Protocolo para Proyecto de Investigacién 2014 .

. Titulo del proyecto

:Expresmn diferencial de genes para tolerancia al estrés salino en Costllla de Vaca (Atriplex Canescens).-
(Differential expresion of genes for tolerance to salt stress i in Atriplex Canescens) '

. Introduccién

1En la actualidad México-'se encuentra en un gran riesgo de perder la oportunidad de participar en la|
revolucién biotecnolégica que se encuentra transformando totalmente los métodos de produccién agricola
en los paises desarrollados y que comienza a extenderse a paises con economias menos desarrolladas.
Los elementos esenciales para participar en esta revolucién son la ingenieria genética y la genémica.
funcional. En el mundo se esta trabajando en la identificacién sistematica' del mayor numero de genes,-
I.como los de resistencia a enfermedades, resistencia a seqwa heladas y condiciones tales como sallnldad
0 acidez (Bolivar F, 2001). : ,

El estrés salino se ha convertido en un peligro ambiental perjudlmal para Ia productlwdad agrncola de todo:
el mundoe (Ashraf y Ali, 2008). La superﬂme afectada a nivel mundial es de 8.97 millones de km? (Szabo[cs
1994) y en México un 10 % del area irrigada esta afectada por salinidad, y de esta, aproximadamente el
64% se localiza en la parte norte del pais (Umali, 1993). La mayoria de las regiones aridas y semidridas del |
| mundo tiene suelo salino y fuentes de agua con alto contenido de sales, que |mpiden el crecimiento y

desarrollo de cultivos tradicionales (Ungar, 1996). El problema se agudiza en estas regiones donde el. suelo-
| presenta drenaje deficiente y alta evaporacion (Ruiz et al. 2007)

En la busqueda de alternativas para mejorar la productividad en estas reglones marginales, se enfatlza la§
necesidad de identificar y caracterizar nuevos recursos. fitogeneticos tolerantes al estrés’ ‘salino, en
particular especies del genero Atriplex por su adecuado contenido -de proteinas y elementos minerales
(Soto, 1997; Uchiyama, 1987). El genero Afriplex, cuenta con alrededor de 250 especies, tanto nativas
como introducidas. En Norteamérica sobresale la costilla de vaca o chamizo, la cual sirve todo el afio como
complemento alimenticio para el ganado (Ortega, 1993). Esta se desarrolla en llanos, laderas de cerros y
valles. Las plantas adultas tienen la capacidad de soportar la temperatura extrema de los desiertos, por lo |
que rara vez presentan dafos por heladas o insolacién, son resistentes a la sequia (Conabio y Conafor;
11999) y a la alta salinidad (Molina, 1992). De acuerdo a (Sadder T et al., 2013) tanto Spinacea. oleracea y
Atriplex son especies relacionadas que pertenecen a la familia Amaranthaceae, y que ambas responden a
las adiciones de sal. El gen L23551 que.codifica la proteina HSC70 del reticulo endoplasmatico lumenal
(que representa el espacio encerrado por la membrana del reticulo endoplasmico) en S. oleracea por su
familiaridad y resistencia al estrés salino, se pretendera por medio de técnicas moleculares el aislamiento,
clonacién y expresion del gen.
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: Objetivos

Realizar el aislamiento, clonacion y expresion del gen L23551 en la especie Afriplgax canescens. '

Hipotesis
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Hi: Se logro aislar, clonar y expresar del gen L23551 en'la especie Atriplex canescens.

Ho: No se logro aislar, clonar y expresar del gen L23551 en la especie Afriplex canescens.

Revisién de Literatura

+|
2.1 Expresién génica en eucariontes. e
La reguiamén de la expresién génica es uno de los eventos mas importantes en el control del desarrollo y
las respuestas a cambios' ambientales. Las proteinas maestras en la regulaclén de la expresion genrca son
conocidas como factores de transcnpc:lon (Tiessen, 2009).

2.1.1 Niveles de control de expresién génica en los eucariontes: -

En forma esquematica, la expresién génica puede regularse en.cuatro niveles distintos. El primero y el mas.
importante es el control de la iniciacién de la transcripcién. El siguiente nivel, el procesamiento del transcrito
a .un mRNA maduro, puede regularse en el nivel del RNA transcrito primario. Generalmente - puede
obtenerse diferentes formas de mRNA a partir de un mismo gen mediante corte y empalme alternativo.

Despues el control de la traduccién mediante la edicién del mRNA. Finalmente. en el niyel de las protemas
ias inodiiicaciones postraduccionales pueden determinar la act1v1dad de una de ellas (Passarge, 2007). -

2.1.2 Factores de transcripcion

Son proteinas que se unen al DNA para controlar los genes. Estas proteinas regulatorias, estimulan o
reprimen la tasa transcripccional de sus genes blanco al unirse a regiones promotoras especificas. La
comparacion entre especies y la identificacion de médulos regulatorios relacionados con-los factores de
transcripccion permitiran disefiar plantas con mayor produccién de biomasa o mas tolerantes a diversos
factores adversos del medio como la sequia, o incluso manipular ruta de biosintesis de metabolitos
(Tiessen, 2009).

2.1.3 El promotor y otras secuencias que influyen en la transcripcién eucariota

De acuerdo a Devlin, 2004; los promotores de los genes eucaroticos transcntos por la RNA polimerasa Il se
definen operacionalmente como aquellas secuencias que influyen en la iniciacién de la transcripcién génica.
la caracteristica mas sobrésaliente de los promotores'eucaroticos es la utilizacién de mdltiples sitios de
unién de factores de transcripcion para regular la actividad- génica. En general, estos sitios de unién-se
encuentran relativamente cerca de la caja TATA que marca ‘el sitio de.formacién del complejo de
preiniciacion. En los promotores eucaroticos, a menudo se encuentran otras secuencias consenso, tales
como la caja CAAT y GC (la caja GC se refiere a la secuencia consenso GGGCGQG). La posicion exacta-de.
la caja CAAT y la orientacién y numero de cajas GC varian con el promotor. Estas secuencias (como la caja
TATA) estan presentes en la mayoria, pero no en todos los promotores. La caja CAAT sirve de sitio de
unién de diferentes factores de transcripcion, incluido NF1. Las mdltiples cajas GC suministran multlples
sitios de unién para el factor de transcripcién SP1. La presencia de una caja CAAT se considera: como
indicador de un promotor fuerte, y la caja GC es caracterlstlca de muchos genes. constltutlvos

2.2 Sefiales provocadas por el estrés salino a nivel celular y molecular - .
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El estrés salino afecta no solo la homeostasis celular sino también la homeostasis idnica en las células |
vegetales. Los excesos de iones Na+ y Cl pueden provocar cambios’ conformacionales en las proteinas
estructurales y/o cambios en el potencial eléctrico de la membrana citoplasmatica; mientras que el estrés |
osmético provoca la perdida de la turgencia y cambios en el volumen celular. Los cambios en la turgencia
inducidos por el estrés osmdtico y el exceso de 1ones Na+ y Cl- pueden actuar como sefiales de estrés
salino (Fuentes et al., 2009).

Los sensores candidatos para el estrés idnico incluye transportadores y canales i6nicos y proteinas de
afinidad por iones sobre la membrana plasmética o en el medio intracelular '(Zhu, 2002). Bajo
concentraciones elevadas de iones Na+, este catién puede entrar. a la célula por canales i6nicos no
especificos, lo cual puede provocar despolarizacién de la membrana citoplasmatica, y esto podria significar
también una sefial de estres como es sabido, por activacién de cana!es de calcio (Sanders et al., 1999)

La perdIda de turgencia por otra parte provoca cambios en volumen y retracciéon de la membran,a
citoplasmatica de la pared celular, de esta forma los receptores de quinasa unidos a membrana, canales y |
transportadores idnicos, proteinas transmembranas que estan en contacto con la pared celular y proteinas
semejantes a la integrina, pueden experimentar cambios conformacionales o un agrupamiento, pudlendo de_‘
esta manera actuar también como sensores del estrés osmético (Fuentes et al., 2006).

La salinidad induce la acumulacién y biosintesis de Ia hormona vegetal acido -absicico (ABA) (J[a et al,

2002) y también induce la acumulacién de especies reactivas del oxigeno (EROs) ( Hernandez ef al. 2001) '_
‘Evidencias actuales sugieren que las sefales prlmanas de .estrés (estrés idnico y osmotlco) son
transducidas a través de canales de Ca+ asi como vias por medio de receptores de quinasa; mientras que
‘las sefales secundarias de estrés, tales como ABA, etileno, el H,0,, asi como otros mensajeros
secundarios intracelulares como fosfolipidos, también regulan la tolerancia de las plantas al estres salino.

‘Algunas de estas sefiales pueden no estar confinadas a sitios de estrés primario como las raices y: el
movimiento de las mismas hacia otras partes de la planta contribuye a la coordlnamon de Ias respuestas en
toda la planta en condiciones estresantes (Fuentes et al., 2006).

2.3 Efecto del estrés salino sobre Ios procesos b|0|og|cos naturales de las plantas Germmacuén y
‘crecimiento

Las cantidades excesivas de sal en el suelo afectan de manera adversa el crecimiento y desarrollo de las
plantas. Procesos biolégicos como la germinacion de la semilla y su vigor, crecimiento vegetativo, floracion
y desarrollo del fruto son afectados por las alta concentracion de sales (Fuentes et al., 2006).

Resultado del estrés osmético, las plantas pueden responder con un amplio rango de respuestas
fisiolégicas a nivel molecular, celular y de organismo . (Hasegawa et al., 2000). Estas incluyen, por
ejemplo, cambios en el desarrollo y morfologia de las plantas (inhibicién del crecimiento apical, incrementé
en el crecimiento de las raices y cambios en el ciclo de vida), ajuste en el transporte idnico (concentracién,
expulsién y secuestro de iones) y cambios metabodlicos (metabohsmo del carbono y la sintesis de solutos
compatibles) (Fuentes et al., 2006). .

Sin embargo, no todas las plantas responden de manera similar frente al estres salino, y lo. que esta
relacionado con los distintos rangos de tolerancia que presentan. los organismos vegetales a la salinidad. En
este sentido las plantas han sido clasificadas como glicofiticas o halofiticas de acuerdo a su capacidad para
crecer en un medio con elevada concentracién de sales. Las plantas halofitas pueden tolerar rangos salinos
elevados, sin embargo la mayoria de las plantas son glicofiticas y no pueden tolerar el estrés salino
(Fuentes et al., 2006).
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2.5 Mecanismos moleculares de las plantas para combatir el estrés salino -

La capacidad para tolerar una elevada salinidad es uno de los principales ejemplos de adaptacion‘genética
en plantas. Aunque la vida surgié en el mar, las células vegetales evolucionaron en un medio pobre en Na+.
Por lo cual, la mayoria de las plantas terrestres han perdido la capacndad para tolerar una salinidad elevada.
El problema puede ser planteado a nivel celular, haciendo hincapié en el motivo por el cual las células de |
las raices de plantas terrestres no son capaces de excluir Na+ y concentrar K+ de forma tan eficaz a como
lo hacen las células de animales o de hongos (Yeo, 1998; Benito y Rodriguez-Navarro, 2003). El
incremento de Na+ en el citoplasma provoca a nivel celular la disminucion -de la sintesis proteica, dafios
osméticos relacionados con la pérdida de agua en las células, inhibicion del transporte de nutrientes y como
consecuencia la muerte celular. En la planta completa se observa la pérdida de hojas o la |nh|b|C|6n del
crecimiento de las raices (Hasegawa et al., 2000; Tester y Davenport, 2003).

No obstante, las plantas han desarrollado mecanismos que les - confieren tolerancia a elevadas |
concentraciones externas de Na+, Estos mecanismos se manifiestan en.un amplio rango de adaptaciones,
que comprenden desde el nivel celular hasta el de planta completa (Yeo, 1998; Hasegawa et al., 2000;
Tester y Davenport, 2003). A nivel celular, se minimiza la entrada de Na+, con objeto de mantener una
elevada relacion K+/Na+ en el cutoplasma (Amtmann y Sanders, 1999; Maathuis y Sanders, 1999; Serrano y
Rodriguez-Navarro, 2000); asi mismo, se potencia la extrusién de Na+ desde el c1toplasma, hacia el
‘exterior celular o hacia el lumen de la vacuola, a través de’ antlportadores Na+/H+ de tipo SOS1 o NHX1,

respectivamente (Serrano y Rodriguez-Navarro, 2000; Zhu, 2001; Zhu, 2003; Ward et al., 2003). A nivel de
planta completa, las plantas tolerantes a ambientes salinos suelen minimizar el transport_e de Na+ al xilema
(especialmente las glicofitas; Hasegawa et al, 2000) o maximizar, una vez alcanzado el tallo, la
recircularizacion, a través del floema, hacia zonas especializadas de la planta donde se produce la.
acumulacién de Na+, como ocurre en hojas maduras o células secretoras (Tester y Davenport, 2003).

Procedimiento Experimental

El experimento se llevara acabo en el municipio de Torreén, Coahunia ubicado en las'coordenadas 103°
26°33" longitud oeste y 25° 32" 40" latitud norte, a una altura de 1,120 metros sobre el nivel del mar, en la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna locahzada en Periférico Raul Lépez Sénchez
s/n Col. Valle Verde C.P 27054 en el laboratorio de agroecologia en las fechas de Enero 2014 - Junio 2015:

La siembra se realizara en 10 macetas de plastico, forrado con hojas de polietileno y llenada cada una con
arena y con vermicompost en proporcién 1:1 en invernadero. Las -adiciones de sal se-efectuaran: 20 dias
después de la siembra en cuatro niveles de concentracién y por duplicado; SO: Blanco, S1:25mmM.L™",
$2:50mmM L*, 83:75mmM L' y S4:100mmM L™ de NaCl, Na;SO, y CaCl, respectivamente, con una
adicién por muestra de un litro de solucién. La rutina de irrigacién se hara de acuerdo al Manual de manejo
del cultivo Atriplex canescens del Instituto Nacional de Ecologia. Se utilizaran plantas de 25 dias de
maduracion de las cuales se tomara una muestra de hoja .y raiz.. Los tejidos dela raiz y hoja seran
posteriormente empleados para el aislamiento del DNA con el uso del Mini Kit DNeasy para planta de
acuerdo a las instrucciones del proveedor. Para el estudio de la expresién del gen L23551 fueron obtenidos
los siguientes cebadores disefiados manualmente por el programa Prrmer3 para la RT-PCR y clonacion del
cDNA: : ; :

Primer Izquierdo GACGCCAACGGTATCCTAAA
Primer Derecho AACAGCCTCGACTTCCTTGA

Subdireccién de Programacién y Evaluacion - PR - - PYE-01.




Para la extraccion de RNA se utilizara el Mini Kit RNeasy. para planta de acuerdo con los pasos del
proveedor. Un microgramo de ARN sera transcrito inversamente usando los primers especificos y con el Kit
RT-PCR con el 'paso Qiagen. Las condiciones de PCR seran estandarizados con .el- uso de primers
especificos para la tubulina. La expresién génica se evaluara indirectamente con el colorante SYBR verde
para la maquina RT-PCR. La amplificacion lineal semicuantitativa por RT-PCR sera obtenida tras 27 ciclos.
Las reacciones se llevara a cabo en el equipo de PCR 'bajo las siguientes condiciones: El paso inicial para|:
la activacion de la PCR sera de 15 minutos a 95°C, la transcripcion reversa sera de un 1ciclo de 30 minutos
12 50°C, la desnaturalizacién serd de un minuto a 94°C, el anillamiento ser& de un minuto a 58°C-del gen

| L23551 y a 60°C la tubulina. Para la extension sera de un minuto a 72°C y para la extension final seran 10|

minutos a 72°C. Los productos de la extension seran separados por electroforesis con gel de agarosa al |-
1.2% a 120V en un buffer TBE. Las reacciones de la RT-PCR seran repetidas varias -veces para
. | estandarizar el tiempo y la temperatura -del anillamiento.. Las fotografias del gel de electroforesis serén| -
- |elegidas en base a la mejor de 3 repeticiones de PCR. Los geles se tefiiran con bromuro de etilio y.se} -
visualizara por el sistema de documentacién UV Progel . '

Se purificara el cDNA del gen con el Sistema Plasmido Miniprep PureYield con los pasos de Promega, péré
| clonarse dentro del vector pTz57R/T de Escherichia coli (DH5a), los pldsmidos de.colonias infectadas se|

“lusaran para su analisis de restriccién con el uso de.las enzimas Xbal y Sall, que flanquean los sitios de|

{clonacién, esto para confirmar la presencia del inserto clonado. Las células de E.coli que contengan los

- | plasmidos recombinantes deseados seran entregadas a un laboratorio, para la secuenciacién del inserto-de | -

~ |cDNA clonado. Posteriormente el gen secuenciado se expresara con el uso de la Ievadura Saccharomyces. |
| cerevisae del kit de expresion pESC vectores con los pasos de Cultek.

Cronograma de actividades.

Actividadarealizar - oo b o ag o BES R ML A MY
*| Estandarizacion de técnlcas mo1ecu!ares X | X [X | X
1" Periodo de siembra. 1TX X
Periodo de recoleccion de muestras. _ . : X X
Andlisis de muestras. i ! [ X [ X | X |X | ‘
Elaboracién del marco tedrico. ’ X | X [ X | X | X X | X | X | X | X | X | X
-Analisis de resultados. i 2 X | X

5.-Productos esperados

Se entregara la cepa de E.coli (DH5a) con el gen clonado, una tesis de posgrédo para obtener el grado de | '
Maestria. en Ciencias Agrarias con la pubhcamon de dos articulos y una presentamon en. algun congreso _
nacional. . ,
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