de

genes impresos en el chip.

PO
1893 (6.31%)

P11
1383 (4.61%)

P9
1999 (6.66%)

Figura 4. Diagrama de Venn del nimero de genes que aumentan su nivel de expresion en
cada fenotipo de vidrillo, asi como su relacion entre ellos.

Los datos de cada microarreglo (Zscore mayor de 1.5) fueron analizados con KEGG con la
finalidad de obtener aquellas rutas metabdlicas que se encontraban participando, asi como

el nimero de genes que aumentan su nivel de expresion en cada una de ellas (Tabla VIII).
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Tabla VIII. Rutas metabdlicas donde se observan genes que aumentan su nivel de
expresion en cada fenotipo de vidrillo.

Numero de genes que
aumentan su nivel de

expresion
RUTAS METABOLICAS PO P9 P11
Vias metabdlicas 52 43 38
Biosintesis de metabolitos secundarios 28 21 18
Procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico 15 10

Ribosomas

Transduccién de sefiales de hormona de plantas
Interaccion planta-patégeno

Spliceosoma

Transporte de ARN

Proteolisis mediada por ubiquitina

Biogénesis de los ribosomas en eucariotas
Metabolismo de purina

Metabolismo de glicerofosfolipidos
Metabolismo de cisteina y metionina

Ruta de mRNA surveillance

Metabolismo de glutation

Exportacion de proteinas

Fagosoma

Metabolismo de fenilalanina

Biosintesis de N-glicanos

Ciclo del citrato (ciclo de Krebs)

Biosintesis de fenilalanina, tirosina y triptéfano
Metabolismo de glioxilato y dicarboxilato
Metabolismo de Azufre

Fosforilacion oxidativa

Factores de transcripcion basales

Fijacion de carbono en los organismos fotosintéticos
Biosintesis de fenilpropanoides

Sistema de sefializacion de fosfatidilinositol
Proteosoma

Metabolismo de pirimidina

Glucaolisis / gluconeogénesis

Degradacion de ARN

Metabolismo de porfirina y clorofila
Metabolismo de amino-azucares y nucle6tidos-aztcar
Metabolismo de los &cidos cyanoaminos
Peroxisoma

Reparacion por escision de nucleotidos
Sistema de retransmision del azufre
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Biosintesis de sesquiterpenoides y triterpenoides
Fotosintesis

Endocitosis

Fotosintesis — proteinas de antena

Metabolismo del acido oxocarboxilico
Biosintesis de carotenoides

Metabolismo de nicotinato y nicotinamida
Metabolismo de tirosina

Metabolismo del inositol fosfato

Biosintesis de ubiquinona y de terpenoide-quinona
Metabolismo de arginina y prolina

Biosintesis de alcaloides de tropano, piperidina y piridina
Biosintesis de glicosilfosfatidilinositol (GPI)-anchor
Reparacion por escision de bases

Biosintesis de glicoesfingolipido — globo series
Interacciones SNARE en el transporte vesicular
Metabolismo de beta-alanina

Degradacion de lisina

One carbon pool by folate

Metabolismo de histidina

Metabolismo de esfingolipidos

Metabolismo de éter-lipidos

Reparacion Mismatch (genes)

Metabolismo de piruvato

Ritmo circadiano en plantas

Ruta de la pentosa fosfato

Metabolismo del almidén y sacarosa
Replicacién del ADN

Metabolismo de glicerolipidos

Biosintesis de folato

Metabolismo de glicina, serina y treonina
Metabolismo de selenocompuestos
Recombinacion homologa

Biosintesis del alcaloide isoquinolina
Biosintesis de esteroides

Metabolismo de biotina

ARN polimerasa

Metabolismo de fructosa y manosa
Metabolismo de acidos grasos

Metabolismo del Nitrégeno

Biosintesis de Terpenoides backbone
Biosintesis de aminoacil-ARNt
Interconversiones de pentosas y glucoronato
Metabolismo de propanoatos
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Tabla VIII1. Continuacién...

Biosintesis de diterpenoides -
Alargamiento de &cidos grasos -
Biosintesis de acidos grasos insaturados -
Biosintesis de brasinoesteroides -
Degradacion de limoneno y pineno -
Transportadores ABC -
Metabolismo del tript6fano -
Regulacion de la autofagia -
Biosintesis de stilbenoides, diarylheptanoides y gingerol -
Biosintesis de flavonas y flavonoles -
Metabolismo de ascorbato y aldarate -
Metabolismo de alanina, aspartato y glutamato -
Non-homologous end-joining -
Degradacion de valina, leucina e isoleucina -
Biosintesis de flavonoides - -
Metabolismo del acido alfa-linolénico - -
Biosintesis de glucosinolato - -
Metabolismo de butanoato - -
Metabolismo de riboflavina - -
Degradacion de otros glicanos - -

w N 1 =
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Con los datos de los genes que aumentan su nivel de expresion en cada fenotipo se
obtuvieron las Figuras 5, 6 y 7, las cuales corresponden a una descripcion visual de la
Tabla VIII, de todas aquellas rutas metabdlicas donde se puede ver un aumento en la

expresion de genes.
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Figura 5. Rutas metabdlicas (KEGG) donde se observa un aumento en los niveles de
expresion en el fenotipo PO. Los genes analizados corresponden a las rutas metabolicas del
carbohidrato, trehalosa; de la amina glicina-betaina (sintetizada a partir de glicina y de
colina) (AT4G13890); de los aminoacido: prolina (AT2G17720) y arginina; y de las
poliaminas: putrescina, espermidina y espermina; (AT1G70310). Los genes que aumentan

su nivel de expresion se resaltan en rojo.
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Glicina-Betaina

A partir de glicina  Glicina-Betaina

Trehalosa Poliaminas
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Prolina
Arginina

!
.

.......

oooooo

Vo bndnm ot
Lros ot ot 2 A

Figura 6. Rutas metabdlicas (KEGG) donde se observa un aumento en los niveles de
expresion en el fenotipo P9. Los genes analizados corresponden a las rutas metabolicas del
carbohidrato, trehalosa; de la amina glicina-betaina (sintetizada a partir de glicina y de
colina) (AT1G11860); de los aminodcido: prolina y arginina; y de las poliaminas:
putrescina, espermidina y espermina; (AT1G23820). Los genes que aumentan su nivel de
expresion se resaltan en rojo.
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Glicina-Betaina Prolina

Arginina
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Figura 7. Rutas metabdlicas (KEGG) donde se observa un aumento en los niveles de
expresion en el fenotipo P11. Los genes analizados corresponden a las rutas metabolicas del
carbohidrato, trehalosa (AT1G78580); de la amina glicina-betaina (sintetizada a partir de
glicina y de colina) (AT3G48170); de los aminoacido: prolina y arginina; y de las
poliaminas: putrescina, espermidina y espermina. Los genes que aumentan su nivel de
expresion se resaltan en rojo.
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7.2.2. Genes que disminuyen su nivel de expresion.

Del mismo modo que con los genes que aumentan su nivel de expresion con los datos
procesados en genArise, pudo ser posible obtener los datos correspondientes a los genes
cuya expresion habia disminuido con relacion a la muestra control (Zscore menor de -1.5),
con estos datos se obtuvo el diagrama de Venn (Figura 8) donde se muestra el nimero de
genes que disminuyen su nivel de expresion en cada fenotipo de vidrillo, asi como su
relacion con los genes expresados diferencialmente en los otros fenotipos; también se

indica el porcentaje con relacion al total de genes impresos en el chip.

PO
1218 (4.06%)

P11
1594 (5.31%)

P9
844 (2.81%)

Figura 8. Diagrama de Venn del nimero de genes que disminuyen su nivel de expresion en
cada fenotipo de vidrillo, asi como su relacion entre ellos.

Los datos de cada microarreglo (Zscore mayor de 1.5) fueron luego analizados con KEGG
con la finalidad de obtener aquellas rutas metabolicas que se encontraban participando, asi
como el nimero de genes que disminuyen su nivel de expresion en cada una de ellas
(Tabla IX).
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Tabla IX. Rutas metabolicas donde se observan genes que disminuyen su nivel de
expresion en cada fenotipo de vidrillo.

Numero de genes que
disminuyen su nivel de

expresion

RUTAS METABOLICAS PO P9 P11
Vias metabdlicas 62 28 68
Biosintesis de metabolitos secundarios 42 16 36
Spliceosoma 14 3 6
Metabolismo del almidén y sacarosa 10 2 10
Ribosoma 9 3 9
Procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico 8 3 11
Biosintesis de fenilpropanoides 8 2 6
Transporte de ARN 7 4 4
Metabolismo de amino-azucares y nucle6tidos-aztcar 6 - 6
Glucolisis y gluconeogénesis 6 1 6
Interaccién planta-patégeno 5 4 10
Metabolismo de piruvato 5 3 1
Transduccién de sefiales de hormonas de plantas 5 7 15
Metabolismo de purina 5 3 6
Biosintesis de acidos grasos 4 1 1
Interacciones SNARE en el transporte vesicular 4 1 3
Metabolismo de galactosa 4 1 3
Endocitosis 4 1 3
Protedlisis mediada por ubiquitina 4 2 10
Sistema de sefalizacion fosfatidilinositol 4 1 1
Metabolismo de pirimidinas 4 4 3
Interconversiones de pentosas y glucoronato 4 1 3
Metabolismo del inositol fosfato 4 1 1
Metabolismo de fenilalanina 4 3 3
Ruta de ARNm surveillance 4 5 5
Biosintesis de terpenoides backbone 3 - 1
Biosintesis de fenilalanina, tirosina y triptéfano 3 1 2
Metabolismo de glioxilato y dicarboxilato 3 1 2
Degradacion de lisina 3 1 2
Peroxisoma 3 - 9
Biosintesis de acidos grasos insaturados 3 1 2
Fotosintesis 3 4 -
Ruta de la pentosa fosfato 3 - 2
Metabolismo de butanoato 3 - 1
Metabolismo de triptéfano 3 1 2
Proteosoma 3 1 3
Biogénesis de ribosomas en eucariotas 3 2 8
Biosintesis de zeatina 3 - 1
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Exportacion de proteinas

Metabolismo de fructosa y manosa

Ciclo del citrato (ciclo de Krebs)
Alargamiento de &cidos grasos
Metabolismo de los &cidos cianoaminos
Fosforilacion oxidativa

Factores de transcripcion basales

Fijacion de carbono en los organismos fotosintéticos
Ritmo circadiano en plantas

Biosintesis de aminoacil-ARNt

Fagosoma

ARN polimerasa

Metabolismo de acidos grasos
Degradacion de ARN

Metabolismo de propanoatos

Reparacion por escision de bases
Biosintesis de glicosilfosfatidilinositol (GPI)-anchor
Biosintesis de flavonoides

Metabolismo del nitrégeno

Metabolismo de porfirina y clorofila
Degradacion de valina, leucina e isoleucina
Metabolismo beta-alanina

Metabolismo del 4cido linoleico
Metabolismo de glutatién

Metabolismo de glicerofosfolipidos
Metabolismo del azufre

Metabolismo de histidina

Biosintesis de sesquiterpenoides y triterpenoides
Sistema de retransmision del azufre
Metabolismo de éter-lipidos

Biosintesis de lisina

Degradacion de limoneno y pineno
Metabolismo del acido 2-oxocarbolilico

Biosintesis de stilbenoides, diarylheptanoides y gingerol

Metabolismo de taurina y de hipotaurina
Metabolismo de ascorbato y aldarato
Biosintesis de carotenoides

Biosintesis de folatos

Metabolismo de alanina, aspartato y glutamato
Metabolismo de nicotinato y nicotinamida
Metabolismo de glicina, serina y treonina
Metabolismo de tirosina

Biosintesis de cutina, suberina y cera

Sintesis y degradacién de los cuerpos cetonicos
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Tabla IX. Continuacién...

Metabolismo de biotina 1
Biosintesis de ubiquinona y otros terpenoides-quinona 1
Metabolismo de cisteina y metionina 1
Biosintesis de glicoesfingolipidos- globo series -
Metabolismo de esfingolipidos -
Biosintesis de glucosinolatos -
Reparacion por escision de nucleotidos -
Reparacion mismatch (genes) -
Replicacién de ADN -
Metabolismo de glicerolipidos -
Recombinacion homologa -
Biosintesis del alcaloide isoquinolina -
Biosintesis de alcaloides de tropano, piperidina y piridina -
Metabolismo de arginina y prolina - -
Metabolismo de riboflavinas - -
Biosintesis de N-glicanos - -
Metabolismo del acido alfa-linolénico - -
Metabolismo del acido araquidédnico - -
Fotosintesis — proteinas de antena - -
Transportadores ABC - -

1
I N

=

FFFrFFFEFFRPPRPRPFPRPFPRPRFPPREPPEP
N 1+

P FPNNWWODNEF

Con los datos de los genes que disminuyen su nivel de expresion en cada fenotipo se
obtuvieron las Figuras 9, 10 y 11; las cuales corresponden a una descripcién visual de la
Tabla IX, de todas aquellas rutas metabdlicas donde se puede ver una disminucién en la

expresion de genes.
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Figura 9. Rutas metabolicas (KEGG) donde se observa una disminucién en los niveles de
expresion en el fenotipo PO. Los genes analizados corresponden a las rutas metabolicas del
carbohidrato, trehalosa (AT1G06410); de la amina glicina-betaina (sintetizada a partir de
glicina y de colina); de los aminoacido: prolina y arginina; y de las poliaminas: putrescina,
espermidina y espermina. Los genes que disminuyen su nivel de expresion se resaltan en

azul.
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Figura 10. Rutas metabolicas (KEGG) donde se observa una disminucion en los niveles de
expresion en el fenotipo P9. Los genes analizados corresponden a las rutas metabolicas del
carbohidrato, trehalosa (AT1G70290); de la amina glicina-betaina (sintetizada a partir de
glicina y de colina); de los aminoacido: prolina y arginina; y de las poliaminas: putrescina,
espermidina y espermina. Los genes que disminuyen su nivel de expresion se resaltan en
azul.
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Figura 11. Rutas metabolicas (KEGG) donde se observa una disminucion en los niveles de
expresion en el fenotipo P11. Los genes analizados corresponden a las rutas metabolicas del
carbohidrato, trehalosa; de la amina glicina-betaina (sintetizada a partir de glicina y de
colina); de los aminodcido: prolina y arginina (AT4G34710); y de las poliaminas:
putrescina, espermidina y espermina; (AT5G19530). Los genes que disminuyen su nivel de
expresion se resaltan en azul.
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7.2.3. Anotacién funcional (DAVID).

Se efectud un andlisis con DAVID con la finalidad de identificar, de todos los genes con
Zscore mayor a 1.5 o menor a -1.5, a aquellos genes que participan en procesos de
respuesta a estrés osmético, salino, oxidativo y transporte de iones. En la Figura 12 se
muestra el nimero de genes que estan aumentando o disminuyendo su nivel de expresion

dentro de cada proceso en cada fenotipo evaluado.

m
gm.g DOWN
ot R
292
g3 uP
[+'4
3
g , DOWN
52
)
& up P11
:o mP9
8 £ DOWN mPO
n ©
L wn
a8
-~
ﬁg upP
m
8,9 DOWN |
2 R
%b‘g
Q_V)
2 uP
[+'4

0 5 10 15 20 25

Niamero de Genes

Figura 12. Anotacion funcional de los genes que aumentan y disminuyen su nivel de
expresion de acuerdo a procesos en respuesta a estrés osmético, salino, oxidativo y
transporte de iones.



38

7.3. Analisis de expresion de los genes McNhx3 y McNhaD por gPCR.

Se determinaron los niveles de expresién de los genes McNhx3 y McNhaD en cada
fenotipo, mediante gPCR. El analisis mostrd que los fenotipos PO y P9 aumentan el nivel de
expresion de ambos genes (McNhx3 y McNhaD), con relacion al gen enddgeno
Poliubiquitina de vidrillo; mientras que el fenotipo P11 se mostrd incapaz de aumentar el
nivel de expresion de los dos genes analizados con respecto al gen de Poliubiquitina. Lo
anterior se observa en la Figura 13, donde los valores que sobrepasan la linea (situada en el
valor de expresion relativa) indican genes que inducen su expresion por efecto del estrés.
Las barras de error representan la desviacion estandar + DE (n=5). Las letras arriba de cada
barra indican las diferencias significativas con un valor de significancia de p<0.05.

McNhx3
%
2 s b )
9
-
=2
S
5
o
3
K-
g
2
=
Z c
= -
=%
=]
g
= McNhaD
3
g
= b
51
:_'!
iy
E
2
5
£ c
s
A

PO P9 P11

Figura 13. Andlisis de expresion de los genes McNhx3 y McNhaD evaluados mediante
gPCR. Cuantificados a partir de muestras de hojas de las plantas de vidrillo de tres
fenotipos con 7 semanas de edad y con exposicion a 500mM de NaCl. Los niveles de
expresion relativa fueron calculados mediante el método 2#“°T y normalizados con el gen
de poliubiquitina. Los valores que sobrepasan la linea de 1, indican genes que inducen su
expresion por efecto del estrés. Los barras representan la desviacion estandar = DE (n=5).
Las letras de arriba de cada barra indican las diferencias significativas con un valor de
significancia de p<0.05.
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8. DISCUSION.

8.1. Microarreglos heterélogos de Arabidopsis thaliana.

Los microarreglos heterdlogos de Arabidopsis thaliana, fueron capaces de identificar entre
un 4.61% - 6.66% (1383-1999 genes) de genes que aumentaban su nivel de expresion en
los tres fenotipos; mientras que el 2.81% - 5.31% (844-1594 genes) de genes se
encontraban disminuyendo su nivel de expresion por efecto del estrés ocasionado por NaCl.
De las distintas rutas metabdlicas en donde se observan diferencias ocasionadas por el
estrés, en relacion a la ruta metabdlica del metabolismo del almidon y la sacarosa, el
fenotipo P11 de vidrillo es el Gnico que aumenta el nivel de expresion de un gen
relacionado con la sintesis del carbohidrato trehalosa: el gen con numero de acceso en
TAIR (http://www.arabidopsis.org/index.jsp), AT1G78580, corresponde al gen de la
trehalosa-6-fosfato sintasa (EC 2.4.1.15). Mientras que los genes que aumentan su nivel de
expresion en los fenotipos PO y P9 en esta misma ruta metabdlica, con acceso en TAIR:
AT5G15470 y AT4G39210 (correspondientes a los fenotipos PO y al fenotipo P9
respectivamente) son genes que no se encuentran relacionados con la sintesis de trehalosa
en la planta. En cuanto a los genes que disminuyen su nivel de expresion dentro de la ruta
metabdlica del metabolismo del almidon y la sacarosa tenemos que tanto el fenotipo PO
como el fenotipo P9 disminuyen la expresion de los genes AT1G06410 (en el fenotipo P0)
y AT1G70290 (en el fenotipo P9); ambos genes codifican enzimas putativas de la
trehalosa-6-fosfato sintasa. El fenotipo P11 no disminuye la expresion de ningdn gen
relacionado con la sintesis de trehalosa.

La trehalosa (o -D-glucopiranosil-[1,1]-a-D-glucopirandsido) es un disacarido no reductor,
compuesto por dos glucosas unidas mediante enlaces tipo o, a-1. Se encuentra
ampliamente distribuida en la naturaleza (Elbein, 1974). Esta azlcar funciona tanto en
proteccion contra estrés como de almacenamiento de carbohidratos (Goddijn y van Dun,
1999). En concentraciones elevadas ésta azlcar puede actuar como un osmolito y un
estabilizador de proteinas y membranas (Paul et al, 2008). La biosintesis de la trehalosa ha
sido mejor estudiada en Escherichia coli y en Saccharomyces cerevisiae, mediante la
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expresion heteréloga de genes involucrados en la ruta metabolica de la trehalosa
(lordachescu e Imai, 2008); dicho proceso involucra dos pasos, los cuales son catalizados
primeramente por la trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS) y luego por la trehalosa-6-fosfato
fosfatasa (TPP). Trehalosa-6-fosfato es formado a partir de glucosa-6-fosfato y de uridina-
5-difosfoglucosa por TPS para luego ser desfosforilado por TPP para finalmente obtener
trehalosa (Paul et al., 2008).

La expresion transgénica de genes de la biosintesis de trehalosa mostré que el metabolismo
incrementado de trehalosa es capaz de regular de manera positiva la tolerancia a estrés
abiotico. Los estudios heterdlogos en E. coli y S. cerevisiae, mostraron que el aumento de
la expresion de genes de TPS y TPP incrementan la tolerancia ante estrés por sequia, por
salinidad, y bajas temperaturas (lordachescu e Imai, 2008). A su vez la sobre-expresion de
diferentes isoformas de trehalosa-6-fosfato sintasa del arroz confieren un incremento en la
tolerancia a estrés salino, sequia y/o a bajas temperaturas (Li et al., 2011). Algunos estudios
mostraron incremento en la tolerancia a estrés salino, estrés por bajas temperaturas y a
estrés por sequia al sobre-expresar genes del metabolismo de trehalosa aun cuando no se
observaron incrementos en el contenido de trehalosa (Panikulangara et al., 2004; Ge et al.,
2008). Un estudio muestra que al transformar plantas de alfalfa con un gen quimérico de
levadura (Saccharomyces cerevisiae) que codifica para la TPS y la region carboxi-terminal
de TPP, las plantas transgénicas exhiben tolerancia ante diversos tipos de estrés abiotico
(sequia, temperaturas altas y bajas y a salinidad), al usarse el promotor constitutivo 35S las
plantas sufrian de alteraciones morfoldgicas (enanismo moderado), mientras que al utilizar
un promotor inducible por estrés (RD29A), las plantas transgénicas de alfalfa eran capaces
de acumular cantidades de biomasa significativas ademas de tolerar ante el estrés
ocasionado (Suarez et al., 2009). Todos estos estudios muestran evidencia de que el
incremento del metabolismo de la trehalosa (aunque el rol que juega la trehalosa 6 fosfato y
la trehalosa, permanecen aun sin elucidarse por completo) puede regular de manera positiva
la tolerancia durante distintos tipos de estrés abioticos, entre ellos el estrés por salinidad.
Las aminas como la glicina-betaina (GB) también han sido estudiadas en cuanto a su papel
en la respuesta ante estrés abidtico en plantas. La glicina-betaina es un compuesto de

amonio cuaternario que puede ser encontrado en diversas plantas, aunque, la distribucion de



41

la misma en la planta es un poco escasa (Cromwell y Rennie, 1953). Se ha observado que
las plantas que son capaces de producir GB de manera natural, al ser afectadas por algun
tipo de estrés abidtico; ya sea por bajas temperaturas, sequia o calor, estimula el
acumulamiento de GB (Rhodes y Hanson, 1993; Chen y Murata, 2011). La glicina-betaina
puede ser sintetizada a partir tanto de colina como de glicina. Ensayos transgénicos con
genes involucrados en la ruta metabodlica de la biosintesis de GB muestran que plantas que
no acumulan GB de manera natural (como Arabidopsis thaliana y otros cultivos),
incrementan su capacidad de tolerancia ante algun estrés abiotico. La sobreexpresion de los
genes involucrados en la sintesis de GB a partir de colina, tales como colina oxidasa (EC
1.1.3.17), colina deshidrogenasa (EC 1.1.99.1) y betaina aldehido deshidrogenasa (EC
1.2.1.8) y de sintesis de GB a partir de glicina; glicina sarcosina metiltransferasa (EC
2.1.1.156) y dimetilglicina metiltransferasa (EC 2.1.1.157) (los dos en Aphanothece
halophytica) , incrementa la tolerancia ante estrés abidtico (Hayashi et al., 1997, Alia et al.,
1998, Sakamoto et al., 1998; 2000, Holmstrom et al., 2000, Park et al., 2004, Waditee et
al., 2005, Bansal et al., 2011). En especies de plantas tolerantes a salinidad, la GB puede
llegar a acumularse a niveles importantes y actuar como un osmolito (Rhodes y Hanson,
1993). Ha sido propuesto que la glicina-betaina actua protegiendo el fotosistema II;
estudios transgénicos donde se ha dirigido la transformacién hacia cloroplastos, muestran
que el efecto se incrementa en respuesta al estrés abidtico en contraste a cuando la
transformacion es dirigida al citoplasma (Parker et al., 2007), otros roles que se han
propuesto es que la GB actla estabilizando membranas y en respuesta al dafio oxidativo
(Chen y Murata, 2011).

En la ruta metabdlica de la glicina, serina y treonina se observa que el fenotipo P11 es
capaz de aumentar los niveles de expresion de un gen que codifica para una enzima que en
condiciones in vitro puede funcionar como una betaina aldehido deshidrogenasa (EC
1.2.1.8), (AT3G48170). En esta ruta metabdlica, el fenotipo PO solo aumenta los niveles de
expresion en un gen que codifica para una enzima involucrada en el metabolismo de la
glicina (AT4G13890: glicina hidroximetiltransferasa) y el fenotipo P9 aumenta los niveles
de expresion del gen con namero de acceso: AT1G11860, relacionado con una enzima

aminometiltransferasa, involucrada en el metabolismo de la glicina. Ninguno de los genes
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que disminuyen su nivel de expresion en la ruta metabdlica de la glicina, serina y treonina
en cada uno de los fenotipos, se encuentra relacionado directamente con el metabolismo de
la glicina-betaina; en esta ruta metabolica el fenotipo PO disminuye los niveles de expresion
de un gen que codifica para una enzima tipo semialdehido deshidrogenasa (AT1G14810),
el fenotipo P9 disminuye los niveles de expresion de un gen que codifica para una amino-
primaria oxidasa (AT2G42490) y el fenotipo P11 lo hace con el gen para la triptéfano
sintasa cadena beta (AT5G38530).

La acumulacién de aminoacidos ha sido observada en varios estudios de plantas que han
sido sometidas a distintos tipos de estres abidticos (Barnett y Naylor, 1966, Handa et al.,
1983, Fougere et al., 1991, Brosche et al., 2005, Sanchez et al., 2008, Lugan et al., 2010).
Desde 1966 (Barnett y Naylor, 1966) la capacidad de las plantas de acumular prolina ha
sido correlacionada con la tolerancia al estrés (Singh et al., 1972, Stewart y Lee, 1974). Se
le atribuye a la prolina la capacidad de osmo-protector, de actuar ante especies reactivas de
oxigeno como antioxidante, y como estabilizador de estructuras proteicas y protegiendo a la
célula de dafios causados por el estrés (Hare y Cress, 1997, Szabados y Savoure, 2010). Se
ha visto que la prolina es acumulada en varias plantas como respuesta a estrés salino,
metales pesados y sequia. La prolina es sintetizada tanto en citoplasma como en cloroplasto
a partir de glutamato.

El microarreglo mostré que en la ruta metabolica de la arginina y la prolina, los fenotipos
PO y P9 son los unicos fenotipos capaces de aumentar los niveles de expresion de genes,
mientras que el fenotipo P11 no reveld ningln cambio en aumento de expresion. Por otro
lado en esta ruta metabdlica solo para el fenotipo P11 se encontraron genes que disminuian
su nivel de expresion, ni el fenotipo PO ni el fenotipo P9 disminuyen la expresion génica en
la ruta del metabolismo de arginina y prolina. Warner y colaboradores (2013) evaluaron el
contenido de prolina en los tres fenotipos de vidrillo (PO, P9 y P11) sin encontrar
diferencias significativas por efecto del estrés por NaCl. El contenido de prolina se
determina como consecuencia del balance entre su sintesis y su catabolismo, mientras es
sintetizado en el citoplasma o cloroplasto a partir de glutamato, es degradada en la
mitocondria de nuevo hasta glutamato. Si bien el estrés estimula la produccion de sintesis

de prolina, cuando la planta se encuentra en la etapa de recuperacion del estrés se induce la
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degradacion de la prolina (Szabados y Savoure, 2010). La pyrrolina-5-carboxilada (P5C),
quien al ser reducida por la P5C reductasa produce prolina, puede ser producida (ruta
alternativa) a partir de ornitina (en lugar de a partir de glutamato), mientras la ornitina es
sintetizada a partir de arginina (Millar et al., 2009, Krasensky y Jonak, 2012).

Los genes que se regulan de manera diferencial en la ruta de arginina y prolina en los
fenotipos PO y P9 corresponden respectivamente a la enzimas espermidina sintasa 2
(AT1G70310) y a la espermidina sintasa 1 (AT1G23820), en los dos casos, genes aumentan
su nivel de expresion. En el fenotipo P11 unos de los genes que disminuye su nivel de
expresion es el gen que codifica para una arginina descarboxilasa 2 (AT4G34710) y el gen
correspondiente a la termoespermina sintasa ACAULIS5 (AT5G19530).

En las plantas, las poliaminas (PA) mas comunes son la putrescina, espermidina y
espermina; la putrecina es producida a partir de arginina por la arginina descarboxilasa (EC
4.1.1.19) o a partir de ornitina por accion de la enzima ornitina descarboxilasa (EC
4.1.1.17), para luego ser convertida mediante la espermidina sintasa (EC 2.5.1.16) a
espermidina, la cual finalmente es transformada en espermina, por la espermina sintasa (EC
2.1.5.22). Tanto la espermidina como la espermina son substratos para la enzima
poliamina-oxidasa la cual cataliza la conversién a putrescina. Se ha descrito que las
poliaminas se encuentran involucradas en la respuesta a diversos tipos de estrés abidtico al
actuar como protectoras de membranas y en respuesta a estrés oxidativo, aunque a la fecha
no se conoce exactamente como lo hacen (Groppa y Benavides, 2008, Hussain et al., 2011).
Plantas mutantes deficientes de arginina descarboxilasa 1 0 2 muestran una disminucion
significativa en la tolerancia a estrés abiotico (Urano et al., 2004, Cuevas et al, 2008).
Plantas donde se sobre-expreso a la enzima espermidina sintasa fueron méas tolerantes a
estrés por sequia, por bajas temperaturas y a estrés salino (Kasukabe et al., 2004).

El estrés salino ocasiona problemas tipo osmoticos y iénicos (Brini et al., 2007 y Blumwald
et al., 2000), si bien no se encontraron genes que estuvieran aumentando sus niveles de
expresion en cuanto a la respuesta a estrés osmético y al estrés salino, si se encontraron
genes que estan disminuyendo sus niveles de expresion en los fenotipos P9 y P11,

mayormente en este Gltimo, lo que sugiere que este fenotipo es el mas susceptible ante
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estrés salino; lo cual puede ser también concluido con los estudios fisiologicos efectuados
por Warner et al., (2013).

Ante estrés por sal, algunas plantas sobreexpresan enzimas antioxidantes como la glutation
peroxidasa o la glutation s-trasnferasa, también la superdxido dismutasa y la glutation
reductasa. La actividad antioxidante incrementa la habilidad de tolerancia de la planta e
inhibe la peroxidacion lipidica de los acidos grasos insaturados, lo cual es crucial pues con
ello se mantiene la integridad y estabilidad de las membranas celulares (Jiang et al., 2006).
En respuesta ante estrés oxidativo, el fenotipo P9 muestra un nimero mayor de genes que
aumentan su nivel de expresion en el peroxisoma, sin disminuir alguno. En este fenotipo se
aumenta el nivel de expresion de la enzima superéxido dismutasa (Cu-Zn) (AT5G18100),
de la catalasa 3 (AT5G36940) y la peroxidasa 47 (AT4G33420), aunque funcionalmente
disminuyen otras enzimas con actividad antioxidante. En el fenotipo P11 se disminuye el
mayor namero de genes en el peroxisoma, pero en cuanto a la anotacion funcional en
respuesta a estrés oxidativo no se encontraron genes disminuidos, ya que los genes
disminuidos en el peroxisoma no tienen importancia a nivel funcional y se identificaron en
cuanto a anotacidon funcional a la peroxidasa 69 (AT5G64100) y a la superoxido dismutasa
Mn (AT3G10920) como genes que aumentan su nivel de expresion. El fenotipo PO aumenta
tres peroxidasas (AT2G18140, AT3G28200, AT4G37530) y otras enzimas con actividad en
respuesta a estrés oxidativo; pero ademas disminuye los niveles de expresion de otras
peroxidasas (AT2G24800, AT4G16270, AT5G24070) y otros genes mas relacionados a
estrés oxidativo. En el peroxisoma el nimero de genes que aumentan o disminuyen su nivel
de expresion en el fenotipo PO son 2 y 3 respectivamente, pero ninguna enzima
antioxidante identificada con algun cambio en su nivel de expresion.

Finalmente la exposicidn a niveles excesivos de sodio puede llegar a inhibir por completo
la actividad de varias enzimas (Yu et al., 2012),. En respuesta a estrés por salinidad se
observo que en cuanto a transporte de iones solo los fenotipos PO y P9 aumentan los niveles
de expresion de proteinas antiporter Na*/H*. En el fenotipo PO encontramos al NHX8 (cuya
mayor similitud en relacion a vidrillo es con la secuencia del gen SOS1) y en el fenotipo P9
al NHX6 (cuya mayor similitud en relacién a vidrillo es con la secuencia del gen Nhx2)
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aumentando sus niveles de expresién, en el fenotipo P11 no se encontr6 el aumento de
expresion de ningun antiporter NHXs.

Se han propuesto varias vias en relacion a la tolerancia del estrés salino, la exclusion y
compartamentalizacion del ion sodio, la actividad antioxidante y la acumulacion o sintesis
de ciertos metabolitos; con los resultados obtenidos podemos observar diferencias en los
tres fenotipos en su respuesta al estrés salino.

8.2. Analisis de expresion de los genes McNhx3 y McNhaD por qPCR.

Consentino y colaboradores reportan en el afio 2010 su estudio de expresion de los
antiporters Na+/H+ de vidrillo en respuesta a estrés por NaCl. En su estudio muestran como
es el comportamiento de cada uno de los antiporters que hasta la fecha estan reportados
para la planta vidrillo (McSOS1, McNHX1, McNHX2, McNHX3 y McNhaD); ellos
encuentran que todos los genes son sobreexpresados a excepcion del McNHx2. Warner et
al., en el afo 2013 evaluaron la actividad de los genes McNhx1 y McNhx2 en los tres
fenotipos disponibles de la planta de vidrillo (PO, P9 y P11). Sus resultados muestran que el
fenotipo P11 es incapaz de activar los genes McNhx1 y McNhx2, a diferencia de los otros
dos fenotipos que si logran sobreexpresan dichos genes en respuesta al estrés por NaCl. Por
lo cual se siguiere que pudiera haber una perdida en los elementos que regulan la expresion
de estos genes en el fenotipo P11 o los mismos genes no son funcionales. Por otro lado los
resultados obtenidos en el andlisis de expresion de los genes McNhx3 y McNhaD por
gPCR, muestran como los fenotipos PO y P9 son capaces de sobre-expresar ambos genes
como respuesta al estrés por NaCl; no obstante el fenotipo P11 es incapaz de expresar los
dos genes como respuesta al estimulo ocasionado por el NaCl. Estos resultados junto con
los obtenidos por Warner y colaboradores en el 2013, sugieren que el fenotipo P11 es
incapaz de almacenar al ion sodio en vacuolas (McNHX1 y McNHX2), en compartimientos
pre-vacuolares (McNHX2), en la endomembrana (McNHX3) y en el cloroplasto (McNhaD)
(Consentino et al., 2010), donde estos procesos de almacenaje han sido propuestos como
uno de los mecanismo de tolerancia a estrés salino (Bassil et al., 2011a). En Arabidopsis

thaliana se han reportado 8 proteinas con funcién antiporters Na'/H", algunas de ellas son
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isoformas como por ejemplo: AtNhx5 y AtNhx6 (cuya similitud en la secuencia corresponde
al gen McNHX2), donde solo el silenciamiento de ambos genes muestra un efecto en la
sensibilidad al estrés salino (Bassil et al., 2011b). Analisis filogenéticos realizados con
secuencia de aminoacidos de distintos transportadores de la familia NHXs, indican que
McNhx3 pertenece a la clase I, junto con genes de Arabidopsis thaliana: AtNhx3, AtNhx4,
AtNhx1 y AtNhx2, también se encuentra en esta clase el gen de Vidrillo McNhx1, y otros
genes de Suaeda japonica, Salicornia europaea, entre otros. Mientras que el gen McNhaD
comparte similitud con un grupo formado por los genes de Arabidopsis thaliana AtNhD1 y
AtNhD2, y dos genes mas de la familia de NhaD pertenecientes a las plantas Oryza sativa y
Populus euphratica (Consentino et al., 2010). Esto bien sugiere que pudiera ser posible que
en el fenotipo P11 existan mas isoformas de proteinas antiporter NHXs aun sin caracterizar
0 bien que exista algun tipo de afeccién que impida el adecuado funcionamiento de las
proteinas antiporter hasta ahora reportadas para vidrillo.
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9. CONCLUSIONES.

El fenotipo P11 aumenta el nivel de expresién del gen que codifica para la enzima
trehalosa-6-fosfato sintasa. Mientras que los fenotipos PO y P9 disminuyen los niveles de
expresion del gen de la trehalosa-6-fosfato sintasa. Genes relacionados con la sintesis del

carbohidrato: trehalosa.

El fenotipo P11 es capaz de aumentar el nivel de expresion del gen que codifica para la
enzima betaina aldehido deshidrogenasa, gen involucrado en la sintesis de la amina:
glicina-betaina a partir de colina. No se observaron genes relacionados directamente con la

sintesis de glicina-betaina disminuyendo su nivel de expresion en este fenotipo.

Los fenotipos PO y P9 aumentan los niveles de expresion de los genes: glicina
hidroximetiltransferasa (en el fenotipo PO) y del gen que codifica para una
aminometiltransferasa (en el fenotipo P9), que pueden estar involucrados en la sintesis de la
amina: glicina-betaina a partir de glicina. No se observaron genes relacionados
directamente con la sintesis de glicina-betaina disminuyendo su nivel de expresion en

ninguno de los dos fenotipos.

Los fenotipos PO y P9 son los unicos fenotipos donde se identificaron cambios en el
aumento de los niveles de expresion de genes relacionados con el metabolismo de arginina
y prolina. Por otro lado en esta ruta metabdlica, solo para el fenotipo P11 se encontraron

genes que disminuian su nivel de expresion.

Solo los fenotipos PO y P9 aumentan los niveles de expresion de la enzima espermidina
sintasa 2 y 1 (respectivamente). A la vez que el fenotipo P11 disminuye el nivel de
expresion de los genes que codifican para una arginina descarboxilasa 2 y el gen
correspondiente a una termoespermina sintasa. Genes involucrados en la sintesis de las

poliaminas: putrescina, espermidina y espermina.
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El fenotipo P9 es el que muestra mejor respuesta ante el estrés oxidativo ocasionado como
efecto de la salinidad, al aumentar el nivel de expresion de un nimero mayor de genes
relacionados con el peroxisoma y antioxidantes, a la vez que no disminuye el nivel de

expresion de otros genes.

Los fenotipos PO y P9 son los Unicos que en cuanto a lo relacionado con transportadores de
iones se logro identificar genes que aumentan los niveles de expresion relacionados con

transportadores antiporte Na'/H".

Los fenotipos PO y P9 son capaces de sobre-expresar los genes McNHx3 y McNhaD, sin

embargo el fenotipo P11 es incapaz de expresar estos genes.

Se sugiere que el fenotipo P11 es capaz de sobrevivir y seguir acumulando biomasa en
presencia de estrés salino, de manera independiente a la compartamentalizacion de sodio
por los transportadores antiporters McNHx1, McNHx2, McNHx3 y McNhaD; debido a la
biosintesis del carbohidrato; trehalosa, a la sintesis de la amina; glicina-betaina a partir de
colina y quizas por su respuesta al estrés oxidativo.
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