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RESUMEN

Las plantas, son organismos sésiles que no pueden sobrevivir a condiciones de estrés
ambiental a menos que posean capacidad de adaptacion. Las respuestas adaptativas
involucran respuestas morfoldgicas, fisioldégicas y expresion diferencial de genes. La
creacion de transcriptomas, bibliotecas de secuencias de ARN total, han facilitado la
investigacion en la transcripcion diferencial de genes frente a factores ambientales como:
sequia, salinidad, bajas temperaturas, exceso de iones metdalicos, entre otros. En
Colobanthus quitensis, una planta nativa de la Antartica, se han evidenciado cambios en la
arquitectura de la planta y acumulacion de osmolitos compatibles en respuesta al estrés.
Sin embargo, actualmente existe poca informacion sobre cambios en la expresion génica
frente a factores ambientales desfavorables en esta especie. La presente investigacion
evaluo la expresion de genes en respuesta a: salinidad, bajas temperaturas y exceso de
iones hierro en plantas de C. quitensis. A partir de un transcriptoma recientemente
ensamblado para C. quitensis, se disefiaron partidores especificos para genes que
anteriormente se han descrito en respuesta a salinidad (nhx, p5cs, rd22), bajas
temperaturas (icel, sps, pal) e iones de hierro (vitl, nramp3, fer3). La expresion diferencial
de genes se aprecié mediante RT-PCR de tiempo final a partir de ARN total extraido desde
plantas de C. quitensis que fueron sometidas por 24 y 120 hr. a salinidad (NaCl 150 mM),
bajas temperaturas (4°C) e iones hierro (500 pM FeCls) en cultivo hidroponico. Ademas, se
cuantifico el contenido de prolina, en las plantas control y final de los tratamientos. Un
aumento significativo en la acumulacion de ARNm se observé en el transcrito p5cs en
plantas expuestas a salinidad, en los transcritos vitl y fer3 en plantas expuestas a iones
hierro, en ambos casos a las 120 hrs de tratamiento. En sps, el aumento de la expresion
génica se detectd a las 24 hrs de exposicion a bajas temperaturas. El contenido de prolina
y la expresion del transcrito p5cs aumentaron significativamente en plantas sometidas a
salinidad. La expresion de p5cs, también aument6 significativamente frente a bajas
temperaturas, pero no asi la acumulacién del osmolito. En conclusion, C. quitensis presenta
respuestas a nivel de transcripcion frente a factores ambientales. Por otra parte, no es
posible relacionar el aumento de la transcripcion de p5cs con el aumento del contenido de
prolina en los tejidos de clavelito antartico. Esta investigacion es la primera que informa
sobre respuestas a nivel de transcripcion en C. quitensis frente a factores ambientales en

condiciones controladas, marcando precedentes para futuras investigaciones.



ABSTRACT

Plants are sessile organisms that cannot survive environmental stress conditions unless they
show adaptive capacity. Adaptive responses involve morphological and physiological
responses and differential gene expression. The creation of transcriptomes, libraries with
representative RNA sequences present in the plant, has facilitated research on differential
gene transcription in response to environmental factors such as drought, salinity, low
temperatures, excess of metal ions, among others. In Colobanthus quitensis, a plant native
of Antarctica, morphological and biochemical responses to adverse environmental factors
have been investigated, showing changes in plant architecture and accumulation of
compatible osmolytes in response to stress. However, there is currently little information on
changes in gene expression in response to unfavorable environmental factors in this species.
The present investigation evaluated gene expression in response to salinity, low
temperature, and excess iron ions in C. quitensis plants. From a newly assembled
transcriptome for C. quitensis, specific primers were designed for genes that have previously
been described in response to salinity (nhx, p5cs, rd22), low temperatures (icel, sps, pal)
and iron ions (vitl, nramp3, fer3). Differential gene expression was assessed by end-time
RT-PCR from total RNA extracted from C. quitensis plants that were subjected for 24 and
120 h to salinity (NaCl 150 mM), low temperatures (4°C) and iron ions (500 pM FeCI3) in
hydroponic culture. In addition, proline content was quantified in the control plants and at the
end of each treatments. A significant increase in mMRNA accumulation was observed in the
p5cs transcript in plants exposed to salinity, in the vitl and fer3 transcripts in plants exposed
to iron ions in both cases at 120 hr of treatment. On the other hand, in the sps transcript,
increased gene expression was detected at 24 hr of exposure to low temperatures. The
proline content and expression of the p5cs transcript increased significantly in plants
subjected to salinity. The expression of p5cs also increased significantly at low temperatures,
but osmolyte accumulation did not. In conclusion, C. quitensis showed transcriptional
responses to environmental factors. On the other hand, it was not possible to relate
increased p5cs transcription to increased proline content in Antarctic carnation tissues. This
research is the first to report transcriptional responses in C. quitensis to environmental

factors under controlled conditions, setting a precedent for future research.



ABREVIACIONES
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Factor de unién a repeticiones en C (C-repeat binding factor)
Inductor de la expresiéon de CBF1 (Inducer of CBF1 expression)
Cotransportador Na*/K* (Na*/K* symporter)

Ferritina-3 (Ferritin-3)

Antiportador Na*/H* (Na*/H* antiporter)

Proteina natural asociada a resistencia de macrofagos (natural
resistance-associated macrophage protein)

Sacarosa fosfato sintasa (sucrose phosphate synthase)

Fenilalanina amonio liasa (phenylalanine ammonia lyase)

Delta-1-pirrolina-5  carboxilato  sintasa  (delta-1-pyrroline-5-
carboxylate synthase)
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INTRODUCCION

Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. o clavelito antartico es una Cariophyllacceae perenne,
gue se distribuye en la Antartica maritima, desde el sur de la Cordillera de los Andes hasta
Ecuador, con un sitio en México, en altitudes que van desde los 0 hasta los 4.200 m.s.n.m
(Moore 1970). Junto a Deschampsia antarctica, son las Unicas plantas vasculares que han
logrado colonizar de forma natural la Antartica, superando impedimentos geograficos y
ambientales (Smith 2003).

Dada su amplia distribucion, se han establecido poblaciones y ecotipos para C. quitensis.
En un estudio desarrollado por Gianoli et al. (2004), se definieron los ecotipos de la cordillera
de Los Andes de Chile central y de la Antartica maritima en términos de su morfologia y
tolerancia al frio. Sin embargo, este estudio mostré baja diversidad genética de las regiones
ITS entre las poblaciones estudiadas. En un estudio realizado por Cuba-Diaz et al. 2017b,
también se describieron las diferencias fenotipicas y genéticas entre plantas continentales
y de Antartica insular. Al analizar la anatomia foliar del C. quitensis antartico y sub-antartico
se reveld que las poblaciones mas australes tienen: hojas mas pequefias, un mesofilo méas
grueso, superficies adaxiales méas estrechas y mayor contenido de pigmentos, demostrando

la plasticidad fenotipica de esta especie (Cavieres et al. 2016).

Las poblaciones de C. quitensis se desarrollan en ambientes adversos para el comun de las
plantas, esta especie presenta un crecimiento de baja altura denominado como cojin, que
minimiza la pérdida de calor (Moore 1970). En lugares como la Antartica maritima, esta
especie enfrenta condiciones ambientales extremas que incluyen fuertes vientos,
temperaturas congelantes, baja disponibilidad de nutrientes, alta radiacion UV y aerosol
marino (Alberdi et al. 2002; Convey et al. 2014). En Cho et al. (2018) se observo que las
estructuras compactas tipicas del crecimiento de C. quitensis se aflojan cuando las plantas
son cultivadas en camaras de crecimiento a temperaturas mayores (16°C) que en su habitat
natural (2,7°C). Estos autores indicaron, que la expresion de todos los ortélogos del factor
de transcripcion interactivo del fitocromo, denominados como PIFs por su sigla en inglés
Phytochrome Interacting Factors, son inhibidos por las bajas temperaturas. Los factores
PIFs actian como un regulador positivo en el crecimiento, promoviendo la elongacién de las
hojas (Quint et al. 2016).
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Mediante diversas investigaciones se han evidenciado respuestas morfofisiolégicas y
bioquimicas de C. quitensis frente a factores ambientales tales como: salinidad, bajas
temperaturas e iones metalicos (Gianoli et al. 2004; Bascuian-Godoy et al. 2006, 2010;
Klagges 2015; Arriagada 2017; Cuba-Diaz et al. 2017a,c). Recientemente, se determin6 que
el contenido de hierro en los tejidos foliares de C. quitensis supera ampliamente los niveles
suficientes en las plantas (Contreras y Cuba 2015). Ademas, en un estudio realizado por
Farias (2018), se determiné que la exposicion a hierro (500 uM FeCls) no afecta la
germinacion in vitro de C. quitensis. Sin embargo, en estas condiciones se produjeron
cambios en la arquitectura de la raiz de las plantulas germinadas en exceso de hierro

respecto al control.

A pesar de que se han desarrollado numerosas investigaciones en C. quitensis, se poseen
limitados antecedentes sobre la expresion diferencial de genes frente a condiciones
abidticas (Cho et al. 2018). Por lo tanto, el objetivo de esta memaoria de titulo es evaluar la
expresion diferencial de genes de C. quitensis, en respuesta a factores ambientales como:

la salinidad (NaCl), las bajas temperaturas (4°C) y presencia de iones hierro (500 uM FeCls).
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REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Colobanthus quitensis, una planta nativa de la Antartida

Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl. o clavelito antartico es una Cariophyllacceae perenne
de amplia distribucion (Moore 1970). En el extremo sur de su distribucién se encuentra a
nivel del mar, pero a lo largo de los Andes se limita a altitudes cada vez mayores hacia el
norte, habitualmente sobre los 2500 m.s.n.m (Smith 2003). Esta planta muestra una
considerable variabilidad morfolégica a lo largo de su distribucion, existe una clara
diferenciacion entre poblaciones continentales e insulares al evaluar parametros como
longitud y ancho de hoja, longitud de la raiz principal y diametro de la corona (Cuba-Diaz et
al. 2017b). Recientemente, en un analisis de la diversidad genética de esta especie, se
demostré que, a pesar del bajo nivel de polimorfismo detectado por el método de
genotipificacion utilizado (9,57%), se encontré una alta diferenciacion poblacional (FST =
0,6241), revelando tres agrupamientos de poblaciones denominados como Grupo Norte y
Grupo Sur, y un tercer grupo conformado solo por la poblacion del Parque Nacional
Conguillio, Chile (Koc et al. 2018).

Hasta el momento se ha estudiado intensamente la adaptacion morfofisiolégica de C.
quitensis frente a condiciones adversas como: salinidad (Klagges 2015; Arriagada 2017;
Cuba-Diaz et al. 2017a) y bajas temperaturas (Bascufian-Godoy et al. 2006, 2012; Bravo et
al. 2007; Arriagada 2017). Algunos estudios han utilizado radiacién ultravioleta (Ruhland y
Day 2000) y exceso de cobre (Cuba-Diaz et al. 2017c). Otros, han indagado sobre la
acumulacion de iones hierro, donde se determind que una poblacion Antartica de C.
quitensis es capaz de acumular el metal en concentraciones que alcanzan los 6.983,33

mg/kg en tejido foliar (Contreras y Cuba 2015).

2. Antecedes respecto a salinidad

Colobanthus quitensis, es una planta que muestra tolerancia moderada a la salinidad (Cuba-
Diaz et al. 2017a). Se ha descrito compartiendo ambiente con plantas indicadoras de
ambiente salino, como Puccinellia biflora en un estuario inundable en las cercanias a Punta
Arenas, Chile, donde incluso puede tolerar anegamiento por aguas salobres (Cuba-Diaz et

al. 2013); desarrollandose en sitios que se inundan con agua salada en las cercanias de la
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Laguna San Rafael, en el Parque Nacional Laguna San Rafael, Region de Aysén (Pisano
1988), o recibiendo aerosol marino en las islas de la Peninsula Antartica (Convey et al.
2014).

En estudios desarrollados por Klagges (2015) y Arriagada (2017) se ha caracterizado la
respuesta morfofisiolégica y bioquimica de C. quitensis frente a salinidad en condiciones de
jardin coman. En ambas investigaciones se aplicaron tratamientos con cloruro de sodio (50
y 150 mM NacCl) para simular un ambiente salino, donde se observé disminucion de nimero
y largo de hojas, reduccion del desarrollo radicular, menor contenido hidrico, aumento de
clorosis foliar. Klagges (2015) observé un aumento significativo del contenido de prolina, un
osmoprotector que frecuentemente se acumula en situaciones de estrés (Ashraf y Foolad
2007).

Los principales factores que afectan negativamente el crecimiento de la planta en
condiciones de alta salinidad son el estrés osmoético y el estrés ionico, los que pueden
provocar inhibicién del crecimiento y graves dafos en los tejidos (Maathuis et al. 2014). Se
han propuesto diversos mecanismos de tolerancia a salinidad en plantas para mantener la
homeostasis i6nica celular. Dentro de éstos se encuentran el transporte,
compartimentacién, exclusion y secrecion de iones (Gupta et al. 2014), la acumulacién de
osmolitos compatibles (Ashraf y Foolad 2007) y la induccion de la transcripcion de genes

gue sintetizan proteinas de respuesta al estrés (Wang et al. 2012).

A continuacion, se detallan algunos los mecanismos de tolerancia al estrés por salinidad.

2.1 Transporte y compartimentacion de iones sodio

Se han identificado varios transportadores de iones sodio (Na*) que colaboran con la
homeostasis cuando existen altas concentraciones de éstos en células vegetales. Uno de
ellos son los transportadores NHX (antiportador Na*/H*), los cuales actian secuestrando
iones sodio en la vacuola durante el estrés salino, manteniendo asi una alta relaciéon K*/Na*
en el citosol, especialmente en hojas y brotes (Hauser y Horie 2010; Hoire et al. 2010). Otros
mecanismos de tolerancia a iones sodio involucran los transportadores HKT

(cotransportador Na*/K*), donde se proponen tres modelos de proteccion:
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sobreacumulacién de Na* en las partes aéreas, carga de iones sodio al floema y eliminacién

del ion del xilema (Hauser y Horie 2010).

En el mantenimiento de la homeostasis celular también esta involucrado el antiportador de
membrana Na*/H* (SOS1) (Ji et al. 2013). Mediante analisis fisiolégicos en plantas mutantes
Arabidopsis thaliana, donde sos1 esta silenciado, se demostré que SOS1 esta involucrado
en el flujo de salida de iones sodio desde el citosol al medio circundante en las células
epidérmicas, manteniendo bajas concentraciones de Na* en las células de la raiz (Ji et al.
2013).

2.2 Ajuste osmotico frente a salinidad

El ajuste osmoético es un mecanismo de adaptacibn a ambientes adversos, involucra
compuestos organicos de bajo peso molecular como aminoacidos, azucares y alcoholes
polihidricos, todos ellos denominados “osmolitos compatibles” que mantienen la turgencia
en condiciones de déficit hidrico (Slama et al. 2015).

La prolina, es uno de los principales osmolitos organicos que se acumulan en plantas en
respuesta a tensiones ambientales como: sequia, salinidad, temperaturas extremas,
radiacion ultravioleta y metales pesados en el sustrato (Ashraf y Foolad 2007; Amini et al.
2015). Se ha descrito que la induccion de biosintesis de prolina esta precedida por un rapido
aumento del nivel de transcritos de delta-1-pirrolina-5-carboxilato sintasa (P5CS), una de
las principales enzimas involucradas en la ruta de biosintesis de prolina (Amini et al. 2015).
Lo que fue evidenciado en Arabidopsis thaliana, donde al cultivar plantulas con tratamientos
de 100, 150 y 200 mM NaCl se aumenta la expresion de p5cs (Strizhov et al. 1997).

En C. quitensis se ha detectado que la acumulacion de prolina es significativamente mayor
en plantas tratadas con 150 mM de NaCl, respecto a plantas cultivadas en condiciones
control luego de 7 y 21 dias de tratamiento (Klagges 2015). Sin embargo, no se posee

informacion respecto a cambios de los niveles de transcripcion de p5cs en clavelito antartico.
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2.3 Sefalizacion de la respuesta génica a salinidad

En plantas, la transcripcibn de genes que responden al estrés osmético depende,
principalmente, de dos clases de elementos que actlan en cis en las regiones promotoras
del gen: elementos que responden a acido abscisico (ABRE) y elementos que responden a
la deshidratacion (DRE) (Kim et al. 2011). Los factores de transcripcion dependientes e
independientes de 4cido abscisico (ABA) tienen un papel importante en la expresion génica
sensible al estrés osmotico provocado por sequia o salinidad (Sun et al. 2014; Yoshida et
al. 2015). La induccion de proteinas de respuesta a desecacidon como RD22 es provocada
en A. thaliana por déficit hidrico, estrés por salinidad y aplicaciéon de ABA, por lo tanto el
aumento del ARNm de rd22 se utiliza como indicador de estrés en plantas (Wang et al.
2012).

3. Antecedentes frente a bajas temperaturas

Colobanthus quitensis, es una planta adaptada a climas extremos de bajas temperaturas,
en climas de alta montafia en la cordillera de Los Andes cubierta en ocasiones por nieve y
en la Peninsula Antartica donde se encuentra a temperaturas congelantes la mayor parte
del afio (Moore 1970).

Las bajas temperaturas disminuyen la eficiencia de la fotosintesis en las plantas, mediante
el deterioro de pigmentos fotosintéticos y reduciendo enzimas claves en el ciclo de Calvin
(Xiong et al. 1999). Un estudio realizado en C. quitensis por Edwards y Smith (1988) donde
se utilizaron plantas de la Peninsula Antartica e Islas Sub-antarticas, propagadas en
invernaderos y parcelas al aire libre cerca de Cambridge, Reino Unido, preciso que la
temperatura Optima para la fotosintesis neta para esta especie es 19°C, con un rango entre
14°y 22°C. Posteriormente, en un estudio in situ realizado por Xiong et al. (1999), en la isla
mas oriental de Stepping Stones en la Antartica, se determiné que la fotosintesis neta de C.
quitensis es Optima a 14°C, mas tarde, estos autores (2000) estudiaron la aclimatacion
fotosintética y desarrollo de C. quitensis en regimenes de temperaturas diurnas definidas
como sub-6ptimas (7°C), casi 6ptimas (12°C) y supra-6ptimas (20°C), en donde estas
ultimas lograron una mayor tasa de crecimiento relativo y mayor biomasa total en relacion a
las plantas cultivadas a temperaturas diurnas de 7° y 12°C. Adicionalmente, se concluyo

que la fotosintesis neta (P(n)), medida en las temperaturas diurnas de crecimiento, fue mas
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alta en plantas cultivadas a 12°C, por su parte a los 7 y 20°C se registré menor contendido
de clorofila, donde la fotosintesis neta en plantas cultivadas a 20°C es menor y compensada
con el aumento del area foliar. Por lo anterior, se define para esta investigacion un
tratamiento de baja temperatura, a la exposicién de plantas de C. quitensis a temperaturas

menores a 7°C.

En el comudn de las plantas, las bajas temperaturas producen una serie de alteraciones que
debilitan el funcionamiento celular (Livingston 1996). La tolerancia al frio o bajas
temperaturas es el resultado de varios mecanismos crio-protectores, los que operan
conjuntamente para disminuir el punto de congelamiento del citoplasma, previniendo la
plasmdlisis durante la deshidratacion celular, mecanismos que también aportan a la

estabilizacion de proteinas y lipidos (Livingston 1996).

A continuacién, se mencionan algunos de los mecanismos descritos como respuesta de las

plantas a las bajas temperaturas, y su relacion con la transcripcion de genes.

3.1 Carbohidratos solubles frente a bajas temperaturas

Al analizar carbohidratos solubles en plantas de C. quitensis recolectadas en la Peninsula
Antartica se logré determinar la presencia de glucosa, fructosa, galactosa, sacarosa, myo-
inositol, rafinosa, estaquiosa, entre otros (Piotrowicz-Cieslak et al. 2005). Entre ellos,
destaca la sacarosa, un carbohidrato que puede desempefiar un rol esencial en
osmorregulacién y crio-proteccion en los tejidos vegetales en situaciones de bajas

temperaturas y déficit hidrico (Huber y Huber 1996).

Una enzima clave en la sintesis de sacarosa es la sacarosa fosfato sintasa (SPS), al
investigar el comportamiento de esta enzima en plantas de C. quitensis frente bajas
temperaturas (4°C), se observd que la actividad de SPS aumenta al doble, permitiendo
incrementar 4 veces la concentracion de sacarosa en los tejidos (Bascufian-Godoy et al.
2006).

Posteriormente, se determind un incremento significativo del contenido de azlcares

solubles totales en plantas de tres poblaciones de C. quitensis, dos continentales y una
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antartica, donde la acumulacién de sacarosa fue mayor en plantas continentales, al ser

tratadas con bajas temperaturas (4°C) (Arriagada 2017).

3.2 Factores de transcripcién y genes de respuesta a bajas temperaturas

La familia de factores de transcripcion de union a repeticiones en C (C-repeat binding
factors, CBF), son los principales elementos de sefializacion en respuesta al estrés por frio
en las plantas (Stockinger et al. 1997), éstos activan genes de respuesta al frio (cold-
response gene, COR) que conforman la respuesta al frio en plantas (Gilmour et al. 1998).
En un estudio realizado por Chinnusamy et al. (2003), se evidencido que el factor de
transcripcion ICE1 (inductor de la expresion 1 de CBF) es capaz de aumentar la
transcripcion de los genes cbf expuesto a bajas temperaturas. Por su parte, en un mutante
de A. thaliana, con el gen icel silenciado, se obtuvo comao consecuencia una disminucién
en la transcripcién de cbf3, lo cual disminuy6 la expresion de genes regulados por CBF, lo
gue finalmente condujo a una menor tolerancia a bajas temperaturas (Chinnusamy et al.
2003). Por tanto, es importante investigar los cambios en los niveles de expresion de los

factores de transcripcion en C. quitensis.

3.3 Metabolitos secundarios frente a bajas temperaturas

El estrés térmico dado por la exposicion de las plantas a bajas temperaturas, desencadena
la biosintesis de fenilpropanoides, como antocianinas y acidos fendlicos solubles (Christie
et al. 1994). En la ruta de sintesis de estos metabolitos secundarios, encontramos la enzima
fenilalanina amoniaco-liasa (PAL), la actividad de esta enzima se intensifica con la
exposicién a bajas temperaturas, promoviendo la tolerancia a estas en plantas de A.
thaliana, donde se observé que los niveles de transcritos de pal aumentaron después de 10
hrs de exposicion a frio (4°C), alcanzando el maximo entre 2 y 7 dias de tratamiento (Leyva
et al. 1995). En Triticum aestivum L. se observé el aumento de L-fenilalanina en hojas y
nodulos en plantas tratadas con bajas temperaturas respecto a plantas control (Olenichenko
y Zagoskina 2005). En C. quitensis no se poseen antecedentes respecto a la actividad o

transcripcion de PAL.
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4. Antecedentes frente aiones metdlicos (hierro)

El hierro es un micronutriente esencial para las plantas, juega un rol fundamental en
procesos metabolicos como la sintesis del ADN y fotosintesis, ademas de formar parte de
muchas enzimas (Rout y Sahoo 2015). Al evaluar la disponibilidad de nutrientes como el
hierro y otros metales en suelos en donde habita C. quitensis en las cercanias de la Estacion
de Investigacion Henryk Arctowski (Isla Rey Jorge, Antartica), se encontrd gue el hierro es
el metal mas abundante (4.289,94 mg/Kg) y con baja variacion entre los distintos suelos
(coeficiente de variacion = 7,25%), seguido por manganeso (131,58 mg/Kg), cobre (55,27
mg/Kg), zinc (35,89 mg/Kg) y boro (2,46 mg/Kg) (Lachacz et al. 2018).

Debido a lo anterior, existen diversos estudios en C. quitensis donde se evalla sus
respuestas frente a iones metalicos. En Cuba-Diaz et al. (2017c¢) se evaluo la respuesta de
clavelito antartico a iones cobre, en donde la concentraciéon 500 pM Cu*? produjo
disminucién del desarrollo de nuevos brotes, hojas y raices, disminucion del contenido de
clorofila a, aumento del estrés oxidativo y acumulacion de prolina en los tejidos de la planta,

esta ultima actuaa como osmoprotector quelante de iones metalicos (Viehweger 2014).

Asimismo, se determiné el contenido de micronutrientes en tejidos foliares de C. quitensis
recolectadas en las cercanias de Punta Arenas e Islas Antarticas, en ellas se encontraron
concentraciones de hierro superiores a 1.200 mg/Kg, superando ampliamente los niveles

considerados suficientes en las plantas (50-200 mg/Kg) (Contreras y Cuba 2015).

Posteriormente, se evalud la germinacion y el crecimiento radicular de C. quitensis en
presencia de iones hierro, en el cual no se detectaron diferencias en el porcentaje de
germinacioén entre los tratamientos (250 y 500 uM de FeClz). Sin embargo, en las primeras
etapas de desarrollo radicular, luego de la germinacién en presencia de iones hierro (500
UM de FeCls), no se observo incremento de la longitud radicular, ni tampoco un aumento en
la cantidad de raices laterales, como se observo en las plantulas cultivadas sin exceso de
hierro. Por otra parte, se observo un aumento del numero de raices primarias en plantulas

cultivadas en presencia de 500 uM de FeCls (Farias 2018).
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4.1 Transporte y compartimentacion de hierro

El hierro es capaz de aceptar y donar electrones en la cadena transportadora de electrones
durante la fotosintesis y la respiracion celular. Sin embargo, cuando se acumula en altas
concentraciones es considerado toxico, ya que puede generar radicales hidroxilo que

causan dafios en lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Connolly y Guerinot 2002).

Para lograr la homeostasis celular, las plantas deben proceder a la acumulacion de metales
pesados que permiten tolerancia a la exposicion (Oomen et al. 2009). El almacenamiento
intracelular es realizado mayoritariamente por la Ferritina, una proteina que se localiza en
el estroma, principalmente en cloroplastos y plastos no fotosintéticos (Briat et al. 2010). La
Ferritina, estd compuesta por 24 subunidades, con una estructura en forma de esfera hueca
gue logra almacenar hasta 4.500 atomos de hierro en su nucleo (Connolly y Guerinot 2002).
En estudios relacionados con la homeostasis del hierro en cultivos de soja y maiz, se ha
demostrado que este metal es capaz de regular positivamente la expresion de ferritina de
las plantas (Weiy Theil 2000; Petit et al. 2001).

La acumulacion de hierro en la vacuola es otra alternativa para la acumulacion de hierro en
células vegetales, la que actia como una fuente inicial de metales durante la germinacion,
antes de que sea posible la captacion desde el ambiente externo (Conte y Walker 2011).
Sin embargo, la hipotesis del ingreso de hierro hacia la vacuola sélo pudo validarse con el
descubrimiento del transportador de hierro en vacuola 1 (VIT1) en A. thaliana (Kim et al.
2006). Este transportador mostro un 62% de similitud de aminoacidos con el transportador
CCC1 (complementos cruzados Ca(ll) fenotipo csgl), el cual es responsable del transporte
de hierro y manganeso en vacuolas de células de levadura (Saccharomyces cerevisiae) (Li
et al. 2001; Kim et al. 2006). En levaduras (S. cerevisiae) con el gen cccl silenciado que
expresaban vitl, se observdé que las células fueron capaces de acumular hierro y
manganeso en vacuolas, por el contrario, cuando se analizaron las mutantes para el gen

cccl por si solo, la acumulacion de metales no fue observada (Kim et al. 2006).

Otra familia de transportadores de metales, son las proteinas asociadas a la resistencia
natural en macrofagos (NRAMP). Capaces de transportar multiples iones metélicos como
manganeso (Mn), zinc (Zn), cobre (Cu), hierro (Fe), cadmio (Cd), niquel (Ni) y cobalto (Co)
(Nevo y Nelson 2006).
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Los primeros estudios sobre las funciones de NRAMP en plantas, indicaron un papel en la
homeostasis del hierro (Curie et al. 2000), donde se complemento el fenotipo de levaduras
deficientes en la absorcion de metales (smfl) con secuencias génicas que codifican NRAMP
en A. thaliana (AtNramp3 y AtNramp4), observandose un aumento en la adsorcion de hierro
(Thomine et al. 2000).

A partir de los antecedentes mencionados respecto de la respuesta de C. quitensis a
diferentes condiciones ambientes, y la busqueda en la literatura de genes cuya expresion
sea regulada en respuesta a estrés ambiental; se seleccionaron los siguientes genes para
esta investigacion: salinidad (nhx, p5cs, rd22), bajas temperaturas (icel, sps, pal) e iones
hierro (vitl, nramp3, fer3). La acumulacion de transcritos de estos genes, junto a la
acumulacion de prolina fue evaluada en plantas de C. quitensis sometidas a tratamientos

de salinidad, bajas temperaturas e iones hierro.
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HIPOTESIS

La expresion de genes claves relacionados con respuesta a salinidad, bajas
temperaturas e iones metalicos (hierro) incrementa en plantas de Colobanthus
quitensis cuando son expuestas a estos agentes abidticos.

La aplicacion de tratamientos de salinidad, bajas temperaturas e iones hierro en
plantas de Colobanthus quitensis provocara un aumento en la acumulacién de prolina

que podria asociarse a un incremento en la expresion del gen p5cs.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la acumulacion de transcriptos de genes de respuesta a salinidad (nhx, p5cs, rd22),

bajas temperaturas (icel, sps, pal) e iones hierro (vitl, nramp3, fer3) en plantas de

Colobanthus quitensis, y determinar el efecto de estos tratamientos con el contenido de

prolina y expresion de p5cs.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Disefiar partidores especificos para secuencias génicas de Colobanthus quitensis

relacionadas con la respuesta a salinidad, bajas temperaturas e iones hierro

seleccionadas desde un transcriptoma de esta especie.

. Analizar la acumulacion de transcriptos de estos genes en respuesta a salinidad,

bajas temperaturas e iones hierro en C. quitensis.
Determinar la acumulacion de prolina en plantas de C. quitensis expuestas a

condiciones de salinidad, bajas temperaturas e iones hierro.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal y Disefio experimental

Para el desarrollo de los experimentos se utilizaron 99 individuos de Colobanthus quitensis,
poblacion Arctowski (Antartica maritima) del Banco de Germoplasma Activo de plantas
vasculares antartica del Laboratorio de Biotecnologia y Estudios Ambientales del Campus
Los Angeles de la Universidad de Concepcion. A partir de plantas cultivadas in vitro (Cuba-
Diaz et al 2014), se tomaron al azar individuos, cuyas raices fueron lavadas cuidadosamente
con agua destilada y pasadas a un cultivo hidropénico (Cho et al. 2018), donde fueron

sometidas a los diferentes tratamientos.

Las plantas fueron individualizadas utilizando una esponja de poliuretano como soporte
sobre una malla cuadriculada de polietileno, en bandejas con capacidad de 1 L de solucion
nutritiva (MS al 50%). Las plantas fueron aclimatadas durante 24 hrs al cultivo hidropénico
a una temperatura de 13°C, con un fotoperiodo de 16/8 hrs. luz/oscuridad, a una intensidad
luminica de 100 + 20 umol m?st, con un sistema de aireacién constante para garantizar el

intercambio gaseoso a nivel radicular (Fig. 1).

Los tratamientos se realizaron por separado. Para el tratamiento salino (NaCl) se reemplazo
la solucién nutritiva por otra que contenia MS al 50% méas 150 mM de NaCl. Para el
tratamiento a baja temperatura, se traspaso una bandeja a una camara de crecimiento con
temperatura de 4°C, en iguales condiciones de intensidad luminica, y se reemplazo la
solucion con MS al 50% previamente enfriada a 4°C. Para el tratamiento con iones hierro
se reemplazo la solucion nutritiva por una con MS al 50% con una concentracion de 500 uM

FeCls. Los tratamientos de NaCl 150 mM e iones hierro 500 pM se mantuvieron a 13°C.
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Fig. 1: Cultivo hidropdnico de Colobanthus quitensis, poblacion Arctowski. En A se muestra
1: Conexidn a sistema de aireacion. 2: Bandeja con capacidad 1 L. En B se muestra: 1 malla

cuadriculada de polietileno. 2: esponja de poliuretano.

Para el andlisis de expresion génica se tomaron muestras de plantas a las 24 hrs y 120 hrs
de iniciado cada tratamiento y se consideraron como control plantas cultivadas in vitro (C.
in vitro) y plantas aclimatadas 24 hrs en cultivo hidropénico (C. hidroponia). Para la
determinacién del contenido de prolina solo se consideraron muestras de 120 hrs de iniciado
cada tratamiento. En cada muestreo se tomaron tres réplicas (individuos separados) para
la determinacién de la expresion génica. Mientras que, para la determinacion de prolina, se
combinaron individuos hasta alcanzar 250 mg de tejido vegetal (de 3 a 5 individuos) y se
consideraron tres réplicas para cada muestra. Las muestras recolectadas fueron
inmediatamente congeladas en nitrégeno liquido y posteriormente almacenadas a -80°C

hasta el momento en que fueron procesadas.

2. Disefo de partidores

2.1 Busqueda de secuencias

Se procedi6 a la busqueda de secuencias de genes relacionados con la respuesta a la
salinidad, bajas temperaturas e iones metéalicos (hierro) (Tabla 1) a partir de un
transcriptoma ensamblado por el grupo de investigadores del Instituto de Biotecnologia
Vegetal de la Universidad Andrés Bello, facilitado para esta memoria de titulo en el marco

de la validacion de este nuevo transcriptoma de C. quitensis.
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Una vez encontradas las secuencias génicas en el transcriptoma de C. quitensis que
codifican para los genes indicados en la Tabla 1, se procedio a la verificacion del porcentaje
de identidad de las secuencias con otras secuencias anteriormente descritas en la base de
datos de National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nim.nih.gov), para ello se utilizd la herramienta Basic Local Aligment
Search Tool (BLAST) utilizando la funcién BlastX (nucle6tidos - aminoécidos). Como

criterio de seleccidn se consideraron las secuencias con identidad superior al 80%.

Tabla 1: Genes relacionados con salinidad, bajas temperaturas e iones hierro.

Condicion ambiental  Genes Referencia
Nhx .
Hauser y Horie 2010
Hkt
Salinidad sos 1 Jietal. 2013
p5cs Strizhov et al. 1997
rd22 Wang et al. 2012
icel Chinnusamy et al. 2003
Sps Solis-Guzman et al. 2017
Bajas temperaturas .
cbf5 Gilmour et al. 1998
Pal Leyva et al. 1995
Ferritina Briat et al. 2010
lones metalicos : :
(hierro) vitl Kim et al. 2006
nramp3 Thomine et al. 2000

2.2 Disefo de partidores (primer3plus.nl)

Desde zonas de empalme entra las secuencias de C. quitensis con otras anteriormente
descritas en otras especies, se disefiaron juegos de partidores utilizando la plataforma
online Primers3plus.nl  (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi)
con las siguientes especificaciones: tamafno del partidor de 22+2 pares de bases (pb),
temperatura melting de 60£3°C con una maxima diferencia de 5°C entre forward y reverse,
un porcentaje GC 50+10%, restringiendo la repeticion consecutiva de nucleétidos a no

mayor a tres pares de bases (pb).

Adicionalmente, los partidores fueron analizados termodinamicamente con la herramienta

OligoAnalyzer 3.1 (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). Se seleccionaron
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uno o dos juegos de partidores para cada uno y fueron sintetizados por Macrogen, Inc. (Sedl,

Corea del Sur).

3. Extraccion de ARN y sintesis de ADN complementario

Para el andlisis de expresidn génica, se extrajo el ARN total de plantas de C. quitensis (50-
70 mg) mediante el kit Quick-RNA™ Plant Miniprep (Zymo Rsearch). EI ARN se cuantificd
en un espectrofotometro (GENESYS 10s UV-VIS). La integridad del ARN total se visualizd
mediante electroforesis en gel de agarosa 1%. Posteriormente se procedio a la sintesis de

ADN complementario (ADNc).

Se trataron 2 pug de ARN con DNasa RQ1 RNase-Free DNase (Promega) siguiendo el
protocolo del fabricante. Posteriormente, se realizo la sintesis de ADNc mediante la enzima
transcriptasa reversa M-MLV (Promega) utilizando random primers (Promega) segun las
indicaciones del fabricante. Finalmente, se obtuvieron de 25 uL ADNc de cada muestra, las

que fueron diluidas a una concentracion de trabajo de 1:20.

4. Validacién de partidores y evaluacion de la expresion génica

La validacion de partidores se realizd6 mediante reacciones en cadena de la polimerasa
(PCR) en un termociclador (BIOER-LifeEco Touch). Cada par de partidores se probd en
muestras de ADNc, ADN genomico (ADNg) y agua libre de nucleasas. Las reacciones se
prepararon con el master mix SapphireAmp® Fast PCR (TAKARA), siguiendo las
instrucciones del fabricante modificando la concentracién de trabajo de los partidores a 0,4
UM. Los resultados se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer
TAE 1X.

La evaluacién semi-cuantitativa de la expresion génica se realizd mediante analisis
densitométrico de los productos de PCR visualizados mediante electroforesis en gel de
agarosa, utilizando el software ImageJ (NIH). En el cual, se compararon muestras in vitro,
control hidropénico luego de 24 h del traspaso a cultivo hidroponico, y la exposicion de las
plantas a 24 y 120 h de los tratamientos: salino (150 mM NacCl), a bajas temperaturas (4°C)

e iones hierro (Fe*®) (500 uM FeCls). Como control de expresién se amplificé el gen
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constitutivo 18S (F= 5 ATTTCGGTCCTATTCTGTTGGC 3, R=
5'GCTTTCGCAGTTGTTCGTCTTT 3) validado anteriormente en el laboratorio.

5. Determinacion de prolina

El contenido de prolina fue determinado a partir de la metodologia establecida por Bates et
al. (1973), para lo cual, se utilizaron 250 mg de peso fresco de plantas completas de C.
quitensis, segun se explico previamente. El tejido fue pulverizado en nitrégeno liquido, para
luego agregar 4 mL de acido sulfosalicilico al 3%. Posteriormente, el macerado fue filtrado
en papel Whatman 1 (poros de 11 um). Al filtrado se agregaron 2 mL de acido acético glacial
y 2 mL de reactivo ninhidrina. La mezcla, fue agitada por 15 segundos para luego ser
incubada a 100°C por 1 hora. Luego, se detuvo la reaccion con hielo por 10 min.
Seguidamente, se adicionaron 4 mL de tolueno y se mezcld por 30 s. Finalmente, se extrajo

el sobrenadante y se determind su absorbancia a 520 nm.

Se construyd una curva de calibracion con diferentes concentraciones de L-prolina (0; 2,4;
4,8;7,2;9,6; 12; 14,4; 16,8; 19,2; 21,6; 24 mg/L), la absorbancia obtenida en las muestras
fue transformada a miligramos de prolina por gramos de tejido fresco (mg/gTF) mediante las

férmulas (Flores-Hernandez et al. 2001).

(y—a)
B

X=] *(fd)]

Doénde: X = Contenido de prolina (mg/g de peso fresco)
a = Intercepto
B = Pendiente
Yy =Absorbanciaa 520 nm
fd = Factor de dilucion

Vol. de acido sulfosalicilico en L

A su vez: Factor de dilucion =
Peso fresco de la muestra en grs

6. Analisis estadistico

Para testear el efecto de los tratamientos sobre la expresion génica y el contenido de prolina,
se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de una via mediante el software Statistica.v
10.0.0 (Enterprise), para evidenciar las diferencias significativas entre los diferentes tiempos

de medicion, y se utilizo la prueba de Duncan con un p<0,05. La distribucion normal de los
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datos de la variable fue testeada mediante la prueba de Shapiro-Wilk. En algunos casos,
fue necesaria la transformacién de la variable mediante raiz cuadrada o coseno. Cuando los
valores no presentaron una distribucion normal, se utilizé el analisis no paramétrico de
Kruskal-Wallis. Se determinaron diferencias significativas mediante la prueba de t-student.

Los resultados fueron graficados mediante el software SigmaPlot 12.0 (Systat Software,
Inc.).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Busqueda e identificacion de secuencias en transcriptoma de C. quitensis

1.1 Genes de respuesta a salinidad

Respecto a los genes relacionados con salinidad, se encontraron tres lecturas que codifican
para un antiportador de cationes Na*/H* NHX, entre los cuales se escogid uno con 92% de
identidad con una zona de empalme de 139 aa (417 pb) con una secuencia anteriormente
descrita para NHX en Kalidium foliatum (Amaranthaceae) (Tabla 2). Desde esta lectura se

disefiaron partidores especificos para nhx de C. quitensis.

A su vez, para el cotransportador Na*/K* (HKT) se encontraron tres lecturas, de las cuales
sélo una tuvo una identidad superior al 87% (Tabla 2), la zona de empalme de esta
secuencia con otra anteriormente descrita para Citrus sinensis (Rutaceae) alcanzo solo 39

aa (117 pb), desde esta zona no fue posible disefiar partidores debido a su corta longitud.

Para el antiportador de membrana Na*/H* SOS1 se encontré una lectura que codifica para
este transportador, con un 48% de identidad con una lectura descrita para Beta vulgaris,
dado el bajo porcentaje de identidad se desestimoé la posibilidad de disefiar partidores a
partir de esta secuencia (Tabla 2).

En la busqueda de secuencias para la proteina de respuesta a deshidratacion RD22 no se
encontraron lecturas con identidad superior al 80%. No obstante, una de las secuencias
encontradas present6 una zona de empalme de 241 aa (723 pb) con una identidad del 68%
con una secuencia que codifica para RD22 en Beta vulgaris, y se considero el disefio de

partidores utilizando esta secuencia excepcionalmente por su extensa longitud.

El disefio de partidores para delta-1-pirrolina-5-carboxilato sintasa (P5CS) en C. quitensis,
enzima clave en la sintesis de prolina, se encontraron tres secuencias descritas
anteriormente en otras especies, de las cuales se seleccion6 una con un 81% de identidad
(Tabla 2) con una secuencia de p5cs descrita en Theobroma cacao (Malvaceae) con una

zona de empalme de 160 aa (480 pb).
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Tabla 2: Lecturas de genes relacionados con la salinidad. (**Seleccionadas y utilizadas para

el disefio de partidores)

L Especie de ID secuencia de Identida Empalm
ectura : .
referencia refencia d (%) e (aa)
TRINITY_DN27946_c0_g1_i1g+ | <alidium AAVTSBO3.L  gom 139
foliatum
TRINITY_DN33550_c0_g1 j17 | <alidium AAV73BO3.L ) 242
nhx foliatum
Sesuvium ASM90207.1 209
TRINITY_DN35744 ¢c3 g2_i8 portulacastru 89
m
TRINITY_DN32148 c1_g1 i1 | Carica papaya XP 021892734.1 |57 89
hkt1 TRINITY_DN27625 c5 g3 _i4 Citrus sinensis | XP 006483548.1 | g7 39
TRINITY_DN35263_c1_g2_i8 gl:]i(ralggpodlum XP 021774589.1 42 265
sosl | TRINITY_DN35712 cl gl _i4 Beta vulgaris | XP 010680103.1 | 48 204
TRINITY_DN27973_c4_g1_i2 Sossyplum XP 016728276.1 65 62
irsutum
_ Beta vulgaris | XP 019102655.1 241
rd22 TRINITY_DN34199 c0_g2_i1* 68**
TRINITY_DN25625_c2 g1 iz | coffea XP_EEPR 26. | 60 8
eugenioides |1
TRINITY_DN29941_c0_g2_i1* I;‘fggroma FEORKE a1~ 160
pScs | TRINITY_DN36617 cl1 g2 i1 | Haloxylon PHULE ' | 56
ammodendron
TRINITY_DN36491 c0_g2 i1 | Saicomia = |AGWSI410.1 |4, 145
- bigelovii
1.2 Genes de respuesta a bajas temperaturas

Se encontraron cuatro secuencias para el factor de transcripcion CFB5 (Tabla 3). Estas

lecturas presentaron identidades superiores o cercanas al 80% con secuencias de cbf5

anteriormente descritas en hongos como Aspergilus niger, A. lacticoffeatus y Trypanosoma

gray, entre otros. Al revisar la informacion de estas secuencias, se observo que codifican

para una proteina de union a centromero/microtibulo (centromere/microtubule-binding

protein). Por lo que no se obtuvieron secuencias que codificaran para el factor de

transcripcion CBF5. Por esta razon, no se disefaron partidores para este gen.

Se obtuvieron dos lecturas que codifican para sacarosa fosfato sintasa (SPS), una de ellas

presentd un 79% de identidad con una zona de empalme de 1070 aa (3210 pb) (Tabla 3)
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con una secuencia SPS descrita para Chenopodium quinoa (Amaranthaceae), desde esta
lectura se disefiaron partidores, por su gran extension y estar muy cercana al 80% de
identidad.

Al realizar la busqueda de secuencias para fenilalanina amino liasa (PAL), se encontré una
secuencia con un 91% de identidad y una zona de empalme de 478 aa (1434 pb) con una
secuencia anteriormente descrita para Dianthus caryophyllus (Caryophyllaceae), la cual fue
utilizada para el disefo de partidores. Para el factor de transcripcion ICEL se escogio una
lectura que posee un 93% de identidad y con una zona de empalme de 198 aa (594 pb) con

una secuencia icel descrita para B. vulgaris (Amaranthaceae).

Tabla 3: Secuencias genes relacionados con bajas temperaturas. (**Seleccionadas y

utilizadas para el disefio de partidores)

Gen Lectura Especie de ID secuencia de Identidad Empalme
referencia refencia
TRINITY_DN31776_c0_g1_i1* (Cq:l:li(ra]r;(;podlum XP 021769370.1 7 1070
sps :
i Manihot ADD92152.1 162
TRINITY_DN34634_c0_g1 i4 | o o 78
TRINITY_DN33655_c0_g1_i1* Dianthus BBD75318.1 9%+ 478
- — == caryophyllus
pal | TRINITY_DN35691 c1 gl i7 f&iugga A & 93 260
TRINITY_DN26126_c0_g1 i3 | oehania 31 g5 188
- longipes
TRINITY_DN26181_cl g1l _il* |Betavulgaris |XP_010678348.1 93+ 198
icel TRINITY DN29478 c4 ol i4 | SPinacia XP_021844769.1 0 216
- €491 oleracea

1.3 Genes de respuesta aiones metalicos (hierro)

Al realizar la busqueda de secuencias que codifican para el transportador vacuolar de iones
hierro (VIT1), se encontraron 11 secuencias. Soélo cinco de ellas presentaron identidades
con otras plantas, se disefiaron partidores a partir de la lectura que presentd 84% de
identidad y una zona de empalme de 145 aa (435 pb), con una secuencia VIT1

anteriormente descrita para Nicotiana sylvestris (Solanaceae).
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Soélo se encontré una lectura para el transportador de metales NRAMP3, la cual posee una
identidad del 84% con Spinacia oleracea (Amaranthaceae) y una zona de empalme de 505
aa (1515 pb). Para Ferritina se encontraron seis lecturas que codifican para esta proteina
acumuladora y transportadora de hierro, sin embargo, sélo dos presentaron identidades con
plantas, la secuencia utilizada para el disefio de partidores presentd un 86% de identidad
con un Ferritina 3 (FER3) del cloroplasto en B. vulgaris (Amaranthaceae) con una zona de
empalme de 209 aa (627 pb) (Tabla 4).

Tabla 4: Secuencias genes relacionados con hierro. (*Seleccionadas para el disefio de

partidores)
Lectura Especie de ID secuenciade Identidad Empalme
referencia refencia
TRINITY_DN27563_c0_g2_i1* | Beta vulgaris | XP_010686785.1 | gg++ 145
TRINITY_DN27763_c1 g1 i3 |uPinus  |XP_019420817.11 4, 26
angustifolius
vitl TRINITY_DN31184 c1_g3_i4 |Betavulgaris | XP_010680575.1 | 74 123
TRINITY DN18327 cO ol il Brassica XP_013584686.1 67 200
- 0 9°_12 loleracea
. | Cephalotus | GAV81148.1 101
TRINITY_DN22696_c0_gl il | Zn o 59
nramp3 | TRINITY_DN27229 c0 gl j1* g&ﬁ’;‘;p"d'“m NI IF 1 gy (OO0
TRINITY_DN35724 _c0_g2_i1*|Betavulgaris | XP_010692937.1 | gg*+ 209
fers TRINITY _DN28751_c3 g2_i6 Beta vulgaris | XP_010676813.1 | g9 68

2. Validacién de partidores

Una vez seleccionadas las lecturas desde el transcriptoma de C. quitensis, se procedio al
disefio de partidores utilizando la plataforma online Primer3Plus. Durante la etapa de disefio
de partidores se seleccionaron uno o dos pares de partidores para ser sintetizados vy

validados.

6.1 Genes de respuesta a salinidad.

Los partidores disefiados a partir del transcriptoma de C. quitensis que amplifican
secuencias de genes relacionados con la respuesta a salinidad se encuentran en la tabla 5.

En este caso se sintetizaron dos pares de partidores para cada gen, los cuales fueron
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validados mediante reaccion de cadena de polimerasa (PCR) utilizando como plantilla de
amplificacion ADN codificante, obtenido a través de la transcripcion reversa del ARN total y

ADN gendmico.

Tabla 5: Partidores disefiados para genes relacionados con salinidad.

Primer Secuencia 5 >3 T. melting (°C)  Producto (pb)
F NHX1 1 |TGTTGGTATGGATGCGTTAGAT 55 103
R_NHX1 1 |AACCATGAGTAGACCCAGCAAT 56.8 103
nhx F NHX1 2 |TTGGCATAATGTGACTGAGAGC 60.3 112
R_NHX1 2 |ATCTAACGCATCCATACCAACA 59.4 112
F P5CS_1 |GAAACCCATAAGTGAGCGTCTTTG |58.3 86
R_P5CS_ 1 |GGCAAGGCGACCGACAAC 58.2 86
pscs F P5CS_2 |AAGAGCCTGAAGTCTCCTAGAGC |[59.8 100
R_P5CS 2 | GTTCCACAAAGACGCTCACTTAT |59.7 100
F RD22. 1 |AGGTTGCACAATACTTGTCTTCG |[60.6 146
R_RD22 1 |CATTACCCTTCACATCGAACAA 59.9 146
rd22 F_RD22 2 GCAATCGTTTACGGTTTCTTTC 54.4 172
R_RD22 2 | CCAATTAACCACGCAATTCACC 56.3 172

- nhx

Se obtuvo un producto de PCR del tamafio esperado para el par de partidores NHX_1 en
ADNCc el cual mide 103 pb (Tabla 5, Fig. 2). Este mismo par de partidores presentd un
producto de aproximadamente 200 pb (Fig.2), lo que indica que este par de partidores
abarca un intrén en el ADNg (Alvarez-Fernandez 2013). Por otra parte, en el par de
partidores NHX_2 se obtuvieron bandas inespecificas en la reaccion con ADNc y ADNg.

Se selecciond el par de partidores NHX_1 para etapas posteriores del analisis, debido a que
no presentd bandas inespecificas y ademas abarca un intrén, lo que permite detectar la

contaminacion de ADNg en muestras de ADNCc.
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| NHX_1 | NHX_2
Ladder  ADNc ADNg Bln Ladder  ADNc ADNg Bln
\ane/
500

2 ‘ l

— 300 [M—
200 | — — 200 [— —
100 A R <o [103 pb | 0o BN

Fig. 2: Electroforesis en gel de agarosa 1% de productos de PCR obtenidos a partir de
partidores especificos para gen nhx de Colobanthus quitensis. Ladder: marcador de peso
100pb, ADNc: ADN complementario, ADNg: ADN genémico, Bin: blanco.

- pbcs
Los partidores disefiados para p5cs presentaron productos de PCR del tamafio esperado
en ambos pares de partidores P5CS_1 (86 pb) y P5CS_2 (100 pb) (Tabla 5, Fig. 3). Se
observé el mismo tamafio del producto de PCR en ADNc y ADNg en ambos pares de
partidores, lo que implica que estos partidores no abarcan intrones. Se decidio
arbitrariamente por el par de partidores P5CS_2 para analisis posteriores, debido a que no

hay diferencias entre ambos pares de partidores.

| P5CS_1 | | P5CS_2 |
Ladder  ADNc ADNg Bln Ladder  ADNc ADNg Bln
| —

v J
500 200 '
300 300 |
200 H 200
100 M 0 WSS

Fig. 3: Electroforesis en gel de agarosa 1% de productos de PCR obtenidos a partir de
partidores especificos para gen p5cs de Colobanthus quitensis. Ladder: marcador de peso

100pb, ADNc: ADN complementario, ADNg: ADN genomico, BIn: blanco.
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- rd22

Se obtuvo el producto de PCR del tamafio esperado para ambos pares de partidores
RD22_1 (146 pb) y RD22_2 (172 pb) (Tabla 5, Fig. 4). En RD22_1 no se observé producto
de PCR en ADNg (Fig. 4), situacion favorable al analisis de PCR transcripcion reversa,
debido a que el ADNg no amplifica, por lo que no contamina la reaccién con ADNc, esto
puede ocurrir porque este par de partidores abarca un intrén demasiado grande para la
capacidad de amplificacion de la polimerasa o porque el intron interfiere en la zona de
empalme del partidor (Alvarez-Fernandez 2013). Para el par de partidores RD22_2, se
observo el mismo tamafio del producto de PCR en ADNc y ADNg.

Se selecciond el par de partidores RD22_1 para las etapas posteriores del analisis, debido
a que no amplifica en ADNg.

| RD22_1 | | RD22_2 |
Ladder ADNc ADNg Bin Ladder ADNc ADNg Bln

L]

.

| -
309 L— !"

300 ¥
200 % 200 e -172 b
il L —— 100 9 ; -

- Y 4
Fig. 4: Electroforesis en gel de agarosa 1% de productos de PCR obtenidos a partir de
partidores especificos para gen rd22 de Colobanthus quitensis. Ladder: marcador de peso
100pb, ADNc: ADN complementario, ADNg: ADN genomico, Bln: blanco.

2.2 Genes de respuesta a bajas temperaturas.

Los partidores disefiados para amplificar secuencias de genes relacionados con la
respuesta a bajas temperaturas (Tabla 6), presentaron temperaturas melting cercanas a los
60°C y sus productos tienen tamafios entre los 107 y 150 pb. Los partidores fueron validados
mediante PCR.
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Tabla 6: Partidores disefiados para amplificar secuencias de genes relacionados con bajas

temperaturas.

Gen  Primer Secuencia 523 T. melting (°C)  Producto (pb)
F ICE1 1 CTACTCTTCCGAATTTGCCATC 60.1 107

icel R_ICE1_1 TCCTTCCCTCAACCTTACTTCA 60.1 107
F ICE1_2 GAACTGGAATCATCTCCTCCTG 60.1 136
R_ICE1_2 GACCATTTGGGCTAGGTAATGA 60.2 136
F SPS 1 AACTTGAGGTTGCCAGAATCAT 60.0 137
R_SPS 1 GGAAAGTCTGAAGGATCAAACG 60.1 137

SPS F SPS 2 TGTTTGTGGTGCTTAGGATACG 60.1 129
R_SPS_2 GATAATGGGAAACCGTGATGAT 59.9 129

oal F_PAL CTCTCGCTCAATTGACTTTGTG 60.1 150
R_PAL AGTTCGTATATGAAGGCGGCTA 60.1 150

- icel

Para el par de partidores ICE1_1 se obtuvo el producto de PCR esperado de 107 pb en

ADNc (Tabla 6, Fig. 5), mientras que, para ADNg presentd un producto de mayor tamarfio,

de aproximadamente 300 pb. Este par de partidores abarca un intrén en el ADNg (Alvarez-

Fernandez 2013), lo que permite evidenciar contaminacion de ADNg en ADNc durante el

analisis de RT-PCR. Para el segundo par de partidores ICE1 2 se obtuvo el producto de

PCR del tamafio esperado 136 pb en el ADNc, el cual fue del mismo tamafio en ADNg

(Tabla 6, Fig. 5). Se selecciono el par de partidores ICE_1 para etapas posteriores del

analisis.
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| ICE1_1 | ICE1_2
Ladder  ADNc ADNg BIn Ladder  ADNc ADNg Bln
[— —
500 — .
300 — 300 | N—
200 FEE_-. 200 —
10 M R < 107pn] | —— - 136 05

Fig. 5: Electroforesis en gel de agarosa 1% de productos de PCR obtenidos a partir de
partidores especificos para gen icel de Colobanthus quitensis. Ladder: marcador de peso

100pb, ADNc: ADN complementario, ADNg: ADN genémico, Bln: blanco.

- sps

Se obtuvo el producto de PCR del tamafio esperado para ambos pares de partidores SPS_1
(137 pb) y SPS_2 (129 pb) (Tabla 6, Fig. 6), se observo el mismo tamario del producto de
PCR en ADNc y ADNg en ambos casos. Se selecciond arbitrariamente el par de partidores

SPS 2 para andlisis posteriores.

[ sPs_1 | | SPS_2 |
Ladder  ADNc ADNg Bln Ladder ADNc ADNg Bln
et

—d

300 = -
P - 137 pb 200
o0 T — 129 pb

~
-
500

300
200

100

lllﬂ

Fig. 6: Electroforesis en gel de agarosa 1% de productos de PCR obtenidos a partir de
partidores especificos para gen sps de Colobanthus quitensis. Ladder: marcador de peso
100pb, ADNc: ADN complementario, ADNg: ADN gendémico, BIn: blanco.

- pal

Se obtuvo el producto de PCR del tamafo esperado para el par de partidores PAL, el que
fue de 150 pb en el ADNc (Tabla 6, Fig. 7). Estos presentaron un producto de mayor tamafio



37

en el ADNg de aproximadamente 250 pb (Fig. 7). Por lo tanto, este par de partidores abarca
un intrén en el ADNg (Alvarez-Fernandez 2013). Al obtener un resultado exitoso en el
tamafo esperado del producto de PCR en el ADNc se utiliz6 este par de partidores para

analisis posteriores.

| PAL |

Ladder  ADNc ADNg Bln

500
300
200
100

Fig. 7: Electroforesis en gel de agarosa 1% de productos de PCR obtenidos a partir de
partidores especificos para gen pal de Colobanthus quitensis. Ladder: marcador de peso
100pb, ADNc: ADN complementario, ADNg: ADN gendmico, Bin: blanco.

2.3 Genes de respuesta aiones metalicos (hierro)

Los partidores diseflados para amplificar secuencias de genes relacionados con la
respuesta a iones metalicos (hierro) (Tabla 7), presentaron temperaturas melting cercanas
a los 60°C, y sus productos tienen tamafos entre los 102 y 142 pb. De los partidores
disefiados, solo se sintetizd6 un par de partidores para los genes vitl y fer3, mientras que

para nramp3 se sintetizaron dos pares de partidores.

Tabla 7: Partidores disefiados para genes relacionados con hierro.

Primer Secuencia 523 T. melting (°C) Producto
vitl F_VIT1 AGAAGCAACAGCTCCGATTAAG 60.0 129
R_VIT1 GCAGTCTTAGCATCAGTCGTTG |60.1
F_NRAMP3_1 TTTATAGCAACAATGGCCCTCT |60.0 142
nramp3 R_NRAMP3_1  TTATGCAACCCACAACACCTAC |59.8
F_NRAMP3_2 TGGTGTTAGGAAACTTGAAGCA |59.8 102
R_NRAMP3_2 AGCTCTGAACCACTAGGCTTTG |60.1
for3 F_FERS3 CAACAAATTCTTGCAGTTGGAC |59.7 138
R_FER3 TTGATCATGCTGAGAAAGGAGA |60.0
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- vitl

Se obtuvo el producto de PCR del tamafio esperado para el par de partidores VIT1 en ADNc
de 129 pb (Tabla 7, Fig. 8), el mismo tamafio de producto se observé utilizando ADNg como
plantilla. Se utilizé este par de partidores para analisis posteriores, dado que presento el

producto esperado y no se observan amplificaciones inespecificas.

| VIT1 |
Ladder  ADNc ADNg Bln

Fig. 8: Electroforesis en gel de agarosa 1% de productos de PCR obtenidos a partir de
partidores especificos para gen vitl de Colobanthus quitensis. Ladder: marcador de peso
100pb, ADNc: ADN complementario, ADNg: ADN gendmico, BiIn: blanco.

- nramp3

Se obtuvo el producto de PCR del tamafio esperado para el par de partidores NRAMP3_1
en ADNc, el cual tiene un tamafio de 139 pb (Tabla 7, Fig. 9), no se observé producto de
PCR en ADNg, ésto puede ocurrir porque este par de partidores abarca un intron demasiado
grande para la capacidad de amplificacion de la polimerasa o porque el intron interfiere en
la zona de empalme del partidor (Alvarez-Fernandez 2013).

Por otra parte, no se observé producto de PCR en ADNc y ADNg para el par de partidores
NRAMP3_2. Se selecciono el par de partidores NRAMP3_1 para las etapas posteriores del

analisis.
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NRAMP3_1 | NRAMP3_2
Ladder  ADNc ADNg  Bln Ladder  ADNc ADNg Bln
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Fig. 9: Electroforesis en gel de agarosa 1% de productos de PCR obtenidos a partir de
partidores especificos para gen nramp3 de Colobanthus quitensis. Ladder: marcador de
peso 100pb, ADNc: ADN complementario, ADNg: ADN genémico, BIn: blanco.

- fer3

Se obtuvo un producto de PCR del tamafio esperado para el par de partidores para fer3 en
ADNC, el que tiene un tamafio de 139 pb (Tabla 7, Fig. 10). Este par de partidores presento
un producto de PCR de mayor tamafio en ADNg de aproximadamente 700 pb. Este par de
partidores abarca un intron que no sobrepasa la capacidad de amplificacion de la polimerasa
(Alvarez-Fernandez 2013). Se utiliz6 este par de partidores para etapas posteriores del

analisis.

FER3
Ladder  ADNc ADNg Bln

500
400
300

100 — [139p0]
--------------------- 139 pb
100 ¥

{| 19
e

Fig. 10: Electroforesis en gel de agarosa 1% de productos de PCR obtenidos a partir de
partidores especificos para gen fer3 de Colobanthus quitensis. Ladder: marcador de peso
100pb, ADNc: ADN complementario, ADNg: ADN gendémico, BIn: blanco.
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Mediante la prueba de validacion de partidores se observé que, algunos pares de partidores
no amplifican en ADNg, mientras que otros presentan el mismo tamafio de producto en
ADNc y ADNg. Ademas, otros que presentarén productos de PCR de tamafos diferente
entre ADNc y ADNg, permitiendo evidenciar trazas de ADNg en muestras de ADNc. Por lo
tanto, se realizd6 un tratamiento con ADNasa previo a la transcripcion reversa en etapas

posteriores, como se describio en el apartado “materiales y métodos”.

3. Analisis semi-cuantitativo de la expresion génica

3.1 Genes derespuesta a salinidad

- nhx

Los datos obtenidos mediante el andlisis de la acumulaciéon de transcritos del gen nhx
mostraron que la expresion de este gen disminuyo cuando fue traspasado desde el cultivo
in vitro al cultivo hidropoénico, esta tendencia a la disminucion se mantuvo incluso hasta
después de 24 hrs de tratamiento salino, con diferencias significativas respecto al C. in vitro
(Fig. 11). Posteriormente, la transcripcion del antiportador de iones sodio aumento a las 120
hrs de tratamiento, sin superar los niveles observados en las plantas C. in vitro, C.
hidropoénico y sin diferencias significativas con las muestras tomadas a las 24 hrs de

exposicién a salinidad.

El antiportador NHX tiene la funcion de reducir la concentracion de Na* en el citosol
bombeando iones sodio hacia la vacuola, este gen es parte de una familia de antiportadores
que desempeiian un rol importante en la homeostasis ionica en plantas (Hoire et al. 2010).
El aumento de la expresion de nhx se ha reportado en plantas como Aeluropus littoralis,
donde se evaluaron los niveles de expresion de este transportador en tratamientos con
concentraciones de 150 y 300 mM NaCl obteniendo un aumento de 2 veces en este ultimo,
luego de 48 hrs de tratamiento (Moshaei et al. 2014). Mientras que en Kochia scoparia al
utilizar tratamientos de 200 y 400 mM de NaCl, se provoco el incremento de la expresion
del gen en 1.8 y 2.7 veces, respectivamente (Fahmideh y Fooladvand 2018). En
Chenopodium quinoa, mediante la evaluacion de una cinética de expresion génica en
respuesta a 300 mM de NaCl, se detecté el maximo de expresion de nhx a las 24 hrs de

exposicion al tratamiento (Ruiz et al. 2017).
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A pesar de que en C. quitensis se han observado respuestas morfofisiologicas luego de 21
dias de tratamiento salino (150 mM de NaCl) (Klagges 2015, Arriagada 2017), mediante la
concentracion de NaCl aplicada y tiempo de analisis en este estudio no se observd un

aumento significativo en la expresion de nhx.
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Fig. 11: Acumulacion de transcritos nhx en plantas de Colobanthus quitensis. Control in
vitro, Control Hidroponia, 24 hrs y 120 hrs de tratamiento salino a 150 mM NacCl. 18s control
de expresion. Columnas indican el promedio (n=3); barras de error estdndar. Letras sobre
las barras indican diferencias estadisticamente significativas evaluado con el test de Duncan

(p <0.05). Electroforesis en agarosa 1%.
- pbcs

El gen p5cs mostro niveles de expresion similares en el C. in vitro, C. hidroponico y a las 24
hrs de exposicién al tratamiento. A las 120 hrs de tratamiento, la acumulacién de transcrito
aumentd significativamente respecto a las muetras control y las evaluadas a las 24 hrs de

tratamiento (Fig. 12).

El gen p5cs codifica para una enzima clave en la sintesis de prolina, un osmolito compatible
gue se acumula en situaciones de estrés hidrico (Amini et al. 2015). Al someter a tratamiento
salino plantas de C. quitensis procedentes de diferentes poblaciones, entre ellas Arctowski,
se ha observado la acumulacion de prolina (Klagges 2015). Klagges (2015) observé un
aumento significativo del contenido de prolina en los tejidos de C. quitensis luego de 7 dias
de tratamientos de 50 y 150 mM de NaCl, el cual se mantuvo hasta los 21 dias de

tratamiento.
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La acumulaciéon de prolina también se ha observado en plantulas de Solanum tuberosum
bajo tratamiento salino (50-150 Mm), y junto al aumento de este osmolito en los tejidos, se
observé un aumento en la actividad de la enzima P5CS (Rahnama y Ebrahimzadeh 2004).
El aumento de la acumulacién de prolina se ha descrito en A. thaliana luego de 7 dias de
tratamiento con 50 mM de NacCl, la que fue mayor en individuos hipersensibles a salinidad
(Atsosl) respecto al tipo silvestre. La transcripcion de p5cs fue mayor en individuos Atsosl
bajo tratamientos que van desde los 50 hasta los 200 mM luego de 12 hrs de tratamiento
(Liu y Zhu 1997). Un aumento en la transcripcién de p5cs frente a un exceso de salinidad
se ha reportado en Opuntia streptacantha, el que fue inducido a los 9 y 11 dias de
tratamiento salino (75 y 150 mM NacCl) junto con un aumento del contenido de prolina en

sus tejidos (Silva-Ortega et al. 2008).
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Fig. 12: Acumulacion de transcritos p5cs en plantas de Colobanthus quitensis. Control in
vitro, Control Hidroponia, 24 hrs y 120 hrs de tratamiento salino a 150 mM NaCl. 18s control
de expresion. Columnas indican el promedio (n=3); barras de error estandar. Letras sobre
las barras indican diferencias estadisticamente significativas evaluado con el test de Duncan

(p <0.05). Electroforesis en agarosa 1%.
- rd22

Los datos obtenidos mediante el analisis de expresion de rd22 mostraron que este gen
mantuvo estable su transcripcion cuando las plantas fueron traspasadas desde el cultivo in
vitro al cultivo hidroponico. Se observo una tendencia a la disminucion en la acumulacion

de transcritos luego de 24 hrs del tratamiento (150 mM. NaCl). A las 120 hrs de exposicion
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al tratamiento, se observo un aumento en el contenido relativo de transcritos de rd22
superando levemente el contenido relativo observado en las plantas control, y con
diferencias significativas respecto al contenido relativo de ARNm observados después de
24 hrs de tratamiento salino (Fig. 13). En Glycine max se describié la induccién de la
expresion de rd22 frente a salinidad, donde el mayor nivel de acumulacion de ARNm se

detecto luego de 6 dias de tratamiento con 125 mM de NaCl (Wang et al. 2012).
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Fig. 13: Acumulacién de transcritos rd22 en plantas de Colobanthus quitensis. Control in
vitro, Control Hidroponia, 24 hrs y 120 hrs de tratamiento salino a 150 mM NacCl. 18s control
de expresion. Columnas indican el promedio (n=3); barras de error estandar. Letras sobre
las barras indican diferencias estadisticamente significativas evaluado con el test de Duncan

(p <0.05). Electroforesis en agarosa 1%.

3.2 Genes de respuesta a bajas temperaturas
- icel

En el analisis de expresion génica de icel no se encontraron diferencias en la acumulacion
relativa de expresion en ninguno de los momentos del tratamiento evaluados, tampoco se
pudo identificar una tendencia en la expresion de este gen (Fig. 14). Por el contrario, en un
estudio realizado en plantas de Pyrus ussuriensis por Huang et al. (2015) se evaluo la
induccion de la expresion de ICEL frente a bajas temperaturas, donde se observaron dos
peak de expresion, uno a las 24 hrs y otro a las 72 hrs de tratamiento, este ultimo peak fue

el punto maximo de acumulacion de ARNm para este gen.
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Por su parte, icel en A. thaliana es capaz de inducir genes de respuesta a bajas
temperaturas desde la primera hora de tratamiento de baja temperatura y se mantiene hasta
las 48 hrs (Chinnusamy et al. 2003). Lo que indica que el aumento o inhibicion de la
transcripcion de icel podria ocurrir en los primeros minutos de la exposicion al tratamiento,
en C. quitensis el mayor promedio de expresion se observé a las 24 hrs de tratamiento, no

ostante, no hubo diferencias significativas con ningun otro tiempo evaluado.
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Fig. 14: Acumulacién de transcritos icel en plantas de Colobanthus quitensis. Control in
vitro, Control Hidroponia, 24 hrs y 120 hrs de tratamiento a 4°C. 18s control de expresion.
Columnas indican el promedio (n=3); barras de error estandar. Letras sobre las barras
indican diferencias estadisticamente significativas evaluado con el test de Duncan (p <0.05).

Electroforesis en agarosa 1%.
- sps

Para sps se observo una disminucion significativa en el contenido relativo de transcrito
cuando las plantas fueron aclimatadas al cultivo hidroponico. La expresion de este gen
aumenté con diferencias significativas a las 24 hrs de tratamiento a bajas temperaturas,

para luego volver a disminuir a las 120 hrs de exposicion al tratamiento (Fig. 15).

Distintas investigaciones describen la acumulacion de osmolitos en C. quitensis frente a
bajas temperaturas. La sacarosa es el carbohidrato soluble mas abundante en los tejidos
de C. quitensis recolectados en cercanias de la estacion Polaca H. Arctowski (Piotrowicz-

Cieslak et al. 2005) y se acumula cuando la planta es expuesta a bajas temperaturas (4°C)
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(Bascuian-Godoy et al. 2006). Este compuesto puede desempefiar un papel esencial en la
osmorregulacion y la crioproteccion en muchos tejidos vegetales, principalmente en
situaciones de bajas temperaturas y/o déficit hidrico (Huber y Huber 1996). En Bascuian-
Godoy et al. (2006), se caracterizo la respuesta de sacarosa fosfato sintasa (SPS) en C.
quitensis frente a la aclimatacion a bajas temperaturas, se observé un aumento del 100%
en la actividad de esta enzima, cuadruplicando la concentracion de sacarosa en los tejidos.
Sin embargo, la sintesis de la enzima SPS solo fue incrementada en un 18% luego de 7
dias de tratamiento. En los resultados obtenidos durante esta investigacion, solo se observo
transcripcion de SPS durante el cultivo in vitro y a las 24 hrs de tratamiento a bajas

temperaturas.

En Arriagada (2017), al aplicar bajas temperaturas a plantas de C. quitensis se observo
mayor acumulacién de azlcares totales. Hay antecedentes de que clavelito antartico
acumula diversos azlcares, éstos fueron descritos por Piotrowicz-Cieslak et al. (2005) en
plantas colectadas en las cercanias de la base de investigacion H. Arctowski, Isla Rey Jorge,
Shetlands del Sur. En Bascuian-Godoy et al. 2006, se demostr6 que la acumulacién de
sacarosa en los tejidos de C. quitensis, se debe principalmente al aumento de la actividad
enzimatica. Durante la presente investigacion no se observé un aumento prolongado en la

acumulacion de transcritos de sps.
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Fig. 15: Acumulacion de transcritos sps en plantas de Colobanthus quitensis. Control in
vitro, Control Hidroponia, 24 hrs y 120 hrs de tratamiento a 4°C. 18s control de expresion.
Columnas indican el promedio (n=3); barras de error estandar. Letras sobre las barras
indican diferencias estadisticamente significativas evaluado con el test de Duncan (p <0.05).

Electroforesis en agarosa 1%.
- pal

Los resultados obtenidos para la expresion de PAL mostraron un aument6 leve en el
contenido relativo de transcritos cuando las plantas fueron traspasadas al cultivo
hidroponico, ésto puede tener explicacion, ya que, durante el cultivo in vitro, la temperatura
en la cadmara de crecimiento era de 20°C y durante la aclimatacién fue de 13°C, por lo que
se activo la transcripcion de este gen. Posteriormente, con la aplicacion del tratamiento de
baja temperatura se observo el aumento de la expresion de PAL a las 24 y 120 hrs, ambos
con diferencias significativas respecto al control in vitro, pero no respecto al control

hidroponico. (Fig. 16).

Las antocianinas, se acumulan en los tejidos de las plantas en respuesta a la baja
temperatura y los cambios en la intensidad de la luz, éstos se sintetizan a través de la via
fenilpropanoides, que esta controlada por enzimas que incluyen la fenilalanina amoniaco
liasa (PAL) y la chalcona sintasa (CHS) (Leyva et al. 1995).

Durante este estudio se demostré la acumulacion de ARNm de PAL en plantas de C.
quitensis cuando las plantas fueron traspasadas al cultivo hidroponico y al ser expuestas a

bajas temperaturas (4°C). En estudios realizados anteriormente se ha informado el aumento
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de transcritos de PAL, en plantas A. thaliana, donde la mayor acumulacion de transcritos se
observé al segundo y cuarto dia de exposicion a 4°C, con una disminucion de la
transcripcion a los 7 dias de tratamiento (Leyva et al. 1995). La actividad de PAL también
puede ser inducida en plantas de Solanum lycopersicum con tratamientos térmicos de altas
temperaturas (35°C) (Rivero et al. 2002), por lo tanto en C. quitensis también se podria

evaluar la respuesta de este gen al aumento de temperatura.
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Fig. 16: Acumulacion de transcritos pal en plantas de Colobanthus quitensis. Control in vitro,
Control Hidroponia, 24 hrs y 120 hrs de tratamiento a 4°C. 18s control de expresion.
Columnas indican el promedio (n=3); barras de error estandar. Letras sobre las barras
indican diferencias estadisticamente significativas evaluado con el test de Duncan (p <0.05).

Electroforesis en agarosa 1%.

3.3 Genes de respuesta a iones metalicos hierro
- vitl

Para el gen vitl se observo en primer lugar, una disminucion de la expresion relativa del gen
cuando las plantas fueron aclimatadas al cultivo hidroponico, posteriormente se observo un
aumento en la trascripcion cuando las plantas fueron expuestas a iones hierro, luego de 120
hrs de tratamiento se observaron diferencias significativas respecto a las plantas del control

testeado luego de la aclimatacion al cultivo hidropénico (Fig. 17).
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Fig. 17: Acumulacion de transcritos vitl en plantas de Colobanthus quitensis. Control in
vitro, Control Hidroponia, 24 hrs y 120 hrs de tratamiento de iones hierro (llI) 500 uM de
FeCls. 18s control de expresion. Columnas indican el promedio (n=3); barras de error
estandar. Letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas

evaluado con el test de Duncan (p <0.05). Electroforesis en agarosa 1%.

El secuestro vacuolar de hierro es una estrategia utilizada por las plantas en situaciones de
exceso de hierro, los transportadores VIT desempefian un papel importante en este proceso
(Slavic et al. 2016). En ambientes con alto contenido de hierro estos transportadores pueden
mantener las concentraciones de hierro en el citosol dentro de un rango fisiologico que
permite el crecimiento celular (Zhang et al. 2012; Narayanan et al. 2015). En A. thaliana,
AtVIT1 es uno de los principales transportadores que permite la compartimentacion de hierro

en vacuolas, cuando existe un exceso de hierro (Kim et al. 2006).

Por otra parte, se ha demostrado que los ortologos de AtVIT1, OsVIT1 y OsVIT2 en arroz
(Oryza sativa) modulan la translocacion de hierro, esto fue evaluado en plantas cultivadas
en hidroponia con un tratamiento 4,5 mM de FeSO4, donde se indujo la expresion de OsVIT2
en raices de plantulas de arroz, con un aumento sustancial a las 3 hrs de tratamiento, el que
se mantuvo hasta las 24 hrs y en brotes a las 24 hrs de tratamiento, mientras que la
expresion de OsVIT1 se indujo en condiciones de deficiencia de hierro tanto en raices como
brotes (Zhang et al. 2012). Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran un
aumento significativo después de 5 dias (120 hrs) de tratamiento con 500 uM de FeCls. El

retraso en el aumento de la expresion de vitl respecto al ortdlogo OsVIT2 informado en
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Zhang et al. (2012) puede tener origen en la concentracion de hierro aplicada en plantas de

arroz fue nueve veces mayor que la utilizada en C. quitensis.
- nramp3

El contenido relativo del ARNm de nramp3, mostré estabilidad entre el traspaso del cultivo
in vitro al cultivo hidroponico, lo que se mantuvo luego de 24 hrs de tratamiento.
Posteriormente, se observé un aumento no significativo a las 120 hrs de tratamiento (Fig.
18).

Las plantas necesitan transportadores de iones metalicos para cumplir con funciones
esenciales, las que van desde la absorcion, secuestro y almacenamiento de metales en sus
tejidos (Guerinot 2001). Se ha demostrado que los genes nramp en plantas, son capaces
de complementar los mutantes de levadura deficientes en la absorcion de varios metales
(Curie et al. 2000; Thomine et al. 2000). La caracterizacion de NRAMP3 se ha enfocado en
su localizacion y funcion, y no en su patrén de expresion, dentro de las indagaciones sobre
este transportador, se puede encontrar que es un transportador que responde a la presencia
de hierro, y se expresa fuertemente en raices (Thomine et al. 2000). Los transportadores
NRAMP3 y NRAMP4, entre otras funciones, cumplen con la exportacion del hierro desde la
vacuola durante la germinacion de las semillas, un mutante de A. thaliana deficiente de los
transportadores NRAMP3 y NRAMP4 no puede movilizar las reservas de hierro impidiendo
su germinacion (Bastow et al. 2018). A su vez, AtNramp3 se expresa en los haces
vasculares de raices, tallos y hojas en condiciones de suficiente hierro, lo que sugiere una
funcién en el transporte de metales a larga distancia dentro de la plantas (Thomine et al.
2003). Por lo tanto, los transportadores NRAMP juegan un papel importante en el transporte

de metales, durante el exceso y deficiencia de hierro.

En C. quitensis se observa un aumento de la expresion de nramp3 luego de 120 hrs de
exposicién a hierro, este aumento podria ser mas evidente si se utilizara una mayor
concentracion de hierro en el tratamiento, como las utilizadas en Zhang et al. (2012), lo que
podria activar la expresion del transportador, otro aspecto que se puede evaluar en clavelito

antartico es la funcion de NRAMP3 durante la deficiencia de hierro.
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Fig. 18: Acumulacion de transcritos vitl en plantas de Colobanthus quitensis. Control in
vitro, Control Hidroponia, 24 hrs y 120 hrs de tratamiento de iones hierro (lll) 500 uM de
FeCls. 18s control de expresion. Columnas indican el promedio (n=3); barras de error
estdndar. Letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas

evaluado con el test de Duncan (p <0.05). Electroforesis en agarosa 1%.
- fer3

En primer lugar, se observo que el contenido relativo de transcritos fer3 se mantuvieron
cuando las plantas fueron traspasadas desde el cultivo-in vitro al cultivo hidroponico.
Posteriormente, al ser expuestas a la presencia de hierro, se observé un aumento de la
transcripcion; luego de 120 hrs de tratamiento se observaron diferencias significativas en la

acumulacion de transcritos respecto a las plantas control (Fig. 19).

La deficiencia de hierro en las plantas conduce a sintomas de clorosis, resultado de la falta
de clorofila, por lo tanto en las plantas, durante la escasez de hierro se inducen sistemas de
absorcion de hierro en raices (Briat 2008). Al experimentar en plantas de maiz, con
adiciones de exceso de hierro sobre los medios de cultivo, luego de un periodo de déficit de
este micronutriente, se observa una gran afluencia de iones hierro hacia el interior de la
planta, obteniendo un punto maximo en la expresion de ferritina en raices a las 48 hrs de la
aplicacion de hierro, mientras que, en las hojas, el punto maximo se observo a las 72 hrs
(Lobréaux et al. 1992). Por otra parte, el ARNm de ferritina es detectable en hojas de
plantulas de maiz a las 3 hrs de la aplicacion de hierro en el medio de cultivo, alcanzando

un méximo en la acumulacion de transcritos a las 6 hrs (Lobréaux et al. 1993).
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En C. quitensis se obtuvo mayor acumulacion de transcritos de ferritina (fer3) luego de 120
hrs de tratamiento con 500 uM de FeCls. Las diferencias con los resultados obtenidos por
Lobréaux et al. (1993) en plantas de maiz, se puede deber a que en la cinética aplicada en
C. quitensis no se considero la utilizacion de un cultivo previo en deficiencia de hierro. Sin
embargo, se logré6 comprobar que el clavelito antartico tiene una respuesta a nivel de

transcripcion a altas concentraciones de hierro mediante mayor transcripcion de ferritina.
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Fig. 19: Acumulacion de transcritos vitl en plantas de Colobanthus quitensis. Control in
vitro, Control Hidroponia, 24 hrs y 120 hrs de tratamiento de iones hierro (lll) 500 uM de
FeCls. 18s control de expresion. Columnas indican el promedio (n=3); barras de error
estdndar. Letras sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas

evaluado con el test de Duncan (p <0.05). Electroforesis en agarosa 1%.

4. Contenido de prolina

Se determiné el contenido de prolina en tejidos de C. quitensis en plantas tratadas con
salinidad, bajas temperaturas e iones hierro. Se observé un aumento en la acumulacion de
prolina en plantas tratadas con salinidad e iones hierro, con diferencias significativas
respecto a plantas del control hidroponico, mientras que en las plantas tratadas de baja
temperatura (4°C) se mantuvo a niveles similares a los de las plantas control (Fig. 20 A).
Ademas, la expresion relativa del gen p5cs en plantas de clavelito antartico sélo mostré un
aumento significativo en las plantas expuestas a salinidad, mientras que en los otros
tratamientos los contenidos relativos de trascritos se mantuvieron constantes en todos los

momentos del tiempo evaluado (Fig. 20 B).
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La acumulacién de prolina en C. quitensis se ha descrito anteriormente en respuesta a
salinidad, demostrando que la prolina se acumula a los 7 dias de aplicacion de tratamiento
salino (150 mM NaCl) en plantas cultivadas en condiciones de jardin comun y se mantiene
luego de 21 dias de tratamiento (Klagges 2015), durante la presente investigacion se
observo la acumulacién de prolina a los 5 dias en tratamiento salino en condiciones de
cultivo hidropénico, con diferencias significativas respecto a las muestras control,
alcanzando un contenido de prolina de 1.211,6 + 0,01 pg/mg (R?=0,9986) en el tejido de la

planta.

En cuanto a la acumulacién de prolina frente a metales pesados, se ha descrito que C.
quitensis acumula este osmolito en respuesta al exceso de cobre (500 uM de CuSOa)
cultivadas in vitro en medio sdlido, estas plantas de clavelito antartico llegaron a acumular
48,23 ug/mg de prolina en sus tejidos, con diferencias significativas respecto al control
(Cuba-Diaz et al. 2017c). En este estudio, la acumulacion de prolina frente a exceso de
hierro (500 uM de FeCls) en cultivo hidroponico alcanzé 32,55 pyg/mg en los tejidos de la
planta, con diferencias significativas respecto a plantas del control en cultivo hidropénico.
En relacion a la acumulacion de prolina frente a condiciones de bajas temperaturas (4°C)

no se observaron diferencias significativas respecto a las plantas control.
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Fig. 20: Contenido de prolina y acumulacién de transcritos de p5cs en Colobanthus quitensis
en tratamientos de salinidad, frio e iones hierro. En A: Contenido de prolina, en pg de prolina
por mg de tejido fresco (ug/mg). En B, C y D: Analisis de la acumulacion de transcritos de
p5cs para muestras C. in vitro, C. hidroponia, 24 y 120 hrs de tratamiento, en salinidad (B),
frio (C) e iones hierro (D). Columnas indican el promedio (n=3); barras de error estandar.
Letras sobre las barras indican diferencias significativas: en A mediante un analisis no
paramétrico Kruskal-Wallis (p<0,05) y en B, C y D por medio de la prueba de Duncan (p
<0.05).
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CONCLUSION

Al evaluar la expresion de los genes seleccionados en esta investigacion frente a los
tratamientos de salinidad, bajas temperaturas e iones hierro, se observo que, en la mayoria
de los casos, los niveles de transcripcion tendieron al aumento. La acumulacion de
transcritos mostré aumentos significativos solo en: p5cs en plantas expuestas a exceso
salinidad (150 mM), sps en plantas expuestas a bajas temperaturas (4°C), vitl y fer3 en
plantas expuestas a exceso de iones hierro (500 uM de FeCls). Por otra parte, el contenido
de prolina solo mostré un aumento significativo en los tratamientos de salinidad e iones
hierro, mientras que un aumento significativo en la expresion de p5cs se observoé en plantas
tratadas con salinidad y bajas temperaturas. Mediante estos resultados se comprobé que
C. quitensis presenta cambios en los niveles de expresion de genes frente a factores
ambientales en ambientes controlados, esto puede jugar un rol importante en la aclimatacion

de esta especie frente a las condiciones extremas en las cuales se desarrolla naturalmente.
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