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RESUMEN

Los esfingolipidos son muy abundantes en plantas y llevan a cabo funciones estructurales
en la membrana y como segundos mensajeros en vias de sefalizacidon que se activan
ante estimulos tales como el frio y la sequia entre otros. En este trabajo, se planteé el uso
de una linea celular mutante de A. thaliana deficiente en la sintesis de esfingolipidos para
explorar la funcion de estas moléculas en respuesta a bajas temperaturas. La linea
celular, Atlcb2b hp/lcb2a (HP), es una mutante con una insercion en el gen Icb2a y
presenta una horquilla de RNA inducible por la adicion de metoxifenazida (MFZ),
silenciando al gen Icb2b; ambos genes codifican las subunidades LCB2a y LCB2b,
respectivamente, de la serina palmitoiltransferasa (SPT), enzima que cataliza la primera
reaccion de la sintesis de esfingolipidos.

A partir de plantulas de los genotipos silvestre (WT) y de la mutante HP de A. thaliana, se
obtuvieron cultivos caulogénicos. Mediante cinéticas de crecimiento de peso fresco y el
seguimiento de su morfologia, se caracterizaron los cultivos de ambos genotipos. Para
producir el silenciamiento génico, al medio se le anadi6 MFZ en diferentes
concentraciones. El crecimiento de los cultivos WT y HP a 25 °C no mostré un incremento
de masa significativo ni en las cinéticas de 0 a 17 dias o de 0 a 56 dias, sélo un desarrollo
sano, pero estatico. La morfologia fue consistente con estos resultados y los callos no
presentaron sintomas de oxidacién. En el caso del callo HP, a los 56 dias, el volumen del
callo fue mayor que el del WT a ese tiempo, aunque su masa fue igual. Los callos WT
fueron expuestos como control a la MFZ a las concentraciones de 1:250, 1:500, 1:1000 a
25 °C. El patrén de crecimiento no cambié al compararlo con los callos crecidos en
ausencia de MFZ y la morfologia de los callos tampoco presentd diferencias, indicando
que el inductor no tuvo un efecto téxico en los callos. En los callos del genotipo HP a 25
°C se encontrdé un incremento en la proliferacion de los cultivos no expuestos a MFZ
entre los 16 y 56 dias. El crecimiento fue menor, en los expuestos a concentraciones
bajas de MFZ (1:1000), entre 16 y 56 dias. Estas cinéticas correspondieron a los
aumentos en el volumen de los callos, si bien en el caso de los expuestos a MFZ a largos
tiempos y baja concentracion, los callos se oxidaron. Cuando los callos WT se crecieron a
4 °C, los patrones de crecimiento no difirieron de los observados a 25 °C, ni en ausencia
ni en presencia de MFZ. La morfologia de los callos coincidi6 con lo anterior. Con
respecto a los callos HP crecidos a 4 °C, con o sin MFZ, presentaron un incremento lento
y pequefio. Este crecimiento fue muy bajo en comparaciéon con el observado a 25 °C y

estuvo de acuerdo con la morfologia observada, si bien estos callos no presentaron
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oxidacion en ningun caso. Los resultados de la linea HP sugieren que los esfingolipidos
endogenos son necesarios para contender con el frio; sin embargo el poco crecimiento
de los cultivos WT indica que se deben realizar mas experimentacién para probar esta

hipétesis.



INTRODUCCION

1. Aspectos generales de la membrana plasmatica

La membrana plasmatica es una barrera fisica, semipermeable y selectiva de un tamafo
aproximado de 6 a 10 nm de grosor (Megias et al., 2014). Su funcién principal es
delimitar a la célula y crear compartimentos, permitiendo llevar a cabo funciones tanto
metabdlicas como estructurales. Esta encargada de mantener el medio interno de la
célula eucarionte en condiciones favorables y, mediante la creacién de gradientes idnicos,
lleva a cabo las funciones de comunicacion, metabolismo y transporte para preservar la
vida de cada célula (Alberts et al., 2010).

La membrana plasmatica, la barrera fisica por excelencia en el mundo celular, debe su
estructura a la fuerte conjuncién de los diferentes elementos que la componen a través de
uniones de Van der Waals, puentes de hidrégeno e interacciones electrostaticas y sobre
todo de sus interacciones hidrofobicas (Alberts et al., 2010). Esta constituida en su mayor
parte por proteinas, carbohidratos y lipidos. Estos componentes, por sus caracteristicas
fisico-quimicas, le otorgan la propiedad de la fluidez, ademas de brindarle elasticidad y la
capacidad de auto-repararse y renovarse de manera constante (Megias et al., 2014). La
membrana celular establece puentes de comunicacién con otras células, permitiendo
responder a los estimulos ambientales para su sobrevivencia. La comunicacién a través
de receptores asociados a enzimas es mas comun en células animales, sin embargo, un
proceso similar ocurre en las membranas vegetales, los receptores tipo cinasa con
secuencias repetidas ricas en leucina, son un ejemplo (Alberts et al., 2010).

La membrana plasmatica lleva a cabo el transporte de sustancias y la comunicacion del
medio interno con el externo y/o con otras células. La permeabilidad de la membrana
depende de la polaridad de los solutos. Las moléculas hidrofébicas permean libremente la
bicapa lipidica, pero las moléculas polares y/o cargadas, lo hacen a través de proteinas
especializadas que pueden ser canales, acarreadores o bombas. Energéticamente, el
desplazamiento de sustancias a través de los anteriores medios, puede requerir energia o

no, o sea, como transporte activo o pasivo, respectivamente (Tortora et al., 2007).



1.1 Estructura y componentes de la membrana plasmatica

1.1.1 Proteinas

Un importante elemento que constituye a las membranas son las proteinas. Algunas
tienen funcion estructural y otras tienen alguna actividad como la catalisis, la unién o el
reconocimiento de algun ligando o el transporte de algun soluto (Alberts et al., 2010). La
asociacion de las proteinas a la membrana plasmatica es muy diversa, permitiendo su
clasificaciéon en tres tipos. En el primer tipo se reconocen a las que pueden atravesar la
bicapa lipidica, estas proteinas son llamadas transmembranales y tienen el caracter de
anfifilicas, ya que cuentan con regiones hidrofilicas e hidrofébicas en las que se identifican
los dominios extracelular e intracelular. ElI segundo tipo, son las proteinas que pueden
formar parte de las membranas al estar asociadas de manera superficial gracias a la
interaccion por fuerzas de Van der Waals y idnicas, las cuales, al no ser uniones tan
fuertes, pueden romperse con facilidad y liberar a las proteinas de la membrana.
Finalmente, un tercer tipo de proteinas que se encuentran asociadas a las membranas
son aquellas que estan unidas a un lipido y éste se encuentra insertado en la bicapa de
lipidos (Megias et al., 2014; Fig.1)

1.1.2 Carbohidratos

Otros elementos importantes en las funciones membranales son los carbohidratos. Estos
son abundantes en la membrana plasmatica de células eucariontes y estan unidos
covalentemente a la parte hidrofilica de los lipidos y de las proteinas (Lodish et al., 1995).

Se llama glucocalix al conjunto de glucidos localizados en la membrana plasmatica. Su



grado de complejidad se debe al tipo celular, formando una envoltura que representa
entre el 2 y el 10% del peso de la membrana plasmatica (Megias et al., 2014). Los
carbohidratos funcionan como sitios de reconocimiento y unidén entre las células. En
general, los carbohidratos que le constituyen son oligosacaridos (Lodish et al., 1995).

La mayoria de los carbohidratos se encuentran asociados a proteinas, las cuales reciben
el nombre de glucoproteinas. En este caso, los carbohidratos componentes de las
proteinas integrales de membrana estan ligados a dominios exoplasmaticos de estas
proteinas. Algunos carbohidratos participan en la funcién catalitica de enzimas asociadas
a membrana (Lodish et al., 1995).

Los carbohidratos en los lipidos membranales estan unidos de manera covalente; estos
lipidos son conocidos como glucolipidos. Se encuentran unidos a la regién extracelular,
aunque también se encuentran en menor cantidad asociados a membranas de estructuras
como el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmatico, siendo poco comunes en
mitocondria y en los tilacoides de los cloroplastos (Lodish et al., 1995).

Los glucolipidos estan siempre en la cara externa de la membrana citoplasmatica (Lodish
et al., 1995). La porcién de los azucares de los glucolipidos tiende a asociarse mediante la
formacion de enlaces de hidrégeno y mediante la formacién de fuerzas de Van der Waals.

Los glucolipidos también pueden formar parte de las balsas lipidicas (Fig.1).

1.1.3 Lipidos

Los lipidos son la forma principal de energia almacenada en la mayoria de los organismos
y son constituyentes principales de las membranas celulares (Nelson y Cox, 2006). La
célula vegetal contiene aproximadamente del 5 al 10 % del peso seco de lipidos y casi
todo esta en las membranas (Ohlrogge and Browse, 1995). Son una parte fundamental
estructural de las membranas bioldgicas, pues actuan como segundos mensajeros, como
moderadores de las actividades de otros componentes como proteinas, ademas de
fundamentar la creacidn de gradientes eléctricos intracelulares y extracelulares,
modulando también el potencial eléctrico de la membrana (Megias et al., 2014). Todas
estas importantes actividades bioldgicas, mantienen la integridad fisiolégica y estructural
de las células.

Las membranas biolégicas, presentan una formacion laminar que esta constituida por dos
capas de fosfolipidos; cada una de ellas presenta una estructura polar dirigida a la region
externa de las caras intracelular y extracelular, y esta en contacto con los medios acuosos

a ambos lados de la membrana (Fig. 1.). La otra fase, la interna, que es no polar, mide
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aproximadamente 3 nm de grosor y estd compuesta por cadenas de acidos grasos
creando un ambiente hidréfobo (Lodish et al., 1995); es decir, las moléculas lipidicas

formadoras de la membrana plasmatica son anfifilicas (Alberts et al., 2010).

1.1.4 Composicion de los lipidos membranales

Los lipidos que constituyen a la membrana plasmatica, pertenecen a un grupo
quimicamente diverso de moléculas que se disuelven con facilidad en solventes organicos
(Hopkins, 1995). Son un grupo de sustancias organicas quimicamente heterogéneo que
no se polimerizan para formar macromoléculas, suelen formar complejos con las
proteinas en la célula (Wilson, 1989). Los principales lipidos formadores de membranas
bioldgicas son glicerolipidos, esfingolipidos y los esteroles (Alberts et al., 2010; Fig.1).
Los dos primeros grupos contienen acidos grasos.

En plantas, los acidos grasos presentan cadenas de 16 a 28 carbonos de largo y pueden
contener hidroxilaciones y de cero a tres dobles enlaces con la configuracion cis o trans
(Ohlrogge y Browse, 1995). Al parecer, ésta configuracion es fundamental para mantener

la fluidez y brindar flexibilidad a la cadena de acido graso (Lodish et al., 1995).

1.1.5 Sintesis de lipidos

La sintesis lipidica es un proceso muy importante para la formacién y la reparacion de las
membranas. Su sintesis depende de la formacion de su esqueleto, ya sea a partir de
glicerol o de esfingosina, de la unién de los acidos grasos a su armazon por enlaces éster
o amida y de la adicién de un grupo de cabeza hidrofilica y en algunos casos su
modificacion para la generacién de un producto fosfolipido final. (Nelson y Cox, 2006).

Tanto glicerolipidos como esfingolipidos contienen acidos grasos en su estructura.

1.1.6 Glicerolipidos

Estos lipidos en su forma polar, son los constituyentes mas abundantes de las
membranas (Azcon-Bieto y Talén, 2000) contribuyendo a determinar con su carga las
propiedades superficiales de la bicapa (Nelson y Cox, 2006). Cuentan con una estructura
de dos cadenas de acidos grasos de 13 a 19 carbonos y la mayoria con enlaces

saturados, un acido fosférico y el glicerol (Megias et al., 2014).



2. Esfingolipidos

Los esfingolipidos complejos son moléculas anfipaticas sintetizadas en el reticulo
endoplasmico y son componentes muy abundantes en las membranas de las plantas, en
particular en la membrana plasmatica y en el tonoplasto (Moreauet al., 1995). Estan
estructurados por una cabeza polar y dos cadenas aciladas hidrofébicas, ambas forman el
esqueleto de ceramida, compuesto por un acido graso unido por enlaces amida a la base
de cadena larga (LCB). El acido graso cuenta con 16 a 26 atomos de carbono saturados o
monoinsaturados. En plantas, la base de cadena larga contiene 18 atomos de carbono y
se caracteriza por tener de 2 a 3 grupos hidroxilo (Chen et al., 2009; Fig.2).

2.1 Via de sintesis de esfingolipidos

Los esfingolipidos estan constituidos principalmente por una estructura de ceramida que
se sintetiza en reticulo endoplasmatico y es transfiere al aparato de Golgi por vesiculas o
por una proteina (Bartke y Hannun, 2009).

La sintesis de los esfingolipidos complejos comienza con la condensacion de la serina y el
palmitoil CoA gracias a la catalisis de la enzima serina palmitoiltransferasa (SPT); de esta
reaccion resulta la 3-ceto-dihidroesfinganina, la cual se reduce por la enzima 3-
cetoesfinganina reductasa para formar dihidroesfingosina (esfinganina). La condensacion
de esta base de cadena larga con un acido graso CoA, es catalizada por la ceramida
sintasa, resultando en la formaciéon de ceramida. A partir de esta reaccién se da la
formacion de los esfingolipidos complejos como la glucosilceramida (Fig.3 A) y la inositol
fosfoceramida (Fig.3 B). La reaccion catalitica la lleva a cabo la glucosilceramida sintasa y
en el caso de la inositol fosfoceramida, la cabeza polar se forma por la transferencia de
un grupo de fosfatidil inositol, esta reaccion la cataliza la enzima inositol fosfoceramida
sintasa (Chen et al., 2009).



2.2 Funcién de los esfingolipidos

Ademas de la funcion estructural de los esfingolipidos complejos como formadores de la
bicapa lipidica en plantas, también se ha reportado la formaciéon de microdominios o
balsas lipidicas que funcionan como centros de transduccion de senales (Bertke y
Hannun, 2009). Un ejemplo de esto es el papel que llevan a cabo estas sefales en
respuesta al estrés por diversos estimulos, por ejemplo, ante la pérdida de agua, pues
funcionan en la sefializacién para la apertura y el cierre de los estomas (Chen et al.,
2009). Ademas, algunos esfingolipidos mas sencillos modulan las actividades de las
proteinas cinasas y las proteinas fosfatasas involucradas en la regulacién del crecimiento
y en la diferenciacion celular (Voet et al., 2009). A estos ultimos se les considera como
elementos bioactivos que participan en las rutas de regulacion y transduccion de sefiales
por la mediacion de interacciones célula a célula. Se sabe que las membranas de las
plantas cuentan con regiones o microdominios sumamente resistentes por las
interacciones entre los esfingolipidos y los esteroles, los sitios de sintesis y de ensamblaje
de estos microdominios, son el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi. Estos sitios

estan relacionados con funciones de sefializacion en respuesta a diferentes tipos de



estrés, transporte de sustancias intra y extracelular, asi como en el metabolismo

enzimatico apoyando a la formacién de las membranas (Chen et al., 2009).

3. Membrana plasmatica y estrés por frio.

El término estrés, en sentido bioldgico, implica un efecto adverso al organismo (Hopkins,
1995). Ante los ambientes cambiantes, a lo largo de la evolucion, las plantas han
desarrollado estrategias muy eficientes para adaptarse, una pequena modificacién basta
para provocar un cambio importante en la fisiologia de estos organismos.

Los parametros fisicos (temperatura, salinidad, intensidad luminica) a los que estan
expuestas las plantas de manera natural, son determinantes en el desempefio de sus
funciones tales como la nutricion, la reproduccion y otros procesos bioldgicos.

Las células vegetales han logrado responder y adaptarse ante los factores bidticos y
abidticos modificando sus estructuras y funciones metabdlicas. Estas respuestas de
origen evolutivo, estan coordinadas también por genes que se expresan para activar la
maquinaria metabdlica y estructural que protege a las células ante ambientes cambiantes.
Por ejemplo, se ha observado que los cambios en la membrada ocasionados por la
disminucion de la temperatura inducen el aumento de acidos grasos insaturados (Welti et
al., 2002).

El aumento en la sintesis de bases de cadena larga es otro ejemplo de respuesta a la
baja temperaturas, ante lo cual, es posible observar una serie de reacciones mas
elaboradas, como la formacién de compuestos que ayudan a las células a tolerar estos
cambios térmicos, por ejemplo, la sintesis de acido fosfatidico, compuesto que se sintetiza
en los primeros minutos de exposicion a la temperatura disminuida, esta regulada por
oxido nitrico (Cantrel et al., 2011) y actia como mediador ante la exposicién al frio
(Dutilleul et al., 2011).

También se ha observado una disminucion en la cantidad de esfingolipidos que
componen a las membranas, haciéndolas mas fluidas. Este aumento esta relacionado
también con un incremento en la sintesis de componentes insaturadas de fosfatidilcolina y

fosfatidiletanolamina (Uemura et al., 1995).
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4. Dainos estructurales de la membrana plasmatica por bajas

temperaturas.

La disminucion de la temperatura ambiental produce diversos efectos en las plantas,
sobre todo, si el descenso es de varios grados o si alcanza temperaturas muy bajas, sin
embargo, hay especies que por sus caracteristicas y gracias a sus adaptaciones, son
capaces de resistir estos cambios y pueden sobrevivir a este estrés.

Algunas plantas sufren lesiones al presentar deficiencias metabdlicas, la lesién puede ser
temporal, logrando una gran recuperacion al término del estrés; sin embargo, si el estrés
es severo, puede retrasar o inhibir la floracion, la formacion de la semilla e incluso puede
ser letal para la planta (Hopkins, 1995). En ocasiones, dependiendo de la edad, de la
especie y del tiempo de exposicidn a baja temperatura, puede observarse clorosis o
necrosis (Hopkins, 1995).

En la célula, las temperaturas por debajo de los 0 °C estan asociadas con dafios severos
que involucran la formacién de fases hexagonales dentro de la matriz lipidica de la
membrana. Estas fases hexagonales son arreglos de los lipidos que dejan de formar la
estructura de la bicapa. La formacion de estas fases desestabiliza a la membrana y

eventualmente ésta pierde su integridad (Jouhet, 2013).

5. Modificaciones estructurales en la membrana plasmatica para

resistir bajas temperaturas.

En las plantas sensibles al frio, la bicapa lipidica tiene un alto porcentaje de cadenas de
4cidos grasos saturados. Este tipo de membranas tiende a solidificarse en un estado
cristalino a temperaturas inferiores a los 0 °C (Taiz y Zeiger, 2006).

A nivel de membranas, las propiedades fisicas de los lipidos influyen notablemente en las
actividades de sus proteinas integrales, ya sea enzimatica, de transporte o de
reconocimiento y de las que depende el metabolismo vegetal. Ante la exposicion de
células vegetales a bajas temperaturas, la célula cuenta con un sistema de proteccion en
el que azucares y proteinas se unen a los cristales de hielo en formacién para evitar o
retrasar su crecimiento, funcionando como proteinas anticongelantes (Taiz y Zeiger,
2006).
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ANTECEDENTES

1. Aspectos generales de Arabidopsis thaliana

1.1 Clasificacion taxondmica.

En el género Arabidopsis, se incluyen 9 especies (A. thaliana, A. suecica, A. arenosa, A.
neglecta, A. croatica, A. pedemontana, A. cebennensis, A. lyrata, A. halleri) y 8
subespecies (Al-Shehbaza y O’Kane, 2002).
Arabidopsis thaliana presenta la siguiente jerarquia taxonémica:
Super reino: Eukariota
Reino: Viridiplantae
Phylum: Streptophyta
Orden: Brassicales
Familia: Brassicaceae
Tribu: Camelinae
Género: Arabidopsis
Especie: Arabidopsis thaliana
(NCBI, s.f.)

1.2 Descripcién botanica.

Arabidopsis thaliana es de habito herbaceo, su tamafo varia de los 10 a 20 cm de altura
(Pierce, 2009). A. thaliana presenta un sistema de raiz principal con el desarrollo de
raices adventicias. La roseta basal de A. thaliana, caracteristica de la primera etapa del
ciclo de vida de esta planta presenta un patrén de filotaxia en espiral, los entrenudos son
muy cortos (Ochando, 2005).

Del centro de la roseta se eleva un tallo erecto y también llega a presentar hojas en menor
cantidad y con filotaxia en espiral, con hojas de forma lanceolada o eliptica y margenes
continuos. En la region apical del tallo, se desarrolla la inflorescencia que caracteriza a A.
thaliana. Las flores son hermafroditas, de simetria radial, de aproximadamente 5 mm de
diametro y el acomodo del verticilo esta conformado de afuera hacia adentro por cuatro
sépalos, cuatro pétalos, seis estambres y dos carpelos fusionados (Alvarez-Buya et al.,
2010).

Los sépalos son de color verde, mientras que los pétalos son blancos, ambos 6rganos
son espatulados. Los estambres se componen de un filamento y una antera bilobular

tetrasporangiada con dehiscencia longitudinal (Drews y Koltunow, 2011).
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El gineceo esta compuesto por dos carpelos fusionados. La funcion del carpelo es incluir y
proteger el desarrollo de los 6vulos. El gineceo esta compuesto por dos valvas separadas
por un falso septo (Alvarez-Buya et al. 2010). Presenta de 40 a 70 6vulos por ovario. El
fruto es una silicua lineal de 1 a 2 cm de largo con dos valvas separadas por una vena
media. En este alargado fruto se desarrollan aproximadamente de 30 a 60 semillas
elipticas de color marrén y miden de 0.3 a 0.5 mm, con cotiledones incumbentes. El estilo
mide 0.5 mm y el estigma papiloso (Al-Shehbaza y O’Kane, 2002). Como es comun en el
grupo de las angiospermas, su ciclo de vida presenta alternancia de generaciones

esporofitica y gametofitica.

1.3 Lugar de origen y condiciones ambientales de crecimiento.

Se ha ubicado como centro de origen de A. thaliana al sistema montafioso de Asia media
y Europa, sustentando esta hipotesis por la presencia de la gran diversidad de especies
relacionadas que se han encontrado en dicha regién (Hoffmann, 2002).

En la actualidad, A. thaliana, por su caracter de organismo modelo, puede cultivarse en
casi cualquier region del mundo. En cuanto a su vida silvestre, habita sitios abiertos o con
previo disturbio, suelos arenosos, orillas de rios, suelos rocosos, areas de cultivo, entre
otros. Puede encontrarse a una altura de 4250 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m) y a

temperaturas que van de los 18° C a los 22° C (Al-Shehbaza y O’Kane, 2002).

1.4 Arabidopsis thaliana como modelo de estudio.

Uno de los organismos mas usados en laboratorios de investigacion en plantas es A.
thaliana, pues cumple con caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas y genéticas, que se
adecuan a las exigencias de los proyectos.

Aunque A. thaliana no es una especie de amplia importancia comercial como otras
especies de la familia Brassicaceae, sus aportes a la investigacion han sido
fundamentales. Su tamafio es pequeno y va de los 10 a los 20 cm, permite el cultivo en
invernaderos pudiendo mantener hasta 10 000 plantas por m?, ademas de prestarse a la
modificacion de los diversos parametros, fisicos, quimicos y biolégicos para las diversas
pruebas a las que es posible someterlas. El periodo para cubrir la totalidad de su ciclo de

vida es de aproximadamente 6 semanas.
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El genoma de A. thaliana se secuencio en su totalidad en el afio 2000. Se sabe que este
contiecne 1.25X10% pb con 25,700 genes identificados ordenados en 5 pares de

cromosomas (Pierce, 2009).

2. Cultivo de tejidos vegetales.

El cultivo de tejidos vegetales es la técnica por la que es posible mantener, propagar o
desdiferenciar tejidos y organismos vegetales bajo condiciones asépticas. Se ha
considerado como una herramienta biotecnoldgica e industrial y tiene como fundamento la
capacidad totipotencial de las células.

El precedente tedrico del cultivo de tejidos vegetales se centra en la teoria celular,
formulada por Theodor Schwann y Matthias Shleiden en el siglo XIX en la que se
contempla a la célula como una unidad fisioldgica con la capacidad de llevar a cabo
procesos metabdlicos, responder a estimulos y ademas reproducirse, siendo asi la célula
la unidad anatémica y funcional constituyente de los seres vivos.

El cultivo de tejidos vegetales conjunta diversas técnicas en las que es posible modular de
forma externa parametros enddégenos que resultan en diversas respuestas

morfofisioldgicas.

2.1 Medio de cultivo.

En el cultivo de tejidos vegetales, el elemento toral es el medio enriquecido de nutrientes,
ya que abastecera y contendra al material biolégico, como es el caso de las masas de
callo de A. thaliana. Los medios aportan elementos para la produccion de biomasa y asi
promover las etapas del ciclo de cultivo, ya sea de células u organismos.

El medio de cultivo aporta esos nutrimentos que la planta no es capaz de obtener ni de
sintetizar debido a la pérdida de funciones por el mecanismo autotréfico. Al cultivar in vitro
a un organismo vegetal, éste deja de producir materia organica por la via fotosintética, por
lo que la adicion de nutrientes en el cultivo es la Unica manera de mantener con vida a las
células, los tejidos o la planta completa por la via de la heterotrofia.

El empleo de las sales MS (Murashige y Skoog, 1962) para la preparacion de medio es
muy comun en los laboratorios de cultivo de tejidos vegetales. EI medio MS presenta en

su formulacion la relacion amonio : nitrato (NH,":NO3’) 1:2 (Gonzalez et al., 2012).
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Los medios de cultivo estan constituidos, principalmente, por macronutrientes,
micronutrientes y compuestos organicos como las vitaminas, aminoacidos y reguladores
de crecimiento, segun la respuesta morfogénica a conseguir.

Los macronutrientes son aprovechados en forma de compuestos para su facil absorcién
ya que en la naturaleza no es comun encontrarlos de forma individual. Se han
considerado macronutrientes al: nitrégeno, potasio, magnesio, calcio, fésforo, azufre y el
silicio. Su carencia puede resultar en diversas patologias, pues son importantes en el
metabolismo y en la asimilacién de otros nutrientes. Al ser componentes de sustancias
vitales, participando directamente en el desarrollo y en crecimiento de las plantas.
Algunos se absorben como iones y, posteriormente se reducen e incorporan. Son
activadores enzimaticos y permiten la tolerancia al estrés. También se pueden encontrar
integrando moléculas, como segundos mensajeros o participando en funciones tan
complejas como la division celular o en el desarrollo de tejidos, en la diferenciacion celular
o simplemente transfiriendo energia. Son importantes también en la conformacion
estructural de las proteinas formando estructuras terciarias.

Los micronutrientes funcionan como activadores enzimaticos (Hopkins, 1995) y son: cloro,
niquel, molibdeno, boro, manganeso, sodio, zinc, cobre y hierro. Son fundamentales para
los procesos metabdlicos, componentes de enzimas y en algunos casos fundamentales
para la movilidad de otros elementos. En el caso del hierro, es necesario emplear un
compuesto quelante para su aprovechamiento gracias a la formacion de complejos, para
lo cual, se usa el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) como quelante.

Las vitaminas y los aminoacidos se adicionan al medio de -cultivo pequefas
concentraciones, de no hacerlo, se llega a presentar alguna patologia.

Al medio de cultivo también se le adiciona una fuente de aminoacidos, ya que son las
unidades formadoras de proteinas mediante la union de enlaces peptidicos (Voet, 2006).
La fuente de carbono mas empleada en el cultivo de tejidos vegetales es la sacarosa, ya
que cubre los requerimientos fundamentales para las plantas cultivadas in vitro cubriendo
los procesos metabdlicos ante la carencia de una sintesis organica auténoma por la via
fotosintética.

Debido al estrés al que se someten los explantes por los procesos de la técnica del cultivo
de tejidos, como la desinfeccion del material biolégico, es comun la presencia de
oxidacion, las coloraciones diversas en el medio por la formacién de sustancias
alelopaticas. El empleo de &cido 2-(N-morfolino) etanosulféonico (MES) vy

polivinilpirrolidona (PVP) evita la oxidacion, por acidificacion o por producciéon de dichas
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sustancias, pues el primero, es un amortiguador biolégico encargado de mantener el
potencial de hidrégeno en un nivel adecuado y el segundo compuesto es un adsorbente,
encargado de reducir el oscurecimiento, la coloraciéon y la posterior oxidacién de los
tejidos y del medio gracias a la adsorcion de las sustancias alelopaticas secretadas por
las células en estrés

El agua constituye la mayor proporcion del medio, debe ser desionizada debido a que el
agua corriente contiene gran cantidad de sales y otros elementos que pueden alterar el

resultado o reaccionar ante la presencia de otras sustancias que se lleguen a adicionar.

2.2 Reguladores de crecimiento.

El crecimiento y el desarrollo de las plantas, asi como diversos procesos metabdlicos,
reproductivos y morfofisiolégicos, estan modulados por los reguladores de crecimiento.
Estos se definen como, compuestos organicos que, en cantidades muy bajas, estimulan,
inhiben o modifican, de alguna forma, los procesos fisiolégicos de las plantas (Jankiewicz,
2003). Esta definicion incluye a las sustancias enddégenas que, producidas por la planta,
resultan en una respuesta. Asi también, las hay exdgenas, cuyo origen es sintético y por
lo tanto la aplicacion es externa.

Los reguladores que se emplean para la produccion y el mantenimiento de los callos y las
células en suspensién son las auxinas y las citocininas. Las auxinas fueron las primeras
fitohormonas en descubrirse. Se sintetizan en regiones apicales y se transportan en una
ruta basipétala. Su funcién primordial es estimular la elongacion celular y promover la
dominancia apical. Las auxinas se pueden encontrar de forma natural en bajas
concentraciones y, dependiendo de las condiciones, pueden ejercer en la estructura
celular u organica diversas respuestas. De esta manera, gracias a investigaciones
profundas en cuanto a las funciones metabdlicas de estas sustancias, se han podido
sintetizar en los laboratorios sustancias que, al ser adicionadas, resultan en respuestas
morfologicas y fisioldgicas que pueden regularse en funcidon de la concentracion
(Jankiewicz, 2003).

Las citocininas se sintetizan principalmente en las raices, en las hojas jévenes y en zonas
meristematicas. Se mueven a través del xilema junto con algunos minerales y con otros
compuestos, formando conjugados que resultan en respuestas fisiolégicas diversas. Estos
reguladores son fundamentales en los procesos de division celular y morfogénesis

funcionando en sinergia con las auxinas (Taiz y Zeiger, 2006).
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3. Cultivo in vitro.

El callo es el conjunto de células no diferenciadas en proliferacion en una region herida o
cortada del tejido (Smith, 2013). Esta integrado por células meristematicas. Esta
caracteristica es de gran importancia para la respuesta que se requiera ante la produccién
del cultivo de callo, pues su utilidad tiene diversas vertientes, obtencién de metabolitos
secundarios, embriogénesis somatica o la organogénesis, entre muchas otras funciones.
El callo esta constituido por células grandes, con una vacuola muy visible y se caracteriza
por tener células desorganizadas y totipotentes en su conformacion, y en funcién de la

integracion de sus células, su estructura, puede ser friable o compacto.

3.1 Cinética de crecimiento de callo.

La adquisicion de datos del incremento de biomasa durante los cultivos de callo y células
en suspension, es posible gracias a la disponibilidad de nutrientes en el medio y se
obtiene a partir de una curva de crecimiento de tipo sigmoidea, cuyo proceso se
fragmenta en 5 etapas o fases con caracteristicas especificas en cada una. En la Fase 1
o lag (Figura 4), en la que las células inician la adaptacion a las nuevas condiciones, se
inician los procesos metabdlicos para que se dé el crecimiento activo del cultivo. La Fase
2 o exponencial se caracteriza por la multiplicacion celular, gracias a su correcta division.
La fase 3 (lineal), no presenta decremento en el cultivo, al contrario, aunque el
crecimiento es menos acelerado que en la fase 2, no se alcanza a vislumbrar un
decremento poblacional importante como en la fase 4 de desaceleracion, en la que el
crecimiento poblacional no es tan evidente; en este caso puede darse un mantenimiento
poblacional y al incrementarse en tiempo se puede denominar fase 5 o estacionaria
(Smith, 2006; Fig. 4.)
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El periodo de crecimiento del cultivo se afecta por la disponibilidad de nutrientes en el
medio, razén por la cual se debe realizar el cambio de medio con los nutrientes suficientes

para la proliferacion de los cultivos.

4. Los esfingolipidos en la respuesta a frio.

Como ya se menciond, los esfingolipidos complejos son componentes estructurales de la
membrana plasmatica y del tonoplasto, principalmente. Las formas simples de los
esfingolipidos, que son los precursores metabdlicos de los esfingolipidos complejos, como
lo son las bases de cadena larga, tienen funcién de segundos mensajeros. Tanto los
esfingolipidos complejos como los simples, son importantes en la respuesta al estrés por
frio en las plantas (Uemura et al.201. Dutilleul et al., 2013. Cano-Ramirez, 2013).

Los esfingolipidos complejos tienen una estructura rigida debido a sus largas cadenas
acilicas, a sus cadenas saturadas o con insaturaciones en trans y a sus cabezas polares
que se asocian entre si por puentes de hidrogeno. Esta rigidez en su conformacién
contribuye a modular la fluidez de la membrana, disminuyéndola. En condiciones de bajas
temperaturas, los glicerolipidos, los esfingolipidos y los esteroles adoptan una
conformacion muy rigida y esto perturba la estabilidad e integridad de la membrana. Por
ello, una manera de aumentar la fluidez es disminuyendo la cantidad de esfingolipidos
complejos. De esta manera, los esfingolipidos complejos resultan ser un factor de control

de la fluidez membranal (Uemura et al., 2013. Cano-Ramirez, 2013).
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Las bases de cadena larga, en particular la fitoesfingosina, aumenta sus niveles, los
cuales son muy bajos en condiciones de exposicién a frio. Esta subida transitoria, subita y
controlada de la fitoesfingosina corresponde a un comportamiento de segundo mensajero.
En este caso, el incremento de la base produce la activacion de la MPK6, que es una
cinasa que pertenece a una via de respuesta a frio que supuestamente contribuye a una
mayor sobrevivencia de las células a la baja temperatura (Dutilleul et al., 2011).

En el laboratorio de nuestro grupo de trabajo, se ha caracterizado la respuesta de la
membrana plasmatica a bajas temperaturas en diferentes lineas de Arabidopsis thaliana
expuestas a bajas temperaturas y luego sometidas a un reto de congelaciéon (Cano-
Ramirez, 2013). Estas lineas son mutantes en genes que codifican enzimas involucradas
en la sintesis de esfingolipidos, en la expresion de cinasas, como la MPK3 y la MPK®G, y

en la generacion de especies reactivas de oxigeno en el cloroplasto.

5. Caracteristicas del genotipo mutante Atlcb2b hp/Aticb2a (HP).

La linea mutante Atlcb2b hp/Aticb2a (denominada HP), presenta deficiencias en la
sintesis de esfingolipidos, pues tiene insertado un T-DNA en el gen que codifica la
subunidad LCB2a de la enzima SPT. La mutante HP bajo la exposicién del inductor
metoxifenazida (MFZ), expresa un iRNA que promueve la degradacion del mRNA que
codifica la subunidad LCB2b (silenciamiento génico). Como ésta planta ya no tiene la
subunidad LCB2a, con el silenciamiento de la LCB2b no se sintetiza, por lo que la SPT ya
no se forma por el dimero LCB1/LCB2a, ni por el LCB1/LCB2b, con ello, se ve disminuida
gradualmente la sintesis de novo de esfingolipidos (Dietrich et al.,, 2008). Como ya se
menciond, la SPT es la enzima que cataliza el primer paso de la sintesis de
esfingolipidos, formando cetoesfinganina y a partir de ésta se continia con sintesis de
esfingolipidos complejos.

Esta linea mutante con silenciamiento inducible es muy util para el estudio del analisis de

los esfingolipidos ante las bajas temperaturas al ser comparada con las plantas silvestres.
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HIPOTESIS

Se observara una respuesta en la morfologia de los callos del genotipo Atlcb2b hp/Aticb2a
silenciados genéticamente por la exposicion a metoxifenazida e incubados a 25°C, ésta

respuesta se vera retrasada en cultivos incubados a 4°C.

OBJETIVOS

Objetivo general.
Observar la respuesta de los callos del genotipo Atlch2b hp/Aticb2a de Arabidopsis
thaliana silenciados por la exposicién a metoxifenazida e incubados a 25°C y a 4°C para

determinar el efecto de la disminucion de los esfingolipidos en la resistencia al frio.

Objetivos particulares.

= Establecer y caracterizar cultivos de callo de A. thaliana de los genotipos silvestre
y de la mutante silenciable Atlcb2b hp/Aticb2a (HP).

= Determinar el efecto del inductor del silenciamiento (MFZ) en el crecimiento de los
callos del genotipo HP.

= Determinar la concentracién de MFZ, a la cual responden los cultivos caulogénicos
de la linea HP.

= Determinar el efecto de la baja temperatura en el crecimiento y morfologia de los

cultivos caulogénicos de los genotipos silvestres y HP expuestos a MFZ.
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MATERIALES Y METODOS

1. Diagrama del proceso experimental.

En el diagrama 5 se presenta el diagrama en sintesis el protocolo seguido para la

realizacion de este trabajo.

2. Material biolégico.

Se germinaron semillas en medio MS (Anexo, Tabla A1) de Arabidopsis thaliana del
genotipo silvestre WT y de la linea mutante HP, se incubaron a 25 °C y en fotoperiodo (8
h oscuridad/16 h luz).

A las plantulas de tres semanas de edad, se les retiraron las laminas foliares y se
establecieron en medio de cultivo MS adicionado con reguladores de crecimiento para la
induccién del callo.

Los callos también fueron obtenidos a partir de semillas directamente puestas en el medio
de cultivo adicionado con reguladores de crecimiento para la induccion de callo, en donde
las semillas al ir germinando generaron tejidos/estructuras que derivaron en la formacién

de callos.
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3. Medios de cultivo.

El medio de cultivo que se empled se realizé con las sales inorganicas MS (Murashige y
Skoog, 1962) en una concentracion (100X), en el ANEXO se encuentra la Tabla A1, que
hace referencia en detalle a las sales empleadas. Se suplementé con 3% de sacarosa, y
con las auxinas: acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (1 mg-L'), acido indol-3-acético
(AIA)(1 mg-L") y acido naftalenacético (ANA) (1 mg-L") ademas de la citocinina, 6-
bencilaminopurina (BA) (0.5 mg-L™") (ANEXO, Tabla A2). El medio de cultivo sélido se
gelificé con agargel® (8 g-L"). También se agregd el coctel de vitaminas R2 (ANEXO
Tabla A3) y glicina (2 mg-L") (ANEXO Tabla A4). El pH se ajusté a 5.7 con NaOH 1 N o
HCI 1 N segun fuera necesario. Todos los medios se esterilizaron en una autoclave

vertical a 120 °C y a 1.2 Kg/cm? de presion.

3.1 Descripcion de la Metoxifenazida (MFZ).

La Metoxifenazida (CxH2sN.O3) es el ingrediente activo (Fig. 6.) del insecticida
diacilhidrazina de uso agricola (Intrepid®) que actua como un antagonista de la ecdizona
en lepidépteros. De acuerdo a sus propiedades fisicas y quimicas, la MFZ es un
compuesto de color blanco que en su condicién concentrada en el producto Intrepid®,
presenta una consistencia viscosa y muy densa, dificil de filtrar a través de membranas
con poros de 0.22 umy 0.45 uym.

Debido a que su punto de fusion esta en el intervalo de los 204 °C a los 206.6 °C fue
posible esterilizarla en la autoclave a 120° C para después adicionarla en los medios de

cultivo.
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4. Desinfeccién y siembra de semillas in vitro.

Para la germinacién de las semillas o la induccién de callo a partir de éstas, se empleo el
protocolo de desinfeccién que a continuacion se enuncia.

En una campana de flujo laminar y bajo condiciones de asepsia, el material que se uso,
se desinfectd previamente para obtener células libres de patégeno. Se colocaron las
semillas en un micro tubo y se agregé 1 ml de hipoclorito de sodio (NaCIO) al 20% y 1 pl
de tween 20 (0.1%) agitando vigorosamente durante 20 min. Al término, se centrifugo el
tubo con las semillas durante 10 s eliminando el sobrenadante con una micropipeta de
1000 ul con punta estéril.

Se realizaron varios enjuagues con 1 ml de agua desionizada estéril (aproximadamente
5), agitando durante 30 s hasta eliminar por completo el hipoclorito de sodio y el tween 20.
Después de cada enjuague, se centrifugd durante 10 s y se retir6 el sobrenadante.

En el dltimo enjuague, se observé el agua libre de burbujas generadas por la accion del
tween 20, ademas de que fue evidente la facil resuspension de las semillas; en esta
etapa, se retiré el sobrenadante y se agregd nuevamente agua desionizada estéril y 0.1
ml de cefotaxime, y se agitd vigorosamente.

Con una micropipeta de 200 ul con la punta previamente cortada para facilitar el ingreso
de las semillas, se tomaron alicuotas de aproximadamente 100ul de la suspension de
semillas, la solucién con las semillas fue resuspendida continuamente para la obtencion
de alicuotas homogéneas. De esta manera, los 1000 ul se distribuyeron en 10 cajas Petri
de 60 x 15 mm con medio MS soélido sin hormonas para la germinaciéon y posterior
obtencion de plantulas.

También se sembraron semillas desinfectadas en medio MS sdlido adicionado con
hormonas para la induccidn de callo a partir de la germinacion de las semillas.

Las cajas con las semillas se cubrieron con papel aluminio y se mantuvieron a 4 °C
durante 48 h en condiciones de oscuridad. Al término de este periodo, se colocaron en
incubacioén con fotoperiodo de 16 h luz /8 h oscuridad a una temperatura de 25 °C.

En el caso de la induccidn a partir de plantulas, se usaron hojas de 3 semanas de edad
como explantes. Las laminas foliares se retiraron del tallo, colocandose en una caja Petri
con medio MS sdlido adicionado con hormonas, previo al establecimiento del explante, y
si las hojas eran muy pequenas, se dividieron a la mitad y se colocaron con en contacto

con el medio de cultivo.
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5. Condiciones de incubacién y subcultivos de callo.

Todos los cultivos de callos se subcultivaron en el medio MS en periodos de 3 a 4
semanas y se incubaron en un cuarto de ambiente controlado con fotoperiodo de 16 h luz/
8 h de oscuridad. La temperatura se mantuvo controlada a 25 °C + 2 °C.

Los subcultivos de los callos en medio “nuevo” se realizaron en periodos de 15 a 20 dias.
Si en el tiempo de incubacién de los cultivos se llegé a manifestar coloracién café, como
simbolo de oxidacion, fue necesario realizar subcultivos de “emergencia” y eliminar las

regiones oxidadas.

6. Cinética de crecimiento callo de los genotipos WT y HP.

En una bascula granataria dentro de la campana de flujo laminar, las muestras de callo se
colocaron en una caja Petri previamente esterilizada.

La caracterizaciéon del crecimiento de los cultivos de callo de los genotipos WT y HP se
determiné colocando 1 g como peso inicial de biomasa en medio sdlido pesando cada
tercer dia en un periodo de 3 semanas, de esta manera se obtuvo cada punto de la

cinética.

7. Establecimiento del callo en medio de cultivo sdélido adicionado
con MFZ para el silenciamiento del gen codificante de la
subunidad LCB2b.

Para el silenciamiento de la subunidad LCB2b, fue necesario exponer los cultivos de callo
a diferentes concentraciones de MFZ que como ya se menciond, induce la inhibicion del
gen de la subunidad funcional de la enzima SPT.

Se preparé medio MS sélido (Anexo Tabla A1) al que se le adicioné MFZ en diferentes
diluciones. Para ello, fue necesario realizar una dilucién madre en agua desionizada a una
proporcién 1:10 (v:v) y esterilizando en una autoclave vertical a 120°C y a 1.2 Kg/cm? de
presion durante 18 min. A los genotipos expuestos a MFZ, se les denominé para el caso
del genotipo silvestre +WT y para los callos no expuestos del mismo genotipo “WT. De
esta manera, para el caso de la linea mutante HP, al cultivo expuesto se hace referencia

como +HP y los no expuestos del mismo genotipo —HP.
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7.1 Adicion de MFZ al medio de cultivo y cinética de crecimiento

de callo expuesto a una dilucién 1:250 (v:v) y 1:500 (v:v) de MFZ.

En la campana de flujo laminar, y con material previamente esterilizado, se adicionaron 12
ml de la solucion madre a una probeta graduada aforando a 300 ml, obteniendo asi la
dilucion 1:250 (v:v), con un agitador magnético y en una estufa con agitacion, se
homogenizé la mezcla durante 3 min y posteriormente se sirvié el medio en frascos tipo
tarro adicionando 30 ml del medio con la dilucidon 1:250 (v:v). Se dejo gelificar durante 24
h'y se llevo a cabo el establecimiento del callo.

Se adicionaron 6 ml de la solucibn madre descrita con anterioridad a una probeta
graduada aforando a 300 ml, obteniendo asi la dilucién 1:500 (v:v), con un agitador
magnético y en una estufa con agitacion, se homogenizé la mezcla durante 3 min y
posteriormente se sirvié el medio de cultivo en frascos tipo tarro adicionando 30 ml de
medio de cultivo con una dilucion 1:500 (v:v). Se dejé gelificar durante 24 h y se llevo a
cabo el establecimiento del callo.

El seguimiento del incremento de biomasa en los cultivos de callo de los genotipos -WT,
+WT y -HP, +HP, se determiné colocando 1 g de callo como peso inicial en medio sélido
pesando con una bascula granataria dentro de la campana de flujo laminar, cada tercer
dia durante un periodo de 3 semanas, de esta manera se obtuvo cada punto de la
cinética.

En el caso de los cultivos control, se adicionaron 10 ml de agua desionizada estéril a los
medios de cultivo que fue servido en frascos tipo tarro agregando 30 ml de medio de
cultivo, dejando solidificar durante 24 h.

Los cultivos se incubaron en condiciones de oscuridad a una temperatura de 25 + 2 °C.

7.2 Adicion de MFZ al medio de cultivo y cinética de crecimiento
de callos -WT, +WT y - HP, + HP, a una dilucién 1:1000 (v:v) de
MFZ incubado a 4 °C.

Se adicionaron 3.2 ml de la solucion madre a una probeta graduada aforando a 320 ml,
obteniendo asi la diluciéon 1:1000 (v:v), con un agitador magnético y en una estufa con
agitacion, se homogenizo la mezcla durante 3 minutos y posteriormente se sirvié el medio

de cultivo en cajas Petri de tamafio 60x15 mm, adicionando 20 ml de medio de cultivo en
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dilucion 1:1000 (v:v), se dejo gelificar durante 24 h y se llevo a cabo el establecimiento del
callo.

El seguimiento del incremento de biomasa en los cultivos de callo de los genotipos —WT,
+WT y -HP,+HP, se determiné colocando 0.5 g de callo como peso inicial en medio
sélido, pesando con una bascula granataria dentro de la campana de flujo laminar. El
periodo de seguimiento de este ensayo fue de 56 dias siendo los dias 0, 8, 16, 28 y 56 los
de obtencion de datos.

Las condiciones de incubacién en este ensayo fueron de oscuridad y en temperaturas de
25+2°Cy4+2°C.

En el caso de los cultivos control, se adicioné agua desionizada estéril a los medios de

cultivo en la misma proporcién en la que fue adicionado la solucién madre de MFZ.

8. Analisis de datos.

Para el analisis estadistico de los datos, se empleé el programa Minitab versién17 de la
compania LEAD Technologies, Inc.

Para la caracterizacion de la cinética de crecimiento de peso fresco se realizé una
regresion lineal.

Se realiz6 la prueba de ANOVA unifactorial con un intervalo de confianza de un 95%. Se

empled la prueba de Tukey para realizar la comprobacion del analisis.

26



RESULTADOS

1. Caracterizacién de la cinética de crecimiento de peso fresco del

cultivo de callo de los genotipos WT y HP.

Con el fin de evaluar el crecimiento de los cultivos de callo de los genotipos WT y de la
linea mutante HP empleados en este trabajo, se determind el incremento de su peso
fresco mediante su cinética de crecimiento. Los resultados se muestran en la Figura 7, en
la cual se observa que en el genotipo silvestre hubo un decremento importante del peso
en los primeros dias de cultivo y se presentd un ligero incremento hasta el dia 11. El
comportamiento de los callos del genotipo HP fue similar al genotipo silvestre, solo que la
respuesta fue en menor grado. En ambos casos, fue posible ver un incremento muy lento

de biomasa.

De esta metodologia se hizo el seguimiento fotografico (Fig. 8.) Es posible ver en este
registro que la proliferacion y la tendencia al incremento de biomasa fue lento en ambos
genotipos, coincidente con la cinética de peso fresco. Morfolégicamente no se detectaron
grandes cambios ni en coloracion, tamafo relativo o densidad, sin embargo si es

destacable que eran callos friables.
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2. Evaluacién de cultivos de callo de los genotipos —-WT, +WT y
-HP, +HP, a las diluciones 1:250 (v:v) y 1:500 (v:v) de MFZ.

Con el objeto de evaluar si la adicion del inductor del silenciamiento, MFZ, alteraba la
cinética de crecimiento de los callos, se determind el peso fresco de los genotipos +WT y
+HP a dos concentraciones de MFZ.

Con fines comparativos se juntaron las curvas correspondientes a los cultivos de ambos
genotipos expuestos a las dos concentraciones de MFZ (1:250 (v:v) y 1:500 (v:v))
empleadas para inducir el silenciamiento del gen de la subunidad LCB2a, y su control sin
MFZ. En la figura 9 se presentan las curvas de crecimiento de los callos, se observé una
importante caida en el cultivo de callo del genotipo WT en todas las condiciones, a
diferencia del cultivo de callo del genotipo —HP, en el que es evidente un incremento

sustancial de peso fresco a partir de los 10 dias.
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Se realizd una prueba de estadistica anadlisis de varianza (ANOVA) unifactorial y una
comparacion de medias por el método de Tukey aplicado a los resultados para determinar
la existencia de diferencias significativas del crecimiento entre los genotipos WT y HP
ante la exposicién a MFZ.

Los datos obtenidos por el analisis de varianza a=0.05, demostraron que en el ensayo,
por lo menos una media resultdé con diferencias significativas, (Fig. 10.) obteniendo P=0.
En esta misma figura 10 se observan los intervalos de confianza arrojados por ANOVA
que muestran de manera grafica los resultados obtenidos por esta prueba, se comprobd

que la diferencia significativa en este ensayo, correspondié al cultivo del genotipo —HP.
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Como se menciond anteriormente, se aplicd una prueba de Tukey para comprobar los
resultados obtenidos por ANOVA. En la Tabla 1 se muestra la comparacién en parejas de
Tukey en la que es posible determinar la media que resulta significativamente diferente y

que corresponde a letras diferentes.

Tabla . Comparaciones en parejas de Tukey con una conflanza de
B5%.
Tratamientoy H Media Agrupacién
genotipo

—WT 24 0.8508 B
- HP 24 11412 A
WT 1:250 (v:v) 24 0.6242 B
HP 1:250 [wv:v) 24 0.9779 B
HP 1:500{v:v) 24 0.09388 B
WT 1:500 (v:v) 24 0.0506 B

El genotipo —HP, se mostrd significativamente diferente con respecto a todos los
genotipos y tratamientos (Tabla 1.) Esta misma serie de experimentos se registrd

fotograficamente para evaluar la morfologia de los callos durante el crecimiento. En la
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figura 11, se observd un cambio en el volumen (Fig. 11, columna derecha), no

correspondiente a lo obtenido en la cinética de crecimiento.
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3. Evaluacion de cultivos de callo de los genotipos —WT, +WT y —HP,
+HP, a una dilucién 1:1000(v:v) de MFZ incubados a 25° C y 4° C.

Se realiz6 el seguimiento de los callos -WT, +WT y —HP y +HP, hasta los 56 dias a una
dilucion de 1:1000(v:v) de MFZ. Ademas, se incubaron los callos a 25 °C como control y a
4 °C con el fin de evaluar el efecto de la baja temperatura en callos +HP silenciados.

En la figura 12, correspondiente a los callos del genotipo WT cultivados a 25 °C, no se
registré incremento de biomasa, en presencia ni en ausencia de MFZ, en concordancia

con los resultados anteriores.

En los cultivos incubados a 4 °C (Fig. 12.), el callo -WT, presenté un lento crecimiento
con respecto al callo expuesto (+WT) pero sélo hasta los 28 dias. Es dificil de explicar y
se requieren mas replicas

Para estos datos se realizé una prueba de analisis de varianza (ANOVA) unifactorial (en
la Figura 13 se grafican sus intervalos de confianza) y una comprobacién de medias por
el método de Tukey. La significancia que se contemplé fue de a=0.05. Cabe senalar que
el valor de P= 0.01 indicando que por lo menos una media fue significativamente

diferente.
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En la Tabla 2; se muestra la comprobacion de Tukey, donde es posible identificar que el

grupo que resulté con medias significativamente diferentes, no comparten una letra.

Tabla 2. Comparaciones en parejas de Tukey con una
confianza de 95%.
Genotipo,
MFZ (- 0 +), N Media Agrupacion
temperatura
-WT 25°C 20 0.46200 AB
+WT 25°C 20 0.44450 B
-WT 4°C 20 0.49250 A
+WT 4°C 20 0.48200 A

Con respecto al registro morfoldgico (Figura 14), no se observaron diferencias en cuanto a
la coloracion de los callos expuestos y no expuestos a MFZ, tampoco fue visible la
coloracién en el medio de cultivo. No se identifica un cambio visible en el volumen de los

callos.
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En la Figura 15, correspondiente a la cinética de crecimiento de los callos de genotipo HP
(- y+) cultivados a 25 °C, es posible ver ambas curvas con un incremento de biomasa
desde los 16 dias. Sin embargo, los cultivos HP + (con silenciamiento génico) presentaron
un menor aumento de biomasa que el HP- y esta diferencia fue maxima a los 56 dias.

Cuando se determiné el crecimiento de los callos a 4 °C (Figura 15, Panel B), ambos
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cultivos presentaron un menor crecimiento a lo largo de todo el tiempo de cultivo, ambos

tendieron a incrementar su biomasa.

Como en los experimentos previamente mostrados, a este conjunto de experimentos se le
realizé una prueba de analisis de varianza (ANOVA) unifactorial y una comprobacion de
medias por el método de Tukey. La significancia que se contemplé fue de a=0.05. Cabe
sefalar que el valor obtenido de P= 0 indicando que por lo menos una media es
significativamente diferente. Esto se presenta de manera grafica y representativa, en la
Figura 16, para exponer las diferencias entre las medias obtenidas de las cinéticas de los
genotipos —HP y +HP (diluciéon 1:1000) en funcion de la temperatura de cultivo. En dicha
grafica es posible observar que la diferencia significativa corresponde al cultivo no
expuesto a MFZ e incubado a 25 °C.
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En la Tabla 3, se muestra la comparacién en parejas de Tukey, en la que es posible

observar las diferencias de crecimiento de los cultivos en las dos

temperaturas. Fue

posible corroborar la disminucién en la proliferacién de los cultivos a 4 °C.

Tabla 3. Comparaciones en parejas de Tukey con una
confianza de 95%.
Genotipo, MFZ
(- 0%, N Media Agrupacion

temperatura

HP 23=C 20 1.222 A,
+HP 25°C 20 0.8270 B

-HP 4°C 20 0.6975 B

+HP 4<C 20 0.8010 B
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La Figura 17 corresponde al registro morfolégico del genotipo HP -y + MFZ. Es
importante notar que el callo del genotipo HP no expuesto a MFZ, durante los 56 dias de
cultivo, presenté un aumento de biomasa al igual que el callo expuesto, sin embargo, el
callo expuesto a MFZ e incubado a 25 °C presenté oxidaciéon tanto en la masa

caulogénica como en el medio de cultivo.

En cuanto al callo incubado a 4 °C, en ambas condiciones (expuesto y no expuesto), no
presentd oxidacion, sin embargo, se observé poca proliferacion en comparacién con el

callo incubado a 25 °C.
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DISCUSION

Arabidopsis thaliana se ha caracterizado desde hace aproximadamente cien afios como
un modelo biolégico, ya que gracias a la secuenciacion de su genoma ha sido posible la
generacién de mutantes que ayudan a dilucidar los procesos biolégicos fundamentales
para la vida de las plantas. Esto ha contribuido a conocer el papel de proteinas
especificas y las posibles rutas que llevan a estos organismos a adaptarse a los
ambientes tan diversos y caracteristicos de nuestro planeta.

El cultivo de tejidos vegetales es una herramienta funcional en las areas de la
investigacion, ya que permite establecer a las plantas en condiciones 6ptimas para su
monitoreo y modificaciones de acuerdo a las condiciones requeridas, permitiendo la
disponibilidad de masas celulares homogéneas en su estado de diferenciacién. Segun la
ruta morfogenética a seguir, se han propuesto diversas metodologias para el cultivo de
tejidos de A. thaliana, en donde lo mas comun es el empleo de los medios MS (Murashige
y Skoog, 1962) y B5 (Gamborg, 1968) (Berkla et al., 2014) dentro de los sustratos
nutrimentales.

En este trabajo se empled el medio MS como medio para la germinacion de las semillas.
No se adicionaron reguladores de crecimiento, mientras que para la induccion y el
mantenimiento de los callos, se adicionaron las auxinas AlA, 2,4-D, ANA y la citocinina
BA. El papel de los reguladores de crecimiento es fundamental porque segun su
modulacion, se determina la respuesta morfogénica; en el caso de la via de la formacion
de callo (Smith, 2013), la adicion de las auxinas es importante, ya que estas sustancias
tienen una funcién esencial en el crecimiento por elongacién, ademas de ser “vehiculos”
funcionales de sustancias como las citocininas que llevan a cabo la regulacion de la
proliferacion celular, manteniendo activo su ciclo; el sinergismo entre ambos reguladores
modula la induccion y la proliferaciéon continua de las masas caulogénicas (Hopkins,
1995).

En este trabajo, para la obtencién de callo del genotipo silvestre (WT) y el mutante (HP),
se establecieron las laminas foliares como explantes en el medio de induccion, logrando
la desdiferenciacion de los tejidos a partir de la tercera semana de incubacién. También
se usaron las semillas germinantes en el medio adicionado con reguladores de
crecimiento con la finalidad de obtener callo de los tejidos inmediatos a su emergencia. La
diferencia entre ambos métodos de induccion fue la cantidad de biomasa obtenida en
funcién del tiempo, pero en ambos casos, los callos resultantes fueron funcionales para

los ensayos, presentando las caracteristicas del callo tipico de A. thaliana; es decir, con
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coloracion blanquecina a amarillenta, proliferos y friables en ambos genotipos inducidos.
La oxidacion y contaminacion de los cultivos, en este caso, fue minima y no causo ningun

problema.

Caracterizacion de los cultivos de callo de los genotipos WT y HP

Para caracterizar los cultivos de callo de los genotipos WT y HP, se realizé la cinética de
crecimiento por medio de la obtencién de peso fresco y del registro fenotipico con
fotografias. En los resultados obtenidos hasta los 14 dias de crecimiento, se vié que en
las mismas condiciones de incubacién, el patrén de proliferacion de ambos genotipos fue
lento pero al final de la cinética, se observd un incremento en la biomasa. Este
comportamiento fue el esperado, ya que hasta estos dias de incubaciéon no se habia
agregado la MFZ al callo HP y por tanto, éste se tenia que comportar como el control.
Este aumento discreto de biomasa no fue visible en el registro morfolégico obtenido por
medio del seguimiento fotografico, ya que los callos tanto WT como HP se mostraron con
volumenes, color y forma semejantes, cabe sefalar que los callos de los cultivos HP
mostrd una apariencia con una consistencia mas porosa y ligera que los correspondientes
del genotipo WT.

Matematicamente, el crecimiento de las poblaciones celulares cultivadas tanto en medio
sélido como en medio liquido fue descrito por patrones de curvas sigmoideas (Smith,
2013). Para la caracterizacion de los cultivos de callo WT, no fue posible identificar las
etapas que definen a este modelo, pues los resultados obtenidos no presentaron
proliferacion. La ausencia de una fase de crecimiento sostenido observada en las
cinéticas de ambos genotipos pudo ocasionarse por el estrés al que se someten los
cultivos al ser cambiados al medio “fresco” y que los cultivos de A. thaliana sean muy
delicados o bien, a que el medio utilizado no es éptimo para esta especie WT. Es
necesario recordar que la teoria celular establece que las células responden a los
estimulos ambientales y los subcultivos implican una modificacion ambiental muy agresiva
en principio por la simple manipulacion de las masas caulogénicas.

Cuando el seguimiento de la cinética de crecimiento se continué hasta el periodo de 28 a
56 dias, los cultivos de los callos WT — y + MFZ vy los del genotipo HP — y + MFZ,
tampoco mostraron un aumento en la biomasa. Sin embargo, estos mismos cultivos
revelaron claramente un mayor volumen y tamafio en el registro fotografico. Esta

disparidad entre los patrones de crecimiento de aumento de masa y morfologia pueden
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explicarse porque se aprecié una diferencia en la consistencia de ambos callos, quizas

debida a la pérdida de agua, lo cual afectd los pesos registrados.

Efecto del silenciamiento génico en los cultivos de callo de los genotipos WT y HP
El proceso experimental de esta tesis implico la adicion de MFZ al medio de cultivo para
inducir el silenciamiento génico de la subunidad LCB2b de la SPT (Dietrich et al., 2008) en
los callos del genotipo HP. Por ello se determiné una dilucion adecuada de MFZ para los
ensayos; las dos diluciones de MFZ fueron 1:250 (v:v) y 1:500 (v:v) y su respectivo control
(sin MFZ).

Estas concentraciones se utilizaron también en el genotipo WT como un control. Los
cultivos del genotipo silvestre incubados en medio sin MFZ no proliferaron; este
comportamiento también se presentd en los callos expuestos a ambas diluciones del
inductor, sugiriendo que no fue el MFZ el que provocd un efecto téxico en la proliferacion
de los cultivos. Esto fue apoyado por el hecho de que los mismos callos WT tanto control
como expuestos a las dos concentraciones de MFZ presentaron la misma morfologia de
apariencia normal. La nula proliferacion del cultivo de callo de este genotipo, que aunque
no presentod crecimiento, si se mantuvo, se posiblemente se debid a otros factores.

En contraste con los cultivos del genotipo WT, los de la mutante HP (no expuestos a
MFZ), si presentaron un incremento en su proliferacion. Sin embargo, los callos expuestos
a ambas concentraciones de MFZ no presentaron proliferacion, el patrén de la cinética de
crecimiento en ambas concentraciones de MFZ resulté ser similar. Este comportamiento
puede implicar, como se esperaba, una afectacion negativa del metabolismo del callo
consistente en la disminucion de los niveles enddgenos de esfingolipidos (Dietrich et al.,
2008) producido por la induccién del silenciamiento. Se ha descrito que los esfingolipidos
son esenciales para el funcionamiento celular (Chen et al., 2008), lo cual pudo originar la
reduccion del crecimiento. Sin embargo, no se puede descartar que el efecto del inductor
sea un efecto tdxico inespecifico independiente del silenciamiento, ya que el control fue el
callo WT, pero dada la ausencia de su proliferaciéon en ausencia de MFZ, no se puede
considerar un control adecuado. Coincidente con los resultados mencionados, en el
analisis estadistico realizado, el callo del genotipo -HP no expuesto a MFZ presento
diferencias significativas con respecto a todas las condiciones experimentales, incluyendo
el control del genotipo silvestre de este ensayo.

La posibilidad de observar mejor el efecto de una disminucién de esfingolipidos que no

resulte tan drastica en el crecimiento de los callos HP, queda abierta, explorando una
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exposicion de los callos a un periodo mas prolongado y a una mayor dilucion de MFZ, y

asi registrar una respuesta mas tenue y gradual al silenciamiento.

Efecto de la baja temperatura en los cultivos de callo en ausencia de MFZ

Es necesario considerar que en las plantas, la temperatura tiene un papel determinante
en su crecimiento y desarrollo (Cortés, 1994), lo que las ha llevado, a través del tiempo y
de sus adaptaciones, a diversificar sus mecanismos de respuesta de acuerdo a los
gradientes térmicos. Estos mecanismos van desde lo molecular (como los factores de
transcripcién, sintesis de compuestos crioprotectores, expresion de genes de respuesta al
estrés a bajas temperaturas, etc.) hasta lo estructural, constituyendo estrategias muy
interesantes y permitiendo la adaptacién a casi todos los ambientes (Gliessman, 2002).

La tolerancia al frio depende de periodos de aclimatacién a bajas temperaturas,
provocando modificaciones metabdlicas y estructurales (Espeving et al., 2012). A nivel
celular, los esfingolipidos participan preponderantemente en la resistencia a las bajas
temperaturas, pues participan tanto en las respuestas estructurales en las membranas
(Uemura et al., 1995), como en las de sefializacién (Dutilleul et al., 2011).

En este trabajo se busco obtener informacion sobre el papel de los esfingolipidos en la
respuesta al frio. Para ello se exploré la respuesta de los cultivos de callo del genotipo HP
silenciados a bajas temperaturas (4 °C) teniendo siempre como referencia a los callos
WT. Por las razones expresadas en la seccion previa, estudiamos el efecto de la
temperatura en callos expuestos a MFZ, pero a una dilucién mas alta: 1:1000 (v:v) (MFZ :
medio de cultivo) y en una exposicién mas prolongada (56 dias de cultivo). En este
experimento, el genotipo WT incubado a 25 °C tanto en las condiciones de exposiciéon a
MFZ y de no exposicion al mismo, no logré proliferar, si bien se mantuvo en buen estado.
Este comportamiento ya se habia visto en experimentos anteriores, como ya se
mencionod, sugiriendo una deficiencia fisiolégica del lote del genotipo WT empleado en
esta tesis. Lo anterior pudo deberse a algun factor en las condiciones de crecimiento de
los cultivos y no necesariamente por un efecto causado por la adicion de MFZ. Sin
embargo, el registro fotografico de este callo no reveld ningin cambio fenotipico, y de
hecho morfolégicamente, si se observd un aumento en el tamafo del callo, contrastando
con la ausencia de ganancia de biomasa observada durante el muestreo. Es posible
explicar este fenomeno por una pérdida de liquido de los cultivos WT, pero este pudo ser

un factor relacionado con algun otro requerimiento no satisfecho para este genotipo.
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Los cultivos de callo -WT incubados a 4 °C presentaron un incremento en la biomasa al
dia 28. Es probable que en el intervalo de tiempo no monitoreado en el muestreo de
obtencion de la curva de crecimiento de los callos haya habido un aumento sostenido de
masa, pero esas determinaciones no se realizaron por lo que no es posible inferir un
efecto determinante de la temperatura sobre los cultivos en el caos de este genotipo.
Cabe sefalar que A. thaliana es una especie pionera y adaptada a temperaturas
templadas. El intervalo de 29 dias posteriores, correspondiente a los dias 28 a 56, y en el
que se observd una estrepitosa caida en la proliferacién del callo, sugiere que ante una
mayor exposicién del cultivo a 4° C, los mecanismos de adaptacion no fueron suficientes
para prolongar la adaptacién del cultivo, si bien fenotipicamente, no hubo cambios en la
coloracion, tampoco fue posible determinar un aumento en el volumen del callo, pero el
callo se vio saludable.

Con respecto a la incubacion de los callos del genotipo -HP a 25 °C, se observé un
sustancial incremento en la biomasa, mientras que el resultado del cultivo expuesto a
MFZ, resultd en una proliferacion sostenida pero menor y mantenida por debajo de los
valores presentados en los cultivos de callo no expuestos a MFZ. La proliferacién del
cultivo de callo HP a 25 °C a los tiempos largos de exposicion a MFZ fue la esperada, ya
que hubo una menor ganancia de biomasa con respecto al control. Esta proliferacion no
fue de cero, pues en este caso, se usé una concentracion menor del inductor. Sin
embargo, es necesario hacer hincapié en el registro fenotipico, ya que la MFZ afecté la
morfologia del callo presentando oxidacion al igual que el medio de cultivo en
comparacion con el fenotipo del callo no expuesto a MFZ, que si presentd un aumento en
su volumen y masa. Esto sugiere que la condicién de un silenciamiento de menor
intensidad se manifestd principalmente en las caracteristicas morfolégicas.

En cuanto a los cultivos del genotipo mutante HP incubados a 4 °C tanto expuestos como
no expuestos a MFZ, se observd un crecimiento lento y muy bajo por no mas de 56 dias y
que fue el mismo en ambas condiciones. Fenotipicamente el efecto destacable es la
ausencia de oxidacion en ambas condiciones, lo cual no sucedid en los cultivos de 25 °C.
Con base en lo observado, es necesario hacer referencia al trabajo a la investigacion
realizada por Gutiérrez-Angoa (2016), en donde la respuesta fenotipica se vio retardada
en plantulas inducidas al silenciamiento del gen y aclimatadas a bajas temperaturas. Por
lo tanto, la respuesta a 4 °C revela que el crecimiento se ve afectado en el genotipo HP
con y sin MFZ, pero que ademas el silenciamiento también, por lo cual el crecimiento de

+HP se comporta como el control.
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En resumen, la estrategia experimental no permitié contestar la hipdtesis planteada, ya
que por una parte, las condiciones de crecimiento de los callos no fueron las optimas y
por otra parte, el silenciamiento a los 4 °C no se logré expresar y por tanto, no se pudo
evaluar el efecto de la temperatura cuando hay una disminucion de esfingolipidos

enddgenos por silenciamiento génico.
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CONCLUSIONES

El callo del genotipo silvestre se mantuvo viable pero no proliferé en el tiempo de
cultivo estudiado.

La metoxifenozida no tuvo ningun efecto en el crecimiento del callo del genotipo
silvestre.

El silenciamiento en el callo del genotipo HP a 25 °C produjo una disminucién en
su proliferacion.

A bajas temperaturas, los callos del genotipo HP con o sin silenciamiento
disminuyeron su crecimiento.

Las condiciones del bajo crecimiento del callo WT no permitieron tener una

referencia adecuada para estudiar el efecto de la baja temperatura en el callo HP.

PERSPECTIVAS

Es necesario afinar las condiciones de incubacién del cultivo del genotipo WT para
poder observar efectos de estrés por frio.

Es necesario explorar concentraciones menores del inductor del silenciamiento,
para permitir una viabilidad del callo HP que exprese solo una reduccion pequena
de esfingolipidos y ver como ésta afecta el crecimiento del callo a baja

temperatura.
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ANEXO

Tabla A1. Sales para elaborar medio conocido como MS (Murashige y
Skoog, 1962) concentradas 100X.

Cantidades para 1L
Nombre del i
Férmula P.M (9)
compuesto Masa
Moles (Mm)
(mg)
NITRATOS
Nitrato de potasio KNO; 101.108 1900 18.792
Sulfato de amonio (NH4).SO, 132.146 1650 20.615
SULFATOS
Sulfato de Magnesio MgSO, 246.498 370 1.501
Msu'fato de M,SO, 169.01 16.9 0.0999
anganeso
Sulfato de Zinc Z.S0, 287.54 8.6 0.0299
Sulfato de Cobre Cu,SO, 249.68 25X10° 0.1X107
HALOGENOS
Cloruro de Calcio CaCl, 147.02 170 2.993
Cloruro de Potasio KCI 166.01 6.2 4.999
Cloruro de Cobalto CoCl, 237.93 25X10° 0.105X10°®
FOSFATO, ACIDO BORICO, MOLIBDENO
Fosfato de Potasio KH,PO, 138.02 170 1.249
Acido Bérico H;BO; 61.68 6.2 0.1002
Molibdato de Sodio Na,MoO, 241.95 250X107 1.03X107
QUELANTES
Sulfato Ferroso FeSO, 278.21 27.8 0.0999
Na,EDTA C1oH16N2Osg 372.3 37.3 0.1002
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Crecimiento

Tabla A2. Soluciones concentradas (100X) para elaborar Reguladores de

Nombre del compuesto Férmula P.M (g) Cfgglcri::c:rg;;a
acid ftal ot
acido n?A'e:lzr;ace ico CiH100, 186.2 10
acido indol-3-acético
225.26 10
(AlA) C1oHgNO,
acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4- CsHsCl,05 221 10
D)
6-bencilaminopurina (BA) C12H41Ns 225.3 10

Tabla A3. Soluciones concentradas (100X) para elaborar el cocktail de

vitaminas conocido como R2

Cantidades para 1L
Nombre del Formula P.M (g)
compuesto g Masa Moles (Mm)
(mg)
Myo-inositol CeH12056 180.2 100 0.555
Acido nicotinico CsHsNO, 123.1 0.5 4.062

PiridoxinaHCI CsH1sNO3.HCI 205.6 0.5 2.432
Tiamina HCI CgH17N,OSCI.HCI 337.3 1 2.95

Tabla A4. Soluciones concentradas (100X) para elaborar Glicina

Nombre del compuesto Formula P.M (g) Ca;‘;g’;ﬂ?;g?ra
Acido amonoacético C,HsNO, 75.07 20
(glicina)
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