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RESUMEN

Las proteinas abundantes de la embriogénesis tardia (LEA) del grupo 2 o dehidrinas
juegan un rol muy importante en la respuesta y adaptacion a diferentes tipos de estrés
abidtico como la deshidratacion, alta salinidad y bajas temperaturas. Utilizando la
técnica de PCR identificamos tres fragmentos de genes que codifican para proteinas
tipo dehidrina en las especies de cactaceas Opuntia ficus-indica (OpfiDHN-like),
Leuchtenbergia principis (LepDHN-like) y Mammillaria bombycina (MabDHN-like). El
analisis bioinformatico de las secuencias mostro entre el 96 y 97% de identidad con el gen
OpsDHNL1 (dehidrina 1) de Opuntia streptacantha, demostrando que los fragmentos
amplificados corresponden a secuencias de genes tipo dehidrina y que los oligonucle6tidos
disefiados fueron efectivos para amplificar genes similares en diferentes géneros de cactaceas.
El alineamiento multiple de aminoacidos de OpfiDHN-like, LepDHN-like y MabDHN-like
mostré que poseen tres repeticiones del segmento K conservado, asi como un motivo rico en
histidinas que probablemente tiene diferencias evolutivas en las subfamilias Opuntioideae y
Cactoideae de la familia Cactaceae. Asi mismo, se observé que cada una de estas secuencias
parciales de aminoécidos corresponden a proteinas 4&cidas, altamente hidrofilicas y
desordenadas, las cuales son caracteristicas de las proteinas tipo dehidrina. El analisis
filogenético usando maxima parsimonia, indica que las proteinas tipo dehidrina de las
cactaceas son monofiléticas, asi como las dehidrinas de otras familias de plantas. Por otro lado,
se seleccion6 el gen MabDHN de M. bombycina para realizar un analisis de expresion
mediante la técnica de RT-gPCR. Se interactu6 M. bombycina con diferentes tipos de estrés,
encontrando que hay una sobreexpresion del gen ante estrés por congelamiento y ante heridas.

Finalmente, se demostr6 que MabDHN es inducido por el &cido abscisico.
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ABSTRACT

Dehydrins or Group 2 Late Embryogenesis Abundant (LEA) proteins play an important role
in the response and adaptation to different types of abiotic stresses such as droughts, high
salinity and low temperatures. Using PCR techniques, we identified three gene fragments that
encoded dehydrin-like proteins in three cacti species Opuntia ficus-indica (OpfiDHN-like),
Leuchtenbergia principis (LepDHN-like) and Mammillaria bombycina (MabDHN-like).
Bioinformatic sequence analysis showed an identity between 96 and 97% with the Opuntia
streptacantha OpsDHN1 (dehydrin 1) gene, demonstrating that the amplified fragments
corresponded to dehydrin-like gene sequences, and that the designed oligonucleotides were
effective for similar gene amplification in different cacti genera. Multiple amino acid
OpfiDHN-like, LepDHN-like and MabDHN-like alignments showed that they possessed three
repetitions of the conserved K segment, as well as a histidine rich motif, which is believed that
probably evolved differently in the Opuntioideae and Cactoideae subfamilies of the Cactaceae
family. Also we demonstrated that each of the three partial amino acid sequences corresponded
to acidic, highly hydrophilic, and disordered protein fragments, which are characteristics of
dehydrin proteins. Phylogenetic analysis using maximum parsimony, indicated that cacti
dehydrins-like proteins were monophyletic, as well as those of other plant families. On the
other hand, the MabDHN gene of M. bombycina was selected for expression analysis by RT-
gPCR technique. M. bombycina was interacted with different stress type, finding that there is
an overexpression of the gene with freezing and wounds. Finally was demonstrated that
MabDHN is induced by abscisic acid.

12



1. INTRODUCCION

1.1 Las cactaceas

Las cactaceas pertenecen al reino Plantae, division Magnoliophyta, clase
Magnoliopsida, orden Caryophyllales y familia Cactaceae; ésta tradicionalmente se dividia
en 3 subfamilias, sin embargo actualmente se han subdividido en 4 subfamilias que son: I.
Pereskioideae SCHUMANN (Bravo, 1978; Edwards et al., 2005), Il. Maihuenioideae
SCHUMANN (Edwards et al., 2005), IIl. Opuntioideae BURNETT, y IV. Cactoideae
SCHUMANN.

La familia comprende cerca de 1450 especies pertenecientes a 127 géneros; la mayor
riqueza en especies se concentra principalmente en México, secundariamente en centros del
suroeste Andino y en el este de Brazil (Hernandez-Hernandez et al., 2011). La familia es
nativa del continente americano con la excepcion de una especie de Rhipsalis que

actualmente habita en Africa (Bravo, 1978).

En la subfamilia Pereskioideae se encuentra como género mas importante a Pereskia
MILLER que son arboles o arbustos ramosos, a veces plantas trepadoras, con habitos
semejantes al de las dicotiledoneas lefiosas. Tienen espinas escasas 0 en nutridos fasciculos
en las aréolas axilares de las hojas tectrices, hojas anchas y planas deciduas, algo carnosas,
flores solitarias o en inflorescencias terminales o axilares (Bravo, 1978). Este género ha
sido visto como un representante de las cactaceas ancestrales por lo que un gran nimero de
estudios se han enfocado a resolver las relaciones filogenéticas entre las especies de

Pereskia y de Pereskia con otras cactaceas (Butterworth y Edwards, 2008).

La subfamilia Maihuenioideae, que antiguamente era clasificada dentro de la
subfamilia Pereskioideae, la constituyen arbustos cespitosos con metabolismo C3, tiene
tallos suculentos, cortos, cilindricos o globulosos; también tiene hojas persistentes con 3

espinas por aréola, flores solitarias y apicales. Su habitat es Argentina y Chile y el género

13



que constituye a esta subfamilia es Maihuenia PHILIPPI EX F. A. C. WEBER
(Butterworth y Edwards, 2008; Cuadrado y Garralla, 2009).

La subfamilia Opuntioideae tiene cactaceas arborescentes, arbustivas y hasta rastreras,
con tallos cilindricos, claviformes casi globosos o en cladodios, mas 0 menos ramificados.
Tienen aréolas circulares elipticas, con pelos, gléquidas y espinas mas o menos largas y
delgadas, a veces con vaina papirdcea. Las flores son diurnas o vespertinas, sésiles, una en
cada areola, naciendo hacia la extremidad de los tallos y tienen fruto seco o carnoso. En
México esta representada por los géneros Pereskiopsis, Nopalea y Opuntia (Bravo, 1978), y
una de las especies mas importantes es Opuntia ficus- indica ya que es agronomicamente
importante por sus frutos y cladodios comestibles; es una cactaceas arborescentes de 3 a 5m
de alto, tiene tallos cilindricos formados por cladodios superpuestos, sus aréolas son
angostas elipticas, con gléquidas y espinas agrupadas en 2 o solitarias mas o menos largas y

delgadas, sus flores son sésiles sin peciolo y cominmente amarillas (CONABIO, 2008).

La subfamilia Cactoideae esta formada por tallos cilindricos, no articulados,
fotosintéticos, hojas escamosas, fugaces y con aréolas con espinas y gloquidios o tricomas
no punzantes y flores sésiles. En esta subfamilia se encuentra la mayor cantidad de géneros
y diversidad morfolégica de las cactaceas (Bravo, 1978). Dos especies importantes de esta
subfamilia son Mammillaria bombycina y Leuchtenbergia principis; la primera es una
Mamillaria endémica del estado de Jalisco y Aguascalientes, es una planta simple, globosa,
con los apices ligeramente hundidos cubiertos por lana blanca, mide 20 cm de alto x 6 cm
de diametro, tiene axilas con lana blanca abundante y cerdas, en el apice esta lana cubre los
tubérculos, las areolas son redondeadas al principio con poca lana y después son alargadas
y desnudas, tiene entre 30 a 40 espinas radiales, rigidas, delgadas, dispuestas en horizontal
y con forma de peine. La especie L. principis esta caracterizada por tener tallos cilindricos
y solitarios, los tubérculos son largos y de forma triangular, festoneados en la parte inferior
y planos en la extremidad de donde nacen las areolas de color gris, las espinas son delgadas

y flexibles y posee flores amarillas, grandes y con forma de embudo (CONABIO, 2008).
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Muchas especies de cactaceas son comercializadas como plantas ornamentales a nivel
mundial y algunas de ellas son una fuente importante de alimento, dandole a esta familia de
plantas una relevancia econémica importante. Ademas de ser elementos distintivos de los
biomas aridos y semiaridos, las especies de la familia Cactaceae juegan un rol ecoldgico
importante por lo que diferentes representantes de la familia han sido estudiados como
modelos anatémicos y fisiologicos de plantas (Herndndez-Hernandez et al., 2011). Las
cactaceas son plantas con metabolismo tipo CAM, caracterizadas por fluctuaciones en el
contenido de &cidos (&cido malico) en sus tejidos, asi como por la apertura de los estomas
durante la noche. Esta apertura en horas de la noche minimiza la pérdida de agua por
transpiracion, puesto que la temperatura de los tejidos es mas baja y por tanto los gradientes
de concentracion de vapor de agua desde la hoja al aire son considerablemente menores que
los valores en el dia; este mecanismo de concentracion de didxido de carbono permite
disminuir la probabilidad de que entre un O, en el sitio activo de la RuBisCO por lo que la
eficiencia fotosintética es mayor. Este tipo de plantas deben hacer frente al calor extremo y
a la sequia y mantener una toma neta de CO; durante todo el afio. Tanto la temperatura
como el estrés hidrico pueden influir en los procesos fisiologicos basicos de representantes
de muchas especies de cactaceas, como fotosintesis y respiracion, que determinan en gran
parte la cantidad de azucares que se forman en las hojas y, posteriormente, se transportan y
almacenan en el tallo y raiz. Trabajos previos en especies que presentan el metabolismo
CAM, como Agave tequilana, Opuntia ficus- indica y Stenocereus queretaronensis, han
revelado que temperaturas calidas reducen la fotosintesis e incrementan la respiracion. El
indice del flujo de CO, disminuye cuando la temperatura del cojin de O. phaeacanta
aumenta. De hecho, el grado 6ptimo de temperatura para la fijacion oscura del CO, por las
plantas de CAM es bajo y se encuentra alrededor de los 15°C, aunque pueden ocurrir
variaciones estacionales, por ejemplo Agave deserti es una planta comun en los desiertos
mexicanos que puede soportar heladas y afios muy secos y en Agave americana la pérdida
de agua por transpiracion en un periodo de 70 dias es 71 veces el aumento en el peso seco,
lo que representa una muy buena eficiencia en el uso del agua. A pesar de que existen 18
familias de plantas que tienen especies CAM su fisiologia se ha estudiado relativamente
poco bajo condiciones naturales (Casierra et al., 2006).
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A pesar de que las heladas resultan mortales para la mayoria de las especies y que es
precisamente el frio el que limita la distribucion de las cactaceas en muchas partes del
mundo (Uhlig, 2008), existen otras cactaceas que toleran muy bajas temperaturas todo el
afio como Opuntia humifusa, que crece en el norte y sureste de Ontario, Canada que pueden
tolerar temperaturas de hasta -24°C, y Opuntia fragilis que crece en el norte de Alberta,
Canada y que puede sobrevivir hasta 1 hora a -40°C segun experimentos realizados por
Nobel y Loik (1993). Para lidiar con estos tipos de estrés, las pantas responden
reprogramando su expresion génica, la cual resulta en una acumulacion de osmolitos para el
ajuste osmatico, sobrerregulacion de rutas antioxidantes para combatir especies reactivas de
oxigeno (ROS), minimizando y reparando el dafio causado a los constituyentes celulares
incluyendo al ADN, proteinas y membranas, manteniendo los procesos que sostienen la

homeostasis celular bajo estrés.

Las relaciones filogenéticas de las cactaceas han sido estudiadas tomando en cuenta
principalmente caracteristicas morfoldgicas de las plantas. En la mayoria de las cactaceas
las hojas persistentes han sido reemplazadas por espinas, y el tallo verde y suculento se ha
convertido en el principal 6rgano fotosintético. Solo unos pocos géneros retienen las hojas
persistentes por lo tanto éstas han sido tratadas como los miembros mas ancestrales de la
familia. La estructura floral de las cactaceas es predominada por un receptaculo epigineo o
inferior, sin embargo en el género Pereskia hay una variacion en la posicion del ovario ya
que es superior o hipogineo, lo que es considerado primitivo en la familia Cactaceae. No
hay sinapomorfias morfoldgicas o anatémicas obvias que unan a la subfamilia Cactoideae,
excepto posiblemente su tallo suculento y la falta de hojas persistentes y gloguidios, siendo
esta Ultima una caracteristica derivada de la subfamilia Opuntioideae (Butterworth y
Edwards, 2008). Debido a todo lo anterior numerosos estudios se han enfocado a resolver
las relaciones filogenéticas de las subfamilias de las cactaceas. Edwards et al. (2005)
presentd la filogenia basada en las secuencias de tres tipos de genomas (cloroplastos,
mitocondrias y nucleo) de varias especies de Pereskia y de representantes de Opuntioideae,
Maihuenioideade y Cactoideae, sin embargo Butterworth y Edwards, (2008) conjuntaron

datos de varios autores para comprobar varias teorias del origen de las cactaceas donde
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comprueban la hipotesis de que Pereskioideae constituye la rama basal de la division de las
cactaceas y mencionan que la hipotesis propuesta por Griffith (2004) en donde propone que
Opuntioideae es la rama basal no es la més cierta aunque hay evidencia estadistica que no
lo niega. Estudios moleculares han sustentado que las subfamilias Cactoideae y
Opuntioideae aparecen como clados monofiléticos bien soportados, lo que no sucede en
Pereskiodieae y Maihuenioideae (Nyffeler, 2002).

Dependiendo del tipo de genes o genomas que se analicen se obtienen resultados
singulares y distintos, que puedan llevar a conclusiones diferentes por lo que es importante
analizar datos combinados para llegar a una conclusion (Butterworth y Edwards, 2008).
Los arboles filogenéticos de cada familia definen las relaciones evolutivas de cada uno de
los miembros y en cada familia cercanamente relacionada pueden existir varias isoformas
de un gen indicando una posible redundancia y una funcion especializada (Bafeel, 2013);
por otro lado las secuencias de aminoacidos alineados nos pueden indicar si hay un alto o
bajo grado de conservacion de un determinado gen a través de los miembros de una misma
familia (Cai et al., 2013) por lo que es necesario hacer un analisis completo de las

secuencias para poder emitir una hipotesis.
1.2 Proteinas tipo LEA vy su clasificacion

En la naturaleza existen proteinas intrinsecamente desordenadas (PINES) que son
importantes en la célula y que son determinantes para el adecuado cumplimiento de las
funciones celulares basales. Recientemente, se ha encontrado que las PINEs también
participan en la respuesta de los organismos a distintos estimulos o condiciones
desfavorables para la célula. Una de estas proteinas son las hidrofilinas que son proteinas
no estructuradas o flexibles que participan en la respuesta a condiciones adversas; se ha
encontrado que su acumulacion esta asociada notablemente con la exposicion de las células
o0 de los organismos a condiciones de limitacion de agua. En los diferentes reinos en donde
se han encontrado, estan acumuladas en respuesta a una baja disponibilidad de agua en el
ambiente, ya sean arqueas, bacterias, hongos, plantas, insectos, artrépodos y animales.

También se acumulan en aquellas células que transitan por etapas de desarrollo que
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involucran un déficit hidrico y en estructuras u Organos que pasan por estados de
deshidratacion severa (Reyes et al, 2008).

Las hidrofilinas en las plantas son un grupo de proteinas muy amplio y abundante,
conocido como proteinas LEA (por sus siglas en inglés: Late Embryogenesis Abundant) y
fueron primeramente aisladas de semillas de algodén acumuladas en la embriogénesis
tardia. Subsecuentemente fueron encontradas en semillas de muchas plantas, asi como
también en 6rganos vegetativos, especialmente bajo condiciones de estrés como frio, sequia
o alta salinidad (Chamoli y Verma, 2014).

Las proteinas LEA han sido agrupadas en varias familias en base a la similaridad de
sus secuencias, a pesar de que no se han encontrados similitudes significativas entre los
miembros de diferentes familias, sin embargo un unificador y una caracteristica
excepcional de la mayoria de las LEA es su alta hidrofilicidad, alto contenido de glicina
(G), lisina (K), arginina (R), glutamina (Q) y de aminoécidos pequefios como serina (S) y
alanina (A), ademas de la ausencia 0 una baja proporcion de residuos de cisteina (C) y
triptéfano (W) (Battaglia et al., 2008). Dure et al. (1989) y otros investigadores (Baker et
al., 1988) identificaron familias de proteinas LEA en base a su peso molecular y después en
base a las caracteristicas antes mencionadas descritas en diferentes cDNAs representativos
de varias familias de plantas; en la tabla 1 se muestran algunos ejemplos de sus
clasificaciones (Hundertmark y Hincha, 2008), sin embargo existen otros trabajos que han
clasificado a estas proteinas, como el de Battaglia et al. (2008) donde divide a las proteinas
LEA en 7 grupos principales y toman como referencia la clasificacion dada por Dure
(1993), o las clasificaciones hechas por Bies-Ethéve et al. (2008), Hundertmark y Hincha
(2008) y Shih et al. (2008); todas las clasificaciones anteriores toman en cuenta proteinas

LEA atipicas e hidrofébicas y establecen nuevos grupos de clasificacion.

Las proteinas del grupo LEA 1 tienen un alto contenido de glicinas (20%) y se
encuentran en plantas exclusivamente (Wise, 2003), son proteinas desordenadas y
contienen un motivo de 18 aminoacidos conservado (RKEQLGHEGYQEMGHKGG)

(Bies-Etheve et al., 2008), encontrando una sola copia del motivo frecuentemente (Goyal et
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al., 2005). Su peso molecular promedio es de 11.5 kDa, la mayoria son proteinas pequefias
y &cidas o neutras, la proteina Em aislada de trigo (Triticum aestivum) y su homdlogo de
algodon (D-19) son tipicas de este grupo (Shih et al., 2008).

Tabla 1. Clasificacion de los grupos de proteinas LEA segun distintos autores.

Pfam Bray Dure
Dehidrina Grupo 2 D-11

LEA_1 Grupo 4 D 113
LEA 2 LEA14; D-95
LEA 3 LEAS5; D-73
LEA 4 Grupo 3, Grupo 5 D-7; D-29
LEA_5 Grupo 1 D-19

SMP Grupo 6 D-34

Proteinas SMP: proteina de maduracién de la semilla (Seed maturation protein). La clasificacion se dio
en base a la plataforma Pfam (http://pfam.xfam.org/), a Bray (1993) y a Dure (1993) (Hundertmark y Hincha,
2008).

El grupo LEA 2 también conocidas como dehidrinas son las mas estudiadas, su
clasificacion esta basada en las caracteristicas estructurales de la proteina como la presencia
0 numero de copias de ciertos motivos conservados como los motivos o segmentos K, Sy
Y. A la fecha éstas proteinas se han dividido en 5 subclases, incluyendo
YnSK,, YiKi,SK;, Ky KiS (Kosova et al., 2013).

El grupo LEA 3 se caracteriza por tener un motivo repetido de 11 aminoacidos y su
peso molecular varia de acuerdo al niumero de repeticiones (Shih et al., 2008), tienen una
secuencia consenso que ha sido definida como ¢ ¢ E/QX ¢ KE/ QK ¢ XE/D/Q (donde ¢

representa un residuo hidrofilico). En este grupo se encuentran proteinas homdlogas de
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organismos diferentes a las plantas como es la proteina AavLEAL1 del nematodo
anhidrobidtico Aphelenchus avenae, asi como de otros nematodos y procariontes como

Deinococcus radiodurans, Bacillus subtilis y Haemophilus influenzae (Goyal et al., 2005).

De acuerdo a Shih et al. (2008) las LEA 4 tienen un peso molecular de 12.56 kDa, no
presentan dominios 0 motivos conservados y se las considera altamente hidrofilicas y
solubles en calor; estas proteinas se aislaron del algodon y las més representativas son las
denominadas proteinas LEA D-113. Las proteinas LEA 5 tienen un peso molecular
promedio de 18.1 kDa, se consideran proteinas acidas y a diferencia de las otras familias
son hidrofobicas y carecen de la funcién de ebullicion. Las LEA 6, 7 y las LEA atipicas se
fueron designando con los numeros consecutivos a las siguientes proteinas LEA que se iban
encontrando y son proteinas que no presentan caracteristicas similares a las anteriores
descritas pero que fueron aisladas de la embriogénesis tardia de las semillas; su funcion
posiblemente esta relacionada con proteinas transportadoras o constituyentes de la

membrana plasmatica.

Desde el descubrimiento de las proteinas LEA numerosos esfuerzos se han enfocado en
determinar si son realmente una estrategia adaptativa utilizada por las plantas. En especial
estudios de genética funcional han utilizado la planta modelo A. thaliana demostrando que
al anular la expresion de 1, 2 6 3 diferentes proteinas LEA de un mismo grupo causa una
deficiencia en la resistencia a sequia 0 a estrés osmotico, en comparacion con las plantas
silvestres (Reyes et al, 2008). Hundertmark y Hincha (2008) identificaron 51 proteinas
LEA codificadas por distintos genes en el genoma de A. thaliana que pudieron ser
reclasificados en 9 grupos de acuerdo al peso molecular, localizacion, GRAVY (gran
promedio de hidropatia) y motivos. Hubo poca superposicién entre los genes expresados en
tejidos vegetativos y en las semillas, siendo mas altos los niveles de expresién en semillas.
Un trabajo similar lo realizaron Bies-Etheve et al. (2008) donde también reclasifican a las
proteinas LEA de A. thailana proponiendo nuevos motivos conservados, mas cortos que los

propuestos por otros autores, para dar una clasificacion en 9 grupos también (Tabla 2).
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Tabla 2. Secuencias de los motivos conservados identificados para cada uno de los grupos LEA

segun la clasificacion de Bies-Ethéve et al. (2008).

LEA  Motif | Motif 2 Motif 3
group
LEAl  RKEQLGHEGYQEMGHKGG LDE-AK-GETVVPGGTGG-S-EAQ- LST—K-GGEAEEEG-
HLAEG-SGGQT EIDESKF
LEA2  EKKG-EKIKEKLPGHH §-685588S G-FDFL-KK-E
LEA3  AYDKA—AKD DKA-D-KE——A—K-KV AQ-AQQKAHE—
QSAK-KTSQ
LEA4  SAKEKIS VSHKSK-VK-SL
LEAS  DVL——KIL—DV—VTDAE-V-AELR— KPV—DAAAIQAAE-RA-G GG-  TIGEALEA—G
P—PGGVA-S—AAARLN AA—Q-AA
LEA6  W-PDP-TGYYRP—E-D-ELR—L-NNKQ MARS—N-KI-S-F-S-LSNA-FRRG-AA-AA |—RR—V-T
LEA7  LDK-K-F-A-KL—IP-PE V-V-NP—IP S R— DPVW—_TIP—
GIPD-G-L GEIKLP—D
LEA§ PY— L EDYK—YGA-GHQEP—G-GGGTDAPTPSG ~ ME—K-PPTT—E—VK—DL)
LEA9  VEPND-VEPQQGGGGGGGGGGRGGCRW MGNL-SLVL-ALLFS-S-AV-A- E-QK—KP

GCCGWWRRCRYCCRSQAEASEVVETV

TSNDATHEVKPSTEAT-AIEA

Las proteinas LEA de A. thaliana se encuentran codificadas por genes que tienen tanto
arreglos de repeticiones en tandem como genes que son parte de pares homologos. Los
arreglos en tandem de los genes LEA se han encontrado en el genoma de A. thaliana entre
el 28% (Bies-Ethéve et al., 2008) y 33% (Hundertmark y Hincha, 2008); por otro lado entre
el 24% (Bies-Etheve et al., 2008) y 43% (Hundertmark y Hincha, 2008) de los genes LEA
se encuentran en pares homdlogos producto de la ultima duplicacién génica del genoma
completo. Muchos de los genes en duplicado retenidos en A. thaliana, estan envueltos en
funciones regulatorias lo cual parece comprensible en cara a poder tener adaptaciones
novedosas a numerosos entornos ecoldgicos, y se sabe que la mayoria de los pares
duplicados han adquirido patrones de expresion divergentes, que probablemente
adquirieron gracias a la hibridacion cruzada entre los genes duplicados; de hecho, la
simultanea duplicacion de todos los genes de una misma ruta ofrece una oportunidad Unica
para la interaccion de los genes duplicados y asi diversificar sus patrones de expresion

concertada (Blanc y Wolfe, 2004). Hay otros genes LEA en A. thaliana que se presentan en
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una sola copia probablemente porque representan a un par ancestral en donde una de las
copias se perdid 0 a que es un gen recientemente insertado (Bies-Ethéve et al., 2008).

Du et al. (2013) realizaron estudios para detectar eventos de conversion génica en
multiples genes LEA de Prunus mume encontrando diez eventos de conversion génica en 4
de los 8 grupos LEA analizados; la mayoria de los eventos de conversion génica (70%)
fueron identificados en el grupo de las dehidrinas lo que sugiere que los eventos de
conversion génica juegan un rol importante en la evolucién de los genes LEA de P. mume,

especialmente en las dehidrinas.

La presencia de proteinas LEA ha sido asociada con la tolerancia celular a la
deshidratacion que pueden ser causadas por congelamiento, condiciones de salinidad o
sequia. En extremos casos, los organismos pueden sobrevivir ante una completa falta de
agua conocida como anhidrobiosis, y aun asi permanecen viables. Algunos ejemplos de
organismos anhidrobioticos son microorganismos como levadura de panaderia, tardigrados,
rotiferos bdellideos y algunos nematodos como el Aphelenchus avenae, también las
Ilamadas plantas de la resurreccion, llamadas asi porque cuando se encuentran en estado de
desecacion tienen la apariencia de muertas, pero cuando la cantidad de agua llega por arriba
del 10% del normal reanudan sus procesos vitales, también la mayoria de las semillas de las
plantas son altamente tolerantes a la desecacién asi como otros propagulos como el polen
(Tunnacliffe et al, 2010). Los azucares, especialmente los disacaridos sacarosa Y trealosa,
se piensa que juegan un papel muy importante en la tolerancia celular a la desecacion, pero
lo que es claro es que substancias adicionales son necesarias para que la célula pueda
atender la anhidrobiosis; Aphelenchus avenae es un nematodo tolerante que puede
sobrevivir a la completa desecacion sin la acumulacion de azucares, pero muestran una
potenciacion de la expresion de genes que codifican para proteinas tipo LEA (Liu et al.,
2011).
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1.3 Mecanismo de accion de las proteinas LEA

Las proteinas LEA ayudan a proteger las proteinas celulares contra el estrés y un gran
namero de mecanismos han sido propuestos para explicar el funcionamiento de estas
proteinas sin embargo el mecanismo preciso en cOmo actlan ain no esta bien dilucidado,
pero una de las propuestas es que tal vez pueden llevar su funciéon a través de la
estabilizacion de las membranas actuando como chaperonas para prevenir la agregacion y/o
inactivacion de las proteinas durante la deshidratacion (Yang et al., 2012). Goyal et al.
(2005) demostraron en su trabajo que las proteinas LEA no actian como una clésica
chaperona, donde el trabajo principal de éstas es facilitar el correcto plegamiento y
ensamble de proteinas y complejos de proteinas, sino que exhiben un efecto protector
sinérgico con la trealosa, llamada también chaperona quimica, que es un azlcar no reductor
que se sabe que se acumula durante la deshidratacion en plantas. Las proteinas LEA se
distinguen de las chaperonas plegadoras por dos elementos principalmente, primero por su
falta de estructura y después por su relativamente pobre habilidad de prevenir la agregacion
inducida por calor y que muchas de estas chaperonas actlian en respuesta a estrés por calor,
como son las conocidas proteinas de choque térmico (Hsps) (Tunnacliffe et al, 2010).

Las proteinas LEA acttian controlando el plegamiento y la conformacion de las
proteinas estructurales, enzimas y membranas, preservan el agua impidiendo la
desnaturalizacion de proteinas, renaturalizan las ya desplegadas y secuestran iones en los
tejidos estresados. Ademas se ha demostrado que las proteinas LEA estan involucradas en
la proteccion de moléculas, tales como enzimas, lipidos y RNAm durante la deshidratacion,
el desarrollo y la maduracion. Cuando tiene lugar una desecacién natural, las semillas
acumulan transcriptos y proteinas de este tipo en una concentracion relativamente alta;
estas proteinas LEA son inducibles por el ABA (&cido abscisico) (Chévez y Gonzalez,
2009), aunque se ha demostrado que otras hormonas como acido jasmoénico (JA), metil
jasmonato (MeJA) y 4acido salicilico (SA) también inducen la expresion de algunas
dehidrinas especificas (Yang et al, 2012; Richard et al., 2000; Siddiqui et al, 1998; Shen y
Zhang, 1996).

23



Las proteinas LEA son altamente flexibles en solucion acuosa que es una condicion
poco frecuente en la célula. Ante una disminucion en la disponibilidad de agua y ante el
consecuente incremento en la concentracion intracelular de las macromoléculas
(amontonamiento molecular), las proteinas LEA tenderan a adquirir una conformacion mas
definida que les permitiria reconocer algun o algunos ligandos y de esta forma estabilizarse
(Reyes et al, 2008).

Este efecto protector es evidente en ensayos in vitro realizados por Reyes et al. (2005)
donde al deshidratar de manera progresiva una enzima reportera, ésta pierde paulatinamente
su actividad; sin embargo, si antes de iniciarse la deshidratacion se le agrega una proteina
LEA, en una relacion molar 1:1, la actividad de la enzima reportera se mantiene en un
mayor nivel que cuando no es protegida por la adicion de la proteina LEA. El hecho de que
estas proteinas sean capaces de proteger a la enzima reportera es indicativo de que uno de
los posibles mecanismos de proteccion sea a través de una interaccion directa entre proteina

LEA-proteina blanco (Figura 1).
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Figura 1. Modelo de accién de algunas de las proteinas LEA (Cuevas y Covarrubias, 2011).
Cuando las células sufren pérdida de agua, estas condiciones pueden promover cambios conformacionales en
las proteinas de mantenimiento, provocando una disminucion en sus actividades cataliticas o una menor
eficiencia en sus funciones; condiciones mas severas, pueden llegar a inducir una pérdida total de su
estructura o desnaturalizacidn y, con ello una pérdida también total de su actividad. En condiciones en las que
existe una cantidad éptima de agua, las proteinas LEA se encontrarian mayoritariamente desplegadas. Cuando
la cantidad de agua disponible disminuye, se podria modificar la conformacién de las proteinas LEA hacia un
estado “activo”, en el que ahora serian capaces de interaccionar con las proteinas de mantenimiento (u otros

ligandos o blancos), previniendo asi la pérdida de su estructura, y por lo tanto de su funcion.
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Adicionalmente datos provenientes de este tipo de ensayos han indicado que la
capacidad protectora de las proteinas LEA de los diferentes grupos es distinta, algunas
presentan una proteccion de casi 100% aun bajo condiciones de pérdida de agua mayores al
98%. Sin embargo, otras proteinas LEA no muestran proteccion en estos ensayos; es
posible que su funcion esté dirigida a proteger otro tipo de moléculas, como é&cidos
nucleicos (ADN y/o ARN), o bien algunas estructuras celulares como podrian ser de

membranas o citoesqueleto (Cuevas y Covarrubias, 2011).
1.4 Las proteinas LEA 2 o dehidrinas.

Uno de los grupos mas importantes y ampliamente estudiados es el grupo LEA 2 o
también llamadas dehidrinas (DHNs). Su clasificacion estad basada en las caracteristicas
estructurales de la proteina como es la presencia o numero de copias de ciertos motivos
conservados como es el motivo o segmento K, Sy Y. Todas las dehidrinas tienen al menos
un segmento K (EKKGIMDKIKEKLPG) que generalmente esta localizado en el extremo
C- terminal de la proteina y que tienen la habilidad de formar una estructura o-hélice
amfipatica que tal vez juega un rol en su interaccidn con las membranas y proteinas en sus
secciones tanto hidrofilicas como hidrofébicas; el segmento S consiste en una serie de
serinas que pueden ser modificadas a través de fosforilacion y tal vez intervengan en la
regulacién de la conformacion de la proteina y tenga actividad de union de iones; el
segmento Y (DEYGNP) esta localizado cerca del extremo N- terminal y muestra
homologia con el sitio de union de las proteinas a nucleétidos, parecido al de las
chaperonas de varios organismos (Amara et al., 2012). También se ha identificado un
segmento rico en lisinas generalmente localizado entre el segmento S y el K y se ha
sugerido que puede participar en la union de las DHNs al DNA o RNA (Yang et al., 2012).
También existe un motivo menos conservado conocido como segmento ¢ que es rico en
aminoacidos polares y que se encuentra intercalado entre los segmentos K y esta presente

en algunas dehidrinas (Battaglia et al., 2008).

Se han reportado que las dehidrinas ERD10 y ERD14 de A. thaliana (LEA 2) pueden

ser fosforiladas en varios sitios, lo que promueve la union a iones metalicos bivalentes; esto
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tal vez puede estar relacionado con su capacidad ion- secuestrante. De los diversos iones
que pueden unir, el calcio es de los mas importantes debido a que se ha sugerido que existe
una ruta de activacion de estas proteinas por calcio. Las dehidrinas también tienen la
capacidad de unirse a membranas gracias a la combinacidn de secuencias cortas que forman
sus motivos (K, S Y y ¢) en donde los segmentos ricos en lisina del segmento K forman
una o hélice amfipatica de union lipidica. En el maiz (Zea mays) en las células del
parénquima escutelar, se encuentran dehidrinas asociadas con areas de membranas ricas en
lipidos y cuerpos proteicos; las dehidrinas preferentemente se unen a pequefias vesiculas
unilamelares compuestas de fosfolipidos acidos a través de la a hélice amfipatica helicoidal

formada por el segmento K (Kovacs et al., 2008).

1.5 Papel de defensa de las proteinas LEA 2 ante la presencia de diferentes tipos
de estrés abiotico.

Las proteinas LEA 2 o dehidrinas (DHN) juegan un rol importante en la respuesta y
adaptacion a diferentes tipos de estrés abiotico como son sequia, alta salinidad y bajas
temperaturas que producen deshidratacion en plantas como A. thaliana, Zea mays y
Hordeum vulgare (Rodziewicz et al., 2014). Esto ha sido ampliamente documentado por
diferentes autores como LoOpez et al. (2003) que encontraron la correlacion entre la
acumulacion de dehidrinas en 7 cultivos de invierno de Triticum aestivum durante la
exposicion a déficit hidrico; tres de estos cultivares mostraron una sobreexpresion
significativa de una dehidrina de 24 kDa en comparacion con los otros. ES importante
tomar en cuenta que dependiendo del tipo de dehidrina que se presente es el tipo de accién
reportada, por ejemplo las dehidirinas basicas o neutras tipo Y,SK; son inducidas por
deshidratacion, las dehidirinas acidas o neutras tipo Y,K,, SK, y K, preferencialmente se
acumulan en respuesta a bajas temperaturas y las dehidrinas tipo K,S responden a
deshidratacion y a bajas temperaturas (Zhu et al., 2014).
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1.5.1 Estrés por calor

Como consecuencia del cambio climético futuros episodios de altas temperaturas se
esperan que ocurran més frecuentemente. El incremento de la temperatura se ha convertido
en un importante tema ya que produce un gran impacto en la produccion de cultivos de
distintas especies. El porcentaje de germinacion de semillas y la eficiencia fotosintética
declina cuando las plantas se encuentran con estrés por calor. Durante el periodo del
crecimiento reproductivo, la funcion de las células tapetal se pierde y las anteras son
disfuncionales. Cuando la temperatura se incrementa, se inhibe el hinchamiento de los
granos de polen durante la floracion y resulta en anteras indehiscentes, una produccién
pobre de granos de polen, y por lo tanto reducen su fertilidad y produccion. Las plantas han
desarrollado varios mecanismos fisiol6gicos y moleculares para resistir el estrés por calor
ya que las altas temperaturas afectan aproximadamente al 2% del genoma de la planta (Qu
et al.,, 2013). Un ejemplo de esto es las plantas CAM, como las cactaceas, que se
encuentran generalmente en regiones que tienen temperaturas muy elevadas durante el dia 'y
frescas en la noche, esto ultimo favorece la apertura de los estomas y la toma de CO,
evitando el riesgo de deshidratacion (Casierra et al., 2006).

Los genes que comprenden principalmente la red de respuesta de estrés térmico en
plantas pueden ser divididos en 2 grupos: el primero incluye componentes de sefializacion
como proteinquinasas y factores de transcripcion; el segundo grupo incluye genes
funcionales como proteinas de choque térmico (Hsps), catalasas (CAT) y los factores de
estrés por calor (Hsf), estos ultimos junto con las Hsps juegan un rol central en la
adquisicion de termotolerancia en plantas, como se muestra en la figura 2. Las Hsf sirven
como componente terminal de la transduccion de sefiales y median la expresion de las Hsp,
sin embargo no se ha logrado incrementar la termotolerancia a traveés de la sobreexpresion
por separado de los genes Hsf o Hsp lo que sugiere que confieren resistencia solo bajo

condiciones sinérgicas en la planta (Qu et al., 2013).

Existen también genes que codifican para proteinas tipo Dehidrina que son

sobreexpresadas ante un aumento de temperatura como el gen BcDh2; la funcion de estas
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dehidrinas ante estrés por calor no es muy clara, sin embargo se cree intervienen en la

proteccion de la célula para evitar un dafio por deshidratacion (Shen et al., 2004).

Heat stress
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Figura 2. Ruta de sefializacion de las HSF-HSP-HSBP1 (Qu et al., 2013). El objetivo de HsfAla es

la respuesta a estrés por calor a través de la induccion de la expresion de HsfAlb y HsfA2, las cuales también

forman coactivadores con las dos proteinas. HsfA2 induce la expresion de varios Hsps. Hsf70, Hsf 101 y
sHsp participan en la reparacion de las proteinas dafiadas. HSBP1 y Hsp70 participan en la regulacion

negativa cuando la respuesta al estrés disminuy6. Durante este proceso, el homotrimero activo HsfA2 es

convertido a monémeros inactivos que participan en el reciclajes de Hsfs.
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1.5.2 Estrés por sequia

La falta de lluvias es uno de los problemas mas frecuentes en la agricultura de todo el
mundo Yy la sequia es una limitante para la produccion de cultivos. La aplicacion de altas
tecnologias ha permitido demostrar que la expresion de genes y la protedmica se ve alterada
también durante el estrés por sequia (Sunkar, 2010). La alta osmolaridad y bajas
temperaturas también conllevan a que la planta se vea sometida a estés hidrico y una de las
principales respuestas a éste es la modificacion de la expresion génica, relacionada con la
produccion de enzimas clave en la via de sintesis de osmolitos (proteinas con funcion
protectora), enzimas antioxidantes, factores de transcripcion y otras proteinas involucradas
en las respuestas al estrés hidrico. Los osmolitos, permiten el ajuste osmotico y facilitan la

toma de agua por la planta (Moreno, 2009).

De acuerdo con los requerimientos de agua, las plantas pueden ser consideradas como
hidréfitas si estdn adaptadas a vivir total o parcialmente sumergidas en el agua (en general
no toleran potenciales hidricos mas negativos de -5 a -10 bares); mesoéfitas si estan
adaptadas a un aporte moderado de agua (en general no toleran potenciales hidricos mas
negativos de -20 bares) y xerofitas si estdn adaptadas a ambientes aridos (en general no
toleran potenciales hidricos méas negativos de -40 bares). Las plantas a lo largo de su
desarrollo experimentan algln grado de estrés por déficit hidrico; en los sistemas naturales
un déficit de agua puede ser el resultado de bajas precipitaciones, baja capacidad de
retencion de agua del suelo, excesiva salinidad, temperaturas extremas frias o calientes,
baja presion de vapor atmosférico o una combinacién de estos factores. Las plantas han
respondido al estrés hidrico desarrollando evolutivamente adaptaciones tanto a nivel
morfolégico como anatémico, celular y molecular, que les permiten vivir en condiciones de
constante estrés hidrico(Moreno, 2009). Entre las dehidrinas que son capaces de brindar
una proteccion ante estrés hidrico se encuentran la ERD10 y ERD14 de Arabidopsis,
DHNL1 de Zea mays y DHN5 de trigo, brindando proteccion a diferentes niveles como es a
diversas moléculas y componentes celulares como membranas y a fosfolipidos de vesiculas
(Hanin et al., 2011).
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1.5.3 Estrés osmotico por alta salinidad

La salinidad también afecta el crecimiento y produccion de los cultivos porque reduce
el potencial hidrico de la solucién del suelo lo que hace que disminuya la disponibilidad de
agua creando un desequilibrio nutritivo, dada la elevada concentracion de elementos (Na®,
Cl) que pueden interferir con la nutricion mineral y el metabolismo celular. En
consecuencia los diversos efectos observados a distinta escala, desde reduccion de
turgencia y crecimiento, hasta la pérdida de la estructura celular por desorganizacion de
membranas e inhibicion de la actividad enzimatica, son el producto combinado del estrés
hidrico, toxicidad ionica y el desequilibrio nutricional (Chavez y Gonzélez, 2009). En
Cereus validus se encontré que el metabolismo CAM se inhibe en un 67% como
consecuencia de la salinidad por NaCl; pero existen plantas resistentes a este tipo de estrés
como los cactus de las llanuras salinas cerca de Chichiriviche, Venezuela que estan
expuestos a condiciones altamente salinas del suelo Unicamente durante la estacion seca y
en esta temporada no presentan raices activas para la absorcién, por lo que no acumulan
NaCl y durante el resto del afio, la alta precipitacion limita el estrés salino (Casierra et al.,
2006).

La salinidad también afecta la fotosintesis, principalmente a través de la reduccién del
area foliar, el contenido de clorofila y la conductancia estomatica, y en menor extension a
través de una disminucion de la eficiencia del fotosistema Il. Los efectos adversos de la
salinidad pueden influir sobre el ciclo celular y la diferenciacion, ya que detiene
temporalmente el ciclo celular reduciendo la expresion y actividad de ciclinas y
proteinasquinasa dependientes de ciclinas, lo que trae como resultado menos células en los
meristemos y un crecimiento limitado (Chavez y Gonzéalez, 2009). Casierra et al. (2006)
report6 que la aplicacion de 100 mM de NaCl redujeron el crecimiento alrededor de 50%
en Ferocactus acanthodes y Trichocereus chilensis asi como también evalué el efecto de
varias concentraciones de NaCl en el crecimiento y desarrollo de plantas del género
Furcraea y encontrd que a pesar de que la salinidad tuvo un efecto minimo sobre la
reduccion en el area foliar en las especies evaluadas, la concentracion de NaCl afectd
negativamente la produccion de materia seca y la eficiencia agrondémica en el uso del agua,
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lo que en conjunto seria la resultante de una tasa fotosintética reducida. Por otra parte, en
plantas resistentes, una concentracion de 400 a 600 mM de NaCl puede inducir que la
planta hal6fita anual Mesembryanthemum cristallinum cambie de fotosintesis C3 a CAM

para poder hacer frente a este tipo de estres.

La salinidad, asi como las altas temperaturas y la sequia pueden causar la
desnaturalizacion y la pérdida de funciones en numerosas proteinas. Se han identificado
varios grupos de proteinas LEA en cereales, de las cuales las pertenecientes al grupo 2 son
las proteinas solubles mas eminentes, inducidas por el estés osmético (Casierra et al.,
2006). Roychoudhury (2007) cre6 plantas transgénicas de tabaco que expresan el gen
Rab16A, este gen codifica para una proteina tipo DHN donde la expresion del gen esta
controlada por un promotor inducible por la salinidad, lo que conlleva a una acumulacién
de la proteina en las hojas de las plantas transgénicas sometidas a este tipo de estrés. Las
mismas mostraron un incremento significativo en la tolerancia a la salinidad y tasas de
crecimiento sostenidas bajo condiciones estresantes. Adicionalmente mostraron un
incremento en la produccion de osmolitos tales como azlcares reducidos, prolina y
poliaminas. También mostraron una mejor maquinaria antioxidante y un balance mineral
mas favorable, lo que se reflejo en los reducidos niveles de peroxido de hidrogeno y de
peroxidacion lipidica, menor pérdida de clorofila, asi como menor acumulacion de sodio y
mayor acumulacion de potasio. Estos resultados establecen el posible papel del gen Rab16A
en conferir tolerancia a la salinidad sin afectar el crecimiento y el rendimiento de las

plantas transformadas (Chavez y Gonzalez, 2009).
1.5.4 Estrés por bajas temperaturas

Los cactus son extremadamente tolerantes a la sequia y a altas temperaturas pero
relativamente sensibles a bajas temperaturas, dependiendo la especie. Sin embargo las
plantas se pueden aclimatar en poco tiempo cambiando la sensibilidad de los drganos a
temperaturas extremas en cuestion de dias. Se ha observado que un bajo flujo de fotones
fotosintéticos pueden repercutir en una baja concentracion local de azucares, lo cual puede

hacer que ciertos tejidos sean mas susceptibles a dafio por bajas temperaturas. El dafio por
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congelamiento es debido generalmente a una deshidratacion celular acompafiada de
formacion de hielo extracelularmente, en ambos casos el metabolismo celular se ve
interrumpido (Nobel y Zutta, 2008). Nobel y Zutta (2008) analizaron la tolerancia a
distintas temperaturas en tallos y raices en las especies Opuntia robusta y Nopalea
cochenillifera observando el efecto que tiene la aclimatacion a la sequia. Se presento la
muerte de la mitad de las células o temperatura letal media (LT50) de tallos y raices cuando
se expusieron 60 minutos a temperaturas de -7°C y a 57°C; ambas tolerancias son tipicas de
los cactus, sin embargo cuando se aclimataron paulatinamente a altas y bajas temperaturas
la muerte se dio a los 4°C y a los 65°C en ambas especies. La aclimatacién envuelve
muchos factores como lo demuestran Nobel y Loik (1993) en su trabajo donde observan
que la aclimatacion de los tallos de Ferocactus viridescens y Opuntia ficus-indica es
similar a la de N. cochenillifera y O. robusta, pero el rango es mucho mas amplio en
especies como Opuntia fragilis que se extiende por norte américa hasta Alberta, Canada, y
que cuando es aclimatada puede tolerar 60 minutos a -40°C, que es aparentemente la mas
alta tolerancia a bajas temperaturas que se ha demostrado que existe en las cactaceas. Estos
autores también observaron que la acumulacion endogena de acido abscisico (ABA) se ve
modificada cuando la temperatura va bajando, mostrando que la concentracién va
aumentando cuando la temperatura va disminuyendo, obteniéndose cantidades de 0.4 pmol
g™ de peso fresco de ABA en temperaturas de 30 a 20°C, pero cuando se disminuy6 la
temperatura de 10 a 0°C se incrementé a 84 pmol g™ de peso fresco en O. ficus-indica y a
49 pmol g* de peso fresco en O. fragilis. Estos autores también demostraron que la
aplicacion exdgena por aspersion de ABA lograba que las plantas potenciaran su tolerancia
al frio encontrandose que se incremento la resistencia en 0.5°C en F. viridescens, 4.1°C en
O. ficus-indica pero en O. fragilis el aumento fue de hasta 23.4°C en la tolerancia. El gen
OpsDHN1 codifica para una dehidrina SK3 de O. strepthacanta que se ha observado se
sobreexpresa ante la presencia de frio y que la expresion se ve potenciada cuando hay un

proceso de aclimatacion (Ochoa et al., 2012).
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1.6 Induccion de la expresion de los genes tipo DHN por acido abscisico

El &cido abscisico (ABA) juega roles fisiolégicos regulatorios en la iniciacion y
mantenimiento de la dormancia de semillas y botones florales, e influye en otros aspectos
del desarrollo vegetal por interaccion, usualmente como antagonista con auxinas,
citocininas y giberelinas. También inhibe el crecimiento y la apertura estomatica y es un
elemento de respuesta importante cuando se presenta estrés de tipo abidtico. En
condiciones normales el ABA llega a las hojas, difundido a través del mesdfilo, que por
hallarse a un pH levemente &cido (pH=6,3), favorece la protonacion del ABA (forma
ABAH), lo que incrementa su lipofilia y permite que éste difunda libremente hacia todos
los elementos celulares, llegando con baja concentracion a nivel de los estomas y que por lo
tanto éstos se abran. Cuando las hojas estan estresadas el pH del meséfilo se vuelve
ligeramente bésico (pH=7,2) de modo que el ABA se encuentra principalmente en forma
anionica y no difundira hacia las cavidades celulares, lo que asegura que llegue a las células
oclusivas estomatales en buena concentracion y facilite el cierre de estas estructuras (Taiz y
Zeiger, 2006).

El ABA también esta involucrado en el proceso de adaptacion de la planta a diferentes
tipos de estrés ambiental, y se ha comprobado que durante el estrés los niveles de ABA se
incrementan en los tejidos vegetativos. Esta relacion llevd a proponer que el ABA es uno
de los mediadores de dichas respuestas y que sus niveles en la planta pueden ser
determinantes del comportamiento frente a una condicion de estrés. Estos niveles son
modulados por un balance preciso entre la biosintesis y el catabolismo de esta hormona.
Aungque muchos genes que se expresan durante el estrés hidrico estan regulados por el
ABA, se ha encontrado que la expresion de algunos es total o parcialmente independiente
de ABA. El andlisis de la expresion de genes en diferentes plantas mutantes afectadas en la
respuesta al déficit hidrico como las aba (bloqueadas en la sintesis de ABA) y las abi
(insensibles a ABA) ha permitido identificar varios genes importantes en dicha respuesta.
Entre las proteinas mas importantes por su efecto protector potencial estan las LEA y las
que funcionan como antioxidantes. Durante el estrés hidrico también se induce la expresion
de varios factores de transcripcion que median la respuesta de genes en estrés hidrico,

33



algunos de los cuales se unen a secuencias especificas en la region promotora de los genes

0 secuencias cis- acting (Moreno, 2009).

Por ejemplo en el proceso de aclimatacion un amplio nimero de genes Cor (respuesta a
frio)/LEA son transcripcionalmente activados para producir la acumulacion de proteinas y
metabolitos que dan proteccion a las estructuras celulares. Las regiones promotoras de los
genes de respuesta Cor/ Lea que responden a estrés abidtico contienen motivos de
elementos regulatorios en cis (cis-acting) que regulan las rutas de sefializacion ABA
dependientes e independientes. Se identificd el elemento cis acting ABRE (elemento de
respuesta a ABA) en regiones promotoras en genes de respuesta a ABA como son los genes
LEA 2 Rabl16, Em (Kobayashi et al., 2012) y wzyl-2 de trigo (Zhu et al., 2014). Se
encontr6 que el gen WDREB2A (DRE: elemento de respuesta a deshidratacion, B: proteina
de uniodn tipo 2) aislado de trigo acta como un factor de transcripcion de los genes Cor/
Lea aumentando asi la tolerancia a multiples tipos de estrés abidtico (Kobayashi et al.,
2012). Otro elementos de respuesta a sequia es el CE3 (elemento de acoplamiento)
encontrado en varios promotores de genes LEA como BcDh2 que acta también como un
elemento coactivador de los elementos de respuesta ABRE (Shen et al., 2004), estos
elementos de respuesta tipo ABRE pueden ser encontrados en varias copias como en el gen

wzyl-2 de trigo donde esta presente en 2 copias (Zhu et al., 2014).

Durante el desarrollo embrionario y en la gran mayoria de los casos indicados para
diferentes tipos de estrés medioambiental, la induccion de la expresion de los genes LEA
esta mediada por el ABA. El agua, como resultado de su constante dieléctrica, mantiene in
vivo la estructura de proteinas y fosfolipidos, y es posible que proteinas tales como la LEA
D-11 de algoddn, sustituyan el agua y mantengan la estructura de proteinas y membranas

en ausencia de esta (Moreno, 2009).
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1.7 Papel de las proteinas tipo dehidrina ante estrés Bidtico

Las plantas se encuentran en continuo contacto con distintos organismos a lo largo de
su vida. Bajo condiciones naturales, interactan ademas con un gran numero de
microorganismos potencialmente patogénicos, sin embargo las plantas normalmente
permanecen sanas debido, en parte, a la manifestacion de varios mecanismos de defensa
(Madriz, 2002). De acuerdo con los axiomas de resistencia planteados por Browning (1980)
la resistencia y la avirulencia son la regla mientras que la susceptibilidad y la virulencia son
la excepcion. Este autor propone ademas que la resistencia y la susceptibilidad son los
extremos de un continuo y que la inmunidad es absoluta. Los genes que determinan la
resistencia oligogénica y la susceptibilidad en la planta, son complementarios a los genes
que determinan la virulencia y la avirulencia en el patégeno. Otros autores como Keen
(1992) sefiala que para las plantas que se desarrollan bajo condiciones naturales, la
enfermedad es la excepcion y no la regla, lo cual no siempre es cierto bajo las condiciones

que prevalecen en la agricultura moderna.

La especificidad en las interacciones planta-patogeno depende tanto del genotipo de la
planta como del patdgeno. La especificidad observada sirve para seleccionar la interaccion
que proporcione una ventaja para una de las partes (patogénesis o resistencia), o para
ambos organismos (simbiosis). Como consecuencia de una estrecha coevolucion, muchos
microorganismos se desarrollan de una forma patogénica solo en un ambito limitado de
hospedantes, frecuentemente a nivel de género, especie y subespecie. De forma similar, las
especies y cultivares de plantas, por lo general son susceptibles solamente a pocos
aislamientos o razas de patdgenos. La virulencia es un concepto estrechamente ligado a la
habilidad del patogeno de superar la resistencia de la planta. La resistencia vertical
(monogénica u oligogénica) y la resistencia horizontal (poligénica) son los extremos de
todo un espectro de niveles de resistencia. Sin embargo, en términos genéticos, la raza de
un patdgeno es virulenta si produce enfermedad y avirulenta si no produce enfermedad a un
cultivar determinado. Para dividir adecuadamente la interrelacion entre los dos organismos
es conveniente utilizar los términos interaccion compatible e interaccion incompatible. Una
relacion compatible se refiere a una interaccion entre una raza virulenta y un cultivar
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susceptible, mientras que una relacion incompatible se establece cuando el hospedante es
resistente y el patdgeno es avirulento. Las interacciones incompatibles se caracterizan por
estar mediadas por sistemas de reconocimiento que activan la expresion de mecanismos de
defensa que frecuentemente estan asociados a la manifestacion de la reaccion hipersensible.
Por el contrario, en las interacciones compatibles el reconocimiento no se lleva a cabo, la

respuesta de defensa no es activada y la enfermedad se establece (Madriz, 2002).

Resistencia y tolerancia son diferentes estrategias de las plantas contra las
enfermedades. La resistencia consiste en evitar que los hospederos sean parasitados o en
reducir el algun grado el parasitismo; la tolerancia esta enfocada a reducir el impacto fisico
del parasitismo en los hospederos infectados donde estos mecanismos frecuentemente
envuelven alguna capacidad de compensacion al dafio, como es la habilidad de las plantas
para crecer nuevamente y/o la capacidad de reproducirse después del dafio.
Consideraciones tedricas predicen que en algunas circunstancias donde existen las dos,
(resistencia y tolerancia) se tendran hospederos con menos ventajas sobre los hospederos
que exhiben solamente una de ellas, sin embargo la evidencia empirica ha proporcionado
resultados mixtos (Medel, 2001). Aunque diferentes estudios en correlacion y
experimentacion soportan que los rasgos de resistencia se debe a roles adaptativos, es
mucho menos conocido el hecho de la evolucion y mantenimiento de los rasgos de

tolerancia en las plantas populares naturales (Shonle y Bergelson, 2000).

Las plantas resisten al ataque de patdgenos mediante diferentes estrategias de defensa
que pueden ser mecanismos constitutivos 0 mecanismos de defensa adquirida por factores
bidticos y abidticos (Montes, 2009). Ambas preforman la naturaleza pasiva y activa
respectivamente de los procesos de defensa que estan envueltos en la prevencion de la
entrada del patégeno a la planta o de la obtencién de nutrientes para su crecimiento y
reproduccion (Narayanasamy, 2008).

Los mecanismos constitutivos incluyen barreras fisicas y quimicas que pueden ser
inducidos o0 no; entre las barreras fisicas se encuentran capas gruesas de cuticula, presencia

de tricomas, deposicidn de ceras (Madriz, 2002), procesos de lignificacion, suberizacion y
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formacion de calosas; pueden estar presentes en determinadas etapas o en todo el ciclo
bioldgico de la planta o bien formarse en respuesta al inicio de un proceso infectivo. La
cuticula gruesa en el caso de las plantas xerofitas, ademas de su papel para retener
humedad, también les sirve de barrera fisica para impedir la entrada de hongos y bacterias,
como por ejemplo una capa cerosa en la cuticula de las hojas de algunas especies de
plantas, impide la formacion de peliculas de agua en la superficie foliar después de las
lluvias, lo que desfavorece la germinacion de las esporas de hongos fitopatdgenos. Si se
comparan especies xerofitas de plantas, como Opuntias y Agaves, con especies
subtropicales, como el jitomate y la papa, en cuanto a diversidad de fitopatogenos las
diferencias son notables ya que las especies subtropicales tienen tejidos mas susceptibles a
una mayor diversidad de patogenos y se desarrollan en condiciones climaticas mas

favorables para esos patdgenos (Montes, 2009).

La defensa inducida, también conocida como Resistencia Sistémica Adquirida
(RSA), es un sistema complejo que parte de una sefial quimica o elicitor que desencadena
la produccion de enzimas del metabolismo secundario, cuyo uno de los resultados finales
seria la sintesis de compuestos antimicrobianos, los cuales afectan a los patogenos, a los
consumidores de las plantas y otros enemigos naturales (Montes, 2009); este mecanismo de
resistencia utiliza las vias del acido saliscilico para activar las defensas que involucran
cambios claros en el metabolismo provocados por la expresion diferencial de genes,
Ilamados genes PR (relacionados con la patogénesis), por lo tanto el analisis de la actividad
elicitora o inductora de las moléculas de superficie es importante para entender las bases
moleculares para inducir la resistencia a enfermedades (Hase et al., 2006). Hay una gran
correlacion entre la percepcion de los elicitores y la resistencia a los patdgenos en las
interacciones gen por gen y su reconocimiento ocurre solamente en los genotipos
hospederos resistentes (Narayanasamy, 2008), lo anterior actla de acuerdo a la hipotesis del
gen por gen propuesta por Flor (1971) en la cual se evidencia la existencia de genes en la
planta que confieren resistencia a una raza particular de un patégeno; este autor propone
que los inductores especificos son proteinas codificadas por los genes Avr de avirulencia

presentes en el patdgeno y que son capaces de inducir las repuestas de defensa en cultivares
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que posean los correspondientes genes R de resistencia. De esta forma, el reconocimiento
tiene lugar cuando ocurre una interaccién entre las proteinas codificadas por los genes R y
los correspondientes productos de los genes Avr del patdgeno. Esta interaccion da origen a
una cascada de sefiales y otras vias de transduccién que finalmente llevan a la expresion de

genes asociados a la defensa (Fan et al., 2009) (Figura 3).

La RSA envuelve la produccion de novo de fitoalexinas y proteinas PR (proteinas
relacionadas con la patogénesis); las primeras son muy caracteristicas de la respuesta local
y las proteinas PR ocurren local y sistémicamente (Heil y Bostock, 2002). La limitacién de
la actividad de agentes patdgenos y crecimiento se le atribuye a la familia PR-2 como las p3-
1,3-endoglucanasas y las PR-3, -4, -8 y -11 como las endoquitinasas, las cuales acttuan
contra infecciones por hongos (Van Loon et al., 2006; Sanchez et al., 2012). Las quitinasas
asi como los inhibidores de proteinasas (PR-6), pueden también combatir nematodos e
insectos herbivoros. Miembros de la familia PR-8 también poseen actividad lisozomal y tal
vez la dirigen contra bacterias, mientras que las defensinas (PR-12) y tioninas (PR-13)
tienen una actividad antibacterial y antifingica de amplio espectro. Algunas proteinas de
transferencia de lipidos (PR-14) tienen actividad antibacterial y antifingica también; los
miembros de la familia PR-1 y los de la PR-5, tipo —taumantina, han sido asociadas con
actividad contra oomycetes y que son capaces de generar una proteccion tanto ante estrés
bidticos como ante estrés abiotico (Van Loon et al., 2006). En las células adyacentes a la
respuesta hipersensible se observa el engrosamiento de las paredes celulares por
incorporacion de proteinas estructurales o lignina, deposicién de calosa y la induccion de la

sintesis de fitoalexinas (Camarena y de la Torre, 2007)

Existe otra forma de resistencia sistémica descubierta al aplicar a distintas plantas
diferentes cepas de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) tipo
Pseudomonas sp las cuales no causan dafios visibles en el sistema de raices de las plantas;
este tipo de resistencia fue denominada Resistencia Sistémica Inducida (RSI) que se da
por inductores o elicitores provenientes de estimulos abidticos o de organismos no
patogenos (Camarena y de la Torre, 2007). Segun Camarena y de la Torre (2007) la RSI no
causa la acumulacion de proteinas relacionadas con la patogénesis ni acido salicilico, sino
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que se utilizan las vias reguladas por el acido jasmdnico y el etileno (Figura 3). Sin
embargo, aunque faltan mas estudios, Hase et al. (2006) determind que Pythium
oligandrum (PO), un oomycete micopatogeno, tiene el potencial de suprimir enfermedades
fangicas y bacterianas en plantas, mediante su capacidad elicitora, activando los genes que
expresan la B-1,3-glucanasa (PR-2b), quitinasa basica (PR-3b) y la proteina tipo -
taumantina (PR-5b) las cuales son codificadas por genes relacionados con la patogénesis.

RECONOCIMIENTO
(genes R y genes Avr)

‘ Estallido oxidativo ’

[

Sefiales Sistémicas | ' Respuesta Hipersensible

|

‘ Factores de transcripcion ‘

Acido Jasménico 41_ l

Etileno | ‘ Acido Saliscilico W Mecanismos de
defensa
| RSI RSA |
Tejido vecino con Tejido local con
expresion de expresion de
resistencia especifica | resistencia especifica

Figura 3. Expresion de la resistencia sistémica adquirida e inducida. Los genes RSA expresan
proteinas relacionadas a la defensa (enzimas) y proteinas relacionadas a la patogénesis (PR). Otros
mecanismos de defensa incluyen: deposicion de calosa, engrosamiento de la pared celular y sintesis de

fitoalexinas.

El estimulo elicitor se puede dar por los polimeros de azucar que conforman la pared
celular tanto de hongos como de las células vegetales, asi como la muerte del tejido
hospedante causada por el ataque del patégeno o por una reaccion de hipersensibilidad que
libera componentes de la pared celular vegetal que inducen la activacion de defensa en
tejidos adyacentes. Esta reaccion de defensa también se puede activar de forma no

especifica por factores como el choque térmico, la sequia, diversas sustancias quimicas y la
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luz ultravioleta; este tipo de inductores abidticos activan respuestas de defensa ya que
provocan heridas y dafio fisico en los tejidos (Agarwal y Agarwal, 2014). Se ha demostrado
que algunas proteinas tipo dehidrina son sobreexpresadas ante fitohormonas que se
producen cuando un estrés bidtico esta presente, entre estas dehidrinas se encuentra la
TaDHN de Triticum aestivum (Shakirova et al. 2005), la BcDh2 de Boea crassifolia (Shen
et al. 2004), la Dc3 de Daucus carota (Siddiqui et al., 1998).

1.8 Moléculas de sefalizacion biosintetizadas en respuesta a estrés

Se ha descrito que en los sistemas vegetales existen tres principales fitohormonas las
cuales son las responsables de varias respuestas de defensa en contra de diversos patégenos
y en contra de estrés abiotico, éstas son: &cido saliscilico (SA), acido jasmonico (JA),
etileno (ET). Estas moléculas pueden actuar sinérgica o antagénicamente en la transduccion
de sefiales para que se dé la activacion de los complejos de genes de defensa en las plantas.
Otros factores como las condiciones de crecimiento, tipo de tejido, edad y otras hormonas

como el ABA afectan la respuesta (Memelink, 2009).

Para el caso del SA, existen evidencias de que participa en el sistema de defensa de las
plantas contra el ataque por patdgenos biotréficos y hemibiotroficos y que activa la RSA.
El JA y el ET se asocian con la defensa ante el ataque por patdgenos necrotrofos o insectos
herbivoros, que intervienen para que se dé la RSI. Se ha descrito que las rutas de SA y
JA/ET son mutuamente antagonistas; sin embargo, también se han reportado evidencias de
interacciones sinérgicas entre estas vias, lo cual sugiere que la red de sefializacion activada
y utilizada por la planta es dependiente de la naturaleza del patdgeno, asi como de su modo
de ataque (Rangel et al., 2010).
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1.8.1 Acido Saliscilico

El &cido salicilico (SA) es un fenol producido por las plantas, el cual posee un anillo
aromatico con un grupo hidroxilo; es moderadamente soluble en agua pero altamente
soluble en solventes organicos polares. Sus propiedades fisicas sugieren que el SA puede
ser transportado, metabolizado y/o conjugado en las plantas. Por otra parte el SA aplicado
exogenamente parece ser llevado lejos del sitio de aplicacion inicial a otros tejidos de la
planta donde generard una respuesta. Tiene influencia en procesos fisioldgicos vy
bioguimicos como es la fotosintesis, absorcion de iones, permeabilidad de la membrana,
actividad enzimatica, floracion, produccién de calor, crecimiento y desarrollo de las plantas

asi como de germinacion de semillas y defensa ante patogenos (Hayat y Ahmad, 2007).

El SA enddgeno es una sefial importante implicada en la activacion de la respuesta de
defensa de la planta ante hongos, bacterias y virus. Plantas de tabaco infectadas con el
TMV (virus del mosaico del tabaco) demostraron una acumulacion substancial de SA,
adquirieron resistencia a infecciones posteriores y se desarroll6 la resistencia sistémica
adquirida (RSA) en estas plantas (Yalpani et al., 1991), lo anterior se da gracias a la
sefializacion que el SA induce para que se dé la expresion de genes PR y la respuesta
hipersensible (HR). Glass (1974) demostrd que el SA y otros elicitores producidos por la
entrada del patogeno es la primera sefial de reconocimiento por los receptores de la
membrana plasmatica. La interaccion entre los receptores de la membrana y los elicitores
(SA) activan una cascada de reacciones que resulta en la expresion de los genes PR y la
despolarizacion de la membrana lo cual juega un papel importante en la cadena de estas
reacciones. Los cambios en la permeabilidad de la membrana por iones, un decremento en
los gradientes de concentracion transmembranales y la despolarizacion de la membrana
plasmaética son necesarios y suficientes para la induccion de genes de respuesta a heridas
(Schaller y Frasson, 2001).

En semillas de trigo tratadas con SA se puede producir una acumulacion transitoria de
AlA y ABA, que es del modo en el que se acumula el efecto promotor de crecimiento en
plantas. Por lo tanto este incremente del contenido de ABA tal vez contribuye en la
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preadaptacion de las plantas a diferentes tipos de estrés, no solo abidtico sino también
bidtico, puesto que ABA tiene un rol clave en la induccion de la sintesis de un alto rango de
proteinas de estrés y de proteinas PR en particular (Hayat y Ahmad, 2007). Otros
experimentos demuestran la influencia de SA sobre las dinamicas de la acumulacion de
ABA vy el nivel de la actividad de transcripcion del gen que codifica para una dehidrina de
trigo llamada TaDHN y segun Shakirova et al. (2005) la habilidad de SA en incrementar
los niveles de RNAm de ésta dehidrina, esta precedido por la acumulacion de ABA
inducida por el SA. Estos datos indican la implicacion de algunas dehidrinas en el espectro
de accion protectora mediada por ABA influenciada por SA en las plantas de trigo. Sin
embargo Shen et al. (2004) demostraron que la dehidrina BcDh2 es débilmente
sobreexpresada al exponer a las plantas de Boea crassifolia a 0.1 y 0.5 mM de SA, asi
como también reportan elementos cis- acting de respuesta a SA en el promotor de este gen
(W box), lo que demuestra que BcDh2 tal vez no es el principal factor de defensa ante

patdgenos, pero si regula algunas rutas de sefializacion coordinadamente.

1.8.2 Acido Jasmonico y Etileno

El &cido jasménico (JA) y sus derivados (JAsS) constituyen una familia de oxilipinas
bioactivas que regulan la respuestas de las plantas ante estimulos ambientales y de
desarrollo. Estas sefiales moleculares afectan una gran variedad de procesos de las plantas
que incluyen la maduracion de la fruta, produccion de polen viable, elongacién de raices,
respuesta ante heridas, estrés abidtico y en la defensa contra insectos y patdgenos
necrotrofos (Memelink, 2009).

Se han descubierto nuevos loci involucrados en la sefializacion del JA y uno de ellos es
el Jasmonato Intensitive 1 (JAI1/JIN1). JIN1 codifica a AtMYC2 un factor de transcripcion
cuya expresion es rapidamente sobrerregulada por el JA en una manera dependiente del
receptor Coronatine Insensitivel (COI1). AtMYC2 diferencialmente regula la expresion de

dos grupos de genes inducidos por JA, el primer grupo incluye a los genes involucrados en
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la respuesta de defensa contra patdgenos y es reprimida por AtMYC2. El segundo grupo
integra a los genes involucrados en la respuesta ante heridas mediada por JA y son
activados por AtMYC2. Por el contrario el Factor de Respuesta (o elemento cis-acting) a
Etileno 1 (ERF1) posiblemente regula la expresion del primer grupo de genes y reprimen al
segundo; estos resultados ponen de manifiesto la existencia de dos ramas en la via de
sefializacion JA, antagonicamente regulado por AtMYC2 y ERF1, que son coincidentes con
las respuestas alternativas activadas por JA y ET a dos diferentes tipos de estrés que son el

ataque de patdgenos y heridas (Lorenzo et al., 2004).

La secuencia cis-acting mas comun que media la respuesta de genes inducidos por
jasmonatos es el motivo GCC y la G-box (Memelink, 2009). ElI motivo GCC (GCCGCCQC),
en el promotor del gen relacionado con la patogénesis PDF1.2, se expresa ante JA. Pero
también el motivo GCC ha demostrado funcionar autbnomamente como elemento de
respuesta a etileno por lo tanto el gen PDF1.2 es sinérgicamente inducido por la
combinacion de JA y ET, aunque no todos los motivos GCC confieren induccion de
expresion genética ante estos compuestos (Brown et al., 2003). La G- box (CACGTG) o
secuencias parecidas a la G- box (ej. AACGTG) son también un elemento de respuesta
esencialmente sensibles a jasmonatos, este elemento estd presente en el promotor de
muchos genes como por ejemplo en el gen inhibidor de las proteasas tipo 2 (PIN2), en el
gen que codifica para la leucina aminopeptidasa de tomate (Memelink, 2009) y también se
ha encontrado que es parte del promotor de algunos genes que codifican para Dehidrinas
(Zhu et al., 2013). El elemento G- box es negativamente afectado por ET por lo tanto solo
responde a JAs (Memelink, 2009). Otro elemento de respuesta que se ha reportado en
varios promotores de genes de dehidrinas, con varias repeticiones, es el elemento WUN el
cual es un elemento de respuesta ante heridas o dafio mecéanico (Shih et al., 2008).

El ET es bien conocido como un importante componente para que se desarrolle una
lesion necrdtica local o una reaccion hipersensible y se induzca la resistencia sistémica
inducida contra un amplio espectro de patdgenos en plantas. La RSI en muchas especies de
plantas colonizadas por Pseudomonas fluorescens cepa WCS417r, requieren la mediacion
de las rutas de sefialamiento del etileno en combinacion con el JA. En Arabidopsis
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thaliana, las plantas que expresan RSA son las primeras en inducir la produccion de etileno
y la expresion de genes responsables despues de la elicitacion por la infeccion del
patogeno, sugiriendo que el incremento de la capacidad de producir etileno tal vez
contribuye a potenciar la capacidad defensiva contra los patdégenos ya gque induce a su vez
la RSI. Por ejemplo la aplicacion exdgena de etileno a A. thaliana induce la actividad de los
genes de defensa, como son las proteinas PR-1b y PDF 1.2. Pero la sobreexpresion del
factor de respuesta 1 (ERF1) y 5 (ERF5) en Arabidopsis y tabaco confiere resistencia
potenciada contra Botrytis cinerea, Plectosphaerella cucumerina, Fusarium oxysporum y al
virus del mosaico del tabaco. Sin embargo el rol del etileno y el etileno mediado por la
transduccion de sefiales para la activacion de la respuesta de defensa no estd bien
establecida (Hase et al., 2006).

Recientemente se han descubierto dos elementos de respuesta a jasmonatos Ilamados
JASEIL (5’-CGTCAATGAA-3") y JASE2 (5’-CATACGTCGTCAA-3) identificados en el
promotor del gen OPR1 en Arabidopsis; JASEL es un nuevo motivo sin secuencias
homdlogas hasta ahora reportadas, mientras que JASE2 posee una secuencia central ACGT
la cual es también encontrada en la G-box. EI gen OPR1 contienen los motivos JASE1/2 en
su promotor, y se ha demostrado que es inducible por heridas en plantas mutantes (He y
Gan, 2001). Muchos miembros de los factores de transcripcion AP2/ERF
(APETALAZ/Ethylene Response Factor) son importantes en la expresion de genes
inducidos por JA. Los dominios de las proteinas recombinantes AP2/ERF de diferentes
subfamilias han demostrado unir, en estudios in vitro, dos elementos cis- acting similares;
el primero es la unié de proteinas de la subfamilia ERF con la caja GCCA, la cual se ha
encontrado en muchos promotores de genes de defensa a estrés bidtico; el segundo son la
unié de las proteinas pertenecientes a la subfamilia CBF/DREB unido con los motivos
CRT/DRE (C-repeat (CRT)/dehydration-responsive element), los cuales se presentan en los
promotores de los genes de respuesta a deshidratacion y a bajas temperaturas (Memelink,
2009; Zhu et al., 2014).

La dehidirina Dc3 aislada de zanahoria (Daucus carota) es inducida también por el &c.
jasmonico y etileno ya que tiene en el promotor del gen una secuencia tipo G box, ademas
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de tener otros elementos de respuesta sensibles a etileno por lo que también es capaz de
responder ante esta esta molécula; los resultados anteriores se demostraron en plantas que
fueron bloqueadas para la produccion de acido abscisico por lo que es evidente que el gen
Dc3 puede ser inducido por estas fitohormonas ademas de por el ABA (Siddiqui et al.,
1998). Otros genes LEA tipo 2 que son inducidos por JAs y ET son el PgDhnl aislado de
Picea glauca donde Richard et al. (2000) demuestran que el JA, MeJa (metil jasmonato) y
etileno, ademas de ABA, pueden inducir su expresion. Shen et al. (2004) reporta también
que el gen BcDh2 es inducido por MeJa, pero no realizan experimentos para demostrar si la
expresion se da también ante etileno, sin embargo cuando analizan los elementos cis-acting
del promotor encuentran elementos de respuesta a etileno (ERE). El promotor del gen
wzyl-2 también tiene elementos de respuesta que inducen la expresion del gen
importantemente por MelJa y SA, y es menos expresado por ABA aunque tiene varias

repeticiones de elementos de respuesta tipo ABRE (Zhu et al., 2014).

1.9 Interaccidn entre el estrés biotico y abiético en plantas.

Las plantas son capaces de activar una respuesta especifica y Unica cuando estan
sujetas a una combinacion de multiples estrés, y particularmente en combinaciones de
estrés biodtico y abiotico las rutas de sefalizacién pueden actuar antagénicamente. La
resistencia a estrés abiotico ha sido demostrada en una gran variedad de cultivos a través de
la manipulacion genética de factores de transcripcion (TFs), proteinas LEA y proteinas
antioxidantes; sin embargo no se realizan siempre pruebas de susceptibilidad a otros tipos
de estrés bidtico o abiotico distintos. Esto puede tener consecuencias desagradables en
variedades mejoradas que pueden responder imprevisiblemente cuando se cultivan en
campo (Atkinson y Urwin, 2012), un ejemplo de esto estd dado por plantas transgénicas
que sobreexpresan la enzima P5C necesaria para la biosintesis de prolina y que se ha
encontrado que en la combinacién de estrés por desecacion y por calor, las plantas
acumulan sacarosa en sus células en lugar de prolina, tal vez para proteger a la mitocondria

de los altos niveles de P5C potencialmente toxicos, esto lo hace en respuesta a una
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combinacion especifica de estrés de una manera no aditiva con efectos que posiblemente no
han sido predichos en estudios anteriores de estres individual con un enfoque integrado
(Rizhsky et al., 2004).

Algunos factores de transcripcion que regulan la expresion de muchos genes
relacionados con el estrés han sido descubiertos, unos de estos factores de transcripcion son
los DREB/CBF que se unen a los elementos de respuesta cis-acting de deshidratacion.
Estos DREBs pertenecen a la familia de factores de transcripcion ERF que estan divididos
en dos subclases DREB1/CBF y DREB2 que son inducidos por frio y por deshidratacion
respectivamente. Los DREBs estan envueltos aparentemente también en rutas de
sefializacion de estrés bidtico. EI genoma de Arabidopsis codifica para ~1500 factores de
transcripcion que se encuentran envueltos en la expresion de genes de respuesta a estrées
tradicionalmente clasificados como de rutas de sefializacion ABA- dependientes y ABA-
independientes, y de acuerdo a anélisis de microarreglos hay muchas rutas de sefializacion
que responden de manera independiente de la presencia de un estrés abidtico, donde
aparecen importantemente regulados por el factor DREB/CBF. Las proteinas ERF
comparten un dominio conservado de 58 -59 amino&cidos que se une a dos elementos cis
acting, la caja GCC encontrada en muchos promotores de genes PR que le confieren
respuesta a etileno y el motivo C- repetido CRT/DRE (elemento de respuesta a
deshidratacion) que esta envuelto en la expresion de genes de respuesta a frio y a
deshidratacién. En arroz el gen Os-DREB2A fue inducido 24h después de la interaccion con
estrés por deshidratacion y salinizacion (NaCl 250 mM), ABA y estrés por frio. En trigo un
alelo funcional reportado como Fr-Al juega un rol significativo en la regulacion del factor
de transcripcion CBF (homdélogo a DREB) mediado por la expresién de genes Cor/Lea
(Agarwal et al., 2006)

Cuando la presencia de un estrés inicial o previo altera la respuesta normal de las
plantas a un estrés secundario, como resultado de la respuesta de aclimatacion, estos
factores de estrés se dice que interactian (Mittler y Blumwald., 2010). Sin embargo,
cuando se examinan los efectos de un estrés abidtico con el impacto simultaneo de un
patdgeno o herbivoro, ambas interacciones se han observado dependiendo del tiempo,
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naturaleza y severidad de cada estrés. En tabaco y Arabidopsis, la respuesta hipersensible
(HR) y los genes que median la respuesta defensiva contra Pseudomonas syringae y
elicitores virales, se ven comprometidos en su funcion cuando se encuentran a altas
temperaturas, permitiendo el crecimiento de estos patdgenos. El estrés por desecacion
puede causar un detrimento en la resistencia a patdégenos (Mohr y Cahill, 2003). En
contraste, el estrés abidtico puede también interactuar positivamente con el estrés por
patdgenos ya que los patdgenos pueden interferir activamente con la relacion planta- agua
en el orden en que la patogénesis se incremente, por ejemplo se induce el cierre de estomas
para reducir la perdida de agua de los tejidos infectados, esto tienen un efecto positivo en la
planta que le da tolerancia contra estrés abiotico. De igual forma las infecciones con virus
pueden dar proteccion contra estrés por desecacion (Atkinson y Urwin, 2012). En tabaco y
arroz infectados por virus, los sintomas de desecacidn aparecen mucho después y las hojas
mantienen sus niveles de agua por mucho mas tiempo que las plantas no infectadas (Xu et
al., 2008).

La superposicion de conjuntos de genes que son regulados por ambos tipos de estrés,
se ha identificado y se ha propuesto que se representen como un punto entre la
comunicacion cruzada de las cascadas de sefializacion. Por ejemplo las comparaciones que
se han hecho de la respuesta del transcriptoma de las plantas de Arabidopsis a 9 diferentes
tipos de estrés abidticos utilizando microarreglos, se encontr6 que 67 genes son
comunmente regulados por cada estrés, sugiriendo que hay un componente universal de la
respuesta a cada condicion. Un experimento similar se realizd para investigar la expresion
de los genes del citocromo P450 en respuesta a varios tipos de estrés abiotico, patdgenos y
tratamientos con hormonas. Los genes identificados fueron inducidos en comdn por los
estrés bidticos y abioticos, y por lo tanto tal vez son importantes en la regulacion de la
comunicacion cruzada entre ambas rutas (Narusaka et al., 2004). Esto soporta la existencia
de factores activados que reorganizan la expresion génica dependiendo de la naturaleza del
estrés (Atkinson y Urwin, 2012).

Como se habia mencionado anteriormente la respuesta al estrés abidtico esta
ampliamente controlada por la fitohormona ABA (acido abscisico), mientras que la defensa
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contra diferentes tipos de estrés biotico estd controlada por las rutas de sefializacion del
antagonismo entre el acido salicilico (SA) y el &cido jasmonico (JA)/etileno (ET). Sin
embargo recientes investigaciones han sugerido que el ABA actla sinérgica y
antagénicamente con la sefializacion del estrés biotico, creando una red compleja en las
rutas de sefalizacion con una comunicacion cruzada a diferentes niveles. EI ABA es
probable que sea central en la respuesta a los estrés simultaneos bioticos y abidticos, por
ejemplo en tomates mutados con niveles de ABA reducidos muestran un incremento en la
acumulacién de SA que es determinante para la transcripcion de proteinas de defensa como

PR-1 lo que hace que se potencialice la tolerancia a B. cinérea (Atkinson y Urwin, 2012).

Los tratamientos con ABA reprimen la RSA porque que reprimen la induccién de SA
en Arabidoposis y tabaco, donde también se inhibe la acumulacion de componentes
cruciales de defensa como ligninas y fenilpropanoides, asi como también el SA puede
interferir con la sefializacion del estrés abidtico (Figura 4) (Kusajima et al., 2010). ABA
también antagoniza la sefializacion de defensa por JA y ET, como se ha demostrado
mediante la represion de los genes de defensa como PDF1.2 por ABA. A pesar de estas
observaciones, ABA puede tener un efecto positivo en los sistemas de defensa (Atkinson y
Urwin, 2012). Melotto et al. (2006) encontrdé que ABA es necesario para la formacion del
acido B-aminobutirico (BABA) el cual induce a la deposicion de calosa durante la fase de

defensa ante hongos patégenos.
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Figura 4-. Rol de las fitohormonas en la regulacién entre el estrés bidtico y abidtico (Atkinson y
Urwin, 2012). Comunicacién cruzada que ocurre entre las hormonas, factores de transcripcion y otros
componentes regulatorios cuando se presenta estrés bidtico y abidtico. Las lineas grises muestran una
induccion o una regulacién positiva; las barras naranja muestran una inhibicion o represion. Eventos
caracteristicos de respuesta a estrés abiotico se muestran en rosa, y los caracteristicos de estrés bidtico se
muestran en verde. Los factores de transcripcion y otros genes regulatorios estan representados por cuadros
naranjas. ROS: especies reactivas de oxigeno; ABA: éacido abscisico; JA: &cido jasménico; SA: acido
salicilico; PR: relacionado con la patogénesis; SAR: resistencia sistémica adquirida; HSF: factores de choque

térmico.

Se ha propuesto un nuevo modelo para explicar el rol multifacético de ABA en la
respuesta al estrés por patogenos, por lo cual la influencia de ABA depende del tiempo de
infeccion y de la naturaleza del ataque. EI modelo se refiere a tres fases distintas de la
infeccion por un patégeno. En la primera fase ABA causa cierre de los estomas,

incrementando la resistencia a la penetracidn por los patégenos como bacterias, lo que tiene
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un efecto positivo en la respuesta de defensa. En esta etapa ABA antagoniza con las rutas
del SA, JA'y ET con el fin de ahorrar recursos ya que sus efectos ain no son requeridos. En
la segunda fase, la defensa post- invasion se centra en la deposicion de calosa para
fortalecer las paredes celulares, un proceso que es ayudado por ABA durante infecciones
fungicas, pero que se ha observado que es reprimido durante infecciones bacterianas.
Durante la fase tres de la infeccion los patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPSs) inducen las hormonas SA, JA y ET vy sefiales a larga distancia para regular un
amplio espectro de componentes defensivos. El incremento de los niveles de ABA durante
el estrés abiotico, tal vez reprime la respuesta del SA, JA y ET aln durante la fase tres.
Estas hipotesis proveen un mecanismo de control del ABA sobre la sefializacion ante estrés
bidtico y abidtico, controlando asi el cambio de prioridad entre la respuesta ante estrés
biotico o abidtico que permite responder a las plantas a la amenaza mas grave. La
produccion de ABA tal vez es el factor mas crucial para determinar como las plantas
responden a maltiples estrés (Atkinson y Urwin, 2012).

1.9 El gen OpsDHN1

La proteina OpsDHN1, que es codificada por el gen OpsDHNL, esta clasificada como
una dehidrina acida tipo SK3 debido a que posee un segmento S y tres segmentos K (figura
5), posee una estructura secundaria altamente desarreglada en solucion acuosa y tiene un
alto indice de hidrofilicidad (1.56). EI gen codifica para una proteina de 248 aminoacidos
con una masa molecular de 28. 36 kD y tiene un marco de lectura abierto de 747 bp (Ochoa
etal., 2012).

I -

Figura 5. Representacion esquematica de los motivos presentes en la proteina OpsDHN1 (Ochoa et
al., 2012). Segmento K (EKKGIME/DKIKEKLPG, éareas grises) y segmento S (serie de residuos de serina,
area en negro); el tridngulo sefiala el sitio de insercion del intron.
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Esta dehidrina ha sido aislada de Opuntia streptacantha haciéndola uno de los pocos
genes lea descritos para cactaceas. Se ha observado que se encuentra principalmente
expresada cuando se induce un estrés por frio, aunque también hay un aumento en la
expresion cuando hay un estrés osmatico provocado por NaCl 250 Mm. Se comprobé que
un conjunto de varios tipo de estrés no alteran la expresion de este gen, solamente es
sobrexpresado cuando en las combinaciones de estrés se encuentra frio o salinidad. Al igual
que otros genes tipo lea, el OpsDHN1es inducido por el &cido abscisico, y se ha observado
que la expresion es mucho mayor cuando se induce un estrés por frio y se aplica &cido
abscisico exdgenamente al mismo tiempo, obteniendo una maxima expresion a los 6 dias
de induccion del estrés y va disminuyendo a los 9 dias de su aplicacion (Ochoa et al.,
2012).
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2. JUSTIFICACION

Las plantas en la naturaleza tienen que enfrentarse a maltiples tipos de estrés como:
sequias, temperaturas extremas, variaciones osmoticas y al ataque de patdgenos y
depredadores. Los genes tipo lea (Late Embryogenesis Abundant) se sobreexpresan en
embriones de semillas y mdltiples tejidos vegetativos de numerosas plantas ante un
deshidratacion severa causada por diversos factores ambientales como sequia o frio,

observandose que éstos organismos son mas resistentes al estrés hidrico.

También se ha observado que las heridas y dafios provocados por insectos herbivoros o
patégenos dafian los vasos vasculares produciendo una deshidratacion asociada con un
dafio celular. En este tipo de dafios se han realizado estudios recientemente donde se ha
reportado la expresion de algunas proteinas LEA tipo dehidrina especificas que son
inducidas por ciertas fitohormonas que se producen principalmente cuando se presenta un

dafo por heridas causadas por un depredador.

Las cactaceas son plantas muy importantes por su diversidad y gran resistencia al
estrés ambiental, por lo que la identificacion y caracterizacién de genes lea y su
participacion en la regulacion ante distintos tipos de estrés, permitird conocer otros posibles
factores, ademas de los morfoldgicos y fisioldgicos, que influyen en su éxito adaptativo a
regiones tan especificas de México y que las hace plantas sumamente importantes para la
biodiversidad del pais. A pesar de su importancia social y econémica, la diversidad
genética de las cactaceas no ha sido ampliamente estudiada, encontrandose muy pocos
trabajos del estudio de los genes tipo lea especificos en cactaceas.

Por lo tanto, es importante observar si el gen tipo lea a analizar es capaz de
sobreexpresarse ante la presencia de fitohormonas producidas por las plantas ante estrés
abiodtico y bidtico. Conocer qué tipo de genes son los que estan involucrados en la
tolerancia a estrés por frio, salinidad y deshidratacion nos permitira generar en un futuro
plantas agrondmicamente importantes resistentes a varios tipos de estrés y por lo tanto con

mas probabilidades de éxito en el campo.
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3. HIPOTESIS

Las cacticeas poseen genes tipo lea que pueden ser sobreexpresados cuando se

presentan diferentes tipos de estrés.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Identificar y caracterizar un gen tipo lea en cactaceas y determinar su nivel de

expresion ante diferentes tipos de estrés.
4.2 Objetivos particulares
1. Disefar oligonucleétidos especificos para identificar el gen tipo lea
2. ldentificar la presencia o ausencia del gen tipo lea en cactaceas
3. Aislar y secuenciar un fragmento del gen tipo lea y analisis in silico
4. Determinar las relaciones filogenéticas del gen tipo lea.

5. Determinar el nivel de expresion del gen tipo lea ante varios tipos de estrés en al

menos una especie de cactacea.
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5. METODOLOGIA

5.1 Esquema general de la metodologia a seguir (etapa I).

Identificacion de genes lea tipo dehidrina en diferentes cactaceas

Disefio de oligonucleétidos
especificos que amplifiquen un
fragmento del gen lea

Seleccion y propagacion in vitro del
material vegetal

Extraccién de ADN

Identificacion del gen lea por PCR en
cactaceas.

Clonacién en el vector pGEM- T Easy
del fragmento amplificado

Secuenciacion del fragmento y analisis
bioinformatico.

Determinar las relaciones
filogenéticas del gen tipo lea
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5.2 Identificacion de genes lea tipo dehidrina en diferentes cactaceas
5.2.1 Seleccion del material vegetal

Para la evaluacion del método de extraccion de ADN se seleccionaron 32 especies de
géneros diferentes de cactaceas del Banco de Germoplasma in vitro de la Unidad de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad Autonoma de Aguascalientes. Posteriormente se
seleccionaron 3 cactaceas en base a la rapidez de su propagacion y a la posibilidad de
extraccion de ADN con calidad optima para la realizacion de analisis posteriores. El
material vegetal se propag6 en el medio de cultivo Murashige and Skoog (MS) (Murashige
y Skoog, 1962) preparado segun las especificaciones sefialadas en el anexo B.1; para lograr
la generacion de brotes al medio MS se le agregaron las fitohormonas y concentraciones

sefaladas en la tabla 3.

Tabla 3: Material vegetal seleccionado y medio de propagacion.

Especie Medio de cultivo
Acharagma aguirreana MS + 1 mg/L de BA
Ariocarpus kotschoubeyanus MS + 0.5 mg/L de BA
Astrophytum capricorne MS + 1 mg/L de BA
Browningia candelaris MS+ 0.5 mg/L de Topolina
Carnegiea gigantea MS + 2 mg/L de BA
Cephalocereus senilis MS + 1 mg/L de BA
Coryphantha potosiana MS + 2mg/L de 2iP
Echinocereus triglochidiatus MS + 1 mg/L de BA
Echinomastus erectocentrus MS + 2 mg/L de BA
Epithelantha micromeris MS + 0.5 mg/L de BA

55



Escobaria chaffeyi (E. dasyacantha subsp.

chaffeyi)

MS + 0.5 mg/L de BA

Ferocactus peninsulae

MS + 1 mg/L de BA

Frailea asterioides

MS + 0.5 mg/L de BA

Glandulicactus uncinatus

MS + 2 mg/L de BA

Isolatocereus dumortieri (Stenocereus

dumortierii)

MS + 2 mg/L de BA

Leuchtenbergia principis

MS + 1 mg/L de BA

Lophophora williamsii (Lophophora

decipiens)

MS + 0.5 mg/L de BA

Mammillaria bombycina

MS + 0.5 mg/L de BA

Matucana madisoniorum

MS + 0.5 mg/L de BA

Melocactus curvispinus var curvispinus (M.

oaxacensis)

MS + 5 mg/L de 2iP

Myrtillocactus geometrizans

MS + 2 mg/L de BA

Neobuxbaumia tetetzo

MS + 0.5 mg/L de BA

Obregonia denegrii

MS + 1 mg/L de BA

Opuntia ficus- indica

MS + 1 mg/L de BA

Pelecyphora strobiliformis

MS + 0.5 mg/L de BA

Peniocereus greggii

MS + 2 mg/L de BA

Pereskia sacharosa

MS + 0.5 mg/L de BA

Pilosocereus chrysacanthus

MS + 2 mg/L de BA

Polaskia chichipe

MS + 1 mg/L de BA
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Stenocactus crispatus (S. dichroacanthus) MS + 0.5 mg/L de BA

Thelocactus hexaedrophorus var MS 50% sacarosa+ 6 mg/L

hexaedrophorus 2iP

Turbinicarpus pseudomacrochele var
) MS + 0.75 mg/L de BA
lausseri

Las plantas se cortaron en segmentos que se pusieron en contacto con el medio MS en
frascos de vidrio en condiciones axénicas, para esto se tomaron las plantulas o brotes y se
elimind la parte basal y el &pice. Las especies con forma globular se cortaron
longitudinalmente para obtener 2 explantes laterales, y las especies con forma columnar se
cortaron en rebanadas trasversales de aproximadamente 4 mm de grosor. Los explantes
laterales se inocularon con la herida hacia el medio de cultivo y los explantes transversales
se inocularon también con una de las heridas hacia el medio de cultivo manteniendo la
polaridad del explante. Los frascos se incubaron a 25°C bajo luz continua hasta que se
observaron brotes diferenciados que posteriormente fueron utilizados para la propagacion

de las plantas y para la extraccion de ADN.
5,272 Disefio de oligonucledtidos para identificar el gen lea tipo dehidrina.

Se tomé como molde la secuencia de RNAm del gen OpsDHNL1 disponible en el NCBI
(National Center for Biotechnology Information) con el nimero de acceso HO058650
(Ochoa et al., 2012) para el disefio de los oligonucle6tidos especificos para identificar
genes lea tipo dehidrina en el programa DNAStar con el subprograma Primer Select 5.0 de
DNASTAR, Inc.

5.2.3 Extracciéon de ADN de cactaceas.

La extraccion de ADN de cactaceas se realizé mediante el método CTAB (Murray y
Thompson, 1980) con modificaciones implementadas en el Laboratorio de Biologia
Molecular de Plantas de la Universidad Autonoma de Aguascalientes. Las modificaciones

fueron las siguientes: 300 mg de tejido fresco fueron congelados con nitrogeno liquido y
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pulverizados con la ayuda de mortero, después se colocd el tejido en un microtubo de 1.5
ml cuidando que no se descongelara la muestra; posteriormente se agregd un 1 vol de
buffer de lisis (anexo B.2) y se agitdo fuerte por 10 min manualmente, los tubos se
incubaron a 65°C por 10 min agitando constantemente; pasado este tiempo las muestras se
incubaron en hielo por 5 min. Se agregaron 300ul de NaCl 1.4 M y se dejaron reposar 10
min a temperatura ambiente, después se colocé 1 vol de fenol- cloroformo (1:1) y se agitd
fuerte manualmente y se centrifugd 5 min a 12 000 rpm, posteriormente la fase acuosa se
transfirié a un tubo nuevo y se agregd 1 vol de cloroformo —alcohol isoamilico (24:1), se
agito fuerte manualmente hasta que la muestra fue homogénea, se centrifugd 5 min 12 000
rpm y se transfirio la fase acuosa en un nuevo tubo; se agreg6 1 vol de isopropanol, se agitd
por inversion 10 veces y se incub6 10 min a temperatura ambiente. Pasado el tiempo se
centrifugé 5 min a 12 000 rpm y se decant0 para posteriormente lavar la pastilla 2 veces
con 100 pl de etanol al 70% centrifugando 5 min a 12000rpm. La pastilla se secé y
posteriormente se resuspendid en 50ul de agua. Las muestras de ADN se conservaron a

4°C hasta su posterior utilizacion.

La extraccion de ADN se verific6 mediante una electroforesis en gel de agarosa al
0.8% tefiido con bromuro de etidio y visualizado bajo luz UV en el fotodocumentador
DyNA Ligt Dual Intensity UV de Labnet. La cuantificacion de la cantidad y pureza del
ADN extraido se realizd por espectrofotometria con un espectrofotometro Thermo
scientific modelo Genesys 10S UV-VIS a las longitudes de onda 260 y de 280 nm.

La concentracion de ADN se dedujo con la siguiente formula utilizando un factor de
dilucion de 50:

ADN pg/ml= OD 260 x Factor de dilusion x 50 pg/ml
1000

Para conocer la pureza de la muestra se aplico la siguiente operacion:

Pureza= OD 260/ OD 280
(Concepcion et al., 2005)
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5.2.4. Amplificacion por PCR del gen lea tipo dehidrina.

La amplificacion de los fragmentos se llevd a cabo mediante la técnica de PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) utilizando el kit comercial RED Tag Ready Mix
PCR Reaction Mix con MgCl, (Sigma- Aldrich) y el kit Phusion Flash High-Fidelity PCR
Master Mix (Thermo Scientific). Las condiciones de amplificacion para cada gen se
muestran en los apartados 5.2.4.1 y 5.2.4.3. Las muestras amplificadas se verificaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% tefildo con bromuro de etidio y
visualizadas con luz UV.

5.2.4.1 Amplificaciéon del gen de la p-actina.

Se realiz6 la amplificacion del gen de la B-actina como control. Los oligonucleétidos
especificos amplificaron un fragmento de 740pb aproximadamente, la secuencia de

oligonucleotidos utilizados es la siguiente:

Factina: S’ AACTGGGATGACATGGAGAA3’ y Ractina: S’ ATCACACTTCATGA
TGGAGTTGTA3’

Se utiliz6 la siguiente mezcla: 9.5 pl de agua para reaccion de PCR, 12.5 pl de RED
Taq Ready Mix, 1ul de ¢/ oligonucle6tido (0.5 uM) y 1l de ADN (50 ng). Las condiciones
de amplificacion fueron: 1 ciclo de 94°C por 5 min (predesnaturalizacién), 30 ciclos de
94°C por 1 min (desnaturalizacién), 50°C por 1 min (alineamiento) y 75°C por 1 min
(extension); por ultimo 1 ciclo de 75°C por 7 min (extension final). Se utilizé un
termociclador TECHNE modelo TC-412.

5.2.4.2 Estandarizacién de condiciones de amplificacion.

Para corroborar que las condiciones de amplificacion dadas por el programa DNAStar
fueran correctas, se sometio a amplificar ADN de Opuntia ficus-indica que fue
seleccionada como control positivo. Las pruebas de amplificacion se realizaron con los
oligonuclettidos FOpsDHN1 y ROpsDHNL1 (secuencia en el inciso 6.2) a diferentes

temperaturas de alineamiento: 55, 57, 59, 61 y 63°C. La mezcla de reaccion fue: 10.5 ul de
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agua libre de nucleasas, 12.5ul de RED Taq Ready Mix, 0.5 ul de ¢/ oligonucleédtido (0.5
pM) y 1 ul de ADN (50ng aproximadamente). Se aplicaron las siguientes condiciones de
amplificacion para cada prueba: 1 ciclo de 95°C por 5 min (predesnaturalizacion), 30 ciclos
de 94°C por 1 min (desnaturalizacion), temperaturas de alineamiento de prueba (55, 57, 59,
61 0 63°C) durante 1 min y 72°C por 1 min (extension); por ultimo 1 ciclo de 72°C por 7
min (extension final). Se utilizé un termociclador de gradientes de temperatura marca
CORBETT Research.

5.2.4.3 Identificacion de genes LEA en diferentes cactaceas.

Se utiliz6 ADN de las cactaceas: Acharagma aguirreana, Ariocarpus
kotschoubeyanus,  Astrophytum capricorne, Carnegiea gigantea, Echinomastus
erectocentrus, Leuchtenbergia principis, Mammillaria bombycina, Opuntia ficus- indica,
Pelecyphora strobiliformis, Pereskia sacharosa y Pilosocereus chrysacanthus para la
basqueda mediante PCR del gen lea. Para el escrutinio se utilizaron 2 mezclas de reaccion

con polimerasas diferentes; a continuacion se describen las condiciones de amplificacion:

La mezcla utilizada fue: 7 pl de agua, 10 ul de PyroStart Fast PCR Master Mix, 0.5 pl
de c/ oligo (0.5 uM) y 2 pl de ADN. Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: 1 ciclo de 95°C por 1 min (predesnaturalizacion), 30 ciclos de 94°C por 1 seg
(desnaturalizacion), 55°C por 15 seg (alineacién) y 72°C por 10 seg (extensién); por Gltimo
1 ciclo de 72°C por 10 seg (extension final). Se utiliz6 un termociclador marca CORBETT

Research.

La mezcla utilizada fue: 10.5 pl de agua libre de nucleasas, 12.5 pl de RED Taq Ready
Mix, 0.5 ul de c/ oligonucle6tido (0.5 uM) y 1ul de ADN (50 ng aprox). Se aplicaron las
siguientes condiciones de amplificacion para cada prueba: 1 ciclo de 95°C por 5 min
(predesnaturalizacion), 30 ciclos de 94°C por 1 min (desnaturalizacion), temperaturas de
alineamiento de prueba (55, 57, 59, 61 o 63°C) durante 1 min y 72°C por 1 min
(extension); por dltimo 1 ciclo de 72°C por 7 min (extension final). Se utilizé un
termociclador Techne TC-312.

60



5.2.4.4 Amplificacion del gen lea tipo dehidrina en O. ficus-indica, L. principis y

M. bombycina.

Se utiliz6 ADN de las cactdceas Opuntia ficus- indica, Leuchtenbergia principis y
Mammillaria bombycina para la busqueda mediante PCR de genes lea tipo dehidrina. La
amplificacion se llevo a cabo con la mezcla Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix
de Thermo Scientific. La mezcla utilizada fue: 7 pl de agua, 10 pl de Phusion Flash High-
Fidelity PCR Master Mix, 0.5 ul de c/ oligonucledtido (0.5 uM) y 2 ul de ADN. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo de 98°C por 10 seg
(predesnaturalizacion), 30 ciclos de 98°C por 1 seg (desnaturalizacion), 62°C por 5 seg
(alineacion) y 72°C por 15 seg (extension); por ultimo 1 ciclo de 72°C por 1 min (extension
final). Se utiliz6 un termociclador Techne TC-312. Nota: la temperatura de alineamiento
utilizada es de 59°C sin embargo se hace un aumento a 63°C por indicacion del protocolo

dado por el fabricante.

5.2.5 Purificacion y clonacion de los fragmentos amplificados

La purificacion de los fragmentos amplificados por PCR a partir del gel de agarosa se
realizo con el kit Wizard SV Gel and PCR CLean-Up System (Promega) y con el kit DNA
Clean and Concentrator'™- 5 (Zymo Research), siguiendo los protocolos especificados por

el fabricante.

Los fragmentos purificados se clonaron en el vector pGEM®-T Easy (Promega)
(Figura 6) siguiendo las especificaciones del fabricante; a la construcciéon se le nombré
pGEM LEA- nombre de la muestra, pPGEM LEA-155 con fragmento de la muestra de O.
ficus-indica, pPGEM LEA-34 para la muestra L. principis y pPGEM LEA-42 para la muestra
de M. bombycina. En la figura 6 se muestra el mapa del vector con sus caracteristicas.
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Figura 6. Mapa del vector pGEM®-T Easy. Se muestran los sitios promotores de la RNA polimerasa
(T7 y SP6), el sitio de insercién del fragmento (flecha naranja) y los sitios de restriccion maltiple (flechas
verdes), el gen de resistencia a ampicilina (Amp), el sitio inicial para la replicacion del ADN (ori) y el gen

que codifica para la a -galactosidasa (lacZz).

5.2.5.1 Transformacion genética bacteriana por choque térmico

Se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5-a con las
construcciones pGEM LEA-155, pGEM LEA-34 y pGEM LEA-42. Para la preparacion de
las células competentes se siguio el siguiente protocolo: se cultivd E. coli en medio LB
solido a 37°C durante 20 hrs. Se tomd una colonia aislada y se sembro en 3 ml de medio
LB liquido, se incub6 con agitacion a 37°C durante 20 hrs. Posteriormente se sembro 1 ml
del cultivo crecido en 10 ml de LB liquido y se incub6 durante 3 hrs aproximadamente, se
reparti6 en 10 microtubos de 1.5 ml y se incub6 en hielo durante 10 min, después se
centrifugaron los tubos a 12 000rpm durante 15 seg y se elimind el sobrenadante, la pastilla
se resuspendid suavemente en 30l de CaCl, 0.1M estéril y frio, los tubos se incubaron en
hielo 10 min y nuevamente se centrifugaron a 12 000rpm, se elimino el sobrenadante y se
seco la pastilla. Por altimo se resuspendio la pastilla en 30 pl de CaCl2 0.1M con DMSO al

7% y se almacenaron hasta su uso a -70°C.
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Para la transformacion de las células competentes por choque térmico se siguio el
siguiente protocolo: Se afiadieron 50ng de construccion a 30 pl de células competentes de
E. coli mezclando suavemente, la muestra se incubd en hielo durante 20 min, después se
calento a 42°C por 90 seg, rapidamente se transfirieron a hielo e incubaron durante 2 min,
después se afiadieron 200 ul de medio LB liquido y se incubaron a 37°C durante 45 min
con agitacion. Posteriormente las bacterias se sembraron en cajas con medio sélido LB
adicionado con 50 mg/L de ampicilina y se incubaron a 37°C toda la noche. Las colonias

crecidas en el medio de seleccidn son las bacterias presuntamente transformadas.
5.2.5.2 Extraccion de plasmidos.

La extraccion de DNA plasmidico se realizd mediante el protocolo propuesto por
Birnboim y Doly (1979), el cual consiste en la extraccion de los plasmidos con un método
alcalino. Para esto primeramente las bacterias de E. coli transformadasn se crecieron a 37°C
en medio LB liquido con ampicilina toda la noche, posteriormente se tomaron 1.5 ml del
cultivo y se centrifug6 a 12 000 rpm por 2 min, se elimind el sobrenadante y se afiadieron
200 pl de la solucién Birnboim | (apéndice B.4), se resuspedio la pastilla con ayuda de la
micropipeta y se incubd en hielo 5 min, después se afiadieron 200 pl de solucion Birnboim
I (apéndice B.4), se mezclo por inversion y se incub6 a temperatura ambiente por 5 min,
posteriormente se agregaron 150 pl de solucion Birnboim 11l (apéndice B.4), se mezcld
vigorosamente y se incubo en hielo 5 min para después centrifugar a 12 000 rpm por 5 min
y transferir el sobrenadante a otro tubo limpio. Se afiadieron 200 ul de fenol- cloroformo y
se mezcl6 vigorosamente hasta emulsificar, se centrifug6é a 12 000 rpm durante 5 min, se
recupero fase acuosa y se adicionaron 200 pl de cloroformo- alcohol isoamilico, se agitd
hasta emulsificar y se centrifug6é 5 min. Se recuperd la fase acuosa y los acidos nucleicos se
precipitaron con un vol de isopropanol. Se mezcl6 por inversién durante 1 min y
posteriormente se dejé en hilo por el mismo tiempo. Se recuperé la pastilla por
centrifugacion a 12 000 rpm y se elimind el exceso de sal con un lavado de etanol al 70%.
Se centrifugd 5 min a 12 000 rpm, se elimind el sobrenadante y se conservé la pastilla
dejandola secar por completo antes de resuspenderla en 50 pl de agua destilada estéril; se
almacend hasta su uso a 4°C.
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5.2.5.3 Verificacion de la ligacion mediante restriccion y PCR.

Para comprobar la transformacion de las bacterias con el vector més inserto de interés
se realizd una digestion a los plasmidos extraidos con la enzima EcoRI (Invitrogen, No.
catalogo: 15202-013) bajo las siguientes condiciones: para cada reaccion se colocaron 5u
de DNA plasmidico, 2ul de Buffer para EcoRI 10X, 1ul de enzima EcoRI, 1l de RNAsa y
6 pl de H,O para ajustar un vol total de 10 pl. Esta mezcla se incub6 por 2 hrs a 37°C y
posteriormente se verifico por electroforesis en gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro
de etidio y visualizado bajo luz ultravioleta. La presencia de una banda de 500pb

aproximadamente nos indicé la presencia de nuestro fragmento ligado al plasmido.

El ADN plasmidico se utilizé para realizar una PCR con el fin de comprobar la
presencia del fragmento. La mezcla y condiciones utilizadas para la amplificacién fueron
las siguientes: 7ul de agua, 10pl de Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix, 0.5ul de
c/ oligonucleétido (0.5 puM) y 2ul de ADN plasmidico. Las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: 1 ciclo de 98°C por 10 seg (predesnaturalizacion), 30 ciclos de 98°C
por 1 seg (desnaturalizacion), 62°C por 5 seg (alineacion) y 72°C por 15 seg (extension);
por ultimo 1 ciclo de 72°C por 1 min (extension final). Se utilizé un termociclador Techne
TC-312. Nota: la temperatura de alineamiento utilizada es de 59°C sin embargo se hace un
aumento a 63°C por indicacion del protocolo dado por el fabricante. La presencia de una
banda de 500pb en la electroforesis en gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de etidio

y visualizado bajo luz ultravioleta, nos indica la presencia del fragmento deseado.

5.2.6 Secuenciacion de los productos amplificados y analisis in silico.

Se seleccionaron los fragmentos amplificados de los genes tipo lea de las cactaceas O.
ficus-indica, Mammillaria bombycina y Leuchtenbergia principis y se enviaron a
secuenciar en el Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO),

Irapuato, Guanajuato, México.

La busqueda de genes homdlogos se realizd con el programa BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) del Centro Nacional de informacion Biotecnologica (NCBI;
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov) mediante la herramienta nucleotide blast (Blastn). La

traduccion virtual de las secuencias se realizo en la plataforma EXPASYy del Instituto Suizo

de Bioinformatica (http://web.expasy.org/translate/), la cual también permitio reconocer el

marco de lectura abierto. La secuencia de nucleétidos se sometié a una busqueda de

proteinas homdlogas con el programa BLAStx del NCBI.

Se realiz6 un alineamiento multiple de aminoacidos en el programa MegAlign
DNAstar 3.0 con el método ClustalW (DNASTAR, Inc.). Asi mismo se realizO una
bdsqueda de motivos conservados en la plataforma MEME (Motif-based sequence
analysis tools; http://meme.nbcr.net/meme/) de Bailey y Elkan (1994) y una busqueda de
dominios funcionales con la herramienta PROSITE (Database of protein domains, families
and functional sites) del servidor ESPASy del Instituto Suizo de Bioinformatica

(http://prosite.expasy.org/prosite.html).

Para conocer los diferentes parametros de las proteinas putativas se utiliz6 la
plataforma GPMAW lite (General Protein Mass Analysis for Windows) de Alphalyse

(http://www.alphalyse.com/gpmaw_lite.html) disponible en el servidor de Expasy; el

andlisis de niumero de aminoé&cidos totales, peso molecular, punto isoeléctrico y GRAVY
(Grand average of hydropathicity index) se realizd con la plataforma ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/) de Gasteiger et al. (2005). Las graficas de
hidropaticidad de los aminoacidos se realizaron con la herramienta ProtScale de Gasteiger
et al. (2005) del servidor Expasy (http://web.expasy.org/protscale/) en base a la escala
propuesta por Kyte y Doolittle (1982) donde los autores definen los siguientes valores de
hidrofobicidad para cada aminoacido: Ala: 1.800, Arg: -4.500, Asn: -3.500, Asp: -3.500,
Cys: 2.500, GIn: -3.500, Glu: -3.500, Gly: -0.400, His: -3.200, lle: 4.500, Leu: 3.800, Lys: -
3.900, Met: 1.900, Phe: 2.800, Pro: -1.600, Ser: -0.800, Thr: -0.700, Trp: -0.900, Tyr: -
1.300, Val: 4.200.

5.2.7 Analisis filogenético

Se realizo un alineamiento multiple en el programa ClustalW?2 de la plataforma del

Instituto de bioinformatica Europeo (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/) utilizando
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las secuencias de aminoacidos de las proteinas tipo dehidrina de O. ficus indica, M.

bombycina, L. principis y de secuencias (parciales y totales) de dehidrinas similares de 18

especies de plantas reportadas en la plataforma UniProtKB (The UniProt Knowledgebase,

http://www.uniprot.org/uniprot/) con la ayuda del programa FASTA del Instituto Europeo

de Bioinformatica (http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/);

secuencias se describen en la tabla 4.

las caracteristicas de las

Tabla 4. Secuencias parciales y totales de las proteinas tipo dehidrina homdlogas a OpfiDHN- like,
LepDHN-like y MabDHN-like.

UNIPROT KB Tipo de -
T2 No. de Accesion Nombre secuencia Familia
Suaeda glauca H8YHV1 Dehydrin Total Amaranthaceae
Atriplex halimus U5Y959 Dehydrin Total Amaranthaceae
Arabidopsis thaliana F4HST2 Dehydrin ERD 10 Total Brassicaceae
Opuntia streptacantha G9B6J3 Dehydrin 1 Total Cactaceae
Pinus mugo subsp Dehydrin 1 protein . .
rotundata F1BQ11 (Fragment) Parcial Pinaceae
Eriobotrya japonica B8Y3W6 Dehydrin 2 Total Rosaceae
Populus canadensis ATL2U5 Dehydrin Total Salicaceae
Populus nigra AT7L2U4 Dehydrin Total Salicaceae
Populus trichocarpa A9PA80 Dehydrl_n family Total Salicaceae
protein
Populus glandulosa AT7L2U1 Dehydrin Total Salicaceae
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Solanum 25 kDa protein

sogarandinum Q7Y1A0 dehydrin Total Solanaceae
Nicotiana tabacum Q76MG1 Dehydrin (Fragment) Parcial Solanaceae
Capsicum annuum Q6XLQ1 Ds?o)giriiqn-like Parcial Solanaceae
Solanum peruvianum E5F397 Dehydrin (Fragment) Parcial Solanaceae
Solanum chilense E5F352 Dehydrin (Fragment) Parcial Solanaceae
Solanum tuberosum 004232 Cold-stres_s indiglles Total Solanaceae
protein
Solanum ochranthum E5F3B1 Dehydrin (Fragment) Parcial Solanaceae
Tamarix hispida COKTL3 Dehydrin Total Tamaricaceae

Para la construccion de los arboles filogenéticos se realizd un analisis de Maxima
Parsimonia (MP) de las proteinas tipo dehidrina de 21 especies de plantas con el programa
PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002). Los caracteres se manejaron como desordenados y con
igual peso, los Gaps fueron tratados como datos faltantes (no informativos). Los arboles del
analisis de MP se construyeron en base a una busqueda heuristica usando 1 réplica de
adicion gradual al azar y el algoritmo de intercambio de ramas fue tipo arbol-biseccion-
reconexion (TBR). También se analizo el estado de los caracteres, la matriz de distancias,
el arbol consenso estricto y el indice de consistencia (ClI). Para estimar la solidez de los
clados se realiz6 el anélisis de bootstrap (Felsenstein, 1985) con 100 réplicas formando un
arbol por cada paso, usando el algoritmo TBR de intercambio de ramas, colapsando las
ramas con una longitud maxima de cero y guardando todos los arboles méas cortos

(MulTrees). Solo los grupos con una frecuencia de aparicion >50% fueron retenidos.
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5.2.8 Modelado 3D de los fragmentos de las proteinas putativas OpfiDHN-like,
LepDHN-like y MabDHN-like.

Se llevo a cabo la prediccion de la estructura 3D de los fragmentos de las proteinas
putativas de las cactaceas Opuntia ficus-indica (OpfiDHN-like), Leuchtenbergia principis
(LepDHN-like), Mammillaria bombycina (MabDHN-like) y de la proteina de referencia
Opuntia sthreptacanta (OpsDHN-like). La prediccion de la estructura 3D y de la estructura
secundaria se llev0 a cabo en el software Scratch protein predictor
(http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/), el modelado grafico de la estructura 3D se realizd
en el software Chimera 3D 4.3.
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5.3 DETERMINACION DEL NIVEL DE EXPRESION DEL
GEN MabDHN-like ANTE DIFERENTES TIPOS DE ESTRES.

5.3.1 Esquema general de procedimientos para determinar el nivel de expresion

del gen lea tipo dehidrina (etapa Il)

Determinacion del nivel de expresion del gen MabDHN-like ante diferentes tipos de estreés.

Seleccidn y propagacion in vitro de al
menos una cactacea

Induccion de varios tipos de estrés

Extraccion de RNA

Sintesis de cDNA

Anédlisis de expresion mediante
PCR semicuantitativo

Sobreexpresion del gen?

=/ &

Analisis de resultados Andlisis de expresion mediante
PCR cuantitativo
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5.4 Induccién de la expresion del gen MabDHN por estrés abidtico y &cido

abscisico.

Para demostrar la induccion de la expresion del gen MabDHN via acido abscisico
(ABA) se interaccion6 M. bombycina con diferentes tipos de estrés abidtico, ademas de con
ABA. Para estos experimentos se utilizaron brotes completos de 2 cm de alto

aproximadamente por triplicado para cada tratamiento (Anexo E.2).
5.4.1 Induccidn de la expresion del gen por frio.

Se interaccion6 M. bombycina con estrés por frio a diferentes tiempos colocando los
brotes en medio MS semisolido a 4°C por 0, 12 y 72 hrs, segun la metodologia propuesta
por Ochoa et al (2012), posteriormente las plantas se colocaron inmediatamente en N,

liquido para posteriormente realizar la extraccion de RNA.

Para inducir un estrés por congelamiento los brotes se colocaron directamiente a -20°C
por 0, 1, 2 y 4 hrs, posteriormente las plantas se colocaron inmediatamente en N, liquido

para posteriormente realizar la extraccion de RNA.
5.4.2 Induccidn de estrés por alta salinidad

Para comprobar si la induccion de la expresion del gen se da cuando la cactacea se
encuentra en interaccion con un estrés de tipo osmoético, los brotes se colocaron en medio
MS liquido + 250 mM de NaCl segun Ochoa et al. (2012) por un periodo de 0, 12 y 24 hrs
(Shen et al., 2004), posteriormente las plantas se colocaron inmediatamente en N liquido

para la posterior extraccion de RNA.
5.4.3 Interaccion de M. bombycina con 0.1 y 100 uM de ABA

Para comprobar si la induccion de la expresién del gen se da por la hormona ABA los
brotes completos se sumergieron por 10 seg en una solucién de ABA diluido en agua
destilada estéril a una concentracion de 0.1 pM o 100 uM con el fin de que todo el tallo
estuviera en contacto con la hormona de manera exdgena, posteriormente los brotes se

colocaron en medio MS liquido + 0.1 uM o 100 uM de ABA por un periodo de 0 (control),
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1.5, 6 y 12 hrs (Ochoa et al., 2012). Posteriormente las plantas se colocaron en N liquido

para la posterior extraccién de RNA.
5.5 Induccidn de la expresion del gen MabDHN por estrés biotico

Con el fin de demostrar la induccion de la expresion del gen MabDHN inducido por
heridas que en la naturaleza podrian ser provocadas por un depredador, en los experimentos
planteados se utilizaron 3 brotes completos (Anexo E.2) de 3 cm de alto aproximadamente
por frasco y se interaccionaron con estrés de tipo bidtico con tres repeticiones por

tratamiento.
5.5.1 Induccidn de la expresion del gen por heridas.

Brotes completos de M. bombycina de 3 cm de alto aproximadamente se seccionaron
transversalmente con la ayuda de un bisturi en fragmentos de 0.5 cm de ancho, cortando
previamente la base y el apice del brote. Se dejaron a temperatura ambiente por un periodo
de 10 min o 30 min antes de colocarlos en N2 liquido para la posterior extraccion de RNA.

El grupo control consistio en brotes completos sin seccionar.

5.6 Induccidn de la expresion del gen MabDHN en plantas interaccionadas con

Fluridone

Primeramente se llevo a cabo una induccién de la expresion del gen mediante estrés
por congelamiento a -20°C por 2 hrs, previa interaccion de los brotes con MS liquido + 100
UM de Fluridone (diluido en DMSO) por un periodo de 2 y 4 dias, el control negativo
consistio en la colocacion de los brotes por 4 dias en MS liquido + DMSO; se hicieron 3
réplicas por tratamiento. Después del tiempo transcurrido los brotes se colocaron en N,

liquido para la posterior extraccion de RNA.
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Figura 7-. Biosintesis y catabolismo del acido abscisico. ZEP: zeaxantina epoxidasa, NCED: 9-cis-

epoxycarotenoid dioxigenasa, SDR: alcohol deshidrogenasa/reductasa, AAO: ABA aldehido oxidase.

Se ha reportado que el Fluridone es un inhibidor de la enzima fitoeno-desaturasa, la
cual convierte el fitoeno en carotenoide (Figura 7) el cual es un precursor en la sintesis de
ABA (Han et al., 2010).

5.7 Extraccion de RNA total de M. bombycina

La extraccion de RNA total de la cactdcea M. bombycina se realizd en base al
protocolo propuesto por Rajakani et al. (2013) con algunas modificaciones realizadas en el
laboratorio de Biotecnologia vegetal de la Universidad Autonoma de Aguascalientes. Se
pulverizaron 300 mg de tejido fresco previamente congelado con N liquido. La muestra
pulverizada se homogenizé con 1 ml de buffer de lisis para extraccion de RNA (Anexo
B.5) precalentado a 65°C, se agitd vigorosamente por 1 min y se incubé por 15 min a 65°C
mezclando cada 2 min. Posteriormente se dejo enfriar a temperatura ambiente y se realizé
una extraccion con 1 vol de cloroformo- alcohol isoamilico (24:1 v/v), se agito
vigorosamente hasta que la mezcla quedé homogénea y se centrifugd a 12 000 rpm durante

20 min; se recupero la fase acuosa y se realiz6 una segunda extraccién con 1 vol de fenol-
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cloroformo- alcohol isoamilico (25:24:1 v/v/v) agitando hasta que la mezcla quedo
homogénea, se centrifugd a 12 000 rpm durante 20 min; se recupero la fase acuosa y se
realizd una tercera extraccion con 1 vol de cloroformo- alcohol isoamilico (49:1 v/v), se
agito vigorosamente y centrifugé a 12 000 rpm durante 20 min; se recuperd la fase acuosa y
el RNA se precipito con Cloruro de Litio (LiCl) a una concentracion final de 3 M, se dejo a
4°C toda la noche. Para recuperar la pastilla se centrifugd a 13 000 rpm por 30 min a 4°C,
posteriormente se desechd el sobrenadante, se agregaron 0.5 ml de cloruro de Litio 2 M y
se centrifugd 5 min a 13000 rpm, se desecho el sobrenadante y se conservo la pastilla para
después resuspenderla con 300 ul de agua desionizada estéril tratada con DEPC y 1/10 de
vol de Acetato de sodio 3 M (30 ul) y 2.5 vol de etanol absoluto (750 pul), se mezcl6
suavemente y se incubd a -70°C por 30 min. Después de pasado el tiempo se centrifugd a
13000 rpm durante 10 min y se desechd el sobrenadante, la pastilla se lavé con 500 pl de
etanol al 75% y finalmente se resuspendi6 en 30 ul de agua desionizada estéril tratada con
DEPC. La integridad de la molécula de RNA se realiz6 mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1.2%; la concentracion y pureza se analizd con espectrofotémetro de luz UV a

260 y 280nm con la siguiente formula:
RNA pg/mi= (OD 260 x Factor de dilucion x 40 pg/ml) /1000
Para conocer la pureza de la muestra se aplico la siguiente operacion:
Pureza= OD 260/ OD 280
(Concepcidn et al., 2005)

El RNA se someti6 a un proceso de degradacion del DNA remanente con la enzima
DNAsa (Promega, No. catalogo: M6101) utilizando 200 ng de RNA,; la reaccion que se

Ilevé a cabo fue la siguiente:

RNA 200 ng
Buffer
2 ul
DNAsa
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DNAsa 1l

H,0 X }J.l

Vol. Total 20 pl

Se incubo a 37° por 30 min, se colocd 1 pl de solucion Stop y se incubd a 65°C por

10 min. Posteriormente se llevo a cabo la sintesis de cDNA mediante RT- PCR.
5.8 Sintesis de cDNA

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR) es un
método altamente sensible y especifico, Util para la deteccion de raros transcritos o para el
analisis de muestras disponibles en cantidades limitadas. En esta técnica una hebra de RNA
es retrotranscripta en DNA complementario (DNAc) usando una enzima llamada
transcriptasa inversa, y el resultado, se amplifica en una PCR de punto final (Marone et al.,
2001) o en un gPCR.

Para generar la sintesis de cDNA se utilizé el kit TermoScript ™ RT-PCR System
(Invitrogen, No. catalogo: 11146-024) el cual es un kit disefiado para analizar moléculas de
RNA en un proceso de 2 pasos. En el primer paso la sintesis del cDNA se preformé con
50ng de RNA poli (A)+ unido al Oligo (dT) el cual es un oligonucleétido con poli (T) que
es complementario a la terminacién poliadenilada presente en el RNA mensajero de
organismos eucariotas y se utiliza como primer universal para la transcripcion reversa. El
segundo paso consistio de la amplificacion del gen de interés ya sea mediante PCR de

punto final o gPCR.
5.8.1 PCR semicuantitativo

El PCR de punto final se realizo en las interacciones de Frio a 4°C, NaCl a 250 mM,
ABA 0.1uM vy Fluridone 100 uM. Se utilizaron los oligonucleotidos especificos F y R
MabDHN (Anexo A.2) para amplificar el transcrito del gen tipo dehidrina y los
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oligonucleotidos F y R Actina para amplificar el transcrito del gen de la B-actina como
control. La amplificacion se llevd a cabo con la mezcla de reaccion REDTaq Ready Mix
(Invitrogen, No. catdlogo R2523-20RXN) donde la mezcla utilizada fue la siguiente: 9.5 pl
de agua, 12.5 pl de REDTaq Ready Mix, 0.5 pl de ¢/ oligonucleétido (0.5 uM) y 100 ng de
cDNA. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo de 95°C por 5 min
(predesnaturalizacion), 30 ciclos de 94°C por 30 seg (desnaturalizacion), 72°C por 30 seg
(alineacion) y 75°C por 1 min (extension); por ultimo 1 ciclo de 74°C por 7 min (extension
final). Se utiliz6 un termociclador Techne TC-312. Los fragmentos amplificados se

analizaron por electroforesis con gel de agarosa al 1.2%.

El andlisis de las imagenes se realizd en el programa ImageJ 1.49v (National Institutes
of Health, USA. [http://imagej.nih.goVv/ij/]) donde se calculé el nimero de pixeles para
determinar la intensidad de la banda, previamente se llevd a cabo una calibracion del
nuimero de pixeles de las bandas del gen de actina (control de la cantidad de transcrito)
mediante regresion lineal de cada una de las repeticiones.

5.8.2 PCR

El PCR en tiempo real con cuantificacion relativa se realizo en las interacciones de
Frio a -20°C, ABA 100 uM vy heridas debido a que éstas interacciones mostraron una
sobeexpresion aparente de MabDHN en el anlisis por RT-PCR semicuantitativo (PCR
punto final). Se utilizaron los oligonucleétidos especificos F y R MabCuant (Anexo A.3)
para amplificar el transcrito del gen MabDHN vy los oligonucleétidos F y R 25S (Anexo
A.4) para amplificar el transcrito del 25S ribosomal como control, utilizando para ambos
una temperatura de alineamiento de 59°C. ElI cDNA se ajustd en una alicuota a 100ng/pL
con NanoDrop ND-1000-UV-Vis-spectofotometro  (NanoDropTechnologies Inc.,
Wilmington, USA). La amplificacién de los transcritos se llevo a cabo con la siguiente
mezcla de reaccion: SYBER Green (Mezcla maestra de RT-PCR, Applied Biosystem,
Carlsbad, CA, USA) 5.0 L, 0.3uM de cada oligonucle6tido, 10ng de cDNA (conc. final),
3.4pL de agua en una reaccion con volumen total de 10puL.
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Las condiciones de amplificacion del RT-PCR fueron: 95°C por 20 seg, 40 ciclos de
95°C por 3 seg y 59°C por 30 seg. La curva Melt o de disociacion se realiz6 por 80 ciclos
de 95°C por 15 seg, 60°C por 1 min, 95°C por 30 seg y 60°C por 15seg. La qPCR se
realizd en un equipo Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time Version 2.0. Los resultados

numéricos de la expresion normalizada se presentan en el anexo D.2.
5.9 Anélisis estadistico

El analisis estadistico se realizé en el programa STATISTICA 8.0 de Stat Soft. Inc. Se
determiné la variabilidad de tres 0 mas grupos mediante ANOVA de un factor, con un
andlisis pos-hoc con la prueba de Duncan (o 0.05). Los graficos se realizaron en el
programa GraphPad Prism 6.0, graficando la media de las repeticiones + la desviacion

estandar.
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6. RESULTADOS

6.1 Material vegetal seleccionado

Fue posible la extraccion de ADN en 28 especies de las 32 analizadas con el método de

extraccion seleccionado presentando una concentracion y pureza suficiente (Tabla 5) para

la realizacion del anélisis como PCR; en las especies de la tabla 5 sefialadas en amarillo no

fue posible la extraccion de ADN con el método seleccionado.

Tabla 5. Concentracién y pureza del ADN de las cactaceas analizadas.

subsp. chaffeyi)

Pureza
Especie pg/ul de ADN

OD 260/ OD 280
Acharagma aguirreana 0.95 1.89
Ariocarpus kotschoubeyanus 1.03 1.96
Astrophytum capricorne 0.52 1.87
Browningia candelaris 0.98 2.1
Carnegiea gigantea 1.04 1.93
Cephalocereus senilis - -
Coryphantha potosiana - -
Echinocereus triglochidiatus - =
Echinomastus erectocentrus 0.74 1.7
Epithelantha micromeris 0.20 2.3
Escobaria chaffeyi (E. dasyacantha 0.19 -
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Ferocactus peninsulae 1.01 1.7
Frailea asterioides 0.08 13
Glandulicactus uncinatus 0.16 2.2
Isolatocereus dumortieri (Stenocereus

dumortierii) 057 21
Leuchtenbergia principis 0.97 1.8
Lophophora williamsii (Lophophora

de:ipi:ns) g ' 18
Mammillaria bombycina 0.91 1.8
Matucana madisoniorum 0.08 1.37
Melocactus curvispinus var curvispinus

(M. oaxacensis) ¥ 3
Myrtillocactus geometrizans 1.20 2.0
Neobuxbaumia tetetzo 0.26 2.1
Obregonia denegrii 0.30 1.75
Opuntia ficus- indica 0.98 1.8
Pelecyphora strobiliformis 0.76 1.9
Peniocereus greggii - -
Pereskia sacharosa 0.23 1.7
Pilosocereus chrysacanthus 0.78 1.9
Polaskia chichipe 0.56 2.1
Stenocactus crispatus (S. Lo 18

dichroacanthus)
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Thelocactus hexaedrophorus var
0.19 2.2
hexaedrophorus

Turbinicarpus pseudomacrochele var
) 1.96 1.9
lausseri

En as especies marcadas con amarillo no fue posible la extraccion de ADN con el método seleccionado.

Se seleccionaron las especies Opuntia ficus- indica, Astrophytum capricorne,
Leuchtenbergia principis, Pereskia sacharosa, Mammillaria bombycina, Pelecyphora
strobiliformis, Ariocarpus kotschoubeyanus, Pilosocereus chrysacanthus, Echinomastus
erectocentrus y Acharagma aguirreana para realizar el escrutinio de genes lea tipo
dehidrina.

6.2 Amplificacion del gen lea tipo dehidrina

La secuencia de los oligonucleotidos especificos disefiados para amplificar los genes

lea tipo dehidrina es la siguiente:

FOpsDHN1: 5> GAGGAGGAGGGAGATGACGAAGAC 3’
ROpsDHN1: 5> GAAGGGGGTTGATCACACTCCACA 3’

Las caracteristicas de los oligonucleotidos sintetizados de acuerdo al programa con el

que se disefiaron se muestran en el anexo A.1.

Se amplifico el fragmento de genes lea tipo dehidrina con todas las temperaturas de
alineamiento probadas con la muestra Opuntia ficus- indica establecida como control
positivo. En base a los resultados obtenidos en la figura 8 se eligio realizar la amplificacion
con una temperatura de alineamiento de 59°C ya que hubo una amplificacion positiva y es
la recomendada por el programa DNAStar 3.0 con el que se disefiaron los oligonucledtidos.
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Se observa que conforme va aumentando la temperatura de alineamiento las bandas van

disminuyendo de intensidad.

500 pb 497 pb

Figura 8. Amplificacion del gen OpsDHN1 a diferentes temperaturas de alineacion. Se logr6 la
amplificacion de un fragmento de 497pb del gen OpsDHN1 de Opuntia ficus-indica en todas las temperaturas
de alineamiento probadas. Carriles: 1- MPM, 2- 55°C, 3- 57°C, 4- 59°C, 5- 61°C, 6- 63°C.

6.3 Escrutinio de genes lea tipo dehidrina en diferentes cactéceas.

Se obtuvo una amplificacion positiva en 10 de las 11 muestras analizadas encontrando
amplificacion de fragmentos de distinto peso molecular a las del control (500pb
aproximadamente) en algunas cactaceas. En las muestras Opuntia ficus- indica,
Astrophytum capricorne, Leuchtenbergia principis, Pereskia sacharosa y Mammillaria
bombycina se presentd un amplificando de 500pb aproximadamente; en Pelecyphora
strobiliformis y Ariocarpus kotschoubeyanus se amplific6 un fragmento de 400 pb
aproximadamente; en Pilosocereus chrysacanthus y Echinomastus erectocentrus se obtuvo
un fragmento amplificado de 300 pb aproximadamente, y en la muestra Acharagma
aguirreana se amplificaron 2 bandas con un peso molecular de 480 y 380 pb
aproximadamente (figuras 9 y 10).

En la figura 9 se observa la amplificacion positiva a con la mezcla RED Taq Ready
Mix en las muestras: O. ficus-indica, Leuchtenbergia principis, Pilosocereus
chrysacanthus, Mammillaria bombycina, Ariocarpus kotschoubeyanus, Acharagma

aguirreana, Pereskia sacharosa.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

<— 497pb
400 pb
300 pb

500 pb ——p

250 pp —>

Figura 9. Amplificacion del gen OpsDHN1 en diferentes géneros de cactaceas. Se obtuvo una
amplificacion positiva en las muestras O. ficus-indica, L. principis, P. chrysacanthus, M. bombycina, A.
kotschoubeyanus, A. aguirreana, P. sacharosa. Carriles: 1-. MPM, 2-. O. ficus-indica, 3-. C. gigantea, 4-. A.
capricorne, 5-. L. principis, 6-. P. chrysacanthus, 7-. M. bombycina, 8-. A. kotschoubeyanus, 9-. P.
strobiliformis, 10-. A. aguirreana, 11-. E. erectocentrus, 12-. P. sacharosa. Como control de amplificacion se
utilizo el gen de la B-actina.

Para comprobar la presencia de bandas amplificadas con los oligos especificos
disefiados en todas las cactaceas se realizé una amplificacion de las muestras con la mezcla
PyroStart Fast PCR Master Mix en donde se observd una amplificacion positiva en
muestras en las que no habia habido amplificacién con la mezcla comercial antes probada;
estas muestras fueron la Astrophytum capricorne, Pelecyphora strobiliformis y
Echinomastus erectocentrus (figura 10), comprobando asi la presencia del gen. La cactacea
Carnegiea gigantea no presenté amplificacion con ninguna de las mezclas utilizadas, sin
embargo hacen falta mas pruebas para determinar la ausencia del gen OpsDHNL.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

497pb

Figura 10. Comprobacion de la amplificacion del gen OpsDHNL en varias cactaceas diferentes.
Amplificacion positiva en las muestras O. ficus-indica, L. principis, P. chrysacanthus, M. bombycina, A.
kotschoubeyanus, A. aguirreana, P. sacharosa, A. capricorne, P. strobiliformis y E. erectocentrus. Carriles:
1-. MPM, 2-. O. ficus-indica, 3-. C. gigantea, 4-. A. capricorne, 5-. L. principis, 6-. P. chrysacanthus, 7-. M.
bombycina, 8-. A. kotschoubeyanus, 9-. P. strobiliformis, 10-. A. aguirreana, 11-. E. erectocentrus, 12-. P.

sacharosa. Como control de amplificacion se utilizo el gen de la B-actina.

El analisis de PCR mostré que genes homdlogos al OpsDHN1 estan presentes en
distintos géneros de cactaceas. Se obtuvieron patrones de amplificacion similares en las
muestras O. ficus indica, L. principis y M. bombycina con los oligonucle6tidos disefiados
como se observa en la figura 11. Las bandas amplificadas se aislaron y purificaron para su

posterior secuenciacion.
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500 pb

Figura 11. Amplificacién por PCR de genes lea tipo dehidrina en diferentes cactaceas. Se observa
la amplificacion de una banda de 500 pb aproximadamente con los oligonucleétidos disefiados. Carriles: 1-.
MPM, 2-. O. ficus indica, 3- L. principis, 4-. M. bombycina. Como control de amplificacion se utilizé el gen

de la p-actina.

6.4 Clonacion del fragmento amplificado.

Se clono el fragmento de aproximadamente 500 pb amplificado por PCR de O. ficus
indica y de L. principis en el vector pPGEM-T easy. Lo anterior se comprob6 mediante la
amplificacion del fragmento especifico por PCR (figura 12-A) y por restriccion del ADN

plasmidico con la enzima EcoRlI (figura 12-B).

83



Figura 12. Verificacion de la ligacién del fragmento del gen lea tipo dehidrina por PCR y
restriccion. A: amplificacion positiva por PCR del fragmento del gen lea de 500pb a partir de ADN
plasmidico; carriles: 1-.MPM; 2- pGEM- L. principis; 3-. pPGEM- O. ficus indica; 4-. pGEM- M. bombycina.
B: Restriccion del ADN plasmidico con EcoRI observando la liberacion de un fragmento de 500pb
correspondiente al gen lea ligado al vector; carriles: 1-.MPM; 2- pGEM- L. principis; 3-. pGEM- O. ficus
indica; 4-. pGEM- M. bombycina.

6.5 Andlisis de secuencias

La secuencias parciales de los nucleétidos de las cactaceas obtenidas por PCR fueron
depositadas en la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI).
Para la secuencia de O. ficus indica el nimero de acceso es KP720561 y se le nombré
OpfiDHN-like, para L principis el nimero de acceso es KP720562 y se le nombro
LepDHN- like y para M. bombycina el nimero de acceso es KP720560 y fue nombrada
MabDHN- like. La comparacion de las tres secuencias en nucleétidos y de la traduccién
virtual con otras secuencias homologas en la base de datos (alineamiento multiple de
nucledtidos en anexo C.4) mostro que los tres fragmentos tienen una identidad entre el 97 y
98 % con OpsDHNL1 (No. de acceso HM581971.1) (Tabla 6). La traduccion virtual de las
tres secuencias estd dada para OpfiDHN-like con148 aminoacidos (nimero de acceso en
NCBI: AKC92526.1), LepDHN- like con 164 aminoacidos (numero de acceso en NCBI:
AKC92527.1) y MabDHN- like con 145 aminoacidos (numero de acceso en NCBI:

AKC92525.1) (Tabla 6), todos con un MLA (marco de lectura abierto) de +1. El
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alineamiento multiple en aminoacidos mostré la similitud que comparten OpfiDHN-like,

LepDHN-like y MabDHN-like con OpsDHNL1. Esta similitud se presenta principalmente en

los segmentos conservados para las dehidrinas como es el segmento K y un segmento rico

en histidinas (H) formado por una serie de seis H en OpfiDHN-like y en OpsDHNL1;

LepDHN-like y MabDHN-like solamente presentan tres H formando este motivo (Figura

13).

Tabla 6. Tamafio de las secuencias parciales de nucledtidos y aminoacidos de las dehidrinas de O.

ficus- indica, L. principis y M. bombycina.

Alineamiento

NuUmero de NUmero de Porcentaje de
nucledtidos  aminoacidos  de identidad aminoécidos Expect
Especie secuenciados  traducidosy de P
. . T con la value
y namero de numero de aminoacidos .
accesion accesion (%) QIO
OpsDHN1
O. ficus-indica 445 148
(KP720561) (AKC92526.1) 1 Rlgecs 1e-89
I 493 164
L. principis (KP720562) (AKC92527.1) 96 81- 246 2e-99
3 435 145
M. bombycina (KP720560). (AKC92525.1) 96 99- 245 2e-86

Numero de accesién de las secuencias depositadas en el NCBI

En la bisqueda de motivos conservados en las secuencias de las cactaceas

analizadas y en secuencias homologas de diferentes plantas, se observd que todas presentan

al menos 2 motivos o segmentos K; esto se puede apreciar en la Figura 14 donde existe un
motivo 1 (verde) con la secuencia PEAAVEHEAEAKEKKGFLDKIKEKLPGYH vy
como motivo 3 (rojo) con la secuencia YEETEEKKGFLDKIKEKLPGH. También se
observa que esta presente un motivo 2 (azul) en todas las secuencias completas mas no en
las parciales (EESGNVESTDRGLFDFLGKKEEEKPQHAH) y se encuentra siempre al

principio de la proteina (Figura 14).
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T T T

170 1 190 200 210 220 230

L 1 1 ! ! L L
[16l APPPPHLEAE K KGFLDKIKEKIPGIFREKAPEEDKKDYV
{81 APPPPHS E IPG|FH
|7 APPPPHS E IPGIFESKARPEEDKKDYV
|60 APPPPHSEAE PGIFHSKAPEEDXKKDVE MabDHN-like
|21 CDQPPSST
|148
|13 CDQPPSI
|40 CDQPP

Figura 13-. Alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos de diferentes cactaceas
analizadas. Se alinearon la secuencia de la proteina completa tipo dehidrina de Opuntia streptacantha
(OpsDHNZ1) vy las secuencias parciales de las proteinas de Opuntia ficus-indica tipo dehidrina (Opfi-DHN
like), Leuchtenbergia principis tipo dehidrina (Lep-DHN like) y Mammillaria bombycina tipo dehidrina
(Mab-DHN like); las secuencias de las cactaceas se compararon con la proteina completa de la dehidrina
ERD10 de Arabidopsis thailiana (Arabidopsis DHN). En el recuadro negro se encuentra resaltado el
segmento K; subrrayado se encuentra resaltado el segmento S de las dehidrinas, en el recuadro punteado se

encuentra resaltado un motivo rico en histidinas (H).
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Figura 14-. Anélisis de motivos de las proteinas parciales de las cactaceas analizadas y de
secuencias homdlogas. En la figura se encuentran representados los motivos y su nimero encontrados en 21
proteinas de diferentes familias de plantas. Los recuadros verdes representan al motivo 1
(PEAAVEHEAEAKEKKGFLDKIKEKLPGYH) los recuadros azules representan al motivo 2
(EESGNVESTDRGLFDFLGKKEEEKPQHAH), los recuadros rojos representan al motivo 3
(YEETEEKKGFLDKIKEKLPGH); las repeticiones de recuadros del mismo color son repeticiones de un

mismo motivo en una secuencia dada.

Se obtuvo la representacion grafica de los dominios de las cactaceas en estudio
incluyendo la OpsDHN1 como punto de comparacién. En la Figura 15 se observa que
OpsDHNL1 contiene 2 dominios distintos: un dominio Dehydrin 1 que esta formado por el
motivo S de las dehidrinas conservado y un dominio Dehydrin 2 que esta formado por el
segmento K conservado. De igual forma se observa que en las secuencias parciales
OpfiDHN-like, LepDHN-like y MabDHN-like (Figura 15) no presentan el dominio

Dehydrin 1y si tres repeticiones del dominio Dehydrin 2.
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DEHYDRIN_1 POSITION SEQUENCE

OpsDHN1 76-93 $SSSSDeEEgd....EdKKrrk
Ops_DHN . (248 aa)
- Il | | DEHYDRIN_2 POSITION SEQUENCE
\ / / OpsDHN1 105-112 KIKEKLPG
1 2 179-186 KIKDKLPG
219-226 KIKEKIPG
Opfi-DHN_like (148@a)  OpfiDHN-like  25-32 KIKEKLPG
- i /l i 99-106 KIKDKLPG
139-146 KIKEKIPG
I
Lep-DHN_like (143 aa) LepDHN-Like 411 KIKEKLPG
= i o | 75-82 KIKDKLPG
/ 115-122 KIKEKIPG
_ \ z/
Mab-DHN_like i ' (145 aa) MabDHN_Like  75-82 KIKEKLPG

KIKDKLPG

\ 2// 115-122 KIKEKIPG

Figura 15. Dominios funcionales de las proteinas tipo dehidrina de diferentes cacticeas. Se observa la
representacion gréfica de los dominios funcionales de las proteinas tipo dehidrina, asi como la posicion y
descripcién de los aminoacidos que lo componen. ElI dominio Dehydrin 1 representado por el nimero 1; el

dominio Dehydrin 2 representado por el nimero 2.

Para el estudio de las caracteristicas de los aminoécidos presentes en las proteinas
putativas y de la OpsDHNL1 (Tabla 7), se observa que todas tienen un nimero mayor de
aminoacidos acidos que basicos; de igual forma se puede ver que en el Gran promedio de
hidropatia de los aminoacidos (GRAVY) los resultados son negativos, entre -1.331 a -
1.624, indicando que las proteinas son altamente hidrofilicas. Lo anterior se confirma con
la gréafica de los valores de hidropatia (Figura 16) donde se observa que la mayoria de los

aminoacidos caen en una puntuacion menor a 0.
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Tabla 7. Parametros de las proteinas tipo dehidrina analizadas.

OpfiDHN-  LepDHN-  MabDHN-

Parametros Like Like Like OpsDHN1
aa' totales 148 143 145 248
No. aa 4cidos (E?, D?) 39 37 37 66
No. aa basicos (K*, R®) 31 23 24 46
GRAVY® -1.624 -1.331 -1.37 -1.53
kD 17.02 16.61 16.36 28.6
Isoelectric Point 5.92 5.22 5.23 5.43

aa’= amino acidos; E’= 4cido glutdmico; D°= 4cido aspértico; K*= lisina; R°= arginina; GRAVY®= Gran
promedio de hidropaticidad. Los parametros fueron obtenidos con la plataforma ProtParam del servidor
Expasy y con GPMAW del servidor Alphalyse lite, en base a la secuencia de la proteina virtual.

También se realiz6 el analisis del grado de desordenamiento de las secuencias de
aminoacidos, observando que la mayoria de éstos tienen una disposicién de

desordenamiento por arriba del valor 0.5 (Figura 17).
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Figura 16. Hidropatia de las proteinas tipo dehidrina. Los valores graficados de las proteinas

putativas OpfiDHN-like, LepDHN-like, MabDHN-like y de la proteina de referencia OpsDHNL1 se obtuvieron

en base a la escala Hphob / Kyte y Doolittle (1982) en la plataforma ProtScale Tool de Expasy. A: Hidropatia

de OpfiDHN-like; B: Hidropatia de LepDHN-like; C: Hidropatia de MabDHN-like; D: Hidropatia de

OpsDHN1
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Figura 17. Grado de desordenamiento de las proteinas analizadas. Se realizé el analisis de
desordenamiento de las proteinas putativas OpfiDHN-like, LepDHN-like, MabDHN-like y de la proteina de
referencia OpsDHNL. El analisis de los parametros se realizé con la plataforma Disprot (Sickmeier et al.,
2006). A: Grado de desordenamiento de OpfiGHN-like; B: Grado de desordenamiento de LepDHN-like; C:

Grado de desordenamiento de MabDHN1; D: Grado de desordenamiento de OpsDHN1.

6.6 Modelado 3D de los fragmentos de las proteinas putativas OpfiDHN-like,
LepDHN-like y MabDHN-like.

Se llevé a cabo una prediccion del modelado de los fragmentos de las proteinas
putativas de OpfiDHN-like, LepDHN-like, MabDHN-like y de la proteina de referencia
OpsDHN-like; en las figura 18, 19, 20 y 21 se presenta la estructura 3D de éstas proteinas
putativas.
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Figura 18. Estructura 3D del fragmento de la proteina OpfiDHN-like. En azul se presenta la seccion
de la proteina correspondiente al segmento K; en verde la seccion correspondiente al segmento rico en

histidinas.

Figura 19. Estructura 3D del fragmento de la proteina LepDHN-like. En azul se presenta la seccion
de la proteina correspondiente al segmento K; en verde la seccion correspondiente al segmento rico en

histidinas.
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Figura 20. Estructura 3D del fragmento de la proteina MabDHN-like. En azul se presenta la seccion
de la proteina correspondiente al segmento K; en verde la seccion correspondiente al segmento rico en

histidinas.

Figura 21. Estructura 3D del fragmento de la proteina OpsDHNL1. En azul se presenta la seccion de
la proteina correspondiente al segmento K; en verde la seccion correspondiente al segmento rico en histidinas;

en rojo la seccion correspondiente al segmento S.
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En la Tabla 8 se presenta la prediccion de la estructura secundaria de los fragmentos de

las proteinas donde se observa que todos los fragmentos tienen al menos una seccion de la

proteina constituidas por Hojas B plegadas (E); las demas estructuras encontradas en todos

los fragmentos son a-Hélices y Giros.

Tabla 8.- Prediccion de la estructura secundaria de los fragmentos de las proteinas traducidas de

las cactaceas O. ficus-indica, L. principis, M. bombycina y O. streptacantha.

(B8EEEEHHHHHHHHHHHHIIBHHHHHHHHEIICCC00EC0CE |

Estructura Secundaria de

OpfiDHN-like CliCCCEEEEECCCHECEEE EEEEEEEEEEEBEIIGBECCCECCEEE
Ee+HHHHHHHHHHHHEIIEEEEHHHHECEEEEEECCCEIIcH
HHHHHHHHHHHHHEIICE

Estructura  Secundaria  de | CoCCCCHISHEeeHHHHHHHHHHHHHHEIIG@HHHHHHHEE |

LepDHN-like HHHHHCTHHTCTTCEEEEEEEEEEEEECTCCCCCCCCCCCCTCTT
HHHHHHHHHHHCIIEEEEEH HHECCCEEEECERESBeHHHH
HHHHHHHHHETICCEIEEH HHEIEEEEESEEEE

Estructura  Secundaria  de | B@HHHHHHHHHEIG@HHHHHHHHHHHHECCCBIMMGOEEEEEE |

MabDHN-like EEEEEEEEGSIGEEEEECEEEEEHHeHHHHHHHHHICTICE
E@HHHHHECEEEEECCeeemicHHHHEGHHHHHHHHEIICCEH
CCTTCCCCEECCSEC

Estructura Secundaria de

OpsDHN1

€CHHRCEELGEEEEELEHHHHHHHHHHHICGCCBBBHHEEEEE |
HHIIEEEEBBBOE0HHHEBHHHHHHH ONCOSBEEEeeeeT
EHHHHHHHHHEEIIEGHHHHHEHEICEEEEEEBHEHHHHHE

£EE00ONC0000E EEEEEEQEECO00C0000000BOB0EH - H
HHHHHHHHHHOTICOCCMICCC0C0C0ECECECEH HHHHH+
HHHHH+OTICCOCCOT HIMICCO0eS6e0e0

Abreviaturas: H= a-Hélice, E= Hoja Beta plegada, - S=curva, _
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6.7 Filogenia de genes lea tipo dehidrina de cactaceas

En el analisis filogenético realizado con Méaxima Parsimonia (MP) el total de los
caracteres del ingroup fue de 338, de los cuales 82 caracteres son variables y 159 son
parsimoniosamente informativos; la matriz de distancias (proporciones de la divergencia
del total de aminoacidos, excluyendo gaps Yy sitios polimorficos) tuvo una variacion desde
0.00444 a 0.76744. La basqueda heuristica identifico 32 arboles mas parsimoniosos de 765
pasos (Cl=0.852). El arbol consenso estricto (Figura 22) presenta el clado C formado por 2
subclados con un 91% de soporte de bootstrap (SBP), donde en el primer subclado se
encuentran las dehidrinas de la familia Cactaceae con un 100% de SBP; el subclado
hermano esta formado por la familia Amaranthaceae con un 100% de SBP y por la
dehidrina de Tamarix hispida. Cercanamente relacionado se encuentra la dehidrina de
Eriobotrya japonica y el caldo B conformado por dehidrinas de la familia Salicaceae con
un 100% de SBP.

En la figura 23 se presenta el filograma del arbol 1 de los 32 arboles mas
parsimoniosos con el nimero cambios totales por encima de las ramas. Se tiene la
formacion de los clados A y B, donde las cactaceas se encuentran agrupados en clado B en
primero de los dos subclados que lo forman; se observa la agrupacién de LepDHN-like y
MabDHN-like por un lado y a OpfiDHN-like y OpsDHNL1 por el otro, con un nimero de
cambios totales respecto a su ancestro mas cercano mucho mayor en estos ultimos.
Cercanamente relacionadas a las cactdceas se encuentran las dehidrinas de plantas
pertenecientes a la familia Amaranthaceae y Tamaricaceae. En el clado A se tienen dos

subclados donde se agrupan las dehidrinas de la familia Solanaceae, Salicaceae y Rosaceae.
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Bootstrap

Solanum peruvianum DHN-like

Solanum chilense DHN-like

Solanum ochranthum DHN-like

Solanum sogarandinum DHN Solanaceae

88

Solanum tuberosum Cold-stress

Capsicum annuum DHN-like

Nicotiana tabacum DHN like

———— Populus canadensis DHN
92

\————— Populus nigra DHN

B 93

100 - Populus trichocarpa DHN family

Salicaceae

Populus glandulosa DHN

Eriobotrya japonica DHN Rosaceae
91

—— LepDHN-like

——— MabDHN-like
100 Cactaceae

OpsDHN1

4 OpfiDHN like

Suaeda glauca DHN

Amaranthaceae

Atriplex halimus DHN

‘82

Tamarix hispida DHN Tamaricaceae

Pinus mugo subsp rotundata DHN

Outgroup

Arabidopsis thaliana DHN ERD10

Figura 22. Arbol consenso estricto de 32 arboles igualmente parsimoniosos de 21 proteinas tipo
dehidrina incluyendo las cactaceas analizadas. El cladograma se obtuvo con el programa PAUP* version
4.0b10 con el criterio de parsimonia con el método de busqueda heuristico utilizando como grupo externo
Arabidopsis thaliana DHN ERD10. Los valores del Bootstrap estdn dados en base a los grupos mas
parsimoniosos retenidos bajo la regla de la mayoria del 50% vy los valores se presentan por arriba de las

ramas.
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Solanum peruvianum DHN-like 3\
s| * Solanum chilense DHN-like
13 Solanum ochranthum DHN-like

Solanum sogarandinum DHN > Solanaceae

Solanum tuberosum Cold-stress
37

L Capsicum annuum DHN-like

Nicotiana tabacum DHN like

A J
& Populus canadensis DHN )
Populus nigra DHN
> Salicaceae
39 Populus trichocarpa DHN family
2 Populus glandulosa DHN
Rosaceae
2 Eriobotrya japonica DHN
\
LepDHN-like
Ll_
MabDHN-like
34 > Cactaceae
OpsDHN1
B 83 I[-
e OpfiDHN like )
Suaeda glauca DHN
36 Amaranthaceae
o L Atriplex halimus DHN
Tamarix hispida DHN Tamaricaceae
Pinus mugo subsp rotundata DHN
Outgroup

Arabidopsis thaliana DHN ERD10
— 10 changes

Figura 23. Filograma del arbol 1 de los 32 arboles mas parsimoniosos de 21 proteinas tipo
dehidrina incluyendo las cactaceas analizadas. El filograma se obtuvo con el programa PAUP* version
4.0b10 con el criterio de parsimonia con el método de bisqueda heuristico utilizando como grupo externo

Arabidopsis thaliana DHN ERD10. Se presenta el nimero de cambios totales sobre cada una de las ramas.
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6.8 DETERMINACION DEL NIVEL DE EXPRESION DEL GEN
MabDHN-like ANTE DIFERENTES TIPOS DE ESTRES.

6.8.1 Extraccion de RNA total de M. bombycina

Se realizd la extraccion del RNA total de la cactacea M. bombycina observando en la
Figura 24 las bandas correspondientes a las subunidades del RNA ribosomal 28S y 18S
perfectamente marcadas y en suficiente concentracion para la posterior realizacion de la

técnica RT-PCR donde se utilizaron 50 ng de RNA total (concentracion final).

28S - . —
= “EB= &8

Figura 24-. RNA total de M. bombycina. RNA extraido mediante el método de Rajakani et al. (2013) con
modificaciones. Se observa la presencia de dos bandas correspondientes a las subunidades 28S y 18S del
RNAr. Todos los carriles corresponden a RNA total de M. bombycina.

6.8.2 Expresion del gen MabDHN ante estrés por frio.

Se determind el nivel de expresion del gen MabDHN interaccionando las plantas de M.
bombycina con estrés por frio a 4°C a 0 hrs (control), 12 y 72 hr. En la Figura 25 se
observa que no hay un claro incremento en la expresion del gen y acuerdo a los resultados
estadisticos no se encontraron diferencias significativas en la expresion entre el control y

las interacciones (Figura 26).
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Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3

<« MabDHN like
150 pb —>

700pb
<—— B-actina

500 pb

Figura 25. Nivel de expresion del gen MabDHN mediante la interaccion de M. bombycina con
estrés por Frio a 4°C. En los carriles superiores se muestra la amplificacion del gen MabDHN-like y en los
inferiores la amplificacion del gen B-actina. La homogenizacion de la cantidad de transcrito se realiz6 en base
al gen B-actina. Carriles: 1-. MPM, 2-. 0 hrs, 3-. 12 hrs, 4-. 72 hrs (Repeticion 1) 5-. 0 hrs, 6-. 12 hrs, 7-. 72
hrs, (Repeticion 2), 8-. MPM, 9-. 0 hrs, 10-. 12 hrs, 11-. 72 hrs (Repeticion 3).
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Tiempo de exposicion a Frio 4°C

Figura 26. Nivel de expresion del gen MabDHN ante estés por Frio a 4°C a diferentes tiempos. No
se observan diferencias significativas en la interaccion con Frio a 4°C entre el Control (Ohrs) y la interaccion
de 12hrs y 72hrs en la prueba de comparacion de medias con el método de Duncan (a 0.05, letras iguales
indican la ausencia de diferencias significativas, letras diferentes indican diferencias significativas, la barras
representan la desviacion estandar).
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Para observar si la expresion del gen se da con una temperatura de congelamiento en
un periodo de tiempo corto, se interaccionaron las plantas con un estrés por congelamiento
a-20°C por 1, 2 y 4 hrs analizando la expresién mediante gPCR. En la figura 27 se observa
un aumento de la expresion del gen con diferencias significativas respecto al control en la
interaccion de 2 horas, por lo que se puede decir que la expresion se ve potenciada bajo
éstas condiciones; a las 4 horas disminuye la expresion de MabDHN de forma similar al

control.

Expresion Normalizada

Tiempo de exposicion a -20°C

Figura 27. Nivel de expresion del gen MabDHN ante frio a -20°C a diferentes tiempos analizado
mediante qPCR. Se observan diferencias significativas en la interaccion con frio a -20°C entre el Control
(Ohrs) y la interaccion a 2 horas en la prueba de comparacion de medias con el método de Duncan (a 0.05,
letras iguales indican la ausencia de diferencias significativas, letras diferentes indican diferencias
significativas entre las muestras, las barras representan la desviacién estandar).

6.8.3 Expresién del gen MabDHN ante estrés por alta salinidad.

En la interaccion de M. bombycina con una alta concentracion de sal (NaCl 250mM) a
Ohrs (control), 12hrs y 17dias, no se observa un incremento de la expresion del gen en
comparacion con el control ya que la intensidad de las bandas de la amplificacion del gen
MabDHN son similares (Figura 28). De acuerdo a los resultados estadisticos no se
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encontraron diferencias significativas en la expresion del gen entre el control y las

interacciones (Figura 29).

Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3

MabDHN-like

700pb

500 pb

Figura 28. Nivel de expresién del gen MabDHN mediante la interaccién de M. bombycina con
estrés por alta salinidad con 250mM de NaCl. En los carriles superiores se muestra la amplificacion del gen
MabDHN-like y en los inferiores la amplificacion del gen B-actina. La homogenizacion de la cantidad de
transcrito se realizo en base al gen B-actina. Carriles: 1-. MPM, 2-. Ohrs, 3-. 12 hrs, 4-. 17 dias (Repeticion 1)
5-.0 hrs, 6-. 12 hrs, 7-. 17 dias, (Repeticion 2), 8-. MPM, 9-. 0 hrs, 10-. 12 hrs, 11-. 17 dias (Repeticion 3).
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Figura 29. Nivel de expresion del gen MabDHN ante estés osmotico con NaCl 250mM a diferentes
tiempos. No se observan diferencias significativas en la interaccion con NaCl a 250mM entre el Control
(Ohrs) y la interaccidon a las 12hrs y 17 dias en la prueba de comparacion de medias con el método de Duncan
(significancia de 0.05, letras iguales indican la ausencia de diferencias significativas, letras diferentes indican

diferencias significativas entre las muestras, las barras representan la desviacién estandar).
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6.8.4 Interaccion de M. bombycina con ABA.

Para comprobar si la expresion de MabDHN es inducida por acido abscisico (ABA) y a
que concentracion, se interaccion0 M. bombycina primeramente 0.1 pM de ABA,
observando en la figura 30 que no hay cambio en la expresion del gen MabDHN a ningln
tiempo a esta concentracion. Lo anterior se comprueba con el andlisis estadistico del
numero de pixeles que se muestra en la Figura 31, donde no se observan diferencias

significativas en el nivel de expresion del gen.

Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3

KYH Y J | )

1 23 4 5 6 7 8 9 101112 13 14

<— p-actina

Figura 30. Nivel de expresion del gen MabDHN mediante la interaccion de M. bombycina con 0.1
UM de acido abscisico a diferentes tiempos. En los carriles superiores se muestra la amplificacion del gen
MabDHN-like y en los inferiores la amplificacion del gen B-actina. La homogenizacion de la cantidad de
transcrito se realizo en base al gen B-actina. Carriles: 1-. MPM, 2-. 0 hrs, 3-. 1.5 hrs, 4-. 6 hrs, 5-. 12 hrs,
(Repeticion 1) 6-. 0 hrs, 7-. 1.5 hrs, 8-. 6 hrs, 9-. 12 hrs. (Repeticion 2) 10-. MPM, 11-. 0 hrs, 12-. 1.5 hrs, 13-.
6 hrs, 14-. 12 hrs. (Repeticion 3).
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Figura 31. Nivel de expresion del gen MabDHN ante acido abscisico a 0.1 uM a diferentes tiempos.
No se observan diferencias significativas en la interaccion con ABA a 0.1 uM entre el Control (Ohrs) y la
interaccion a las 1.5 hrs, 6 hrs y 12 hrs en la prueba de comparacion de medias con el método de Duncan (a
0.05, letras iguales indican la ausencia de diferencias significativas, letras diferentes indican diferencias

significativas entre las muestras, las barras representan la desviacién estandar).

Posteriormente se interaccion6 M. bombycina con 100 uM de ABA vy el analisis
mediante gPCR indica que hay un aumento de la expresion del gen de manera significativa
en comparacion al control ante estas condiciones, siendo mas alta en las interacciones de

1.5y 12 hrs. Lo anterior demuestra que este gen es inducido por ABA.
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Figura 32. Nivel de expresion del gen MabDHN ante acido abscisico a 100 uM a diferentes tiempos
analizado mediante qPCR. Se observan diferencias significativas respecto al Control (Ohrs) en las
interacciones de 1.5 hrs, 6 hrs y 12 hrs en la prueba de comparacion de medias con el método de Duncan (a
0.05, letras iguales indican la ausencia de diferencias significativas, letras diferentes indican diferencias

significativas entre las muestras, las barras representan el error estandar).

6.9 Induccion de la expresion del gen MabDHN por estrés biotico (heridas).

Por otro lado se determind mediante gPCR si la expresion del gen MabDHN aumenta
en tiempos cortos (menos de 1hr) por una interaccion de estrés por heridas (estrés biotico).
Se observa en la Figura 33 que hay un aumento significativamente mayor en la interaccion
con heridas a los 10 minutos y vuelve a descender la expresion a los 30 minutos

estadisticamente similar al control.
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Figura 33. Nivel de expresion del gen MabDHN ante estrés por heridas a diferentes tiempos
analizada mediante gPCR. Se observan diferencias significativas con el Control (0hrs) en la interaccion a 10
minutos en la prueba de comparacion de medias con el método de Duncan (significancia de 0.05, letras
iguales indican la ausencia de diferencias significativas, letras diferentes indican diferencias significativas

entre las muestras, las barras representan la desviacion estandar).

6.9.1 Induccidn de la expresidn del gen en plantas interaccionadas con Fluridone

Los resultados obtenidos revelan que hay una disminucién significativa (Figura 34) de
la cantidad de transcrito del gen MabDHN- like en las plantas interactuadas con 100uM de
Fluridone por un lapso de 4 dias e interactuadas con estrés por congelamiento con respecto
al control, lo que indica un probable disminucién de la fitohormona ABA. En la interaccion
de M. bombycina con Fluridone por 2 dias + 2hrs a -20°C (Figura 35) hay un aumento de la
expresion del gen (con una significancia de 0.05) ante el estrés por congelamiento lo que
indica que el Fluridone en este lapso de tiempo aln no es capaz de disminuir la biosintesis
de ABA.
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Figura 34. Nivel de expresion del gen MabDHN mediante la interaccién de M. bombycina con
estrés por congelamiento previa exposicion con Fluridone 100uM. En los carriles superiores se muestra la
amplificacion del gen MabDHN-like y en los inferiores la amplificacion del gen B-actina. La calibracion de la
cantidad de transcrito se realizo en base al gen B-actina. Carriles: 1-. MPM, 2-. Control (MS+DMSO) a T.A.,
3-. Fluridone 100uM de Fluridone por 2 dias+ 2hr a -20°C, 4-. MS+ Fluridone 100puM por 4 dias + 2 hrs a —
20°C (Repeticion 1), 5-. Control (MS+DMSOQ) a T.A., 6-. MS+ Fluridone 100puM por 2 dias + 2 hrs a —20°C,
7-. MS+ Fluridone 100uM por 4 dias + 2 hrs a —20°C, (Repeticion 2), 8-. MPM, 9-. Control (MS+DMSO) a
T.A., 10-. MS+ Fluridone 100uM por 2 dias + 2 hrs a —20°C, 11-. MS+ Fluridone 100uM por 4 dias + 2 hrs a
—20°C (Repeticion 3).
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Figura 35. Nivel de expresion del gen MabDHN ante Fluridone 100 pM a diferentes tiempos. Se
observan diferencias significativas entre el Control (Ohrs) y entre la interaccion a los 2 y a los 4 dias en la
prueba de comparacion de medias con el método de Duncan (significancia de 0.05, letras iguales indican la
ausencia de diferencias significativas, letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras, las

barras representan la desviacion estandar).
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7. DISCUSIONES

Las dehidrinas (proteinas abundantes de la embriogénesis tardia del grupo 2) se
encuentran frecuentemente expresadas durante la embriogénesis tardia del desarrollo de las
semillas, otorgandoles la habilidad de ser tolerantes a la desecacion; también se ha
demostrado que las dehidrinas se acumulan significativamente en tejidos vegetativos con
restriccion de agua jugando un rol importante en la tolerancia de las plantas a
deshidratacion mediante una ruta ABA-dependiente (Qin y Qin, 2016). Las cactaceas son
plantas altamente resistentes a la deshidratacion causada por distintos factores abidticos
como es sequia y frio, y se sabe que las proteinas tipo dehidrina tienen un papel importante

en esta tolerancia (Gorelick et al., 2015).

En este trabajo se caracterizaron segmentos de proteinas tipo dehidrina en cactaceas de
diferentes subfamilias. Para poder lograrlo primeramente se extrajo ADN de 32 especies de
cactaceas con el fin de probar la eficacia del método utilizado (Hernandez-Camacho et al.,
2017 en prensa) obteniendo ADN de buena calidad en solamente 28 de ellas (Tabla 5); de
estas especies se seleccionaron 10 para realizar el escrutinio del gen tipo lea mediante PCR
utilizando distintas polimerasas (Polimerasa Fast y Taq Polimerasa) con distinta
sensibilidad para amplificar muestras con un bajo nimero de copias de fragmento
especifico. Se encontraron bandas de entre 300 y 500 pb en 9 de las 10 cactaceas analizadas
(Figuras 8, 9 y 10), indicando que genes similares al OpsDHN1 se encuentran presentes en
diferentes géneros de plantas ya que los oligonucledtidos utilizados son especificos para
genes tipo dehidrina. Las cacticeas pertenecientes a las subfamilias Pereskioideae
(Pereskia sacharosa) y Opuntioideae (O. ficus-indica) presentan una banda amplificada de
500 pb aproximadamente (Figuras 9 y 10). En cactaceas de la subfamilia Cactoideae se
tienen bandas amplificadas de 500 pb en A. capricorne, L. principis y M. bombycina
solamente (Figuras 9 y 10), las cactaceas restantes de este subfamilia tienen otros patrones
de amplificacion. La subfamilia Cactoideae agrupa el mayor nimero de especies y de
diversidad en formas de crecimiento y por lo tanto esta diversificacion conlleva también

cambios en su genoma y por lo tanto en su proteoma para poder hacer frente a los diversos
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ambientes (Edwards et al., 2005) lo que puede explicar estos distintos patrones de

amplificacion con los mismos oligonucle6tidos.

En el presente estudio se describieron por primera vez genes tipo dehidrina en O. ficus
indica, M. bombycina y L. principis; la primera cactacea tiene importancia agronémica
(CONABIO, 2008) y las ultimas cactaceas, aunque pertenecen a la misma subfamilia
(Cactoidea) tienen una gran diferencia de formas entre ellas (Anexo E.1) y tienen
importancia ornamental (CONABIO, 2008). En la busqueda de secuencias homdélogas
mediante un analisis de BLAST en la plataforma de NCBI, se encontr6 que los fragmentos
de O. ficus indica (OpfiDHN-like), M. bombycina (MabDHN- like) y L. principis
(LepDHN- like) (Figura 11) comparten una identidad de entre el 96 y 97% con la dehidrina
1 de Opuntia streptacantha (OpsDHNL1) (Tabla 6) que tiene una secuencia completa de
cDNA (accesion de NCBI no. HO058650) de 905 pb incluyendo 76 pb de la region UTR-5’
y 82 pb de la region UTR-3’, el fragmento gendmico de éste gen tiene 1,139 pb de longitud
incluyendo parte de las regiones 5°, asi como la region codificante entera, la cual esta
interrumpida por la insercion de un intron de 234pb dentro de la secuencia que codifica el
segmento S (Ochoa-Alfaro et al., 2012); el gen OpsDHNL1 fue utilizado como gen de
referencia. Mediante los resultados de identidad antes mencionados se confirma que los
fragmentos amplificados corresponden a secuencias de genes LEA 2, y que los
oligonucleotidos disefiados son efectivos para la amplificacion de genes homélogos en
diferentes géneros de cactaceas (Figurall).

El alineamiento multiple de la secuencia de OpfiDHN-like, MabDHN- like y LepDHN-
like con OpsDHNL1 (Figura 13) evidencia la presencia de tres repeticiones del segmento K,
similar a lo encontrado por Sun et al. (2013) quien realizdé una comparacion de la secuencia
de aminoéacidos de AmDHN de Ammopiptanthus mongolicus con otras dehidrinas
reportadas en la base de datos NCBI y encontrd una secuencia conservada
EKKGIMNKIKEKLPG correspondiente al motivo o segmento K similar al encontrado en
nuestras secuencias (Figura 13). Este segmento es extremadamente importante cuando las
proteinas estan expuestas a un ambiente de deshidratacion ya que pueden formar una a-
hélice anfipatica que permite su union con otras proteinas parcialmente desnaturalizadas
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(Qiu et al., 2014). Por otro lado, en los amino&cidos putativos OpfiDHN-like, MabDHN-
like y LepDHN- like se identifico un motivo rico en histidinas (H) que ha sido encontrado
también en dehidrinas de otras especies de plantas como Saussurea involucrata (Qiu et al.,
2014), Ricinus communis (Kriger et al., 2002), Opuntia streptacantha (Hernandez-Sanchez
et al., 2015), Sorghum bicolor (Halder et al., 2015) e hibridos de Triticum aestivum L. x
Thinopyrum ponticum (Qin y Qin, 2016). Segun algunos autores (Hara et al., 2005; Qin y
Qin, 2016) este segmento-H ha demostrado unirse con iones metalicos y segin Hara et al.
(2005) dos H juntas en su secuencia contribuye con una union mas fuerte con los iones
metalicos que las proteinas que tienen separadas estas H en el mismo dominio; asi mismo
otros autores (Halder et al., 2015; Hara et al., 2016) han reportado que este segmento rico
en H puede ayudar a recobrar la actividad de ciertas proteinas como la LDH
desnaturalizada por metales, por lo que esta accion puede ayudar a prevenir un dafio
fisiolégico en las plantas ante estrés por mentales pesados. Nuestros resultados demuestran
que la traduccion virtual de OpfiDHN-like, MabDHN-like y LepDHN-like tienen de 3 a 6
H juntas (Figura 13), sugiriendo que pueden jugar un rol importante ante la proteccion
contra altas concentraciones de iones metalicos o incluso en la estabilizacion de estos iones,
sin embargo se necesitan estudios bioquimicos para confirmar esta hipotesis. Hernandez-
Sanchez et al. (2015) demostraron que la delecidn de regiones que contienen el motivo rico
en histidinas y serinas en la proteina OpsDHN1 afecta su localizacion nuclear; el motivo
rico en hisitidinas de OpfiDHN-like, LepDHN-like y MabDHN-like tal vez esta

involucrado en la misma funcion ya que son proteinas muy similares a la OpsDHN1.

El analisis de motivos conservados (Figura 14) identifico al menos dos repeticiones del
segmento K (representados como motivo 1 y 3) en los fragmentos putativos de nuestras
cactaceas y en todas las secuencias de dehidrinas homdlogas (Tabla 4) y que ha sido
encontrado también en Arabidopsis thaliana, Gossypium sp, y Pisum sativum mediante
alineamientos multiples de secuencias de aminoacidos (Roberton and Chandler, 1992).
También en éste analisis se revelo la presencia de un motivo rico en K y E (representado
como motivo 2) en la mayoria de las proteinas homdlogas, lo que le permite a las

dehidrinas interactuar con moléculas de DNA (Tunnacliffe and Wise, 2007). Un motivo
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similar ha sido reportado recientemente en la proteina ShDHN de Solanum habrochaites
(Liu et al., 2015), sin embargo en OpfiDHN-like, LepDHN-like y MabDHN-like no se
observa el motivo 2 asi como tampoco el segmento S, posiblemente porque son secuencias
parciales, y ya que son similares a OpsDHN1 entre un 96 y 97% en su secuencia peptidica
(Tabla 6) es muy probable que estos motivos se encuentren ausentes porque no se tiene la

secuencia completa.

En el andlisis de dominios funcionales (Figura 15) los fragmentos de nuestras proteinas
mostraron tener tres repeticiones del domino Dhydrin 2 que se encuentra formado por el
segmento K de las dehidrinas; este dominio también ha sido nombrado dominio K en otras
dehidrinas y se ha encontrado que es similar al dominio de unién a lipidos de las proteinas
(Ismail et al., 1999; Bravo et al., 1999). Estos dominios Dhydrin 2 los podemos observar en
las estructuras 3D de los fragmentos OpfiDHN-like (Figura 18), LepDHN-like (Figura 19)
y MabDHN-like (Figura 20) sefialados como segmentos K.

La escala de hidropatia propuesta por Kyte y Doolittle (1982) ha sido usada por
muchas plataformas bioinformaticas para determinar el grafico de la carga hidropatica (C-
H) de las secuencias de aminoacidos. Este simple grafico C-H separa en gran medida a las
Proteinas Intrinsecamente Desordenadas (IDPs) de las proteinas estructuradas (Huang et al.,
2014). La figura 16 muestra que OpfiDHN- like, MabDHN-like y LepDHN- like son
proteinas hidrofilicas ya que de acuerdo con la escala de Kyte y Doolittle (1982) entre mas
pequefia es la hidropatia y el valor GRAVY (Tabla 7), méas hidrofilica es la proteina. La
propiedad hidrofilica de las proteinas LEA 2 se debe a un alto nimero de amindacidos
cargados y polares, a un bajo nimero de aminoacidos no-polares, los cuales son en su
mayoria hidrofébicos y también a la ausencia de triptéfano (W) y cisteina (C), lo cual es la
razén de que también sean Ilamadas hidrofilinas (Battaglia et al., 2008; Reyes et al., 2005).
Las hidrofilinas son capaces de interactuar con el agua y con otras pequefias moleculas
polares /cargadas, y esto puede compartir un rol fisiolégico comun en la tolerancia a la
deshidratacion (Jaspard and Hunault, 2014). En una solucidn acuosa, las proteinas LEA
hidrofilicas tienen un alto grado de desordenamiento en su estructura, por lo que son
consideradas IDPs (Proteinas Intrinsecamente Desordenadas) (Mouillon et al., 2006). La
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mayoria de las proteinas LEA son IDPs y poco se conoce acerca de su mecanismo de
accion molecular, sin embargo en ensayos in vitro con varias proteinas LEA sugieren un rol
en la desecacion y/o agregacion por congelamiento o en la proteccion a membranas
(Jaspard and Hunault, 2014). Concerniente a este parametro, la secuencia putativa de los
aminoacidos de nuestras secuencias tienen un alto grado de desordenamiento (por arriba de
0.5) (Figura 17) que segun Radivojac et al. (2007) establecen que los amino&cidos que se
encuentran por encima del valor 0.5 conforman secciones de proteinas intrinsecamente

desordenadas.

Las dehidrinas pueden ser clasificadas como neutras, acidas o basicas, dependiendo de
su secuencia de aminoacidos (Alsheikh et al., 2005). Cuando nuestras secuencias fueron
comparadas con la de OpsDHNL, la cual es &cida (Ochoa-Alfaro et al., 2012), se pudo
observar que nuestras proteinas corresponden a dehidrinas acidas también basandonos en el
alto contenido de residuos de E y D (entre 37 y 39 de los 143 y 148 residuos de

aminoéacidos totales) (Tabla 7).

Las proteinas se desnaturalizan a medida que van perdiendo su estructura natural o
conformacién nativa; con ello pierden su funcidn, esto es debido a que la falta de agua hace
que se disminuya la formacion de puentes de hidrdgeno, que son uniones que estabilizan la
estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteinas, siendo estas estructuras
requisitos basicos para que las proteinas puedan cumplir con sus funciones (Grajales,
2005). En el modelado 3D de los aminodacidos de los fragmentos de las proteinas analizadas
(figuras 18, 19, 20 y 21) se observa que los amino&cidos correspondientes al segmento K de
las dehidrinas se encuentran dentro una estructura a-Hélice; segun Watson (2006) debido a
que las cadenas laterales hidrofilas (solubles en agua) se extienden desde un lado de la
hélice y las cadenas laterales hidr6fobas (no soluble en agua) se extienden desde el lado
opuesto, la estructura helicoidal general es “anfipatica”, lo anterior concuerda con la
caracteristica principal que tiene el segmento K de las dehidrinas el cual es formar una
hélice anfipatica que segiin Rosales et al. (2014) éste segmento K junto con el segmento ¢
de la dehidrina DHNL1 de Vitis vinifera juega un rol muy importante ante la respuesta a
estrés bidtico y abidtico ya que actia como un escudo molecular de las proteinas
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parcialmente desnaturalizadas en lugar de como una chaperona clasica interactuando

directamente con proteinas desnaturalizadas (Rosales et al., 2014).

En el modelado 3D de las proteinas MabDHN-like y LepDHN-like (figuras 19 y 20) el
segmento rico en H se encuentra formando parte de un giro y parte de una o-Hélice, en
OpfiDHN-like y OpsDHNL1 (Figuras 20 y 23) este segmento H se encuentra mayormente
formando parte de un giro de la proteina. La similitud de la estructura secundaria de la
proteina de los miembros de la misma subfamilia se hace evidente también en la tabla 8, ya
que hay una seccion en la que los miembros de la subfamilia Opuntioideae tienen mas de
un segmento de estructuras Hoja Beta plegadas y los miembros de la subfamilia Cactoideae
tienen solamente una seccion rica en Hoja Beta plegadas. Esta estructura es hidrofoba y
muy estable que puede llegar a resultar de una ruptura de los enlaces de hidrégeno durante
la formacion de la hélice alfa; los grupos R de esta estructura estan posicionados sobre y

bajo el plano de las laminas (Voet et al., 2007).

El arbol consenso estricto, construido de 32 arboles mas parsimoniosos, mostro la
presencia de 3 clados (A, B y C), en donde OpfiDHN- like, OpsDHN1, LepDHN- like y
MabDHN- like forman un subclado monofilético dentro del clado C; todas las otras
familias analizadas presentan también este arreglo monofilético (Figura 22). En el
alineamiento multiple de los aminoacidos (Figura 13) se observaron algunas diferencias en
el motivo rico en histidinas. En los miembros de la subfamilia Opuntioideae (OpfiDHN-
like y OpsDHNL1) se presentd este motivo formado por 6 H, mientras que solamente se
presentaron 3 H en los miembros de la subfamilia Cactoideae (LepDHN-like y MabDHN-
like). La pérdida de estas H tal vez se debe a un mecanismo adaptativo inducido por presion
selectiva de un nicho ecoldgico especifico ocurrido cuando se produjo la diversificacion de
las diferentes subfamilias y especies; segun Herndndez-Hernandez et al. (2014) las altas
tasas de diversificacion que caracterizan generos ricos en especies como Opuntia,
Mammillaria y Echinocereus podrian estar asociados con su expansion geografica durante
la reciente aridificacion de América del Norte (particularmente con la expansiéon del
desierto de Chihuahua) durante el Mioceno. Se ha demostrado que la aridificacion puede
dar forma a la evolucion en cuanto a rasgos funcionales (Livshultz et al., 2011).
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La pérdida o delecion de una regién de un gen ya ha sido utilizada para diferenciar a
las subfamilias Opuntioideae y Cactoideae y reconocerlas como monofiléticas
anteriormente por diversos autores (Wallace and Dickie, 2002; Griffith and Porter, 2009;
Nyffeler, 2002; Wallace and Cota, 1994, Hernandez-Hernandez et al., 2011). Sin embargo
en el arbol consenso estricto (Figura 22) no se puede observar la separacion de estas
subfamilias probablemente porque es necesaria una secuencia mas completa o el nimero de
cambios no es suficiente para aseverar una posible evolucion usando estas dehidrinas como
modelo. El filograma del arbol 1 méas parsimonioso (Figura 23) si es posible observar esta
separacion de las subfamilias apareciendo como mas ancestrales los miembros de
Opuntioideae y como mas derivados los miembros de Cactoideae. Las dehidrinas de las
cactaceas se encuentran cercanamente relacionados con las de la familia Amaranthaceae
(Sueda glauca DHN vy Artiplex halimus DHN) y Tamaricaceae (Tamarix hispida DHN)
(Figura 22 y 23); estas tres familias de plantas son evolutivamente cercanas porque todas
pertenecen al orden de los Caryophyllales (Cronquist, 1981; The Angiosperm Phylogeny
Group, 2009).

De los tres fragmentos de proteinas caracterizados en este estudio se selecciono6 el gen
tipo dehidrina MabDHN de M. bombycina con el fin de confirmar si aumenta su expresion
cuando la planta se encuentra ante un estrés que es capaz de provocar una deshidratacion
como se ha reportado para otras dehidrinas con anterioridad (Zhang et al., 2013); se
seleccioné M. bombycina ya que tiene importancia ecolégica puesto que es una especie
endémica de Aguascalientes y Jalisco y actualmente se encuentra bajo severas presiones
por la destrucciéon de su habitat, su largo y lento ciclo de vida y su colecta ilegal como
planta de ornato, por lo que se encuentra sujeta a proteccion especial (NOM-059-ECOL-
2001) (Meza, 2011), ademas de que no hay estudios moleculares en M. bombycina hasta el

momento.

La extraccion de RNA se realizo de manera satisfactoria (Figura 24) ya que se obtuvo
RNA total de buena calidad y en suficiente cantidad para realizar los estudios de expresion
mediante RT-PCR; analizando primero el cDNA obtenido de todas las interacciones
mediante PCR de punto final (de manera semicuantitativa) y solamente las interacciones
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que mostraron tener una sobreexpresion del gen y en las que los resultados no fueron
concluyentes del todo (datos no mostrados), se sometieron a un analisis de gPCR, la cual es
una técnica utilizada para amplificar y simultdneamente cuantificar de forma relativa el
producto de la amplificacion del cDNA en éste caso, y que se ha utilizado en la
cuantificacion de la expresion de otras dehidrinas (Vaseva et. al, 2014). Primeramente se
sometié a M. bombycina a frio a 4°C por 12 y 72 horas y no se observd una expresion
diferencial con el control (Figura 25 y 26); otros autores interactuaron diversas plantas a
4°C por periodos mas largos que los utilizados por nosotros (72 horas) como por ejemplo
Vaseva et al. (2014) interactla las plantas de Trifolium repens (clavo) por un periodo de 31
dias, Tommasini et al., (2008) interactia Hordeum vulgare por 5 dias y Ochoa-Alfaro et al.
(2012) interactua O. streptacantha por 17 dias obteniendo una sobreexpresion del gen
OpsDHNL1. Lo anterior nos indica que la sobreexpresion de MabDHN no es inmediata en
plantas in vitro y se da lentamente conforme la planta necesita comenzar el proceso de
aclimatacion al frio el cual es un factor importante para la sobrevivencia de las plantas en
las estaciones de bajas temperaturas ya que esto involucra la induccion de mecanismos de
defensa que incluyen la acumulacion de diferentes crioprotectores moleculares como son
las dehidrinas (Vaseva et al., 2014); se ha observado una correlacion entre la acumulacion
de proteinas tipo dehidrina y la adquisicién de la tolerancia al congelamiento en un plazo
corto (7 a 21 dias) en estudios de aclimatacion al frio en H. vulgare (Kosov4 et al., 2014).

Al someter a M. bombicyna a estrés por congelamiento a -20°C (Figura 27) el estudio
por gPCR reveld que hay una expresion mayor que el control en la interacciones de 2 horas
haciendo evidente que esta cactacea aumenta la expresion del gen MabDHN para evitar una
deshidratacién celular ante un estrés tan fuerte y rapido como fue el inducido en el estudio,
teniendo en cuenta que en condiciones naturales en el habitat de esta planta es dificil que se
llegue a -20°C (la temperatura media anual en Aguascalientes es de 17°C y en Jalisco de

20.5°C (www.inegi.org.mx) y que en el estudio no se llevd a cabo un proceso de

aclimatacion, el cual si se daria en un héabitat natural y les ayudaria a soportar una helada
sin sufrir grandes dafios por periodos méas prolongados. El estrés por frio que usualmente

precede al congelamiento en los ambientes naturales induce importantes cambios en la
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composicion del citoplasma y de las biomembranas como por ejemplo, se induce un ajuste
osmotico del citoplasma con la acumulacion de solutos compatibles de bajo peso
molecular, compuestos altamente solubles como son los monosacaridos, oligosaclaridos,
alcoholes de azucar, poliaminas y prolina; estos compuestos bajan el potencial hidrico de
los compartimentos celulares y previene la formacion de cristales de hielo intracelulares
disminuyendo el umbral de la temperatura de congelacién del citoplasma (Kosova et al.,
2007). En la misma interaccion a -20°C a las 4 horas la sobreexpresion baja de forma
similar al control (sin diferencias estadisticamente significativas) (Figura 27); la formacion
de cristales de hielo intracelulares causan un dafio irreversible en las estructuras celulares y
son usualmente letales para la célula por lo que la planta comienza a morir (Kosova et al.,
2007) y la expresion génica comienza a disminuir, lo que probablemente comenzd a
suceder. Previamente se ha reportado que plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que
sobreexpresan la dehidrina SK3 de O. streptacantha (OpsDHN1) muestran una mayor
tolerancia a estrés por congelamiento (2 h a -15 °C) (Ochoa-Alfaro et al., 2012) y que ésta
dehidrina actta formando dimeros de la proteina viéndose afectada si se deletan las
regiones que contienen el segmento K y la region rica en histidinas, haciendo evidente la
importancia de estos motivos en la proteccion ante frio (Hernandez- Sanchez et al., 2014).
Estos segmentos también estan presentes en MabDHN y podrian estar desempefiando un
papel similar. Por otro lado en Arabidopsis thaliana se han detectado cuatro dehidrinas
(CORA47, LTI29, ERD14, LTI30) que se sobreexpresan principalmente ante estrés por frio
siendo algunas de ellas como LTI30 y COR47 expresadas especificamente ante este estrés
y no ante salinidad o deshidratacién (Nylander et al., 2001). De igual forma en este estudio
no se encontré un aumento de la expresion diferencial de MabDHN con el control ante
NaCL 250 mM (Figuras 28 y 29) por lo que este gen no tiene un papel importante ante

estrés por alta salinidad a esta concentracion.

La sobreexpresion de MabDHN inducida por ABA se comprobé al interactuar plantas
de M. bombycina con ABA de forma exdgena a una concentracion de 100 uM mediante un
analisis de qPCR (Figura 32) donde se observo un incremento en la expresion del gen con

respecto al control en las interacciones de 1.5, 6 y 12 horas, siendo significativamente mas
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alta la expresion a las 1.5 y 12 horas. Los genes mas ampliamente reportados que son
regulados por ABA son los genes LEA por ejemplo los genes Osem, SalT, Rab16 y Rab25
de arroz, Em y Rab15 de trigo, Rab17 y Rab28 de maiz, Rab18 de Arabidopsis, HVAl y
HVA22 de cebada, LE16, LE4 y TAS14 de tomate, CDeT27-45 de Craterostigma
plantagineum, entre otros (Roychoudhury et al., 2013). La dehidrina de referencia
OpsDHN1 también demostrd ser sobreexpresada por ABA aplicado exdgenamente a una
concentracion de 0.1uM a las 1.5 horas (Ochoa-Alfaro et al., 2012); sin embargo en
MabDHN no se observd un aumento en la expresion con 0.1uM de ABA en ninguno de los

tiempos (Figura 30 y 31) en comparacion con el control.

Las dehidrinas son proteinas de plantas intrinsecamente desordenadas que se acumulan
durante la embriogénesis tardia de las semillas y en respuesta a estrés abioético (Banerjee y
Roychoudhury, 2016) sin embargo se ha demostrado que algunas dehidrinas son capaces de
sobreexpresarse ante un estrés de tipo bidtico (Yang et al., 2012). Para determinar si
MabDHN es capaz de sobreexpresarse ante este tipo de estrés se interacciond M.
bombycina con un estrés por heridas que es generalmente un tipo de estrés provocado por
un depredador en un medio natural (Lorenzo et al., 2004). Se comprobd mediante gPCR
que hay una fuerte sobreexpresion del gen MabDHN a los 10 minutos de realizada la herida
con diferencias estadisticamente significativas, lo que nos indica que este gen puede estar
influyendo de manera importante para impedir que haya una deshidratacion en la planta
cuando ocurre un dafio celular por un depredador. Se ha demostrado que tanto el &cido
jasmonico (JA) (Lorenzo et al., 2004; Pieterse et al., 2012) como el etileno (Barrera-Ortiz et
al., 2012), fitohormonas que se inducen ante un estrés por heridas, pueden interactuar
antagonicamente con la expresion de genes inducidos por ABA (Lorenzo et al., 2004;
Pieterse et al., 2012), como son las dehidrinas (Roychoudhury et al., 2013), sin embargo en
otros estudios también se ha comprobado que el JA junto con ABA estan implicado en la
induccion de la defensa de la planta ante insectos herbivoros (Vos et al., 2015; Thaler y

Bostock, 2004), activando genes inducidos por estas fitohormonas.

En este estudio ya se comprob6 que MabDHN es inducido por ABA y ante un estrés de

tipo abidtico, sin embargo las rutas de sefalizacion de las plantas ante un estrés de tipo
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bidtico son muy complejas (Asselbergh et al., 2008) y en este trabajo no se realizaron
estudios para demostrar si ante un estrés por heridas en M. bombycina hay una induccion o
una represion de ABA por lo que es necesario en el futuro realizar estudios de expresion del
gen MabDHN en plantas ABA deprimidas e interaccionadas con otras fitohormonas que se
expresan ante estrés biotico como son JA, ET o SA. En base a lo anterior y debido a que no
hay estudios previos acerca la utilizacion de sustancias inhibidoras de ABA en cactéceas se
realizd un experimento para determinar el tiempo en el que el herbicida acuéatico llamado
Fluridone (1-methyl-3-phenyl-5-(a,a,a-trifluoro-m-tolyl)-4-pyridone) es capaz de disminuir
la biosintesis de ABA enddgeno en la planta; este tipo de experimentos han sido utilizados
en multiples estudios del papel regulatorio del ABA en diferentes plantas (Zhang et al.,
2012; Siddiqui et al., 1998; Rajasekaran et al., 1987; Chen et al., 2006). Se colocaron
plantas de M. bombycina en un medio de MS + Fluridone 100 uM a diferentes tiempos y
posteriormente se interaccionaron los brotes con frio a -20°C por 2 horas para inducir la
expresion de MabDHN, obteniendo una probable disminucion de la biosintesis de ABA
enddgeno en la interaccion de los brotes por 4 dias con el Fluridone debido a que se
observd una expresion del gen MabDHN similar a la del control sin diferencias
estadisticamente significativas (Figura 34 y 35). El Fluridone es un inhibidor establecido de
la biosintesis de carotenoides y por lo tanto de la biosintesis de ABA ya que la biosintesis
de esta fitohormona comienza con la oxidacion de un carotenoide llamado Carotenoide C40
en el cloroplasto (Xiong y Zhu, 2003). Se ha reportado que el Fluridone es un inhibidor de
la enzima fitoeno-desaturasa, la cual convierte el fitoeno en carotenoide (Han et al., 2010).
En la interaccion de los brotes con Fluridon a los 2 dias se observa que la expresion de
MabDHN es mayor que la del control, lo que indica que la cantidad de ABA enddgeno es
alta y suficiente para inducir la sobreexpresiéon del gen tipo dehidrina ante un estrés por
congelamiento, como ya se comprob6 en experimentos anteriores (Figura 27 y 32). En
general los inhibidores de la biosintesis de fitohormonas, como el ABA, son herramientas
efectivas para estudiar la regulacién del crecimiento de las plantas y su respuesta rapida
ante estrés ambiental de un modo rapido, condicional, reversible y de manera dependiente
de la dosis (Kitahata et al., 2005); de esta manera comprobamos una vez mas que MabDHN

depende de ABA para expresarse y deja la puerta abierta para la realizacion de
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experimentos posteriores para comprobar el papel de ABA ante la induccion de diferentes

genes y funciones fisioldgicas en cactéaceas.
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8. CONCLUSIONES

e Se identificaron fragmentos de genes tipo dehidrina en Opuntia ficus- indica,
Leuchtenbergia principis y Mammillaria bombycina, las secuencias en nucleotidos de éstos
fragmentos se depositaron en la plataforma del NCBI.

e La traduccidn virtual de los fragmentos de los genes tipo dehidrina de O. ficus-
indica, L. principis y M. bombycina mostraron la presencia de 2 segmentos K, propio de las
proteinas LEA 2, y un segmento rico en histidinas.

e EIl andlisis de parametros de los fragmentos traducidos OpfiDHN-like, MabDHN-
like y LepDHN-like mostraron que son péptidos &cidos, altamente hidrofilicos e
intrinsecamente desordenados.

e EI arbol consenso estricto demostré que las dehidrinas de diferentes géneros de
cactaceas tienen un origen monofiletico por lo que este tipo de proteinas son altamente
homdlogas entre familias.

e Los representantes de la subfamilia Cactoideae presentan una delecién de 3
histidinas en su secuencia de aminoacidos parcial y los representantes de la subfamilia
Opuntioideae no la tienen, siendo esto una probable relacion evolutiva entre subfamilias.

e En los analisis de expresion del gen MabDHN de M. bombycina se observo una
sobreexpresion en la interaccion con estrés por frio (-20°C) por lo que podemos decir que el
papel principal de este gen es la proteccién de la cactacea ante un estrés por bajas
temperaturas.

e Se comprobo6 que la expresion de MabDHN es mediada por el acido abscisico.

e Se demostré que el gen MabDHN se sobreexpresé al interaccionar M. bombycina
con un estrés de tipo bidtico ocasionado por Heridas.

e Se observé una probable disminucion de ABA endogeno al interactuar los brotes de
M. bombycina con el herbicida Fluridone por un periodo de 4 dias.

e No se observé una sobreexpresion de MabDHN diferente a la del control en otras
interacciones con estrés abidtico (NaCL a 250mM, frio a 4°C) y con otras concentraciones
de ABA (0.1 pM).

120



9.

GLOSARIO

LEA: Late embryogenesis abundant (Proteinas abundantes de la embriogénesis tardia).

DHN: Dehidrina

ABA: Acido Abscisico

JA: Acido Jasmonico
ET: Etileno

PCR: Reaccién En Cadena De La Polimerasa
RT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa

CAM: Metabolismo &cido de las crasulaceas.

Ala: alanina

Arg: arginina

Asn: asparagina
Asp: acido aspartico
Cys: cisteina

Gln: glutamina
Glu: acido glutdmico
Gly: glicina

His: histidina

Ile: isoleucina

Leu: leucina

Lys: lisina

Met: metionina
Phe: fenilalanina
Pro: prolina

Ser: serina

Thr: treonina

Trp: triptofano
Tyr: tirosina

Val: valina.
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11. ANEXOS

ANEXO A. CARACTERISTICAS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS
UTILIZADOS
A.1. Caracteristicas de los oligonucledtidos FOpsDHN1 y ROpsDHNL sintetizados

de acuerdo al programa DNAStar.
Secuencia: FOpsDHNL1: 5 GAGGAGGAGGGAGATGACGAAGAC 3’
ROpsDHN1: 5 GAAGGGGGTTGATCACACTCCACA 3’

52.9% de GC, dTm de 2.5 °C, Temperatura de alineamiento de 58.8 °C, la longitud del
fragmento es de 497 pb.

A.2. Caracteristicas de los oligonucleétidos F MabDHN y R MabDHN sintetizados

de acuerdo al programa Primer design del NCBI.
Secuencia: FMabDHN 5> CCGGCCCCACCGCCACCTCATTC 3’
RMabDHN 5> GGGCCTCCCCCTCGGCCACAGT 3’

75.6% de GC, dTm de 2 °C, Temperatura de alineamiento de 72.2 °C, la longitud del
fragmento es de 157 pb.

A.3. Caracteristicas de los oligonucleétidos F MabCuant y R MabCuant

sintetizados de acuerdo al programa Primer design del NCBI.
Secuencia: FMabCuant 5> TTAAGGAGAAACTTCCAGGC 3’

RMabCuant 5 ACGTGGATCTTCTCTATTGC 3
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45% de GC, dTm de 0.1 °C, Temperatura de alineamiento de 55 °C, la longitud del
fragmento es de 115 pb.

A.4. Caracteristicas de los oligonucledtidos F 25S y R 25S en base a la secuencia

de una region del gen 25S de jitomate.
Secuencia: F25S 5" CGTAAGGCGTAAGGAAGCTG 3
R25S 5" TCGGAGGGAACCAGCTACTA 3

55% de GC, dTm de 2°C, Temperatura de alineamiento de 59 °C, la longitud del
fragmento es de 249 pb.

ANEXO B. MEDIOS DE CULTIVO Y BUFFERS UTILIZADOS.
B.1. Medio de cultivo Murashige y Skoog (MS):

Preparacion de las soluciones concentradas para el medio MS:

Solucion Reactivo Cantidad

SOLUCION A Cloruro de calcio (CaCl,-|22.0¢9

Concentracion: 2H,0)

1000X.  Volumen:

50 mL

SOLUCION B. Yoduro de potasio (KI) 41.50 mg

Concentracion: Cloruro de cobalto (CoCly-6 | 1.25 mg

1000X.  Volumen: | H,0)

50 mL

SOLUCION C. Fosfato monobasico de K | 3.40g

Concentracion: 400 | (KH,PO,) 0.124 g

X. Volumen: 50 mL | Ac. borico (H3BO3) 0.005 g
Molibdato de sodio (NaMoQOy)

SOLUCION D. Sulfato de magnesio (MgSO,4- | 7.40 ¢

Concentracion: 400 | 7H,0) 0.340 g

X. Volumen: 50 mL | Sulfato de manganeso 0.172¢
(MnSO4-H,0) 0.50 mg
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Sulfato de zinc (ZnSO,4-7H,0)
Sulfato de cobre (CuSQ4-5
H20)

SOLUCION E. Sulfato ferroso (FeSO4-7H,0) | 0.557 g

Concentracion: 200 | EDTA disddico (Na,EDTA) 0.745¢

X. Volumen: 100

mL

SOLUCION F. Glicina 20.00 mg

Concentracion 100 | Piridoxina HCI 5.00 mg

X. Volumen: 100 | Ac. nicotinico 5.00 mg

mL Tiamina HCI 1.00 mg
Mio inositol 1.00¢9

Observaciones

En la Solucion E Disolver
ambos  componentes  por
separado, para lo

cual puede requerirse calor.
Agregar poco a poco la
solucion de Fe a la de EDTA 'y
aforar. Debe de quedar de
color amarillo sin precipitados.
Almacenar estas soluciones en
frascos limpios (lavados vy
enjuagados con agua destilada)
y en refrigeracion.

Para preparar 1 litro de medio MS se agregan las siguientes cantidades de las

soluciones anteriormente preparadas:

SOLUCION

VOLUMEN
mL
1
1
2.5
2.5
5
10

MTmMmOO ®@>
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Posteriormente se pesan y afiaden 30.0 g de sacarosa, 1.90 g de Nitrato de potasio y
1.65 g de Nitrato de amonio. Se ajusta el pH del medio a 5.7 con NaOH o HCI 0.1 N. Se
aforaa 1 L con agua destilada y se afiaden 8 g/L de Agar como gelificante. El gelificante se
disuelve calentando el medio en horno de microondas y agitando posteriormente. EI medio
se distribuye en frascos de cultivo (dependiendo de su capacidad) se tapan y esterilizan a
121 °C por 20 min.

B.2 Buffer de lisis para extraccion de ADN de cactaceas

CTAB al 2%, NaCl al 1.4 M, EDTA al 20 mM, Tris HCI pHS8 al 100 mM, -
mercaptoetanol al 2%. NOTA: El B- mercaptoetanol se agrega hasta que se vaya a utilizar
el buffer.

B.3. Medio de cultivo LB

0.5% de Extracto de Levadura, 1% de peptona de caseina, 0.5% de NaCl; si se requiere

medio solido se agrega 1.3% de agar bacteriolégico.

B.4. Buffers empleados para la extraccion de plasmidos por el método Birnboim y
Doly (1979)

BIRNBOIM I: Tris HCL pH8 al 25 mM, EDTA pH8 al 10mM, glucosa al 50mM

(esterilizar y almacenar a 4°C)

BIRNBOIM II: NaOH 0.2 N, SDS 1%. Preparar al momento o guardar maximo 1

semana a temperatura ambiente.

BIRNBOIM 111: 60ml de acetato de potasio al 5M, 11.5 ml de &cido acético glacial y
28.5ml de agua destilada.

B.5 Buffer de lisis para extraccion de RNA de cactaceas
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CTAB al 2% p/v, NaCl al 2.5 M, EDTA al 50 mM, Tris HCI pH8 al 200 mM, PVPP
(polivinilpolipirrolidona) al 1.5%, B-mercaptoetanol al 3%. NOTA: El - mercaptoetanol se

agrega hasta que se vaya a utilizar el buffer.
ANEXO C. SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS Y PROTEINAS OBTENIDAS.

C.1 Secuencia parcial de nucledtidos y aminoacidos del gen tipo dehidrina de

Opuntia ficus-indica

Secuencia parcial de nucleotidos del gen tipo dehidrina de Opuntia ficus indica
(OpfiDHN-like). Se tienen 445 nucleotidos secuenciados; nimero de accesion en NCBI:
KP720561.

GAGGAGGAGGGAGATGACGAAGACAAGAAGAAGAGGAAGAAGGAGAAGAAA
GAAAAGAAAGGATTGAAGGAGAAGATTAAGGAGAAACTTCCAGGCCACCACA
AGGAACAGGAAGAAGAACAAGAGGACAAGAAAAAGGATCATCATCATCATCA
TCATGATGAAGAGGACACCAATATAGCAATAGAGAAGATCCACGTGGAAGAG
GTGATCTACTCGGAGCCATCTTACCCTGCCCCGGCCCCACCGCCACCTCATTCG
GAGGCCGAAGGGGAGAAGAAGGGGCTGCTTGAGAAGATCAAGGACAAGCTGC
CAGGTCAGCACAAGAAGGCCGAGGTCGAGCACGAGGTGGTCCCAACGGCCAC
TGCCACTGTGGCCGAGGGGGAGGCCCAGGAGAAGAAGGGGTTCTTGGACAAG
ATCAAGGAGAAGATCCCTGGCTTCCACT

Secuencia de la proteina traducida Opfi-DHN-like. Se tienen 148 aminoacidos
traducidos, numero de accesion en NCBI: AKC92526.1

>OpfiDHN_like

EEEGDDEDKKKRKKEKKEKKGLKEKIKEKLPGHHKEQEEEQEDKKKDHHHH
HHDEEDTNIAIEKIHVEEVIYSEPSYPAPAPPPPHSEAEGEKKGLLEKIKDKLPGQHK
KAEVEHEVVPTATATVAEGEAQEKKGFLDKIKEKIPGFH
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C.2 Secuencia parcial de nucleédtidos y aminoacidos del gen tipo dehidrina de

Leuchtenbergia principis

Secuencia parcial de nucledtidos del gen tipo dehidrina de Leuchtenbergia principis
(Lep-DHN like). Se tienen 493 nucledtidos secuenciados, numero de accesion en NCBI:
KP720562

GAGGAGGAGGGAGATGACGAAGACAAGAAGAGGAGGAAGAAGGAGAAG
AAAGAAAAGGAAGGATTGAAGGAGAAGATTAAGGAGAAACTTCCAGGCCACC
ACAAGGAGCAGGAAGAAGAACAAGAGGACAAGCAAAAGGATCATCATCATGA
TGAAGAGGACACCAATATAGCAATAGAGAAGATCCACGTGGAAGAGGTGATC
TACTCGGAGCCATCTTACCCTGCCCCGGCCCCACCGCCACCTCATTCGGAGGCC
GAAGGGGAGAAGAAGGGGCTGCTTGAGAAGATCAAGGACAAGCTGCCAGGTC
AGCACAAGAAGGCCGAGGCCGAGCACGAGGTGGTCCCAACGGCCACTGCCAC
CGTGGCCGAGGGGGAGGCCCAGGAGAAGAAGGGGTTCTTGGACAAGATCAAG
GAGAAGATCCCTGGCTTCCACTCTAAGGCTCCTGAGGAGGACAAGAAGGATGT
GGAGTGTGATCAACCCCCTTCAATCA

Secuencia de la proteina traducida Lep-DHN-like. Se tienen 164 aminoacidos
traducidos, numero de accesion en NCBI: AKC92527.1

> epDHN-like

EEEGDDEDKKRRKKEKKEKEGLKEKIKEKLPGHHKEQEEEQEDKQKDHHHDE
EDTNIAIEKIHVEEVIYSEPSYPAPAPPPPHSEAEGEKKGLLEKIKDKLPGQHKKAEA
EHEVVPTATATVAEGEAQEKKGFLDKIKEKIPGFHSKAPEEDKKDVECDQPPSI
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C.3 Secuencia parcial de nucleétidos y aminoacidos del gen tipo dehidrina de

Mammillaria bombycina

Secuencia parcial de nucleotidos del gen tipo dehidrina de Mammillaria bombycina
(Mab-DHN like). Se tienen 435 nucleétidos secuenciados, nimero de accesion en NCBI:
KP720560.

AAAGAAGGATTGAAGGAGAAGATTAAGGAGAAACTTCCAGGCCACCACAA
GGAGCAGGAAGAAGAACAAGAGGACAAGCAAAAGGATCATCATCATGATGAA
GAGGACACCAATATAGCAATAGAGAAGATCCACGTGGAAGAGGTGATCTACTC
GGAGCCATCTTACCCTGCCCCGGCCCCACCGCCACCTCATTCGGAGGCCGAAG
GGGAGAAGAAGGGGCTGCTTGAGAAGATCAAGGACAAGCTGCCAGGTGGTCA
GCACAAGAAGGCCGAGGCCGAGCACGAGGTGGTCCCAACGGCCACTGCCACT
GTGGCCGAGGGGGAGGCCCAGGAGAAGAAGGGGTTTTTGGACAAGATCAAGG
AGAAGATCCCTGGCTTCCACTTTAAGGCTCCTGAGGAGGACAAGAAGGATGTG
GAGTGTGATCAACCCCCT

Secuencia de la proteina traducida Mab-DHN-like. Se tienen 145 aminoéacidos
traducidos, nimero de accesion en NCBI: AKC92525.1.

>MabDHN-like

KEGLKEKIKEKLPGHHKEQEEEQEDKQKDHHHDEEDTNIAIEKIHVEEVIYSEP
SYPAPAPPPPHSEAEGEKKGLLEKIKDKLPGGQHKKAEAEHEVVPTATATVAEGEA
QEKKGFLDKIKEKIPGFHFKAPEEDKKDVECDQPP
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C. 4 Alineamiento multiple de nucleotidos de las dehidrinas analizadas.

510 SZ0
L L
45¢ L G I TTTGGGGTCTCTRALA CpsDEN] gen
i i e T T OpfiDHN-1ike
e T e it i LepDHEN-
i i e T T MabDHN- like
T
530
f
521 GACAAGRAGARGGRAG OpsDiEN1 gen
1 GARACRARAGRLAGLLGRAG CpfiDHN-like
1 GLCRAAGLAGRGBGGRG e
1 - - - e T T T T T T T - - - e e — — — — — — — = — — — — = = — = — = — — — — — MabDEN- like
T T T T T T T

1 L 1
AAGGAGARGATTAAGGAGAARCTTCCAGGCCACC CpsDHENL gen
AGGATTGRAAGGAGAAGATTAAGGAGAAACTTCCAGGCCACC OpfiDEN-like

AAGGAGARAGATCAAGGRAGAAGCTGCCCGGCCACC LepDHEN- like

1 1
536 GAAGARGGARAGARAGARAAGALAL
36 GRAGRAAGGAGRRAGRARALZGRAERRLR
3% GAAGAAGGAGAAGAAGGAGAR

o

G TLRL
1 B — —— — —— — — — — — — ARARAGARARAGGATTGRAAGGAGAAGATTRAAGGAGARARRRCTTCCAGGCCACC MabDHN- like
T T T T T T
660 670 630 690 700 710
L 1 1 L 1 1
ACARGGALGCARAGGAAGRAGARAACRAGRAGGACARGCRRARAALGGAT CATCRATCATCATCATCATGRATGAA OpsDEN] gen
ACARGGAACAGGRAAGAAGAACAAGRLGGACAAGARAARGGATCATCATCATCATCATCATGATGAA CpfiDHEN-like
LACARGGALGCAGGAGGRAGGAGCRAGGAGGACARGCRAGARAAGGACCACCRACC --~----~--~+ ACGACGAG LepDHN- like
ACARGGAGCAGGRAAGRAARAGAACAAGRGGACAAGCRAAARGGATCATICATC ------- -~ ATGATGAA MabDEN- like

T T T T T T T
720 730 740 750 760 770 T80
1 1

716 GAGGACACCAATATAGCAARTAGAGAAGATCCACGIGGAAGAGGIGATCTACTCGGAGCCATCTTA OpsDENL gen
166 GAGGACACCAARTATAGCAALT GRAGATCCACGTGGAAGAGGIGATCTACTCGGAGCCATCTTA OpfiDHN-like
157 GAGGACACCAACATCGCCAT GARAGATCCACGTGGAGGAGGIGATCTACAGCGAGCCCAGCTA LepDEN- like
103 GRGGACACCARTATAGCALTAGAGAARGATCCACGTIGGAAGAGGTIGATCTACTCGGAGCCATCTTA MabDHN- like
I T 1 I 1
780 £00 810 820 g3t 240

T

3

| | 1 1 1 1

781 CCCTGCCCCGGCCCCACCECCACCTICATTITGGAGGCCGARGGGGAGARGR GGGCTGECTTGAGA OpsDHNL gen
231 CCCTGCCCCGGCCCCACCGCCACCICATICGGAGGCCGAAGGGGAGAR GGGCTGCTTGAGA OpfiDHN-like
222 CCCCGCCCCCGCCCCCCCCCCCCCCCACAGCGRGGCCGAGGGCGAGRAR GGCCTGECTGGAGA LepDEN- like
A
a

168 CCCTGCCCCGGCCCCACCARCCACCTICATICGGAGRCCGARGGEGARAGA GGGCTGECTTGAGRA MabDEN- like

T 1
850 860 870 EE0 890 900 91'3
| 1 I L 1
646 AGATCRAGGACAAGCTGCCAGGT---CAGCACRAGAAGGCCGAGGCC G;GCrCGAGGTGGTCCCnCpsDHngen
29 AGATCRAGGACARGCTGCCAGGT---CAGCACRAGARAGGCCGAGGTCGAGCACGAGGIGGATCCCA OpfiDHN-like
37 AGATCARGGACRAAGCTGCCCGGC---CAGCACAAGRAGGCCGAGGCCGAGCACGAGGTIGGTGECCC LepDHN- like
233 AGATCRAGGACAAGCTGCCAGGTGGTCAGCACRAGARAGGCCGAGGCCGAGCACGAGGTGGTCCCA MabDEN- like
T T T T T T
230 240 950 963 970
I I 1 1
%08 A ACTGIGGCCGAGGGGGAGGCCCAGGAGAAGAAGGGGTTTT"GGACI;AGATCAA OpaDENL gen
358 R ACTGTIGGECCGRAGGGGGAGGCCCAGGRAGRAAGRAAGGEGGTICTITGGACAAGAT CAR OpfiDHN-like
43R ACCGTIGGECCGRAGGGCGAGGCCCAGGAGAAGAAGGGCTICCTGGACAAGATCAR LeplEl- like
% R BCTGIGECCGRGGGGEGAGECCCAGGORAGRAGRAGEGGTTITITGGACAAGATCAR MabDEN- Like
T 1 I T 1 1 T
880 930 1000 1010 1020 1030 1040
| 1 | 1 1 1 |
973 GEAGARGATCCCIGGCTITCCACTTTIAAGGECTCCTGAGGAGGACAAGRARGGATGTGRAGTGTGATC Opalill gen
423 GGAGRARGATCCCIGGCITCCACT OpfiDHN-like
44 GELGRRGATCCCCGGCTITCCACAGCARGECCCCCGAGOAGRACLAGRARGOACGTGEAGTGCGACC Leplal- Like
6} GEAGARGATCCCIGGCTITCCACTTTIAAGECTCCTGAGGAGGOACAAGARGGATGTGEAGT GTGATC MabEN- like
I T 1 I T 1
1030 1080 1070 1080 1H93 1.:0
I I 1 I
I AACCCCCTTCRATCAACTITRAATTAATITATGGCTRARTGCATIGTTITAR TT%TTGIT%QTTTHTITT G OpaDANL gen
445 OpfiDHN-1ike
47 AGCCCCCCAGCRTIC LepDEN- like
428 RACCCCCT MabDEN- like
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D.1 Valores numéricos del grado de desordenamiento de cada uno de los

aminoacidos de las proteinas analizadas.

NUmero Secuencia Desordenamiento Secuencia Desordenamiento
aa. MabDHN- like MabDHN-like LepDHN- like LepDHN-like
1 K 0.953851 E 0.97179
5 E 0.958513 E 0.970825
3 G 0.961778 E 0.967282
4 L 0.964244 G 0.97019
5 K 0.963199 D 0.967116
6 E 0.962933 D 0.964142
7 K 0.964455 E 0.963821
8 | 0.964178 D 0.96395
9 K 0.96389 K 0.963688
10 E 0.962725 K 0.962927
11 K 0.961084 R 0.962968
12 L 0.958164 R 0.964309
13 P 0.957254 K 0.962145
14 G 0.958977 K 0.9606
15 H 0.959655 E 0.959112
16 H 0.956078 K 0.96105
17 K 0.953796 K 0.961718
18 E 0.949121 E 0.963174
19 Q 0.945301 K 0.964159
20 E 0.937511 E 0.964686
21 E 0.925541 G 0.965214
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29 0.930481 0.965214
23 0.925541 0.964151
o4 0.90631 0.962137
o5 0.922598 0.961229
26 0.898741 0.960814
27 0.898741 0.960814
28 0.909572 0.960924
29 0.907166 0.959187
30 0.88368 0.958292
31 0.822358 0.960629
32 0.825979 0.96287
33 0.892644 0.963652
34 0.892644 0.960432
35 0.912724 0.95795
36 0.89155 0.954205
37 0.90513 0.949134
38 0.884243 0.941088
39 0.880062 0.925541
40 0.853141 0.930481
M 0.844744 0.925541
42 0.837279 0.90631
43 0.834296 0.922598
44 0.84934 0.898741
45 0.816633 0.898741
46 0.831582 0.909572
47 0.853937 0.907166
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48 0.844641 0.88368
49 0.863221 0.822358
50 0.844761 0.825979
51 0.869074 0.892644
52 0.873081 0.892644
53 0.881682 0.912724
54 0.876352 0.89155
55 0.814902 0.90513
56 0.732979 0.884243
57 0.789556 0.880062
58 0.830407 0.853141
59 0.787637 0.844744
60 0.848366 0.837279
61 0.854214 0.834296
62 0.891048 0.84934
63 0.852777 0.816633
64 0.866154 0.831582
65 0.889242 0.853937
66 0.896906 0.844641
67 0.914577 0.863221
68 0.891882 0.844761
69 0.880565 0.869074
70 0.916386 0.873081
71 0.921925 0.881682
72 0.941943 0.876352
73 0.927551 0.814902
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74 G 0.927551 0.732979
75 L 0.920633 0.789556
76 L 0.917085 0.830407
77 E 0.921053 0.787637
78 K 0.895463 0.848366
79 I 0.912041 0.854214
80 K 0.886832 0.891048
81 D 0.886832 0.852777
82 K 0.864976 0.866154
83 L 0.835674 0.889242
84 P 0.807892 0.897235
85 G 0.75186 0.908328
86 G 0.74752 0.897344
87 Q 0.765552 0.890557
88 H 0.741786 0.908365
89 K 0.788994 0.929457
90 K 0.741786 0.938396
91 A 0.733878 0.932651
92 E 0.733878 0.927332
93 A 0.733878 0.926761
94 E 0.733878 0.892567
95 H 0.733878 0.90477
9% E 0.684562 0.90477
97 \ 0.684562 0.897316
98 \ 0.625747 0.876864
99 P 0.625747 0.876768
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100 T 0.625747 K 0.850815
101 A 0.625747 L 0.824168
102 T 0.684562 P 0.770214
103 A 0.684562 G 0.731787
104 T 0.67098 Q 0.775345
105 \Y 0.67098 H 0.765552
106 A 0.67098 K 0.765552
107 E 0.535242 K 0.765552
108 G 0.523724 A 0.733878
109 E 0.448074 E 0.764126
110 A 0.448074 A 0.748714
111 Q 0.398284 E 0.748714
112 E 0.45283 H 0.733878
113 K 0.45283 E 0.593544
114 K 0.53363 \% 0.593544
115 G 0.469807 \% 0.66371
116 F 0.523191 P 0.648539
117 L 0.512825 T 0.500351
118 D 0.564319 A 0.648539
119 K 0.564319 T 0.66371
120 I 0.564892 A 0.700815
121 K 0.522522 T 0.564764
122 E 0.555577 \Y 0.704327
123 K 0.594502 A 0.67098
124 I 0.663245 E 0.535242
125 P 0.758798 G 0.523724
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126 G 0.80221 E 0.553063
127 F 0.829949 A 0.553063
128 H 0.796329 Q 0.497937
129 F 0.792182 E 0.57418
130 K 0.759113 K 0.57418
131 A 0.797979 K 0.656253
132 P 0.791954 G 0.596135
133 E 0.767305 F 0.643011
134 E 0.747904 L 0.628057
135 D 0.732547 D 0.679555
136 K 0.735097 K 0.679555
137 K 0.800096 | 0.673941
138 D 0.862898 K 0.601836
139 \Y% 0.852815 E 0.637291
140 E 0.845166 K 0.673426
141 C 0.900792 | 0.748932
142 D 0.901451 P 0.833491
143 Q 0.876353 G 0.877741
Numero de Secuencia Desordenamiento Secuencia Desordenamiento
aa. OpfiDHN- like OpfiDHN-like OpsDHN1 OpsDHN1
1 E 0.963466 M 0.998
2 E 0.964224 A 0.999
3 E 0.962719 E 0.999
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4 0.964462 0.997
5 0.963236 0.993
6 0.961273 0.973
7 0.960809 0.962
8 0.961566 098
9 0.9613 0.965
10 0.95897 0.945
11 0.959184 0.951
12 0.960796 0.931
13 0.95761 091
14 0.956008 0.888
15 0.955738 0875
16 0.956808 0.858
17 0.957421 0.835
18 0.958851 0.789
19 0.960309 0.742
20 0.961555 0.741
21 0.962359 0.725
22 0.962359 0.702
23 0.961102 0.756
24 0.958855 0.778
25 0.956903 0.794
26 0.957306 0.777
27 0.957306 0.783
28 0.955426 0.785
29 0.953338 0.777
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30 0.951613 078
31 0.949629 0.756
32 0.947757 071
33 0.94718 0.668
34 0.946006 0.645
35 0.950256 0.667
36 0.950256 0678
37 0.949219 068
38 0.940862 0.669
39 0.928306 0.661
40 0.913985 0.682
41 0.894984 0.657
42 0.886484 0597
43 0.918411 0.602
44 0.918411 0.605
45 0.893482 0.64
46 0.887857 0.625
47 0.869826 0.667
48 0.888613 0.686
49 0.888613 0.709
50 0.869943 0.708
51 0.888171 0.739
52 0.854577 0.722
53 0.878493 073
54 0.8969 0.757
55 0.900514 0.783
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56 0.908929 0.769
57 0.863141 0.754
58 0.869804 0.775
59 0.819311 0.787
60 0.804331 0.804
61 0.740035 0.799
62 0.781175 0.798
63 0.778839 0.819
64 0.80199 0.842
65 0.811484 0.864
66 0.793255 088
67 0.805946 0.881
68 0.82942 0.886
69 0.822983 0.901
70 0.857585 0.896
71 0.844761 0.897
72 0.869074 0.905
73 0.873081 0.912
74 0.881682 0.919
75 0.876352 0.919
76 0.814902 0.919
77 0.732979 0.921
78 0.789556 0.919
79 0.830407 0915
80 0.787637 0.912
81 0.848366 0.902
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82 0.854214 0.903
83 0.891048 0.898
84 0.852777 0.892
85 0.866154 0.885
86 0.889242 0.875
87 0.897235 0.847
88 0.908328 0.844
89 0.897344 0.831
90 0.890557 0811
91 0.908365 08

92 0.929457 0.785
93 0.928992 0.762
94 0.922798 0.748
95 0.914412 0.723
96 0.913981 0.697
97 0.878384 0.662
98 0.894972 0.62
99 0.894972 0.597
100 0.886706 057
101 0.863368 057
102 0.865073 0563
103 0.836218 0557
104 0.808728 0575
105 0.753515 0.602
106 0.712953 0.611
107 0.761481 0578
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108 H 0.749807 0578
109 K 0.749807 0582
110 K 0.749807 0.602
111 A 0.716428 0.603
112 E 0.74994 0.621
113 Y, 0.73574 0.642
114 E 0.73574 0,675
115 H 0.716428 0702
116 E 0.570477 .
117 Y, 0.570477 .
118 Y, 0.640116 o
119 P 0.628305 oo
120 T 0.476181 N
121 A 0.628305 N
122 T 0.640116 N
123 A 0.682415 oy
124 T 0.539072 o
125 Y, 0.677764 o
126 A 0.642761 N
127 E 0.508692 oy
128 G 0.491202 0756
129 E 0.499212 0778
130 A 0.45142 0793
131 Q 0.411616 0.802
132 E 0.427843 0.814
133 K 0.363856 0814
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134 0.409516 0625
135 0.351027 061
136 0.369489 0,634
137 0.321455 0633
138 0.36276 0624
139 0.426062 061
140 0.385906 .
141 0.398964 o1
142 0.422194 -
143 0.456757 y—
142 0.49569 .
145 0.58157 =
146 0.681032 .
147 0.736073 =
148 0.701319 e
&'’ 0.668
= 0.667
i 0.683
e 0.691
153 0.688
154 0.708
155 0.743
156 0.785
157 0.814
158 0.78
159 0.786
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160

0.744
161 0.693
162 0.638
163 0.597
164 0.583
165 0.562
188 0.546
L% 0.553
go8 0.515
80° 0.544
8¢ 0.535
gt 0.53
8’2 0.495
1 0.46
e 0.451
R 0.475
L4 0.502
L 0.48
s 0.432
179 0.468
180 0.509
181 0.505
182 0.542
183 0.612
184 0.689
185 0.696

159



186

G 0.752
187 Q 0.739
188 H 0.72
189 K 0.736
190 K 0.727
191 A 0.744
12 E 0.745
{92 A 0.758
i E 0.747
195 H 0.781
196 E 0.783
8% Vv 0.789
o8 Vv 0.768
§°° p 0.75
800 T 0.751
& A 0.693
g T 0.653
203 A 0.656
. T 0.638
205 v 0.607
206 A 0.628
201 E 0.604
208 G 0.617
209 E 0.588
210 A 0.565
211 Q 0.529
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212

0.47
213 0.413
214 0.364
215 0.404
216 0.47
217 0.404
218 0.434
g1 0.441
= 0.493
= 0.395
= 0.369
§2° 0.382
224 »

825 0.38
826 0.433
227 e

e 0.558
2 0.655
. 0.688
231 0.73
232 0.74
233 0.757
234 0.775
235 0.819
236 0.82
231 0.816
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238

0.842
239 0.951
240 0.971
241 0.964
242 0.944
243 0.973
% 0.97
¥ 0.971
g0 0.968
87 0.943
» 0.92
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D.2 Valores numéricos de la expresion normalizada del analisis de qPCR.

D.2.1 Resultados gPCR interacciéon M. bombycina con ABA 100uM

ABA 100pM

Expresioén normalizada

Promedio

Desv. Est.

Control

1

1

0

1

1

1.5 horas

3.18545454

3.13854684

0.08500005

3.1897573

3.04042868

6 horas

1.42758297

1.49612205

0.2023233

1.33697103

1.72381215

12 horas

3.337098

3.24130107

0.32416271

2.88003592

3.50676929
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D.2.2 Resultados gPCR interaccion M. bombycina con frio a -20°C

Frio -20°C

Expresion
Normalizada

Promedio

Desv. Est.

Control

1

1

1

1 hora

0.62289564

0.81288904

0.2825774

1.13761791

0.67815357

2 horas

3.23034137

3.10889623

0.45666314

3.49256036

2.60378697

4 horas

1.20306618

0.96239355

0.32533952

1.0918638

0.59225068
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D.2.3 Resultados gPCR interaccion M. bombycina con Heridas

Heridas

Expresion Normalizada

Promedio

Desv. Est.

Control

1

1

0

1

1

10 minutos

57.0972769

52.1082103

9.33162252

57.8847768

41.3425774

30 minutos

3.29746064

3.28331296

0.52988877

3.80598622

2.74649203
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Anexo E. FOTOGRAFIAS DE LAS CACTACEAS UTILIZADAS.

E.1 Fotografias de las tres especies de cactaceas utilizadas in vitro.

Ejemplares de Mammillaria bombycina in vitro
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Ejemplares de Opuntia ficus-indica in vitro.

Ejemplares de Leuchtenbergia principis in vitro.
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E.2 Brotes de M. bombycina utilizados para los estudios de expresion

Brotes completos de M. bombycina utilizados en los estudios de expresion

génica.
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