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Resúmen 

RESUMEN 

La productividad de las plantas se ve severamente afectada por condiciones de estrés 

abiótico, inducido por sequía, salinidad y baja temperatura. Las plantas responden a estas 

condiciones mediante adaptaciones bioquímicas y fisiológicas, de las cuales, alguna de estas 

son el resultado de cambios en la expresión génica. Las investigaciones con plantas 

transgénicos ofrecen un poderoso medio para obtener información acerca de los mecanismos 

que gobiernan la tolerancia a estrés. Específicamente, an algunos casos la incorporación de un 

gen ó varios podria brindar tolerancia al estrés por deshidratación en algunos cultivos. 

La trehalosa es un compuesto que se acumula en Saccharomyces cerevisiae, algunas 

especies de bacterias, hongos, nemátodos, crustáceos, insectos y algunas plantas de 

resurrección y ha sido implicada en la tolerancia bajo varias condiciones de estrés, actuando 

como protector de membranas, como un osmolito o como una reserva de carbohidratos que 

puede ser mobilizada durante estrés. Dos construcciones que nevan el gen SITPSl de 

Selaginella lepidophylla, el cual codifica para la enzima trehalosa 6-fosfato sintasa y el gen 

&VSITPSl, una deleción del extremo amino-terminal de éste, fueron utilizadas en este trabajo 

para transformar plantas de A. thaliana por medio de infiltración al vacío mediada por A. 

tumefaciens. La construcción &VSITPSlse utilizó para evaluar si esta tiene que ver con un 

aumento de síntesis de trehalosa, así como para evaluar el efecto de la síntesis de este 

carbohidrato en condiciones de estrés osmótico, salino, frío y choque térmico. 

Diversas lineas transgénicas homócigas fueron seleccionadas por su resistencia a 

kaoamicina. La integración del transgene y su expresión fueron analizadas mediante técnicas 

de PCR y RT-PCR, respectivamente. El mayor contenido de trehalosa determinado en las 

lineas transgénicas homócigas, fué de 3.46 mg/g PS y de 0.47 mg/g PS para las lineas.SI 7.4 

y LlNSI 7.1 respectivamente. Al estar en contacto con Validarnicina A (un inhibidor de la 

enzima trehalasa), estos valores aumentaron, encontrandose en estas dos lineas el mayor 

contenido de trehalosa, 4.69 mg/g PS y 2.63 mg/g PS, respectivamente. Las cantidades de 

trehalosa obtenidas en el control (vector vacío) y WT, son alrededor de 10-15 veces menos 

que las lineas que más trehalosa produjeron. Algunas de las alteraciones morfológicas 

encontradas en las diferentes lineas transgénicas que sintetizan trehalosa, son retardo en el 

crecimiento, enenismo de las plantas y la presencia de deformación de las inflorescencias. 

Estas alteraciones sugieren un efecto negativo de la síntesis de trehalosa en la morfologia y 

fisiología de la planta. Aunque hay reportes señalando la correlación de la síntesis de 

trehalosa en plantas y la resistencia hacia el estrés por sequía, no fué lo que se encontró en 

este trabajo, aunque hay síntesis de trehalosa, es~plantas no mostraron resistencia hacia el 

estrés osmótico, salino, frío y choque térmico. Los datos obtenidos en este trabajo sugieren 

que la síntesis de trehalosa en plantas más que dar un efecto osmoprotectante, altera el 

metabolismo de azúcares y sus rutas regulatorias afectando así el desarrollo de la planta y por 

consiguiente haciendo a la planta más sensible hacia el estrés. 
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Introducción 

CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

Uno de los principales problemas que enfrenta la agricultura hoy en día, es el estrés 

ambiental y se conoce que más de la mitad de las áreas de cultivo a nivel mundial y hasta 

3/4 partes de nuestro país, se encuentran sometidas intermitentemente a sequía, salinidad, 

calor o frío. Estas condiciones ambientales limitan el crecimiento y productividad de las 

plantas, por lo que las investigaciones encaminadas a la obtención de variedades tolerantes 

al estrés ambiental son de gran importancia (Stewart, 1989). 

Una planta modelo tolerate a la sequía, es la planta Selagine/la lepidophy/la, llamada 

planta de resurrección, por su capacidad de sobrevivir completamente deshidratada durante 

años y revivir unas horas después de humedecerse sin sufrir daño. S. lepidophy/la es una 

planta inferior de la división Licophyta, originaria de México y del Suroeste de E.U., que 

produce el disacárido trehalosa en grandes cantidades (Adams et al., 1990). 

La trehalosa es un azúcar no reductor constituído de dos moléculas de glucosa que 

están unidas por sus carbones reductores, esto hace a la trehalosa muy estable, y debido a 

esto es químicamente inerte y biológicamente no tóxica. Debido a su estabilidad, no 

toxicidad y nula reactividad química, la trehalosa puede ser un preservador ideal para 

moléculas biológicas, tales como proteínas, sabores, fragancias, o mezclas complejas como 

los alimentos mismos (Ro ser y Cola¡¡:o, 1993). 

La acumulación de trehalosa en S. cerevisiae '1:stá correlacionada con la adquisición de 

tolerancia a temperaturas elevadas, congelamiento y desecación (Hottiger, 1987). De esta 

forma, la trehalosa parece actúar no solamente como reserva de carbohidrato s sino tambien 

protegiendo contra el estrés (Wiemken, 1990). En la naturaleza, la trehalosa, sirve como 

protector contra el estrés abiótico ya que se ha encontrado en organismos capaces de 

sobrevivir la deshidratación y temperaturas extremas tales como algunas especies ele 

bacterias, levaduras, crustáceos, insectos, nemátodos y ciertas plantas de resurrección 

(Weisburd, 1988; Crowe et al., 1992; Müller el al., 1995; Müller et al., 1999). La síntesis y 

acumulación de trehalosa en plantas, depende de las enzimas trehalosa 6-fosfato sintasa 

(Tps) y trehalosa 6-fosfato fosfatasa (Tpp). Hace algunos años en el laboratorio del Dr. 
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Introducción 

lturriaga se reportó la primer secuencia codificante del cDNA (SITPS 1) responsable de la 

síntesis de trehalosa en S. lepidophy/la (Zentella e lturriaga, 1996), y posteriormente, fué 

reportado el aislamiento y caracterización molecular del gen SITPS1, el cual corrigió la 

inhabilidad para crecer en glucosa de la mutante Tps J LI, además de corregir la sensibilidad 

de la mutante al estrés osmótico y térmico (Zentella el al., 1999). Cabe mencionar que este 

fué el primer gen o cDNA en su tipo que se aisló de una planta o animal. La síntesis de 

trehalosa en plantas transgénicas podría ser utilizada para manipular genéticamente cultivos 

de interés agricola y brindarles de esta forma tolerancia a diferentes tipos de estrés 

ambiental. Además, las plantas o partes de ellas que sinteticen trehalosa, podrían ser 

preservadas en estado completamente deshidratado por largos periodos sin la necesidad de 

refrigeración y conservando sus propiedades organolépticas. 

La enzima trehalasa que degrada la trehalosa a dos moléculas de glucosa, se encuentra 

en el tracto digestivo de mamíferos y humanos. Y dado que, una gama de alimentos que se 

consumen cotidianamente, tales como la miel de abeja, hongos, pan, cerveza, vino, vinagre, 

etc., contienen trehalosa (Roser y Colaco, 1993), el consumo de este disacárido en otros 

alimentos no representa un riesgo para la salud (Gudmand-Hoyer, 1994). 

La trehalosa es un aditivo que tiene la propiedad única de preservar a los alimentos en 

estado deshidratado y conservar sus propiedades de sabor, olor y consistencia al ser 

rehidratados. Por otro lado, la trehalosa también conserva la bioactividad de enzimas, 

vacunas, liposomas, etc., almacenados a temperatura ambiente en estado deshidratado. El 

uso potencial de la trehalosa abarca también a las industrias farmacéuticas y 

agroalimentarias. La síntesis de altos niveles de trehalosa en plantas u otros organismos 

transformados, representa potencialmente una fuente barata de trehalosa para la industria si 

se compara con el precio actual de la obtención de trehalosa de levadura (Kidd y Devorak, 

1994). • 

Por ejemplo se ha reportado la síntesis de trehalosa en tabaco transgénico utilizando los 

genes olsA y olsB de E. coli, con funciones sintasa y fosfatasa respectivamente, bajo el 

control del promotor del virus del mosaico de la coliflor 35S. Sin embargo, los niveles de 

trehalosa fueron de 0.011 % de peso fresco, lo cual resulta ser ins'.!ficiente para fines de 

escalamiento e industrialización (Goddijn el al., 1997). Por otra parte se ha reportado 

también la obtención de plantas transgénicas de tabaco tolerantes a sequía utilizando el gen 

responsable de la síntesis de trehalosa (Tps1) en levadura (Holmstrom el al., 1996). En 

dichas plantas la síntesis de trehalosa constituye de 0.08 a 0.32 % de peso seco, lo que 
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significa una acumulación baja de trehalosa, si se tiene como objetivo escalar la producción 

de este disacárido en plantas transgénicas. 

En el presente trabajo se transformaron plantas de A. thaliana, con el gen SITPSl de S. 

lepidophylla y una versión deletada (t1NSITPSl) del mismo, con la finalidad de observar si 

se podrían aumentar los niveles de trehalosa. En investigaciones anteriores se ha 

demostrado que al ser deletado el extremo amino-terminal de los genes SITPSl y ArTPSJ y 

al ser introducidos en levadura se eleva significativamentela síntesis de trehalosa (Iturriaga, 

et al., 1998). Otro objetivo del trabajo fué evaluar la tolerancia de las plantas transgénicas 

que sobreexpresaban los genes SITPSJ y t1NSITPSJ al estrés osmótico, salino, frío y calor . 

• 
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Antecedentes 

Capítulo 11 

Antecedentes 

2.1 Estrés en Plantas 

En la naturaleza, las plantas experimentan condiciones adversas tanto bióticas como 

abióticas bajo las cuales las especies vegetales no alcanzan a desarrollarse totalmente o 

sufren daños irreversibles, enfermedades y mueren antes de completar su ciclo vital. En la 

agricultura, el desarrollo de los cultivos está limitado en aproximadamente el 25 % de su 

potencial, debido al estrés ambiental. El estrés ocurre cuando hay un cambio en las 

condiciones ambientales y éstas últimas dejan de ser óptimas. Este cambio da lugar a un 

cambio fisiológico, el cual puede resultar en la reducción del crecimiento y producción, 

aclimatación fisiológica, adaptación y diferenciación, o una combinación de estos (Nielsen 

y Orcutt, 1996). 

Un agente que da lugar a una situación de estrés es una característica del ambiente (o 

combinación de características que causan una alteración en la fisiología de las plantas. 

Existe una diversidad de estos agentes que pueden afectar los procesos fisológicos de la 

planta, en general, los factores que dan lugar a una situación de estrés se pueden clasificar 

en dos grupos (tabla 2.1). Los atributos fisicos del ambiente pueden afectar los patrones 

fisiológicos en una manera positiva o negativa, por ejemplo, la temperatura incrementa la 

función de enzimas en un cierto rango, por encima de esta resulta en inhibición de su 

actividad. Algunos atributos químicos del ambiente pueden dar lugar a una situación de 

estrés, si están normalmente en el ambiente icontaminación, pesticidas), o en alta 

concentración (salinidad, pH). Los factores abióticos, tales como congelamiento, sequía, 

salinidad e inundación influyen sobre el desarrollo, crecimiento y productividad de las 

plantas (Figura 2.1). Con excepción de la inundación, todos los demás tipos de estrés 

abióticos resultan en déficit hídrico (Holmberg y Bülow, 1998). Los factores bióticos son 

aquellos relacionados con la interacción entre poblaciones de algunos animales, hongos, 

bacierias, virus y planías, esíos son paiógenos que causan pérdida significativa a ia 

agricultura (Nielsen y Orcutt, 1996). La influencia de un agente particular sobre los 

procesos fisiológicos de una especie vegetal en particular no es siempre igual. Una planta 

puede ser diferencialmente sensible a un tipo de estrés particular a lo largo de su ciclo de 
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vida, por ejemplo, si un estrés hídrico ocurre en la etapa adulta de un cultivo, su efecto 

puede tener poco o ningún impacto sobre la productividad, de lo contrario, si el mismo 

estrés hídrico se da en la etapa juvenil del cultivo, se puede reducir la producción 

severamente. 

ABIOTICOS I BlOTICOS I 
FISICOS QUIMICOS 

Bacterias 

Sequía Contaminación del aire Herbívoros 

Temperatura Metales pesados Insectos 

Inundación Toxinas Hongos patógenos 

Radiación Pesticidas Virus 

Viento Salinidad y pH del suelo Competencia 

Tabla 2.1 Lista de factores que producen algún tipo de estrés en plantas (Modificado de 

Nielsen y Orcutt, 1996). 

( Salinidad) 

[ c.n"la~ ) l. / Cal., 

c1i.r& Abiótij) 

) 

[ fuund~, l >.aura 
l Frío J 

1 

Figura 2.1. Diferentes factores de estrés ambiental, resultando en estrés abiótico. 

(Holmberg y Bülow, 1998) 
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Entre los factores abióticos, el insignificante suministro de agua es el principal factor 

que limita el crecimiento y sobrevivencia de las plantas superiores sobre la tierra. La célula 

vegetal para compensar estas limitaciones tiene que regular la entrada y salida de agua e 

iones, manteniendo la homeostasis celular la cual está regulada por la membrana 

plasmática. Las membranas celulares sirven como una barrera impermeable a 

macromoléculas y a la mayoria de compuestos de bajo peso molecular, además de servir 

como un importante sensor de los cambios ambientales en las plantas. La estructura de las 

membranas es muy similar entre los diferentes organelos citoplásmicos, consistiendo de 

una fase lipídica, proteínas, esteroles y carbohidrato s embebidos en esta. Sin embargo, lo 

que las diferencia es que estos cuatro componentes principales varían altamente cuantitativa 

y cualitativamente entre organelos, tejidos vegetales, especies y cultivares. Estos 

componentes membranales cambian con el ambiente tratando de mantener la homeostasis 

celular, lo cual le permite a la célula, tejido o planta sobrevivir y funcionar bajo las nuevas 

condiciones (Nielsen y Orcutt, 1996). Cuando las concentraciones de solutos extracelulares 

son aumentadas o se forma hielo extracelular, hay un flujo de agua desde las células hacia 

afuera, causando una disminución en el turgor y un incremento en concentraciones de 

solutos intracelulares (Lichtentaler, 1995) sometiendo, de esta forma una tensión sobre 

membranas y macromoléculas. Una disminución en la disponibilidad de agua causa el 

cierre de estomas y una drástica disminución de la fotosíntesis, que se restaura al disponer 

de agua la planta; sin embargo, una sequía severa da lugar a una completa inhibición de la 

fotosíntesis, debido a daños en las membranas de los tilacoides y a que los c1oroplastos se 

sobrecargan de electrones reductores (Smimoff, 1993), dando lugar a una fotoreducción del 

oxígeno y una producción concomitante de intermediarios reactivos de oxígeno tales como 

peroxidos y superoxidos, los cuales dañan las membranas y enzimas (Allen, 1995). 

La percepción del déficit hídrico celular necesita ser traducido en adaptaciones 

metabólicas, fisiológicas y bioquímicas a la condic'rón de estrés impuesta (Ingram y Bartels, 

1996). Al menos cuatro rutas de transducción de señales han sido reportadas que están 

involucradas en la respuesta de las plantas hacia el estrés osmótico: dos son dependientes 

de á~ido abscico (ABA 1 y Il) Y dos son independientes de ABA (IlI Y IV) (Shinozaki y 

Yamaguchi- Shínozaki, 1996). Estas rutas dan lugar a la activación o síntesis de factores de 

transcripción tales como MYRfMYC (Abe p.I al., 1997) y bZIP (Hollung el al., 1997; 

Nakagawa et al., 1996), que se activan bajo diferentes condiciones de estrés. 

Una de las estrategias que más se han usado recientemente para entender la función de 

los genes relacionados a la tolerancia a la desecación, es la utilización de plantas 
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transgénicas (Goddijn y Pen, 1995; García, 1997; Goddijn, 1997, Romero, 1997). Algunos 

de estos estudios (Goddijn, 1997, Romero, 1997) expresan constitutivamente ciertos genes 

de tolerancia a estrés y esto puede afectar el desarrollo normal de las plantas, por lo que es 

deseable generar plantas transgénicas que sinteticen altos niveles de osmoprotectores o 

proteínas sólo bajo condiciones de estrés. 

2.1.1 Estrategias de Resistencia al Estrés Hídrico 

Se ha propuesto (Levitt, 1972), que las plantas pueden ya sea Escapar o Resistir la 

sequía, Evitando una reducción de su estatus hídrico o Tolerando tal reducción. Las 

plantas han desarrollado un gran número de estrategias que les permiten sobrevivir del 

estrés hídrico. Las plantas pueden escapar a la sequía germinando en la temporada de 

lluvias, creciendo rápidamente, floreciendo y produciendo semilla antes de que el 

suministro de agua se haya terminado, esta estrategia es utilizada por plantas 

semi desérticas, y es la base de las variedades de temporada corta. Si las plantas no pueden 

escapar, pueden resistir evitando o tolerando la deshidratación, la cual se puede evitar 

reduciendo la actividad metabólica, aumentando la torna de agua, reduciendo la pérdida de 

agua o ambos. Por otro lado, las raíces profundas aumentan la torna de agua y tanto el 

cierre de estomas corno el movimiento de las hojas reducen la pérdida de ésta. A pesar de 

que la mayoría de las plantas agronómicamente importantes son muy sensibles al déficit de 

agua, la mayoría de las plantas en alguna etapa de su ciclo de vida son tolerantes a la 

deshidratación, tales como las semillas, las esporas o el polen. 

Las plantas toleran la deshidratación debido a mecanismos que mantienen elevada su 

actividad metabólica (similar a la que tienen en ausencia de estrés) bajo estrés medio y 

reducida actividad metabólica bajo estrés severo (Osmond, 1987), las plantas con estás 
• 

caracteríaticas se les Jlaman plantas de resurrección (Gaff, 1989). Craterostigma 

plantagineum, Selaginella lepidophylla, y Myrothamnus jlabellifolia, son solo algunos 

ejemplos de este tipo de plantas, las cuales se han utilizado corno modelo para estudiar los 

mecanismos involucrados en la tolerancia a la sequía. Una ventaja particular de estas 

plantas en estudios a nivel molecular, es que la tolerancia a la desecación puede ser 

investigada tanto en piantas enÍeras, hujas aisladas y en cultivos de callos nü diferenciados 

(Bartels el al., 1990). Además específicamente en la planta de resurrección C. 

plantagineum, los genes inducidos por desecación tienen un alto porcentaje de identidad 

con genes presentes en semillas de otras especies vegetales no tolerantes (Ingram y Bartels, 

1996). 
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2.1.2 Adaptación de las Plantas al Déficit Hídrico 

Las plantas utilizan diferentes tipos de estrategias adaptativas para aliviar los efectos 

detrimentales del estrés por deshidratación. Las adaptaciones en el desarrollo, estructurales 

ó fisiológicas de las plantas para contender con el estrés, están frecuentemente basadas en 

mecanismos complejos que involucran la inducción de genes aún no caracterizados 

(McCue y Hanson, 1990). Algunos de los genes inducidos por déficit hídrico, codifican 

para polipéptidos con funciones protectoras en las células sometidas a estrés, tales como el 

secuestro de iones, la estabilización de membranas y función de chaperonas (Bray, 1993). 

Tales proteínas protectoras, incluyendo las dehidrinas (proteínas LEA), se acumulan en 

plantas durante la maduración de las semillas así como en tejidos vegetativos en respuesta a 

sequía, salinidad y baja temperatura (Baker et al., 1988). Otro tipo de sustancias protectoras 

que se acumulan durante la baja disponibilidad de agua son las pequeñas moléculas 

orgánicas llamadas solutos compatibles, osmolitos u osmoprotectores (Yancey et al., 1982). 

Estas moléculas se pueden acumular a altos niveles en respuesta a estrés sin perturbar los 

procesos metabólicos o estructuras y funciones celulares. Se han encontrado en la mayoría 

de los organismos vivientes, desde las bacterias hasta el hombre, aunque no todos estos 

organismos utilizan los mismos osmoprotectores. De hecho, sólo un número limitado de 

compuestos orgánicos son empleados comúnmente como tales: 1) compuestos cuaternarios 

de amonio tales como glicina betaína, 2) algunos aminoácidos como prolina, 3) polioles 

como inositol y manitol y 4) azúcares incluyendo sacarosa y trehalosa (Yancey et al., 1982; 

Mac Cue y Hanson, 1990; Bohnert et al., 1995) (Figura 2.2). 

La protección por osmolitos se lleva a cabo por dos mecanismos separados pero 

coincidentes, el ajuste osmótico y la osmoprotección. Durante el ajuste osmótico u 

osmoregulación, la acumulación de osmolitos ayuda a las células a mantener el balance de 
• 

agua para mantener el turgor celular. La osmoprotección se debe a que éstas moléculas 

estabilizan a las macromoléculas y por lo tanto mantienen la integridad de las membranas 

en las células afectadas por el estrés causado por la pérdida de agua (Yancey et al., 1982; 

Crowe et al., 1992). Este papel protector de los osmolitos ha sido claramente establecido 

por estudios in vivo correlacionando la acumulación de osmolitos con la tolerancia a estrés 

, ___ O ~ 4,..,.."' ...... ~ ..... ~".............. TT. 11'\('\ .... ' _ ,,--.l"" 

l Wlemxen, l~~U; veJauney y Yema, !!f''''; .,uom y l\..aasen, e,.;I;)} y por eSuiulOS ¡ti vtirú 

demostrando la protección de enzimas por los osmoprotectores contra su inactivación por 

estrés (Cola~o et al., 1992). La biosíntesis de osmolitos ha sido bien caracterizada en 

algunos casos y se ha demostrado que involucra un número limitado de pasos. Los genes 

requeridos para la biosíntesis de varios osmolitos han sido clonados tanto de organismos 
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procariotes como de eucariotes (Mac Cue y Hanson, 1990; Delauney y Yema, 1993). 

Consecuentemente, la ingenieria genética de biosíntesis de osmolitos está llegando a ser 

factible y hay realmente ejemplos de aplicación adecuada, como es el caso de la 

sobreproducción de manitol y prolina en tabaco transgénico (Tarczynski et al., 1993; 

Kishor et al., 1995) dando como resultado una tolerancia a la salinidad y al déficit hídrico, 

respectivamente. Sin embargo, esto no ha funcionado adecuadamente, pues estos resultados 

no se han podido reproducir en el campo. 

Canales iónicos: 
A TPasas, canales de 

potasio y transportadores, 
canales de calcio. 

Rutas de Señalización: 
Cambios en la sensibilidad 
de hormonas, aceleración 
del ciclo de vida 

Biosíntesis de osmolitos: 
Prolina, polio les, aminas 
cuaternarias, azúcares, 
iones, poliaminas 

" / ~ClTBlD9 

Balance de metabolitos: 
Relación A TPI ADP, 
reducción del fotosistema, 
transporte organelo-citosol, 
trnnff':rf':n('.j~ rtf': r:~rh()nn 

Reparto iónico: 
Secuestro tejido­
específico, transporte Y 
almacenaje/excresión 

/--------~~ ~ 
Recambio de Proteinas: 

Estabilidad de mRNA: 
Proteínas de unión a 
RNA, RNAasa, Factores 
ribosomales, control de 
traducción Ubiquitina, proteasa e 

inhibidores, chapeTonas, 
proteinas LEA ( Dehidrinas), 
modificación de proteínas 

Secuestro jónico: 
Compartamentalización célula­
específica, antiportadores Na+/H+ de 
membrana plasmática y tonoplasto 

• 
Control transcripcional: 
Factores de Transcripción, proteínas 
de alta mobilidad, estructura de la 
cromatina, metilación de DNA, 
control del ciclo celular 

Figura 2.2. Respuestas de las plantas al déficit hídrico. (Bohnert et al., 1995) 

Como dije anteriormente, una de las sustancias que funcionan como osmoprotectoras, 

son los azúcares, entre los cuales se encuentra la trehalosa. Este disacárido es el azúcar 

lO 



Antecedentes 

osmoprotector más efectivo en términos de concentración mínima requerida (Crowe et al., 

1992). Mientras que la trehalosa es extremadamente rara en plantas, la sacarosa junto con 

otros azúcares, parece sustituirla. A pesar de que la acumulación de azúcares, no es la única 

forma en la cual las plantas combaten la deshidratación (Bonhert et al., 1995), es 

considerado como un factor importante en la tolerancia. Los azúcares son importantes no 

sólo por su función como osmoprotectores, sino porque son parte del metabolismo de 

carbono en las plantas. El balance de carbono es el integrador maestro de multiples 

limitaciones en plantas. Cuando un estrés tiene una influencia detrimental en el crecimiento 

de las plantas, esto es reflejado en cambios en el balance de carbono (figura 2.3). 

I Estresores =====:;::::::... I Respuestas metabólicas I 

Crecimiento y 
Reproducción 

, 
Reparto de 
recursos 

Figura 2.3 El metabolismo de carbono como integrador maestro de la influencia de 

diferentes tipos de estrés sobre la fisiología de la planta (Nielsen y Orcutt, 1996) . .. 
2.2 Trehalosa 

La trehalosa (figura 2.4), es un disacárido no reductor formado por dos unidades de 

glucosa (a-D-glucopiranosil-(1,I)-a-D-glucopiranosido) que se encuentra presente en una 

variedad de microorganismos y animales invertebrados (Crowe et al., 1984). Ciertas plantas 

y animales de hábitats desérticos tienen la notable propiedad de ser capaces de permanecer 

completamente secos sin presentar daño al ser rehidratados. Las plantas de resurrección 

Selaginella lepidophylla, Craterostigma plantagineum, organismos como Artemia salina, 
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Ditylenchus dipsaci y Saccharomyces cerevisiae tiene la característica particular de 

contener grandes cantidades de trehalosa (Roser, 1991). La síntesis y acumulación de 

trehalosa se han investigado principalmente en levaduras y hongos; y se ha encontrado que 

en la levadura S. cerevisiae se acumulan elevadas cantidades de trehalosa en la fase 

estacionaria de crecimiento y además se encuentra presente en el citoplasma celular (Keller 

et al., 1982). 

La acumulación de trehalosa en S. cerevisiae está correlacionada con la adquisición de 

la tolerancia a altas temperaturas (50°C), las cuales normalmente son letales (Hottiger et al., 

1987), y a la desecación. Esta acumulación puede ser inducida por condiciones de estrés, 

como en el caso de la bacteria E. coli cuando es expuesta a condiciones de estrés osmótico 

acumula trehalosa (Hottiger et al., 1987; Gadd el al., 1987). Por lo anterior se piensa que la 

trehalosa no sólo es una forma de reserva de carbohidrato s, sino que también actúa como un 

protector contra daño, particularmente en condiciones de desecación y en condiciones de 

estrés por calor en bacterias y levaduras (Wiemken, 1990). 

H OH 

CH~H 

H 

H 

H OH 

Figura 2.4. Estructura de la trehalosa • 

En insectos la trehalosa es el azúcar principal en los músculos del torax y es consumido 

durante su vuelo (Kono et al., 1994). En vertebrados y plantas superiores, la trehalosa no 

potó 11011~lm"nt" nr,,<ente (Mii11er lit al .. 1995), sin emban!O la mavoría de las olantas 
-~~- ------------ r-------- .. ---- -- -- 7" ...." ... 

contienen la actividad de trehalasa, enzima que rompe el disacárido trehalosa evitando su 

acumulación. Recientemente genes con homología funcional a aquellos que participan en la 

síntesis de trehalosa en levadura se han identificado en A. thaliana (Voguel, 1998; 

Blazquez et al., 1998) y S. lepidophylla (Zentella, et al., 1999), por lo que se pudiera pensar 
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en la síntesis de trehalosa en plantas. En las plantas, la sacarosa parece cumplir funciones 

similares a la trehalosa en cuanto a protección y almacenaje; sin embargo, éste azúcar es la 

principal forma de transporte de carbohidratos y juega un papel central en el reparto de 

fotosintatos desde organos "fuente" a organos "depósito" (Roitsch, 1999). 

Además, se ha demostrado in vitro que, la trehalosa puede proteger membranas contra 

daños por estrés osmótico y bajo condiciones de altas temperaturas. Se ha propuesto que 

estre azúcar protege, ya que permite que los lípidos permanezcan en estado fluído, evitando 

así la separación de fases, la fusión y que las membranas se rompan (Crowe et al., 1984). 

También se sabe que la trehalosa, es mejor protector que el glicerol, y que aumenta la 

estabilidad termal de enzimas citoplásmicas in vitro y que bajo estas mismas condiciones es 

un efectivo protector de células vegetales reduciendo a la vez daño por congelamiento 

durante la criopreservación (Bhandal et al., 1985). Esta capacidad de preservación de la 

actividad enzimática y el hecho de que evita la desnaturalización de proteínas cuando son 

sometidas a desecación y luego a rehidratación han llevado a la idea de utilizar a la 

trehalosa como preservador de productos biológicos como vacunas, enzimas, sangre, etc 

(Colayo et al, 1992; Weisburd, 1988). 

Los mecanismos por los cuales la trehalosa estabiliza macromoléculas son aún 

inciertos; existen dos hipótesis que tratan de explicar estos mecanismos: Una hipótesis es 

que la trehalosa preserva macromoléculas debido a que sus grupos hidroxilos pueden 

formar puentes de hidrógeno, los cuales toman el lugar de las moléculas de agua que 

normalmente se unen a la superficie de las macromoléculas, contribuyendo a mantener y 

estabilizar la estructura terciaria de las proteínas, está es la "hipótesis del remplazamiento 

de agua" (Clegg, 1985; Crowe et al., 1998). Otra hipótesis es la llamada "vitrificación", que 

propone que la trehalosa en solución, tiende a vitrificar, formando una capa cristalina 

amorfa líquida, pero con propiedades mecánicas de un sólido, que evita el movimiento 

molecular por lo que las reacciones degradativas de las proteínas debido a esto son 

insignificantes (Crowe et al., 1998; Koster, 1991). 
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2.2.1 Metabolismo de Trehalosa en Microorganismos y Animales 

En S. cerevisiae, E. coli e insectos la trehalosa es sintetizada por dos pasos enzimáticos 

(figura 2.5), catalizados por la trehalosa 6-fosfato sintasa (TPS) que sintetiza trehalosa 6-

fosfato a partir de glucosa 6-fosfato y UDP-glucosa y por la trehalosa 6-fosfato fosfatasa 

(TPP) que remueve el fosfato para producir trehalosa (Cabib y Leloir, 1958). 

En S. cerevisiae estas dos enzimas se encuentran presentes en un complejo citosólico, 

denominado complejo TPS, en el cual actúan cuatro proteínas Tps 1, Tps2, Tps3 y TsII. La 

Tps l tiene actividad sintasa, la Tps2 actividad fosfatasa, mientras que Tps3 y TsI l actúan 

como reguladores de la actividad del complejo (Thevelein y Hohmann, 1995). 

Figura 2.5. Biosíntesis de trehalosa en levaduras 

• 
Recientemente, ha sido identificada una ruta alternativa para la biosíntesis de trehalosa 

en algunas bacterias. En este caso, se degrada glucógeno o almidón, y los residuos de 

glucosa son transferidos primero a residuos de glucosa terminal y luego a maltooligómeros 

creando un enlace eJ. -1-1- (J., estos residuos de trehalosa terminal son entonces liberados por 

la enzima maltooligosil trehalosa sintasa (Nakada, 1995, fig. 2.6) Y dando lugar al 

disacárido trehalosa. 
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lGlucosa-a -1.4-Glucosat (Glucógeno o almidón) 

(jill ~E¡;¡xo¡;¡a¡;¡m~i1a¡;¡s¡;¡a ;;;¡jj. • ., :?o 
Á'" ,O 1I Glucosiltransferasa 11 

(Glucosa-a -1,4-Glucosa)._, 
+ Glucosa 

(Glucosa terminal) 

(Glucosa-a -1,4-GlucosaL,-a-l,l-a-Glucosa 

(Maltooligómero ) 

1I MaItooligosil trehalosa sintasa 11 H,O 

lGlucosa-a -lA-Glucosa) . + 1I Trehalosa 1I 

Figura 2_6_ Biosíntesis de trehalosa en algunas bacterias (Müller, et al_, 1999) 

• 
Por otro lado, la trehalosa es específicamente hidrolizada por la acción de la trehalasa 

(figura 2_7 a), la cual produce dos unidades de glucosa, esta enzima se encuentra presente 

en algunos organismos incluyendo plantas_ De forma alternativa, la degradación y 

biosíntesis de trehalosa puede ser realizada por la trehalosa fosforilasa (fig, 2_7 b), una 

enzima reversible aislada de EUf<lena (Maréchal y BeJcopitow, 1971) Y de otros organismos 

(Aisaka y Masuda, 1995)_ 
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a) 

1I Trehalosa 11 ~uJuclgsa + Glucosa 

b) 

1I Trehalosa 11 

Glucosa + Glucosa-6-Fosfato L __ --

Figura 2.7 Mecanismo de acción de: a.- Trehalasa b.- Trehalosa Fosforilasa 

2.2.2 Metabolismo de trehalosa en plantas 

La trehalosa fué inicialmente aislada de la planta de resurrección S. lepidophylla 

(Anselmino y Gilg, 1913); esta planta llega a permanecer metabólicamente inactiva durante 

periodos secos y revive cuando el agua está otra vez disponible (Figura 2.8). Durante sequía 

extrema los niveles de trehalosa aumentan hasta un 20 % en hojas, posiblemente 

protegiendo estructuras celulares. La trehalosa fué también detectada en Myrothamnus 

j1abellifolius y en Sporobolus stapjianus encontrando un ligero incremento en los niveles de 

trehalosa asociado con la deshidratación (Drennan et al., 1993). 

a) 
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Figura 2.8 Resurrección de Selaginella lepidophylla, a) hidratada, b) Deshidratada 

En base a que los dos precursores de la síntesis de trehalosa (UDP-glucosa y glucosa 6-

fosfato) son comunes en plantas y a la evidencia de que los genes necesarios para producir 

y degradar trehalosa de, dos precursores comunes en plantas son expresados en plantas 

superiores, no es descartable que este disacárido esté presente en éstas últimas. Se han 

identificado actividades de TPS y TPP en polen de Lil/ium pero no han sido caracterizados 

con detalle, especialmente con respecto a la producción de trehalosa (Gussin y 

McCormack, 1970). 

En los ultimos años se ha incrementado el interés en la aplicacion del metabolismo de 

la trehalosa para manipular genéticamente cultivos tolerantes a sequía. Por ejemplo, la 

biosíntesis de trehalosa fué manipulada genéticamente en tabaco (Goddijn et al., 1997, 

Romero, 1997) y papa (Goddijn et al., 1997). 

En Arabidopsis, una TPS (AtTPSJ) ha sido identificada por complementación de una 

mutante de levadura carente de la misma; esta levadura transgénica restablece el 

crecimiento en glucosa (Blazquez et al., 1998). Por otra parte, un cONA de la TPS de S. 

lepidophylla (SITPSJ), se expresó en una mutante IpsI de levadura y se observó que, 

además de restablecer el crecimiento de la mutante en glucosa fué capaz de provocar 

resistencia a choques térmicos e inducir termotolerancia, así como de resistir estrés 

osmótico con sorbitol y salino (Zentella et al., 1999). 

Sin embargo, también la expresión aparentemente constitutiva de la trehalasa puede 

prevenir la acumulación de trehalosa, esto puede explicar porque plantas suministradas con 

trehalosa externa (Müller et al., 1995) y plantas transgénicas sobreexpresando genes 

bacterianos de TPS (Goddijn et al., 1997), acum!TIan trehalosa solo cuando la trehalasa es 

inhibida por la aplicación de validarnicina A. En estos estudios han sido identificadas 

cantidades muy pequeñas de trehalosa aún en plantas de papa no transformadas cultivadas 

en presencia de validarnicina A (Goddijn et al., 1997). 

2.2.3 Papel de la trehalosa en simbiosis 

Independientemente del metabolismo endógeno de trehalosa, las plantas superiores 

llegan a estar en contacto con la trehalosa durante interacciones con microoorganismos 
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(Müller et al., 1995). La trehalosa se ha encontrado presente en raíces durante interacciones 

con hongos antagonistas (Keen y Williarns, 1969), hongos endomicorrizas (Schubert et al., 

1992; Shachar-Hill et al., 1995; Schellenbaum et al., 1998), hongos ectomicorrizas 

(Ineichen y Wiemken, 1992) y bacterias fijadoras de nitrógeno (Phillips et al., 1984; Müller 

et al., 1994). 

En estas relaciónes simbióticas, la cantidad de trehalosa parece ser influenciada tanto 

por el genotipo del simbionte como por el genotipo de la planta (Müller et al., 1998; Müller 

et al., 1996). En plantas de soya mutantes dañados en la regulación de la formación de 

nódulos y en nódulos establecidos en presencia de nitrato, la cantidad de trehalosa es menor 

que en nódulos silvestres (Müller et al., 1995). En ambos casos esta disminución esta 

acompañada del aumento de la sacarosa. Una situación diferente se observa durante el 

estrés por sequía en la que dependiendo de la especie del simbionte los niveles de la 

sacarosa y de la trehalosa aumentan indicando un posible papel de la trehalosa como soluto 

compatible (Müller et al., 1996). 

2.2.4 Toxicidad de la trehalosa y alteraciones en el desarrollo 

Las investigaciones enfocadas a incrementar la resistencia a sequía en plantas, 

transformando las con genes bacterianos o de levaduras que codifican para enzimas 

sintetizadoras de trehalosa, tienen el objeto de explotar el potencial de la trehalosa como 

protector de estrés. En algunos casos se consigue aumentar la resistencia a estrés salino 

como es el caso del arroz (García et al., 1997) 

Sin embargo, las plantas transgénicas que incrementan los niveles de trehalosa 

muestran alteraciones en el crecimiento. El estado fisiológico de estas plantas es incierto y 
• 

no se sabe hasta el momento si la concentración de trehalosa o de trehalosa 6-fosfato, o el 

consumo de glucosa 6-fosfato a expensas de la síntesis de trehalosa sean tóxicas para la 

planta; o su toxicidad se presenta porque al sintetizar trehalosa se interfiere con la 

regulación de carbono en la planta. De cualquier forma, un entendimiento del metabolismo 

endógeno de trehalosa en plantas y de su posible papel en la regulación de procesos 

fisiológicos son necesarios para poder explotar sus propiedades protectoras y lograr un 

desarrollo adecuado de las plantas transgénicas. 

Uno de los primeros estudios acerca de la toxicidad que las plantas presentan ante la 

aplicación exógena de trehalosa fueron realizados en Cuscuta sp y Lemna sp, dos plantas 
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con una muy baja actividad de trehalosa (Veluthambi et al., 1981). Otra planta que es muy 

sensible a trehalosa aplicada externamente es Arabidopsis. Recientemente se reportó que si 

la trehalosa es alimentada exógenamente a plántulas de Arabidopsis activas 

fotosintéticamente, se induce la expresión de la ADP-glucosa pirofosforilasa y la 

acumulación de almidón en las plántulas, y se reduce el crecimiento de la raíz. Estos 

resultados sugieren que la trehalosa interfiere con la repartición de carbono en los órganos 

de almacenaje y de esta manera altera el crecimiento de la planta (Wingler et al., 2000). 

La trehalosa puede también afectar la expresión de genes regulados por carbohidrato s 

por medio de dos mecanismos hipotéticos: actuando como un análogo de sacarosa o 

suministrando glucosas que se liberan por la degradación de trehalosa. De esta manera, la 

trehalosa puede jugar un papel en la fina "sintonía" metabólica y en el desarrollo de la 

planta (García et al., 1997). 

2.3 Modelo de Estudio: Arabidopsis thaliana 

2.3.1 La Planta 

Arabidopsis thaliana (Figura 2.9) es un miembro de la familia de las Crucíferas ó 

Brasicaceas con una amplia distribución a través de Europa, Asia y Norte América 

(Meyerowitz, 1987). Algunos ecotipos diferentes han sido recolectados de poblaciones 

naturales. Los ecotipos más aceptados para llevar a cabo estudios genéticos y moleculares 

son Columbia y Landsberg. El ciclo de vida completo desde que la semilla germina hasta la 

maduracíón de las primeras semillas se lleva a cabo en 6 semanas. Arabidopsis es una 

planta pequeña; las flores miden 2 mm, autopolini~n cuando el brote floral se abre y puede 

ser entrecruzada aplicando exógenamente polen a la superficie del estigma. 

Las semillas miden 0.5 mm al madurar, cada una pesando un promedio de menos de 20 

Ilg Y son producidas en frutos delgados conocidos como silicuas. Las plántulas se 

desarrollan en rosetas que varían de diámetro de 2 a 10 cm dependiendo de las condiciones 

de crecimiento. Las hojas están cubiertas con pequeños pelos unicelulares conocidos como 

tricomas que se han utilizado como modelos convenientes para estudiar la morfogénesis y 

diferenciación celular. 
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Las plantas pueden ser crecidas en cajas de petri o mantenidas en macetas pequeñas (5 

x 5 cm) localizadas en un invernadero o baj o luces fluorescentes en el laboratorio. Los 

brotes inician 3 semanas después de ser sembradas y la inflorescencia resultante forma una 

progresión lineal de flores y silicuas por varias semanas antes de la senescencia. 

Inflorescencia 

Figura 2.9. Planta de Arabidopsis thaliana (Tomado de The Arabidopsis Information 

Resource, T AIR, 2000) 

• 

Las flores están compuestas de una espiral exterior de cuatro sépalos verdes y una 

espiral interior conteniendo cuatro petalos blancos, seis estambres conteniendo polen y un 

gino~eo central que forma la silicua. Las plantas maduras alcanzan de 30-40 cm en altura 

(Meyerowitz, 1987) y frecuentemente producen cientos de silicuas con más de 5000 

sem.illas totales. Las raíces son simples en estructura, fáciles de estudiar en cultivo y no 

establecen relaciones simbióticas con bacterias fijadoras de nitrógeno. Esta planta tiene 

patógenos naturales que incluyen una variedad de insectos, bacterias, hongos y virus 

(Meinke et al., 1998). 
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2.3.2 Organización y tamaño del genoma 

El genoma de Arabidopsis es inusual por dos razones fundamentales, por un lado tiene 

un genoma de tamaño pequeño (120-130 Mb) comparado con el tabaco que tiene un 

genoma de 1, 600 Mb; el chícharo de 4, 500 Mb Y el trigo de 5, 900 Mb (Meyerowitz, 

1985) y por otro lado, practicamente no tiene DNA repetido entremezclado. El análisis de 

resultados de reasociación de DNA (Leutwiler el al, 1984) y de clonas genómicas escogidas 

aleatoriamente (Pruitt y Meyerowitz, 1986) indican que el genoma nuclear de Arabidopsis 

tiene un bajo contenido de secuencias repetidas: 10-15 % del genoma es DNA altamente 

repetido, 7.5 % está comprendido de repeticiones en tandem de secuencias codificadoras de 

RNA ribosomal; y tan sólo el 1 % pueden ser repeticiones dispersas. El DNA está es 

organizado en cinco cromosomas y recientemente se determinó la secuencia completa del 

genoma de Arabidopsis, siendo el numero total de genes de 25, 498 (A/'abidopsis Genome 

Iniciative, 2000). 

2.3.3 Transformación de Arabidopsis 

La transformación genética vegetal fué iniciada y desarrollada en la década de los 

ochentas, gracias a la convergencia de progresos constantes en los protocolos para 

regeneración de cultivo de tejidos, técnicas moleculares dando lugar a genes marcadores 

expresados correctamente después de la transferencia en células vegetales y en la 

diversidad de métodos de transferencia de DNA. 

Arabidopsis thaliana puede ser transformada~ través de la entrada directa de DNA en 

protoplastos (Damm et al., 1989) ó después de la cocultivación de hojas o raíces con 

Agrobacterium tumefaciens (Valvekens el al., 1988). Es también posible transformar esta 

especie aplicando directamente A. tumefaciens a la planta y recuperando transformantes en 

la progenie. El primer método "in-planta", fué descrito por Feldmann y Marks en 1987 y 

consistió en la imbibición de semillas con A. tumefaciens. Otro procedimiento de 

transformación de ia pianta entera es el de Chang et al., (1990) en el cual las inflorescencias 

jovenes son cortadas y las supérficies dañadas son inoculadas con A. lumefaciens. Estos 

procedimientos ofrecen dos ventajas principales: se evita el cultivo de tejidos y las 

variaciones somaclonales y se requiere de poco tiempo para obtener individuos totalmente 
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transfonnados. Sin embargo, la frecuencia de transfonnantes en la progenie de tales plantas 

inoculadas es relativamente baja y muy variable. El método más utilizado actualmente es el 

de infiltración, propuesto por Bechtold et al., (1993) es más eficiente, en el cual plantas 

adultas son invertidas y sumergidas en una solución de A. tumefaciens conteniendo el T­

DNA, Y se aplica vacío por un breve período. El A. tumefaciens infiltra a los tejidos y libera 

el T-DNA del plásmido Ti conteniendo el DNA de interés en las células, donde llega a ser 

estable y azarosamente integrado en el genoma. Un nuevo método basado en el mismo 

principio fué desarrollado por Clough y Bent en 1998, ellos simplificaron el medio de 

infiltración y sustituyeron la infiltración al vacío por un surfactante (Silwet L-77). La 

frecuencia de transfonnantes obtenidas por éste método es casi la misma que por 

infiltración (casi el 0.5 % de la progenie de las plantas tratadas), aunque como con la 

infiltración, esta frecuencia varia con diferentes experimentos. 

2.3.4 ¿Porqué Arabidopsis ? 

En los últimos años A. thaliana ha ganado gran popularidad como un sistema modelo 

para el estudio de la biología vegetal. Su corto ciclo de vida, medida pequeña (y 

consecuentemente su habilidad para crecer un gran número de plantas en espacio pequeño), 

alta producción de semiJIa (alto porcentaje de viabilidad), fácil de crecer, autofertilización ó 

fertilización por cruzas, y la facilidad para transformar y obtener mutantes en Arabidopsis, 

hacen a esta planta fácil y rápida para estudios de genética clasica (Meyerowitz, 1987). Las 

investigaciones con Arabidopsis han provisto valiosas ideas en todos los aspectos de la 

biología moderna, en algunos casos, aspectos sobre fisiología vegetal y bioquímica fueron 

primero resueltos a través de análisis genéticos y moleculares de mutantes de Arabidopsis. 

Mediante el uso de esta planta, los biólogos vegetales han observado que mecanismos 

comunes en eucariotes son frecuentemente prime¡.o caracterizados en sistemas animales y 

levaduras y después extendidos a plantas. La llegada de la genómica funcional de 

Arabidopsis y la disponibilidad de un gran número de mutantes de esta planta defectuosas 

en productos de genes conocidos proveen una oportunidad única para los biólogos 

vegetales de contribuir en los esfuerzos de investigación en una variedad de disciplinas 

relacionadas. Por lo que es importante que aquellos que no estén directamente involucrados 

en estudios de biología vegetal se mantengan al corriente de los avances en esta área. 
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Capítulo 111 

Objetivos 

Objetivo general 

Conocer el efecto de la deleción del extremo amino-terminal del gen SITPSI sobre la 

síntesis de trehalosa en plantas transgénicas de A. thaUana. 

Objetivos específicos 

a) Construcción de plásmidos que contengan el cDNA SI TPSI , completo y &VSITPSI 

deletado del extremo amino-terminal para expresarlos en plantas de A. thaUana. 

b) Transformación de A. thaUana con los plásmidos mencionados. 

e) Obtención de plantas homócigas para los dos transgenes . 

• 
d) Análisis molecular, bioquímico y fisiológico de las plantas homócigas. 
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Capítulo IV 

Materiales y Métodos 

4.1 Material vegetal y condiciones de cultivo 

Durante el desarrollo de este trabajo se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana 

(ecotipo Columbia), silvestres o transformadas con el gen de la trehalosa 6-P sintasa 

(SITPSl) y con una deleción del extremo amino terminal de este gen (MlSITPSl), las 

cuales fueron obtenidas como se describe más adelante. 

Las plantas fueron crecidas en macetas con Metromix-200; y se irrigaron cada 4 días 

con agua y solución nutritiva durante 4 ó 6 semanas aproximadamente de acuerdo al 

método de Bent et al (\994). Quince líneas homócigas independientes de plantas 

transformadas fueron utilizadas para el presente trabajo. Para los diferentes experimentos 

de selección de homócigas, estrés salino, osmótico, frío y calor, las semillas fueron 

esterilizadas con etanol absoluto por un minuto y una solución de hipoc\orito de sodio (40 

%, v/v) y tritón X-lOO (0.02 %, v/v) por 5 minutos, después se enjuagaron 5 veces con agua 

estéril. Las semillas fueron incubadas a 4°C por 2 días embebidas en agua, para romper la 

dormancia y proveer germinación uniforme. Después, las semillas se sembraron sobre cajas 

de petri conteniendo medio Murashige and Skoog (MS, 1962) solidificado con 0.8 % de 

phytagar (Gibco BRL products) y fueron incubadas a 24°C en cuartos de crecimiento con 

un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h obscuridad. 

4.2 Medios y soluciones • 

A) Medio de Selección (por cada litro): 

Mezyla de sales MS (Murashige and Skoog, 1962),4.3 g; Vitaminas B5 1000 X (Tiamina, 

Piridoxina, Ac. Nicotínico, myo-inositol), 1 mI; Sacarosa, 10 g; MES, 0.5 g; phytagar, 8 g; 

KaI1a.'1licina 50 ~lg/pl para seleccionar: Timentin (Ticarcilinal Ac. clavulánico) ó Claforan 

(Cefotaxima), 400 flglfll para evitar el crecimiento de Agrobacterium. Se disolvieron las 

sales, vitaminas, sacarosa y MES en agua tridestilada y posteriormente se ajustó el pH aS. 7 
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con KOH l M, se le adicionó el phytagar, y se esterilizó el medio en autoclave a 120°C 

durante 20 mino Se dejó enfriar hasta 50°C y se le adicionaron los antibióticos. 

B) Medio de Infiltración (MI) (por cada litro): 
Mezcla de sales MS, 2.2 g; Vitaminas B5 1000 X, I mi; Sacarosa, 50 g; MES, 0.5 g. Se 

disuelven en agua tri destilada y se ajusta el pH con KOH 1 M. Al final, luego de mezclar 

con la bacteria adicionar 0.044 JlM de Benzilaminopurina (10 JlI de una solución stock de 

1 mg/ml en DMSO) y 200 JlI de Silwet L-77. 

C) Vitaminas B5 1000 X (por cada 10 mi): 
Myo-inositol, 10 g; Thiamina-HCI, 0.1 g; Ácido Nicotínico, 10 mg; Piridoxina-HCI, 10 mg. 

Se disuelven en agua tridestileda estéril y se almacenan a -20°C. 

D) Solución Nutritiva para Riego (las cantidades están dadas en mg/I): 

KN03, 505.5; KH2P04, 136.1; MgS04:7H20, 493; CaN03:4H20 , 472.4; FeEDTA 

(Na2EDTA:2H20, 37.26; FeS04:7H20, 27.8); Solución de micronutrientes (H3B03, 

4.328; MnCI2:4H20, 2.771; CuS04: 5 H2 0, 0.1248; ZnS04:7H2 0 , 0.2875; 

Na2Mo0 4:2H20 , 0.04838; NaCl, 0.5844, CoCI2:6H20, 0.00237). 

4.3 Construcción de plásmidos y obtención de plantas transgénicas 

El cDNA SITPS1, aislado de Selaginella lepidophylla (Zentella et al, 1999), y una 

versión deletada del extremo amino 5' codificante de este gen, fueron clonados en el vector 

binario de transformación pBINI9 (Bevan, 1984), que contiene el promotor constitutivo del 

virus del mosaico de la coliflor (CaMV 35 S) Y lTi señal de poliadenilación del gen de la 

nopalina sintasa P A-NOS (Jefferson, 1987). Para la generación de un lider en las 

construcciones, se sintetizaron dos oligonucleotidos de 57 bases, de acuerdo a la secuencia 

lider reportada para AtTPSl (Blázquez et al., 1998), los cuales son: 

Oligo NA4: 
5'CTAGAGCGGCCGCCAGTGTGAGTAATTTAGTTTTGGTTCTGTTTTGGTGTGAG 

CGTC-3' 
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Oligo NAS: 

5'CATGGACGCTCACACCAAAACAGAACCAAAACTAAATTACTCACACTGGCGG 

CGCT-3' 

Los oligonuc\eotidos se anillaron por separado y después se ligaron al gen y al plásmido. 

Las construcciones para la sobreexpresión del gen de la TPS contenidas en la cepa de 

E. coli DH5a, fueron mohilizadas a la cepa de A. tumefacies C58CI (pGV2260), por cruza 

triparental con la cepa "helper" HBIOI (pRK2013) de E. coli portando al plásmido ó bien 

por electroporación. Ya mobilizadas las construcciones en Agrobacterium, se 

transformaron plantas de A. thaliana por medio de infiltración al vacío. 

4.3.1 Método y condiciones de transformación mediado por 

Agrobacterium 

Se creció un preinóculo de 5 mi de medio LB Kan 'O·Rif,OO' con las cepas de A. tumefaciens 

portadoras de las construcciones durante toda la noche a 28°C. Este precultivo se inoculó en 

1 L de medio LB Kan,/;f,OO en matraces Erlenmeyer de 2 L, Y se incubaron 24 h a 28°C en 

una incubadora agitada mecánicamente a 250 rpm. Cuando el crecimiento alcanzó una 

densidad óptica de 1.2-2 a 600 nm, se centrifugó el cultivo en botellas de 500 mI durante lO 

min a 6000 g en una centrifuga Beckman J2-MI. Se desechó el sobrenadante y se 

resuspendió en 5 mI de medio de infiltración (MI), sin Benzilaminopurina y Silwet L-77 a 

temperatura ambiente, posteriormente se mezclaron con 1-1.2 Lt de MI y se le adicionan la 

Benzilaminopurina y el Silwet L-77, evitando así la precipitación temprana de las bacterias. 

El MI con la bacteria se colocó en el recipiente de vacío, y se introdujeron las macetas 
• 

en forma invertida evitando que las inflorescencias se maltraten (Figura 4.1), procurando 

que queden bien sumergidas en el MI (es necesario haber regado muy bien las plantas 

previamente para evitar que la tierra absorba el MI) y se hizo vacío de 400 mm de Hg ó 16 

pulg.de Hg durante 5 mino Pasado el tiempo se rompió bruscamente el vacío, se le quitó el 

exceso de Agrobacterium a las plantas, enjuagando con agua tridestilada y se colocaron en 

uná charola con poca agua y se !es hizo una cubierta de plastico (Egapack) para evitar que 

las plantas se deshidrataran (Figura 4.1). A los 3 o 4 días después de la transformación, las 

plantas se fueron descubriendo parcialmente y a los 6 o 7 días se descubrieron totalmente y 

se continuaron regando hasta que florecieron y empezó la formación de frutos. 
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Figura 4.1 Esquema de transformación al vacío de A. thaliana 

4.3.2 Selección de Lineas Homócigas 

Materiales y Métodos 

Después de aproximadamente 3 semanas se colectaron las semillas, se secaron por 

cuatro días y se almacenaron a 4°C. Las semillas de las plantas transformadas (TI) fueron 

geminadas y seleccionadas por su resistencia a antibiotico, con medio MS suplementado 

con 40 ¡.¡g!J.1l de kanamicina y 400 Ilg/J.1l de claforan y transplantadas en metromix-200 para 

la obtención de semillas T2. Entre las plantas T2, las lineas que fueron homócigas con 

respecto al gen introducido, fueron seleccionadas examinando su resistencia a Kanamicina 

(100 % Kan R) después de autopolinización (semillas T3) (Figura 4.2)-

• 
4.4 Manipulación de DNA 

Las técnicas de transformación de bacterias, aislamiento de DNA de plásmidos, 

digestión de DNA con enzimas de restricción, y tratamiento de DNA con enzimas de 

modificación se llevaron a cabo con métodos de laboratorio estándar (Sambrook et al., 

1989). 
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4.5 Amplificaciones por PCR 

Para la amplificación por PCR, lOO mg de tejido de hojas de plantas heterócigas (T2) 

congeladas con nitrógeno líquido, fueron maceradas y descongeladas con 400 ¡.ti de buffer 

de extracción (Tris-HCI 200 mM, pH 7.5, NaCI 250 mM, EDT A 25 mM, SDS 0.5 %). Esta 

mezcla se agitó 30 min y se centrifugó. El sobrenadante se fenolizó dos veces con un 

volúmen de fenol-clorofonno-isoamílico (24:24:1) y una vez con cIorofonno-isoamílico 

(24:1). Después de la precipitación con 0.1 volúmen de NaOAc 3M pH 5.2 Y 2 volúmenes 

de isopropanol, se lavó la pastiJla con etanol al 70% y se resuspendió en 30 ~I de agua 

tridestilada estéril de la cual se tomaron 2 ~I para la reacción de PCR. Los oligonucleotidos 

utilizados para analizar la inserción del cDNA fueron los siguientes: 

Pr Universal, 5' -GT AAAACGACGGCCAGT-3'; 

P35S, 5'-T A TCCTTCGCAAGACCC-3 '; 

SITPSIOO 5', 5'-CATGCCATGGGTCGAGGCCAGCGGTTGC-3'; 

SITPS600-3', 5' -CGGGGT ACCTCACTITGACTCCGAGT ACTITGC-3'. 

Las amplificaciones de PCR fueron realizadas en un termociclador Perkin-Elmer 

P16746, usando tubos de 0.5 mI con reacciones de 50 ~I conteniendo 2 ~I de DNA 

genómico (200 ng) como templado, 1 ~I de enzima Taq-polimerasa, 10 pmol de cada 

oligonucleótido, y 0.2 mM de una mezcla de dNTP's. El programa del tennociclador inició 

con una desnaturalización inicial de 5 min a 94°C, seguido por 35 ciclos de I min a 94°C, 1 

min a 55°C y I min a 68°C y una incubación final de lO min a 72°C. Se tomaron 15 ~I de 

cada reacción para ser análizados en un gel de agarosa al 1 %, teñido con bromuro de 

etidio (lO mglml). • 

4.6 Amplificaciones por RT-PCR 

Las plántulas T3 de dos semanas (500 mg de tejido) fueron congeladas en nitrógeno 

iíquido y maceradas. Fueron después descüngdadas con la adición de 400 t-t1 de buffer de 

extracción (NaCI 0.1 M, Tris-HCI lO mM, pH 7.4, EDTA 1 mM, SDS 1 %, ~-

Mercaptoetanol 1 %) Y 200 ~I de fenol-c\oroformo-isoamílico (24:24: 1). Varias 

extracciones con fenol fueron realizadas hasta que la interfase quedó limpia. 
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Después de una precipitación con 1110 de vo1úmen de NaOAc 3 M pH 4.8 Y dos 

volúmenes de etanol, se volvió a precipitar el RNA toda la noche a 4°C con LiCI 2 M. Al 

día siguiente el RNA fué resuspendido en agua y de nuevo precipitado con 1/1 O de 

volúmen de NaOAc 3 M pH 4.8 Y dos volúmenes de etanol. Después se lavó con etanol al 

70 % se resuspendió en 30 111 de agua. 

El DNA genómico fué removido con 10 U de DNAsa 1 libre de RNAsa (GIBCO BRL 

products) e incubada por 15 min a 37°C y después 10 min a 75°C para inactivar la reacción. 

La síntesis de cDNA fué realizada con 5 Ilg de RNA total como templado, 2 pmol de Oligo 

dT en una reacción de 12 Ill, ésta mezcla fué incubada lO min a 75°C y puesta en hielo 

inmediatamente. Posteriormente se le adicionó 0.5 mM de cada dNTP, 10 mM de DTT, 40 

U de inhibidor de RNA y se mezcló con cuidado y se incubó 2 min a 42°C. Finalmente se 

le adicionó 200 U de transcriptasa reversa Superscript II (GIBCO BRL products) y se 

incubó 50 min a 42°C, posteriormente la enzima fué inactivada 15 min a 75°C. Los oligos 

utilizados así como el programa de amplificación, fueron los mismos que para la 

amplificación por PCR. Al igual que en la amplificación por PCR, 15 111 de cada reacción 

fueron análizados en un gel de agarosa all %, teñido con bromuro de etidio (lO mg!ml). 
Oligos utilizados como control constitutivo: 

OLL Y23, 5' -TCCCAGAA TCGCT AAGA TTGCC-3' 

OLLY42, 5'- CCTTTCCCTTAAGCTCTG-3' 

OLLY23 y OLLY42 amplifican un fragmento de 478 pb de APT J (Adenosin 

fosfotransferasa) 

4.7 Pruebas de estrés salino y osmótico • 

Plántulas T3 homócigas fueron germinadas sobre discos de tela en cajas de petri (92 

mm x 16 mm) conteniendo medio MS con 0.8 % de phytagar, bajo las condiciones de 

crecimiento antes mencionadas. Al cabo de dos semanas, el filtro de tela se colocó en cajas 

de petri conteniendo MS líquido con 0.2 M, 0.3 M, 0.6 M de NaCI y 1 M, 1.5 M, 2 M de 

sorbítol, e incubando 24 h a 24°C y al cabo de este tiempo se enjuagó el filtro con MS y se 

colocaron en cajas con MS sólido dejando cinco días bajo condiciones de crecimiento para 

observar sus efectos. 
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4.8 Pruebas de frío y choque térmico supra óptimo 

Para los tratamientos de frío, 15 plántulas T3 homócigas de cuatro lineas 

independientes transgénicas además del control y silvestre fueron germinadas dos semanas 

sobre filtros de tela en cajas de petri con MS sólido fueron incubadas a 4°C durante 24 

horas y finalmente incubadas a 24°C por una semana. 

De igual forma 15 plántulas T3 homócigas de cuatro lineas independientes 

transgénicas además del control y silvestre fueron germinadas dos semanas sobre filtros de 

tela en cajas de petri con MS sólido fueron sometidas a choque térmico con y sin 

pretratamiento de 34°C antes de situar las cajas de petri en baños de agua por 1 h a las 

siguientes temperaturas: 42°C, 46°C Y 48°C. Pasado el tiempo del choque térmico, se 

incubaron las cajas de petri a 24°C durante una semana. 

4.9 Determinación del contenido de trehalosa 

Para la determinación del contenido de trehalosa en las di gerentes plantas transgénicas, 

tejido de plantas de 3 ó 4 semanas, en presencia o ausencia de Validamicina A, fué molido 

en nitrógeno líquido y liofilizado. El contenido de trehalosa fué determinado mediante 

HPLC (Carbopak PA-I, Sunnyvale. CA, USA) con un detector de pulso electroquímico 

Dionex y usando 4 mM de NaOH como buffer de elución. (estas determinaciones fueron 

Uevadas a cabo en la Universidad Católica de Leuven, Bélgica por el M.e. Nelson Avonce). 

Después de liofilizar los tejidos, se pesaron 50 mg de tejido de cada línea y se llevaron a un 

volúmen final de Iml (con agua). Las muestras se hirvieron por 10 min a 95°C y se 

centrifugaron 15 min a 14000 g para separar el tejido de la planta y se tomó el 

sobrenadante. De éste, se tomaron 200 ¡tI de cad¡ muestra y se adicionaron a la columna 

previamente empacada y equilibrada. Para empacar la columna se tomó una pipeta pasteur 

y se colocó un poco de fibra de vidrio en el fondo. Posteriormente se le adicionaron 5 cm 

de suspension ácida de resina de intercambio iónico DOWEX, seguida de otros 5 cm de la 

misma resina. Finalmente se 5 veces con 1 mI de agua. Una vez que se adicionó la muestra 

a la columna, todo el eluído se colectó. El volúmen de la muestra es de 200 ¡tI, Y se diluye 

con 6 veces el volumen original de agua. A esto se le ajustó el pH entre 5-6, usando una 

solución de NaOH 1M (aprox. 4 ¡tI). Posteriormente se adiciona azida de sodio a una 

concentración final de 0.02% para evitar contaminaciones. Después la muestras se 

congelaron para su análisis en el HPLC. 
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Capítulo V 

Resultados y Discusión 

5.1 Clonación del cDNA SlTPSl de Selaginella lepidophylla y 

mobilización hacia Agrobacterium tumefaciens 

Se empezó por clonar en el vector pBin 19-NOS, el cual ya contenía la secuencia señal 

de poliadenilación del gen de la nopalina sintasa (P A-NOS), el promotor CaMv 3SS 

proveniente de un plásmido derivado del PUC (p3SS-NOS) teniendo de esta manera un 

plásmido de aproximadamente 13 Kb (Figura 5.1). En este plásmido se llevaron a cabo las 

clonaciones del gen SITPSI (gen completo) y de la deleción de éste de 300 pb 

LlNSITPSl (gen deletado), junto con el líder del gen AtTPS1. 

Para la generación de un líder en las construcciones, se sintetizaron dos 

oligonucleótidos de 57 bases, de acuerdo a la secuencia líder reportada para AtTPSl 

(B1azquez et al., 1998). Los oligonucleótidos se anillaron por separado y después se intentó 

ligar al mismo tiempo el líder, el gen y el plásmido (una ligación de tres puntos). Después 

de varias pruebas sin éxito, se cambió la estrategia, realizando primero la ligación del líder 

con el gen (por su sitio Nco 1) y después se intentó la ligación de éste producto con el 

vector pBin3SS-NOS. Se realizó esta estrategia tanto para el SITPSl como para el 

LlNSITPS1, lograndose obtener la construcción con el gen completo (Figura 5.2). 

Mientras se volvía a repetir el experimento an'terior, con el objeto de clonar LlNSITPS1, 

se decidió intentar al mismo tiempo una nueva estrategia. Sacando ventaja de que se tenía 

clonado el gen AtTPSl completo en el plásmido pBSK, y que esta construcción tiene los 

sitios de restricción Xba 1 y Nco 1, se intentó la clonación del.1NSITPSl en este vector. Se 

separó la región que lleva al gen AtTPSl (Nco I-KpnI), y en el resto del vestor se clonó el 

!len LlNSITPSl de S. lepidophylla. De 24 colonias análizadas, se obtuvieron l3 positivas. Se 

tomó una de estas clonas y se digirió con Xba I-Kpn 1 con la finalidad de obtener el gen 

LlNSITPSl fusionado al líder y después se intentó clonar en el vector pbin3SS-NOS para 

finalmente obtener la construcción con el gen LlNSITPSI (Figura 5.3). 
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Figura 5.1 Estrategia de clonación del promotor 35S en el pBinI9-NOS. 
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Figura 5.2 Estrategia de clonación de SlTPS1 en pBin35SNOS 
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Figura 5.3 Estrategia de clonación delilNSlTPSl en pBin35SNOS 
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Resultados y discusión 

La figura 5.4 muestra el análisis con enzimas de restricción de las construcciones con 

el gen SITPSJ y el gen ilNSITPSJ. Como puede observarse, cuando se digieren con Xba 

I/Kpn 1 y con Nco IlKpn 1 para liberar el líder-gen y el gen respectivamente, se obtienen 

fragmentos en los que la única diferencia entre las dos construcciones son 300 pb menos en 

el caso de la construcción con la deleción. De igual manera, al ser digeridas con Eco 

RV/Sac 1 se obtienen fragmentos de 661 pb para la construcción con el gen SITPSJ y 361 

pb para la construcción con el gen ilNSITPSJ. 

a) 
1 2 3 4 5 : ••.. " ...... ,; 

'-:S' .."", 
-~ . -

661 pb 
582 pb 

I)MW 
2) Digestión doble Neo UKpn 1 
3) Digestión doble X1>a UKpn 1 
4) Digestión doble Eco RV/Sae 1 
5) 650 pb 

b) 

- ";-"'582pb 
.• "'361pb 

I)MW 
2) Digestión doble Xba UKpn 1 
3) Digestión doble Neo JI Kpn 1 
4) Digestión doble Eeo RV/Sac 1 
5) 650 pb 

Figura 5.4 Análisis por restricción de las construcciones con el gen SITPSJ: a) Análisis del 

gen completo (SITPS/), b) Análisis del gen con la deleción amino (ilNSITPSJ). MW es el 

marcador de peso molecular de I kb 

Las construcciones contenidas en la cepa DH5a fueron mobilizadas hacia la cepa 
• 

C58CI (pGV2260) de A. tumefaciens, mediante cruza triparental y electroporación. De las 

colonias obtenidas se analizaron 3 clonas para cada construcción haciendo digestiones 

simples con Eco RI y dobles con Eco RV-Sac 1, para corroborar el patrón de restricción en 

las oonstrucciones (Figura 5.5). Se obtuvieron los dos fragmentos esperados para la 

digestión con Eco RI (1055 Y 1186 pb), tanto para la construcción con el gen SITPSJ como 

para ia construcción con ei gen ilNSiTPSi. Con Eco RV-Saci, como se habia discutido 

anteriormente la única diferencia esperada entre las dos construcciones era obtener un 

fragmento de 661 pb para el gen SITPSJ y 361 pb para el gen ilNSITPSJ. La figura 5.6 

muestra el patrón de restricción en las dos construcciones realizadas. 
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a) 

~ 
t: 
'" 

b) 

~ 

~ ¡ ... 

1018 pb ----¡,. 

Resultados y discusión 

__ _ -4- 661 pb 
... -4- 582pb 

• 
!"'-4- 361pb 

Figura 5.5 Patrón de restricción de las construcciones en A. tumefaciens. a) Digestión 

simple con Eco RI, b) Digestión doble con Eco RV/Sac 1. MW es el marcador de peso 

molecular de 1 kb 

Figura 5.ó Patrón de resiricción detaiiado de ia construcción con SITPSl: Las distancias 

están dadas en pb; las diferencias en las distancias entre las construcciones con el gen 

completo y con la deleción, son 300 pb menos en la deleción hacia el extremo amino-

terminal. 
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Resultados y discusión 

5.2 Transformación de Arabidopsis thaliana con el cDNA SITPSl de 

Selaginella lepidophylla 

Plantas de Arabidopsis thaliana transgénicas fueron generadas con las construcciones 

antes mencionadas mediante infiltración al vacío mediado por A. tumefaciens. De 

veinticinco plantas (plantas TO) transformadas para cada construcción se obtuvieron 23 

plantas (plantas TI) para la construcción con el gen SITPS1, 7 para la construcción con el 

gen liNSlTPS1 y 25 con el vector solo, que fueron resistentes a kanamicina. Esta diferencia 

en la cantidad de plantas transformadas con liNSITPS1, podría deberse al efecto que este 

gen tiene en plantas, ya que se repitieron varias transformaciones con ésta construcción sin 

obtener mayor eficiencia en la transformación. De estas plantas resistentes a kanamicina 

(KanR) fueron obtenidas plantas T2 por autopoJinización de cada una de estas plantas TI, 

las cuales fueron tambien resistentes a kanamicina. Las plantas T2 fueron otra vez 

autopolinizadas para producir las semillas T3. 

Se establecieron líneas homócigas, seleccionando plantas T2 que exclusivamente 

produjera plantas T3 que fueran resistentes a kanamicina. De estas, solo se escogieron 10 

plantas homócigas para el gen SITPS1, 5 para el gen liNSITPS1, y I para la construcción 

con el vector vacío como control. El hecho de tener únicamente 5 líneas homócigas del gen 

liNSITPS1, se debió a que las dos líneas faltantes (ilNSl 2 y ilNSI 4) fueron líneas T2 

estériles, es decir, no produjeron semilla y por lo tanto no se pudieron obtener líneas 

homócigas. Las plantas de las semillas T3 de las líneas homócigas de las diferentes 

construcciones se utilizaron para los análisis de fenotipo, frío, choque térmico, pruebas de 

estrés y determinación de trehalosa. 

.. 
5.3 Análisis molecular de plantas transgénicas 

rara verificar la presencia del transgen mediante la técnica de PCR se utilizó DNA 

genómico de plantas T2. Se utilizaron oligonucleótidos internos del gen (ver figura 5.7), 

h ~-- A 1 ,nA h 1 1 ""J~n,..,..· ......... • ............... 1 . 
para o_tener rragmentos .... e ~..-vv pv en JOS casos para el gen ¡,)l1r.:JJ Yalv;)ur:; yen el 

caso del control (solamente el vector vacío) se utilizaron los oligonucJeótidos del 35S y del 

extremo 3 'presentes en todas las construcciones (ver figura 5.8) que generan una banda de 

350 pb. La planta silvestre de se probó con los oligonucJeótidos internos del gen SITPSl, 

para corroborar que el gen endógeno (AtTPSl) no se estuviera amplificando en las líneas 
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transgénicaso De esta forma se comprobó que en nuestras líneas solo se estaba amplificando 

el transgeno De las 10 plantas resistentes a kanamicina análizadas del gen SITPS1, todas 

mostraron la presencia del transgen, de igual forma ocurrió con las 7 líneas del gen 

&VSITPSlo Del control sólo se analizaron 5 líneas, de las cuales también se obtuvo el 

fragmento esperado siendo seleccionada únicamente una sola línea como control. La figura 

509 muestra los resultados de los análisis mediante la técnica de peRo 

Oligo .OTO< ,,'o 

LB 

LB 

_.!!!lo, go Universal 

~~e RB 

Figura 507 Oligonuc\eótidos internos en el gen SITPSl y &VSITPSl 

• 
_....¡~!íBII ______ Ol~ _~lojtgO universall!l\l 

LB ~-=¡ RB 

Figura 508 Oligonuc\eótidos utilizados en el plásmido control (pBin35S-NOS) 
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a) b) ...... .., ... .,."' .... 

~~~~~~~~a~ 
I~".. .iiíill J..-lSOO pb 
_. ~ 3S0pb 

Figura 5.9 Análisis por PCR de líneas transgénicas. a) Líneas de la construcción con el gen 

SITPSJ; b) Líneas de la construcción con el gen &VSITPSJ 

Por otra parte, para analizar la expresión del gen SITPSJ, se realizaron reacciones de 

RT-PCR de líneas transgénicas homócigas T3, a diferentes ciclos, esto con la finalidad de 

ver si se mostraba algún cambio en el patrón de expresi ón en las di ferentes líneas 

transgénicas. Al parecer en algunas líneas el transcrito se expresa antes que en otras, como 

se puede apreciar (Figura 5.10), en la línea SI 15.8 se ve el transcrito desde los 20 ciclos, 

alcanzando su máximo hasta los 30 ciclos, a partir de los 25 ciclos se puede observar el 

transcrito de otras líneas, la mayoría de estas líneas alcanzan su máximo a los 35 ciclos. En 

el caso de las líneas del gen &VSlTPSJ, solamente en las líneas t.NSl 5.4 y t.NSl 7.1 se 

observa el transcrito a partir de los 30 ciclos, alcanzando su máximo a los 40 ciclos, el 

transcrito de las demás líneas se observó a partir de los 35 ciclos y de igual forma alcanzan 

su máximo a los 40 ciclos. Sorprendentemente, sólo en un caso (línea t.NSl 7.1) se observó 

correlación entre la expresión del transgen y el contenido de trehalosa En ésta línea si se 

presentó mayor contenido de trehalosa, y las alteraciones morfológicas fueron más 

marcadas. Una posible explicación con respecto a la no correlación entre el contenido de 

trehalosa y la expresión del transgen, es el hecho de que aunque la expresión del gen sea 

temprana, no genera suficiente proteína para sintetizar una cantidad elevada de trehalosa. 

En el caso en donde la expresión es posterior tal vt!Z. si hay suficiente proteína para producir 

más cantidad de trehalosa. Por el momento no es posible saber que tanta proteína se esta 

generando en las diferentes líneas para poder decir con certeza si esta es la causa de la 

discrepancia en la correlación entre la expresión del transcrito y el contenido de trehalosa, 

ya qúe no se cuenta con un anticuerpo contra SITPS l. Otra explicación a esta discrepancia, 

puede ser que debido a que los análisis de RT-PCR fueron realizados con plántula~ de dos 

semanas y las determinaciones de trehalosa en plantas adultas, se esté dando una 

degradación de trehalosa posterior a su desarrollo, y debido a ello se encontró un menor 

contenido de trehalosa aunque su expresión sea temprana. 
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Resultados y discusión 

5.4 Alteraciones Morfológicas 

Preliminarmente se habían observado alteraciones morfológicas y alteraciones en el 

crecimiento de las plantas transgénicas, esto en la primera generación (lineas T2), para 

corroborar si esto ocurría en las plantas homócigas se crecieron las plantas T3 en las 

mismas condiciones de luz, riego, y temperatura. De igual forma se observó también una 

alteración en el fenotipo de las plantas, en general, estas alteraciones van desde una 

disminución en la altura, coloración morada en las hojas y en algunos casos en toda la 

planta, un retardo en el desarrollo (figura 5.11, 5.12), semillas y silicuas estériles, así como 

la aparición de una inflorescencia particular la cual la llamamos "rara" (figura 5.13), 

apareciendo casi al final del desarrollo de la planta. Las figuras 5.14 y 5.15 resumen 

también algunas de las caracteristicas encontradas en cada una de las lineas homócigas 

analizadas. 

Figura 5.11 Diferencia en altura en lineas, a) con el gene completo; b) con el gene deletado 
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a) 

b) 

Figura 5.12 Variación en el tamaño y coloración en lineas transgénicas, a) con el gene 

completo, b) con el gene deletado. 
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Figura 5.13 Deformación de inflorescencias ("raras") encontradas en algunas de las lineas 

transgénicas. 

4,-~--------------------, 

3 

~ e ... 
~ 

TT 'O 
2 

= T 
~ 

TT "¡;¡' 
= o 
...l 

Lineas transgénicas 

b) 
12.5 -r=--------------, 

'" .~ 7.5-
o 

== 
,; 5-
Z 

2.5 

r .-
T 

:.1 
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Figura 5.14 Variación del tamaño de a) rüseta, y b) número de hojas, en las diferentes 

lineas transgénicas. Los datos mostrados son el promedio de 14 plantas de cada linea 

transgénica de 17 días de edad, crecidas en macetas, bajo las mismas condiciones de luz, 

temperatura y riego. Las barras de error indican la desviación estándar. 
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Figura 5015 Variación del tamaño de a) inflorescencias y b) producción de semillas en las 

diferentes lineas transgénicaso Los datos mostrados son el promedio de 14 plantas de cada 

linea transgénica de 64 días de edad, crecidas en macetas, bajo las mismas condiciones de 

luz, temperatura y riegoo Las barras de error indican la desviación estándar. 

Existe una correlación entre el contenido de trehalosa y la alteración del desarrollo en las 

lineas SI 7.4, SI 908, SI 11.\0, SI 1508 y ~NSI701, no así en lineas como ~NS1205 y ~NSl 

5.4, en donde a pesar de su alterado desarrollo, el contenido de trehalosa no es más que la 

silvestre y control. Una posible explicación de esta discrepancia puede ser que en las lineas 

en las cuales no existe correlación cntre las alteraciúIlt!s morfológicas y ei contenido de 

trehalosa (~NSl 2.5 y ~NSl 5.4), la trehalosa alcance su nivel máximo en etapas tempranas 

del desarrollo de estas lineas, y como se había mencionado anteriormente, las 

cuantificaciones de trehalosa se determinaron en etapa adulta de la planta, tal vez a esta 
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edad, la mayoría de la trehalosa ya ha sido degradada ó utilizada por la planta, causando un 

efecto tóxico, por lo cual al determinar la cantidad de trehalosa, esta sea menor que en otras 

lineas. Por otra parte, aunque se esperaría que las fosfatasas presentes en el citosol, sean lo 

suficientemente capaces para producir trehalosa, no es descartable que aún pequeñas 

cantidades de trehalosa 6-fosfato ocacionen este alterado desarrollo en la planta, además la 

trehalosa ha resultado ser tóxica para Arabidopsis cuando es aplicada exógenamente 

(Müller, et al, 1999), nuestros datos sugieren que la producción de trehalosa en planta tiene 

un efecto negativo sobre el crecimiento y desarrollo cuando el gene SITPS 1 es expresado 

constitutivamente. Estas alteraciones correlacionan con algunas encontradas en plantas 

transgénicas de tabaco sobreexpresando la TPS de E. coli y levadura, conteniendo además 

una acumulación de trehalosa (H6lmstrom et al, 1996; Goddijn et al, 1997; Romero et al, 

1997), dentro de estas características destacan la reducción en el tamaño de las plantas y la 

presencia de hojas lanceoladas. 

5.5 Acumulación de trehalosa en presencia de Validamicina A 

La actividad de las trehalasas, se piensa, pueden proteger a las plantas de los efectos tóxicos 

de la acumulación de la trehalosa, la cual puede encontrarse en el suelo o bajo interacción 

con hongos o insectos. Para evaluar el efecto de la actividad de la trehalasa, sobre la 

acumulación de trehalosa en lineas transgénicas que \levan el gene SITPS 1 y la deleción 

amino-terminal de este, así como, determinar si efectivamente hay un aumento del 

contenido de trehalosa en las lineas que llevan la deleción, plantas adultas, fueron crecidas 

en el cuarto de crecimiento (16 h luz, 8 h oscuridad, 24 o C), durante 4 ó 5 semanas 

dependiendo de su desarrollo (ya se había discutido anteriormente, que hay un retraso en el 

crecimiento de las plantas) e incubadas 24 h en presencia de agua y de 0.01 mM del 

antibiótico Validamicina A, el cual es un inhibidor de la actividad de la trehalasa, y se 

determinó el contenido de trehalosa en las muestras mediante HPLC (Leuven, Bélgica). 

En la figura 5.16 se muestra un ejemplo del cromatograma de la determinación de trehalosa 

contra el estandar, comprobando que el pico cuantificado es referente a trehalosa. De las 10 

lineas homócigas que llevan el gene completo, 5 de estas exhihen c~ntidades de hasta 3.46 

mg/g PS, en ausencia del inhibidor (figura 5.17 a), cuando son incubadas en presencia de 

Validamicina (figura 5.17 b), hay un aumento significativo en 8 de estas lineas alcanzando 

hasta 4.69 mg/g PS, alrededor de 15 vecez más trehalosa que el control (vector solo) y WT. 
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Figura 5.16 Determinación de trehalosa mediante HPLC. El cromatograma muestra el perfil 

de respuesta de a) un extracto de la linea transgénica SI 7.4 incubada en presencia de agua 

conteniendo 3.46 mg/g PS y un estándar conteniendo concentraciones conocidas de varios 

azúcares. La solución estandar contiene trehalosa (1), Glucosa (2), Fructosa (3) y sacarosa 

(4). 
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Figura 5.17 Cuantificación de trehalosa en lineas con el gene completo, a) en contacto con 

agua; b) en presencia de Validamicina A. 
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A diferencia de las lineas que llevan el gen completo, las lineas de la deleción amino, 

exhibieron cantidades más bajas de trehalosa, 2 de las 5 lineas homócigas analizadas, 

alcanzaron cantidades de hasta 0.47 mg/g PS en ausencia del inhibidor (Figura 5.18 a), y 

en contacto con Validamicina (figura 5.18 b), alcanzaron niveles de hasta 2.63 mg/g PS, 

alrededor de \O vecez más que el control (vector solo) y WT, en las otras lineas los niveles 

de trehalosa alcanzados no son más que los controles, aunque si hay un aumento 

significativo en la cantidad de trehalosa, parte de esta variación podría ser explicada, 

probablemente, por el hecho de que la inhibición de la trehalasa depende de la toma del 

inhibidor Validamicina A, además de que solamente estuvo en contacto con este inhibidor 

24 h y no parte de su desarrollo como en otros estudios (Goddjin, 1997). Esto explica 

tambien en parte que las cantidades de trehalosa obtenidas no sean mayores que las 

obtenidas cuando son sobrexpresados genes de la TPS I de E. coli y levadura (Goddjin, 

1997; Romero, 1997). 

Contrariamente a los resultados esperados en relación al contenido de trehalosa, en los 

cuales se esperaba, mayor cantidad de trehalosa en lineas que llevan la deleción que en 

lineas con el gene completo, una de las razones puede ser explicada por el hecho de que 

estudios anteriores en donde se observa este incremento se realizó en levadura (Mascorro, 

2000) y tal vez en planta esta deleción tenga otro efecto, además cabe mencionar que la 

selección de lineas T2 y T3 llevando la deleción, fué dificil. Esto nos dá razón para 

especular, acerca de que esta deleción si surte un efecto de incremento de trehalosa 

generando una toxicidad a la planta y por esto imposibles de seleccionar, y quizá tal vez por 

esto, las lineas que se pudieron seleccionar de esta deleción, presentan menor contenido de 

trehalosa que las lineas con el gene completo. 
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Figura 5.18 Cuantificación de trehalosa en lineas con el gene deletado a) en contacto con 

agua; b) en presencia de Validamicina A. 

Por otra parte, para corroborar si efectivamente lo que se estaba cuantificando mediante 

HPLC, era trehalosa, se le adicionaron a las muestras que estuvieron en contacto con agua, 

la enzima trehalasa, para degradar la trehalosa. Como puede observarse en la figura 5.19, el 

pico de trehalosa en la linea SI 7.4 desaparece al adicionar la enzima trehalasa, 

comprobando de esta forma la veracidad de la determinación. 
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Figura 5.19 Análisis mediante HPLC de la inhibición de la trehalosa por medio de la 

enzima trehalasa. 
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5.6 Efectos del estrés salino y osmótico 

La figura 5.20 muestra los efectos del estrés salino sobre el crecimiento de plántulas 

después de la germinación. Las semillas de plantas silvestres, control y semillas de dos 

lineas T3 escogidas por su mayor contenido de trehalosa tanto para la construcción con el 

gene completo como para la deleción, fueron germinadas sobre filtros de tela encima de 

MS solido, al cabo de dos semanas fueron transferidos por 24 hr estos filtros de tela a MS 

líquido suplementado con 200, 300 y 600 mM de NaCl y devueltos al medio de crecimiento 

por una semana más. No hubo diferencia en el crecimiento tanto de la silvestre, el control y 

de las lineas transgénicas a 600 mM de NaCl, todas dejaron de crecer después de esta 

semana y sus hojas se tornaron c\oróticas, a 200 y 300 mM pareciera que tanto la silvestre 

como el control resisten más que las lineas transgénicas. Bajo condiciones control, en 

ausencia de NaCl, tanto las plantas silvestres como las transformadas, crecen 

adecuadamente. Estos resultados indican que las lineas transformadas, más que aumentar 

su tolerancia a estrés salino se vuelven más sensibles que la propia silvestres. 

Figura 5.20 Efecto del NaCl sobre plántulas de lineas transgénicas. Las fotografias 

muestran a las plantas una semana después de crecimiento. 
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De igual forma que en el estrés salino, ocurrio en el caso del tratamiento con sorbitol, en las 

tres concentraciones utilizadas (0.5, 1.5 Y 2 M) se observó un mejor crecimiento de la 

silvestre y control que las lineas sobreexpresoras. Aunque como puede observarse en la 

figura 5.21, la linea transgénica ilNSI 6.2 resiste mejor el estrés osmótico, pareciera que la 

cantidad de trehalosa en esta linea le es suficiente, para tolerar el estrés, a diferencia de las 

otras lineas en las que el contenido de trehalosa es mayor y se ven más afectadas, esto 

puede ser posiblemente, a que de por si las plantas con elevada cantidad de trehalosa, se 

ven afectadas en su desarrollo, esto las hace más sensibles al estrés debido a su condición, 

en el caso particular de la linea antes mencionada su desarrollo no es afectado, por lo que 

pudiera tolerar un poco más el estrés. 

Figura 5.21 Efecto del sorbitol sobre plántulas de lineas transgénicas. Las fotografias 

muestran a las plantas una semana después de crecimiento. 
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5.7 Efectos a baja temperatura y choque térmico 

Para examinar si en todo caso la introducción del gene SITPSl y su deleción amino, así 

como la acumulación de trehalosa pueden aumentar la tolerancia al estres por temperatura 

baja, plantas silvestres y transformadas fueron incubadas por 24 h a 4 o C, bajo luz 

continua. Ninguna diferencia significativa entre las plantas silvestres y transformadas 

fueron detectadas al ser nuevamente incubadas por una semana a 24 o C, solamente un 

retardo en el crecimiento (figura 5.22). 
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Figura 5.22 Efecto del frío sobre plántulas de lineas transgénicas. Las fotografias muestran 

a las plantas una semana después de crecimiento. 

Por otro lado, plántulas T3 homócigas fueron crecidas durante dos semanas bajo las 

mismas condiciones que para el caso del tratamiento con NaCI y sorbitol. Una semana 

después del tratamiento, las plantas sobrevivientes fueron claramente identificadas por 

seguir creciendo, mientras que los efectos letales fueron identificados por la aparición de 

clorosis y cese de crecimiento. 

En el experimento descrito en la figura 5.23, las plántulas control sobrevivieron hasta 46 o 

C, mientras que los efectos letales fueron observados en las lineas transgénicas. De igual 

forma como ocurrió con el tratamiento con sorbitol, la linea L'l.NSI 6.2 toleró de manera 

significativa el choque ténnicü hasta 48 :} C, aún en ausencia del pretratamiento a 34 o C, 

(pretratamiento en el cual son inducidas las proteínas heat shock), a diferencia de las otras 

lineas transgénicas, las cuales no resistieron tan altas temperaturas. Correlacionando los 

resultados de los tratamientos de estrés y los experimentos de fenotipo, pareciera que en 
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esta linea (óNSI 6.2), la cantidad de trehalosa presente le es suficiente pasa tolerar el estrés 

osmótico y estrés por calor, y esta cantidad además no le causa un efecto tóxico para su 

desarrollo. 

Figura 5.23 Efecto del choque ténnico sobre plántulas transgénicas.Plántulas silvestres y 

transfonnadas con el gene SITPS 1 sin pretratamiento (C) o después de una incubación a 34 

o e durante 1 h (34 o C) fueron expuestas a un choque térmico durante 1 h a 42 o e , 46 o C, 

y 48 o C. Las fotografías muestran a las plantas una semana después de crecimiento. 
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Capítulo VI 

Conclusiones 

• Se obtuvo una alteración en el desarrollo de las plantas transgénicas que sobreexpresan 

al gene SlTPS 1, que van desde un retardo en el crecimiento, enanismo, esterilidad y 

formación de silicuas anormales. 

• La cantidad máxima de trehalosa fué de 4.69 mglg PS encontrada en la linea SI 7.4 la 

cual lleva al gene completo y de 2.63 mg/g PS en la linea .6.NSI 7.1 que lleva la deleción 

en presencia de validamicina. 

• No se obtuvo incremento en la cantidad de trehalosa en lineas transgénicas llevando la 

construcción con la deleción amino-terminal, en comparación con lineas llevando la 

construcción con el gene completo. 

• Las plantas transgénicas no mostraron tolerancia a estrés salino, osmótico, baja 

temperatura y choque térmico, en lineas con elevada cantidad de trehalosa. 

• Se adquirió tolerancia significativa a 48°C en la linea .6.NSI 6.2, en la cual el contenido 

de trehalosa no es elevado, en comparación con las lineas que presentan un contenido 

mayor de este disacárido. 

• 
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