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RESUMEN

El desarrollo de cultivos tolerantes a altos niveles de sales metalicas representa una alternativa
para asegurar la produccion agricola en suelos contaminados. El objetivo de este trabajo fue
investigar la respuesta ante estrés abidtico, especificamente salinidad y toxicidad por metales
pesados, de la planta transgénica de Nicotiana tabacum cultivar Xanthi nc que expresa el gen
Capsicum chinense Germin-Like Protein (CchGLP). Los tratamientos se aplicaron durante la
etapa de germinacion, bajo condiciones in vitro, y en etapa de plantula, bajo condiciones de
invernadero. Las semillas de este modelo de dos lineas altamente expresivas, L8 y L26, asi
como una linea acigoto (que alberga el gen, pero no lo expresa), L1, fueron expuestas a
diferentes concentraciones de cloruro de cadmio, cloruro de aluminio y cloruro de sodio. Se
evaluaron las respuestas fenotipicas para la etapa de germinacion en términos de porcentaje
de germinacion y longitud de raiz. En etapa de plantula se evalio el vigor midiendo altura de
la planta, didmetro basal del tallo y contenido de clorofila en hoja. También se determiné la
biomasa vegetativa y radical al finalizar el periodo experimental. Los efectos de los
tratamientos de cadmio (Cd) y aluminio (Al) sobre el nivel de metilacion del ADN en etapa
de germinacion se analizaron usando el kit 5-mC DNA ELISA. Durante la germinacion y en
estadios tempranos, la linea transgénica L8 fue la linea que fenotipicamente demostrd tener
mayor tolerancia al estrés por metales pesados. Nuestras observaciones con respecto a la
metilacion en etapa de germinacion sugieren fuertemente que los cambios en el estado de
metilacion debido al estrés ambiental desencadenan la activacion de genes implicados en la
resistencia. Sin embargo, es necesaria una evidencia directa adicional para probar esta teoria.
En etapa de plantula se hizo evidente bajo el tratamiento con CdCl> 500 pM que la insercion y
expresion del gen les confirio a las plantas transgénicas mayor tolerancia durante la etapa de
antesis y floracion. Asi como mayor biomasa vegetativa y mayor vigor y biomasa radicular al

finalizar el periodo experimental.
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tolerancia a cadmio, tolerancia a salinidad, metilacion del ADN.



SUMMARY

The development of tolerant crops against high levels of metal salts represents an alternative
to ensure agricultural production in contaminated soils. The objective of this work was to
investigate the response to abiotic stress, specifically salinity and toxicity by heavy metals, of
the transgenic plant of Nicotiana tabacum cultivar Xanthi nc that expresses the gene
Capsicum chinense Germin-Like Protein (CchGLP). The treatments were applied during the
germination stage, under in vitro conditions, and in the seedling stage, under greenhouse
conditions. The seeds of this model of two highly expressive lines, L8 and L26, as well as an
azygote line (which harbors the gene, but does not express it), L1, were exposed to different
concentrations of cadmium chloride, aluminum chloride and sodium chloride. The phenotypic
responses for the germination stage were evaluated in terms of germination percentage and
root length. In the seedling stage, the vigor was evaluated by measuring the height of the
plant, the basal diameter of the stem and the leaf chlorophyll content. The vegetative and
radical biomass were also determined at the end of the experimental period. The effects of
cadmium (Cd) and aluminum (Al) treatments on the level of DNA methylation at the
germination stage were analyzed using the 5-mC DNA ELISA kit. During germination and in
early stages, the L8 transgenic line was the line that phenotypically proved to have greater
tolerance to heavy metal stress. Our observations regarding methylation during germination
strongly suggest that changes in methylation status due to environmental stress trigger the
activation of genes involved in resistance. However, additional direct evidence is necessary to
prove this theory. In the seedling stage, it became evident under the 500 uM CdCI2 treatment
that the insertion and expression of the gene gave the transgenic plants greater tolerance
during the anthesis and flowering stage. As well as greater vegetative biomass and greater

vigor and root biomass at the end of the experimental period.

Key words: Nicotiana tabacum c.v. Xanthi nc, transgenic tobacco, aluminium tolerance,

cadmium tolerance, salinity tolerance, DNA-methylation.
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1. INTRODUCCION

El estrés en plantas reduce de manera significativa el rendimiento de las cosechas
cultivadas a nivel mundial. Se estima que el 42% de las pérdidas en rendimiento de los ocho
cultivos mas importantes en todo el mundo suceden a causa de los diversos tipos de estrés
(Carvalhais et al., 2014). Entre ellos, el exceso de salinidad en los suelos afecta a mas del
30% de los cultivos de riego y el 7% de la agricultura temporal en todo el mundo (Basit et al.,
2016). Mientras que la contaminacién del suelo por metales es hoy en dia uno de los temas
ambientales mas urgentes que existen debido a que aproximadamente, el 50 % de la superficie
cultivable del planeta tiene suelos acidos (Zheng, 2010). Sumado a esto, basandose en el
aumento de la poblacion mundial y el consumo per cdpita, se estima que la demanda de
alimentos incrementara en un 40% para el afio 2030 y en un 70% para el 2050 (Foresight,
2011). Por estas razones, la busqueda de soluciones para minimizar las pérdidas por
contaminacion del suelo debe ser un asunto urgente a tratar por todas las naciones. Para hacer
frente a esta amenaza, se han planteado diversas soluciones desde el ambito cientifico. Una de
ellas es la generacion de cultivos genéticamente modificados que tengan la capacidad de
adaptarse a condiciones ambientales adversas. Si la precision de la edicion gendmica de las
plantas de cultivo se optimiza y la tecnologia se aprueba y es aceptada por las regulaciones,
productores y consumidores esta herramienta puede contribuir a proteger la seguridad
alimentaria y combatir los efectos que el cambio climatico tiene sobre la agricultura (Scheben
and Edwards, 2017) . El modelo transgénico de Nicotiana tabacum Xanthi nc que expresa el
gen CchGLP fue disefiado como un modelo de expresion ideal para el estudio de los
mecanismos implicados en las redes moleculares de defensa en las plantas. El gen Capsicum
chinense Germin-Like protein (CchGLP), que fue identificado y caracterizado a partir de una
colecta de plantas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq BG-3821), codifica para una

proteina de tipo germina (GLP) que mostrd actividad enzimatica de la manganeso superoxido



dismutasa (Mn-SOD) (Barrera-Pacheco et al., 2008). Se identifico que CchGLP es parte de
las rutas de sefializacion del acido salicilico y del etileno, por lo que tiene un rol activo en la
respuesta de defensa de la planta (Ledn-Galvan et al, 2011). Este modelo transgénico ha
demostrado tener tolerancia a estrés causado por geminivirus, y a infecciones por
Pseudomonas siryngae pv tabaci y Fusarium oxysporum (Guevara-Olvera et al., 2012; Ruiz
Nito, 2009). También ha mostrado tener tolerancia a estrés abidtico, especificamente sequia
(Cardenas-Manriquez et al., 2016). Este trabajo de investigacion se llevo a cabo adoptando un
enfoque molecular en combinaciéon con pardmetros fenotipicos con el fin de evaluar las
respuestas de la germinacion de las semillas y el desarrollo de las plantulas de N. tabacum
Xanthi nc expresando el gen CchGLP bajo estrés por salinidad y por toxicidad por metales

pesados.



2. MARCO TEORICO

Estrés por metales pesados

Entre los principales tipos de estrés abidtico que amenazan a las plantas, se incluye la
toxicidad por metales pesados, que representa un riesgo muy importante debido a la no bio-
degradabilidad que presentan estos elementos, caracteristica que conlleva a que permanezcan
por periodos muy prolongados en el medio ambiente (Basit et al., 2016). Los suelos acidos
son el resultado de la descarga indiscriminada de metales pesados generados principalmente
por actividades antropogénicas tales como procesos industriales, précticas agricolas
modernas, drenaje acido de las minas y desechos humanos. Las actividades geoldgicas
naturales como la erosion del suelo y los volcanes constituyen, en menor medida, una fuente
de estos elementos en los suelos (Alloway, 2013; Singh et al., 2015). La acidificacion del
suelo conlleva efectos negativos para las plantas debido a que disminuyen las concentraciones
de macronutrientes (por ejemplo, Ca**, Mg>" y K"), y aumentan las concentraciones de
metales pesados biodisponibles como Cd*" Cu?*, As®" y Pb*" (Guo et al., 2014). El término
“metales pesados” se refiere a cualquier elemento metalico o metaloide con una densidad
atomica mayor a 4 g/cm? (0 5 veces mayor o mas que la del agua) y que es toxico aun a muy
bajas concentraciones (Sreekanth, 2010). La toxicidad y biodisponibilidad de los metales
pesados en suelos agricolas depende fuertemente de sus formas quimicas, que estan
influenciadas por el tipo de suelo, su pH, la capacidad de intercambio catidnico, los
contenidos y tipos de minerales arcillosos, el contenido de materia organica, las condiciones
redox y de los quelatos exudados por las raices en la rizosfera (Guo et al., 2014). Los estudios
acerca de los niveles de toxicidad de los metales dependiendo de sus formas quimicas han
demostrado que generalmente la forma intercambiable (Ex) es la mas tdxica, mientras que en
forma de residuos (Res) es la menos toxica (Wang et al., 2008).

Se ha reportado que concentraciones toxicas de metales pesados en el suelo resultan en la

acumulacion de éstos en diferentes partes de las plantas (Dubey et al., 2014). Dicha



acumulacion representa un riesgo para la salud humana debido al posible consumo de estas
plantas (Tchounwou et al., 2014). Los sintomas fenotipicos generalmente reportados debido a
toxicidad por metales en plantas incluyen clorosis, enrollamiento de las hojas y
malformaciones en raiz, sin embargo, el mas evidente es la inhibicion del desarrollo, causado
por la reduccion en procesos como la fotosintesis, la respiracion y la absorcion de agua y
nutrientes (Yue et al., 2016). El estrés por metales pesados también conduce a estrés oxidativo
(Gill and Tuteja, 2011; Shri et al., 2009) y modula la expresion de genes (Chakrabarty et al.,
2009). Diversos estudios sugieren que las plantas tolerantes a este tipo de estrés han
desarrollado mecanismos moleculares que ayudan a regular la absorcion de estos elementos
(Dubey et al., 2014). En este sentido se ha encontrado que las fitoquelatinas (FQS), una clase
de polipéptidos ricos en cisteina, se unen a los metales pesados formando complejos que
ayudan a desintoxicar a través del secuestro del metal en vacuolas (Shukla et al., 2012). El
glutation (GSH), un importante antioxidante involucrado en la eliminacion de radicales libres
y H202 de las células vegetales, es el precursor de las FQS y varios estudios han reportado
altos niveles de este antioxidante en tejidos vegetales bajo estrés por metales pesados (Shukla
et al., 2012; Sun et al., 2007). También un gran numero de genes que codifican para proteinas
transportadoras se han reportado por expresarse diferencialmente, ya sea sobre expresados o
reprimidos, bajo estrés por diferentes metales pesados. Entre estos se incluyen transportadores
de membrana, transportadores de sulfato, transportadores de péptidos, transportadores de
nitratos, transportadores ABC (del inglés ATP Binding Cassette), proteinas relacionadas con
resistencia a multiples farmacos (MDR-Proteinas), transportadores de zinc, proteina Nramp6
(Natural-resistance-associated macrophage protein 6) con actividad transportadora de metales
y proteinas transportadoras de la familia MATE (Dubey et al., 2014). Sin embargo, aun se
desconoce bastante sobre las bases moleculares involucradas en la absorcion y la

desintoxicacion de metales pesados por parte de las plantas.
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Cadmio

El cadmio (Cd) es un elemento metalico no esencial para las plantas y altamente toxico para
todas las especies, incluso a concentraciones muy bajas. Su absorcion se lleva a cabo muy
facilmente a través de las raices de las plantas y es traslocado a los 6rganos aéreos de éstas, lo
cual implica un riesgo por su incorporacion a la cadena alimenticia (Greco et al., 2012; Guo
et al.,, 2014; Yue et al., 2016). El Cd en su forma intercambiable y unido a carbonatos son las
formas quimicas més tdxicas para las plantas por su facil movilidad y biodisponibilidad (Guo
et al., 2014). E1 Cd es absorbido por las plantas a través de transportadores de Ca y Zn, debido
a su similitud estructural con estos elementos (Himeno et al., 2009). En A4. thaliana se han
identificado también transportadores ABC, especificamente en pelos radiculares y la
epidermis, involucrados en la absorcion de Cd (Kim et al., 2007). Transportadores de zinc
también se han reportado por tener un rol en el transporte del Cd al interior de la planta
(Himeno et al., 2009). Una de las causas de la toxicidad por Cd consiste en que este elemento
no permite que las plantas absorban micronutrientes esenciales para su desarrollo, como Zn,
Fe y Mn, probablemente debido a la competencia por unirse a los transportadores especificos
o por su interferencia en la regulacion de la expresion de genes transportadores (Kiipper and
Kochian, 2010). Los efectos inducidos por Cd en plantas incluyen estrés oxidativo,
genotoxicidad, inhibicion del aparato fotosintético e inhibicion del metabolismo de las raices
(Andresen and Hendrik, 2013). En diversos estudios las plantas tratadas con Cd han
mostrado longitud reducida de sus raices y deformacion y oscurecimiento de las mismas. Este
dafio perturba el estado hidrico de la planta ocasionando el marchitamiento de la misma
(Perfus-barbeoch et al., 2002). Sin embargo, en plantas tolerantes se ha mostrado que las
raices son la primera barrera contra el Cd. La expresion de peroxidasas se ha relacionado con
el proceso de lignificacion de la endodermis de las raices formando hasta cierto punto una
barrera de paredes celulares como respuesta para evitar el transporte de Cd dentro de la planta

(Cuypers et al., 2002). Se ha llegado a la conclusion de que la fitotoxicidad de los metales se
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debe en menor o mayor medida al estrés oxidativo causado por éstos. Si las especies
reactivas del oxigeno (ROS), causadas por el estrés, no se desintoxican inmediatamente, éstas
pueden conducir a la peroxidacion de lipidos, causando oxidacion de las membranas
(Andresen and Hendrik, 2013). En diversos estudios se ha demostrado la expresién o
actividad de enzimas antioxidantes como efecto directo de la exposicion a Cd en plantas
tolerantes (lannone et al, 2010). Sin embargo, en general se ha visto que bajas
concentraciones de Cd con tratamientos de duracion corta de tiempo generalmente sobre
expresan el sistema antioxidante (Saidi et al., 2013), mientras que una exposicion mas larga
de tiempo y mayores concentraciones de la sal conducen a una disminucion de la actividad
antioxidante en las plantas tolerantes (Sandalio et al., 2001) Sin embargo, las concentraciones
mas bajas de Cd y la duracion mas corta del tratamiento generalmente aumentaron bastante el
sistema antioxidante (Saidi et al., 2013), mientras que una exposicion mas larga y mayores
concentraciones de Cd condujeron a una disminucion de la actividad o del contenido de los
antioxidantes (Sandalio et al., 2001). Algunas de las soluciones, propuestas desde el ambito
cientifico, a estos tipos de estrés incluyen la aplicacion exogena de Calcio para proteger a las

plantas y otorgarles resistencia al estrés por Cadmio (Huang et al., 2017).

Aluminio

El aluminio (Al) es uno de los tres elementos mas abundantes en la corteza terrestre, por ello
se le considera como el factor mas importante que limita el crecimiento de las plantas en
suelos acidos (Ciamporova, 2002; Kochian et al., 2004; Zhao et al., 2014). Curiosamente, los
trabajos experimentales que estudian la toxicidad por Al, reportan una gran variedad de
resultados, dependiendo de la especie de planta, la concentracion de Al utilizada, la duracion
de la exposicion y las condiciones de crecimiento (Delhaize and Ryan, 1995; Kochian et al.,
2005). Sin embargo, es probable que el factor mas importante que determina la toxicidad del

Al es la forma quimica del elemento en la rizosfera. No todas las formas quimicas del Al
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disuelto en el suelo tienen los mismos efectos toxicos en las plantas. Su forma mas toxica se
genera en suelos acidos (pH <5,0) ya que el elemento se solubiliza y se convierte en su cation
trivalente AI**, también conocido como intercambiable. Esta forma es mas nociva para las
plantas como resultado de su facil movilizacion en el suelo y facil absorcion por las plantas
(Guo et al., 2014; Matsumoto, 2000). El Al en su forma idnica de primera instancia causa la
inhibicion del alargamiento de las raices destruyendo la estructura celular del apice de este
organo, afectando la absorcion de agua y nutrientes del suelo por las raices (Zheng, 2010).
Como consecuencia de la alteracion del equilibrio hidrico y la asimilacion de nutrientes, el
crecimiento y desarrollo de las plantas se ve seriamente comprometido. La mayoria de los
estudios coinciden en que el efecto primario bajo estrés por aluminio en plantas resulta en
grandes cambios en la morfologia de las raices (Delhaize and Ryan, 1995; Kochian et al.,
2005). Los sintomas reportados incluyen hinchazén de los apices de las raices, engrosamiento
de las raices, poco o nada desarrollo de pelos radiculares, alteraciones de los tejidos
periféricos de las raices y nacimiento de raices laterales mas cerca de la punta de la raiz
(Ciamporova, 2002; Kochian et al., 2005). Algunas plantas han desarrollado mecanismos de
resistencia a altas concentraciones de cationes de aluminio y generalmente se dividen en
aquellas que excluyen los cationes A" de sus tejidos (resistencia) y aquellas que pueden
albergar de forma segura los cationes una vez que éstos ya fueron absorbidos por la planta
(tolerancia) (Pereira et al., 2010). La resistencia de plantas tolerantes a Al ha sido estudiada a
nivel fisiologica, bioquimica y, mas recientemente, a nivel molecular. En este sentido, se ha
encontrado que las modificaciones en las propiedades de union al apoplasto de las raices
contribuyen a la resistencia al Al, debido a que el apoplasto es el primer compartimento de la
raiz que tiene contacto con especies de aluminio presentes en el suelo (Zheng, 2010). Varios
estudios han confirmado la participacion en la resistencia a Al de genes pertenecientes a la

familia denominada MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion), que codifican para
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transportadores de aniones organicos que funcionan de bombas de eflujo (Furukawa et al.,
2007; Liu et al., 2009; Magalhaes et al., 2007). Otro tipo de proteinas pertenecientes a la
familia denominadas ALMT han mostrado tener un papel muy importante como bombas de

eflujo de malato durante la resistencia a Al (Liu et al., 2009; Ryan et al., 2009).

Estrés por salinidad

La salinidad es uno de los principales factores abidticos que afectan el crecimiento y los
rendimientos de los cultivos. Las concentraciones altas de salinidad en los suelos agricolas
son producto de eventos geoldgicos o de practicas irregulares en la agricultura, como el riego
con aguas saladas y el exceso en la utilizacion de fertilizantes (Jovelina et al., 2017). Altos
niveles de salinidad inhiben la germinacion y perturban el equilibrio iénico y osmotico de las
células, debido a la acumulacion de iones de Na+ y Cl- (Mahajan and Tuteja, 2005). El
potencial hidrico del suelo disminuye en presencia de altos niveles de salinidad, lo cual para
las plantas se traduce en la dificultad de absorber el agua y los nutrientes (Mahajan and
Tuteja, 2005). Las respuestas fisioldgicas de las plantas ante estrés por salinidad son a
menudo complejas y multifacéticas. Esta respuesta se puede describir, de forma muy bésica,
en dos principales etapas: en los primeros minutos a dias ocurre la respuesta relacionada con
la deteccion de los iones independientes de Na® y la consecuente sefalizacion (Gilroy et al.,
2014; Roy et al., 2014). En esta primera fase los efectos de la salinidad en el estado hidrico de
la planta puede ocasionar el cierre de estomas y la inhibicion del crecimiento del area foliar de
las hojas (Negrdo et al., 2016). La produccion de ROS (tales como peroxido de hidrogeno
H202, radical hidroxilo OH y anion superdxido O27) provoca una explosion oxidativa, que
puede ser muy dafiina para la planta si ésta no controla los niveles de éstos compuestos
(Jovelina et al., 2017). La segunda fase se desarrolla durante un periodo mas largo, que dura
de dias a semanas, ¢ implica la acumulacion de iones Na™ en los tejidos, de forma particular
en las hojas viejas, causando la prematura senescencia de las mismas y en ultima instancia

rendimientos bajos o incluso la muerte de la planta (Munns and Tester, 2008). Las plantas
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tolerantes a salinidad han adoptado diferentes mecanismos de defensa. Munns y Tester (2008)
los clasificaron en tres: la exclusion definitiva de los iones Na* fuera de los tejidos de las
plantas, la compartimentacion de los iones toxicos en tejidos, células y organulos celulares
especificos y la capacidad de crecimiento y absorcion de agua del suelo independientemente
de la acumulacion de Na* en los tejidos de la planta.

A nivel bioquimico y molecular se han identificado compuestos y genes que juegan un papel
importante en la tolerancia a la salinidad. La prolina es un aminoécido importante para el
equilibrio osmoético en plantas, que ha mostrado ser esencial en el metabolismo primario
durante estrés salino e hidrico (Brini et al., 2007). El rol de genes que codifican para
receptores de quinasas (RLK) durante condiciones de salinidad se ha confirmado como
crucial en la transduccion de sefiales (Kumar et al., 2013). De igual manera, se ha encontrado
que otro tipo de proteinas denominadas quinasas activadas por mitégenos (MAP) son
cruciales en la respuesta a estrés salino (Ouyang et al., 2010).

Metilacion del ADN

Las modificaciones epigenéticas que inciden sobre los genomas de las plantas ayudan a
regular su crecimiento y reproduccion, y se ha encontrado que son importantes en procesos de
respuesta a estrés (Feng and Jacobsen, 2011). La metilacion del 4cido desoxirribonucleico
(ADN) es una de las modificaciones epigenéticas mas importantes y conservadas en diversos
organismos eucarioticos y se refiere a la adicion de un grupo metilo a las bases de citosina del
ADN para formar 5-metilcitosina (Song et al., 2017). Las plantas tienen marcas epigenéticas
que son exclusivas de ellas, es decir que no comparten con otros organismos como animales y
hongos (Feng and Jacobsen, 2011). En las plantas, las citosinas pueden metilarse bajo una
variedad de contextos de secuencias de ADN, que se pueden clasificar en tres: CG, CHG y
CHH, donde H representa cualquier nucleotido excepto la guanina (H=A, T, C) (He et al.,

2011; Law and Jacobsen, 2010). Arabidopsis es probablemente el organismo con el metiloma
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mas extensamente caracterizado y se ha encontrado que en su genoma la metilacion del ADN
se acompafia muy frecuentemente de siRNAs (Feng and Jacobsen, 2011; He et al., 2011).
Esto sugiere que los siRNAs juegan un papel muy importante en la metilacion del ADN.
Mientras que la hipermetilacion en general se correlaciona con la inactividad del gen, la
hipometilacién, en sitios especificos o en regiones especificas, se correlaciona con la
transcripcion activa. En las plantas, la hipometilacion inducida experimentalmente se ha

correlacionado con una serie de cambios fenotipicos.

Plantas transgénicas

En la actualidad se conocen métodos eficientes de transformacion en aproximadamente 120
especies de por lo menos 35 familias diferentes. La transformacion genética de plantas se ha
convertido en una herramienta experimental muy util para el estudio de algunas hipotesis
relacionadas a la fisiologia vegetal, que de otra forma serian sumamente dificiles de probar
(Birch, 1997). El uso de esta tecnologia ha permitido identificar los roles de algunos genes
que expresan proteinas estructurales y regulatorias y que activan la cascada de rutas de
sefalizacion en respuesta al estrés (Vij and Tyagi, 2007). La mayoria de estas investigaciones
se han llevado a cabo en modelos transgénicos de Arabidopsis y tabaco (Bajaj and Mohanty,
2005).

Los cultivos biotecnoldgicos producen beneficios ambientales y socio econdomicos sostenibles
y de importancia. Los cultivos modificados genéticamente (GM) ocupan un area de mas de
160 millones de hectareas cultivadas por millones de productores de 29 paises del mundo. De
los 29 paises en 2011, 19 eran paises en desarrollo y 10 eran paises industrializados. Los GM
son utilizados por 7 millones de productores en China y otros 7 millones en India. EEUU

contintia siendo el principal productor de cultivos GM (Gutiérrez et al., 2015)

Tabaco como modelo transgénico

Nicotiana tabacum es miembro de la familia Solanaceae, que también incluye al tomate, papa,

y chile entre otros cultivos de importancia agricola. Fue originalmente estudiada debido a su
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importancia econdmica pero su utilizacion para el estudio bioldgico de las plantas comenz6
cuando se convirtié en la primera planta genéticamente modificada en 1983 (Edwards et al.,
2010). Un modelo biologico ideal para el estudio de mecanismos moleculares en plantas
requiere que sea facil de modificar y regenerar genéticamente (eficiencia de transformacion
mayor a 80%), que se cuente con mucha informacion en las bases de datos mundiales para
llevar a cabo comparaciones, y que tenga una tasa de crecimiento rapido (entre 1 y 2 meses)
(Goodin et al., 2008; Bombarely et al., 2012; Junping et al., 2014; Edwards et al., 2010).
Nicotiana Tabacum es un organismo ideal para el estudio de algunas funciones biolégicas
basicas, como la interaccion planta-patdgeno, la respuesta al ambiente, la regulacion del
crecimiento y la fase de senescencia (Veluthakkal and Dasgupta, 2015).

Proteinas tipo germina (GLPs) y defensa de la planta

Las proteinas germina y tipo germina (GLPs) estan codificadas por una familia de genes
existentes en todas las plantas. Pertenecen a la superfamilia de las cupinas, que agrupa
diversas proteinas que comparten una estructura terciaria conservada, aunque con una
limitada similitud en su secuencia primaria (Dunwell et al., 2008). La expresion de ciertas
GLPs se ha asociado a una variedad de estados especificos del desarrollo de las plantas como
la embriogénesis e induccion floral, pero particularmente ante diferentes tipos de estrés
bidtico y abidtico como exposicion a altas concentraciones de sales, metales o altas
temperturas (Khuri ef al., 2001; Schafleitner y Wilhelm., 2002; Park et al., 2004). La primera
evidencia sobre la induccion de la expresion de GLPs debido a estrés abidtico se reportd en un
estudio por estrés salino en raices de cebada (Dunwell et al., 2000). Se ha reportado que
diversas GLPs expresan actividad de la superoxido dismutasa (SOD) que convierte aniones
superoxido en perdxido de hidrogeno (H20:2), una molécula implicada en la respuesta de

defensa de las plantas. (Davidson et al., 2009).

CchGLP

Se estudio el perfil de expresion de genes de una colecta de plantas de chile habanero
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(Capsicum chinense Jacq.), especificamente la colecta denominada BG-3821 del banco de
germoplasma del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) (Gasca-Gonzalez et al., 2008; Barrera-Pacheco et al., 2008). Esta colecta de chile
habanero es proveniente de la Peninsula de Yucatan, de donde fue recolectada en su forma
silvestre para fines de un estudio que evalu6 varias poblaciones de esta especie y se busco
identificar plantas que mostraran una adecuada resistencia viral, especificamente a
infecciones por el virus PHYVV. Posteriormente se prob6é que plantas pertenecientes a la
colecta BG-3821 ademds de mostrar rasgos de resistencia a infeccion simple, también se
mostraron asintomaticas ante infeccion mixta de PHYVV y PepGMV (Godinez-Hernandez et
al., 2001; Anaya-Lopez et al., 2003).

La expresion transcripcional, inducida bajo diferentes tipos de estrés bidtico y abiotico, que se
analizé en Capsicum chinense BG-3821, permitié identificar varios genes candidatos a estar
involucrados en la respuesta de resistencia de éstas plantas (Barrera-Pacheco et al., 2008).
Dentro de éstos se reportaron el gen R-52 y el R-100 que presentaron similitud con genes que
codifican para proteinas tipo germina. Debido a que se sabe que se puede inducir la expresion
del sistema defensivo de las plantas mediante el uso de elicitores (moléculas inocuas a los
vertebrados y el medio ambiente) (Mejia-Teniente et al., 2013), se hizo aplicacion de acido
salicilico en las plantas evaluadas. Este elicitor abidtico resultd ser un fuerte inductor de la
expresion de los genes reportados en interacciones incompatibles, confirmando su
participacion en la respuesta sistémica adquirida en la planta. En un estudio complementario
se hizo evidente la induccion del gen correspondiente a la clona R-/00 en plantas inoculadas
con el PHYVV mientras en plantas control el nivel de expresion fue comparativamente
inferior (Gasca-Gonzélez et al. 2008).

Posteriormente la clona R-100, expresada diferencialmente, se catalogd como el gen

Capsicum chinense Germin Like Protein CchGLP. Las caracteristicas reportadas a partir de la
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secuenciacion de esta proteina, junto con las reportadas por un analisis bioinformatico de esta
secuencia confirmaron su similitud con otras GLPs. Se probo que su secuencia consiste de
203 aminoacidos y que una sola copia de este gen esta presente en el genoma de Capsicum
chinense BG-3821. Del andlisis bioinformético se identific6 en la CchGLP, el dominio propio
de las cupinas y 3 regiones altamente conservadas llamadas cajas germina A, By C (Lu et al,,
2010). Una de las cajas conteniendo tres residuos de histidina y un residuo de glutamato.
Ademas, se identific6 una sefial secretora en los primeros 18 aminoacidos del extremo N-
terminal, asi como un sitio de N-glicosilacion del residuo 44 al 47 (Leon-Galvan et al., 2011).
Asi mismo se analizo la actividad enzimatica de la CchGLP, encontrando actividad de la
manganeso superoxido dismutasa (Mn-SOD). La superéxido dismutasa es una enzima capaz
de convertir al radical superéxido (O2-) en peroxido de hidrogeno (H202) (Bonilla et al.,
2002), el cual activa o inactiva proteinas involucradas con transduccion de sefiales para la
expresion de genes relacionados con tolerancia a diversos tipos de estrés incluyendo estrés
oxidativo, hidrico y derivado de patégenos (Apel y Hirt., 2004; Pitzschke et al., 2006).

El gen CchGLP mostr6 ser inducido durante interacciones incompatibles (con PepGMV y
PHYVYV) y al aplicar elicitores bioldgicos, deduciendo que la produccion de perdxido de
hidrogeno es resultado, ya sea de la ruta de sefializacion del acido salicilico o por la del

etileno (Leon-Galvan et al., 2011).

Tabaco transgénico al gen CchGLP

Se confirmo6 el rol de CchGLP en el sistema de defensa de las plantas contra infeccion por
geminivirus, a través de un estudio que evaluo la resistencia de planta de tabaco (Nicotiana
tabacum cultivar Xanthi nc) expresando el CchGLP (Guevara-Olvera et al, 2012). La
metodologia empleada para la obtencion de las plantas transgénicas de N. Tabacum se llevo a
cabo por Ruiz-Nito en 2009 (Figura 1). El primer paso fue la construccion entre el promotor
CaMV35S y la secuencia completa de CchGLP dentro del vector binario pBl121 (Figura

1.A). La construccion pBl121-CchGLP se introdujo por electroporacion a Agrobacterium
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tumefaciens PGV2260 (Figura 1.B). La cepa obtenida se usé para inocular explantes foliares
de tabaco (Figura 1.C) los cuales se transfirieron, después del co-cultivo, a un medio
especifico para la generacion de brotes (Figura 1.D) y posterior a la seleccion de los explantes
transformados, se pasaron a otro medio que permitié la generacion de la planta completa
(Figura 1.E). Se realiz6 transcripcion reversa de plantas de tabaco transgénicas y control para
comparar por densitometria 6ptica el nivel de transcrito correspondiente al transgén CchGLP.

Antes y después de la infeccion viral, se determino histologicamente la presencia de peroxido
de hidrégeno. En estadios tempranos, se observé una diferencia marcada en el fenotipo de las
plantas transgénicas en comparacion con las plantas control debido a una sobreproduccion de

perdxido de hidrogeno.

A) BI B
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Fltsmido bacteriano
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genes Vir,

Figura 1. Metodologia empleada para la obtencion de las plantas transgénicas de N. tabacum (Ruiz-
Nito, 2009)

Se caracterizaron 6 lineas de tabaco transgénicas, las cuales mostraron un desarrollo y
crecimiento idénticos a la planta sin transformar. Las lineas mostraron diferentes niveles de
expresion, 4 de ellas (lineas 8,9,25 y 26) presentaron un nivel muy similar en transcrito. Sin

embargo, se encontrd que para una de las lineas (linea 1) aunque hubo amplificaciéon que
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indicd la presencia del transcrito, el nivel de expresion del transgén fue nulo, una posible
causa es que el CchGLP se integr6 en una zona del genoma que impidid su libre transcripcion
(Guevara-Olvera et al., 2012; Ruiz-Nito., 2009)

La planta de Nicotiana tabacum transgénica asegura produccion endogena y uniforme de
peroxido de hidrégeno comparada con la planta silvestre. Ademas, se indujeron algunos genes
relacionados a la resistencia sistémica adquirida (SAR) especificamente los genes
fenilananina amonio liasa (PAL) y proteina relacionada con la patogénesis 1° (PR-1a)
(Guevara-Olvera et al., 2012). Este modelo de expresion es ideal para determinar los
elementos diferenciales involucrados en las redes moleculares de defensa. Lo anterior en base
a que se ha demostrado que presenta tolerancia ante infecciones por geminivirus (Guevara-
Olvera et al., 2012), a infecciones por Pseudomonas siryngae pv tabaci, Fusarium oxysporum

y estrés hidrico (Cardenas-Manriquez et al., 2016).
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3. MOTIVACION
Las sales metalicas en los suelos agricolas inhiben el desarrollo 6ptimo de las plantas, por lo
que se estan realizando esfuerzos biotecnologicos para desarrollar especies tolerantes a dicho
estrés. Para lograr lo anterior, es necesario comprender, a nivel molecular, los efectos de la
toxicidad de los elementos contaminantes, asi como los mecanismos de tolerancia de las
plantas. Este conocimiento tiene como finalidad avanzar en el mejoramiento genético de
cultivos importantes para lograr aumentar el rendimiento en los suelos menos productivos.
Esto resulta necesario ya que al afio 2050 la poblacion del planeta llegara o superara los 9.000

millones de habitantes.
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4. HIPOTESIS
La expresion del gen CchGLP de chile habanero en tabaco (Nicotiana tabacum spp) confiere
tolerancia a condiciones de salinidad y toxicidad por metales pesados debido a la induccion de

genes de respuesta a este estrés comparando con el control acigoto de la misma.
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5. OBJETIVOS

Objetivo General

Probar que el gen CchGLP en planta de tabaco le confiere tolerancia a estrés por salinidad y

metales pesados comparando con el control acigoto.

Objetivos particulares

e Determinar la respuesta diferencial fenotipica a estrés por salinidad y metales pesados
de la planta transgénica altamente expresiva considerando el control acigoto de la
misma en etapa de germinacion y estadios tempranos.

e Determinar los patrones de metilacion del ADN en los tratamientos contrastantes de
tolerancia a los estreses evaluados en etapa de germinacion.

e Determinar la respuesta diferencial fenotipica a estrés por salinidad y metales pesados
de la planta transgénica altamente expresiva considerando el control acigoto de la

misma en etapa de plantula.
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6. MATERIALES Y METODOS

Materiales

Material vegetal y germinacion

Se utilizaron semillas de Nicotiana tabacum c.v. xanthi nc de tres lineas que presentan
distintos niveles de expresion del transgén CchGLP. La transformacion genética, la
propagacion de las plantas in vitro y la obtencidon de semillas se llevaron a cabo por Ruiz Nito
en 2009. La linea 1 se utiliz6 como control ya que es acigotica (el transgén se integro en una
parte del genoma que impidio6 su libre expresion) y las lineas 8 y 26 fueron utilizadas debido a
que presentan un nivel alto de expresion del transgén. Para todos los experimentos realizados
las semillas fueron esterilizadas por sumersion en etanol 70% por 2 minutos, seguido por
sumersion en una solucion de hipoclorito de sodio al 50% con Tween 20® al 0.1% por 7
minutos y minimo tres lavados con agua destilada estéril en campana de flujo laminar.

Para todos los experimentos en etapa de germinacion las semillas fueron sembradas en placa
Petri de 90 mm, desechable y estéril con 20 semillas cada una. Para los experimentos en
etapa de plantula las semillas se sembraron en frascos de vidrio de 100 ml de boca ancha con
tapa rosca previamente esterilizados y posteriormente las plantas fueron trasplantadas. Se
utilizé medio MS (Murashiage-Skoog) como medio de cultivo. Las condiciones de
germinacion fueron las mismas para todos los experimentos: temperatura ambiente y un

fotoperiodo de 16 hrs de luz y 8 hrs de oscuridad.

Meétodos

Determinacion de la respuesta diferencial fenotipica en etapa de germinacion y
estadios tempranos.

Se realizd propagacion in vitro en medio de cultivo MS con adicién de tres distintas
concentraciones de aluminio y cadmio en sus formas AICIz * 6H20 (50, 150 y 300 uM) y
CdClL (100, 300 y 500 uM) respectivamente. Los platos fueron monitoreados todos los dias a

la misma hora hasta que no se observd mas germinacion (aparicion de radiculas) y después se
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calcul6 el porcentaje de germinacion por dia. Al dia 16, después de la siembra, los platos
fueron abiertos para poder extraer las plantas y se midio la longitud de las raices de 10 plantas
por tratamiento utilizando un Vernier digital. Ademas, se tomaron fotografias de las raices
utilizando un microscopio Binocular BioBlue de Euromex a 4x para observar las diferencias

en el desarrollo de pelos radiculares bajo los distintos tratamientos.

Determinacion de los patrones de metilacion del ADN en etapa de germinacion.

Se recolect6 tejido de plantulas, de la linea transgénica (L8) y de la linea control (L1), que se
expusieron a concentraciones de 100, 150 y 300 uM de AICI3 y 100 y 500 uM de CdCI2 en
etapa de germinacion. Fueron congeladas en nitrogeno liquido y posteriormente se
almacenaron a - 80°C. Se llevd a cabo extraccion de ADN gendémico de la siguiente manera:
Se molieron en un mortero usando nitrogeno liquido, hasta obtener un polvo fino, 100 mg de
cada muestra tratada y después se mezclaron con 750 pl de buffer CTAB. Las muestras
fueron sometidas a vortex y se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente. A
continuacion, se afadieron 750 pl de cloroformo:alcohol isoamilico (24: 1) seguido por
vortex y una centrifugacion a 12.000 RPM durante 5 min a 4°C. La capa superior o fase
acuosa se elimind con ayuda de una micropipeta, se transfiri6 a un nuevo tubo coénico de
polipropileno y se mezcldé con 2/3 de su volumen de isopropanol al 100% y 1/10 de su
volumen de acetato sédico 5 M. Después de una incubacion de 10 min a temperatura
ambiente, las muestras se centrifugaron a 12.000 RPM durante 5 min a 4°C. A continuacion,
el sobrenadante se desechd y el sedimento de ADN obtenido se lavdo con 1 ml de etanol
enfriado al 70% y se someti6 a vortex suave. Las muestras se centrifugaron de nuevo a 7.500
RPM durante 5 minutos a 4°C y el sobrenadante se desecho. Las pastillas se secaron al aire y
se resuspendieron en 50 ul de agua destilada tratada con DEPC. El ensayo de porcentaje de
metilacion se llevo a cabo siguiendo el protocolo incluido en el manual de instrucciones del
Kit de ELISA de ADN de 5 mC de ZYMO RESEARCH (ANEXO 2) que funciona

basicamente detectando y cuantificando 5-metilcitosina en las muestras de ADN mediante un
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anticuerpo monoclonal (Anti-5-Metilcitosina). La relacion de la densidad de dinucledtidos
CpG / longitud del genoma utilizada fue aquel para Arabidopsis thaliana, 0,022, dando una

diferencia de pliegue de 3,409.

Determinacion de la respuesta diferencial fenotipica en etapa de plantula.

Cuando las plantulas tuvieron aproximadamente 2 meses de edad (del 6 de abril al 2 de junio)
se considerd que estaban lo suficientemente grandes para aguantar el trasplante. Se utilizo
como sustrato peat moss en bolsas de cultivo de 15 x 15 cm. Se mantuvieron bajo condiciones
de invernadero y riego diario con solucion nutritiva al 40%. Se dej6 transcurrir un mes a partir
del trasplante y en ese momento se empezaron a aplicar los tratamientos (Tabla 1).

Tabla 1. Diserio de tratamientos de aplicacion

Tratamiento Descripcion ~ Concentracién  Repeticiones Unidad
Experimental

Control RD+SN - 3 3

T1 300 mM 3 3
RD+ SN+NaCl

T2 600 mM 3 3

T3 150 uM 3 3
RD+ SN+AICI

T4 300 uM 3 3

T5 100 uM 3 3
RD+ SN+CdCl1

T6 500 uM 3 3

RD= Riego Diario, SN= Solucion Nutritiva

El disefio experimental utilizado fue de bloques al azar con una unidad experimental de 3
plantas por tratamiento y 3 repeticiones. El vigor de la planta fue determinado cada tercer dia
durante el tiempo que durd el experimento (31 dias) a través de medir la altura de la planta,
medir el didmetro basal del tallo y medir cantidad de clorofila en hoja joven. Se utiliz6 el
medidor Chlorophyll meter SPAD-502 de Minolta y posteriormente la ecuacion desarrollada

por Markwell et al. (1995)
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Chl (pmol m™2) = 10M***°
(en donde M es el valor arrojado por el medidor) para obtener el valor del contenido de
clorofila.
Cuando finaliz6 el experimento se determind el peso fresco y seco de la parte vegetativa y de

las raices.

Anadlisis estadisticos

Las diferencias entre los valores obtenidos de los ensayos fenotipicos y moleculares se
calcularon a través de un analisis ANOVA de dos vias con la prueba de comparaciones
multiples de Tukey a un nivel de significancia de 0.05, utilizando el programa computacional
GraphPad PRISM 6. Todos los resultados se presentan como media + error estandar (SE) de

tres repeticiones.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la respuesta diferencial fenotipica en etapa de germinacion y estadios
tempranos.

Los resultados mostraron que la tasa de germinacion de las lineas transgénicas L8 y L26 fue
mayor que la de la linea de control L1 en las tres diferentes concentraciones de cloruro de

cadmio (Fig. 2). Las diferencias fueron altamente significativas especialmente para la linea 8.
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Figura 2. Porcentaje de germinacion de la linea control 1 y de las lineas 8 y 26 de N. tabacum cv,
xanthi nc al dia 3 después de la siembra, en medio con diferentes concentraciones de cloruro de
cadmio. Los resultados se consideraron significativos (*) cuando P < 0.05 y altamente significativos
(**) cuando P <0.01 y (****) P <0.001de acuerdo a la prueba de Tukey.

Los aumentos en la concentracion de cadmio en el medio dieron lugar a una disminucion
drastica de la tasa de germinacion en las plantas de la linea control y la inhibicién del
crecimiento y desarrollo de las plantulas germinadas fue evidente bajo las concentraciones
300 y 500 uM de la sal. La Figura 3 muestra que las plantulas de la linea L8 se mostraban
mas vigorosas que las plantas de la linea 1 al dia 5 después de la siembra. La longitud de la
raiz de las plantas transgénicas fue mayor que la de las plantas de la linea control 16 dias
después de la siembra (Fig. 4). Bajo la concentracion de cadmio de 100 puM, el desarrollo de
las plantas transgénicas se mostr6 normal y sin sintomas de estrés, incluso algunas de las
plantas ya tenian hojas verdaderas. La figura 5 confirma este hecho, sin embargo, al aumentar
la concentracion a 300 y 500 pM, comenzamos a notar sintomas de estrés en las plantas
transgénicas, especialmente el oscurecimiento y malformacion de las raices fue evidente en
algunas de ellas. El dafo fue mas drastico para la linea control, en la misma figura se puede
observar que bajo la concentracion de 100 y 300 uM de la sal, el crecimiento es severamente
inhibido, presentando muchas hojas enrolladas y malformaciéon muy evidente en el apice de la
raiz. A la concentracion de 500 uM las plantas mostraron completa inhibicion del desarrollo.

Los resultados de la germinacion bajo el estrés por aluminio (Al) mostraron un
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comportamiento que ya ha sido anteriormente reportado que es que el aluminio en el medio
promueve la aceleracion de la emergencia de la radicula. Al dia 2 después de la siembra, las
semillas en medio sin sal no mostraron germinacion, sin embargo, bajo las concentraciones de

100, 150 y 300 puM, todas las lineas mostraron ya aparicion de radicula en este dia.

100 um 300 uM 500 uM

Linea 1

Figura 3. Crecimiento al dia 5 depués de la siembra en medio con diferentes concentraciones de
cloruro de cadmio (100, 300y 500 uM) de la linea control 1 y la linea 8.

La linea transgénica L8 mostr6 mayor porcentaje de germinacion bajo las diferentes
concentraciones (Fig. 6). La longitud de la raiz no fue un factor que mostrara diferencias
significativas entre las plantas de la linea control y las plantas transgénicas, excepto para las
plantas de la linea 8 bajo la concentracion de 100 uM (Fig. 7). Como la longitud de la raiz no
mostrd diferencias significativas, decidimos estudiar bajo observacion microscopica las raices
de las plantas de la linea 1 y linea 8 que crecieron bajo las concentraciones mas bajas (100
uM) y mas altas (300 pM) de Aluminio. No se encontraron grandes diferencias en el vigor de
las raices bajo la concentracion de 100 uM entre las dos lineas, sin embargo, las raices de la
linea 1 mostraron malformaciones en la punta, hinchazén de la misma y nula presencia de

pelos radiculares.
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Figura 4. Longitud de raiz (en mm) de la linea acigoto (control) y las transgénicas (L8 y L26) al dia
16 después de la siembra en medio con diferentes concentraciones de Cloruro de Cadmio (100, 300 y
500 uM). Los resultados se consideraron significativos (*) cuando P < 0.05 y altamente significativos
(**) cuando P <0.01 y (****) P <0.001de acuerdo a la prueba de Tukey.
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Las raices de la linea 8 bajo la misma concentracion fueron mas vigorosas y mostraron

crecimiento normal de pelos radiculares (Figura 8).

cdcl, Com acigoto , Linea 8 Linea 26

Figura 5. Longitud de tallo y raiz de la linea control 1y las lineas 8 y 26 al dia 16 después de la
siembra en medio con diferentes concentraciones de Cloruro de Cadmio (100, 300y 500 uM)

Los resultados confirmaron que incluso si las lineas transgénicas L8 y L26, ambas sufrieron el
proceso de transformacion y expresan el transgén CchGLP, se comportan de manera distinta
bajo condiciones adversas de crecimiento. Esto nos traduce que el transgén actiia de forma
diferente, dependiendo del sitio al que se haya insertado en el genoma de la planta. Se puede
deducir que al menos bajo estrés por cadmio y aluminio, las plantas de la linea 8 son mas

tolerantes que aquellas de la linea 26.
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Figura 6. Porcentaje de germinacion del control acigoto y de las lineas 8 y 26 de N. tabacum cv,
xanthi nc al dia 2, después de la siembra, en medio con diferentes concentraciones de cloruro de
aluminio. Los resultados se consideraron significativos (*) cuando P <0.05 y altamente significativos
(**) cuando P <0.01 y (***) P <0.001de acuerdo a la prueba de Tukey.

También se demostrd claramente que el efecto del Cd sobre la germinacion y el desarrollo de
las plantulas depende de su concentracion y difiere mucho entre las lineas transgénicas y las

de control, siendo las lineas transgénicas mas tolerantes bajo este tipo de estrés.
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Figura 7. Longitud de raiz (en mm) de la linea control y las lineas 8 y 26al dia 16 después de la
siembra en medio con diferentes concentraciones de cloruro de aluminio (100, 150 y 300 uM). Los
resultados se consideraron significativos (*) cuando P < 0.05 y altamente significativos (**) cuando P
<0.01 de acuerdo a la prueba de Tukey.

Esto no fue necesariamente cierto para el estrés por aluminio, al menos en la longitud de la
raiz, sin embargo, se encontraron diferencias en el vigor de las raices, siendo las plantas
transgénicas mas resistentes a nivel de la raiz. Definitivamente se encontré que el estrés por
Cadmio es mas agresivo para las plantas que el estrés por Aluminio y que las plantas de la

linea 8 lo toleran mejor.
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Figura 8. Efecto de las concentraciones 100y 300 uM de cloruro de aluminio sobre la morfologia de
las raices y la formacion de pelos radiculares de las lineas control (L1) y transgénica (LS8).

32



Determinacion de los patrones de metilacion del ADN en etapa de germinacion.

Se cuantifico el porcentaje de metilacion del ADN, en etapa de germinacion, de las lineas 1y
8, ya que esta ultima linea mostrd ser la mas resistente entre las dos lineas transgénicas
utilizadas en los ensayos fenotipicos en este experimento. El kit utilizado midi6 la metilacion
en sitios CG del genoma exclusivamente en hoja, quedando excluidas las secuencias CHG y
CHH metiladas y los demas organos de la planta, por lo tanto, el porcentaje global de
metilacion no puede ser determinado. Sin embargo, en los resultados obtenidos (cuadro 2) se
encontraron patrones definidos a pesar de que mostraron porcentajes de metilacion que
variaron entre 3% y 10%. Se encontr6 que el porcentaje de metilacion aumento para la linea 1
conforme la concentracion de aluminio era mayor, comparando con la misma linea, pero en su
estado natural (sin estrés). Lo mismo sucedid bajo las concentraciones de Cadmio,
encontrando mayor metilacion del ADN en la concentracion alta de la sal. El aumento en la
metilacion de las plantas de la linea 1 bajo los tratamientos confirma el silenciamiento de
genes como posible mecanismo de respuesta al estrés. Greco et al. (2011) reportaron en un
estudio en el cual evaluaron DNA metiltransferasas especificas que la hipermetilacion es un
mecanismo de defensa en respuesta a toxicidad por cadmio en diversas plantas.

Sin embargo, este mismo patréon no se repitidé para la linea transgénica L8, cuyo DNA se
mostré mas metilado en su estado natural (sin estrés) que bajo el estrés por Cd y Al, excepto
para la concentracion 100 uM de Cd (Tabla 2). Un estudio realizado con plantas de tabaco
confirmoé que el nivel de metilacion del ADN varia en gran medida (hiper o hipometilacion)
dependiendo de los estimulos externos y que esto estd estrechamente relacionado con la
activacion de los genes de respuesta a estrés (Wada et al.,, 2004). Este mismo estudio
confirm6 una relacion directa entre la expresion de genes de respuesta a estrés con la
hipometilacién del ADN gendénimo en plantas de tabaco. Los resultados obtenidos en este
trabajo sugieren que la alta tolerancia que mostraron tener las plantas transgénicas de la linea
8 ante los tratamientos aplicados, podria deberse a la expresion diferenciada de genes
involucrados con la resistencia debido a la disminucion en la metilacion del ADN de las
plantas. Esto debido a que la disminucion de la metilacion implica expresion de genes. Para
terminar de confirmar este hecho seria de gran importancia encontrar especificamente que
genes fueron aquellos que se expresaron diferencialmente. Para lo cual se guardé tejido de las
plantas y posiblemente se realicen estos estudios.

Cabe mencionar que en medio libre de sal, la linea transgénica L8 presentd un mayor
porcentaje de metilacion que la linea control, lo cual era de esperarse porque en su estado

natural estas plantas presentan produccion continua de peroxido de hidrogeno y por lo tanto
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mayor induccion y represion de genes relacionados con el mecanismo de defensa de las
plantas.

Seria muy util para nosotros conocer los parametros especificos de N. tabacum que indican
hiper o hipo metilacidon, como se han establecido para otras especies. Sin embargo, todavia

hay muy poca informacion sobre este tema.

Tabla 2. Porcentaje de metilacion (%5-met) de la linea 1y la linea 8 al dia 16 después de la
siembra en medio con diferentes concentraciones de Al y Cd.

Al1100 Al300 Cd 100 Cd 500
Control

uM uM pM uM
L1 3.438 5.548 6.639 3.446 4.732
L8 5.973 4.114 4.167 9.371 5.297

Los resultados se consideraron significativos (*) cuando P < 0.05 acuerdo a la prueba de
comparaciones multiples de Tukey.

Determinacion de la respuesta diferencial fenotipica en etapa de plantula.

Los resultados mostraron que, en las etapas fenologicas evaluadas (desarrollo vegetativo y
floracién) y bajo los tratamientos aplicados, la linea transgénica (L8) y la linea control o
acigoto (L1) sufrieron inhibiciéon en su crecimiento comparando con el crecimiento de las
plantas con riego normal, es decir sin adicién de sales metélicas. Sin embargo, entre ambas
lineas, no se encontrd una respuesta diferencial significativa para ninguna de las tres variables
de respuesta fenotipicas evaluadas: altura de la planta, diametro de tallo y contenido de
clorofila, al ser expuestas a las sales metalicas NaCl, AICl;3 y CdClz durante un periodo de 31
dias (Figura 9). En todo caso el tratamiento que mostré mayor diferencia, aunque no
significativa, entre las lineas 1 y 8 fue con la sal NaCl a una concentracion de 600 mM
(Figura 9b). Bajo este tratamiento se observd que las primeras plantas de la linea transgénica
que comenzaron el periodo de floracion, o antesis, lo hicieron 2 dias antes que aquellas de la
linea control. Y durante todo el proceso de floracion éstas desarrollaron mayor cantidad de
flores que las plantas de la linea 1 (Figura 10). De igual manera las plantas de la linea
transgénica bajo el tratamiento con la concentracion de 500 uM de la sal de cloruro de cadmio
presentaron la etapa de antesis 3 dias antes, asi como mayor desarrollo de flores, comparando
con las plantas de la linea 1 (Figura 11). Bajo los demas tratamientos no se encontraron
diferencias con respecto al periodo de antesis y la cantidad de flores entre las plantas de

ambas lineas.
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Figura 9. Altura (en cm), diametro de tallo (en mm) y contenido de clorofila en hoja joven (en pmol
m?2) de la linea 1 y de la linea 8 de N. tabacum cv, xanthi nc durante €l periodo experimental de 31
dias en etapa de plantula bajo el tratamiento de riego adicionando diferentes concentraciones de NaCl
(ayb), AlCl3(c y d) y CdCl: (e y f). Los resultados se consideraron significativos (*) cuando P < 0.05
de acuerdo a la prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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Se determino el peso fresco y seco de la parte aérea de las plantas al finalizar el experimento.
Se obtuvo el promedio del peso seco especificamente para determinar la biomasa vegetativa
de las plantas bajo los diferentes tratamientos. Se encontré que el promedio de la biomasa
vegetativa de las plantas transgénicas fue mayor comparando con las plantas de la linea
acigoto, excepto bajo los tratamientos con cloruro de aluminio. Estadisticamente esta
diferencia fue significativa bajo las dos concentraciones (100 y 500 uM) de cloruro de cadmio
(Tabla 3).

Figura 10. Efecto de la concentracion 600 mM de cloruro de sodio sobre el periodo de floracion de
las plantas de N. tabacum cv, xanthi nc de las lineas 1 y 8 al dia 31.

Estos resultados permiten inferir que la tolerancia ante el estrés que mostraron tener las
plantas, con respecto al crecimiento (altura, didmetro y fotosintesis), no se asocia a la
presencia del transgen CchGLP sino que se deriva del mecanismo de defensa propio de la
planta. Sin embargo, si tuvo un efecto significativo sobre la etapa de reproduccion de las
plantas que se sometieron a los tratamientos de NaCl (600 mM) y CdClz (500 uM). Ambas
concentraciones de las sales corresponden a la concentracion alta utilizada, lo cual tiene
sentido ya que a mayor concentracion se esperan mayores signos de estrés. El efecto de la
insercion del gen sobre el desarrollo de las plantas bajo la sal de cloruro de cadmio se
confirm¢ al evaluar la biomasa vegetativa, que podria deberse a la mayor cantidad de botones
florales y al tamafio de las hojas, mas que por la altura o el diAmetro basal del tallo. Las raices

se observaron al término del experimento (31 dias). Se observaron raices mas abundantes y
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vigorosas en las lineas transgénicas bajo los tratamientos de CdCl2 500 uM y NaCl 600 mM
(Figura 12).

Figura 11. Efecto de la concentracion 500 uM de cloruro de cadmio sobre el periodo de floracion de
las plantas de N. tabacum cv, xanthi nc de las lineas 1 y 8 al dia 31.
Posteriormente se determinaron el peso fresco y peso seco radicular, con el objetivo de

confirmar la biomasa radicular bajo cada uno de los tratamientos para ambas lineas. Los
resultados del promedio de peso seco de las raices confirmaron una diferencia significativa de
la biomasa radicular bajo el tratamiento de CdCl2 500 pM, siendo esta mayor en las plantas de
la linea transgénica (Tabla 4).

Tabla 3. Promedio del peso seco de la parte aérea de la linea 1 y la linea 8 bajo los
diferentes tratamientos con sales metdlicas.

Tratamiento Linea 8 Linea 1
PSA (g) PSA (g)
Control 36.33 30.33
NaCl 300 mM 18.36 16.71
NaCl 600 mM 13.67 6.29
AlCl3 150 uM 26.37 28.18
AICl3 300 uM 28.04 28.08
CdCl; 100 uM 30.33 **** 10.38 ****
CdCl; 500 uM 29.67* 16.23*

PSA=peso seco de parte aérea. Los resultados se consideraron significativos (*) cuando P <0.05 y
altamente significativos (**) cuando P <0.01 y (***) P <0.001de acuerdo a la prueba de Tukey.
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A pesar de que no hubo diferencias significativas bajo los demas tratamientos, los resultados
de la biomasa radicular presentaron un patréon similar que los resultados de la biomasa
vegetativa. Es decir que el promedio de la biomasa radicular de la linea transgénica fue mayor

bajo todos los tratamientos, excepto bajo los tratamientos con AICls.

Tabla 4. Promedio del peso seco de raiz de la linea 1 y la linea 8 bajo los diferentes
tratamientos con sales metdlicas.

Linea 8 Linea 1
Tratamiento
PSR (g) PSR (g)
Control 15.68 17.71
NaCl 300 mM 5.44 3.85
NaCl 600 mM 2.42 0.95
AICl3 150 pM 6.31 7.24
AICl3 300 pM 7.85 7.92
CdCl, 100 pM 4.10 3.80
CdCl, 500 pM 6.12* 3.53*

PSR=peso seco de raiz. Los resultados se consideraron significativos (*) cuando P < 0.05 de acuerdo a
la prueba de Tukey.

CdCl, 500 uM NaCl 600 mM

{
il

Figura 12. Efecto de la concentracion 600 mM de cloruro de sodio sobre el periodo de floracion de las

plantas de N. tabacum cv, xanthi nc de las lineas control (L1) y transgénica (L8) al dia 31.
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Estos resultados permiten sugerir que el gen CchGLP influye sobre el vigor y la biomasa
radicular de las plantas transgénicas, como respuesta al estrés causado por CdCl2 a una

concentracion de 500 uM.

Resumen de resultados

Consideramos que las plantas transgénicas que expresan altamente el gen CchGP utilizadas
en este estudio estan naturalmente bajo un estado de estrés debido al hecho de que estan
produciendo constantemente perdxido de hidrogeno debido a la expresion del transgén.
Durante este experimento expusimos a estas plantas a un estrés adicional, especificamente
toxicidad por metales pesados y salinidad durante distintas etapas fenologicas. Se confirmo
que las plantas transgénicas altamente expresivas estan mas preparadas para tolerar dicho
estrés, comparando con su control acigoto en etapa de germinacion. En dicha etapa, de
acuerdo con los resultados se podria concluir que el cadmio tiene un efecto adverso sobre la
linea control o acigoto, mientras que las plantas transgénicas son mas resistentes. El estrés por
aluminio resultd6 ser mucho menos agresivo y bajo las concentraciones utilizadas en este
experimento, ninguna de las lineas mostro un deterioro total en el desarrollo vegetativo, sin
embargo, las raices de la linea acigoto mostraron mucho mas dafio que las de la linea 8. Con
estos resultados podemos confirmar lo que se ha reportado frecuentemente en la literatura,
que es que el estrés por aluminio, bajo ciertas concentraciones, afecta principalmente a las
raices de las plantas y el estrés por cadmio afecta tanto al desarrollo vegetativo como el

desarrollo radicular.

Nuestro objetivo con la medicion del porcentaje de metilacion del ADN fue determinar en qué
medida este mecanismo molecular es clave en la tolerancia que muestran las plantas
transgénicas bajo condiciones de estrés por metales pesados en etapa de germinacion. La
metilacion del ADN en la linea 8, que fue la que mostrd mayor resistencia, fue menor bajo los
tratamientos aplicados. Es decir que lo mas probable es que hubo expresion diferenciada de

genes relacionados al mecanismo de defensa.

Por otro lado, en etapa de plantula el efecto de la insercion del gen no fue tan evidente como
el que se presentd en etapa de germinacion. Esto podria ser debido a que en etapa de plantula
el mecanismo de defensa de las plantas ha madurado y pueden tolerar en mayor medida las
condiciones adversas. Con respecto a las variables de respuesta: altura, didmetro de tallo y
cantidad de clorofila en hoja, ambas lineas mostraron una tolerancia muy similar. Esta

tolerancia por lo tanto se puede adjudicar a los mecanismos de defensa propios de la planta y
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no a la insercion del gen.

Asi como en etapa de germinacion, el cloruro de aluminio fue la sal metalica menos agresiva
para las plantas y el cloruro de cadmio fue la mas perjudicial. Pero fue precisamente bajo el
tratamiento de cloruro de cadmio 500 uM en donde se hizo evidente que la expresion del gen
en las plantas transgénicas de la linea L8 se relaciond con menores efectos de estrés durante la
antesis y etapa de reproduccion. Asi como mayor biomasa vegetativa y radical al finalizar el

periodo experimental.

Los resultados proporcionan nuevas perspectivas que pueden conducir a una mejor
comprension de los mecanismos moleculares en respuesta a estrés por sales metalicas en
plantas transgénicas al transgén CchGLP. El estudio de los patrones de metilacion del ADN y
la expresion de genes nos llevan a comprender mas acerca de la inmunidad de las plantas.
Ademas, estos avances proporcionaran claves para mejorar la tolerancia de los cultivos a
través de la biotecnologia, desde un aspecto molecular. La linea 8 se distingue como la mas

resistente por lo que es un cultivo a estudiar.
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8. CONCLUSION
La expresion del gen CchGLP de chile habanero en tabaco (Nicotiana tabacum spp) confiere
tolerancia a condiciones de toxicidad por metales pesados durante la etapa de germinacion
debido a la induccion de genes de respuesta a este estrés comparando con el control acigoto
de la misma. En etapa de plantula, el gen CchGLP no mostrd tener una relacion directa con la
respuesta fenotipica y por lo tanto con la tolerancia de las plantas en condiciones de estrés por
salinidad y estrés por sales de aluminio. La insercion y alta expresion del gen CchGLP le
confirié a las plantas tolerancia a condiciones de toxicidad por cadmio durante la etapa de

plantula.
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