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Resumen

“Caracterizacion funcional de una dehidrina SK; aislada de una biblioteca de
cDNA de Opuntia streptacantha”

En este trabajo de tesis analizamos al nopal con un enfoque fisiolégico y
uno molecular. La primera etapa consistié en analizar el efecto de poliaminas y
prolina en la germinacién de semillas de nopai (Opuntia streptacantha) sometidas
a estrés salino. Los resultados mostraron tendencias a un porcentaje de
germinacion mayor en comparacion al control en semillas de nopal tratadas con
prolina 1 mM. En los tratamientos de poliaminas exégenas, no se observé un
efecto en el rompimiento de la latencia de las semillas. Por otro lado el estrés
salino afecté la germinacion de las semillas de nopal, sobretodo a las
concentraciones de NaCl de 50 y 75 mM. En los tratamientos donde aplicamos
tanto prolina (1 y 10 mM) como poliaminas (1uM de cada una), solo el tratamiento
con espermina logré obtener una recuperacion en el porcentaje de germinacién al
someter las semillas a una concentracién de NaCl de 75 mM .

En la segunda etapa se aislaron, identificaron y caracterizaron genes de
nopal inducidos durante estrés abidtico. Para ello se construy6é una biblioteca de
cDNA de cladodios de nopal sometidos a diferentes tipos de estrés: sequia,
salinidad, calor y frio. De esta biblioteca se obtuvieron 329 unigenes a partir de
442 clonas seleccionadas al azar incluyendo genes que codifican proteinas LEA
(Late Embryogenesis Abundant), ERD15 (Early Responsive to the Dehydration
15), HSP (Heat Shock Protein), AQPs (aquaporins), entre otros. Se seleccioné el
EST mas abundante de la biblioteca, el unigen 33 (OpsDHN1), que codifica una
dehidrina del tipo SK; de 248 aminoacidos, para su caracterizacién molecular y
funcional. Ademas del cDNA se obtuvo un fragmento de DNA genémico del gen
OpsDHN1, el cual tiene un intrén de 234 pb interrumpiendo el marco de lectura
abierto de este gen. La expresion del gen OpsDHN1 se analizé mediante RT-PCR
en tiempo real a partir de muestras de cladodios sometidos a estrés, mostrando
que el trancrito de OpsDHN1 se acumula en respuesta a estrés por frio y por ABA.
Por otro lado, se generaron lineas transgénicas de A. thaliana que sobreexpresan
el gen OpsDHN1 de nopal, las cuales tuvieron una mayor tasa de sobrevivencia
en comparacion al control después de la recuperacién de un estrés por
congelamiento, mientras que bajo estrés salino, no se observaron diferencias en la
tasa de sobrevivencia entre las lineas sobreexpresantes y la parental (Col-0). Con
esta evidencia se sugiere que la dehidrina de nopal (OpsDHN1) puede estar
involucrada en los mecanismos de respuesta al estrés por congelamiento. La
informacién obtenida en esta tesis, que incluye el aislamiento e identificacién de
genes de nopal en respuesta a estrés abidtico, y la caracterizacion de uno de
ellos, constituye una plataforma inicial para el estudio de genes en Opuntia spp. y
la generacion de una base de secuencias de nopal y posibles aplicaciones para
conferir tolerancia a estrés abiético a otras especies vegetales.

Palabras Clave: dehidrina, estrés abidtico, germinacion de semillas,
latencia, nopal, proteina LEA.
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