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RESUMEN

“Caracterizacion molecular y funcional de genes que codifican proteinas de
choque térmico de plantas bajo condiciones de estrés abiético”

Actualmente las actividades antropogénicas tienen un gran impacto sobre el
planeta, las cuales estan provocando alteraciones en el clima Y una contaminacion
ambiental importante. Lo anterior se debe principalmente al uso indiscriminado de
combustibles fésiles, el uso de aerosoles, la deforestacion masiva, entre otros, las
cuales han intensificado considerablemente las emisiones de CO2, causando el
calentamiento global. Ademas, la escasez del agua dulce el cual es uno de los
principales factores limitantes para la productividad agricola, junto con la calidad
de los suelos agricolas que cada dia son méas pobres y estan mas contaminados
debido al uso inadecuado y mal manejo de la agricultura tradicional.

Como resulta dificil que las plantas se adapten a todos los cambios que esta
sufriendo el planeta, es de suma importancia estudiar y comprender los
mecanismos involucrados en la respuesta de las plantas al estrés abiético. Por lo
que el ampliar la informacion a nivel basico sobre los procesos moleculares
generara nuevos conocimientos que seran claves para la obtencion de plantas

mas tolerantes al estrés.

Uno de los principales mecanismos de tolerancia al estrés, es la sintesis de
chaperonas moleculares, como son las proteinas de choque térmico (HSPs).
Estas proteinas son esenciales para la sintesis, la proteccion, el transporte, el
plegamiento o el replegamiento y la degradacion de proteinas parcialmente o
completamente desnaturalizadas bajo condiciones normales y en condiciones de
estrés.

Nuestro grupo de investigacién ha construido bibliotecas sustractivas (SSHs)
como por ejemplo de frijol (Phaseolus vulgaris) bajo estrés salino, y bibliotecas de

cDNA de nopal (Opuntia streptacantha) bajo diferentes condiciones de estrés
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abidtico, en donde hemos identificado una serie de genes relacionados de la
respuesta al estrés que son interesantes para su estudio. En dichas bibliotecas
hemos seleccionado genes que codifican para chaperonas moleculares como las
proteinas de choque térmico (HSP), para su caracterizacion funcional en
Arabidopsis thaliana.

El propdsito de este estudio fue caracterizar molecular y funcionalmente HSPs.
tales como las proteinas DnaJ (HSP40) de A. thaliana y un gen de nopal (O.
streptacantha) que codifica para una proteina de choque térmico de bajo peso
molecular (SHSP), bajo condiciones de estrés abiébtico.

Para la caracterizacién de los genes DnaJ de A. thaliana, el primer paso fue la
genotipificacion de las lineas insercionales de T-DNA de los genes At5g22060
(AtDJ2) y At3g44110 (AtDJ3) para obtener mutantes insercionales sencillas de
cada gen. Dichas mutantes sencillas presentan un fenotipo de sensibilidad en
germinacién bajo condiciones de estrés salino. A partir de estos resultados,
generamos una doble mutante (atdj2-atdj3-46), en la cual obtuvimos un fenotipo
de mayor sensibilidad en cuanto a la velocidad de germinacién bajo condiciones
de estrés salino, comparandola con las lineas mutantes sencillas y el ecotipo
parental (Col-0). También nos enfocamos en realizar experimentos de ganancia de
funcion, mediante la obtencién de una linea sobreexpresante de uno de los DnaJ
(AtDJ2), del cual construimos el vector para dicha sobreexpresion en A. thaliana, y
hasta el momento contamos con semillas transformadas para identificar lineas
transgénicas resistentes al marcador de seleccion del vector, para posteriormente,
caracterizar su fenotipo bajo condiciones de estrés. Para la caracterizacién de la
DnaJ (AtDJ2) realizamos la construccién de un vector para el sistema de dos
hibridos, que nos permitira identificar posibles blancos de interaccion o ligandos de

esta proteina.

En lo que respecta a la caracterizacién del gen OpsHSP18 de nopal que codifica
para una sHSP de 18KDa, nos planteamos sobreexpresarlo en A. thaliana para
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caracterizar las lineas transgénicas bajo condiciones de estrés. Dos lineas
transgénicas (OpsHSP18-over3 y OpsHSP18-over7) se sometieron a estrés salino
(150mM de NaCl) junto con pléantulas del ecotipo parental Col-0 durante 15 d, en
donde se observdé un menor dafio entre lineas que sobreexpresan la OpsHSP18
de nopal con respecto a las plantas control. De manera interesante, al momento
de realizar los experimentos de recuperacion, los cuales consisten en pasar las
plantulas a tierra sin la aplicacion de estrés salino, se observé una mayor
tolerancia de las lineas transgénicas, logrando hasta un 70% de supervivencia en

comparaciéon con un 20% en la parental Col-0.

Con base a los resultados obtenidos durante este estudio, podemos sefialar que
ambas chaperonas moleculares de la familia HSP estan involucradas en la
respuesta al estrés salino, sugiriendo que podrian estar participando en la
proteccién de proteinas cuando la semilla o la plantula esta sujeta a condiciones

de salinidad.

Palabras claves: Arabidopsis thaliana, Estrés abiético, HSPs, DnaJ y OpsHSP18.
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