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RESUMEN

Las acuaporinas (AQP) constituyen una gran familia de proteinas integrales de
membrana que estan presentes en toda la escala evolutiva, incluyendo las
arqueas, bacterias y eucariotas. Las AQP forman poros proteicos que permiten
el paso selectivo de agua, y en algunos casos de otros elementos como

glicerol, urea, agua oxigenada o acido bdrico.

El material de partida de este proyecto surge de un trabajo previo hecho en el
laboratorio del prof. Ramén Serrano. El prof. Roc Ros generd un biblioteca de
cDNA de remolacha (Beta vulgaris), que fue evaluada frente a diferentes
situaciones de estrés abiodtico. Concretamente por estrés salino por Kanhonou,
Serrano y Ros en 2001, por sequia por Mulet en 2004 y por frio por Mulet en

2004. En esta ultima caracterizacion se identificaron los genes CRIO 1-6.

En el presente trabajo evaluamos la tolerancia de plantas de Arabidopsis que
sobreexpresan el gen CRIO6 de Beta vulgaris obteniendo resultados en
diferentes condiciones de estrés abidtico. Destacan el aumento del 30% de la

germinacion en condiciones de frio y el 11% en condiciones limitantes de boro.

En lo que respecta a la evaluacion del desarrollo de las plantas bajo
condiciones de salinidad y sequia, encontramos una clara ventaja de las
plantas transformadas con CRIO6 frente a las plantas control en las diferentes

variables analizadas.

En conclusion el gen CRIO6 otorga a las plantas un tolerancia en las distintas
condiciones evaluadas en esta investigacion, por lo cual seria un candidato
prometedor para poder generar plantas de interés agronémico con mayor

resistencia a estrés abidtico.
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INTRODUCCION

1.1 El estrés en las plantas

De acuerdo con Larcher se considera estrés a cualquier desviacion de las
condiciones Optimas para la vida de un organismo (Larcher, 1995). Segun
este criterio resulta dificil determinar en qué punto un factor bidtico o
abidtico se convierte en estrés. Las condiciones idoneas para el desarrollo
normal de una especie, pueden ser estresantes para otra, e incluso puede
haber diferencias entre las mismas variedades, ya que sus necesidades
en las distintas fases del crecimiento son diferentes. Por ello es

complicado definir en que condiciones una planta esta estresada.

Los factores que puedan generar estrés en plantas se clasifican en dos

categorias: bidticos y abidticos.

* El estrés biotico es el causado por organismos vivos como: bacterias,
hongos, animales superiores e incluso otras plantas, los cuales
alteran el desarrollo normal de la misma, ocasionando alteraciones
fisiologicas, por danos fisicos o por competicion por nutrientes.

 El estrés abidtico es provocado por condiciones climaticas que
alteran el desarrollo vegetativo, las principales causas son las
sequias, inundaciones, altas o bajas de temperatura, salinidad,

presencia de sustancias toxicas en el suelo, y mucha o poca luz.

Los efectos dependeran de la duracion y la intensidad de las condiciones
que provoque el estrés. Si esta duracion e intensidad son cortas y
moderadas, las planta puede recuperarse al desaparecer el estrés, si son
duraderas e intensas pueden acabar causando la muerte del organismo.
Si al someterse a un estrés de larga duracion e intenso las plantas no
mueren se las puede considerar tolerantes, por el contrario si estas

mueren se las consideran susceptibles.



Los mecanismos que emplean las plantas para afrontar el estrés pueden
ser:
* Evitar el estrés impidiendo la exposicién al mismo, por medio
de mecanismos fisioldgicos.

* La tolerancia empleando mecanismos moleculares para ello.

Estos mecanismos de resistencia son lo que se denominan adaptaciones,
son constitutivos, estan genéticamente determinados por la planta. La
resistencia se puede adquirir mediante aclimatacion, dicho proceso
provoca deficiencias fisioldgicas no heredables (Hopkins y Huner, 2004).

1.2 Estrés abiético y la agricultura.

La FAO estima que en el 2050 la poblacion mundial sera un 34% mayor
que la actual, alcanzando los 9.100 millones de personas. Para poder
alimentar esta creciente poblacion, se estima a la vez que la produccion

de alimentos debera incrementarse en un 70% (FAO, 2009).

A eso se le suma que la mayor parte de la tierra cultivable en el planeta
presenta condiciones subdptimas para el crecimiento vegetal:

* EI40% de la tierra cultivable se asocia con suelo salino y/o pH menor
a 5, donde el crecimiento esta obstaculizado por la presencia de
aluminio que en esas condiciones es soluble.

* Las temperaturas extremas ya sean altas o bajas, limitan la
produccion y en conjunto afectan practicamente a toda el area
cultivable.

* Periodos de sequia cada vez mas largos y que afectan a grandes
superficies.

* Contaminacion del suelo por sustancias toxicas y metales pesados.

* Aumento de la radiacion UV.

* Mayor incidencia de plagas (FAO 2013).



En este contexto, una alternativa para lograr la mejora genética de las
plantas es utilizar técnicas moleculares, ya que la exigencia de conseguir
mejoras en los cultivos es mayor y se requiere realizarla en el menor

tiempo posible.

Una de las opciones es la utilizacion de técnicas de ingenieria genética,
aunque esta labor es complicada para obtener plantas resistentes a
estrés abidtico, ya que la resistencia a este tipo de estrés depende de
mas de un gen (Mahajan y Tuteja 2005), por ello se esta trabajando
mediante varias estrategias para generar cultivos resistentes. Un claro
ejemplo lo encontramos en (Khodakovskaya et al., 2006), al desarrollar
una construccion inducible por frio mediante el promotor cor1ba de
Arabidopsis que expresa el gen de una desaturasa de acidos grasos
(FAD7). En este experimento observaron que el porcentaje de
supervivencia de las lineas transgénicas en condiciones de crecimiento
de frio (chilling) era muy superior al del control y que, a nivel celular, las
membranas plastidiales no presentaban dafios estructurales. Otras
estrategias que estan dando resultados implican la produccion de
osmoprotectores, proteinas LEA, chaperonas y la expresion de factores
de trascripcion de genes COR (COld-responsive, de respuesta de frio)
(Jewel, Campbell y Godwin 2010).
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1.3 Respuesta general de las plantas.

Gracias a distintos estudios realizados se ha podido dilucidar distintos
mecanismos que poseen las plantas para enfrentar condiciones de estrés
por frio, entre ellos destacan:

* Enzimas desaturasas de acidos grasos, que intervienen en la
modificacion de la composicion lipidica de las membranas celulares
para su estabilizacion.

* Chaperonas moleculares, para evitar el plegamiento errébneo de
proteinas provocado por el frio.

* Homologos de proteinas LEA, prolina, mono y oligosacaridos, y
proteinas altamente hidrofilicas que actuan como osmoprotectores.

* Proteinas con capacidad para funcionar como anticongelantes.

* Componentes de la cadena fotosintética que sirven para el transporte

de electrones (Kosova et al., 2011).

La respuesta de la planta se inicia en la membrana, donde existen
receptores de las sefales provocadas por alteraciones del medio, esta
sefal genera segundos mensajeros como especies reactivas de oxigeno
(ROS), calcio, e inositol-fosfatos. Otras proteinas responden a estos
segundos mensajeros e inician diversas cascadas que activan o
desactivan factores de transcripcion que a su vez controlan grupos de
genes (Mahajan y Tuteja, 2005). Algunos de estos genes activados
codifican proteinas que se encargan de transmitir la sefial de respuesta a

estrés a otras células, iniciando la respuesta sistémica.
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1.4 Acuaporinas

Las acuaporinas (AQP) constituyen una gran familia de proteinas
integrales de membrana que estan presentes en todos los ambitos de la
vida, incluyendo las arqueas, bacterias y eucariotas. Las AQP forman
poros proteicos que permiten el paso selectivo de agua, y otras moléculas

pequefias como glicerol o urea.

La primera acuaporina identificada fue la AQP1 de los glébulos rojos
humanos. Actualmente hay identificadas mas de 450 acuaporinas y en la

literatura existen numerosos estudios funcionales y estructurales.

Las acuaporinas se agrupan en dos subfamilias principales,
* acuaporinas ortodoxas, que transportan unicamente agua.
* acuagliceroporinas, transportan agua, glicerol y otras moléculas
(Zardoya 2005).

Los diferentes miembros de la familia de acuaporina participan en una gran
variedad de procesos fisioldgicos, pero la funcion que comparten estas
proteinas es el transporte de agua, glicerol y moléculas pequeias a travées
de la membrana (Magni et al., 2006).

12
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Fig. Representacidén de la proteina acuaporina integrada a la membrana
plasmatica

FIGURA 1 Estructura 3D de una acuaporina.

Todas las acuaporinas forman tetrameros, en los cuales cada monémero
funciona como un poro de agua independiente. Un mondmero esta

compuesto por seis hélices transmembrana (figura 1) y (Wu y Beitz 2003).
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1.5 El boro en las plantas

El boro (B) es un micronutriente esencial requerido en las funciones
fisiolégicas mas importantes para el crecimiento y desarrollo normal de las
plantas superiores, este elemento participa en:

* Laformacion de la estructura de la pared celular.
* Elongacion de la raiz.

* Metabolismo de los carbohidratos.

* Acumulacién de fenol.

* Crecimiento del tubo polinico.

* Integridad de la membrana de la célula (O'Nelli et al., 2004).

A nivel molecular, el primer transportador de boro (B) identificado en un
sistema biolégico fue BOR1, un transportador de salida tipo B esencial
para la carga eficiente en el xilema de Arabidopsis thaliana. Este gen se
expresa principalmente en células del periciclo de la raiz y su
sobreexpresion aumenta el tamafno de la raiz en condiciones de limitacion
de boro (Miwa et al., 2006). En cultivos frutales, se ha caracterizado
recientemente el transportador CmBOR1 en Citrus macrophylla (Paola et
al., 2013).

Por otra parte, NIP5 es un canal de acido bérico que facilita el flujo de
boro a las células de la raiz en A. thaliana y B. napus y es necesario para
la absorcion de boro de la superficie radicular y se activa en condiciones
de déficit de boro. En A. thaliana, la sobreexpresion de AtNIP5, resulta en
el alargamiento de la raiz en condiciones deficientes en boro, ademas,
algunas evidencias indican que otras acuaporinas podrian estar

involucradas en el transporte de boro (Martinez MC et al., 2008).

Parte del boro absorbido se acumula en vacuola. Esta reaccion se ha
relacionado con la actividad de AtTIP5, un miembro de la familia de

acuaporinas localizado a la membrana celular del tonoplasto. Plantas
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transgénicas que sobreexpresan AtTIP5 son capaces de crecer en niveles
toxicos de boro gracias a que reducen la concentraciéon del mismo en el

citoplasma y aumentan la concentracion vacuolar (Pang et al., 2010).

1.6 Resultados previos

El material de partida de este proyecto surge de un trabajo previo hecho en
el laboratorio del prof. Ramén Serrano. El prof. Roc Ros generdé un
biblioteca de cDNA de remolacha (Beta vulgaris) inducida por estrés
abidtico (salinidad) en un vector (pYPGE15) que permitia la expresion en
levadura de panaderia (Saccharomyces cerevisiae) bajo el control de un
promotor constitutivo y fuerte. Esta estrategia nos permite identificar y
evaluar la funcionalidad de los genes frente a diferentes situaciones de
estrés. Originalmente esta genoteca se prob6 en condiciones de salinidad
(Kanhonou et al., 2001). Con posterioridad a este trabajo se utilizé esta
genoteca para identificar genes que dieran tolerancia a sequia con el
resultado de la identificacion del gen BvSAT17 (Mulet et al., 2004a) y de
BvGLB2 una hemoglobina no simbiotica de tipo Il (Mulet et al., 2004b).

Un estudio adicional utilizd esta genoteca en condiciones de frio. La
expresion de la biblioteca de cDNA en levadura permitié identificar 6 genes
de B. vulgaris (tabla 1). En medio de crecimiento YPD se identificaron 4
genes, nombrados como CRIO 1-4. En medio de crecimiento SD se
identificaron 2 genes nombrados CRIO 5 y 6. La légica de hacer el
escrutinio en dos medios diferentes se debe a que en medio rico YPD la
levadura tiene muchas rutas bioquimicas reprimidas, mientras que en
medio SD la mayoria de rutas de biosintesis estan activas, lo que incide en
que diferentes genes pueden ser determinantes en diferentes

circunstancias.
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Tabla 1 cDNAs identificados en el rastreo de genes que confieren
tolerancia a frio.

Medio cDNA Caracteristica
CRIO 1 Homologo de ScDID1/AtSNF7/CHMP4/VPS32
CRIO 2 Homologo CRIO1
YFD CRIO 3 Homologo de ScDID2/AtVPS46/CHMP1
CRIO 4 Homologo de PDR16/SEC14
sD CRIO 5 Proteina con dominio Ring-Finger
CRIO 6 Proteina Intrinseca del tonoplasto (TIP)

Se empleo medio YPD y SD, en condiciones de 10°C. Se muestran los cDNAs segln fueron nombrados y las
caracteristicas de cada uno

Segun resultados del Dr. Mulet los genes CRIO7-3 estan localizados en el

endosoma tardio en células vegetales, formando parte del complejo
ESCRTIIL.
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2 OBJETIVOS

» Estudiar el comportamiento de plantas de Arabidopsis thaliana
transformadas con el gen CRIO6 bajo diferentes condiciones de estrés
abidtico.

» Estudiar si el gen CRIO6 puede participar en el transporte de boro en
plantas.

» Determinar una posible funcién molecular del gen CRIO6 basandose en

los resultados de esta investigacion.

17



3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetativo

Para esta investigacion se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana
trasformadas con una construccién que permite la sobreexpresion del
gen CRIO6 de forma constitutiva bajo el control del promotor 35S. Se
seleccionaron las lineas que daban mayor expresion por
experimentos de Northern, que fueron denominadas como lineas 4, 6
y 7. Como control se utilizo el ecotipo silvestre col2 transformado con
la misma construccion que se utilizé para introducir el gen CRIOG6,
pero vacia. Estas plantas fueron obtenidas y seleccionadas por ser
las que mas expresan el gen CRI/O6 por la Dra. Rosa Porcel.

3.2 Esterilizacion de semillas.

Las semillas se trataron en primer lugar con una solucion de etanol al
70% (v/v) en agitacion durante 25 minutos. Después se eliminé el
etanol, se afadié una solucién de hipoclorito sédico (lejia) al 2,5%
(v/v) y Triton X-100 al 0,05% (v/v), y se mantuvo en agitacién durante
9 minutos. A continuacion se elimind la lejia y se hicieron 3 lavados
con agua destilada estéril. Las semillas se mantuvieron en agua

estéril a 4°C durante 3 dias, para que tuviera lugar la estratificacion.
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3.3 Medios de cultivo

Se utilizd MS (Murashagi-Skooge) que es el medio utilizado
habitualmente para el cultivo in vitro de A. thaliana. Esta compuesto
por sacarosa al 1% (m/v), sales MS al 0,4% (m/v) y 10mM de MES
(acido 2-N Morfolino etanosulfonico), agar al 0,8% (m/v), el pH se
ajusto a 5.7 con Tris-base.

Los medios se esterilizaron en un autoclave durante 60 minutos a
120°C y una atmosfera de presion. Las sustancias termolabiles o que
podian precipitar al ser sometidas a alta presion y temperatura como
espermidina, ac. bodrico y ac. sorbico se afadieron en las
concentraciones indicadas al medio de cultivo ya estéril y enfriado por
debajo de los 50°C.

3.3.1  Suplementos de los medios de cultivo

En la tabla se muestra los diferentes suplementos utilizados y
las condiciones de trabajo para cada uno

Tabla 2 Suplementos de medios

Espermidina 3 mM

Norespermidina 2,8 mMy 3 mM

Ac. acético 2,5 mM

Ac. sérbico 0,55 mM

Manitol 280 mMy 300 mM
Basta 75 uMy 100 uM
H.0, 14 mM

NaCl 140 mM

LiCl 29 mM

Ac. bérico 12,5mMy 15 mM
Na,SO, 70 mM
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3.4 Condiciones de cultivo in vitro.

Para el cultivo en medio sdlido se utilizaron placas Petri de 9 cm de
diametro y placas cuadradas de 12 cm de largo que contenian medios
MS solidos suplementado con las sustancias que se mencionan en la
tabla 2. Para el cultivo en medio MS sin boro se utilizaron placas
cuadradas para poder evaluar el desarrollo radicular.

Todas las placas se sellaron con cinta adhesiva (3M Micropore) que
contiene microporos que permiten la transpiracion y se dejaron en
incubacion en una camara e condiciones controladas de 24°C de
temperatura, fotoperiodo de dia largo (16 horas de luz y 8 de

oscuridad) y una intensidad de luz de 100 uE - m?-s™.

3.5 Ensayo de germinacion in vitro.

Se trata de un ensayo de germinacion en los distintos medios a
evaluar, se sembraron en medio sélido 30 semillas de cada linea, y se
incubaron a 23°C 6 a 10°C. Cada tratamiento se repitio 3 veces. Las

placas fueron examinadas a los 7 y 10 dias.

3.6 Ensayo de longitud de raices in vitro.

Se sembraron en placa cuadradas 12 semillas, 3 de cada linea,
colocandolas todas sobre una misma linea. Las placas se colocaron
verticalmente, de manera que las raices continuaran creciendo sobre
la superficie del medio y se incubaron durante una semana a 24°C y
durante 4 semanas a 10°C. Las placas se escanearon y se midio la
longitud.
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3.7 Condiciones de cultivo en invernadero para evaluaciéon de estrés por

sequia y salinidad.

Se utilizaron bandejas de plastico con 51 alvéolos de 5 x 5 cm (altura
x diametro), dispuestas en el interior en cubetas de plastico. En los
alveolos se colocaron cestillos de plastico rellenos de sustrato, a cada
uno de los cuales se trasplanté una sola planta germinada de placa
Petri.

Para la evaluacion del estrés por salinidad, las plantas fueron
irrigadas 2 veces por semana mediante inundacion de la cubeta con
una solucién que contenia 8,55 gr. de NaCl por litro. Para la
evaluacion en condicidn de sequia las plantas una vez trasplantadas

no se les proporciond agua durante todo el experimento.

Las condiciones de crecimiento del invernadero fueron de dia largo a
24 + 2°C de temperatura y 70 £ 5% de humedad relativa, con una
intensidad de luz aproximada de 130 uE - m?s™. Las plantas fueron
evaluadas a los 70 dias posterior al trasplante.
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4 RESULTADOS

4.1 Evaluacion de germinacion en medios selectivos

Las plantas que sobreexpresan el gen CRIO6 se ha sometido a
diferentes tratamientos para generar diversos tipos de estrés como:

* Cationes toxicos (LiCl, espermidina, norespermidina).

* Estrés salino (NaCl).

* Estrés osmotico (manitol).

* Estrés oxidativo (H20,).

» Estrés por acido organico débil (ac. acético y ac. sérbico).

El objetivo de esta diversidad de medios, es determinar si la
sobreexpresion del gen en plantas confiere tolerancia o sensibilidad a
las distintas condiciones, y asi podernos hacer una idea sobre su
posible funcidn en la planta, y cual podria ser el mecanismo que

afecta de forma positiva o negativa en el desarrollo de éstas.
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Estrés por cationes toéxicos (LiCl, espermidina vy

norespermidina)
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FIGURA 2 Porcentaje de germinacion de plantas transformadas con
CRIOG6 y del ecotipo silvestre col2 en medio MS suplementado con LiCl
29mM, espermidina 3mM y norespermidina a 2,8 (1) y 3 (3) mM. ()
Diferencia estadistica al comparar con el testigo mediante desviacién t de
Student.

Frente al estrés causado por cationes toxicos, podemos
observar en la figura 2, que el comportamiento de las lineas 4 y
6, trasformadas con el gen CRIO6 fue diferente
estadisticamente bajo estas condiciones.

Respecto al medio suplementado con la norespermidina a
concentracion de 2,8mM y 3mM, fue similar para todas las
plantas evaluadas, teniendo un promedio de germinacion entre
el 30 y 40%; por el contrario el comportamiento de las lineas en
el medio suplementado con espermidina, mostrd una diferencia
en las lineas 4 y 6, ya que obtuvieron una mayor germinacion
60,8% y 69,2% respectivamente, mientras que el control octavo
el 40%, pero el test estadistico no la considero relevante.

23




La diferencia de resultados entre la espermidina y la
norespermidina puede deberse al hecho de que, la primera se
encuentra en forma natural en las plantas y esto la hace
naturalmente mas resistente a concentraciones altas de ella,
mientras que la segunda no la encontramos de forma natural

en las plantas.

Sin embargo el resultado de tolerancia a la toxicidad por
espermidina, otorgada por en gen CRIO6, puede deberse a
que este eliminando de forma mas eficiente el contenido de
agua oxigenada que se produce en la célula por degradacion
de las poliaminas. En estos momentos estamos repitiendo
estos experimentos por ver si se pueden considerar

significativos.

En el caso del cloruro de litio (LiCl) el comportamiento de las
lineas transformadas 4 y 6 fue estadisticamente diferente con
un 43,3% y 50% de germinacion al compararlos con el control

que presenta un 18,3%.

4.1.1 Estrés osmoético (Manitol) y por salinidad (NaCl)
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FIGURA 3 Porcentaje de germinaciéon de plantas transformadas con
CRIO6 y del ecotipo silvestre col2 en medio MS suplementado con
Manitol a 280mM y 300mM, y NaCl a 140mM. (*) Diferencia estadistica al
comparar con el testigo mediante desviacion t de Student.
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Los resultados obtenidos y expuestos de forma visual en la
figura 3 muestran que la germinacion de las lineas
transformadas 4, 6 y 7 con el gen CRIO6, muestran claramente
mayor porcentaje de germinacion en un medio suplementado
con NaCl. Concretamente presentaron un 63,3%, 59,2% y 50%
respectivamente, mientras que el control solo un 30,8%; esto
indica claramente que el gen esta otorgando resistencia a

condiciones de salinidad a nivel de germinacion.

En el caso de 280mM de manitol las lineas muestran una
diferencia frente al control, aunque un test estadistico no

demostro diferencias significativas.

Ilustracion 1 Placa con medio MS suplementado con Manitol
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4.1.2 Estrés oxidativo (H20.)

Hicimos experimentos con estrés oxidativo inducido por agua

oxigenada, pero en experimentos con medio MS suplementado

con H>O, no mostrd diferencias entre las lineas transformadas

y el control:
120
100
80 - mwWT
60 - m4
40 - w6
m7
20 -
O -
SIN ESTRES H202

FIGURA 4 Porcentaje de germinaciéon de plantas transformadas
con CRIO6 y del ecotipo silvestre col2 en medio MS suplementado
con 14mM de H,0, (*) Diferencia estadistica al comparar con el

control mediante desviacion t de Student.

26



4.1.1 Estrés por acidos organicos débiles (acido sérbico).

120
100
|
30 WT
m4
60
=6
40
7

20

SIN ESTRES Ac sorbico

FIGURA 5 Porcentaje de germinaciéon de plantas transformadas con
CRIOG6 y el ecotipo silvestre col2, en medio MS suplementado con
0,5mM de acido soérbico. (*) Diferencia estadistica al comparar con el
testigo mediante desviacién t de Student.

Para probar si la sobreexpresion de CRIO6 conferia tolerancia
a acidos organicos débiles hicimos ensayos con acido acético y
sorbico. Con 3,5mM de de acido acético ninguna de las
semillas germinaba y con concentraciones menores no vimos

ninguna diferencia (datos no mostrados).

En contraposicion la germinacion de las plantas evaluadas en
acido sorbico fue considerable, reflejando que las lineas
transformadas con CRIO6 presentan mayor numero de
semillas germinadas con un 44% la linea 4 y 6, 43% la linea 7,
mientras que el control un 31%, aunque el porcentaje fue

insuficiente para resulta significativo segun un test de Student.
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4.1 Evaluacion de germinacion en frio
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FIGURA6 porcentaje de germinacion de plantas trasformadas con
CRIO6 y ecotipo silvestre col2, en medio MS en un ambiente a 10°C
(*) Diferencia estadistica al comparar con el testigo mediante
desviacion t de Student.

Al someter las plantas a condiciones de frio (10°C), podemos notar
que las lineas trasformadas responde mejor bajo estas condiciones
que el control, ya que estas obtuvieron un porcentaje de germinacion
superior al 90%, mientras que el control no supero el 60%, y como era
de esperar en condiciones normales el comportamiento de las plantas
fue muy homogéneo. En el control las plantas germinan, pero no

prosiguen el desarrollo (llustracion 2).

Ilustracion 2 Placa con medio MS sometida a condiciones de crecimiento 102C
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4.2 Evaluacion de boro

Mediante revision bibliografica se determino que el gen CRIO6, es

una acuaporina tipo TIP y que algunas proteinas de su familia estan

implicadas en el transporte de boro. Esto puede aumentar el interés

del estudio ya que el boro es un micronutriente limitante en el cultivo

de la remolacha, por ello dentro del analisis para determinar la funcion

del gen, se sometieron a las plantas a condiciones en concentracion

normal de boro 200mM y en ausencia de este en medio MS.

Las caracteristicas que se evaluaron fueron

4.2.1

> Germinacion
> Desarrollo radical

Datos de germinacién en acido boérico

FIGURAY Porcentaje de germinacion de plantas transformadas con el gen CRIO6
y el ecotipo silvestre col2 en medio MS suplementado con OmM y 200mM de
boro. (*) Diferencia estadistica al comparar con el testigo mediante
desviacion t de Student.

Los datos obtenidos en estas condiciones nos permiten inferir
que el gen CRIO6 esta influyendo en el transporte de boro
dentro de la planta, ya que en condiciones de ausencia del
mineral en el medio de cultivo, las lineas transformadas
obtuvieron un mayor porcentaje de germinacion, que en el caso
de la linea 7 fue del 99 %, mientras que el control fue un 11%

inferior.
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Ilustracion 3 Placa con medio MS suplementado con acido bdrico.

4.2.2 Datos de longitud de raiz en MS suplementado con boro

Al analizar el comportamiento radical de las plantas en
condiciones de contenido normal de boro (200mM) y en
ausencia de este, podemos notar que las lineas 4 y 7 no
mostraron diferencias en comparacion con el control, mientras
que la linea 6 mostro una clara diferencia, obteniendo un
longitud radical de 1,49 cm en ausencia del mineral y 1,45 cm

en condicion normal de éste.

Ilustracion 4 Placa con MS suplementado con acido bérico, evaluaciéon del desarrollo
radicular (200 mM).
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FIGURAS Datos de longitud de raiz en cm de plantas transformadas con el
gen CRIO6 y ecotipo silvestre col 2 en medio MS suplementado con 0 mM y
200 mM de Boro. (*) Diferencia estadistica al comparar con el testigo
mediante desviacion t de Student.

4.3 Evaluacion en condiciones de sequia y salinidad

Como se mencion anteriormente la proteina codificada por el gen
CRIO6 es una acuaporina, una de cuyas funciones principales es el
transporte de agua y moléculas pequefas, considerando esta
situacion evaluamos el desarrollo de las plantas al someterlas al
estrés por sequia y salinidad.
Las variables a evaluar fueron:

» Longitud de la planta.

» Peso fresco.
» Materia seca.
>

Contenido de agua.

4.3.1 Datos de Materia seca en condiciones de sequia

Segun los resultado obtenidos, podemos inferir que el gen
CRIO6 influye de una manera positiva en el desarrollo de la
planta, cuando esta se encuentra en condiciones de sequia, ya
que menos una mayor cantidad de materia seca en las lineas
transformadas, sobresaliendo las lineas 6 y 7 con mas del 40%

de materia seca si lo comparamos con el control.
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FIGURA 9 Peso (gr) de plantas transformadas con el gen CRIO6 y ecotipo
silvestre col2 (*) Diferencia estadistica al comparar con el testigo
mediante desviacién t de Student.

4.3.1 Datos longitud de la planta en sequia.

30,0

25,0 * T
20,0 ==
15,0 H ALTURA
10,0
5,0
0,0 T T T 1
WT 4 6 7

FIGURA 10 Longitud (cm) de plantas transformadas con el gen CRIO6 y ecotipo
silvestre col2 (*) Diferencia estadistica al comparar con el testigo
mediante desviacion t de Student.

En la figura 13 presentamos los datos de longitud de la planta,
los cuales reflejan que las lineas transformadas tiene un mejor
comportamiento en salinidad comparandolo con el testigo, ya
que el tamafio de las lineas transformadas va desde 15,4 cm la
lineas 4, hasta 16,3 cm la linea 7, mientras que el testigo
obtuvo una longitud de 14,6 cm.
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Ilustracion 5 Comparacion de longitud en plantas sometidas a un periodo de
sequia

4.3.2 Porcentaje de contenido de agua en condiciones de sequia

A pesar que las lineas que sobrexpresan CRI/IO6 tienen un
mejor comportamiento en condiciones de sequia, el contenido
de agua en estas lineas es menor que en el control, lo que nos
hace suponer que este gen le otorga a las plantas una mejor
optimizacion del agua dentro de ella, ya que se desarrolla

mejor a pesar de contener una menor cantidad de agua.

H20

99,00 "

98,00 - * *

97,00 =

96,00 -

95,00 . . - -
wWT 4 6 7

FIGURA 11 Contenido de agua (%) de plantas transformadas con el gen CRIO6 y
ecotipo silvestre col 2 (*) Diferencia estadistica al comparar con el testigo
mediante desviacion t de Student.
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4.3.3 Datos de Salinidad

En la figura 12 presentamos los datos de longitud de planta, los
cuales reflejan que las lineas transformadas tiene un mejor
comportamiento en salinidad comparandolo con el control, ya
que el tamafno de las lineas transformadas va desde 15,4 cm
(linea 4) hasta 16,3 cm (linea 7), mientras que el control obtuvo

una longitud de 14,6 cm.

Ilustracion 6 Comparacion de plantas sometidas a estrés por salinidad.

Altura

20,0

* *
- . ' [ o
12,0 - T T T
WT 4 6 7

FIGURA12 datos de longitud de plantas transformadas con el gen CRIO6 y
ecotipo silvestre col2. (*) Diferencia estadistica al comparar con el testigo
mediante desviacién t de Student.
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4.3.1 Datos de peso fresco y seco en condiciones de salinidad

Los datos de peso fresco y seco obtenidos en condiciones de
salinidad, muestran que la linea 6 tiene un comportamiento
superior al las lineas 4 y 7 asi como al testigo, presentando un
promedio de 0,21gr en fresco y 0,11gr de materia seca,
mientras que el testigo octuvo un peso promedio en fresco de
0,7gr y materia seca de 0,3gr, pero las diferencias sone

stadisticamente significativas en todos los casos.

0,25

0,20

0,15
= PESO FRESCO

B PESO SECO

0,10

WT 4 6 7

FIGURA13 peso fresco y seco de plantas transformadas con el gen CRIO6
y ecotipo silvestre col2. (*) Diferencia estadistica al comparar con el
testigo mediante desviacién t de Student.
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4.3.1 Porcentaje de contenido de agua en Salinidad

En el caso de el estrés provocado por salinidad, se repite la
situacion de sequia ya que el control tiene un mayor contenido
de agua, pese a ello las lineas transformadas tiene un mejor
desarrollo, lo que refuerza mas aun la teoria de que el gen
CRIO6 optimiza el contenido de agua celular y esto le permite

tener un desarrollo normal en los distintos estreses evaluados.
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40
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20
10
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FIGURA14 Porcentaje de contenido de agua de plantas transformadas con el
gen CRIO6 y ecotipo silvestre col2. (*) Diferencia estadistica al comparar con el
control mediante desviacion t de Student.
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5 DISCUSION

El gen CRIO6 proviene de remolacha y fue hallado en un rastreo en
condiciones de baja temperatura, por su capacidad de conferir tolerancia al ser
sobreexpresado en levadura. Analizando su secuencia por homologia, se pudo
determinar que es una proteina de membrana, pertenece a la familia de las

acuaporinas y probablemente transporta boro.

Partiendo de este conocimiento previo, en esta investigacion se plante6 evaluar
si plantas transgénicas de Arabidopsis trasformadas con el gen CRIO6 serian
mas tolerantes al estrés abidtico que las plantas control col2 transformadas con
el plasmido vacio. Este trabajo describe estas evaluaciones.

Entre los resultados mas sobresalientes encontramos la clara diferencia en
germinacion bajo condiciones de frio ya que se obtuvo una mejora del 30% de
las plantas transgénicas frente al control; probablemente la ventaja que
proporciona CRIO6, se debe a que este mantendria la circulacion activa de
agua Yy solutos en el interior de la célula, conservando la permeabilidad de la
membrana, y confiriendo una mayor tolerancia al estrés. Esto concuerda con
Maurel que en su revisidbn propone este mecanismo como forma de generar

resistencia (Maurel 2007).

Como se menciono en parrafos anteriores CRIO6 ademas del transporte de
agua posiblemente transporta boro. Para comprobar esto, se procedio a
realizar pruebas en medio MS en condiciones de boro normal y de boro
limitante. En dicho experimento se determinaron las siguientes variables:

porcentaje de germinacion y desarrollo radicular.

En lo que respecta a la germinacion pudimos notar un efecto positivo en las
lineas transformadas con CRIO6 ya que mostraron un 11% mas de
germinacién que el control, esto datos concuerdan con los publicados por
Vander Willigen que probd el efecto de las acuaporinas en la germinacion de

las semillas (Vander Willigen et al., 2006).
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La elongacion de raiz fue otro parametro en el que se vieron diferencias
estadisticas ya que la linea 6 mostré6 una mayor elongacion radicular, en
condiciones de boro limitante, lo que concuerda con Hanaoka ya que en su
publicacion puso de manifiesto que en ausencia boro, las plantas activan un
proceso de elongacion radicular para poder encontrar el mineral y suplir sus
necesidades, lo que da como resultado plantas con un sistema radicular mas

largo (Hanaoka et al., 2014).

Los resultados de germinaciéon en MS suplementado con espermidina y LiCl
también presentaron diferencias estadisticas frente al testigo. En el caso de la
espermidina, que es una sustancia existente en las plantas de forma natural,
relacionada directamente con la germinacién de las semillas. Las acuaporinas
podrian estar eliminando algun cation toxico proveniente de la degradacion de
esta molécula. En el caso de LiCl, recordar que el litio es un catién toxico, por
lo que el efecto de gen CRIO6 se daria por el transporte activo de agua, el cual
probablemente impida concentraciones toxicas de este cation dentro de la

célula.

En los experimentos en los que se sometidé a condiciones de salinidad las
plantas se pudieron determinar diferencias estadisticas en germinacion, en las
cuales se ve una clara ventaja en las lineas transformadas frente al testigo, ya
que germinaron un 50% mas. En cuanto a la altura de las plantas, las lineas
transformadas siguen presentando mejores resultados que el control, en este
caso la linea 7 fue la que presentdé mayor altura, con mas de 16 cm, lo cual
corrobora que el gen esta proporcionando algun mecanismo que les permite

desarrollarse mejor en estas condiciones.

En condiciones de sequia se repite el mismo patron, siendo las lineas 6y 7 las
que presentan mayor longitud que el control y materia seca.

Analizando todo los resultados, podemos inferir que el gen CRIO6 proporciona
un clara venta en condiciones de frio, salinidad y sequia, ya que bajo estas
circunstancia las plantas transformada germinaron y se desarrollaron mucho

mejor que el testigo.
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Los posibles efectos que esta generando el gen dentro de la planta es una
mayor facilidad en el transporte de agua, lo cual le permite a las células
mantener todas sus funciones bajo condiciones de estrés, y asi la planta podria
desarrollarse de una manera normal. Otro dato interesante que se podria
rescatar de esta investigacion es que a pesar de la sobreexpresion del gen en
la planta no hemos visto ninguna penalizacién en el desarrollo, posiblemente
debido a que las acuaporinas para su funcionamiento no consumen ATP, ya

que trabajan a favor de gradiente.
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6 CONCLUSIONES

» Basandonos en los resultados obtenidos se puede concluir que el gen
CRIOG6 confiere resistencia a estrés abidtico al ser sobreexpresado en
Arabidopsis thaliana.

» Las plantas transformadas no presentaron ninguna penalizacién en el
crecimiento.

» La posible funcion que esta ejerciendo CRIO6 en la célula es de regular
los procesos fisiologicos mediante el mantenimiento un flujo continuo de

agua y moléculas pequefas.
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