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ABSTRACT

EFECTO DE LA SINTESIS DE BETALAINAS EN PLANTAS TRANSG'ENICAS DE
Arabidopsis thaliana ANTE LA TOLERANCIA A ESTRES ABIOTICO

Bernal-Santamaria M.", Flores-Cuevas, A.", Sanchez-Gélvez, A.", Lorente- Aguilera, H. y Leén-Rodriguez, E.!
Séanchez -Leon, S. 2, Jordano-Raya, M.?, Cérdoba- Cariero, D.?

1 IES Fidiana
2 Departamento de Epigenética y Reparacion del ADN, Universidad de Cérdoba

Resumen

Reducir el estrés de las plantas es clave para mantener la calidad y el rendimiento de los cultivos. En
la actualidad existen pérdidas sustanciales de rendimiento agricola cada afio debido al efecto que el
estrés producido por condiciones de sequia (estrés hidrico) y el estrés producido por alto contenido en
sales del sustrato (estrés salino) tiene en los cultivos. Ademas, se esperan que estas condiciones de
estrés se intensifiquen cada vez mas debido al cambio climatico que se esta produciendo a nivel global.
Las betalainas, pigmentos naturales presentes en plantas como las remolachas, poseen propiedades
antioxidantes y son caracteristicas de algunas plantas que predominan en regiones aridas y
semiaridas, y en suelos salinos y alcalinos, por lo que podrian tener un importante papel frente al estrés
abidtico. Para comprobar si la sintesis de betalainas puede tener un efecto positivo en la tolerancia a
estrés abidtico, en concreto frente a la sequia y alta salinidad de suelos, se analizaron dos genotipos
de lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana capaces de sintetizar estos pigmentos frente a su
genotipo control (sin betalainas) en diferentes condiciones de estrés salino (concentraciones crecientes
de NaCl) y restriccion hidrica (7 y 14 dias). Después de cada experimento se midieron la tasa de
supervivencia, la biomasa y la longitud de las raices. Los resultados del experimento mostraron una
notable mejora de la resistencia a estrés salino e hidrico en las condiciones mas extremas del
experimento. En dichas condiciones la biomasa de las plantas no solo no se vio afectada respecto a
las de su grupo control, si no que resulté ligeramente mayor. Sin embargo, en ausencia de estrés el
desarrollo de las plantas capaces de sintetizar betalainas se vio mermado. La sintesis de betalainas
puede ser una estrategia prometedora para mejorar la adaptacién de cultivos al cambio climatico,
aunque se necesitan mas investigaciones para comprender completamente los mecanismos y su
aplicabilidad en otros cultivos. Este estudio proporciona una base sélida para futuras investigaciones
en agricultura sostenible.

Palabras clave: betalainas, Arabidopsis thaliana, estrés abiético, estrés hidrico, estrés salino.

Abstract

Reducing plant stress is key to maintaining crop quality and yield. Currently, there are substantial losses
in crop yields each year because of drought stress (water stress) and high salt stress (salt stress) on
crops. In addition, these stress conditions are expected to become more and more intense due to global
climate change. Betalains, natural pigments present in plants such as beets, have antioxidant properties
and are characteristic of some plants that are predominant in arid and semi-arid regions, and in saline
and alkaline soils, so they could play an important role in abiotic stress. To test whether betalain
synthesis can have a positive effect on abiotic stress tolerance, specifically drought and high soil
salinity, two genotypes of Arabidopsis thaliana transgenic lines able to synthesise these pigments were
tested against their control genotype (without betalains) under different conditions of salt stress
(increasing NaCl concentrations) and water restriction (7 and 14 days). After each experiment, survival
rate, biomass and root length were measured. The results of the experiment showed a marked
improvement in resistance to salt and water stress under the most extreme conditions of the experiment.
Under these conditions, the biomass of the plants was not only unaffected compared to the control
group, but was slightly higher. However, in the absence of stress, the development of plants capable of
synthesising betalains was impaired. Betalain synthesis may be a promising strategy to improve crop
adaptation to climate change, although further research is needed to fully understand the mechanisms
and their applicability to other crops. This study provides a solid basis for future research in sustainable
agriculture.

Key words: betalains, Arabidopsis thaliana, abiotic stress, water stress, salt stress.



1.- INTRODUCCION

El estrés producido por condiciones de sequia (estrés hidrico) y el estrés producido por alto
contenido en sales del sustrato (estrés salino) afectan sensiblemente a las plantas,
dificultando su crecimiento y rendimiento. Se espera que estos tipos de estrés se intensifiquen
cada vez mas debido al cambio climatico que se esta produciendo a nivel global, lo que hoy
en dia ya causa pérdidas sustanciales de rendimiento agricola cada afio.

En la naturaleza existen ciertas plantas que estan adaptadas y sobreviven en ecosistemas
aridos, demostrando una gran tolerancia a las condiciones extremas en cuanto a falta de
disponibilidad de agua o en suelos con un alto contenido en salinidad. Estan plantas
representan una fuente de variabilidad genética donde podemos buscar genes que estén
implicados en esta ventaja adaptativa con la que consiguen aumentar la tolerancia al estrés
abidtico. Por ejemplo, las plantas del orden Caryophyllales predominan en regiones aridas y
semiaridas, y en suelos salinos y alcalinos. Este orden de plantas se caracteriza, entre otras
cosas, por presentar un tipo de pigmento que no se encuentra en otras especies: las
betalainas, por lo que podrian tener un importante papel frente al estrés abiético.

Las betalainas son metabolitos secundarios nitrogenados de las plantas que actuan como
pigmentos rojos y amarillos. Las betalainas, las antocianinas y los carotenoides son tres de
los principales pigmentos naturales de las plantas, y de los tres pigmentos, las betalainas
tienen la via de biosintesis mas sencilla: sélo se necesitan tres genes; CYP76AD, DODA y el
gen de una glucosil transferasa para sintetizar betalainas en cuatro pasos de catalisis y
utilizando tirosina como sustrato.

En esta investigacibn vamos a comprobar si la sintesis de betalainas en plantas que
naturalmente carecen de estos pigmentos tiene alguna implicacion en la tolerancia al estrés
abiodtico y podria ser empleada para la mejora genética vegetal frente a la tolerancia a la
sequia y la salinidad.

2.- OBJETIVOS

El objetivo general de este proyecto es comprobar si la sintesis de betalaina tiene alguna
implicacion en la tolerancia al estrés abiotico, para ello se utilizara como organismo de estudio
la planta Arabidopsis thaliana, en las que se ha introducido mediante transformacion genética
los elementos necesarios para que expresen y sinteticen dichos pigmentos.

Para ello, los objetivos especificos seran:

- Genotipar una seleccion de lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana para la
presencia de un gen artificial (gen Ruby) que expresa las enzimas necesarias para
la biosintesis de betalainas

- Estudiar si la sintesis artificial de betalainas tiene alguna implicacién en la
tolerancia al estrés hidrico y por lo tanto a la sequia.

- Estudiar si la sintesis de betalaina tiene alguna implicacién en la tolerancia a la
salinidad.



3.- FUNDAMENTOS TEORICOS

¢ Qué son las betalainas?

Los principales pigmentos que encontramos en el mundo vegetal son la clorofila (verdes), los
carotenoides (amarillos, naranjas), las antocianinas (rojos y rosas) y la betalaina (naranjas,
rojos y morados. Figura 1A). Las betalainas estan presentes de manera restringida en
algunas familias de plantas relacionadas con el orden Caryophyllales. Las betalainas se
acumulan en las flores, frutos y en ocasiones en tallos y raices, localizandose en las vacuolas
de las células; se caracterizan por contener nitrogeno, un acido conocido como betalamico,
ser solubles al agua, por tener propiedades antioxidantes muy elevadas y por su funcién como
barrera contra los rayos UV. Ademas de la relevancia de las betalainas en la polinizacién,
dispersién y proteccion en las plantas que las presentan, se sabe la importancia de estos
pigmentos en relacién con la coloracion aposematica, un mecanismo de defensa que consiste
en mostrar por medio de colores brillantes y llamativos, sefiales de advertencia o peligrosidad
a los herbivoros.

p-Caroteno
—0

Figura 1. (A) Estructura de las antocianinas, carotenoides, betalaina
orden Caryophyllales con pigmentacion caracteristica de las betalainas.

Arabidopsis thaliana como organismo modelo

Arabidopsis thaliana es una pequefia planta herbacea anual de la familia de las cruciferas
que ha llegado a ser uno de los mas importantes sistemas para el estudio de muchos aspectos
de la biologia de las plantas, convirtiéendose desde hace mas de 30 afos en el sistema modelo
preferido para la investigacion en fisiologia vegetal, genética, y biologia molecular. A pesar
de no tener valor agricola, presenta ventajas muy significativas para la investigacion basica y
aplicada, tales como un genoma completamente secuenciado de pequeno tamafio, un ciclo
de vida rapido, facil produccion de semillas, y alta eficiencia de transformacion. El uso de
Arabidopsis como modelo de referencia ha tenido una enorme repercusion en la biologia
vegetal, permitiendo grandes avances en muy diversos campos. Por todos estos motivos,
Arabidopsis thaliana es un organismo vegetal idoneo para establecer las bases de nuevas
investigaciones sobre genes candidatos, estudiar su efecto, y establecer si son buenos
candidatos a ser introducidos en programas de mejora genética de cultivos de interés
agronémico.



Expresion de genes exégenos en organismos modelos para su estudio

La expresion regulada de genes enddgenos (pertenecientes al proprio organismo) o
exogenos (provenientes de otro organismo) puede aplicarse para estudiar su efecto bioldgico.
La transformacion genética de plantas consiste en la transferencia del material genético
necesario para poder expresar un gen. Las plantas transgénicas asi obtenidas son incluidas
luego en planes de mejoramiento tradicional a través de cruzamientos (reproduccion sexual)
para transferir los genes de interés a variedades de alto rendimiento. Para poder estudiar el
efecto que betalainas puede tener en Arabidopsis antes determinadas condiciones,
necesitamos conseguir transferir la informacion genética necesaria para poder expresar todas
las enzimas involucradas en la ruta metabdlica de sintesis de estos pigmentos, ya que estos
genes no se encuentran de manera natural en su genoma. Para transferir esta informacion
genetica.

Diferentes sistemas de transformacion de plantas han sido desarrollados con el objeto de
hacer mas facil y eficiente esta metodologia. Estos métodos se dividen en: a) Transformacion
mediada por Agrobacterium tumefaciens: un vector biolégico que participa de la transferencia;
b) Métodos de transformacion genética directos: por distintos mecanismos fisicos se introduce
el ADN en la célula (por ejemplo, la biobalistica)

El método mas difundido para la transformacién genética de Arabidopsis se basa en un
proceso mediado por Agrobacterium tumefaciens (Figura 2), una bacteria que vive en el suelo
e infecta a un amplio rango de plantas. Agrobacterium tiene la capacidad de transferir parte
de su propio material genético a la planta hospedante. La capacidad patogénica de esta
bacteria se asocia a la presencia de plasmidos Ti (inductor de tumor). Se ha demostrado que
un fragmento de estos plasmidos, llamado ADN-T (ADN de transferencia), es transferido a la
célula vegetal donde se integra al ADN cromosdémico de la planta. Este mecanismo natural
de ingenieria genética utilizado por Agrobacterium para transferir parte de su ADN a las
células vegetales, es aprovechado en investigacion para transferir genes de interés a las
plantas. Para ello, primero es necesario reemplazan la secuencia original de ADN-T en el
plasmido Ti, por otra secuencia con el gen de interés y algun gen de seleccion de antibidticos
o herbicidas (Figura 2A). En segundo lugar, se introduce este plasmido Ti modificado o vector
de expresion que lleva las secuencias en Agrobacterium tumefaciens (Figura 2B), que se
encargara de transferirlo a las células vegetales. Y, en tercer lugar, la transformacion de la
planta se induce a partir del contacto entre la bacteria que porta el gen de interés en su
plasmido y las células vegetales, en este caso las inflorescencias de Arabidopsis (Figura 2D).
El ADN-T es transportado desde la célula bacteriana a la célula vegetal donde se integra a
su material genético. Después de la transformacion, las semillas, una vez hayan madurado,
se germinaran en un medio con un agente selector (antibiéticos o herbicidas) donde sélo las
semillas transgénicas que incorporado el gen a su genoma sobreviven (Figura 2E,F).

Figura 2. Esquema del proceso de
transformacion genética de Arabidopsis
thaliana mediada por Agrobacteirum
tumefaciens (A) Plasmido de expresion,
(B) Transferencia del plasmido de
expresion al interior de la bacteria, (C)
plantas de Arabidopsis para la
transformacion, (D) plantas de
Arabidopsis en el estadio 6ptimo para ser
transformadas, donde cuentan con un alto
numero de inflorescencias, (E) seleccion
de semillas transgénicas y (F)
diferenciacion entre las plantas
transgénicas y no transgénicas




Estructura del gen artificial Ruby y vector de transformacion

Para que Arabidopsis pueda sinterizar betalainas necesitamos transferir la informacién
genética necesaria para poder expresar todas las enzimas involucradas en la ruta metabdlica
de sintesis, ya que estos genes no propios de este organismo.

La biosintesis de las betalainas estd bien estudiada y sélo necesita tres reacciones
enzimaticas para convertir la tirosina en betalaina. La tirosina de las células se hidroxila
primero en benceno, dando lugar a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) en una reaccion
catalizada por la P450 oxigenasa CYP76AD1 (Fig. 3a). La L-DOPA puede ser oxidada
posteriormente en ciclo-DOPA por la CYP76AD1 (Fig. 3a). A continuacion, o bien se oxida
por la misma oxigenasa o es catalizada a en acido betalamico por la L-DOPA 4,5-dioxigenasa
(DODA), y se condensa en betanidina. Por ultimo, una glucosil transferasa afiade una fraccion
de azucar a la betanidina para generar la colorida betalaina (Fig. 3a).
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Figura 3. Reacciones quimicas para convertir la tirosina en betalaina (a). Estrategia
para expresar toda la ruta biosintética de la betalaina en una Unica molécula de ADNN.

La informacion genética que codifica para estas tres encimas se ha unido de forma artificial
en una unica molécula de ADN a la que ha denominado con el nombre de gen Ruby. La
secuencia completa del gen artificial se clond en la estructura ADN-T de un plasmido de
expresion para la transformacién genética de plantas (Figura 4).

Figura 4. Estructura del vector de
expresion empleado con el gen Ruby



Aplicacién de la reaccion en cadena de la polimerasa para detectar la presencia
de genes

La reaccién en cadena de la polimerasa o PCR es una técnica utilizada en biologia molecular
que permite conseguir una gran cantidad de copias de un fragmento de ADN, partiendo de
una cantidad infima de esta biomolécula. Esta técnica fue disefiada tal y como la conocemos
por los bioquimicos Kary Banks Mullis y Michael Smith en la década de los 90, quienes
consiguieron patentarla. La PCR se basa en una actividad enzimatica que sucede de forma
normal en las células de nuestro organismo. En las células, las ADN polimerasas son capaces
de replicar el ADN nuclear, para obtener dos copias idénticas, que después seran repartidas
a las células hijas en la mitosis. En la PCR, las polimerasas son capaces de replicar en varios
ciclos, un fragmento de ADN especifico para obtener una gran cantidad de copias. Esta
técnica puede adaptarse mediante el uso de unos oligonucleotidos complementarios al gen
Ruby para comprobar a partir de una muestra de ADN de una planta si el gen se encuentra
presente en su genoma o no y visualizar los resultados en un gel de agarosa.

4.- MATERIALES Y METODOS

4.1.- Material experimental y/o de los instrumentos de recogida de informacién

El material vegetal empleado en este proyecto seran las lineas de Arabidopsis thaliana
transformadas con el gen Ruby y la linea control o linea sin transformar.

Para el tratamiento de las plantas en condiciones controladas se utilizan camaras de cultivo
de plantas y metodologia experimental en condiciones de esterilidad.

Materiales e Instrumentacion para el aislamiento de ADN y la deteccién del gen Ruby
mediante PCR:

P Pipeta automatica: Transportar muestras a sus respectivos
| - recipientes. Se cambian las puntas para no contaminar las
. muestras con contenido de otras

- w 'A: " >

Homogeneizador de tejidos: permite la rotura mecanica del tejido
vegetal para poder liberar el contenido celular

Centrifugadora de laboratorio: Nos permite dar a las muestras unos
ciclos de centrifugado concretos

Tubos y gradillas: Las gradillas sirven para mantener los tubos
estables y que no se caigan

Sistema de electroforesis: Sirve para visualizar el resultado de la
PCR, se coloca cada muestra en un carril y mediante una corriente
eléctrica los fragmentos de ADN se separan segun su tamano.




- CTAB, Cloroformo, Isopropanol, Etanol, Agua
- Termociclador

- Polimerasa

- Cebadores de ADN

Materiales e Instrumentacién para el ensayo de sequia:

- Camara de cultivo de plantas
- Macetas y sustrato
- Balanza e instrumentos de medida de longitud

Materiales e Instrumentacion para el ensayo de salinidad:

Pinzas y camara de flujo laminar: Al trabajar con plantas pequefas,
utilizamos las pinzas para poder trabajar con ellas de una forma
mas efectiva

Mechero bunsen y alcohol: Para esterilizar las pinzas. Al mojar las
pinzas en alcohol y pasarlas por fuego, estas quedaban
esterilizadas

Medio de cultivo MS suplementado con NaCl: Para el apropiado
desarrollo de las plantulas estan se sembraron en medio Murashige
y Skoog (MS), el cual consiste en un medio basico para cultivo de
plantas que contiene los micronutrientes y macronutrientes,
ademas de nutrientes como los azucares, las vitaminas y los
reguladores del crecimiento necesarios. Para comprobar los efectos
de diferentes condiciones de concentracion de sales, este medio
fue suplementado con concentraciones crecientes de NaCl

Parafilm: Se usa para sellar los medios de cultivo

Balanza.

Regla

4.2.- Diseno del trabajo de laboratorio

En este proyecto se ha utilizado tres lineas de plantas Arabidopsis thaliana las plantas ruby y
semiruby (plantas transgénicas para el gen artificial Ruby de sintesis de betalainas) y una
linea control o no transgénica. El procedimiento experimental ha sido el siguiente:



1.

Ensayo de tolerancia a la salinidad: las semillas de las tres lineas de plantas se
germinaron en esterilidad en placas Petri con medio MS. Para mantener las condiciones
de esterilidad esta fase es muy importante que se realice dentro de la cabina de flujo
laminar para prevenir la aparicion de contaminaciones durante el proceso de cultivo.
Pasados 15 dias de la germinacion, las plantulas se separaron segun su fenotipo en ruby,
semiruby y control. Para estudiar el efecto de diferentes condiciones de salinidad, se
realizé un ensayo donde se sembraron los tres genotipos de estudio en placas con medio
MS suplementado con 5 concentraciones crecientes de NaCl: 0 mM, 100 mM, 150 mM,
200 mM, 250 mM. Para cada genotipo se pusieron dos repeticiones de cada placa para
cada uno de los tratamientos, y en cada placa se colocaron 9 plantulas de su
correspondiente genotipo, de esta manera se ponen réplicas técnicas y bioldgicas del
experimento para mayor rigor cientifico de los resultados. Algunas placas tuvieron que ser
retiradas del experimento debido a su contaminacion por hongos. Las plantas se
mantuvieron en condiciones controladas de temperatura, humedad y luz y pasados 30
dias se tomaron medidas de las variables a estudiar.

Ensayo de tolerancia a la sequia: Para este ensayo 9 plantas de cada genotipo se
sembraron en macetas de 1 L de capacidad con sustrato universal para plantas. Las
plantas se dejaron crecer durante 30 dias en condiciones controladas de temperatura,
humedad y luz, y con riego a demanda cada dos dias. Para estudiar el efecto de la
restriccion hidrica sobre los tres genotipos se realizé un ensayo donde se aplicaron tres
tratamientos de riego. Un tratamiento con riego a demanda cada dos dias (tratamiento
control) y dos tratamientos donde se sometié a las plantas a una serie de dias
consecutivos sin riego (restriccion hidrica), 7 dias para el primer tratamiento y 14 dias
para el segundo. Pasado el periodo de restriccién hidrica de cada grupo se volvieron a
incluir en el sistema de riego control y se mantuvieron 12 dias. Tras estos 12 dias de
recuperacion se tomaron las medidas de las variables de estudio.

Genotipado de plantas: Para corroborar el correcto fenotipado de las plantas empleadas
en los ensayos, aquellas plantas cuyo genotipo no estaba completamente claro de
manera visual (plantas semiruby) se analizaron mediante PCR para la presencia o
ausencia del gen de las betalainas. Primero se realizd6 una extraccion de ADN vy las
muestras a estudiar, y este ADN se utilizé como molde para la amplificacion por PCR del
gen Ruby.

- Extraccion de ADN: El tejido vegetal de cada planta se homogeneiz6 por un
método mecanico con bolas de vidrio en buffer de extraccion. Se centrifuga
para separar el ADN disuelto en el buffer del tejido y debris vegetal. El
sobrenadante se recupero, y se precipité el ADN mediante la adicién de
isopropanol. El pellet de ADN se lavé con etanol 75% para eliminar los restos
de sales, se retiro el etanol y se resuspendié el pellet en tampén TE.

TE
10 mM Tris HCI pH8 500 pl Tris HCI 1M
1 mM EDTA 100 ul EDTA0.5MpH 8

Ve 50 mi

- Analisis por PCR: Se preparo una reaccion de PCR conteniendo las
proporciones adecuadas de los reactivos necesarios: Buffer, MgCI2, dNTPs,
cebadores y polimerasa. Para reaccion se utilizaron 19 microlitros de esta
mezcla a la que se le afiadid 1 ul de ADN para una reaccion final de 20



microlitros. Posteriormente se colocaron los tubos en el termociclador. Tras la
reaccion de PCR las muestras se guardaron a -20 °C.

- Electroforesis en gel de agarosa: Para visualizar los resultados de PCR se
realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Preparacion de un gel de agarosa al 1%.

Se anadio a la agarosa 100 ml de tampdn TAE a un matraz de 250 ml.

Se anadio 1 g de agarosa, y se agité brevemente.

Se calent6 en un horno de microondas hasta que la agarosa se disolvié por completo

Cuando la solucion de agarosa se enfrié un poco, se afiadieron 10 yl de SybrSafe y

se agité brevemente.

Se vertio la agarosa suavemente sobre una bandeja de electroforesis

e Se dej6 a temperatura ambiente hasta que el gel estuvo completamente solidificado.

e Se quitd la cinta aislante y el peine, se introdujo la bandeja con el gel en una cubeta
de electroforesis.

Electroforesis:

e Se anadieron 3 ul de tampon de carga 6x a cada muestra y se mezclé suavemente
con la micropipeta.

e Secargo 15 pl de cada muestra en su pocillo correspondiente. Se incluyeron controles
y marcador de ADN.

e Una vez cargadas todas las muestras, controles y marcador de ADN, se conecto la
cubeta a la fuente de alimentacion y se mantuvo a 120 V hasta que el frente hubiese
recorrido aprox. un 60% de la longitud del gel (Aproximadamente 30-40 minutos)

e Se examinaron los resultados colocando el gel en el transiluminador UV.

4.3.- Variables de estudio

En este proyecto de investigacion se van a utilizar dos tipos de variables. La variable
independiente sera la presencia o ausencia de betalainas en las plantas, o lo que
denominaremos Genotipo. Los genotipos del estudio se dividen en tres: plantas control, que
no presentan el gen ruby, plantas ruby, aquellas plantas que presentan una coloracién muy
saturada, y plantas semiruby, las plantas que presentan la coloracion de las betalainas o bien
de una manera tenue o bien en solamente en ciertas estructuras como las hojas o las raices.
Genotipicamente la diferencia entre las plantas con un fenotipo ruby y semiruby puede
deberse al numero de copias presentes del gen, de manera que a mas copias su actividad
sea mayor y produzca mayor cantidad de betalainas.

Las variables dependientes sera aquellas medidas tomadas en los dos ensayos realizados:
ensayo de sequia y ensayo de salinidad. Estas medidas incluiran la tasa de supervivencia, la
medida, desarrollo de raices, la biomasa de las plantas (media en peso fresco) y su
morfologia.

4.4.- Tratamiento estadistico de los resultados

Los resultados obtenidos de las mediciones de las variables estudiadas provienen de 2
repeticiones técnicas con un total de 18 replicas biolégicas por tratamiento y genotipo
estudiado. En analisis de los datos y la construccion de graficas se realizé empleando Excel,
para ello se calculo el promedio de los datos y se representd junto a su desviacion estandar
(Promedio + SD).



4.5.-Planificacion de la investigacion

La investigacion se ha realizado en cuatro sesiones presenciales en el Campus Universitario
de Rabanales de la Universidad de Cérdoba que se organizaron de la siguiente manera:

1.

La primera sesion (26-10-2023) se explico en qué consistiria el trabajo, cuales eran
sus objetivos y las normas del laboratorio. Se preparo el ensayo de salinidad. En todo
momento se trabajoé en una camara de flujo laminar para mantener la esterilidad del
material y de las plantas transgénicas para evitar su contaminacion.

La segunda sesion (23-11-2023) se selecciond y se preparo los fenotipos de plantula
para el ensayo de sequia y se tomaron las medidas de las plantas crecidas en las
distintas concentraciones de salinidad. Se realiz6 la extraccién de ADN de las plantas
semiruby empleadas en el ensayo de salinidad.

La tercera sesion (25-01-2024) se tomaron las medidas pertinentes para el estudio del
ensayo de sequia. Genotipado de plantas mediante PCR de genes especificos de la
sintesis de betalainas.

La cuarta sesion (15-02-2024) se termin6 de analizar los resultados del genotipado de
plantas mediante PCR de genes especificos de la sintesis de betalainas.
Posteriormente, en la biblioteca se analizaron los datos y se asesoré sobre la
elaboracion de un poster cientifico.

Sesiones online mediante documentos compartidos en Google-Drive. Se
trabajaron los documentos en forma plantilla en carpetas compartidas online. De esta
manera todo el grupo trabaja en el desarrollo y van siguiendo las indicaciones de los
tutores IES coordinadores.

a) Preparacion de un resumen/abstract

b) Preparacion de una memoria de investigacion

c) Preparacion de un poster/panel

d) Preparacion de una presentacion en diapositivas

e) Preparacion del texto de la exposicién para la defensa en el congreso

5.- RESULTADOS

Fenotipado y genotipado de las plantas

Las plantas clasificadas como semiruby se analizaron mediante amplificacion por PCR del
gen para corrobora el correcto fenotipado (Figura 5), utilizando unos cebadores especificos
cuya secuencia es complementaria al gen Ruby.
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Figura 5. Fenotipo de las lineas analizadas. Las plantas con una
coloracion intermedia o con alguna parte coloreada se clasificaron como
plantas semiruby



La presencia del producto de PCR esperado de 920 pares de bases (bp) confirma la insercion
en el genoma del gen Ruby. Unicamente dos plantas (C5 y C11, Figura 6) de las analizadas
no presentaron el gen. Las medidas de ambas plantas para ensayo de salinidad se excluyeron
del andlisis de datos para no interferir con los resultados.
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Figura 6. Genotipado mediante PCR de las plantas con fenotipo
semiruby. La presencia del producto de amplificacion del gen ruby
corrobora el correcto fenotipado de las plantas. Las plantas que no
presentaron el gen Ruby (C5 y C11) se excluyeron para los analisis
de los tratamientos de sequia y salinidad

Tolerancia a la salinidad

Las plantulas bajo los dos tratamientos de mayor concentracién de NaCl (200 y 250 mM)
tuvieron una tasa de supervivencia del 0%, por lo una concentracion igual o mayor a 200 mM
no es viable para poder estudiar efectos en los genotipos empleados. En cuanto al tratamiento
control, en ausencia de NaCl los tres genotipos tuvieron un 100% de supervivencia (Figura
7A). Los datos de plantas semiruby bajo el tratamiento de 150 mM tuvieron que ser excluidos
del analisis debido a contaminaciones por hongos que dafiaron todas las plantas de las dos
repeticiones técnicas.

Los datos de supervivencia de las plantas sometidas a los restantes tratamientos con
concentraciones crecientes de NaCl mostraron un aumento de la viabilidad de las plantas
tanto pata el genotipo ruby como para el genotipo semiruby respecto a sus correspondientes
grupos de plantas control. Los dos genotipos capaces de sintetizar betalainas se comportaron
de la misma manera, ambos con un aumento de la tasa de supervivencia 1,4 veces mayor
que las plantas control, tanto para la concentracion 100 mM, como también en 150 mM de
NaCl en el caso del genotipo ruby (Figura 7A).
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Figura 7. Efecto de la sintesis de betalainas antes condiciones de estrés salino. Tasa de supervivencia de las pantas
con fenotipos ruby (morado) y semiruby (rosa) en comparacion con las plantas control (verde) ante los diferentes
tratamientos de NaCl (A). Efecto de la concentracion creciente de NaCl sobre la biomasa de las plantas (B) y sobre el
desarrollo y longitud de las raices (C).

De la misma manera, en lo referente a las condiciones de salinidad ensayadas en este
experimento, los genotipos ruby y semiruby no presentaron diferencias significativas entre
ellos en cuanto a las variables de estudio, por lo que a mayor concentracién de betalainas no
se ve mayor respuesta.

La sintesis de betalainas muestra un efecto negativo en el desarrollo de las plantas en lo
referente a su crecimiento, tanto de biomasa como en la longitud de sus raices, en
condiciones de ausencia de estrés salino (0 mM NaCl). Sin embargo, en el caso de la biomasa
este efecto desaparece conforme mayor es el estrés salino, llegando a no ser
significativamente diferentes la biomasa de las plantas con betalainas de las que no las
sintetizan en el tratamiento con 150 mM de NaCl (Figura 7B). En el caso de la longitud de sus
raices el efecto de las betalainas cambia a ser positivo, teniendo mayor longitud las raices de
las plantas ruby que las plantas control para el tratamiento de 150 mM (Figura C)

Tolerancia a la sequia

En el ensayo para el estudio de la tolerancia a la sequia o estrés hidrico si encontramos un
comportamiento diferente entre los genotipos con presencia de betalainas. La diferencia mas
notable se encuentra en la diferencia en la supervivencia de las plantas en el tratamiento de
14 dias de restriccion hidrica, donde tenemos una tasa de supervivencia del 0% para las
plantas control que carecen de betalainas, pero que la tasa de supervivencia de las plantas
ruby es del 97% (Figura 8A). En el caso del genotipo semiruby, donde la concentracion de
betalainas no es tan alta, la supervivencia asciende solo al 11%. En el tratamiento de 7 dias
de sequia la diferencia entre las tasas de supervivencia no es tan evidente, aunque se aprecia
una tendencia al aumento conforme mayor es el contenido en betalainas.
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Figura 8. Efecto de la sintesis de betalainas antes condiciones de estrés hidrico. Tasa de supervivencia de
las pantas con fenotipos ruby (morado) y semiruby (rosa) en comparacion con las plantas control (verde) ante
dos tratamientos de restriccion hidrica (A). Efecto de 7 y 14 dias de restriccién hidrica sobre el desarrollo de
biomasa en los distintos fenotipos (B).

En cuanto al efecto de la sintesis de betalainas sobre la biomasa de las plantas, cuando el
contenido de betalainas no es tan alto como para pigmentar toda la planta (plantas semiruby),
estas muestran un comportamiento que no es significativamente diferente al de las plantas
control (Figura 8B). Sin embargo, cuando la presencia de betalainas ocurre a mayor



concentracion (plantas ruby) la biomasa de las plantas se ve significativamente afecta en
condiciones de riego normal, con una reduccion del 50% de biomasa. De nuevo en las
condiciones de estrés mas acentuadas ensayadas, 14 dias de restriccion hidricas, el efecto
de las betalainas se invierte entre las plantas ruby y las plantas control, siendo en este caso
la biomasa de las plantas ruby mayor que las de las plantas control.

6.-DISCUSION

Aunque los pigmentos rojos de betalaina se han asociado con la tolerancia a la salinidad y a
la sequia en algunas haldfitas como Disphyma australe, los esfuerzos para determinar si
tienen un papel causal y los mecanismos subyacentes se han visto obstaculizados por la falta
de un sistema modelo (Zhou et al. 2021). Por este motivo, hemos utilizado una planta
comunmente utilizada como modelo genético en investigacion, Arabidopsis thaliana,
generando plantas productoras de belainas y de esta manera poder estudiar su efecto ante
condiciones de estrés abiodtico.

Los resultados de los dos ensayos realizados (efecto ante el estrés hidrico y estrés salino)
han demostrado un efecto notable de la sintesis de betalainas en las plantas transgénicas en
cuanto a su respuesta frente a las plantas control, sobre todo en cuanto a un aumento en la
tasa de supervivencia. A raiz de los resultados obtenidos cabe esperar que la sintesis de
betalainas pueda aportar una ventaja adaptativa a las plantan en el supuesto de que el
cambio climatico siga produciendo escasez en la cantidad de agua disponible, asi como en
la concentracion de sales de los suelos.

Otros estudios realizados con plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) demuestras de igual
manera un aumento de la supervivencia de plantas capaces de sintetizar betalainas (Yanfei
Zhou), lo que indica que el efecto no es exclusivo de solo una especie vegetal y que por lo
tanto podria ser extendido a otros cultivos de mayor interés agronémico.

Aun queda por determinar el mecanismo exacto por el que este pigmento confiera mayor
tolerancia a la salinidad y sequia. Zhou et al. también relacionan la mayor tolerancia salina
con una foto proteccion del tejido foliar, una mayor actividad antioxidante y un mayor
rendimiento fotosintético, de manera que todos estos procesos podrian relacionar a las
betalainas con su efecto ante el estrés abidtico.

7.-CONCLUSIONES

e Las plantas con una alta pigmentacién morada, y por lo tanto alto contenido en betalainas
y alta expresion del gen Ruby (fenotipo ruby) presentan un significativo aumento en la
tolerancia a la sequia (estrés hidrico).

e La sintesis y presencia de betalainas en Arabidopsis thaliana confiere una mayor tolerancia
al estrés salino, mayor cuanto mas extremas son las condiciones de estres.

el a presencia del gen Ruby afecta negativamente a la biomasa de las plantas en condiciones
de bajo estrés abidtico, pero no en las condiciones mas extremas de este experimento, donde
el desarrollo de las plantas con betalainas es mayor que es de las plantas control, tanto ante
el estrés hidrico como el estrés salino.



eEn condiciones de estrés salino, la presencia del gen Ruby tiene un efecto positivo en el
desarrollo de las raices de las plantas.

Conclusion final: Frente al cambio climatico, la sintesis de betalainas podria ayudar a la
supervivencia de las plantas. Sin embargo, a pesar de que la sintesis de betalainas confiere
una mayor tolerancia al estrés abiotico en términos de restriccion hidrica y alta salinidad, en
ausencia de estrés afecta al desarrollo y biomasa de las plantas, por lo que lo ideal seria
buscar otros genes candidatos que mejoren esta resistencia sin afectar al desarrollo de la
planta.
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