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Resumen

Las plantas se enfrentan constantemente a condiciones de estrés de las cuales, por
su naturaleza sésil, no pueden escapar. De entre ellas, el déficit hidrico, asociado
tanto a la escasez de agua, como a altas concentraciones de salinidad y bajas
temperaturas, es unade los mas importantes. En estas condiciones estresantes, las
proteinas LEA (del inglés Late Embryogenesis Abundant) y el &cido abscisico
(ABA), son parte de los mecanismos que les permiten a las plantas un mayor rango
de tolerancia. Durante el servicio social se evalu6 la respuesta de lineas
transgénicas de Arabidopsis thaliana L. que sobre-expresan una proteina LEA de
Amaranthus cruentus L. (AcLEA) a diferentes concentraciones de NaCl y ABA.
Inicialmente, se determind la viabilidad de las semillas de las lineas transgénicas,
sembrandolas en medios de cultivo basales y posteriormente se evaluaron los
efectos del NaCly el ABA sembrandolas en medios suplementados. Se llevaron a
cabo curvas de dosis-respuesta de plantastipo silvestre, para determinar aquellas
concentraciones utiles para realizar los experimentos con las lineas transgénicas.
En todos los casos probados, no hubo diferencia significativa entre las plantulas
silvestres y las plantulas de AcLEA a NaCly ABA, por lo que es probable que la
aparente sobreexpresion de este gen no confiere ninguna ventaja contra el déficit
hidrico. Sin embargo, aun queda pendiente de demostrarse la sobreexpresion del
gen AcLEA en las lineas transgénicas, bajo estudio.

Palabras clave: A. thaliana, salinidad, proteinas LEA, acido abscisico, déficit
hidrico.
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l. Marco institucional

El IBt (Instituto de Biotecnologia, UNAM) conocido anteriormente como Centro de
Investigacion sobre Ingenieria Genéticay Biotecnologia (CIIGB), se fundd en 1982.
En 1985 sus instalaciones se trasladaron a la ciudad de Cuernavaca, donde se
ubica actualmente. En 1991, por acuerdo del Consejo Universitario, el CIIGB fue
transformado en el IBt de la UNAM, como resultado de la maduracion y

consolidacién de su comunidad académica.

El instituto estda conformado por cinco departamentos: Bioingenieria, Biologia
Molecular de Plantas, Genética y Fisiologia Molecular, Microbiologia Molecular, y
Reconocimiento Molecular y Bioestructura, enfocados a desarrollar biotecnologia
de frontera a partir de investigaciones de excelencia académica, que paralelamente
repercute en la formacion de recursos humanos especializados. El servicio social

fue realizado en el departamento de Biologia Molecular de Plantas.

Tomando en cuenta que la mision de la Universidad Autbnoma Metropolitana,
Unidad Xochimilco (UAM-X) es “formar bidlogos cuyas habilidades, competencias y
conocimientos les permitan participar en el diagndstico, gestion y planeacién del
uso, conservacion y restauracion de los recursos naturales”, es importante que los
egresados participen en proyectos de investigacion que les ayuden a ampliar y
diversificar sus conocimientos en disciplinas relacionadas con la carrera, como es
el caso de la biologia molecular de plantas, que posteriormente puedan ser
aplicados en otras areas de conocimiento, contribuyendo a su formacion integral y

fomentando la multidisciplinariedad.
Il. Introduccion

A lo largo de su ciclo vital, las plantas estan expuestas a una gran cantidad de
condicionesestresantes, provocadas por factores bioticos (bacterias, hongos, virus,
insectos, otras plantas, animales, etc.) y factores abiéticos (sequia, exceso de sales
en el suelo, calor, frio, contaminantes ambientales, viento, deficiencia de minerales,

etc.). Estos factores de estrés ejercen unainfluencia negativa sobre el desarrollo
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optimo de la planta (Benavides, 2002). La respuesta de las plantas a distintos tipos
de estrés incluye diversos mecanismos, entre los que la alteracion en la expresion
genes, que determina el aumento o la disminucion de proteinas en funcién de la
naturaleza, duracion y severidad del estrés, son particularmente importantes
(Moreno, 2009).

La disponibilidad de agua es el factor mas importante para el adecuado desarrollo
de las plantas y su carencia desencadena una importante condicion de estrés,
conocida como déficit hidrico. Interesantemente, el déficit hidrico no solo esta
asociado a la escasez del agua, sino también a las bajas temperaturas y a una
elevada salinidad (Moreno, 2009). En todos los casos, la limitacién de la
disponibilidad de agua induce respuestas que afectan la morfologia, la fisiologiay
el metabolismo de las plantas, como son la disminucién en la sintesis de proteinas,
retraso en el crecimiento, alteraciones en la respiracion, la fotosintesis y en la
distribucién de nutrientes (Benavides, 2002; Covarrubias-Robles, 2007).

Unasde las proteinas mas importantes de respuesta de las plantas al estrés hidrico
son las proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant), que son hidrofilinas que se
acumulan abundantemente en la semilla secay en los tejidos vegetativos (Cuevas-
Veldzquezy Covarrubias-Robles, 2011), donde desempefian un papel importante
en las respuestas al estrés bidtico y abiotico, aunque su funcion especifica en estos
procesos sigue siendo desconocida (Mertens et al., 2018). Interesantemente, la
acumulacion de las proteinas LEA presenta una correlacion con las condiciones
adversas de limitacion de agua, sugiriendo que son fundamentales en la respuesta
y tolerancia de las plantas a estas condiciones (Cuevas-Velazquez y Covarrubias-
Robles, 2011).

Como ya se menciond, las proteinas LEA son hidrofilinas que integran grupo de
proteinas amplio y diverso (Cardozo y Quiriban, 2014); particularmente, con base
en la similitud de sus secuencias de aminoacidos, su estructura y flexibilidad, su
participacién en la respuesta a condiciones adversas y en otras propiedades

fisicoquimicas, se han clasificado en doce grupos (Battaglia et al., 2008; Moreno,



2009). De manera general, las proteinas LEA son ricas en glicina, altamente
hidrofilas, con propiedades antioxidantes, de union a iones metalicos y confieren
proteccion a proteinas y membranas del dafio por deshidratacion (Chen etal., 2019;
Cardozo y Quiriban, 2014). Presentan diferentes organizaciones estructurales
dependiendo de la cantidad de agua disponible y del agrupamiento molecularen la
célula, lo que ayuda a modular el reconocimiento de diferentes ligandos; son
consideradas proteinas intrinsecamente desordenadas (IDP) en soluciones
acuosas, pero ante unadisminucién en la disponibilidad de aguay el consecuente
incremento en la concentracién intracelular de las macromoléculas, las proteinas
LEA pueden adquirir cierta estructura plegandose en conformaciones a-
helicoidales, queles permite reconocer algin oalgunosligandos para de esta forma
estabilizarse (Saucedo et al., 2017; Cuevas-Veldzquez y Covarrubias-Robles,
2011). Las proteinas LEA fueron descritas primeramente por Dure (1989) en las
semillas de algodén, donde se encontré que se acumulan en la ultima etapa del

desarrollo de las semillas (Ju et al., 2021).

Se han realizado estudios para corroborar si estas proteinas son realmente una
estrategia adaptativa de las plantas ante el déficit hidrico; en A. thaliana se ha
encontradoque, al abatir la expresiénde 1, 2 o 3 proteinas LEA de un mismo grupo,
existe una deficiencia en laresistencia a sequia o a estrés osmotico, apoyando que
son proteinas indispensablesparaque las plantas puedan responderen situaciones
con déficit hidrico (Cuevas-Veldzquez y Covarrubias-Robles, 2011). Por otra parte,
el acido abscisico (ABA) es una fitohormona que también desempefia un papel
importante en la aclimatacion de las plantas a condiciones de sequia, frio y
salinidad, asi como en el desarrollo de la latencia e inhibicion de la germinacién de
semillas (Flérez y Aleixo, 2009). Ademas, esté registrado que una caracteristica
comun de los genes que codifican para proteinas LEA es que estan regulados por
ABA (Cardozo y Quiriban, 2014).

El amaranto es conocido por ser unaplanta con extraordinaria adaptabilidad para
crecer en condiciones climaticas adversas, tales como altas concentraciones de
salinidad (Saucedo et al.,, 2017); dicha adaptabilidad depende de diversos
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mecanismos que le confieren a la planta tolerancia a la desecacion, por ejemplo,
proteinas LEA, represores metabdlicos o la presencia de sistemas reparadores
durante la rehidratacion de las semillas (Maldonado, 2014). Cumming (1999)
registré de que latoleranciaa la deshidratacion en el amaranto es debido a los altos

niveles de proteinas LEA que se presentan en el desarrollo de la maduracion tardia
y en el déficithidrico de tejidos vegetativos.

La tolerancia a la salinidad de una especie se puede determinar por la capacidad
de supervivenciay la tasa de crecimiento y desarrollo en comparacién con plantas
gue crecen en ambientes normales. La tolerancia va a depender de varios factores,
como latemperatura, la composiciony concentracion de sales y la cantidad de agua
disponible, entre otros. De manera general, puede decirse que las plantas
expuestas a condiciones salinas se enfrentan a tres desafios principales: toxicidad
especifica de los iones, necesidad de manteneruna presion de turgencia celulary
la necesidad de obtener nutrientes idnicos esenciales pese a la predominancia de

iones potencialmente téxicos en su ambiente de crecimiento (Pirola, 2018).

Las lineas transgénicas utilizadas en este trabajo son lineas de A. thaliana
potencialmente sobre-expresoras de una proteina LEA de A. cruentus (AcLEA),
(Saucedo et al., 2017). AcLEA pertenece al Grupo 3 cuyos miembros se caracteriza
por acumularse en semillas maduras y en respuesta a deshidratacion, salinidad o
bajas temperaturas (Battaglia et al., 2008). Se ha observado que hay un incremento
en la acumulacion de las proteinas LEA de este grupo en hojas, tallos y raices en
plantas sometidas a estrés por salinidad (Battaglia et al., 2017). Su naturaleza es
hidrofilay presenta una estructura de a hélice en presencia de trifluoroetanol (TFE)

y Su expresion esta reguladas por ABA en condiciones de estrés (Battaglia et al.,
2008).

Se tienen registros de que la sobre-expresion de genes de proteinas LEA de
distintas especies de plantas producen resistencia a diversas condiciones de estrés
abiotico; por ejemplo: las plantas transgénicas de A. thaliana que al sobreexpresar

el gen NtLEA7-3 de Nicotiana tabacum, son mas resistentes al estrés por frio,



sequiay salinidad (Saucedo etal., 2017); o la acumulacion de proteina AtLEA4 en
A. thaliana que produce un fenotipo tolerante a la sequia (Olvera- Carrillo et al.,
2010); asi  como, la  sobreexpresion  de BnLEA 4-1  de Brassica
napus en Escherichia coli puede mejorar la tolerancia celular bacteriana al estrés

por temperatura y sal (Dalal et al., 2009).

Se conoce que A. thaliana, es sensible a concentraciones superiores de 40mM de
NaCl, sin embargo, cuando se inducen mecanismos bioquimicos como el ajuste
osmotico, la exclusion de iones a nivel radicular, la retencion de iones en las
vacuolas, la eliminacion del exceso de sales a través de glandulas o estructuras
especializadasy la pérdida de sales a través de la caida de las hojas y pérdida de
los frutos, la tolerancia puede aumentar (Pirola, 2018). Considerando que A.
cruentus (amaranto) presenta una tolerancia a la salinidad, relacionada con las
proteinas LEA, en este trabajo se evalud la tolerancia a la salinidad de seis lineas
transgénicas de A. thaliana L. a las que se les introdujo el gen de una proteina LEA

de amaranto.
M. Ubicacién geografica

Las actividades relacionadas con la profesion se llevaron a cabo en el Instituto de

Biotecnologia (IBt), de la UNAM, ubicado en Avenida Universidad 2001, Chamilpa,
62210 Cuernavaca, Morelos (Fig. 1).

Figura 1. Ubicacidn geografica del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM (Google Earth Pro, 2022).



V. Objetivo general

Evaluar la tolerancia a la salinidad de lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana

L. (AtOEACLEAp) que sobre-expresan una proteina LEA de amaranto.

V. Especificacion y fundamento de las actividades desarrolladas

Las actividades se desarrollaron en un laboratorio de Biologia molecular de plantas
del IBt-UNAM. Cada uno de los experimentos descrito se realiz6 por duplicado. Si
bien, inicialmente se tenia pensado utilizar solo tres lineas transgénicas, al final se
optd por evaluar las seis lineas con las que el laboratorio cuenta, con el fin de
obtener un mayor namero de resultados, y en su caso, ir descartando aquellas

lineas que no resultaran utiles.

Por otro lado, se incluyeron experimentos de respuesta ABA, debido a que en los
experimentos con NaCl no se estaban teniendo los resultados esperados y como
un complemento, ya que estd documentado que los genes que codifican para la
proteina LEA, también lo hacen para esta fitohormona. Por ultimo, se extrajo RNA
de las lineas bajo estudio para realizar analisis de expresion mediante RT-PCR.

Cada unade las actividades desarrolladas durante el servicio social se describen a
continuacion.

- Preparacion de medios de cultivo

Para la germinacion y el crecimiento de plantulas se emple6 el medio de cultivo
MS0.2X (Murashige y Skoog, 1962) que esta compuesto por los macronutrientesy
micronutrientes necesarios para el crecimiento de plantas. El medio se preparé en
condiciones asépticas y para los experimentos se suplemento con L-MSO, como
marcador de seleccion para las lineas transgénicas y con diferentes

concentraciones de NaCly ABA.



- Desinfeccion de semillas

Para obtener un alto porcentaje de germinacion de las semillas, minima
contaminacion y buen crecimiento de las plantulas, las semillas antes de ser
sembradas en los medios de cultivo son sometidas a un proceso de desinfeccién
superficial (Lindsey et al., 2017). Dicho proceso consistié en realizar “lavados”
sucesivos con etanol (96°/4 minutos), hipoclorito de sodio (10%/4 minutos) y agua

destilada esterilizada.
- Siembra de semillas

Las semillas desinfectadas fueron sembradas en cajas Petri en una distribucion

dependiente del tipo de experimento a realizar (Fig. 2)

Experimento de Experimento para Experimento de
germinacién transferencia germinacion directa

Figura 2. Tipos de siembra de semillas.

- Transferenciade plantulas

Para los experimentos de transferencia se utilizaron plantulas de 7 dias posteriores
a la germinacion (dpg), procurando transferir plantulas de una talla homogénea.
Para cada experimento se eligieron 18 plantulas que fueron transferidas en 3 cajas
Petri independientes (Fig. 3).
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Plantulas 7dpg Plantulas
transferidas

Figura 3. Transferencia de plantulas de talla similar a condiciones experimentales

- Verificacion de las lineas transgénicas

Se sembraron plantulas en medios suplementados con L-MSO (L-metionina
sulfoximina), que es un analogo inocuo del herbicida bialafos (fosfoinotricina)
(Thompson et al., 1987), al que el vector usado para la generacién de las plantas

trangénicas AcLEA confiere resistencia (pEarleyGate) (Earley et al., 2006).

- Determinacién de los porcentajes de viabilidad y germinacion de las
lineas bajo estudio.

Se sembraron 150 semillas de cada unade las lineas transgénicas y transcurridas
24 horas de incubacién fueron observadas en el microscopio, registrando el nimero
de semillas que emergieron de la radicula. Posteriormente, se verificaron cada 8

horas hasta que transcurrieran un total de 80 horas. A partir del registro se
establecieron los porcentajes de germinacion.

- Curvas Dosis-Respuesta

Para seleccionarlas concentraciones de NaCl y ABA para realizar los experimentos
con las AcLEA, se realizaron curvas de dosis-respuesta con plantulas de tipo
silvestre de A. thaliana.

- Evaluacién de los parametros de crecimiento y desarrollo

Los parametros evaluados fueron:longitud deraiz primaria, longitud de la raiz lateral
mas larga, numeroy densidad de raices laterales, diametro del follaje, nUmero de
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hojas, biomasa total, biomasa del follaje, biomasa de la raiz. Para las mediciones

se utilizaron regla, microscopio y bascula.

- Registro fotografico y anélisis estadistico de los datos obtenidos.

De cada experimento se registraron evidencias fotograficas, capturadas con una
camara semiprofesional y editadas con “Adobe Photoshop”. Los datos obtenidos
fueron registradosen un librode Excel, posteriormente se analizaron en el programa
“Stat Soft Statistica”. Los graficos y figuras se editaron con el programa “Adobe

lllustrator”.

- Andlisis de Expresion mediante Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (RT-PCR)

Se llevé a cabo la extraccion del RNA de 50 plantulas por cada una de las lineas
transgénicas utilizando un sistema disefiado para tales fines (Quick-RNA™ Plant
Miniprep Kit/ Zymo Research). Este RNA se utilizé para sintetizar el cDNA, que se
utilizd6 como templado para las reacciones de RT-PCR. Los productos de

amplificacién se visualizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%.
VI. Impacto de las actividades

Las actividades descritas se desarrollaron durante un periodo de 6 meses, entre
febrero y agosto del presente afio. El conjunto de estas actividades permitié al
egresado adquirir conocimiento y capacidades para desempefiarse en un
laboratorio de biologia molecular de plantas. Simultaneamente, a través de la
participacién en seminarios y discusion de articulos mejoré sus habilidades para
desenvolverse en un ambito de investigacion cientifica. Adicionalmente, los
experimentos realizados generaron datos que no brindaron los resultados
esperados, pero al mismo tiempo son relevantes para las lineas de investigacion
del laboratorio. La principal conclusién de los experimentos realizados fue que las
lineas transgénicas de AcLEA no tienen respuestas diferentes a las plantulas de

tipo silvestre en diferentes condiciones de NaCly ABA, sin embargo, se generaron
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perspectivas para que se investiguen los niveles de expresién de la proteina ACLEA
qgue tienen estas lineas transgénicas, para poder avanzar en la explicacion de la
razon de los resultados obtenidos.

VIl.  Aprendizaje y habilidades obtenidas

Las actividades relacionadas con la profesion para la liberacion del servicio social
se llevaron a cabo en un laboratorio de Biologia molecular, realizando actividades
experimentales, que resultan indispensables en la formacién de los biélogos,
permitiendo el desarrollo de habilidades para trabajar con materiales y equipos.
Ademas, se refuerzan los aspectos relacionados con el método cientifico, anélisis
de datos e informacidn, desarrollo del pensamiento critico y objetivo sobre ciertas

situaciones que generan una mayor confianzay permiten un mejor desempefio en
un ambiente cientifico.

El trabajo en un laboratorio permite cuestionar los conocimientos adquiridos a lo
largo de la Licenciatura en Biologia y confrontarlos con la realidad, poniendo en

practica lo aprendido y al mismo tiempo adquiriendo nuevos conocimientos.

A lolargo de estos seis meses, realicé diversas actividades como la preparacion de
medios de cultivos en condiciones control y experimentales para el crecimiento de
la planta modelo A. thaliana, desinfeccion de semillas para su siembra y
transferencia de plantulas en condiciones asépticas, adquiriendo habilidades para
seleccionar individuos con caracteristicas similares; analisis del crecimiento y
desarrollo de las plantulas, extraccion de RNA, realizacion de electroforesis. Se
trabajo con distintos materiales de laboratorio: micropipetas, placas Petri, mortero,
tubos eppendorf, etc.,, asi como con diferentes equipos como: autoclave,
ThermoMixer, microscopio, termociclador de punto final, bascula, Vortex. Ademas,
se manejaron reactivos quimicos como el ABA, NaCl, L-MSO, agarosa, bromuro de
etidio. De igual forma, aprendi a trabajar en condiciones asépticas, para evitar la

contaminacion en los experimentos realizados.
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VIll. Fundamento de las actividades desarrolladas

Las lineas transgénicas AcLEA P2, P3, P4, P5, P6, P7 crecieron en medio
suplementado con L-MSO. Con este experimento se corroboré que, si se estaba
trabajando con lineas transgénicas, ya que todas presentaron resistencia a un

analogo del herbicida fosfoinotricina que se us6 como marcador de seleccion (Fig.
4).

1

\ { ) {
\ Col-0 AcLEA-P2 AcLEA y Col-0 AcLEA-P4 AcLEA-PS5S / \ Col-0 ACLEA-P6 AcLEA-P7
\ Control N Control A N g Control

Col-0 AcLEA-P2 AclEA-P3 4 Col-0 AclLEA-P4 AclLEA-P5 \ \ Col-0 AcLEA-P6 AcLEA-P7
L-MSO 7 L-MSO g AN L-MSO

Figura 4. Respuesta de las lineas transgénicas al L-MSO.

Los porcentajes de germinacion de las semillasde 5 de las lineas AcLEA alcanzaron
el 100% después de 56 horas transcurridas. Notablemente son mas precoces que
la tipo silvestre (Col-0), que necesito de 80 horas para alcanzar el 100% de
germinacion. La excepcion fue la linea AcLEA-P2 cuya velocidad de germinacion
es similar a las de tipo silvestre (Fig. 5).
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Figura 5. Porcentajes y velocidad de germinacién de semillas de lineas
transgénicas (AcLEA) y Col-0. (*: diferencias significativas).

El andlisis morfolégico de las plantulas AcLEA crecidas en medio control mostré
resultados similares a los de las plantulas de tipo silvestre y lo mismo ocurre con la
acumulacion de biomasa (Fig. 6 y 7). Si bien se pueden observar algunas
diferencias en algunas lineas, estas no son constantes a lo largo de los
experimentos, por lo que no se consideraron relevantes. En conclusion, en

condiciones normales las plantulas de las lineas transgénicas son similares en su
morfologia a las de tipo silvestre.

15



Q
op
(9]

6~ - . 1.0
5 5_1 20 » E a
© 2 © 0.8
& 5 s
E 4f = o
a 2 é 0.6
% 3H % E
< é S 04
) 2 [
E E
et < £ 0.2
- pa |
0 0.0
,? o3 ok 00, 0t ol o0 P2 03 | ok 20 o1 P2, 02 ok 02 0
OP eP eP e’* eP eP e w”eic”@w‘e Po»e eP 82a Okovei;&ei&eh e'* eP
d Tlpo de planta e Tipo de planta f Tipo de planta
2.0+ 7r 1.2+
§ 6 —_a_ a a a a a a 10k a
S 15 5 T
k= 8 O © 0.8
& g = 7
8 S 4 =
® 1.0 2 % 0.6
3 g 3 S
3 E 3 0.4
2 o5 = E
8 "l 8 o.2{]
P, 03 ek 22 0C o ,9 SIS LI o2 ELA IS
eP e'* eP @P »@P 82 w eP eP eP eP \,eP e O»eP ePGLeP eP Le'*

Tlpo de planta

Tlpo de planta Tlpo de planta

Figura 6. Morfologia de plantulas AcLEA vy tipo silvestre (Col-0) en medio MS0.2x.

a b

25 e
=
£ 20
s
£ 15
(4]
&
§ 10
[aa]

5

,? 03 Pk 20 00 01

|>° eio»el;&eh e‘?o 6&,&“
C Tipo de planta d

25 6~

a
= 20 S 5‘I
£ £ ab
D N 4H ab
5 15 ©
S g -
@ [} 1
© 10 =
. 7
oM [
3 U 1
,? J ek 09 00 ¢ ,? 22 ok 02 00 ¢
P~ elk 9P~ \/@P ePI;G gl;o e eP P~ 9P~ eP~ P~ gP
Tlpo de planta Tlpo de planta

Figura 7. Biomasa de plantulas AcLEA y tipo silvestre (Col-0) en medio MS 0.2x

e'*’?

e'*?ﬂ

16



Antes de someter las lineastransgénicasal tratamiento con NacCl, se realizaron tres
curvas de dosis-respuesta con plantulas de tipo silvestre. Para la primera curva se
utilizaron concentraciones 0, 1, 10, 100 y 500 mM, comenzandose a ver un efecto
de la sal sobre el crecimiento de las plantulas a partir de 1200 mM. En 500 mM las
plantulas mostraron pérdida total de la clorofila, indicando que esta concentracion
es muy alta y tiene efectos deletéreos (Fig. 8). Con base en los de esta primera
curva se decidio6 realizar otra utilizando concentraciones de 0, 50, 100, 200 y 400
mM de NaCl.
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Figura 8. Respuesta de Col-0 a concentraciones de NaCl entre 1 y 500mM.

Nuevamente, a partir de 100 mM se observaron efectos de NaCl, resultando las
concentraciones de 200y 400 mM demasiado altas como para ser utilizadas en los
experimentos subsecuentes (Fig. 9).
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La ultima curva dosis-respuesta para NaCl fue con concentraciones de 0,50 100y
200 mM (Fig. 10). Con base en los resultados de esta curva se decidié que la
concentracion que seria utilizada para evaluar los efectos de la sal sobre las lineas
AcLEA seria la de 150 mM de NaCl, que representa el punto medio entre las
concentraciones de 100 mM y 200 mM que causan los mayores efectos.
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Todas las lineas transgénicas se observan que el NaCl a 150 mM ocasiona una
disminucion en practicamente todos los parametros morfolégicos evaluados siendo,
la excepcion del namero de hojas sobre el que no hay ningun efecto. Sin embargo,
no hay ninguna diferencia entre las plantulas de tipo silvestre y las de las lineas
AcLEA (Fig. 11y 12).
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Figura 11. Efecto de una concentracion 150 mM de NaCl sobre el crecimiento y desarrollo de lineas
transgénicas AcLEA.
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Considerando que la linea AcLEA-P6 representa adecuadamente a las lineas
transgénicas, que en general tiene un menor nimero y densidad de raices laterales
(Fig. 11) y son mas precoces que las de tipo silvestre (Fig. 1), se decidio utilizarla
para un experimento mas acotado de los efectos del NaCl. En este caso, se
encontro que el numero de raices laterales en AcLEA-P6 se mantiene constante
entre las concentraciones de OmM y 75mM, mientras que en el tipo silvestre
disminuye. Sin embargo, en los demas paradmetros evaluados el comportamiento de
la linea ACLEA-P6y el tipo silvestre es muy similar, concluyéndose que la proteina
AcLEA no afecta las respuestas a salinidad en las condiciones experimentales
ensayadas (Fig. 13 y 14).
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Figura 12. Respuesta de la linea AcLEA-P6 al NaCl.

Finalmente, con base a los resultados de los experimentos anteriores, se decidid
realizar uno de germinacién/desarrollo exponiendo las semillas y las plantulas
permanentemente a una concentracion de 100 de NaCl sembrando las semillas
directamente en esta condicién (Fig. 14) con todas las lineas transgénicas para
tener los datos de su respuesta en estas condiciones. De los resultados de este
experimento se concluyé que el comportamiento de las lineas transgénicas ACLEA
en respuesta a diferentes concentraciones de NaCl es practicamente igual al de las

de tipo silvestre.
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Para el caso del ABA se siguié una estrategia similar a la empleada con los
experimentos con sal, es decir, se realizaron curvas de dosis-respuesta con
plantulas de tipo silvestre para acotar aquella concentracion de ABA mas adecuada
para realizar los experimentos con las lineas transgénicas. Inicialmente se probaron
concentracionesde 0,0.1, 1, 10 y 50 uM de ABA, observandose que a 10 uM ya es
posible distinguirunarespuestaen las plantulas, que consiste en unarestriccion del
crecimientoy desatrrollo (Fig. 15).
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Figura 15. Respuesta de plantulas de tipo silvestre (Col-0) a diferentes concentraciones de ABA

En el siguiente experimento se optd por aumentar las concentraciones,
ensayandose 0,50, 75, 100 y 150 uM de ABA. El resultado fue que el efecto de las
concentraciones de ABA mayores a 50 uM de ABA es practicamente el mismo para
todos los parametros evaluados, siendo la excepcion el tratamiento de 150 uM que
tuvo un fuerte impacto sobre la acumulacion de biomasa de la raiz (Fig. 16).
Notablemente, el tamafio de las plantulas evaluadas de este experimento, en esta
curva fue menor al habitualmente observado en condiciones control (Fig. 17), por lo
que debe ser tomado con reservas y resulta necesario corroborar el dato en

experimentos subsecuentes.
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Para el ultimo experimento dosis-respuesta al ABA se utilizaron concentraciones de

0,50, 100 y 200 uM. Nuevamente se observé que los efectos de concentraciones
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superiores a 50 uM son similares a los de esta concentracion (Fig. 18). De tal
manera, para evaluarlos efectos del ABA sobre las lineas transgénicas AcCLEA se
decidio utilizar una concentracion de 50 uM de ABA.
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Figura 18. Respuesta de Col-0 a concentraciones de 0, 50, 100 y 200 uM de ABA.

Asi, para evaluarel efecto del ABA sobre laslineas ACLEA, todas fueron sembradas
en medio suplementado con 50 uM de esta fitohormona. Desafortunadamente, los
resultados de estos experimentos no son confiables, ya que la exposicidén al ABA,
con excepcion al diametro del follaje, no tuvo el efecto negativo sobre el crecimiento
y desarrollo de las plantas tipo silvestre (control), como era de esperarse (Fig. 19y
20). Para sacar conclusiones a este respecto sera necesario repetir estos

experimentos.
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De cualquier manera, como previamente se hizo con la respuesta a NacCl, los
experimentos con ABA también se restringieron a la linea AcCLEA-P6. Sin embargo,
nuevamente no hubo diferencias significativas en las respuestas al ABA entre las
lineas ACLEA-P6y el tipo silvestre (Fig. 21 y 22), aunque en este caso, tampoco
son del todo claros los efectos negativos esperados para los tratamientos con ABA,
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llegando incluso a observarse incrementos en la densidad de las raices laterales
(Fig. 21), lo que en conjunto hace necesario que estos experimentos tengan que ser
repetidos para dar unaconclusion.
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26



Finalmente, se evaluaron las respuestas de las lineas transgénicas AcLEA a la
exposicion permanente al ABA, mediante la siembra de semillasy el crecimiento de
las plantulas directamente en medios suplementados con una concentracién de
1uM de ABA, ya que en concentraciones superiores las semillas no germinan. En
estas condiciones, los efectos negativos del ABA sobre el crecimiento y desarrollo
son evidentes, aunque practicamente iguales sobre las lineas transgénicasy las
plantas tipo silvestre (Fig. 22).
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Figura 22. Respuesta de lineas transgénicas Ac LEA a la exposicién permanente a 1uM de ABA

Dado que existen reportes de que la expresion heter6loga de proteinas LEA
ocasiona mejoras en las respuestas de las plantas al déficit hidrico (Dalal et al.,
2009; Olvera- Carrillo et al., 2010; Saucedo et al., 2017), los resultados de los
experimentos aqui reportados son un tanto inesperados. De tal manera, resulta
indispensable demostrar que las lineas transgénicas bajo estudio realmente estan

sobre-expresando la proteina ACLEA con la que fueron transformadas. Como primer
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paso en este sentido, se procedid a realizar una extraccion de RNA de las lineas
transgénicas, que mas adelante pueda ser utilizado para realizar un analisis de
expresion de la proteina AcLEA mediante reacciones de retrotranscripcion
acopladas a reacciones de polimerizacién en cadena (RT-PCR) (Lopez, 2011). Al
momento, ya se realizd la purificacion del RNA, la obtencion del cDNA
correspondiente y la amplificacion de un gen de expresion constitutiva, para
demostrar que el RNA obtenido es atil y con la integridad suficiente para

eventualmente proceder a la amplificacién del gen de interés (Fig. 23).

.

CORUP T PS5 P6 P7  [+] [

Figura 23. Amplificacion del gen UBI6 en cDNA de lineas transgénicas AcLEA (P2, P3, P4, P5, P6, P7)y
tipo silvestre (Col-0) de A. thaliana.

[-] Amplificaciones sin mezcla de reaccidn (control negativo)

[+] Amplificaciones con una muestra de RNA previamente purificaday verificada (control positivo)
UBI6: fraamento de 413 pares de bases
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