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Resumen

La nutricion de las plantas depende de diversos factores que por su disponibilidad y
accesibilidad del suelo son determinantes en su desarrollo. Uno de los nutrientes mas
destacados y que ha demostrado sin duda limitar en el crecimiento de las plantas es el
fésforo. Lo anterior, aunado al amplio papel del fosfato inorganico (Pi) en el metabolismo de
macromoléculas y en la regulacion metabdlica, invitan a pensar que las pirofosfatasas,
enzimas que hidrolizan el pirofosfato, juegan un papel importante en el mecanismo de
reciclaje y utilizacion del fosfato, y por tanto, en el crecimiento y capacidad de las plantas de

responder a condiciones de estrés.

Por su lado, las plantas, han desarrollado una amplia variedad de adaptaciones fisiolégicas y
bioquimicas que les permiten tener una concentracion de Pi de varios érdenes de magnitud
por encima de la concentracion de fésforo asimilable del suelo. Admas las plantas responden
a la disminucién del fosforo disponible en el suelo con el remodelado de la raiz, una
utilizacion de Pi mas eficiente y la activacion de enzimas y genes que promueven su

reciclaje.

En el proyecto actual se realizaron estudios sobre plantas de Arabidopsis thaliana que
poseen mutaciones en algunos de los genes que se han identificado que codifican para
isoenzimas de pirofosfatasas, causando asi la ausencia de la isoenzima correspondiente. Por
medio de la utilizacién de técnicas de biologia molecular ha sido posible estudiar y demostrar
la presencia de dichas mutaciones y se ha estudiado entonces el efecto que la disfuncién
tiene sobre el desarrollo de la planta y sobre su capacidad de respuesta a condiciones de
estrés tales como: estrés osmoético, salino, térmico y de exceso y deficiencia de fosforo. Los
resultados muestran que la ausencia de la pirofosfatasa AtPPa1 resulta en plantas con
notable tolerancia al estrés por calor, en tanto que la disminucion en la expresion de la
pirofosfatasa AtPPa4 resulta en plantas con notable tolerancia al estrés salino y mediana
tolerancia al estrés por calor. Estos resultados indican que las isoformas de las pirofosfatasas

juegan un papel muy relevante en el control de las respuestas al estrés y que no cumplen



papeles totalmente equivalentes en la planta, por lo que es valido pensar que no resultan de
la simple redundancia genética. En esta primera etapa, los estudios se limitan a la
observacion del crecimiento y los cambios en la morfologia. Lo que sienta las bases para

trabajos posteriores de caracterizacion mas detallada.
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ANTECEDENTES

1.- La nutricién de las plantas.

La agricultura es una de las actividades de mayor importancia para la subsistencia de la
especie humana, pues de ella depende directamente que la demanda alimenticia mundial
sea satisfecha. La produccién de granos a nivel mundial aumenté de 700 a 1500 millones de
toneladas por afo entre 1950 y 1984 [12]. Sin embargo, en la actualidad la produccion
agricola se encuentra en una etapa de decadencia debido al rapido aumento de la poblacion
mundial, la utilizacién descontrolada de pesticidas y la sobreexplotacién de los suelos
cultivables, aunado a esto se encuentra el hecho de que casi la tercera parte de la tierra es
arida y la disponibilidad de zonas con humedad uniforme, sin periodos de sequia

prolongados y utilizables para el cultivo es escasa.

El impacto de las limitaciones nutrimentales sobre la agricultura suele ser de igual o mayor
importancia, aun cuando no sean tan evidentes. La importancia de la nutricion mineral
vegetal ha sido reconocida por mas de 200 afios debido a su caracter inusual pues, son los
unicos organismos multicelulares autétrofos y, por lo tanto, no dependen de compuestos de
alta energia sintetizados por otros organismos. Durante el siglo pasado se ha realizado
mucha investigacion tecnologica sobre los mecanismos utilizados por las plantas para la
obtencion de los nutrientes minerales del suelo ya que un mayor entendimiento de estos
procesos se reflejan directamente y de manera significativa en el ambito econdémico vy

ecoldgico [3].

Los elementos esenciales para el crecimiento 6ptimo de las plantas son 17. En Tabla 1 se

enlistan 14 de éstos dejando fuera los mas obvios (oxigeno, carbono e hidrégeno).



Tabla 1 Concentraciones de nutrientes minerales esenciales. (tomado de
BUCHANAN, Biochemistry & Molecular Biology of Plants. 2001).

Elemento Concentraciones en| Concentraciones en
materia seca (ug g™') tejido fresco

Macronutrientes

N 15,000 71.4 mM

K 10,000 17 mM

Ca 5,000 8.3 mM

Mg 2,000 5.5 mM

P 2,000 4.3 mM

S 1,000 2.1mM

Micronutrientes

Cl 100 188 uM

B 20 123 uM

Fe 100 120 pM

Mn 50 61 uM

Zn 20 20.4 uyM

Cu 6 6.2 uM

Mo 0.1 0.07uM

Ni 0.005 0.006 uM

(BUCHANAN, Biochemistry & Molecular Biology of Plants. 2001).

De acuerdo con la definicion de elemento esencial se catalogan como tales todos aquellos
sin los cuales a) la planta no puede completar su ciclo vital y b) es un componente de un
metabolito esencial o constitutivo. Asi mismo estos nutrientes se pueden clasificar de
acuerdo a su papel bioquimico o su forma quimica en el suelo, sin embargo, la clasificacion

mas comun se basa en la concentracion relativa en la planta en condiciones normales. Los



macronutrientes se encuentran generalmente en concentraciones que oscilan entre los 1000
y los 15000 pg por gramo de peso seco y son C, H, O, N, K, Ca, Mg, P y S, por otro lado, los
micronutrientes (Cl, B, Fe, Mn, Zn, Cu, Mo y Ni) se encuentran en concentraciones de100 a

10000 veces menores que los primeros [3].

Los macronutrientes pueden a su vez dividirse en aquellos que mantienen su identidad como

iones dentro de la planta (ej. KT, ca?t y Mg2+) y aquellos que son asimilados en compuestos

organicos (ej. N, S y P). En la actualidad el entendimiento del transporte de iones minerales

se ha obtenido por medio del estudio de la absorcion de K™ y su movimiento dentro de la
planta; mientras tanto, los avances en biologia molecular han permitido el estudio en el

transporte y nutricion de P.

La obtencion de fosforo del suelo es uno de los factores de mayor influencia en el
crecimiento de las plantas, razén por la cual es uno de los aditivos mas frecuentemente
utilizados en la fabricacion de fertilizantes. A diferencia de otros nutrientes minerales, el
fésforo se encuentra principalmente en formas oxidadas dentro de la planta formando

fosfatos y polifosfatos organicos e inorganicos [3].

El fosforo es de los macronutrientes de mayor relevancia para el desarrollo 6ptimo de las
plantas pues su anién ortofosfato (Pi) forma parte de compuestos tales como acidos
nucléicos, fosfolipidos y ATP ademas de participar activamente en la fotosintesis, la
respiracion y la regulacibn de numerosas enzimas y de la expresion genética.
Desafortunadamente, el Pi, es la unica forma asimilable de fésforo para las plantas y suele
encontrarse en concentraciones bajas en el suelo (~10uM) aun en lugares fértiles. De éste
aproximadamente del 20 al 80 porciento se encuentra en su forma organica, la cual debe ser
mineralizada para poder ser asimilada, o bien se encuentra formando sales insolubles de
calcio, magnesio, aluminio y hierro, principalmente, que por su alta estabilidad, limitan la

absorcién de fosfato por las raices [42].

Por lo anterior,el estudio de los mecanismos mediante los cuales una planta puede hacer un



uso mas eficiente del fosfato es de gran relevancia y dentro de estos mecanismos se debe
considerar al pirofosfato inorganico (PPi), ya que es el subproducto principal de muchas

reacciones de biosintesis [21].

Las pirofosfatasas inorganicas (iPPiasa) son las enzimas encargadas de la hidrélisis del
pirofosfato (PPi) que ademas de ser un subproducto muy abundante de la biosintesis, es
considerado también como una fuente de energia autbnoma en las plantas, actuando como
una alternativa de ATP [10] y, por tanto, actuando de manera directa sobre el crecimiento de

las plantas.

2- El transporte de Pi en las plantas.

Debido a que las concentraciones de Pi disponibles en la interfase raiz-suelo se encuentran
en el orden de micromolar y, en ocasiones, hasta submicromolar, pero las concentraciones
intracelulares son del orden de milimolar, la obtencidon del Pi a través de las membranas
celulares debe efectuarse con un consumo de energia muy elevado. Esto se lleva a cabo por

medio del transporte activo de aniones a través de la membrana, que se asocia con el

transporte de protones (simporte de H*). Los hongos y las plantas utilizan una ATPasa de
membrana plasmatica como bomba de protones para generar un gradiente electroquimico
utilizando ATP. Esto lleva a la formacion de un gran potencial de membrana negativo hacia el
citoplasma. No sorprende pues, que el trasporte de Pi y otros aniones se acople a la entrada

protones en un proceso de transporte activo secundario [43,49,51].

En consecuencia, el transporte de fosfato por las plantas es impulsado por un gradiente de

protones generado por la H*-ATPasa de la membrana plasmatica. También se ha
comprobado la existencia de dos tipos de transporte: uno de alta afinidad, operando a bajas
concentraciones de Pi (en el rango de micromolar) y otro de baja afinidad que opera a altas

concentraciones (rangos milimolares).



El Pi es transportado de la raiz al tallo por medio del xilema, una vez dentro de la célula, el Pi
pasa la membrana de organelos como el plastidio, la mitocondrias y las vacuolas,
generalmente en intercambio por otros solutos o protones. Los metabolitos que son
intercambiados entre los plastidios y el citosol deben ser transportados a través de las
membranas, de las cuales, la mas externa permite el paso de moléculas pequenas mientras
que la interior es la barrera de permeabilidad y el sitio de transporte de Pi. En el caso del
cloroplasto, los solutos que deben ser transportados como intercambio son generalmente,
carbohidratos fosfatados (triosas, pentosas y hexosas) o fosfoenolpiruvato. La estequiometria
en este punto es importante, pues asegura que cada molécula de fosfoéster transportada se
balancea con cada una de Pi que entra [41]. Sin embargo, debido al intercambio ATP/ADP
mediado por el transolcador de adenin nucléotidos, el plastidio gana o pierde fosfato, lo que
tiene que ser compensado por algun otro mecanismo, tales como el transportador de fosfato

[52], o el translocador de malato/pirofosfato [28].

3.- El pirofosfato (PPi) en los sistemas biolégicos y las PPiasas.

Como se menciond anteriormente, durante el ultimo siglo el estudio de la relacion que existe
entre el desarrollo de las plantas y la concentraciones de macronutrientes en el suelo, y a su
disposicion, ha adquirido gran relevancia e interés y, como se ha sefalado anteriormente,
uno de los compuestos que limitan con mayor facilidad este desarrollo es el fésforo, el cual
es adquirido a través de la raiz en forma de fosfato inorganico y del cual uno de los

principales metabolitos generados en la planta es el ya mencionado pirofosfato (PPi).

La importancia del PPi en los sistemas bioldgicos radica en que una gran cantidad de
reacciones biosintéticas estan acopladas a la hidrdlisis de un nucléosido trifosfatado (NTP),
que hace posible el desplazamiento de la reaccion hacia los productos. Comunmente, el NTP
se hidroliza a NDP y fosfato inorganico (Pi), sin embargo, en muchas ocasiones esta
reaccion da como productos PPi y el NMP, que puede quedar libre o condensado con otro de
los sustratos. En ambos casos se hidroliza un enlace fosfoanhidro, pero la segunda reaccién
libera una mayor cantidad de energia quimica. Por lo anterior, las sintesis de una gran

cantidad de macromoléculas se encuentran acopladas a la liberacion de PPi a partir de NTP,



especielmente aquellas en las que el NMP-aceptor condensado es el producto de un
intermediario de la reaccion. Por ejemplo, en el caso de la sintesis de acidos nucleicos se
lleva a cabo directamente en la incorporacion de NMP y de NTP al polinucleétido, mientras
que en la sintesis de proteinas y polisacaridos el PPi se produce durante la formacién de
intermediarios activados (aminoacil-tRNA y azucares difosfonucledtidos, respectivamente)
[21].

Muchas de estas reacciones resultan termodinamicamente reversibles in vitro, por lo que la
hidrdlsis del pirofosfato in vivo es el factor que garantiza el desplazamiento del equilibrio
hacia la formacién de producto, justo en este punto es donde se soporta la observacion de

que la pirofosfatasas inorganicas solubles son enzimas esenciales [6,31].

Por otro lado, el PPi sirve de intermediario en una gran variedad de reacciones bioquimicas
como por ejemplo en las rutas de degradacién de la sacarosa y la del almidén (Fig. 1), en
donde la misma via que sirve para la sintesis de almidén o sacarosa, puede ser empleada
para su degradacion, gracias a la reversibilidad termodinamica de la reaccion catalizada por
la sacarosa fosfato sintasa o la almiddn sintasa (Fig. 1), aunque el papel de ésta ultima en el
proceso de degradacion no es tan claro. De hecho, se ha propuesto que la accion simultanea
de la sintesis y degradacion de la sacarosa puede ser una forma de cambiar dos formas de
energia entre si (ATP y PPi) dentro de las células vegetales [13]. En este caso la
concentracion de PPi ejerce un control sobre dos enzimas importantes en la ruta: la UDP-

glucosa pirofosforilasa y la fosfofructocinasa dependiente de PPi [29].
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Figura 1.- Rutas de biosintesis del almidon y sacarosa en las células vegetales.

Por otro lado es evidente que la mayor parte del PPi proviene de la hidrdlisis de NTP’s en
reacciones biosintéticas, sin embargo, también puede ser sintetizado directamente a partir de
dos moléculas de ortofosfato utilizando la energia de gradientes iénicos [33]. Algunas
bacterias fotosintéticas utilizan la energia de la luz visible para formar gradientes

electroquimicos (Ap) sobre la membrana del cromatéforo y asi formar ATP o PPi. Estas

reacciones son catalizadas por dos diferentes enzimas, H*-ATPasas o H*-PPiasas, situadas

en la membrana.

En general las PPiasas hidrolizan el PPi produciendo Pi libre (Figura 2) y, como ya se
menciond, se cree que su principal papel metabdlico es consumir PPi, para asi evitar que

dichas reacciones alcancen el equilibrio y el crecimiento se detenga [44].
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Figura 2 Reaccién de hidrdlisis del pirofosfato por la accion de una PPiasa.

Las PPiasas son consideradas dentro de los catalizadores biolégicos perfectos (catalizadores
unicamente limitados por la difusion del sustrato hacia el sitio activo, o viceversa) por poseer
una combinacién de alta afinidad por su sustrato y elevada constante catalitica, lo que se

traduce en una constante de segundo orden practicamente igual a la velocidad de difusion.

Dichas enzimas se encuentran presentes en todos los seres vivos, siendo esenciales para
las supervivencia de las células [6,21,31]. Estas pueden subdividirse en 2 tipos, de acuerdo a
sus caracteristicas cinéticas: i) las pirofosfatasas de protones, como la de la membrana

vacuolar [34] y del aparato de golgi [36], que acoplan la hidrolisis del PPi a la generacién de
un gradiente electroquimico vy ii) las iPPiasas solubles (isPPiasas), que utilizan M92+, Ca?*,

Mn2* y/o Co?* como activador esencial y se distribuyen de manera ubicua en células de
todos los seres vivos [20]. Ambos tipos de PPiasas distintas en su secuencia de

aminoacidos, su localizacion intracelular y sus caracteristicas cinéticas [45].

A la fecha se conocen dos familias de isPPiasas:

La familia I, que incluye la gran mayoria de PPiasas conocidas actualmente y distribuidas

ampliamente en animales, bacterias, hongos y protozoarios [20], que utilizan M92+ como

cofactor, aunque cabe aclarar que dentro de la familia | se ha encontrado un grupo de
pirofosfatasas en los trypanosomatidos, que pueden usar Ca2* como cofactor, ademas de

M92+, aunque su actividad es considerablemente mejor con el primero [20].

La familia I, que incluye la PPiasa de Bacillus subtilis asi como también algunas PPiasas



putativas de cuatro lineas bacteriales que incluye a las isPPiasas capaces de emplear Mn2*

y/lo Co?* como cofactor catalitico [27].

Es importante remarcar en este punto que no hay similitud a nivel de secuencia de

aminoéacidos entre ambas familias y que tampoco la hay entre estas y las H"-PPiasas [45].

3.1.- Las PPiasas en las plantas superiores

En las plantas, una gran cantidad de reacciones metabdlicas se realizan en el plastidio,
algunas de éstas, tales como la sintesis de purinas, pirimidinas y almidén generan PPi. Es
comprensible que de acumularse el PPi en el plastidio, las reacciones anteriores se verian
inhibidas. Existe pues evidencia de que aproximadamente 80% de la actividad de PPiasa se
localiza en el plastidio lo cual promoveria la hidrédlisis del PPi, permitiendo que el Pi resultante
sea exportado al citosol por medio de transportadores especificos [44]. En este punto
también hay controversia, porque, aunque se han encontrado las proteinas transportadoras
de Pi localizadas en los cloroplastos [52], los cloroplastos aislados son impermeables al
fosfato en pruebas funcionales [16]. Por otro lado, también se ha reportado que los plastidios
poseen sistemas de transporte capaces de translocar pirofosfato, pero aun no se ha

identificado a la proteina responsable [28,32].

Adicionalmente, el PPi también es producido por la actividad biosintética en el citoplasma, el
nucleo, la mitocondria, el reticulo endoplasmico y posiblemente en otros compartimentos. Lo
que sugiere la existencia de varias formas de pirofosfatasas en los tejidos vegetales con

diferente localizaciéon subcelular.

Los primeros trabajos en los que se identificaron y caracterizaron algunas pirofosfatasas de
plantas se llevaron a cabo en la cafia de azucar en 1970 [4], en hojas maiz [35] papa [11] ¥
cebada [54], ademas de otras especies. Ademas, en los mismos trabajos se reporté su

presencia en diversos compartimentos celulares (el amiloplasto y el cromoplasto), soluble



dentro del cloroplasto [4,26,37,55], unido a la membrana del tilacoide [23] y la mitocondria
[35,53]. Sin embargo, en dichos reportes su masa molecular nativa, la composicion de sus
subunidades, los requerimientos idnicos y la especificidad del sustrato son

considerablemente diferentes.

Uno de los genes que codifican para PPiasas fue identificado por primera vez en Arabidopsis
en 1991 por Kieber et al. [24], desde entonces se ha conseguido identificar varias cadenas
de cDNA que guardan similitud con el primero. Gracias a la secuenciacion del genoma de
Arabidopsis [47] fue posible identificar 5 genes codificantes para isPPiasas putativas
(At1g01050, At2g18230, At2g46860, At3g53620 y At4g01480) que condifican para proteinas
con probable actividad de PPiasa. Esto en base a su semejanza a nivel de secuencia con los
otros genes previamente identificados en plantas superiores, ademas se consiguio identificar

otro que guarda menor semejanza con los anteriores (At5g09650) [44].

Las isPPiasas utilizadas en este trabajo son la AtPPal que esta formada por 212

aminoacidos y la AtPPa4 con una longitud de 216 aminoacidos [39].

4.- Respuesta de las plantas a estrés abidtico.

4.1.- Estrés térmico

Cuando las plantas de sol son transferidas a bajas temperaturas (5°-10°C), se presenta una
disminucién rapida y pronunciada de la actividad fotosintética, lo cual se acompana de una
reduccion en la sintesis de sacarosa. Lo anterior se ha asociado con una acumulacion de
intermediarios fosforilados y la disminucion de la relacion [ATP]/[ADP] y [triosa-P)/[3-
fosfoglicerato]. Después de un periddo prolongado a bajas temperaturas, el crecimiento
disminuye y los carbohidratos solubles se acumulan en las hojas. Sin embargo, las plantas
cuentan con mecanismos adaptativos que les permiten superar estas condiciones,
destacando un incremento en la actividad de varias enzimas del ciclo de Calvin, lo que se

traduce en una recuperacion parcial de la sintesis de sacarosa y otros oligosacaridos, que



ademas, juegan un papel como crioprotectores. La disponibilidad de esqueletos carbonados
es también importante en la sintesis de otros osmoprotectores como prolina y glicina betaina
[22,50].

Del mismo modo, la respuesta de las plantas a temperaturas elevadas (>40°), se presenta
mediante una reprogramacion compleja de las actividades celulares con el objeto de proteger
estructuras y funciones esenciales. Al igual que en la adaptacion a otros tipos de estrés, la
respuesta a temperatura elevada conlleva a una acumulacion de diversos metabolitos tales
como glicina betaina, carbohidratos, polioles y aminoacidos. La acumulacién de solutos
osmocompatibles parece ser un mecanismo central en la adapatacion a diversas condiciones

de estrés [1].

La actividad fotosintética y la acumulacion de carbohidratos son requeridas para la sintesis
de varios de estos osmolitos biocompatibles, pero, a su vez, la concentracion de pirofosfato
parece ser uno de los factores claves en la regulacion de la sintesis de sacarosa y almidén
[14,15].Consecuentemente, se ha considerado en este proyecto la posibilidad de que la
respuesta a estrés por frio o por calor pueda verse modificada en las plantas que no

expresan alguna pirofosfatasa [1,22].

4.2.- Estrés osmoético

Una planta es incapaz de extraer agua del medio a menos que el potencial acuoso en la raiz
sea menor que el del medio circundante. La raiz de la planta debe establecer un gradiente
suficiente para que el agua pueda fluir libremente. Por lo tanto, si en el medio se encuentra

un agente que es capaz de modificar el potencial, la absorcién de agua sera menos eficiente.

Existen solutos conocidos como osmolitos biocompatibles, que son un pequefio grupo de
compuestos organicos altamente solubles y no interfieren con el metabolismo celular adn a

concentraciones muy elevadas, un ejemplo de éstos es el manitol, la forma reducida de la



manosa. El caracter organico de los osmolitos probablemente contrarresta la toxicidad
potencial de solutos inorganicos concentrados. Muchos iones presentes en las células
afectan el metabolismo de manera significativa cuando se presentan en concentraciones
elevadas, posiblemente uniéndose a cofactores, sustratos, membranas y enzimas, alterando
asi, la actividad metabdlica. Ademas, muchos de estos iones pueden entrar en las zonas de
hidratacion de muchas proteinas y promover su desnaturalizacion [3]. El papel del pirofosato

en la respuesta a estrés osmotico ha quedado también de manifiesto en plantas trangénicas

que sobreexpresan la H™-PPiasa en las cuales aumenta la capacidad para sobreponerse a la
estrés osmotico, gracias a la disminucion del potencial, lo cual activa la absorcién de agua
[40].

4.3.- Estrés salino

Aun cuando la absorcién de iones puede proveer del medio necesario para la adaptacion

osmdtica, las concentraciones citosolicas elevadas de algunos iones, tales como el Na*,
pueden perturbar severamente el metabolismo. Por consiguiente, la habilidad para regular la
concentracion, composicion y distribucidn de iones dentro de la célula es esencial para los

organismos.

El sodio es un elemento casi ausente en las células vegetales y que resulta toxico a niveles
superiores a 5 mM para la mayoria de las especies vegetales. La acumulacién de Na™ en el
citoplasma puede ser prevenido en parte por el transporte activo del Na* citosolico a través

de la membrana plasmatica y fuera de la célula. Ademas, el Na™ citosolico es transportado a
través del tonoplasto y secuestrado en la vacuola, donde se puede acumular en
concentraciones altas lo que tiene un marcado efecto en el balance osmdtico de la planta.

Existe evidencia de que en suelos salinos se eleva la actividad de los antiportadores de

Na*/H* en varias plantas. El funcionamiento de este transportador requiere un gradiente de
potencial electroquimico a través del tonoplasto, el cual es obtenido gracias a los gradientes

de pH generados por la accion de las bombas de protones. Entre las bombas que pueden



satisfacer de energia al antiportador Na*/H* se encuentran la H*-ATPasa de membrana y la

vacuolar, y la H*-PPasa del tonoplasto [3]. La relevancia de las H™-PPiasas en la tolerancia
al estrés salino ha sido demostrado recientemente mediante su sobrexpresion en plantas

transgénicas [17].

4.4.- Respuesta de las plantas a la deficiencia de fésforo

Las plantas han desarrollado una serie de adaptaciones morfolégicas y metabdlicas que se
disparan en deficiencia de fésforo. Estas adaptaciones se encuentran dirigidas a incrementar
la adquisicion de éste importante pero limitado nutriente presente en el suelo ademas de
mantener el crecimiento en estas condiciones. A nivel morfoldgico, la arquitectura del sistema
radical es modificada, con un aumento en la relacion raiz/tallo, en la densidad y longitud de
los pelos radicales y la proliferacion de raices laterales. En algunas plantas, también se
observa una reduccion en el gravitropismo de las raices. Todos estos cambios le permiten a
la planta una mejor exploracién del suelo en busca de Pi. Durante el estrés producido por la
deficiencia de Pi, las raices promueven la secrecion de protones y de acidos organicos con el
objeto de permitir la solubilizacion de complejos de Pi. Al mismo tiempo, se liberan fosfatasas
y nucleasas para adquirir fosfato de fuentes organicas. La cinética del transporte de Pi a la
raiz y a través de la planta se modifica por medio de cambios en la abundancia de
transportadores y en la afinidad por el Pi. Por otro lado, se activan las rutas metabdlicas que
son menos dependientes de las concentraciones de Pi intracelular, asi como el

reemplazamiento de fosfolipidos por sulfolipidos [41].

Es claro que la secrecion de los acidos organicos, de fosfatasas y la toma eficiente de fosfato
juegan un papel vital en la adpatacion de las especies a suelos con bajo contenido de éste
nutriente. La caracterizacion y dilucidacion de esas estrategias puede ser un factor
importante que permita la obtencién de cultivos agricolas, para aumentar la capacidad de
subsistir en suelos con bajo contenido de fosfato, tanto por seleccion de variantes naturales

como por manipulacién genética [8].



5.- Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

En términos muy generales y en lo que respecta a la fisiolégica basica de una planta, el
organismo modelo, Arabidopsis thaliana, realiza las mismas funciones y contiene
esencialmente los mismos genes que cualquier otra planta con flores, si bien, cada planta
posee sus peculiaridades en aspectos secundarios del desarrollo y en su capacidad para
adaptarse a ambientes especificos. Por otro lado, cuenta con una amplia variedad de
caracteristicas que la hacen un excelente modelo de estudio para experimentos in vivo en el

laboratorio, dichas caracteristicas se enlistan a continuacion:

1. Actualmente se cuenta con la secuenciacién completa de su genoma.
2. Debido a su tamafio reducido, es posible contar con un area para realizar los estudios.

3. Es posible obtener suficientes semillas de un individuo para realizar poder segregar

los individuos de interés.
4. Principalmente se autopoliniza, lo cual facilita la tarea de hacer cruzas.

5. Es un candidato éptimo para la transformacion via Agrobacterium tumefaciens.

La comprension de diversos fendmenos fisiolégicos y bioquimicos en Arabidopsis, pueden
proporcionar herramientas valiosas que podrian llevar al desarrollo de una agricultura mas
amigable con el medio ambiente. En particular, plantas con capacidad mejorada para tomar

nutrientes y en una utilizacion de fertilizantes a niveles menos contaminantes.

6.- La clonacion de plantas.

6.1 Los vectores de clonacion

Los vectores de clonacion para plantas se desarrollaron en 1980 y su utilizacion ha llevado a

cultivos genéticamente modificados que se encuentran a la delantera actualmente. Existen



varios métodos para la clonacién, de los cuales, uno de los mas comunes es la utilizacién de

vectores en plasmidos de Agrobacterium [2].

La base molecular de la transformacion genética de células vegetales por medio de
Agrobacterium es la transferencia e integracion de una regién de un plasmido inductor de
tumor (Ti) en el genoma nuclear de la planta. El tamafio de los plasmidos Ti va desde los 200
hasta los 800 kpb. Cada uno de estos plasmidos contiene una region que es transferida e
integrada en el genoma de la planta y a esta region se le conoce como T-DNA o DNA de
transferencia. El proceso mediante el cual el T-DNA es exportado de la bacteria e insertado
en la célula vegetal es posible gracias a los genes de virulencia contenidos en el plasmido Ti
[19].

6.2.- Uso del T-DNA como mutageno

En la actualidad existen principalmente dos vias para la obtencion de mutantes de
Arabidopsis, la primera, por mutagénesis al azar, seguida de la busqueda de plantas que
generen un fenotipo deseado (genética directa), la segunda, por medio del aislamiento de
mutaciones en genes seleccionados por una propiedad molecular especifica (genética

inversa).

La genética directa es una herramienta poderosa para la identificacion de genes que estan
involucrados en procesos biologicos especificos. Para realizar este tipo de mutacién es
necesario realizar dos consideraciones importantes: 1 cuantas plantas pueden ser probadas
y 2 la cantidad de genes que pueden mutar para obtener el fenotipo de interés. Estos
factores afectan la seleccién del mutageno. Los mutagenos mas comunmente utilizados son
etilmetanosulfonato (EMS) y la insercion de elementos genéticos moviles tales como T-DNA
u otros transposones, que pueden causar la pérdida de la funcidn en los genes

interrumpidos, a causa de la insercién [72].



La ventaja de la insercion de T-DNA es que las secuencias de Arabidopsis que la rodean
pueden ser aislados facilmente. Esto simplifica la identificacion de los genes
correspondientes a mutantes interesantes. Por otro lado, la desventaja de este sistema de

insercion es que generar las plantas mutantes es tedioso, pues una vez que se ha realizado

la insercion es necesario obtener plantas pertenecientes a la M,. Ademas, el porcentaje del

numero de inserciones por M, es de tan solo 1.5. Por lo tanto, es necesario sembrar grandes

cantidades de plantas [56].

6.3.- Transformacion de las plantas utilizadas en este trabajo

Las plantas empleadas en este trabajo se obtuvieron comercialmente a través de la inciativa

cientifica llamada "The Arabidopsis Information Resource" (TAIR).

Los métodos de transformacion utilizados para las lineas geminales de este trabajo se
encuentran descritos en las bases de datos de TAIR (http://arabidopsis.org/) y son como

siguen:

Linea SAIL_545_CO05 generada por medio de inflitraciéon al vacio de una planta Columbia
(WT) con el vector pDAP101 de A tumefaciens. Se utilizd una técnica modificada de
Reaccion Térmica-Asimétrica-Entrelazada en Cadena de la Polimerasa (TAIL-PCR) para
amplificar los fragmentos de DNA flanqueando la orilla izquierda del T-DNA de esta linea
transformada. Se utiliz6 BASTA para seleccionar las plantas que contuvieran una insercién
de T-DNA. La insercion se encuentra en un exon del locus AT1G01050 identificado como el

gen de Arabidopsis thaliana para Pirofosforilasa 1, el cual poseé a su vez actividad de

Pirofosfatasa dependiente de M92+ [39,48]. En la figura 3 se muestra una representacion

esquematica del gen AtPPa1 indicando el lugar de la insercion de T-DNA.
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Figura 3 Gen AtPPa1 con insercion de T-DNA

Linea SAIL_916_C08 generada por medio de inflitraciéon al vacio de una planta Columbia
(WT) con el vector pDAP101 de A tumefaciens. Se utilizé6 una técnica modificada de TAIL-
PCR para amplificar los fragmentos de DNA flanqueando la orilla izquierda del T-DNA de
esta linea transformada. Es homdéciga para qgtr (quartet) un defecto en la tétrada de polen Se
utilizé BASTA para seleccionar las plantas que contuvieran una inserciéon de T-DNA. La
insercion se encuentra en un intron del locus AT3G53620 identificado como el gen de

Arabidopsis thaliana para Pirofosforilasa 4, el cual poseé a su vez actividad de Pirofosfatasa

dependiente de M92+ [39,48]. En la figura 4 se muestra una representacion esquematica del

gen AtPPa4 indicando el lugar de la insercion de T-DNA.
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Figura 4 Gen AtPPa4 con insercion de T-DNA



PLANTEAMIENTO PROBLEMA

El pirofosfato es un metobolito que se produce con el crecimiento de la planta y su hidrdlisis
es esencial para que dicho crecimiento no se vea detenido [25]. A pesar de ello, las plantas
poseen un contenido relativamente alto de pirofosfato en el citoplasma [55] que puede ser
empleado como fuente alternativa de energia [33,46]. Aun bajo condiciones de estrés severo
las plantas mantienen una concentracion relativamente elevada de pirofosfato en el

citoplasma [5,9], lo que representa un misterio sin resolver en la biologia vegetal [3].

Por otro lado, la relevancia del metabolismo del pirofosfato en la respuesta de las plantas a
condiciones de estrés ha quedado de manifiesto con los resultados de plantas transgénicas

que sobreexpresan las pirofosfatasas de protones en la membrana del tonoplasto [40].

Sin embargo, la alternativa en la degradacién de pirofosfato la constituyen las pirofosfatas
inorganicas solubles. Dichas enzimas se encuentran codificadas por 6 genes diferentes en la
especie Arabidopsis thaliana. Por lo tanto, resulta de sumo interés conocer cual es el papel
individual de estas isoenzimas sobre el desarrollo normal de las plantas y si su respuesta a
condiciones de estrés se ve afectada de manera distinta por la ausencia de una u otra
pirofosfatasa. Tal evidencia proporcionaria informacién sobre si la existencia de tantas
isoformas es resultado de la redundancia genética, o si cada una de éstas posee una
subespecializacién dentro del concierto general de la fisiologia de la planta. Por otro lado,

estos datos aportarian evidencia de la relevancia que tiene contar con dos formas de

pirofosfatasas (solubles y membranales), especialmente porque, como ya se dijo, las H*-
PPiasas son muy importantes en la respuesta de las plantas a estrés de sequia, salino y

también de deficiencia de fésforo [18].

Debido a que el PPi es un subproducto central en el metabolismo, la ausencia de alguna de
las isPPasas capaces de hidrolizarlo puede ocasionar su acumulacion intracelular, o
estimular la actividad de alguna otra de las pirofosfatasa disponibles. Dependiendo de como

se redistribuya el uso del pirofosfato, el desarrollo de las plantas y su capacidad de



responder y recuperarse de manera eficiente a distintas condiciones de estrés puede verse
afectado negativamente, o bien, esa alteracién puede resultar en una planta mas robusta
bajo un tipo particular de estrés. Alternativamente, si entre las 6 isPPiasas de Arabidopsis,
alguna puede suplir por completo la funcion de la enzima ausente, el fenotipo sera nulo. en
cualquier caso, la informacién obtenida sera de gran relevancia para acercarnos a entender

la funcidn de estas proteinas en la fisiologia vegetal.



HIPOTESIS

La ausencia de una de las isoenzimas de isPPiasa en las mutantes de Arabidopsis thaliana
por insercién de T-DNA en los genes correspondientes, se manifestara en una alteracion del
metabolismo de fésforo, que dara como resultado cambios fenotipicos observables en el
creciemiento de la planta bajo condiciones normales y/o bajo condiciones de estrés abidtico
como estrés salino, estrés osmdtico, deficiencia de fésforo, choque de calor, o bajas

temperaturas.



OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar individuos de la especie Arabidopsis thaliana con inserciones de T-DNA en los
genes que codifican para las isoenzimas 1 0 4 de las pirofosfatasas, segun corresponda, y
describir la respuesta de estos individuos a condiciones de estrés térmico, osmoético, salino y

de suficiencia y deficiencia de fésforo.

Objetivos particulares

» Crecer individuos de cada una las lineas mutantes con insertos de T-DNA con el fin de

tener suficiente poblacion para identificar homaécigos.

» Montar un método para extraer de manera eficiente, suficiente RNA de los individuos bajo
analisis.

» ldentificar las mejores condiciones para realizar RT-PCR.

> ldentificar los individuos homodcigos mutantes de cada una de las clonas utilizadas por
medio de RT-PCR.

» Crecer plantas silvestres y mutantes homécigas de las lineas seleccionadas, bajo las

siguiente condiciones:

Condiciones Optimas

Estrés térmico

Estrés osmatico

- Estrés salino

Deficiencia y suficiencia de fosfato.



MATERIALES Y METODOS

Material

Sustancias

Todos los reactivos quimicos fueron obtenidos de los siguientes proveedores: Sigma (St.
Louis, MO. EUA), Roche (Hvi dovre, Dinamarca), Merk (Darmstadt, Alemania) vy
PhytoTechnology Laboratories (Shawnee Mission, EUA) y QIAGEN.

Material Bioloégico

Las semillas de las diferentes mutantes con inserciones de T-DNA fueron obtenidas del
Arabidopsis Biological Resource Center localizado en la Universidad de Ohio en EUA. Y se
almacenaron maduras y secas en refrigeracion en contenedores de baja humedad. El
sustrato METROMIX-200 fue adquirido a través de un proveedor de materiales para

invernadero local.

Material para Biologia Molecular y Microbiologia

Se utilizaron cuatro oligonucleétidos para amplificar las regiones del DNA correspondientes a
las mutaciones putativas, dichos iniciadores fueron disefiados de acuerdo a los descrito en la

direccion www.arabidopsis.org y se sintetizaron en el Instituto de Fisiologia Celular en la

Universidad Nacional Auténoma de México. Las secuencias de los iniciadores utilizados y las

regiones hacia las que estan dirigidas se resumen en las tablas 1y 2.


http://www.arabidopsis.org/

Tabla 1 Lista de los primers utilizados para la amplificacion de los MRNA correspondiente a los genes de los

genes de las isPPasa 1y 4.

isPPasa LP RP Producto kpb
Pirofosfatasa 1 AtPPalonA AtPPatonB ~600
Pirofosfatasa 4 AtPPa4onA AtPPadonB ~600

Tabla 2 Secuencia correspondiente a cada primer y numero de bases.

Primers Secuencia #Bases
AtPPa1onA 5-CACCATGAGTGAAGAAACTAAAGATAACCAGAG-3' 33
AtPPatonB 5-ACGCCTCAGGGTGTGGAGAATG-3' 22
AtPPadonA 5-CACCATGGCGCCACCGATT-3' 19
AtPPa4onB 5-ACGTCTTAGGTTCTCCACGAC-3' 21

Se utilizé el OneStep RT-PCR kit de QIAGEN para realizar las amplificaciones de los

fragmentos de interés.

Medios para pruebas de estrés y crecimiento de las semillas

En tabla 3 se presentan los reactivos utilizados para la preparacion de los medios utilizados

para las pruebas de estrés:



Tabla 3 Concentracion de nutrientes por medio.

Reactivo Control +P0O,3 -PO,3 Salino Osmético
[mM] [mM] [mM] [mM] [mM]
KNO; 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
KH2PO, 1.0 2.5 - 1.0 1.0
KCI - - 1.0 - -
MgSO, 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Ca(NOs), 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
FeEDTA 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Hs;BO; 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14
MnSO, 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
CuSO;, 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
ZnS0O, 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
NaMoOQO, 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
MES 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
NaCl 1.0 1.0 1.0 35.0 1.0
Manitol - - - - 500
SiO; 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
Sacarosa 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

Se utilizaron 10 g de goma de Gelana (Gelrite) por cada litro de medio preparado.

Métodos

Germinacidén de las semillas y crecimiento de las plantas

1. Colocar semillas de A. thaliana en un tubo eppendorf de 1.5mL vy realizar 3 lavados

con una solucién 10% de NaClO, y eliminar el excedente después de cada lavado.

2. Eliminar el remanente de NaClO, por medio de 3 lavados con agua desionizada

estéril.

3. Colocar cuidadosamente las semillas en una caja de petri con medio Control, 1% de



Gelana y 0.5% de sacarosa.
4. Colocar las cajas a 4°C durante 24 hrs para estimular de germinacion.

5. Transladar las cajas a una camara de luz a aproximadamente 21°C y con 8 horas de

obscuridad al dia.
6. 15 dias después se transfieren las plantas a macetas con METROMIX-200.
7. Regar cada 4 dias con aproximadamente 10 mL de H,O.
8. 5 semanas después recolectar las semillas.

9. Repetir el procedimiento hasta obtener la F; para tener un 25% de probabilidad de

encontrar una homdéciga mutante en la descendencia.

10.Las plantas seleccionadas como posibles homécigas mutantes fueron aquellas que

presentaron un fenotipo distinto en condiciones normales.

11.0Observar evidencias fenotipicas de las mutaciones en los individuos a lo largo de su

desarrollo.

Extraccion del RNA total

Para la extraccidon se utilizaron los reactivos y el método descrito en el TRI Reagent® de

Ambion, el cual es brevemente descrito a continuacion:
1. Pesar aproximadamente 100 mg de tejido vegetal.
2. Homogeneizar tejido en 1 mL de TRI Reagent.
3. Incubar por 5 min a temperatura ambiente.
4. Centrifugar a 12000 x g por 10 min a 4°C y transferir el sobrenadante a un tubo limpio.
5. Anadir 200pL de cloroformo, mezclar e incubar a temperatura ambiente por 5 min.
6. Centrifugar a 12000 x g por 10 min a 4°C y transferir la fase acuosa a un tubo limpio.

7. Anadir 500uL de isopropanol, mezclar con vortex por 5 seg e incubar a tempertura

ambiente por 10 min

8. Centrifugar a 12000 x g por 8 min a 4°C y desechar el sobrenadante.



9. Anadir 1mL de etanol al 75%.

10. Centrifugar a 7500 x g durante 5 min, remover el etanol y secar al aire brevemente.
11. Disolver el RNA en el buffer de eleccion.

12.Correr un gel de agarosa al 1.5% para observar la presencia de RNA.

Se extrajo DNA de planta silvestre (WT) y de las plantas provenientes de la F, para la AtAP?
(SAIL_545_CO05) y de la F; de la AtA™* (SAIL_916_C08).

Cuantificacion de RNA

La cuantificacion de RNA se realizdé por medio de espectrofotometria con UV leyendo la
absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro BECKMAN DU® 650, para calcular la

concentracion se utilizé la siguiente férmula:

C=€d,lF),

donde C es la concentracién en ug/ml, € es el coeficiente de extincion ( 50ugml'em™" ), |

es la longitud de la celda (1cm) y Fp es el factor de dilucién.

Transcripcioén inversa y reacciéon en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Para la RT-PCR se utilizo el esquema de la Tabla 4:



Tabla 4 Preparacién de reaccion RT-PCR

Reactivo Concentracion Volumen (uL) Concentracion final
Buffer 10X - 10
H.O estéril - ~29*

dNTP's 10mM 2 0.02mM
AtPPa1onA 2.5mM 1.2 2.5X10°mM
AtPPalonB 2.5mM 1.2 2.5X10°mM

Muestra - > -
Enzyme Mix - 2 -

Volumen total 50uL

En la tabla se muestra la preparacién de la reaccién de la transcripasa reversa y la amplificacion del gen que expresa AtPPa1, para la
amplificaciéon del gen de AtPPa4 se remplazan los oligonucleétidos por los correspondientes. *La cantidad de agua varia de acuerdo a la
cantidad de muestra adicionada. **Cantidad adicionada de cada muestra WT= 1.5uL, AtA™?'= 1.5uL y AtAPP*4= 4.5l

Los tubos de reaccion se pusieron durante 30 min a 50°C con el fin de permitir la actividad de

la Transcriptasa reversa. Posteriormente fueron sometidos al modelo para PCR descrito en la

Tabla 5

Tabla 5 Condiciones de incubaciéon PCR

Proceso Temperatura Tiempo
°C
Desnaturalizacion 94 15 min
Alineamiento 56 50 seg
Elongacion 72 50 seg
Ciclos 35

Ensayos de estrés

Estrés térmico a 4°C

1. Seguir el método anteriormente descrito para el crecimiento de las plantas hasta el

punto 5.

2. Dejar a 21°C el tiempo suficiente para la germinacion de las plantas (1 semana).

3. Transferir la caja de Petri con semillas a una camara fria (4°-10°C) con 8 horas de



oscuridad al dia.

4. Analizar crecimiento cada semana durante 21 dias después de haber sometido a

estrés térmico.

Estrés téermico 45°C
1. Seguir el método para el crecimiento de las plantas hasta el punto 5.

2. Transferir la caja de petri con semillas a una incubadora a 45°C durante una hora y

regresar posteriormente a 21°C.
3. Repetir el paso 2 una vez por semana.

4. Analizar crecimiento cada semana durante 21 dias después de haber sometido a

estrés térmico.

Estrés osmoético

1. Seguir el método para el crecimiento de las plantas hasta el punto 5 utilizando medio
con Manitol 500mM.

2. Analizar crecimiento cada semana durante 21 dias después de haber sido sembradas.

Estrés salino

1. Seguir el método para el crecimiento de las plantas hasta el punto 5 utilizando medio
con NaCl 35mM.

2. Analizar crecimiento cada semana durante 21 dias después de haber sido sembradas.

Estrés por exceso de fosfato

1. Seguir el método para el crecimiento de las plantas hasta el punto 5 utilizando medio

con fosfato 2.5mM.

2. Analizar crecimiento cada semana durante 21 dias después de haber sido sembradas.



Estrés por deficiencia de fosfato

1. Seguir el método para el crecimiento de las plantas hasta el punto 5 utilizando medio

con reemplazando el fosfato con KCI 1TmM.

2. Analizar crecimiento cada semana durante 21 dias después de haber sido sembradas.

Anadlisis de las caracteristicas foliares de las plantas y analisis estadistico.

Se realizé la medicién de las plantas control y las sometidas a estrés considerando los
siguientes aspectos: distancia de la punta de la hoja al internodo (DlI), longitud foliar (LF),
ancho foliar (AnF) y area foliar (ArF) utilizando unicamente hojas de la primer rosetta de cada

planta.

Los datos fueron utilizados para comparar el desarrollo de las plantas mutantes contra la
silvestre, se utilizé una ANOVA de una cola en rangos con el método de Kruskal-Wallis. En
los casos en los que se encontraron diferencias, se aislaron éstas mediante la prueba de

Dunn.



RESULTADOS Y ANALISIS

Resultados

Fenotipo de las plantas

Con el fin de tener una referencia y observar las caracteristicas de las plantas silvestres de
Arabidopsis thaliana (ecotipo Columbia) crecidas bajo condiciones 6ptimas de laboratorio, se
registro el crecimiento de las plantas a lo largo de cuatro semanas. Las imagenes de las

plantas silvestres se muestran en la figura 1.

Figura 1 Crecimiento de plantas en medio basal Gamborg B-5

Cuando se sembraron las semillas de las plantas que habian sido mutagenizadas por

insercion del T-DNA en las regiones correspondientes a los genes que codifican para las



pirofosfatasas AtPPa1 y AtPPa4 (ver tabla ) se pudo observar la aparicién de un fenotipo
alterado que consistié en un desarrollo retrasado del tallo floral a partir de la semana 5 y mas
evidente en la semana 7 (Fig. 2). En algunos individuos, tal desarrollo estaba tan retrasado
que las flores comenzaron a aparecer casi inmediatamente en la rosetta y la elongacion del
tallo floral ocurria luego de la aparicion de las flores (no se muestra). Debido a que lo anterior
se presentaba en una proporcion cercana al 25 % de los individuos, se consideré factible que
fueran éstos los que portaran la mutacion en forma homéciga, por lo que se les seleccion6

preferencialmente. Esto fue mas claro en las plantas AtA™?" que en las AtA™#,

Las semillas cosechadas de dichas plantas fueron sembradas nuevamente y su semillas

cosechadas y resembradas hasta tener una poblacién con caracteristicas uniformes (F4).



Seleccidén de plantas con fenotipo distinto

Las semillas correspondietes a las plantas AtA™?" y AtA"P** sembradas en medio Gamborg B-
5y transplantadas a tierra a las 4 semanas presentaron diferencias fenotipicas en el tamafio
del tallo tal como se muestra en la figura 2, razén por la cual fueron seleccionadas como
posibles plantas homadcigas de las mutaciones, sin embargo, para poder afirmar lo anterior,

es necesario contar con evidencia molecular suficiente.

Figura 2 Comparacioén de altura de tallos entre la especie silvestre (WT) y las plantas posiblemente mutantes
(AtAPPaT ) AtAFP#) a las 7 semanas de edad.



Extraccion de RNA

Se realizé la extraccion de RNA total de las plantas que presentaban diferencia fenotipica en

la longitud del tallo con respecto a la silvestre, una por cada mutacion esperada, suponiendo

que dicha diferencia era debida a la mencionada mutacién. La integridad del RNA obtenido

se comprob6 mediante un gel de agarosa al 1.5%, el cual se corrié durante 30 minutos a

100V y 100mA (Figura 3).

Figura 3 Gel de agarosa que muestra la extraccion de RNA de los individuos de 5 semanas de edad. Se
observan las bandas correspondientes al RNA y una banda de alto peso molecular correspondiente al RNA
ribosomal. Las muestras son WT (a), AtA™?" (b) y AtA™* (c).

Cuantificacion de RNA

Una vez comprobada la integridad del RNA total extraido de las plantas en estudio, se realizé

la cuantificacién del mismo. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1 Concentracion de RNA extraido por

muestra.
Muestra [RNA] pg/pL
WT 0.845
AtAPPat 0.788
AtAPPa4 0.524

RT-PCR

Las muestras obtenidas fueron amplificadas

mediante transcripcion inversa y una reaccion



en cadena de la polimerasa, la cual nos permite comprobar la presencia del cDNA
correspondiente a los genes de interés, la ausencia o baja expresion de este cDNA es una
prueba de la disminucion total o parcial en la expresion de las enzimas correspondientes a
los genes, la cual es debida a las mutaciones presentes en éstos. Los productos de las
reacciones de amplificacién se corrieron en un gel de agarosa al 1.5% durante 30 minutos a

100V y 100mA y se midio6 la densidad de las bandas (Figura 2).

a 1. 2 3 b 1976
2000pb— [I— 1 P
\’/-:J
ND
500pb— [ 2 mxﬂww
) ./
\Jk2126
200pb—
C d

1 2 3 J 4221
2000pb —— [P 1 e —
] 778
500pb— I 2 S L
_/\/f »\\—‘N
2880
3 7
200pb—p= ~ =

Figura 4 Identificacion de los mMRNA mediante RT-PCR en las muestras de plantas silvestres (1), y de las
mutantes AtA™?" (2) y AtAP* (3) y separados por elecroforesis en geles de agarosa comparados con
marcadores de masa molecular (0). Panel a) Amplificacion con los oligonucleétidos para AtPPa1 tabla . Panel
¢) amplificacién con los oligonucleétidos para AtPPa4 tabla . En los paneles b y d se muestran los trazos
densitométricos en unidades arbitrarias, de los carriles correspondientes a los paneles a y ¢, respectivamente.

ND.- No detectada.

La posicion de las inserciones dentro de los genes es relevante puesto que en la mutante
AtAPP! se encuentra en un exon, lo cual significa que la mutacion puede ser detectada de
manera confiable mediante el método anterior y se ha asignado la nomenclatura AtPPa144

para designar a su decendencia.

Por otro lado en la mutante AtAPP®* la insercidn se encuentra en un intréon, lo cual hace

posible que los datos anteriores no reflejen la verdadera condicién de mutante homéciga de



la planta, puesto que el mRNA se forma a partir de la parte codificante del gen
(exclusivamente exones), sin embargo, el resultado obtenido es interesante, puesto que, a
pesar de la ubicacion de la insercidn, aun es posible observar un cambio en la expresion de
la proteina, el cual puede deberse también al fenotipo de la planta heterdciga. Por lo anterior
y dado a que es imposible asegurar la naturaleza homdciga de la mutante AtAPP* se
consideré heteréciga para los estudios posteriores y se ha asignado la nomenclatura

AtPPa4”* para su decendencia.



Pruebas de estrés

Estrés Térmico 4°C

Las plantas AtPPa1* y AtPPa4** fueron sometidas a estrés térmico de 4°C y se registro su

crecimiento a lo largo de 4 semanas (Figura 5).

Semana 3 Semana 4

Semana 2

Semana 1

WT

AtPPa1™”

AtPPa4**

Figura 5 Comparacion de las mutantes AtPPa14* y AtPPa4** respecto a las plantas silvestres (WT) a las 4
semanas de edad crecidas a 4°C. Durante la primera semana se permite la germinacion de las semillas a
condiciones de 21°C con 8 hrs de obscuridad.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacidon establecido se realizé el analisis de las
caracteristicas foliares de las plantas con el fin de observar diferencias entre las mutantes
AtPPa122, AtPPa4%* y la silvestre. A los resultados se les realizd una ANOVA de una cola en

rangos con el método de Kruskal-Walis utilizando el programa SigmaStat (Tabla 2).



Tabla 2 Comparacién estadistica de las caracteristicas foliares de las AtPpa14* y AtPpa4* respecto a las
plantas silvestres (WT) sometidas a estrés por baja temperatura.

Distancia al Longitud Foliar | Ancho Foliar Area Foliar

Internodo
WT (n=17) 2.303 £ 0.288 1.454 +0.13 1.176 + 0.244 1.347 +0.348
AtPPa122 (n=16) 2.159 + 0.47 1.437 £ 0.195 1.153 £ 0.258 1.264 + 0.322
AtPPa4’* (n=16)  2.277+0.295 1.387 +£0.193 1.084 +0.274 1.190 + 0.252

Los valores muestran el rango que agrupa al 50% central de la poblacién
No hubo diferencias estadisticas significativas para ningun grupo con respecto al control.

En la figura 6 se muestra una representacion grafica de los rangos que agrupan el 50% de
los individuos para cada parametro. Es posible observar que no hay diferencias entre los

grupos para ninguno de los parametros.

Distancia al internodo Largo foliar

AtPPa1AA AtPPa1AA

Ancho foliar Area foliar

AtPPa1AA AtPPa1AA AtPPad4A+

Figura 6 Representacion grafica de los rangos para cada parametro bajo estrés a 4°C.



Estrés Térmico 45°C

Las plantas AtPPa1%* y AtPPa4* fueron sometidas a estrés térmico de 45°C durante una
hora a la semana y se observo su desarrollo y recuperacion a lo largo de 3 semanas (Figura
7).

Semana 1 Semana 2 Semana 3

WT

AtPPag"*

Figura 7 Comparacién de las mutantes AtPpa144 y AtPpa4“* respecto a las plantas silvestres (WT) a las 3
semanas de edad sometidas a 45°C durante 1hr a la semana, la semana 1 fue utilizada para germinar las
plantas antes de ser sometetidas a estrés.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién establecido se realizd el analisis de las
caracteristicas foliares de las plantas con el fin de observar diferencias entre las mutantes
AtPPa1%2, AtPPa4”* y la silvestre. A los resultados se les realizd una ANOVA de una cola en
rangos con el método de Kruskal-Walis. Las diferencias encontradas en los rangos fueron
aisladas mediante la prueba de Dunn. Las pruebas estadisticas se realizaron utilizando el

programa SigmaStat (Tabla 3).



Tabla 3 Comparacion estadistica de las caracteristicas foliares de las AtPpa1** y AtPpa4** respecto a las
plantas silvestres (WT). Las plantas tenian 3 semanas de edad y fueron sometidas a estrés por alta
temperatura, segun los descrito en materiales y métodos.

Distancia al Longitud Foliar | Ancho Foliar Area Foliar

Internodo
WT (n=14) 1.497 +0.23 1.034 + 0.089 0.839 + 0.246 0.728 + 0.292
AtPPa122(n=13) 1.56 + 0.404 1.059 + 0.196 0.859 + 0.187 0.652 + 0.197
AtPPa4”* (n=14) | 4.347+1.218" 1.963 + 0.742* 1.328 + 0.391* 1.996 + 1.086*

Los valores muestran el rango que agrupa al 50% central de la poblacion
* Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control (P < 0.05).

En la figura 8 se muestra una representacion grafica de las diferencias entre los rangos que
agrupan el 50% de los individuos para cada parametro. Las diferencias entre el grupo WT y

el AtPPa4%* son claras.

Distancia al internodo Largo foliar

Ancho foliar Area foliar

Figura 8 Representacion grafica de los rangos para cada parametro bajo estrés a 45°C.

Estrés Osmoético



Las plantas AtPPa1*® y AtPPa4* fueron sometidas a estrés osmético con 500mM de manitol

y se observo su desarrollo a lo largo de 4 semanas (Figura 9).

Semana 1 Semana 2 Semana 3

Semana 4

i

‘A

WT

AtPPa1®”

Figura 9 Comparacién de las mutantes AtPpa1** y AtPpa4** respecto a las plantas silvestres (WT) a las 4
semanas de edad crecidas en presencia de 500mM de manitol.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion establecido se realizé el andlisis de las
caracteristicas foliares de las plantas con el fin de observar diferencias entre las mutantes
AtPPa1%2, AtPPa4** y la silvestre. A los resultados se les realizd6 una ANOVA de una cola en
rangos con el método de Kruskal-Walis, la diferencia encontrada en los rangos fue aislada
mediante la prueba de Dunn. Las pruebas estadisticas se realizaron utilizando el programa
SigmaStat (Tabla 4).



Tabla 4 Comparacién de las caracteristicas foliares de las AtPpa12* y AtPpa4** respecto a las plantas
silvestres (WT). Las plantas tenian 4 semanas de edad y fueron cultivadas en presencia de 500 mM de

manitol.
Distancia al Longitud Foliar | Ancho Foliar Area Foliar
Internodo
WT (n=14) 1.757 £ 0.774 0.929 + 0.409 0.516 + 0.259 0.397 £ 0.32
AtPPa122(n=13) 1.328 + 0.647 1.075 + 0.286 0.739 + 0.184* 0.613 + 0.226
1.607 + 0.464 1.083 £ 0.196 0.613 £ 0.069 0.508 £ 0.113

AtPPad’* (n=14)

Los valores muestran el rango que agrupa al 50% central de la poblacion

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (P < 0.05).

En la figura 10 se muestra una representacién grafica de las diferencias entre los rangos que
agrupan el 50% de los individuos para cada parametro. Es posible observar una diferencia en

el ancho foliar entre el grupo WT y el AtPPa4”®, sin embargo, no es suficiente para

determinar si la diferencia se debe a la mutacion.

Distancia al internodo

Ancho foliar

Largo foliar

Area foliar

Figura 10 Representacion grafica de los rangos para cada parametro bajo estrés osmético con manitol

Estrés Salino

500mM.




Las plantas AtPPa1%® y AtPPa4%* fueron sometidas a estrés salino con NaCl 35mM y se

observé su desarrollo a lo largo de 4 semanas (Figura 11).

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

WT

AtPPa1®*

AtPPag*

Figura 11 Comparacion de las mutantes AtPpa1** y AtPpa4”* respecto a las plantas silvestres (WT) a las 4
semanas de edad crecidas en presencia de 35mM de NaCl.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion establecido se realizd el analisis de las
caracteristicas foliares de las plantas con el fin de observar diferencias entre las mutantes
AtPPa1%2, AtPPa4** y la silvestre. A los resultados se les realizd6 una ANOVA de una cola en
rangos con el método de Kruskal-Walis. Las diferencias encontradas en los rangos fueron
aisladas mediante la prueba de Dunn. Las pruebas estadisticas se realizaron utilizando el

programa SigmaStat (Tabla 5).



Tabla 5 Comparacién de las caracteristicas foliares de las AtPpa12* y AtPpa4** respecto a las plantas
silvestres (WT). Las plantas tenian 4 semanas de edad y fueron cultivadas en presencia de 35mM de NaCl.

Distancia al Longitud Foliar | Ancho Foliar Area Foliar

Internodo
WT (n=12) 3.734 £ 0.978 2.083 + 0.486 1.44 +0.37 2.385 + 0.968
AtPPa122(n=12) | 6.266 +0.873" 2.774 £ 0.501* 1.952 + 0.387* 4.473 + 2.267*
AtPPa4’* (n=11) | 4.481+0.302* 2.358 + 0.279* 1.825+0.377* 3.51+1.119*

Los valores muestran el rango que agrupa al 50% central de la poblacién
* Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control (P < 0.05).

En la figura 12 se muestra una representacién grafica de las diferencias entre los rangos que
agrupan el 50% de los individuos para cada parametro. Las diferencias entre el grupo WT y

las mutantes AtPPa1%2 y AtPPa4%* son claras.

Distancia al internodo Largo foliar

Ancho foliar Area foliar

Figura 12 Representacion grafica de los rangos para cada parametro bajo estrés salino con NaCl 35mM



Estrés por exceso de fosfato

Las plantas AtPPa1%* y AtPPa4** fueron sometidas a estrés por exceso de fosfato y se

observo su desarrollo a lo largo de 4 semanas (Figura 13).

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

AtPPa4**

Figura 13 Comparacion de las mutantes AtPpa1* y AtPpa4** respecto a las plantas silvestres (WT) a las 4
semanas de edad crecidas en presencia de 2.5mM de PO,>.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion establecido se realizo el analisis de las
caracteristicas foliares de las plantas con el fin de observar diferencias entre las mutantes
AtPPa1%2, AtPPa4** y la silvestre. A los resultados se les realizd una ANOVA de una cola en
rangos con el método de Kruskal-Walis. Las diferencias encontradas en los rangos fueron
aisladas mediante la prueba de Dunn. Las pruebas estadisticas se realizaron utilizando el
programa SigmaStat (Tabla 6).



Tabla 6 Comparacién de las caracteristicas foliares de las AtPpa12* y AtPpa4** respecto a las plantas
silvestres (WT). Las plantas tenian 4 semanas de edad y fueron cultivadas en presencia de 2.5mM de fosfato.

Distancia al Longitud Foliar | Ancho Foliar Area Foliar

Internodo
WT (n=9) 5.431 +1.333 2.381 + 0.807 1.606 + 0.689 2.607 + 1.703
AtPPa122 (n=11) 7.8+2.107* 3.25+0.897* 2.055 + 0.496 4.922 + 2.557*
AtPPa4’* (n=12) 5.29 + 0.569 2.293 + 0.446 1.544 + 0.53 2.957 + 1.241

Los valores muestran el rango que agrupa al 50% central de la poblacién
* Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control (P < 0.05).

En la figura 14 se muestra una representacién grafica de las diferencias entre los rangos que
agrupan el 50% de los individuos para cada parametro. Las diferencias entre el grupo WT y

las mutantes AtPPa122 son claras.

Distancia al internodo Largo foliar

Ancho foliar Areafoliar

Figura 14 Representacion grafica de los rangos para cada parametro bajo estrés por exceso de fosfato.

Estrés por deficiencia de fosfato



Las plantas AtPPa1“* y AtPPa4”* fueron sometidas a estrés por deficiencia de fosfato y se

observé su desarrollo a lo largo de 3 semanas (Figura 15).

Semana 1 Semana 2 Semana 3

AtPPa4"

Figura 15 Comparacion de las mutantes AtPpa1** y AtPpa4** respecto a las plantas silvestres (WT) a las 3
semanas de edad crecidas en ausencia de PO,>.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion establecido se realizé el andlisis de las
caracteristicas foliares de las plantas con el fin de observar diferencias entre las mutantes
AtPPa1%%, AtPPa4* y la silvestre. A los resultados se les realizo una ANOVA de una cola en
rangos con el método de Kruskal-Walis. Las diferencias encontradas en los rangos fueron
aisladas mediante la prueba de Dunn. Las pruebas estadisticas se realizaron utilizando el

programa SigmaStat (Tabla 7).



Tabla 7 Comparacién de las caracteristicas foliares de las AtPpa12* y AtPpa4** respecto a las plantas
silvestres (WT). Las plantas tenian 3 semanas de edad y fueron cultivadas en ausencia de PO,>.

Distancia al Longitud Foliar | Ancho Foliar Area Foliar

Internodo
WT (n=8) 2.297 +0.512 1.321+0.161 1.238 +0.225 1.329 + 0.368
AtPPa122 (n=15) 2.371+0.168 1.222 +0.179 1.305 + 0.19 1.21 £ 0.268*
AtPPa4’* (n=11) 1.972 +0.298 1.063 + 0.226* 1.168 £ 0.18 0.998 + 0.092*

Los valores muestran el rango que agrupa al 50% central de la poblacién
* Diferencias estadisticamente significativas con respecto al control (P < 0.05).

En la figura 16 se muestra una representacién grafica de las diferencias entre los rangos que
agrupan el 50% de los individuos para cada parametro. Es posible apreciar diferencias entre
el grupo WT y las mutantes AtPPa1%* y AtPPa4A*, sin embargo, debido a la gran diferencia
en el numero de individuos por grupo es dificil asociar estas diferencias a las mutaciones.

Por otro lado la diferencia mas notable se observa en el color de las hojas (no se muestra).

Distancia al intenodo Largo foliar

Ancho foliar Area foliar

Figura 16 Representacion grafica de los rangos para cada parametro bajo estrés por deficiencia de fosfato.



Analisis de resultados

En los resultados que se muestran en la Figura 2 es posible apreciar diferencias significativas
entre el crecimiento del tallo de las mutantes AtPPa1 y AtPPa4, gracias al cual se facilité el
discernir entre las plantas que posiblemente presentaban la mutacion y las que la habian
perdido. Sin embargo, el hecho de que presentasen un fenotipo distinto no garantiza que la
mutacion fuera causada por la insercion del T-DNA, ni que los individiuos fueran homaocigos.

Por ello, es necesario comprobar el genotipo mediante evidencias de tipo molécular.

Inicialmente, se siguid el procedimiento recomendado por la iniciativa TAIR para la
identificacion de las mutanes, dicho procedimiento consiste en amplificar el gene de interés,
a partir de DNA gendmico de la planta, usando oligonuclétidos especificos el mismo. Dicho
procedimiento produciria una banda sélo en los casos en que el individuo portara, al menos,
una copia del gene silvestre. Adicionalmente, empleando uno de estos dos oligonucledtidos,
combinado con un oligonecledtido interno del T-DNA, es posible amplificar un fragmento
correspondiente al gene interrumpido por el transposon. Asi, se esperaria que los individuos
mutantes mostraran una banda distinta a los individuos silvestres. Aquellos individuos
heterocigoétos, presentaria ambas bandas. La amplificacién del gen completo con el inserto
de T-DNA no pudo ser comprobada en el experimento, lo cual pudo haberse debido a que el
fragmento es demasiado largo para ser amplificado por la Taq polimerasa en ensayos

convensionales de PCR.

Por otro lado, debido a que el marcador de seleccion presente en el T-DNA empleado para
generar las colecciones portaba resistencia al herbicida BASTA™, se podria utilizar esta
herramienta para la seleccion. Sin embargo, Arabidopsis es muy sensible a este herbicida vy,
a menudo, las diferencias no son suficientemente claras, ya que aun los mutantes son
afectados por el herbicida. EI hecho de haber encontrado un fenotipo claro entre la
descendencia nos permitid seleccionar por fenotipo y evitar el uso de BASTA, lo que mejora
el rendimiento de la cosecha y facilita una seleccion mas rapida. Por otro lado, esto resultd

un inconveniente al final, ya que la amplificacién del fragmento del T-DNA de las mutantes no



pudo conseguirse, aunque tampoco se observaba la amplificacion del gene silvestre (como si
ocurria en las plantas silvestres). Esto nos llevé a suponer que el T-DNA habia sufrido
mutaciones y que el oligonucledtido empleado ya no era util, sin embargo, la insercion

parecia persistir, ya que el fenotipo estaba presente.

Para demostra la presencia de la mutacidn se decidido determinar la ausencia del mRNA
correspondiente a estas proteinas en las mutantes. Es claro que, independientemente de los
cambios que hubieran ocurrido en el T-DNA, si el inserto persistia, el mMRNA no se produciria
en el caso de que el inserto se encontrara en un exdén y no seria posible detectarlo
mendiante RT-PCR, sin embargo, para el caso en el cual el inserto esta en un intrén es dificil

distinguir las mutantes homdécigas de las heterdcigas mediante este método.

Al realizar la amplificacién de los fragmentos de RNA figura 4, la mutante para el gene
AtPpa1 mostrd la ausencia del mensaje correspondiente, por o que se consideré que era
efectivamente AtPpai1*. Por otro lado, la mutante putativa en el gene AtPPa4 seguia
presentando el mRNA, aunque severamente disminuido, con relacidon a la planta silvestre.
Aunque es posible que un nivel de mensaje disminuido no se traduzca en una reduccién del
nivel de proteina correspondiente. Lo que si es claro, es que la proteina debe expresarse en

menor cantidad, ya que de otro modo no se observaria un fenotipo.

El fenotipo observado de la longitud del tallo floral es en realidad desventajoso cuando las
plantas se crecen en condiciones Optimas, ya que la menor longitud del tallo floral complicar
el acceso al polen, reduciendo la fertilizacion cruzada y poniendo al individuo en desventaja
en la competencia reproductiva. Dicha presion de seleccién puede explicar la ausencia de
este caracter entre las plantas silvestres. Especialmente, porque la no expresion de estas

pirofosfatasas parece brindar a la planta una mayor resistencia al estrés.

La tabla 8. resume las diferencias fenotipicas observadas bajo condiciones de estrés. Las
plantas mutantes fueron igulamente sensibles al estrés osmatico y, al igual que la planta

silvestre, son poco afectadas por las baja temperaturas. Lo cual no sorprende pues este



ecotipo fue seleccionado para crecer en climas relativamente frios y humedos.

Tabla 8 Diferencias entre las lineas mutantes probadas comparadas contra el control

Prueba de estrés AtPPa1%4 AtPPa4”"
Térmico 4°C = =
Térmico 45°C = +
Osmotico = =
Salino + ++
Exceso de -PO,* + =
Deficiencia de -PO,3 + +

= No hay diferencia entre la mutante y la silvestre
+ Mas tolerante que la silvestre
++ Mas tolerante que la otra mutante

Por otro lado, ambas plantas mutantes fueron mas tolerantes al estrés salino y a la

deficiencia de fésforo, siendo la mutante AtPpa4®, extraordinariamente resistente al estrés
salino (Tablas 11 y 14, y figura 15). En este sentido cabe mencionar que una mayor
tolerancia a estrés salino y a deficiencia de fésforo puede también observarse en plantas que
expresan niveles mas elevados de la pirofosfatasa de protones de la membrana vacuolar
[17,57]. En el caso de estas plantas, se ha demostrado que el trasporte de auxinas hacia los
organos de crecimeinto estd aumentado [30]. Dicho aumento puede explicar un crecimiento
mas rapido, lo que posibilitaria a la planta a escapar parcialmente al estrés. Pero también
puede ser que la actividad de esta proteina genera un mayor potencial electroquimico entre
la vacuola y el citoplasma, mejorando la capacidad de la planta para acumular sodio y fosfato

en las vacuolas.

Una explicacion compatible con los datos anteriores, para el fenotipo observado en las

plantas mutantes aqui presentadas seria que al reducir el consumo de pirofosfato por las

isPPiasas, quedaria mas sustrato disponible para la H™-PPiasa, lo que a final de cuentas,
tendria efectos semejantes a la sobreexpresién de esta ultima enzima. Sin embargo, esta
explicacion no es suficiente para explicar la notable tolerancia al estrés caldrico de las

mutantes, aunque es posible que tal tolerancia esté relacionada con un transporte mas activo

de auxinas a través de la planta, como ocurre con las sobreexpresoras de la H™-PPiasa [30].






CONCLUSIONES

e La presencia de fenotipos observables en las plantas mutantes AtPPa1** y AtPPa4**
indica que la presencia de dichos genes no obedece a simple redundancia genética y
que posee papeles propios en la fisiologia vegetal, que no pueden ser

complementados del todo por las isoformas restantes.

e Las plantas AtPPa1** y AtPPa4** carecen de enzimas con idéntica actividad
enzimatica y secuencia de aminoacidos muy semenjante, ambas putativamente
localizadas en el citosol. Sin embargo, sus fenotipos no son equivalentes, ni se
explican solo por el posible grado de reduccion en la capacidad para hidrolizar

pirofosfato. Por lo que sus papeles fisologicos son también distintos entre si.

e La mayor tolerancia al estrés de estas plantas sugiere que estas variaciones deberian
haberse presentado ya en la naturaleza, dando como resultando plantas con mejor
potencial adaptativo y ventajas reproductivas. El hecho de que esto no haya sucedido
indica que poseen desventajas importantes, de las cuales, no obtuvimos evidencia,

fuera de la menor capacidad para competir por el polen durante la época reproductiva.

PERSPECTIVAS

e Los resultados presentados en este trabajo indican que el metaobilismo del pirofosfato
poseen una funcibn muy relevante en la fisiologia vegetal y que su consumo vy
produccion estaran seguramente muy bien controlados. Por lo tanto, es de gran
interés el que en el futuro se profundice en el estudio de las mutantes aqui descritas y
amplien el analisis a las mutantes carentes de las 4 enzimas restantes, asi como

también a las plantas que sobreexpresen la actividad de dichas enzimas.
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