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RESUMEN

Segiin la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Ia
Agricultura, la evidencia disponible confirma que el clima del mundo estd cambiando.
La agricultura es fundamental para abordar el desafio que el cambio climatico le plantea
a la humanidad. La agricultura depende directamente de los recursos naturales y de las
condiciones climaticas, y ha sido afectada més que cualquier otro sector por los efectos

del cambio climatico.

Los organismos vegetales estin expuestos constantemente a una variedad de
factores ambientales, como extremas de temperatura, sequia y déficit nutricional. La

respuesta de las plantas frente a diferentes estreses abidticos presenta tanto elementos

comunes como elementos 1inicos a cada estrés. Dentro de estos elementos comunes, se
encuenira la respuesta a estrés oxidativo generado por especies reactivas de oxigeno
(ROS) la cual puede ser de tipo enziméatica (e.g. superéxido dismutasa, catalasa,
peroxidasa) o de tipo no enzimatica donde participan moléculas antioxidantes, como el

acido lipoico (AL),

Por lo general, las moléculas antioxidantes poseen propiedades como tales solo
cuando estén en su forma reducida. Sin embargo, AL tiene la particularidad de conservar
funciones de proteccidn tanto en su estado reducido de acido dihidrolipoico (DHLA)
como en su estado oxidado de AL y es capaz de regenerar otras moléculas antioxidantes

como por ejemplo Ia pareja glutatién/disulfuro de glutation.

En plantas, Ia sintesis de AL ocurre mediante dos rutas. En la ruta de novo, la

enzima octanoil transferasa (LIP2) utiliza grupos octanoil recién sintetizados unidos a




acyl carrier protein (ACP) para unirlos a un residuo especifico de lisina de proteinas
blanco, entre las que se encuentra la sub unidad F2 de los complejos piruvato
deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidrogenasa. Luego, la enzima lipoil sintasa (LIP1)
inserta dos 4tomos de sulfuro en los carbonos 6 y 8 del grupo octanoil, formando asj una
proteina hipoilada. Por otra parte, en la ruta de reciclaje, la enzima lipoato ligasa (LPLA)
incorpora directamente AL a la proteina blanco o mcorpora octanoato, en cuyo caso

LIP1 inserta los dtomos de sulfuro necesarios para formar AL.

El objetivo principal de esta tesis fue generar tolerancia a estrés de tipo abidtico
e et e, e e,

mediante la manipulacién del metabolismo de! AL, Para esto, se utilizaron dos
—. [T melabousmo del Al

aproximaciones. La primera fue la generacién de plantas de Arabidopsis thaliana que
tuvieran aumentados los niveles de transcrito del gen lipl, el cual codifica la enzima
lipoil sintasa, que participa tanto en la ruta de novo como de reciclaje. Para esto, se
transformaron establemente plantas de A. thaliana con el gen endégeno (Adipl) o con
Sllipl proveniente de Solanum Iycopersicum (tomate), el cual fue descrito y
caracterizado por primera vez durante esta tesis. La segunda estrategia fue la aplicacién
de forma exdgena de AL a plantas A. thaliana y S, lycopersicum, para analizar el efecto
en el fenotipo tanto en condiciones normales de crecimiento como cuando el organismo

es sometido a diversos tipos de estrés abi6tico.

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis indican que el gen
Sliipl codifica una enzima lipoil sintasa, la cual tiene actividad i vivo y que en plantas

tiene destinacion mitocondrial. Ademas, se determing que la transformacién estable de




A. thaliana con Atlipl o Slipl no es beneficiosa para la planta, dificultindose la

obtencion de plantas transformantes.

Respecto a la aplicacion exogena de AL, Ia adicion de 100 nM de AL durante Ia
germinacién de 4. thaliana genera un aumento en el indice de raices laterales, un
aumento en los niveles de expresion de los genes Atlip! y Atlpla, otorga mayor
tolerancia cuando las plantas son expuestas a 150 pM de CuSOqs, y evita que haya
degradacién de clorofila cuando la planta es expuesta a una fuente intensa de luz.
Ademas, se determind que una aplicacion de 100 nM de AL en S Iycopersicum cv
Micro Tom crecidos en medio hidroponico, produce un aumento en Ia produccion de

frutos y genera tolerancia a estrés por déficit nutricional en el medio.

Estos resultados permitieron redactar una solicitud de patente, la cual fue
presentada al INAPI (2016-03333, "Composicién bioestimulante natural para el
mejoramiento de la produccién agricola, método de aplicacién y de su uso para
incrementar el niimero de raices en las plantas”)} y que hace relacién con la utilizacion

del AL como un bioestimulante natural y econémico para el mejoramiento de la

produccién agricola lo cual puede ayudar a enfrentar el gran desafio del cambio

climatico.




ABSTRACT

According to FAO, current evidence confirms that the worlds climate is changing,
Agriculture is crucial to meet the challenges that climate change poses to mankind.
Agriculture depends directly on natural resources and climatic condition, and has been

affected more than any other sector by the effects of climate change.

Plants are constantly exposed to a variety of environmental factors, such as
extreme temperatures, drought and nutritional deficit. The response of plants to different
abiotic stresses has both common mechanisms and elements that are unique to each
stress. Among the common mechanisms is the response to oxidative stress generated by
active oxygen species (ROS), which can be either enzymatic (e.g. superoxide dismutase,
peroxidase, catalase) or non enzymatic in which antioxidant molecules, such as lipoic

acid (LA), are involved.

Antioxidant molecules are usually active only in their reduced form. However,
LA has the particular feature of preserving protective functions both in the reduced state
of dihyidrolipoic acid (DHLA) and in its oxidised state (LA), and is capable of
regenerating other antioxidant molecules such as the glutathione/glutathione disulphide
pair,

In plants, the synthesis of AL occurs via two routes. In the de novo route, the
enzyme octanoyl transferase (LIP2) uses octanoyl groups bound to acyl carrier protein to
bind them to a specific lysine residues of the target protems, including the E2 subunit of
the pyruvate dehydrogenase and a-ketoglutarate dehydrogenase complexes. Then the

enzyme lipoyl synthase (LIP1) inserts two sulphur atoms at carbons 6 and 8 of the




octanoyl group, thus forming a lipoylated protein. On the other hand, in the recycling
route the enzyme lipoate ligase (LPLA) directly incorporates AL to the target proteins or
incorporates octanoate, in which case LIP1 then inserts the sulphur atoms necessary to

form AL.

The main goal of this thesis was to generate tolerance to abiotic stress by the
manipulation of LA metabolism. Two approaches were used. The first was the
generation of Arabidopsis thaliana plants that had increased transcript levels of the lip/
gene, which encodes for lipoyl synthase that participates in both the de novo and
recycling pathways. For this, A. thaliana plants were stably transformed with the
endogenous gene (Atipl} or with Silip! from Solanum Iycopersicum (tomato), which
was described and characterised for the first time during this thesis. The second strategy
was the exogenous application of LA to 4. thaliana and S lycopersicum plants, to
analyse the effect on the phenotype in both normal growth conditions and when the

plants are subjected to various types of abiotic stress.

The results obtained during the development of this thesis indicate that the Silip1
gene encodes for a lipoyl synthase, which has activity in vivo and is destined to
mitochondria in plants. In addition, it was determined that the stable transformation of 4.
thaliana with Atlipl or Silipl is not beneficial to the plant, making it difficult to obtain

transformants.

Regarding the exogenous application of LA, the addition of 100 tM LA during
the germination of A. thaliana generates an increase in the lateral root index, an increase

in the expression Ievels of the 4efipl and Atipla, provides greater tolerance when plants




are exposed to 150 uM CuSOs, and prevents chiorophyll degradation when the plant is
exposed to an intense source of light. In addition, it was determined that the application
of 100 nM LA in S lycopersicum cv Micro Tom grown in hydroponic medium,
produces an increase in fruit production and generates tolerance to stress due to

nutritional deficit in the medium.

These results permitted the drafting of a patent application, which was submitted
to INAPT (2016-03333, “Natural biostimulant composition for the improvement of
agricultural production, method of application and its use to increase the number of roots
in plants”} which is related to the use of LA as a natural and economical biostimulant for
the improvement of agricultural production in order to meet the great challenges posed

by climate change.




1 INTRODUCCION

1.1 Agricultura vy Cambie Climético

Segim la Organizacién de las Naciones Unidas para Ia Alimentacién y la
Agricultura (FAO), Iz evidencia disponible confirma que el clima del mundo esid
cambiando. En el mundo cientifico existe un consenso respecto a que el cambio
climatico es un hecho inequivoco, el cual ha sido causado principalmente por accién del
hombre. A partir de 1950 se ha observado un calentamiento en la atmosfera y el océano,
disminucién en los volimenes de hielo y nieve, aumento en el nivel del mar y aumento

en las concentraciones de gases de efecto invernadero (IPPC, 2013).

La agricultura es fundamental para abordar el desafio que el cambio climitico le
plantea a la humanidad. La agricultura depende directamente de los recursos naturales y
de las condiciones climaticas, y ha sido afectada més que cualquier otro sector por los

efectos del cambio climatico (FAO, 2016).

Numerosos estudios han buscado establecer el impacto del cambio climatico en la
productividad de diferentes sectores y subsectores agricolas, en diferentes locaciones y
escenarios. La mayoria de estos apuntan a que los impactos negativos que ha tenido el
cambio climéatico irdn en aumento a medida que éste progrese (referencias a los estudios

en FAO, 2016).

El Banco Mundial (World Bank, 2007) identifica cinco factores principales por los
que el cambio climético afectara la productividad de cultivos agricolas: cambios en las
precipitaciones, temperatura, fertilizacién de diéxido de carbono, variabilidad climatica,

y la escasez de agua superficial, los cuales generan estrés de tipo abidtico en los cultivos.




Cabe destacar que el estrés abidtico que estin sufriendo Ios cultivos no se limita
solamente a los efectos generados por cambios climaticos, sino también a los efectos
antropogenicos como es la contaminacion del aire, el agua y la tierra (Jutsz y Gnida,

2015; Schutzendubel y Polle, 2002).

1.2 Cambie climdtico vy su impacto esperado en Chile

En Chile se espera un aumento en la temperatura en todo el territorio nacional con
un gradiente de mayor a menor que ira de norte a sur y de oeste a este, alcanzando un
aumento de hasta 2 °C, siendo la zona méas afectada el norte grande. Junto con este
aumento en la temperatura, se espera una disminucién en Ias precipitaciones
proyectindose, por ejemplo que entre los afios 2011 y 2030 se genere una disminucién
de entre un 5 y 15% en la zona ubicada entre la cuenca del Rio Copiap6 y la cuenca del
Rio Aysén (Departamento de Cambio Climético del Ministerio del Medio Ambiente,

2015).

Los efectos generados por la variacién de temperatura y precipitacién generaran
un importante aumento en los procesos erosivos del suelo en el pais, desde 1a Region de
Coquimbo hasta la Region de los Lagos. Se espera que la agricultura del secano sea Ia
mas afectada por este fenémeno, mientras que la agricultura de riego se vera afectada
por el incremento de temperatura si es que no ocurren cambios en la disponibilidad de
agua (Biblioteca del Congreso Nacional, 2007; Departamento de Cambio Climatico del

Ministerio del Medio Ambiente, 2015).




1.3 Estrés abiotico Y mecanismos de respuesta en organismos vegetales

Los organismos vegetales estin expuestos constantemente a una variedad de
factores ambientales, tanto bidticos (parasitos, patdgenos, herbivoros, etc.) como
abiéticos. Estos dltimos incluyen los recursos y estimulos necesarios para el desarrolio y
crecimiento de Ia planta, tales como, temperatura, humedad relativa, tuz, disponibilidad
de agua, nutrientes minerales, COz, como también el viento, la radiacién ionizante o
inclusive los contaminantes ambientales. El efecto que tenga cada uno de estos factores
abidticos en la planta dependera de su cantidad e intensidad. Para un crecimiento
éptimo, los organismos vegetales requieren cierta cantidad de cada factor ambiental,
Cualquier desviacién del dptimo, ya sea un exceso o un déficit de los factores quimicos
o fisicos del ambiente generara un estrés abiético en Ia planta, lo cual afectard su
crecimiento, desarrollo y/o productividad. Entre los factores abibticos que generan estrés
se encuentran: temperaturas extremas (calor, frio, y congelamiento), hipoxia en suelos
generada por inundaciones, sequia, suelos con déficit o exceso de nutrientes y excesiva

salinidad en el suelo (Koyro et al., 2012).

La respuesta de las plantas frente a diferentes estreses abidticos presenta tanto
elementos comunes como elementos tnicos a cada estrés (Figura 1) y, a diferencia de Ia
Tespuesta a estrés bidtico donde, por Io general, depende de rasgos monogénicos, ésta es
multigénica y méas compleja (Wang et af,, 2003). Los estreses denominados primarios,
entre los que se encuentra la sequia, alta salinidad, frio o calor extremo y poluciéon
quimica, tienen mecanismos interconectados los cuales causan dafio, afectando la

homeostasis celular. Esto a su vez gatilla estrés osmético y oxidativo los que se




denominan estrés de tipo secundario. La sefial inicial de estrés (e.g. efecto osmotico
provocado por iones, o cambios en la fluidez de membrana generados por aumento en la
temperatura) desencadena procesos de sefializacién rio abajo y controles de
transcripcidn, los cuales activan mecanismos de respuesta a estrés para asi re-establecer
la homeostasis y proteger y/o reparar proteinas y membranas dafiadas (Vinocur y

Altman, 2005; Zhu, 2016).

*Estrés oxidativo

Salinidad Estrés secundarie:
@ — *Estrés osmético

*Disrupcidn de la homeostasls idnlca y osmética
*Dafio funclonal y estructural de proteinas y membranas

J

Deteccion de la Osmosensores {AtHK1); Enzimas de clivaje de fosfolipldos {PLD);
senal, percepcidn Segundos mensajeros {Ca2*); MAP kinasas; Detectores de Ca?*
transduccién (SO53}); Proteinas kinasas dependientes de Ca? {CDPKs)
Control de . ]
transeripelén LFactms de transcripcisn {CBF/DRERB, ABF, HSE, bZIP, MYC/MYB)

L Activaclon de Genes ]

Mecanismos de Osmoproteccién
respuesta a estrés Detoxificacidn {Proling, GlyBET, Policles} Movimiento de iones y agua
{SOD, CAFT, PX, (Acuaperinas,
Antioxidantes) Chaperonas Transportadores)

[Hsp, SPL, LEA, COR}

Figura 1: Respuesta a estrés abiGtico en organismos vegetales. La figura muestra un
esquema del proceso de respuesta a estrés abidtico, en donde todos los factores externos
desencadenan un esirés de tipo oxidativo y/o osmoético, el cual genera una disrupcién en
Iz homeostasis la cual es detectada, y desencadena una sefial de transducci6n, la cual
activara factores de transcripcién los que regularan mecanismos de respuesta a estrés
(modificado de Vinocur y Altman, 2005).
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El estrés oxidativo en particular, es generado por la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por su sigla en inglés) las cuales son moléculas que poseen
unc o mas atomos de oxigeno activado (e.g. singlete de oxigeno, radical hidroxilo,
peroxido de hidrogeno, radical superdxido y oxido nitrico) o por la acumulacion de
radicales libres que no contengan &tomos de oxigeno (e.g. metales de transicién o
radicales centrados en un carbono). Debido a que, a través de diversos procesos
biolégicos tales como Ia fotosintesis y respiracion, existe produccion de ROS, las plantas
poseen mecanismos tanto enzimaticos como no enzimiticos para lidiar con estas
moléculas. Entre los mecanismos enziméticos se incluyen las enzimas; superéxido
dismutasa (SOD), Ia cual transforma el superéxido en oxigeno y peréxido de hidrogeno:;
ascorbato peroxidasa (APX), la cual reduce el peroxido de hidrogeno a agua utilizando
ascorbato como dador de electrones; glutation peroxidasa (GPX), Ia cual oxida el
glutatién a glutation disulfuro; y catalasa (CAT) la cual descompone el peréxido de
hidrogeno en oxigeno y agua. Por otra parte, entre los mecanismos no enzimaticos se
mncluyen moléculas tales como; ascorbato, sustrato de Ia ascorbato peroxidasa; glutatién,
el cual en su estado reducido es capaz de estabilizar ROS; el tocoferol o vitamina E, el
cual protege a los 4cidos grasos poliinsaturados de las membranas y otras estructuras
celulares de la peroxidacion lipidica; los flavonoides, los cuales en plantas captan hasta
el 90% de la radiacion UV: los alcaloides, como por ejemplo los indol-monoterpenicos,
los cuales se ba visto aumentan su sintesis ante ROS; los carotenoides, pigmentos
capaces de reaccionar con el singlete de oxigeno y radicales perdxido; y el acido lipoico

el cual es un cofactor de importantes complejos enzimaticos que ademas posee
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caracteristicas antioxidantes como se vera mas adelante (seccion 1.5; Apel y Hirt, 2004;

Demidchik, 2015; Matsuura et al,, 2014: Mittler, 2002; Perez-Lopez et af., 201 0).

1.4 Estrategias biotecnolégicas para mejorar tolerancia a estrés abidtico

La aproximacién mas comin para lograr mejorar la tolerancia a estrés de tipo
abidtico en organismos vegetales consiste en fortalecer el sistema enddgeno de respuesta
a estrés en distintos niveles de respuesta, desde receptores y elementos sefializadores o
reguladores (e.g. quinasas, factores de transcripcion), hasta los genes de efecto directo o
efectores (¢.g enzimas antioxidantes, proteinas heat-shock, enzimas relacionadas con la
sintesis de osmo-protectores). Esta estrategia ha tenido varios éxitos, aumentando cada
vez mdis los reportes de plantas tolerantes a diversos tipos de estrés (Tabla I); sin
embargo, existen algunas limitaciones importantes. Por una parte, cuando se intervienen
seftales muy tempranas en las rutas de sefializacién, como pueden ser factores de
transcripcion, se obtienen organismos tolerantes a mas de un tipo de estrés, pero con una
alta probabilidad de generar efectos pleiotrépicos, tales como disminucion en el
crectmiento o alteraciones en el desarrollo. Por el contrario, cuando se regula
positivamente la expresion o actividad de genes o enzimas de accidn directa,
normalmente no se observan efectos pleiotropicos, pero Ia tolerancia obtenida es a un
solo tipo de estrés, lo cual en condiciones normales de crecimiento en Campo no ocurre,
puesto que la planta est4 sujeta simultineamente a varios estimulos ambientales (Cabello

et al., 2014; Vinocur y Altman, 2005),
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Tabla 1: Estrategias biotecnologias para mejorar tolerancia estrés abidtico*

Estrategia Blanco Aproximacién | Fenotipo Ejemplos
Ingenieria de Factores de Sobre expresion | Tolerancia a estrés | OsNACS
reguladores transcripcion abidtico con o sin HaHB1
trascripciones efecto pleiotropico
OsDRB2A
GmbZIP1
Promotores Tolerancia a estrés | pRCc:OsNAC10
inducibles o abidtico sin efecto PRABI17-TaDREB2
tejido pleiotropico y3 '
especificos
Regulacion post ICE1
traduccional AtHB6
fina de niveles
de proteinas MYB30
(ubiquitinacion OsWRK Y30
fosforilacion,
sumolizacién)
Manipulacion | Genes Sobre expresion | Tolerancia a estrés | MnSOD
de rasgos involucrados | de un gen abidtico GOR
unicos en
metabolismo | Sobre expresion CuZnSOD+APX
de ROS de multiples DHARTGR
genes
Promotor P47:ScVTE
inducible P80:SCVTE
Expresion de Fld
genes de
cianobacterias
Genes Sobre expresion GolS
asociados a de enzimas RS2
0smo involucradas en
regulacion sintesis de HXK
azucares BIP
Chaperonas Sobre expresion GRPY4
de un gen Caliing
CRT
Modificacion Sintesis de Sobre expresion | Tolerancia a estrés | OSNCED3
de homeostasis | hormonas abidtico con
hormonal efecto pleiotropico
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Estrategia | Blanco Aproximacién | Fenetipo- " | Ejemplos
Expresion Tolerancia a estrés | pSAGI2:IPT
inducible abidtico con ;

efecto pleiotrépico PSARKIPT
Catabolismo | Expresion PWRKY:CKX1
de hormonas | tejido especifica
Sefializacién | Sobre expresién CRK45
de hormonas

Control post miRNA Sobre expresion | Tolerancia a miR319

transeripcional de blancos de sequia miR160
miRNA

GmNFYA3

Regulacion Metilacién de | Mutante en Hipersensibilidad | met]-3

epigenética DNA metil a estrés salino
transferasa
Usode Aumento a 5-azaC
inhibidores de | tolerancia a
metilacion salinidad

Modificacion | Mutante en Aumenio a HDAG6
de Histonas histona des sensibilidad a sal
acetilasa

|

*Tabla modificada de Cabello et al, 2014, para mas detalles sobre estudios mostrados
consultar trabajo original

1.5  Acido lipoico como blanco para generar tolerancia a estés abiético.

El acido lipoico (acido 6,8-dioctanoico; AL; Figura 2) es un metabolito fiuncional
y estructural, con actividad tanto como molécula antioxidante libre como unida
covalentemente, siendo cofactor esencial de la sub unidad E2 del complejo piruvato
deshidrogenasa, o-cetoglutarato deshidrogenasa, complejo oxoacido deshidrogenasa de
cadena ramificada y de la proteina H del complejo de escision de glicina (Douce et al,
2001; Mooney et al., 2002; Perham, 2000), por lo cual se encuentra presente tanto en

procariontes como en eucariontes.
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Figura 2: Férmula estructural del 4cido lipoico v acido dihidrolipoico. En Ia figura se
muestra la férmula estructural del icido lipoico y su forma reducida de acido
dihidrolipoico.

Por lo general, las moléculas antioxidantes poseen propiedades como tales solo
cuando estan en su forma reducida. Sin embargo, AL tiene la particularidad de conservar
funciones de proteccién tanto en su estado reducido de acido dihidrolipoico (DHLA)
como en su estado oxidado de AL. I vitro se ha observado que el AL tiene propiedades
protectoras ante el radical hidroxilo, acido hipocloroso y el singlete de oxigeno, ademas
es capaz de formar complejos estables con Mn®, Cu®* y Zn? y quelar Fe?*, mientras
que su pareja redox DHE.A posee propiedades protectoras ante el radical hidroxilo, acido

hipocloroso, radical peréxido, radical superéxido y puede quelar tanto Fe?* como Fe?*

(Packer et al., 1995.)

Junto con lo anteriormente mencionado, cabe destacar que la pareja AL/DHLA es
capaz de regenerar otros antioxidantes. Bl potencial redox AL/DHLA es de -0,32 V
mientras que el de la pareja glutatién/disulfuro de glutation (GSH/GSSG) es de -0,24 V
por lo que el DHLA es capaz de reducir directamente GSSG a GSH (Jocelyn, 1967).

Ademas, se ha visto in vivo que la administracion intraperitoenal de LA en ratas aumenta
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los niveles de GSH en varios tejidos (Busse et al., 1992; Bustamante et al., 1998;
Khanna et al., 1999). Adicionalmente, estudios in vitro muestran que el DHLA es capaz
de reducir dehidroascorbato y el radical semihidroascorbato (Kagan et al, 1992).
Finalmente gracias a ser una molécula anfipatica, el AL/DHLA es capaz de ejercer su

funcién antioxidante tanto en membranas como en citosol (Packer et al., 1995),

1.6 Biosintesis del deido lipoico

El conocimiento sobre la biosintesis del AL y la incorporacion de éste a proteinas
(“lipoilacion™) se fue generando inicialmente a partir de estudios realizados en bacterias
y hongos. El modelo mas estudiado es Escherichia coli, en el cual la lipoilacidn esta
basada en una ruta de novo y otra de reciclaje de lipoato libre (Morris ef al., 1994). Enla
ruta de novo, una octanoil transferasa (LipB, EC 2.3.1 .181) utiliza grupos octanoil recién
sintetizados unidos a “acyl cartier protein” (ACP) para transoctanilar residuos de lisinas
especificas en Ias proteinas blanco. Posteriormente, una lipoil sintasa (LipA, EC 2.8.1.8)
inserta dos atomos sulfuro desde una S-adenosil metionina en los carbonos 6 y 8 del
grupo octanoil unido a la proteina blanco (Cicchillo y Booker, 2005; Cicchillo er al.,
2004; Hayden et al., 1992). Por otro lado, en la ruta de reciclaje en bacterias, la enzima
central es una lipoato ligasa (LplA, EC 2.7.7.63; Christensen y Cronan, 2010) Ia cual
utiliza lipoato libre u octanoato reciclado desde el medio intra- y extracelular (Hermes y
Cronan, 2009; Ramaswamy y Maurelli, 2010). La reaccion ocurre en dos pasos; el
lipoato sufre una primera activacién a lipoil-AMP y Iuego es unido a Ia respectiva

proteina blanco (Morris ef al., 1994) para realizar su funcién como cofactor (e.g. en el
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complejo piruvato deshidrogenasa, acepta el grupo acilo desde un Acil-TTP formado por

la sub unidad E1 formando acil-lipoato y lo entrega a la CoASH formando Acetil-CoA).

En plantas, el proceso de lipoilacién es similar al descrito en MICTOOTZANISINoS,
con la salvedad que puede ocurrir en mitocondrias y en cloroplastos. La mayoria del
lipoato es producido en la mitocondria (Gueguen et al, 2000; Rebeille et al., 2007:
Wada et al., 1997; Yasuno et al., 2004) donde la lipoilacién de proteinas ocurre via
lipoil transferasa (LIP2; Wada et al., 2001) y lipoil sintasa (LIP1; Yasuno y Wada,
1998), y posiblemente mediante lipoato ligasa, Ia cual puede incorporar tanto octanoato
como AL a las proteinas blanco (LPLA; Ewald et al., 2014; Kang et al., 2007). Ademas
de la ruta antes mencionadas, se han descrito en Arabidopsis thaliana isoformas para los
genes de las enzimas octanoil transferasa (Atlip2p, Wada et al., 2001 ; Atlip2p2, Ewald et
al., 2014) y lipoil sintasa (4#lipIp, Yasuno y Wada, 2002) y que codifican proteinas con
destinacion a cloroplasto, organelo en el cual ocurre la sintesis de 4cidos grasos, desde la
cual comienza la sintesis de nove de AL. Un esquema del proceso en A. thaliana se

muestra en la Figura 3.
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Figura 3: Ruta de sintesis de acido lipoico en A. thaliana. En la figura se muestra un
esquema de las enzimas que participan en la sintesis del acido lipoico y los genes que las
codifican en A. thaliana. En la parte superior se muestra la ruta de sintesis de novo, en la
cual la enzima octanoil transferasa transfiere un grupo octanoil a un grupo amino
especifico de la enzima blanco. Posteriormente la enzima lipoil sintasa incorpora un
atomo de azufre en los carbonos C6 y C8. En la parte inferior se muestra la ruta de
reciclaje en la cual el 4cido lipoico libre es incorporado a la enzima blanco por accion de
la enzima lipoato ligasa.

1.7 Evidencias de dcido lipoico v respuesta a estrés en organismos vegetales

En la literatura se encuentran algunos ejemplos que sugieren una relacién entre el
metabolismo del AL y la respuesta a estrés abi6tico en organismos vegetales. Estudios
realizados en Hordeum vulgare L. (cebada) muestran que una variedad que es mas

tolerante a salinidad posee niveles mayores de AL cuando la planta no esta sujeta a
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ningin tipo de estrés, y que al ser sometida a concentraciones crecientes de NaCl, el
contenido de DHLA es mayor en comparacion a una variedad que no presenta tolerancia
(Perez-Lopez et al., 2010). Se ha visto también que plantules de Triticum durum (trigo)
cuando son expuestas a exceso de cobre presentan un aumento en las concentraciones de
DHLA Iuego de 48 horas (Sgherri et al,, 2002). Junto con anterior, estudios realizados
en Solanum lycopersicum (tomate) nestran que, al ser expuestos a riego con exceso de
salinidad, se genera un aumento en el contenido de DHILA (Sgherri et al., 2008; Sgherri
et al., 2007). Finalmente mediante la utilizacion de la base de datos para micro arreglos
¢FP Browser (Winter ef al., 2007) se encontrd que en plantas de Arabidopsis thaliana
expuestas a estrés de tipo oxidativo mediante el uso de paraquat, aumentan los niveles de

transcrito del gen Aflip! mientras que para los genes Atlip2 y Atipl4 disminuyen.

1.8 Estrategia Desarrollada

La presente tesis tiene por objetivo desarrollar una prueba de concepto para
generar tolerancia a estrés de tipo abidtico mediante la manipulacién del metabolismo
del acido lipoico. Al ser una primera aproximacién, se utilizara el organismo modelo
Arabidopsis thaliana, el cual posee la ventaja de tener su genoma secuenciado, tener un
ciclo de vida corto en comparacidn a otras especies vegetales y ser de facil
manipulacién. Ademss, se trabajard con S lycopersicum cv. Micro Tom, el cual a
diferencia de trigo y cebada posee un genotipo diploide. Ademas de esto, el tomate
Micro Tom tiene la ventaja de poseer un ciclo de vida corto respecto a otras especies
vegetales, su genoma se encuentra secuenciado y es un buen modelo para el estudio de

frutos, pensando en futuras aplicaciones.
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Con el objetivo de generar mayor tolerancia a estrés abidtico mediante Ia

manipulacidn del metabolismo del AL se utilizaron dos aproximaciones:

La primera aproximacién consistié en generar plantas de A. thaliana que sobre
expresan el gen que codifica la enzima lipoil sintasa (LIP1), el cual se sabe, mediante
datos de micro arreglos, aumenta sus niveles de expresion cuando la planta es expuesta a
estrés oxidativo y su producto génico (LIP1) participa tanto en Iz ruta de novo como de

reciclaje (cuando LPLA une octanoato a las proteinas blanco; Ewald et al., 201 4).

Como segunda aproximacién, y basindose en que fratamientos con AL en
levaduras aumentan su tolerancia a tratamientos con agentes que generan dafio oxidativo
(Wu er al,, 2011), Io cual sugiere fuertemente que esta molécula es capaz de atravesar
membranas y pared celular, se realizaron tratamientos exdgenos con AL en A. thaliana v
tomate, y se observé el efecto en ellas cuando fueron sometidas o no a diversos estreses
abidticos.

1.9 Hipétesis

La manipulacién del metabolismo del acido lipoico otorgard una ventaja

adaptativa frente a estrés abidtico en organismos vegetales.

1.10 Objetive general

Generar vna mejor adaptacioén en organismos vegetales sometidos a estrés abidtico

mediante la manipulacién del metabolismo del acido lipoico.
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1.11 Objetives Especificos

1. Identificacién y clonacion del gen que codifica la enzima lipoil sintasa desde A.
thaliana (Atlipl) y S. Iycopersicum (tomate; Silipl). Caracterizacién funcional de
SILIP1 y determinacion de su localizacidn subcelular.

2. Generacién de lineas de 4. thaliana que sobre expresen el gen endogeno Aflipl, o
que expresen el gen Silip! proveniente de tomate.

3. Analisis fenotipico y molecular de plantas de 4. thaliana y tomate (S. hcapersicum)
germinadas a diferentes concentraciones de AL,

4. Evaluacién de la tolerancia a estrés salino, oxidativo, metales pesados y déficit
hidrico en plantas de A. thaliana germinadas en presencia o ausencia de AL.

5. Evaluacion fenotipica de plantas de A. thaliana y S. Iycopersicum germinadas en

presencia o ausencia de AL sometidas a déficit nutricional
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2 MATERJALES Y METODOS

2.1 Identificacién v clonacién del gen gue codifica la enzima lipeil sintasa desde
A._thaliana (AtlipI) y_S. Iycopersicum (tomates Sllipl). Caracterizaciéon
funcional de SILIP1 y determinacion de su localizacién subcelular.

2.1.1 Crecimiento vegetal
Semillas de 4. thaliana ecotipo Col-0 fueron esterilizadas en etanol 70% durante

5 min y posteriormente lavadas en H2Q estéril. Una vez estériles las semillas fueron
sembradas en placas con medio MS sélido 0,5x (#MS519, Phyto technology laboratories;
Murashige y Skoog, 1962), sacarosa 1%, Agar 0,8% (#A296, Phyto technology
laboratories) y mantenidas a 4 °C en oscuridad durante 24 a 48 horas para su
estratificacion. Una vez estratificadas las placas fueron traspasadas 2 un incubador con
fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad a temperatura y humedad constante de 22 °C y 60%

respectivamente.

Semillas de S. hcopersicum cv Micro-Tom fueron esterilizadas mediante dos
lavados durante 10 min con una solucién Triton X-100 0,01% en etanol 70% seguidas de
dos lavados con H,O estéril. Una vez estériles las semillas fueron sembradas en placas
con medio MS sélido 0,5x, sacarosa 3%, Agar 0,8% y mantenidas a 4 °C en oscuridad
durante 24 a 48 horas para su estratificacién. Una vez estratificadas las placas fueron
traspasadas a un incubador con fotoperiodo de 16/8 h Iuz/oscuridad a temperatura y

humedad constante de 22 °C y 60% respectivamente,

Semillas de N. tabacum fueron sembradas directamente en tierra de hoja. Se

dejaron crecer durante 4 meses en una cimara de cultivo con fotoperiodo de 16/8 h
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luz/oscuridad a temperatura constante de 24 °C con riego regular de 2 veces por

semanas.

2.1.2 Identificacion v clonacién de Atlipl y Silip]

Para Ia clonacion del gen A#ip (LIP1; At2g20860; Yasuno y Wada, 1998}, se
disefiaron partidores AtlipiF, AtliplR y AtlipIR ns (Anexo 1) a partir de la CDS

obtenida desde Ia base de datos NCBI (NCBI Resource Coordinators, 2017).

Para Iz identificacién del gen que codifica Ia enzima lipoil sintasa en tomate, se
utilizé la herramienta BLAST (Altschul er al, 1990) de la base de datos NCBI,
ingresando como referencia la secuencia de la proteina lipoil sintasa de 4. thaliana
(LIP1; Yasuno y Wada, 1998). Una vez identificada la secuencia se disefiaron los

partidores Sllip1F, SllipIR y SllipIR_ns (Anexo 1).

2.1.3 Extraccion de RNA y sintesis de e DNA

Plantulas completas de 10 dias (4. thaliana) o 14 dias (8. Iycopersicum) crecidas
in vitro fueron maceradas en nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. A partir de
éste se realiz6 una extraccién de RNA utilizando el kit E.Z.N.A Plant RNA kit (#R6827-
01, OMEGA bio-Tek) siguiendo las indicaciones del fabricante. Una vez obtenido el
RNA se analizaron sus indices de calidad y concentracién utilizando el equipo NanoVue
(General Electric) y se le realizé un tratamiento con DNasa (#EN0521, Thermo
Scientific) siguiendo las recomendaciones del proveedor. Una vez finalizado el
tratamiento, se utilizaron 3,5 pg de RNA para realizar una transcripcidn reversa a cDNA

utilizando la enzima ImProm-H™ Reverse Transcriptase (#M3803, Promega) siguiendo
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las indicaciones del fabricante con Ia utilizacién de RiboLock (#E00381, ThermoFisher

Scientific) como inhibidor de ribonucleasa y 0ligoAP (Anexo 1) como partidor.

2.1.4 Amplificacién y purificacién de Atlipl v Sllipl

Utilizando el ¢DNA obtenido (seccitn 2.1.3) como molde, se amplificé la
secuencia correspondiente al CDS de A4tlip] mediante PCR con la enzima OneTag®
DNA  Polymerase (#MO0480S, New England Biolabs) siguiendo el protocolo del
fabricante. Se amplific Ia secuencia incluyendo el codén de témino (partidores AtliplF
y AtlipIR), y sin el codén de término (partidores AtliplF y AtlipIR_ns), utilizando para
ambos casos el programa de reaccion Atlipl (Anexo 2). Para Sllipl se utilizd la enzima
Herculase I Fusion DNA Polymerases {(#600675, Agilent Technologies) siguiendo el
protocolo establecido por el fabricante. Se amplificé la secuencia incluyendo el codén de
término (partidores SiliplF y Sllip1R), v sin el codén de término (partidores SlliplF y

SilipIR_ns), utilizando para ambos casos el programa de reaccién Sllipl (Anexo 2).

El producto de PCR se resolvié mediante electroforesis 2 90 V en un gel de
agarosa al 1,5% (SeaKem® LE Agarose, #50004 Lonza), luego de lo cual fue tefiido con
bromuro de etidio 5 mM y visnalizado en un transiluminador UV (WUV M20).
Finalmente, el producto de PCR observado fue cortado desde el gel y purificado
utilizando el kit Wizard SV gel and PCR clean-up system (#A9281, Promega) siguiendo

el protocolo especificado por el fabricante.

2.1.5 (Clonacion en el vector de entrada pCRTMg.

Una vez purificados los productos de PCR (seccion 2.1.4) se procedid con la

clonacién de estos en el vector pCR™S8 (#K250020, Thermo Fisher Scientific) y
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posterior transformaciéon de E coli MATCH One Shot™ TOP10 signiendo Jas
indicaciones de fabricante, obteniendo para Atlipl las construcciones pCR8-Atlipl y
pCR3-Atliplns (sin el codén de termino) y para Sllipl las construcciones pCR8-Sllip1,
pCR8-8lliplns (sin el codén de termino) y pCRS-SIAS (secuencia codificante de Stlip]

en anti-sentido respecto a los bordes de recombinacion).

Una vez transformadas las bacterias, se verificé la presencia del vector mediante
PCR de colonia, el cual consisti6 en utilizar como moide una pequefia seccién de una
colonia bacteriana la cual se suspendi6 en 50 pIL de HLO y se calento a 95 °C durante 10
min, para luego tomar 1 pl para ser utilizado como molde (reacciones utilizadas en
seccion 2.1.4). Posteriormente se realizé una extraccién de pPDNA, el cual fue enviado a
secuenciar a Macrogen USA verificando para ambas construcciones Ia direccionalidad
del gen en el vector y la presencia o ausencia del codén de termino dependiendo de cada

CAs0.

2.1.6 Obtencitn cepa E. coli KER176

La caracterizacion funcional de SILIP1 se basé en el trabajo de Yasuno y Wada
(1998), para lo cual se utilizé la cepa de E. coli KER176, la cual no expresa lipoil
sintasa, /ipA (rpsL lipA150::Tnl000dKn; Vanden Boom et al, 1991) y fue donada
generosamente por el Dr. John E. Cronan Jr. (Departamento de Microbiologia de la
Universidad de Illinois). Una vez recibida Ia cepa en agar profundo ésta fue rayada en
una placa de medio minimo MME+G (MgSOy4 - 7H,0 0,81 mM, icido citrico - H20 10,4
mM, K2HPOs 57,4 mM, NaNH4HPO, - 4H,0 16,7 mM, glucosa 0,8%) suplementado

con Kan 25 mg/mL y AL 5 ng/mL y se incubd a 37°C durante 72 h, Se seleccionaron
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colonias y se inocularon en MME+G liquido con Kan 25 mg/mL y AL 5 ng/ml,
dejandolas crecer a 37 °C durante 72 h. Finalmente se guardd un stock con glicerol
(50%) a -80 °C.
2.1.7 Prediccion de Ia region correspondiente al péptido seiial de Sllipl

Para realizar la complementacién de Jipd, se trabajé con la secuencia de las
proteinas vegetales sin incluir el péptido sefial Para determinar dicha secuencia se

utilizaron los programas informaticos ChioroP 1.1 Server (Emanuelsson ef al., 1999),

TargetP 1.1 Server (Emanuelsson ez al., 2000) y SignalP 4.1 (Petersen er al., 2011).

2.1.8 Clonacién del gen Atlipl v Sllip] sin péptido seiial en pCR™38

Para Ia clonacién de Atliplp sin el péptido sefial se utilizaron los partidores

AtliplexpF y AtliplexpR (Anexo 1), mientras que para la clonacién del gen Sllipl sin el
péptido sefial se utilizaron los partidores SlliplmexpF y SllplmexpR (Anexo 1). Esta
seccién fue realizada por Simén Miranda en el contexto de su tesis de magister

(Miranda, 2017), obteniendo los vectores pCRS-Al 8Atlipl y pCR8-A30S1lipl.

2.1.9 Generacién de vectores de expresion pDEST-HisMBP

Los vectores pCR8-A18Atlipl v PCR8-A30S1lip] fueron recombinados con el
vector pDEST-HisMBP (Addgene plasmid # 11085, Nallamsetty et al., 2005) por Simén
Miranda, en el contexto de su tesis de magister (Miranda, 2017), obteniendo los vectores

pDEST-Atlipl y pDEST-Sliip1.

Utilizando el vector pCR8-SIAS (seccién 2.1.5), el cual posee la secuencia de
SllipI en anti sentido, se realizd la recombinacién mediante tecnologia Garteway™ con el

vector pDEST-HisMBP utilizando Ia enzima Gateway™ LR Clonase™ Enzyme mix
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(#11791019, ThermoFisher Scientific) siguiendo el protocolo establecido por el
fabricante, obteniéndose el vector PDEST-SIAS, el cual fue verificado medianie PCR
(partidor SiliplF y HIS_F, Anexo 1; reaccién HIS-AS, Anexo 2) a colonias portadoras

del vector,

2.1.10 Transformacién de KER176 con los vectores pDEST

La trasformacién con los vectores pDEST-Atlipl y pDEST-Sllipl fue realizada
por Simén Miranda, en el contexto de su tesis de magister (Miranda, 2017), obteniendo

las cepas KER176-Atlip] y KER-176-Sllip1.

Para Ia trasformacién con el vector PDEST-SIAS, se generé la cepa KER176
quimio-competente, para lo cual se crecid una alicuota en S5 mlL de MME+GAS
(MME+G suplementado con acetato de sodic 5 mM y succinato de sodioc 5 mM)
suplementado con kan 25 mg/mL durante toda la noche. Luego de este tiempo fue
centrifiigado a 4000 g durante 10 min y resuspendido en un volumen de CaCl, 20 mM a
4 °C. Posteriormente fue centrifugado a 4000 g durante 10 min y resuspendido en 1 mL
de CaCl: 20 mM a 4°C. Luego de esto se agregaron 500 ng de vector pDEST-SIAS, se
dej6 en hielo durante 10 min, se le dio un golpe de calor a 42 °C durante 45 s para luego
dejarla en hielo durante 5 min. Finalmente se sembré en una placa MME+GAS con kan
25 mg/ml y amp 50 mg/mL la cual se incub6 a 37 °C durante 48 h, luego de o cual se
seleccionaron colonias las que se dejaron crecer a 37 °C en medio MME+GAS liquido
con kan 25 mg/mL y amp 50 mg/mL para finalmente guardar un stock en glicerol a -80

°C, obteniéndose la cepa KER176-S1AS.
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2.1.11 Complementacién heterdloga de KER176

Las cepas KER176 transformadas con cada uno de los 3 vectores (pDEST-
Atlipl, pDEST-Sllipl, pDEST-SIAS) fueron crecidas en medio MME+G liquido
suplementado con IPTG 0,5 mM, AL 5 ng/ml, acetato de sodio 5 mM y succinato de
sodio 5 mM durante toda la noche a 37 °C hasta alcanzar una DOssong entre 1 y 1,5.
Posteriormente fueron centrifugadas y lavadas en medio MME para eliminar los
remanentes de AL, acetato de sodio y succinato de sodio. Finalmente, las células fueron
re-suspendidas 2 una DQgoonm cercana a 1,0 y rayadas en medio solido MME+G y
MME+GAS (MME+G suplementando con acetato de sodio 5 mM y succinato de sodio
5 mM), o inoculadas en placas de 96 pocillos con medios MME+G o MME+AL, y se
siguid su cinética de crecimiento a 600 nm cada 1 h durante 48 h a 37 °C
{espectrofotometro BioTek EPOCH2). Todos los medios fueron suplementados con kan

50 mg/mL y amp 100 mg/mL para mantener la seleccidn de Ia cepa y el vector,

2.1.12 SDS-PAGE e immuno deteccién

Se realiz6 una extraccibn de proteinas fotales de las cepas KER176
transformadas con cada uno de los 3 vectores (pDEST-Atlipl, pDEST-SIlpl, pDEST-
SIAS), tanto inducidas como sin inducir con IPTG, mediante el uso del kit comercial B-
PER™ (#78248, ThermoFisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Una vez obtenidas, las proteinas fueron cuantificadas con el uso de Bio-Rad Protein
Assay Dye Reagent (#5000006, Bio-Rad). Se utilizaron 25 pg de cada muestra para
realizar un SDS-PAGE al 10% o 12% utilizande el marcador de peso molecular

PageRuler™  Prestained Protein Ladder (#26616, ThermoFisher Scientific).
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Posteriormente se transfirieron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa mediante
electro transferencia (15 V durante 15 min). Las membranas se bloquearon durante 2 h
en TBS-T (Tris-HC1 pH 7,5 20 mM, NaCl 140 mM, Tween-20 0,1%) en 5% leche
descremada a temperatura ambiente, y lavadas 3 veces durante 10 min con TBS-T. Para
el westernblot anti-HIS, la membrana fue incubada en el anticuerpo primario
monoclonal a-polyhistidine (1:5000; H1029 Sigma) por 2 h, lavado 3 veces por 10 min
con TBS-T y luego incubado con el anticuerpo secundario Anti-Mouse 1gG Alkaline
Phosphatase (1:10000; A1293 Sigma) por 2 h y revelado con NBT (nitro-blue
tetrazolium chloride) y BCIP (5-bromo-4-chloro-3"-indolyphosphate p-toluidine salt).
Para el westernblor anti-acido lipoico, la membrana fue incubada en el anticuerpo
primario rabbit polyclonal anti-lipoic acid primary antibody (1:3000; #437695
Calbiochem) por 2 h, lavado 3 veces durante 10 min con TBS-T, luego incubado con el
anticuerpo secundario Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate (1:5000; #1706515
BioRad) durante 2 h y revelado con Pierce™ CN/DAB Substrate Kit (#3400, Thermo

Scientific Pierce).

2.1.13 Generacion del vector pEarlvGatel01

A partir del vector pCR8-Slliplns (seccién 2.1.5) y utilizando el vector de
destinacion pEarlyGatelO1 (Earley er al, 2006) se gener6, mediante tecnologia
Gateway™ (seccion 2. 1.9), el vector pEG-Sllip1, el cual se corroboré realizando un PCR

(seccion 2.1.4) a colonias portadoras del vector.
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2.1.14 Transformacion de 4. tumefaciens cepa EHA105

Se 1ay6 la cepa EHA105 en medio LB (triptona 1%, NaCl 1% y extracto de
levadura 0,5%) solido (1,6% agar-agar) suplementado con el antibibtico rifampicina 10
pg/mL, y se dejé crecer a 28 °C durante 48 h. Posteriormente se inoculd una colonia
individual en 5 mL de medio LB liquido y se dej6 creciendo durante la noche a 28 °C en
agitacion constante a 180 rpm. Al dia siguiente el cultivo se dej6é en hielo durante 30
min, se transfirieron 1,5 mL a un tubo nuevo y se centrifugé durante 10 min a 4000 pm
a 4 °C, se removi6 el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet suavemente en 1 mL de
CaClz 20 mM pre enfriado, manteniendo siempre el tubo en frio. Una vez resuspendido
se centrifugd durante 5 min a 4000 rpm a 4°C, se removié el sobrenadante y se
resuspendi6 el pellet suavemente en 200 L de CaCl, 20 mM pre enfriado, se agregaron
500 ng del plasmido pEG-Silipl y se mantuvo en hielo durante 5 min para luego ser
dejado en nitrogeno liquido durante 5 min. Una vez transcurrido el tiempo en nitrégeno
liquido se dio un golpe de temperatura a 37 °C durante 5 min y Se puso nuevamente en
hielo durante 5 min. Finalmente se agregd 1 mL de medic LB y se incubo a 28 °C
durante 3 horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se sembraron 200 pl en
una placa de LB solido suplementado con kan 100 mg/mL v rif 10 mg/mL y se dejo a
28°C durante 48 horas. Una vez transcurrido el tiempo se seleccionaron algunas colonias
y se comprobd Ja presencia del vector pEG-Sllip] mediante un PCR a colonias

portadoras del vector (seccion 2.1.4).
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2.1.15 Infiltracién de hojas de V. tabacum
La cepa EHAI0S portadora del vector pEG-Sllipl fue utilizada para realizar [a

infiltracién y expresion transitoria en hojas de plantas de N. fabacum de 4 meses de edad

segiin el protocolo establecido (Sparkes ef al., 2006).

2.1.16 Tratamiento con Mitotracker y visualizacién en microscopia confocal

Cuatro dias luego de realizada la infiltracién, se corté una seccién de la hoja de
tabaco infiltrada y se incubd en 350 mM de MitoTracker Red CMXRos (#M7512
Thermo Fisher) durante 2 horas a temperatura ambiente. Una vez transcurrido ese
tiempo Ias hojas fueron visualizadas en un microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta y

las imégenes analizadas mediante el programa Zeiss LSM image Browser v.3.1.0.99

2.2 Generacion de lineas de A. thaliana que sobre expresen el gen endégeno
Atlipl, o que expresen el gen Sllipl proveniente de tomate

2.2.1 Generacion de los vectores pGWBS-Atlipl v pGWBS8-SHlip1

A partir de los vectores pCR8-Atliplns y pCR8-Slliplns se generaron, mediante
tecnologia Gateway™ (seccién 2.1.9), los vectores pGWBB-Atlipl y pGWBS-Sllipl
respectivamente los que poseen el promotor fuerte y constitutivo 358, generan una
proteina de fusidn a 6xHIS carboxilo terminal y poseen seleccion por higromicina y
kanamicina en plantas. Una vez construidos, los vectores se verificaron mediante PCR a
colonias portadoras de dichas construcciones (reaccién en seccion 2.1.4). Finalmente se

realiz6 una extraccion de pDNA para las bacterias portadoras de cada construccion.

Los vectores pGWB8-Atlipl y pGWB8-Sllipl fueron incorporados a la cepa

EHA105 de A. tumefaciens mediante transformacién por golpe térmico (seccidn 2.1.10)
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2.2.2 Transformacién estable mediante inmersion floral

Para la transformacion estable de A. thaliana se crecieron cepas de A.
tumefaciens EHA105 portadoras, de manera independiente, de los vectores pGWBS-
Atlipl y pGWB8-Sllip1 (secci6n 2.1.5) en medio LB. Una vez alcanzada una D.0.5000m
de 0,3, los cultivos fueron centrifugados a 4000 g durante 10 min y resuspendidos en
medio de infiltracion (sacarosa 5%, silwet-77 0,05%). Seis plantas de Arabidopsis de
entre 6 a 8 semanas con suficientes botones florales (plantas de 2 semanas son pasadas a
tierra en una camara de cultivo, seccién 2.1.1) fueron sumergidas durante 3 a 5 segundos
en el medio de infiltracion para cada vector (inmersién floral) y fueron dejadas en
oscuridad durante 24 horas para luego ser nuevamente trasladadas a Ia camara de cultivo
en donde se mantuvieron hasta la etapa de recoleccion de semillas (4-5 meses post

germinacion; basado en Clough y Bent, 1998)

2.2.3 Seleccién de plantas fransformantes por resistencia a antibidtico

Las semillas (T1) provenientes de las plantas sometidas a la técnica de inmersion
floral (secci6n 2.2.2) fueron colectadas y sembradas en un medio MS suplementado con
hyg 50 mg/mL (el vector pGWBS de ser exitosa la transformacion mtegrara, ademas del
gen de interés, sptll que otorga resistencia a higromicina) y se analiz6 la sobrevivencia
de las plantas Iuego de una semana. Se analizaron mas de 25.000 semillas para cada una
de las construcciones. Las plantas T1 resistentes al antibidtico fueron seleccionadas y

pasadas a tierra.
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2.24 Corroboracion de plantas transformantes por PCR

Las plantas (T1) seleccionadas se dejaron crecer durante 3 meses hasta poder
extraer tejido sin afectar la viabilidad de la planta. Se realizé una extraccién de gDNA
para lo cual, una hoja caulinar fue homogenizada en 200 pL de buffer TNE/SDS (Tris-
HC1 200 mM pH 8, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, pH 8, 0,5% SDS) y se centrifugé
durante 5 min a 12.000 g. Al sobrenadante se e agregé 200 pL de isopropanol y se
mezclé mediante vortex. Se centrifugé nuevamente y se elimin6 el sobrenadante para
luego lavar el pellet 2 veces en etanol 70% (centrifugando luego de cada lavado) para
finalmente resuspender el peilet en 20 yL de H20Q. El gDNA obtenido se utiliz6 como
molde para realizar un PCR dirigido a: el gen gapa (partidores gapaF y gapaR, Anexol;
reaccion gapa, anexo 2), los genes en estudio hasta la secuencia 6xHIS carboxilo
terminal (Atlipi-6xhis o SHipI-6xhis; partidores AtlipIF, SliplF y HISR, en anexo 1,
reaccién genHIS anexo 2) y al gen Apt (partidores hptF y hptR, Anexol; reaccién HPT,
Anexo 2). Todas aquellas plantas que resultaron positivas al analisis molecular se
dejaron crecer y se recolectaron las semillas (generacién T2). Las semillas T2 fueron
sembradas er medio de seleccion con antibi6tico y se analizd Ia frecuencia de resistencia
al antibibtico luego de una semana (una segregacién mendeliana del 75% de resistencia
sugiere que hubo un solo evento de insercién en Ti ). Se seleccionaron entre 8 y 10
plantas provenientes de placas de crecimiento con segregacion mendeliana y se dejaron
crecer para obtener sus semillas (T3). Las semillas (T3) fueron sembradas en medio de
seleccién y se eligieron aquellas provenientes de una placa con 100% de resistencia lo

cual implica un genotipo homocigoto para Ia resistencia y el gen de interés.
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2,3 Anlisis fenetipico vy _molecular de plantas de A. thaliana y_tomate (S.
lycopersicum) germinadas a diferentes concentraciones de AL.

2.3.1 Siembra y preparacién de placas de MS con AL

Semilias de A. thaliana ecotipo col-0 fueron esterilizadas y sembradas en placas
con medio MS sélido 0,5x (seccién 2.1.1) y diferentes concentraciones de AL (#62320-
5G-F Sigma-Aldrich) para luego mantenerlas a 4 °C en oscuridad durante 24 2 48 horas
para su estratificacion. El AL fue disuelto en etanol absoluto (#107017, Merck) de forma
tal que agregando 10 pL en 50 mL de medio MS se alcanzaran concentraciones entre 0 y
250 uM en el medio. El AL fue agregado después de que el medio MS fuese auto
clavado y antes de Ia solidificacion del mismo. El grupo controt (concentracion 0 de AL)

son plantas crecidas en medio MS suplementado con 10 pL de etanol absoluto.

2.3.2 Cuantificacién del largo de la raiz principal e indice de raices laterales

Las plantas crecidas a diferentes concentraciones de AL fueron mantenidas en el
incubador (seccidn 2.1.1) durante 7, 10 o 14 dias dependiendo de cada experimento.
Luego de ese tiempo las placas fueron escaneadas y analizadas con el programa ImageJ
v 1.5 (Schneider et al., 2012) para la determinacion del largo de su raiz principal y el
Indice de Raices Laterales (IRL; nimero de raices laterales emergidas sobre el largo de
la raiz principal).

2.3.3 Extraccion de RNA v obtencién de cDNA
Un pool de plantulas completas de 10 dias que fueron germinadas en presencia o

ausencia de 100 nM de AL (seccién 2.3.1) fueron maceradas en nitrogeno liquido hasta
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obtener un polvo fino. A partir de éste se realizd la extraccion de RNA y Ia sintesis de

cDNA segiin secciéon 2.1.3.

234 Cuantificacion de los niveles de expresién de genes relacionados a Ia rota del

Al mediante gqRT-PCR
Para la realizacién del qRT-PCR se utilizé el kit SensiMix™ SYBR® Hi-ROX

(#QT605-05, Bioline) siguiendo las indicaciones del fabricante, wtilizando 50 ng de

molde y partidores a una concentracién de 500 nM.

Se midieron los niveles de expresién de los genes Atlipl, Adip2, Atlpla y
AtmtE21 (partidores 7+8, 9+10, 11+12 y 13+14 respectivamente; Anexo 1), y se
utilizaron como housekeeping los genes Atdg26410, At4605320 y Atlgl3320,
utilizando Ia reaccion gRT-PCR (Anexo 2) empleando el equipo Stratagene Mx3000P
(Agilent Technologies) y el programa MxPro — Mx3000p v4.10 (Stratagene) para el

analisis de datos.

La eficiencia de los partidores se calculé para cada reaccion utilizando el
programa LinRegPCR (Ramakers et al, 2003) y se determiné el mejor housekeeping
mediante el algoritmo NormFinder (Andersen et al., 2004). La expresion relativa se

calenl6 mediante el uso de Ia Ecnacitn 1:

E genﬂc‘t(control-experimental)

Expresion Relativa = EhkACt(control—experimental)

Ecuacién 1: Ecuacién para determinar la expresién relaitiva de un gen. Ecuacion
utilizada para calcular Ia expresion relativa en donde Egen $e refiere a la eficiencia del
gen en estudio y Ehk a Ia eficiencia del housekeeping
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2.3.5 Cuantificacion de los niveles de lipoilacién mediante western blot

Un pool de plantulas completas de 10 dias que fueron germinadas en presencia
de 100 nM de AL (seccién 2.3.1) fueron maceradas en nitrégeno liquido hasta obtener
un poivo fino. A partir de éste se realizd una extraccién de proteinas utilizando el kit
comercial P-PER™ Plant Protein Extraction Reagent (#89803, ThermoFisher
Scientific). Se utilizaron 50 pg del extracto para realizar un SDS-PAGE y upa inmuno
deteccion (seccion 2.1.12) utilizando como anticuerpo primario una mezcla entre rabbiz
polyclonal anti-lipoic acid primary antibody (1:3000) y Anti-ACTIN antibody produced
in rabbit (1:2000; #SAB4301137, Sigma-Aldrich) y como anticuerpo secundario Goar
Anti-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate (1:5000; #1706515 BioRad). Una vez revelada
la membrana se procedi6 a cuantificar la sefial relativa de las proteinas lipoiladas
tespecto a la sefial correspondiente a actina a través de cuantificacién de pixeles
mediante el uso del programa ImageJ. Se cuantificaron en total 6 cargas de proteinas

distintas.

2.3.6 Cultivo en medio hidropénico de S. Ivcopersicum

Semillas de S. Iycopersicum (tomate) cv Micro Tom fueron sembradas en un
sustrato inerte de vermiculita y perlita 1:1 hidratado con medio hidropénico preparado a
partir de un stock 100X (KNOs 125 mM, Ca(NOs)z 150 mM, MgS0; 75 mM, KHLPO,
50 mM, KCI 5 mM, H;BOs 5 mM, MnSO4 1 mM, ZnSO; 200 uM, CuSO4 150 pM,
Na28i03 10 mM y Sprint 330 7,7 mM [Fe quelado en DTPA (Acide di-etilen-tri-amino-
pentaacético)], ajustado a pH 5,0) suplementado con AL z 0, 50 nM o 100 nM. Las

plantas se dejaron crecer en una cimara de cultivo con fotoperiodo de 16/8 h
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Iuz/oscuridad a temperatura constante de 24 °C y fueron regadas una vez por semana
con medio hidropénico (sin AL). Al cuarto mes se cuantifico el niimero, peso fresco y

calibre de los frutos.

2.3.7 Caultivo en tierra de S. lycopersicum

Semillas de S. lycopersicum (tomate) cv Micro Tom fueron sembradas en
recipientes de tierra de turba (turba compacta Jiffy®) hidratada con 0, 50 0 100 nM de
AL diluido en agua, luego de lo cual se mantuvieron en una camara de cultivo con
fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad, a temperatura constante de 24 °C, con un régimen
de riego semanal con agua, durante un mes. Transcurrido dicho tiempo los plantines
fueron trasplantados a recipientes de 500 mL con una mezcla 2:1 de turba/vermiculita
hidratada con agua. Luego de una semana los plantines provenientes del grupo control,
es decir, que nunca fueron expuestos a AL, se dividieron en tres Srupos; uno se regd con
agua, el segundo se regd con AL 50 nM vy el tercero se regé con AL 100 nM, mientras
que los grupos previamente expuestos a AL fueron regados con agua. Luego de ese
tratamiento todos los riegos posteriores fueron con agua, en un régimen de 2 veces por

semana. Al cuarto mes se cuantificé el niimero, peso fresco y calibre de los frutos.

2.4 Evaluacién de la tolerancia a estrés salino, oxidative, metales pesados y déficit
hidrico en plantas de 4. thaliana germinadas en presencia v ausencia de AL

2.4.1 Ensavos de tolerancia a estrés salino

Luego de 7 dias en un incubador (seccién 2.3.1) las plantas fueron traspasadas a
placas con medio MS solido suplementado con 150 mM de NaCl y mantenidas en el

incubador durante 4 dias. Luego de este tiempo se cuantifico el largo de Ia raiz principal,
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2.4.2 Ensavoes de tolerancia a estrés oxidativo

Luego de 10 dias en un incubador (seccién 2.3.1) se midi6 el contenido de
clorofila a una muestra de cada grupo. El resto las plantas fueron traspasadas a medio
MS liquido suplementado con Paraquat 2 pM (#36541 Sigma-Aldrich) o sin
suplementar 2 modo de control y fueron dejadas en oscuridad durante la noche. Al dia
siguiente las plantas en medio liquido fueron expuestas a luz roja/azul a una intensidad
de ~800 pumol fotones m™? s durante 6 horas en agitacién a temperatura ambiente luego

de lo cual se cuantifico el contenido de clorofila

2.4.2.1 Cuantificacién del contenido de clorofila v carotenoides totales.

Enire 30 y 40 mg de tejido vegetal fueron molidos con nitrogeno liquido hasta
obtener un polvo fino el cual se resuspendié en 500 pL de acetona 80% a 4 °C.
Posteriormente se centrifugd a 10.000 g durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se
diluyé 10 veces en acetona 80% y se cuantificé la absorbancia a 450, 646, 663 y 750 nm
en un espectofotometro Jenway 6300. El contenido de clorofila y carotenoides se calculd
con las ecuaciones 2, 3 y 4 (Lichtenthaler, 1987).

Ca‘ = 12,25A653 - 2179A646

Ecuacién 2; Calculo para la concentracién de clorofila A. Ecuacién utilizada para
calcular la concentracion de clorofila A expresada en pe/mL de extracto, A, corresponde
a la absorbancia medida en una longitud de onda de “n” nm.

Cb = 21’50A646 - 5110A663

Ecuacién 3: Cilculo para Ia concentracién de clorofila B. Ecuacién utilizada para
calcular la concentracién de clorofila B expresada en pg/mL de extracto, An corresponde

LW )

a la absorbancia medida en una longitud de onda de “0” nm
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1.0004,47, — 1,82C, — 85,02C,
x+c — 198

Ecuacién 4: Calcule para la concentracién de carotenoides totales. Ecuacion utilizada
para calcular la concentracion de carotenoides totales expresada en pg/mL de extracto,
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Aq corresponde a la absorbancia medida en una longitud de onda de “n” nm

2.4.3 Ensayags de tolerancia a metales pesadas

Luego de 7 dias en un incubador (seccién 2.3.1) las plantas fueron traspasadas a
medio MS sélido suplementado con 150 pM de CuSO;4 o CdSOs y mantenidas en el

incubador durante 4 dias. Luego de este tiempo se cuantificé el largo de la raiz principal.

2.4.4 Ensayos de tolerancia a déficit hidrico

Luego de 7 dias en un incubador (seccidn 2.3.1) las plantas fueron traspasadas a
tierra en maceteros de 10 cm x 10 cm x 10 cm y fueron puestas en una cdmara de cultivo
(seccién 2.1.1). Se traspasaron 16 plantas por macetero y 6 maceteros por condicién los
cuales fueron puestos en bandejas que permitieran su tiego por inundacion. Las plantas
fueron regadas por primera vez con AL 100 nM o con agua potable (control proveniente
de placas sin AL) por inundacién. Luego de eso se regaron nuevamente por inundacidén
ambos grupos con agua potable siendo &l Gltimo riego por inundacién cuando las plantas
tenian 16 dias. Para efectos del ensayo se consideré el dia 0 de estrés hidrico cuando las
plantas tuvieron 21 dias. Se midi6 el contenido relativo de agua los dias 0, 7y 14. Una
vez traspasados 14 dias de estrés las plantas fueron rehidratadas por inundacién con agua
potable y luego de 10 dias se evalué Ia tasa de sobrevivencia (nmimero de plantas que

sobrevivieron el ensayo respecto a las plantas que comenzaron el ensayo).
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2.4.4.1 Contenido relativo de agua (RWC)

El contenido relativo de agua se evalué de la siguiente manera: A los dias 0, 7 y
14, tres plantas completas fueron tomadas aleatoriamente de cada grupo y se midié su
masa (FW), luego se pusieron en H>0 durante 3 h y se volvié a medir su masa (TW) y
finalmente fueron secadas en una estufa a 80 °C durante 48 h Inego de lo cual
nuevamente se midié su masa (DW). El contenido relativo de agua (RWC, por su sigla
en inglés) se calcula como muestra Ia Ecuacién 5.

_ FW-pw
RWC % = Tw—pw X100
Ecnacién 5: Cilculo del contenido relativo de agua. Ecnacion utilizada para calcular el
contenido relativo de agua, en donde RWC es el contenido relativo de agua, FW la masa
de la planta inmediatamente sacada de la tierra, TW la masa de la planta luego de

haberse rehidratado durante 3 horas y DW la masa de la planta luego de haber sido
secada a 80 °C durante 48 h.

Debido al tamafio y Ia poca masa de las plantas durante el dia 0 se midié el peso
de Ias 3 plantas de forma grupal, mientras que los dias 7 y 14 la medicién fue individual

para cada planta.

2.5 Evaluacion fenotipica _de 4. thaliana Y 8. Iycopersicum germinadas en
presencia o ausencia de AL sometidas a déficit natricional

2.5.1 Déficit nutricional en A. thaliang
Luego de 7 dias en un incubador (seccion 2.3. 1) las plantas fueron traspasadas a

placas con medio MS 0,05x y se escanearon para posterior cuantificacién del largo de la

raiz principal. Las placas fueron puestas nuevamente en el mncubador durante 4 dias.

Luego de ese tiempo se volvié a cuantificar el largo de Ia raiz principal.
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2,52 Déficit nutricional en plantas de tomate

Semillas de S. lycopersicum (tomate) cv Micro Tom fueron sembradas en
vermiculita perlita 1:1, en recipientes de 500 mL el cual fue regado con medio
hidropénico al 50% suplementado con 0, 50 o 100 nM de AL. Las plantas fueron
regadas semanalmente intercalando una semana con medio hidropénico 50% y otra con
agua. A modo de control un grupo fue regado durante todo el experimento con medio
hidropénico 100%. Luego de 4 meses se cuantificé el niimero diametro y peso fresco de

los frutos.

2.6 Andélisis Estadisticos P

Para los experimentos con més de 2 grupos se realizo un test de ANOVA de una
via con un post test de comparacién de Dunnett entre el grupo control v los
experimentales considerando un P value de 0,05. Cuando hubo solo 2 grupos se realiz6
un t-test no pareado de dos colas, considerando un P value de 0,05. Para todos los casos

los datos fueron analizados mediante el programa GraphPad Prism 6 v6.01.
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3 RESULTADOS

3.1 Identificacion y_clonacién del gen_que codifica la enzima lipoil sintasa desde
A. thaliana (Atlipl) v & lvcopersicum (tomate: Slipl). Caracterizacién
funcional de SILIP1 v determinacién de su localizacion subcelular

3.1.1 Identificacién v clonacién del gen gue codifica la enzima L.IP1 en tomate

Considerando que existen datos empiricos respecto a variaciones en los niveles
de AL en plantas de tomate ante un aumento en la salinidad (Sgherri et al., 2008; Sgherri
et al,, 2007) y que éste es un modelo de estudio con un genoma diploide el cual se
encuentra secuenciado (Tomato Genome, 2012), se estudié la via de lipoilacion en esta
especie. Ademas, dado que lipoil sintasa es la enzima comin entre ambas rutas (de novo
y reciclaje; Ewald et al, 2014), se enfoco la investigacion en LIP1, el cual atn no ha

sido caracterizado.

Para Ia identificacion del gen Jip! en tomate, se utilizé la herramienta BLAST de
Ia base de datos NCBI, ingresando como referencia las secuencias de Ia proteina lipoil
sintasa mitocondrial de A. thaliana LIP1 (Yasuno y Wada, 1998) y Ia forma plastidial
LIP1p (Yasuno y Wada, 2002). Se encontraron 4 posibles secuencias cuyas identidades

se muestran en la Fabla 2.
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Tabla 2: Secuencias con mayor identidad aminoacidica a AtLIP1 y AtLIPIp. En Ia tabla
se muestran las 4 secuencias con mayor identidad aminoacidica respecto a las proteinas
LIP1 y LIP1p provenientes de A. thaliana, encontradas en la base de datos de proteinas
disponible para S, lycopersicum.

e - —_— _— ey e

l _ : S
Accese genbank Identidad respecto.a A thaliana i

! Nombre

| PR e e e bt i e e St o . e o ot e ey J—

3 SILIP1 t XP004243321.1 93% de cobertura 84% identidad AfLIP1 88% ,
: de cobertura 51% identidad AfLIP1p '

¥ ¢

T e e e e it e e

.

., SILIPIp  XP004252893.1 94% de cobertura 52% identidad AtLIP1 93% de ,
; # * cobertura 78% identidad AtLIP1p

[P —. S

y

SILIPa , XP004245423.1 41% de cobertura 53% identidad a AtLIP1p 44% '
. de cobertura 85% identidad a A{LIP1

PR

e e e e e ——— i ke A e . = s —

1

; SILIPb + XP004241394.1 58% cobertura 17% identidad a AfLIPlp 62% |
cobertura 15% identidad con AtLIP1 '

-

De las cuatro secuencias encontradas se descartaron las con menor cobertura e
identidad (SILIPa y SILIPb). Con respecto a las secuencias SILIP] y SILIP1p se decidié
caracterizar durante el desarrolio de esta tesis la proteina SILIP1, la cual posee mayor
identidad con la proteina mitocondrial de 4. thaliana (alineamiento en

Figura 4), de la cual se poseen datos de micro arreglos en eFP Browser que muestran
que sus niveles de expresién aumentan al someter el organismo a estrés oxidativo

(Winter et al., 2007).
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ATLIPL SPKSLEALRARLANESESL i
SILIF1 )YEQTLEGLEHR 57
TLIFL RYVQIXHHLADLELATVCEEART 102
S1LIF1 YIQIEKKLRELKLITVCEEAXT) 3T
ArlIp: ENLCECWSGGETGTATAT IMILEDTCTRGCREC PNEFNNVAFAIASHE 1£%
S1LIPL PNLGECW EDTCIRGCRE PDPNEPANVAEATASWG i
AtLIF1 Y DYVVITSVDRDDLPDQGSGHFAETVQRLKE LKFEMLI EALVEDFRCDCCCVE RV SESET. 228
SiLIP1 LY TV TSVDR DD P DQGSGHF TETVQXT KT LKPHTT TEAL TEDFRGDPGCVEXVARSET 23"
> SEFERRIRST REF _2FFTRR KRR ETE rdrbRipges
ATLIF1 DV AN IETVEELQSFVRDARANFKQSLOVLRMAKE YAPAGTLIKT SVMLGCGE T EDQTY 2z
S1LIPL B RN ETVEE L) SVVRDHRAN K QSMDVLEMAKE YAPAGTL TKT S IMLGCOETREQVY 237
PR Ea R R e aenh BEAAE R AR RS RE 2 kb R T T L5 A
AtLIFl Y IMEEYE AL VTV MT ) YMR P SFR HMEBYAF YUT PN FED YD g
S1LIP1 RTMERYRAACVDVMTFCQYMRPSKREMPVTEYT TREAFENY az°
AtLIPL 74
SILIFL =3z

Figura 4: Alineamiento de LIP1. En la figura se muestra el alineamiento realizado con
ClustalW de las proteinas LIP1 proveniente de A. thaliana (AtLIP1) y de &
lycopersicum (SILIP1). En las cajas azules se muestran los aminoacidos
correspondientes al dominio LIAS-N mientras que en las cajas verdes se muestran los
aminoacidos correspondientes al dominio Radical SAM, ambos caracteristicos de
proteinas lipoil sintasa, un asterisco (*) indica posiciones que tienen residuos idénticos
totalmente conservados, dos puntos (:) indica grupos con propiedades fuertemente
similares, y un punto () indica grupos con propiedades de menor similitud.

La proteina SILIP1, segiin los datos disponibles en la base de datos NCBI, posee
380 aminoacidos, y tiene un tamafio predicho de 42 kDa. Posee un sitio de union
FeS/SAM, el cual es caracteristico de lipoil sintasa (Cicchillo er al, 2004) y su
localizacion subcelular predicha es mitocondrial. La secuencia del gen Slipl
(Solyc07¢054540.2) se encuentra en el cromosoma 7 del genoma nuclear, y fue

ensamblado a partir de cultivar Heinz 1706. Respecto a su expresion, datos de micro




arreglo muestran que SWip! se expresa de forma ubicua en la planta (Winter et al,

2007).

Se determiné que los primeros 30 aminoacidos corresponden a un péptido sefial
que se predice dirige la proteina a mitocondria (TargetP 1.1; SignalP 4.1). A partir de
cDNA obtenido desde una extraccién de RNA de planta completa de Micro-Tom se
disefiaron partidores basandose en la informacién disponible en la base de datos de
NCBI y se amplificé y clond el marco de lectura completo del gen denominado Sihipl,
en el vector de entrada pCR8 (pCR38-Sllip1) el cual fue secuenciado, obteniéndose un
100% de identidad respecto a Solyc07g054540.2. Ademis, se clonaron las secuencias
sin el codén de termino (pCR8-Slliplns) y la secuencia sin el péptido sefial (pCR8-

A30Sl1lip1).

La proteina SILIPlp, Ja cual posee mayor identidad con Ia proteina
cloroplastidial de 4. thaliana fue estudiada por Simén Miranda, en el contexto de su

tesis de Magister en Ciencias Bioldgicas {Miranda, 2017).

3.1.2 Lecalizacién sub celular de SILIP1

Utilizando el vector pCR8-8llipl ns se generd, mediante recombinacidn, el vector
pEarlyGate-101-Sllipl (PEG-Sllip1) con el cual se expresé de manera transitoria la
proteina de fusién SILIP1-YFP en hojas de tabaco mediante Ia agro~infiltracion y se
compar0 con el patrén de fluorescencia emitido por la sonda comercial MitoTracker la
cual se localiza en mitocondrias. Las imAgenes obtenidas mediante microscopia confocal

(Figura 5A) muestran un patrén punteado y discreto muy similar al de Ia sefial generada
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por MitoTracker (Figura 5B). Una superposicion entre ambos campos se muestra en la

Figura 5C.

Figura 5: Localizacién sub celular de SILIP1-YFP. La figura muestra los resultados de
microscopia confocal en hojas de N. tabacum infiltradas 4 dias antes con 4. tumefaciens
portando pEG-Sllipl. En A) se muestra la fluorescencia generada por la excitacion de
YFP acoplado a SILIP1. En B) se muestra la auto fluorescencia de la sonda
MitoTracker. En C) se muestra una sobre posicion entre A y B. La barra blanca
corresponde a 20 pm.

Los resultados de microscopia muestran que la sefial emitida por la proteina
SILIP1 acoplada a YFP co-localiza con la sonda mitocondrial. Estos resultados junto con
los obtenidos mediante prediccién in silico muestran que la localizacion de SILIPI es

mitocondrial.

3.1.3 Caracterizacién funcional de SILIP1

Para determinar si SILIP1 efectivamente es una lipoil sintasa, se utilizé la cepa
KER176 de E. coli la cual posee una mutacién en el gen que codifica la enzima lipoil
sintasa (/ip4; Vanden Boom et al., 1991). Al no poseer este gen, la bacteria es incapaz
de sintetizar 4cido lipoico. Esta molécula es esencial para el correcto funcionamiento de
la sub unidad E2 del complejo piruvato deshidrogenasa y la sub unidad E2 del complejo
a-cetoglutarato deshidrogenasa (entre otras), las cuales participan en el ciclo de Krebs.

Debido a esto, la tnica forma de que esta cepa sea capaz de crecer es adicionando 4cido
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lipoico (debido a que Ia enzima LPLA, lipoato ligasa es capaz de unir acido fipoico libre
a las sub unidades E2 antes mencionadas) o adicionando acetato de sodio y succinato de

sodio, con lo cual se logra restablecer el ciclo de Krebs.

Con el objetivo de corroborar si la funcion biolégica de SILIP1 es de una lipoil
sintasa se procedié a realizar la complementacion heteréloga en Ia cepa lipA. Para
efectos de la complementacion, se utilizo el vector pDEST-HIS-MBP el cual genera una
proteina de fusién a histidina y maltosa binding protein. De esta manera, se obtuvieron
los vectores pDEST-Sllipl y pDEST-Slas (control negativo). Ademas, a modo de

control positivo se utilizé el vector pDEST-Atlipl (Miranda, 2017).

En la Figura 6, se muestran los resuitados de un western blot anti HIS, realizado
a un extracto de proteinas totales de la cepa /ip4 expresando las diferentes proteinas

utilizadas,

AtLIP1  SLIP1

Figura 6: Western Blot anti HIS a E. coli lipA transformadas con LIP1. En la figura se
muestra un western blot anti-HIS a extractos de protefnas totales de cepas lipA crecidas
en un medio suplementado con acetato, succinato y con () osin (-) IPTG. A Ia
izquierda se muestra estandar de peso molecular (MW, en kDa). Modificado de Miranda
(2017).

El tamaiio esperado para las lipoil sintasas es cercano a 42 kDa, mientras que el

tag MBP-HIS adiciona 42 kDa, dando una proteina de fusién con un tamafio cercano a
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los 80 kDa. Los resultados muestran una sefial entre 70 y 100 kDag, lo cual corresponde
al tamafio esperado, concluyendo asi que los vectores son capaces de expresar las
proteinas de fusién tanto en presencia de IPTG (+) como en ausencia de esta molécula

(expresi6n basal).

Como una primera evidencia de Ia funcionalidad i vive de SILIP] para lipoilizar
las proteinas blanco, se realizé un western blot utilizando el anticuerpo o-fipoic acid, el
cual es capaz de reconocer tanto la molécula en estado libre como proteinas unidas a esta
(en este caso E2 del complejo PDH: Kang et al., 2007). Para este experimento las cepas
fueron crecidas en presencia de acetato y succinato, por lo que la lipoilacion de E2-PDEI
serd solo posible si existe actividad lipoil sintasa en la bacteria. Los resultados se

muestran en la Figura 7.

lipA

AlLIP1 SILIP1 C-

100 ﬁ 3 .,‘ -: 100
PDH
70 E2 70

Figura 7: Western Blot anti AL a E, coli Iip4 transformadas con LIP1. Enla figura, a la
izquierda, se muestra un western blot anti-AL a extractos de proteinas totales de cepas
lipA crecidas en un medio suplementado con acetato y succinato. A la izquierda se
muestra estandar de peso molecular (kDa)., C- corresponde a /ipA transformada con el
gen en anti sentido (pDEST-Slas; control negativo). A la derecha se muestra la cepa
KER176 (/ipd) crecida en medic MME+GAS (medio minimo con glucosa, acetato y
succinato) o crecida en medio MME+GHAL (medio minimo con glucosa y 4cido
lipoico).

Como se puede observar, se detecta una sefial entre los 70 y 100 kDa; el tamafio
esperado para E2-PDH de E. coli es de 76 kDa (Angelides er al., 1979). Los resultados

muestran que existe lipoilacion de E2-PDH al expresar tanto SILIP] como el control
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positivo (AtLIP1) lo cual indica que SILIP1 efectivamente posee actividad lipoil sintasa.
Finalmente, para corroborar estos resultados, y como una segunda aproximacién se
crecio la cepa lipA expresando las diferentes proteinas en estudio en medios con (Figura

8A) o sin suplementar con AL (Figura 8B), midiendo su crecimiento en el tiempo.
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Figura 8: Cinética de crecimiento de E, coli fipA transformadas con LIP1 en medio con
o sin AL. En A) se muesfra una cinética de crecimiento de Ia cepa lip4 expresando
Atlipl, Sllip1 o Sllip! en antisentido (SIAS) en medio MME suplementado con AL. En
B) se muestran el crecimiento de las mismas cepas en un medio MME sin adicionar
acido lipoico. Cada punto corresponde al promedio de 6 réplicas y las barras
corresponden a la desviacidn estandar.

Como se puede observar, SILIP1 es capaz de revertir Ia deficiencia en Ia
actividad lipoil sintasa de la cepa Jipd, no asi el control negativo que solo es capaz de

crecer en presencia de AL,
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Tomando en cuenta todos los resultados mostrados durante el desarrollo de este
objetivo especifico, se puede afirmar que SILIPI es una proteina con actividad lipoil
i

sintasa y de localizacion mitocondrial.

3.2 Generacion de lineas de A. thaliana que _sobre expresen el gen enddégeno
Aflipl, o que expresen el gen Sllipl proveniente de tom_ate

3.2.1 Transformacién estable mediante inmersién floral
m

Con el fin de obtener plantas con mayor tolerancia a estrm abidtico mediante un
aumento en lipoilacidn, se generaron los vectores binarios pGWBS-AfLIP1 y pGWBS-
SILIP1 mediante recombinacién con los vectores pCRS-Atliiplns y pCR8-Slliplns,
respectivamente. Los vectores pGWBS estén disefiados para transferir a la planta el gen
de interés comandado por un promotor fuerte y constitutivo (35S) ademas de generar
una proteina de fusién 2 histidina carboxilo terminal (6XHIS). Una vez que las plantas
estuvieron en condiciones para ser transformadas (T0) se procedié a realizar Ia técnica
de inmersion floral con los vectores generados para los genes Adipl y Sllip]. En total se
realizaron 3 eventos de transformacién independientes para cada vector, cada uno

utilizando 6 plantas para cada construccion.

3.2.2 Seleccion de plantas transformantes por resistencia a antibiético

Una vez que las plantas (T0) que fueron sometidas a inmersién floral generaron
semillas (T1), éstas fueron sembradas en un medio con higromicina para seleccionar
aquellas que fueron transformantes. Luego de 2 semanas en el medio con seleccion, las
plantas que mostraron mayor elongacion radicular fueron pasadas a tierra. La seleccién

por antibidticos se realiz6 varias veces, durante varios meses; sin embargo, solamente se
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obtuvo 3 planta resistentes al antibidtico para la construccién pGWBS-AtLIP]1 v 6
plantas para la construcciéon pGWBS-SILIP1. En ambos casos el fenotipo fue apenas
distinguible de ias plantas que son sensibles a antibiético, es decir, hubo poca elongacién
radicular y no se desarrollaron hojas verdaderas. Las 9 plantas seleccionadas fueron

pasadas a tierra.

3.2.3 Seleccién de plantas transformantes por PCR:

Luego de 3 meses de crecimiento, se realizé una extraccién de gDNA a partir de
una hoja caulinar de las plantas T1 para analizar molecularmente las lineas generadas.
Transcurrido este tiempo se observé que algunas lineas transformadas corn el gen Sllipl
generaron fenotipos enanos (Sllipl.2 y 1.6) respecto al resto de las transformantes. En la

Figura 9 se muestra el fenotipo representativo de las plantas obtenidas.
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Figura 9: Fenotipo representativo de plantas de A. thaliana transformadas con Atlipl o
Sllipl. En la figura se muestran los fenotipos obtenidos de plantas de A. thaliana
resistentes a higromicina transformadas con el vector pGWBS-Atlipl (Atlipl) o con el
vector pGWBS-Sllip1 (Sllip1.1, Sllip1.2, Sllip1.3, Sllip1.6). Todas las plantas tienen 12
semanas de vida a excepcion de Sllip1.6 que tiene 8.

Para corroborar molecularmente la presencia de los transgenes, se realizaron
ensayos de PCR utilizando el gDNA de las plantas como molde. Para verificar la
integridad del gDNA se realizé un PCR al gen gapa (gen que codifica la enzima
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa; Figura 10 izquierda) y, para corroborar que las

plantas integraron los genes de interés en su genoma se realiz6 un PCR al gen hptll (gen

de resistencia a higromicina; Figura 10 derecha).

53



Atipt S11.1 SH2 SU3 Si6 C Ce E C+ C- Alipt S11.1 SI12 S13 SNH6
L
ey

gapa ’ 10000+ hitpil

Figura 10: PCR representativo a gDNA de 4. thaliana transformadas con Atlipl o
Silip1. En Ia figura se muestran resultados de un PCR dirigido a amplificar al gen gapa
(tamafio esperado ~400 pb) o kptiI (tamafio esperado ~600 pb) utilizando gDNA de
plantas de 4. thaliana resistentes a higromicina transformadas con el vector pGWBS-
Atlip1 (Atlipl) o con el vector pGWBR-Sllipl (Sllipl abreviado como SI1; lineas SiL.1,
S11.2, S11.3, S11.6) como molde. Todas las plantas tienen 12 semanas de vida a
excepcidn de Sllip1.6 que tiene 8. Como control positivo (C+) se utilizé gDNA de
integridad conocida como molde, mientras que el control negativo (C-) corresponde a
una reaccién que se utilizé H>O como molde.

Los resultados fenotipicos sugieren que la sobre expresion de Sllipl genera un
fenotipo enano en 2 de las 4 plantas (Sllipl.2 y Sliipl.6), sin embargo, los analisis
moleculares al gen Aptll (tamafio esperado 600 pb) muestran que solamente la linea
Sllip1.6 posee el gen de resistencia al antibiético ¥ que la linea Sllipl.2 presenta una
amplificacién inespecifica, mientras que las lineas de tamafio normal (Silipl.1 y
Sllip1.3) no integraron dicho gen a su genoma por lo tanto no son transgénicas. Con
respecto a Atlipl no hubo cambios fenotipicos detectables. Como una segunda

corroboracién molecular, se realizé un PCR adicional, amplificando esta vez los

transgenes en estudio, es decir A#llip! y Silip] (Figura 11).
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Figura 11: PCR representativo a gDNA de A. thaliana transformadas con Atlipl o
SilipI, amplificando los genes Atlip] y Silipl. En la figura se muestran los resultados de
un PCR dirigido al gen AdlipI-6XHIS (Atlipl en la figura) o gen Sllipl (SHipl en la
figura) utilizando gDNA de plantas de 4. fhaliang resistentes a higromicina
transformadas con el vector pGWBS-Atlip1 (Atl) o con el vector pGWBS-Sllip1 (S11.1,
S11.2, S11.3, S11.6) como molde. Como control positivo (C+) se utilizé pDNA portador
de los genes y como negativo se utilizé6 H>O como molde.

Los resultados moleculares muestran que la planta Atlipl y una planta Silip1
(planta Silipl.6) presentan el fragmento esperado para el gen de resistencia a
higromicina y a los genes Atlipl y Slipl respectivamente, mientras que la planta
Sllip].2 muestra una amplificacién inespecifica para el gen Aptll y no hay amplificacion
para el gen SllipI por lo cual esta planta, a pesar de presentar un fenotipo enano, no serfa
transgénica para el gen S¥ip/. Lamentablemente la planta Silipl.6 se marchité antes de
generar drganos florales, por lo que no se pudo recolectar la generacién T2. Ante este
pancrama se siguié seleccionando por antibidtico varias veces, logrindose obtener

finalmente 2 plantas que integraron el gen AtlipI (Atlipl.1, y Atlip1.2) y 2 plantas para

Silipl (Sllip1.7 y Sllip1.8).

A modo de resumen, en total se sembraron més de 25.000 semillas T1 de plantas
transformadas con cada construccién, provenientes de 18 eventos de inmersién floral.
De éstas se obtuvieron solo 3 plantas para Atlipl y 6 para Sliipl que presentan

resistencia al antibibtico. De las plantas Atlipl, una se marchit6 tempranamente,
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mientras que las ofras 2 plantas analizadas molecularmente son transgénicas para Atlip]
y se logré recolectar Ia generacion T2 (Atlipl.1 y Atlipl.2). Para el caso de Slipl se
obtuvo que, mediante analisis moleculares, 3 plantas resultaron ser transgenicas. Sin
embargo, una se marchité antes de desarrollar organos florales (Sllipl.6), aunque si se
pudo recolectar la generacion T2 otras 2 plantas (SHlipl.7 y Sllip1.8). En la Tabla 3 se

muestra un resumen con las plantas obtenidas.

Tabla 3: Resumen de A. thaliana transformadas con Atlipl o Sllipl. En la tabla se
muestran los diferentes hitos realizados para la obtencién de plantas transgénicas.

_ Inmersion | Semillas Plantas Plantas | Lineas | Lineas _
Construccion -|  Floral Tt seleccionadas | analizadas | Transgénicas transgénicas
(TO) sembradas | por antibidtico | por PCR obtenidas esperadas

Atlipl 18 ~25.000 3 3 2 ~125-250

Slip1 18 ~25.000 6 6 2 ~125-250

Los resultados muestran que la tasa de transformacién para el gen Atlipl fue de
0,008% (2 plantas) mieniras que para Stlip] fue de 0,012 (3 plantas, incluyendo la que se
marchito antes de generar drganos florales) lo cual es mucho menor a Io esperado (entre

0,5 y 1%, Clough y Bent, 1998).

Las semillas obtenidas (T2) fueron plantadas en medio de seleccidn con
higromicina. Luego de 2 semanas se seleccionaron 10 plantas resistentes al antibiético
para cada linea (Atlip1.10-19, Atlip1.20-29, Sllip1.70-79, Silip1.80-89) y fueron pasadas

a tierra. Luego de 4 meses se recolectaron las semillas (T3).

Se observé al momento de la recoleccion que las plantas generaron entre

cincuenta y trescientas semillas, lo cual es un nimero reducido si se considera que una

56




planta en promedio genera alrededor de cinco mil semillas (Jako e al., 2001).
Considerando esto, se utilizaron aquelias plantas que generaron un mayor niimero de
semillas y se sembraron en una placa con higromicina. Luego de 7 dias se analiz6 Ia
elongacién de la raiz principal. El crecimiento del ~100% de Ia poblacién indica que las
plantas son homocigotas mientras que un ~75% indica que son hemicigotas tanto para el
gen de resistencia al antibiético como para lipl. Ademés de las semillas de lineas
transgénicas se sembré a modo de control semillas wild iype (WT) en presencia (WT
c/hyg) y ausencia (WT s/hyg) del antibiético. En la Figura 12 se muestran fenotipos
representativos de plantas sensibles o resistentes al antibidtico mientras que los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Frecuencia de resistencia al antibidtico de 4. thaliana (T3) transformadas con
Atlip] o Slfipl

-, NPT * % . % Resistencia | % resistencia -
Linea |Sembradas|Germinadas | Resistente | germinacién (total) (geminadas)

WT c/hyg 36 36 0 100,0% 0,0% 0,0%
WT shyg 40 40 39 100,0% 97.5% 97.5%
Atlip1.25 40 32 3] 80,0% 77.5% 96,9%
Atlip1 28 80 54 51 67,.5% 63,8% 94 4%
Atlip1.27 100 100 67 100,0% 67.0% 67 0%
Atlipl. 18 70 70 5 100,0% 7.1% 7.1%

Atlipl.17 08 98 7 100,0% 7.1% 7.1%

Atlipl.15 100 100 55 100,0% 55,0% 55,0%
Slipl.87 83 85 22 100,0% 25,9% 25.9%
Silipl.86 77 68 64 28.3% 83.1% 94.1%
Slip1.88 56 46 27 82,1% 48.2% 58,7%
Slip1.89 75 67 8 89.3% 10.7% 11.9%
Slllip1.77 77 69 0 89.6% 0,0% 0,0%

SHipl.76 100 80 0 80.0% 0,0% 0,0%

SHlipl.75 28 25 0 89,3% 0,0% 0,0%

Sllip1.79 100 86 0 86,0% 0,0% 0,0%

Sllipl.78 60 57 0 95,0% 0,0% 0,0%

* Se considera resistente a aquellas plantas cuyo fenotipo no se asemeja a plantas wild
fype en presencia de higromicina.
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Figura 12: Fenotipo representativo de A. thaliana (T3) transformadas con Atlipl o
Sllip] en higromicina. En A) se observa el fenotipo de plantas wild rype en presencia de
higromicina (fenotipo sensible), en B) plantas wild type sin higromicina en el medio las
cuales muestran primordios de hojas verdaderas indicadas en flechas blancas, en C) una
linea transgénica con fenotipo sensible a higromicina (Sllip1.76) y en D) una linea
transgénica con fenotipo resistente (Atlip1.27). La barra es equivalente a 1 cm.

Como se puede observar en la tabla, si se compara el porcentaje de resistencia
respecto al total de semillas sembradas, no hay ninguna linea que presente un 100%, esto
indica que no habria plantas homocigotas para el gen. Junto con esto se observan
frecuencias que no coinciden con lo esperado como es el caso de todas las plantas

analizadas para Sllipl.7 donde ninguna presenta resistencia cuando lo esperado es al

menos un 75%.

Pese a que las frecuencias obtenidas no eran las esperadas se decidi6 traspasar a
tierra 6 plantas provenientes de Atlip1.25, Atlipl1.28 y Sllip1.86 que mostraban un

fenotipo resistente y cuyo porcentaje de resistencia respecto a las semillas germinadas
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fue cercano a 100%. Ademas, se seleccionaron 6 plantas que no mostraron elongacién

radicular para las lineas Sllip1.76 y Slipl.78.

A la fecha las plantas se encuentran generando silicuas, incluso aquellas que

mostraron un fenotipo sensible al antibidtico (Sllip1.76, Sllip1.78)

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis sugieren que una
sobre-expresién constitutiva del gen que codifica la enzima LIP1 no es beneficiosa para
la planta, lo cual se refleja en la baja tasa de transformacién obtenida, retraso en Ia
elongacion de Ia raiz principal, retraso en la generacién de hojas verdaderas, en Ia poca
produccién de semillas T3 y el retardo de Ia elongacion radicular en algunas de las
plantas. Sin embargo, a la fecha no se han estudiado los niveles de expresion del

transgen,

Resulta interesante saber qué es lo que est ocurriendo a nivel molecular en dichas
plantas respecto a los niveles de expresidn de los genes relacionados al metabolismo del
AL y si el efecto observado es efectivamente producto de la sobre expresién del lipl. Sin
embargo, considerando que el objetivo de esta tesis es generar una ventaja adaptativa
ante estrés abidtico y las dificultades encontradas para generar plantas que sobre
expresen de forma constitutiva el gen que codifica la enzima lipoil sintasa, el resto de

esta tesis se centrard en la segunda aproximacion, es decir Ia aplicacién exogena de AL.
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3.3 Anilisis fenotipico v _melecular de plantas de A. thaliana y_ tomate (S.
Iycopersicum) germinadas a diferentes concentraciones de AL

3.3.1 Anilisis fenotipico en A. thaliana
3.3.1.1 Determinacidén de concentracion optima de trabajo en A. thaliana

Lo primero que se realiz6 fue determinar el efecto de diferentes concentraciones
de AL aplicado desde la germinacion de las plantas Tuego de 10 dias. Como se puede
apreciar en la Figura 13 existe una dosis respuesta en las plantas, cuyo efecto mads
evidente es un acortamiento en el largo de la raiz principal lo cual es un indicador de

dafio fisiolégico (Potters et al., 2007).
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Figura 13: Largo de rafz principal y fenotipo de A. thaliana germinadas en
concentraciones sobre 10 pM de AL. En la figura se muestra el largo de la raiz principal
de 14 plantas de 10 dias germinadas en distintas concentraciones de AL. Debajo de cada
barra se muestra el fenotipo correspondiente. Se realizé un analisis estadistico ANOVA
de una via con post test de Dunnet considerando un p<0,05.
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Considerando el resultado anterior, se disminuyé la concentracion hasta que el
largo de la raiz principal no se viese afectado. En la Figura 14 se muestra el largo de la
raiz principal de plantas de A. thaliana crecidas durante 10 dias en presencia de AL a

distintas concentraciones.
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Figura 14: Largo raiz principal de A. thaliana germinadas en concentraciones entre 100
nM y 10 pM de AL. En la figura se muestra el largo de la raiz principal de plantas de A.
thaliana germinadas a diferentes concentraciones de AL. En cada barra se indica el n de
cada grupo. Se realizé un anilisis estadistico ANOVA de una via con post test de
Dunnet considerando un p<0,05.

Los resultados obtenidos muestran que se mantiene una dosis respuesta a la
concentracion de AL, Ia cual es inversamente proporcional al largo de la miz principal y
que el grupo crecido a 100 nM no presenta diferencias estadisticamente significativas en

el largo de la raiz principal respecto al control (Figura 14).

Luego de determinar que una concentracion de 100 aM no tiene efectos en el

largo de la raiz principal, se procedi6 a analizar el efecto sobre el nimero de raices
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laterales. Para esto, las plantas se dejaron crecer durante 14 dias en el incubador y se
cuantificé el largo de la rafz principal y el nfimero de raices laterales, a partir de lo cual
se caleul6 el IRL (razén entre mimero de raices laterales y el largo de la raiz principal).
Los resultados obtenidos (Figura 15) muestran que a los 14 dias las plantas crecidas en

100 nM de AL poseen un mayor IRL respecto al control.

A

O
=

- g 5
E . +33%
5 4 l F *
a . I
S 3. Y I
K~ o
o =
N 24 - 24
© o«
[+ n=27

1 h=27 14
E n=27 n=27
M T T o T T

Control 100 nM Contrsl 100 nX

Figura 15: Cuantificacion del largo de Ia rafz principal e indice de rafces laterales en 4.
thaliana de 14 dias crecidas en AL. En A) se muestra el fenotipo de plantas crecidas en
condicién control sin suplementacién de AL. En B) se muestra el fenotipo de plantas
crecidas en MS con AL 100 nM. En C) se muestra el largo de la rafz principal de plantas
crecidas en 100 nM de AL y de plantas en condici6n control sin suplementacién de AL.
En D) se muestra el IRL (razén entre el niimero de raices laterales y el largo de la raiz
principal) de las mismas plantas que en C. Se realiz6 un analisis estadistico t-test no
pareado de dos colas, p<0,05. La barra en A y B indica 1 cm.
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Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta seccién, muestran que al
germinar plantas de A. thaliana en presencia de AL existe una dosis respuesta
inversamente proporcional al largo de Ia raiz principal. Se determiné que una
concentraciéon de 100 nM no genera una disminucién en el largo de la raiz principal y
que ademas produce un aumento de un 33% del indice de raices laterales. Este aumento
podria significar una ventaja en cuanto a la captacién de agua y nutrientes desde el

medio debido a que implica una mayor superficie de absorcion.

3.3.1.2 Analisis molecular en 4. thaliana

Luego de 10 dias de crecimiento, se realizé una extraccién de RNA a plantas
crecidas en pr&ct?ncia de 100 nM de AL. Se midieron los niveles de expresion de los
genes Atlipl, el cual codifica Ia enzima lipoil sintasa, cuya funcién biolégica descrita es
adicionar los 4tomos de azufte al octanoato unido previamente a las enzimas blanco;
Atlip2. el cual codifica la enzima octanoil transferasa, encargada de unir un octanoil-
ACP a las proteinas blanco; Atlpl4, gen que codifica la enzima lipoato ligasa, la cual es
capaz de unir AL libre a enzimas blanco y AtmzE21, €l cual codifica Ia isoforma 1 de Ia
sub unidad E2 del complejo piruvato deshidrogenasa (Dehidrolipoil transacetilasa EC
2.3.1.12), Ia cual es la que més aporta a la actividad del complejo entre las tres descritas
hasta ia fecha (Figura 16). Todas las isoformas de Iz sub unidad E2 del complejo
piruvato deshidrogenasa mitocondrial estan codificadas en el genoma nuclear. (Yuezal,

2012).
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Figura 16: Niveles de expresion de genes relacionados al metabolismo de AL en A.
thaliana de 10 dias germinadas en presencia de 100 nM de AL. Se determiné los niveles
de transcrito a partir de plantas completas de 10 dias. Para todos los casos se utilizo
como normalizador el gen housekeeping At4g26410. El control corresponde a un grupo
de plantas que se germinaron en medio MS sin suplementar con AL. El resultado es el
promedio de 3 reacciones de gRT-PCR (réplicas técnicas), y las barras corresponden a la
desviacion estandar. Se realizo un analisis estadistico de t-student de dos vias con un
p<0,05.

Para el desarrollo del experimento se calcularon las eficiencias de cada partidor
utilizando el programa LinRegPCR (Ramakers er al., 2003), y se probaron 3
housekeeping diferentes, encontrando mediante el uso del algoritmo NormFinder
(Andersen et al., 2004) que el gen Ar4g26410 es el mejor normalizador, cuyos niveles de

transcrito se mantuvieron constantes entre los tratamientos control y con 100 nM AL.




Los resultados muestran que la exposicién de plantas de 4. thaliana a AL durante
su germinacién y crecimiento genera cambios a nivel transcripcional en los genes que
codifican enzimas relacionadas con su biosintesis, con una disminucién de 4#fip2 y un
aumento en Atlipl y Atipla. Junto con esto, los resultados indican que se genera una
disminuci6n en los niveles transcrito de la isoforma 1 de la sub unidad E2 del complejo

piruvato deshidrogenasa.

Estos resultados junto con los obtenmidos en la seccion 3.3.1.1 sugieren
fuertemente que el acido lipoico aplicado de manera exdgena es capaz de mgresar a la

planta y ser percibido por esta.

3.3.1.3 Cuantificacién relativa de proteinas unidas a AL en 4. thaliana

Con el objetivo de analizar si es que el tratamiento con AL afecta la
incorporacion de éste a las protefnas blanco, se realizo un western blot anti-AL. Ademas,
se utilizd la proteina actina para calcular la cantidad relativa de Ia sefial de proteinas
unidas a AL. El grafico de Ia cuantificacién y una membrana representativa se muestran

en la Figura 17.
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Figura 17: Cuantificacion relativa de E2-PDH unida a AL en plantas de 4. thaliana de
10 dias. En Ia figura se muestra el grafico de Ia cuantificacion relativa de la sefial de E2-
PDH unida a AL respecto a la sefial de actina. En Ia parte inferior de la imagen se
muestra una membrana representativa de 4 de las 6 repeticiones, en donde C (control)
corresponde a proteinas provenientes de plantas que no fueron expuestas a AL, mientras
que T (tratamiento) corresponde a proteinas de plantas de 10 dias que fueron expuestas a
AL 100 nM desde su germinacién. Para todos los casos se cargaron 50 pg de proteinas,
MW son marcadores de peso molecular en kDa.

Los resultados muestran una sefial entre los marcadores de 70 y 35 kDa que
corresponde a E2-PDH (alrededor de 60 kDa; Mooney et al,, 1999), mientras que la
sefial entre 40 y 55 kDa corresponderia a actina (alrededor de 41 kDa; Jimenez-Lopez et

al., 2014).

Los resultados obtenidos muestran que, en plantas de 10 dias, no hay diferencia

estadisticamente significativa respecto a la sefial de protefnas unidas a AL entre el grupo
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control y el tratado con AL, a pesar de la disminucion en los niveles de transcrito del gen

que codifica la sub unidad E2-PDH (mzE21).

3.3.2 Anilisis fenotipico en fomate
3.3.21 Cultive hidropénico de tomate en sustrato inerte

Para los estudios en tomate, se sembraron semillas de tomate en un medio inerte
de vermiculita/perlita 1:1 y se hidraté con medio hidropénico suplementado con 0, 50 o
100 nM de AL. Los tomates se regaron semanalmente con medio hidropénico sin AL.
Durante el desarrollo de Ia planta se midi6 el alto de ésta y el namero de flores, sin
encontrarse diferencias estadisticamente significativas. A los 4 meses se cuantificé el

numero, tamafio y peso de los frutos, resultados que se muestran en la Tabla 5.

Tabla S: Resumen de Ia produccion de frutos en plantas de tomate germinadas en medio
hidropénico en presencia de AL

ib:
Grupo N*® N® frutos Frutos por Peso por Cal;n::.-op or Produccion por
+ + -+
Plantas planta (+SD) | fruto {gzSD) (mm2SD) planta (g+SD)
Control 6 33 55 + 30| 1,7 + 14] 134 + 472 96 + 44
50 nM 6 36 60 + 2,1 2,1 & L7 14,7 + 4,0 125 * 3.8
100 nM 6 43 72 & 26( 21 % 14| 154 + 35 *153 * 34

Frutos por planta, peso por fruto y calibre por fruto es el promedio de las 6 plantas por
tratamiento, se realizd analisis estadistico de ANOVA de una via con post test de
Dunnet; el asterisco (*) indica un p<0.05.

Los resultados muestran que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al nimero de frutos por planta, al peso promedio de los frutos ni
al calibre promedio de los frutos, sin embargo, se observa que en los tratamientos con
AL se obtiene una produccién total de frutos 59,9% mayor en ¢l caso de las plantas

tratadas con 100 nM de AL.

67




3.3.2.2 Cultivo de tomate en tierra

Hasta el momento Ia molécula solamente se habia probado en tratamientos in vifro
o en medio hidropénico con un sustrato merte. El siguiente paso fue determinar los

efectos de la aplicacién de la molécula en plantas germinadas y crecidas en tierra.

Con este propésito, se estudi6 el efecto del AL en la produccién de frutos
aplicando la molécula desde el momento de la germinacién (Tabla 6) o aplicando la

molécula una semana post trasplante de los plantines (Tabla 7).

Tabla 6: Resumen de la produccién de frutos en plantas de tomate germinadas en tierra
en presencia de AL

Grupo N°® N° frutos Frutos por Peso por CaI;I:;:opor Produccién por
+ + +

Plantas planta (+SD} | fruto {g*SD) (mmSD) planta (g+SD)

Control 9 49 54 * 36| 25 % 18| 149 + 45 13,8 + 5,2

50 nM. 8 32 40 + 261 32 % 22| 178 % 40 134 = 56

100 nM 9 45 50 + 1,4] 2,7 + 16| 176 + 2,5 134 = 30

Frutos por planta, peso por fruto y calibre por fruto es el promedio de las 6 plantas por
tratamiento, se realizo analisis estadistico de ANOVA de una via con post test de Dunnet
considerando un p<0,05.

Tabla 7: Resumen de la produccién de frutos en plantas de tomate crecidas en tierra con
aplicacion de AL luego del trasplante de plantines.

Grupo I\ N° frutos Frutos por Peso por Calibre por Produccién por
P° ! plantas planta {+SD} | fruto (g+SD) | fruto (mmz5SD) planta {g=SD}
Control S 49 54 + 3,64 25 * 1,8| 149 t 45 138 + 53
50 nM 9 64 71 % 32| 24 % 21) 149 + 573 174 + 71
100 nM 9 78 86 +62] 19 =+ 13| 141 £ 25 165 + 6,9

Frutos por planta, peso por fruto y calibre por fruto es el promedio de las 6 plantas por
tratamiento, se realizo andlisis estadistico de ANOVA de una via con post test de Dunnet
considerando un p<0,05.
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Tos resultados mwestran que al aplicar la molécula desde el momento de Ia
germinacion (Tabla 6) no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al nimero de frutos por planta, al peso promedio de los frutos, ni al calibre
promedio de los frutos. Ademas, a diferencia de la aplicacién en medio hidropénico,
tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la produccién por

planta.

3.4 Evaluacién de la tolerancia a estrés saline, oxidativo, metales pesados y déficit

hidrico en plantas de A. thaliana germinadas en presencia y ausencia de AL

Debido a que 1a molkécula en estudio es un antioxidante (seccion 1.5) se estudio si

es que la germinacion en presencia de ésta es capaz de otorgar una mayor tolerancia a
estrés. Para esto se utilizd como un pardmetro de dafio por estrés Ia elongacion de la raiz
principal, ya que una disminucin en el crecimiento de ésta sugiere un dafio a nivel
fisiologico (Potters ef al, 2007), generado en este caso por Ia exposicion al estrés en
estudio. A modo de referencia, en la Figura 18 se muestra el crecimiento relativo de la
raiz principal entre los dias 7 y 11, de plantas que fueron trasplantadas el dia 7 a una

placa con medio MS fresco.
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Figura 18: Crecimiento raiz principal de 4. thaliana entre el dia 7 y 11. En la figura se
compara el crecimiento de la raiz principal de plantas de A. thaliana germinadas en 100
nM de AL (Tratamiento) respecto a plantas que no fileron expuestas a la molécula
(Control). Ambos grupos fueron trasplantados el dia 7 a placas con medio MS fresco.
Las barras indican el promedio de la razon del largo de la raiz principal entre el dia 11 y
7 = SD. El n de cada experimento se indica en la barra y sobre esta el porcentaje de
crecimiento. Se realizo un t-test de dos vias con un p<0,05,

Los resultados muestran que, en condiciones normales de crecimiento, es decir
sin someter 2 la planta a algtin tipo de estrés la raiz principal aumenta en un 97% su

tamafio en el grupo control y en un 120% en el grupo mantenido en AL durante 7 dias.

3.4.1 Ensayos de tolerancia a estrés salino en plantas de A. thaliana

Plantas de 7 dias germinadas en una placa con AL fueron traspasadas a una placa
con 150 mM de NaCl (Ji et al,, 2013; Sun ef al, 2015) y se midi6 el largo de Ia iz
principal. Luego de 4 dias se volvid a cuantificar el largo de la raiz principal. En la

Figura 19 se muestra la tasa de crecimiento de Ia raiz luego de la exposicion al estrés.
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Figura 19: Efecto de salinidad en el crecimiento de Ia raiz principal de 4. thaliana. En
la figura se compara el crecimiento de la raiz principal de plantas de A. thaliana
germinadas en 100 nM de AL (Tratamiento) respecto a plantas que no fueron expuestas
a la molécula (Control). Ambos grupos fueron trasplantados el dia 7 a placas con medio
MS fresco suplementado con NaCl 150 mM. Las barras indican el promedio de la razén
del largo de la raiz principal entre el dia 11 y 7 = SD. El n de cada experimento se indica
en la barra y sobre ésta, el porcentaje de crecimiento. Se realizé un t-test de dos vias con
un p<0,05,

Los resultados no muestran diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos experimentales con el control, por lo que, tratamienios con la molécula no

otorgan una ventaja en ambientes con una concentracién de 150 mM de NaCl.

3.4.2 Ensayes de tolerancia a estrés oxidativo en plantas de A. thaliana

Para este ensayo las plantas fueron sometidas a un tratamiento con paraquat y
posteriormente fueron expuestas a luz de alta intensidad lo cual genera daiio oxidativo,
el cual se evidencia en la disminucién de la clorofila en la hoja (Murgia ef al., 2004).
Luego del tratamiento se midieron los niveles de clorofila (Figura 20) y de carotenoides

totales (Figura 21).

71




A} Clorofila A B} Clorofila B

< 1.5+ @ 5
= %* =3 coatral 2 * 3 control
e Tratamiento e Tratamiento
£ 2 =
o R
U 1.0 Q0 1.0 .
£ I K T 10% I
= = = : ;
=T ] 191 %
05 105% & b4 79%
= 82% | - 85%
2 ] 60% E60% s
= ! E
Y] 0.0
o Ms Pg © ms Pg

Figura 20: Efecto del tratamiento con paraquat sobre el contenido de clorofila en
plantas de A. thaliana. En la figura se muestra el contenido relativo de clorofila A
(grafico A) o B (grafico B) de plantas de A. thaliana que fueron tratadas con paraquat
(Pg) o que no fueron expuestas a esta molécula (MS) luego de crecer 10 dias en
presencia de AL 100 nM (tratamiento) o no ser expuestas a AL (control). Las barras
indican el contenido relativo de clorofila post tratamiento respecto al contenido antes del
tratamiento % SD. El n de cada experimento es 3. Se realizé un ANOVA de 2 vias con
un post test de Tukey con un p<0,05.

Los resultados muestran que el tratamiento con AL no genera una diferencia en
cuanto la disminucién de clorofila respecto a la condicidén control. Sin embargo, se
observa que, cuando la planta es sometida a Iuz intensa sin presencia de paraquat
{condicion MS), el grupo control ve disminuida la cantidad de clorofila, mientras que el

grupo tratado con AL aumenta.
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Figura 21: Efecto del tratamiento con paraquat sobre el contenido de carotenoides
totales en plantas de A. thaliana. En la figura se muestra el contenido relativo de
carotenoides totales de plantas de A. thaliana que fueron tratadas con paraquat (Pq) o
que no fueron expuestas a esta molécula (MS) luego de crecer 10 dias en presencia de
AL 100 nM (tratamiento) o no ser expuestas a AL (control). Las barras indican el
contenido relativo de clorofila post tratamiento respecto al contenido antes del
tratamiento + SD. El n de cada grupo es 3. Se realizé un ANOVA de 2 vias con un post
test de Tukey con un p<0,05.

Los resultados muestran que el tratamiento con AL no genera una diferencia en
cuanto la disminucién de carotenoides totales respecto a la condicién control. Sin
embargo, se observa que, al igual como sucede con la clorofila, cuando la planta es
sometida a luz intensa sin presencia de paraquat (condicion MS), el grupo control ve
disminuida la cantidad de carotenoides, mientras que en el grupo tratado con AL

aumenta.

3.4.3 Ensayos de tolerancia a metales pesados en plantas de A. thaliana

Plantas de 7 dias germinadas en una placa con AL fueron traspasadas a una placa
con 150 uM de CuSO4 o CdSOq (Brunetti er al., 2011; Drazkiewicz ef al., 2004) y se
midi6 el largo de la raiz principal. Luego de 4 dias se volvié a cuantificar el largo de la
raiz. principal. En la Figura 22 se muestra la tasa de crecimiento de la raiz luego de la

exposicion al estrés.
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Figura 22: Efecto de metales pesados en el crecimiento de la raiz principal de A.
thaliana. En la figura se compara el crecimiento de la raiz principal de plantas de A.
thaliana germinadas en 100 nM de AL (Tratamiento) respecto a plantas que no fueron
expuestas a Ia molécula (Control). Ambos grupos fueron trasplantados el dia 7 a placas
con medio MS fresco suplementado con CuSOy 150 pM (Grafico A) o con CdSQ4 150
uM (grafico B). Las barras indican el promedio de Ia razén del largo de Ia raiz principal
entre el dia 11 y 7 + SD. El n de cada experimento se indica en la barra y sobre esta el
porcentaje de crecimiento. Se realizé un t-test de dos vias con un p<0,05.

Los resultados muestran una diferencia estadisticamente significativa entre el
grupo control y el grupo experimental al ser expuestos con CuSQ4; mientras que en el
grupo control se detiene por completo Ia elongacién de Ia raiz principal, en el grupo
tratado con AL existe un crecimiento de un 7,2%. Respecto al tratamiento con CdSO4 no
existen diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y el

experimental.

3.4.4 Ensavos de tolerancia a déficit hidrico en plantas de 4. thaliana

Plantas de 4. thaliana fueron germinadas in vitro en presencia de 100 nM de AL o
en condiciones control sin ser expuestas a la molécula. Al dia 7 fueron pasadas a tierra
donde se ambientaron durante 2 semanas siendo regadas por inundacién por Gltima vez

16 dias post germinacion. El dia 21 post germinacién se dio por comenzado el estrés por
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sequia el cual se extendi6 durante 14 dias, para luego recuperar el riego y analizar el

fenotipo luego de 10 dias de recuperacion.
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Figura 23: Contenido relativo de agua y tasa de sobrevida en plantas de 4. thaliana
sometidas a déficit hidrico durante 14 dias. En A) se muestra el contenido relativo de
agua de plantas germinadas durante 7 dias en presencia de AL (tratamiento) o que nunca
fueron expuestas a la molécula (control). En B) se muestra la tasa de sobrevida luego de
una semana de recuperacion post tratamiento. El grafico muestra el promedio del RWC
de 3 plantas completas para cada grupo =+ SD. Mientras que la tasa de sobrevida se
calcul con el promedio de sobrevida de 6 grupos de entre 8 y 15 plantas para cada
tratamiento. Se realizé un ANOVA de 2 vias con un post test de Tukey con un p<0,05
para RWC y un t-test de dos vias con p<0,05 para la tasa de sobrevida.

Los resultados obtenidos durante el tratamiento no muestran una diferencia
estadisticamente significativa en el RWC entre el grupo experimental y control, asi

como tampoco en la tasa de sobrevida.

3.5 [Evaluacién fenotipica de plantas de 4. thaliana v S. Ivcopersicum germinadas
en presencia o ausencia de AL sometidas a déficit nutricional

Debido a que los resultados muestran que plantas tratadas con la molécula
generan un mayor nimero de raices laterales (seccién 3.3.1.1) se evalué si es que este

aumento significa una mejor absorcidn de nutrientes. Para esto se compard el
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crecimiento de plantas tratadas con diferentes concentraciones de la molécula expuestas

a un sustrato con déficit nutricional.

3.5.1 Déficit nutricional en plantas de A. thaliana

Para el desarrollo de esta actividad se sembraron semillas en medio MS
suplementado con diferentes concentraciones de AL. El medio MS posee los nutrientes y
vitaminas necesarios para el desarrolio normal de uma planta (Murashige y Skoog,
1962). Luego de 7 dias las plantas crecidas en cada concentracién fueron dividas en 2
grupos, uno traspasado a un medio MS y otro a un medio MS al 10% respecto al grupo
control, con el objetivo de generar un déficit nutricional (Gruber er al., 2013). Luego de

4 dias se volvié a medir el largo de la raiz. Los resultados se muestran en la Figura 24.
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Figura 24: Efecto de déficit nutricional en el crecimiento de la raiz principal de 4.
thaliana, En la figura se compara el crecimiento de la raiz principal de plantas de A.
thaliana germinadas en 100 nM de AL (Tratamiento) respecto a plantas que no fueron
expuestas a Ja molécula (Control). Ambos grupos fueron trasplantados el dia 7 a placas
con medio MS fresco (Normal) o con un 10% de la concentracion de nutrientes
(Déficit). Las barras indican el promedio de la razén del largo de Ia raiz principal entre
el dia 11 y 7 + SD. El n de cada experimento se indica en la barra y sobre esta el
porcentaje de crecimiento. Se realizé un ANOVA de 2 vias con un post test de T ukey
con un p<0,05.
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Los resultados muestran que ambos grupos presentan una disminucién en el
crecimiento de la raiz principal al crecer en déficit nutricional tespecto al medio normal,
sin encontrarse diferencia entre el grupo control y tratamiento. Por lo cual el tratamiento
con AL 100 nM no genera una ventaja en plantas crecidas en un medio deficiente en
nutrientes #n vitro. Junto con esto se observa que en condiciones de crecimiento normal
el grupo tratado con la molécula posee un crecimiento mayor de su raiz principal

respecto al control.

3.5.2 _Déficit nutricional en plantas de S, Iycopersicum cv Micro Tom

Para el desarrollo de esta actividad se sembraron semillas de tomate cv Micro Tom
en sustrato inerte compuesto por una mezcla de vermiculita/perlita 1:1 en contenedores
de 500 mL los cuales fueron regados con hidropénico al 50%, es decir con la mitad de la
concentracién de nutrientes, suplementado con 50 nM o 100 nM de AL. Como control
del tratamiento de déficit nutricional se utilizé un grupo regado con hidroponico 100%,

ademas de un grupo regado con hidropdnico 50% sin AL,

A las 8 semanas se registrd el fenotipo (Figura 25) y se cuantificé el nimero de

hojas (Figura 26).
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Figura 25: Fenotipo de plantas de tomate sometidas a 8 semanas de déficit nutricional.
En la figura se muestran 3 fenotipos representativos luego de que las plantas estuviesen
sometidas durante 8 semanas a déficit nutricional. Los graficos de torta representan el
porcentaje de la poblacion para cada grupo (n=6) que presenta el fenotipo A ( normal), B
(indicios de dafio) o C (muy dafiado).

Los resultados muestran que, al comparar el control que no fue sometido a estrés
nutricional con el control sin tratamiento, el estrés nutricional genera cambios en el
fenotipo luego de 8 semanas, los cuales se manifiestan en la perdida de turgencia de las
hojas, y senescencia de hojas (Figura 26). Estos efectos son menos severos en el grupo

tratado con 50 nM de AL, mientras que el grupo tratado con 100 nM de AL presenta una

poblacién muy similar al grupo control sin déficit nutricional.
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Figura 26: "Namero de hojas en plantas de tomate sometidas a déficit nutricional luego
de 8 semanas. El grafico muestra el promedio del nimero de hojas en plantas que han
sido sometidas a déficit nutricional. Se midi6 el nimero de ramas en un grupo control de
tratamiento (kin estrés nutricional), un grupo control para la aplicacién de AL (control en
estrés nutricional), un grupo germinado en presencia de 50 nM de AL y un grupo
germinado en 100 nM de AL. El n para cada grupo es 6, se grafico el promedio + SD y
se realiz6 ANOVA de una via con un pos test de comparacién de Dunnett considerando
un p value < 0,05,

Los resultados muestran que existe una disminucién en el mimero de hojas tanto
en el grupo contro! de aplicacién como en el grupo tratado con 50 nM de AL, mientras
que el grupo tratado con 100 nM de AL presenta un comportamiento igval al grupo que
no fue somet!ido a estrés nutricional, lo cual indica que la aplicacién de 100 oM de AL

durante la germinacién genera un efecto protector en plantas sometidas a déficit

nutricional.

Luego que las plantas cumplieron 4 meses, se cuantificd el nimero, peso y

calibre de frutos por plantas. Los resultados se resumen en la Tabla 8.

79




Tabla 8: Resumen de la produccién de frutos en plantas sometidas a déficit nutricional

a Calibre por .
Grupo N N° frutos Frutos por Peso por fruto Produccion por
+ + +
Plantas planta (+SD) | fruto (g+SD) (mm#SD) planta (g£SD)
Control 6 24| 40 £ 31| 1,1 % 08| 12,0 + 35 44 + 1,4
50 nM 6 i8] 30 £ 23| 15 # 12| 131 * 45 4,2 £ 2,2
100 nM 6 26] 43 & 23| 20 + 19| 139 * 34 *86 * 3,4

Frutos por planta, peso por fruto y calibre por fruto es el promedio de las 6 plantas por
tratamiento, se realizo andlisis estadistico de ANOVA de una via con post test de Dunnet

considerando un p<0,05.

Los resultados muestran que el tratamiento con 50 nM no posee diferencias

estadisticamente significativas respecto al grupo control en ninguno de los parametros
evaluados, sin embargo, nuevamente el tratamiento con 100 nM demuestra ser

beneficioso en condiciones de déficit nutricional, aumentando Ia produccién por planta

en 95,5% respecto al control.

Tomando en cuenta todos los resultados obtenidos, se puede afirmar que una

aplicacion de 100 nM de AL durante la germinacién de plantas de tomate cv Micro Tom

tiene un efecto protector cuando la planta es sometida a déficit nutricional,
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4 DISCUSION

Debido al aumento en Ia poblacién mundial, se predice que para el afio 2050 serd
necesario aumentar en un 60% la produccion de alimentoé (FAO, 2016). Sia esto se le
suman los efectos negativos que ha tenido y tendra el cambio climatico en la agricultura
(IPPC, 2013; FAO, 2016), se hace evidente la necesidad de mejorar la productividad v

generar cultivos que puedan adaptarse de mejor forma al cambio climatico.

Ante este panorama, durante el desarrollo de esta tesis de doctorado, se realizé una
prueba de concepto con el objetivo ulterior de generar un aumento en la tolerancia a
estrés abidtico en plantas, en particular, mediante la manipulacién del metabolismo del
4cido lipoico, el cual es un poderoso antioxidante con caracteristicas que lo hacen tinico
entre este tipo de moléculas (seccién 1.5). Para lievar a cabo el objetivo general de la
tesis, se desarrollaron dos estrategias. La primera consistié en generar plantas
genéticamente modificadas que sobre expresen el gen que codifica la enzima lipoil
sintasa. Esta estrategia fue abordada en los objetivos especificos 1 y 2. La segunda
estrategia consistié en aplicar Ia molécula de forma exégena, abarcando los objetivos

especificos 3,4y 5.

La primera estrategia buscé aumentar los niveles de AL mediante la sobre
expresion de uno de los 3 genes que participan en la ruta de biosintesis de esta molécula.
Se selecciono el gen que codifica la enzima lipoil sintasa puesto que es el fmico de los

tres genes de la ruta que se sabe, mediante analisis de datos de micro arreglo, aumenta su

expresion en A4. thaliana al someter la planta a estrés por dafio oxidativo (datos de eFP




Browser, Winter et al,, 2007), y es la enzima comin entre las dos vias de lipoilacion

(Ewald et al., 2014).

Ademas de estudiar los efectos de Ia sobre expresién del gen endogeno de A.
thaliana, se identificd y estudid el gen de lipoil sintasa proveniente desde S.
Lycopersicum cv Micro Tom, organismo que se sabe responde a estrés salino

incrementando sus niveles de acido lipoico (Sgherri ef al., 2008; Sgherri et al., 2007).

4.1 Caracterizacién de Sllipl

Para seleccionar los genes candidatos que codificasen la enzima lipoil sintasa en
8. lycopersicum, se realizd un BLAST utilizando las proteinas previamente
caracterizadas en A. thaliana como molde (Yasuno y Wada, 1998, Yasuno y Wada,
2002). El estudio arrojé cuatro posibles candidatos (Tabla 2), de los cuales SILIP] y
SILIP1p presentaron la mayor identidad aminoacidica con AfLIP1 y AtLIP1p de A.
thaliana, respectivamente. De ellos se caracterizo el gen que codifica a SILIP1 durante
el desarrollo de esta tesis, mientras que el gen que codifica para SILIP1p fue estudiado

por Simén Miranda en ¢l contexto de su tesis de magister (Miranda, 2017).

Mediante la complementacién heteréloga de Ia cepa KER176 de £, coli, la cual
posee una mutacion en el gen Jip4, por lo cual no posee actividad lipoil sintasa (Vanden
Boom et al., 1991), se determind que SILIP1 efectivamente posee actividad tipo lipoil
sintasa (Figura 6), permitiendo a lipoilacién de la sub unidad E2 del complejo piruvato
deshidrogenasa (Figura 7) y E2 del complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa,
restableciendo el ciclo de Krebs y el crecimiento de la bacteria en un medio minimo sin

suplementar con acetato, succinato o AL (Figura 8). A pesar de tener niveles de
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acurnulacién de las lipoil sintasas de origen vegetal similares (Figura 6), los niveles de
lipoilacion de la F2-PDH son menores en el caso de Ia cepa expresando SILIP1
comparada con AtLIP1 (Figura 7). Esto podria sugerir que SILIP1 es menos eficiente
que AtLIP1 en el proceso de lipoilacion, sin embargo, para poder afirmar esto es
necesario realizar analisis bioquimicos con las proteinas purificadas para determinar

parametros como Km (constante de Michaelis-Menten) y velocidad méxima.

Sabiendo que SILIP1 es una lipoil sintasa, se determind su localizacién sub
celular. En plantas, se han caracterizado enzimas con actividad lipoil sintasa solo en A.
thaliana. En esta especie, se encontraron dos isoformas, una con localizacién
mitocondrial (Atlipl; Yasuno y Wada, 1998) y otra con localizacion plastidial (Atliplp,
Yasuno y Wada, 2002). En el caso de S. Iycapersicum, predicciones in silico sugieren
que la localizacién de SILIP]1 es mitocondrial, mientras que la otra secuencia con alta
identidad identificada, SILIP1p (Tabla 2), posee localizacion plastidial. Para corroborar
esta informacion respecto a SILIP1, se realizd una infiltracidn transitoria de hojas de N.
tabacum para la expresién de la proteina fusionada a YFP. El frabajar con este
organismo permite verificar de forma rapida y eficiente (2 a 4 dias post transformacién)
la localizacién de cualquier proteina fusionada a una proteina fluorescente sin importar

la especie vegetal de origen (Sparkes et al., 2006).

Los resultados obtenidos (Figura 5) muestran que SILIP1 posee una localizacion
mitocondrial, lo que se hace evidente debido a Ia co-localizacion de la sefial de YFP
acoplada a la proteina con respecto a la sefial emitida por la sonda de destinacién

mitocondrial MitoTracker. Por ende, al igual que en A. thaliana, S. lycopersicum posee
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al menos 2 isoformas de la proteina LIP1, una con destinacién mitocondrial (SILIPI;

este trabajo) y ofra con localizacién plastidial (SILIP1p; Miranda, 2017).

Por o tanto, este es el primer trabajo que describe y caracteriza enzimas que

participan en la ruta del AL en S. hrcopersicum.

4.2 A thaliana con niveles de expresién aumentados para el gen que codifica la

enzima lipoil sintasa

Considerando que la enzima LIP1 participa tanto en la ruia de novo como en la de
reciclaje de AL (Ewald ez al., 2014), durante el desarrollo de esta tesis se propuso como
estrategia aumentar los niveles de expresion del gen que codifica esta enzima en plantas
de A. thaliana. Con este objetivo, se utilizé tanto el gen endégeno de Ia planta (AtlipD)
como el gen proveniente de tomate SWipl. La estrategia utilizada para lograr Ia
acumulacién de LIP1 fue la sobre expresion del gen mediante la incorporacién estable
de éste mediante la técnica de inmersién floral (Clough y Bent, 1998) utilizando el
vector pGWBS8 el cual posee un promotor fuerte y constitutivo. Al momento de
seleccionar las plantas transformantes, se encontrd que la tasa de transformacién
verificada por PCR fue mucho menor a lo esperada (entre un 0,5 y 1%) alcanzando solo

un 0,008% para el gen Atlip! y un 0,012% para el gen Sllipl.

Respecto a este comportamiento, se considera que este fenémeno podria
producirse por dos motivos: Primero, se sabe que dependiendo del lugar donde se
produzca la insercién del transgen en el genoma de Ia planta, los niveles de expresion
pueden variar (Gelvin, 2003; Schnell et al, 2015). Dado esto, cada evento de

transformacion tendrd distintos niveles de expresién del transgen y puede ser que
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aquellos embriones transformantes cuyos niveles de expresion del gen sean muy
elevados sean abortados en la silicua, lo cual disminuiria considerablemente el
porcentaje de éxito. Esta posibilidad se ve apoyada por los resultados obtenidos al
generar plantas de S. lycopersicum sobre expresoras de Stlipi, Slliplp, o Atlipl
(Miranda, 2017). Durante el desarrollo de esta tesis, no so lograron obtener lineas de A.
thaliana transformadas con Sliplp, forma plastidial de la enzima LIPI (datos no
mostrados), Jo cual también ocurrié al transformar S, lycopersicum (Miranda, 2017).
Junto con esto, se obtuvieron 2 tomates transformadas con Atlipl cuyo maximo nivel de
expresion fue apenas 2 veces respecto al control (Miranda, 2017). Con respecto al gen
Sllip1, se obtuvieron s6lo 3 lineas de tomate con mayor expresion del gen que el control,
alcanzando un méaximo de 4 veces (Miranda, 2017). Considerando que el promotor 35S
de CaMV tipicamente produce niveles de expresién de hasta 800 veces siendo lo mas
tipico entre 20 y 40 veces respecto a los niveles de una planta wild type (Guttikonda et
al., 2014; Trankner et al., 2010; Xiong et al,, 2014), los aumentos obtenidos en Miranda
(2017) son significativamente menores. Finalmente, cabe mencionar que la planta de
tomate con mayores niveles de expresion fue la que tuvo menor altura aérea, demord el
mayor tiempo en florecer y generé menos flores y frutos. Todos estos resultados
sugieren que la sobre expresién constitutiva del gen IipI no es beneficiosa para Ia planta
{(A. thaliana, esta tesis; tomate, Miranda, 2017). Sin embargo, durante el desarrollo de
esta tesis, solo fue posible determinar la presencia de los transgenes y no los niveles de

expresion de estos.
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El segundo motivo que puede explicar la baja tasa de transformacién va de Ia
mano con el primero. Durante el desarrollo de Ia tesis se vio que, en algunas ocasiones,
plantas transformantes demoran mas del tiempo normal en elongar su raiz principal
(Figura 12C). Es por esto que existe la posibilidad que plantas T1 que si eran

transformantes fueron confundidas con el fenotipo sensible al antibidtico.

Respecto a por qué la sobre expresién de lipl podria generar problemas de
desarrollo en la planta esto no esta claro, Hasta Ia fecha, no se ha reportado la sobre
expresion de /ip] en plantas. Pese a ello, cabe mencionar gue una de las enzimas blanco
es la sub unidad E2 del complejo piruvato deshidrogenasa (Cicchillo er al., 2004;
Perham, 2000), Ia cual es un regulador esencial de flujo hacia el ciclo de Krebs (Araujo
et al., 2012). Otra enzima blanco es la sub unidad E2 del complejo a-cetoglutarato
deshidrogenasa (Cicchillo ef al, 2004; Perham, 2000}, Ia cual es un regulador esencial
de flujo dentro del ciclo de Kebs cuya manipulacién genera efectos negativos en el
desarrollo de organismos vegetales (Araujo et al,, 2012). Considerando todos estos
datos, queda abierta la pregunta sobre qué estd ocurriendo con las rutas metabolicas que
requieren la lipoilacion para su funcionamiento, asi como con la expresion de los genes
relacionadas a Ia ruta de sintesis de éste en plantas que sobre expresan lipl. Sin
embargo, esta pregunta se aleja del objetivo ulterior de esta tesis, pero queda como una

proyeccién para seguir aportando al conocimiento del metabolismo del AL en plantas.

4.3 Efecto dela aplicacién exogena de AL en A. thaliana

Como una segunda aproximacién para generar una mayor tolerancia a estrés

abi6tico en plantas mediante Ia manipulacion de AL, se realizé la aplicacion de esta
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molécula de manera exdgena. En la literatura se encuentra descrita la aplicacién exdgena
de AL a plantas para aumentar la tasa de su transformacién estable mediante A.
tumefaciens (Dan et al., 2009), mientras que en Saccharomyces cerevisiae se ha visto
que la aplicacidon de esta molécula en el medio de cultivo genera una mejora en la
tolerancia a ROS (Wu et al., 2011) lo cual sugiere que AL es capaz de atravesar paredes
celulares y membranas biologicas. En humanos, se ha visto que el AL atraviesa la
barrera hematoencefalica, ademas de interactuar con el transportador multivitaminico

dependiente de sodio (Gomes y Negrato, 2014; Zehnpfennig et al., 2015).

Durante el desarrollo de esta tesis, se encontrd que aplicaciones sobre 500 nM de
AL generan una disminucion en el largo de la raiz principal (Figura 13 y Figura 14)
mientras que con 100 nM no se afecta el largo de la raiz principal y se genera un
aumento en el indice de raices laterales (Figura 15). Respecto a la dosis respuesta de la
planta a AL, este mismo comportamiento respecto al desarrollo de la raiz principal se ha
visto en la aplicacién exdgena de brasinoesteroides, en donde bajas concentraciones
aumentan el desarrollo de la raiz principal mientras que, a medida que se auments Ia
concentracion aplicada, el crecimiento se inhibe (Mussig ef al., 2003). También se ha
visto un comportamiento similar respecto al largo del pelo radicular al tratar la planta
con diferentes concentraciones de acido indol acético (Kubes er al., 2012). Respectoa la
relacién entre la aplicacién de antioxidantes y el desarrollo de Ia rajz principal, no existe
informacién en la literatura revisada al respecto, lo cual sugiere que el efecto en las
raices del AL no es una caracteristica generalizada de los antioxidantes, sino que es un

efecto particular de esta molécula.
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La sobrevivencia y desempefio de la planta en diversos ambientes depende en gran
medida de Ja habilidad de ésta para explorar el suelo en busca de minerales y agua. Es
por este que Ia arquitectura del sistema radicular es de suma importancia al momento de
adaptarse a las condiciones del medio y determinar el volumen que la planta es capaz de
explorar (Gruber et al., 2013). En el caso de A. thaliana y otras dicotiled6neas, poseen
una raiz principal que ramifica de forma repetitiva generando raices laterales, Ias que a
su vez pueden ramificarse también (Peret ef al., 2009). El patrén con el que se generan
las raices laterales estd determinado por varios factores y puede ser inducido o reprimido
en respuesta a condiciones ambientales (Van-Norman ef al, 2013). Respecto a la
generacién de las raices laterales, la hormona auxina tiene un ro! fundamental en el
desarrollo de éstas, y se ha visto que la aplicacién extgena de esta hormona genera un
aumento en el nimero de raices laterales (Perez-Henriquez et al, 2012).
Adicionalmente, la aplicacién del compuesto quimico Sortin-2 también es capaz de
inducir la formacién de raices laterales independiente de la ruta de auxinas (Perez-
Henriquez ef al., 2012). En la literatura, no se ha reportado una conexién entre el AL y
la generacién de raices laterales. Por lo tanto, este es el primer trabajo en el cual se
aplica de manera exdgena AL en plantas y se analiza Ia respuesta de éstas, por lo que
como proyeccion de los resultados obtenidos resulta interesante dilucidar si es que este

efecto en cuanto al niimero de raices laterales es o no dependiente de la ruta de auxinas.

Independiente de los mecanismos moleculares que generen el aumento en el indice
de raices laterales, el aumento de éste genera que la planta tenga una mayor superficie en

la cual puede captar nutrientes y agua, Ademis, el hecho que haya un cambio fenotipico
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en la estructura radicular sugiere que la molécula fue percibida y probablemente

incorporada por la planta.

A través de anilisis de gRT-PCR en plantas de 10 dias se observd que el
tratamiento con AL genera una disminucién en los niveles de transcrito del gen Atlip2
mientras que los niveles de transcrito de los genes Atlipl y AtlplA aumentaron (Figura
16), lo cual se puede interpretar como que el tratamiento con AL favorece Ia expresion
de genes que participan en la ruta de reciclaje por sobre la sintesis de novo (Figura 3;
Ewald et al., 2014). Los resultados mostraron ademas que los niveles de transcrito del
gen que codifica Ia principal isoforma de la sub unidad E2 del complejo piruvato
deshidrogenasa (AmmtE21) disminuyen en alrededor de un 50%:; sin embargo, esta
reduccion no se vio reflejada en la cantidad de proteina lipoilada (Figura 17) lo que
puede deberse a la temporalidad de muestreo. Ademss, cabe mencionar que la inmuno
deteccion realizada est dirigida a proteinas que hayan incorporado el AL y no al total de
E2-PDH presente en la planta, por lo cual, debido a que no hay mformaci6n respecto al
momento en que el AL es incorporado 2 la proteina, podria existir una diferencia entre
las cantidades de E2-PDH con AL y aquellas que no lo posean. De hecho, en 4.
thaliana, existe un "pool" de subunidades E2-PDH que no se encuentran lipoiladas

completamente (Ewald et al., 2014).

4.4 Efecto dela aplicacién de AL en A. thaliana sometidas a estrés abidtico

Pese a que no fue posible cuantificar los niveles de AL en la planta como para

afirmar fehacientemente que los tratamientos exdgenos generan un aumento de la
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molécula en Ia planta, los resultados obtenidos sugieren que la molécula aplicada

exdgenamente es percibida por la planta y probablemente incorporada a esta.

Considerando que el AL es una molécula con propiedades antioxidantes y que
todos los estreses de tipo abidtico desencadenan un dafio oxidativo en el organismo
(Koyro et al., 2012; Vinocur y Altman, 2005; Zhu, 201 6), se analiz6 si Ia aplicacion de

AL tiene un efecto protector ante este tipo de estés.

Para cuantificar el efecto del estrés por salinidad y metales pesados, el cual fue
realizado in vitro en medio MS sélido, se midié la tasa de crecimiento de la raiz
principal antes y después del estrés, porque Ia disminucidn en el crecimiento de ésta es
un indicador de que existe dafio fisiologico en el organismo (Potters et al, 2007). No se
encontré que tratamientos con AL mejorasen la tolerancia a estrés por NaCl o CdSO,
puesto que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre la elongacion de la
raiz principal del grupo control y el tratado con AL (Figura 19, Figura 22B). No
obstante, se sabe que el tratamiento por estrés funciond puesto que las raices, tanto en el
grupo que se aplicéd AL como en el control, practicamente no crecieron en comparacion
a plantas que no fueron sometidas a estrés (Figura 18). En el caso del tratamiento con
CuS0y4, los resultados muestran que mientras el grupo control detiene el crecimiento de
la raiz por completo, el grupo tratado con AL tiene una elongacion de un 7% (Figura
22A), lo cual sugiere que el AL mejora la tolerancia a cobre. Cabe destacar que las
concentraciones de metales pesados o sal utilizadas estan cerca a los limites maximos

utilizados en la literatura para generar estrés (Ji ef al., 2013; Sun et al., 2015; Brunetti et
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al., 2011; Drazkiewicz et al., 2004); esto fue realizado para simular suelos con altas

concentraciones de estos metales, o que estén salinizados.

Para cuantificar el efecto del estrés hidrico, el cual fue realizado en plantas
trasplantadas a tierra, se midid el contenido relativo de agua (RWC) en plantas
completas y la tasa de sobrevivencia al tratamiento (Aguayo et al., 2013). Durante el
tratamiento por estrés hidrico, no se observé una diferencia del RWC entre el grupo
control y el tratado con AL (Figura 23A), y tampoco en cuanto a la tasa de sobrevida
luego del tratamiento (Figura 23B). La hipotesis tras este experimento fue que en
plantas tratadas con AL, al haber una mayor superficie radicular (Figura 15B), serian
capaces de aprovechar de mejor manera la disponibilidad de agua. Sin embargo, pese a
que se observa una tendencia en los resultados que avalan esta hipotesis, estos no son
estadisticamente significativos (Figura 23B). Quizas un tratamiento mas prolongado de
estrés hidrico genere resultados mas evidentes, esto considerando que el RWC nunca
bajo del 80% en el grupo control, siendo que en la literatura se alcanzan valores bajo el

50% en el mismo periodo de tratamiento (Aguayo et al., 2013).

Siguiendo con esta misma linea, se evalu si la modificacion del sistema radicular
podria generar una mejora en la captacion de nutrientes. Para esto, plantas germinadas
durante 7 dias en AL fueron traspasadas a un medio con un 10% de nutrientes. Sin
embargo, luego de 4 dias no se encontré diferencia en la elongacion de la raiz principal

de la planta ni en la arquitectura radicular.

Finalmente, con el objetivo de generar dafio oxidativo se realizaron tratamientos

con paraquat el cual es un herbicida que en cloroplastos actiia como aceptor de
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electrones de proteinas Fe-S del fotosistema L, inhibiendo la reduccion de ferrodoxina, Ia
generacion de NADPH y la regeneracién de 4cido ascorbico, por lo cual es considerado
un potente inductor de estrés oxidativo, Ademas este herbicida genera un incremento en
Ia produccién de radical superéxido en mitocondrias, por Io que es ampliamente usado
en la literatura para generar estrés oxidativo en este organelo (Lascano et al., 2012).
Junto con el tratamiento con paraquat, las plantas se mantuvieron durante 16 horas en
oscuridad para Iuego ser expuestas a una fuente de Iuz roja/azul intensa (Murgia ef al.,
2004). Los resultados muestran que no hubo diferencias estadisticamente significativas
en el contenido de clorofila A, clorofila B o carotenoides totales entre el grupo control y
germinado en AL al ser tratados con paraquat y expuestos a luz intensa (Figura 20 y
Figura 21 columnas Pq). Interesantemente, cuando todas las plantas (con y sin AL) no
fueron tratados con paraquat pero si expuestos a luz intensa luego de estar 16 horas en
oscuridad, el grupo control disminuyé en mayor medida su contenido de clorofilas y
carotenodes totales (en comparacion a mediciones realizadas antes de la €Xposicion a
luz intensa) que el grupo tratado con AL (Figura 20 columna MS). Normaimente,
cuando una planta es sometida a altas intensidades de luz, entre los mecanismos de
aclimatacién a ésta se encuentra la degradacion del complejo de recoleccion de luz
clorofila a/b (Horie et al., 2009). Este resultado muestra que las plantas tratadas con AL
poseen una mejor tolerancia a exceso de luz, lo cual puede atribuirse al efecto protector
del AL gracias a sus caracteristicas antioxidantes. Para complementar este resultado se
hace imprescindible cuantificar la eficiencia fotosintética para dilucidar la funcionalidad

de los fotosistemas. Un comportamiento similar ocurre con el contenido de carotenoides
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totales, en donde el grupo tratado con AL posee una mayor cantidad Iuego de ser

expuestos por 6 horas a luz intensa (Figura 21 columna MS).

4.5 Efecto de la aplicacién de AL en tomate

Considerando los resultados obtenidos en 4. thaliana respecto al aumento en el
IRL y con el objetivo de seguir escalando hacia una especie con interés comercial, se
analiz6 sus efectos en tomate. Se escogi6 el cultivar Micro Tom, el cual posee un ciclo
de vida corto y el tamafio de la planta, al ser mas pequefio que las variedades

comerciales, permite una mejor manipulacién en condiciones de laboratorio.

Al germinar y crecer las plantas en un sustrato imerte hidratado con medio
hidropénico suplementado con 100 nM de AL, se observé que luego de 4 meses la
produccién de frutos por planta aumentd en un 60% (Tabla 5), v que al simular un
medio pobre en nutrientes germinando y creciendo las plantas en medio hidropdnico al
50%, la adicién de AL 100 nM genera que la planta tenga una produccion de frutos un
96% mayor que el control que no fue tratado con AL (Tabla 8) v que no hayan
diferencias en cuanto a la produccion de frutos o al fenotipo (Figura 26) con plantas
crecidas en medio hidropénico al 100%. Todo Io antes mencionado indica que, al tratar
las plantas con AL 100 nM, éstas no se ven afectadas por el déficit nutricional generado
por crecerlas con medio hidropénico al 50%. Los resultados obtenidos apuntan a que €l
tratamiento con AL genera que la planta sea capaz de aprovechar de forma mas eficiente
los nutrientes presentes en el medio, lo que se traduce en una mayor produccion de
frutos en condiciones normales de crecimiento o en que Ia produccion no se vea afectada

cuando la carga nutricional del medio es reducida a la mitad. En la literatura, no existen
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reportes respecto a la aplicacion exdgena de antioxidantes y el efecto que pueda tener en
la captacidn de nutrientes, por lo que estos resultados probablemente se deban a
mecanismos moleculares aiin desconocidos por los cuales AL genera un aumento en el
IRL. Si bien es cierto que el IRL no ha sido cuantificado en tomate debido a Ia
imposibilidad de separar las raices del sustrato utilizado sin dafiarlas, es muy probable
que el comportamiento sea el mismo que el observado en A. thaliana (Figura 15) lo cual
se puede verificar 2 modo de proyeccion realizando un cultivo en medio hidropénico sin

sustrato, permitiendo que las raices crezcan en un medio liquido.

Con la idea de hacer un acercamiento a condiciones de campo, se analizé el
efecto que tiene la molécula en plantas tratadas con AL desde la germinacién o en el
momento de ser trasplantadas a tierra, sin encontrar diferencias entre el grupo tratado y
el control en ambos casos (Tabla 6 y Tabla 7). El por qué la molécula tiene efecto en
las plantas cuando éstas son crecidas en un sustrato inerte hidratado con medio
hidropénico y no en tierra puede explicarse por la dosis de la molécula que estd
detectando la planta (tomate). Como se vio en 4. thaliana, existe una dosis-respuesta en
cuanto al fenotipo causado por el AL (Figura 13). Mientras que, los tomates crecidos en
medio hidropdnico estan en un ambiente cerrado, lo que hace que Ia cantidad de AL en
el medio disminuya solamente a medida que la planta la absorba, esto no ocurre en
plantas crecidas en tierra, en donde el macetero tiene orificios por lo que cada vez queia
planta es regada con medio sin AL, la cantidad de 4cido lipoico presente en la tierra va

disminuyendo. Es por esto que, al momento de llevar estas aplicaciones a campo serd
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necesario realizar un ajuste en cuanto a la concentracién y/o a la frecuencia de

aplicacién de la molécula en los cultivos que se quieran tratar.

4.6 Implicancia biotecnolégica de los resultados obtenidos en esta tesis

Los resultados obtenidos tanto en A thaliana como en tomate son muy
alentadores. Si bien, la manipulacién del metabolismo del 4cido lipoico mediante la
aplicacién exdgena de la molécula no generd tolerancia a todos los estreses abidticos
estudiados, si se observd que en A. thaliana es capaz de modificar la arquitectura
radicular generando un aumento en el indice de raices laterales lo cual en tomates se ve
extrapolado a generar una tolerancia al estrés generado por déficit nutricional y
aumentar la produccion de frutos cuando la planta es crecida en medio hidropénico, lo

cual lo convierte en un promotor de crecimiento.

Mediante hidroponia es posible cultivar una planta durante todo su ciclo de vida
fuera del suelo. Ademas, los cultivos hidroponicos son utilizados para la produccién de
almacigos (grupo de plantas en estado juvenil sembradas en un Iugar protegido i.e.
invernadero) los cuales son posteriormente trasplantados al suelo (Universidad de Talca
y FAO, 2005). Dentro de las especies que se producen a través de almicigos se
encuentra el tomate, con alrededor de 3.490 hectireas sembradas en Chile durante el afio
2016 (ODEPA, 2016). El rendimiento promedio estimado para un campo de tomates es
de 42.000 kg/ha lo que se traduce en un margen neto de $2.818.875 CLP por hectirea
para el agricultor. Dentro de los costos calculados por hectérea, el agricultor gasta
alrededor de $720.000 CLP (18% del costo total) en concepto de plintulas de tomate

comprandolas a un valor unitario de $80 CLP (9000 plantines; ODEPA, 2013).
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Para generar los plantines en medio hidroponico se utiliza entre 2 y 3,5 L de
solucién nutritiva por metro cuadrado, el tiempo que demora un almacigo hasta estar
listo para ser traspasado a tierra es entre 18 y 22 dias. Asumiendo que se utilizan 3,51
por metro cuadrado y se cultivan 50 alméacigos por metro cuadrado (maximo puede ser
hasta 100) y se trasplantan los almécigos al dia 22, el costo para el productor de
almicigos es de $3,25 CLP adicionales por planta, esto considerando un margen de

ganancia del 80% en el precio del promotor de crecimiento.

Considerando que el productor de plantines traspasa este costo adicional al precio
del plantin y fija el precio de venta al agricultor en $105 CLP (costo del promotor de
crecimiento +25% de ganancia) y considerando que el efecto generado en la produccion
por hectérea por el promotor de crecimiento es de solo un 25% (en Iugar del 60%
obtenido durante el desarrollo de esta tesis) esto se traduce en un aumento en las

ganancias netas para el agricultor de un 52%.

Todos estos resultados obtenidos permitieron redactar una solicitud de patente, Ia
cual fue presentada al INAPI (2016-03333, "Composicién bioestimulante natural para el
mejoramiento de la produccién agricola, método de aplicacién y de su uso para
incrementar el nimero de raices en las plantas") y que hace relacién con la utilizacidn
del AL como un promotor de crecimiento natural para el mejoramiento de la produccion

agricola.

El aporte que puede hacer este descubrimiento a la agricultura puede ser muy
importante, sobre todo considerando que, debido al cambio climatico y el aumento de la

poblacién mundial, se hace necesario mejorar la produccién de cultivos (FAO, 2016).
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5 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante esta tesis muestran que Sllipl aislado desde

tomate codifica una enzima lipoil sintasa, la cual tiene destinacién mitocondrial.

Al transformar A. thaliana de manera estable con el gen Adipl o Sllipl la tasa de
transformacién es menor a la esperada y la planta presenta un fenotipo con retardo en el
crecimiento y genera menos semillas que una planta wild fype, esto, junto con resultados
obtenidos por Miranda (2017) sugiere que la expresion constitutiva de fip] no es

beneficiosa para la planta,

Respecto a Ia aplicacién exdgena de AL sélo una aplicacién desde la germinacion
gatilla un efecto positivo en el fenotipo de las plantas crecidas in vitro o en medio
hidropdnico.

El principal efecto generado en plantas de A. thaliana fue la generacién de mas
raices laterales (dejando abierta la pregunta sobre qué es lo que ocurre a nivel
molecular), lo cual queda como una proyeccion para futuras investigaciones. Ademas,
en plantas de tomate crecidas en medio hidropénico, AL aumenta la produccion total de

frutos de tomate en un 60%.

Pese a que no fue posible determinar si es que la aplicacién de AL exdgeno
modificaba los niveles de 4cido lipoico en la planta, se determiné que el tratamiento con
100 nM de acido lipoico modifica los niveles de expresién de los genes que participan

en la ruta de biosintesis, favoreciendo la ruta de reciclaje, con lo cual se concluye que

este tratamiento efectivamente modifica el metabolismo de la molécula en Ia planta.




Los resultados muestran que la aplicacién de AL genera tolerancia a estrés por
déficit nutricional en tomates crecidos en medio hidropénico, lo cual se traduce en una
mejora de un 95% en la produccién de frutos respecto a una planta que no fue tratada
con la molécula. Este resultado avala la hipétesis de que la manipulacién del

metabolismo del AL es capaz de generar tolerancia a estrés abibtico.
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ANEXO 1: Partidores utilizades

N° + Nombre Secuencia (5'-3") Referencia

"Atlipl F ATGCATTCGCGCTCCGCC

—

—tee o v et B e e e

A g,

2 Atlipl R CTACGGGGATGTAGAAGGAGAAGCC « Este trabajo
::__3_ + Atlipl_Ras CGGGGATG};BMAAGGAGQGE ' Este trabajo i
54 Sllipl F ATGAATTECEG’I"%E:ACATE;(;’EGTTI‘ Este trabajo
;;5 | Shipl R i CTAAGACAACGATGCTGCACGATCAGAT { Este trabajo i
i 6 i SIhpl Ruos AGACAACGATGCTEC;\E‘G:\'}‘E;\GAT ; Este trabajo | —E
| 7 AthleT F J’HCCTGCAGGCACCTTAACAAAGACT ; Este trabajo ;
fgﬁ?hplli?{ AA&E&ATE;GGTGTCACG}AE;EA - E;te ;a;z;j;w o hs
b éithpzﬁw'l: ‘F ~ué:C’I‘TCCATGGCCCTCATCAAG:CC o :-Estewt"r*abajo o M?
FIO x Atlip2RT R CCTGCTCGAGCTT:I'CACGCCA | Este trabajo 1
; 11 " AtIpIART F * TGGTGATCGTAAGTTCGGTGGGA iEste trabajo i
r712 . A;lplART R, TGTGGCACTCTCGA:;E}GCAGE mmwmém;ra;);}; '*"'-““““‘-*"j
‘_;WmtEﬂRTF | TAGACGGTG_CCATTGGAGC'IT(;; ”mdml;?st—cpt;;ijfo o M:
1l mTEE]iiTiC TICCATTGCGTGGTTGGITCIC  Estowmabajo  °

17 | SILIPlexpF GCTACACCAGCATCTCCACCTC :Mmd;l, 2017 i
; 18 ;AEpEXpF TTCTCCTCTTCCTE&GCTGTAACT YasuI:oM;Wada 1998 B
;—;9 ; gapaF GGTZGEA}CGGGAGGAAC o “—'-w*“: Dlspomgl-e er—x 11—1:_»01'1;1;0;;)—}
* 20“j gapaR“ ‘ GATAACCT’i‘E’I’—TE}G-(_D;ECRGWFJ | 3D;;};—c;mble e;l}abmat;r:o '
{le;whptF TTTGTGTACG(SEE&IZ&&? ; Disponible en laboratorio *
: 2 hptR AAGACCTGCCTGAAACCGA o Disponible en léboratmio 2
; 23 HISR 5 GCATGATGATGATGATGATGGCTG ‘ Disponibleren laboratorio

s O 1
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ANEXO 2: programas de PCR

1 Desnaturalizacion 94 05:00
Desnaturalizacidn 94 00:30

42 Hibridacién 60 00:45
Extension 72 01:00

1 Extension 10:00

Stlip1

1 Desnaturalizacién 94 05:00
Desnaturalizacidn 94 00:30

a2 Hibridacion 66 00:50
Extension 72 01:00

1 72 10:00

Extension

1 Desnaturalizacion 94 05:00
Desnaturalizacion 94 00:30
42 g ex
Hibridacion 63 00:45
Extension 72 0045
Extensién

4 TE, -

qRT-PCR

1 Desnaturalizacién 95 10:00
Desnaturatizacién 95 015

40 Hibridacién 60 00:15
Extension 72 00:15

1 95 01:00
Curva disociacion 60 0030

95 00:30
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